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Eredményeinket a palydzatban megfogalmazott hypothesisek szerint csoportositva
allitottuk 6ssze. Egyes jelentés eredményeink még kozlés alatt, illetve kidolgozas alatt allnak,
emiatt kerjik, hogy a jelentésiinkben foglaltak alapjan sziiletett mindésitést szilkség esetén a
késébb megjelené kozlemények figyelembe vételével az OTKA Kkiegészité eljarasban
modositsa.

1. Hypothesis: Az angiotenzin konvertdlé enzim (ACE) gén I/D polimorfizmusa
predisponal metabolikus syndromara

Igazoltuk, hogy az ACE Il genotipust hordozok szénhidrathaztartasa jobb, mint az ID-t vagy
DD-t hordozoké. Az ACE-gatlét szedok szénhidrathaztartasa jobb, mint az ilyen kezelésben
nem részesllékeé. Az oxidativ stressz markerenek tekintheté a szérum gamma-GT enzim-
aktivitds, ami a DD genotipustuak vérében a legmagasabb. Korrelaciét mutattunk ki a
subklinikai gyulladas markere, a CRP, és az oxidativ stressz paramétere, a gamma-GT kdzott.
Az ID+DD genotipust hordozok szignifikansan tobb antihypertenzivumot szednek, mint az 11-
t hordozdk. A DD genotipusuak vizelet albuminiritése szignifikansan magasabb, mint az |
allelt hordozokeé.

2. Hypothesis: Az oxidativ és a karbonil stressz elsésorban a genetikailag
predisponalt egyénekben vezet 6regedési betegségekhez.

A katalaz és a glutation peroxiddz gén polimorfizmus vizsgélatat vegeztik el 2-es tipusd
diabetesben szenveddékben, amelyek kozil a glutation peroxidaz esetében szdmolhatunk be
pozitiv eredményrél. A kedvezébb genotipust hordozok esetében a HDL koleszterin
magasabbnak bizonyult. Laboratériumunkban beallitottuk az endothelialis nitrogén monoxid
szintaiz  (eNOS) endogén antagonistdinak  (aszimmetrikus  dimetilarginin, NG-
monometilarginin, NMMA) mérését, amit fluoreszcens HPLC-vel végziink. Erdekes
Osszefuggest taladltunk az endogén eNOS antagonistak és a glutation peroxidaz
génpolimorfizmus kozétt. A kedvezébb genotipustakban alacsonyabb volt az ADMA és az
NMMA szérum szintje. Ez azt bizonyitja, hogy a jobb antioxidans enzimstatusz csokkenti az
endothelialis karosodast azaltal, hogy csokkenti az eNOS endogén antagonistainak a szérum
szintjét.

3. Hypothesis: A karbonil stressz egyik fontos kivaltd tényezéje a metabolikus
syndromanak.

Ismert, hogy a karbonil stressz termékek fontos forrdsa a dohanyfust. Hypothesislink szerint a
reaktiv karbonilokban gazdag dohanyfust szerepet jatszhat a metabolikus szindroma
pathogeneziseben kulcs fontossaginak tartott endothel-diszfunkcié kialakuldsaban az
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endothelialis nitrogén monoxid szintdz (eNOS) enzim miikddésének disregulacidja révén.
Endothelsejt tenyeszeten Western blot technikaval vizsgaltuk dohanyfust-puffer hatasat az
eNOS enzim foszforilacios szabalyozasara. Eredmeényeink a kdvetkezokben foglalhatok
0ssze: 1. A dohanyfist id6- és koncentraciofliggéen fokozza az eNOS gatlé foszforilaciojat a
495-0s pozicioju threoninon. 2. A dohanyfist id6- és koncentraciofiiggéen fokozza az eNOS
minden koncentracio esetén és idépontban szignifikdnsan meghaladja az aktivalé foszforilacio
novekedését. 4. Az eNOS foszforilacio-valtozasa az antioxidans GSH-val részben kivedheto.
5. Mindez arra utal, hogy a dohanyfust hatasara az eNOS enzim aktivitdsa val6sziniileg
csokken, ezt erésitik sajat korabbi mérési eredményeink, miszerint a dohanyfist csokkenti az
agonista-kivaltotta Ca-bedramlast és az endothelsejtek cGMP termeléset is. A dohanyfist
okozta eNOS-eltéresek tovabbi vizsgalata soran elvégeztik a dimer és a monomer enzim
formak kimutatasat. Az irodalombdl ismert, hogy az eNOS normalisan dimer forméaban
talalhatd. A dimer eNOS NO-t termel. Ha az eNOS monomer formaban van, akkor az enzim
szétkapcsolddik és NO helyett szuperoxid szabad gyokot termel. Igazoltuk, hogy az eNOS a
dohanyfust hatasara koncentraciéfiiggéen monomer formaba megy at. Vizsgaltuk az eNOS
foszforilacidjat végzo protein kindz A, B és C szerepét. Eredményeink szerint a dohanyfust
eNOS foszforilaciot kivaltd hatdsat a protein kinaz A és B gatlasa nem befolyasolta. Mind a
nem szelektiv protein kindz C inhibitor, mind pedig a szelektiv protein kinaz C f inhibitor
(ruboxistaurin) hatékonyan csokkentette a dohanyfiist eNOS-ra gyakorolt karos hatasat.
Vizsgaltuk a dohanyflist hatdsat a protein kindz B aktivalo foszforilécidjara is és azt
tapasztaltuk, hogy a dohanyfust hatasara csokken az aktivalo foszforilacio. Ez azért fontos,
mert az inzulin metabolikus hatésai a vdzizomban, a majban és a zsirszdvetben is a protein
kinaz B-n keresztil valosulnak meg. Ezen eredmeényeink angol nyelvi kdzlése folyamatban
van.

Allatkisérletekben igazoltuk, hogy him patkanyok ventromedialis hypothalamuséaba
metilglioxalt (agressziv dikarbonilt) juttatva az allatokban kronikusan fennmarado szénhidréat
anyagcsere zavar (csokkent glukodztolerancia), dyslipidaemia, hyperuricaemia és hypertonia
jott létre. A kezelt allatok inzulinrezisztensekké valtak, szérum leptinszintjik novekedett. A
kezelt allatok inzulinra és 2-dezoxi-D-gluko6zra a kontrollokhoz képest fokozott tapfelvétellel
reagaltak. Az allatok pancreas szigeteinek morfologidja megtartott  maradt,
immunhisztolégidval normalis inzulin- és glukagon-megoszlast lattunk a szigetekben.
Mindezek alapjan metabolikus syndroma-szeri képet valtott ki a metilglioxal injekcioja.

Vizsgaltuk az oxidativ stressz jelentdségét az erelmeszesedes jO mérészamanak tartott carotis
intima-média vastagsag (IMT) kialakulasaban diabeteszes betegekben. Osszefliggést talaltunk
az IMT és az oxidativ stressz paraméterének tartott homocystein, illetve tiobarbitursav-reaktiv
szubsztanciak szérum szintje kozott. Az IMT fontos rizikdjanak tint a vesefunkcié és a
diabetes felfedezésének idépontjaban mért kor is. Ez az eredmény alatdmasztja azon irodalmi
adatokat, amelyek szerint az érkarosodas megel6zi az anyagcsere betegséget, és éppen az
endothelialis oxidativ karosodas vezet az anyagcsere-betegség kialakulasahoz.

Osszefoglalé kozleményiink jelent meg az inzulinvalasz elsd fazisanak csokkenése és az
inzulinrezisztencia kapcsolatardl, melyben targyaljuk az oxidativ stressz lehetséges szerepét
az inzulinrezisztencia kialakitasaban és az els6 fazisu inzulinszekrecioval valo kapcsolatat.



4. Hypothesis: A karbonil stressz aktivalja a renin-angiotensin-aldosteron
rendszert.

Az agyat ért karbonil stressz hatasara metabolikus szindromaéssa tett allatokban vizsgaltuk a
vese A&llapotét, esetleges karosodasait. Korai renin felszaporodast tapasztaltunk a vese
arteriolakban, a vesepapillak tubulointersticiumaban. A renin akkumuléacio kolokalizécioja
volt igazolhatdé immun-elektronmikroszkopiaval a tubulointersticidlis  kapillarisok
endotheliumaban az egyik karbonil stressz termék, az imidazolon tekintetében.

5. Hypothesis: A karbonil stressz oxidativ stresszt okoz.

Vizsgéaltuk az oxidativ stressz és a karbonil stressz (nem-enzimatikus glikécid) 6sszefliggéseit
a fokozott oxidativ stresszel jaro glomerulonephritisek egyik tipusaban, az ugynevezett IgA
nephropathiaban szenvedé betegekben. Ebben igazoltuk a kdvetkezoket: 1. A glikacios
végtermék karboximetil-lizin és a glikoxidaciot jelzé specialis szérum fluoreszcencia
(excitacio: 370 nm, emisszid: 440 nm) szintje a vesefunkcio beszikilésével emelkedik. 2. Az
oxidativ stresszt jelzé tiobarbitursav-reaktiv szubsztancidk (TBARS) szintje magasabb volt a
normélis vesefunkcidju 1gA nephropathiasakban, mint a kontroll személyekben. A
vesefunkcié romlasaval ez nem emelkedett tovabb. 3. Az LDL oxidativ rezisztenciaja és az
LDL-hez kotott TBARS koncentracioja az IgA nephropathids betegekben magasabb volt,
mint a kontroll személyekben. 4. A szénhidrat anyagcsere kdros volta nem befolyasolta az
IgA nephropathids betegekben a fluoreszcenciat, a karboximetil-lizin szintet és az oxidativ
stressz paramétereket.

A fokozott oxidativ stresszel jaré glomerulonephritisekben a vizelet-tledékben glomerularis
tipust (dysmorph) vorosvértestek figyelhetok meg. In vitro vizsgalatainkban igazoltuk, hogy
a karbonil stressz miatt felszaporodé metilglioxal lehet az oka a dysmorph vordsvértestek
kialakuldsénak. Eredményeink szerint ez a dikarbonil molekula oxidativ stresszt okoz a
vorosvértestekben, és olyan morfologiai elvaltozashoz vezet, ami megegyezik a betegek
vizeletlledékében latott vorosvértest dysmorphitassal. A metilglioxal kivaltotta dysmorph vvt
képzodés az antioxidans redukalt glutationnal részben kivédheto volt.

A diabetes mellitus okozta karosodasok egyik predilekcios helye a vese. Ennek hatterében a
tubulus-sejtekben a glukozuria altal kivaltott oxidativ stressz allhat. Fokozott karbonil
stresszel jard allapotokban, igy 2-es tipusu diabetes mellitusban (DM), azotaemiaban (AZQOT)
és diabeteszes azotaemiaban (DM-AZOT) vizsgéltuk az oxidativ stressz mértékét. Ennek
érdekében ezen betegcsoportokben megmertiik a hidroxil szabadgyok-marker orto-tirozin (o-
Tyr) és a fiziologias aminosav para-tirozin (p-Tyr) szérumszintjét, vizelet Uritését és rendlis
transzportjat. Kimutattuk, hogy a cukorbetegek vizeletében a glukoz koncentraciodja elérheti a
200-300 mmol/literes értéket is, ami a vese tubulusokban extrémfoku oxidativ stresszt
okozhat. Az AZOT és DM-AZOT csoportok plazma p-Tyr szintje és vizelet p-Tyr Uritése
alacsonyabb az egeszséges kontrollokhoz (CONTR) és a DM-hez képest. A p-Tyr frakcionalt
excretioja (Fex) minden csoportban 2% alatti. A plazma o-Tyr szintekben nincs kilénbség a
csoportok kozott. Az o-Tyr vizelet Uritése fokozott az AZOT csoportban a CONTR-hoz
képest, még magasabb a DM és DM-AZQOT csoportokban. Az o-Tyr Fex érteke a DM és a
DM-AZOT csoportokban magasabb a kontroll csoporthoz képest és mindkét csoport atlaga
100% feletti. Ezen eredmények azt jelzik, hogy a minimalis szerkezeti kulonbseg ellenére a
fizioldgias p-Tyr és a szabad gyok-marker o-Tyr renalis transzportja eltér6. A 100% feletti o-
Tyr Fex értéke arra utal, hogy a glukozuria a vese tubularis sejtjeiben hidroxil szabadgyok-



termeléshez vezet. Vizsgalatainkat kiegészitettiik a lipidperoxidacié mérésére alakalmas 8-
epi-prostaglandin-F2alfaval. Megallapitottuk, hogy ez nem korrelalt az orto-tirozin tritésével.

Az el6z6 bekezdésben részletezett betegcsoportokban vizsgaltuk azt a hipotézist, hogy a
fokozott karbonil stresszel jard betegségek okozhatnak-e anaemiét, illetve ez befolyasolhat6-e
antioxidans-gyulladascsokkenté adasaval. lgazoltuk, hogy a diabetes mellitus (2-es tipus),
normal vesefunkcié esetén is, csokkent haematocrit és haemoglobin szintet okoz. Ennek
hatterében erythropoetin (EPO)-rezisztencia allhat. A DM-AZOT csoport adatai alapjan az
azotaemia és diabetes hatdsa az anaemiara és az EPO-rezisztenciara additiv. Kimutattuk, hogy
az antioxidans és gyulladascsokkent6 hatasu acetilszalicilsav (ASA) rovid tavu vizsgalatban
kb. 50%-kal néveli a DM, az AZOT és a DM-AZOT betegek EPO szintjét. Az ASA 33 illetve
22%-kal noveli a reticulocytdk szamat és aranyat. Az ASA kb. 7%-kal noveli a vvt szamot, a
hemoglobint és a hematokritot.

A diabeteszes és a szenilis cataracta kialakulasaban is fontos szerepe van a karbonil
stressznek; elébbi esetben a szénhidrat anyagcserezavar, utdbbi esetben valdsziniileg az erre
genetikailag hajlamos egyénekben a normal oregedési folyamatok sordn zajlé nem-
enzimatikus glikacio révén. Kollaboracidban, a PTE AOK Szemészeti Klinkajaval és a PTE
AOK Laboratoriumi Medicina Intézetével egyiittmiikodve szenilis cataractas és diabeteszes
cataractas lencséket hasonlitottunk 0Ossze nem-cataractas lencsékkel. Tanulmanyoztuk a
fehérjék megoszlasat a lencsék vizoldékony és vizoldhatatlan fazisa kozott. Az oxidativ
stressz felmérése céljabol HPLC segitségével vizsgaltuk az oxidalt aminosavak (meta-tirozin:
m-Tyr; orto-tirozin: o-Tyr; dihidroxi-fenilalanin: DOPA) megoszlasat a lencsefrakcidk kozott.
Eredményeink szerint a cataractas lencsék homogenizatumaban a vizoldékony fehérjék aranya
alacsonyabb a nem-cataractas kontroll lencsékhez képest. A DOPA, az m-Tyr és az o-Tyr is
felszaporodik a cataractas mintak total homogenizatumaban, viszont a vizoldékony frakcioban
nem. Kétdimenzios elektroforézis vizsgalattal a cataractds mintak vizoldhatatlan frakciojaban
nagy molekulasulyu fehérje-aggregatumokat lehetett Kkimutatni. Mindezek alapjan
elképzelhets, hogy a karbonil stressz nemcsak kozvetlenul, hanem oxidativ stressz
folyamatok kivaltasan keresztul is hozzajarul a lencsefehérjek oldhatatlanna valasahoz, ezaltal
a cataractogenezishez.

Sejttenyészeteken végzett vizsgalatok, allatkisérletek és human tanulmanyok bizonyitjak,
hogy a karbonil stressz végtermekei, az el6érehaladott glikacios végtermékek (advanced
glycation end-products, AGE) fontos szerepet jatszanak a diabéteszes nephropathia és a
kronikus vesebetegségek kialakulasaban eés progressziojaban, illetve az atherosclerosis
veszélyének a vesefunkcid hanyatlasaval egyiitt jaré fokozddasaban. Az AGE termékek ezen
hatdsai részben a renin-angiotenzin-aldosteron rendszer aktivalasaval magyarazhatok.
Megvizsgaltuk, hogy mely tényez6k befolyasoljak a szérum AGE szintet kronikus uraemias,
hemodializalt betegekben. Eredményeink szerint a haemodializalt oligo-anurias betegek
szérum AGE (karboximetil-lizin) szintje magasabb a nem-oliguriasokénal. A dohéanyzé
hemodializalt betegek szérum AGE szintje magasabb a nem-dohanyosokénal. A dohanyzas és
az oliguria hatasa additiv az AGE-szintre. A szérum AGE-szint korrelal a béta-2-
mikroglobulin szinttel. A magas AGE-szinttel rendelkez6 dializalt betegek mortalitdsa 51
honapos kovetés soran szignifikansan magasabbnak adddott az alacsony AGE-szinti dializalt
betegekhez kepest. Ennek alapjan az endogén AGE-képzédés és az exogen AGE-bevitel
egyarant hozzajarulhat a veseelégtelen és dohanyz6 betegek fokozott mortalitasahoz. Az
uraemias, vesepotlo kezelés alatt allok mortalitasa fuggetlen prediktoranak bizonyult az AGE-
termék karboximetil-lizin mellett a CRP is.



6. Hypothesis: A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer és az oxidativ stressz
interferal az inzulin hatasaval.

2-es tipusu diabetes mellitusban szenved6 betegekben a per os antidiabetikumrol inzulin
therapiara torténé &tallas sordn az eNOS aktivitasat jelz6 kulonbdzé laboratériumi
paraméterek méresevel kivantuk igazolni az inzulin endothel functiora kifejtett kedvezé
hatasat. Ismert, hogy az inzulin az Akt protein kindzon keresztill aktivalja az endothelialis
nitrogen-monoxid szintazt (eNOS). Inzulinra torténo attéres elétt es utan mertik a kilélegzett
NO molekulak szdmét, HPLC-vel meghataroztuk a vizelettel Uritett meta-tirozinnak, mint az
oxidativ stressz stabil markerének mennyiségét, Western blot analizissel vizsgaltuk a
thrombocytdk Akt és foszforilalt Akt tartalmat. Az inzulin a kilélegzett NO mennyiségét
novelte. Ezzel egy idében a vizelettel Uritett meta-tirozin mennyisége csokkent. A
thrombocytdk Akt és foszforildlt Akt tartalma nétt, mig a foszforilalt Akt / Akt ardny nem
valtozott. Mindezek alapjan az inzulin therapia bevezetése 2-es tipusu diabetes mellitusban
szenved6 betegekben kedvezéen befolyéasolhatja a vasculatura allapotat, javithatja az endothel
dysfunctiot. Eredményeink kozlese elokészités alatt all.

Sajat eredményeinkre es az irodalmi adatokra tamaszkodva hipotézis tanulmanyt jelentettiink
meg a metabolikus szindroma, a karbonil és oxidativ stressz és a renin-angiotenzin-aldosteron
rendszer 0Osszefuggéseirél, melyben arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a renin-
angiotenzin-rendszer aktivacidja vasmobilizicion keresztll oxidativ stresszhez vezet, amely
az inzulin-érzékenységet csokkentve metabolikus szindromat indukalhat.

7. Hypothesis: A karbonil stressz altal kivaltott metabolikus syndroma és
diabeteses nephropathia eredményesen kezelheté angiotenzin konvertald enzim gatloval,
angiotenzin receptor blokkoléval, aldoszteron antagonistaval és antioxidanssal.

Elkészitettik a Magyar Nephrologiai Tarsasag szakmai ajanlasat a diabeteses nephropathiarol
és az uraemias diabeteses betegek kezelésérél. Mindezekbdl vilagossa valik, hogy az ACE-
gatlok és az angiotenzin receptor blokkolok alkalmazésa, akar kombinacidban is, diabeteses
nephropathiaban az elséként valasztando kezelési mod. Osszeallitottuk a pillanatnyi klinikai
evidenciak alapjan az angiotenzin konvertal6 enzim-inhibitorok és az angiotenzin receptor
blokkolok kombinacios hasznalatdnak ajanlasat is. Felkért 6sszefoglald tanulmanyban
targyaltuk a RAS rendszer méasodlagos hirvivéjének, a protein kindz C-nek befolyasolasatol
varhato terapias elényoket. A metabolikus syndroma két kritérumrendszerérél, a WHO és az
ATPIIl definiciérdl irtunk felkért, Osszefoglalé dolgozatot. Kovetkeztetésiink szerint
mindketté hasznalhatd a magyar populaciora, de a WHO kritériumrendszer alkalmasabbnak
tinik az inzulinrezisztencia kimutatasara. Eredményeink és az irodalmi adatok alapjan
Osszefliggeést irtunk le a glikacids végtermékek (AGE) akkumulacioja, az AGE receptorok
miikodése, a nephronvesztés és az atherosclerosis kozott. Osszefoglald kézleményt irtunk,
felkérésre, a Nephrol Dial Transplant cima folyoiratba az IgA nephropathia kezeléseérdl,
amelyben targyaltuk a betegség kapcsolatat a metabolikus syndroméaval és részleteztik a
renin-angiotenzin rendszerre hatd szerek hasznat is.

UV-fluoreszcencias HPLC modszert dolgoztunk ki cukorbetegek vizeletében Uritett fehérjek
egyidejii mennyiségi meghatarozasara és a fehérjék egyedi glikoxidaciés allapotanak
megitélésére. A betegek tobb mint 90%-a allt ACE-gatlé és/vagy angiotenzin receptor
blokkol6 kezelés alatt. Kimutattuk, hogy a vizeletben dimer és monomer forméaban fordul el6
az albumin. A nephelometridval normoalbuminuridsnak nyilvanitottak kozott jelentos



szdmban fordultak el6 HPLC-vel mikroalbuminurds cukorbetegek. A dimer albumin
mennyisege csokkent a monomer albumin mennyiségének novekedesével. A monomer
albumin glikoxidaltsdgi foka magasabb volt a mikroalbuminuridsok esetében, mint a
normoalbuminuriés betegekben. Ezen eredményeink angol nyelvii kdzlése preparalas alatt all.

Megvizsgaltuk, hogy diabeteszes betegekben az antioxidans kezelés a "Francia paradoxon™
hatéanyaganak tekintett rezveratrol formajaban jelent-e jarulékos elényt a RAS géatlas mellett
alkalmazva. Eredményeink szerint a rezveratrollal kezelt cukorbetegekben csokkent a
folyamatos cukormonitorozassal meghatarozott postprandidlis cukorszint, szignifikansan
javult a HOMA indexel mert inzulinrezisztencia és szignifikdnsan emelkedett az oxidativ
stressz erzeékeny erythropoetin termelés. Eredményeink kozlésehez az adatok feldolgozasa
még folyamatban van.

Szintén a RAS gatlas mellett alkalmazott mikrocirkulaciot javitdo kezeles hatékonysagat
mértuk fel diabeteszes neuropathias cukorbetegekben. Eredményeink szerint a RAS gatlas
mellett kiegészité kezelésként adott pentoxifyllin és a pentozan-poliszulfat terdpia javitotta az
autonom és szenzoros neuropathiat.

Konkluzionk az, hogy a karbonil és az oxidativ stressz mind a metabolikus szindroma
kialakuldsdban, mind pedig szdvédmenyeinek létrejottében fontos szerepet jatszik. A
genetikailag predisponalt egyénekben a metabolikus szindroma és a kdvetkezményes
vesekarosodads a felgyorsult atherosclerosis révén korai halalozashoz vezet. Az ér- és a
vesekarosodas kialakulasaban kozponti szerepet jatszé renin-angiotenzin-aldoszteron
rendszerre iranyuld kezelés illetve az antioxidans terapia alkalmazasa lassithatja a
metabolikus szindréma szévédmények progressziojat.



