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1.Koszonetnyilvanitisok

Megkdszondm csaladom tdmogatd tiirelmét, amivel fogadtik és fogadjak azt, hogy tobb mint 25 éve a
tudomanyos tevékenységre olyan sok idot forditok.

Koszonet tanaraimnak és azoknak, akikkel egyiitt dolgozhattam és dolgozhatok, iddrendi
sorrendben:

Ko6szoném Dr. Puppi Andras tanar urnak, hogy bevezetett a tudomanyos munkdba, megmutatta a
Ko6szoném Dr. Javor Tibor () professzor urnak, hogy bevezetett a beteggydgyitds és a klinikai
kutatés rejtelmeibe és megmutatta a szabadgyokok jelentdségét a betegségek kifejlodésében.
Ko6sz6ném Dr. Horvath Tiindének, hogy onzetleniil tanitott a kliniko-farmakologia és a hepatologia
szabadgyokds ismereteire.

Kosz6ném Dr. Past Tibornak, hogy megtanitott a preciz laboratériumi munkéra 0j szabadgyokos
modellek kidolgozasanak modszerére.

Kosz6ném Dr. Arthur Cederbaum professzor tirnak, hogy az alkoholos majkarosodas és a vas-
anyagcsere szabadgyokds, biokémiai vonatkozasainak alapjaira megtanitott.

Kosz6ném Dr. Joseph Hoet (}) professzor urnak, hogy a diabetologia szabadgyokos folyamataira
felhivta a figyelmemet.

Koszonom Dr. Belagyi Joézsef (1) professzor urnak, hogy az ESR vizsgalatokon keresztiil a
szabadgyokok biofizikai tulajdonsagaira oktatott és ebben éveken keresztiil egyiitt dolgozhattunk.
Ko6szonom Dr. Poté Laszlo tanar Girnak, hogy segitett az ESR vizsgalatok elvégzésében és megoldotta
a biomatematikai problémainkat, illetve ezekre a megoldasi médokra megtanitott.

Koszonom Dr. Nagy Judit professzornének, hogy megtanitott a klinikai nephrologiara, a
szabadgyokok nephrologia szerepére, a didaktikus tudomanyos prezentacidra, tamogatott egy
tudomanyos klinikai labor felépitésében, iranyitotta tudomanyos és oktatd tevékenységemet.
Ko6szonom Dr. Koszegi Tamas tanar urnak a klinikai kémiai vizsgalatokat.

Ko6szonom Dr. Kocsis Béla tanar Grnak, hogy tanacsaival segitette a HPLC-metodika beallitasat €s
gyakorlati tanacsokkal timogatja ilyen iranyu tevékenységiinket.

K06szonom Dr. Matus Zoltan tanar ar folyamatos timogatasat a HPLC-vizsgalatok kivitelezése soran.
Ko6szonom Dr. Ludany Andrea professzornének a vizelet- és a szemlencsefehérjék analizisében
nyujtott segitségét és egyiittmikodését.

Ko6sz6n6m Dr. Biro Zsolt professzor trnak a szemlencse-analizisek elvégzése soran nyujtott
készséges egyiittmiikodését.

K06szonom Dr. Siimegi Balazs professzor trnak a rezveratrolos vizsgalatokhoz nytjtott tamogatast.
Koszonom Dr. Koller Akos és Dr. Gollasch Maik professzor uraknak a myographos vizsgalatokkal

kapcsolatos segitséget.
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Ko6szonom Prof. Dr. August Heidlandnak, Prof. Dr. Friedrich C. Luftnak és Prof. Dr. John C.
Chathamnek az egyiittmi{ikodés lehetOségét, javaslataikat, tamogatasukat.

Koszonetet mondok munkatarsaimnak, beosztottjaimnak, akik mellettem alltak és allnak a
tudomanyos, gyogyito és oktat6 munkaban:

Dr. Kovacs Tibornak, Dr. Wagner Laszlonak, Dr. Wagner Zoltannak, Dr. Mazak Istvannak, Dr.
Degrell Péternek, Dr. Vas Tibornak, Dr.Halami Richardnak, Dr. Molnar Gergd Attilanak, Dr. Laczy
Boglarkanak, Dr. Marké Lajosnak, Dr. Szijarté Istvannak, Dr. Cseh Juditnak, Dr. Mikolas Esztella
Zsokénak, Dr. Brasny6 Palnak.

Koszonetet mondok tudomanyos didkkori hallgatéimnak, akiktél sokat kaptam, akik lelkesitettek
lelkesedésiikkel, és akik tanitasa tobb dromet okozott, mint amennyi faradtsagot jelentett.

Koszonetet mondok a technikai segitségért Dr. Samikné Varga Ilonanak, Bodor Enikonek, Horvath

Klaudianak, Horvath Viktérianak, Riszt Irénnek €s Surjan Editnek.

2.Eredeti tudomdnyos felismerés(csatlakozo kozlemény szama)

Legfontosabbnak azt a felismerésemet tartom, amely szerint nem elég az oxidativ és
karbonil stressz akut hatasait kivédeni, hanem a szubakut karosodasok megeldzése is sziikséges
ahhoz, hogy a kezelés valoban eredményes legyen. Az ehhez a gondolathoz vezetd tudomanyos
eredmények a kdvetkezok:

1. A glikacio és az oxidacio egyiittes jelenlétében termel6dd glikoxidacios termékek, mint pl.
az un. AGE-fluoreszcencia és a karboximetil-lizin szérumszintje, j6 szénhidrathaztartassal
rendelkezd 2-es tipusu cukorbetegekben csak besziikiilt vesefunkcio esetében magasabb.
(M

2. Az ischaemids szivbeteg, 2-es tipusu cukorbetegek GFR-je alacsonyabb, szérum-AGE-
szintje és vizeletalbumin-iiritése magasabb, mint a szivbetegségben nem szenveddké. (1)

3. A nem enzimatikus glikacidé reverzibilitasaért felelés FN3K enzimnek a G900C
polimorfizmusa, CC variansa esetén a 2-es tipusu cukorbetegség késdbbi életkorban
kezdédik. (I1)

4. A metilglioxdl ventromedialis hypothalamusba torténd injektalasaval, patkdnyban
metabolikus syndroma kelthetd, melynek hatasara a vese tubulointersticiumaban
akkumulalodik az AGE-imidazolon és a renin, amelyek felel6ssé teheték a vese
papillafibrozisaért. (111)

5. A jelenleg ajanlott Osszes prevencids eljarast alkalmazva diabeteses nephropathidban, a
kezelés ellenére is glomerularis és tubularis O-glikozilacios eltérések mutathatok ki a vese
hisztoldgiai vizsgalata soran, ami arra utal, hogy a hexozmanin anyagcserett aktivacoja

nem volt kivédhet6. (1V,V)
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Szigorti vérnyomaskontrollt alkalmazva IgA nephropathidban a glikoxidacios termékek
szintje csak akkor emelkedik meg az egészségesekhez képest, ha a vesefunkcid
beszikul.(VI,VII)

HPLC-alapu eljarast dolgoztunk ki, amelynek segitségével egyszerre lehet mérni az
albumin vizeletiiritését és a vizeletalbumin glikoxidaciojat. (VIII)

A vizeletalbumin glikoxidacidja — 2-es tipusu cukorbetegekben — a vesefunkcioval és nem
a glykaemiaval mutat kapcsolatot, és nem befolyasolja az immunoldgiai vizeletalbumin-
meghatarozast.(VI11)

A vizelet tobb éves, -80°C-os taroldsa a vizeletalbumin-mennyiség csokkenéséhez vezet,
melyben szerepe lehet a vizelet pH-janak és szulfhidril-csoport tartalmanak.(1X)

In vitro modelliink szerint metilglixal hatasara a glomerularis vérzésre jellemzd
vorosvértest alakok jonnek 1étre.(X)

A metilglioxalos vorosvértest modelliinkben, a metilglioxal okozta karbonil stressz
oxidativ stresszhez vezetett, amely intracellularis kalcium-akkumulaciot okozott.(XI)
Elektronspinrezonancia és egyéb vizsgalataink alapjan a metilglioxal komplexalja és
redukalja a ferri vasat, amely folyamat a metilglioxal karosité hatasanak fontos
1épése.(XI)

Végallapoti veseelégtelenségben a magasabb szérum AGE-szint (a karboximetil-lizin,
CML szérumkoncentracidja) magasabb cardiovascularis és Osszmortalitassal jar
egyiitt.(XI1)

Végallapotu veseelégtelenségben a teljes halalozas fliggetlen kockazati tényezdjének a
kor, a kiindulasi cardiovascularis betegség, a dohanyzas, a magas szérum CRP- és AGE-
szint bizonyult.(XI1)

Az AGE-k és az AGE-k altal okozott proteinuria - nephronvesztésen keresztiil - olyan
circulus vitiosust indit meg, amely atherosclerosishoz ¢és a beteg halalahoz
vezethet.(V,XII)

In vitro kisérleteinkben igazoltuk, hogy a dohanyfiist vizes oldata csokkenti az
X1V)

A dohanyfiist vizes oldata ndoveli az eNOS aktivaldo (Ser(1177)) és gatld (Thr(495))
foszforilaciojat is, de jobban emeli a gatld foszforilacid mértékét.(XV)

A dohanyfiist vizes oldata hatasara a normalisan homodimer eNOS monomerekre torténd
szétesése volt megfigyelhetd.(XV)

A dohanyfiist vizes oldata hatasara az Akt (protein kinaz B) aktivald foszforilacidja
(Ser(473) csokkent, aminek hatasa lehet szamos jelatviteli folyamatra (pl. eNOS aktivacio

csokken, inzulin-jelatvitele csokken, stb.). (XV)
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Eredményeink alapjan valdszinisithetd, hogy a dohanyfiist vizes oldata a protein kinaz C-
-n keresztiil fejti ki eNOS-hatasat. (XV)

A dohanyfiistnek ezek a hatasai részben, vagy teljesen kivédhetdk glutationnal, mint nem
specifikus aldehid- és szabadgyok-elfogoval.(XI11-XV)

Akut human vizsgalatban a cigaretta szivdsa a vese rezisztencia indexének csdkkenésével
jar, ami feltehet6en hyperfiltraciot okoz a vesében.(XVI, XVII)

In vitro, myograph-os vizsgalatok alapjan a dohanyfiist vizes oldatanak hidrogén-peroxid
tartalma az arteria renalis elsd oszlasan vazodilataciot valt ki, ami endotéltdl fiiggetlen,
direkt simaizomhatasként valosul meg, az L-tipusu kalciumesatornak, vagy a Na'-Ca®*-
cseretranszporter befolyasolasan keresztiil.(XV1)

Human, retrospektiv, hisztologiai vizsgalatunk szerint valoszinisithetd, hogy a
dohanyzasnak szerepe van a Kimmelstiel-Wilson-1¢zi6 kialakulasaban.(XVII1I)

Diabetes mellitusban és diabeteses illetve nem-diabeteses vesebetegekben a vizelet orto-
tirozin iritése magasabb, mint egészségesek esetében, ami fokozott hidroxil szabadgyok-
képz6désre utal.(X1X)

A diabeteses betegcsoportok orto-tirozin frakcionalt exkrécidja meghaladta a 100%-ot és a
vizelet orto-tirozin koncentracioja nem korrelalt a szérum orto-tirozin szintjével, amik arra
utalhatnak, hogy a hidroxil szabad gyok vesében torténd, in loco képzddésével kell
szamolnunk.(X1X)

Az orto-tirozin frakcionalt exkrécioja tizszer magasabbnak bizonyult, mint a para-tiroziné,
ami lehet6vé teszi az afizioldgias orto-tirozin hatékony eliminalasat.(X1X)
Szemlencsefehérjék analizisével kimutattuk, hogy a diabeteses és a nem-diabeteses
kataraktas lencsék vizoldékony fehérjéinek relativ fenilalanin tartalma alacsonyabb, mint
az egészségeseké.(XX)

Mind az egészséges, mind pedig a kataraktds szemlencse homogenizatum fenilalanin

rrrrr

-----

hidroxil szabadgyok-altali karositasara utal.(XX)

A diabeteses és a nem-diabeteses kataraktas szemlencsék homogenizdtumaban magasabb
a meta-tirozin és az orto-tirozin koncentracidja, mint az egészségesekében.(XX)

Az orto- és meta-tirozinon ndvesztett zsirsejtek — a 25 mmol/l glukézon neveltekhez
hasonléan — inzulin-rezisztensekké valtak. (nem kozolt adatok, szabadalmi kozzététel:
Pub.No.: WO/2012/176009, Pub.Date:27/12/2012)

Az inzulin jelatvitelében kulcsszerepet jatszo Akt aktivalo foszforilacigja orto- és meta-

tirozin hatasara ugyanugy csokkent, mint a 25 mmol/l-es glukéztartalmi médiumban.
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(nem kozolt adatok, szabadalmi kozzététel: Pub.No.: WO/2012/1760009,
Pub.Date:27/12/2012)

Az orto- és meta-tirozinon nevelt zsirsejtek a koros aminosavakat a tapoldat glukoz- és
inzulin-tartalmatol fiiggetleniil felvették és az intracellularis fehérjékbe beépitették. (nem
kozolt adatok, szabadalmi kozzététel: Pub.No.: WO/2012/1760009,
Pub.Date:27/12/2012)

Az oxidativ stressz mértéke a periférids erek felé csokken, ami befolyasolja az erek
vazodilatacios készségét inzulinra. (nem kozolt adatok, szabadalmi kozzététel:
Pub.No.: WO/2012/176009, Pub.Date:27/12/2012)

Az oxidativ stressz novekedésével az ERK1/2 utvonal aktivalodik, ami az inzulin-hatas
csokkenésével jar egyiitt. (nem kozolt adatok, szabadalmi kozzététel: Pub.No.:
WO/2012/176009, Pub.Date:27/12/2012)

A femoralis artériaban az aortdhoz képest sokkal kisebb az oxidativ stressz az inzulin
hidrogén-peroxidon Kkeresztiil vazorelaxaciot okoz. (nem kozolt adatok, szabadalmi
kozzététel: Pub.No.: WO/2012/176009, Pub.Date:27/12/2012)

Az oxidativ stresszt akutan ndvelve (hidrogén-peroxid+aminotriazollal) vagy csokkentve
(szuperoxid dizmutaz+tkatalazzal, SOD+CAT) az erek vazoaktivitasat mérsékelten tudjuk
csak Dbefolyasolni. (nem Kkozolt adatok, szabadalmi Kkozzététel: Pub.No.:
WO/2012/176009, Pub.Date:27/12/2012)

A hidroxil szabad gyok okozta oxidativ stressz végterméke, az orto-tirozin 6nmagéban is
orto-tirozin etetése révén is ki tudtuk valtani a hatast. (nem kozélt adatok, szabadalmi
kozzététel: Pub.No.: WO/2012/176009, Pub.Date:27/12/2012)

Az inzulin-rezisztencia és az atherosclerosis is az oxidativ stressz kovetkezménye
lehet.(XXI)

A pszeudohipoxia-okozta oxidativ stressz gatolhatja a maj glukoz-6-foszfataz
enzimét.(XXII)

Pszeudohipoxia modellinkben a glukoz-6-foszfatdz enzimgatlast mind a lipid-
peroxidacié, mind a hidroxil szabadgyok-képzddés okozhatja. (XXI1)

Pszeudohipoxia modelliinkben a vas-ATP komplex a lipid-peroxidaciot a vas-EDTA
komplex a hidroxil szabad gyok képzodését segiti els. (XXII)

Humaéan, 2-es tipusa, inzulinrezisztens cukorbetegen végzett vizsgalatunkban els6ként
igazoltuk, hogy a rezveratrol — valdsziniileg az orto-tirozin mennyiségének csokkentésén
keresztiill — mérsékli az inzulin-resztenciat és csokkenti az intersticialis cukor szintjét.

(XXI11)
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45. Az endogan ouabain szérumszintje a tarsbetegségekkel rendelkezé hypertonias
betegekben magasabb és Osszefiigg az éjszakai vérnyomassal, illetve a szubklinikus
célszerv-karosodasokkal. (XXIV)

46. Az endogén ouabain nem mutat dsszefiiggést az orto-tirozin szintjével, de az orto-tirozin
szintjét a vesefunkci6 nagymértékben determinalja hypertonias betegekben. (XXIV)

47. A kettds renin-angiotenzin-aldoszterin-rendszer gatlas (ACEI+ARB) nem befolyasolta az
endogén ouabain szintjét hypertonias betegekben, azonban megszlintette az ouabain

szintje és a szubklinikus célszervkarosodasok kozotti sszefiiggést. (XXV)
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3.0sszefoglalds

Az akut oxidativ-, vagy karbonil stresszhatasok azok, amelyeket egy akut antioxidans
kezeléssel, vagy glikacids végtermék eltdvolitdssal (pl. egy inzulin injekcié révén a
szénhidratanyagcsere rendezésével, vagy aktualis haemodializissel) orak alatt mérsékelni
lehet. Az akut hatasok tartds, vagy ismétl6do fennallasa azonban szubakut hatasba fordul at,
és ezek mar csak hetek, honapok alatt védhet6k ki (pl. cukorbetegségben hetekig tartd
intenziv  inzulinkezeléssel, az Un. Aattoréssel, vagy veseelégtelenségben vese-
transzplantacioval). Természetesen ismertek az oxidativ- és a karbonil stresszre kronikusan
hato tényezok is, ezek példaul genetikai polimorfizmusok, vagy gyakran epigenetikai
modosulasokat jelentenek, amelyek a DNS, vagy a hozza kapcsol6dd hiszton valtozasaiban

manifesztalodnak (ezek visszaforditasa a jelenlegi modszerekkel nem mindig lehetséges).

A glikacio, karbonilacié és oxidativ stressz tartdos ¢és ismétlédoé fennallasa, annak
szubakut és kronikus hatasai miatt, a hagyomanyos antioxidans vitaminkezelés nem lehet
eredményes Onmagaban (lasd nagy klinikai tanulmanyokban a vitaminkezelések
hatastalansagat), mert ez csak az akut hatasokat célozza meg, ezért tovabbi, a szubakut és
lehetéség szerint a kronikus elvaltozasokra is célzott kezelésekkel kell ezt kiegésziteni.
Tovabbi gondot jelent egyrészt az, hogy az antioxidans E-vitaminkezelés direkt mddon a
lipid-peroxidaciot gatolja, és sajat megfigyeléseink szerint a szubakut hatasokat jelentd
elvaltozasok (koéros aminosavak, glikacids végtermékek képzodése) inkabb a vizfazisban
zajlanak. Masrész a vizoldékony antioxidans kezelés gatolhatja az agonista, pl. az inzulin

crcr

intracellularis jelatviteléhez sziikséges.

Vizsgalataink szerint a diabetes mellitus, a hypertonia, a kronikus vesebetegségek, a
cardiovascularis betegségek ¢és a dohanyzas noveli a szabadgyok-képzodést, a glikaciot, a

karbonilaciot, €s csokkenti a nitrogén-monoxid biologiai hozzaférhetdségét (3.1. abra).

A fehérjék glikacigjat csokkentheti a fruktézamin-3-kinaz enzim, melynek polimorfizmusai

KRONIKUS HATAST fejthetnek ki és eredményeink alapjan késleltethetik a diabetes mellitus

manifesztalodasat.
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A hidroxil szabad gyok oxidalt aminosavak (orto- és meta-tirozin) képzodését indithatja meg,
amely folyamatot rezveratrollal meg tudtuk szakitani. Kimutattuk, hogy a glikacios végtermékek (pl.
az imidazolon) noévelhetik a lokalis renin-angiotenzin-aldoszteron-rendszer (RAAS) aktivitasat a
vesében. Az angiotenzin II és az aldoszteron aktividlja a NAD(P)H-oxiddz enzimet, aminek
kovetkeztében akut oxidativ- és karbonil stressz alakul ki, amelyet a vizeletben iiritett albumin
moédosuldsa révén, vagy a glomerulonephritisekre jellemzd glomerularis tipusi vesevérzés
modellezésével mutattunk ki. Az akut oxidativ- és karbonil stressz rontja a kockazati tényezdket
(cukor-, magasvérnyomas-betegség, stb.) de a célszervkarosodasok heveny progressziojat is

el8idézheti (AKUT HATAS).

Vizsgalataink szerint az ismétlédden jelentkez6 akut hatdsokat tartésan kedvezden
befolyasolhatja a RAAS-gatlas, ami ,,antioxidans” kezelésnek mindsiil az altal, hogy csokkenti a
NAD(P)H-oxidaz enzim aktivitasat és adataink szerint kedvezé a vesebetegség progresszdja
szempontjabdl is. Bizonyitottuk, hogy a rendszeresen ismétlédé akut oxidativ- és karbonil stressz
epizodok hyperfiltraciot, O-glikozilaciot, a dohanyzas esetében a vesében Kimmelstiel-Wilson-1éziot,
a keringésben endogén ouabainszint-emelkedést, a vizeletben proteiniiritést okoznak. Eredményeink
arra utalnak, hogy a GFR csokkenése glikacios végtermék-, orto- és meta-tirozin-akkumulaciohoz és
ez altal karosodasokhoz (pl. koros fehérjeképzddéshez) vezethet. Ezek a nem élethosszig tarto,

szubakut karosodasok (SZUBAKUT HATASOK) specialis kezeléseket igényelhetnek, amelyek még

kidolgozasra varnak. Adataink szerint a szubakut hatdsok kezelése nélkill biztosan

veseelégtelenséghez és mortalitas-novekedéshez vezetnek az emlitett folyamatok. Ezért a szubakut

hatasok kezelését tartom legfontosabb uj felismerésemnek.

Olyan 1uj, komplex kezelésre van sziiksége betegeinknek, amely az oxidativ- és karbonil

stressz akut, szubakut és kronikus hatasainak kivédésére egyarant alkalmas.
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9 Oxidativ- és karbonil stressz-betegségek «¢—

(DM, CKD, HT, CVD, dohanyzassal kapcsolatos betegségek)

Rezveratrol

Glikacio, endodigin, ROST, NO| —— m-Tyrt, o-Tyr{

KRONIKUS
HATAS

FN3K NF-kB1

hormon-rezisztencia — .

Gyulladasos citokinek?

AKUT HATAS — T~ SZUBAKUT
Citokin-receptor Szubklinikus gyulladas (CRP?) HATAS
AGE—p-RAAS?T NADPH-oxid4z enzim aktivitas?
RAAS-gitlas ROSt ———» Glomerularis haematuria
!
< Akut oxidativ- és karbonil stressz —p-Vizeletalbumin-modositas

!

Hiperfiltracid, O-glikozilacid

!

KW:-1¢zi6, endodigin{, proteinuria, GFR-besziikiilés —p0-Tyrf ——— P

!

Glikozilacids és glikicids termékek akkumulacidja (pl. O-glikozildcio, CML,

imidazolon, AGE fluoreszcencia)

Veseelégtelenség, mortalitas|

3.1. dbra A disszertacioban leirt sajat eredmények (aldhuzott és kékhattérrel kiemelt helyek) és
az irodalmi adatok alapjan fennallé kapcsolatok osszefoglalé (sematikus) dbrazolasa.
DM=diabetes mellitus, CKD=kronikus vesebetegség, HT=hypertonia, CVD=cardiovascularis
betegség, ROS=reaktiv oxigénszarmazékok, NO=nitrogén-monoxid, m-Tyr=meta-tirozin, o-Tyr=orto-

tirozin, AGE=eldrehaladott glikacids végtermék, FN3K=frukt6zamin-3-kindz polimorfizmusa, NF-
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kB=nuklearis faktor kappa-B, CRP=C-reaktiv protein, RAAS=renin-angiotenzin-aldoszteron-rendszer,

KW-1ézi6=Kimmelstiel-Wilson-1ézio..

4. Bevezetés

Roviditések: ACEIl = angiotenzin-konvertalo-enzim-gatlo, ADP = adenozin-difoszfat, AGE =
elérehaladott glikacios végtermék, ARB = angiotenzin-receptor-blokkold, ATP = adenozin-trifoszfat,
cGMP = ciklikus guanozin-monofoszfat, CML = karboximetil-lizin, DM = diabetes mellitus, eNOS =

endothelidlis nitrogén-monoxid szintdz enzim, Fe2t = ferro ion, Fe3t = ferri ion, FN3K =
fruktozamin-3-kinaz, FN3K-RP = frukt6zamin-3-kinaz-rokon-fehérje, GBM = glomerulus bazalis
membran, GSH = redukalt glutation, HpO» = hidrogén-peroxid, HbAlc = haemoglobin A,;, HPLC =

nagyteljesitményti folyadékkromatografia, IFG = emelkedett ¢éhgyomri vércukor, IGT = csokkent
glukoztolerancia, L-NMMA = N-monometil- arginin, NADH = nikotin-adenin-dinukleotid (redukalt
forma), NADPH = nikotin-adenin-dinukleotid-foszfat (redukalt forma), NFkB = nuklearis-faktor B,

NGT = normalis glukoéztolerancia, NO = nitrogén-monoxid, -OH = hidroxil szabad gyok, Oo™ =

szuperoxid szabad gyok, OONO™ = peroxinitrit, RAGE = AGE-receptor, SOD = superoxid dizmutaz
enzim, TBARS = tiobarbitursav-reaktiv szubsztanciak.

4.1. A 2-es tipusu diabetes f6bb jellemzdoi (XLIV, LXII)

Vizsgalataink soran elsdsorban a diabetes mellitus leggyakoribb okaval a 2-es tipust
cukorbetegséggel foglalkozunk. A 2-es tipusu diabetes mellitus (DM) kialakulasat, szamos egy¢b
folyamat mellett, a periférids szovetek (izom, zsir és maj) inzulinrezisztencidja és a [-sejtek
inzulinszekrécidés defektusa egyiittesen okozza. Ismert, hogy a 2-es tipusi DM-et csokkent
glukoztolerancia (impaired glucose tolerance, IGT) és/vagy emelkedett ¢hgyomri vércukorérték

(impaired fasting glucose, IFG) el6zi meg (1).

4.1.1. Az inzulinszekrécio szerepe a 2-es tipusu DM kialakuldsaban és progressziojaban
IGT-ben és a 2-es tipusu DM kezdetén egyszerre van jelen a hypo- és a hyperinzulinaemia. Az
inzulintermelés elsd fazisa ugyanis csokkent, de a masodik fazis emelkedett, igy az inzulinvalasz mind

az els6, mind a masodik fazisban eltér a sziikséglettdl (4.1.1.1.) (2).
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elsé masodik elsé masodik

C D

- l/-\

masodik masodik

S~ U N\

4.1.1.1. dbra Sematikus abrak az inzulinvalaszrdl és néhany exogén, szubkutin adott inzulin
kinetikajarél. A: normalis inzulinvalasz els6 és masodik fazisa; B: IGT-ben csokken az inzulinvalasz
elso fazisa és nd, illetve megnyulik a masodik fazisa; C: DM-ben eltlinik az inzulinvalasz els6 fazisa,
D: a DM tartés fennallasa esetén csokken az inzulinvalasz masodik fazisa; E: Gsszehasonlitasképpen
human, gyorshatasu inzulin kinetikaja szubkutan adagolas esetén; F: ultragyors hatasu inzulinanalog
kinetikaja szubkutan adagolas esetén. Az ,,els6” illetve ,,masodik” sz6 az dbraban az inzulinvalasz els6
és a masodik fazisra utal. A vizszintes tengely id6t, a fliggbleges inzulinkoncentraciot jelent
(sematikusan).

fgy a korai postprandiumban hypoinsulinaemia, hyperglycaemia, hypertrigliceridaemia és a
korai hyperglycaemia stimulaldo hatasara késoi postprandialis hyperinsulinaemia, majd ennek
kovetkeztében hypoglycaemia alakulhat ki. A klinikai képet tovabb bonyolitja az, hogy hosszan
fennall6 2-es tipust DM esetén, a tartos szulfanilurea kezelés kdvetkeztében, vagy a betegség spontan

lefolyésa soran is, 5-10 évvel a diagnézis feldllitdsa utan annyira lecsokken a -sejtek inzulintermeld
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képessége, hogy a beteg hypoinsulinaemiassa valhat, most mar az inzulinszekrécié masodik fazisaban
is. Az inzulinszekrécié masodik fazisaban kialakuld hypoinsulinaemia létrejottében szerepe lehet a
tartosan talstimulalt B-sejtmtikdodésnek, ugyanis ugyanabban a szekrécids granulumban talalhatoé az
amilin (mas néven szigetsejt amiloid polipeptid, IAPP) is. Ez a hormon, mint azt a neve is mutatja, a
pancreas szigetekben lokalis amiloidézist képes okozni, ami karositja a szigetsejteket. Ugy tiinik, hogy
minél tovabb és minél intenzivebben stimulaljuk az inzulinszekréciot, annal tobb amilin szekretdlodik
¢és annal hamarabb meriil ki az endogén inzulintermeld kapacitas.

Pima indianokban igazoltak, hogy a diabetesbe nem progredialok (non-progresszor)
csoportjaban az inzulinérzékenység €s az inzulinvalasz els6 fazisa kozotti hiperbolikus az Gsszefliggés
(3).

Nincs kiilonbség az egyes etnikumok (Amerikai Egyesiilt Allamokban é16 fekete bérii, azsiai,
latin-amerikai és europid populaciok) kozott abban, hogy az inzulinszekrécid els6 fazisanak
csokkenése megel6zi a DM kialakulasat (4).

A 4.1.1.1. abran sematikusan mutatjuk be az inzulinvalasz jellegzetes valtozasait a DM
kialakulasa soran. A 4.1.1.1. abra A gorbéje a normalis viszonyokat mutatja, a megtartott elsd és
masodik fazist. A 4.1.1.1. abra B gorbéje az IGT soran észlelhetd elvaltozasokat szemlélteti, a
csokkend elso és a késve jelentkezd, magasabbra emelkedd masodik fazist. A 4.1.1.1. dbra C gorbéje a
korai DM-re jellemz6 inzulinvalaszt mutatja, az elsé fazis eltlint és a masodik fazis magas. A 4.1.1.1.
abra D gorbéje a tartdsan fennallo DM esetén tapasztalhat6 inzulinvalasz gorbét, az elsd fazis eltiinését
és a masodik fazis jelentés csokkenését demonstralja. A 4.1.1.1. dbra E gorbéje a regularis
(rovidhatasu) human inzulin és az F gorbéje az ultragyors inzulinanalogok kinetikajat mutatja, és
egyben utal arra is, hogy az ultragyors inzulinanaldégok kinetikaja jobban hasonlit a fiziologias

inzulinszekréciora.

4.1.2.Kapcsolat az inzulin anyagcserehatdsa és a nitrogén-monoxid kozott (XL, XLIX)

Az inzulin az intracellularis protein foszforilacios kaszkad rendszeren keresztiil foszforilalja az
aktivalja azt (5). Az igy termel6do6tt nitrogén-monoxid (NO) hatasara megnyilnak a vazizomzat
prekapillaris nutritiv arteriolai (Gn. kapillaris ,recruitment” zajlik), az inzulin eljut a nutritiv
kapillarisokba, amelyek endotheljén keresztiilvandorolva a parenchymas sejtekben fejti ki

anyagcserehatasat (6). A folyamatot a 4.1.2.1. abra mutatja be.
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Inzulin

U

eNOS foszforilacié
U

Nitrogén-monoxid T
U

Vazodilatacio
U
Nutritiv prékapillaris arteriolak megnyilasa a vazizomzatban

U

Inzulin metabolikus hatasa

4.1.2.1. abra Az inzulin metabolikus hatasanak Kkifejlodése a vazizomzatban, fiziolégias
viszonyok kozott.

Az NO-fiiggd vazodilatacio €s az inzulinérzékenység szempontjabol is a kovetkezd rangsor

allithato fel: egészségesek > obezek > 2-es tipusit DM-ben szenvedok (7).

4.1.3. Az inzulinszekrécio elsé fazisanak kiesése és az inzulin-rezisztencia, illetve a hypertonia

Kisérletes eredmények szerint a glukoz-kivaltotta inzulinszekrécio elsd fazisat csokkentette a
magas gluk6z koncentracidja. Az eredmények arra utalnak, hogy a magas glukoz altal indukalt
mitokondrialis szabadgyok-termelés és a kulcspozicioban thiolt tartalmazo, azaz Un. SH-enzim,
gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz inaktivalasa vezethet az inzulinszekrécio elsé fazisanak
csOkkenéséhez (8). Ha csokken, vagy kiesik az inzulinszekrécid elsé fazisa, a korai postprandialis
iddszakban hyperglykaemia alakul ki, ami tovabbi gatld hatast fejt ki az inzulinszekréci6 els6 fazisara
(4.1.3.1. abra).
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IGT, obezitas vagy 2-es tipusu diabetes mellitus

U

Inzulinvalasz els6 fazisanak csokkenése vagy kiesése
U

Korai posztprandialis glukoz és triglicerid-emelkedés
U

Kronikusan ismétlédo gluko- és lipotoxicitas a nutritiv arteriolakon
U
Renin-angiotenzin rendszer aktivalodasa
U
Viézizomzat nutritiv arterioldinak endothelialis karosodasa
(szabadgyok-termel6dés és glikacio)

U

Inzulin nem képes megnyitni a nutritiv arteriolakat

U

Inzulin-rezisztencia, hypertonia és

szervkarosodas (pl. koros albuminuria)

4.1.3.1. abra A pancreas B-sejtjeinek betegsége miatt az inzulinvalasz els6 fazisa kiesik, ami a
vazizomzatban inzulin-rezisztenciadhoz, a szisztémas Kkeringésben hypertonidhoz és
szervkarosodashoz vezet.

A magas glukozkoncentracio endotélsejt tenyészetben, az eNOS foszforilacidjanak
megvaltoztatasa nélkiil, csokkenti az NO-termelést (9). A hyperglykaemia és a hypertrigliceridaemia
hatasara, a gluko- és a lipotoxicitas miatt karosodik a nutritiv kapillarisok el6tt elhelyezkedd arteriolak
endotélje, n6 a szuperoxid szabad gyok termelése. Az eNOS szétkapcsolasa és ezért az NO helyett
szuperoxid szabad gyok termelése jellemz6 a 2-es tipust diabeteses, hipertonias betegek trombocitaira
(10). Masrészt a szuperoxid szabad gyok az NO-val peroxinitritet képez, aminek mar nincs
vazodilatator hatdsa. Ezért az inzulin nem tudja megnyitni az arteriolakat és igy az inzulinhatas sem

tud kifejlédni. Ennek kdvetkezményei az inzulin-rezisztencia, a hypertonia és végiil a szervkarosodas.

4.2. A szabad gyikok jellemzoi (XXXVIII, XL)
A szabad gyokok parositatlan spiniti elektronnal rendelkeznek, ¢€s ezért rendkiviil

reakcioképesek. Az egyed varhato élettartama €s a sejtjeiben kimutathatd szabadgyokelfogo kapacitas
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(pl. SOD, 11) kozott egyenes aranyossag all fenn, ha az egyes emlds fajokat hasonlitjuk 6ssze. Ez a
tény is mutatja a szabad gyokok jelentGségét. A biologiai terekben torténd megoszlasuk alapjan a
szabad gyokoknek két f6 tipusa van, a viz- és a zsirterekben megjelené szabad gyokok. Vannak olyan

gyokok is, amelyek mindkét térben eléfordulhatnak.

4.2.1. A vizoldékony szabad gyokok

A biologiai rendszerekben is eléforduld vizoldékony szabad gyokdk kozé tartozik a
szuperoxid (hidroperoxi), a hidroxil, az alkil, és a tiil szabad gydk. Az alkil gydk a zsirfazisban is
megtalalhato (12).

A szuperoxid szabad gyok (O97) kevésbé agressziv, mint pl. a hidroxil szabad gyok, és az O™
a molekularis oxigén egy elektronos redukcidja soran képzoédik (13). Mérsékelt reakciokészsége miatt
viszonylag nagy tavolsagokat képes megtenni elbomlas nélkiil, pl. a sejtmembranok anion csatornain
is képes athatolni (14).

A hidroxil szabad gyok (‘OH) a Haber-Weiss /1/ vagy a Fenton /2/ reakcid révén képz6dhet

(15).
H209 + O2™— Op + -OH+ OH"~ 11/
HyOp + Fe2* — Fe3* -OH+ OH- 121

A szervezetben, alapallapotban csak a stabilabb ferri vas fordul el6, a ferri vas redukciojat
ferro vassa pl. a szuperoxid szabad gyok valthatja ki az alabbiak szerint (16):
Fe3t + Op~— Fe2* + 0, 13/

A hidroxil szabad gy6k az egyik legreakcioképesebb szabad gyok, ezért a sejtek vizes
fazisaban csak nagyon kis tavolsagot (1-3 A) tud megtenni elbomlés nélkiil (17).

Alkil szabad gyok (R1R2R3C-) keletkezhet a szénhidratok -OH hatasara 1étrejovo karosodasa

esetén a vizes fazisban és a késobb targyalandok szerint a lipid-peroxidacio részeként is (18).

4.2.2. A zsiroldékony szabad gyokok — (19)

A zsirfazisban keletkez6 szabad gyokok altalaban a lipid-peroxidacionak nevezett folyamat
eredményeképpen jonnek 1étre. Az igy keletkezd szabad gyokok az alkil (R1R2R3C-), az alkoxil
(RIRZ2R3CO), a phenoxil (PhO-) és a peroxil szabad gyok (RIRZR3COO:). Ez ut6bbi a jellemzé a
lipidek szabad gy6kos karosodasara, amit ezért lipid-peroxidacionak is neveziink. A lipid-peroxidacio
kialakulasahoz egy indit6 tényezére van sziikség, mely altalaban a vas redukalt, ferro formaja. Ezt a
1épést iniciacionak hivjuk. A zsirsav peroxidacids folyamata a lipid fazisban, a mindig jelenlévo
oxigénnel tovabb terjed (propagacid), mindaddig, amig a keletkezett gyokok egymassal nem

reagalnak, és igy a folyamat leall. Ez utobbit hivjuk terminacionak. A lipid-peroxidaciés folyamat a
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mar nem szabad gyokok. A lipid-peroxidacid jelenlétének kimutatasara gyakran mérik az un.
tiobarbitursav-reaktiv szubsztanciak (TBARS) szintjét, amely azonban nem csak a lipid-peroxidacio

soran valtozik, ezért a TBARS inkabb altalanos oxidativ stressz markerként szerepelhet.

4.2.3. A viz és a zsirfazisban is elofordulo szabad gyokok

Legjelentsebb képvisel6jiik a nitrogén-monoxid (NO), bar zsiroldékonysaga jobb, mint a
vizoldékonysaga (az NO telitett vizes oldata hozzavetélegesen 3 mmol/l-es, 20). A helyes az lenne, ha
a jelolésénél mindig feltiintetnénk az NO parositatlan spinii elektronjat is (NO), azonban a mindennapi
hasznélatba enélkiili roviditése ment at.

Tekintettel arra, hogy vizsgalataink fontos objektuma volt az NO, részletesebben foglalkozunk
jellemzésével. Az NO, mint emlitettiik, els6sorban a sejtek lipid kompartmentjében koncentralodik, de
ez a fazis sokkal kisebb a testben, mint a vizes fazis, ezért a molekula nagyobb része talalhato
vizoldott formaban. Nagy reakcioképességét jelzi az is, hogy élettartama szekundumos nagysagrendi
(21). Hosszabb élettartamat az €16 rendszerekben annak kdszonheti, hogy tiol tartalmi molekulakhoz,
els6sorban a glutation -SH csoportjahoz kotédik (22). Metallo-enzimekben az atmeneti fémekhez
koordinacids kotéssel kapcsolodik (citokrom P450, 23), guanilat ciklaz, haemoglobin, ciklooxigenaz,
katalaz stb. (24). A klinikai gyakorlatbdl a nitroprusszid natrium emlitendd, amelyben az NO komplex
kotésben van, és ahonnan redukald hatasokra szabadul fel (25). Az NO molekula az egyik
legfontosabb direkt vazodilatatorunk. Kiilonésen nagy sebességgel reagal el a szuperoxid szabad
gyokkel, mikozben peroxinitrit képzédik (26).

‘NO + Op™ — ONOO"~ 141

A peroxinitrit ¢lettartama szintén rovid (t1/o= 0,5 sec), hidroxil és nitrogén dioxid (NO»-) szabad
gyokké alakul:
ONOO-~ + H* — ONOOH — NO»: + -:OH /5/

Mindketté 1ényegesen toxikusabb szabad gy6k, mint az NO. A peroxinitrit kifejezett tiol
oxidacios hatassal rendelkezik, mely karositja a sejteket (27).

A szervezetben az NO termelése enzim-katalizalta folyamat. A nitrogén-monoxid szintaz
(NOS) két f6 tipusat kiilonitjiik el, a konstitutiv (¢cNOS) és az indukalhatd (iNOS) enzimet. Tovabba
két kiilonféle konstitutiv izoenzim ismert, a neuronalis (nNOS) és az endotélialis NOS (eNOS). Mind
citoszolikus (NNOS), mind membranokhoz kotott formaja (eNOS, ami az endotélsejtekben és a
thrombocytakban fordul eld) ismert. A cNOS aktivalodasa rovid idotartamu, pikomoélos nagysagrendil
NO-termeléssel jar. Az iNOS altalaban kalcium independens, hosszan, orakig tartdé NO-termelés

jellemzi, nanomolos koncentracioban produkal NO-t, és az enzim kiilonb6zé indukciok hatasara
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(lipopoliszaharid, citokinek: TNF-alfa, IL-1) expresszalodik, amit a glukokortikoidok gatolni képesek.
Mindkét tipusi NOS szubsztratja az arginin, kofaktora a NADPH (28).

A cNOS éltal termelt NO fizioldgias funkcioi a vazodilatacid (parakrin hormonhatasként az
endotélialis NO esetében), a thrombocyta aggregacio gatlasa (endokrin hormonhatasként, ha az
endotélium altal termelt NO hatdsat tekintjiik, és autokrin hormonhatasként, ha a thrombocyta 4ltal
termelt sajat NO kivaltotta hatast vessziik figyelembe), és a neuronalis ingeriilet-transzmisszio.
Hatésat a guanilét ciklaz aktivalasan keresztiil fejti ki, ciklikus guanozin-monofoszfat (cGMP) altal
kivaltott fehérje foszforilaciokon at. Ezek a hatidsok Osszességiikben, tobbek kozott, kivaltjadk a
citoplazmatikus, ionizalt és diffuzibilis kalcium szintjének csokkenését is (29, 30, 31, 32).

A cNOS altal termelt NO fontos funkcioja lehet, hogy lipidoldékonysaga révén bekeriilve a

crcr

alkoxil és a peroxil gyokokhoz vald kotddés révén (33).

4.3. Nem szabadgydkos oxidalo molekulak biologiai rendszerekben

c gy

rendelkezik parositatlan spinti elektronnal, de — mint lattuk — a szabad gyokok képzddésében és
atalakulasdban kozponti szerepet jatszik. Igen erds oxidaloszer (34) kiilondsen atmeneti fémek

jelenlétében.
Itt is emlitést kell tenni a peroxinitritrél, ami NO és Oo™ szabad gyok egymasra hatasabol

keletkezik (35).

4.4. A vas szerepe a szabadgydkos folyamatokban (XXXIV, XL, LI)

A vas a szervezetben kiilonb6z6 modon “becsomagolt” formaban fordul el6 (36). Ennek

magyardzata abban lelhet meg, hogy a vas ferri (Fe3*) alakja nagyon rosszul oldédik vizben, a ferro
forma pedig az oxigénnel reakcioba tud 1€pni, €s igy, szabalyozatlan modon, szuperoxid szabad gyok
keletkezéséhez vezethet. A vasat szallitdo (transzferrin, laktoferrin) és raktarozo (ferritin) fehérjék
finoman szabalyozott rendszere megakadalyozza a kontrollalhatatlan ferri redukcié kialakulasat,
illetve a ferro oxigénnel valo reakcigjat. A fehérjék védo hatasa nem irreverzibilis, szuperoxid szabad
gyok ugyanis képes vasat felszabaditani a ferritinb6l (37). Ez fizioldgias koriilmények kozott is
lejatszodik, hiszen az igy mobilizalt vas felhasznalddhat, pl. a haem szintéziséhez. Oxidativ stress
soran patholdgias koncentraciéban szabadul fel az Gn. alacsonymolekulasulyt vas, amely talan Fe-
ATP, Fe-ADP, Fe-citrat vagy egyéb Fe-komplexet jelent az intracellularis kompartmentben. Ezek a
vas komplexek, patholdgiasan magas koncentracid esetén, a sejtek elektron transzport rendszereit6l

(mitokondrialis 1égzési lanc, citokrom P450 tipust enzimek, oxigendz enzimek stb.) elektront vesznek
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fel, és igy a ferri vas ferro vassa redukalodik, ami részben ismét szuperoxid szabad gyokot, részben

lipid-peroxidaciot valthat ki (38). A ferri vasat az NO is redukalni képes ferro vassa (39):
Fe3* + NO — Fe2* + NO* 16/

4.5. Szabadgyok-képzidés diabetes mellitusban
4.5.1. Diabetes mellitus, oxidativ stressz és hypertonia

Diabetes mellitusban fokozott oxidativ stressz figyelhet6 meg. Ennek néhany fontosabb oka: a
mitokondrialis szuperoxid szabadgyok-képz6dés, a glukéz auto-oxidacid, a pszeudohipoxia, a poliol
anyagcsereut aktivalodasa, a nem-enzimatikus glikacio, a fokozott metilglioxal termelés, a NAD(P)H-
oxidazok aktivitasanak novekedése (egyes komponenseinek membran-transzlokacidja) és fokozott
expresszioja, az eNOS enzim szétkacsolodasa és az INOS enzim fokozott expresszidja.

Endotélsejtekben akut hyperglykaemia hatasara mitokondrialis szuperoxid szabadgyok-
termelés volt megfigyelheté (40). A keletkezé szuperoxid szabad gyok, mint masodlagos hirvivo,
indukdlja a poliol anyagcserett enzimeit, masrészt pedig az intracelluldris metilglioxal képzodésébol
fakadé nem-enzimatikus glikdciés végtermékek keletkezését serkenti. A poliol anyagcsereut
aktivaloddsa a NADPH fogyasat eredményezi, ami pedig a redukalt glutation szintjének
csokkenéséhez vezet, mert a glutation reduktaz kofaktora a NADPH. Igy az antioxidans védelem
gyengiil, hiszen ennek fontos tagja a redukalt glutation.

A glukéz redukalo tulajdonsaga révén autooxidaciora képes, ami azt jelenti, hogy elektront ad
at oxidaloszereknek, pl. a mindig jelenlévé nem-haem, redox-aktiv ferri vasnak.

A magas intracellularis glukoz-koncentracidé az intermedier anyagcserén keresztiil fokozott
NADH-termelést eredményez. A sejtek hypoxigjara is a megemelkedett NADH a jellemz6, ezért
beszéliink diabetes mellitus esetén pseudohypoxiarol. A NADH magas koncentracidja esetén a
NADH-oxid4az enzimek elektront képesek atvinni oxidaldszerekre, ami ismét csak leggyakrabban a
ferri vasat jelenti. A NADH- ¢és a NADPH-oxidazok aktivitasat noveli az extracellularisan képz6do
glikacios végtermékek sejtmembranfelszini receptorhoz valé kotddése és az angiotenzin I
hormonhatésa.

A diabeteses anyagcserezavart az eNOS enzim szétkapcsolasa is jellemzi, és ilyenkor az
enzim nem NO-t, hanem szuperoxid szabad gyokot termel. Egyes szerz6k szerint diabetes mellitusban
ez a legfontosabb az endotélialis diszfunkcio kialakulasanak. Kivaltd oknak a NAD(P)H-oxidazok
aktivalodast tartjak. Az ezek altal termelt szabad gy6kok az eNOS homodimer létrejottében
kulcsfontossaga cink-tiol kapcsolat kialakulasat gatoljdk. Igy eNOS monomerek jonnek létre, a
monomer eNOS pedig nem NO-t, hanem szuperoxid szabad gyokdot termel. Patologias koriilmények
kozott (pl. diabetes mellitusban) termelddik egy arginin analdg, az aszimmetrikus dimetil-arginin
(ADMA), amely szétkapcsolhatja az eNOS-t. Raadasul az ADMA lebontasaért felelés dimetil-arginin

dimetil-amino-hidrolaz enzim (DDAH) redox-regulalt, amely oxidativ stressz hatasara inaktivalodik.
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gy a DDAH inaktivalodas-ADMA-emelkedés-eNOS-szétkapcsolas révén pozitiv feedback johet 1étre
(41). Ennek a pozitiv feedback-nek a kovetkezménye lehet az emelkedd vérnyomas és a romlo
anyagcserehelyzet. Az oxidativ stressz altal aktivalt NFkB gyulladasos citokinek termelését inditja
meg és az iINOS enzim expresszidja is novekszik. Az egyidejiileg emelkedd szuperoxid- és NO-
termelés peroxinitrit és ezen keresztiil nitrotirozin termeléséhez vezet. A peroxinitrit altal kivaltott
nitrozalasi reakciot nitrozativ stressznek is nevezik (42, 43). Az angiotenzin II jelentdségét
hangstilyozza a nitrozativ stressz kialakuldsdban az a human megfigyelés, amely szerint az angiotenzin
receptor-blokkolo-kezelés gatolja diabetesben a nitrotirozin képzodését (44).

Erdekes human megfigyelés, hogy hipertonias, 2-es tipusu diabeteses betegekben glukoz
terhelés soran szignifikans vérnyomas emelkedés 1ép fOl, ami az antioxidans hatasti redukalt

glutationnal kivédhet6. S6t a diabeteses hypertonia redukalt glutationnal csdkkenthet6 (45).

4.5.2. Diabetes mellitus, vasanyagcserezavar, oxidativ stressz és hypertonia

A vasanyagcsere egyik leggyakoribb zavara a herediter hemokromatozis. Az erre predisponalo
gén polimorfizmusok (HFE-C282Y és a HFE-H63D) koéziil a masodik alacsony penetranciaji.
Lengyel populacioban a HFE mutaciokat hordozok a 2-es tipust diabeteses betegek 39 %-ban és az
egészségesek 26 %-aban fordultak el6. A mutaciok szignifikans Osszefiiggést mutattak a diabetes
mellitus  kialakulasaval és a diabeteses proteinuriaval. A proteinuriasok  (mikro- +
makroalbuminuriasok) vérnyomasa szignifikinsan magasabb volt, mint a nem proteinuriasaké (46).
Ezek szerint tehat a vasanyagcsere zavara egyszerre predispondl a 2-es tipust diabetes mellitus, a
hypertonia és az albuminuria kialakulasara. Az albuminuriat 2-es tipust diabetes mellitusban az
endotélialis karosodas markerének tartjak. Felmeriil annak lehetésége, hogy a 2-es tipust diabeteses
betegek eme nem kis hanyada esetében (akik a herediter hemokromatosis emlitett két
génpolimorfizmusa szempontjabol hetero- vagy homozigotak) a genetikailag determinalt
vasanyagcserezavar endotélkarosodast okozo hatasa allhat a kozéppontban, ugyanis a lengyel
vizsgalatban a tanulmanyozott mutaciok egyetlen betegben sem okoztak bronzdiabetest. Ezt tamasztja
ala az a vélemény is, amely szerint kapcsolat all fenn a vasanyagcsere zavara, a metabolikus syndroma
és a nem-alkoholos eredetii steatosis hepatitis kozott (47). Az endotélkarosodas, az atherosclerosis és a
hypertonia kozott az dsszefliggés magatol értetddd. Az endotél kdrosodas azonban inzulinrezisztens
diabeteshez is vezethet (48), mert a parenchymas sejtek (vazizomzat, zsirsejtek, stb.) eléréséhez az
inzulinnak at kell jutnia az endotéliumon. Ez a folyamat intakt endotélialis miikodést igényel, ami
oxidativ stressz hatasara karosodik. Ilyenkor az endotélialis inzulin-internalizacié gatolt (49).
Természetesen a fentiekben vazolt hipotézis nem donti el, hogy melyik az elsédleges tényezé a
metabolikus syndromaban, az inzulin-rezisztencia vagy az endotélidlis karosodas. Szamos egyéb
tényezd szerepét is feltételezik ugyanis a metabolikus syndroma kialakulasaban (citokinek, leptin

rezisztencia, rezisztin, perinatalis malnutritio miatt fellép6 pancreas fejlédési zavar, stb.). A felsorolt
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adatok arra utalnak, hogy a haemokromatézis gén-mutaciot hordozo 2-es tipusu diabeteses betegekben
taldn inkabb az endotél karosodasa jatszhat elsédleges szerepet. Onmagaban a vas ugyan nem elég az
endotél kirosodasahoz, azonban érdekes human megfigyelések szolnak szerepe mellett. Tobbszoros (
> 8 alkalom/elmult 2 év) véradok esetében példaul a szérum ferritin szint alacsonyabb volt, mint azok
esetében, akik 1-2 alkalommal adtak csak vért. A gyakoribb véradason atesettek (alacsonyabb ferritin
szintiiek) NO-fliggé vazodilatacioja (flow-mediated dilation, FMD) nagyobbnak bizonyult, mint a
kontroll csoporté (50).

4.5.3. Diabetes mellitus, renin-angiotenzin-aldoszteron-rendszer, oxidativ stressz és hypertonia (LI11,
LVII, LXI)

Allatkisérletes modellben angiotenzin Il-infuzi6 hatasara az aortafalban vasakkumulacio,
oxidativ stressz volt megfigyelhetd és vaszkularis diszfunkcio alakult ki. Az angiotenzin Il-kezelés
eme hatasait ferri-vaskomplexald dezferrioxaminnal csdkkenteni lehetett, s6t az angiotenzin II-
indukalta ér-remodellinget is mérsékelte a dezferrioxamin kezelés (51).

A 2-es tipusu cukorbetegséggel tarsuld hypertonia kialakulasaban az endotélium és a renin-
angiotenzin-aldoszteron-rendszer szerepe tiinik a leglényegesebbnek. A fokozott angiotenzin II-hatas
kovetkeztében az erek faldban aktivalodik a mar emlitett NAD(P)H-oxid4z enzim, ami szuperoxid
szabad gyokot termel (52). Ennek az enzimnek az aktivalasaban szerepet jatszanak a glikacios
végtermékek is (53, lasd még a glikaciordl szolo fejezetet is). Sot, az angiotenzin II hormon
NAD(P)H-oxidaz enzimet aktivalo hatasanak szerepe lehet 2-es tipusu diabetes mellitusban a
szigetsejt-karosodas kialakulasaban is (54).

Szubcellularis szinten egy lehetséges masik interakcid az inzulin és az angiotenzin II
intracellularis hirvivoi kozott az inzulin-szignal karosodédsat eredményezheti. Ennek 1ényege az, hogy
angiotenzin II hatasara a gatl6 helyen foszforilalodik az inzulin receptor szubsztrat-1 és 2, mely gatolja
az inzulinhatashoz sziikséges foszfatidil-inozitol 3-kinaz rendszer aktivalodasat (55).

Paradox modon az antioxidansok allatkisérletekben hatékonynak, de human vizsgalatok soran
hatéastalannak bizonyultak (56). Ezért Gjabban a figyelem az antioxidans viteminok hasznalata fel6l az
antioxidans hatasti angiotenzin-konvertalo-enzim-gatlok (ACEI-K), angiotenzin-receptor-blokkolok

(ARB-K) és statinok kronikus alkalmazasa felé fordult.

4.6. Antioxidansok

Antioxidansok azok a molekulak, amelyek a szabad gyokoket kevésbé toxikus nem-gyokos
molekulakka alakitjak, mig onmaguk kevésbé reaktiv szabad gyokké valnak. Ezek az antioxidansbol
képz6do gyokok kevésbé toxikusak, mint az eredeti anyag, és tovabbi atalakulasok soran egy masik
antioxidans molekulaval reagalva az ¢él6 szervezet kaszkadszeriien detoxifikalja az eredeti reaktiv

oxigéntermékeket (ROS).
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A haptoglobin megkoti a szabad haemoglobint és haemint és igy megakadalyozza, hogy a
haemin a szétesé vordsvértestekb6l a keringésbe és onnan, pl. az endotélsejtekbe jusson, és ott
oxidaciot inditson el (62). A transferrin, a lactoferrin és a coeruloplasmin a vas megkotése és redox
ciklusanak gatlasa révén gatolja a szabadgyok-képzddést (63). A B-karotin (64) és az E vitamin (65)
gatolja a lipid-peroxidaciot. A C-vitamin a hidroxil szabad gyok elfogoja (66). A glutation mind a
vizoldékony mind a zsiroldékony szabad gyokok elfogojaként szerepelhet, bar plazma szintje igen
alacsony (0,5-2 umol/l ko6zo6tti, 67, 68). A sejtek extracellularis felszinéhez kotdtten talalhatd
szuperoxid dizmutaz (SOD) a szuperoxid-hidrogén-peroxid atalakulast katalizalja (69).

Az intracellularis térben is megtalalhatok az el6zéekben emlitett vitaminok, az A, C, E
vitamin, hasonlé hatasspektrummal (70). Itt is fontos szerepet jatszik a glutation, kiilonésen azért, mert
egy NADPH-dependens enzim (a glutation reduktaz) ebben a kompartmentben végzi az oxidalt

glutation (GSSG) visszaredukalasat. A NADPH-t a pentdz foszfat shuntben a glukoz-6-foszfat

dehidrogenaz és a 6-foszfo-glukonat dehidrogenaz biztositja a NADPt redukcidja révén. A glutation
egyben szubsztratja a glutation peroxidaznak is, amely nemcsak a hidrogén-peroxidot, hanem a
lipidperoxidokat is elbontja. A glutation peroxidaz aktivalasahoz szelénre is sziikség van (71). Az
intracellularis SOD hasonldéan az extracellularishoz, a szuperoxid-hidrogén-peroxid atalakulast
katalizalja (72):
209 +2H — Hy09 + Oy 171

A hidrogén-peroxid lebontasat nem csak a glutation peroxidaz, hanem a katalaz is végzi (/8/
egyenlet, 73):
2H209 — 2H20 + O, 18/

4.7. A nem-enzimatikus glikacio (XXVI-XXXI, XXXVI, XL, XL, XLVII)
4.7.1. A nem-enzimatikus glikdcio definicioja

A nem-enzimatikus glikacio a glukéz, enzim altal nem katalizalt, kovalens kapcsolodasat
jelenti aminosavak, fehérjék, lipidek és nukleinsavak szabad aminocsoportjahoz. Az igy keletkezett
terméket Schiff-bazisnak nevezik, melybdl spontan atrendezddés utan el6szor instabil, in. Amadori
termékek, majd stabil, Un. glikacioés végtermékek alakulnak ki. Ez utobbiakra az angol nyelvii
irodalom az advanced glycation end products (AGE) elnevezést hasznalja. Az egész folyamatot a

taplalkozastudomany terminologiaja szerint Maillard reakcionak nevezziik.

4.7.2. El6zmények
Maillard 1916-ban irta le, hogy aminosavat és redukal6 cukrot tartalmazoé elegyben barna szin
fejlédik ki (74). Ezutan hosszu évtizedeken keresztiil csak a taplalkozastudomannyal foglalkozdk

érdeklédtek a jelenség irant, és kimutattak, hogy a barnulasi reakcioban a redukalo cukor a fehérjék
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aminocsoportjaval és masodlagosan a guanidinocsoporttal keriil kapcsolatba (75). Fény dertilt arra is,
hogy az ételek, pl. a kenyér izét és illatat éppen ezek a Maillard termékek adjak (76, 77, 78). Igazoltak,
hogy az ételek készitésekor, a Maillard reakcidé soran, szamos aldehid képzodik, pl. formaldehid,
acetaldehid (79).

Az orvos-bioldgiai kutatasok a glikdciot hossza idén keresztiil, helyteleniil, glikozilacioként
emlitették. A glikozilacié elnevezés ugyanis mind angolul, mind magyarul a fehérjék poszt-

transzlacids, enzimatikus modositasat jeloli, amelynek soran cukrok épiilnek be a fehérje molekulaba.

4.7.3. A nem-enzimatikus glikdacio kémidaja

A nem-enzimatikus glikaci6é a mar emlitett Schiff-bazis képzédéssel indul (80). Feltételezhetd,
hogy a glikacié megindulasat a glukéz molekula aktivacioja el6zi meg (81), melynek soran a glukoz
szabad gyokké alakul, ami reaktivabb, mint a kiindulasi molekula. Az emberi szervezetben zajld
glikacio a proteinek és az aminosavak esetében elsGsorban a lizin és az arginin modosulasat jelenti. A
Schiff-bazisbdol, molekuldn beliili atrendezédések utan, kozti termékek, Gn. Amadori termékek
képzddnek. A molekula tovabbalakulasa enediol 1étrejottét eredményezi.

A kovetkezd 1épésben az enediol, a bioldgiai rendszerekben mindig jelenlévd ferri (Fe®")
vasnak elektront ad le, a glukdzbol szarmazé szénlanc levalik a fehérjelancrol vagy az aminosavrol, és
igy szabad dialdehidek képzddnek (82, 83). A legtoxikusabbak (3-dezoxiglukozon, glioxal és
metilglioxal) koziil a metilglioxal viselkedésének tanulmanyozasaban jelentds elérelépést tettek Szent-
Gyorgyi Albert és munkatarsai is (84). A képz6dott aldehidek rendkiviil gyorsan elreagalnak a
kornyezetiikben talalhaté aminocsoportokkal, mikézben heterociklikus molekulak pl imidazolon és
pentozidin is termelédhet, melyek a glikacios végtermékek kozé tartoznak. Masrészt viszont a
dialdehidek két, térben kozellévd fehérjelanc Osszekapcsolasat is eldidézhetik, ha egy-egy
aldehidcsoportjuk masik-masik fehérjén 1évé aminocsoporttal 1ép reakcioba.

A ferri (Fe*) vas ferro (Fe™) vassa redukalodasa, a glikalt molekula elektron leadasa (azaz
oxidacioja) miatt az egész reakciot glikoxidacionak is nevezik. lrodalmi adatok szerint a vas jelenléte
nemcsak teljessé teszi a glikoxidacio folyamatat, hanem fel is gyorsitja azt, katalizatorként miikddve
(85). A reakcidsorban termelédd ferro vas szuperoxid szabad gyok keletkezését idézi eld, ami
hidrogén-peroxidda alakulhat.

A Bayer-Villiger reakcidoban a még kotott dialdehid a leirtaknak megfelelden képz6do
hidrogén-peroxiddal tovabb oxidalodik és, egy atmeneti termék képzédése utan, a szintén glikacios
végtermékként szamontartott karboximetil-lizinné vagy acetamid keresztk6téssé alakul 4t (86).

Glikalodhat a foszfolipidek koziil pl. a foszfatidil etanolamin aminocsoportja is. Az emlitett
szabadgyokos folyamatok miatt a foszfolipidek glikacidja soran fokozodhat a lipid-peroxidacio (87).

Az ismertetett kémiai reakciok soran fellépd szabad gyokos folyamatok hatasara gyakran

kovetkezik be fehérje- és DNS-degradacio, illetve fehérje-polimerizacio is. Nem meglepd ezért, hogy
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pl. a carboximetil-lizin képzddését nagymértékben befolyasoljak az antioxidansok (88). A
carboximetil-lizin képzédése pl. liponsavval (kdzismert —SH csoportot tartalmazo, nem specifikus
szabad gyok fogd), szuperoxid dizmutazzal, kataldzzal, E vitaminnal és dezferrioxaminnal (amely a
ferri vasat komplexalja, megakadalyozva a ferro vas kialakulasat) is csdkkenthetd. Gatolja a glikacios
végtermékek kialakuldsat az aminoguanidin is, amely bar szabadgyok-elfogd hatdssal nem

rendelkezik, de a korai glikdcios termékekhez kotddve megakadélyozza azok tovabbalakulasat.

4.7.4. A haemoglobin glikdcidja

A haemoglobin glikacidja soran tulajdonképpen a haemoglobin globin ldncainak glikacidja
kovetkezik be. Ezen reakcid vizsgalata tobb szempontbol is jelentds. Egyrészt, mert a globin lancok (o
és PB) glikaltsaga informaciot szolgaltat a diabeteses beteg glikaemias allapotarol a vizsgalat iddpontja
el6tti 2-3 honapra visszamendleg, masrészt a diabeteses komplikaciok pathogenezisének megértését is
elosegiti. A kiillonb6z6 mérési modszerek azonban néha eltéré eredményeket adnak. A diabeteses
betegek cukor-anyagcseréjének vizsgalatara az elfogadott paraméter a HbA,. Elgondolkodtato
azonban, hogy szintjének szokvidnyos modon torténd mérését sokdig a diabetes diagndzisara
alkalmatlannak tartottak (89) és az egészséges populacio egyedeinek eredményei jelentds szorast
mutatnak (90). Ennek hatterében, az ismert HbA;. értéket modositd tényezdk mellett (felgyorsult
vorosvértestképzés, transzfizid, stb.) felmeriil annak a lehet6sége is, hogy a HbA;; nemcsak a
glykaemiat tiikrozi. Ez vezetett a HbA,. standardizaciojahoz, ami mar lehet6vé teszi felhasznalasat a

2-es tipusu cukorbetegség diagnozisara (American Diabetes Association ajanlasa).

4.7.5. A glikacios végtermékek mérésére hasznalatos modszerek

Néhany eljaras, ami szdba jon: a glikacids végtermékek immunhisztokémiai, vagy immun-
elektronmikroszkopos kimutatdsa szdvettani metszetekben, testnedvekbdl torténd identifikalasuk
kompetitiv ELISA-val, nagyteljesitményii folyadékkromatografiaval (HPLC) vagy ezt kiegészitve
tomegspektroszkopidval (MS), vagy (in vivo transzdermalis) fluoreszcencia révén.

Immunhisztokémiai moddszerrel tobben igazoltak mar kiillonbozé szovetekben a glikacios
végtermékek jelenlétét (88, 91, 92). Pentozidin, imidazolon és karboximetil-lizin felszaporodasat
észlelték a diabetes mellitusban a kiszélesedett mezangiumban, a megvastagodott kapillaris- és
artériafalban, a nodularis 1ézidban, a tubulus sejtekben és testszerte az atherosclerotikus 1ézidkban is.
A Karboximetil-lizin szoveti szintje a kor eldrehaladtaval egészségesekben is emelkedik. Az
imidazolon magasabb koncentracidja mutathatd ki nem diabeteses eredetii vesebantalmakban
(minimal change-nephrosisban, IgA nephropathidban, lupus nephritis WHO III. tipusaban, fokalis
segmentalis glomerulosclerosisban, és végallapotii veseelégtelenségben) a tubulus sejtekben,

diabeteses ¢és nem diabeteses uraemias betegek aorta faldban. Immuncitokémiai (immun-
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elektronmikroszkopos) modszerrel bizonyitottak, hogy a glikacids végtermékek koncentracidja, a kor
elérehaladtaval, kiillonos mértékben a vese proximalis tubulus sejtjeinek sejtmagjaban, emelkedik (93).

Kompetitiv ELISA modszerrel igazoltdk tobbek kozott azt is, hogy egészségesek vizeletében
100 ¢és 1000 Dalton kozotti molekulasuly glikadcios végtermék mutathaté ki, ami a
veseelégtelenségben szenvedknél tovabbi nagy molekulasulyt termékkel egésziil ki (94).

A HPLC-t hasznalé modszerrel, pl. pentozidint, CML-t lehet kimutatni plazmabol vagy
szovetmintakbol amely nem-invaziv modszer, aminek azonban az a hatranya, hogy draga és
id6igényes (95).

A glikacios végtermékek mérésére régota felhasznaljdk ezen anyagok fluoreszcens
tulajdonsagat. Mar az 1980-as évek Ota ismert, hogy a diabetes kdvetkeztében a vérben fluoreszcens
anyag jelenik meg, aminek excitacidos maximuma 350-370 nm, emisszids hullamhossza 440-460 nm
(96). Erdekes 0j, nem-invaziv modszer a bér auto-fluoreszcenciajanak mérése, amelynek a

diagnosztikaban elfoglalt helye még nem ismert.

4.7.6. A karbonil stressz

A fluoreszcencia felhasznalasaval 370 nm-es excitacional és 440 nm-es emisszional az n.
nem specifikus glikacios végtermékek mérhetdk, melyek szabadgyokos karosodas, pl. irradiacio vagy
hidrogén-peroxid okozta fehérje modositas eredményeként is keletkezhetnek (97, 98). Nem meglepd
ez az atfedés, ugyanis a szOvetek szabadgyokos karosoddsa soran ugyanugy reaktiv aldehidek
termeldnek, mint a nem-enzimatikus glikécié folyamataban. Eppen ezért, a kozos kémiai hattér miatt
karbonil stresszrél is beszéliink (99). A szabad gyokok altal okozott oxidativ stressz soran reaktiv
aldehidek, pl. malondialdehid és 4-hidroxi-nonenal is termel6dik. Arra is fény deriilt, hogy a
malondialdehid nem csak a lipid-peroxidacié végterméke, hanem aminosavak, sot szénhidratok
szabadgyokos karosodasa soran is képzodhet (100). Ez a dialdehid ugyanolyan reakcioképes a szabad
aminocsoportokkal, mint a metilglioxal, amely a fehérjékkel és az aminosavakkal kémiai kotést hoz
létre (101).

4.7.7. A nem-enzimatikus glikacio pathophysiologidja
Az ¢lettani folyamatokat a glikacios termékek szervezetbe torténé bevitelének, a szervezetben

végbemend keletkezésének, lebomlasanak és eliminacidjanak egyensulya jellemzi. Ezen egyensily

felborulasa a glikacios termékek felszaporodasahoz vezet (4.7.7.1. abra).
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Taplalék AGE + dohanyfiist AGE + diabetes mellitus+oxidativ stressz

U

AGE-k vér- és szoveti szintje T
U

AGE-lebontas a makrofagokban, termékek visszajuttatasa a keringésbe

U

AGE-receptor-gén aktivacidja
U

AGE-receptor-expresszié T — AGE-endocitozis T
U
Vesekarosodas

U

AGE-Kk kiiiriilése a veséken at
U

CIRCULUS VITIOSUS

4.77.1. abra A glikacios végtermékek fokozott bevitele, termeldodése és visszatartasa a
szervezetben circulus vitiosus kialakulasahoz vezet. AGE = advanced glycation end products
(glikacios végtermékek).

4.7.7.1. A glikacios végtermékek szervezetbe torténd bevitele

Immunoldgiai moédszerrel sikeriilt igazolni, hogy a taplalékok kiilonb6zé mennyiségii
glikacios végterméket tartalmaznak. Kiilonosen megemelkedik mennyiségiik a hokezelés hatasara.
Human vizsgalatok kimutattak, hogy ezek a glikacios végtermékek az ételek elfogyasztasa utan
megjelennek a vérkeringésben is, azaz a glikacios végtermékek nem bomlanak le a gasztrointesztinalis
traktusban 1évé emésztd enzimek hatdsara, hanem intakt allapotban felszivodnak (102). Tehat az
ételekben 1évo glikacios végtermékek mennyisége mellett a gasztrointesztinum allapota is befolydsolja
a keringésbe kertiil6 glikacios végtermékek mennyiségét.

A kiviilrdl bevitt glikacios végtermékek masik forrasa a dohanyfiist. A dohanyfiistben reaktiv
aldehideket lehet kimutatni (103). Ezek az aldehidek glikacids végtermék-szerii molekulak
keletkezését indukaljak a dohanyfiistben, ami inhalacié révén, a tiidén keresztiil a keringésbe keriil
(104).
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4.7.7.2 A glikacios végtermékek keletkezése a szervezetben

A nem-enzimatikus glikacio folyamatosan zajlik a szervezetben, a keringésben, a sejtekben és
az intersticidlis térben. Mivel kémiai reakciordl van sz6, a képzddés sebessége a glukoz
glikacios termékek a nem diabeteses egyénekben is kimutathatok. A glikacios termékek szintje a kor
elorehaladtaval folyamatosan emelkedik, elsdsorban az egyes szervek lassan megujulod fehérjéiben,
mint amilyen, pl. a bér vagy mas szervek fehérjetermészetli kotdszoveti allomanya (105, 106, 107).
Ezek a kotdszoveti fehérjék a glikacio kovetkeztében elveszitik normalis fiziko-kémiai
tulajdonsagaikat, hidraltsaguk, oldékonysaguk megvaltozik, ami a kotoszovet rugalmassaganak
csokkenésével jar egyiitt (108). A glikalt kotdszoveti fehérjék a kotdszovet megljitasaban szerepet
jatszo fehérje-emésztd enzimekkel szemben rezisztensebbé valnak, €és igy még tovabb perzisztalnak
(109). Talan ilyen és ehhez hasonlé jelenségek vezetnek az id6s6dé emberek bérének rancosodasahoz

is.

4.7.7.3. A glikacios végtermékek felvétele a sejtekbe (AGE-receptorok)

A vérben termel6d6 vagy a keringésbe a gasztrointesztinumbol €s a tiid6bol (a dohanyzassal)
bejutd, fehérjékhez kotott glikacios termékek 93 %-at a maj veszi fel (110). Hozzavetbélegesen 60 % a
maj endotélsejtjeibe, 25 % a Kupffer sejtekbe és 10-15 % a maj parenchyma sejtekbe keriil. Ezen
sejteken Un. scavanger receptorok talalhatok, és ezeken keresztiil zajlik a glikacids termékek
felismerése és endocitotikus bekebelezése. Hasonlo tulajdonsagh scavanger receptorok a makrofagok
felszinén is megtalalhatok, amelyek az oxidalt és acilalt LDL-t is megkdtik, és igy jelentds szerepet
jatszanak az atherosclerosis kialakulasaban (111). Glikacios terméket vehet fel még sok mas receptor
is, mindenekel6tt az an. RAGE (a receptor, amely az AGE-t képes megkdtni) (112). Pontosan nem
tudjuk, hogy a receptorok milyen molekularészt ismernek fel, de mesterségesen eldallitott fehérjékkel
(els6sorban albuminnal) végzett kisérletek arra utalnak, hogy a proteinek formaldehiddel vagy
metilglixallal torténé modositasa soran keletkezik olyan termék, amely meginditja a receptorkdtodést
(113). Ezek a proteinek mind polianionna valnak, és ez a tdltésvaltozas valdsziniileg fontos szerepet
jatszik receptorialis felvételiikben, mert egészen mas struktaraji polianionok is szerepelnek ezeknek a
receptoroknak a szubsztratjai kozott.

A makrofagok felszinén talalhatd scavanger receptorokat azonositottak, és kideriilt, hogy a
korabban p60-nak nevezett receptor nem mas, mint az OST-48 (114) a p90 pedig a 80 K-H (115)
jelzési fehérje. Az OST-48-at korabban a durva felszinii endoplazmatikus retikulumban mutattak ki, a
80 K-H-rdl pedig kidertilt, hogy a protein kinaz C szubsztratja. Ez utobbi azért is fontos, mert a protein
kinaz C fontos tagja az intracellularis jelatvitelnek, ami arra utal, hogy a glikacios végtermékek altal
kivaltott aktivacié beleavatkozik az intracellularis foszforilacios kaszkad rendszerekbe is. Kimutattak

azt is, hogy a makrofagok galectin-3 nevii felszini fehérjéje is megkoti a glikacios termékeket (116).
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A p60 és p90 tipusu glikacios végtermék-receptorokat T lymphocytakon, endotél-,
mezangium-, fibroblast- és simaizomsejteken is sikeriilt detektalni (117).

Pathologias  allapotokban  (diabetes mellitusban, gyulladdsos ¢és nem-gyulladasos
vesebetegségekben) fokozott mértékben expresszalodnak az AGE-receptorok (RAGE) a vese
kiilonboz6 sejtjein, pl. a mezangium-, a vese vascularis és glomerularis endotél-, simaizom-,
kapszularis epithel-, és podocyta-sejtjein, valamint a proximalis tubulusok sejtjein is (118). A RAGE
expresszioja a tumor nekrozis faktor-a-val fokozhato (119).

A glikacios termékek receptorainak aktivacioja, a NAD(P)H-oxidaz rendszeren keresztiil
intracellularis szabadgyok-képz6déshez vezet. A p21™/mitogén aktivéalta protein (MAP) kinaz
rendszer aktivitasa né a glikacios termékek hatasara (120). Ennek az intracellularis foszforilacios
jelatviteli rendszernek a szabalyozasat a sejtek redox regulacidja végzi (121). Az AGE-k hatasara a
nuklearis faktor-kB (NF-kB) inhibitor (I-xB) molekula részlete levalik az NF-kB-r6l. Az aktiv NF-xB
ezutan a citoplazmabol a sejtmagba transzportalodik, ahol bizonyos génszakaszokat aktival (122). Az
NF-kB altal aktivalt gének koz¢é tartozik az AGE receptor is (123). Ily modon, az AGE-k altal indukalt
AGE receptor-expresszi6 bizonyos fokig szabalyozza a sejtek, igényekhez igazodd, glikacios termék-
felvételét. Az intracellularis szabadgyok-képzddés révén sejtkdrosodas jon létre, a glikacids termékek
termel6désétdl tavoli szervekben is. Az NF-kB aktivacidjanak megeldzésére eredményesen hasznaltak

in vitro rendszerben a szulthidrilcsoportot tartalmazod, szabadgyokelfogo hatast liponsavat (124).

4.7.7.4. A glikacios vegtermékek lebontdsa

A fehérjék lizin aminosavanak glikacidja és annak atrendezédése soran képzodd termék a
fruktozamin. A fruktézamint egy enzim, a fruktéozamin-3-kindz (FN3K) ATP felhasznalasaval
foszforilalja, amelynek soran a fruktdz-lizinb6l frukoz-lizin-3-foszfat jon létre. A fruktoz-lizin-3-
foszfat instabil és ezért spontan modon lizinre, 3-dezoxi-glukozonra és anorganikus foszfatra bomlik.
A 3-dezoxiglukozon toxikus termék, ami tovabbalakul 3-dezoxifruktéozra vagy 2-dezoxi-3-
ketoglukonsavra (125). Az FN3K nem csak a fruktézamin foszforilaciojat, hanem a pszikézamin €s a
ribulézamin foszforilaciojat is katalizalja. Az FN3K enzimhez hasonld aktivitasti a fruktézamin-3-
kinaz-rokon protein (FN3K-RP), amely a pszikézamin és a ribuldozamin foszforilaciojat katalizalja
(126). Az FN3K enzim kiilondsen aktiv az agyban, a vesében és a szivben, az FN3K-RP-aktivitasanak
megoszlasa egyenletesebb a kiilonboz6 szervekben (127, 128). Feltételeznek egy masik mechanizmust
is, ami még a fruktézamin kialakuldsa eldtt, a glikacio elsd 1épésébe, a Schiff bazis-képzddésnél
avatkozik bele. Ennek lényege az lenne, hogy az Un. transzglikacid révén a glikalt proteinekrdl a
szénhidrat molekularész kismolekulastilyt aminocsoporttal rendelkezé molekuldkra (taurin, redukalt
glutation, stb.) keriil at és ezek az alacsonymolekulasulyt termékek azutan a vesén keresztiil kiiiriilnek

(129). Jelen tudasunk szerint a glikacios végtermékek lebontasara nincs lehetség.
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4.7.7.5. A glikacios végtermékek elimindcidja
4.7.7.5.1. A glikacios végtermékek széveti lerakoddsa

A glikacios végtermékek szoveti lerakoddsa ugyan csokkentheti a keringd glikacios
végtermék-szintet, de ez nem jelent valddi eliminaciot, hiszen fokozott szoveti karositd hatéas jon létre.
Az endotélsejtek felveszik a maj Kupffer sejtjei altal mar részben lebontott glikdcios végtermékeket és
utana gyakorlatilag valtozatlan formaban tovabbitjak a subendotélialis térbe. Ez a folyamat hasonldan
megy végbe, mint a hormonok endotélialis transzcitozisa (pl. inzulin), ezért feltehet, hogy
mindkettdben az endotélium sejt caveolaris membranja vesz részt. Ha igy van, akkor nem meglepd,
hogy a glikacios végtermékek befolyasoljak az endotélsejtek NO-termelését is, hiszen az eNOS enzim
a caveolaris membranhoz kotott.

A glikacios végtermékek az endotélsejtekben adhesios molekulak (vascular cell adhesion
molecule-1, VCAM-1, intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1) termelését inditjdk meg. Ez
utdbbiak hatasara a makrofagok kitapadnak az endotélre, majd a subendotélialis térbe vandorolnak. A
keringésben 1évé ¢és az intersticialis térbe bevandorold monocyta-makrofag rendszer sejtjei
bekebelezik a glikacids végtermékeket és atalakitjak azokat (130). Az inzulin koncentraciofiiggéen
fokozza a makrofagok glikacios végtermék-felvételét (131). Ha a glikalt fehérjemolekula az LDL
Apo-B apoproteinje, akkor a makrofagok fokozott aktivitassal veszik fel az LDL-t, mikdzben az
atherosclerosisra jellemz6 habos sejtekké (foam cells) alakulnak at (132).

A glikalt fehérjék degradalodasa soran a glikacios végtermékek nem detoxifikalodnak a
makrofagokban, hanem kismolekulastlyu lebomlasi termékekké alakulnak at (low-molecular weight
AGE, LMW-AGE) (133). A glikacios végtermék-fragmentumok eljutnak az ér mélyebb rétegeibe is,
aktivaljak az ott levo simaizomsejteket, melyek kot6szoveti fehérje tulprodukcioval, proliferacioval és
citokin illetve novekedési faktor-termeléssel reagalnak.

Az endotélsejt, a hozza kotddé glikalt vorosvértestek hatasara ateresztové valik, igy a
plazmafehérjék egy része, kiilondsen az albumin atjut az intersticialis térbe (134). Mindezek az
eliminacios folyamatok ahelyett, hogy detoxifikalnanak, inkdbb fokozzdk a glikacids végtermékek
toxicitasat, hiszen a degradacido soran, a molekulasuly csokkenésével ezek a termékek még

mobilisabbakka valnak.

4.7.7.5.2. A glikdcios végtermékek veseelimindcioja vesekarosoddashoz vezet

A glikacios végtermék-fragmentumok egyediili, valodi eliminacids szerve a vese. Mint mar
emlitettiik, a vese proximalis tubulus sejtjei nagy szamban expresszalnak AGE receptort (RAGE).
Allatkisérletes adatok szerint a glikacids fehérje fragmentumok, a kismolekulasulyt fehérjékhez (pl.
inzulin) hasonld médon, szabadon filtralddnak at a glomerulusokon, a proximalis tubulusok felszinén

1év6 RAGE-khoz koét6dnek, a tubularis sejtekbe reabsorbealodnak, és tovabb degradalédnak (135,
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136). A vérben kering6 glikacios termékek a glomerulus bazalis membranon (GBM) valo atjutas soran
kapcsolodhatnak a membran fehérjéihez. Az ott in situ termelddd dialdehidek a GBM fehérjéi kozott
kereszthidakat létesithetnek. Ezek a folyamatok a GBM normalis negativ toltését csokkenthetik
azaltal, hogy egyrészt a membranhoz kotott heparinoidok mennyiségét csokkentik, masrészt a
termeldd6 szabad gyokok a negativ toltéshi szialsav maradékok lehasadasat okozzak. A keresztkotések
létrejotte a porusatmérd novekedéséhez vezethet. A vérben keringd fehérjéknek a GBM-hez valo
kotédése a membran megvastagodéasat okozza. A glomerularis endotélsejtek, hasonléan a vascularis
atherosclerosis pathomechanizmusanal leirtakhoz, fokozottan atereszt6vé valnak, ami szerepet jatszhat
a proteinuria kialakuldsdban és progresszidjaban. A termelodott szuperoxid szabad gyok, a vese
sejttoxikus. A mezangiumsejtek a glikacios termékek hatasara fokozzak extracellularis matrix fehérje
termelésiiket, ami mezangialis expanzidhoz vezet (137). A mezangiumsejtek emellett, hasonldan a
simaizomsejtekhez, citokineket és novekedési faktorokat is termelnek, amik szerepet jatszhatnak a
korai stadiumban a glomerularis hipertrofia, hiperfiltracio és a proteinuria kialakuldsaban (138). A
mezangiumsejt normalis viszonyok kdzott az intraglomerularis nyomas szabalyozasanak egyik fontos
szerepl6je, mert simaizom-szerlien viselkedve kontrakciora és relaxaciora képes. Ha a glikacios
termékek lerakddasa miatt megnd a sejtekben a szabad gyokok koncentracidja, akkor elveszithetik

relaxacios képességiiket.

4.8. Vesebetegség és oxidativ stressz (LIV)

Vesebetegségekben mar az urémia kialakulasa eldtt oxidativ stressz-jelenségek figyelhetok
meg a vérben és a vizeletben. Feltételezhetd, hogy ennek hatterében a karbonil stressz fejezetben
emlitettek vezeté szerepet jatszanak. Ugy tiinik, hogy kifejezetten érintett a glutation redox-rendszer
(139, 140), amire indirekt modon az is utal, hogy a keringésben viszonylag koran megjelenek a
szérumalbumin kiilonb6z6 oxidalt formai (141). Egyesek a GSH-GSSG redox rendszer mellett az
antioxidans enzimek (SOD, katalaz, glutation peroxiddz), az LDL-oxidaci6 mértékét ¢és az
elorehaladott protein oxidacidos termékek (AOPP) meghatarozasat ajanljak végallapoti
veseelégtelenségben (142). Az AOPP nem csak végallapotu veseelégtelenségben hasznalhatd, hanem
pl. IgA nephropathiaban is prognosztikus értékii lehet (143), s6t predializaltakban a cardiovascularis
betegségek prediktoraként is szerepelhet (144). Mégis a legtobben — talan egyszeriisége miatt is — a
lipid-peroxidaci6 markerének tartott malondialdehidet vagy az un. tiobarbitursav-reaktiv
szubsztanciak (TBARS) mérését végzik (145, 146).

Hemodializis kezelés soran kimutattak a nitrozativ stressz jeleit is, ami a peroxinitrit fokozott
képz6désére utal. Legkevesebb 6 6 nitrozilacios helyet identifikaltak a plazmafehérjéken, amelyek

koziil az egyik valdszintileg a céruloplazmin lehet (147).
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A preurémias-urémias betegek intravénas vaskezelése — a fentiek alapjan nem meglep6 méodon
— tovabbi oxidativ stresszt okozhat, amelynek pontos szerepe a szervkarosodasok kialakulasaban
egyelére vitatott (148, 149).

Sokan hangstlyozzak, kiilonosen veseelégtelenségben a hiper-homociszteinémia szerepét az
oxidativ stressz kialakulasaban, bar ennek sem oka, sem cardiovascularis kovetkezménye, sem pedig
kezelése pillanatnyilag nem tisztazott (150).

Az oxidativ stressz hatasara, az NF-kB aktivaldodasa révén, citokinek termelddnek. Ez a
gyulladésos jelenség kiilondsen aktivnak tiinik veseelégtelenségben, akkor is, ha nem gyulladasos
eredetli a vese-alapbetegség. A citokinek hatasara eritropoetin-rezisztencia alakulhat ki. Ennek az
egész folyamatnak a meginditdja a karbonil stressz termékek retencidja, melynek legeredményesebb
kezelése a vesetranszplantacio (151). A szubklinikai gyulladas csokkenti egy fehérjének, a fetuinnak
szintézisét a majban, ami viszont extraosszealis, vaszkularis és valvularis kalcifikaciohoz vezet, ami
urémiaban a fokozott oxidativ stresszel egyiitthatva emeli a cardiovascularis mortalitast (152).
Kevésbé egyértelmii az urémias oxidativ stressz E vitaminnal torténd kezelésének kedvezd hatasa, de

ugy tlnik, hogy van haszna a dializismembranhoz ko6t6tt E vitamin alkalmazasanak (153).

4.9. A proteinuria (XXXV, XXXVII, XXXIX, XLV, XLVI, LV, LVIII)

A vesében a keringésbdl kilépd fehérjemolekula bekeriil a primer vizeletbe, ami eljut a
tubulusba. Ott a proximalis tubuldris sejtek aktiv (energia-, azaz ATP-igényes) folyamat
eredményeképpen a fehérjét visszatartjak. Ha ez a reabszorpcio, a tulterheltség miatt mar elégtelen, a
fehérje megjelenik a vizeletben, eldszor mikro-, majd makroalbuminuria, végiil a glomerulus és a
tubulus kiterjedt kdrosodasa esetén nem-szelektiv proteinuria alakul ki. A nem-szelektiv proteinuria
azt jelenti, hogy mar nem csak az albumin és az annal kisebb molekuldk, hanem az albuminnal

nagyobb fehérjék is megjelennek a vizeletben.

4.9.1. A proteinuriat megakadalyozo vesestrukturak
A proteinvesztés megakadalyozasaban négy f6 tényez6ét tételeznek fel: a Kkapillaris

endotéliumot, a glomerulus bazdlmembrant, a podocytakat és a tubulus sejteket.

4.9.1.1. Endotél és glomerulus bazalmembran

A tankonyvi adatok szerint az endotélium a vesében fenesztralt és ezért nem jatszik jelentds
szerepet a fehérje-visszatartasban, ujabb feltételezések szerint azonban az endotélsejtek glikokalixa
mégis képes lehet a fehérjék visszatartasara. A glomerulus bazdlmembran diabetesben elvesziti
normalis negativ toltését és porusainak atmérdje megnd. Ezek eldsegitik az albumin és a nagyobb

molekulasulyu fehérjék extravasatiojat.
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4.9.1.2. Podocyta és nephrin

A diabetes-okozta proteinuria pathogenezisét kutatd legujabb vizsgalatok két glomerularis
struktirdra, a podocytdkra €s a podocyta allabakat 0sszekotd un slit-membranra fokuszalnak. A
podocytaknak jelentds szerepiik van a filtracids barrier fenntartasaban. A podocyta allabak kozott
fesziild slit-membran szdmos ismert (nephrin, CD2-asszocialt fehérje, podocin és alfa-actinin) és még
ismeretlen fehérjébdl allo struktura, amely kritikus szerepet jatszik a proteinuria megakadalyozasaban.
Ezen fehérjék koziil a legtobbet vizsgalt, és talan a legfontosabb a nephrin. A nephrin mRNS-ével —
amely protein kinaz C szabalyozas alatt all (154) — végzett vizsgalatok egyértelmiien kimutattak, hogy
mind 1-es, mind 2-es tipusu diabeteses betegek proteinuriaval jard vesebetegségében szignifikansan
alacsonyabb a nephrin mRNS mennyisége (155). Egyes tanulmanyok szerint a nephrinvesztés
hatterében a nem enzimatikus glikacio és az angiotenzin II hatasa allhat (156). A diabeteses
nephropathidban mind az angiotenzin-konvertal6-enzim-gatlé (ACEI; perindopril) (157), mind az
angiotenzin-receptor-blokkolé (ARB) (irbesartan) gatolta a nephrin vesztést és a proteinuriat (158).
Allatkisérletekben az ARB kedvezé hatasai — legalabbis részben — az oxidativ stressz csokkentésén
keresztiil valosultak meg (159). Az el6z6kben t6bbszor emlitettem, hogy az angiotenzin IT aktivalja a
NAD(P)H-oxidazokat. Diabeteses nephropathiaban a NAD(P)H-oxidaz gatlasa nem csak a hidrogén-
peroxid termelését csokkenti, hanem a proteinuriat és a mezangialis matrix-taltermelést is mérsékli.

Y

hogy a NAD(P)H-oxidaz gatlasa hatasara n6 az NO-termelés (160).

4.9.2. Proteinuria és nephronvesztés

A protein megjelenése a primer vizeletben, a mar emlitett modon aktivalja a tubuléris fehérje-
reabszorpciot, ami a tubularis sejtek oxidativ stresszéhez, gyulladdsos medidtorok termeléséhez,
tubulointersticialis fibrozishoz és végeredményben a nephron pusztulasdhoz vezet. A folyamatot a
proteinurias nephron ,,0ngyilkossaganak” is hivhatjuk (161), ami része a szervezet védekezd
mechanizmusainak. Amennyiben csak néhany nephron proteinurias, akkor a nephronpusztulas gatolja
a — szervezet szamara oly fontos — fehérje elveszitését. Akkor azonban, amikor a vese minden
nephronja proteinurias, pl. diabetesben vagy glomerulonephritisekben ez a védekez6 mechanizmus
karossa valik, hiszen az egész veseallomany pusztuldsahoz és veseelégtelenséghez vezet.

Egyre tobb adat lat napvilagot arrél, hogy a vesefunkcid (glomerulus filtracios rata, GFR)
beszlkiilése, még a normalis, vagy a normalis tartomanyhoz kozeli értékek esetén is, noveli az
atheroscleroticus szovoédmények rizikojat. Hasonld kovetkeztetést lehet levonni abbol, hogy a névekvo
albuminuria nem csak a kéros, hanem mar a normal tartomanyban is folytonosan ndveli az
atherosclerosis kockazatat (162). A kronikus vesebetegség és a mikroalbuminuria prevalencija
kozotti szoros dsszefliggés sem kérdéses (163). Igy a koros albuminuria egyszerre jelzi az endotélialis

diszfunkciot és a progressziv vesebetegséget (164).
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4.10. Dohdnyzas és oxidativ, illetve karbonil stressz (XVI11)

Roviditések: BK: bradikinin, cGMP:ciklikus guanilat monofoszfat, DFO: dezferrioxamin mezilat,
DFP: dohanyfiist puffer, GSH:glutation, NAC: N-acetilcisztein, NO: nitrogén-monoxid, NOS:
nitrogén-monoxid-szintaz enzim, NP: natrium nitroprusszid.

A dohanyzas nem csak a cardiovascularis-, hanem a vesebetegségek kockazati
tényezdjeként is ismert. Mitdbb, nem csak az aktiv, hanem a passziv dohanyzas is szerepet jatszik
rezisztenciahoz és a diabeteses nephropathia kialakulasahoz és progressziojahoz is vezethet. Mivel
a CKD a fokozott cardiovascularis morbiditds és mortalitds kockazati tényezdje, ezeknek a
betegeknek csokken az életkilatasa €s romlik az életmindsége. A dohanyzis mindkét nemben
fliggetlen prediktora a végallapotii veseelégtelenségnek és noveli az albuminuria, proteinuria
kockazatat is. Az adatok azt tamasztjak ala, hogy a dohanyzas altal megndvelt atherogén kockazat
emeli az arteria renalis sztendzisanak valoszinliségét és igy az ischaemias vese rizikojat is. 1gA és
lupus nephropathiaban a dohanyzas egyértelmiien gyorsitotta a progressziot. A vesepétlo
kezelésben részesiilé dohanyosok mortalitdsa magasabb, mint a nem dohanyos tarsaiké. A
pathomechanismusban szdmos tényez0 jatszik szerepet, azonban minden esetben kiemelhet6 az
oxidativ stressz jelentdsége.

A dohanyzas inzulin-rezisztenciat okoz és ndveli az inzulin-rezisztenciaval jaro 2-es
tipusu cukorbetegség, a metabolikus syndroma és a diabeteses nephropathia kockazatat (4.10.1.
tablazat).

4.10.1. tablazat A dohanyzas indukalta vesekarosodas pathomechanismusa (XVII)

Hyperfiltratio
e ismétl6d6 akut hiperperfiziok + kronikus endotélialis karosodas — hyperfiltratio
Oxidativ stressz
e A CKD kifejlodésével parallel: n6 a malondialdehyd + hidrogén-peroxid
e Csokken a glutation-peroxidaz + katalaz + szuperoxid-dizmutaz aktivitasa
e A dohanyfiist vizoldékony komponensei
— vazoaktiv reaktiv oxigén- és nitrogen-termékek
— gyulladasos génexpresszio — endotélialis diszfunkcio
e Dohanyosokban csokken az NO biologiai hozzaférhetésége + CKD- betegekben:
alacsonyabb NO-termelés — renalis vazokonstrikcié + mezangialis sejtproliferacio
Reverzibilitas
e Ismeretlen az Un. ,,point of no return” a dohanyzas okozta vesekarosodas soran
e A dohanyzas abbahagyasa altalaban csak a nem sulyos dohanyosokban okoz
albuminuria normalizalodast

CKD = kronikus vesebetegség, NO = nitrogén-monoxid.
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Epidemiologiai tanulmanyok szerint a dohanyzas néveli a GFR-t, azaz hyperfiltratiot okoz,
ezért feltételezhetd, hogy specialisan hat a rendlis artériak tonusara.

A diabeteses nodularis glomerulosclerosis, vagy masnéven a Kimmelstiel-Wilson-1ézi6 (KW)
és a nem diabeteses nodularis glomerulosclerosis (non-diab NGS) szamos hasonlosagot mutat.
Ugyanakkor a non-diab NGS mindig dohanyosokban jelenik meg, ezért feltételeztiik, hogy a KW
kialakulasaban is szerepe lehet a dohanyzasnak (XVII).

A cigarettafiist kétféle szabadgyokot tartalmaz (165). A katrany a dohanyfiist azon része,
melynek 99 %-a lerakodik a cigaretta filterében. A katrany szamos, relative stabil szabadgyokot
tartalmaz (166). A masik része a dohanyfiistnek az ugynevezett gaz fazis, mely atmegy a filteren és kis
oxigén- és szén-kozponti, sokkal reaktivabb szabadgyokoket tartalmaz, mint a katrany (165).

Feltételezhetd, hogy a dohanyzas soran a szervezetbe bejutd, a vérben hosszabb-rovidebb
ideig keringd anyagok els6sorban az erek endotéljét karositjak. A chronikus dohanyosok
érendotélsejtjei duzzadtak, subendotélialisan gyakori az 6déma és nem ritkdk az érfal atherosclerotikus
elvaltozasai sem (167,168).
fehérje poszttranszlacios modosulasaitol is  (169). A poszttranszlaciés modosulasokat s
befolyasolhatja a dohanyfiist. Az eNOS aktivitasanak poszttranszlacios modositasaért feleléssé tehetok
kofaktorok, szubsztratok, protein-protein interakciok és foszforilacios valtozasok. Az eNOS Ser(1177)
(171) hatasara, amelyek mindegyike noveli az enzim aktivitasat és igy az NO termel6dését.

A Thr(495) pozici6 a kalmodulin-kotéhelyen talalhato és negativ regulatorként szolgal,
foszforilacioja csokkenti az eNOS aktivitasat (171-173). Protein kinaz C (PKC) el6segiti a Thr(495)
foszforilaciojat stimulalatlan endotélsejtekben (171,173). Az eNOS foszforilacioja ezeken a helyeken
reciprok foszforilaciot jelent, azaz az egyik el6térbe keriilése a masik visszaszorulasat eredményezi
(174). Az eNOS aktivitasanak szabalyozasa a Ser(1177) és a Thr(495) foszforilacidja révén rendkiviil
komplex kiilonb6z6 protein kinazok (PK) és protein foszfatazok (PP) befolyasoljak. Az Akt (PKB)
kivaltotta Ser(1177)-foszforilacié kritikus fontossaginak tiinik az eNOS aktivitasa szempontjabol
(173). Shear-stress (175) vagy bradikinin hatasara (176) tovabbi PK-k, mint pl. a cAMP-dependens
PK (PKA) foszforilalhatja az eNOS-t a Ser(1177) pozicioban. Ugyanakkor a PKA aktivalja a PP1-et,
ami defoszforilalja a Thr(495) reziduumot, és igy aktivalt eNOS-hoz vezet (173). Ellentétben ezzel, a
PKC kivaltotta eNOS-inaktivalédas a Thr(495) foszforilalodasat és a Ser(1177) defoszforilalodasat
jelenti (173).

5. VIZSGALATOK 1: Az oxidativ stressz, a glikacio és a karbonil stressz diabetes mellitusban,

vesebetegségekben és dohanyzasban

Roviditések: ACE = angiotenzin-konvertal6-enzim, AGE = elérehaladott nem enzimatikus glikacios
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végtermékek, AGE-FL = AGE-fluoreszcencia, ATIIR = angiotenzin Il 1-es tipusu receptor, CEL =
karboxietil-lizin, CML = karboximetil-lizin, CRP = C-reaktiv protein, DA = diabeteses albuminuria,
DM = diabetes mellitus, DNP = diabeteses nephropathia, ESRD = végallapott veseelégtelenség, FPG
= ¢homi plazmaglukéz, GFR = glomerulus filtracidos rata, HMW = nagymolekulastlyu, IFG =
emelkedett éhomi plazmaglukéz, IgANP = IgA nephropathia, IGT = csokkent glukéztoleranciarol,
NGT = normal glukéztolerancia, OGTT = oralis glukoz tolerancia teszt, 6.e. =0nkényes egység,
TBARS = tiobarbitursav-reaktiv szubsztanciak,

5.1. Vizsgalatok diabetes mellitusban (1)
5.1.1. Bevezetés

A reaktiv aldehidek a fehérjék poszttranszlaciés modosulasat okozhatjak. A metilglioxal lizinnel
torténé kolcsonhatasaban karboxietil-lizin (CEL), glioxal ¢és lizin reakcidjaban karboximetil-lizin
(CML) képzddhet. Az utdbbi években ismertté valt, hogy ezek az AGE-nak nevezett termékek nem
csak a glik4cid soran, hanem az oxidativ stressz hatasara is 1étrejohetnek, amire kiillondsen jo példa a
CML (177, 178). Mivel kialakulasukban sokszor glikaciés és oxidacios folyamatok egyarant
szerepelnek, ma inkabb glikoxidacios termékekr6l beszélink (179). Némely AGE jellemzd
fluoreszcenciat mutat, amelyek excitaciéos maximuma 350 és 390 nm kozotti és emisszids csucsa 440
¢és 490 nm ko6zott talalhato (180). Vannak ugyanakkor nem fluoreszkalo AGE-k is, mint pl a CEL és a
CML.

A normalisnak mondott 6regedési folyamat soran a széveti AGE-tartalom folyamatosan
emelkedik (181). Fokozott széveti AGE akkumulacio figyelhetd meg a fokozott képzédés miatt, pl.
diabetes mellitusban és a csokkent eliminacido miatt veseelégtelenségben (182). Diabetes mellitusban
szamos szovetben emelkedhet az AGE mennyisége (183,184), mikdzben gyakran normal, vagy
enyhén emelkedett szérum szintet észleltek (185-187). Végallapotu veseelégtelenségben a szérum-
AGE-szintje nagyon jelentdsen megemelkedik (188,189) és nem talaltak kiilonbséget a diabeteses és a
nem diabeteses uraemiasok kozo6tt (190), ami hangstlyozza az AGE-k eliminacidjaban a vesének a
jelentéségét.

Kevés és egymasnak ellentmondé adat all rendelkezésre a CML szérum és vizelet szintjeit
illetden diabeteses betegek esetében. Ezért 2-es tipusu diabeteses betegek szérum- és vizelet-CML-
szintjét és -lritését vizsgaltuk egy nagyszenzitivitdsi modszer felhasznaldsdval. A vese szerepét
vizsgalva tanulmanyoztuk az Osszefliggést a glomerulus filtraciés rata (Cockroft-Gault szerint
szamitott érték) (191) és az AGE szintek kozott. Egy masik célkitlizéslink szerint kapcsolatot
kerestiink az AGE-k és a szénhidrat haztartads paraméterei kozott. Végiil vizsgaltuk a szérum-AGE-
szintek és a diabeteses szovédmények (retinopatia, neuropatia, ischaemias szivbetegség ¢és

albuminuria) esetleges Osszefliggéseit is.

5.1.2. Betegek és modszerek
5.1.2.1. Betegek
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Random szérum mintakat és 24 o6ras gyjtott vizeletet nyertiink 109 2-es tipusi cukorbetegtdl
(46 nd, 63 férfi, atlagos kor: 63,8, tartomany: 35 - 83 év). Glomerulus filtracios ratajukat (GFR) a
Cockroft-Gault képlet szerint szamoltuk: 1,23 X [(140 - Kkor) / szérumkreatinin (umol/l)] x testsuly
(kg). A nok esetében a fenti képletet megszoroztuk 0,85-tel. Normal vesefunkciorol akkor beszéltiink,
ha a GFR > 80 ml/perc (ezt a vizsgalatunkat a nemzetkdzi ajanlasok 60 ml/perces értékének
elfogadasa elott végeztiik). Eszerint, az érték szerint vesekarosodast mutatott 56 beteg (GFR: 51 + 17
ml/perc), mig 53 betegnek normalis volt a vesefunkcidja (GFR: 104 + 25 ml/perc). Kontroll
csoportjaink jellemz6i a kovetkezok voltak: a szérum szintek szempontjabol kontroll csoportunk 23
egészséges onkéntesbol allt (4 nd, 19 férfi, atlag kor: 41,0, tartomany: 32 - 59 év, GFR: 106 + 22
ml/perc). A vizeletvizsgalatok szempontjabol a kontroll csoport 10 egészséges onkéntesbdl allt (5 nd,
5 férfi, atlag kor: 63,6, tartomany: 54 - 73 év, GFR: 103 + 8 ml/perc). A vizsgalatot a Pécsi Regionalis
Kutatas-Etikai Bizottsdg engedélyezte, és a résztvevOk minden esetben beleegyezé nyilatkozatot
adtak.

A diabeteses szovodményeket az 5.1.2.1.1. tablazat mutatja.
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5.1.2.1.1. tablazat A sz6vodmények eléfordulasa a diabeteses betegek kozott

Glomerulus filtracids rata

>80 < 80 ml/perc Teljes populaci6
ml/perc
Neuropdtia N =53 n=>56 n =109
(autonom vagy szenzoros)

Nincs neuropatia 37 (70) 38 (68) 75 (69)
Neuropatia 16 (30) 18 (32) 34 (31)
Retinopatia N =53 n =56 n =109
Nincs retinopatia 42 (79) 30 (53) 72 (66)
Nem-proliferativ retinopatia 11 (21) 20 (36) 31 (28)

Proliferativ retinopatia 6 (11) 6 (6)
Cardiovasculdris szovédmeények N =53 n=>56 n =109
Ischaemias szivbetegség® 31 (59) 38 (68) 69 (63)
Hypertonia 49 (93) 53 (95) 102 (94)
Albuminuria N =46 n=42 n=288
Normoalbuminuria(<30 mg/nap) 25 (54) 15 (36) 40 (45)
Mikroalbuminuria(30-300 mg/nap) 17 (37) 17 (40) 34 (39)
Makroalbuminuria (> 300 mg/nap) 4(9) 10 (24) 14 (16)

Az abszolut szamokat és (a szazalékokat) adtuk meg. *Myocardialis infarctus, angina pectoris vagy
EKG eltérés az anamnézisben.

5.1.2.2. Médszerek

Az 50-szeresre higitott szérum mintak AGE-specifikus fluoreszcencigjanak intenzitasat 460
nm-en mértiikk 355 nm-en tortént exctitaciot kovetden (Victor 2, Wallac, Freiburg, Germany). Annak
ellenére, hogy a szérumban nem AGE-természetli fluoreszcens komponensek is eléfordulhatnak, az
adott excitacids €s emisszios hullimhossz alkalmazasaval mért fluoreszcens intenzitds tulnyomo
tobbsége az AGE termékek szamlajara irhatdo (192). A szérum AGE-fluoreszcenciat az dnkényes
egységben (0.e.) megadott fluoreszcens intenzitas és a szérum Osszfehérje hanyadosaként fejeztiik ki.
A szérum és a vizelet CML-koncentraciot kompetitiv ELISA modszerrel hataroztuk meg a 4G9
monoklonalis anti-CML antitest (Alteon Inc., New York, NY) felhasznalasaval (193). A CML
meghatarozas el6tt a szérum mintakat Proteinase K (194) hozzaadasaval enzimatikus hidrolizisnek
vetettiik ala, hogy a szérumfehérjék rejtett CML-epitdpjai is hozzaférhetévé valjanak az antitestek

szamara. Mivel a CML a vizeletben tilnyomorészt szabad, nem fehérjéhez kotott formaban van jelen,

crer
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hidrolizalt szérum és nativ vizelet mintakat 20-szorosra higitottuk 20 mmol/l TRIS, 150 mmol/l NaCl
¢és 0,05 % Tween (ICI America Co., Bridgewater, NJ) tartalmu oldatban (pH 7,4). Az abszolut CML
koncentracié meghatarozasahoz N-(karboximetil-)amino-kapronsavat (Alteon Inc., New York, NY)
hasznaltunk standardként. Az ELISA lemezeket 1 mg/l glikalt bovin szérum albuminnal (AGE-BSA)
inkubdltuk 1 6rén at. Haromszori kimosast kdvetden a szérum illetve a vizelet mintdkat valamint a
kalibracios standardokat peroxidazzal konjugalt monoklonalis anti-CML antiszérummal inkubaltuk 2
oran keresztiil. Ujabb hdromszori mosas utan a szinreakciot 0,3 g/l 2,2 -azino-di-3-etilbenztiazolin-
szulfonsavat és 0,01 %-0s hidrogén-peroxidot tartalmazo 0,01 %-os glicin/citrat pufferrel valtottuk ki.
Az abszorbciét mikrotiter ELISA olvasoban (Multiskan Ascent, Labsystems, Helsinki, Finland) 405
nm-nél mértiik (referencia: 603 nm-nél). A szérum-CML-szintet ng CML/mg proteinben, a vizelet-
CML-iiritést pedig mg CML/napban adtuk meg.

A szérumban fehérjéhez kototten illetve szabad formaban keringd CML aranyanak
becsléséhez mindharom csoportbol (egészséges személyek, normal vesefunkciojt, ill. beszikiilt
vesefunkcioju betegek) 10 egyén szérum mintajanak nagymolekulasulya (HMW) frakciojat Omega
Microsep 10 kD filterrel (Pall Gelman Laboratory, Ann Arbor, MI) szeparaltuk. Ezutan mind a teljes
szérumban, mind pedig a HMW frakcioban meghataroztuk a CML koncentraciot és kiszamitottuk a
HMW-CML/6ssz-CML hanyadost.

A CML-specifikus kompetitiv ELISA szenzitivitasa 5 ng CML/ml volt, kevesebb mint 5 %-0S
intra- és 8 %-0S interassay variabilitassal. A modszer mind szérum, mind pedig vizelet mintak
esetében 10-szerestdl 40-szeresig terjedé higitdsi tartomanyban bizonyult linearisnak. Ismert
mennyiségli standard visszanyerése szérumbol 102 + 13 %-os, vizeletbél 101 + 4 %-0s volt.

A harom vizsgalt csoport (egészséges egyének, normalis illetve beszikiilt vesefunkcioju
diabeteses betegek) eredményeinek Osszehasonlitasahoz variancia analizist alkalmaztunk, post hoc
Bonferroni teszttel. A két diabeteses betegcsoport klinikai adatainak Osszevetéséhez fiiggetlen
valtozos, kétszéli, Student-féle t-tesztet illetve x* probat végeztiink. A statisztikai vizsgalatot az SPSS

programcsomag segitségével hajtottuk végre (SPSS Inc., Chicago, IL).

5.1.3. Eredmények
A két diabeteses betegcsoport (a normalis és a karosodott vesefunkcios csoport) hasonlosagait

és eltéréseit az 5.1.3.1. tablazat mutatja.
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5.1.3.1. tablazat A nomalis és a karosodott vesefunkciéju diabetesesek dsszehasonlitasa

Glomerulus filtracids rata

> 80 ml/perc < 80 ml/perc P
N 53 56 -
Nem (n&/férfi) 17/36 29/27 < 0,05
Kor (¢v) 58,7+ 8,2 68,6 + 5,5 <0,01
Diabetes tartama (év) 13,9+6,8 185+7,6 <0,01
BMI? (kg/m?) 31,1437 29,2+4.9 <0,05
Hemoglobin Ay, (%) 75+1,6 74+16 NS
Frukt6zamin (umol/1) 331+90 322 + 66 NS
Plazmagluko6z (mmol/1) 9,1+3,0 8,9+33 NS
Setriglicerid (mmol/I) 24+22 24+13 NS
Sedsszkoleszt(mmol/1) 55+1,3 58+14 NS
SeHDL koleszterin (mmol/l) 1,1+04 1,0+04 NS
oyt flracios - rita 103,7 + 24,6 5084169  <0,001
Sekreatinin (umol/l) 84,5+ 15,8 14244622  <0,001
Sekarbamid nitrogén (mmol/1) 6,3+1,7 10,9+6,0 <0,001
Sehugysav (umol/1) 241 +£78 294 +120 <0,01
UAE® (mg/nap) 50 + 109 91 + 223 NS

Atlag + SD. *BMI: testtémegindex. "UAE: 24 6ras albuminiirités, Se = szérum

A normalis vesefunkcioju diabeteses betegek szérum-CML-szintje és szérum-AGE-
fluoreszcencidja nem kiilonbozott a kontrollokétol. A csokkent vesefunkcioju diabeteses betegek
azonban magasabb szérum-AGE-fluoreszcenciat mutattak, mint a kontrollok, és mint a normalis
vesefunkcioju cukorbetegek (p<0,01 mindkét esetben). A csokkent vesefunkcidjii cukorbetegek
szérum-CML-szintje magasabb volt, mint a kontrolloké (p<0,01) és HMW/teljes CML aranyuk
alacsonyabb, mint a kontrolloké vagy a normal vesefunkcioju cukorbetegeké (p < 0,01; 5.1.3.2.

tablazat).
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5.1.3.2. tablazat Szérum AGE-paraméterek és vizelet CML-kivalasztas diabetesesekben

Kontrollok Diabetesesek
GFR

> 80 ml/perc < 80 ml/perc
Szérum-AGE-FL
(6.e./mg 6sszfehérje) 366 + 84 448 + 91 581 + 175°
Szérum-teljes-CML
(ng/mg sszfehérje) 40+0,9 55+1,9 6,3+ 3,6
Szérum-HMW/teljes CML
(%) 944+8,1 95,1+8,1 815+75°
Vizelet-CML-lirités 1,76 + 0,62 1,79+ 0,95 1,33+ 0,78°

(mg/nap)

Atlag + SD. p < 0,01 vs. betegek GFR > 80 ml/perc vagy kontrollok. °p < 0,01 vs. kontrollok. °p <
0,05 vs. betegek > 80 ml/perc.
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A csokkent vesefunkcidju cukorbetegek szérum-CML-szintje és AGE-fluoreszcenciaja

negativ korrelaciot mutatott a szamolt kreatinin clearance-szel (GFR, 5.1.3.1. dbra)
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5.1.3.1. abra Negativ korrelacié mutathaté ki a szérum-AGE-FL é a CML-szint valamint a

szamitott kreatinin clearance (GFR) kozott a csokkent vesefunkciéji cukorbetegek csoportjaban.
A panel: n =56, r =-0,599, p<0,0001). B panel: n =56, r = -0,481, p=0,0002.

A 5.1.3.3. tablazat korrelaciés matrixot mutat a szérum-AGE-paraméterek és a vesefunkcio
kozott, a csokkent vesefunkcidjii cukorbetegek csoportjaban. A szérum-AGE-paraméterek egymassal

és a vesefunkciot méro értékekkel is szignifikans korrelacioban voltak.
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5.1.3.3. tablazat Korrelaciék a vesefunkciés paraméterek és a szérum-AGE-értékek kozott a

csokkent vesefunkeioju cukorbeteg csoportban.

Szérum-AGE-FL Szérum-CML
Szérum-AGE-FL
(6.e./mg Osszfehérje) - 0,721°
Szérum-CML (ng/mg &sszfehérje) 0,721° -
Szérumkarbamid nitrogén (mmol/l) 0,777% 0,685%
Szérumkreatinin (umol/l) 0,663% 0,635°
GFR (ml/min) -0,599° -0,481°

GFR (szamolt kreatinin clearance) < 80 ml/perc, n = 56, °p < 0,0001, °p = 0,0002.

A normalis vesefunkcioju betegek esetében a szérum-AGE-paraméterek nem mutattak
korrelaciot a vesefunkcioval. A szérum-CML-szint korrelalt az AGE-FL-lel a kontroll csoportban is (n
=23,r=0,579, p <0,005).

A 24 6ras CML-iirités hasonld volt a kontroll és a normalis vesefunkciojia diabeteses
csoportban, de alacsonyabbnak bizonyult a csdkkent vesefunkcidju diabeteses csoportban (5.1.3.2.
tablazat). A vizelet-CML-koncentracié nem korrelalt a vizeletalbumin-koncentraciéval.

A két diabeteses csoportban nem volt kapcsolat a szérum-AGE-paraméterek (fluoreszcencia és
CML) valamint a kovetkezo értékek kozott: vizeletalbumin-kivalasztas, plazmaglukéz, fruktézamin,
HbA,., triglicerid, Osszkoleszterin, HDL-koleszterin, testtomegindex, kor, diabetes tartama és a

diabeteses szovodmények (retino-, neuropatia, ischaemias szivbetegség) kozott.

5.2. A nem enzimatikus glikdacié megfordithatosaganak genetikdja (11)
5.2.1. Bevezetés
A fruktézamin-3-kinaz enzim

A nem enzimatikus glikaciot (NEG) sokaig irreverzibilis folyamatnak tekintették, azonban
néhany évvel ezeldtt a fruktozamin-3-kinaz enzim (FN3K) felfedezésével egy uj, intracellularis
enzimatikus deglikacioés folyamat keriilt felismerésre (195-197). A deglikacioért felelds enzim
alacsony molekulastlya fruktézaminokat (pl. fruktézlizin) és egyéb fehérjékhez kotott
fruktézaminokat foszforilal a harmadik szénatomon, melynek kdvetkeztében egy instabil vegyiilet
keletkezik, ami spontan moddon (par oras felezési id6 alatt) bomlik szervetlen foszfatra, 3-

dezoxiglukozonra és a deglikalt aminocsoportra (5.2.1.1. 4bra) (195-200).

A fruktézamin-3-kinaz enzim genetikai hattere

A FN3K-gén a 1725 lokuszban talalhat6, 6 exonja egy 309 aminosavbol allo, 35 kDa
molekulasulyt enzimet kodol, mely ubikviter modon fejezédik ki szoveteinkben. Megfigyelték
azonban, hogy azokban a szovetekben (pl.: idegszovet, vese, sziv, voOrosvértestek), amelyek

nagymértékben ki vannak téve a cukorkarosito hatasanak, expresszidja fokozottabb (201,202).
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Az FN3K deglikacidban betoltott szerepét allatkisérletes modellben is igazoltak. FN3K -/-
egerekben az intracellularis glikalt fehérjék szintje tobb mint kétszer magasabb volt a kontroll
egerekhez képest (203). Az FN3K-génben hat SNP-t irtak le, melyek koziil harom mutatott
Osszefliggést az enzim aktivitasaval (204). Az irodalmi adatokat 0sszegezve megallapithato, hogy az
FN3K fontos szerepet tolt be a deglikacio folyamataban és ez altal 1ényeges enzim a nem enzimatikus
glikacio (NEG) kivédésében.

Megvizsgaltuk az FN3K-gén G900C polimorfizmusanak (rs1056534) osszefiiggését a a 2-es
tipust diabetes mellitussal (T2DM), az allélfrekvenciak eloszlasat T2DM-ben szenvedd betegekben és
egészséges kontrollokban. Tanulmanyoztuk tovabba a diabeteses mikrovaszkularis szovodményekre,

kiilonos tekintettel a diabeteses nephropathiara valé esetleges hajlamosito/védo hatasat.

5.2.2. Betegek és modszerek

A tanulmanyunkba 859 T2DM-ben szenvedd beteget és 265 egészséges kontroll személyt
vontunk be. A betegek a Pécsi Tudomanyegyetem II. sz. Belgyogyaszati Klinika és Nephrologia
Centrum gondozasaban allnak. A kontroll csoportot traumatologiai osztalyok betegei, véradd donorok
és egyetemi dolgozok szolgaltattak, esetiikben klinikai anamnézisiik, fizikalis vizsgalatuk, illetve labor
paramétereik alapjan cukorbetegség, illetve egyéb kronikus belgyogyaszati betegség nem igazolodott.
A T2DM-et a WHO kritériumai alapjan diagnosztizaltuk. A klinikai paramétereket rutin laboratoériumi
modszerekkel hataroztuk meg. A betegektél nyert DNS-mintadkat és a klinikai adatokat a Pécsi
Tudomanyegyetem Orvosi Genetika Intézet biobankjaban taroljuk. A kutatasban résztvevd egyének
irasos beleegyez6 nyilatkozatot tettek, és munkankat a Pécsi Tudomanyegyetem Regionalis
Kutatasetikai Bizottsaga jovahagyta.

A genetikai vizsgalatokat a Pécsi Tudomanyegyetem Orvosi Genetika Intézetében végeztiik. A
vizsgalandd DNS-mintdkat rutin kis6zdsos modszerrel periférias vér leukocitaibol nyertiik. A
genotipizdlast polimerdz lancreakcio/restrikciés fragmentumhossz polimorfizmus (PCR/RFLP)
modszer segitségével végeztik.

A DNS-mintdk G900C SNP analizise soran a vizsgalando szakaszt PCR-rel torténd
felsokszorozasdhoz a kovetkez6 specifikus oligonukleotid primerparokat alkalmaztuk: forward 5°-
GGT TTC CCC AGA TCC TTC TTC; reverse 5- GAC AGG GGG ATT GGT ATG TG. A
keletkezett 400 bazispar (bp) hosszisagi PCR terméket agardz gélelektroforézissel 1,5 %-os gélben
vizsgaltuk. A PCR termékbdl 15 ul-t 1U Ecol130I (Styl) restrikcios endonukleazzal (Fermentas, Glen
Burnie, MD, USA) hasitottuk, és a keletkezett fragmentumokat 3 %-os etidium-bromidos (Fluka
Chemie Gmbh, Buchs, Svajc) agaréz gélben analizaltuk. A modszer egy obligat Ecol30I1
enzimhasitasi helyet tartalmaz, mely a PCR terméket 139 és 261 bazispar hosszisaga fragmentumokra
hasitja GG genotipusti minta esetében. CC genotipus esetén 43 bp, 96 bp és 261 bp hosszusagu
szakaszok detektalhatok. Az amplifikaciot MJ Research PTC 200 tipusa PCR késziilék (Bio-Rad,
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Hercules, CA, USA) segitségével végeztiik a kdvetkezd hdprogramot alkalmazva: 1. 1épés 96°C 2
perc; 2. Iépés 96°C 0,5 perc; 3. 1épés 60°C 0,5 perc, 4. 1épés 72°C 0,5 perc 30 ciklusban ismételve,
majd ezt kovetden 72 °C 5 perc végso extenzio.

Az amplifikacio 50 pl végtérfogatban zajlott, mely 30pl vizet, 10 pl Betaine—t, 5 pl
reakciopuffert (500 mM KCI, 14 mM MgCl,, 10 mM Tris—HCI, pH 9,0), 1 — 1 ul specifikus primer
part, 1ul dNTP—t, illetve 1pl Taq polimerazt tartalmazott. A mixbe 1pg DNS—t tettiink.

Statisztikai elemzéshez az SPSS program 15.0-as verziojat hasznaltuk (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA). A szignifikancia szintet p<0,05-ben hataroztuk meg. A folytonos adatok
Osszehasonlitasahoz az ANOVA-t, illetve a Kruskal-Wallis tesztet kovet6 Mann-Whitney U-probat
hasznaltuk. A potencialis zavar6 faktorokra korrigaltan kovariencia-analizist (ANCOVA) végeztiink.
A kvalitativ adatok esetében a chi-négyzet probat, a késoi diabeteses komplikaciok kialakulasanak

rizikd becsléséhez logisztikus regresszios analizist alkalmaztunk.

5.2.3. Eredmények

Tanulmanyunkban az FN3K-enzim G900C polimorfizmusanak T2DM-re gyakorolt hatasat,
tovabba a diabeteses mikrovaszkularis szovédményekkel valo kapcsolatat kutattuk. A kapott genotipus
eloszlast az 5.2.3.1. tablazat foglalja 0ssze. A betegcsoportok kozott az egyes genotipusokban nem
volt szignifikans kiilonbség, tovabba a genotipus eloszlas kovette a Hardy-Weinberg egyensulyt. A
betegek klinikai jellemzdit, laborparamétereit az 5.2.3.2. tablazat foglalja 6ssze genotipusok szerinti

csoportositasban.

5.2.3.1 tablazat: A fruktézamin-3-kinaz G900C polimorfizmusanak genotipus szerinti eloszlasa

T2DM-ben és egészséges kontroll személyekben

FN3K G900C
GG GC CcC
(%) (%) (%)
T2DM 41 54 5
Egészséges kontroll 43 51 6

FN3K: fruktézamin-3-kinaz; T2DM: 2-es tipust diabétesz mellitus
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5.2.3.2. tablazat: A 2-es tipusu cukorbetegek és az egészséges kontroll személyek f6 klinikai

jellemz6i és laborparaméterei a fruktézamin-3-kinaz gén G900C polimorfizmusanak genotipusai

szerint
Kontroll személyek T2DM
GG GC cC GG GC cC

n=116 n=135 n=14 n=349 n=467 n=43
Nem (ffi/nd) 57/59 55/80 5/9 162/187  224/243 17/26
Kor (év) 52,4+1,13 54,4+1,10 51,7£1,41 62,5£0,71 64,4+0,62 65,0+1,90
Testtomeg index (kg/m?)  26,0£0,35 25,6£0,34 27,840,65 31,5+0,33 31,6£0,28 33,0£0,92
Fruktézamin (pmol/l) N/A N/A N/A 34245,66 344+4,85 350+14,2
Ehomi vércukor (mmol/l) N/A N/A N/A 8,78+0,20 8,93+0,17 8,85+0,52
Szérumkreatinin (umol/l)  N/A N/A N/A ”9’411*9’9 122’471*8’4 127"(;*18’
eGFR, MDRD (ml/min) N/A N/A N/A 59,5+1,91 59,3+1,67 59,0+5,09

Szisztolés vérnyomas 139+1,70 135+1,40 133+4,92 135+0,98 134+0.88 137+2.28

(Hgmm)

Diasztolés vérnyomas

(Hgmm) 85+0,84  85+1,25  83+1,99  80+0,54  81+0,52  81+1,44
Inzulinkezelés (%) - - - 61,1 62,7 63,9
Statinkezelés (%) N/A N/A N/A 55,1 52,2 51,4
RAAS-gatlas (%) N/A N/A N/A 77,9 75,9 73,7

eGFR: becsiilt glomerulus filtracios rata; MDRD: Modification of Diet in Renal Disease; N/A adat
nem all rendelkezésre; RAAS: Renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer; T2DM: 2-es tipusu diabetes
mellitus. Az adatok atlag+SEM-ben vannak feltlintetve.

A CC genotipust egyénekben a HbA;. értéke szignifikansan alacsonyabbnak mutatkozott a
tobbi genotipushoz képest (p<0,001, 5.2.3.1. abra). Az 5.2.3.2. dbra a HbA-tercilisek alapjan
létrehozott csoportokban mutatja be a C allél frekvenciajat. Lathatd, hogy a rosszabb glikémas kontroll
esetén a C allél gyakorisaga szignifikdnsan alacsonyabb, vagyis a vizsgalt polimorfizmus esetén a CC
genotipus pozitiv modon fiigg 6ssze a szénhidrat-anyagcsere haztartassal (p<0,05). Az 5.2.3.3. dbran
lathaté oszlopdiagram a diabétesz diagnozisakor megallapitott életkort mutatja az egyes
genotipusokban. Homozigota C egyénekben a diabétesz szignifikdnsan idésebb életkorban keriilt
diagnozisra és igy diabétesz idGtartamuk is rovidebb (p<0,05). Az 5.2.3.4. abran lathato Box-and-
whiskers diagrammon a diabétesz fennallasanak id6tartama lathat6 a genotipusok szerint (p<<0,05). A
G900C polimorfizmus és a kés6i diabeteses szovodmények megjelenése kozott logisztikus

regresszioval szignifikans Osszefiiggést nem tudtunk kimutatni (5.2.3.3. tablazat).
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5.2.3.1. abra: A Box-and-whiskers diagram a HbA -szinteket mutatja be genotipusok szerint. *
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5.2.3.2. abra A C allél frekvenciaja a HbA,.tercilisek szerint. A bal oldali tengely az
oszlopdiagramon feltiintetett tercilisek HbA;. atlagat, a jobb oldali tengely a vonal diagrammon
bemutatott, a tercilisekhez tartozo C allél frekvenciajat mutatja. A hibasavok az atlag standard hibajat
(SEM) jelzik. * p<0,05 vs. 3. tercilis.
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5.2.3.3. tablazat Diabeteses mikrovaszkularis szovodmények eléfordulasa a fruktéozamin-3-
kinaz enzim G900C polimorfizmusanak genotipusai szerint és az esélyhanyadosok a

szovodmények kialakuldsa tekintetében

Mikrovaszkularisszovédmé Genotipusok Esély hanyados

nyek eléforduldsa (%) cC  GC GG (95 % Cl) p-értek
Diabeteses nephropathia 27,3 33,1 30,5 0,796 (0,364-1,744) 0,569
Diabeteses neuropatia 43,7 32,5 31,3 1,754 (0,806-3,393) 0,170
Diabeteses retinopétia 250 228 19,9 1,213 (0,470-3,132) 0,690

Cl, konfidencia intervallum

5.3. Inzulin-rezisztencidban a nem enzimatikus glikdacio néoveli vesében a renin pozitivitast (111)
5.3.1. Bevezetés

A szénhidrat anyagcserezavar egyik korai fazisa a csokkent glukoztolerancia (impaired
glucose tolerance (IGT). Ez az allapot a diabetes €s a normalis anyagcserehelyzet kozott helyezkedik
el. A diabeteses betegekben évek, évtizedek alatt kialakulhat diabeteses nephropathia, és a hypertonias
(HT) betegek egy részében nephrosclerosis jon 1étre (205,206). A diabetes és a HT gyakran egylitt
fordul el6 ugyanabban a betegben, és egymas karos hatasait erdsitik. Ezekben a betegségekben a
veseszOvOdmény patogenezise mindmaig nem ismert pontosan, de egyértelmii, hogy a korai
betegségstadiumban elkezdett kezelés a vesefunkcid romlasat megallithatja, lassithatja, idealis esetben
reverzibilissé teheti. Fentick miatt kiemelked6en fontos az ezekben a betegekben kialakulo
vesekarosodasok legkorabbi elvaltozasainak megismerése.

A vesében IGT allapotdban kialakuld hisztomorfologiai eltérésekrdl adatok tudomasunk
szerint nem ismeretesek. Ezért allatkisérletes anyagunkban (him Wistar patkanyokban) azt vizsgaltuk,
hogy az egyidejilleg 1étrehozott IGT és hypertonia (IGT+HT) befolyasolja-e az AGE-imidazolon
megjelenését és a renin expressziojat, lokalizaciojat, és azt, hogy ennek kovetkeztében kialakulnak-e

morfologiai eltérések a vesében.

5.3.2. Modszerek
5.3.2.1. Allatok

A vizsgalatokhoz 32 feln6tt, him Wistar torzsii laboratoriumi patkanyt hasznaltunk, melyek
atlagos testtomege a kisérlet kezdetén 295,6 = 11,5 g volt. Az allatokat egyedi ketrecekben helyeztiik
el, taplalék (szaraz laboratoriumi patkanytap (“pellets”) Charles River Magyarorszag Kft.) és ivoviz az
egyes vizsgalatok ko6zotti idoszakban ad libitum allt rendelkezésiikre. A patkanytarté helyiség
megvilagitasa a természetes fényhez kozeli spectrumi volt, 12-12 o6ras sotét-vilagos periddusokkal,
automatikus ciklusvaltassal (a villany reggel 07:00 orakor kapcsolodott fel). Az allandd hémérsékletet

(21 £ 2 °C) és paratartalmat (60 += 5 %) klimaberendezés biztositotta. A megfigyelések kezdetén a



dc_360_$1

patkanyokat harom, megkozelitden azonos testtdmeg-atlagii csoportba (intakt, ,,almiitott” kontroll
(KO) és metilglioxallal kezelt (MGO) osztottuk. Az allattartasi koriilmények minden tekintetben

megfeleltek az intézményi, orszdgos és nemzetkozi eldirasoknak.

5.3.2.2. Miitét

Az operaciokat ketamin (Calypsol, Richter G. Rt. Magyarorszag) és diazepam (Seduxen,
Richter G. Rt., Magyarorszag) 4:1 aranyt keverékével (0,2 ml / 100 tsg) biztositott teljes
anesthesidban végeztiik. Az allatok fejét stereotaxids késziilékben rogzitettiik, majd a koponyacsontrol
eltavolitottuk a boért, az izom- ¢és kot6szoveti rétegeket, s a felszint megszaritottuk.
Micromanipulatorral (Narishige MM-33, Japan) az agyi ventromedialis hypothalamusnak (VMH)
megfeleld stereotaxids koordindtdk mentén (AP: Bregma + 0,2; ML: 1,0)17 kimértiikk a behatolas
helyét, aztan fogaszati furoval mikroszkopos ellenérzés mellett mindkét oldalon egy-egy 2-3 mm
atmérdjii lyukat fartunk a koponyan. Az altalunk elézetesen rozsdamentes acélcsobdl készitett
vezetOkaniil-parokat (steril injekcios tii /23G/, kiilsé atméré 0,6 mm) e nyilason keresztiil
micromanipulator segitségével a keményagyhartya felszinére iltettiik. A kétoldali vezet6kaniiloket
fogaszati acrylattal rogzitettiik a koponyacsonthoz, majd desinficialast és antibiotikus sebhintOpor
helyi alkalmazasat kovetéen a bort az acrylat korona” el6tt és mogott dsszekapcsoltuk, végil a

patkanyokat visszahelyeztiik ketreceikbe.

5.3.2.3. Mikroinjekcio

A kisérletet egy héttel az operaciok utan folytattuk, akkor, amikor az allatok mar
felgyogyultak, s visszanyerték mitét elotti testtomegiiket. Az anyagbeadasokhoz altalunk eldzetesen
rozsdamentes acélcsobol (InterMedical Co., Japan, kiilsé atméré 0,3 mm) készitett, a vezetokaniilokbe
pontosan illeszkedd, 5-7 cm hosszasagu, vékony polietilén-toldalékkal (Hibiki 3, Japan) ellatott
beadokaniiloket hasznaltunk. Ezek hosszat (9,25 mm) ugy alakitottuk ki, hogy a vezet6kaniilon
atvezetve végiik pontosan a célteriilet, a VMH fels6 harmadaba érjen. Az oldatokat — MGO (0,065
mM; Sigma-Aldrich Co., U.S.A)), ill. fiziologias s6 (0,15 M NaCl) — oldalanként 1-1 ul térfogatban,
infusios minipumpaban (Stoelting Co., U.S.A.) rogzitett Hamilton-microfecskendok segitségével, 1
perc alatt juttattuk be az éber, kézben tartott allatok agyaba. A mikroinjekciokat befejezvén egy percet
vartunk, hogy az anyag a beadas helyérdl eldiffundalhasson, valamint hogy a kihuzaskor képz6do
szivohatas a localis adagot ne csokkentse, s csak ezutan tavolitottuk el a beaddkaniiloket.

Tizenhat patkany MGO-t kapott, az ,almitott” kontrollok koziil 8-nak (ugyancsak
intrahypothalamicusan) physioldgias sot adtunk az esetleges volumenhatas ellenérzésére, mig 4
esetben a beaddkaniil célteriiletre juttatasat anyagbeadas nem kovette. Négy intakt allatot (melyeket az
operaciokor szintén elaltattunk) mitetleniil hagytunk meg az ,,almiitétek” esetleges nem kivanatos

hatasainak ellenérzése céljabol.
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5.3.2.4. Testtomeg, taplalék- és folyadékfelvétel

A mitét el6tt és utan, a kezelések illetve a magatartasi kisérletek megkezdéséig patkanytap és
csapviz szabadon allt az allatok rendelkezésére. Testtomegiiket, tap- és folyadékfelvételiiket naponta,
analég mérlegen, grammos pontossaggal mértiik. Az agyi mikroinjekcios kezelést, tovabba a
kiilonboz6 biokémiai-metabolikus teszteléseket (cukorterhelések, plazmaszint-meghatarozasok) és a

taplalékfelvételi magatartasi vizsgalatokat minden esetben 15 6ras tdpmegvonds eldzte meg.

5.3.2.5. ‘Ordlis’ glukoz-tolerancia teszt (OGTT)

A cukorterhelés szajon keresztiil a patkdnyok gyomraba vezetett polyethylen szondan (Hibiki
6, Japan) at beadott, csapvizben oldott D-glukéz (Reanal Finomvegyszergyar Rt., Magyarorszag)
oldattal (0,75 g/ml/100 tsg) tortént. A tesztet elvégeztik mind a vizsgalatsorozat kezdetén, az
intracerebralis anyagbeadast 15 perccel koévetd un. ,,akut”, mind pedig a 4 héttel kés6bbi, un.
,kronikus” (subakut) idészakban. A vércukormérésekre farokvégbdl nyert vérbél, Glucotrend tipusu
(Boehringer Mannheim, Németorszag), automatikus fotometrias rendszer(i, digitalis kijelzésti kézi
méromiiszer segitségével a terhelést kovetd 9., 18., 30., 60. és 120. percben keriilt sor. Az alap (Gn.
»ehomi”) vércukor koncentraciokat a mikroinjekciot kozvetleniill megelézéen vett mintakbol

allapitottuk meg.

5.3.2.6. Plazmakoleszterin-, -triglicerid- és —hiigysav-koncentrdaciok mérése
E vizsgalatokhoz enzimatikus-kolorimetrids elven mikddo reagenskészleteket (Koleszterin-,
Triglicerid- és Hugysav-kit; Diagnosticum Rt., Magyarorszag) hasznaltunk. A leolvasas

spectrophotometer késziilékkel (Hitachi U-2001, Japén) tortént.

5.3.2.7. Plazmainzulin- és -leptinszint mérések

A fenti modon eldallitott plazma-mintakbol, specifikus patkany RIA kit-ek (RI-13K és WAK-
R-LEP, LINCO Research Inc., U.S.A.) felhasznalasaval, meghataroztuk az inzulin és a leptin
tartozo treges méréhelyen (NK-350 és NZ-138, Gamma Miivek, Magyarorszag) végeztik. Az

esetlegesen kialakuld inzulin-rezisztencia megallapitasara HOMA -indexet szamitottunk

5.3.2.8. Taplalékfelvétel fiziologids ,, kihivdsok”’-ra

A Kkisérletsorozat 2-3. hetében, a kompenzacids szabalyozasi folyamatok épségének
vizsgalatara a hypoglykaemias allapot keltette taplalékfelvételt kétféle modon tanulmanyoztuk. Inzulin
(Insulin-S /400 NE, 10 ml/, Richter G. Rt., Magyarorszag) i.p. injekciéjat (0,6 NE / 100 tsg, 0,15 M
NaCl-lel higitva az ampulla tartalmat) 2, 4 és 24 éraval kovetdéen mértiik a patkanyok tapfelvételét. Az



dc_360_ %4

egyes mérési idopontokban a korabban leirtaknak megfeleléen vércukor-meghatarozast is végeztiink.
A hypoglykaemia masik modszer szerinti eldidézését 2-deoxi-D-glukéz (2-DG; Sigma-Aldrich Co.,
U.S.A)) desztillalt vizes oldatanak i.p. injekcidjaval (75 mg/ml/100 tsg) értik el. A rovid- és
hosszatava hatasok értékelésére az injekciot 2, 6 és 24 oraval kdvetéen mértiik az allatok tapfelvételét.

A vizsgélatokat mindkét esetben a vilagos napszakban, délelétt 9 orakor inditottuk.

5.3.2.9. Vérnyomdsmérés
Az éllatok vérnyomasdt szemiautomatikus modon mértik (LE 5001 PANLAB S.L.
Spanyolorszag)

5.3.2.10. Statisztika
A mintak homogenitasanak eldontéséhez F-tesztet alkalmaztunk. A kisérleti eredményeket
tobbszempontos variancia-analizissel (ANOVA) és t-probaval értékeltiik. Az adatok abrazolasakor a

kozépértéket (atlag) és annak hibajat (= SEM) tiintettiik fel.

5.3.2.11. Morfologiai vizsgalat
5.3.2.11.1. Szovettan

Az allatokat nagy mennyiségii altatoszer tiladagolasaval mélyen elaltattuk, majd elébb 250 ml
fiziologias so6-oldattal, ezutan 350-400 ml 4 %-o0s pufferezett formaldehid- és 0,5 %-os glutaraldehid

oldattal transcardialis perfuziot végeztiink

5.3.2.11.1.1. Fénymikroszkopos vizsgalat

Mindegyik kisérleti allat agyat és mindkét oldali veséjét vizsgaltuk. Az intrahypothalamicus
mikroinjekcid pontos helyének azonositasara a fixalast kovetden kivettiik a patkanyok agyat, 60 um-es
sorozatmetszeteket készitettiink, melyeket cresyl-violaval festettiink meg. A mikroszkopos elemzés
soran a célzott agyteriilettdl (VMH) eltéré helyen azonositott kaniilnyomok, illetve kiterjedt bevérzés,
vagy egyéb sériilés esetén az adott allat eredményeit nem vettiik figyelembe a kisérleti adatok
értékelésekor.

A vese-kimetszéseket 4%-os neutralis formalinban fixaltuk, majd felszallé alkoholsorozatban
viztelenitettiik és paraffinba agyaztuk. A vesékbdl 3-5um vékony metszeteket haematoxilin-eosinnal

(HE) és Masson féle trikrommal festettiik meg, €s PAS reakcidt végeztiink.

5.3.2.11.1.2. Renin, AGE és endotél immunhisztologiai (IH) fénymikroszkdpos vizsgalata
A fent leirt moédon a formalinban fixalt, paraffinba agyazott veseszovetb6l 5 um vékony metszeteket
készitettiink és ezeket deparaffinalas utan desztillalt vizzel dblitettiik. Ezt Pronase (DAKO) emésztés

kovette 15 percig 37°C-n. Az endogén peroxidaz gatlasra methanol:H,O, 1:1 higitasat hasznaltuk 10
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percig tartd inkubalassal, majd phosphat buffer salinaban (PBS) mostuk a metszeteket. Hattér
gatlasra 1% bovin serum albuminban 20 perces id6t alkalmaztunk. Primer monoclonalis antitestnek
anti-patkany renint (1:50) (SWANT Bellinzona, Switzerland), anti-AGE-t 1:50 (Toshimitsu Niwa,
Department of Clinical Preventive Medicine, Nagoya University, Daiko Medical Center, Nagoya,
Japan), szivességbdl, és anti-endotélt (CD31, DAKO) 1:50 higitasban hasznéltunk, és egy éjszakan
at, +4°C-on inkubaltunk. Ezt kovetden PBS-ben mostunk. Szekunder antitestnek En Visiont
(DAKO) hasznaltunk, 30 perces id6ével, majd PBS mosas utan az el6hivast amino-ethylcarbasollal
(AEC), vagy diaminobenzidinnel (DAB) végeztiik. Magfestésre haematoxilint hasznaltunk. A

metszeteket glicerines zselatinnal fedtiik le.

5.3.2.11.1.3. Immunhisztologiai fénymikroszkopos feldolgozas

A fent leirt médon perfuzids fixalas utan azonnal a vesékbdl a kéreg és veldallomany, illetve
célzottan a vesepapillak teriiletét tartalmazd részeket vagtunk ki. Ezekbol a szdvetrészekbol 80 um
vastagsagl szeleteket metszettiink vibratommal (Technical Products Incorporation, St. Louis, MO,
USA). Haromszor 15 perces 0,05M Tris pufferben (TB, pH 7,6) vald6 mosas utdn a szabadon usz6
metszeteket TB-ben higitott 16szerummal (1%) szobahémérsékleten 1 éran keresztiil, majd a primer
antiszérummal 4C’-on 3 napig razogépen inkubaltuk. Primer antitestnek monoclonalis anti-patkany
renint hasznaltunk (Swant, Bellinzona, Switzerland, 1:5000), melyet TB tartalmt 0,4%-0s Triton X-
100-zal higitottunk, hogy a penetraciot elOsegitsiik. A primer antitesttel valdo inkubalas utan a
metszeteket 3x15 percig TB-vel mostuk, majd biotinilalt, pan-specifikus, TB-vel 1:50-es aranyban
higitott, univerzalis, szekunder antiszérummal (Vector Laboratories, Burlingame, CA) 2 6ra hosszat
szobahOmérsékleten inkubaltuk. Ezutan a metszeteket 3x15 percig TB-vel mostuk és avidin-biotin-
peroxidaz komplexszel (Vector Laboratories, Burlingame, CA, 1:50) szobahdmérsékleten inkubaltuk.
Tovabbi TB-vel valé mosas utan az immunreakciot 3,3’ diamino-benzidinnel (DAB) tettiik l1athatova
(10 mg DAB 25 ml TB-ben (pH 7,4), melyhez kozvetleniil hasznalat el6tt 15 pl 3%-0s H,0,-t adtunk.
A reakci6 folyamatat mikroszkoppal ellendriztiik, és a reakciot TB-vel (pH 7,6) allitottuk le. Az utolsod
TB-vel torténé mosas utan a metszeteket targylemezre vittiik és egy éjszakan at levegdn szaritottuk.
Minden metszetet alkohollal viztelenitettiink, xilolban deritettiink, és DPX-szel (Mountant for
histology, Fluka, Switzerland) fedtiik le.

Az antiszérumok specificitasat a gyartd ellendrizte. Ezen kiviil azokon a metszeteken,

amelyeket a primer antiszérummal val6 kezelés nélkiil dolgoztunk fel, nem lattunk jel616dést.

5.3.2.11.1.4. Immunelektronmikroszkopos vizsgalat
A ,.flat-embedding” modszert hasznaltuk. A fixalas, metszés, valamint az immunhisztokémia a
fent leirtak szerint tortént. Az immun-jeldléssel sikeresen fest6dott metszeteket, a DAB-bal torténd

elohivas utan eldszor 2,5%-os glutaraldehidben fixaltuk. Egy oras fixalas utan foszfat pufferbe (PB,
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01M, pH 7.4) tettiik, majd ezt 1 6ra hosszl 1 %-0s ozmium tetroxiddal valo kezelés, majd PB-ben valo
mosas kovette. Ezt kovetden a metszeteket 50-70-90-96 %-os alkoholban viztelenitettiink, melynek
soran a kontraszt fokozas érdekében uranyl-acetat 70%-0s etanolban oldott 1%-os oldataval 1o6ra
hosszan inkubaltuk a metszeteket. Utana 70 %-os alkohollal mostuk és 90-96%-o0s alkohollal 10-10
percig, majd 2x15 percig abszolut alkoholban dehidraltunk. Ezutan a metszetek 2x5 percre propilén-
oxidba keriiltek, ezutan 30 percig a prolilén-oxid €s a Durcupan miigyanta (ACM, Sigma) 1:1 ardnyt
keverékbe, majd tiszta Durcupanban tartottuk az anyagot mdsnapig. A metszeteket ezutan
targylemezre tettiik, és miianyag fed6lemezzel fedtiik (Gropl, Tulln, Austria). A miigyanta 24 6raig 56
C’-on polimerizalddott.

A metszetekben a reninnel pozitivan jel6lodott sejtek osmifikacidja lehetové tette az érintett
szovetteriiletek kivalasztasat. Az immunjeloléssel pozitiv részeket tartalmazo, jellemz6 teriiletekrdl
fénymikroszkopos felvételeket készitettiink, majd ezeket a teriileteket a metszetbdl kivagtuk és jra
blokkoltuk Durcupan miigyantaba, majd ultravékony sorozatmetszeteket vittiink egylyuka collodion-
bevonatu (Parlodion, Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA.) rézgridre. Az ultravékony
metszeteket uranyl-acetattal és Olomcitrattal kontrasztositottuk, standard eljaras szerint. A renin
azonosithato az elektronmikroszkopos metszeteken, amely a DAB reakcio-termék jelenlétén alapul, és

elektrondenzen jelenik meg. A metszeteket JEOL 1200 EX-II elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.

5.3.3. Eredmények

Megfigyeléseink, méréseink tantisaga szerint az almitott patkanyok minden vizsgalatban az
intakt egyedekkel megegyez6 modon viselkedtek, igy az MGO kezelések eredményeinek
értékelésekor a kezeletlen kontroll csoporttal torténd kiilon dsszehasonlitidsra nem volt sziikség (azaz a

statisztikai értékelésekben a 12 almiitott allat adataira tamaszkodtunk).

5.3.3.1. Testtomeg, taplalék- és folyadékfelvétel

Béar a ventromedialis hypothalamusba juttatott MGO mikroinjekcié nyoman iddszakosan
tapasztaltunk enyhe, a kontrollokénal kifejezettebb testtomeggyarapodast, a kisérlet folyaman a kezelt
¢és a kontroll allatok kozott e tekintetben szignifikéns kiilonbséget nem allapitottunk meg. A két
patkanycsoport alap, azaz a magatartasi és/vagy biokémiai tesztelések kozotti napokon mért tap- és

vizfelvétele ugyancsak nem tért el szamottevéen egymastol.

5.3.3.2. °Oralis’ glukoztolerancia teszt (OGTT)

A cukorterheléses vizsgalatok mindkét allatcsoportban az éhomi vércukorszintek (akut, MGO
vs KO /mmol/l/: 4,4+0,13 vs 4,47+0,09) fiziologias tartomanybeli voltat bizonyitottak, ugyanakkor,
mind az akut, mind a kronikus idészakban, a MGO kezelt allatok glukoztolerancidjanak koros

valtozasaira vilagitottak ra. Amint azt az 5.3.3.2.1. abra also és felsé grafikonparjai egyértelmiien
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mutatjadk, az MGO VMH-ba juttatisa nyoman, mindkét kisérleti iilésben, a vércukor-értékek a
kontrollokéinal szignifikdnsan magasabbra emelkedtek, elhtizodobb, lassabb dinamikaju alapallapotba
torténé visszatérést eredményeztek, aminek kovetkeztében a kétoras szintek még mindig a
pathologias, ,,diabeteses” tartomanyban voltak.

Az akut tesztelés, vagyis az MGO beadast 15 perccel koveté terhelés soran a kezelt patkanyok
vércukorgorbéje a kontrollokénal késébb, 30°-nél tet6zott, s még a 120°-es érték is koros volt (MGO
vs KO /mmol/l/: 30°, 8,49+0,46 vs 7,18+0,53; 60’, 8,34+0,29 vs 6,92+0,44; 120°, 8,18+0,53 vs

"

6,95+0,23; a mind az 6t mérési idopontra /9., 18., 30., 60. és 120. perc/ és a teljes populaciora

vonatkozé ANOVA: csoportok p<0,001, t-proba: 30, 60 és 120 percnél egyarant p<0,05).

A L kronikus” tilésben, azaz az agyi mikroinjekcid utan 4 héttel elvégzett glukdz-tolerancia
teszt eredménye az els6hoz hasonld volt, s ez a lokalisan adott MGO elhuzdodo, tartos
szénhidratanyagcsere-zavart okozo hatasat igazolta. Az MGO-kezelt allatok vércukor értékei - mar a
18. perctdl kezddédden a kontroll adatoknal magasabbnak bizonyultak. (MGO vs KO /mmol/l/: 18’,
8,65+0,29 vs 6,75+0,39; 60°, 8,87+0,69 vs 7,2+0,31; 120°, 8,4840,59 vs 7,15+0,35; a mind az ot
mérési idépontra /9., 18., 30., 60. és 120. perc/ €s a teljes populaciora vonatkozé ANOVA: csoportok
p<0,001, t-proba: 18’ p<0,001, 60’ p<0,005 és 120’ p<0,05)
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5.3.3.2.1. abra: Metilglioxal kivaltotta kéros glukéz-tolerancia a kisérlet akut (fels6 panel) és
kronikus (also panel) idoszakaban. Abszcissza, a cukorterhelés idGskalaja (perc); ordinata, a
vércukor-értékek (mmol/l). MGO, metilglioxal kezelt allatok (n=8); KO, almit6tt kontrollok (n=8). *,
akut: 30., 60., 120. perc, p<0,05; kronikus: 18. perc, p<0,001, 60. perc, p<0,005, 120. perc, p<0,05; t-
proba.

5.3.3.3. Plazmakoleszterin-, -triglicerid- és -huigysav-koncentraciok mérése

A kisérletek utolsé stadiumaban (3-4 héttel a VMH-ba adott mikroinjekciok utan) nyert
vérmintakbol elvégzett plazmametabolit-szint meghatarozasok eredményei azt igazoltak, hogy a MGO
kezelés az anyagcsere-egyensuly tartdés felboruldsat idézi elé. A 5.3.3.3.1. abra oszlopdiagramjai

mindharom mért metabolit esetében anyagcserezavar fennalltat szemléltetik (koleszterin /mmol/l/,
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MGO vs KO: 2,22+0,25 vs 1,69+0,06, t-proba, p<0,05; triglicerid /mmol/l/, MGO vs KO: 0,66+0,09
vs 0,54+0,02, t-proba, p=0.07; hagysav /umol/l/, MGO vs KO: 159,14+13,11 vs 102,26+3,57, t-proba,
p<0,005).
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5.3.3.3.1. abra: Az MGO kezelés dyslipidaemiat és hugysavemelkedést idéz elé. Abszcissza,
csoportok (mindkét esetben n=5); ordinata, plazma-szintek (mmol/l /koleszterin, triglicerid/ és umol/I
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/htgysav/). Roviditések: KO= kontroll, MGO=metilglioxallal kezelt csoport, *, koleszterin,
p<0,05,htgysav, p<0,005, t-proba.

5.3.3.4. Plazmainzulin- és -leptinszint mérések

Az anyagcsere valtozasok humoralis hatterének jobb megvilagitasa érdekében, hasonldan a
metabolit-meghatarozasokhoz, az agyi anyagbeadasok (MGO, vagy vehikulum mikroinjekcioja, tehat
’almiitét’) utani 3-4. héten nyert vérmintakbol plazmainzulin- és leptin-koncentracio mérésekre is sor
keriilt. E vizsgalataink leleteit az 5.3.3.4.1. abra oszlopdiagramjai mutatjak be. Jol lathato, hogy az
MGO-kezelt patkanyok esetében az inzulin-koncentraciok éppen a szignifikancia hatarig emelkedtek,
mig a leptinszintek a kontrollokéinal 1ényegesen magasabbnak bizonyultak (inzulin /ug/l/, MGO vs
KO: 0,85+0,14 vs 0,59+0,11, t-proba, p=0,06; leptin /ug/l/, MGO vs KO: 2,66+0,29 vs 1,96+0,30, t-
proba, p<0,05). Un. HOMA-érték szamitasaink arra vilagitottak ra, hogy az MGO mikroinjekcioja
nyoman inzulin-rezisztencia fejlédik ki (MGO vs KO: 4,88+1,13 vs 2,82+0,51, t-proba, p<0,05).

ugl INZULIN
1,20

1,00 ¢
0,80 -
0,60 |
0,40 -

0,20 1

KO

0,00 +

- LEPTIN

3.00 ¢
2,50 1
2,00 |
1,50
1,00 ¢

0.50 +

KO

0,00 -

5.3.3.4.1. abra: MGO Kkivaltotta plazmainzulin- és -leptin-koncentracié valtozasok. Abszcissza,
csoportok (mindkét esetben n=9); ordinata, plazma-szintek (ug/l). A roviditések megegyeznek az
el6z6 abraéval. *, p<0,05, t-proba.
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5.3.3.5. Vérnyomasmérések
Az MGO-val kezelt allatokban 4 héttel a mikroinjekcié utdn a vérnyomas szignifikansan
magasabb volt, mint a kontrollokban (szisztolés vérnyomas: 134,5 £ 7,0 vs. 112,2 £ 49 Hgmm,

p<0,05; diasztolés vérnyomas : 97 + 5,7 vs. 78,6 = 11,6 Hgmm, p < 0,05).

5.3.3.6. Szovettan

A ventromedialis hypothalamusba adott mikroinjekcio, illetve a kaniil-nyomok helyének
azonositasara elvégzett fénymikroszkopos szovettani elemzések 3 MGO kezelt és 2 almitott allatban a
célteriileten kiviili localisatiot igazoltak. Tovabbi egy kontroll patkdny esetében a vezetOkaniil alatti
kéregteriileten kiterjedt bevérzést allapitottunk meg. A fenti 6 egyed adatait az eredmények

értékelésekor nem vettiik figyelembe.

5.3.3.7. Fénymikroszkopos, fénymikroszkopos immunhisztokémiai és immunelektronmikroszkopos
észlelések a vesékben.
A vesében a patologias elvaltozasok az arteriolak, a glomerulusok és a papillaris TI szintjén is

megjelentek.

5.3.3.7.1. Féenymikroszkop

Az MGO-val kezelt allatokban az afferens-efferens nagysagrendii arteriolak fala erbsen
kiszélesedett, ugyanitt PAS pozitiv homogen anyag lerakodasa, részben szemcsézettség jott 1étre az
érlumenek valtozo szikiiletével (5.3.3.7.1.1. abra). Ezek az elvaltozasok ugyanazon glomerulus

afferens ¢és efferens arteriolajaban is észlelhetéek voltak.
_____ e ——

5.3.3.7.1.1. abra A vese arteriola fal kiszélesedett és PAS pozitiv homogenizaciot mutat (nyil) az
MGO kezelt IGT+HT csoportban. PAS reakcio, 400x

Az MGO-val kezelt patkdnyok papillaris teriiletének intersticiumédban valtozo sulyossagh

fibrosis alakult ki (5.3.3.7.1.2. abra A panel), mig a kontroll csoportban nem mutatkozott koros eltérés
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(5.3.3.7.1.2. abra B panel). A kéregallomany interstitiumaban kéros elvaltozast egyik csoportban sem

észleltlink (dbran nem mutatjuk).

5.3.3.7.1.2. abra Fibrosis a vesepapillaban. A: Kék szin jelzi a kotszovet felszaporodasat Masson
trikrém festés, 400x. B: Kontroll: fibrosis nem lathato. Masson trikrom festés, 400x.

5.3.3.7.2. Fénymikroszkopos immunhisztokémia

Az arteriolak falaban FM-IH-val kiterjedt renin pozitivitast észleltiink (5.3.3.7.2.1. abra).

2\
5.3.3.7.2.1. abra: Renin akkumulacié a vese arteriolaban (nyil). Inmunhisztokémia, anti-reninnel.
Barna szin jelzi a renin pozitivitast. A: 200x. B: 400x.

Az MGO kezelt és kontroll patkanyok veséinek papillaris teriiletében az endotelialis sejtek CD
31-el jelolédtek (5.3.3.7.2.2. abra A panel). Az MGO kezelt allatokban endotél rajzolattal
megegyezden renin (5.3.3.7.2.2. 4dbra B panel), és az AGE-imidazolon pozitivitas jelent meg

(5.3.3.7.2.2. abra C panel).
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5.3.3.7.2.2. abra: Kapillaris endotélialis sejt jelolodés, renin és imidazolon pozitivitas a vese
papillaris teriiletében. A: Kapillararis endotélialis sejt jelolddése. Immunohisztokémia anti-CD 31-el.
Vorés szin jelzi a pozitivitast, 200x. B: Renin pozitivitas: immunohisztokémia anti-reninnel. VO6ros

crcr

szin jelzi a pozitivitast, 200x. C: Imidazolon pozitivitds a vese papillaris régiojaban,
immunohisztokémia anti-imidazolonnnal, vords szin jelzi a pozitivitast, 200x. Az A abran lathato

endotél rajzolattal megegyez6 a renin (B), és imidazolon (C) immunohisztokémiai megjelenése.

Szintén renin €s imidazolon jelent meg az MGO kezelt allatok glomerulusainak mezangialis

teriiletében. Ugyanezen lokalizaciokban a kontroll csoportban — az arteriola falaban észlelt renin

pozitivitastdl eltekintve — sem renin, sem AGE-imidazolon nem volt lathat6 (5.3.3.7.2.3. dbra).
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5.3.3.7.2.3. abra: Renin és imidazolon pozitivitas az MGO kezelt IGT+HT) és kontroll csoport
veséiben. A: Renin pozitivitas a glomerulus mezangialis teriiletében és az arteriola falaban.
Immunhisztokémia anti-reninnel, barna szin jelzi a pozitivitast, 200x. B: Imidazolon-AGE pozitivitas
a glomerulus mezangialisteriiletében és az arteriola falaban. Immunhisztokémia anti-imidazolonnal,
barna szin jelzi a pozitivitast, 200x. C: Kontroll csoport: renin pozitivitds az arteriola falaban. A
glomerulusban nem lathat6 pozitivitds. Immunhisztokémia anti-reninnel, 200x.

5.3.3.7.3. Immunelektronmikroszkopos vizsgalatok
Az MGO-val kezelt patkanyokban renin pozitivitas jelent meg a peritubularis kapillaris

endotélben, mig a kontroll allatokban ez nem volt észlelhet6 (5.3.3.7.3.1. abra).



dc_360 f1

5.3.3.7.3.1. abra: Renin pozitivitas a peritubularis kapillaris endotélsejt rétegében. A: Nyil jelzi a
renin pozitivitast CL=kapillaris lumen, TC=tubularis sejt. Immuno-elektronmikroszkopia anti-
reninnel, fekete szin jelzi a pozitivitast. Bar= 2 mikrométer B: Az ,,A” dbraval megegyez6 elvaltozas,
nagyobb nagyitassal.Bar= 200 nanométer C: Kontroll csoport: Renin pozitivitds nem lathatd. Bar= 2
mikrométer. EC= endotélialis sejt, tobbi jelolés, mint A. abranal

5.4. Vizsgalatok diabeteses nephropathiaban (O-glikozildcié, IV,V,L)

Roviditések

AGE: nem-enzimatikus glikacios végtermék, advanced glycation endproduct, eNOS: endotélialis
nitrogénmonoxid szintaz, ESRF: end stage renal failure, végstadiumi veseelégtelenség, GFAT:
glutamin: frukt6z-6-foszfat amidotranszferaz, GICN: glukézamin, HbA,.: hemoglobin A;,, HBP:
hex6zamin  bioszintézis anyagcsereit, hexosamine biosynthesis pathway, OGA: N-
acetilglukdzaminidaz, OGT: uridin difoszfat-N-acetilglukézamin traszferaz, PAI-1: plazminogén

aktivator inhibitor-1, PKC: protein kinaz C, TGF: transzformalé ndvekedési faktor B, UDP-
GIcNAc: uridin 5’-difoszfat N-acetilglukozamin, ZDF: Zucker Diabetic Fatty

5.4.1. Bevezetés

A diabetes mellitus és szovodményeinek kialakulasaban és progresszidjaban tobb tényezd is
szerepet jatszik, ezek koziil az egyik legfontosabb a glukotoxicitas. Brownlee és mtsai kdzleménye
alapjan négy kiilonbozé mechanizmus tehetd felel6ssé a diabeteses glukotoxicitas kialakulasaért (207).

Ilyen a fokozott aktivitasi poliol anyagcsereut, a nem enzimatikus glikacios végtermékek (AGE)
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fokozott képzddése és felszaporodasa, valamint a fokozott protein kinaz C (PKC) aktivitas, illetve a
megndvekedett hexdzamin anyagcesereut (hexosamine biosynthesis pathway, HBP) és a
kovetkezményesen megnovekedett O-glikozilacio [2, 3], amelyeket a kovetkezé abra szemléltet

(5.4.1.1. 4bra).

Szabadgyok-tultermelés

1
Poly(ADP)rib6z polimeraz (PARP) aktivalodasa
1
Gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz enzimaktivitas csékkenése
! I I
l ! I
Metilglioxal- és diacilglicerol-akkumulacié ! !
l 1 ! I
AGE?T PkCt l !
Frukt6z-6-foszfat-akkumulacio l
I I
Hex6zamin anyagcsereut-aktivalddas !
I
I
Glukoéz-akkumulacio
I

Poliol anyagcsereut-aktivacio

54.1.1. abra A Brownlee altal leirt sejtkarosito folyamatok diabetes mellitusban (207).
AGE=eldrehaladott nem enzimatikus glikacios végtermék, PK C=protein kinaz C.

Tobb munkacsoport tanulményai azt bizonyitjdk, hogy mind a fokozott HBP, mind a
megnovekedett O-glikozilacido fontos szerepet tolt be a diabetes mellitus és szovodményeinek

patogenezisében és a betegség progresszidjaban.

Hexozamin anyagcsereut

A sejtekbe bearamlé glukéz mennyiségének mintegy 2-5%-a halad keresztiil a HBP-n (208).
A HBP-n ataramlé gluk6z mennyiségét a glutamin-fruktoz-6-foszfat amidotranszferaz (GFAT)
hatarozza meg, ami a kulcsenzime a HBP-nek. A GFAT gluk6zamin-6-foszfatta alakitja a frukt6z-6-

foszfatot, glutamint hasznalva az aminocsoport forrasaként (5.4.1.2. abra) (209).
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5.4.1.2. abra A hex6zamin anyagcsereut és az O-glikozilacio. Roviditések: Glc-6-P: glukoz-6-
foszfat, Fru-6-P: fruktoz-6-foszfat, GICNACc: N-acetilglukozamin, GIcNH,-6-P: gluk6zamin-6-foszfat,
GIcNAc-6-P: N-acetil-gluk6zamin-6-foszfat, UDP-GIcNAc: uridin 5’-difoszfat N-acetilglukdzamin,
UDP: uridin 5’-difoszfat, DON: 6-diazo-5-oxonorleucin, GFAT: glutamin-frukt6z-6-foszfat
amidotranszferaz, OGT: uridin  difoszfat-N-acetilglukozamin  transzferaz, OGA: N-
acetilglukdézaminidaz, PUGNAc: O-(2-Acetamido-2-deoxi-D-glukopiranozilidén) amino N-fenil
karbamat.

Az anyagcsereut végterméke az uridin 5’-difoszfat-N-acetilglukozamin (UDP-GICNAC), ami a
szubsztratja a bazalmembran to6ltését megado proteoglikanok szintézisének a Golgi apparatusban,
csakigy, mint a sejtmagban és a citoplazmaban megtalalhatd fehérjék szerin vagy treonin
aminosavainak egyetlen N-acetilglukézaminnal vald poszttranszlaciés modosulasanak, azaz O-

glikozilacigjanak.
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Zucker Diabetic Fatty (ZDF) patkanyokbdl, mely egy a 2-es tipust diabetes mellitus
tanulmanyozasara szolgalé allatkisérletes modell, emelkedett UDP-GIcNAc koncentraciot mutattak Ki
a kontroll allatokhoz képest (210).

McClain munkacsoportja human vizsgalatban is bizonyitotta a HBP szerepét diabetes
mellitusban (211).

Srinivasan és munkatarsai tanulmanyukban megallapitottak, hogy a diabeteses csoportban a
GFAT aktivitdsa és génexpresszidja szignifikdnsan magasabb a kontroll csoporthoz képest, valamint
erds korrelaciot irtak le a GFAT aktivitds és a HbA;. szintje, valamint a posztpradialis gluk6z kozt
(212).

A fent emlitett vizsgalatok alatamasztjak azt a feltételezést, hogy a diabetes mellitus noveli a
HBP-n keresztiil metabolizalodd glukéz mennyiségét, illetve hogy a HBP-n atiramlé glukéz

mennyisége fontos szerepet jatszik az inzulin-rezisztencia és a glukotoxicitas kialakulasaban.

O-glikozilacio

Az UDP-GIcNAcC — a HBP végterméke — szolgal szubsztratként az O-glikozilaciohoz. Az O-
glikozilacié a magasabbrendii eukariotakban mindeniitt el6forduléd poszttranszlacios fehérjemodosulas,
mely fontos szerepet jatszik a sejtek szabalyozé folyamataiban (213). Az O-glikozilacio a sejtmagban
és a citoplazmaban torténik.

A legfontosabb kiilonbség az O-glikozilacio és a nem enzimatikus glikacio kozott az, hogy a
nem enzimatikus glikacio katalizalé enzim nélkiil az O-glikozilacié pedig enzimatikus katalizis révén
torténik. Az O-glikozilaciot két kulcsenzim szabalyozza, az uridin difoszfat-N-acetilglukézamin
traszferaz (O-GlcNAc transzferaz, OGT), mely az O-glikozilaciot katalizalja ¢és az N-
acetilglukozaminidaz (O-GIcNAc-az, OGA), mely a cukorrész eltavolitasaért felelés (5.4.1.2. abra)
(213).

Hasonlodan a foszforiladcidhoz az O-glikozilacid is nagymértékben dinamikus, poszttranszlacios
modosulés, azonban szemben a tobb szaz kinazzal itt csak egyetlen enzim —az OGT - szabalyozza ezt
a reakciot. Tobb fehérjérdl is bebizonyitottak, hogy reciprok foszforilalodas és O-glikozilalodas is
eléfordul. Ilyen példaul az eNOS (endotélialis nitrogén-monoxid szintaz) (214).

Jelen ismereteink szerint tobb mint 200 kiillonbdz6 fehérjérdl igazoltak, hogy O-glikozilalt
lehet (215). Az O-glikozilacié befolyasolja tobbek kozt a fehérjék féléletidejét (216),
enzimaktivitasukat (217), a fehérjék kozti kapcsolat erésségét (218) és az intracellularis
elhelyezkedésiiket (219).

Tobb, osszefoglald kozlemény taglalja az O-glikozilacid szerepét diabetes mellitusban és a
szovédményeinek 1étrejottében (220-223). A rendelkezésre alld bizonyitékok zome sejtkulturan, vagy
allatkisérletes modelleken alapul, azonban human tanulmanyok is vizsgaltak az O-glikozilacio

szerepét diabetes mellitusban.
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A diabeteses nephropdthia kapcsolata a hexozamin anyagcesereuttal és az O-glikozildcioval

Kolm-Litty és mtsai tanulmanyai alapjan igazolt, hogy az emelkedett glukozszint
dozisfiiggden gatolta disznd mesangiumsejtek szaporoddsat, és novelte a fibronectin expresszidjat,
azonban ehhez a transzformalé novekedési faktor  (TGF-f) de novo szintézise elengedhetetlen volt.
Ugyanez a munkacsoport demonstralta, hogy mind az emelkedett glukdz szint, mind a gluk6zamin
proszklerotikus TGF-B termelését. Az alkalmazott GFAT-inhibitor gatolta a hyperglykaemianak a
HBP-re illetve a matrix proteinekre gyakorolt hatdsat és a vartnak megfelel6en hatastalan volt a GIcN
esetében, ugyanis a GlcN megkeriilve a GFAT-ot akadalytalanul fokozza a HBP-t (224). A GFAT
fokozott expresszidja normal glukdzkoncentracido mellett is megnovelte a TGF-B ¢és fibronectin
expressziojat mezangium sejtekben, illetve megemelte a TGF-f receptorok mRNS szintjét is
(225,226).

A plazminogén aktivator inhibitor-1 (PAI-1), amely gatolja a szdveti plazminogén aktivatort
¢és az urokinazt, szintén fontos szerepet jatszik az extracellularis matrix felszaporodasaban, Scholey
csoportja kimutatta, hogy a a PAI-1 promoéter aktivitasat a hyperglykaemia dézisfiiggéen emelte, és
GFAT-inhibitorral sikeriilt blokkolni a hyperglykaemia hatasat a PAI-1 promoterre (226).

Hsieh és munkatarsai tanulmanya soran immortalizalt proximalis tubulushamsejtekben a HBP
aktivacioja mind hyperglikémiaval, mind glukézaminnal fokozta az angiotensinogén és a renin mRNS
expressziojat, és sejthipertrophidhoz vezetett. Egy GFAT-gatlo (azaserin) sikeresen megakadalyozta a
magas glukozszint hatasat, azonban a GIcN esetében hatastalannak bizonyult, tovabb erdsitve a
hipotézist, hogy a HBP lehet felelds, legaldbbis részben, az intrarenalis RAS-rendszer aktivalasaért
diabeteszben, és ezen a modon vezethet fokozott extracellularis matrix-felszaporodasahoz (227).

Human vizsgalatuk soran Nerlich és mtsai kimutattdk, hogy emberi szovetekben is
megtalalhatdo a GFAT, mely a kulcsenzime a HBP-nek. Eltéré expressziot talaltak azonban a
kiilonbozo szovetekben. Kifejezett GFAT-pozitivitast mutatott a harantcsikolt izom, a szivizom, a
zsirsejt és a vesetubulus hamsejtjei is. Egészséges egyének mintdjaban nem sikeriilt GFAT pozitivitast
kimutatni glomerulusokban, mely eredmény alapjan felmeriil, hogy az enzim csak alacsony
koncentracioban van jelen. Diabeteses nephropathias betegekbdl vett mintakban a glomerularis sejtek
10 esetbdl 7-szer pozitiv jelolést adtak a GFAT ellenes antitesttel. Pozitiv festédést a cukorbetegek

glomerularis epithelsejtjeiben és a mesangiumsejtekben talaltak (228).

5.4.2. Modszerek
Csoportok: Vizsgalatainkhoz 6 diabeteses, illetve kontrollként 7 nem diabeteses beteg
formalin fixalt, paraffinba agyazott vesebiopszids mintajat hasznaltuk. A nem diabeteses betegek

szovettani diagndzisa vékonybazalmembran syndroma volt. A két csoport kozott a plazmaglukéz és a
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szérumkoleszterin tekintetében volt csak kiilonbség, az egyéb klinikai paraméterek szempontjabol
hasonloak voltak. A vizsgalatok a Regionalis Etikai Bizottsag engedélyével torténtek.

Anyagok: A kisérleteinkhez hasznalt O-glikozilaciora specifikus monoklonalis antitest
(CTD110.6) Dr. Mary-Ann Accavitti (University of Alabama at Birmingham, Division of Genetic and
Translational Medicine) ajandéka volt. A blokkolashoz hasznalt N-acetyl-D-glucosamine-t a SIGMA-
Aldrich-t6l szereztiik be.

Immunhisztolégia: A human vesebiopszias anyagot formalinban fixaltuk, paraffinba
agyaztuk. A 3 pm-es metszeteket silanizalt targylemezre huztuk. Az antigénfeltarast citrat pufferral
(pH: 6,0) végeztik. Endogén gatlas és hattér gatlas utan CTD110.6 antitestet 1:100 higitasban
alkalmaztuk egy é&jszakan at, +4 °C-on. Gatlas: 20 mmol/L N-acetyl-D-glucosamine-nal (min 99%)
higitva. Detektalas: UltraVision Dako. Chromogén: DAB (Dako). Feliilfestésre haematoxilint
hasznaltunk. A metszeteket Permount-tal fedtiik le.

Szamolas és mérés a statisztikai kiértékeléshez: A szamszerii méréseket két gyakorlott
nefrologus végezte, akik nem tudtdk, hogy kinek a mintait analizaljak. Osszesen 10 latotérben
megszamoltak a glomerularis sejtek és a tubulusok szamat. Nuklaris vagy citoszolikus pozitivitasrol
akkor volt szo6, ha a barnas CTD 110.6 fest6dés megjelent. Ezutan az 6sszes glomerularis sejt/pozitiv
sejt és az Osszes tubulus/pozitiv tubulus hanyados keriilt kiszdmolasra. Ezen kiviil komputerizalt
meghatarozast is végeztiink, melynek soran a mintak digitalis képein a szinfelismerésre képes Adobe
Photoshop segitségével a vizsgalandd barna szint feketére konvertaltuk, és a Scion Image program

segitségével a fekete teriiletek aranyat a csoportok kozott 6sszehasonlitottuk.

5.4.3. Eredmények:

Elsoként sikeriilt kimutatnunk, hogy a human vesemintdk O-glikozilacidra pozitiv jeldlést
adnak (5.4.3.1. és 5.4.3.2. abra). A vizsgalt metszetekben fokozott pozitivitast talaltunk cukorbetegek
vesetubulus hamsejtjeinek magjaban, valamint a citoplazmajaban, s6t a citoplazmdban granularis
jelolédés is kimutathatd volt (5.4.3.1. abra). Ugyancsak fokozott pozitivitds volt igazolhaté a

glomerularis podocytakban (5.4.3.2. abra).
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5.4.3.1. abra: Kontroll személyek és diabeteses betegek vesetubulusainak reprezentativ anti-O-
glikozilaciéja (CTD110.6). A képeken lathatd barna jelolddés mutatja az O-glikozilaciot, mig a kék
szin a magfestést. Az abran lathaté vords nyilak jelolik a granulélt anti-O-glikozilacio festddést a
diabeteses beteg vesetubulus-hamsejtek citoplazmajaban (A és B panel). Az atlagolt eredmények
(kontroll n=7 illetve diabetes n=6) a C és a D panelen lathatok. A Scion Image program
felhasznalasaval késziilt atlagokat az E panel mutatja. * = p<0,05.
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5.4.3.2. abra Kontroll személyek és diabeteses betegek glomerulusainak reprezentativ anti-O-
glikozilaciéja (CTD110.6). A diabeteses betegek glomerulusainak anti-O-glikozilacio (barna
jelolédés) immunfestése (B panel) kifejezettebb volt, mint a kontrolloké (A panel). Az atlagolt
eredményeket (kontroll n=7, diabetes n=6) a C panel és a Scion Image felhasznaldsaval nyert adatokat
a D panel mutatja. * = p<0,05. Abrankon jol lathato a diabeteses beteg mintajaban a glomerulus
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talaltunk a diabeteses egyének vesetubulus hamsejtjeinek citoplazmajidban a nem diabeteses egyének
mintaihoz képest (5.4.3.1. abra, a kiilonbség a két csoport kozott mindkét szamolasi modszerrel
szignifikansnak bizonyult, p<0,05). Hasonldé eredményekre jutottunk a glomerularis pozitivitast

illetéen is (5.4.3.2. 4bra).

Osszehasonlitva a diabeteses és nem diabeteses betegek mintait, fokozott granularis festddést

s

acetilglukdzamin oldatot hasznalva teljesen blokkolni sikeriilt az elsddleges antitest kdtodését.

5.5. Vizsgalatok IgA nephropathidban (V1, VII)
5.5.1. Bevezetés
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Az 1gA nephropathia (IgANP) a leggyakrabban el6forduld glomerulonephritis forma. A
betegek 20-50 %-aban végallapota veseelégtelenség (ESRD) fejlédik ki 20 évvel a diagnézis
felallitasa utan (229,230) és ezért bir rendkiviili jelentéséggel az IgANP progresszidjat befolyasold
tényezOk vizsgalata és identifikalasa.

Az 1gANP korai stidiumaiban nem ritkan inzulin-rezisztencia és hiperinzulinémia mutathaté
ki (231,232) és gyakori az IgQANP, a hypertonia és a diabetes mellitus egyiittes eléfordulasa is (233).
Nincs azonban adat az Gsszes szénhidratanyagcsere-eltérés (emelkedett éhomi vércukor, csokkent
glukdztolerancia, diabetes mellitus) egyiittes el6forduldsarol IJANP-ban, és ezek hatasarol a glikaciot

és az oxidativ stresszt illetOen.

Ezért a célkitlizésiink az volt, hogy megvizsgaljuk IgANP-ban a nem-enzimatikus glikacio
mértékét (keringd fluoreszcens AGE, ¢s CML), valamint az oxidativ stressz alakuldsat a

tiobarbitursav-reaktiv szubsztanciak (TBARS) meghatarozasa révén.

5.5.2. Betegek és modszerek

Nyolcvannyolc biopsziaval igazolt IJANP-as beteget vontunk be a tanulmanyba. A betegek
klinikai adatait az 5.5.3.1.1. tablazat foglalja Gssze. A masodlagos IgA depoziciot mutatd betegeket
(alkoholos cirrhosis, Schonlein-Henoch purpura, SLE, stb.) kizartuk a tanulmanybol. A vizsgalatot a
Pécsi Regionalis Kutatas-Etikai Bizottsag engedélyezte, €s a résztvevok minden esetben beleegyezd
nyilatkozatot adtak.

A vizsgalat végzésekor, vagy elétte legalabb egy évvel steroid kezelésben nem részesiiltek a
betegek. Hatvanhat beteg (70,5 %) antihipertenziv kezelésben és egyszerre soszegény diétaban
részesiilt.

A betegeket két csoportra osztottuk vesefunkcidjuk alapjan. Azok a betegek, akiknek normal
vesefunkciojuk volt (kreatinin clearance 106+£22 ml/perc, atlagtSD, n=54), képezték az egyik
csoportot, a masikat pedig a csokkent vesefunkcidjuak (kreatinin clearance 51+19 ml/perc, n=34). A
kontroll csoportot 62 egészséges onkéntesbol allt, akiknek normalis vesefunkcidjuk volt (kreatinin
clearance 102424 ml/perc, 18 n6, 44 férfi, kor: 32+11 év).

A glukdzanyagcsere allapotat standard oralis glukéz tolerancia teszttel mértiik fel (OGTT). A
diagnozist az Amerikai Diabetes Téarsasag ajanlasa alapjan Aallitottuk fel (American Diabetes
Association, (188). Normal glukoztoleranciarol (NGT) beszéltiink, ha az éhomi plazmaglukoéz, FPG <
5,6 mmol/l és a 2-6ras plazmagluk6z az OGTT soran <7,8 mmol/l. Csdkkent glukdztoleranciarol
(IGT) beszéltiink, ha az FPG < 5,6 mmol/l és a 2 6ras plazmaglukéz az OGTT soran > 7,8 mmol/l de <
11,1 mmol/l. Emelkedett ¢homi plazmaglukézrol (IFG) beszéltink, ha az FPG 5,6-6,9 mmol/l.
Diabetes mellitusrol (DM) beszéltiink, ha az FPG > 7,0 mmol/l és/vagy a 2-6ras plazmaglukéz > 11,1
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mmol/l, vagy ha a betegnek oralis antidiabetikummal vagy inzulinnal kezelt, ismert diabetes mellitusa

volt. Ezek alapjan 21 betegnek volt IGT-je, IFG-je vagy DM-e.

Az AGE-FL mérése 50-szeres higitasu plazmabdl tortént Hitachi F-4500 fluoriméterrel 370
nm-es excitacios €s 440 nm-es emisszios hullimhosszndl. A résszélesség 10 nm volt mindkét esetben,
az eredményeket 6nkényes egységben (6.e.) adtuk meg.

Az oxidativ stressz mérésére a TBARS moddszerét hasznaltuk, fluoreszcens méréssel tortént a
meghatarozas (excitacio: 532 nm, emisszio: 553 nm), a Jentzsch és mtsai altal leirt modszerrel (234).

A CML mérése az 5.1.2.2. fejezetben leirtaknak megfelelden tortént.

A vesefunkcidé mérésére szérumkreatinin-meghatarozast és kreatinin clearance-becslést
(Cockroft-Gault formula szerint) hasznaltunk.

Statisztikai kiértekelésre ANOVA-t hasznaltunk (korra és kreatinin clearance-re korrigalt
értékekkel dolgoztunk, mert a betegek és az egészséges kontrollok kozott szignifikans kiilonbség volt
ebbdl a két szempontbol. Osszefliggés-vizsgalatra parcidlis korrelaciot hasznaltunk, minden esetben
korra korrigalva). Az SPSS statisztikai program 10.0 verzidjat hasznaltuk. Szignifikansnak a p<0,05-t

vettiik és az adatokat atlag +SD forméban adtuk meg.

5.5.3. Eredmények
5.5.3.1. Oxidativ stressz- és AGE-paraméterek a vesefunkcio fiiggvényében

A plazma TBARS magasabb volt az IJANP-as normalis és csokkent vesefunkcids csoportban,
mint az egészséges kontrollokban (p<0,001, 5.5.3.1.1. tablazat). A normalis vesefunkciojua IgANP-as
betegekben nem volt magasabb a szérum AGE-FL és a CML, mint a kontroll csoportban, de a
csokkent vesefunkcioji IgANP-as betegek szérum AGE-FL és CML-szintje magasabb volt, mint a
kontrolloké és a normalis vesefunkcidju IJANP-asaké (5.5.3.1.1. tablazat).
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55.3.1.1. tablazat A kontroll csoport és az IgA nephropathiis betegek klinikai és oxidativ

stressz, valamint szérum AGE-pareméter adatai.

IgA nephropathia

1 2 3 1vs.2 1vs.3 2vs.3

Kontroll Normalis Csokkent p p p

N=62 vesefunkci6  vesefunkci

n=54 n=34

Férfi/no 44/18 36/18 21/13 N.S. N.S. N.S.
Kor (év) 32,1+11,5 40,5+12,3 48,6+12,7 <0,001 <0,001 0,006
Kreatinin clearance 102,3+24,3  106,3+21,6 50,5+19,3 N.S. <0,001 <0,001
(ml/perc)
SzérumkKkreatinin 91,9124 84,9+15,9 190,9+136,1  N.S. =0,001 <0,001
(umol/T)
AGE-FL (6.e.) 17704521 2026+704 2659+958 N.S. =0,001 =0,005
CML (ng/ml) 396+107 439+137 563+215 N.S. <0,001 =0,002
TBARS (umol/l) 0,44+0,26 1,00+0,62 1,16+0,61 <0,001 <0,001 N.S.

AGE=el6rehaladott glikacios végtermékek, CML=karboximetil-lizin, TBARS=tiobarbitursav-reaktiv
szubsztanciak.

5.5.3.2. Oxidativ stressz és AGE-paraméterek a szénhidratanyagcsere fiiggvényében

Az AGE-paraméterek (AGE-fluoreszcencia, CML) nem kiilonboztek az eltéré szénhidrat
anyagcseréjli csoportok kozott. A plazma TBARS-értékek mindkét IgANP-as csoportban magasabbak
voltak, mint a kontroll csoportban, de a kiilonb6z6 szénhidrat-anyagcseréjti IJANP-as csoportok nem

kiilonboztek egymastol (5.5.3.2.1. tablazat).

5.5.3.2.1. tablazat A kontroll csoport és az IgA nephropathias betegek oxidativ stressz és szérum

AGE-pareméter adatai a szénhidratanyagcsere-statuszuk szerint.

IgA nephropathias betegek

1 2 3
Normalis IGT, 1vs. 2 1vs. 3 2vs. 3
Kontroll szénhidrat IFG vagy p p p
n=62 anyagcsere DM
n=67 N=21
AGE-FL (6.e.) 1770+521 223914916 2351677 N.S. N.S. N.S.
CML (ng/ml) 396£107  487+176 4874199 N.S. N.S. N.S.
TBARS (umol/l) 0,44+0,26 1,04+0,61 1,12+0,66 <0,001 <0,001 N.S.

IGT=csokkent glukéz tolerancia, IFG=emelkedett éhomi plazmagluk6éz, DM=diabetes mellitus,
AGE=eldrehaladott glikacios végtermékek, CML=karboximetil-lizin, TBARS=tiobarbitursav reaktiv
szubsztanciak.

5.5.3.3. Korreldciok az AGE-paraméterek és a vesefunkcio kozott
A teljes betegcsoportot figyelembevéve (n=88) és korra korrigalva az adatokat, szignifikans
korrelaciot talaltunk a szamitott kreatinin clearance és az AGE-FL, valamint a CML kozott (5.5.3.3.1.

abra).
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5.5.3.3.1. abra Osszefiiggés a szamitott kreatinin clearance és a szérum AGE (felsé panel),
valamint a CML (alsé panel) kozott (korra korrigalva, n=88).

5.6. Albumin vizeletiiritéséenek HPLC-vel torténo mérése. A vizeletalbumin oxidativ és karbonil stressz

altali modositasa, a mérés ismételhetosége

5.6.1. 4 vizeletalbumin oxidativ és karbonil stressz altali modositasa (V111 LX)
5.6.1.1. Bevezetés

A tartéosan fennalld 30 mg/nap fol6tti albuminuria (koéros albuminuria) bizonyitottan a
diabeteses nephropathia korai jelzdje mind 1-es, mind 2-es tipusi cukorbetegekben (235).
Napjainkban egy 0j, a méretkizarasos kromatografian alapuld6 HPLC-s modszer is rendelkezésiinkre all
a mikroalbuminuria detektalasara. Az 1j moddszert alkalmazo vizsgalatok kimutattdk, hogy az
albuminuriat a hagyomanyos immunolégiai moédszerek — mint példaul az immunnephelometria (IN) —
alabecsiilik, mivel nem detektaljak az albumin kis fokban denaturalt, de nem fragmentalt, Gn. nem

immunreaktiv formajat (236-238). Mivel a vizsgilatokban a nem immunreaktiv albuminforma
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nagyobb aranyban fordult el a mikroalbuminuria alacsonyabb tartomanyaban ezért feltételezték, hogy
a plazma albumin egy részének valamiképp modosult frakcioja a nem immunreaktiv albumin (236).
Szamos AGE termék — ahogyan az oxidacios termékek is — fluorofor és ezek 370 nm
exciticios és 440 nm emisszios hullimhosszok kozott detektalhatok (239-242). Tovabba korabbi
vizsgalatunkban kimutattuk, hogy ezeken a hullamhosszokon mért fluoreszcencia korrelal a nem
fluoreszcens AGE-termék, az N-(carboxymethyl)lysin, kompetitiv ELISA modszerrel mért szintjével.
Mivel az irodalomban nincs adat a HPLC-vel mért vizeletalbumin glikoxidacios szintjére
vonatkozdan, célul tiiztiik ki a vizeletalbumin relativ fluoreszcencidjanak mérését (mintegy a
glikoxidacié indikatoraként) egy Aaltalunk kifejlesztett UV- és fluoreszcens detektoros HPLC
segitségével. Ezen kiviil 0Osszefliggést kerestiink az albumin-fluoreszcencia és a normo- ¢és
mikroalbuminurids cukorbetegek klinikai paraméterei kozott. Valamint célunk volt in vitro

kisérletekben fényt deriteni arra, hogy az albumin modosulasa befolyasolja-e az immunreaktivitast.

5.6.1.2. Modszerek
5.6.1.2.1. Vizeletgyiijtés és vizeletalbumin-vizsgalat

Keresztmetszeti vizsgalatunkba 1-es és 2-es tipusu, korabban immunnefelometriaval (IN)
normo-vagy mikroalbuminuriasnak talalt betegeket vontunk be. A vizsgalat a Pécsi
Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudoméanyi Kar Etikai Bizottsaganak engedélyével késziilt. Az
akut betegségben, lazban, hemodinamikai stresszben szenvedd, valamint a terhes és menstruald néket
kizartuk. Reggeli elsé vizeletet gyiijtottiink, a vizeletmintakat mérés elott -80 °C-on legfeljebb két
hétig taroltuk.

A vizeletmintdkat mérés elott szobahdmérsékletlire olvasztottuk, 30 masodpercig razattuk
majd lecentrifugaltuk (2500G, 10 perc). Tovabbiakban a feliilluszot vizsgaltuk. A vizeletalbumin
Immunochemistry Systems, Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA, szenzitivitas (méréshatar): 2
mg/l, méréstartomany: 2-8640 mg/l, intra- és inter-assay pontossag: 8% ¢€s 5%) és HPLC-s modszerrel
(Shimadzu SPD 10AVvp, Shimadzu Corp., Japan) mértiikk. HPLC-vel tortént méréseinkhez FDA altal
hitelesitett Accumin™ kit-et hasznaltunk (Accumin Diagnostics Inc., New York, NY, USA, A=214
nm, szenzitivitis (méréshatar): 3 mg/l, méréstartomany: 3-2000 mg/l, inter-és intra-assay pontosag 5,8
% és 2,5%). Az Accumin"™ kit méret kizarasos kromatografian alapul, Zorbax Bio-Series GF 250
tipust oszlopot, Zorbax Diol tipusu eldoszlopot (mindkettét az Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
CA, USA-t6l rendeltiik) és mobil fazisként sétartalmu foszfat puffert tartalmaz (pH=6,93). A vizsgalat
soran 25 pl mintat vizsgaltunk duplikdtumban. A program egy 6 percig tartdé 0,5 ml/perc aramlasi
sebességii majd egy 6,5-t61 11,5 percig tarto 2 ml/perc aramlasi sebességli szakaszbol allt. Ezt

kdvetden visszatértiink a 0,5 ml/perc dramlasi sebességre, majd a vizszintes alapvonal visszatértéig
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mosas kovetkezett (altalaban a 22-dik percig). A vizeletalbumin retenciés ideje +£2%-kal beliil volt a
gyart6 altal biztositott albumin standardnak.

Az altalunk alkalmazott HPLC-s vizsgalat soran az UV detektorhoz parhuzamosan egy
fluoreszcens detektort (Shimadzu RF 10AXL, Shimadzu Corp., Japan) kapcsoltunk, igy lehetdségiink

nyilt ugyanannak a mintanak az egyideji koncentracio és fluoreszcencia mérése is (5.6.1.2.1.1. abra).

HPLC-s elvalasztas Atlagos késési id6 = 0,437 perc

UV detektor Fluoreszcens detektor

l l

Vizeletminta

\ 4

\ 4

Vizeletalbumin Vizeletalbumin
koncentracidjanak fluoreszcencidjanak
meghatarozasa meghatarozasa

5.6.1.2.1.1. abra A vizsgalatok soran alkalmazott UV-fluoreszcens detektoros HPLC-rendszer.

A fluoreszcenciat 370 nm-es excitacios €s 440 nm emisszids hullamhosszon detektaltuk. A
fluoreszcens detektor szenzitivitasa €s erdsitése az elsG 6 percben a maximalis értékre volt allitva,
majd ezt kdvetden a futtatas végéig kozepes értékre allitottuk. Az fluoreszcens detektor altal mért jel
atlagosan 0,437 percet késett az UV detektorral kapott jelhez képest (ez annak az idének felel meg,
amely alatt az albumin az UV detektortol eljut a fluoreszcens detektorig).

Minden egyes vizelet kreatinin értékét a Jaffé-modszer szerint hataroztuk meg és mind az IN-
nel, mind a HPLC-vel mért albumin-koncentraciokkal albumin/kreatinin hanyadost szamoltunk.

Minden mas klinikai paramétert rutin labordiagnosztikai médszerekkel hataroztunk meg.

5.6.1.2.2. Az albumin kiil6nbozé formdinak in vitro vizsgalata

A human szérumalbumint (HSA; A9511, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), a glikalt
human szérumalbumint (GSA; A8301, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) és a methylglyoxallal
modositott human szérumalbumint (MGO-HSA) a parhuzamosan kapcsolt UV- és fluoreszcens
detektoros HPLC-vel vizsgaltuk.

Az MGO-HSA eldallitasa Westwood és munkatarsai modszerével tortént (243). Roviden
aszeptikus koriilmények kozott 6,6 mg/ml HSA-t 1 mM methylglyoxallal (MO252, Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, MO, USA) inkubaltunk 37°C-on 24 o6ran at 7,4-es pH-n. Az inkubacio utan az MGO
altal moédosult albumint 4°C-on 72 6ra hosszat ammonium bikarbonat puffer ellenében dializaltuk

(pH=7,9), ezzel eltavolitva a felesleges MGO-t. A HSA-bol és GSA-bol is készitettiink egy 6,6 mg/ml
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koncentracioju torzsoldatot. A HSA, GSA ¢és MGO-HSA torzsoldatokat 50-szeresére higitottuk,

azutan sorozat-higitasokkal a kdvetkez6é koncentraciokat allitottuk eld: 132, 66, 33, 16,5 és 8,25 mg/I.

5.6.1.2.3. 4 kromatogram elemzése

Az albumin standardok futtatdsa soran az elsd cstics az albumin dimer forméja, mely nem
szamit az albumin-koncentracié szamitasakor. Masodik az albuminnak megfelelé csucs. Az albumin
utan kovetkezd csucs csak a fluoreszcens kromatogramokon figyelheté meg, mely artefakt (vak, csak
foszfat puffert tartalmazd mintdkkal megerdsitett), melyet az aramlasi sebesség emelkedése okoz (lasd
a HPLC-s program); ez a csucs csak a fluoreszcens detektilds sordn tapasztalhat6, mivel sokkal
érzékenyebb, mint az UV detektalas. A vizeletmintak futtatasa soran az els6 az albumin cstcs (a dimer
forma nem mindig volt jelen), melyet a vizelet tobbi Gsszetevéje kovet, melyeket nem azonositottunk.
A cslcsok integralasa az alapvonalhoz tortént (a kit gyartdjanak utasitdsa szerint) LCSolution
szoftverrel (version 1.11 SP1, Shimadzu, Japan). A relativ fluoreszcenciat az albumin fluoreszcens
detektalas soran mért gorbe alatti teriilet és az UV detektalas soran mért gorbe alatti teriilet

hanyadosaként szamoltuk.

5.6.1.2.4. A HPLC-s albumin csucs elemzése

Az Accumin™ Kkit-tel kapott albumin csucs tisztasaganak megitélésére nyolc random
valasztott diabeteses beteg vizeletét vizsgaltuk meg. Ugyanabbdl a vizeletbdl egymast kdveté harom
futtatas albuminfrakciot gyijtottiink. A gytijtott frakciodt sotlanitottuk és kb. 150 ul-re bekoncentraltuk
Ultracel YM-3 Centricon szlir6 segitségével (Millipore, MA, USA) a gyart6 utasitasa szerint. Az igy
kapott mintat tovabb szeparaltuk nem-porozus Kovasil MS C18 oszlopon (1,5 um, 33x4.6 mm-es
részecske méret mellett, Zeochem AG, Uetikon, Schwitzerland). Gradiens elvalasztast alkalmaztunk.
Az ,,A”-oldat 0,1% trifluoro-ecetsav (TFA) és 5% acetonitril vizes oldata volt a ,,B” oldat 0,1 % TFA
¢és 5% viz acetonitriles oldata volt. Az alkalmazott gradiens a kdvetkez6 volt: 0-20 perc kozott 0% ,,B”
oldatrél 60% ,,.B”-oldatra, majd a kovetkezd percben 60%-r6l 100%-ra. Az albumin csucsot
legytjtottiik és beszaritottuk. A rezidumot 3 ul desztillalt vizben oldottuk fel, majd matrix-asszisztalt
l1ézer deszorpcid ionizacié (MALDI) tomegspektrométerrel (Bruker Autoflex II MALDI- TOF/TOF,
Bruker, Bréma, Mémetorszag) vizsgaltuk. A kontamindcié szamitasat a nem albumin anyagok gorbe

alatti teriilete és az albumingorbe alatti teriiletének hanyadosaként szamoltuk.

5.6.1.2.5. Statisztikai analizis

Statisztikai elemzéshez az SPSS program 13.0 verziojat (SPSS Inc., IE, USA) és a MedCalc
(MedCalc Software, Mariakerke, Belgium) programot hasznaltuk. Az IN ¢s a HPLC modszerek
Osszehasonlitasdhoz Bland-Altman analizist hasznaltunk. A normal eloszlasti adatokat egyutas

ANOVA analizissel és Pearson korrelacioval hasonlitottuk §ssze. A nem normal eloszlasu adatokat
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Kruskall-Wallis teszttel, Mann-Whitney U-teszttel valamint Spearman rho-teszttel hasonlitottuk dssze.
A kategorikus valtozokat Chi-négyzet teszttel elemeztiik. A normal eloszlast kovetd adatokat
atlag+SEM, a nem normal eloszlasti adatokat median és interkvartilis tartomanyokkal jellemeztiik. A
p-értéket 0,05 alatt tekintettiik szignifikdnsnak. Tobbvaltozos lineéris regresszios analizist hasznaltunk

a vizeletalbumin fluoreszcencia fliggetlen prediktorainak megallapitasara.

5.6.1.3. Eredmények
5.6.1.3.1. Az UV - fluoreszcens HPLC rendszer jellemzdi

Az UV- és fluoreszcens mérések intra-assay pontossagat ot kiilonbozd nap futtatott HSA,
GSA és MGO-HSA minta (koncentraciok: 8,25, 16,5, 33, 66 és 132 mg/mmol) 6tszori mérésével
ellendriztiik. A csucsteriiletek intra-assay variacios koefficiensei a kovetkezok voltak: 1,5% (UV) és
8,0% (fluorescencia) a HSA, 1,6% és 5,7% a GSA és 4,2% és 6% az MGO-HSA esetében. Az UV és
fluoreszcens mérések idObeni stabilitasanak vizsgalatahoz és az inter-assay pontossag kiszamitasahoz
ugyanazon mintakat 12 honap fagyasztas utan felolvasztva 6t alkalommal mértiik le egy 0j kittel. A
csucsteriiletek inter-assay variacios koefficiensei az alabbiak voltak: 7,7% (UV) és 12,9%
(fluoreszcencia) a HSA, 11,5% és 11,1% a GSA, mig 5,7% és 11,3% az MGO-HSA esetében.

A vizeletmintak esetében is meghataroztuk az intra- és az inter-assay pontossagot. Az intra-
assay pontossag szamitasahoz 10 véletlenszerlien kivalasztott vizeletminta kétszeri, egy héten beliil
megismételt mérését végeztiik. A betegek vizeletmintainak UV és fluoreszcens csucs teriileteinek
intra-assay variacios koefficiensei 6,1% és 8,8% voltak. Az inter-assay pontossagot — egy 1j kittel —
ugyanazon mintak ismételt mérése alapjdn szamoltuk 2 hét elteltével, mely alapjan az UV- és a
fluoreszcens mérések esetében ez az érték 8,6% és 11,5%-nak adodott. A vizeletmintdkat 12 honap
miltan is Gjra mértik. Erdekes médon, mig az albumin UV csucs alatti teriiletében szignifikans
csokkenést (-25+23%, atlag+SD, p<0,05), addig a fluoreszcens cstcs alatti teriiletében nem
szignifikans (11+£46% atlag+SD, p=0,093) novekedést észleltiink.

5.6.1.3.2. 4 kiilonbozé albuminformak in vitro relativ fluoreszcencidja

A vizsgalt koncentraciotartomanyon beliili kiilonb6z6 albuminformék UV- és a fluoreszcens
jelének korrelacios analizise alapjan kapott eredmények az alabbiak voltak: HSA, r=0,9998, GSA,
r=0,9999, MGO-HSA, r=0,9997. A HSA relativ fluoreszcenciajanak atlagat 100%-nak vettiik. Az
5.6.1.3.2.1. abrardl leolvashatd, hogy a HSA-éhoz viszonyitva mind a GSA, mind az MGO-HSA

relativ fluoreszcenciaja magasabb (mindkét esetben p<<0,001).
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human szérumalbumin (HSA), a glikalt szérumalbumin (GSA) és a metilglioxallal modositott human
szérumalbumin (MGO-HAS) relativ fluoreszcenciaja (fluoreszcens regisztratum gorbe alatti
teriilet/UV regisztratum goérbe alatti teriilet, mindegyik albumin-koncentracioja 33 mg/l volt, a HSA-t
100%-nak vettiik). Az adatokat atlag + SEM formaban adtuk meg. p < 0,001 Kruskall-Wallis teszt;
GSA vs. HSA: p < 0,001; MGO-HSA vs. GSA: p < 0,001 Mann-Whitney U-teszt.

5.6.1.3.3. Betegcsoportok

Keresztmetszeti vizsgalatunkban 79 diabeteses — ebbdl 59 IN-el normoalbuminurias és 20 IN-
el mikroalbuminurias — beteget vontunk be. A mikroalbuminuria diagnozisahoz jelenleg hasznalt
albumin-kreatinin hanyados (ACR) értékek (férfi: 2,5-25 mg/mmol, né: 3,5-35 mg/mmol) alapjan a
kovetkezé betegesoportokat képeztiik: IN-el és HPLC-vel egyarant normoalbuminurias (NN, n=47),
IN-el normo-, de HPLC-vel mikroalbuminurias (NM, n=12), végil mindkét modszerrel
mikroalbuminurias (MM, n=20) betegek csoportja. A HPLC-s modszer esetében is a hagyomanyos
ACR kritériumrendszert hasznaltuk a mikroalbuminuria diagnézisahoz, mivel egyeldre nincs HPLC-s
mérésekre adaptalt valtozat.

A 5.6.1.3.3. tablazat a betegek klinikai paramétereit tiinteti fel.



5.6.1.3.3. tablazat. A csoportok klinikai paraméterei
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NN NM MM P
(n=47) (n=12) (n=20) NNvs.NM NNvs. MM NM vs. MM
Kor (évek) 5242 604 59+£2 NS NS NS
Nem (férfi/nd) 22/25 7/5 11/9 NS NS NS
Diabetes mellitus tipusa (1-es tipus/2-es tipus) 13/34 2/10 5/15 NS NS NS
Dohinyzék/nemdohanyzok 5/42 1/11 5/15 NS NS NS
Angiotenzin-konvertalé-enzim-gatlé (igen/nem)® 37/10 111 20/0 NS <0,05 NS
Angiotenzin-11-receptor-blokkoldk (igen/nem)° 11/36 2/10 7/13 NS NS NS
ACR IN (mg/mmol)? 0,42 (0,21-0,77) 1,56 (0,89-2,16) 6,92 (5,06-10,48) <0,001 <0,001 <0,001
ACR HPLC (mg/mmol)? 0,75(0,36-1,26) 4,43 (3,05-7,35) 8,69 (6,75-13,84) <0,001 <0,001 <0,001
Random plazmaglukéz (mmol/l) 8,72+0,51 10,12+1,60 7,57+0,70 NS NS NS
Fruktézamin (nmol/l) 31711 333+30 303+16 NS NS NS
HbA (%) 7,61+0,27 7,15+0,35 6,84+0,37 NS NS NS
Szisztolés vérnyomas (Hgmm)® 120 (110-130) 120 (112-130) 130 (120-150) NS NS NS
Diasztolés vérnyomas (Hgmm)? 70 (70-80) 70 (61-70) 80 (60-80) NS NS NS
BMI (kg/m?) 30,51+0,98 32,60+3,57 32,68+1,13 NS NS NS
OsszKkoleszterin (mmol/l) 4,44+0,14 4,27+0,26 4,77+0,41 NS NS NS
Trigliceridek (mmol/l) 2,07+0,23 2,10+0,33 2,50+0,40 NS NS NS
LDL-koleszterin (mmol/l) 2,50+0,13 2,35+0,18 2,53+0,30 NS NS NS
HDL-koleszterin (mmol/I)* 1,18 (0,98-1,45) 1,10 (0,88-1,22) 1,07 (0,94-1,16) NS NS NS
Hemoglobin (g/1) 132,042,4 134,8+4,4 131,3+4,7 NS NS NS
Hematokrit (%) 40,0+0,6 40,5+1,1 39,5+1,4 NS NS NS
SzérumKreatinin (umol/1)? 78 (66-92) 96 (77-154) 101 (66-157) <0,05 <0,05 NS
eGFR (Cockroft-Gault) (ml/min) 10246 73+9 79,39 <0,05 <0,05 NS
Vizelet pH? 5,90 (5,30-6,20) 6,2 (5,00-6,50) 5,45 (5,00-5,90) NS NS NS

A nem normalis eloszlasu adatok median értékét adjuk meg (25-75 percentilis). Minden normalis eloszlasu adat atlag+SEM-ként szerepel. "Fontos megjegyezniink, hogy néhany beteg
mind angiotenzin-konvertal4-enzim-gatlot, mind angiotenzin-11-receptor-blokkolot szedett és 5 beteg az NN-csoportban nem szedett semmilyen gyogyszert.

NN: mind immunnephelometridval, mind HPLC-vel normoalbuminurias betegek, NM: immunonephelometriaval normoalbuminurias, de HPLC-vel microalbuminurias betegek, MM:
mindkét modszerrel microalbuminurias betegek, ACR: albumin-kreatinin hanyados, IN: immunnephelometria, HPLC: nagy teljesitmény(i folyadék kromatografia (high performance
liquid chromatography), BMI: testtomegindex (body mass index), eGFR: becsiilt (estimated) glomerulus filtracids rata
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Az NM és MM csoportokban a szérumkreatinin értékek szignifikansan magasabbak, mig az eGFR
értékek szignifikansan alacsonyabbak voltak az NN csoporthoz viszonyitva, de az NM és MM csoportok
kozott ezekben a paraméterekben nem mutatkozott szignifikdns kiilonbség. Az MM csoportban t6bb
paciens szedett angiotenzin-konvertalo-enzim-gatlot, mint az NM csoportban. Ezen kiviil egyéb kiilonbség

nem volt a betegcsoportok kdzott.

5.6.1.3.4. Az IN-el és a HPLC-vel mért albumin-koncentrdciok osszehasonlitisa

In vitro vizsgalatunkban az IN-nel és méret-kizarasos HPLC-vel kapott hdrom mérés atlagat
kiszamoltuk minden albumin-koncentraciora és az in vitro preparalt albumin minden forméjara. Ezen
atlagoknak szamoltuk ki az IN/HPLC hanyadosat, majd az értékeket egyutas ANOVA analizissel
hasonlitottuk 0ssze. Az in vitro kisérletben nem mutatkozott kiilonbség az IN-el és a HPLC-vel mért
kiilonb6z6 albuminformak koncentracidinak atlaga kozott (HSA:19+18%, GSA: 12£16% és MGO-
HSA:24+27, p=0,399, ANOVA-teszt).

Az 5.6.1.3.4.1. abran — human vizsgalatunkban — a két mérési modszer (IN és HPLC) Bland-
Altman analizisének eredményét tiintettiik fel. Mivel az adatok nem kovették a normal eloszlast, mindkét
modszer ACR értékeit logaritmikusan transzformaltuk az abrazolas el6tt. Az abrarol leolvashatd, hogy az
IN-hez viszonyitva a HPLC a mérések tilnyom¢ tobbségében magasabb vizeletalbumin-koncentraciokat

mér és az eltérés nagysaga a vizeletalbumin-koncentracidval forditott aranyban all.
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5.6.1.3.4.1. abra Az albumin-kreatinin hanyadosok HPLC-vel és immunnefelometriaval (IN)
meghatarozott értékeinek Bland-Altman plot diagrammja.
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5.6.1.3.5. A diabeteses betegek vizeletalbumin relativ fluoreszcencidja

Az MM csoport vizeletalbumin relativ fluoreszcencidja magasabbnak adédott mind az NN, mind
az NM csoportokhoz képest (p<0,001 és p=0,007), de az NN és NM csoportok kozott nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget (p=0,201) (5.6.1.3.5.1. abra).

0,35 A
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0,25 A
0,2 A
0,15 ~
0,1 ~

0,05

Vizeletalbumin fluoreszcens AUC/UV AUC (%)

NN NM MM

5.6.1.3.5.1. abra Osszesitett oszlopdiagramm a HPLC-gorbék relative fluoreszcencidjarél. NN=
mindkét moédszerrel (HPLC-vel és immunnefelometriaval) normo-, NM= immunnefelometriaval normo-
¢s HPLC-vel mikro-, MM= mindkét modszerrel mikroalbuminuriasak. Az adatokat atlag + SEM formaban
adtuk meg. p < 0,001 Kruskall-Wallis teszt; NN vs. NM, p = 0,852; MM vs. NN, p < 0,001; MM vs. NM,
p = 0,001 Mann-Whitney U-teszt.

A vizeletalbumin relativ fluoreszcenciaja pozitivan korrelalt a szérumkreatinin-szinttel (r=0,295,
p=0,009) és negativan az eGFR értékekkel (r=-0,255, p=0,026), de nem korrelalt a glikémias
paraméterekkel (plazma gliikoz: p=0,766, fruktozamin: p=0,979, HbA.: p=0,442). Tobbvaltozos linearis
regresszios vizsgalatunk alapjan a szérumkreatinin és az eGFR bizonyult a vizeletalbumin relativ
fluoreszcencia fliggetlen prediktoranak (B=0,001; =0,397; p=0,014 és B=-0,08; $=-0,337; p=0,039). Az
els6 modell elemei az életkor, plazma gliikoéz, fruktézamin, HbA ., szisztolés és diasztolés vérnyomads,
triglicerid, LDL és HDL koleszterin, hemoglobin és szérumkreatinin voltak, mig a masodik modell elemei

az el6bb felsoroltakat, annyi kiilonbséggel, hogy a szérumkreatinin helyett az In eGFR elemet tartalmazta.
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Ezen kiviil a vizeletalbumin relativ fluoreszcencigja korrelalt (r=-0,292, p=0,025) a nem

c ey

kiilonbségébdl szamitottunk).

5.6.1.3.6. 4 HPLC albumin monomer csics tisztasdga
A nem albumin cstcs gorbe alatti teriilete a teljes csucs gorbe alatti teriilethez vald viszonya
alapjan a nem albumin anyagok a méretkizarasos HPLC mérés albumin csticsdban 12,7+5,2% (atlag+SD)

aranyban voltak jelen.

5.6.2. Albumin vizeletiiritésének HPLC-vel torténé mérése. A tiol-csoportok szerepe. (1X, LIX)
5.6.2.1. Bevezetés

Mig egyre tobb kozlemény jelenik meg a HPLC-s albuminurias mérésekrél, a mérési modszer
jellemzésérol annal kevesebb. Az irodalombol ismert, hogy a csak HPLC-vel mérheté nem immunreaktiv
albumin redukalé kornyezetben konnyen fragmentalodik kisebb molekulastlyt darabokra (236). Mivel
ebben szerepe lehet az antioxidans szulfhidril csoportoknak, vizsgalni kivantuk ezek szerepét. A
vizeletben mérhetd albumin mennyiségének idobeli valtozasat feltételezhetéen a vizelet pH-ja is
befolyasolja, bar errél kevés adat all rendelkezésiinkre (244). Ehhez 2,5 évvel korabban HPLC-vel mért,
HPLC-vel mérhetd dimer és monomer albuminforma valtozasat is vizsgalni kivantuk. Ezen kiviil a
vizeletalbumin-csokkenés feltételezett pH-fiiggését és a tarolt, illetve friss vizeletek redukald kapacitasat

hasonlitottuk Ossze a vizelet 6sszes szabad szulthidril csoport (TFSG) mérésével.

5.6.2.2. Modszerek
5.6.2.2.1. Betegcsoportok

A 2005 majusaban a pécsi 1. sz. Belgyogyaszati Klinika és Nephrologiai Centrum diabetologia
szakrendelésén megjelent, IN médszerrel normo- és mikroalbuminurias, 2-es tipusu cukorbeteget vontuk
be egy keresztmetszeti vizsgalatba. Ahhoz, hogy friss vizelet Gsszes szabad szulfhidril csoportjainak
koncentracigjat is meg tudjuk hatarozni 2008-ban ujabb IN modszerrel normo- és microalbuminurias 2-es
tipusu diabeteses beteget vontunk be a vizsgalatba. A két kiilonb6z6 id6pontban vizsgalt betegcsoport

klinikai paraméterei nem kiilonboztek egymastol (lasd 5.6.2.2.1.1. tablazat).



dc_360 4

5.6.2.2.1.1. tablazat A két vizsgalt betegcsoport klinikai jellemzdi

Tarolt vizelet Friss vizelet
csoport csoport p érték
(n=16) (n=16)

Kor (évek) 63+14 57+13 0,234
Nem (férfi/no) 15/1 14/2 0,544
RAAS medikacié (igen/nem) 13/3 9/7 0,127
Random plazma gliikéz (mmol/l) 7,0+2,1 7,9+2,7 0,270
Fruktézamin (umol/l) 288491 298+54 0,746
HbAlc (%) 7,4+1,9 8,2+1,6 0,294
Systolés vérnyomas (Hgmm) 12718 128+13 0,818
Diastolés vérnyomas (Hgmm) 72+13 79+8 0,082
BMI (kg/m?) 3046 3244 0,319
Osszkoleszterin (mmol/l) 4,48+1,17 4,75+1,26 0,552
Triglicerid (mmol/l) 2,08+1,23 2,6342,52 0,442
LDL (mmol/l) 2,61£1,11 2,55+0,90 0,899
HDL (mmol/l) 1,17+0,32 1,29+0,34 0,325
Vér karbamid nitrogén (mmol/l) 9,64+6,06 8,55+6,18 0,619
Szérumkreatinin (pumol/l) 114164 115+88 0,958
Szamitott glqmerulus filtracios rata (Cockroft- 68430 83433 0,185
Gault) (ml/min)

Vizelet pH 5,9+0,8 5,7£0,7 0,473

A folytonos valtozok atlag+SD formaban vannak jel6lve. RAAS= renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer.
BMI=body mass index (testtomegindex).

A vizsgalatot a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Karanak Etikai Bizottsaga
jovahagyta. A vizsgalatbdl minden olyan beteget kizartunk, akinek akut, zajlo betegsége volt, lazas volt
vagy jelentés hemodinamikai stressznek volt kitéve a vizsgalatot megel6z6 1 hétben, tovabba kizartuk a

malignus betegségben szenvedo betegeket €s a menstrualo és terhes noket.

5.6.2.2.2. Laboratoriumi modszerek

A Dbetegekt6l minden esetben reggeli elsé vizeletmintat kértiink és 2005-ben minden betegt6l 3
Eppendorf vizeletet tettiink félre -80°C-ra. A vizeletek albumin-koncentraciojat 10 perces 2500 g-S
centrifugalast kovetden az FDA altal jovahagyott HPLC-s Accumin™ kittel hataroztuk meg (Accumin
Diagnostics Inc., New York, NY, USA) A vizeletek pH-jat mikroprocesszoros pH-mérd késziilékkel
mértik meg (HI 9024 pH-meter, Geo Scientific Ltd., Canada). A betegek egyéb laboratoriumi
paramétereit a rutin labordiagnosztika segitségével hataroztuk meg.

Vizsgalatunk soran kiilon vizsgaltuk az albumin dimer és monomer formajat (a méréshez szintén
az Accumin™ Kit-et hasznaltunk, a gyartd utmutatatisanak megfelelden, miszerint a kdzvetleniil az

albumin (a vizsgalt és mért monomer forma) eldtt elualodd cstics a dimer-albumin). A dimer €és a

monomer albumin csucs alatti teriiletének hanyadosat (DMR) is kiszamoltunk. A dimer forma eltcios
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idejének meglétét és pontossagat a csucs visszanyerési modszerrel allapitottuk meg, kiilsé human albumin
standard mintak hozzaadasaval. A standard mindkét albuminformat tartalmazta.

Két és fél éves -80 C-on tortént tarolas utan minden betegtdl kettd Eppendorf, a vizsgalat el6tt
korabban fel nem olvasztott, vizeletet vettiink el6. Megmértiik a vizeletalbumin-koncentraciét HPLC-
modszerrel, tovabba mind a dimer, mind a monomer albumin-forma csucs alatti teriiletét meghataroztuk és
a DMR-t ismételten kiszamoltuk.

A tarolt és frissen gylijtott vizeletmintdk TFSG szintjét szintén megmértiik. A vizeletmintak
elokészitése a HPLC-s vizeletalbumin-koncentracio mérések soran alkalmazott eljarassal megegyeztek.
reagenst (5, 5’-dithio-bis-t (2-nitrobenzoe) sav, DTNB, Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Németorszag)
mértiink be egy 3 ml-es quartz kiivettaban. A maximum abszorbanciat DTNB-mentes vizelet ellenében
412 nm-en mértiik Hitachi U-2001 tipusi spektrofotométer segitségével (Tokyo, Japan) 3600
masodperces megfigyelés soran. Amint a platot elérte a folyamat (lejatszodott a reakcid), 10 ul, 10 uM
adtunk a mintakhoz, ¢és ismét lemértiikk az igy kapott maximalis abszorbanciat. Ezekbdl az adatokbol a
vizelet TFSG szintjét uM GSH ekvivalens egységekre a kovetkezéképpen szamoltuk: GSH hozzdadasaval
mért maximum abszorbancia —-DTNB feleslegben valo hozzaadasaval mért maximum abszorbancia; majd
a DTNB hozzaadasaval mért maximum abszorbanciat osztottuk az elébb szamolt kiilonbséggel és ezt
szoroztuk 10-zel. Mind a frissen gyiijtott, mind a tarolt vizeletmintakat szobahémérsékleten mértiik. A
TFSG szint mérését a friss illetve a felolvasztott mintak esetében a mintavétel illetve a felolvasztast

kovetd 1 oran beliil elvégeztiik.

5.6.2.2.3. Statisztikai analizis

Statisztikai szamitasainkat az SPSS program 13.0-4s verzidjat hasznaltuk (SPSS Inc., IE, USA). A
tarolt mintak valtozdsainak elemzésére Wilcoxon-tesztet, a DMR vaéltozasainak elemzésére, pedig
parositott t-probat hasznaltunk. Fliggetlen mintas t-probat alkalmaztunk a friss és tarolt vizeletmintak
kozotti kiilonbségek vizsgalatara €s a két vizsgdlati populacio klinikai paramétereinek dsszehasonlitdsara.
A korrelacios analizist Pearson-korrelacioval végeztiik el. Chi-négyzet tesztet alkalmaztunk a kvalitativ
valtozok Osszehasonlitasara. Az adatokat atlagtSD formaban adjuk meg. A p-értékét <0,05 alatt

tekintettiik szignifikansnak.

5.6.2.3. Eredmények
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A HPLC-vel mérhet6é albuminuria 2,5 év -80°C-os tarolas utan 24+9%-kal (atlag+SD) csokkent
(vizeletaloumin-koncentracio: 2005: 88+259 mg/l, 2008: 55+187 mg/l, p=0,002). Ha a betegeket a
kozbeni pontossag) és a vizelet pH szerint (a mintdk atlagos pH-ja alatt és felett) kategorizaltuk,
szignifikans Osszefiiggést kaptunk az atlag alatti vizelet pH és a nagyobb %-0 vizeletalbumin

A vizelet dimer és a monomer albumin csucs alatti teriiletének hanyadosaban, a DMR-ben
szignifikans novekedést észleltiink (5.6.2.3.1. abra, A panel, p<0,001). A két format kiilon vizsgalva
azonban azt talaltuk, hogy csak a monomer albumin-forma csucs alatti teriiletei (azaz az albumin-
koncentracidja) valtoztak szignifikansan (5.6.2.3.1. abra, B panel, p<0,001), mig a dimer albumin-forma

csucs alatti teriiletei nem mutattak szignifikans valtozast (5.6.2.3.1. abra, C panel, p=0,275).
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5.6.2.3.1. abra Az ,,A” panel a vizeletalbumin dimer/monomer hanyadosanak novekedését
(p<0,001) mutatja 2,5 éves tarolas utan. A ,,B” panel a vizeletalbumin monomer
formajanak csucs alatti teriileteinek valtozasat (p<0,001), mig a ,,C” panel a dimer
formajanak nem szignifikans (p=0,275) valtozasat mutatja 2,5 éves tarolas utan. Mivel a
csucs alatti tertletek adatai mind a dimer, mind a monomer forma esetében nem normal
eloszlast mutattak, ezek az adatok boxplot segitségével abrazoltuk. A vastag, k6zépsé vonal a
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mediant; a téglalapok végei a 25 és 75-6s percentilist és a boxplotok végei a minimumot és a
maximumot jeldli.

Exponencialis dsszefiiggést talaltunk a vizelet pH és a friss vizeletek TFSG-je kozott (5.6.2.3.2.
abra A panel, a linearis korrelacié értékei: r=-0,795, p<0,001). Ez az Osszefiiggés mar nem volt
kimutathat6 a 2,5 évig tarolt vizeletmintak vizsgalata soran (5.6.2.3.2. abra B panel, a linearis korrelacio
értékei =-0,216; p=0,261). Az atlagos TFSG szint szignifikdnsan alacsonyabb volt a tarolt
vizeletmintakban a frissekhez képest (tarolt vizeletek: 6,6+7,7 és friss vizeletek: 22,7+14,3 uM GSH
ekvivalens, p<0,001). Tovabba szignifikans 0sszefiiggést talaltunk a DMR novekedés és a pH kozott
(5.6.2.3.2. abra C panel) (r=-0,382, p=0,041).
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5.6.2.3.2. abra. Az ,,A” panel a friss vizeletek pH-ja és az 6sszes szabad szulfhidril csoportja (uM
redukalt glutation (GSH) ekvivalens egységben) kozotti osszefiiggést mutatja (r=-0,795; p<0,001,
linearis korrelacio értékei). A ,,B” panel e korrelacio eltiinését mutatja 2,5 éves, -80°C-os tarolas



dc_360 24

utan (r=-0,216; p=0,261, linearis korrelacio értékei). Megjegyezziik, hogy, pH 7,1-nél és 5,6-nal 2-2
minta esetében nagyon hasonlo eredményeket kaptunk (2,86, 2,89 és 0,41, 0,46). A ,,C” panel a vizelet
pH és a HPLC-vel mért vizeletalbumin dimer/monomer hanyadosanak (DMR) 2,5 éves valtozasa
kozotti osszefiiggést abrazolja (r=-0,382, p=0,041).

5.7. Glomerularis tipusu haematuria modellezése karbonil- és oxidativ stresszel
5.7.1. Glomerularis tipusu haematuria modellezése (X)
5.7.1.1. Bevezetés

A haematuria a legkiilonboz6bb urogenitalis betegségek tiinete lehet, a fejlodési
rendellenességektél a gyulladasokon keresztiil a daganatos megbetegedésekig. A haematuria okanak,
lokalizaciojanak megtalalasa gyakori és nehéz differencialdiagnosztikai kérdés. Glomerulonephritisekben
(GN) és nagyon sok glomerularis eredetli vesebetegségben glomeruldris tipust, glomeruléris eredetii
vérzésre (GV) jellegzetes dizmorf vorosvértestek keriilnek a vizeletbe (245). Ezek a GV-k centrifugalt,
festetlen vizeletiiledék készitményekben is felismerhetd jellegzetes membranlefiizodéseket, ,,bleb-
képz6dést” mutatnak. A glomeruldris haematuridban észlelt GV kialakulasdnak mechanizmusa nem
teljesen ismert (246,247).

A glomerulonephritisek osszefliggnek a ,,megnovekedett” oxidativ stresszel (248). Az oxidativ
stressz, nevezetesen a megnovekedett szabad gyokok mennyisége reaktiv dikarbonil gyokok képzodéséhez
vezet. Jelentds dikarbonil molekula a metilglioxal (MGO), ami egy alpha-oxo-aldehid, vagy alpha-
dikarbonil molekula, mely keletkezhet a glukoz fém-katalizalta autooxidaciojabol, mas szénhidratokbol,
Schiff bazisokbol és ,,Amadori termékekb6l” (249,250), vagy foszfat intermedierek (glicerinaldehid-3-
foszfat, dihidroxiaceton-foszfat) nem-enzimatikus fragmentacioja révén a glikolizis-ut soran (251). Az
MGO és egyéb dikarbonilok akkumulacidja karbonil-stresszt okoz. A dikarbonilok reagalnak a
fehérjékkel, és igy karbonil-stressz termékek képzddnek. A karbonil-stressz termékek lerakodasa
figyelheté meg pl. IgA NP-ben (252).

Ebben a tanulmanyunkban azt a hipotézist vizsgaltuk, hogy metilglioxal hatasara kialakulnak-e

glomerularis tipust vorosvértest alakok?

5.7.1.2. Modszerek
5.7.1.2.1. Vérosvértest morfologiai vizsgalataink

A vizsgalatokat a Pécsi Tudomanyegyetem Regionalis Kutatasetikai Bizottsdga jovahagyta. frasos
beleegyezést kdvetden egészséges onkéntesektdl vért vettiink heparint tartalmazo csévekbe. A plazma és a

buffy coat eltavolitasara a mintakat 2400g-vel centrifugaltuk 5 percig. A vordsvértest (vvt) -liledéket
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haromszor mostuk 7,4-es pH-ji, 5 mM gluko6z tartalmu fiziologids so6oldatban. A mosott vvt-ket 7,4-es
pH-ju, 5 mM glukéz tartalma Ringer-oldatban reszuszpendaltuk. A mosott vvt-szuszpenzid hematokritjat
sejtszamlald segitségével 0,1%-ra allitottuk. A vvt-szuszpenzidt szobahdmérsékleten 1 mM MGO-val
inkubdltuk 10, 20 és 30 percig, illetve a 30 perces inkubaciot elvégeztik 0,25 mM és 0,5 mM MGO
koncentraciokkal is. Ujabb moséast kovetéen a vvt-ket 0,2 pm porusméretii baktériumsziirdn atsziirt
vizeletben inkubaltuk 60 percig. Az inkubdldshoz olyan vizeletet hasznaltunk, melynek fajstlya 1011
koriili volt, mivel a laboratériumi jegyzokonyv alapjan a glomerularis vvt-ket tartalmazo vizelet mintak
fajstlya atlagosan 1011 volt (1001-1025 kozotti tartomanyban). Az ép vvt-ket tartalmazé vizelet mintdk
fajstilya 1010 volt (szintén 1001-1025 kozotti tartomanyban). Ezek alapjan a vizelet fajstlyanak nincs

szerepe a glomerularis vvt-k kialakuldsdban.

5.7.1.2.2. Féenymikroszkopos vizsgalat

Centrifugalast (2400g, 5 perc) kdvetéen a vvt iiledéket targylemezre cseppentettiik, fedélemezzel
fedtiik, majd a friss, fixalatlan mintakat siillyesztett kondenzora fénymikroszkoppal, 400x-os nagyitassal
vizsgaltuk. A 7 fliggetlen sorozatbol minden esetben 10 latdteret rogzitettiink szamitogéphez kapcsolt

digitalis kameraval. A glomerularis tipust vvt-alakok aranyat szazalékban adtuk meg.

5.7.1.2.3. Pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalat

A fent leirt médon kezelt vwit-k fixalasahoz 1%-os glutaraldehid oldatot hasznaltunk, 0,1 molos
foszfatban (pH 7,4). Féloras fixalas utdn 3 percig 13000-es fordulaton centrifugaltuk, majd a mintat
fed6lemezre cseppentettiik. Az aranyozashoz ION SPUTTER JFC-1100 (Jeol Limited, Tokyo, Japan)
miszert hasznaltunk. Az aranyozés technikai adatai: 1 kV 3mA 15'. A vizsgélatokat JEOL JSM 6300
pasztazo elektronmikroszkoppal végeztiik, ¢s a felvételeket FORTEPAN 100 ASA 6x9 cm. fekete-fehér

filmre készitettiik.

5.7.1.2.4. Statisztikai modszer
A fénymikroszkopos eredményeket atlag + SEM formajaban abrazoltuk, a statisztikai értékeléshez

Kruskal-Wallis tesztet és a Mann-Whitney U tesztet hasznaltunk.

5.7.1.3. Eredmények
Metilglioxal hatasara glomerularis tipusu vorosvértestek jottek létre. A GV-ben észleltekkel
megegyez0, jellegzetes vorosvértest morfologiai elvaltozasokat talaltunk. A vorosvértestek felszinén egy,

vagy tobb, gdmboélyded membrankiboltosulas, ,,bleb” alakult ki, részben kifejezett leflizodésekkel
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(5.7.1.3.1. abra). A pasztazdé EM vizsgalataink ezeket az észleléseinket megerdsitik (5.7.1.3.2. abra). Ezek
a wvt-formaciok egyértelmiien eltértek az egyéb moédon kialakuld, igy példaul az ozmotikus alapon

1étrejovo degenerativ vorosvértestek alakvaltozasaitol (5.7.1.3.3. abra)

5.7.1.3.1. abra. In vitro metilglioxal indukalta glomerularis vérzés (GV) kialakulasa. Egy vesekoves
beteg ép vvt-ket tartalmazd vizeletiiledéke (A) és egy IgA nefropathidban szenvedd beteg glomerularis
tipust vvt-ket tartalmazé vizeletiiledéke (B) lathatd. Kezeletlen, normalis vvt-k (C, E, G) és az MGO
hatasara in vitro képzddott vvt-GV alakok (nyil és nyilhegy) (D, F, H). n=400x.
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5.7.1.3.2. abra A kezeletlen (A) és az MGO-val kezelt (B, C, D, E, F), vwt-k pasztazo-
elektronmikroszkopos képe. Jol lathatok az MGO hatisara kialakult jellegzetes membran-
kiboltosulasok, lefliz6dések (nyilak). Bar =10 mikrométer
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5.7.1.3.3. abra Ozmotikus alapon létrejové degenerativ vorosvértest-alakvaltozasok. Jellegzetes
buzogany alaku, tiiskés felszinti vvt-k. n= 400x

A glomerularis tipusu vvt-k ardnya a 30 percig MGO-val kezelt vvt-szuszpenzioban az MGO

sz

MGO hatasara 21,9 + 8,6%-ra, 0,5 mM MGO hatasara 29,3 + 5,8%-ra (p < 0,01 vs. kontroll) és 1 mM
MGO hatasara 48,9 + 4,8%-ra emelkedett a karosodott vvt-k aranya (p < 0,01 vs. kontroll, 5.7.1.3.4. abra).
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5.7.1.3.4. abra A glomerularis tipusa vvt-k aranya a 30 percig MGO-val kezelt vvt-szuszpenzioban
az MGO koncentraciéjanak novelésével fokozatosan emelkedett.

Az 5.7.1.3.5. abran lathat6, hogy az 1 mM MGO hatdsa mar 10 perc inkubécios id6 mellett
kifejl6dott (glomerularis vvt-k aranya: 38,1 +4,1%, p < 0,01 vs. kontroll), és a 20 perces inkubacid hatasa
(glomerularis vvt-k aranya: 49,6 + 4,4%, p < 0,01 vs. kontroll) mar megegyezett a 30 perces

inkubacidéval.
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5.71.35. abra A glomerularis tipusu vvt-k képzédése MGO hatasara az inkubaciés id6

fiiggvényében.

5.7. Glomerularis tipusu haematuria modellezése karbonil- és oxidativ stresszel
5.7.2. A metilglioxal oxidativ stresszt valt ki vorosvértestben (X1)
5.7.2.1. Bevezetés

A MG L-argininnel torténé reakcidjaban imidazolon és/vagy argpirimidin képzodik (253-255).
Egy elektron spin rezonanciat (ESR) hasznal6 tanulmany mar leirta néhany jellegzetességét az L-alanine-
L-arginin kiilonleges jelentoségét az adja, hogy ez az aminosav a vazodilatitor NO képzddésének
prekurzora is egyben.

Még kevesebbet tudunk az esetleges vas-MG-aminosav interakciokrol. Rendelkeziink ugyan
adatokkal arrdl, hogy a nem enzimatikus glikaciot az atmeneti fémek befolyasolhatjak (257-259), de az
MG-aminosav interakciora gyakorolt vashatast még nem vizsgaltak. A szabad gyokok taltermelésével jaro
allapotok (pl. gyulladasos vesebetegségek) esetén fokozott vasmobilizacioval kell szamolnunk, mert a
hidroxil szabad gyok vasat mobilizal az intracellularis ferritinbél (260). Ez a nem hem-vas

redoxreakciokban konnyen részt vehet, melynek soran szuperoxid szabad gyok termelédhet. A nem hem-
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srer

human eritroleukemia K562 sejt esetében (261). A sejtekben egyszerre zajlik a vas mobilizacio és
szekvesztracio, valamint az oxidacio és redukcid, mely folyamatok ereddje egy bizonyos steady state
allapothoz vezet.
helyezik (262). Kémiailag modositott L-arginin akkumulacidja esetén fennall annak lehet6sége, hogy
olyan termék is képzOdhet, amely a nitrogén-monoxid szintdz enzim kompetitiv antagonistajaként is
miikodik (263), ezért ennek az aminosavnak a modositasa kiilonlegesen érdekes lehet.

Ennek a vizsgalatsorozatnak az volt a célkitiizése, hogy tanulmanyozza az MG L-argininnel és
vorosvértesttel kialakitott szabadgydkds reakcidit és azok hatasat az intracellularis kalciumanyagcserére a

vas ferro és ferri formajanak jelenlétében.

5.7.2.2. Modszerek

A vizsgalatokat a Pécsi Tudomanyegyetem Regionalis Kutatasetikai Bizottsaga jovahagyta.
Vizsgalatainkhoz irasos beleegyezést kovetGen egészséges oOnkéntesektél Vakutainer® rendszerben
vettiink vért heparint tartalmazd csévekbe. A plazma és a buffy coat eltavolitasara a mintakat 2400 g-vel
centrifugaltuk 5 percig. A vvt-liledéket haromszor mostuk 7,4-es pH-ju, 145 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM
MgSO4, 0,5 mM Na2HPO4, 10 mM hidroxietil-piperazin etanszulfonsav (HEPES) és 5 mM gluké6z
tartalmt pufferben. A mosott vvt-eket 7,4-es pH-ja, 125 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 1 mM MgS0O4, 0,1 mM
CaCl2, 60 mM HEPES és 5 mM gliikoztartalmi pufferben reszuszpendaltuk. A vvt-szuszpenzid
hematokritjat sejtszamlalé segitségével 0,1%-ra allitottuk be. A vvt-eket dichlorofluoresceinnel (5 uM, 20
perc) ¢és fura-2-pentakisacetoximetilészterrel (Fura-2-AM, 1 uM, 30 perc) inkubaltuk. A
dichlorofluorescein fluoreszcenciajat, melyet az intracellularis szabad gyokok valtanak ki, 504 nm
excitacios és 526 nm emisszidés hullamhosszon mértilk. A szabad, ionizalt kalcium intracellularis
hataroztuk meg. A méréseket Hitachi F-4500 fluoreszcens spektrofotométerrel (Hitachi, Tokyo, Japan),
végeztik 37 °C-on. A vvt iilepedésének megel6zésére folyamatos, alacsony sebességli keverést
alkalmaztunk. A fluoriméter vezérléséhez a Multi-Wavelength Time Scan System (Hitachi, Tokyo, Japan)
programot hasznaltuk. A vvt-szuszpenzid dichlorofluoreszcein és Fura-2-AM eredetli fluoreszcenciajat 10
percig rogzitettilk. A mérés els6 percének végeén ferrovasat (pozitiv kontroll) vagy MGO-t injektaltunk a
kiivettaba. Az antioxidansokat a mérés elején adtuk a vvt-szuszpenzidhoz. Az antioxiddnsok
végkoncentracioja a kovetkezd volt: szuperoxiddizmutdz (SOD): 200 nemzetkdzi egység (NE)/ml;

katalaz: 2000 NE/ml; trolox (E-vitamin-analog, lipid-peroxidacio-gatlo): 0,1 mM; dezferrioxamin (mely a



dc_360 12

ferrovasat ferri vassa oxidalja, és a ferri vas megkdtésével meggatolja a vas redox ciklusat): 1 mM;
redukalt glutation (GSH): 5 mM. Az antioxidansok nem interferaltak a fluoreszcens metodikaval, kivéve a
katalazt, ezért ennek hatasat a Fura-2-AM esetében nem tudtuk mérni. A 100 uM ferro vas és/vagy 1 mM
MG éltal kivaltott hatast 100%-nak vettiik.

Eredményeinket 6 fiiggetlen mérésbol szamolt atlag + standard deviacio (SD) formajaban adtuk
meg. A statisztikai értékeléshez a Student-féle kétmintas t-tesztet hasznaltuk.

Spektrofotometrias modszert dolgoztunk ki az MG altal kivaltott ferrivasredukcié mérésére. A
ferro vasat a ferrozin, szinreakcido képzOdése kozepette, komplexalja, amely komplexnek abszorpcios
maximum 561 nm-nél talalhato. A 100 uM ferri vasat és 1 mM ferrozint tartalmazo6 oldatba 1 mM MG-t
adva inditottuk a szinreakcio, amit 60 percen keresztiil mértiink. A ferri vas redukcidjat dezferrioxamin
mezilattal gatoltuk, amely a ferri vasat komplexalja. A spektrofotometrids mérést pH 7,5-nél végeztiik,
MG-t nem tartalmazo oldattal szemben.

Az MG és az L-arginin szabadgy6kos reakcidinak direkt kovetésére alkalmas ESR vizsgalatokat is
végeztiink (Bruker ESP 300E), melynek soran a foszfat pufferben oldott L-arginin és MG
végkoncentracidja 0,5 M volt. Az ESR méréseket 8,5-6s pH-nal végeztiik, mert 7,5-nél gyengébb jelet
kaptunk. Az ESR beallitasa a kovetkez6 volt: microwave power: 20 mW, modulation amplitude: 0,2 G,
Kalibraciora 10 pM-os maleinimidet hasznaltunk. A ferri és a ferro vasbol is 0,62-10 mM
végkoncentraciot hasznaltunk, amit a mérés eldtt adtunk az L-arginin+MG-t tartalmazo oldathoz. Annak
vizsgalatara, hogy a vas melyik redoxallapoti formajanak van hatasa az L-arginin-MG reakcidjara 10mM-
0s dezferoxamint (ferri vas kelatort) vagy 40 mM-os ferrozint (ferro vas komplexalot) hasznaltunk.

Az ESR-vizsgalatok alapjan felmeriilt annak lehetdsége, hogy az L-arginin-MG-reakcionak
kiilonbozo lehet a kinetikaja, vagy mas termék keletkezik ferri és ferro vas esetében. Ezt ellendrizendd
Hitachi 2001 UV/lathaté kétsugaras spektrofotométerrel vizsgaltuk az L-arginin-MG reakcidja
kovetkeztében, a lathatd spektrumban kialakulo barnulasi szinreakciot. Az L-arginin+tMG+vas
spektrumat, L-arginin+MG-vel szemben, minden percben megvizsgaltuk. Mindkét vas végkoncentracioja

10 mM volt. Az id6figgd gorbét L-argininnal szemben vettiik fol.

5.7.2.3. Eredmények
5.7.2.3.1. A metilglioxdl, a ferro vashoz — mint pozitiv kontrollhoz — hasonloan, szabadgyok-termelést
okoz vérosvértestekben

A szabadgyok-termelddésre utal a diklorofluoreszcein fluoreszcencia-novekedése. Az 5.7.2.3.1.1.

abra A panelje a ferro vas, a B panelje az MG hatasara megnovekvo szabadgyok-koncentraciot mutatja. A
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hogy a ferro vas (C panel) és az MG (D panel) hatasara is megemelkedett az intracellularis kalcium

koncentracidja.
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5.7.2.3.1.1. abra Az intracellularis oxidativ stressz mérésére szolgalé dichlorofluorescein és az
intracellularis kalcium koncentracié meghatarozasahoz hasznalt Fura-2-AM fluoreszcencidjanak
eredeti regisztratumai. Az intracellularis oxidativ stressz fokozodasat okozta a ferro vas (A) és a

metilglioxal (B), valamint intracellulris kalciumkoncentracio-ndvekedés jott létre a ferro vas (C) €s a
metilglioxal hatasara (D).

A ferro vas, mint pozitiv kontroll, koncentraciofiiggé modon ndvelte a szabadgyok-termelddést €s

a kalciumkoncentraciot (5.7.2.3.1.2. abra fels6 és also panel).
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5.7.2.3.1.2. abra A ferro vas oxidativ stresszt (felsé panel) és intracellularis calcium-akkumulaciot
(alsé panel) okozott vvt-kben. A 100 uM ferro vas hatasat vettiik 100%-nak (atlag + SD, n=6).

Az MG szintén koncentraciofiiggden novelte a szabadgyok-termelést és az intracellularis kalcium

koncentracigjat (5.7.2.3.1.3. abra felso és also panel).
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5.7.23.1.3. abra A metilglioxal oxidativ stresszt (felsé panel) és intracellularis kalcium-
akkumulaciot (alsé panel) okoz vorosvértestekben. A 100 uM ferro vas altal kivaltott hatast vettiik
100%-nak (atlag + SD, n=6).

A ferro vas és az MG koinkubacidja vvt-kkel nem okozott nagyobb oxidativ stresszt, mint a ferro
vas 6nmagaban (5.7.2.3.1.4. abra), viszont a koinkubacié szignifikansan kisebb calcium-akkumuléciot

hozott 1étre, mint az MG Gnmagaban.
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5.7.2.3.1.4. abra A ferro vas metilglioxallal tortén6 koinkubacdja nem ndvelte az oxidativ stresszt
(p>0,05), és szignifikansan Kisebb intracellularis kalcium-akkumulaciot okozott, mint a metilglioxal
onmagaban (p<0,05). [1 = oxidativ stressz, m = intracellularis kalcium-koncentraci6é, Fe=ferro vas,
MG=metilglioxal (atlag + SD, n=6).

Az 5.7.2.3.1.5. abra azt mutatja, hogy mindegyik antioxidans csokkentette vvt-kben a ferro vas

altal indukalta oxidativ stresszt (felsé panel) és az intracellularis kalcium-akkumulaciot (also panel).
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5.7.2.3.1.5. abra Az antioxidansok hatasa a ferro vas altal kivaltott oxidativ stresszre (fels6 panel) és
az intracellularis kalcium-akkumulaciora (alsé panel). Az alsd6 panelen a katalaz hatasit nem
abrazoltuk, mivel a katalaz interferalt a Fura-2-AM fluoreszcenciajaval. SOD=szuperoxid dizmutaz;
deferriox= dezferrioxamin mezilat; GSH=redukalt glutation (p<0,05 a ferro vas vs. ferro vas+Trolox
tekintetében az alsdé panelen; minden mas esetben p<0,001 a ferro vas vs. a ferro vas+scavenger
tekintetében; atlag + SD, n=6).

Az MG-vel és vvt-kkel kapott eredményeket az 5.7.2.3.1.6. abra mutatja (fels6 panel oxidativ
stressz, als6 panel intracellularis kalcium-akkumulacio). Az altalunk hasznalt Osszes antioxidans
csokkentette az oxidativ stresszt és az intracellularis kalcium-akkumulaciot, amelyeket az MG idézett el
a vvt-kben. A katalaz Fura-2-AM-mel fellép6 interakcioja itt is tapasztalhatd volt, ezért ezek a mérések

nem értékelhetok.
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5.7.2.3.1.6. abra Az antioxidansok gatoltak a metilglioxal altal kivaltott oxidativ stresszt (felsé panel)
és az intracellularis kalcium-akkumulaciét (alsé panel). A katalaz-Fura-2-AM-interakcid miatt ezek a
mérések nem Kkeriiltek feltiintetésre. SOD=szuperoxid dizmutaz; deferriox=dezferrioxamin mezilat;
GSH=redukalt glutation (p<0,01 az MG vs. MG+katalaz és az MG+SOD+katalaz esetében a fels6
panelen, minden mas esetben p<0,001 az MG vs. MG+scavenger tekintetében; atlag = SD, n=6).

5.7.2.3.2. A metilglioxal redukalja a ferri vasat

Azt tapasztaltuk MG-vel és vvt-vel végzett kisérleteinkben, hogy az MG altal kivaltott oxidativ
stresszt ¢s kalcium-akkumulaciot a ferri vasat komplexalo — és igy a ferro vassa torténd atalakulast gatlo —
dezferrioxamin jelentdsen csokkentette. Masrészt, az MG ¢és ferro vas koinkubacidja nem volt additiv
hatasu, s6t a kalcium-akkumulacid szempontjabol a ferro+tMG hatdsa kisebb volt, mint az MG
onmagaban. Mindezek alapjan feltételeztiik, hogy az MG interakcioba Iép a vassal és esetleg redukalhatja

a ferri vasat ferrovd. Az MG kivaltotta ferri vasredukciot az 5.7.2.3.2.1. dbra mutatja. Lathato, hogy a
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vasredukciot a dezferrioxamin teljesen meggatolta. MG altal kivaltott ferro vasoxidacidé nem volt

igazolhat6 (dbran nem mutatott eredmények).
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5.7.2.3.2.1. abra A metilglioxal idéfiiggé ferri vasredukciét Kivalto hatasa. €=metilglioxallal,
O=metilglioxal nélkiil, A= metilglioxal+dezferrioxamin mezilat (5 fiiggetlen kisérlet atlagai).

5.7.2.3.3. Az L-arginin-metilglioxal ESR spektruma vassal és vas nélkiil
A kovetkez6, az 5.7.2.3.3.1. abra azt mutatja, hogy az L-arginin a metilglioxallal szabadgy6kos
reakcioba 1ép (A spektrum). A B spektrum azt demonstralja, hogy a ferri vas (10 mM) noveli és a C

spectrum szerint pedig a ferro vas (szintén 10 mM) csokkenti a gyokkoncentraciot.
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5.7.2.3.3.1. abra Az L-arginin-metilglioxal reakcioban termel6dé szabad gyokok ESR jelintenzitasat
a ferri vas noveli és a ferro vas csokkenti. A: metilglioxal+L-arginin; B: A + 10 mM ferri vas; C: A + 10
mM ferro vas. A scan width 100 G volt.

A ferri vas koncentraciofiiggd-novekedést, a ferro vas csokkenést valtott ki (5.7.2.3.3.2. 4bra). Ot

mM-os végkoncentracional a vas elérte hatdsmaximumat.
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5.7.2.3.3.2. abra A ferri vas koncentracio-fiiggéen novelte, a ferro pedig csokkentette az ESR
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jelintenzitasat. A pontozott vonal mutatja a ferri és a folytonos a ferro vas hatasat.

Vaskomplexalokkal végzett vizsgalatainkban (5.7.2.3.3.3. abra) a ferri vas novelte a jelintenzitast
(B spektrum), amely hatast a dezferrioxamin mezilat, mint ferri vas kelator, kivédett (C spektrum).
Ferrozin tovabb novelte a ferri vas-MG-L-arginin rendszerben képz6dé jelet (D spektrum), azaz a ferro
vas eltavolitasa a rendszerbdl tovabbi intenzitas-emelkedéshez vezetett (az MG hatasara a ferri vasbol

képzodott ferro vasat komplexalja a ferrozin).

5.7.2.3.3.3. abra Vaskomplexalok hatasa a metilglioxal-L-arginin-ferri vas rendszerben képzodott
ESR jel intenzitasara. A: metilglioxal-L-arginine; B: A+ferri vas (5 mM); C: B+dezferrioxamin mezilat
(10 mM); D: B+ferrozin (40 mM). Scan width = 100 G.

A ferro vas altal okozott jelamplitido-csokkenés (5.7.2.3.3.4. abra B spektrum) részben
megeldzhetd dezferrioxamin mezilattal (C spektrum), ami oxidalja a ferro vasat ferrivé, majd komplexalja
azt, ¢s megakadalyozza a vas redox ciklusat. A ferrozin, a ferro vas komplexaldja teljesen kivédte a ferro

vas jelintenzitast csokkentd hatasat (D spektrum).
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5.7.2.3.3.4. abra Vaskomplexalok hatasa a metilglioxal-L-arginin-ferro vas rendszerben képzodott
ESR jel intenzitasara. A: metilglioxal-L-arginin; B: A+ferro vas (5 mM); C: B+dezferrioxamin mezilat
(10 mM); D: B+ferrozin (40 mM). Scan width = 100 G.

5.7.2.3.3. A metilglixal-L-arginin rendszerben képzodott termék spektrofotometrids analizise

Az MG-L-arginin-vas rendszerben képzdd6 barnulasi termékek spektrofotometrias analizisét azért
végeztik el, hogy megvizsgaljuk, a ferri és a ferro vas hatasara képz6dott termékek spektruma
kiilonbozik-e (5.7.2.3.3.1. 4bra)? A spektrumokat vas-L-arginin-MG rendszerben vettiik fel L-arginin-
MG-vel szemben. A 630 nm-nél detektalt csucs eltlinését és 490 nm-nél egy cstics megjelenését észleltiik.
Az id6fiiggd spektrumokbol kitlinik, hogy a 490 nm-nél mért cstcs a ferro vas hatdsara magasabb volt a

ferri vasat tartalmazohoz képest.
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5.7.2.3.3.1. abra A metilglioxdl-L-arginin rendszerben képzodé szines termék spektrofotometrias
analizise azt mutatja, hogy a vas eldsegiti a spektrum képzodését. A fels6 panel a ferro, a k6zEépsé a
ferri vas (mindkét esetben 10 mM) és metilglioxal-L-arginin jelenlétében kialakulod spektrumot mutatja,
amit metilglioxal-L-argininnel szemben mértiink 10 perces periddusokban (a 490 nm-nél mért cstcs
novekedett, a 630 nm-nél mért csokkent). Az alsé panel a 490 nm-nél mért csucs valtozasanak idofiiggését
mutatja a metilglioxal-L-arginin-ferro vas (A), metilglioxal-L-arginin-ferri vas (B) és a metilglioxal-L-
arginin (C) rendszerben, amit L-argininnel szemben mértiink (reprezentativ spektrumai harom fiiggetlen
kisérletnek).
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5.8. Vizsgadlatok urémids, hemodializalt betegekben (X11,LVI)
5.8.1. Bevezetés
Mint mar tobbszor is emlitettiik, végallapotii veseelégtelenséghben (ESRD) a legmagasabb a
glikacios végtermékek (AGE) szintje. Feltételezések szerint az AGE-k szerepet jatszhatnak az ESRD-ben
tapasztalhatd extrém magas mortalitas kialakulasaban (265). Szamos tanulmany igazolta az AGE-k
patogenetikai szerepét az atherosclerosis létrejottében (266,267). Az AGE-k atherogén hatasat szamos in
vitro vizsgalatban tanulmanyoztdk, de kevés klinikai tanulmanyt végeztek. Ezért ESRD-ben a kering6
szérum AGE-szintet sokaig nem fogadtak el cardiovascularis mortalitasi kockazati tényezoként (268-271).
A kovetkezOkben az egyik AGE, a karboximetil-lizin (CML)-szintek és az altalanos és a
cardiovascularis mortalitas kozti kapcsolatot mutatom be 154 hemodializalt beteg esetében, kovetéses

vizsgalat soran.

5.8.2. Betegek és modszerek
5.8.2.1. Betegek

Hemodializalt betegeket (n=154, 119 nem-diabeteses, 35 diabeteses) kovettiink 2000 aprilisa és
2004 jaliusa kozott. A vizsgalatba torténd bevételkor a dializisen toltott atlagos id6 42,3 (minimum-
maximum=1-211) honap volt. A kdvetés soran a dializis kezelés tartama minden betegnél meghaladta a 9
honapot. A dializis kezelés soran hasznalt membranok a kdvetkezok voltak: 115 betegnél (75%) F5-high-
performance steam (HPS), F6-HPS, F8-HPS low-flux poliszulfon és 39 betegnél (25%) F50-S, F60-S és
HF80-S high-flux poliszulfon. A legtobb beteg a szokvanyos gyogyszerelést kapta, azaz kalium- és
foszfatkotot, eritropoetint, vaspoétlast, vitaminokat (B, C, és D), furosemidet és antihipertenzivumokat. A
cardiovascularis betegségek jelenlétérdl a betegek klinikai dokumentacidja alapjan gy6zédtiink meg. Az
ischaemias szivbetegség diagnodzisat akkor allitottuk fel, ha a betegnél pozitiv ergometria, koronarografia,
vagy lezajlott miokardidlis infarktus, elvégzett PTCA vagy bypass mitét szerepelt. A periférids
vaszkularis betegség definicidjaként a klaudikaciot és a csokkent tapinthatosagn alsovégtagi artérids
pulzaciot, valamint az invaziv artérias beavatkozast fogadtuk el. Cerebrovaszkularis betegségrol akkor
beszeltiink, ha az anamnézisben TIA, karotisz rekonstrukcié vagy szignifikans sztendzis szerepelt.
Kiindulaskor a betegek 65%-aban volt jelen a harom kozil valamelyik cardiovascularis betegség.
Megel6z6 vagy aktualis dohanyzas 31%-ban volt kiderithetd. A kezdeti vizsgalatkor 65 egészséges
onkéntes adatai szolgaltak kontrollként, akik a kdvetésben nem vettek részt. Vizsgalatainkat a Pécsi

Tudomanyegyetem Regionalis Kutatas-Etikai Bizottsaga jovahagyta.
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5.8.2.2. Veérvetelek és laboratoriumi vizsgalatok

Dializis el6tti vérmintakbol torténtek a meghatarozasok. Szérumalbumint, -8,-mikroglobulint, -
karbamid nitrogént, -kreatinint, -C-reaktiv proteint (CRP), hemoglobin A;¢-t, szérumdsszkoleszterint és -
trigliceridet mértiink. A CML-meghatarozasra félretett mintakat -70°C-on Oriztiik.

A CML-mérés a 2.1.2.2. fejezetben leirtak szerint tértént.

5.8.2.3. Kévetéses vizsgalat

Minden 2000 aprilisaban bevont beteget kovettiink 2004 juliusaig vagy haldldig. A haldl okat
rogzitettiik és két csoportra osztottuk: cardiovascularis és nem cardiovascularis halalozasra. A kovetés
atlagosan (median) 40 honapja alatt (minimum-maximum = 1-51 honap) 17 beteg kertilt transzplantaciora,

akiknek az adatait a transzplantacioig kovettiik.

5.8.2.4. Statisztikai vizsgalat

Az eredményeket atlagtSD formaban adtuk meg. A valtozok eloszlasanak normalitasarol
Kolmogorov-Smirnov teszt alkalmazasaval nyertiink képet. A valtozok talnyomd tObbsége - a
szérumkreatinin kivételével — nem-normalis eloszlasu volt. Ezért a szérumkreatinin esetében t tesztet,
egyébként nem-parametrikus Mann-Whitney U tesztet hasznaltuk. Korrelacidos vizsgalatra a nem-
parametrikus Spearman-tesztet hasznaltuk. A talélést Kaplan-Meier-analizissal tanulmanyoztuk és Cox-
regressziot alkalmaztunk. Az egyvaltozos analizisben szignifikdnsnak bizonyuldkat tartalmazta a

sokvaltozos analizis.
5.8.3. Eredmények

A szérum-CML-szint 6tszor magasabb volt a dializalt betegek esetében, mint a kontrollokban

(5.8.3.1. tablazat).
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5.8.3.1. tdablazat A hemodializalt betegek és a kontrollok klinikai jellemzoi

Betegek Kontroll

(n = 154) (n = 65)
Kor (év) 59,4 + 15,8 418+140°
Nem (férfi/nd %) 46/54 55/45
Testsuly (kg) 64,2 + 13,8 73,2 +13,5°
Szérumkreatinin (umol/l) 822 + 221 97 +18°
Szérumalbumin (g/l) 38+3 47 +2°
Szérum-C-reaktiv protein (mg/1) 18 + 26 2+2°
Szérum-CML (ng/mg protein) 248+97 50+1,8°

Atlag+SD. %p < 0,001.

A hemodializaltak oregebbek voltak, szérumkreatinin- és -CRP-szintjiik magasabb,
szérumalbumin-szintjiik és testsulyuk alacsonyabb volt, mint a kontrolloké. A nemi megoszlas hasonlonak
bizonyult. A n6k és a férfiak szérum-CML-szintje k6zott nem tapasztaltunk kiilénbséget.

A diabeteses betegek (n = 35) szérum-CML-szintje (22,5 + 8,3 ng/mg protein) hasonld volt, mint
a nem-diabeteseseké (25,5 + 10,0 ng/mg protein). Nem talaltunk kapcsolatot a szérum-CML-szint és a
hemoglobin Ay k6zott.

A szérum-CML-szint az alapallapotban mar cardiovascularis betegségben szenved6 dializaltakban
nem volt magasabb (25,8+10,2 ng/mg protein, n = 100), mint a cardiovascularis betegségtél mentesek
esetében (23,0 + 8,3 ng/mg protein).

A szérum-CML-szint inverz korrelaciét mutatott a rezidualis vizelet mennyiségével (r=-0,279,
p<0,001), szignifikans pozitiv korrelacioban allt a szérum-B,-mikroglobulin-szinttel (r=0,196, p<0,05) és a
dializisprogramban toltétt idovel (r=0,158, p<0,05). A B,-mikroglobulin is negativ korrelaciét mutatott a
rezidualis vizeletmennyiséggel (r=-0,394, p<0,001) és szignifikdns pozitiv korrelacioban allt a
dializisprogramban toltott idétartammal (r=0,309, p<0,001). A rezidudlis vizelet mennyiség és a
dializisprogramban toltott id6 negativan korrelalt egymassal (r=-0,416, p<0,001). Nem volt szignifikans
korrelacio a hemodializaltak esetében a szérum-CML-szint és a kor, a CRP, a szérumalbumin, a
szérumkarbamid nitrogén, a szérumkreatinin és a testtomegindex kozott.

A kovetés 51 honapja alatt 74 beteg (48%) halt meg. Hatvankét szazalékuk cardiovascularis és
38%-uk nem-cardiovascularis okok miatt exitalt. Az atlagos tul¢lés a tanulmany kezdetét6l szamitott 37
hénap volt. A tulélés idétartama rovidebbnek bizonyult a bevonaskor cardiovascularis betegségben

szenvedOk esetében, mint az attdol menteseknél (33 és 46 hdénap, p<0,001), a bevonaskor diabetes
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mellitusban szenved6knél (34 és 38 honap, p<0,05), a magas CRP-vel (>10 mg/l) rendelkez6k esetében
(33 és 41 honap, p<0,05) és azoknal, akiknél a szérum-CML-szint a median (23,8 ng/mg protein) folotti
volt (34 és 40 honap, p<0,01).

A szérum-CML-szint medianja a betegeket két csoportra osztotta, alacsony és magas CML-
szintiekre. A CML-median feletti betegek csoportjdban magasabb volt az 6sszmortalitds (0,58 és 0,38,
p<0,01, 5.8.3.2. abra) és a cardiovascularis mortalitas is (0,36 és 0,23, p<0,05, 5.8.3.1. abra), mint a

median alatti csoportban.
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5.8.3.1. abra Az 6sszhalalozas kumulativ incidenciaja az 51 hénapos kévetés soran a szérum-CML-
szint medianja alatti (alacsony CML) és folotti (magas CML, p<0,01) csoportban.
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5.8.3.2. abra A cardiovascularis halalozas kumulativ incidenciaja az 51 hénapos kovetés soran a
szérum-CML-szint medianja alatti (alacsony CML) és folotti (magas CML, p<0,05) csoportban.

A CML-median szerinti két csoport betegeinek klinikai jellemzdit az 5.8.3.2. tablazat tartalmazza.

5.8.3.2. tdbldzat A szérum CML-medidn alatti és feletti betegek csoportjainak klinikai jellemzdi. Atlag +

SD. p<0,05, p<0,001, °p<0,01.

Szérum CML < median

szérum CML > median

(n=77) (n=77)
Kor (év) 58,3+ 15,5 60,6 + 16,1
Nem (férfi/n6, %) 47/53 46/54
Testtdmegindex (kg/m?) 2431438 235138
Szérumalbumin (g/1) 38+4 38+3
Szérumkreatinin (umol/l) 796 + 212 857 + 230
Szérum-C-reaktiv protein (mg/1) 17+£25 19+ 26
Szérumosszkoleszterin (mmol/l) 45+10 44+11
Szérumtriglicerid (mmol/l) 20+1,2 19+11
Dohanyos (%) 27,3 33,8
Diabetes mellitus (%) 26,0 19,5
Kiindulasi cardiovascularis betegség (%) 58,4 71,4
Dializisprogramban to1t6tt idé (honap) 34,8+33,4 49,7 +41,3°
Rezidualis vizeletmennyiség (ml/nap) 749 + 627 382 + 453"
B,-mikroglobulin (mg/1) 19+11 25+15°
Szérum-CML (ng/mg protein) 17,8+4,1 31,8+8,5"

Egy- és tobbvaltozos Cox-regresszids analizisiink eredményeit az 5.8.3.3. tablazat mutatja be.
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5.8.3.3. tablazat Egy- és tobbvaltozos tulélési Cox analizis

Egyvaltozds analizis

Tobbvaltozos analizis

95%-0s o 95%-0s o
Hazard Rate Szigni- Hazard Rate Szigni-
] megbizhatosagi ] ] ] megbizhatosagi ] ]

Ratio fikancia Ratio fikancia
Viltozo tartomany tartomany
Kor (évenkénti novekedés) 1,043 1,024-1,061 < 0,001 1,056 1,026-1,088 < 0,001
Kezdeti cardiovascularis betegség 4,235 2,172-8,257 < 0,001 2,533 1,217-5,272 <0,05
Szérum-CRP (per mg/deciliter ndvekedés) 1,010 1,003-1,016 < 0,005 1,017 1,008-1,025 < 0,001
Magas szérum-CML 1,868 1,170-2,982 <0,01 1,776 1,051-3,001 <0,05
Szérumalbumin (per g/deciliter ndvekedés) 0,910 0,856-0,967 < 0,005 0,917 0,850-0,989 <0,05
Szérumkreatinin (per mg/deciliter novekedés) 0,998 0,997-1,000 <0,05 1,000 0,999-1,002 NS
Diabetes mellitus 1,724 1,053-2,822 <0,05 1,284 0,739-2,232 NS
Dohanyzas 0,857 0,517-1,420 NS 3,03 1,483-6,191 < 0,005
Férfi nem 1,391 0,880-2,197 NS 1,413 0,806-2,476 NS
Oligo-anuria 0,916 0,579-1,449 NS 0,574 0,320-1,031 NS

2p<0,001, "p<0,005, °p<0,05. Oligo-anuria = vizeletmennyiség kevesebb, mint 500 ml/nap.
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Az 0sszhaldlozas korrigalt kockazata (hazard rate ratio) 1,78 volt (95%-os megbizhatosagi
intervallum, 1,05 — 3,01) a magas CML-csoportban (p<0,05; 5.8.3.3. abra).

1.0

0.8 -

magas CML

0.6 -

0.4 -

0.2 -

kumulative kockazat

0.0 -

0 10 20 30 40 50
ido (honapok)

5.8.3.3. abra Az osszmortalitas korrigalt kumulativ kockazata az alacsony (median alatti) és a
magas (median folotti) CML-szintli betegcsoportokban. Tdobbvaltozos Cox modellel, p<0,05,
Korrekcids tényezok: kor, dohanyzés, szérum-CRP, szérumalbumin, szérumkreatinin, kezdeti
cardiovascularis betegség, diabetes mellitus és oligo-anuria.

5.9. Dohdnyzas, oxidativ- és karbonil Stressz in vitro
5.9.1. Dohanyfiist hatdsa a cGMP termelésre endotélsejtekben (X111)
5.9.1.1. Bevezetés
Ebben a munkankban a dohanyfiist karositd hatasat vizsgaltuk az endotélsejtek NO-guanilat
ciklaz-cGMP rendszerében keletkez6 cGMP-termelésre. Annak megbecsiilésére, hogy hol karosodhat
a rendszer indirekt (A23187 ¢és bradikinin) és direkt (natrium nitroprusszid) guanilat ciklaz-
stimulatorokat is hasznaltunk. Feltételezve, hogy a cigarettafiist szabadgyok-tartalma felelds a
karosodasért a kisérletek masodik felében kiilonbdz6 antioxidansokkal, ugynevezett gyokfogokkal
megprobaltuk a karosodast kivédeni. Elsdsorban tiol-csoportot tartalmazo gydkfogokat hasznaltunk.
Végiil annak ismeretében, hogy az aldehidek a szabad gyokdk toxikus hatasat potencirozhatjak

crcr

is meghataroztuk a cigarettafiistben.

5.9.1.2. Anyagok és modszerek
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5.9.1.2.1. Aortaendotélsejt-kulturak

Az endotélsejteket disznd aortakbol izolaltuk collagenaz enzimmel (200 mg/100 ml, 20 percig
37° C-on). A sejteket Media 199-ben (Gibco) tenyésztettiik, ami 20 %, hével inaktivalt fotalis borju
szérumot, penicillint (100 U/ml), streptomycint (100 pg/ml) és L-glutamint tartalmazott. Az induld
sejtszam 1x10° sejt/cm? volt. A vizsgalatokhoz konflualo sejteket tartalmazo primer kulturakat

hasznaltunk.

5.9.1.2.2. Dohanyfiist tartalmu puffer ("dohdanypuffer, SB") készitése
A dohanyfiist el6allitasahoz fiistsz{irés cigarettat hasznaltunk. Egyetlen cigaretta fiistjét 5 ml
foszfodieszteraz-gatlot (IBMX, 10 umol/l) is tartalmazé Krebs pufferen aramoltattuk at. Az igy nyert

"dohanypuffer" (SB-vel roviditettiik) kiilonb6z6 koncentracidival kezeltiik az endotélsejteket.

5.9.1.2.3. Kisérletes protokoll

Az endotélsejteket 2-100 % SB-t tartalmazd médiaval preinkubaltuk 30 percig. A
preinkubacio utan a sejteket A23178-el (1 umol/I) vagy bradikininnel (0,1 pmol/1) inkubaltuk 3 percig,
hogy az eNOS enzim aktivalasaval az NO termelést fokozzuk a sejtekben. Emellett tovabbi
sejttenyésztd edényekben az endotélsejteket natrium nitroprussziddal (1 mmol/l) is kezeltiik 3 percig,
melynek soran a felszabadulé NO stimulalja a guanilat ciklazt. A reakcio végén jéghideg HCI-t (0,1
mol/l-es végkoncentracioban) adtunk a tenyészedények mindegyik valyujaba, hogy az enzimatikus
reakciot ledllitsuk és az intracellularis cGMP-t extrahdljuk. Az 1 ords inkubalas utan a feliiluszot
leszivtuk és -20°C-on tartottuk a cGMP meghatarozésaig.
a kiilonb6z6 antioxidansok egyikével is inkubaltuk a kovetkezd concentraciokban: szuperoxid
dizmutaz (SOD, 100 E/ml), katalaz (110 E/ml), redukalt glutation (GSH, 50 umol/Il, 2 mmol/l vagy 5

mmol/l), vagy dezferrioxamin mezilat (DFO, 0,3 mmol/l).

5.9.1.2.4. A cGMP mérése

Az intracellularis és a sejtek feliiliszojaban megjelend extracellularis ¢cGMP-t egyiittesen
mértilk RIA-val a New England Nuclear kitjét hasznalva a kitben megadott mddszer kisfoku
modositasaval. A cGMP mennyiségét minden esetben a sejtek fehérje tartalmahoz viszonyitottuk, amit

Lowry modszerrel hataroztunk meg (272).

5.9.1.2.5. Dohanyfiist formaldehid mennyiségének mérése
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A dohanypufferben a formaldehid mennyiségét Nash mddszerével hataroztuk meg (273). Az
eredmények értékelésénél formaldehid standard sor segitségével allapitottuk meg a termelt

formaldehid mennyiségét.

5.9.1.2.6. Statisztikai modszerek
Az eredményeket atlag + SD formdjdban tiintettiik fel. Az egyes értékek dsszehasonlitdsa kétmintas t

probaval tortént.

5.9.1.3. Eredmények
5.9.1.3.1. Alap és stimulalt cGMP mennyisége

Az A23187 (a kalciumbearamlasanak létrehozasa révén), a bradikinin (receptor aktivacid
utjdn) és a natrium nitroprusszid (a guanilat ciklaz direkt aktivalasa kovetkeztében) novelte az

endotélsejtek cGMP termelését (az irodalommal megegyez6, abran nem mutatott eredmények).

5.9.1.3.2. 4 dohanyfiistpuffer koncentracio- és idofiiggd hatasa, formaldehid tartalma

Az SB endotélkarosito hatasanak megitélésére eldszor kiillonbozé mennyiségli SB-vel kezeltiik
a sejteket azonos ideig (30 perc), majd A23187-tel vagy bradikininnel aktivaltuk a sejtek NO-
termelését, illetve kdzvetleniil stimulaltuk natrium nitroprussziddal a guanilat ciklazt. Az 5.9.1.3.2.1.
abra mutatja, hogy a 2, 5 vagy 10%-os dohanypuffernek csak minimalis karositd hatasa volt, de 50
vagy 100%-os dohanypufferrel valod inkubacid utan szignifikansan csokkent a bradikinin hatasara
keletkezett cGMP mennyisége. Hasonlo eredményeket kaptunk A23187-tel is (dbran nem mutatott
eredmények). A guanilat ciklaz natrium nitroprussziddal torténé direkt stimulalasa esetén mar 10 %
dohanypufferrel valo inkubacid esetén is megfigyelheté volt a ¢cGMP mennyiségének szignifikans

csokkenése (p<0,05, abran nem mutatott eredmény).
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5.9.1.3.2.1. abra A dohanyfiistpuffer (SB) koncentracio-fiiggoé cGMP-termelés-csokkenést
okozott. BK = bradikinin. p<0,01 az 50 és a 100%-os higitas esetén vs BK.

srer

koncentracio gorbék felvételénél 30' alatt minden esetben szignifikans karosodast okozott) kiilonb6zo
ideig (10, 20 vagy 30 perc) kezeltik a sejteket az A23187-el vagy bradikininnel vagy natrium
nitroprussziddal torténd 3 perces stimulalas eldtt. A varakozasnak megfelelden, az id6 novelésével a
karosodas foka mindharom sorozatban nétt, a bradikininnel végzett vizsgalatokat mutatjuk be
(5.9.1.3.2.2. 4bra).

A23187- és SNP-stimulacié esetén az SB a 20. ¢és a 30. percben okozott szignifikans
csokkenést a cGMP termelésben (abran nem mutatott eredmények).

Egy cigaretta vizes oldata 0,73+0,16 umol formaldehidet tartalmazott.
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cGMP (nmol/mg fehérje)

Kontroll 10 perc SB 20 perc SB 30 perc SB

5.9.1.3.2.2. abra A dohanyfiist (SB) iddfiiggden csokkenti az endotholsejtek cGMP termelését
bradikinin stimulacio esetében. (50 %-os SB higitas, p<0,01 a 10. perctél)

5.9.1.3.3. Antioxidansok hatdsa a dohdnyfiist okozta endotélsejt-kdarosoddsra

Az 5.9.1.3.3.1. dbra mutatja a GSH hatasat a BK altal kivaltott cGMP-termelésre. Lathato,
hogy 50 pumol/l GSH részben, 2 mM GSH azonban teljesen kivédte az endotélsejtek dohanyfiist
okozta karosodasabol kovetkez6 cGMP-csokkenést. Hasonld eredményeket kaptunk az A23187 és a
natrium nitroprusszid stimuldcié esetében is. A NAC is hasonléan viselkedett, koncentraciofiiggden
csokkentette az endotélsejtek dohanyfiist-okozta karosodasat.

Ugyanakkor a H2O2-t bont6 kataldz, a szuperoxid szabad gyokot dizmutaldé SOD és az

irreverzibilis vaskomplexalé DFO (mely a hidroxil szabad gyok keletkezését gatolja) nem védte ki az

endotélsejtek dohanyfiist-okozta karosodasat (abran vagy tablazatban nem mutatott eredmény).
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5.9.1.3.3.1. abra A redukalt glutation (GSH) kivédi a bradikinin stimulalta (BK) cGMP-
termelésre Kifejtett dohanyfiistpuffer (SB) gatlast. Mindkét GSH-t tartalmaz6 minta esetében
p<0,01 vs BK+SB.

5.9.2. A dohanyfiist gatolja a bradikinin kivaltotta kdlciumbedramlast az endotélsejtekbe. (XIV)
5.9.2.1. Bevezetés

Normalis kériilmények kozott az endotélsejtekben kiilonboz6 hormonok hatasara fokozodik a
nitrogén-monoxid szintdz enzim konstitutiv forméajanak (eNOS) aktivitasa, ami az NO termelddésen at
vazodilataciohoz vezet. Ilyen hormon lehet pl. az acetilkolin és a bradikinin. Ezek a hormonok az
endotél felszinén talalhatd caveolaris felszin receptoraihoz kapcsolodnak (274). A caveola olyan
plazmamembran lefiz6dés, amelynek citoplazmatikus felszinéhez kapcsolodik az eNOS (275), és
amely szerepet jatszik a kalciumbearamlas létrejottében is (276). Az eNOS agonista indukalta
aktivacioja azaltal kovetkezik be, hogy az agonista rovid ideig tartd intracellularis
kalciumkoncentracio-novekedést indukal (277). Ez a kalcium két uton keriilhet be a citosolba.
Egyrészt az agonista okozta receptor-aktivacié hatasara a G-protein-dependens foszfolipaz C
aktivalodik, ami a foszfatidilinozotol-difoszfatot inozitol-1,4,5-trifoszfatta (IP3) hidrolizalja, és ennek
hatasara megnyilik az endoplazmatikus retikulum IP3-érzékeny kalcium csatornaja (278). Masrészt az
endoplazmatikus retikulumbol torténd kalcium felszabadulas, még nem teljesen ismert mechanizmus
talalhatd raktar-fliggé kalcium csatornat, amelyen keresztiil az extracellularis térbol tovabbi
kalciumbearamlas jon létre (279). Tobbek kozott a membran potencidl is szabalyozza az agonista

indukalta kalcium csatorna miikodését, tigy, hogy a depolarizacidja inaktivalja a csatornat (280). Az
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intracellularisan megemelkedett kalciumkoncentracio hatasara a kalcium nagyobb mértékben kotddik
a kalmodulinhoz, a kalcium-kalmodulin komplex kapcsolodik az eNOS-hoz és aktivalja azt (275). Az
endotélsejtekben az eNOS hatasara keletkezett NO aktivalja az endotélsejt sajat guanilat ciklaz
enzimét, ami cGMP termeléshez és az endotél miikodését befolyasold citoszkeletalis kontraktilis
fehérjék allapotanak megvaltozasahoz vezet (281). Ugyanakkor az endotélialisan keletkezett NO
parakrin uton eljut az érfali simaizmokhoz is, ahol szintén cGMP termelést, és ezaltal relaxaciot
indukal, ami vazodilataciohoz vezet (282).

Az oxidativ stressz és a dohanyfiist-modell kozott fennalld hasonléosag miatt az volt a
hipotézisiink, hogy a dohanyfiist is hatassal van a thiol-dependens, agonista-indukalta
kalciumbearamlasra. Célkitiizésiink az volt tehat, hogy meggy6z6 bizonyitékokat nyerjiink arrol, hogy

a dohanyfiist a thiol-status megvaltoztatasa révén gatolja a bradikinin-indukalta kalciumbearamlést.

5.9.2.2. Anyagok és modszerek
5.9.2.2.1. Sejttenyésztés

Frissen preparalt sertés aortabol standard modszer szerint endotélsejteket nyertiink. A sejteket
10 % FCS-t, penicillint, streptomycint és L-glutamint tartalmaz6 M199-es jelzésii oldatban
szuszpendaltuk, majd hatlyuka szovettenyészté edényekbe osztottuk szét. Az edények aljara
zselatinozott, kerek, 1 cm atméréjti, iiveg feddlemezeket tettiink. A sejttenyészetet 8-10 nap eltelte
utan akkor hasznaltuk fel, ha a fedélemezeket konfluald6 médon benétték az endotélsejtek, amit
mikroszkoppal ellendriztink és CD34 immunfluoreszcens-jeldléssel gy6zodtink meg arrdl, hogy

valéban endotélsejtekbdl allt a tenyészet.

5.9.2.2.2. Intracellularis kdlcium-koncentracio mérése

hasznaltunk (19). A Fura-2-AM-et 1 uM-os koncentracioban 30 percig 37°C-on inkubaltuk az
endotélsejtekkel. A maradék, sejtek altal fel nem vett Fura-2-AM-et mosassal tavolitottuk el. A
mérések soran a fedélemezeket — felsziniikon az endotélsejtekkel — helyeztiik a fluoriméter kvarc
kiivettjaba. A mérésekhez 150 mM NaCl, 5 mM KCl, 2,2 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 5 mM glukéz és
10 mM HEPES (pH 7,4) tartalmu oldatot hasznaltunk. A méréseket allando keverés mellett, 37°C-on
végeztiik Hitachi F-4500 tipust fluoriméter felhasznalasaval. Méréseinket 340 és 380 nm-es excitacios
¢s 510 nm-es emissziés hullimhosszon, 10 nm-es résszélességgel végeztiik. Az intracellularis
kalciumkoncentracio valtozasat a 340 nm-nél és a 380 nm-nél mért érték hanyadosaként fejeztiik ki

crer

indukaltuk.
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5.9.2.2.3. Dohanyfiist puffer (smoking buffer, SB) készitése
Megegyezett az el6z6ekben leirtakkal.

5.9.2.2.4. Az endotélsejtek kezelése

Koncentracio- és idégorbéket készitettiink, azaz a konfluald endotélsejt-tenyészetet tartalmazo
SB kiilénb6z6 higitasaival (6,25-50 %) azonos ideig inkubaltuk 37 °C-on. A redukalt glutation (GSH)
hatasat Ggy vizsgaltuk, hogy a 25 %-0s SB-be névekvd koncentraciodji (0,5-4,0 mM) GSH-t tettiink, és
a sejteket ezekkel a pufferekkel kezeltiik 30 percig. A sejteket mostuk, majd ezutan végeztiik a

bradikinin indukciot.

5.9.2.2.5. 4 redukalt glutation (GSH) és fehérjék tiol tartalmanak mérése
5.9.2.2.5.1. Redukalt glutation mérése:

A fluoreszcens o-ftalaldehides (OPA) moédszert hasznaltuk a GSH mérésére (Obrosova et al.,
2000). 50 %-o0s SB-vel vagy 80 umol/l-es formaldehiddel 30 percig kezeltiik az endotélsejteket, majd
tripszin-EDTA kezeléssel felvettiik a tenyészté edénybdl. PBS-sel (pH 7,4) haromszor mostuk a
sejteket, majd reszuszpenziot kovetden 2500g-vel 5 percig centrifugaltuk 6ket. A feliiluszot ledntottiik
és a sejteket jégen, 6%-os perklor savval 10 percig feltartuk. Ujabb centrifugalast kovetéen (1000g 5
percig) a feliiliszot neutralizaltuk 5 mol/l-es K,COz-mal (pH 6-7) és a precipitatumot (KCIO,)
centrifugalassal (1000g, 5 perc) eltavolitottuk. A perklér savas extraktumot 1 mol/l-es TRIS-szel (pH
8,1), ami 20 mmol/l-es EDTA-t is tartamazott, higitottuk és a fluoreszcenciat metanolban oldott, 10
mg/ml-es OPA-val hoztuk létre. A fluoreszcenciat 340 nm-es exciticids és 425 nm-es emisszids
hullamhossznal mértiik az OPA kezelés elott és utan. A két mérés kiilonbségét vetettiik 6ssze GSH

standard sorral (0,625 - 10 umol/l).

5.9.2.2.5.2. Endotélialis fehérjek tiol tartalmanak mérése

Az el6z6 pontban leirt fluoreszcencias modszert adaptaltuk az endotélsejtek fehérje-tiol
tartalmanak meghatarozasara is. A perklorsavas precipitatumot, a feliiliszo eltavolitasa utan, 1%-0S
perklor savval reszuszpendaltuk jégen, majd 1 mol/l-es TRIS-szel (pH 8,1), ami 20 mmol/l-es EDTA-t
is tartamazott teljesen visszaoldottuk a fehérjéket. A fluoreszcencia mérése ugyanugy tortént, mint a
GSH esetében, és szintén GSH standardhoz hasonlitottuk a fehérjék tiol tartalmat.

A visszaoldott perklorsavas precipitatumbol Lowry (272) szerinti fehérjemeghatarozast

végeztiink.
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A GSH esetében 7 fliggetlen mérés eredményeit adtuk meg pmol/g fehérje mértékegységben.
A fehérje-tiol meghatarozasok esetében is 7 fliggetlen mérést végeztiink, és az eredményeket GSH p-

ekvivalens/g fehérje mértékegységben adtuk meg. Az adatok atlagat és a SEM-et tlintettiik fel.

5.9.2.2.6. Statisztikai analizis

A bradikinin altal indukalt kalciumkoncentracio-valtozas amplitidojanak maximumat mértiik
le, és a kontroll (SB-t nem tartalmaz6) minta amplitidojat 100 %-nak véve, szazalékosan fejeztiik ki a
dohanyfiist hatasat. Ot fliggetlen vizsgalat atlagit és az SD-t vagy az SEM-et szamoltuk ki. A

statisztikai szignifikanciat kétmintas t probaval ellenériztiik.

5.9.2.3. Eredmények

A bradikinin-kivaltotta kalciumbearamlast a 6,25 %-os higitasi SB nem befolyasolta, de az
eredeti regisztratumok). Az 5.9.2.3.2. abra B panelje azt mutatja, hogy a kontroll, dohanyfiist6t nem
tartalmazo mintat 100 %-nak véve, az 50 és a 25 %-os higitasa SB szignifikansan (p<0,001 mindketto

esetében) csokkentette a bradikinin kivaltotta kalciumbearamlast.
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5.9.2.3.1. abra A dohanyfiist csokkenti a bradikinin indukalta kalciumbearamlast. A=kontroll,
B=6,25; C=12,5; D=25; E=50 %-o0s dohanyfiist puffer higitas, lefelé mutat6é nyil=bradikinin.
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5.9.2.3.2. abra Az 50 és a 25 %-os dohanyfiisthigitas szignifikansan (p < 0,001) csokkenti a
bradikinin indukalta kalciumbearamlast (n=5, atlagtSD). A kontroll értékét 100 %-nak vettiik.

A 25 %-os SB higitas idofiiggden gatolta a bradikinin-kivaltotta kalciumbearamlast a kontroll,
SB-t nem tartalmazo pufferhez képest. Az 5.9.2.3.3. dbran lathato, hogy az SB mar a 10. percben

szignifikansan csokkentette a bradikinin-indukalta kalciumbearamlast.
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5.9.2.3.3. abra A 25 %-os dohanyfiistpuffer-higitas idéfiiggé gatlasa a bradikinin-indukalta
kalciumbearamlasra a 10. perctol kezdve szignifikans volt (n=5, atlag+SD, p<0,001). A kontroll
értékét 100 %-nak vettiik.

A GSH hatasat a 25 %-os SB higitas 30 perces inkubacidja esetében vizsgaltuk. A vizsgalati

eredményeket az 5.9.2.3.4. abran Osszegeztiik. Lathaté, hogy a 2 mmol/l-es és a 4 mmol/l-es

cre

magasabb volt a GSH-t nem tartalmazo SB-vel kezelt sejtekben mért atlagnal.
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5.9.2.3.4. abra A redukalt glutation kivédi a 25 %-os dohanyfiist hatasat (n=5, atlag+SD, p<0,05 a
2, p<0,01 a 4 mmol/l GSH esetében a dohdnyfiist puffer kontrollal 6sszevetve). A kontroll értékét 100
%-nak vettiik.

A formaldehid jelenlétét igazoltuk a dohanyfiistben. Ezért megvizsgaltuk, hogy a fomaldehid
hogyan hat az endotélsejtek kalcium aramaira. Eredményeinket az 5.9.2.3.5. abran mutatjuk be. Ezek
alapjan a formaldehid koncentraciofiiggéen gatolja az agonista indukalta kalciumbedramlast. A

formaldehidnek ez a hatasa redukalt glutationnal csdkkenthetd.
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5.9.2.3.5. abra A GSH Kkivédte a formaldehid hatasat (n=5, p<0,05 kontroll vs. 10, 20, 40, 80umol/I
formaldehid, és 80pmol/l formaldehid vs. 80umol/l formaldehid+4mmol/l GSH).

Vizsgaltuk, hogy a dohanyfiist és a formaldehid hogyan befolyasolja az endotélsejtek

intracellularis redukalt glutationszintjét. Eredményeink szerint, amelyet az 5.9.2.3.6. dbra mutat, a

srer
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5.9.23.6. abra A dohanyfiist csokkenti az intracelluliris redukalt glutation (GSH)
koncentraciéjat. N=5, atlageSEM, *:p<0,001 dohanyfiist puffer (SB) vs. control. Az SB 50%-0s

cres

Az intracellularis redukalt glutation koncentracioja befolyasolja az -SH enzimek miikddését.
Megmértiik azt is hogyan valtozott az endotélsejtekben a fehérje-tiol koncentracidja. A dohanyfiist
puffer hatasara a fehérje-tiol koncentracid szignifikansan csokkent, a formaldehid viszont nem

befolyasolta azt (5.9.2.3.7. abra).
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5.9.2.3.7. abra A dohanyfiist puffer csokkenti az endotélsejtek fehérje-tiol csoport tartalmat.
N=5, atlag=SEM, **:p<0,05 SB vs. control. Az SB 50%-os higitasat és a formaldehid 80 umol/l-es

crer
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5.9.3. 4 dohanyfiist megvaltoztatia az endotélialis nitrogén-monoxid szintaz foszforilaciojat: a protein
kindaz C szerepe (XV, XLVIII, LXIV)
5.9.3.1. Bevezetés

Az endotélialis NOS (eNOS) aktivitasat poszttranszlacios foszforilaciok is szabalyozzak, pl. a
Ser(1177) és a Thr(495) aminosavon. Ezekben a vizsgalatokban azt tanulmanyoztuk, hogy az akut
dohanyfiisthatas hogyan befolyasolja az eNOS foszforilacidjat és van-e ebben szerepe a protein
kinazoknak (PK).

5.9.3.2. Modszerek
5.9.3.2.1. Sejtkultura

Egér endotélioma sejtvonalat (EC) hasznaltunk, amit a LGC Promochem-t6l rendeltiink
(Taddington, UK). Az EC 3-10. passzazsat hasznaltuk. Az EC-t Dulbecco’s Modified Eagle Medium-
ban (DMEM) tenyésztettiik; Gibco, Csertex, Budapest), amelyet kiegészitettiink 10% fotalis bovin
szérummal és 2%-0s penicillin-streptomycinnel. Az EC-t inkubatorban 37°C-on és 5% CO,-ben
tartottuk. A tapoldatot kétnaponta cseréltiik. Minden kezelés el6tt az EC-t egy éjszakan keresztiil
szérumnélkiili DMEM-ben tartottuk, amiben 4,5g/l glukéz, L-glutamine és piruvat is volt. Minden
reagenst a Sigma-Aldrich-t61 (Budapest) rendeltiink.

5.9.3.2.2. Dohanyfiistpuffer (smoking buffer, CSB) készitése
Megegyezett az el6z6ekben leirtakkal.

5.9.3.2.3. 4z endotélidlis sejtlizatum készitése

A konflualé EC-t kétszer Krebs pufferrel (37°C-on) mostuk, hogy tapoldat nyomokban se maradjon
rajtuk. A kontroll mintakat Krebs pufferrel (Control), a kezelteket dohanyfiist-pufferrel (CSB) (a jelolt
higitasokban) 37°C-on és 5% CO, kozegben inkubaltuk. Egy masik kisérletsorozatban redukalt
glutationt (GSH; 5mM, Krebs pufferben, 15 perc) hasznaltunk antioxidans eldkezelésként. Egy
harmadik sorozatban az EC-t szelektiv CAMP-dependens PK-inhibitorral (H-89, a PKA gatloja;
10uM); vagy szelektiv phosphatidylinositol 3(P13)-K-inhibitorral (LY-294002, a PKB/Akt gatloja;
100uM), vagy szelektiv PKC-inhibitorral (bisindolylmaleimid X-HCI; Ro-318425; 1:M), vagy, végiil
a PKC-B szuperszelektiv gatlojaval (ruboxistaurin; LY-379196; 30nM; Eli Lilly Company, IN, USA)
kezeltiik. A kezelés utan az EC-t kétszer Krebs pufferrel mostuk, majd 100uL/tenyészté edény lizis
pufferrel kezeltiik (1,15% Triton X, 1M Tris-bazis, pH 7,4, 0,5 M EDTA, pH 8, 0,2 M EGTA, pH 7,
0,1 M DTT, 5 mg/mL PMSF, 0,1 M NazVO,, 5mg/mL leupeptin, 5mg/mL aprotinin). Utana az EC-t
mechanikusan felkapartuk és -70°C-on taroltuk.

5.9.3.2.4. SDS-PAGE- és Western blot analizis
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Az EC-lizatumokat ultrahanggal 2 percig kezeltiik, majd centrifugaltuk (10 perc, 13000rpm, 4°C).
A mintak fehérjetartalmat Bradford modszere szerint hataroztuk meg és bovine szérumalbumin
hasznaltunk standardként. A mintakat oldottuk 100 mM TRIS-HCI, pH 6,8, 4,0% SDS, 20% glicerol,
200 mM ditiotreitol, 0,2% bromfenolkékben. A mintakat (80-120 ug protein) elektroforézissel
elvalasztottuk, 10 vagy 7,5% poliakrilamid gélben és transzferaltuk (puffer Gsszetétele: pH 9-9,4,
38mM glicin, 48 mM Tris, 1 mM SDS és 20% methanol) nitrocellul6z membranba (Amersham-
Biotech, AP Hungary Ltd., Budapest) 60 percen keresztiil 200 mA-el a phospho(P)-eNOS és az eNOS
és 150 mA-el a P-Akt és az Akt esetében. A dimer eNOS esetében a mintdkat nem hevitettik az
elektroforézis elétt és a gélt 4°C-on tartottuk a PAGE soran.

A membranokat 5%-os ‘“non-fat dry milk” (NFDM) segitségével blokkoltuk (1 oran at,
szobahémérsékleten, room temperature (RT)). A membranokat a kovetkez6 monoklonalis 1gG
antitestekkel inkubaltuk: anti-eNOS és anti-P(Ser473)-Akt (Cell Signaling, Kvalitex Ltd., Budapest),
anti-P(Thr495)-eNOS (BD Pharmingen, Soft Flow Hungary Ltd., Pécs), majd mostuk Tween 20
(TBS-T) tartalma TRIS-pufferelt fizsoval és peroxidazzal konjugalt 1gG szekunder antitesttel
inkubaltuk: poliklonalis anti-nytl (Cell Signaling, Kvalitex Ltd., Budapest) az anti-P(Ser1177)-eNOS,
anti-P(Ser473)-Akt és 1gG; esetében, illetve poliklonalis anti-egér antitesttel (Zymed Laboratories
Inc., Csertex, Budapest) az anti-P(Thr495)-eNOS esetében.

A Western blotok ,,strippelés-e” utan a teljes eNOS-t (BD Pharmingen, Soft Flow Hungary Ltd.,
Pécs, Hungary), vagy a PKB/Akt-t (Cell Signaling, Kvalitex Ltd., Budapest, Hungary) mutattuk ki. A
,»strippelést” a kovetkez6képpen végeztiik: A blot-okat TBS-T-vel mostuk 5 percig, utana inkubaltuk
100 mM glicin pufferben (pH 2,5) 20 percig, majd 500 mM Tris pufferben (pH 7,38; PBS-sel
preparalva) 10 percig, végiil ismét TBS-T-ben mostuk. A detektalast enhanced chemiluminescence
modszerével végeztiik (ECL; Pierce Biotech, Bio-Rad, Budapest). Komputerizalt denzitometriat
hasznaltunk (integrated optical density) és a specifikus band-eket Scion Image for Windows Software-

rel analizaltuk. Az eredményeket a totalis eNOS-ra, vagy Akt-ra, illetve a kontrollokra korrigaltuk.

5.9.3.2.5. Statisztika
Az eredményeket atlag + SEM formaban adtuk meg. ANOVA-t vagy Student’s t-tesztet illetve
a tendencidk analizisére Jonckheere-Terpstra tesztet hasznaltunk. Az SPSS 13.0-as verzidjat

alkalmaztuk.

5.9.3.3. Eredmények
5.9.3.3.1. A CSB elésegiti az eNOS foszforildcidjat mind a Ser(1177), mind a Thr(495) pozicioban

A CSB-kezelés novelte mind a foszfo-Ser(1177)-eNOS, mind a foszfo-Thr(495)-eNOS
intenzitasat- koncentracio (5.9.3.3.1.1. abra A panel: Ser(1177): p <0,01; Thr(495): p <0,05 a trendre)

és id6fiiggé modon (B panel: p < 0,05 a trendre, mindkét foszforilacids poziciora).
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Figyelemreméltd azonban, hogy a CSB hatasara a foszfo-Thr(495)-eNOS intenzitasa minden
koncentracio mellett és id6pontban nagyobb volt, mint a foszfo-Ser(1177)-eNOS-¢é (A és B, p < 0,05).
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5.9.3.3.1.1. abra A dohanyfiist-puffer (CSB) altal kivaltott eNOS foszforilaciés valtozasok. Az
endotélsejteket a CSB novekvd koncentracidival (5-10-50%, 30min A panel) vagy 50%-0s CSB-vel
kiilonboz6 ideig kezeltiik (5-10-20-30min, B panel). Az abra bemutatja, hogy CSB hatasara mind a
foszfo-Ser(1177)-eNOS ( B ), mind a foszfo-Thr(495)-eNOS ( M ) intenzitisa novekedett
koncentracio- (*:p < 0,01; :p < 0,05 vs. control) és idéfiiggd modon (%:p < 0,05; %:p < 0,05 vs.
control). Mindazonaltal az is megfigyelhetd, hogy foszfo-Thr(495)-eNOS intenzitds nagyobb volt,
mint a foszfo-Ser(1177)-eNOS minden koncetracio (A panel) és minden id6épont esetében (B panel)
(*:p < 0,05). Az abra fels6 panelei reprezentativ Western blot képeket mutatnak. (n = 5).

5.9.3.3.2. A GSH csékkenti a CSB-okozta eNOS-foszforildaciot
Az 5.9.3.3.2.1. dbra azt mutatja, hogy a GSH (mint nem specifikus antioxidans) 20%-kal csdkkente
a Ser(1177)és 45%-kal a Thr(495) foszforilacidjat (p < 0,05 vs. CSB GSH nélkiil). A GSH kivaltotta
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csokkenés szignifikansan kifejezettebb volt a Thr(495) pozicidban, mint a Ser(1177) poziciéban (p <
0,05).

120% + EIP-Ser(1177) eNOS/eNOS
W P-Thr(495) eNOS/eNOS
100% +
c
2
5 80% -
o
=R
2O 60% -
o ©O
a&
%) 40% -
o
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(]
20% -
0% -

20% CSB 20% CSB+GSH

5.9.3.3.2.1. abra A GSH csiokkenti a CSB-okozta eNOS-foszforilaciot. A GSH csokkenti a CSB
(20%, 30min) okozta foszforilaciét mind a Ser(1177), mind a Thr(495) pozicioban. A GSH a
Ser(1177) aminosavon (B ) 20%-kal, a Thr(495) aminosavon (lll ) 45%-kal csokkenti a foszforilaciot.
(*:p < 0,05 vs. CSB). A GSH kivaltotta cs6kkenés szignifikansan kifejezettebb volt a Thr(495), mint a
Ser(1177) pozicidban (*:p < 0,05). Az adatok a kontrollra és a total eNOS-ra is korrigaltak (n = 5).

5.9.3.3.3. A CSB az aktiv dimer eNOS szétesését okozza
Az EC dimer eNOS-a (270 kDa) CSB kezelés hatasara koncentracio és id6fliggd modon
disszocial, mint azt az 5.9.3.3.3.1. abran lathatjuk az eNOS dimer/monomer aranya alapjan. GSH-val

torténd eldinkubacié (5mM, 15min) kivédte ezt a disszociaciot.
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5.9.3.3.3.1. abra A CSB az aktiv dimer eNOS szétesését okozza. Az EC-ket novekvé CSB
koncentracionak (5-10-20-50%) tettiik ki 20 percig (A panel), vagy 50%-0s CSB hatott kiilonb6z6
ideig (5-10-20 perc; B panel). Az eNOS dimer/monomer aranya koncentracio- és idofiiggd csokkenést
mutatott (*:p < 0,001 vs. Control). A GSH kezelés kivédte a disszociaciot (*:p < 0,05 vs. 50% CSB,
20min, N.S.: 50% CSB, 20min +GSH vs. Control). A felsé panelek reprezentativ Western blot képeket
mutatnak (n = 7).

5.9.3.3.4. A CSB csékkenti az Akt aktivalo foszforilaciojat
Az Akt aktivalo foszforilaciojanak pozicidja a Ser(473). A CSB kezelés koncentracio és
idofiiggéen csokkentette a foszfo-Ser(473)-Akt intenzitasat (5.9.3.3.4.1. abra, p < 0,05 a trendre). A

teljes Akt mennyisége nem valtozott (Control vs. barmely id6pont, vagy koncentracio; N.S.).



P-Ser(473) Akt protein level corrected for Akt

dc_360 1%

30min

A B
Control 5% CSB 10% CSB  50% CSB Control 5min 10min  20min
P-
Ser(473)
”- ——— Akt
60 kDa
Akt
60 kDa
120% -
100% 120% 9
100% -
S 80% |
% 80% -
o
— 60% -
o
S 60% -
40% -
40% -
20% -
20% -
0% - 0% . . .
Control 5% CSB 10%CSB 50%CSB Control 5min 10min 20min

59.3.34.1. abra A CSB csokkenti az Akt aktivalo foszforilaciojat. Az EC-ket novekvo
koncentraciojt (5-10-50%, A panel) CSB-vel és 50%-0s CSB-vel 5-10-20-30 percig (B panel)
kezeltiik. A CSB kezelés csokkentette az Akt aktivalod foszforilaciojat a Ser(473) pozicidban (*:p <
0,05 vs. Control). A fels6 panelek reprezentativ Western blotok képét mutatjak (n = 5).

5.9.3.3.5. Protein kindzok hatdasa az eNOS CSB dltal kivaltott foszforildacios valtozdsaira

A PKA szelektiv gatlojat (H-89), a PI3-K (phosphatidylinositol-3-kinase)/Akt inhibitorat (LY-
294002) ¢és a PKC gatlojat (Ro-318425) hasznaltuk arra, hogy az egyes utak szerepét tanulmanyozzuk
a CSB kivaltotta eNOS foszforilacios-valtozasokban (Ser(1177) és Thr(495)). Alaphelyzetben,
kontroll esetben az EC-k bazalis Thr(495) foszforilacidja magasabb volt, mint a Ser(1177) pozicidoban
(p < 0,05, 5.9.3.3.5.1. abra A panel, és B panel). A PKA szelektiv inhibitora, a H-89 (10uM) nem
befolyasolta a CSB kivaltotta foszforilaciot. A LY-294002 (100uM) novelte a CSB okozta Ser(1177)
foszforilaciot (p < 0,05 vs. CSB, 5.9.3.3.5.1. abra A panel), a Thr(495) pozicidban 1évo foszforilaciot
azonban nem befolyasolta (5.9.3.3.5.1. abra B panel). A PKC ut szelektiv gatlasa R0-318425-¢el
(1xMol/L) novelte a CSB altal kivaltott Ser(1177) foszforilaciot (p < 0,05 vs. CSB, 5.9.3.3.5.1. dbra A
panel), a Thr(495) pozicidban viszont csokkentette azt (p < 0,001 Ser(1177) vs. Thr(495), 5.9.3.3.5.1.
abra C panel).

30min
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5.9.3.3.5.1. abra Protein kinazok hatasa az eNOS CSB altal kivaltott foszforilacios valtozasaira.
A CSB-vel kezelt (20%, 20perc) endotélsejteket (EC) eldinkubaltuk a szelektiv PKA inhibitor H-89-
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cel (10uM); vagy a szelektiv PKB/PI3-K (phosphatidylinositol-3-kinase) inhibitor LY-294002-vel
(100 uM) vagy a szelektiv PKC inhibitor R0-318425-tel (1 uM) 30 percig. Alapallapotban, CSB
nélkiil az EC-k eNOS-foszforilacioja kifejezettebb volt a Thr(495)( Il ), mint a Ser(1177) ( &)
pozicioban (*:p < 0,05 A panel és B panel). A CSB kezelés novelte mind a Ser(1177), mind a Thr(495)
foszforilaciojat (*:p < 0,001 vs. Control, A panel és B panel). A Ser(1177) pozicioban az eNOS
foszforilacidjat nem befolyasolta a H-89, az LY-294002 azonban és a R0-318425 névelte azt (*:p <
0,05 vs. CSB, A panel). A Thr(495) poziciéo foszforilaciojat a H-89 vagy a LY-294002 nem
befolyasolta, a R0-318425 azonban szignifikansan csokkentette azt (*:p < 0,05 vs. CSB, B panel). Az
eNOS foszforilacigjat mindkét pozicidban hasonloképpen bofolyasolta a H-89 és a LY-294002, a Ro-
318425 hatasara azonban szignifikans kiilonbség alakult ki a Thr(495) és a Ser(1177) foszforilacioja
kozott (T :p < 0,001 Ser(1177) vs. Thr(495), C panel, (n = 4). Az abra fels6 része reprezentativ
Western blot képeket mutat az eNOS Ser(1177) és Thr(495) foszforilacigjarol és a total eNOS
fehérjérol.

5.9.3.3.6. A PKCp specifikus gatléjanak, a ruboxistaurinnak (RbX) a hatdsa a CSB dltal kiviltott
eNOS-foszforilacios valtozasokra

Az eNOS foszforilaciojat Rbx-el (30nM) befolyasoltuk névekvé CSB koncentraciok mellett (10-
20-50%, 20 perc, 5.9.3.3.6.1. abra). CSB nélkiil az Rbx nem befolyasolta az EC bazalis eNOS
foszforilaciojat sem a Thr(495) sem a Ser(1177) pozicidban. Az Rbx novelte a Ser(1177)
foszforilaciojat 50%-0s CSB jelenlétében (p < 0,05 vs. CSB, 5.9.3.3.6.1. abra A panel), mikdzben
csokkentette azt a Thr(495) poziciéban (p < 0,05 vs. CSB, 5.9.3.3.6.1. abra B panel). A Rbx novelte a

foszfo Ser(1177)-eNOS/foszfo-Thr(495)-eNOS hanyadost a 20%-0s (p < 0,05) és az 50%-0s (p <
0,001) koncentracid mellett (5.9.3.3.6.1. abra C panel).
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5.9.3.3.6.1. abra A PKCB specifikus giatlojanak, a ruboxistaurinnak (Rbx) a hatisa a CSB altal
kivaltott eNOS-foszforilacios valtozasokra. A foszfo-Ser(1177)-eNOS (), és a foszfo-Thr(495)-
eNOS ( ) és a total eNOS fehérje intenzitasokat mutatjuk 10-20-50%-0s CSB és Rbx (30 nM)
jelenlétében. A Rbx novelte a CSB kivaltotta Ser(1177) foszforilaciot az 50%-0s CSB koncentracio
esetében (*:p < 0,05 vs. CSB), viszont csokkentette a CSB indukalta Thr(495) foszforilaciot minden
CSB koncentracioban (10-20-50%) (*:p < 0,05 vs. CSB). A Rbx névelte a fo
szfo-Ser(1177)-eNOS/foszfo-Thr(495)-eNOS hanyadost a 20% és az 50% CSB koncentracié mellett
(":p < 0,05 and :p < 0,001 P-Ser(1177) vs. P-Thr(495), (n = 6). Az abra felsé részén reprezentativ
Western blot képet mutatunk a foszfo-Ser(1177)-eNOS-r6l, a foszfo-Thr(495)-eNOS-rdl és a teljes
eNOS fehérje intenzitasarol.

5.9.4. Dohadnyzdas okozta rendlis artéria relaxdacio és hiperfiltracio (XVI, XVII)
5.9.4.1. Bevezetés

Nagy epidemiologiai keresztmetszeti tanulmanyok (IRSA, PREVEND, 283-285) szerint a
valogatas nélkiili populacidban a dohanyosok glomerularis filtracios rataja (GFR) magasabb, mint a
nem dohanyosok esetében. Egészséges egyénekben egyetlen cigaretta elszivasa is mar atmeneti
vérnyomas-emelkedéshez vezet (286). Annak lehetOsége is felmeriilt, hogy dohanyzas alatt az akut
vérnyomas-emelkedésbdl és a veseerek autoregulacios valtozasaibdl adoddéan né a glomerularis
nyomas (287).

Ebben a tanulmanyunkban azt vizsgaltuk, hogy egy cigaretta elszivasa milyen akut
hemodinamikai és renalis vazomotor valtozasokkal jar, és hogy azok hatterében lehet-e oxidativ
stressz. Mindezek miatt el6szOr in vivo, egészséges egyénekben Doppler ultrahangos modszerrel
detektaltuk a veseerek rezisztencia indexének akut valtozasat dohanyzas kozben, majd patkanybol
izolaltunk els6é oszlasbeli arteria renalis ereket és ezeken tanulmanyoztuk myograph segitségével a

vizoldékony dohanyfiist puffer (WCS) hatasat.
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5.9.4.2. Modszerek
5.9.4.2.1. Human tanulmany

Nyolc egészséges dohanyos férfit (kor: 21-41 év) vizsgaltunk. Az Onkéntesek naponta
17,7+6,9 cigarettat szivtak és atlagosan 13,3+5,0 éve dohanyoztak. Vesebetegség az esetiikben az
anamnézis, a fizikalis, a laboratoriumi (szérumkreatinin: 9149 pmol/l, eGFR (Mayo): 120+12
ml/min/1,73 m?, mikroalbuminuria: 9+7 mg/l) és az ultrahangos vizsgalat alapjan kizarhaté volt. Az
Oonkéntesek 8 oraval a vizsgalat eldtt (egy éjszakéan keresztiil) nem dohanyoztak. A vizsgalat elott
vizszintes pozicidban 15 percig nyugalomban voltak, majd egy szal cigarettat szivtak el (Filteres
Camel, katrany: 10 mg/c, CO: 10 mg/c, nikotin: 0.8 mg/c) 5 perc alatt. A Doppler spektrumot jol
képzett radiologus vette fel az arteria renalis elsé oszlasabol szarmazo érrdl. A rezisztencia indexet

RI= (csucs szisztolés sebesség — vég diasztolés sebesség) / csucs szisztolés sebesség
mértiik ugyanabban az érben 3 perccel a dohanyzas megkezdése eldtt, minden percben a dohanyzas
soran, majd minden 3. percben utana. A nyolc Onkéntes harom egymast kovetd RI mérésének, a
ragyujtas el6tti periddusban mért variacios koefficiense 1.6+£1.0% volt. A megadott idépontokban
Szisztémas vérnyomas- ¢€s szivirekvencia-mérés is tortént. Egy masik napon ugyanezeknél az
onkénteseknél megegyez6 protokoll szerint nikotinos alcigarettazas, majd nikotinmentes
cigarettaszivas is tortént (HoneyRose De Luxe). Az RI, az artérias kozépnyomas (mean arterial
pressure, MAP) és a szivfrekvencia értékeket a kiindulasi, a dohanyzas el6tti érték szazalékaban

fejeztiik ki. A tanulmanyt a Regionalis Etikai Bizottsag engedélyével végeztiik.

5.9.4.2.2. Allatkisérletek

A WwWCS-t az el6zéekben leirtaknak megfeleléen készitettik. Him Sprague-Dawley
patkanyokon végeztiik a kisérleteket (10-12 heteseket, 300-350 g-osakat, dsszességében 86 egyedet).
A kisérlet napjan az allatokat mély anaesthesiaban dekapitaltuk. Az arteri renalis els6 oszlasi agaibol 2
mm hosszu szegmentumokat izolaltunk (~150-200 um-es atmérdjiieket), amelyeket jéghideg Krebs
pufferben tartottunk a felhasznalasig. Rozsdamentes acél drothurokra (40 um atmérdjiire) flztik az
érszegmentumokat és egy négycsatornas Danish Multimyograph (Model 610M) segitségével végeztiik
a méréseket. Az ereket Krebs pufferben tartottuk, amelyet 5%-0s CO,-vel és 95%-0s O,-vel
buborékoltattunk at, 37°C-on, pH 7.4 mellett. A nyugalmi fesziilés/belsé keriilet aranyt egyenként
hataroztuk meg, A belsé keriiletet 0.9 X Ljgo-re allitottuk, ahol Lo az ér bels6 keriilet lenne akkor, ha
in vivo a transmuralis nyomas 100 Hgmm lenne. Ez utan a normalizals utan az érszegmentumokat 30
percig pihentettiik és az izometrias fesziilést regisztraltuk. Az ér kontraktilitasi képességét izotonias 60
mM-o0s KCI oldattal mértiikk, ami a Krebs puffer NaCl tartalmat helyettesitette. Azokat az ereket,
amelyek erre a hatasra kisebb valaszt adtak, mint 10 mN nem hasznaltuk fel. Az intakt ér-endotélium

jelenlétérdl acetilkolin-teszttel gyézédtiink meg, ha az acetilkolin (ACh) 3x10® M-os koncentracidja a
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érpreparatumot haromszor mostuk Krebs pufferrel, majd pihentettiik 20 percig. Amennyiben a kisérlet
megkovetelte az endotélium elroncsolasat, az érpreparatum lumenén 6vatosan egy hajszalat huztunk
at, majd mostuk. Mivel a kisérletek soran relaxaciora ¢és kontrakciora is lehetett szamitani, ezért 100
nM epinefrint hasznaltunk a prekontrakcidhoz, amely a KCl-os Osszehuzashoz képest 60%-0s
kontrakciot okozott. Amikor ezzel stabil kontrakcids platot kaptunk, névekvé dozisu (1%, 5%, vagy
kivaltotta izometrias kontrakcié az iddvel csokkent, az eredményeket erre a csokkenésre
normalizaltuk. A wCS relaxaciot okozott, amit a kontroll szazalékaban fejeztiink ki.

A szolubilis guanilat ciklaz (az NO altal aktivalt forma) gatlojaként oxadiazolo-quinoxalin-1-
et (ODQ, 5 uM), az ATP-szenzitiv kalium csatorna (Karp) gatlojaként glibenklamidot (10 uM), a nagy
konduktanciaji kalcium aktivalta kalium csatorna gatlojaként tetretilammoniumot (TEA, 2 mM)
alkalmaztunk 30 perces eldinkubalasban. Szabadgyok-elfogoként glutationt (GSH, 4 mM), katalazt
(1000 U/ml) vagy szuperoxid dizmutazt (SOD, 200 U/ml) adtunk az eret tartalmaz6 kamrahoz.

Masik kisérletsorozatban a Krebs puffer CaCl, tartalmat kicseréltiik BaCl,—ra (3,2 mM) és igy
nyertiink kontroll kontrakciot, majd a kisérletet megismételtiik 5%-0s wCS vagy L-tipust kalcium-
csatorna-blokkol6 nifedipine (10 nM) jelenlétében. A BaCly-os kontrakcids csticshoz viszonyitottuk a
wCS és a nifedipin hatasat wCS/kontroll és nifedipin/kontroll hanyados formajaban. Az eredményket
tovabb korrigaltuk két kévetkez6 nem kezelt BaCl,-os kontrakciora.

Harmadik kisérletsorozatunkban a Krebs puffer NaCl-jat ekvimolaris LiCl-dal cseréltiik ki
annak érdekében, hogy aktivaljuk a Na*-Ca®" cserét. A kisérleti protokoll megegyezett a masodiknal
leirtakkal. A litium kivaltotta kontrakciokat 1%-0os wCS-sel, vagy a Na'-Ca®" cseretranszport
specifikus gatlojaval, SEA0400-val (2 uM) befolyasoltuk.

Az anyagokat a Sigma Chemicals-t61 (St Louis, MO, USA) kaptuk, az SEA0400 kivételével,
amit a Szegedi Tudoményegyetem Gyogyszerészeti Kémiai intézetében allitottak eld.

Az allatkisérleteket etikai engedély alapjan végeztiik.

5.9.4.2.3. Statisztikai értékelés
Az adatok eloszlasa normalis volt, ezért az atlag £ SD-t adtuk meg és a Student’s t-tesztet
alkalmaztuk mind a human vizsgalatok, mind az allatkisérletek soran. Az SPSS 15.0-as verziojat

hasznaltuk (SPSS, Chicago, IL, USA).

5.9.4.3. Eredmények
5.9.4.3.1. Human vizsgadlatok
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valtozasat mutatjuk (5.9.4.3.1.1. abra) nikotinos cigaretta elszivasa el6tt, alatt és utan. A dohanyzas

atmeneti RI-cs6kkenést okozott.

Before cigarette smoking During cigarette smoking After cigarette smoking

5.9.4.3.1.1. abra A dohidnyzas akutan, egészséges Onkéntesben vese artéria rezisztenciaindex
csokkenést okoz, amely percek alatt normalizalédik a dohanyzas utan. Before=RI a dohanyzas
el6tt, During=RI a dohanyzas alatt, After=RI a dohanyzas utan. RI=rezisztencia index

Az Onkéntesek adatainak Osszesitését lathatjuk a kovetkez6 abran (5.9.4.3.1.2. abra), amelynek
alapjan igazolodott, hogy a cigarettaszivas akut RI csokkenéshez (P<0,05, a panel), atmeneti MAP-
emelkedéshez (P<0,05, 5.9.4.3.1.2. abra b panel) és a szivfrekvencia (HR) emelkedéséhez vezet
(P<0,05, 5.9.4.3.1.2. abra c panel). A nikotinmentes cigaretta nem befolyasolta a MAP és a HR
értékét, de hasonld RI-csokkenéshez vezetett (P<0,05, 5.9.4.3.1.2. 4abra a panel), mint a nikotinos

cigaretta. Az aldohanyzas nem befolyasolta ezeket a paramétereket (5.9.4.3.1.2. abra a, b és ¢ panel).
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59.43.1.2. abra A cigaretta fiist akutan csokkenti az arteria renalis elsé elagazasanak
rezisztencia indexét (RI, a panel), noveli az artérias kozépnyomast (MAP, b panel) és a
szivfrekvenciat (HR, c panel) (n=8). A kezelés el6tti értékeket 100%-nak vettilk *=szignifikans

valtozas, P<0,05.

5.9.4.3.2. Allatkisérletek

Patkany arteria renalis els6 oszlasi agan végzett vizsgalataink kontrolljat mutatja a bal panel

(5.9.4.3.2.1. abra), amelyen jol lathato a platofazis kialakulasa. A jobb oldali panel a wCS noévekvd

koncentracidinak relaxalo hatasat mutatja.
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5.9.4.3.2.1. abra Eredeti regisztratumon demonstraljuk az epinefrin kontrakciét kivalté hatasat,

a platofazis kialakulasat (bal panel), és a dohanyfiist vizoldékony extraktumanak (wCS)
vazodilataciés hatasat (jobb panel).

Epinephrine

Mint az az 5.9.4.3.2.2. abra a panelén is lathat6 a dohanyfiist vizoldékony extraktuma hasonlo
relaxacios hatast fejtett ki nikotinos és nikotinmentes cigaretta esetében is. A nikotinos cigaretta
dohanyanak vizoldékony kivonata (azaz a cigarettapapir nélkiil) hasonld relaxaciot valtott ki, mint az
intakt cigaretta (5.9.4.3.2.2. abra b panel). A cigarettapapir fiistjének vizes extraktuma viszont

szignifikansan kisebb relaxaciot okozott, mint az intakt cigaretta (5.9.4.3.2.2. abra b panel).
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nikotinos és nikotinmentes cigaretta esetén (n=6). (b) Az arteria renalis relaxacidja nikotinos
cigarettapapirmentes dohanyfustpuffer, vagy dohanymentes cigarettapapir fiistpuffer hatasara (n=6).
NS, nem szignifikans; *szignifikans kiilonbség, P<0,05.

A nikotinos wWCS okozta relaxacié megmaradt akkor is, ha az endotéliumot eltavolitottuk,
tehat nem endotélfiiggd volt (5.9.4.3.2.3. abra a panel). A nikotinos wCS kivaltotta relaxacidét nem
befolyasolta az oxadiazolo-quinoxalin-1 (5.9.4.3.2.3. abra a panel), a tetraetilammonium (5.9.4.3.2.3.
abra a panel), vagy a glibenclamid (5.9.4.3.2.3. 4bra a panel). Ezzel szemben a hidrogén-peroxidot
bontd katalaz szignifikansan csokkentette azt (5.9.4.3.2.3. abra b panel), és a szuperoxid dizmutaz

(SOD) pedig szignifikdnsan novelte a relaxaciot (5.9.4.1.3.2.3. abra b panel). A glutation peroxidaz
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enzim aktivitdsdhoz sziikséges redukalt glutation (GSH) szintén csokkentette a nikotinos wWCS altal

kivaltott relaxaciot (5.9.4.3.2.3. abra b panel).

a
5% nicotinic wGS solutions
o Ilintan:t endothelium
10 4 (n=5]
. 208 & denuded
# 30 endothelium [n=h)
= 4
a 40 O intact endothelium
E 50 +0DG (=3
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5.9.4.3.2.3. abra Az endotélium-eltavolitis, a szabad gyokok és az ioncsatornak befolyasolasianak
hatasa a nikotinos wCS altal Kivaltott relaxaciora. (a) Az ér relaxacioja wCS hatasara intakt
(n=6) és eltavolitott endotélium esetén (nN=6) és az oxadiazolo-quinoxalin-1 (n=3), a
tetraetilamménium (n=3) vagy a glibenclamide (n=4) hatasa. (b) A hidrogén-peroxidot bonto
katalaz (n=4), a redukalt glutation (n=6) vagy a szuperoxid dizmutaz (n=6) hatisa a nikotinos
wCS altal Kkivaltott relaxaciéra. Roviditések: ODQ, oxadiazolo-quinoxalin-1; TEA,
tetraetilammonium; GSH, redukalt glutation; SOD, szuperoxid dizmutaz; NS = nem szignifikans;
*szignifikans kiilonbség, P<0,05.
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Depolarizald, BaCl, tartalmu Krebs oldatban atmeneti kontrakciot figyeltiink meg, amit az
5%-0s nikotinos WCS csokkentett. Figyelemremélto, hogy a relaxacido nem kiilonbozott az L-tipush
kalcium-csatorna-blokkol6 nifedipin hatasatol (5.9.4.3.2.4. abra a panel). A Na'-Ca®* cseretranszportot
aktivalé, litium tartalma Krebs oldat dtmeneti kontrakciodt valtott ki. A Na*-Ca®* cseretranszportert
gatld SEA0400 csokkentette ezt a kontrakciot, hasonldan, mint az 1%-0s WCS (5.9.4.3.2.4. abra b
panel).

d BaCL+ 5% nicotinic wCS BaClL+ 10nM nifedipine
) (n=8) ) {n=6)

Reduction of contraction (%)
=
=

i NS |

o

LiCl + 1% nicotinic weS (n=3)  LiCl+ 2uM SEA (n=6)

40

B0 4

80

100

Reduction of contraction (%)
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5.9.43.2.4. abra A cigaretta fiist csokkenti az artéria renalis kontrakciojat, hasonléan a
nifedipinhez és a Na'-Ca”" cseretranszporter gatléjahoz. (a) A nikotinos dohanyfiistpuffer (wCS,
n=6) és a nifedipin (n=6) hatasa a depolarizalé (BaCl, tartalmi) inkubal6 oldat altal kivaltott
arteria renalis kontrakciora. (b) A nikotinos dohanyfiistpuffer (wCS, n=3) és a SEA0400 (n=6)
hatasa a LiCl altal kivaltott arteria renalis kontrakciora. Roviditések: SEA0400, a Na'-Ca®*
cseretranszporter gatldja; LiCl, litium klorid; BaCl,, barium klorid; NS, nem szignifikans.
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5.9.5. Lehetséges Osszefiiggés a dohdnyzas és a Kimmelstiel-Wilson lézio kézott (XVI, XVIII)
5.9.5.1. Bevezetés

A kozelmultban jelent meg a nemzetkdzi konszenzusos allasfoglaléds a diabeteses nephropathia
szovettanar6l. Ebben a Kimmelstiel-Wilson-1ézi6 (KW), vagy masnéven a nodularis
glomerulosclerosis kiilon entitasként, class Il megjeloléssel szerepel (288). Erdekes irodalmi adat
szerint Kimmelstiel-Wilson szerti 1éziok (nodularis glomerulosclerosis, glomerulomegalia, a
glomerularis bazalis membran megvastagodasa ¢és arteriola hyalinosis) nem cukorbetegekben is
elé6fordulnak (289,290), és ezeket nem diabeteses nodularis glomerulosclerosisnak nevezik. Az esetek
egy részében semmilyen egyéb vesebetegség sem mutathato ki, ekkor ,idiopathias nodularis
glomerulosclerosis” a diagnozis. Ez a betegség ritkan fordul el6 és az irodalmi adatok hypertoniahoz
¢s dohanyzashoz koétik, olyannyira, hogy egyesek ,,smoking-associated nodular glomerulosclerosis”-t
emlegetnek (291), amely sokkal gyakoribb férfiakban, mint nékben (292).

Figyelembe véve azt a tényt, hogy az idiopatias nodularis glomerulosclerosist tilnyomorészt
férfiakban diagnosztizaljak, valamint azt is, hogy Magyarorszdgon tobb férfi dohanyzik, mint nd (férfi
dohanyosok prevalenciaja 38,3%, a noké 23%, 293), ugy dontottiink, hogy az Gsszehasonlithato
csoportok felallitisa érdekében ebbe a tanulmanyunkba, csak férfiakat vontunk be. Az volt a
célkitiizésiink, hogy vesebiopszias adatbankunkbol (n=644 férfi) szarmazé adatok alapjan
Osszehasonlitsuk a kovetkezd harom csoportot: 1. 2-es tipust cukorbeteg férfiak a KW hisztologiai
diagnézisaval (KW csoport), 2. 2-es tipusu cukorbeteg férfiak a diabeteses nephropathia hisztologiai
diagnézisaval, de KW nélkiil (class 1,2, vagy 4, non-KW csoport), 3. nem diabeteses nodularis
glomerulosclerosisban szenvedé férfiak (non-diab NGS csoport, ebbe a csoportba beletartoztak az

idiopathias nodularis glomerulosclerosisos és az ismert ok, de nem diabeteses betegek is).

5.9.5.2. Médszerek

A Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudoményi kar II. sz Belgyogyaszati Klinika és
Nephrologiai Centrum Veseszovettani Laboratériumaban rendelkezésre allo, 2001 és 2011 kozott
késziilt 644 férfi beteg szovettanat dolgoztuk fel. Ugyanaz a nephropathologia teriiletén nagy
jértassaggal rendelkezd szOvettanasz vizsgalta az Gsszes szOvettani mintat, aki nem ismerte a betegek
dohanyzasi anamnézisét. A 2-es tipusu cukorbetegségben szenvedd, Kimmelstiel-Wilson-1éziokat
mutatok, vagy anélkiili diabeteses nephropathidsok, illetve a mnem diabeteses nodularis
glomerulosclerosis diagnoézissal rendelkezok retrospektiv analizise tortént meg. Klinikankon minden
vesebiopszias minta azonnal ellendrzésre és feldolgozasra kertil, csak azokat a bioptatumokat tartjuk
elfogadhatonak, amelyekben legalabb 15+8 glomerulus van. Minden mintabol immunfluoreszcencia,
fénymikroszkopia és elektronmikroszkopia is torténik, ahogy az az ajanlasokban szerepel (294). A 2-
es tipusu cukorbetegség és a KW 1¢zid diagnozisa az ajanlasoknak megfeleléen tortént (ez utdbbirol

akkor beszéliink, ha legalabb egy glomerulusban nodularis glomerulosclerosist talalunk és a
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glomerulusok kevesebb, mint 50%-aban mutathato6 ki globalis glomerulosclerosis (295,296), valamint
kizarhato  volt kronikus ~membranoproliferativ  glomerulonephritis, kronikus — thromboticus
microangiopathia, amyloidosis, monoclonalis immunglobulin lerakodassal jard betegség, fibrillaris
glomerulonephritis és immuntaktoid glomerulopathia. A non-KW csoportba akkor kertiltek a betegek,
ha 2-es tipusu cukorbetegség volt igazolhatd és KW 1éziot nem talaltunk. A non-diab NGS csoportba
azok a férfi betegek keriiltek akiknél nodularis glomerulosclerosis volt kimutathatd, de a
cukorbetegséget ki lehetett zarni oralis glukoztolerancia teszttel, vagy ¢éhomi plazmaglukoéz-, vagy
hemoglobin Alc méréssel. Ezeknek a betegeknek megvizsgaltuk a vesebiopszia utani idészakat is, €s
igy meg tudtuk allapitani, hogy 2-9 évvel a diagndzis utdn sem alakult ki ndluk cukorbetegség. A
szovettani leirds tanulmanyozéasan kiviil a diabeteses nephropathia progresszidjat okozoé tényezok
szambavétele is megtortént a vesebiopszia idépontjaban (kor, testtomegindex (BMI), a cukorbetegség
tartama, hypertonia jelenléte (vérnyomas > 140/90 Hgmm), a hypertonia tartama, renin-angiotenzin-
aldoszteron-rendszert gatlok szedése (ACEI, ARB, vagy mineralocorticoid-receptor-blokkold) szérum
koleszterin, triglicerid, HbA,., becsiilt GFR (MDRD-175 formula). Az egészségiigyi dokumentacio
tanulmanyozasa alapjan allapitottuk meg a dohanyzasi szokasokat. Mindegyik csoportot két
alcsoportra osztottuk: valaha is dohanyz6 és soha nem dohanyzora. A cigaretta-fogyasztast a szokasos
modon csomag-évben adtuk meg (1 csomag-év = napi 20 cigaretta elszivasa egy éven keresztiil).

Az ANOVA-t, a chi-négyzet probat ¢és a Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztuk, a
kérdésfelvetésnek és az adatok eloszlasanak megfelelden. Az adatok atlag + SD értékét adtuk meg. Az
adatok eloszlasa normalis volt a szérumdsszkoleszterint, a -trigliceridet, az eGFR-t, és a csomagévet
kivéve. Az SPSS 17.0-es szamu verzidjat hasznaltuk (SPSS, Chicago, IL, USA), és a P < 0,05 esetén

allapitottunk meg szignifikanciat.

5.9.5.3. Eredmények

A Kklinikankon 2001 és 2011 kozott a férfiak korében elvégzett vesebiopszak (n=644) 9,5%-
aban (n=61) igazolddott diabeteses nephropathia, koziiliik 15 esetben lehetett felallitani a KW
diagnozisat (2,3%) €s 46 esetben diagnosztizaltunk nem KW diabeteses nephropathiat (7,2%, non-
KW). Nem diabeteses nodularis glomerulosclerosist 1,1%-ban talaltunk (n=7), akik koziil 2 betegnek
(0,3%) idiopathias nodularis glomerulosclerosisa ¢s 5-nek (0,8%) nem diabeteses, de ismert eredetii

nodularis glomerulosclerosisa volt (5.9.5.3.1. abra).
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All kidney biopsies

5.9.5.3.1. abra A diagndzisok megoszlasa a 644 férfi beteg vesebiopszias mintaiban 2001 és 2011
kozott. Roviditések: diab NP = diabeteses nephropathia 2-es tipust cukorbeteg férfiakban, non-diab
NGS = nem diabeteses nodularis glomerulosclerosis, KW = Kimmelstiel-Wilson-1ézi6; non-KW =
nem KW 1éziés diabeteses nephropathia, idnod = idiopathias nodularis glomerulosclerosis, MIDD =
monoclonalis immunglobulin-depoziciés betegeség, amyl = amyloidosis, imt GP, immuntaktoid
glomerulopathia, mem GN = membranoproliferativ glomerulonephritis.

A vesebiopszia indikacidja mindharom csoportban (KW, non-KW, non-diab NGS) a
kovetkezok voltak: nephrosis, nephrosonephritis, proteinuria, haematuria, azotaemia.

Az egyes csoportok szamos klinikai paraméter szempontjabol nem kiilonboztek egymastol
(5.9.5.3.1. és 5.9.5.3.2. tablazat).
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5.9.5.3.1. tablazat A Kimmelstiel-Wilson-1ézi6s diabeteses nephropathias (KW), a nem
Kimmelstiel-Wilson-1ézi6s diabeteses nephropathias (non-KW) és a nem diabeteses nodularis

glomeruloszkleroziszos (non-diab NGS) csoportok klinikai jellemzéinek dsszhasonlitasa.

KW (n=15) non-KW (n=46) | non-diab NGS (n=7) | P
Kor (év) 56+1 56+9 55+1 0,935
BMI (kg/m?) 30+5 31+5 28+6 0,538
HTNprev (%) 93 87 86 0,782
HTNdur (év) 11+38 13+10 11+6 0,948
Chol (mmol/l) 5,2 (4,0-6,3) 5,5 (4,3-7,2) 5,7 (4,7-9,9) 0,500
Tri (mmol/l) 2,0 (1,4-2,7) 2,4 (1,6-3,1) 3,4 (1,1-3,6) 0,784
eGFR (ml/min) 25 (13-47) 42 (20-70) 42 (23-77) 0,483
Proteinuria(g/nap) | 3,7+ 1,7 23+1,6 5,8+4,2 *
RAS-gatl6 (%) 100 87 100 0,222

Rovidités: KW = Kimmelstiel-Wilson-1ézios, non-KW = nem Kimmelstiel-Wilson-1ézios diabeteses
nephropathia, non-diab NGS = nem diabetese nodularis glomeruloszklerozisz, HTNprev = a
hypertonia prevalencidja, HTNdur = a hypertonia tartama, Chol = szérumkoleszterin, Tri =
szérumtriglicerid, eGFR = becsiilt glomerulus filtracios rata (MDRD-175 formulaval), RAS-blocker =
renin-angiotenzin-aldoszteron-rendszert gatlo kezelés. * Az értékek logaritmusat alapul véve,
Bonferroni post hoc teszttel: KW vs. non-KW, P = 0,153; non-KW vs. non-diab NGS, P = 0,042; KW
vs. non-diab NGS P =1,0.

5.9.5.3.2. tablazat A Kimmelstiel-Wilson lesios (KW) és a nem Kimmelstiel-Wilson lesiés (non-

KW) diabeteses nephropathias betegek klinikai jellemzdi

KW (n=15) non-KW (n=46) P
DMtart. (év) 11+6 10£7 0.617
HbA;. (%) 6,5+1,0 6,0+1,0 0,880

Roviditések: DMtart = a diabetes mellitus tartama; HbA,. = haemoglobin A,

Szembetiing kiilonbséget észleltiink azonban a dohanyzas szempontjabol. Mig a KW csoport
tagjainak nagy tobbsége (13/15= 87%) dohanyzott, addig a non-KW csoportban ez az arany
lényegesen alacsonyabb volt (16/46= 35%, p=0,001 vs. KW). Ugyanakkor a non-diab NGS csoport
minden tagja (7/7= 100%; p=1,0 vs. KW, 5.95.3.2. abra) dohanyos volt. Amennyiben a
cigarettafogyasztast csomagévben fejezziik ki, a csoportok kozotti kiilonbségek szintén kifejezettek
(KW: 15(6-30); non-KW: 0(0-21); non-diab NGS: 30(16-33); p=0,010 non-KW vs. KW; p=0,008
non-KW vs. non-diab NGS; p=0.185 KW vs. non-diab NGS) az adatok medianjat és minimum-

maximum értékét adtuk meg).
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5.9.5.3.2. dbra A dohanyosok eléforduldsa az egyes csoportokon beliil. Roviditések: KW =
Kimmelstiel-Wilson-1éziés, non-KW = nem Kimmelstiel-Wilson-1éziés diabeteses nephropathia, non-
diab NGS = nem diabeteses nodularis glomeruloszklerozisz. Chi-négyzet teszt (KW vs. non-KW),
P=0,001.

5.10. Megbeszélés
5.10.1. Diabetes mellitus

Diabetes mellitusban (DM) a szérum glikoxidacios paraméterei — a karboximetil-lizin (CML) és a
glikacios végtermék-fluoreszcencia (AGE-FL) — nem volt magasabb a normalis vesefunkcioja
betegekben, mint az egészséges kontrollokban. Ez az eredmény megegyezik masok adataival, amelyek
szerint diabeteses normalis vesefunkcioju betegek szérumaban normalis AGE-FL-t (297), CML-szintet
(298), ELISA (299) és pentozidin értéket (HPLC, 300) mértek. Masok, viszont magasabb CML-szintet
(301) és magasabb nem-specifikus AGE-koncentraciét (302) talaltak diabeteses betegekben. Ezt az
ellentmondast talan magyarazhatja a késébb emlitett két tanulmany betegeiben mért magasabb
hemoglobin Ay érték. Tanulmanyunkban, a kevésbé stlyos diabeteses anyagcserezavar magyarazhatja
azt, hogy nem korrelalt a CML és a hemoglobin Aj.. Szignifikans korrelaciot — az irodalom szerint -
csak a rossz anyagcseréjii cukorbetegekben lehetett talalni a hemoglobin Aj. és a hemoglobin-AGE
kozott (303).

Vizsgalatunkban a csokkent vesefunkcidju diabeteses csoportban a CML és az AGE-FL
megemelkedett. Ugyanebben a csoportban a szérum AGE-paraméterek korrelaltak a vesefunkcidval.
Ezek az eredmények hasonloak az irodalom szamos adatdhoz, amelyek szerint az emelkedett nem-

specifikus AGE (302, 304) és eldrehaladott oxidacios végtermékek szintje (305), a glikoxidacios
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pentozidin (306) és a szérumkreatinin szint kozott korrelacié all fenn a csokkent vesefunkcioju
diabeteses betegekben. A vesefunkcio csokkenésével, a vese jelentésége minden egyéb tényezo elé
keriil a szérum AGE-szint kialakitdsa szempontjabol. Ezt tamasztja ala az extrém mértékben
megemelkedett szérum-CML-szint jelenléte is végallapotii veseelégtelenségben (3-4-szer magasabb
szérum szintek, mint egészségesekben (307,308). Az extrém magas szérum AGE-szint oka a vesében
torténd csokkent degradacio és kivalasztas lehet. Mivel a vizelet-CML-iirités elsdsorban alacsony
molekulasulya formédban torténik, veseelégtelenségben megemelkedik a szérum alacsony-
molekulasulyta CML-szint, mint azt sajat eredményeink is igazoltak.

Vizsgalatunkban, egészséges egyénekben 1,76 + 0,62 mg/nap azaz 0,9 + 0,4 png/mg kreatinin
volt a vizelet CML kivalasztas, ami j6 megegyezést mutat az irodalomban fellelhet6, GC-MS-sel mért
1,0 £ 0,3 pg/mg kreatinin értékkel (309).

Felmeriilnek az anyagcsereromlason kiviil egyéb lehet6ségek is a 2-es tipust diabeteses
betegek proteinuria-progresszidjanak felgyorsulasa esetén, igy pl. egyidejii glomerulonephritis vagy
pyelonephritis jelenléte (310). Ezek kizarasa, illetve diagnosztizalasuk esetén specifikus kezelésiik
sziikséges.

Osszefoglalva diabeteses betegeink vizsgalatdval nyert eredményeinket, 2-es tipusu,
elfogadhatd szénhidrat haztartasu diabeteses betegeink szérum glikoxidaciés AGE-termékeinek
szintjét elsOsorban a vesefunkcié hatarozza meg. Az ischaemias szivbeteg 2-es tipusti cukorbetegek
GFR-je alacsonyabb, szérum AGE-szintje és albuminiiritése magasabb. Ezek az adatok harmonizalnak
az IgANP-s betegek esetében talaltakkal. So6t eldrevetitik a dializalt betegeinkben kimutatott

eredményt, amely szerint az AGE-szintje befolyasolja a mortalitast.

5.10. Megbeszélés
5.10.2. A nem enzimatikus glikacio megfordithatosaga

Megfigyelték, hogy az FN3K enzim ubikviter moédon fejezédik ki, génje a klasszikus
,housekeeping” génekéhez hasonld, azonban olyan szovetekben, amelyekben a diabeteses
szovodmények gyakoriak, példaul a vesében, szivben, idegrendszerben, kifejez6dése jelentOsen
megnovekszik. Kiilsé stimulalé hatasokra azonban (pl: hyperglykaemia, inzulinhatas, IL-1B) atirodasa
nem valtozik. A lizinben gazdag intracellularis fehérjéket (pl: hisztonok, krisztallinok, kollagén) védi,
valoszinlileg a sejttGlélésben is szerepet jatszik (198). Az FN3K génjében tobb SNP Gsszefiiggést
mutat az enzim aktivitasaval. Az altalunk is vizsgalt G900C varians esetében a baziscsere nem okoz a
kodolt fehérje aminosav-szekvencidjaban valtozast, tovabba a ,.splicing”-ot sem befolyasolja, igy
valdszinll, hogy az enzimaktivitas valtozasaért nem a SNP dnmagaban, hanem feltételezhetéen mas
»enhancer” elemek polimorfizmusaval vald ,linkage” a felelds. Ezeket az Osszefiiggéseket jelen

tanulmanyunkban nem vizsgaltuk.
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Az FN3K enzim intracellularis aktivitassal rendelkezik, az extracellularis glikaciéra nincs
hatassal. Ismert tovabbéa az is, hogy a vorosvértestekben nagymértékben kifejezédik. Allatkisérletek
szerint, az FN3K -/- egerekben a szérumfruktéozamin-szintekben nincs kiilonbség az FN3K+/+
egerekhez képest. Ezt a megfigyelést sajat in vivo eredményeink is alatdmasztjak, hiszen a
fruktézamin szérumszintjében nem talaltunk kiilonbséget.

A HbA/ klinikailag kiemelkedéen fontos jelent6ségii glikoprotein, hiszen a betegek atlagos
glikémias allapotat harom honapra visszamendleg jelzi, ezaltal 1ényeges informacidt nyujt a terdpia
hatékonysagarol. Szamos kozleményben felvetették annak lehetOségét, hogy az FN3K enzim
aktivitidsa 0sszefliggést mutat az 6ssz-glikalt hemoglobin mennyiségével, és a HbA -vel. Delpierre és
mtsai. azonban arr6l szamoltak be, hogy szignifikdns és inverz a korrelacidé az enzimaktivitds és az
Ossz-glikalt hemoglobin mennyiség kozott (195). Tovabba azt is leirtdk, hogy meglepd modon, 8%
feletti HbA;. esetén figyelhetd meg a vorosvérsejtekben a foszforilalt fruktozlizin szintjének
emelkedése. Erre tényleges magyarazat jelenleg még nem all rendelkezésre. Lehetséges, hogy az
FN3K-n kiviil létezik mas deglikdciés rendszer is a sejtekben, amely til magas és tartos
hyperglykaemia esetén mar kimertil (198).

Az irodalomban tobbszor volt arrol sz6, hogy a hemoglobin  lancanak N-terminalis glikalt
valinja gyenge szubsztratja az FN3K enzimnek. Ezt in vitro kisérletek alapjan igazoltak, azonban
nagyon kevés irodalmi adat all rendelkezésre az FN3K in vivo betdltott szerepérél. Az intracellularis
deglikacios hipotézis szerint az FN3K enzim altal katalizalt reakcionak hatasa lehet a klinikailag
kiemelt fontossagi HbA;. szintjének valtozasaban. So6t, genetikai variansai, eltér6 moddon
befolyasolhatjak annak értékét. Tkrekben tortént vizsgalat is megmutatta, hogy a HbA.-Szintje
genetikailag determinalt (311).

Tobb tanulmany felvetette az Osszefliggést az FN3K enzim génpolimorfizmusai és a
diabeteses mikrovaszkularis szovodmények kozott. Tanulmanyunkban mi is vizsgaltuk ezt és
logisztikus regresszios vizsgélatunk azt igazolta, hogy a G900C SNP és a szovodmények jelenléte
kozott nincs 0sszefiiggés, tehat a polimorfizmus patogenetikai szerepét nem tudtuk igazolni.

Osszefoglalva eredményeinket arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy az FN3K enzim G900C
polimorfizmus CC variansa pozitiv modon fiigg 0ssze a szénhidrat-anyagcserével, tovabba a CC
varians esetében a diabétesz idGsebb életkorban kezdddik. A mikrovaszkularis szovédmények
kialakulasaval azonban nem mutatott Osszefiiggést. A G900C polimorfizmus T2DM-re gyakorolt
hatasanak tisztdzasahoz azonban tovabbi genetikai és klinikai vizsgélatok sziikségesek. A deglikacio
hatékonysaganak valtozatlan volta ellenére a diabetes mellitussal, az IgANP-val és a dializalt
betegekkel foglalkozd fejezetben leirtakbol fakaddan romld vesefunkcid esetén emelkedé6 AGE-
szinteket tapasztalunk. Igy az FN3K polimorfizmusainak a glikaciora kifejtett hatasat a vesefunkcio

ismeretében kell értékelni.
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5.10. Megbeszélés
5.10.3. A nem enzimatikus glikdicio noveli vesében a reninpozitivitast

Az MG-vel kezelt patkanyok veséiben az arteriolak fala kiszélesedett és ez az érelvaltozas, az
eosinophiliaval, a homogén PAS pozitivitassal, a valtozé lumensziikiilettel az emberi diabeteses
microangiopatiara jellemzé morfologiai képhez hasonld (205). Mivel ezt az érkarosodast mind az
afferens, mind az efferens arterioldk faldban lattuk, valdsziniisithetd, hogy az MS szerves részeként
1étrejovo anyagcesere-karosodas okozta elvaltozasrol van szd, mert esszencidlis hypertonidban csak az
arteriola afferens mutat ilyen jellegii karosodast (205). A kiszélesedett érfalakban IH-val és EM-mel
renin-akkumulaciot igazoltunk. Ezen leletiink azért kiilon hangstlyozandd, mert a fentiekkel
megegyez6 IH képet irtak le streptozotocinnal el6idézett kisérletes diabetes mellitusban is (312).

A glomerulusok vizsgalata soran megfigyelt tag lumen( kapillariskacsok és a mezangialis
matrix felszaporodasa ugyancsak megfelel emberi és kisérletes diabetes mellitus korai szakaszaban
lathatd veseelvaltozasoknak (205).

A vesepapillak tubulointerstitiumaban az MG-vel kezelt allatokban reninakkumulaciot
igazoltunk, ugyanitt fibrozis is kialakult. Human diabetes mellitusban gyakori szovédmény a vesék
tubulointerstitialis fibrozisa (313). Vizsgalataink alatimasztjak azt a véleményt, amely szerint diabetes
mellitusban a vesében reninakkumulacié torténik, mikozben a szisztémas keringésben gyakran
észleliink hyporeninaemiat (314). A renin-angiotenzin rendszer lokalisan nagyon aktiv a vesében
ismeretes, hogy az angiotenzin Il glomerularis és interstitialis fibrozist okozhat (317-320). Vese
fibroblast sejttenyészetben az angiotenzin Il fokozza a sejtproliferaciot, valamint a fibronektin és a
kollagén, tovabba a transzformald névekedési faktor-p (TGF-B) expressziojat (321). A TGF-B pedig a
leger6sebb pro-fibrotikus citokin (322).

Ezen irodalmi adatok ¢és kisérleti eredményeink alapjan az MG intracerebralis injektalasaval
létrehozott metabolikus syndromaban a TI-ben akkumulalodd renin a vese papillafibrozis
kialakulasanak egyik oka lehet. Az AGE-termék imidazolon reabszorpcidja tehat karositja a vesét,
ugyanakkor ez a vesekarosodas a filtracido csokkenése miatt tovabb emeli az AGE-k szintjét, ami
circulus vitiosushoz vezet, melynek kimenetele az atheroscleroticus eredetl cardiovascularis halalozas

novekedése (lasd dializaltakrol sz616 eredményeinket €s a megbeszélést).

5.10. Megbeszélés
5.10.4. Diabeteses nephropathia és O-glikozilacio
A rendelkezésre allo irodalom alapjan allithatjuk, hogy az emelkedett vércukorszint részben a

fokozott hex6zamin anyagcsereuton, valamint fokozott O-glikozilacion keresztiil fejti ki karos hatasat
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(207,211, 221), habar a diabeteses nephropathia vonatkozasaban a rendelkezésre all6 informacio
kevés.

Ebben a tanulmanyunkban elséként irtuk le, hogy human vesetubulusokban, a sejtmagban és a
citoplazmaban is megtalalhaté O-glikozilacié. Valamint megallapitottuk, hogy a tubularis epithelialis
sejtek citoplazmajaban az altalunk hasznalt antitest fokozott, granularis jelet adott. Ennek magyarazata
lehet, hogy a glukdz reabsorpcidja a proximalis kanyarulatos csatorndban torténik. Rosszul beéllitott
diabeteses egyének vizeletében emelkedik a glukéz koncentracioja, emiatt a proximaliS
tubulushdmsejtekben nd a felvett glukd6z mennyisége, mely fokozza a HBP-t és ndveli az O-
glikozilaciét. A fokozott O-glikozilacié hatasaként, mint mar korabban emlitettiik, 1étrejohet egy
blokad a sejtciklus G; fazisaban, mely hypertrophidhoz vezet.

Kiilonbséget mutattunk ki a glomerularis podocyta és a vesetubulushamsejtek O-glikozilacio
szintjében diabeteses és nem diabeteses egyének kozt, mely, egyiitt a korabbi sejtkultiran elvégzett
tanulmanyokkal felvetheti az O-glikozilacio koroki szerepét diabeteses nephropathiaban. Azonban
tekintettel a kis esetszamra, valamint a hasznalt modszeriink limitacidira tanulmanyunk egyértelmi
kovetkeztetés levonasara nem alkalmas, nagyobb esetszamu, részletes vizsgalat elvégzése sziikséges
ennek a hipotézisnek az igazolasara. Ezek az eredményeink ravilagitanak arra a szoros kapcsolatra is,
amely az oxidativ stressz, a nem enzimatikus glikacio és az enzimatikus glikozilacié k6zott fennall, és

felhivjak a figyelmet arra, hogy ezek egyidejlileg is jelentkezhetnek.

5.10. Megbeszélés
5.10.5. IgA nephropathia

IgANP-as patkanymodellben emelkedett malondialdehid-plazma-szintet és vese-koncentraciot
igazoltak, és azt talaltak, hogy az antioxidans kezelés mérsékli a glomerularis karosodast (323-325).
IgANP-as betegek vérébdl izolalt periférias polimorfonuklearis leukocitadk fokozott szabadgyok-
termelést mutattak. Egyéb human vizsgalatok eredményei is aldtimasztjak annak valdszintiségét, hogy
az IgANP-ban a fokozott oxidativ stressz és a csokkent antioxidans kapacitas szerepet jatszhat a
karosodasok kialakulasaban (139). Vizsgalataink szerint az IgANP-ban észlelt fokozott oxidativ
stressz ¢s az AGE-paraméterek nem a betegek szénhidrat haztartasanak allapotatol, hanem sokkal
inkabb a vesefunkcio helyzetétdl fliggnek. Ezek az eredmények nagy hasonlosdgot mutatnak az
elfogadhat6 szénhidrathaztartasi cukorbetegeinknél tapasztaltakkal. Az IJANP progresszidjat a renin-
angiotenzin-rendszer az oxidativ stresszen keresztiil is befolyasolhatja, ezért nem meglepd, hogy az
IJANP betegek kezelésében olyan jelentGs szerepet jatszanak az ACE-gatlok és az angiotenzin-
receptor-blokkolok (V1).

5.10. Megbeszéles
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5.10.6. 4 vizeletalbumin oxidativ és karbonil stressz altali modositasa

A diabeteses betegekben a HPLC-vel mért albuminuria jelentdségét hangsulyozé publikaciok
szama egyre novekszik, bar a modszer tulajdonsagai és Osszefiiggései a klinikai paraméterekkel
kevésbé ismertek. Ezért mi egy olyan HPLC-rendszert allitottunk 0Ossze, mely alkalmas a
vizeletalbumin glikoxidaciojanak mérésére. gy kovetkeztethetink az albumin médosuldsanak
mértékére, tovabba tanulmanyozhattuk Osszefiiggéseit a klinikai paraméterekkel. Tanulményunk
igazolta, hogy a normo- és mikroalbuminurias diabeteses betegek vizeletalbumin glikoxidacidja
korrelal a szérumkreatinin és az eGFR értékekkel, igy a vese allapotaval all osszefiiggésben, nem
pedig a glikémias értékekkel (plazma gliikdz, fruktézamin, HbA;;). Ezen feliil a lineéris regresszios
modellek alapjan, a szérumkreatinin és az eGFR a vizeletaloumin glikoxidacio fliggetlen
prediktorainak bizonyultak. Ezek a vizsgalatok ismét alahtizzak a mar korabban tobbszor is kiemelt
tényt, hogy a glikoxidacio mértékét a vesefunkcid dontden befolyasolja (lasd cukor- és IgANP-s
betegeinken végzett el6z0 vizsgalatainkat).

A mbdositott albuminformak (foképp a glikalt formakat vizsgaltdk) vesén keresztiili
kivalasztasarol egymasnak ellentmondo feltételezések talalhatok az irodalomban. Egy korabbi
tanulmany valdszinisitette, hogy a modositott (glikalt) albuminformak kivalasztasa nagyobb mértékil
a nem-glikalt albuminhoz képest a normo- és mikroalbuminurias diabeteses betegek kozt (326). Az is
felmeriilt, hogy a glikalt fehérjéknek preferencialis transzportjuk van a mezangium felé, igy nagyobb
mennyiségben vannak jelen a vizeleti térben (327-328). Masok a glikalt albumin preferencialis
transzportjat nem tudtak igazolni (329). Az altalunk kifejlesztett HPLC-s eljaras felhasznalasaval azt
talaltuk, hogy nagyobb aranyban vannak jelen a modositott alouminformak a mikroalbuminurias
diabeteses betegek vizeletében, mint a normoalbuminuriasokéban.

A diabeteses vesében a hyperglykaemia lokalisan oxidativ stresszt okoz, melynek
kovetkezményeképpen fluoreszcens albumin modosulatok képzddnek. Ez a folyamat gyors
valtozasokat okozhat a vizelettérben 1évé molekuldkban, épptigy, mint az ahogyan in-vitro kisérletiink
sordn rovid ideig alkalmazott ImM-0s MGO-os kezelés a HSA esetében. Ez azt jelentené, hogy minél
sulyosabban csokken a vesefunkcio és emiatt egyre nd az oxidativ stressz a vesében, annal tobb
modosulés torténik a vesében talalhatdo molekulakon. E feltételezés igazolasara tovabbi vizsgalatok
elvégzése sziikséges.

A HPLC-vel mért vizeletalbumin-koncentracidja szignifikansan csokken hossza tava
fagyasztas utan (330). Az irodalmi adatoknak megfeleléen mi is szignifikans vizeletalbumin-
koncentracio-csokkenést tapasztaltunk. Ezen feliil kimutattuk, hogy az in vitro preparalt albumin
vizeletalbumin fluoreszcenciaja kevésbé és forditott aranyban valtozik az UV jelhez képest fagyasztas

soran, melynek oka valésziniileg a fagyasztas alatt is jelen 1év6 oxidativ stressz.
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Vizsgalatunk egy lehetséges korlatja, hogy a HPLC mérés soran az albuminnal
interferalhatnak az albuminhoz hasonlé méretii fehérjék, mint pl. az oj-savas glikoprotein vagy a
transzferrin (331). Az albumin csucs vizsgalata soran ez a szennyezddés atlagosan csak 12,7% volt,
mely nem tobb mint az irodalomban talalhato érték, masfeldl kicsi lehet a jelentésége annak tiikrében,
hogy 2-3-szoros a kiilonbség a HPLC-vel és az IN-el mért eredmények kozott (332). Tanulmanyunk
masik korlatja, hogy eljarasunk csak a fluorofor AGE-k és oxidacios és lipoxidacios adduktumok nem
specifikus fluoreszcencidjat méri, bar az egyes nem fluoroféor anyagok koncentracidja a
fluoroforokéval korrelal.

Osszefoglalva egy olyan HPLC eljarast hoztunk létre, mely alkalmas a vizeletalbumin relativ
glikoxidacidjanak meghatarozasara, mely az albumin glikoxidacidjanak mértékét jellemzi. Tovabba
bemutattuk, hogy ez a modosulas diabeteses normo- ¢és mikroalbuminurias betegekben a
vesefunkcioval fligg 6ssze, nem pedig a glikémids paraméterekkel, amint azt szamos mas vizsgalatunk
soran is igazoltuk. In vitro vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy az albumin modositasa
eredendéen nem okozza az immunoreaktivitds csokkenését, azonban tovabbi, in vivo vizsgalatok

szlikségesek e kérdés megvalaszolasahoz.

5.10. Megbeszélés
5.10.6. Albumin vizeletiiritéesének HPLC-vel torténd mérése. A tiol csoportok szerepe.

Magliano ¢és munkatarsai nemrégiben publikaltadk eredményeiket a HPLC-vel mérhetd
albuminuria mortalitas-prediktiv értékérél. Vizsgalatuk soran 7 évig -80 C-on tarolt vizeletmintak
albumin-koncentraciojat mérték (333). Az eddig megjelent tanulmanyok azonban maig nem
forditottak elég figyelmet a HPLC-s vizeletalbumin-mérések hosszu tavu tarolas utan végzett
reprodukalhatosagat illetéen. A vizelet fagyasztasa sordn tapasztalhaté albumin-csdkkenés nemcsak az
id6, hanem a mérési modszer fliggvénye is. Vizsgalatukban a vizeletmintdk 12 honapos, -80°C-0s
szignifikans (5%), mig HPLC-s modszerrel valé mérés soran szignifikans, 29%-os csokkenést
észleltek. Ezt a megfigyelést tamasztja ala az a vizsgalatunk is, mely soran 2,5 évig -80°C-on tarolt
mintakban 24%-o0s csokkenést észleltiink a HPLC-s albuminuria meghatarozas soran. A hosszu tava
vizelet-tarolas soran tapasztalt szignifikdns albuminkoncentracio-csokkenés redukalhatja az
albuminuria mortalitasi prediktiv erejét, ahogyan ezt az IN-es modszer altal mérheté albuminuria
esetében mar be is bizonyosodott hosszl ideig tartd, -20 C-on tortént tarolas esetén (330). A kérdést
azonban csak prospektiv vizsgalattal lehet majd megvalaszolni.

Brinkman és munkatarsai kutatasi eredményeihez hasonloan mi is 0sszefliggést talaltunk a

vizelet pH-ja és a HPLC-s albuminuria-csokkenés ko6zott. Brinkman és munkatarsai lehetséges

crer
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vetették fel, mivel az albumin izoelektromos pontja 4,7-es pH értéknél van (330). Az irodalomban
eddig azonban csak a szarvasmarha szérumalbumin enyhe savas kozegben bekovetkezd dimerizaciojat
vizsgaltak (334), human vizeletalbumin dimerizacios készségére adatot nem talaltunk. HPLC-s
modszeriink segitségével vizsgalni tudtuk a vizeletalbumin dimer és monomer formajanak valtozasat
2,5 év tavlataban. Eredményeink azt mutatjak azonban, hogy a vizeletalbuminnak csak a monomer
forméja csokkent szignifikdnsan, mig a dimer forma nem mutatott szignifikans valtozast.

Az altalunk szarmaztatott DMR hanyadosok - melyek a dimer vizeletalbumin %-os aranyat
mutatja a monomerhez képest — 2,5 év alatt észlelet szignifikans valtozasa korrelalt a vizeletek pH-
javal. Azonban mind a DMR hanyadosok valtozasa, mind a pH-val valo Osszefliggés kizarolag a
monomer vizeletalbumin forma valtozasanak kovetkezménye. Ezen eredményiink is megerésiti azt a
csokkenése pH-fiiggd, tovabba arra is enged kovetkeztetni, hogy ez a szignifikdns csokkenés nem
magyarazhat6 csak az albumin dimerizaciéjaval. fgy mas mechanizmusok - mint pl. degradacio, vagy
nagyobb egységekké torténd aggregacio - lehetnek a csokkenés okai.

Szintén ismert tény, hogy a nem immunreaktiv vizeletaloumin egy proteolitikusan részben
emésztett, de nem-denaturald kdzegben diszulfid hidak altal még intakt moélsulyu (66 kDa) albumin-
forma, mely redukalé agensek hatasara kisebb darabokra fragmentalodik (238). Vizsgalatunk soran
mértik mind a tarolt, mind a frissen gy(ijtott vizeletek Osszes szabad szulfhidril csoportjainak
mennyiségét, hogy megallapitsuk, vajon a szabad szulfhidril csoportok szerepet jatszanak-e a HPLC-
vel detektalhaté albuminuria csokkenésben a diszulfid kotések redukalasa, igy a fragmentalddas
faktorok felderitése is. Friss vizeletben szoros Osszefiiggést talaltunk a vizelet szabad szulfhidril
csoport mennyisége és a pH kdzott, amely Osszefiiggés a tarolt vizeletekben mar nem volt kimutathato.
Tovabba azt talaltuk, hogy a szabad szulfhidril csoportok szama szignifikansan csokkent a tarolt
vizeletmintakban. Ez azt jelenti, hogy a vizeletnek potencialisan magas redukald kapacitasa van,
amely pH-fiiggd, és amely szerepet jatszhat a HPLC-vel mérhet6 albuminuria csokkenésben azaltal,
hogy a nem immunreaktiv albumint fragmentalja.

Kovetkeztetésként levonhatjuk, hogy a hosszu idejii, -80°C-os téarolas utan HPLC-s
albuminuria-mérés megbizhatatlan eredményt ad, amely félrevezetheti a klinikust. A vizeletaloumin
mért pH-fiiggd albuminuria-csdkkenés egyik oka lehet a szulfhidril csoportok nagy szama a
vizeletben, amelyek mennyisége szintén pH-fiiggd. Ezen kiviil a vizelet és a vese egyéb, eddig nem
vizsgalt tulajdonsagai is szerepet jatszhatnak a kevésbé stabil, nem immunreaktiv albumin-forma
mennyiségének csokkenésében, igy pl. a vesében =zajlo glikoxidaciés folyamat, amely

megvaltoztathatja a vizelet szulfhidril tartalmat és ezen keresztiil a mérhet6 albumin mennyiségét.
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5.10. Megbeszélés
5.10.7. Glomerularis tipusu haematuria modellezése karbonil- és oxidativ stresszel

Vizsgalati eredményeink szerint in vitro, MGO adasaval ugyanolyan morfologiai elvaltozasok
alakultak ki a vorosvértesteken, mint amelyek az Un. glomerularis eredetli vérzésre (GV), -
haematuridra jellegzetesek. Ezek a voOrosvértest elvaltozasok altalaban immunpatogenetikai alapon
kialakulé glomerulonephritisekben, de mas vesebetegségben, pl. Alport syndromaban is észlelhetek a
vizelet iiledékben (335). A GV elvaltozasok ismerete alapvetden fontos a vesebetegségek differencial
diagnoszikajaban, mert jelenlétiik glomerularis eredetli vesebetegségre utal.

Az eddigi elképzelések szerint a vordsvértestek membrankarosodasa, a GV, a vese
tubulusokban alakulna ki ozmotikus stressz kovetkeztében, vagy a glomerularis bazalis membranon
valo atpréselddéskor szerzett karosodas miatt jonne létre (336). Azonban azt is kimutattak, hogy
onmagaban az ozmotikus stressz kovetkeztében nem alakul ki glomerularis tipusti vorosvértest (337).
Ugyanakkor megkérddjelezhetd, hogy dnmagédban a vordsvértestek glomerularis bazalis membranon
valé atjutasa hozna létre dizmorf vvt-ket, mert a vvt-morfologiat a kacsdiuretikumok hasznalata is
befolyasolja (338).

Alport syndromaban szintén glomerularis eredetii vorosvértesteket talalunk (335). Felvetédik,
hogy ilyenkor a gyulladas indukalta karbonil stressz vajon kialakulhat-e. Ujabb tanulmanyok szerint a
gyulladasos elvaltozasok az Alport nephropathiaban is kimutathatoak (339, 340).

Az MGO citotoxikus hatasanak kovetkezményeként dizmorf vordsvértestek voltak
megfigyelhet6k, ami glomerularis haematuria esetén is észlelhet6. A dizmorf vvt-k kialakulasa
koncentraciofiiggd, és mar 10 perc inkubacio utan is észlelhetd volt.

A vorosvértestek membranlefiizddésének egy lehetséges mechanizmusa a karbonil stressz. Jol
ismert azonban a karbonil és az oxidativ stressz szoros Osszefiiggése, ezért vizsgaltuk, hogy az MG
okoz-e oxidativ stresszt és szabadgyok-képz6dést? Az MG hatasat, a ferro vaséhoz, mint pozitiv
kontrollhoz hasonlitottuk. A ferro vas és az MG egyiittes alkalmazasa kisebb hatassal jart, mint a vas
onmagaban, ami a vasnak az MG-vel kialakitott interakciojat valosziniisitette.

Mivel a ferro vassal és antioxidansokkal (SOD, katalaz, trolox és GSH) végzett kisérletekben
mindegyik antioxidans hatasosnak bizonyult, kimondhatd, hogy a ferro vas hatasara kialakulo
diklorofluoreszcein fluoreszcencia 1étrejon a szuperoxid szabad gydk (SOD fiiggd), a hidrogén-
peroxid és hidroxil szabad gydk (katalaz fiiggd), valamint a lipid peroxidacio (trolox fliggé) hatasara
is. A dezferrioxamin mezilat is csokkentette a ferro vas indukalta diklorofluoreszcein fluoreszcenciat,
ami azt jelentheti, hogy a dezferrioxamin mezilat oxidalta a ferro vasat ferrivé, majd a ferri vasat
komplexalva, megakadalyozta annak redox ciklusat. Tehat a diklorofluoreszceint oxidalhatja a

szuperoxid- és a hidroxil szabadgyok, a hidrogén-peroxid és a lipid-peroxidok. Az intracellularis
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kalcium-akkumulaciot ezek szerint kivalthatja ezek barmelyike (lasd antioxidans kisérletek Fura-2-
AM eredményeli, a katalaz fliggé eredményekrél nem tudunk nyilatkozni, az emlitett interakcié miatt).

A dezferrioxamin gatolta az MG diklorofluoreszceinre és a Fura-2AM-re kifejtett hatasat, ami
arra utalhat, hogy az MG oxidativ stresszen keresztiil okozhat intracellularis kalcium-akkumulaciot.
Az extracellularis vasnak jelentds szerepe lehet az MG hatasanak kifejlodésében, hiszen a
dezferrioxamin sejtbe torténd transzportja lassu (261). A GSH védé hatasa nem csak az antioxidans
mechanizmuson keresztiil valosulhat meg, hiszen el6segitheti az MG metabolizmusat a glioxalaz
anyagcseretton at.

Az MG-vas-interakcid tovabbi részleteire vilagitottak rd az ESR-vizsgilataink. Az MG-L-
arginin rendszerben képz6dott ESR-jel intenzitasat a ferri vas novelte a ferro csokkentette. A ferro
vasat oxidalo és a ferrit komplexalod dezferrioxamin, ami gatolja a komplexalt ferri vas redox ciklusba
belépését, kivédte a ferri vas hatasat. Az, hogy a ferro vasat komplexald ferrozin novelte a ferri vas
hatasat, tovabb erdsiti azt, hogy az MG redukalja a ferri vasat ferrova, amely csokkenti a jelintenzitast.
Feltételezésiink szerint a folyamat Iépései a kovetkez6k lehetnek: a ferri vas elektron akceptorként az
MG donorként viselkedik ebben a rendszerben, amelyben igy a ferri vasbol ferro, az MG-b6l MG
anion szabad gyok képzddik, amire irodalmi adatok is utalnak (256). A ferro vasat az MG kelalhatja és
ez a komplex reagalhat el az L-argininnel. Ez a komplex reakcioképesebb, mint az MG dnmagaban,
ezért a szabadgyokds jelintenzitds nagyobb az ESR-vizsgalatok soran.

A ferro vasat kelald ferrozin megakadalyozza a ferro vasat abban, hogy elektrondonorként
miikodjon, ezért az ESR-vizsgalatokban a ferro vas altal csokkentett jelintenzitdst megndvelte.
Hipotézisiink szerint a ferro vas-MG komplex atmeneti szabadgyokos reakcio nélkiil, direkt mdédon
képes reagalni az L-argininnel, felgyorsitva igy a szines termékképzédést, mint azt 490 nm-nél tortént
spektrofotometrias vizsgalatainkkal igazoltuk. Ezzel a hipotézissel dsszhangban allnak a ferri vassal
végzett spektrofotometrias méréseink is, hiszen ezek alapjan a ferri vas katalizalja a szines termék
képzddését, de lassabban, mint a ferro vas. Az MG vaskelalo képessége magyarazhatja azt is, hogy a
ferro vastMG miért nem okozott nagyobb intracellularis kalcium-akkumulaciot a vordsvértest
modellben, mint a ferro vas onmagaban. A ferro vas felgyorsithatja az MG néhany hatasat, de
csokkentheti azok intenzitasat.

Az MG-vvt modelliink példa lehet a karbonil- és az oxidativ stressz szétvalaszthatatlan
egyiittes fellépésére és ugyanakkor az albuminuridhoz hasonléan hangstlyozza a vesében zajlo
glikoxidacios folyamatok jelentdségét és kimutathatosagat. Ez a glikoxidacié okozhatja a jol ismert

glomerularis hematuria kialakulasat, amit a diagnosztikaban jol tudunk hasznositani.

5.10. Megbeszélés
5.10.8. Végdllapotu veseelégtelenség (LXV)
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Végallapotu veseelégtelenségben (ESRD) szenvedd betegeink esetében azt vizsgaltuk, hogy
egy AGE, a karboximetil-lizin szérumszintje hogyan befolyasolja a teljes és a cardiovascularis
halalozast. Immunhisztologiai vizsgalattal AGE-akkumulaciot talaltak az atherosclerotikus plakkban
diabeteses és nem diabeteses betegekben (341) valamint ESRD-ben (342). Mégis, mindezidaig a
keringé AGE-szintet nem tartottak prediktornak az ESRD-ben szenvedé betegek prognézisat illetéen
(343). Busch ¢és munkatarsai szerint a magasabb AGE-szint nem okoz fokozott kockazatot a
cardiovascularis betegségek kialakulasa tekintetében veseelégtelenségben, kronikus dializiskezelésben
részesiilokben és vesetranszplantaltakban (344). Suliman és munkatarsai predializalt betegeken végzett
vizsgalataikban nem talaltak Osszefliggést a plazma pentozidin-szintje és a talélés kozott (345). Ez a
vizsgalat (mivel a vesepotld kezelés megkezdése el6tt indult) figyelmen kiviil hagyta a dializis kezelés
el nem hanyagolhatd hatdsat a kovetés soran. Schwedler és munkatarsai eredményei alapjan 312
krénikusan hemodializalt beteg 32 honapos kovetése soran a magasabb szérum AGE-szint jobb
taléléssel jart egyiitt. JOl ismert azonban, hogy a malnutrici6 magasabb mortalitdssal jar a
hemodializalt betegekben (346). A Schwedler-tanulmanyban a magasabb AGE-csoport magasabb
szérumalbumin-, -kreatinin- és -karbamidnitrogén-szintje jobb taplaltsagi allapotra utalhat, ami
magyarazhatja ezeknek a betegeknek a jobb tulélését (347). Ugyanebben a tanulmanyban a magas
CML-csoportban a kezdeti cardiovascularis betegség-eléfordulas is alacsonyabb volt, ami szintén
magyarazatul szolgalhat a jobb tulélésre.

A korabbi tanulmanyokhoz hasonléan (348,349) mi is jelentdsen emelkedett szérum-CML-
szintet talaltunk dializalt betegeinkben, de a legfontosabb megfigyelésiink szerint a szérum-CML-szint
prediktora az 6sszmortalitasnak. Tobbvaltozos Cox-regresszios modellben a szérum CML a mortalitas
fiiggetlen prediktoranak bizonyult. A szérumalbumin-, a szérumkarbamidnitrogén- és a
szérumkreatininszint hasonlé volt a két csoportban (alacsony és magas CML), ami arra utalhat, hogy
taplaltsagi allapotuk sem kiilonbozott.

A kor és a kezdeti cardiovascularis betegség jelentésen befolyasolta tanulmanyunkban az
Osszmortalitast, amihez hasonld eredményt mar tébben is leirtak (346,347, 350). Ami a szubklinikai
gyulladast illeti egyes szerzok nem talaltak szignifikans determinansnak (345), mig masok (347,350) a
szérum CRP-szint és a mortalitas kozott szorosabb Osszefiiggést talaltak (HR = 1,13 és 1,16) mint mi
(HR =1,017).

A kezdeti magas cardiovascularis betegség-el6fordulas kialakulasaért ugyanazok a tényezék
lehetnek a feleldsek, mint amelyek miatt Magyarorszagon altalaban is magasabb a cardiovascularis
mortalitas, mint Nyugat-Eurépaban (351)

Az emelkedd keringd AGE-toxin-szint nem csak a vese allapotromlasat, hanem az
atherosclerosis kialakuldsat is elésegiti. ESRD-ben igazoltuk, hogy a szérum-CML-szint fontos
prediktora a cardiovaszkularis mortalitasnak. DM-ben a nem enzimatikus glikacié kovetkeztében

emelkedd szérum-AGE-szint karosithatja a vesét és proteinuridhoz vezet. IJANP-ban az oxidativ
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stressz hasonld eredményii lehet, szintén a proteinurian keresztiil is. Az AGE-k és a proteinuria
karosithatjak a vese kivalasztd miikddését, ami jelents szérum-AGE-szintemelkedéshez vezetve

circulus vitiosust és atherosclerosist is okoz. Ezt a folyamatot az 5.10.8.1. abra szemlélteti:

Diabetes mellitus ;
Vesebetegség Atherosclerosis

1

1

__ Szérum AGE T
1

Nephronvesztés

5.10.8.1. abra Az AGE-emelkedés és a kovetkezményes proteinuria nephronvesztéshez, ez
circulus vitiosushoz és fokozott atherosclerosis-veszélyhez vezet.

5.10. Megbeszélés
5.10.9. Dohdnyzas (LI1)

Eredményeink arra utalnak, hogy dohanyfiist tartalmu puffer (SB) hatasara az endotélsejtek
CGMP-termelése koncentracio- és idofiiggden csokken. Az SB hatasat kivédik a tiol-tartalmi
antioxidansok, de a SOD, a katalaz és a dezferrioxamin hatastalannak bizonyult. Igazoltuk, hogy
endotélsejtekben a dohanyfiist koncentracio- és id6fiiggben gatolja a bradikinin-kivaltotta
kalciumbearamlast és az SB eme gatlo hatasa is kivédhet6 volt GSH-val.

Az SB az agonista-receptor interakciotol az NO-guanilat ciklaz-cGMP 0t barmely pontjaig
karosithat, és ezek mindegyike a cGMP keletkezésének csokkenéséhez vezethet. Mivel a natrium
nitroprusszidon keresztiili direkt stimulalas is karosodott, kimondhatjuk, hogy az endotélsejtek

guanilat ciklaz enzime nagy valdsziniiséggel karosodik vagy inaktivalodik.
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Oxidativ stressz soran a nem szelektiv Na* csatorndkon keresztiil Na* bedramlas kovetkezik
be, aminek hatasara a sejtek depolarizalodnak (352). Az SH-enzim csoportba tartozé Na'/K*-ATPaz
mitkodését aktivalja ugyan az igy megemelkedett intracellularis natrium koncentracio, de az egyidejii
oxidativ stressz miatti gatlisa megakadalyozza, hogy az enzim a magas intracellularis Na'-
koncentraciot csokkentse, ami miatt a depolarizacid6 megmarad. A depolarizacié inaktivalja az
agonista-indukalta Ca*'-bearamlast (352).

Vajon a dohanyfiist melyik alkotoeleme karositja az endotélsejteket? A dohanyfiist szamos
Osszetevot tartalmaz, és nehéz megmondani, hogy melyikiik lehet felelds az endotélsejt karosodaséaért.

A SOD, a katalaz, és a DFO hatastalansaga alapjan valosziniileg kizarhato a HpO9, a szuperoxid €s a

hidroxil szabad gyok szerepe. A DFO megakadalyozza a lipid-peroxidacié kialakuldsat is.
Hatastalansaga kisérleteinkben valoszintitlenné teszi a lipid-peroxidacio lehet6ségét is.

A GSH ¢s az egyéb -SH csoportot tartalmazé molekulak hatékonysaga, mint nem specifikus
antioxidansoké, mégis azt mutatja, hogy oxidativ karosodassal kell szamolnunk. A dohanyfiistben
jelentés mennyiségli formaldehidet talaltunk. A formaldehid két modon karosithatja a fehérjéket; vagy

keresztkotéseket hozhat 1étre a fehérjék -NH2 csoportjai kozott vagy a fehérjék -SH csoportjahoz

kotodve karositja a fehérjéket és igy inaktivalhatja azokat. Ezekkel a reakciokkal a dohanyfiistben levd
formaldehid a szabad gyokok és a nitrit toxikus hatdsat fokozhatja. Ezért feltételezhetd, hogy az -SH
tartalmu gyokfogok részben a dohanyfiistben levo formaldehid karosito hatasat védték ki.

A dohanyfiist okozta endotélkarosodas részben az oxidativ stresszen, részben a karbonil
stresszen keresztiil valosul meg. A dohanyfiist-hatas kdvetkezménye az endotéliumban az agonista

indukalta kalciumbearamlas és a cCGMP-termelés csokkenése.

Mivel az inzulinhatashoz intakt endotélialis NO-cGMP jelatvitel sziikséges, ahhoz, hogy az izom
nutritiv prékapillaris arteriolait meg tudja nyitni és ez altal az inzulin el tudjon jutni a parenchymas
sejtekig, ezért ennek a rendszernek a dohanyfiist okozta karosoddsa anyagcsere-eltéréseket is
eléidézhet.

El6szor igazoltuk, hogy a dohanyfiist koncentracio- és idéfiiggden noveli mind a Ser(1177)-eNOS,
mind a Thr(495)-eNOS foszforilacidjat, mikdzben a total eNOS protein mennyiség valtozatlan marad.
A foszfo-Ser(1177) az eNOS aktivacidjat (171,173, 353-355), mig a foszfo-Thr(495) az enzim
aktivitasanak csokkenését eredményezi (171,173). Kisérleteinkben a dohanyfiist mindkét pozicid
fokozott foszforilacigjat eredményezte, mégis nagyobb mértékben a Thr(495) foszforilaciojahoz
vezetett. Ez arra utalhat, hogy az aktivalo/gatlo foszforilacio aranya a gatlas iranyaba mozdult el. Ezek

az eredmények ellentmondanak a korabbi reciprok foszforilacio-defoszforilacié elméletének.
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A redukalt glutation (GSH) nem specifikus szabadgyok- és aldehidelfogoként miikodik. Ebben a
tanulmanyunkban a GSH csokkentette mindkét foszforilaciés hely foszforilaltsagat, azonban a
Thr(495) pozicioét jobban mérsékelte.

A dohanyfiist a formaldehid tartalma révén is kifejtheti a hatdsat az eNOS-ra, 1évén hogy a
formaldehid direkt médon képes kotddni a fehérjék tiol csoportjahoz. Zhang és mtsai szerint a
dohanyfiist csokkenti az eNOS enzimatikus aktivitasat, amely hatast a tiol-donor N-acetil-cisztein
képes megforditani (356). Igy tehat a dohanyzas okozta betegségekre is egyszerre lehet jellemz6 az
oxidativ és a karbonil stressz, éppen ugy, mint a cukorbetegségre, vagy a vesebetegségekre.

Altalanosan elfogadott, hogy az NO termelésére akkor képes az eNOS, ha homodimer struktaraji.
A monomer forma nem NO-t, hanem szuperoxid szabad gy6kot termel (357). Mi azt talaltuk, hogy az
akut dohanyfiisthatds kovetkeztében az eNOS koncentracid- és idofiiggden szétesik, csokken az
eNOS-dimer/monomer arany és ezt a disszociaciot a GSH gatolta. Eredményeinkhez hasonld
kovetkeztetésre jutottak masok a tioredoxin/tioreduktaz rendszer vizsgalataval és megallapitottak,
hogy a tiol csoportok intakt volta sziikséges a dimer eNOS-struktira megmaradasahoz (358).
Peroxinitrit vagy szuperoxid szabad gyok oxidalja a tiol csoportokat, cink szabadul fel és
diszulfidkotés képzodik, ami az eNOS szétkapcsolasahoz vezet (359).

A szerin/treonin kinaz Akt (PKB) szerepet jatszik a sejttulélésben, az inzulin intracellularis
jelatvitelében és foszforilalja az eNOS-t a Ser(1177) pozicioban (353,354,360), aktivalva azt. A
dohanyfiist koncentracio- és id6fiiggé modon csokkentette az Akt serkentd foszforilacidjat a Ser(473)
pozicidban. Mivel az Akt foszforilacigjat a PI3-K befolyasolja, megvizsgaltuk a szelektiv PI3-K
inhibitor LY-294002 (361) hatasat. Azt talaltuk, hogy LY-294002 jelenlétében az eNOS dohanyfiistre
bekovetkezé Ser(1177) foszforilacidja tovabb nétt, ami arra utal, hogy nem a PI3-K/Akt jelatviteli
utvonal felelds a dohanyfiist okozta Ser(1177)-eNOS-foszforilacioért.

Tovabbi protein kindzok hatasat is vizsgaltuk, igy pl. a PKA és a PKC esetleges szerepét is. Az
Akt-n kiviil a PKA ttvonal is fontos szerepet jatszhat az eNOS foszforilacidjaban, példaul shear-stress
(175) vagy bradikinin hatasara (176).

A PKC szamos jelatviteli Gtvonalban jatszik fontos szerepet (362). A PKCB szubtipus endotélialis
dysfunctiot okoz, gatolja az inzulin kivaltotta eNOS-expressziot és igy csokkenti a sejtek NO-termeld
kapacitasat (363,364). S6t a PKC csokkenti az eNOS aktivitasat is azaltal, hogy a gatlé pozicioban, a
Thr(495) helyen foszforilaciot valt ki (171-174, 365).

A PKA szelektiv gatloja a H-89, nem befolyasolta sem a Ser(1177), sem a Thr(495)
foszforilaciojat, azaz a PKA nem jatszik szerepet a dohdnyfiist indukéalta eNOS foszforilacioban. A
PKC ttvonal szelektiv inhibitora a R0-318425 viszont csokkentette a dohanyfiist altal okozott eNOS-
foszforilaciot a Thr(495) pozicioban. Sét a PKCB izoforma szelektiv gatldja, a ruboxistaurin, szintén

csokkentette az eNOS foszforilacidjat a Thr(495) pozicidban. fgy tehat feltételezhetjiik, hogy a PKC,
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s6t a PKCB altal kivaltott gatlo tipusi eNOS foszforilacio a Thr(495) pozicioban kdzponti szereppel
birhat a dohanyfiist eNOS hatasaban.

Osszefoglalva, a dohanyfiist az endotélsejtekben akutan poszttranszlacios fehérjemodosuldsokat
valt ki megvaltoztatva az eNOS foszforilacijat és pedig ugy tinik, hogy inkabb a gatld foszforilacio
keriil tulsulyba. Ebben a foszforilacidés valtozasban nincs szerepe a PKA-nak és a PI3-K/Akt
utvonalnak, a PKC-nek azonban jelentGsége lehet. A dohanyfiist rdadasul csokkenti az eNOS
dimerizacidjat, amelynek hatterében oxidativ karosodas lehet, mert GSH kivédi azt. A késébbiekben
szoba johet a dohanyzas karos hatasainak PKCB-gatloval torténd kezelése is, errdl azonban jelenleg

nem allnak rendelkezésiinkre klinikai adatok.

Human vizsgalatunkban igazoltuk, hogy a dohdnyfiist akutan rezisztencia index (RI) csokkenést
okoz az arteria renalis elsé szegmentalis erében, amely valosziniileg vazodilatacios eredetli és igy a
vesében hyperfiltratiohoz vezet. Patkdnybdl izolalt arteria renalis elsé szegmentalis erén
bebizonyitottuk, hogy az arteria renalis agaiban a dohanyfiist hidrogén-peroxid révén okoz
vazodilataciot, és ez a hatds endotéliumtol, szolubilis guanilat ciklaztol, a kalcium dependens
kaliumcsatornatdl és az ATP dependens kaliumcsatornatol fiiggetlen volt.

Komoly ellentmondésnak tiinik ez, hiszen ezidaig az endotélfiiggd NO-termelés kozponti

vazodilatacios szerepérdl esett szo, és arrdl, hogy a dohanyfiist ezt hogyan karosithatja! Tovabbi

értelmezési nehézséget okoz az, hogy egyidejlleg 1ép fel renalis vazodilaticid és vérnyomas (MAP)

emelkedés.

Korabbi vizsgalatok szerint dohanyzas hatasara a légutak (365) és a véna portac (366)
vérataramlasa novekszik. Ezek alapjan feltételezziik, hogy a dohanyfiist az arteria renalis relaxaciojan
és az artérias k6zépnyomas (MAP) emelésén, valamint az endotéldiszfunkcion keresztiil hiperfiltraciot
és albuminuriat valthat ki (283-285).

Vizsgalatunkban igazoltuk, hogy az akut dohanyzas atmeneti RI csokkenést és a rendlis
szerint az akut dohanyzas a veseerek rezisztencidjanak novekedését és a GFR csokkenését okozna
(368). A két vizsgalat eredményeinek kiilonbozosége fakadhat a tanulmanyok kivitelezésébdl €s a
vizsgaltak eltéré tulajdonsagaiban fennallo kiilonbségekbdl. Ritz és mtsai tanulmanydba ndket és
férfiakat is bevontak, mig mi csak férfiakat. Raadasul az daltaluk vizsgaltak keveset dohanyoztak (10
cigaretta/nap), mig nalunk ez utdbbi érték 17,7+6,9 cigaretta/napnak adodott. A két vizsgalatban a
veseerek rezisztenciaja is eltéré modon keriilt mérésre, ami miatt a mérési pontok idézitése is eltért.

In vitro vizsgalatainkban a patkanybol izolalt arteria renalis elsé oszlasi agai a dohanyfiist
vizoldékony extraktumara koncentraciofiiggben relaxaltak. Eredményeink alapjan nem valdszind,
hogy a relaxacioért a dohanyfiist legtobbet vizsgalt 6sszetevje a nikotin (369) lenne a felelds, ugyanis

a nikotinmentes cigaretta ugyanolyan hatast valtott ki, mint a nikotinos. Ugyanakkor a nikotinossal
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szemben a nikotinmentes dohanyzas betegeinkben nem emelte a vérnyomast és a szivfrekvenciat, ami
Osszhangban van az irodalommal (370). Kizarhat6 a dohanyfiist CO tartalmanak szerepe is, mert az a
szolubilis guanilat ciklaz és a kalcium dependens kaliumcsatornak aktivalasaval fejti ki a hatasat
(371,372) és ezek gatlasa nem befolyasolta a dohanyfiist okozta vazorelaxaciot. Human vizsgalatok
igazoltak azt is, hogy 1 cigaretta elszivasa utan 30 perccel még mindig magas a dohanyosok CO-
szintje (370), a vazodilatacidé viszont atmeneti csak mintegy 5 perces. Szintén a szolubilis guanilat
ciklaz (ODQ-val torténd) gatlasanak hatastalansaga miatt kizarhato az NO szerepe is, hiszen annak, a
CO-hoz hasonl6an, ugyanaz a tamadaspontja.

Ismert, hogy a dohanyfiistben talalhato, vagy a hatasara a szévetekben képzddo szabad gyokok
modosithatjak az erek tonusat (165,373). A hidrogén-peroxid példaul endotélium és simaizom fiiggd
modon is kivalthat vazodilataciot (375). Patkany arteria carotis dohanyfiisttel torténé 6 Oras
inkubacidja novelte a hidrogén-peroxid termel6édését (373). Masok azt talaltak, hogy a dohanyfiist
bifazisos vazomotorvalaszt okozott diszno prekontrahalt koronaria artériain (376). A bifazisos valasz
elsé gyenge kontrakcidjat koncentraciofiiggd relaxacié kovette. Az utdbbi fazist novelte SOD-vel
torténd eldinkubacio. Az ér endotéljének elroncsolasa utan, patkany vazizom arterioldjaban, a kiviilrol
hozzaadott hidrogén-peroxid (6x10° - 3x10™*M koncentracioban) szintén bifizisos valaszt okozott
(377). Mi a tanulmanyunkban 1-10%-os dohanyfiistpuffert hasznaltunk, amihez hasonl6t alkalmaztak
masok is (373,376). Azt talaltuk, hogy a hidrogén-peroxidot bont6 katalaz csékkentette a dohanyfiist
kivaltotta arteriarelaxaciot, mig az SOD, amely a szuperoxid szabad gyok dizmutacidoja révén
hidrogén-peroxidot kelt, novelte azt. igy tehat a dohanyfiist vizes extraktuma, legalabb is részben a
magabdl a dohanyfiistpufferbdl, vagy amelyet szuperoxid szabadgyokbol az erek SOD enzime képez.
Mivel a relaxacid megmarad az endotélium elroncsolasa utan is, feltételezhetd, hogy elsésorban
simaizomhatasrol lehet sz6. A szabad gyokok szabalyozhatjak ioncsatorndk és transzporterek
aktivitasat; Koronaria artériakban a tiol csoportok oxidacidja példaul redox-regulalta vazodilataciot
okozhat az L-tipusu kalciumcsatornak gatlasa révén (378). A mi tanulmanyunkban a GSH
csokkentette a dohdnyfiist kivaltotta vazorelaxaciot.

Ismert, hogy a bariumion gétolja a kaliumcsatornakat és ezzel simaizom depolarizaciot és ez
altal a fesziiltségfiiggé kalcium-csatorna megnyilasa révén vazokonstrikciot okoz (379). Ezzel
Osszhangban azt figyeltik meg, hogy az arteria renalis BaCl, indukalta kontrakciojat az L-tipust
kalcium-csatorna-blokkolé nifedipin csokkentette. Figyelemfelkeltd, hogy az 5%-os dohanyfiistpuffer
hasonl6 hatasti volt. Ezek a hasonlatossagok felvetik annak lehet6ségét, hogy a fesziiltségfiiggo
kalcium-csatorna redox eredetli gatlasanak szerepe lehet a dohanyfiist altal kivaltott relaxacio
kialakulasaban.

Amennyiben a Krebs pufferben a NaCl-ot ekvimolaris LiCl-dal helyettesitjiik, atmeneti

kontrakcié jon létre, ami a Na'-Ca?" cseretranszporteren keresztiil megvalosuld kalciumbearamlas
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hatasara alakul ki (380). Kisérleteinkben a SEA0400, a Na'-Ca®* cseretranszport specifikus gatloja
(381) csokkentette a Li* 4ltal kivaltott kontrakcidt, hasonlé mértékben, mint az 1%-0s
dohanyfiistpuffer. Ez azt tamasztja ala, hogy a Na'-Ca’" cseretranszport befolyasolasanak szerepe
lehet a dohanyfiist altal indukélt vazorelaxacioban. Erdekes ilyen iranyn megfigyelés szerint a H,O,
altal 1étrehozott tiolcsoport-modositas befolyasolhatja a cardiomyocytdk Na'-Ca** cseretranszportjat
(NCX) (382).

gy tehat a dohényfiistpuffer hidrogén-peroxid tartalma lehet az eqyik oka az arteria renalis

crer

dohénvyfust hatisara kialakul6d endotélfiiggetlen relaxdcidjanak, melynek hatterében a simaizomzat L-

tipusti kdlcium-csatornai és a Na*-Ca*" cseretranszporter médositasa allhat. Ugyanakkor az is ismert,

hogy a hidrogén-peroxid egyes erekben a vazodilatdciét masokban a vazokonstrikcidt erdsiti (lasd a

koros aminosavakrol szold kovetkezd fejezetet), ami magyardzhatja, hogy az arteria renalis

srer

Humén, retrospektiv hisztologiai adataink feldolgozasa kiegésziti az eddigi in vitro €s human
eredményeinket. Amennyiben ugyanis a dohany ilyen jelentds endotélialis diszfunkciohoz, nem
endotélfiiggd, akut renovaszkularis vazodilatacidhoz vezet, akkor felmeriil annak lehetésége, hogy a
vese glomerulusok ismét és ismét, minden egyes cigaretta elszivasa kapcsan hiperfiltraciotol
szenvednek, ami a diabeteses vesekarosodas kialakulasaban és progresszidjaban fontos szerepet
jatszhat, s6t a nem diabeteses vesekarosodasok némelyikének is lényeges tényezdje lehet. Ez a
vesekarosodas tankonyvi, Un. haemodinamikai oldala. Retrospektiv hisztoldgiai vizsgalatunkban
magas dohanyzasi prevalenciat (87%) irtunk le a Kimmelstiel-Wilson-1éziét (KW) mutat6 2-es tipust
cukorbetegekben. Azoknal a 2-es tipust cukorbetegeknél, akiknél KW nem volt igazolhatd (non-KW)
a dohanyzas csak 35%-ban fordult el6, ami a valogatas nélkiili magyar populacidos eldfordulashoz
kozeli érték (293). Az egyéb kockazati tényezok tekintetében a KW és a non-KW csoport nem
kiillonbozott. Tovabb erdsiti a nodularis glomerulosclerosis és a dohanyzas kozotti lehetséges
kapcsolatot az is, hogy a nem diabeteses nodularis glomerulosclerosisban szenveddk 100%-ban
dohanyoztak, és igy e csoport pozitiv kontrollként szerepeltethetd. Amennyiben a csomagéveket, a
dohanyzas dozisat hasonlitottuk 6ssze, akkor is a noduléris glomerulosclerosist mutatok magasabb
értékét kaptuk, a nodularis elvaltozast nem mutaté cukorbetegekhez képest.

Human vizsgalatunkban és in vitro kisérletiinkben is igazoltuk a dohanyfiist rendlis artériat
(extrarenalis) tagito és igy hiperfiltraciot okozo hatasat. Ez az ismétlodé haemodinamikai elvéltozas
fontos szerepet jatszhat a nodularis glomerulosclerosis és a proteinuria kialakulasaban. El6z6
vizsgalataink alapjan egyidejlileg endotélidlis karosodassal, eNOS dysfunctioval ¢és ennek
kovetkeztében intrarendlis haemodinamikai zavarokkal is szamolnunk kell. Retrospektiv, kis
beteglétszamu vizsgalatunk természetesen nem alkalmas direkt ok-okozati 0sszefiiggések feltarasara,

ehhez prospektiv, nagy beteglétszamon végzett tanulmanyok sziikségesek.



dc_360 17

Felvetésiink csupan annyi, hogy a dohanyfiist okozta endotélialis diszfunkcio, valamint az
endotélfiiggetlen arteria renalis vazodilatacio a renalis hiperfiltracié sulyosbitasan keresztiil nodularis

glomerulosclerosishoz vezethet.

6. VIZSGALATOK 2: Egy bizonyos szabad gyok, a hidroxil szabad gyok altal kivaltott oxidativ
stressz diabetes mellitusban és vesebetegségekben

Roviditések: ATP = adenozin-trifoszfat, CKD = veseelégtelen, nem-diabetesesek, CONTR =
kontroll egyének csoportja, DIAB = 2-es tipusu cukorbetegek, DIAB-CKD = vesebeteg, 2-es tipusi
cukorbetegek, DM CAT = 2-es tipusti cukorbeteg kataraktasok csoportja, DM = diabetes mellitus,
DOPA = 3,4-dihidroxi-fenilalanin, Fex = frakcionalt exkrécio, HbA;. = hemoglobin A;,, HPLC =
high performance liquid chromatography, m-Tyr = meta-tirozin, non-DM CAT = szenilis
kataraktasok csoportja, akiknek nem volt cukorbetegségiik, o-Tyr = orto-tirozin, Phe = fenilalanin, p-
Tyr = para-tirozin, Tyr =tirozin, UV = ultraibolya,

6.1. Aminosavak oxidacios termékei

Az aminosavak oxidacids termékei stabil és specifikus markerei a szabadgyok-termelésnek
(283). Az un. reaktiv oxigén termékek (ROS) mint pl. a szuperoxid és hidroxil szabad gyok, vagy az
erélyes oxidald hatasu hidrogén-peroxid és a peroxinitrit képes oxidalni az aminosavak és a fehérjék
bizonyos csoportjait (384,385). Az aromas oldallanct aminosavak kiilondsen érzékenyek az oxidativ
stresszre és termékeik stabilak, mint pl. a ditirozin (386).

Az esszencialis fenilalanin (Phe) aminosav fiziologidsan a fenilalanin hidroxildz enzim
hatasara para-tirozinna (pTyr) alakul. Egyéb izoformai a tirozinnak fiziologiasan nem fordulnak eld.
Hidroxil szabad gyok jelenlétében a fenilalanin nem-enzimatikusan orto- (o-Tyr), meta- (m-Tyr) és

para-tirozinna (p-Tyr) alakulhat (6.1.1. abra).
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6.1.1. abra A fenilalanin (Phe) konverzidja orto-, meta- és para-tirozinna (0-, m-, p-Tyr). A
vastag nyil ( ==————)-) jeloli a fiziologias, enzimatikus reakcioiranyt, a vékony nyilak ( ——)
azokat az iranyokat, amerre a reakcié hidroxil szabad gyok hatasara mehet. -OH = hidroxil
szabad gyok.

Mint azt a 6.1.1. abra mutatja p-Tyr képzédhet enzimatikusan és hidroxil szabad gyok hatasara
is, mig o- és m-Tyr csak hidroxil szabad gyok hatasara képzddik, ezért ezek j6 markerei a hidroxil
szabad gyok jelenlétének (385,387).

Az 0- és a m-Tyr-t hidroxil szabadgyok-markerként hasznaltak pl kataraktaban (388) vagy
miokardialis ischaemia-reperfuzidoban (389). Az 0- és m- Tyr akkumulacidja Gsszefiiggést mutatott a
fokozott malondialdehid-képzddéssel (390), az emelkedett NADPH-oxidaz aktivitassal és a fokozott
zsirsav oxidacioval (391) vagy a csokkent redukalt glutation szinttel (392). Az oxidalt aminosav-
szarmazékok jobban hasznalhatok, mint az egyéb oxidativ stressz markerek, mert specifikusak,
stabilak és altalaban nem képzddnek arteficialisan a mintael6készitéskor. Az o- és m-Tyr viszonylag

egyszerlien kimutathat6 autofluoreszcenciaja alapjan (393).

6.2. Oxidalt fenilalanin-szarmazékok és a vese (XIX)
6.2.1. Bevezetés

Az aminosavak a glomerulusokban szabadon filtraldédnak ¢€s a proximalis tubularis
epithelsejtekben reabszorbealddnak. A reabszorbcié fiigg a molekula természetétol, kémiai
struktarajatol. A Phe és a p-Tyr a neutrdlis aminosavakat reabszorbeald transzporter révén szivodik
vissza. Ez a folyamat nagyon hatékony, hiszen a filtralt aminosavaknak csak 1 %-a tiriil ki végil is a

vizelettel (394) Az aminosavakon kiviil oligopeptidek is iiriilnek a vizeletben, amelyek a kefeszegély
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peptidazai altal képzett fehérjefragmentumok. A Phe és a p-Tyr frakcionalt exkrécidja (Fex) 1% koriili
human viszonylatban (a p-Tyr atlag Fex értéke 1,18% ¢és a Phe-¢ 0,9%, 394).

Célkitizésiink a p-, m-, 0-Tyr és Phe koncentracidinak mérése volt vizeletben €s szérumban.
Kontroll, egészséges Onkéntesek, 2-es tipust diabetesesek, kronikus vesebetegek és cukorbeteg-
vesebetegek mintait vizsgaltuk. Tanulmanyoztuk a kapcsolatot a vizelet 8-epi-prostaglandin-F,, iirités,
mint a lipid-peroxidacio egyik mérészama és a hidroxil szabad gyok marker, o-Tyr kozott. Vizsgaltuk

a fiziologias p-Tyr és a hidroxil szabad gyok altal képzett Phe-szarmazékok veseeliminéciojat.

6.2.2. Betegek és modszerek
6.2.2.1. Betegek

Keresztmetszeti vizsgalatunkban 4 csoportot hasonlitottunk Ossze: (1) nem-diabeteses, nem-
vesebeteg kontrollokat (CONTR, n=14), (2) III. stadiumu (mérsékelt GFR-csokkenés, a National
Kidney Foundation Definition and Classification of the Stages of Kidney Disease szerint: GFR: 30-59
ml/perc) veseelégtelen, nem-diabeteseseket (CKD, n=12), (3) nem-vesebeteg, 2-es tipusu
cukorbetegeket (DIAB, n=17), (4) III. stadiumt vesebeteg, 2-es tipusti cukorbetegeket (DIAB-CKD,
n=19). A csoportok klinikai jellemz6it a 6.2.2.1.1. tablazatban tiintettiik fel.
6.2.2.1.1. tablazat A betegcsoportok klinikai jellemzd6i.

CONTR CKD DIAB DIAB-CKD
N 14 12 17 19
Nem (férfi/n6) 4/10 5/7 7/11 8/12
Kor (év) 61 54 62 69
(54-65) (51-65) (57-69) (59-73)
Szérum CN 4.8 12,3° 7,3° 16,2 2¢
(mmol/l) (4,1-6,0) (10,2-15,8) (6,5-9,5) (13,1-23,9)
Szérumkreatinin 79 190%¢ 81 1962°
(nmol/l) (70-90) (147-255) (68-88) (173-257)
Kreatinin clearance 109 31°¢ 109 38%¢
- mért (83-140) (16-33) (93-124) (23-41)
(ml/perc)
- szamolt (Cockroft) 80 352¢ 109 382°¢
(ml/perc) (71-87) (30-56) (90-144) (25-53)
Fruktézamin (umol/l) - - 267 259
(243-304) (235-367)
Hemoglobin Ay, (%) - - 8,65 7,13
(8,22-9,59) (6,23-9,01)

CONTR = egészséges kontrollok, CKD = veseelégtelenek, DIAB = 2-es tipust cukorbetegek, DIAB-
CKD = veseelégtelen, 2-es tipusi cukorbetegek, szérum CN = szérumkarbamid nitrogén. Az
eredmények medianjat és az interkvartilis tartomanyt adtuk meg. A Mann-Whitnhey-U tesztet csak
akkor alkalmaztuk, ha a Kruskall-Wallis teszt minden csoportra szignifikins volt. * p<0,05 vs.
CONTR, ° p<0,05 vs. CKD, © p<0,05 vs. DIAB.

A nem-diabeteses veseelégtelen betegek diagnozisai a kovetkezdk voltak: kronikus

pyelonephritis (n=4), polycystas vesebetegség (n=3), nephrosclerosis (n=2), IgA nephropathia (n=1),
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minimal change betegség (n=1) és vasculitis (n=1). A csoportok korban (p = 0,426), nemben (p =
0,723) egyeztetettek voltak.

A CKD ¢és a DIAB-CKD csoport veseelégtelenségének sulyossaga egyforma volt
(szérumkreatinin: p = 0,795; 24 o6ras kreatinin clearance: p = 0,272; szamolt kreatinin clearance
[Cockroft-Gault]: p = 0,820). A DIAB és a DIAB-CKD csoport szénhidrat anyagcseréje hasonld volt
(fruktézamin: p = 0,797; hemoglobin Aj;: p = 0,298). Nem volt kiilonbség a csoportok kozott a
kovetkezd paraméterek tekintetében sem: szérum GOT, GPT, LDH, ALP, 6sszkoleszterin, HDL és
LDL koleszterin (tdblazatban nem mutatott eredmények).

Huszonnégy o¢ras gyujtott vizeletet és heparinizalt plazmamintakat hasznaltunk a
vizsgalatokhoz. Mivel a dié¢ta befolydsolhatja a vizsgalatokat, éhomi plazmamintakat vettiink. A rutin
laboratoriumi vizsgalatokhoz standard metodikdkat alkalmaztunk. A vizsgalatot a Pécsi Regionalis

Kutatas-Etikai Bizottsag engedélyezte. Minden beteg beleegyezd nyilatkozatot adott.

6.2.2.2. Modszerek
6.2.2.2.1. A szabad (nem-fehérje) orto- és para-tirozin kimutatasa vizeletbdl és plazmabol

Ishimitsu és mtsainak (395) minimalisan modositott modszerét hasznaltuk. Ennek lényege
roviden a kovetkezO volt: 24 oras gyljtott vizelet vagy frissen nyert heparinizalt plazma 250 pl-ét
jégen tartottuk. Ehhez 125 ul 60%-os triklorecetsavat adtunk, Osszekevertiik, 30 percig inkubaltuk
jégen, mialatt a fehérjetartalom kicsapodott. A csapadékot centrifugalassal (15.000 rpm, 10 percig,
Eppendorf-csében) eltavolitottuk. A feliilaszot 0,2 um fecskendé-sziirén (Millipore) keresztiilszirtiik,
majd 20 pl injektaltunk a HPLC-be.

A kromatografiat Shimadzu Class LC-10 ADyp HPLC-vel végeztik (Shimadzu USA
Manufacturing Inc.), a detektalasra Shimadzu RF-10 Ay, fluorescens detectort (Shimadzu USA
Manufacturing Inc.) hasznaltunk. Az aminosavakat (p-, m-, 0-Tyr, Phe) autofluoreszcenciajuk alapjan
detektaltuk: a tirozinokat 275 nm-es excitacional és 305 nm-es emisszios hullamhosszon, a Phe-t 258
nm-es excitacional és 288 nm-es emissziés hulldmhosszon. Licrospher C-18 ODS oszlopot és
izokratikus futtatast hasznaltunk. A mobil fazis 1%-os ecetsav és 1%-os natrium-acetat vizes oldata
volt. Kiils6 standardot és a gorbe alatti teriiletet hasznaltunk a koncentraciok kiszdmolasahoz. Néhany
esetben standard hozzaadasaval bizonyosodtunk meg az elucids idédt illetden. A p-, m- Tyr-t és a Phe-t
a Sigma-Aldrich Co.-tdl (St. Louis, MO, USA), az o-Tyr-t az ICN Biochemicals Inc.-t6l (Aurora, OH,
USA) rendeltiik. Két eredeti regisztratum képét a 6.2.2.2.1.1. abra mutatja:
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6.2.2.2.1.1. abra Kontroll egyén (—) és veseelégtelen-cukorbeteg (— - -) vizeletének
kromatogrammja. p-Tyr = para-tirozin, o-Tyr = orto-tirozin, CONTR = kontroll, DIAB-CKD =
diabeteses-veseelégtelen beteg.

6.2.2.2.2. Vizelet 8-epi-prosztaglandin-F,, meghatdarozasa

A vizelet 8-epi-prosztaglandin-F,, meghatarozasa kompetitiv ELISA kit segitségével tortént

(Oxis Health Products, Portland, Oregon, USA).

6.2.2.2.3. Statisztika

Mivel az adatok tobbségének nem volt normalis az eloszlasa nem-paraméteres Kruskall-Wallis

tesztet ¢s Mann-Whitney U tesztet hasznaltunk. Ugyanezért mediant és interkvartilis tartomanyt

adtunk meg.

6.2.3. Eredmények

6.2.3.1. A modszerek megbizhatosaga
Mind az o-, mind a p-Tyr mérhetd volt vizeletben, de a vizelet-Phe koncentracidja az esetek

tobbségében a fluoreszcens HPLC modszer érzékenységi kiiszobe alattinak bizonyult. A plazmaban a
p-, az o-Tyr-t és a Phe-t is kimutathatonak talaltuk. Az o-Tyr also értéke 7 nmol/l-nek adodott az
altalunk hasznalt eljarassal. Az m-Tyr nem volt mérhetd, mert vagy nem volt kimutathato, vagy mas
anyagokkal egyiitt elualodott (amit standard hozzaadasaval igazoltunk).

Az eljaras megismételhetoségét 9 vizelet és 9 plazma haromszor ismételt mérésébol
szamoltuk. A mérések kozotti idoben a mintdkat -20 °C-on tartottuk és minden alkalommal
kiolvasztottuk a mintakat. A méréseket 3 kiilonb6z6 napon végeztiik el és ugyanazt a késziiléket

hasznaltuk, valamint a teljes mintaelokészitést elvégeztiik. Az atlagos inter-assay CV —k a kdvetkezok
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voltak: vizeletben 7,8 % a p-Tyr és 7,7 % az o-Tyr esetében, plazmaban 7,1 % a p-Tyr és 6,3 % az o-
Tyr esetében.
A 8-epi-prosztaglandin-F,, vizelet kivalasztasa tanulmanyunkban 1049 ng/mmol kreatinin volt

(median), ami j6 egyezést mutat a Framingham study group altal megadott irodalomi értékkel (10-

1600 ng/mmol kreatinin (396).

6.2.3.2. A para-tirozin plazmaszintje és vizeletiiritése

A CKD csoportnak alacsonyabb plazma-p-Tyr-szintje volt, mint a CONTR vagy a DIAB
csoportnak. A DIAB-CKD csoport plazma-p-Tyr-szintje szintén alacsonyabbnak bizonyult, mint a
DIAB csoporté (6.2.3.2.1. tablazat).

6.2.3.2.1. tablazat A para- és az orto-tirozin plazma-koncentracidja és vizeletiiritése

CONTR CKD DIAB DIAB-CKD
Plazma-p-Tyr 55,96 28,45°%° 46,11 32,46°
(umol/I) (35,62-56,97)  (25,60-34,42) (42,09-49,31) (29,15-39,01)
Vizelet-p-Tyr/kreatinin 4,27 1,80%¢ 5,31 1,95°¢
(pmol/mmol) (3,03-5,23) (1,58-1,97) (4,26-9,28) (1,45-3,90)
Vizelet-p-Tyr kivalasztas 23,62 18,78° 68,78 20,44°
(umol/nap) (16,79-81,57)  (5,10-40,98) (43,84-113,63)  (9,11-29,74)
p-Tyr Fex 0,67 1,36 0,98 1,06
(%) (0,56-0,79) (1,09-2,14) (0,73-1,35) (0,71-3,54)
Plazma-o-Tyr 0,022 0,050 0,023 0,054
(umol/I) (0,013-0,054)  (0,024-0,145) (0,015-0,029) (0,019-0,378)
Vizelet-o-Tyr/kreatinin 0,034 0,175° 0,291° 0,479°%°¢
(umol/mmol) (0,0001-0,035) (0,056-0,481) (0,103-0,330) (0,367-0,701)
Vizelet-o-Tyr kivalasztas 0,24 1,22° 3,41°° 4,03%°
(umol/nap) (0,00-0,35) (0,94-1,83) (2,72-4,99) (2,58-6,51)
o-Tyr Fex 7,86° 27,28 125,29 111,892
(%) (3,81-12,08)  (8,55-373,02) (69,32-140,35)  (68,79-185,90)

CONTR = kontroll csoport, CKD = veseelégtelen csoport, DIAB = 2-es tipusit cukorbetegek
csoportja, DIAB-CKD = vesebeteg, cukorbetegek csoportja, p-Tyr = para-tirozin, o-Tyr = orto-tirozin;
Fex = frakcionalt exkrécio. Az adatok medidnjat és az interkvartilis tartomanyt adtuk meg. A Mann-
Whitney-U tesztet csak akkor végeztiik el, ha a Kruskall-Wallis teszt minden csoportra szignifikans
volt. * p<0,05 vs. CONTR, ° p<0,05 vs. CKD, ¢ p<0,05 vs. DIAB, ® p<0,05 vs. p-Tyr Fex.

Hasonl6 eredményeket kaptunk akkor, ha az o- és p-Tyr értékeket a Phe-re korrigaltuk
(tablazatban nem mutatott eredmények). A csoportok plazma-Phe szintjei nem kiilonboztek (median
plazma-Phe szintek: Contr: 40,50 umol/l, CKD: 27,52 umol/l, DIAB: 31,08 umol/l, DIAB-CKD:
30,03 umol/l, p = 0,448).
vizeletkreatinin-koncentracidja nem kiilénbozott (tablazatban nem mutatott eredmények). A CONTR
csoport p-Tyr/kreatinin hanyadosa magasabb volt, mint a CKD csoporté. A DIAB csoport p-
Tyr/kreatinin hanyadosa is magasabbnak bizonyult, mint a CKD, vagy a DIAB-CKD csoporté
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(6.2.3.2.1. tablazat). A CKD és a DIAB-CKD csoport 24 6ras p-Tyr iritése alacsonyabb volt, mint a
DIAB csoporté (6.2.3.2.1. tablazat). A plazma-p-Tyr-szint korrelalt a vizelet-p-Tyr-koncentracioval (r
=0,468; p = 0,001).

6.2.3.3. A para-tirozin vese clearance-e és frakcionalt exkrécidja

A CKD ¢és a DIAB-CKD csoport p-Tyr clearance-e alacsonyabb volt, mint a DIAB csoporté
(0,34 [0,12-0,64] és 0,46 [0,18-0,74] vs. 1,13 [0,58-1,64] ml/perc, p < 0,05). A CONTR csoport p-Tyr
clearance-e nem kiilonbozott a betegesoportokétél (CONTR: 0,63 [0,26-0,99] ml/perc). A p-Tyr
frakcionalt exkrécioja (Fex) tekintetében nem talaltunk kiilonbséget a csoportok kozott (6.2.3.2.1.
tablazat).

6.2.3.4. Az orto-tirozin plazmaszintje és vizelet-kivalasztdsa

Az 0-Tyr plazmaszintekben nem talaltunk kiilonbségeket (p = 0,286, 6.2.3.2.1. tablazat).
Hasonlé eredményeket nyertiink akkor is, ha az adatokat a plazma Phe-szintekre korrigaltuk
(tablazatban nem mutatott eredmények).

A betegcsoportok vizelet o-Tyr/kreatinin hanyadosa magasabb volt, mint a CONTR csoporté
magasabbnak talaltuk, mint a CONTR csoportét. A két diabeteses csoport 24 6ras o-Tyr-exkrécidja
magasabbnak addédott, mint a CKD csoporté (6.2.3.2.1. tablazat). A plazma-0-Tyr nem korrelalt a
vizelet-o-Tyr-nal (r = 0,219; p = 0,130).

A vizelet-8-epi-prosztaglandin-F,,/kreatinin hanyados nem korrelalt a plazma-o-Tyr-al (r =
0,04), a plazma-o-Tyr/Phe hanyadossal (r = - 0,06), a vizelet-o-Tyr/kreatinin hanyadossal (r = 0,12) és
a vizelet-o-Tyr kivalasztassal (r = 0,16; p > 0,05 mindegyikre).

6.2.3.5. Az orto-tirozin vese-clearance-e és frakciondlt exkrécidja

Nem talaltunk kiilonbséget az o-Tyr clearance tekintetében a csoportok kozott (CONTR: 12,21
[2,13-21,26]; CKD: 5,92 [2,64-59,68]; DIAB: 122,34 [47,01-204,86]; DIAB-CKD: 29,14 [8,94-76,22]
ml/perc, p = 0,070).

Az o-Tyr Fex érték a DIAB és a DIAB-CKD csoportban magasabb volt, mint a CONTR
csoportban. A diabeteses csoportok Fex értéke meghaladta a 100 %-ot (6.2.3.2.1. tablazat). A kontroll
csoportban az o-Tyr Fex értékét magasabbnak talaltuk, mint a p-Tyr-ét (6.2.3.2.1. tablazat).

A vizelet-8-epi-prosztaglandin-F,,/kreatinin hanyados nem korrelalt az o-Tyr clearance-szel és
az o-Tyr Fex-el (r=0,01 and r =- 0,167, p > 0,05 mindkét esetben).

6.3. Az oxidalt fenilalanin-szarmazékok és a katarakta (XX, XLI)
6.3.1. Bevezetés
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A szemlencse zavarossaga, a katarakta a vaksag leggyakoribb oka. A szemlencse sajatos szerv,
amely avascularis, magas fehérjetartalma ellenére a lathaté fény szdmara transzparens és a fehérje-
turnover-e nagyon lassi (397). Eppen avascularis és tokkal koriilvett volta miatt zart rendszert
képvisel. A lassu fehérje-turnover miatt a kdrnyezeti hatasok kumulalodnak a szemlencsében és a kor
elérehaladtaval opaleszcenssé valik (398). A kataraktogenezisben fontos szerepet jatszik az ultraibolya
fény, az ionizald sugarzasok, a gyogyszerek, a dohanyzas és a diabetes mellitus (399-401), de a
katarakta kifejlédésének pontos mechanizmusa még mindig ismeretlen. A szemlencse-fehérjéknek,
mint pl. a krisztallinnak az irreverzibilis karosoddsa biztosan jelentséggel bir. A glikacio, a
karbonilaci6, keresztkotések képzddése, a tiol csoportok oxidéacioja, aggregatumok képzddése
csokkenti a fehérjék vizoldékonysagat (402-404) és ez az opaleszcencia kifejlodéséhez vezethet.

Mint az el6z6 részben emlitettiik a hidroxil szabad gyok képzddését kdvetni lehet a tirozin
izomerek (orto-tirozin, o-Tyr; meta-tirozin, m-Tyr) mérésével (405). Tovabbi enzimatikus vagy
hidroxil szabadgyokos 1épésben 3,4-dihidroxi-fenilalanin (DOPA) képzddik a p-Tyr-bél. Kataraktas
lencsében a fehérjéhez kototten képzodé DOPA-t a hidroxil szabad gyok altal okozott karosodas
markerének tartjak (406). A DOPA tovabbalakulhat szabad gyok hatasara DOPA-kinonna.

Cukorbetegséghen a magas glukéz koncentracidé oxidativ stresszt valt ki. Nem-diabeteses,
egészséges egyénekben az Oregedéshez tarsuld szabadgyoOk-termelés vesz részt a katarakta-
képz6désében (407).

Célkitiizésink az volt, hogy nem-kataraktas, diabeteses kataraktas, és nem-diabeteses

s

felhasznalasaval.

6.3.2. Betegek és modszerek
6.3.2.1. Betegek

Keresztmetszeti vizsgalatunkban katarakta miitét soran eltavolitott lencséket analizaltunk a
betegek irasbeli beleegyezése alapjdn. Mindegyik vizsgalt lencsét ugyanaz a szemész operatOr
tavolitotta el. Kadaverekbdl szarmazé lencsék képezték a kontroll csoportot. A tanulmanyt a Pécsi
Regionalis Kutatas-Etikai Bizottsag engedélyezte.

Harom csoportot képeztiink: nem-kataraktas kontroll (CONTR), 2-es tipusu diabeteses
kataraktas (DM CAT) és nem-diabeteses (szenilis) kataraktids csoport (non-DM CAT) keriilt
kialakitasra. A 2-es tipusu diabeteszt az Amerikai Diabetes Tarsasag, American Diabetes Association
(ADA) kritériumrendszere alapjan diagnosztizaltuk. A CONTR és a DM CAT csoport atlag életkora
nem kiilonbozott, de a szenilis kataraktasok (non-DM CAT) iddsebbek voltak, mint a DM CAT és a
CONTR csoport betegei. Ez nem meglepd, hiszen a szenilis katarakta idésebb korban alakul ki, mint a

diabeteses katarakta. A csoportok f6bb klinikai jellemzdit a 6.3.2.1. tdblazat mutatja.
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6.3.2.1. tablazat A csoportok klinikai jellemzdi

CONTR DM CAT Non-DM CAT
N 17 22 20
Kor (év) 62 (48-73) 67 (64-78) 75" (71-82)
HbA. (%) 6,7 (6,4-7,6)
Fruktézamin (umol/1) 272 (227-334)
Ehomi plazmaglukoz (mmol/l) 8,1 (7,0-9,2)

2 p<0,05vs. CONTR; ®, p < 0,05 vs. DM CAT; CONTR = kontroll csoport; DM CAT = 2-es tipusu
diabeteses kataraktas csoport; non-DM CAT = nem-diabeteses kataraktas csoport; HbALc,
hemoglobin A;.. Az adatok medianjat és az (interkvartilis tartomanyt) adtuk meg.

6.3.2.2. Modszerek
6.3.2.2.1. Szemlencsemintadk elokészitése

A szemlencsék eltavolitasa soran nyert mintakat 30 percig 13 000 rpm-nél centrifugaltuk. A
csapadékot Tris pufferben (pH 6,8) reszuszpendaltuk, ami 1 mmol/l EDTA-t és 4 mmol/l EGTA-t,
valamint 0,2 mmol/l fenilmetanszulfonil fluoridot is tartalmazott. Ezutan mind a kataraktas, mind a
kontroll mintakat hasonloképpen kezeltiik és homogenizaltuk. A total homogenizatum fehérjetartalmat
ismételt homogenizalas utan Bradford mddszere szerint hatdroztuk meg. A szemlencse vizoldékony
(azaz fizioldgias) és nem vizoldékony (azaz karosodott) komponenseit centrifugalassal valasztottuk el

(13 000 rpm, 30 perc).

6.3.2.2.2. HPLC analizis

A mintaelékészités a kovetkez6 volt: Jol zard polipropilén csdvekbe 200 ul mintat, majd 4 pl
400 mmol/l-es dezferrioxamint (végkoncentracio: 3,6 mmol/l) és 40 ul 500 mmol/l-es butilalt
hidroxitoluént (végkoncentracié: 45 mmol/l) mértink. Ez utobbi két antioxidanst azért hasznaltuk,
hogy a fehérjehidrolizis soran az artefaktképzodést csokkentsiik. Utana 200 pl 12 N-os sosavat
mértlink be, majd egy éjszakan keresztiil 120°C-on hidrolizaltuk a fehérjéket.

A DOPA-t ugyanugy, mint a tobbi tirozin izomert 275 nm-es excitacional és 305 nm-es

emisszional mértik.

6.3.2.2.3. Statisztika
Az SPSS 10.0-es verzigjat (SPSS Inc., IE, USA) hasznaltuk. Mivel az adatok tobbsége nem-
normalis eloszlasu volt, az adatok medianjat és az interkvartilis tartomanyt adtuk meg. Ugyanezért a

Kruskal-Wallis és a Mann-Whitney U-tesztet hasznaltuk a csoportok dsszehasonlitasara.

6.3.3. Eredmények
A teljes lencse homogenizatum fehérjetartalmat 1 mg/ml-re allitottuk. A lencse feliiluszojanak

fehérje koncentracidja 1,45-2,50 mg/ml volt. Az aminosav koncentraciokat az oldat fehérjetartalmara
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korrigaltuk.
Az altalunk hasznalt HPLC moddszerrel elvileg a DOPA, p-Tyr, m-Tyr, o-Tyr és a Phe
koncentracidja hozzavetdlegesen harom nagysagrenddel magasabb volt, mint a DOPA és az m-Tyr.

Két reprezentativ kromatogrammot a 6.3.3.1. abran mutatunk.

0.6

mesessmmes tOtal homogenate

p;Tyr

mEEERERE supernatant

"

0.4

|DOPA |

o-Tyr

AU o3

0.2

01
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6.3.3.1. abra Diabeteses kataraktas beteg szemlencséjébdl nyert teljes homogenizatumanak (total
homogenate, folytonos vonal, 1 mg/ml fehérje) és feliiliszéjanak HPLC kromatogrammja
(szaggatott vonal, 2.5 mg/ml fehérje). DOPA = 3,4-dihidroxi-fenilalanin; p-Tyr = para-tirozin; m-
Tyr = meta-tirozin; o-Tyr = orto-tirozin; Phe = fenilalanin.

Az m-Tyr koncentracidja a feliiliszo-mintak tilnyomo tobbségében a detekcios kiiszob alatt
volt. Az m-Tyr kimutathatosaga a feliilluszobol, az adott fehérjekoncentracio mellett, magasabb volt a
non-DM CAT esetében (18/22 minta, kimutathatd/dsszes minta), mint a CONTR csoportban (7/17
minta), vagy a DM CAT csoportban (10/20 minta, Kruskall-Wallis teszttel p<0,05; Mann-Whitney U
teszttel non-DM CAT vs. CONTR: p<0,05; non-DM CAT vs. DM CAT: p<0,05; chi*-teszttel:
p<0,05). A teljes homogenizatumban a m-Tyr kimutathatosiga a kovetkez6képpen alakult: DM CAT:
20/20 minta, non-DM CAT: 22/22 minta, CONTR: 11/17 minta. A statisztikai vizsgalatok eredményei
a kovetkezOk lettek: Kruskall-Wallis teszttel p<0,05; Mann-Whitney U teszttel DM CAT vs. CONTR:
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p<0,05; non-DM CAT vs. CONTR: p<0,05. A teljes homogenizatum esetében a chi-teszt matematikai
okokbdl nem volt kivitelezhetd, mert az elvart cellankénti esetszam tul alacsony volt. Az m-Tyr
esetében a leird és Osszehasonlito statisztikat azokra a mintdkra végeztiik el, amelyekben az m-Tyr

kimutathaté mennyiségben volt jelen. (6.3.3.1. tablazat).

6.3.3.1. tablazat Szemlencsék feliilliszojanak és teljes homegenizatumanak aminosav

koncentracidi (fehérjére korrigalva)

CONTR DM CAT Non-DM CAT
Feliiluszo DOPA/fehérje 413,56 305,53 188,61
(nmol/g) (79,01-1505,84) (196,99-409,63) (114,00-245,42)
m-Tyr/fehérje* 1,06 3,20 2,46
(nmol/g) (0,77-3,01) (1,22-4,74) (1,54-4,47)
o-Tyr/fehérje 30,96 22,43 18,66
(nmol/g) (3,39-37,08) (7,82-87,99) (11,17-121,84)
Phe/fehérje 633 382 252°°
umol/g (299-819) (332-512) (197-306)
Teljes DOPA /fehérje 1100,35 904,12° 1346,23°
homogeni- (nmol/g) (289,34-1767,30)  (738,49-1287,17)  (428,44-738,49)
Zitum m-Tyr/fehérje* 3,41° 15,34%¢ 20,28%°
(nmol/g) (3,02-4,61) (2,39-29,65) (7,18-57,29)
o-Tyr/fehérje 38,61 217,58°%° 211,78°%°
(nmol/g) (12,47-51,64) (22,76-919,10) (51,76-1128,03)
Phe/fehérje 1102° 1187° 967°
umol/g (601-1246) (956-1622) (626-1336)

2 p<0,05 vs. CONTR; °, p<0,05 vs. DM CAT; €, p<0,05 vs. feliiluszo; *: az m-Tyr szamos mintdban a
kimutathatosag alatt volt, statisztikat azokbol a mintakbol készitettiink, amelyekben az m-Tyr
kimutathato volt. CONTR = kontrollok; DM CAT = 2-es tipust cukorbetegek kataraktaja; non-DM
CAT = nem-diabetesesek kataraktaja; DOPA = 3,4-dihidroxi-fenilalanin; m-Tyr = meta-tirozin; o-Tyr
= orto-tirozin; Phe = fenilalanin. Az értékek medianban és (interkvartilis tartomanyban) vannak
megadva.

6.3.3.1. A kontroll- és a betegcsoportok 6sszehasonlitasa
DOPA/fehérje, m-Tyr/fehérje, o-Tyr/fehérje és Phe/fehérje.

A lencse feliiluszojaban a DOPA és az 0-Tyr jol mérhetd koncentracioban volt jelen, de az m-
Tyr a mintdk egy jelentdés részében az ¢érzékenységi kiiszob alatt volt. A harom csoport
Osszehasonlitasabol kideriilt, hogy a DOPA/fehérje, az m-Tyr/fehérje és az o-Tyr/fehérje tekintetében
nem volt kiilonbség a feliiliszoban. A DM CAT csoport Phe/fehérje hanyadosa nem kiilonbozott a
CONTR-t6l de a non-DM CAT csoport Phe/fehérje hanyadosa alacsonyabb volt, mint a CONTR
csoporté (6.3.3.1. tablazat).
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A szemlencse teljes homogenizatumaban a DOPA ¢és az o-Tyr jol mérhetd koncentracidban
volt jelen. A CONTR mintak teljes homogenizatumainak nagy részében az m-Tyr a mérési tartomany
alatti volt, de a kataraktas mintakban jol lehetett mérni. Nem volt kiilonbség a csoportok kozott a
DOPA/fehérje hanyados tekintetében, de az m-Tyr/fehérjét és az o-Tyr/fehérjét illetéen a DM CAT ¢és
a non-DM CAT csoport értékei magasabbak voltak, mint a CONTR csoporté. A teljes
homogenizatumban a Phe tartalmat illetden nem talaltunk kiilonbséget a csoportok kozott (6.3.3.1.
tablazat).

A szemlencsék relativ Phe tartalmanak jellemzésére bevezettiik a Pheg,p/Pheyes hanyadost,

srer

srer

hanyadosnak a medianja a CONTR csoport esetében magasabb volt, mint a két betegcsoporté (6.3.3.1.
abra).
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6.3.3.1. abra A feliiliszok relativ fenilalanin (Phe) tartalma az egyes csoportokban. p < 0,05 vs.
CONTR mindkét csoportban. CONTR = kontroll, DM CAT = diabeteses kataraktas, non-DM CAT =
nem-diabeteses kataraktas csoport.

6.3.3.2. A teljes homogenizatum és a feliiluszo dsszehasonlitdsa

A csoportok 0Osszehasonlitasan kiviil elvégeztik a csoportokon belill a feliiliszo-teljes
homogenizatum Osszehasonlitasat is. A CONTR, DM CAT ¢és a non-DM CAT csoportok feliiluszojat
hasonlitottuk ugyanezen csoportok teljes homogenizatumahoz.

Azt talaltuk, hogy a CONTR csoportban a feliillusz6 és a teljes homogenizadtum nem
kiilonbozott egymastol a DOPA/fehérje hanyados tekintetében, de a DM CAT és a non-DM CAT
csoportban a DOPA/fehérje hanyados magasabb volt a teljes homogenizatumban, mint a feliiluszoban
(6.3.3.1. tablazat).

A m-Tyr/fehérje hanyadost minden csoportban magasabbnak talaltuk a teljes

homogenizatumban, mint a feliiliszoban (6.3.3.1. tablazat).
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Az o-Tyr/fehérje hanyados magasabbnak bizonyult a DM CAT és a non-DM CAT csoport
teljes homogenizatumaban, mint a feliiliszoéjukban. A CONTR csoportban nem volt szignifikans
kiilonbség (6.3.3.1. tablazat).

Mindharom csoportban a teljes homogenizatum Phe/fehérje hanyadosa magasabb volt, mint a

feliiluszoé. (6.3.3.1. tablazat).

6.4. Az oxidalt fenilalanin-szarmazékok az inzulin-rezisztencia lehetséges okai
6.4.1. Az orto- és meta-tirozin inzulin-rezisztenciat kelt zsirsejtekben
6.4.1.1. Bevezetés
Az inzulinnak a metabolikus hatason (GLUT4 membrantranszlokacion) kiviil, vazodilatator
(az NO-n keresztiil), vazokonstriktor (az endotelin-1 (ET-1) expresszidja révén) és mitogén (az

ERK1/2-jelatvitelen at megvaldosulo) hatasa is van (6.4.1.1.1. abra).

Inzulin— inzulinreceptor interakcio

Intracellularis hatasok

v v
Akt (PKB) MAPK
) ) ) )
Anyagcsere ||Vazodilatacio Vazokonstrikcio| | Proliferacio
(GLUT4) (NO) (ET-1) differenciacio

6.4.1.1.1. abra Az inzulin intracellularis jelatviteli iranyai és azok hatasai (Muniyappa R és mtsai
nyoman osszeallitva, 408).

Az inzulin anyagcserehatasa, a glukoz transzportja vonatkozasaban, a GLUT-4 jelzési glukoz
transzporteren keresztiil valosul meg. Inzulinhatasra ez az intracellularis térben kompartmentalizalt
transzport fehérje kikeriil a plazmamembranba, €s ez a transzlokacio teszi lehetévé a glukoznak a
vérbol a sejtekbe jutasat. Ez a mechanizmus elsésorban a vazizmokat, és a zsirsejteket jellemzi. A
zsirsejtek anyagcserehatasa nem meriil ki a GLUT-4-en keresztiili glukozfelvételben, hanem fontosak
a zsirok metabolizmuséaban is, s6t hormonalisan aktivak (pl. a mineralokortikoid releasing hormon itt
képzodik) illetve a citokinek (pl. adiponektin, TNF-alfa, stb) termelésének a helyei és ez altal
résztvesznek a szubklinikus gyulladas kialakulasaban is. A szubklinikus gyulladas, a citokinek és a C-
reaktiv-proteinszint (CRP) révén a NAD(P)H-oxidaz enzim aktivalodasahoz és igy szuperoxid szabad
gyok termelédéséhez vezet (409,410). Az anyagcsere, az oxidativ stressz, a nem enzimatikus glikacio

és a szubklinikus gyulladas kozott komplex interakcio all fenn. Fontos figyelembe venni azt is, hogy
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peroxidra van sziikség, amit az inzulin hatasara aktivalédo NAD(P)H-oxid4z enzim termel (411). igy
tehat az antioxidans kezelés ronthatja is az inzulin jelatvitelt!

Az inzulin-rezisztencia hatasara kialakulo hyperglykaemia noveli a nem enzimatikus glikaciot,
ami nem enzimatikus glikacios végtermékek (AGE-k) képzddéséhez vezet, amelyek aktivaljak az
AGE receptorokat (RAGE), ami szintén NAD(P)H aktivaciot okoz, ami aktivalja az NF-kB-t, ezaltal
ez a nuklearis faktor a sejtmagban meginditja a citokinek expresszidjat (lasd a nem enzimatikus
glikéciordl szolo fejezetet).

Az oxidativ stressz soran gyakran termel6dd hidroxil szabad gyok, a mar ismertetett modon
meta- (M-Tyr) és orto-tirozin (o-Tyr) termelédést okoz.

A 3T3-L1 fibroblaszt sejtvonal specialis medium és kiegészitok hatasara zsirsejtekké
differencialodik, amelyek széles korben keriilnek alkalmazasra a zsirszovet modellezése céljabol.

Az inzulin-rezisztencia szelektiv, csak az Akt (PKB) atvonalat érinti. Valoszintileg az oxidativ
stressz hatasara, a kaszkadban az Akt el6tti inzulin-receptor szubsztrat-1-en (IRS-1) a normalis tirozin
foszforilacio helyett szerin foszforilacio jon létre 412,413). Feltételeztiik, hogy a koros tirozinok
(meta-, orto-tirozin, m-Tyr és o-Tyr) képz6désével és a jelatvivo fehérjékbe torténd beépiilésével zavar

keletkezhet a normalis jelatvitelben, ami inzulin-rezisztencidhoz vezethet.

6.4.1.2. Modszerek
6.4.1.2.1. Sejtkultura

Az egér embrionalis fibroblast primer kultarajat (3T3-L1) az ATCC-t6l (Manassas, US)
rendeltiik. A 3T3-L1 preadipocitakat Dulbecco’s modified Eagle tapoldatban ((DMEM, Invitrogen,
CAT number: 41966-029; Sigma Aldrich CAT number: D6046) tenyésztettiik, amit kiegészitettiink
10% fotalis marhaszérummal (FBS) (Gibco, CAT number: 16170-078), 100U/ml penicillinnel, 0,1
mg/ml streptomycinnel (Gibco, CAT number: 15070-063) és 398 uM p-, m-, vagy o-Tyr-rel. A
standard koriilmények kozott, inkubatorban tenyésztettiik. A sejt-differencialodasat elésegitendo az
FBS-DMEM tapoldathoz 0,5 nM izobutil-metilxantint (Sigma Aldrich, CAT number: | 5879), 0,17
uM inzulint (Sigma Aldrich, CAT number: 1 9278) és 250 nM dexametazont (Sigma Aldrich, CAT
number: 861871) adtunk hozza. A 4. naptdl kezdve a sejteket DMEM /10%-0s FBS tapoldatban
tartottuk 0,17 puM inzulin jelenlétében, masnaponkénti tapoldatcserével, a kisérletek megkezdéséig.
Miutan a sejtek tobb mint 90%-a zsirsejtmorfologiat mutatott kezdtilk el veliik a kisérleteket. A

kisérletek elott a sejteket egy éjszakan keresztiil FBS-mentes tapoldatban tartottuk.

6.4.1.2.2. Izotopjelzett glukozfelvétel
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A sejteket gluk6z mentes DMEM-ben (Gibco, Csertex, Hungary) inkubaltuk 30 percig, utana
2, 20, 200, 400 nmol/I inzulin jelenlétében 100 percig. Egyidejtileg 1 uCi/ml dezoxi-D-glukoz 2-[1 2-
3H(N)] (3,7x104Bg/ml) (Izotop Intézet, Hungary) is jelen volt az oldatban 100 percen keresztiil. Utana
a sejteket felkapartuk, majd lecentrifugaltuk 5 percig 1000 rpm-mel. Az iiledékre 70 ul lizispuffert
mértiink, majd 30 pl mintat mértiink szcintillacios szamlaloban (Beckman LS 5000 TD, CPM-ben) 5
percen keresztiill. A mintidkat —70 °C fagyasztva tartottuk mdasnapig, amikor is a fehérjetartalmat

mértiik Hitachi spektrofotométerben. Az eredményeket a fehérjemennyiségre korrigaltuk.

6.4.1.2.3. HPLC-analizis

Az 0-Tyr és az m-Tyr vizsgalatok a korabban leirtak szerint torténtek.

6.4.1.2.4. Western blot analysis
A dohanyfiist hatasar6l szold részben leirtaknak megfeleléen végeztik az Akt (PKB)-

vizsgalatokat.

6.4.1.3. Eredmények

Mértiik a 11 napon keresztiil tenyésztett 3T3-L1 zsirsejtek izotopjelolt 2-dezoxi-D-glukoz
felvételét. Az inzulin nélkiil, csak p-Tyr jelenlétében tenyésztett sejtek glukdzfelvételére normalizaltuk
az értékeket. A p-Tyr és 5 mmol/L glukoz jelenlétében az inzulin novelte a zsirsejtek dezoxi-D-
glukozfelvételét. A p-Tyr és magas (25 mM) glukédz jelenlétében az inzulin nem novelte a sejtek
glukozfelvételét. Ehhez hasonldoan normalis glukdz (5 mM) és o-Tyr vagy m-Tyr jelenlétében a sejtek

glukozfelvételét az inzulin nem volt képes novelni. (6.4.1.3.1. abra).
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6.4.1.3.1. abra A tapoldat glukéz-koncentraciéjanak és tirozin-osszetételének hatasa a 3T3-L1
zsirsejtek glukozfelvételére. Az eredményeket atlag =+ SEM formaban adtuk meg (n=5). *: p< 0,05
(ANOVA) 1: p< 0,05 vs. p-Tyr és 5 mmol/L glukéz kontroll

Az m- és az o-Tyr eme inzulin-rezisztenciat kivaltdo hatasa koncentracio- és id6fiiggd volt

(abran nem mutatott eredmények).

Az m- és 0-Tyr inzulin-rezisztenciat kivalto effektusanak mechanizmusat keresve vizsgalatuk
ezeknek a koros aminosavaknak a hatasat az inzulin glukometabolikus jelatviteléért felelds Akt (PKB)
utvonalara. Az Akt (PKB) foszforilaltsagat vizsgaltuk p-Tyr és normalis glukézon (5 mmol/L), p-Tyr
€s magas glukozon (25 mmol/L), m-Tyr és o-Tyr és normalis glukdzon novesztett sejtek esetében. Az
Osszehasonlitasokat inzulin jelenlétében és hianyaban is elvégeztiik. Az eredményeket az Akt (PKB)
relativ foszforilaltsaga formajaban adtuk meg (p-Akt/Akt) és normalizaltuk a p-Tyr kontroll sejtekre.
Inzulin hidnyaban nem szignifikdns csdkkend tendenciat lattunk az m-Tyr és az o-Tyr esetében. Az
inzulin (200 nmol/L) novelte az Akt foszforilaciojat 5 mmol/L-es glukoztartalmu tapoldatban. Az
mmol/l-es), az m-Tyr és az o-Tyr tartalmi tapoldatban. Hasonlé eredményeket kaptunk a 400 nmol/I-

es inzulinkezelés esetében is (6.4.1.3.2. dbra).
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6.4.1.3.2. abra Az Akt (PKB) foszforilacioja 3T3-L1 sejtekben 5 és 25 mmol/L-es
glukézkoncentracio és para-, meta- vagy orto-tirozin mellett inzulin nélkiil és inzulin hatasara. A
relative foszforilaciot (P-Akt/Akt) a kontroll szazalékaban fejeztiik ki. Az adatok medianjat és 25-75
percentilis értékét adtuk meg (n=5). *: p < 0,05 (Kruskal Wallis és Mann-Whitney U teszt) 1: p < 0,05
vs. p-Tyr és 5 mmol/L glukéz (Wilcoxon teszt) i: p < 0,05 vs. p-Tyr and 25 mmol/L glucose
(Wilcoxon test with correction for multiple comparisons)

Igazoltuk azt is, hogy az m- és o-Tyr rovid id6n beliil transzportalodik a sejtekbe és ez a
transzport fiiggetlen a glukoz koncentraciojatol (5 vagy 25 mmol/l) az inzulin jelenlététol vagy
hianyatol. A 6.4.1.3.3. abra A panelje az intracellularis, fehérjéhez nem kotott, szabad m-Tyr felvételét

mutatja az id6 fliggvényében, a B panel ugyanezt abrazolja az o-Tyr esetében.



dc_360 1%

>

3500 - —O— 5mmol/L glucose +
m-Tyr, without
3000 - insulin

==E=-5mmol/L glucose +

2500 - m-Tyr, with insulin

—&— 25mmol/L glucose +
m-Tyr, without
insulin

—@ - 25 mmol/L glucose +
m-Tyr, with insulin

2000 -

intracellular m-Tyr/p-Tyr
(nM/uM)
[
ul
o
o

1000 -
500 -
0 T T T T 1
0 10 20 40 60
time (min)
B 150 -
—O— 5mmol/L glucose +
- o-Tyr, without
2 1200 - insulin
é— -<3--5 mmol/L glucose
E - +0-Tyr, with
& % 900 - insulin
= E —&— 25mmol/L glucose
=3C) +0-Tyr, without
) 600 - insulin
§ —@& - 25 mmol/L glucose
1= +0-Tyr, with
. 300 - insulin
0 T T T T 1
0 10 20 40 60
time (min)

6.4.1.3.3. abra A meta-tirozin (A panel) és az orto-tirozin (B panel) akut felvétele 3T3-L1
sejtekbe az idé fiiggvényeként, normalis (5 mmol/l) vagy magas (25 mmol/l) glukéz és inzulin
jelenlétében, vagy hianyaban (atlag £ SEM, n=5).

A koros aminosavak akut felvételén kiviil vizsgaltuk azt is, hogy vajon beépiilnek-e a sejt
fehérjéibe. Eredményeink szerint a 11 napos sejttenyésztés soran folyamatosan jelenlévé m-Tyr vagy
0-Tyr beéplil a sejtek fehérjéibe. A beépiilt p-Tyr, m-Tyr és 0-Tyr mennyiségét a sejt Ossztirozinjanak
szazalékaban adtuk meg a kovetkezok szerint: p-Tyr/[(p-Tyr)+(m-Tyr)+(o-Tyr)], m-Tyr/[(p-Tyr)+(m-
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Tyr)+(0-Tyr)], o-Tyr/[(p-Tyr)+(m-Tyr)+(0o-Tyr)]. A beépiilést 5 és 25 mmol/l-es glukdzkoncentracio
mellett is tanulmanyoztuk. A sejtek p-Tyr tartalma szignifikansan csokkent, akar o-Tyr, akar m-Tyr
tartalmi médiumon néttek (6.4.1.3.4. abra A panel). A sejtfehérjék m-Tyr és o-Tyr tartalma
szignifikansan nétt, ha a sejteket ezeknek az aminosavaknak a jelenlétében, akar 5 akar 25 mmol/l-es

glukdzkoncentracio mellett novesztettiik (6.4.1.3.4. abra B és C panel).
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6.4.1.3.4. abra HPLC mérés segitségével hataroztuk meg a zsirsejtek fehérjéinek tirozin
tartalmat (a para-, a meta- és az orto-tirozintartalmat az A, a B és a C panelen abrazoltuk). A
fehérjékbe beépiilt egyes tirozin izomerek szazalékos aranyat a fehérjék dssztirozintartalmahoz képest
adtuk meg. Az eredményeket atlag + SEM formaban fejeztiik ki (n=10). *: p<0,05 (ANOVA és post-

hoc analizis).
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6.4.2. Az orto-tirozin inzulin-rezisztencidt kelt érfalban
6.4.2.1. Bevezetés

Mint az el6z6 fejezetben olvashatd volt, az inzulinnak metabolikus hatasan kiviil vaszkularis
effektusa is van, ami lehet vazodilatativ és -konstriktiv is (414). Azt is lattuk, hogy az inzulin
indukalta vazodilatacié az Akt-eNOS rendszer aktivald foszforilacioja révén valdosul meg az NO-n
keresztiil (415,416). Amennyiben gatoltak a PI3K rendszert (amely aktivalja az Akt-t) az inzulin
vazokonstrikciot valtott ki, amit az extracellularis szignal-regulalta kinaz (ERK1/2) gatloja, a
PD98059 blokkolt (414). igy tehat az inzulin kivaltotta vazokonstrikcio az ERK1/2-n keresztiil valosul
meg. Arra is vannak adatok, hogy az inzulin indukalta vazokonstrikcio részben a hidrogén-peroxidon
(H,0,) keresztiil valosul meg (417,418). A H,0, vazodilataciot is okozhat, mégpedig a szolubilis
guanilat ciklaz (sGC) aktivalasa révén (419,420). Mindezeket a hatasokat a H,O,-t bontd kataliz
gatolja (421,422). Fontos azt is megjegyezni, hogy az ERK1/2 gatléi kivédik a H,O, altal okozott
vazokonstrikciot, ami arra utal, hogy a H,O, okozta vazokonstrikci6 az ERK1/2-n keresztiil valosul

meg (421,422).

Ebben a munkankban feltételeztiik, hogy az erek oxidaltsagi allapota kiillonbdz6 és ennck
megfeleléen az inzulin kivaltotta vazodilataciod is eltérd. Ezt igazolando vizsgaltuk a thoracalis és az
abdominalis aortdt és a femoralis artériat. Az oxidaltsagi allapotot tovabb fokozando akutan
H,O,+aminotriazolt adtunk az izolalt erekhez (az aminotriazol a katalaz enzim gatloja) (423,424), és
az ellenkez0 iranyu valtozast szuperoxid dizmutaz és katalaz (SOD+CAT) alkalmazasaval valtottuk ki.
Tanulmanyoztuk az ERK1/2 jelatviteli utvonal szerepét is az inzulin indukalta vazomotor aktivitasban.
Végiil, feltételeztiik, hogy az 0-Tyr in vivo adagolasa patkanyoknak a kéros aminosav érfalba torténd

beépiilése révén megvaltoztatja az erek valaszképességét.

6.4.2.2. Modszerek
6.4.2.2.1. Allatok és kisérleti elrendezések

Felnétt, 11-13 hetes, him Sprague-Dawley patkanyokat hasznaltunk a nem intervencios
vizsgalatainkban és 5-6 heteseket azokban, amelyek soran a patkanyokat szondazas révén
vehikulummal, p-Tyr-rel és o-Tyr-rel szupplementaltuk. A szupplementacios vizsgalatok soran 1,76
mg/die p-Tyr-t, vagy o-Tyr-t, illetve vehikulumot kaptak heti 6 napon keresztiil, négy héten at. A
szupplementalas sordn a patkanyok kozel megharomszoroztak testsulyukat, de a testsulyban a
csoportok (vehikulum, p-Tyr és o-Tyr) kozott nem volt kiilonbség. A négyhetes szupplementacios
kezelés utan érfal tirozin osszetétel (HPLC-s) és vazomotor (myographos) vizsgalatok torténtek. A
patkanyok egy masik csoportjaban a négy hetes kezelést négy hetes kezelés mentes, un. kimosasi

periodus kovette (“washout csoport”), és utana szintén HPLC-s és myographos vizsgalatokat
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végeztiink. Végiil a harmadik csoportban egyszeri szupplementacid utan végeztiik el a HPLC-s és

myographos vizsgalatokat (“akut kezelési csoport™).

6.4.2.2.2. Az érfal fenilalanin-, para-tirozin- és orto-tirozin tartalmanak mérése
Az érszegmentumok (torakalis-, abdominalis aorta és femoralis artéria) proximalis részét

hidrolizaltuk és a mar ismertetett fluoreszcens detektalasu HPLC-vel analizaltuk.

6.4.2.2.3. Vazomotor vizsgalatok myograph-fal
A dohanyzassal kapcsolatos részben leirt modszert alkalmaztuk. Az ereket 100 nM
epinefrinnel prekontrahaltuk.

6.4.2.2.4. Statisztika
Az eredményeket atlag + SEM formaban adtuk meg. ANOVA-t, és ahol sziikséges volt nem

paraméteres teszteket hasznaltunk.

6.4.2.3. Eredmények
6.4.2.3.1. Az erek falanak orto-tirozin tartalma kezeletlen dallatokban

A legmagasabb érfali 0-Tyr-tartalmat a torakalis aortaban mértiik, ezt kovette az abdominalis
aorta és a legalacsonyabbnak a femoralis artéria értéke bizonyult, azaz a periféria felé csokkend
tendenciat észleltiink (6.4.2.3.1.1. abra A panel). Akut H,O,+aminotriazol (AT) hatasra az o-Tyr
tartalom csak a torakalis aortaban nétt szignifikansan (6.4.2.3.1.1. abra B panel). Superoxid dizmutaz
¢és katalaz (SOD+CAT) hatasara az 0-Tyr mennyisége szignifikansan csokkent ugyan a torakalis
aortaban és a femoralis artériaban, de az abdominalis ortaban nem valtozott (6.4.2.3.1.1. dbra B panel)

¢s a torakalis aortaban a csokkenés nem haladta meg a 20%-ot.
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6.4.2.3.1.1. abra A panel: A nem szupplementalt patkanyok érfalainak orto-tirozin (0-Tyr)
tartalma. Szignifikans volt a kiilonbség (*: p<0,05) a torakalis (n=7), az abdominalis aorta (n=7)
és a femoralis artéria (n=9) ko6zott. B panel: Az érfali 0-Tyr-szintek akut valtozasai H,O,+AT
(oxidativ stresszt noveld) és SOD+CAT (oxidativ stresszt csokkent6) kezelés hatisara. H,O,+AT:
hidrogén-peroxid + aminotriazol [torakalis: n=5; abdominalis: n=5; femoralis: n=4]; SOD+CAT:
szuperoxid dizmutaz + katalaz [torakalis: n=5; abdominalis: n=5; femoralis: n=5]. Az adatok
atlag = SEM formaban keriiltek megadasra. Az o-Tyr-szinteket fenilalaninra (Phe) korrigalva
adtuk meg (A és B panel) és a kontroll szazalékaban fejeztiik ki (B panel). *: p < 0,05; NS: p >
0,05 (ANOVA).

6.4.2.3.2. Erszegmentumok vazomotor vdlasza inzulinra, a nem szupplementdlt dallatokban
Jelent6s kiilonbség volt kimutathatd az erek inzulinra adott vazomotor valasza kozott. A

legjobban a femoralis artéria relaxalt inzulinra, a legkevésbé a torakalis aorta (6.4.2.3.2.1. abra).
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6.4.2.3.2.1. abra Az inzulin dézis-hatias gorbéje nem szupplementalt patkanyok harom
vizsgalt erén. Az inzulin a femoralis artérian volt a leghatékonyabb (n=7), kevésbé hatékonynak
bizonyult az abdominalis (n=7) és a legkevésbé hatékonynak a torakalis aortan (n=7). A
relaxaciot az inzulindézis logaritmusa fiiggvényében abrazoltuk. Az adatok atlag + SEM
formaban jelennek meg. *: p < 0,05; NS: p > 0,05 (Extra sum-of-squares F test).

6.4.2.3.3. Erszegmentumok vazoaktivitdsinak vizsgdlata acetilkolinnal, a nem szupplementdlt
patkanyokban

Vizsgaltuk az o-Tyr hatasat az acetilkolin altal kivaltott vazoaktivitasra is €s, az inzulinhoz
hasonldan, azt tapasztaltuk, hogy a magasabb o-Tyr tartalmi erekben az acetilkolin vazorelaxalo
képessége kisebb volt, mint ott ahol az o-Tyr tartalom alacsonyabbnak bizonyult (abran nem mutatott

eredmények).

6.4.2.3.4. Az oxidativ stressz SOD+CAT-tal és H,O,+AT-vel torténd akut befolydsoldsinak hatdsa
nem szupplementalt patkanyok ereinek vazomotor aktivitdsdra

aortaét nem befolyasolta és a femoralis artéridét csokkentette (6.4.2.3.4.1. abra). A torakalis aorta
valaszkészsége inzulinra azonban még az akut SOD+CAT kezelést kovetden sem érte el a femoralis

artériaét.
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6.4.2.3.4.1. abra A szuperoxid dizmutaz + katalaz (SOD+CAT) Kkezelés hatdsa az inzulin
altal kivaltott vazorelaxiaciora a harom vizsgalt éren. Mig a SOD+CAT kezelés novelte az
inzulin hatdsat a torakalis aortan, addig a femoralis éren csokkentette azt. Az abdominalis
aortaszakaszon hatastalan volt. Az inzulin+SOD+CAT hatasa a torakalis aortan nem érte el a
femoralison kifejtettet [a 2. és az 5. oszlop kozott szignifikans maradt a kiilonbség]. Az inzulin
ECso-jének logaritmusat (IogECsg) abrazoltuk; inzulin-kezelés: torakalis: n=7, abdominalis: n=7,
femoralis: n=7; inzulin+SOD+CAT-kezelés: torakalis: n=6, abdominalis: n=6, femoralis: n=7. A
nulldhoz kozelebbi értékek magasabb inzulinigényt, azaz inzulin-rezisztencidt jeleznek. Az
adatok atlagat + SEM-et adtunk meg. *: p < 0,05; NS: p > 0,05 (Extra sum-of-squares F test).

A H,0,+AT-kezelés szignifikdnsan csoOkkentette a torakalis aorta inzulin altal kivaltott

“ g ey

abra).
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6.4.2.3.4.2. abra A hidrogén-peroxid + aminotriazol (H,O,+AT) és az ERK-gatlo (PD, PD98059)
elokezelés hatasa az inzulin indukalta vazorelaxaciora nem szupplementalt patkanyok erei
esetében. A H,O,+AT eldkezelés csokkentette az inzulin kivaltotta vazorelaxaciot a torakalis
aortdban, nem befolyasolta az abdomindlisban és ndvelte a femoralis artéridban. A torakalis
aortaban az ERK1/2-gatlo PD98059 kivédte a H,O,+AT altal kivaltott hatast. Metodikai okok miatt
a PD98059 hatasat nem tudtuk vizsgalni a femoralis artériaban. Inzulin-kezelés: torakalis aorta:
n=7, abdominalis: n=7, femoralis: n=7; inzulin+H,0,+AT-kezelés: torakalis: n=4, abdominalis:
n=>5, femoralis: n=6; inzulin+H,0,+AT+PD-kezelés: torakalis: n=6, abdominalis: n=4. Az adatokat
atlag = SEM formaban adjuk meg. *: p < 0,05; NS: p > 0,05 (Extra sum-of-squares F test).

6.4.2.35. Az inzulin altal kivaltott vazomotor-aktivitas befolyasolasa ERKI1/2 gatloval, nem
szupplementalt patkanyokban

Annak vizsgalatara, hogy az ERK1/2 vajon részt vesz-e az inzulin vazoaktivitasanak oxidativ
modositasaban az ERK1/2-gatlo PD98059-t (PD; 10 uM, 30 perc) hasznaltuk. Azt talaltuk, hogy a
torakalis aortdban a PD98059 teljesen kivédte a H,O,+AT altal kivaltott csokkenését az inzulin
indukalta vazoaktivitasnak (6.4.2.3.4.2. abra). Az abdominalis aortdban a H,0,+AT-nak nem volt
szignifikans hatasa. A PD98059 teljesen meggatolta a femoralis artéridban az epinefrin kivaltotta
vazokonstrikcio kialakulasat, ezért ebben az érben nem volt hasznalhato a H,O,+AT hatasanak

modulalasara.

6.4.2.3.6. A H,O0,+AT vazomotor hatasa az ERKI/2 jelatviteli uitvonalon keresztiil valosul meg nem
szupplementalt patkanyokban

Inzulinmentes oldatban, a H,O,+AT atmeneti vazokonstrikciot valtott ki (6.4.2.3.6.1. abra). A
legnagyobb vazokonstrikcio a torakalis aortaban alakult ki H,O,+AT hatasara, kisebb volt az effektus

az abdominalis aortaban és a legkisebb a femoralis artériaban (6.4.2.3.6.1. abra A, B és C panele). Az
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ERK1/2-gatlo PD98059 koncentracio-fiiggden kivédte a H,O,+AT indukalta vazokonstrikciot mind a
harom érben (6.4.2.3.6.1. abra D panel).

A B C
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B H202+AT OH202 + AT + PD (10puM) 2 H202 + AT + PD (50uM)

6.4.2.3.6.1. abra A hydrogen-peroxid + aminotriazol (H,O,+AT) és az ERK1/2 gatlo (PD,
PD98059) vazomotor hatasa a harom érben nem szupplementalt patkanyokban. Az eredeti
regisztratumok mutatjak a H,O,+AT kivaltotta atmeneti vazokonstrikciokat A) a torakalis
(legnagyobb valasz), B) az abdominalis aortaban (kisebb valasz) és C) a femoralis artériaban
(gyenge valasz). D) Az adatok Osszesitett oszlopdiagrammja szerint a 10 uM és az 50 uM
PD98059 meggatolta a H,O,+AT altal kivaltott vazokonstrikciot. H,O,+AT = hydrogen-peroxid
+ aminotriazol, torakalis: n=19, abdominalis: n=19, femoralis: n=24; H,0,+AT+PD(10):
hidrogén-peroxid + aminotriazol inkubaciét megel6z6 10 puM-os PD98059-es eldinkubacid
torakalis: n=6, abdominalis: n=5, femoralis: n=4; H,0,+AT+PD(50): hidrogén-peroxid +
aminotriazol inkubaciét megeléz6 50 upM-os PD98059-es eldinkubacio torakalis: n=4,
abdominalis: n=4, femoralis: n=4. Az adatok atlagat + SEM-et adtuk meg. *: p < 0,05; NS: p >
0,05; +: p < 0,05 vs. H,O,+AT torakalis aorta; §: p < 0,05 vs. H,O,+AT abdominalis aorta; #: p <
0,05 vs. H,O,+AT femoralis artéria (Extra sum-of-squares F test).

6.4.2.3.7. A kronikus ordlis 0-Tyr-szupplementdcio hatasa az érfal o-Tyr tartalmdra és az erek

crer

Egy hoénapos oralis p-Tyr, o-Tyr, vagy vehikulum kezelése utan megmértiik a patkanyok

ereinek 0-Tyr-tartalmat és vazorelaxacios képességét (6.4.2.3.7.1. abra A panel). Az o-Tyr-
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szupplementacio szignifikdnsan novelte az erek o-Tyr-tartalmat (6.4.2.3.7.1. abra B panel). A kezelési
periodus 4 hetét kdvette a kimosasi periodus 4 hete, amely utdn a 8. héten a patkanyok egy masik
csoportjaban megmértiik az erek o-Tyr tartalmat és attol fiiggetleniil, hogy melyik csoport kapott az
els6 4 hét soran vehikulumot, p-Tyr-t, vagy o-Tyrt nem talaltunk a tirozin kezelésnek megfeleld
kiilonbséget (dbran nem mutatott eredmények).

Megvizsgaltuk azt is, hogy az oTyr egy honapos peroralis in vivo szupplementacidja hogyan
aorta és a femoralis artéria inzulin altal kivaltott relaxacidja (6.4.2.3.7.1. abra C panel). A torakalis
aortdban az o-Tyr-szupplementici6 nem rontotta az inzulin indukalta relaxaciot, de a p-Tyr-
szupplementacio javitotta azt (6.4.2.3.7.1. abra C panel).

A kezelési periodus 4 hetét kovette a kimosasi periodus 4 hete, amely utan a 8. héten a
patkanyok egy masik csoportjaban megismételtiik a vazomotor vizsgalatokat, és azt talaltuk, hogy az
erek relaxacios képessége egyforma volt, attdl fiiggetleniil, hogy melyik csoport kapott az elsé 4 hét

soran vehikulumot, p-Tyr-t, vagy o-Tyrt (abran nem mutatott eredmények).
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6.4.2.3.7.1. abra A) A Kisérleti protokoll szerkezete a szupplementacios vizsgalatok soran. A
patkanyokat, szondan keresztiil, 4 héten at oralisan vehikulummal, para-tirozinnal (p-Tyr), vagy
orto-tirozinnal (o-Tyr) szupplementaltuk, amit fiziolégias séoldatban oldottunk. A négy hét
letelte utan az allatok egy részébdl ereket preparaltunk vizsgalatokra, masik résziik egy kovetkezo
négy hetes ‘washout’ wutdn keriilt vizsgalatra a 8. héten. B) A tirozin izomerek
szupplementacidjanak hatasa az érfal o-Tyr tartalmara (a 4. héten). Az oralis 0-Tyr-
szupplementacié hatasara mindharom érfal o-Tyr-tartalma szignifikdnsan megemelkedett, mig a p-Tyr
szupplementacio (p-Tyr) nem befolyasolta az érfal tirozintartalmat a vehikulummal kezelt kontroll
(Control) allatokhoz képest. Control: torakalis: n=4, abdominalis: n=4; femoralis: n=4; p-Tyr-
szupplementacio: torakalis: n=4, abdominalis: n=4, femoralis: n=4; o-Tyr-szupplementacio: torakalis:
n=4, abdominalis: n=4, femoralis: n=4. A vaszkularis o-Tyr mennyiségét a fenilalaninhoz (Phe)
viszonyitva (0Tyr/Phe) adtuk meg. C) A tirozin-szupplementacié hatasa az erek inzulin Kivaltotta
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srers

kezeléshez képest. Az 0-Tyr-szupplementéacid viszont mindharom érben csokkentette a relaxaciét a p-
Tyr csoporthoz képest, és az abdominalis aortaban, illetve a femoralis artériaban a vehikulummal
kezelt csoporthoz (Control) képest is. Control: torakalis: n=4, abdominalis: n=4, femoralis: n=4; p-
Tyr-szupplementacio: torakalis: n=4, abdominalis: n=4, femoralis: n=4; o0-Tyr-szupplementacio:
torakalis: n=4, abdominalis: n=4 femoralis: n=4. Az adatokat atlag + SEM formaban adtuk meg. *: p <
0,05; NS: p > 0,05; Panel B: (ANOVA); Panel C: #: p < 0,05 vs. Para (Extra sum-of-squares F test).

crer

A patkanyok akut, 30 perces p-Tyr, 0-Tyr vagy vehikulum kezelése nem befolyasolta az

érszegmentumok vazorelaxacios képességét (abran nem mutatott eredmények).

6.5. Megbeszélés

Oxidalt aminosavakkal foglalkoz6 els6 tanulmanyunkban, keresztmetszeti vizsgalatban
mértiik a vizelet és plazma p- és o-Tyr koncentraciokat diabetes mellitusban és veseelégtelenségben.
Igazoltuk, hogy az altalunk alkalmazott modszer alkalmas a vizelet és a plazma nem-fehérjéhez kotott
p- és o-Tyr meghatarozasara. Az altalunk mért plazma-p-Tyr-, -0-Tyr- és -Phe-szint jo0 megegyezést
mutatott az irodalmi adatokkal. Ishimitsu €s mtsai. ugyanezt a modszert hasznalva, az adatok atlagat
megadva a p-, 0-Tyr és a Phe szérum-koncentracioit 52 umol/I-nek, 17 nmol/l-nek és 58 umol/I-nek
talaltak egészséges onkéntesekben (425) Sajat CONTR csoportunk medidnjai a kdvetkezok voltak: 56
umol/l (p-Tyr), 22 nmol/l (0-Tyr), 40 umol/1 (Phe).

Korabbi allatkisérletek (426) arra utaltak, hogy intraperitonealis vagy intramuszkularis Phe
adasa utan 15 perccel érte el a maximumat a szabad o-Tyr képzddése. Ezért feltehetden a szabad o-Tyr
koncentracio-valtozasai a gyors szabadgyokds folyamatokat tiikrozik. A fehérjéhez kotott o-Tyr
metabolizmusa sokkal lassabb lehet. Irodalmi adatok szerint a nem-fehérjéhez kotott, szabad o-Tyr
koncentracidja 4,03-szor magasabb, mint a fehérjéhez kototté (427). Vizsgalatunk f6 célkitlizése a p-
Tyr és az o-Tyr vese-metabolizmusanak megismerése volt. A vese clearance és a Fex méréséhez a
szabad, nem-fehérjéhez kotott p-Tyr-t és o-Tyr-t kellett mérniink.

Urémiaban karosodik az aminosav metabolizmus (428,429). Urémiaban és mar azotémiaban is
alacsonyabb plazma-p-Tyr-koncentraciot talaltak, mint az egészséges kontroll egyénekben (CKD vs.
kontrollok: 26 vs. 46 umol/l (430) és 27 vs. 54 umol/l (431). A mi megfelel6 adataink 28 vs. 56
umol/l voltak. Talaltunk arra utald irodalmi adatot, amely szerint veseelégtelenségben csokken a
fenilalanin hidroxilaz enzim aktivitasa (432). Vizsgalatainkban a p-Tyr Fex értéke 100 % alatt volt (az
Osszes csoportra érvényes tartomany: 0,24 — 20,67 %). Eszerint a p-Tyr-t a vese hatékonyan retinealja.
A p-Tyr csokkent szintézisére utal, hogy a CKD betegeknek csokkent a plazma-p-Tyr szintje,
mikozben a Fex értékiik hasonld, mint a CONTR csoporté.

A diabetes mellitus és az urémia szovédményeinek kialakuldsaban fontos szerepet jatszik a

szabadgyokos karosodas (433). Ezért figyelemre méltoak a szabadgyokds karosodas jol detektalhato
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¢és stabil markerei. Az oxidativ stressz-markerek koziil az F,-izoprosztanok specifikusak a lipid-
peroxidaciora, sajnos azonban a minta tarolasa és kezelése soran artefaktként is képzddnek (434). Az
o-Tyr viszont specifikus a hidroxil szabad gyok okozta Phe-hidroxilaciora. A vizelet 8-epi-
prosztaglandin-F,, /kreatinin hanyados nem korrelalt az o-Tyr exkrécidval, aminek a két molekula
kiilonbozd eredete lehet az oka. Az m-, az 0-Tyr és a ditirozin ma elfogadott specifikus markere a
hidroxil szabad gyoknek (432-435). Vizsgalataink soran bizonyitast nyert, hogy a hidroxil szabad
gyok-marker o-Tyr vizeletexkrécidjat illetden a diabetes mellitus és a veseelégtelenség additiv hatasq.

A Phe nagyobb koncentraciéban fordul el6 a plazmaban, mint az o-Tyr (27,52 umol/l a Phe és
0,05 pmol/l az o-Tyr koncentracidja a CKD csoportban), ami valdszintitlenné teszi azt, hogy a Phe-
koncentracio valtozasa befolyasolna az o-Tyr képz6dését (nem rate-limiting a Phe).

Az, hogy a plazma ¢és a vizelet o-Tyr tartalma nem korreldlt egymassal arra utal, hogy a vizelet
0-Tyr kivalasztasat nem egyediil a GFR hatarozza meg, hanem a vesében lejatsz6do folyamatok is
determinaljak. Eredményeink szerint az o-Tyr vesében zajlo metabolizmusa kiilonb6zé betegségekben
mas €s mas. Az o-Tyr Fex-e 100% feletti volt a diabeteses csoportokban. A 100% feletti Fex értéknek
a hatterében két folyamat allhat: vagy aktiv tubularis szekrécido vagy az anyag in loco a vesében
torténd termelése. Eredményeink alapjan nem tudjuk megmondani, hogy a kett6 koziil melyik valosult
meg. Diabetes mellitusban a vizeletgluk6z koncentracidja elérheti a 100-200 mmol/I-t is (sajat, nem
kozolt adat). A tubularis sejtekben glukdz indukalta oxidativ stressz alakulhat ki, ami novelheti az o-
Tyr termelést és igy diabetesesekben 100% f61é emelkedhet az o-Tyr Fex értéke.

Eredményeink szerint a fiziologias p-Tyr-t a vese sokkal (a kontrollokban hozzavetdlegesen
tizszer, a diabetesesekben tobb mint szazszor) hatékonyabban tartja vissza, mint a kéros o-Tyr-t (lasd
3.3.2. tablazat adatait). Ezek szerint a vese megfelel6 transzport rendszerei kiilonbséget tesznek az o-
¢s a p-Tyr kozotti minimalis eltérés alapjan a két aminosav kozott. Ez akar egy alkalmazkodasi
folyamat része is lehet, hiszen a szervezet szamdara fontos hormon-eléanyagot €s fehérje épitdelemet
jelentd p-Tyr-t visszatartja és a koros o-Tyr-t nagyobb mértékben eliminalja.

A fehérjékbe beépiilé vagy ott in situ a Phe-bdl képz6dd o- és m-Tyr turnover-e altalaban
lassu. Kiilondsen lasst olyan fehérjék esetében, mint pl. a szemlencse fehérjéi. Ezért a szemlencse
fehérjéi mintegy Osszegyljtik az egészséges vagy a diabeteses beteg fehérjéit karositd eseményeket.
Eppen ezért a szemlencse természetes Gregedéséhez képest a diabeteses karosodast akar felgyorsult
oregedésként is felfoghatjuk. Ez latszott azokbodl az eredményeinkbdl is, amelyek szerint ugyanaz a
karosodas, ami a katarakta képzodéséhez vezet, diabeteses betegekben fiatalabb korban jelentkezik,
mint az Gn. szenilis kataraktaban.

A fizioldgiasnak nevezett oregedés soran nem csak a fehérje struktiraja valtozik meg az altal,
hogy az oxidalt Phe szarmazékok felszaporodnak benniik, hanem ennek kovetkeztében a fehérje-
fehérje, a fehérje-viz és a fehérje-ion kolcsonhatasok is mddosulnak. Amig a lencse kompenzalo

mechanizmusai elégségesek, a lencse transzparens marad. A transzparencia elvesztése ezeknek a védo
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mechanizmusoknak a kimeriilését jelzi. A védomechanizmusoknak fontos szerepldi az alacsony
molekulasulyt un. chaperon fehérjék, az ATP, és a citoszkeletalis fehérje rendszer (437). A lencse
magas fehérjetartalma szoros kapcsolatban van a vizzel.

Az altalunk hasznalt HPLC-eljaras alkalmas volt arra, hogy Phe-t, DOPA-t és o-Tyr-t
mutassunk ki kontroll és kataraktas lencsékb6l. Az m-Tyr nem minden mintaban volt kimutathato.
Elsdsorban a kontroll és a feliiluszo mintakban észleltiink a kimutathatosag alatti koncentraciot. Ismert
(438) és sajat, korabbi, nem-kozolt in vitro vizsgalatainkban is igazolodott, hogy hidroxil szabadgyok-
képz6 rendszerben az o- és a m-Tyr egyenld mennyiségben képzddik. Mégis in vivo jelenlétiik nagyon
is kiillonbozhet. Az o-Tyr koncentracidja akar tizszerese is lehet az m-Tyr-ének (438), amit sajat
eredményeink is megerdsitenek (3.3.2. tdblazat). Ennek a kiilonbségnek az oka nem ismert.

Altalanosan elfogadott, s6t ajanlott az oxidalt aminosav-szarmazékokat a kiindulsi
aminosavra Kkorrigalni (esetiinkben a Phe-re, 438). Vizsgalatainkban azonban jelentds Phe-tartalom
kiilonbségeket figyeltiink meg a feliiliszoban, a katarakt4s lencsékben a kontrollhoz képest, illetve a
feliiluszoban a teljes homogenizatumhoz képest. Ha oxidalt aminosav/Phe hanyadossal szamolnank,
akkor az eredményeket nagymértékben befolyasolnak a Phe koncentracio kiilonbségei, ezért az o-
Tyr/Phe helyett mi az o-Tyr/fehérjét hasznaltuk. Az irodalmi sszehasonlithatosag kedvéért megadjuk
az 0-Tyr/Phe hanyadost is a teljes homogenizatumra: nalunk a kontroll vs. szenilis katarakta 0,034 vs.
0,69 nmol o-Tyr/umol Phe volt, ami j6 egyezést mutat az irodalmi eredményekkel, amelyek 0,18 vs.
0,65 nmol o-Tyr/umol Phe (439) és 0,5 vs. 1,8 nmol o-Tyr/umol Phe (438) voltak.

Azt tapasztaltuk, hogy az oxidalt aminosav szarmazékok a kataraktas szemlencsék teljes
homogenizatumaban akkumulalodtak, és a kataraktds lencsék felilluszojaban nem nétt a
koncentracidjuk. Tehat az oxidativ stressz termékek a nem vizoldékony fazisban szaporodtak fel.

A Phe/fehérje hanyadost a Phe oxidaci6 miatti fogyasa csak mintegy 0,1-0,01 %-ban
befolyasolhatta, mig a DM CAT és a non-DM CAT mintakban a Phe-fogyas mértéke 40-60%-0s volt
(3.3.2. tablazat). A feliiluszo ¢€s a teljes homogenizatum, valamint a kontroll és a kataraktas feliiluszo
Phe tartalmanak kiilonbsége azért sem adodhatott a Phe oxidaciés fogyasabol, mert a Phe és az o-
valamint m-Tyr koncentracié kozott 3-4 nagysagrendbeli kiilonbség van (Phe vs. m-Tyr és o-Tyr,
hozzéavetdlegesen 1000 umol/g vs. 20 nmol/g és 200 nmol/g, 3.3.2. tablazat). Tovabba alacsonyabb
Phe/fehérje hanyadost mértiink a kataraktas, mint a kontroll felilluszoban anélkiil, hogy az oxidalt
aminosavak koncentracioja novekedett volna. Ez is azt tdmasztja ald, hogy a Phe csokkenése nem az
oxidaciobol fakad. Osszefoglalva ezeket az adatokat arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a Phe
tartalom csokkenése azt bizonyitja, hogy mas a fehérjedsszetétele a kataraktas vizoldékony frakcionak.
A feliiluszo/teljes homogenizatum Phe-hanyados eredménye arra utal, hogy a feliiliszo és a teljes
homogenizatum fehérje 6sszetétele is kiilonb6zd, amire irodalmi adatok is vannak (278).

A lencse fontos fehérjealkotoi a krisztallinok, amik fontos szerepet jatszanak abban, hogy a

magas fehérjetartalom ellenére a lencse a fény szamara transzparens marad. A szemlencse m- és o-Tyr
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tartalmanak vizsgalata tobb szempontbol is fontos lehet:

1. Mert az oxidalt Phe szarmazékok jol jelzik a hidroxil szabadgyokds hatast.

2. Az m-Tyr oldhatosaga kisebb, mint a p-Tyr-¢, és az o-Tyr oldhatdsaga a legkisebb, sorrendben a
tirozinok oldhatosaga: p-Tyr>m-Tyr>0-Tyr.

3. Az m- és az o-Tyr akkumulacidja parallel halad a fehérjék tiol csoportjainak oxidacidjaval,
glikoxidacidjaval és a keresztkotések kialakuldsdval is (432), amelyek szerepet jatszanak a
lencsefehérjék oldhatosaganak csokkenésében.

4. Az m- és az o-Tyr mérése azért is fontos lehet, mert markerei a Phe oxidacidjanak, és a Phe
intakt volta kulcsfontossagu a krisztallinok chaperon funkcidjahoz (441,442). A hidroxil szabad gyok
altal okozott szelektiv modositasa a kulcspozicidoban 1évo Phe-nek a krisztallin chaperon funkciojanak
elvesztéséhez, a fehérje szolubilitasanak csokkenéséhez és ez altal a katarakta képzddéséhez vezethet.

Szemlencsék fehérjéin végzett vizsgalataink szerint az oxidalt aminosavak a lencsék nem-
vizoldékony frakcidjaban akkumulalédnak és ennek, a kulcspozicioban 1évé Phe elvesztése révén,

szerepe lehet a katarakta kifejlédésében.

A Zsirsejteken és ar ereken, a koros aminosavakkal kapcsolatban végzett vizsgalatok egyiittes
megbeszélése

Ezeknek a vizsgalatainknak a kovetkezo fobb eredményei emelhetok ki:
1.Az orto- és meta-tirozinon novesztett zsirsejtek — a 25 mmol/l glukézon neveltekhez hasonléan —
inzulin-rezisztensekké valtak.
2.Az inzulin jelatvitelében kulcsszerepet jatszoé Akt aktivald foszforilacidja orto- és meta-tirozin
hatasara ugyanugy csokkent, mint a 25 mmol/l-es glukoéztartalmi médiumban.
3.Az orto- és metatirozinon nevelt zsirsejtek a koros aminosavakat a tapoldat glukéz- és inzulin-
tartalmatol fiiggetlentil felvették és az intracellularis fehérjékbe beépitették.
4.Az oxidativ stressz mértéke a periférids erek felé csokken, ami befolyasolja az erek vazodilatacios
készségét inzulinra és acetilkolinra.
5.Az oxidative stressz novekedésével az ERKI1/2 ttvonal aktivalodik, ami az inzulin-hatas
csokkenésével jar egyiitt.
6.A femoralis artéridban, ahol a legkisebb az oxidativ stressz az inzulin hidrogén-peroxidon keresztiil
vazorelaxaciot okoz.
7.Az oxidativ stresszt akutan novelve (hidrogén-peroxid+aminotriazollal) vagy csokkentve
(szuperoxid dizmutaztkataldzzal, SOD+CAT) az erek vazoaktivitasat mérsékelten tudjuk csak
befolyasolni.
8. A hidroxil szabad gyok okozta oxidativ stressz végterméke, az orto-tirozin onmagaban is

crer

etetése révén is ki tudtuk valtani a hatast.
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Az eredmények alapjan, az alabbi abran (6.5.1. abra) mutatjuk be az orto- és meta-tirozin

patomechanizmusat:
Kiilsé forrasok: Szervezetben képzddik:
pl. taplalékok Oxidativ stressz: DM,
hypertonia, gyulladas

Fehérjék fenilalaninjanak
direkt oxidacidja o-tirozinna

Megvaltozott protein-konformacio
Megvaltozott tirozin-foszforilacié

Karosodott sejtfunkcio

Csokkent inzulin kivaltotta
Akt/eNOS aktivacio

Vaszkularis és metabolikus
inzulin-rezisztencia

6.5.1. abra. Az orto-tirozin feltételezett szerepe az inzulin-rezisztencia kialakuldsaban. Akar
exogén (pl. taplalék), akar endogén (oxidativ stressz-betegség) forrasbol ered a szervezet orto-
tirozin tartalmanak emelkedése, a magasabb orto-tirozin szint miatt a koros aminosav nagyobb
aranyban épiil be a fehérjékbe. Ugyanakkor a meglévd fehérjék fenilalaninja is modosulhat orto-,
para-, vagy meta-tirozinra. A meta-, de kiilonésen az orto-tirozin vizoldékonysaga sokkal
rosszabb, mint a fenilalaniné, vagy a para-tiroziné, ezért fehérjekonformacio-valtozas kovetkezhet
be. Masrészt, a koros tirozinok beépiilhetnek a jelatvivo fehérjékbe és igy megvaltoztathatjak a
tirozinfoszforilaciot. Mindkét esetben csokken az inzulin kivaltotta jelatvitel és inzulin-
rezisztencia alakulhat Ki.
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Az oxidativ stressz inzulin-jelatvitelt befolyasold szerepe jol ismert zsirsejtekben (410) és a
diabeteses Zucker patkanyok vazomotor-karosodasat a szabadgyok-termelés novekedésével
magyaraztak (443).

Klinikai tanulmanyokbdl (444-448) tudjuk, hogy 2-es tipusu cukorbetegségben a betegek 1-2
hetes intenziv inzulinkezelése (Pen-nel, vagy inzulinpumpaval) hosszatava elényokkel jarhat. A
betegek inzulin-rezisztenciaja jelent6sen, némely kozleményben HOMA g-rel kovetve a felére is
csokkenhet. Valosziniileg ennek hatdsara, a béta-sejtek atmeneti tehermentesitésének kovetkeztében,
az endogén inzulintermelés is sokat javul. Ez a kedvezd allapot (csokkent inzulin-rezisztencia és jobb
inzulintermelés) akar még egy év mulva is fennallhat Gigy, hogy a betegek csak diétat tartanak és egyéb
antidiabetikus kezelésben nem részesiilnek. Ezt a jelenséget attorési jelenségnek hivjuk. Az ellenkez6
eléjelii folyamat is ismert, amennyiben kideriilt, hogy sajat, zsirsejtekkel végzett vizsgalataink szerint
az orto- ¢és a meta-tirozin hatasanak kialakulasahoz, nagy dozis esetén is legkevesebb 2 nap sziikséges
(abran nem mutatott eredményeink).

Az attorés kivaltasdhoz tehat nem elégséges egy akut hatds, és nem sziikséges kronikus
beavatkozas. Alapkutatasi adatok szerint a szubakut oxidativ stressz, a JNK utvonalon keresztiil, az
inzulin jelatvitel¢hez sziikséges IRS-1 gatlo, szerin-foszforilacigjat valtja ki. A szubakut beavatkozas,
amit a klinikumban az attéréskor végziink, tartos kovetkezményekkel jar, és nem lehet akut
antioxidans effektus és nem lehet olyan sem, ami az epigenetikus elvaltozasokat normalizalja, tehat
hatterében leginkabb a fehérje-elvaltozasok megforditasa allhat.

Koncentracio-fiiggést mutatd, orto- és meta-tirozinnal végzett zsirsejt-vizsgalataink szerint
(dbran nem mutatott eredmények) a para-tirozinnak legkevesebb 32-szeres koncentracioban kell jelen
lennie a tapoldatban ahhoz, hogy csokkenteni tudja az orto- és a meta-tirozin inzulin-rezisztenciat
okozo hatasat. Ez kompeticiora utalhat és felveti terapias meggondolasok lehetdségét is.

Vaszkularis viszgalataink szerint az oxidativ stressz markerének, az orto-tirozinnak a
koncentracigja a periférias erek felé csokken. Ennek megfelel6en az inzulin, és az abran nem mutatott
acetilkolin hatasa a periféria felé nd. Tovabba az akut antioxidans kezelés (SOD+CAT) csokkenti
valamelyest az aorta érfal orto-tirozin szintjét (~12%-kal) és javitja a vazodilataciot, de ezek nem érték
el a femoralisban latott szintet, ami arra utalhat, hogy az érfalban megmarado, fehérjékbe beépiilt orto-
tirozin tovabbra is csokkenti a vazodilatacios képességet. A femoralis artéridban talalt eredmények
ettdl eltérdek, mert ebben az alacsony oxidativ stresszt mutatd érben, ugy tlinik, hogy a hidrogén-
peroxid is részt vesz az inzulin kivaltotta vazodilatacioban.

Azt is megfigyeltik, hogy a nagyobb oxidativ stresszt mutatd torakalis aortdban a
H,O,+aminotriazol csokkentette az inzulin okozta vazorelaxaciot és ezt a csokkentd hatast az ERK1/2
inhibitor PD98059 kivédte. Ez az eredmény vilagosan utal az inzulin vazodilatacios hatasanak
ERK1/2 altali csokkentésére. Fontos azt is figyelembe venni, hogy a H,0,+aminotriazol kezelés

onmagaban (inzulin, acetilkolin, epinefrin, stb. nélkiil) atmeneti vazokonstrikcidt valtott ki, amely
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azonban nagyon jelentOsen kiilonbozott az egyes érszakaszokon. A legnagyobb a legmagasabb
oxidativ stresszt mutato torakalis aortaban, majd kisebb az abdominalis aortdban és a legkisebb a
legalacsonyabb oxidativ stresszt mutatdé femoralis artéridban volt. Ezt a vazokonstriktor hatasat a
H,O,+aminotriazolnak az ERK1/2 gatlo PD98059 dozisfiiggéen kivédte, ami az oxidativ stressz
ERK1/2-n keresztiil megvalosulod vazokonstriktor hatasara utal. A H,O, periférias nagy erekre kifejtett
vazodilatacids hatasat mar az arteria renalis dohanyfiist okozta vazodilatacidja esetén is igazoltuk. A
ezt a hatasat a H,0, a szolubilis guanilat ciklaz enzim direkt aktivacidja révén fejtheti ki (7,17,40), de
nem kizart az sem, hogy az inzulinhatds kifejlodéséhez sziikséges hidrogén-peroxid fliggd
mechanizmuson keresztiil hat.

A torakdlis aorta szakaszon az akut SOD+CAT kezelés kismértékben javitotta az ér
vazodilatacios képességét, ami az NO és a szuperoxid szabad gyok (és/vagy a hidrogén-peroxid)
legnagyobbrészt az NO okozza, mert az L-NAME (L-NG-nitroarginin metil észter) adasa gatolta azt
(abran nem mutatott eredmény).

Az orto-tirozin etetésével végzett vizsgalataink tovabb erdsitik azt a feltételezést, hogy az érbe
beépiilt orto-tirozin csdkkenti az ér vazodilatacios képességét. Alapallapotban is a torakalis
aortaszakasznak a legmagasabb az orto-tirozin tartalma és érdekes modon ennek a szakasznak a

vazodilatacios készségét a para-tirozinos kezelés szignifikansan javitotta. Ezek alapjan fel kell vetni

annak lehetéoségét, hogy a magas oxidativ stressz allapotokban (diabetes mellitus, hypertonia,

ischaemia, veseelégtelenség, dohanyzas) a para-tirozin-szupplementacié kedvezdé lehet az

oxidativ stressz szubakut hatasainak ellensulyozasara.
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7. VIZSGALATOK 3: Szabad gyokik szerepe az anyagcsere szabdlyozdsiban és az
érfalmeszesedésben

Roviditések: ATP = adenozin trifoszfat, BHT = butilalt hidroxi-toluén, CAT = kataldz enzim,
DMSO = dimetil szulfoxid, EDTA = etiléndiamin-tetraecetsav, G6Paz = gluk6z-6-foszfataz enzim,
GPX1 = glutation peroxidaz-1 enzim, GSH = redukalt glutation, HGO = hepatikus glukozkiaramlas,
HOMA = homeostasis model assesment, ISI = insulin sensitivitasi index, NADH = nikotinsav-amid
adenin dinukleotid (redukalt forma), NO = nitrogén minoxid, SOD = szuperoxid dizmutaz.

7.1. Az oxidativ stressz egyszerre vezethet inzulinrezisztenciahoz és atherosclerosishoz (XXI)

Ceriello és mtsai arra a megallapitasra jutottak, hogy az inzulin-rezisztencia oxidativ stresszt
okoz, és ennek szerepe van az atherosclerosis kifejlédésében (458). Kisérletes diabeteses
allatmodellben megallapitottak, hogy a szabad gyokok elleni védekezés karosodik diabetesben. Sajnos
cukorbetegségben a csokkent antioxidans kapacitassal egyidejiileg fokozott lipid-peroxidacios
(454,455) és szuperoxid szabadgy6k-képzésre vald hajlam (456) figyelheté meg.

Véleményiink szerint a diabetes mellitusban fokozottan termel6dé szabad gyokok csokkentik
az inzulin hatékonysagat. Az inzulin anyagcserehatdsa ugyanis javul, ha az NO miikodése intakt (457).
Magas szuperoxid szabadgyok-termelés esetén az NO hatasa nem fejlédik ki, kevesebb cGMP
termelodik  (458-461), ami egyszerre vezet atherosclerosishoz és inzulin-rezisztenciahoz.

Hipotézisiinket, kdzleményiink megjelenése oOta, sokan igazoltdk, ezeket az adatokat az 4.5.

fejezetben foglaltuk Gssze.

7.2. A szabadgyok-tultermelés gatolhatja a hepatikus glukozkiaramlast (XXII)

71.2.1. Bevezetés

Jol ismert jelenség a hepatikus glukozkiaramlas (HGO) hyperglykaemia okozta gatlasa (462).
Felvetik annak lehet6ségét, hogy a gatlas kialakulasaban a gluk6z-okozta autéregulacio is szerephez
juthat, az inzulin kivaltotta gatlas mellett. A hyperglykaemia indukalta direkt glukoz-6-foszfataz
(G6Paz) gatlast igazoltak hyperglikémias clamp eljarassal is (463). A G6Paz enzim gatlasa
G6Paz enzim hyperglykaemia kivaltotta gatlasat elvileg okozhatjak metabolikus intermedierek,
azonban egy tanulmanyban, a glukdz 25 metabolikus intermedierjét felhasznalva, nem talaltak olyat,
amelyik fiziologias vagy patofiziologias koncentracidban gatolta volna a G6Paz enzimet (464). A

lipid-peroxidacié azonban gatolhatja az enzim mitkodését (38). A hyperglykaemia megvaltoztatja az

intracellularis redox allapotot. A NADH/NAD" arany novekszik, amit pszeudohipoxianak is hivnak,

mert ugyanez a redox-valtozas figyelhetd6 meg a hipoxids sejtekben is. Mind hipoxiaban mind
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pszeudohipoxiaban szabadgyokos reakciok aktivalddnak (465). A NADH/NAD* arany novekedése
volt megfigyelhet6 hyperglykaemias patkanyok majsejtjeiben (30 mmol/l-es vércukor mellett, 466).

A szabadgyokos karosodas valosziniisége tovabb nd akkor, ha az elektron donor NADH
felvenni és leadni, azaz redox ciklusban részt venni, amelynek soran a légkdri oxigént szuperoxid
szabad gyokké alakithatja vagy lipid-peroxidaciot indukalhat (38). A fentiek alapjan az volt a
hipotézisiink, hogy a hyperglykaemia hatasara kialakuld névekvé NADH-koncentracid, szabadgyok-
keltésen keresztiil, gatolhatja a G6P4z enzimet. A folyamatot a kdvetkezdképpen lehet abrazolni:
Hyperglykaemia = intracellularis NADH-emelkedés = szabad gyokok koncentracidjanak
névekedése = G6Paz enzim aktivitasanak gatlasa = HGO csokkenése.

In vitro modellt dolgoztunk ki, amelyben a patkany majbol izolalt mikroszoma frakcio G6Paz
enzim-aktivitasat tanulmanyoztuk NADH jelenlétében és hianyaban, vas-komplexek alkalmazasaval.
A szabadgyokos termékek identifikalasa céljabol szabadgyokfogd anyagokat és enzimeket adtunk a
reakcios elegyhez: szuperoxid dizmutaz enzimet (SOD, ami a szuperoxid szabad gyokot hidrogén-
peroxidda alakitja); katalaz enzimet (ami a hidrogén-peroxidot bontja); dezferrioxamint (ami a ferro
iont ferrivé alakitja, komplexalja azt és megakadalyozza a redox ciklusban vald részvételét); butilalt
hidroxi-toluént (BHT) és Trolox-ot (amik a lipid-peroxidacio gatloi); etanolt és dimetil szulfoxidot
(DMSO, amik a hidroxil szabad gy6k elfogdi); és redukalt glutationt (GSH, ami nem-specifikus
szabadgyok-fogo).

7.2.2. Anyagok és modszerek
Minden reagens az elérhetd legjobb mindségii volt.

A kovetkezd végkoncentraciokat alkalmaztuk: gluko6z-6-foszfat: 10 mmol/l, katalaz: 2600
E/ml, SOD: 49 E/ml, dezferrioxamin: 2 mmol/l, NADH: 1,4 mmol/l, DMSO: 50 mmol/l, etanol; 100
mmol/l, GSH: 2 mmol/l, BHT: 0,1 mmol/l, Trolox: 0,1 mmol/I.

A m4j mikroszoma frakciot him, 200-250 g sulya Sprague-Dawley patkanyokbol izolaltuk. A
majat 0,9 %-os NaCl perfuzidjaval vérmentesitettilk, gyorsan eltavolitottuk, majd jégen
homogenizaltuk. A homogenizald oldat 6sszetétele a kdvetkezo volt: 0,25 mol/l szukroz, 0,01 mol/l
Tris-HCI (pH 7,4), 0,001 mol/l EDTA, 50 umol/l dezferrioxamin. A mikroszoma frakciot differencial-
centrifugalassal izolaltuk, majd kétszer mostuk 0,125 mol/l KCl-ban (EDTA nélkiil), végiil
ugyanebben reszuszpendaltuk, és -75 °C-on taroltuk.

A vas komplexeket ugy készitettiik, hogy ferri ammonium-szulfatot 0,1 mol/l-es HCL-ben

oldottunk és utana hozzaadtuk a megfelel6 komplexképzo6t a kivant koncentracidban. A ferri-ATP-t

1:20 aranyban (vas:ATP) a ferri-EDTA komplexet 1:2 aranyban (vas:EDTA) alkalmaztuk.
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A mikroszoma frakciét 50 mmol/lI-es Tris-HCI (pH 7,4) pufferben inkubaltuk, a glukédz-6-
foszfat koncentracidja 10 mmol/l, a NADH-¢ 1,4 mmol/l, a vas-komplexeké 100 umol/l volt. Az
inkubéciot 10-60 percig végeztiik 37 °C-on. Kontroll vizsgéalatainkban, ahol mikroszoma frakcié nem
volt, nem kdvetkezett be NADH oxidacio (a maradék NADH koncentraciét 340 nm-en fotometridsan
mértik; négy fliggetlen vizsgalat eredménye szerint a ferri-ATP+Tris-HCI kozegben 60 perc mulva
98,8+4,0 %, atlag+SD, Tris-HCl-ben ferri-ATP nélkil 102,1+4,8 % és ferri-EDTA-ban, Tris-HCI
nélkiil, H 7,4 mellett, 98,7+2,2 % volt).

A mikroszoma frakcidt tartalmazo vizsgalatokban a reakcot 0,5 ml 10%-os triklor ecetsavval
allitottuk le. A mintédkat 4 °C-on, 14 percig centrifugaltuk és a feliiliszo 1 ml-ét hasznaltuk ahhoz,
hogy a gluké6z-6-foszfatbol, a mikroszoma frakcio G6Paz enzime altal termelt anorganikus foszfatot
(Pi) meghatdrozzuk. Az anorganikus foszfat mérésére a LeBel és mtsai altal leirt modszert

Az eredményeket harom, duplikdtumban elvégzett mérés adataibol szamoltuk és atlag +SD
formajaban adtuk meg. A statisztikai analizis céljara ANOVA-t alkalmaztunk, és a SigmaStat for

Windows, Version 1.0-t hasznaltuk.

7.2.3. Eredmények

A 7.23.1. abra a G6Paz enzim aktivitasat mutatja az anorganikus foszfat (Pi)-termelés
fliggvényeként. A G6Paz enzim aktivitasa NADH jelenlétében csokkent. Az enzim aktivitasa a ferri-
ATP + NADH kozegben szintén csokkent. A ferri-ATP + NADH azonban nem gatolta jobban a
G6Paz enzimet, mint a NADH dnmagaban (p>0,05 minden idépontban).
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7.2.3.1. abra A mikroszomalis glukéz-6-foszfatiz enzim gatlasa NADH-val és NADH-ferri-ATP-

vel. Pi = a gluk6z-6-foszfataz enzim mitkddése kapcsan felszabadul6 anorganikus foszfat. Kontroll vs.

NADH: 30. percben p=0,03, a 40. percben p=0,02, az 50. percben p<0,01. Ferri-ATP vs ferri-ATP +
NADH: a 30., 40., 50. percben p<0,01.

Amennyiben a teljes rendszerben ferri-EDTA-t alkalmaztunk, akkor a NADH nem gatolta a
G6Paz mikodését. A Tris pufferr6l azonban ismert, hogy gyenge hidroxil szabadgydk-fogo
tulajdonsagt. Ezért ferri-EDTA kisérleteinkb6l a Trist kihagytuk, a pH-t NaOH-val 7,4-re allitottuk és
ekkor mar a NADH a 45. és a 60. percben gatolta a G6Paz enzim aktivitasat (7.2.3.2. abra).
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7.2.3.2. abra A mikroszomalis glukoz-6-foszfatiz enzim gatlasa NADH-ferri-EDTA-val Tris
puffert nem tartalmazé kozegben. Pi = a glukdz-6-foszfataz enzim mikodése kapcsan felszabadulo
anorganikus foszfat. p<0,01 a 45. és a 60. percben.

A G6Paz enzim gatlasaban szerepet jatszo szabadgyOkos folyamat analizise céljabol
szabadgyok-fogokat alkalmaztunk. Az eredményeket a 7.2.3.3. abran mutatjuk (ezekben a
vizsgalatokban Tris-t alkalmaztunk, mivel a ferri-EDTA szerepét kiilon tanulmanyoztuk). A NADH-
okozta enzim-gatlast a SOD, a katalaz és a DMSO nem befolyasolta, de a vas-komplexald
dezferrioxamin és a lipid-peroxidaciot gatlo BHT és Trolox, valamint a hem-specifikus szabadgyok-

fogd GSH teljesen kivédte az enzim-gatlast.
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7.2.3.3. abra Gyokfogok hatiasa a NADH Kkivaltotta glukéz-6-foszfataz gatlasara. NADH vs.
kontroll és NADH vs. dezferal (dezferrioxamin), trolox, BHT és GSH esetében p<0,01.

Amikor a ferri-EDTA hatasat vizsgaltuk (Tris-mentes, 7,4-es pH-ju kdzegben), a SOD és BHT
hatastalannak bizonyult. A hidroxil szabad gyok kialakulasat gatl6 katalaz, és a hidroxil szabad gyokot
elfogd DMSO és etanol, valamint a nem-specifikus scavanger GSH hatékonyan csokkentette a G6Paz

enzim gatlasat (7.2.3.4. abra).
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7.2.3.4. abra Gyokfogok hatisa a NADH-Kkeltette glukéz-6-foszfatiz gatlasara, Tris puffer
hianyaban és ferri-EDTA jelenlétében. NADH vs. kontroll és NADH vs. katalaz, etanol, DMSO ¢és
GSH esetében p<0,01.
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7.3. Az antioxidans rezveratrol anyagcserehatdsa (XXIII)
7.3.1. Bevezetés

Epidemiologiai vizsgalatok szerint Franciaorszagban az igen magas zsirfogyasztas ellenére
alacsonyabb a cardiovascularis mortalitds a hasonlo fejlettségii allamokhoz képest. E francia
paradoxonnak nevezett jelenség hatterében az orszagra jellemz6 magas vordsbor-fogyasztast tételeztek
fel (469,470).

A vorosborban szamos, az egészségre kedvezd hatasu polifenol taldlhatd. Koziilik az egyik
legtobbet vizsgalt molekula a rezveratrol, aminek kedvezo élettani €s biokémiai hatasait szamos in
vitro ¢és allatkisérletes vizsgalat mar kimutatta (471), azonban a cukorbetegség teriiletén human
tanulmany még nem tortént.

Ismertek a rezveratrol cardiovascularis rendszerre gyakorolt kedvezé hatasai. Szerepe van a
vazodilatacio javitasaban (472), amelyek hatterében az endotelialis nitrogén-monoxid szintaz (eNOS)

aktivalasa all (473). A rezveratrol in vitro (474) és in vivo (475) antioxidans hatasat is igazoltak.

Ebben a vizsgalatunkban arra kerestiink valaszt, hogy cukorbetegek anyagcseréjét javitja-e,
illetve ennek hatterében milyen mechanizmusok allhatnak. Befolyasolja-e a szervezet antioxidans

rendszereit, illetve hatassal van-e az inzulin jelatviteli mechanizmusaira?

7.3.2. Betegek és modszerek
7.3.2.1. Betegek

Pécsi Tudomanyegyetem Etikai Bizottsaganak engedélye és a betegek beleegyezését kdvetden
kettésvak, placebokontrollalt, prospektiv, randomizalt elGvizsgalatunkba 19 2-es tipusu diabeteses,
oralis antidiabetikummal kezelt férfi beteget vontunk be, akik ko6ziil 10 beteg kapott rezveratrol
tartalma készitményt, 9-en placebot.

Azok keriiltek be a vizsgalatba, akik elmultak 18 évesek, beleegyeztek a vizsgalatba, klinikai
jellemzok alapjdn — egyezdéen a WHO irdnyelvekkel — 2-es tipusu diabetesesként diagnosztizalt és
kezelt betegek, kreatinin clearance-iik (C¢;) Cockroft szamitas (191) szerint nagyobb vagy egyenld 90
ml/min-nél, és akik angiotenzin-konvertal6-enzim-gatlét (ACEI) vagy angiotenzin-receptor (ATIIR)
blokkolot szedtek. Kizaré ok volt az inzulinkezelés, az alkohol vagy kabitoszer abusus, stlyos
majelégtelenség, sulyos szivelégtelenség (NYHA III-1V), ismert aktiv autoimmun megbetegedés, akut

infekcio vagy meglévo daganatos betegség.

7.3.2.2. Vizsgalati protokoll

A szlrés alkalmaval keriilt sor a részletes szobeli és irasos tajékoztatas utdn a beleegyezd

nyilatkozat alairasara. Ekkor altalanos belgyogyaszati vizsgalatot (anamnézis, fizikalis statusz, EKG,
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vérnyomas, pulzus) és rutin laboratoriumi vizsgalatot (vérkép, szérumnatrium, -kalium, -karbamid, -
kreatinin, -osszfehérje, -albumin, hemoglobin A,, GOT, GPT, ALP, LDH, GGT, bilirubin,
prothrombin) végeztiink. A testsuly, a kor és a szérumkreatinin-szint alapjan kiszamitottuk a betegek

becsiilt Cg, -€t a Cockroft-Gault formula segitségével.

A sziirést kdvetden a kritériumokat teljesité betegek lipidcsokkentd kezelését atmenetileg, a
vizsgalat teljes idejére sziineteltettiik. A vizsgalatot 4 hét kimosasi iddszakot kovetden kezdtiik meg. A
kimosasi periodust kovetden, az 1. vizit el6tti napon a betegek 24 oran keresztiil gytijtotték vizeletiiket.
A gyijtott vizeletb6l 24 oras Ce,, Vvizeletalbuminiirités és vizelet orto-tirozin-iirités vizsgalatokra
mintat vettiink, ezt folyamatos szoveti cukorszint monitorozas (CGM, Medtronic MINIMED, SOF-
SENSOR (MMT-7002) kovette. Ezutan ¢homi vérvételt végeztiink a kovetkez6 vizsgalatok elvégzése
céljabol: plazmagliik6z, széruminzulin, C-peptid, triglicerid, LDL, HDL, 6sszkoleszterin, fruktozamin,
nagy érzékenységii C-reaktiv protein (hsCRP), fibrinogén, vérkép, eritropoetinszint, trombocita
foszforilalt Akt/osszes Akt arany (pAkt/Akt). A vizsgalt személyektdl tesztétkezést kovetéen 30, 60,
90 és 120 perc elteltével ujabb vérmintakat vettiink (plazmagliikoz, széruminzulin, szérum-C-peptid,
szérum-triglicerid). Ezutan a részvevoket véletlenszeriien két csoportba, kezelt és kontroll csoportba
soroltuk be. A kezelt csoport napi 2x1 thl. 5 mg-os rezveratrolt, a kontroll csoport pedig 2x1 thl.
placebot kapott per os.

Két hét elteltével a II vizit, majd ismét 2 hét elteltével a III vizit alkalmaval az elsé viziten

elvégzett vizsgalatokat ismételtiik és kiegészitettiik amilin, GIP és GLP-1 hormonvizsgalatokkal.

7.3.2.3. Mintak feldolgozasa

A laboratoriumi vizsgalatok koziil a vérkép, szérumnatrium, szérumkalium, szérumkarbamid,
szérumkreatinin, szérumdosszfehérje, szérumalbumin, hemoglobin A, GOT, GPT, ALP, LDH, GGT,
bilirubin, prothrombin, C-reaktiv protein, vizeletalbumin-iirités, plazma-gliikoz, C-peptid, triglicerid,
LDL, HDL, 6sszkoleszterin, fruktozamin, nagy érzékenységii C-reaktiv protein (hsCRP), fibrinogén,
eritropoetinszint mérése a PTE AOK Laboratériumi Medicina Intézetben bedllitott, rutinszertien
alkalmazott modszerekkel tortént.

A HOMAR-t , a HOMAg-t valamint az inzulin szenzitivitasi indexet (ISlswumvon) és a gliikoz
metabolikus clearence-t (MCRsymvon) @z irodalombol ismert képletek alapjan szamoltuk (476-478).

Az oxidativ stressz mértékét jelzd vizelet-orto-tirozinszint mérésére HPLC moddszert
hasznaltunk, a mar leirt moédon.

Periférias vérbol trombocitat izolaltunk a kovetkezoképpen: a betegektdl éhgyomorra harom
milanyag citratos csObe vért vettiink, amelyeket szobahémérsékleten 10 percig, 250 g-n centrifugaltuk.
A felilaszot, a vordsvértestek érintése nélkiil, miianyag pipettaval leszivtuk. Ezt kdvetéen a

trombocita dus plazmat 20mM Tris HCI és 150 mM NacCl tartalmt, pH:7,4-es mosopufferrel forgattuk
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Ossze 1:1 aranyban. A mintat 10 percig centrifugaltuk 500g-n. A mosast kétszer ismételtiikk. Az
tiledéket Hepes-Tyrode pufferben (140mM NaCl, 4,5mM KCI, 2,5mM CaCl,, 1mM MgCl,, 11mM
gliikdz, pH 7,4) reszuszpendaltuk, a trombocitaszamot 5,0x10%/ml-re allitottuk be. A trombocitakbol
lizatumot készitettiink (20mM Tris HCI, 137 mM NaCl, 1% nonilfenoxi-polietoxi-etanol (NP40), 5%
glicerin, 1 mM etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA), 1mM fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF), 25 mM
aprotinin, 25 mM leupeptin, 2mM ntrium ortovanadat, 2mM natrium-fluorid, 10mM tetrasodium
pirofoszfat).

A lizatumokbol Bradford féle metodikéval, albumin standard hasznalataval fehérjét mértiink. A
trombocita pAkt-Akt arany mérésére Western blot technikat alkalmaztunk (pAkt(Ser473)/Akt, a mar
korabban leirt modszeriinket alkalmaztuk.

A glukagonszerii peptid-1 (GLP-1), a glukézdependens inzulinotrop peptid (GIP), valamint az
amilin meghatarozashoz a Millipore EGLP-35K Glucagon Like Peptide-1 (Active), Millipore
EZHGIP-54K (Human GIP (total)), valamint a Millipore EZHAT-51K (Total Human Amylin) ELISA
KIT-eket hasznaltuk.

7.3.2.4. Vizsgalati készitmény és tesztétel

Az 5 mg ndvényi eredetli rezveratrolt (>98% transz-rezveratrol tartalom) tartalmazo és a
placebo zselatin kapszulakat az Argina Nutraceuticals-tol (korabbi nevén Admarc Nutraceuticals,
Hungary) szereztiik be. A placebo kapszuldk csak a mikrokristalyos cellul6zbol allé6 hordozéanyagot
tartalmaztak. A betegek compliance-ét a névre sz6l6 dobozokban maradt kapszuldk szama alapjan
ellendriztiik. A kapszulak fehérje-, szénhidrat- és zsirtartalma elhanyagolhato volt. A vizsgalat alatt

mellékhatast, gydgyszer interakciot nem észleltiink.

A tesztétkezéshez sziikséges Diben tapszert a Fresenius Kabi (Németorszag) cégtol szereztiik
be. A betegek 225 ml-t kaptak alkalmanként a kovetkezé Gsszetételben: Gsszenergia: 945kJ, fehérje :
10,13 g, szénhidrat: 20,81 g, zsir: 11,25 g.

7.3.2.5. Statisztikai analizis

A bemutatott adataink (CGM paraméterek, maximalis intersticialis glukozszintig eltelt ido,
HOMA\g, orto-tirozin/vizelet kreatinin, pAkt/Akt) normal eloszlast mutattak. Az egyes viziteknél mért
értekek Osszehasonlitasara parositott kétmintas t-probat hasznaltunk, a placebo és rezveratrol
csoportok kozotti Osszehasonlitasra kétmintas fiiggetlen t-probat alkalmaztunk. A pAkt/Akt
hanyadosokat az I. vizitnél mért hanyadosra normalizaltuk (az els6 vizitnél ezért nincs SEM érték
megadva), igy az I. és III. vizit sszehasonlitasara egymintas t-probat hasznaltunk. Adataink eloszlasat

az atlag + atlagok standard hibaja (SEM) feltiintetésével jellemeztiik. A klinikai paraméterek kozotti
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Osszefiigges statisztikai vizsgalatara Pearson-féle korrelacios vizsgalatot alkalmaztunk. A statisztikai

szamitasokhoz SPSS 13.0 for Windows programot hasznaltunk.

7.3.3. Eredmények
A betegek kiindulasi klinikai ill. laboratériumi paramétereikben szignifikans kiillonbség nem

volt (7.3.3.1. tablazat).

7.3.3.1. tablazat Betegek fébb klinikai jellemzdi Az adatokat atlag + SEM értékben adtuk meg; A
szovodményeket esetszam szerint adtuk meg (i/n, igen/nem); az eGFR-t a Cockroft-Gault formula

alapjan szamoltuk.

Csoportok
kozotti
statisztikai
Resveratol Placebo kiilonbség
n=10 n=9
Kor (év) 579+25 52,5+0,4 NS
Testsuly (kg) 90,9 + 5,1 105,3 £5,6 NS
Plazmaglukéz (mmol/l) 7,9+0,7 8,8+1,1 NS
Frukt6zamin (umol/1) 281+ 14 288 + 15 NS
HbA (%) 7,50 + 0,69 7,65 + 0,50 NS
Szérumkoleszterin (mmol/I) 5,77+0,35 5,10+ 0,40 NS
LDL-koleszterin (mmol/l) 3,40+033 3,29+0,36 NS
HDL-koleszterin (mmol/l) 1,17+0,07 0,97+0,04 NS
Triglicerid (mmol/l) 3,20+1,05 2,77+0,44 NS
Nagy érzékenységiit CRP (mg/l) 3,35+0.74 4,05+0.57 NS
eGFR (ml/min) 117+£10 138 +13 NS
Vizeletalbumin/creatinin (mg/mmol) 4,07 + 1,38 1,95+ 1,01 NS
Systoles vérnyomas (Hgmm) 140 +4 140+ 6 NS
Diastoles vérnyomas (Hgmm) 86+£2 89+ 4 NS
Diabeteses nephropathia (i/n) 7/3 4/5 NS
Diabeteses neuropathia (i/n) 0/10 2[7 NS
Periférias artérias betegség (i/n) 1/9 1/8 NS
Angina pectoris (i/n) 0/10 1/8 NS
Ischémias szivbetegség (i/n) 1/9 1/8 NS
Szivinfarktus (i/n) 0/10 0/9 NS
Stroke (i/n) 0/10 0/9 NS

A vizsgalat elkezdése utan 2 héttel (masodik vizit) még nem jelentkeztek szignifikans
eltérések a vizsgalt paraméterekben rezveratrol hatasara sem.

A harmadik vizitre (4. hét végére) tobb szignifikans eltérést is talaltunk a két csoport kozott. A
tesztétkezést kovetd 120 perc alatt 5 percenkénti CGM-mérések atlaga a rezveratrol csoportban a 25.
(8,5 mmol/l = 0,86 és 7,2 mmol/l + 0,8; p=0,02), a 30. (8,8 mmol/l + 0,87 és 7,4 mmol/l + 0,8;
p=0,02), és a 35. (8,7 mmol/l £ 0,92 és 7,5 mmol/ + 0,7; p=0,03) percben szignifikansan (p<0,05)
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csokkent a harmadik vizitre. A 35. perc utan is alacsonyabb szoveti cukorértékek latszottak, de az
eltérés nem volt szignifikans. A placebo csoportban tesztétkezés utani 120 perc alatt nem volt

szignifikans kiilonbség a kiindulasi CGM értékekhez képest (7.3.3.1. abra).

—— Rezweratrol (1. vizt)
—— Rezweratrol (3. vizit)

(mmolf)
[ee)
o

Atlagos szoveti glukéz szint

7,0 A

* * *

20 | —— Placebo (1. i)
' —a Placebo (3. vizt)

(mmolf)
N
[6)

Atlagos szoveti glukéz szint
N
o

o
[3)

(b) Idé (perc)

7.3.3.1. abra Tesztétkezés utani atlagos szoveti glukéz szint (CGM mérés) a rezveratrol (a) és a
placebo (b) csoportban; *: p<0.05 vs. 1. vizit

A CGM-mel mért maximalis intersticialis vércukorszintig eltelt id6 szignifikdnsan megnytlt a

rezveratrolt szed6 betegeknél (49,50 + 4,37 perc és 81,25+7,24 perc; p=0,006), szemben a placebot
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szed6 betegekkel, akiknél nem valtozott (41+9,7 perc és 58,1+6,3 perc, NS). A harmadik viziten a
maximalis intersticialis vércukorszintig eltelt id6 a rezveratrol és a placebo csoport kozott is

szignifikansan kiilonbo6zott (p=0,03; 7.3.3.2. abra).

100 - | * || ** |
|

90 T NS
80 A

70 -
60 A
50 A
40 A
30 A
20 A
10 A

0 . .

1. vizit 3. vizit

O Rezveratrol
W Placebo

Id6 (perc)

7.3.3.2. abra Tesztétkezés utan folyamatos intersticialis glukozmonitorral (CGM-mel) mért
maximalis intersticialis cukorszintig eltelt idd; *: p=0,006; **: p=0,030; NS: nem szignifikans.
A rezveratrolt szedd betegek inzulin-rezisztenciagja (HOMAR) szignifikansan csokkent a

harmadik vizitre (6,20+1,11 és 4,26+0,78, p=0,046), és a placebot szed6k értéke nem valtozott. A
harmadik vizitre a két csoport kozott is szignifikans kiillonbség volt (8,82+2,08 és 4,26+0,78, p=0,049,
7.3.3.3. abra).

12 ~

* ||

10 A

O Rezveratrol
B Placebo

HOMA R
»

1. vizit 3. vizit

7.3.3.3. abra Az inzulin-rezisztencia (HOMAR) valtozasa 4 hét utan a rezveratrol és a placebo
csoportban; *: p=0,046; **: p=0,049.
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A HOMA értékében azonban nem talaltunk szignifikans eltérést sem a placebo (118,51+29,89
és 129,66+34,34), sem a rezveratrol csoportban (95,91+19,32 és 74,68+11,00), sem a csoportok
kozott.

A vizelet-orto-tirozin-kivalasztas (vizelet-orto-tirozin/kreatinin arany) szignifikansan csokkent
rezveratrol kezelés hatasara (23,3+8,0 pmol/mol és 10,7+4,1 umol /mol, p=0,04), a placebo
csoportban nem valtozott (12,8+4,7 és 33,5+12,2, p=NS, 7.3.3.4. abra).

50 -
45
40
35
30
25 -
20 -
15 -
10 -

O Rezwveratrol
W Placebo

Vizelet orto/creat ( pmol/mol)

1. vizit 3. vizit

7.3.3.4. abra Vizelet orto-tirozin/creatinin (orto/creat) arany valtozasa négy hét utan;
* A—
: p=0,040.

A rezveratrol kezelés negyedik hetére a foszforilalt Akt/Akt (pAkt/Akt) szignifikdnsan
novekedett (100% ¢és 214,5£46,7 %, p=0,037), a placebo csoportban nem valtozott (100 % és
123,0+34,1%, NS, 7.3.3.5. abra).
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300

200 A O Rezveratrol
M Placebo
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PALt/ALt (%)

100

50

1. vizt 3. viat

7.3.3.5. abra Az Akt foszforildcijanak valtozasa 4 hét utan; *: p=0,037.

A harmadik vizit idején sem az amilin-, sem a GIP-, sem pedig a GLP-1-szintben szignifikans
valtozast nem taldltunk: az amilinszint a rezveratrolt szed6kben 2,98+ 0,28 pM, a placebo csoportban
3,11+1,03 pM (p=NS), a GIP-szint a rezveratrolt szed6kben 38,22+3,33 pg/ml, a placebo csoportban
36,23+3,33 pg/ml (p=NS), a GLP-1-szint a rezveratrolt szedékben 7,7+0,68 pM, a placebo csoportban
7,2+0,32 pM (p=NS) volt.

7.4. Az endogén ouabain szérumszintje dsszefiigg a hipertonids vesebetegek cardiovasculdris
dllapotaval. Az orto-tirozin lehetséges szerepe (XXIV, XXV, LXIII)
71.4.1. Bevezetés
Az endogén ouabain (EO) kozel két évtizede ismert fiziologids gatldja a Na*/K*-ATP-4znak.
A gitlas hatasara n6 az intracellularis Na*-koncentracidja, ami aktivalja a Na'/Ca®* cseretranszporter
mikodését, amely végiil a sejteken beliili kalciumszint ndvekedéséhez vezet. Ezen folyamat
végeredményeként a szivizomzatban fokozott 6sszehtizodas, az erekben vazokonstrikcio jon 1étre
Ezenkiviil az EO alacsony (nanomoldris) koncentracioban, a Na'/K*-ATP-4zhoz val6 kotddése
révén szamos jelatviteli Ut serkentése altal képes simaizom- és fibroblasztsejteket aktivalni, szabad
gyokot termeltetni, NF-kB-t aktivalni, ezaltal TNF-alfa és IL-6 termeléshez vezetni (479), amely igy

hozzajarul a szivizomzat és az erek atépiiléséhez, a hypertonia kialakulasahoz (7.4.1.1. abra).
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7.4.1.1. 4bra Az endogén digitaliszok Na'/K'-ATP-4zhoz valé kapesolédasinak kovetkezménye
lehet a reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) termelédése. Roviditések magyardzatat lasd a szovegben.
Bagrov AY és tarsa altal készitett abra adaptalt és modositott valtozata (480).

A mellékvesekéregben képzodé EO elvalasztasi ingerének az adrenokortikotrop hormon
(ACTH) és az angiotenzin II (AT II) emelkedését, a szimpatikus idegrendszer aktivalodasat, valamint
a so-fliggd kronikus volumenterhelést tartjak (481,482). Emellett ismeretes, hogy fizikai terhelésre
mind kutyakban, mind emberben az EO szintje rovid idére, tObbszordsére emelkedik, amely
emelkedés gatolhato elézetes B-blokkold és angiotenzin-konvertalo-enzim-gatlo (ACE-gatld) adasaval
(483). Feltételezik a szimpatikus idegrendszer és a renin-angiotenzin-rendszer (RAS) szerepét az EO-
elvalasztas fokozddasanak létrejottében. Az ACE-gatld-kezelés hatasa, valamint az AT II-receptor
blokkolasanak additiv hatasa az EO-termelés csokkentésére eddig human vizsgalatokbol nem ismert.
Az EO szintjét human vizsgalatokban szignifikansan magasabbnak talaltak kezeletlen hypertonias
betegekben és olyan normotenziv egyénekben, akik csaladi anamnézisében hypertonia volt ismert
(484-486). Kevés human vizsgalatot taldlunk azonban a kiilonb6z6 kezelt hypertonias
betegcsoportokban mért plazma- és vizelet-EO szintjérél és annak komplex, cardiovascularis
paraméterekkel mutatott Osszefliggéseirdl. Emellett nem talalunk human vizsgalatbol szarmazo
irodalmi adatot az EO-szintek és a korai érrendszeri elvaltozasok markerei (artérias stiffness
markerek) kozott, annak ellenére, hogy a kettd kdzotti kapcsolatot kisérletes adatok alatdmasztjak.

Az EO altal serkentett jelatviteli utak koziil az ERK1/2 ut oxidativ stressz-el vald kapcsolata
jol ismert (480), amely a vaszkularis rendszert karositva ateroszklerdzist, magas vérnyomast
eredményezhet. Mivel a hypertonia, a diabétesz és a vesebetegségek szovédményeinek

progresszidjaban a fokozott szabadgyok-képzOdés szerepe jelentds, igy ennek mérése kiilondsen
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fontos a szovédmények kialakulasa szempontjabol. Az oxidativ folyamatok, kiilondsen a hidroxil
szabad gyok hatdsara képz6do specifikus markerek (orto- és meta-tirozin) elfogadott jelzdi ennek a
folyamatnak. Az EO altal elinditott oxidativ jelatviteli utak ugyan ismertek, azonban nem talalhato
adat arra vonatkozodlag, hogy az EO-termelés és az oxidativ stressz markerek kozott 6sszefliggés lenne
emberben is.

Vizsgalatunk célja az volt, hogy hypertonia, illetve hypertonia és egyéb tarsbetegség (2-es
tipusu diabetes mellitus, kronikus vesebetegség) egyidejii fennallasa esetén meghatarozzuk az endogén
ouabain szintjét mind a plazmaban, mind a vizeletben, illetve megvizsgaljuk, hogy a mért EO-szintek
a fent emlitett betegségekben gyakran észlelhetd diasztolés funkcid zavarral, valamint az erek
rugalmassagdval milyen kapcsolatot mutatnak. Tovabba vizsgaltuk a vizeletben és plazmaban mért
orto-tirozin — amelyek a hidroxil szabadgyok-képzOodés egyik megbizhatd markere — és az EO
kapcsolatat a fent emlitett allapotokban. Egy masik tanulmanyban vizsgalni kivantuk, hogy az EO-
termelés — az ACE-gatlok ismert EO- csokkentd hatasa mellett — kettés RAS blokaddal (ACE-gatlo +
angiotenzin receptor blokkold (ARB) szedésével) jobban csokken-e, és ennek megfeleléek-e a betegek

a cardiovascularis paraméterei is?

7.4.2. Modszerek

Elsé vizsgalatunkba 41 hypertonia miatt kezelt felnétt beteget vontunk be, akik koéziil 10 csak
hypertoniaban (HT), 11 hypertonidban és 2-es tipusu diabetes mellitusban (HT+DM), 10
hypertoniaban, 2-es tipusu diabetes mellitusban és vesebetegségben (HT+DM+VE), valamint 10
hypertoniaban és vesebetegségben (HT+VE) szenvedett.

Masodik vizsgalatunkban 35 ismert és gondozott (median 2,6 év) hypertonias, vesebeteg vett részt,
akiket két csoportra osztottunk aszerint, hogy csak ACE-gatlo (MONO-csoport, n=20), illetve ACE-
gatlo és ARB kezelésben (DUAL-csoport, n=15) is részestiltek.

A plazma- és vizelet-EO meghatarozasat radioimmuno-assay (RIA) modszerrel végeztiik Ouabain I
RIA kit segitségével. A  cardiovascularis allapot felmérésére intima-média-vastagsag,
echokardiografia, artéria karotiszon mért érfali merevség (e-tracking) (ALOKA SSD 500, illetve 550),
illetve 24 6ras vérnyomas monitorozas meghatarozas tortént. Emellett nagy teljesitményli folyadék
kromatografia (HPLC) segitségével hataroztuk meg a vizelet- €s plazma-orto-tirozin szintjét, valamint
a vizeletalbumin iritését (total albumin). Az immunreaktiv albumin meghatirozasa rutin immun-
turbidimetria segitségével tortént. A pro-BNP szintjének megallapitasahoz automatizalt Elecsys' ™
rendszert (Roche Diagnostics), a vizelet katekolamin meghatarozashoz elektrokémiai detektorral
felszerelt HPLC-t (BIO-RAD Clinical HPLC System) hasznaltunk. A betegek vér- és vizeletmintainak
egyéb vizsgalatat (ionok, vérkép, majfunkcio, gyulladasos paraméter, vizelet altalanos és iiledék) rutin

modszerekkel mértik.
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7.4.3. Eredmények

Els6é vizsgalatunkban a legmagasabb plazma-EO-szintet (19,7 + 9,5 pmol/l) a HT+DM+VE
csoportban talaltuk, amely szignifikdnsan nagyobb volt, mint a HT+VE csoportban. A tébbi csoport
plazma-EO-, valamint a vizelet-EO szintje kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget (7.4.3.1.

tablazat).

7.4.3.1. tablazat A betegek klinikai és laboratériumi jellemzdi

HT HT+DM HT+DM+VE HT+VE
Férfi/n6 5/5 417 5/5 4/6
Kor (év) 59,1+6,8° 6581 +8,6 69,5+3,6 60,4 +7.9
BMI (kg/m?) 299+59 2953+57  289+39 28,7 +4,7
Hypertonia fennallasa 5,6 +2,18 8,3+23 9,6 + 3,8 7,1+3,1
(¢v)
2-es tipusu diabetész - 6,1 +3,1 7,0£27 -
mellitus fennallasa (év)
Kroénikus vesebetegség - - 9,7+3,2 8,06 +3,4
fennallasa (év)
HbA. (%) 594025  65+1,0 6,2+0,5" 5,5+02
Kreatinin clearance 24- 109,3 + 131,8 + 62,4+ 18,9 66,9 £ 26,6
h (ml/perc) 31,74 24,3%
Vizelet-EO (pmol/nap) 102,46 + 99,11+  97,67+52,51 97,30 +21,17
40,98 25,60
EO-clearance (ml/perc) 12,66 10,20 8,97 (10,11) 14,59 (17,34)
(16,97) (20,59)
Se. pro-BNP (pg/ml) 25,3 (78,4)" 76,9 (86,5) 268,4(2284)  131,6 (354,7)
Karotisz intima-média 0,64 £ 0,17 0,74 £ 0,22 0,88 £ 0,09 0,79 £0,27
vastagsag (mm)
Antihipertenziv kezelés HT HT+DM HT+DM+VE HT+VE
ACE-gatlok (%) 80,0 72,7 100,0 90,0
ARB (%) 70,0 54,5 50,0 20,0
- blokkolok (%) 40,0 54,5 70,0 70,0
Ca-csatorna-blokkoldk 70,0 54,5 70,0 60,0
(%)
Vizhajtok (%) 40,0 54,5 80,0 40,0
Antidiabetikum-terdpia HT HT+DM HT+DM+VE HT+VE
Oralis 0,0 54,5 60,0 0,0
antidiabetikumok
(%)*-k
Inzulin (%)** 0,0 45,5 50,0 0,0

Az adatok megjelenitése datlag +szords (S.D.), vagy medidan és (interkvartilis tartomany),
illetve gyakorisag (%).*: A vizelet katekolamin meghatdrozasa reggeli friss vizeletbdl
tortént. **: P<0,05 a csoportok kozott Chi négyzet proba alapjan. §: P<0,05 a
HT+DM+VE csoporttal dsszehasonlitva.#: P<0,05 a HT+ VE csoporttal 6sszehasonlitva
se. = serum; HT = hypertonia betegség;, DM = 2-es tipusu diabetes mellitus;, VE =
kronikus veseelégtelenseg; EO = endogén ouabain; BNP = brain natriuretic peptide.
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A csoportok kozott nem volt kiilonbség az antihipertenziv kezelésben, az ABPM
paraméterekben, az echokardiografias és az érfali merevség paramétereinek vonatkozasaban (a jobb
pitvar nagysaga kivételével).

A plazma-EO szamos szignifikdns korrelaciot mutatott, foként az éjszakai vérnyomas
paraméterekkel, a ketté kozotti kapcsolat feltehetéen az emelkedett éjszakai/hajnali szimpatikus
tonusbol adodhat, mivel a vizelet-katekolamin- és EO-szintek korrelaltak.

Lineéris regresszios analizissel az éjszakai artérias kozépnyomas fiiggetlen prediktordnak a
plazma-EO, a kor és az sziv bal kamrai tomegindex (LVMI), a karotisz artéria B-stiffness

prediktoranak pedig a vizelet-EO bizonyult (7.4.3.3. tablazat)

7.4.3.3. tablazat A linearis regresszio eredményei

Fiiggd viltozé: éjszakai MAP E]rlegd%i?c?rn StaB’::Zrd p

Osszes beteg Kor -0,426 0,005
LVMI 0,375 0,016
Plazma-EO 0,426 0,004
Fliggetlen Standard

Fiiggé valtozo: karotisz p-stiffness prediktor Beta P

Osszes beteg Vizelet-EO 0,412 0,011

MAP = artérias kozépnyomas, PWV = pulzushullam terjedési sebesség;, LVMI = bal
kamrai tomeg-index; TPR = totdl perifériés ellendllds;, E/A = diasztolés diszfunkcio;
IMT= intima média vastagsag; BMI = test tomeg index; GFR = glomerulus filtracio
rata;, EO = endogén ouabain.

Az éjszakai MAP linedris regresszios modelljében lévé valtozok: LVMI, stroke index, TPR
index, ejekcios frakcio, E/A, vizelet noradreanlin, IMT, B-stiffness, karotisz augmentacios
és PWV, kor, BMI, GFR, plazma- és vizelet-EO

A karotisz B-stiffness linedris regresszios modelljében 1évé valtozok: 24 ords szisztolés
és diasztolés vérnyomdas, LVMI, stroke index, TPR index, ejekcios frakcio, vizelet
noradrenalin, IMT, kor, BMI, GFR, plazma- és vizelet-EO

Az endogén ouabain frakcionalt exkrécioja a vesebeteg csoportokban magasabb volt és értéke
korrelaciot mutatott az éjszakai artérids kozépnyomadssal, valamint a sziv végszisztolés és
végdiasztolés atmérdjével. Az 0sszes beteg adatait egyiitt vizsgalva szignifikans kapcsolatot talaltunk
a vizelet-EO-szintje és karotiszon mért pulzushullam terjedési sebesség (PWV), valamint a B-stiffness
kozott. Az EO frakcionalt exkrécidja is szoros Osszefiiggést mutatott a karotisz-PWV, valamint a -

stiffness értékével a HT+DM csoportban.

A Dbetegek oxidativ stressz markereinek és gyulladasos paramétereinek atlagait a 7.4.3.4.
tablazat tartalmazza. Egyediil a plazma orto-tirozin-szintekben talaltunk kiilonbséget; a HT csoporté
szignifikansan alacsonyabb lett, mint a HT+DM+VE és a HT+VE csoporté.
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7.4.3.4. tablazat Az oxidativ és gyulladasos markerek atlagai a betegcsoportokban

HT HT+DM HT+DM+VE HT+VE

Plazma para-tirozin 49,2 +£10,9 46,3 +£9,5 419+72 47,2+93
(umol/l)

Plazma orto-tirozin 2,6 (40,3  343+20,7 64,1+£21,7 69,3+483
(nmol/l)

Plazma fenilalanin 44,8 £ 8,5 38,0+11,1 38,8 £ 8,1 46,4 +11,8
(umol/l)

Vizelet para-tirozin 22,7 +13,6 15,9+9,0 14,0+ 8.4 12,5+99
(pmol/1)

Vizelet orto-tirozin 18,1(60,2) 19,6 (118,7) 28,2 (114,7) 8,3(200,9)
(nmol/l)

Vizelet fenilalanin (umol/I) 19,6 (19,0) 13,7 (37,8) 5,8 (32,8) 6,5 (15,4)
Kilégzett NO (ppb) 10,44+831 11,09+922 212+1835 194+848
C-reaktiv protein (mg/1) 2,25 (2,35) 1,20 (4,00) 3,15(3,68) 2,55(2,52)

Az adatok megjelenitése atlag + szoras (S.D.), vagy median és (interkvartilis tartomany).
Fex = frakciondlt exkrécio;, NO = nitrogén-monoxid,$: p<0,05 HT+DM+VE csoporthoz
viszonyitva, #: p<0,05 HT+VE csoporthoz viszonyitva.

A plazma o-tyr szintje nem mutatott jelent6s Osszefiiggést az EO-plazmaszintekkel sem az
Osszpopulacioban, sem a csoportokban. Az o-tyr a vizsgalt szubklinikus cardiovascularis
paraméterekkel sem mutatott 6sszefiiggést. A plazma-o-tyr negativ korrelaciot mutatott a vesefunkcios
paraméterekkel, mint pl. a Kkreatinin clearance (7.4.3.1. abra) és pozitiv asszociaciot a

szérumkreatininnel (R=0,439, P=0,004).

kreatinin klirensz

(ml/perc)

4

4

-oras

24

0 50 100 150
Plazma o-tyr (nmol/l)

7.4.3.1. abra A plazma o-tyr és a kreatinin clearance osszefiiggése az 6sszmintaban (R=0,430;
p=0,007)
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Maisodik vizsgalatunkban azt talaltuk, hogy a hosszan alkalmazott kettés RAS-blokad nem csokkenti
jobban a plazma- és vizelet-EO szintjét, mint O6nmagaban az ACE-gatlo-kezelés. A betegek
cardiovascularis paraméterei néhany echokardiografias paraméter kivételével nem kiilonboztek a két
csoportban. A plazma-EO szintje korrelalt szamos éjszakai vérnyomas paraméterrel, mint a szisztolés
vérnyomas vagy az artérias kézépnyomas a MONO-csoportban. Szintén csak a MONO-csoportban a
vizelet-EO a karotiszon mért pulzushullam terjedési sebességgel és a B-stiffness értékével mutatott
szignifikans Osszefiiggést. A DUAL-csoportban ezeket a korrelaciokat nem talaltuk meg.

A vizeletalbuminok vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a nem immunreaktiv albumin szoros
Osszefliggést mutatott a sziv diasztolés diszfunkcidjaval, a diasztolés diurnalis index-el a MONO-
csoportban, ellenben a kettés RAS-gatloval kezelt betegek kozott a nem immunreaktiv vizeletalbumin

csak a plazma-EO-val korrelalt.

1.5. Megbeszélés
7.5.1. A szabadgyok-tultermelés gatolhatja a hepatikus glukozkiaramlast

Nem csak az inzulin és mas hormonok jatszanak szerepet az anyagcsere szabalyozasaban,
hanem szamos anyagcsere intermedier is hasonl6 hatast. Azt, hogy a diabeteses pszeudohipoxia altal
keltett szabad gyokoknek direkt, inzulintdl fliggetlen hatdsa lehet az anyagcserére mi vetettiik fel
eldszor patkany maj mikroszoma frakcion, a G6P4z enzimmel végzett vizsgalatunkban. Altaldnosan
ismert klinikai tény, hogy a hipoxias maj (pl pangasos ma4j), vagy az alkoholos majkarosodas, amely
az etanol metabolizmusa kovetkeztében ugyanolyan pszeudohipoxidhoz vezet (NADH tilprodukcio),
mint a diabeteses allapotot, hypoglykaemia hajlammal jar egyiitt. Mind a pszeudo- (diabetesz, etanol
fogyasztas), mind pedig az igazi hipoxia esetén a felszaporodo NADH hatasara - ami a sejt szamara
azt jelenti, hogy boségesen all rendelkezésre szubsztrat- csokken a maj glukozkiaramlasa.

Vizsgalataink szerint a hyperglykaemiat utanzé magas NADH-koncentracio csokkenti a
G6Paz aktivitasat. A gatlas mértéke (26-33%) mennyiségileg nagyon kozel all a hyperglykaemas
clamp technikaval in vivo nyert adatokhoz (26%, 463). A ferri-ATP komplex nem ndvelte a NADH-
nak a G6Pazra kifejtett gatlo hatasat. Ezek alapjan a nyomokban jelenlévo vas, vagy a mikroszoma
frakcioban taldlhato ferritinbdl a NADH altal mobilizalt vas elégséges lehet ahhoz, hogy a NADH
kifejthesse G6Pazt gatlo hatasat. Erre utalhat a vas redox ciklusat gatlo dezferrioxamin hatdsossaga a
NADH okozta gatlas kivédésében. Az intracellularis, nyomokban jelenlévd, mobilizalt, redox
ciklusban résztvevo vas lényeges része a pszeudohipoxia jelentségérol kialakitott elképzelésiinknek.
Igen alacsony koncentracioban marad vas a mikroszoma frakcioban még a dezferrioxaminos
preparaci6 utan is (293). A vas-komplex nélkiili kisérletekben a G6Paz enzim gatlasaért elsdsorban a
lipid-peroxidacio tehet6 feleléssé, hiszen a szuperoxid szabad gyokot atalakito SOD, a hidrogén-

peroxidot bonto katalaz és a hidroxil szabad gy6kot elfogdé DMSO hatéstalan volt, a lipid-peroxidaciot
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gatlé BHT, Trolox és a nem-specifikus szabadgyokfogod redukalt glutation azonban csokkentette vagy
kivédte az enzimkarosodast.

Amennyiben a G6Paz enzim karosodasat NADH és ferri-EDTA jelenlétében tanulmanyoztuk
(ami hatékony mikroszomalis hidroxil szabadgyok-kelté rendszer) nem talaltunk enzimaktivitas-
eltérést. A hidroxil szabadgyok-elfogd Tris-puffer kihagyésa utan kialakuld enzimaktivitas-csokkenés
kivédhetd volt kataldzzal, etanollal, DMSO-val és hatastalannak bizonyult a SOD ¢és a BHT, tehat
hidroxil szabadgyok-keltette karosodasrol volt szo.

Ezek a vizsgalataink nem csak a hepatikus glukdzkidramlas fiziologids szabalyozisara
mutatnak érdekes modellt, hanem magyarazhatjak a patologias allapotokban a majban felszaporodo
szabad gyokok hypoglykaemidhoz vezetd hatasat. Ilyen allapot lehet pl. a hypoxids (pangasos) maj €s
az alkoholos méjkarosodds. Felmeriil azonban annak Ilehetésége is, hogy a 2-es tipusu
cukorbetegséggel gyakran egylittjar6 nem alkoholos zsirmaj (NAFLD, NASH) esetében is
megndvekedhet a hypoglykaemia kockazata a nagyobb mennyiségben termel6dott szabad gyokok
miatt. Ezeknek a soroknak az irasakor (2013. januar elején) a PubMed-ben nem volt talalhato olyan
cikk, amely a NASH vagy az NAFLD és a hypoglykaemia-hajlam kapcsolatat vizsgalta volna.

71.5.2. Az antioxidans rezveratrol anyagcserehatdsa

Vizsgalatunkban a transz-rezveratrol hatdsat vizsgaltuk 2-es tipusu diabeteses betegekben.
Napi 2x5 mg oralisan bevitt rezveratrol javitotta az inzulin-rezisztenciat, csokkentette a
vércukorértékeket, valamint a vércukorcsucs idejét is eltolta. Ezen kivill novelte a pAkt/Akt aranyt
valamint csokkentette az oxidativ stressz mértékét. Nem volt hatdssal a B-sejtfunkciora (HOMAg)
illetve nem befolyasolta a GLP-1-, GIP- és az amilinszintet. Ismert, hogy az oxidativ stressznek fontos
szerepe van az inzulin-rezisztencia kialakitasaban, a rezveratrol pedig hatékony direkt szabadgy6kfogd
(487) illetve kozvetett modon is csokkenti az oxidativ stresszt azaltal, hogy noveli az antioxidans
enzimek expressziojat, csokkenti a NAD(P)H-oxiddz enzim aktivitdsat, az iNOS expressziojat és
mérsékli az eNOS szétkapcsolasat (488). Eredményeink — a korabbi vizsgalatokkal 6sszhangban — arra
utalnak, hogy a rezveratrol valoban hatékonyan csokkenti az oxidativ stresszt, ami vizsgalatunkban az
orto-tirozin vizeletiiritésének csokkenéseként nyilvanult meg.

Ismert a rezveratrol vércukorcsokkentd hatdsa diabeteses patkdnyokban, aminek hatterében
Akt és eNOS aktivaciot talaltak (489,490). Az Akt foszforilacio (pAkt/Akt arany ndvekedése) egyik
fontos 1épése az inzulin jelatviteli mechanizmusanak (491). Jelen vizsgalataink arra utalnak, hogy a
rezveratrol vércukorcsokkentd hatdsdban az ember esetében is szerepet jatszhat az Akt jelatvitel

aktivalasa.

7.5.3. Az endogén ouabain szérumszintje oOsszefiigg a hipertonids vesebetegek cardiovasculdris

allapotaval. Az orto-tirozin lehetséges szerepe
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Elsé vizsgalatunk alapjan megallapithatjuk, hogy az EO-szintje a tarsbetegségekkel rendelkezd
hypertonias betegekben voltak a legmagasabbak. Szintje vizsgalataink alapjan 6sszefiiggést mutatott
az ¢jszakai vérnyomassal, valamint a szubklinikus szervkarosodasokkal kezelt hypertonias
betegekben. Igy lehetséges, hogy szerepet jatszik a vérnyomas diurnalis ritmusdnak megvaltozasaban
¢s az érfali merevség kialakulasaban.

A plazma-EO-szintje — valdszintileg vasokonstriktor hatasanak kovetkeztében — fontos
tényezo lehet a karotisz érfali merevségnek és a rezisztencia arterioldk allapotanak. A PWV és a -
stiffness pozitiv korrelaciét mutat az endogén digitaliszok vizeletben mért szintjével, amelyek a
nagyerek merevségére utalnak. A plazma-EO augmentacids index-szel mutatott inverz korrelacidja
emellett jol tikrozi a hypertonias betegekben a rezisztencia arteriolak Osszehuzodott allapotat.
Vizsgalatunk eredményei alapjan a vesefunkcionak szerepe lehet az EO szintjének szabalyozasdban,
mivel az EO frakcionalt exkrécioja a vesebeteg csoportokban szignifikansan nagyobb. Az o-tyr szintje
nem mutatott Osszefiiggést az EO-, és vérnyomas értékkel valamint a célszerv-karosodast jelzd

paraméterekkel, viszont korrelalt a vesefunkcids paraméterekkel.

Masodik vizsgalatunk eredményei alapjan a kettés RAS-gatlas nem csokkenti jobban az EO-szintet,
mint dnmagaban az ACE-gatlo kezelés, ellenben a kettds RAS-gatlasban részesiil6 betegek kozott az
EO ¢és a célszervkarosodasok kozotti Osszefliggések megsziintek. A nem immunreaktiv
vizeletalbumin-szint  meghatarozdsa  igéretes  lehet  célszervkarosodasok  stlyossaganak

meghatarozasaban kezelt hypertonias betegek esetén is.
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