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1. Bevezetés

A 2-es tipusu diabetes mellitus komplex metabolikus betegség, mely vaszkuldris
szovédményekkel is jar, az elégtelen vércukor-beallitds mikro- és makrovaszkularis
szovédmények kialakulasahoz vezet. Az inzulin-rezisztencia a cukorbetegség patogenezisének
és az érszovédményeknek kozponti tényez6je. A vaszkularis inzulin-rezisztencia a
magasvérnyomas-betegség kialakuldsanak ugyancsak egy korai eleme, mely magyardzhatja a

1 Az endotél-diszfunkcié inzulin-

cukorbetegség és a hiperténia gyakori tarsulasat.
rezisztenciaval és az érfal merevségének (stiffness) megnovekedésével jar. Az inzulinra adott
vazorelaxacio csokkenése megel6zi az acetilkolinra adott vazorelaxacié csokkenését, tovabb
erdsitve a hipotézist, hogy a vaszkularis inzulin-rezisztencia korai folyamat a hipertdnia

kialakuldsaban. 1

Az inzulin meghatdroz6 hormonalis tényez6 az anyagcsere szabalyozdsaban,
mindemellett fontos szerepet jatszik az érfunkcié szabdlyozdsaban. » 3 Az inzulin mind
vazorelaxaciét, mind vazokonstrikcidt képes kivaltani. # A vazodilatator hatdsokért elsésorban
a foszfatidilinozitol 3-kinaz/Akt (PI3K/Akt) jelatviteli ton keresztil felszabadulé endotelialis
nitrogénmonoxid (NO) felel&s. > © Ezzel szemben az ERK jelatviteli Utvonal aktivaldsa révén az
inzulin az endothelin-1 felszabaduldsahoz vezet, mely vazokonstrikciot valt ki. 7 Mindemellett
a reaktiv oxigén- (ROS) és nitrogénszarmazékok (RNS) is fontos szerepet jatszanak a fizioldgids
inzulin jelatvitelben; példanak okaért a hidrogén-peroxid inzulinszer( hatdsokat kdzvetit és az

inzulin ROS és RNS felszabaduldshoz vezet. &

A ROS diabéteszes érkarosodasban betoltott szerepének jelentés irodalma van. A ROS
kiilonb6z6 jelatviteli utak aktivalasa révén befolydsoljak az érfunkciét, a proinflammatorikus
medidtorok expresszidjat és az érfal strukturdlis atéplléséhez vezetnek. ° A ROS
felgyllemlése, a nitrogén-monoxid koncentracidjanak csokkenése, a sériilt inzulin-jelatvitel és

a gyulladdsos folyamatok aktivacidja a vaszkuldris inzulin-rezisztencia legfébb jellemzgi. 111

A 2-es tipusu cukorbetegek vércukor-haztartasanak korai és megfelel6 bedllitasa és a
normoglikémia elérése jelent&sen javitja az inzulin-érzékenységet, s6t egy rovid és intenziv
inzulin-terapia a glikémias kontroll, valamint az endotélfunkcié javulasahoz és az inzulin-

rezisztencia csbkkenéséhez vezethet, mely akar a betegség remisszidjat is okozhatja. 1% 3 Ezen



atmeneti intenziv inzulinkezelés pozitiv élettani hatasainak mechanizmusa a mai napig nem

teljesen tisztazott.

JelentGs kisérletes adat igazolja az oxidativ stressz szerepét az inzulin-rezisztencia
kialakulasaban. Az oxidativ karosodas f6 célpontjai a fehérjék, mely folyamat végil a
fehérjefunkcié karosodasahoz vezethet. Azonban a direkt karosoddson kivil [éteznek egyéb,
szintén a fehérjefunkcié karosodasahoz vezet6 mechanizmusok, melyek eddig kevés figyelmet
kaptak. Ismert, hogy a szuperoxid anion hidrogén-peroxiddd tovabbalakulva még
reakcioképesebb oxigén gyokok képzédéséhez vezethet, mint példaul a hidroxil szabad gyok.**

A hidroxil gyok hatasara a fenilalaninbdl para-, meta- és orto-tirozin képzédik. 118

Ezek az oxidativan mddosult aminosavak mind fehérjéhez koétott, > mind szabad
aminosav formdban képz&dhetnek. Az utébbiak késébb a fehérjeszintézis folyaman
épulhetnek be egy fehérjemolekulaba. Ez utdbbi folyamat tehat direkt, a fehérjemolekuldra

hatd oxidativ kdrosodas nélkul képes citotoxikus hatasokat kivaltani. 1921

Hiperglikémias makakdk aortajaban emelkedett orto- és meta-tirozin koncentraciot
mértek. > Tovdbba az orto- és meta-tirozin beépulése a fehérjemolekuldkba a sejtfunkcid
zavardhoz vezethet, mint példdul az erythroblasztok erythropoietin érzékenységének
csokkenéséhez, vagy — in vivo korilmények kozott — a tumornodvekedés gatldsahoz,

valdszintileg az MAP/ERK jelétviteli Gtvonal befolyasoldsa révén. 2> 23

A kivilrél bejuttatott orto-tirozin beéplilése az érfali fehérjékbe és ennek hatasa az

érfunkcidora még nem képezte kutatds targyat.



2. Célkittizések

Feltételezésiink szerint az érfali redox szint a periféria felé csdkken és ennek

megfelel6en az inzulin kivaltotta — NO medialt — vazodilatacié mértéke névekszik a periféria

iranyaban. Ezen kivil in vivo kérilmények kdzott vizsgaltuk exogén, oxidativan modositott

aminosav (orto-tirozin) érfunkciéra gyakorolt hatasat.

Hipotéziseink igazolasahoz:

Meghataroztuk az artérias rendszer harom egymast kovet6 szegmensének (mellkasi,
hasi aorta és femoralis artéria) oxidativ szintjét kontroll korilmények kozott, illetve az
érfali oxidativ allapot farmakoldgiai és sebészeti (az aorta operativ szlkitése révén, un.
aortic banding) befolyasoldsa utan.

Megmértiik az inzulinra adott vazorelaxdcié mértékét ugyanezen érszegmensekben
kontroll korilmények kozott.

Majd az érfali oxidativ allapot farmakoldgiai (H.0, + aminotriazol) vagy sebészi (aortic
banding) mddositasa utan.

Ezen fellil megvizsgaltuk az ERK jelatviteli itvonal jelentdségét az inzulin altal kivaltott
érvalaszban.

Tovabba els6ként vizsgaltuk az exogén orto- és para-tirozin hatdsat a vaszkularis
inzulinérzékenységre és

Ennek hatasmechanizmusat in vitro kérilmények kozott endotélsejteken és kilonboz6

érszegmensekben akut és krdnikus koérilmények kozott.



3. Metodika
3.1 Allatkisérletek

Az dllatkisérleteket a Pécsi Tudomanyegyetem Etikai Bizottsaganak engedélyével
hajtottuk végre. Kifejlett (11-13 hetes, 320-380g sulyu), him Sprague-Dawley, szokvanyos ad
libitum diétdn tartott patkanyokat haszndltunk a nem-intervencids kisérleteinkhez. A
kisérletek elStt az allatokat intraperitonealis ketamin injekcidval (50 mg/ttkg, i.p.; Richter

Gedeon, Budapest, Magyarorszag) altattuk, majd dekapitdltuk.

Ahogy korabbi kisérleteink soran is 24, az aorta operativ sz(ikitését (aortic banding) him
Sprague-Dawley patkdnyokon (8 hetes, atlagos suly: 220 gramm) végeztiik. Altalanos
érzéstelenités és ketamin/diazepam narkdzis (50, ill. 5 mg/ttkg, i.p.) alatt felnyitottuk a
haslreget, majd a bifurcatio iliaca felett kipreparaltuk a hasi aortat. Ezutdn egy 21G méret(
tlt rogzitettlink egy 2-0 varréfonal segitségével a felszabaditott aortaszakaszhoz, gy, hogy a
varrat az aortdt és a vele parhuzamosan tartott tiit fogta at. Ezutan finoman és lassan
eltavolitottuk a tdt, igy elGidézve egy megkozelitGleg 21G lumen(i mesterséges koarktaciot az

ilikalis artériaktdl proximalis irdnyban. 24

A tirozin izomer beépllésének vizsgalatdhoz him (5-6 hetes, 100-140g-os) Sprague-
Dawley patkanyokat kezeltiink (a hét 6 napjan) 4 héten keresztil 2 6ras éhezés utan
gyomorszondan keresztll 1,76 mg / nap para- illetve orto-tirozin oldattal (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) vagy olddszerrel (kontroll). A négy hetes kezelés végeztével a patkdnyok egy
csoportjat a fenti moédon ketaminnal elaltattuk, dekapitdltuk, majd az erek orto-tirozin
tartalmat és vazomotor valaszat vizsgdltuk. A patkdnyok masik csoportjdban a 4 hét tirozin
szupplementaciét kovetéen megszakitottuk a kezelést, majd 4 hét kimosasi periddus utan

(,washout”) vizsgaltuk az érfali orto-tirozin-koncentraciét és a vazomotor valaszt.

Kisérleteinkben a mellkasi és a hasi aortat, valamint a femoralis artériat tavolitottuk el,
majd miutdan megtisztitottuk az ereket az azokat korilvevd kotészovettél, két egyenlé
hosszusagu szegmenst képeztiink az egyes szakaszokbdl. A proximalis szakaszokat azonnal
hidrolizaltuk a HPLC-s kisérletekhez, a disztalis szakaszokat hasznaltuk az izometrias

kontrakcidos mérésekhez.



3.2 Az oxidativ statusz és a tirozin izomer inkorporacidjanak vizsgalata az egymast

kovetd artérids szegmensekben

Mivel a hidroxil gyok féléletideje nagyon rovid és kimutatdsa metodikailag kifejezetten
koérilményes 2°, egy alternativ megoldast alkalmaztunk, mely segitségével az oxidativ reakcid
egy stabil végtermékét vizsgaltuk: a természetes fenilalanin izomerjét, az orto-tirozin
molekulat. 18 Az adott érszakasz proximadlis szakaszat O-gy(irGvel lezart polipropilén
csovekben hidrolizaltuk. A mintakhoz dezferroxiamint és butildlt hidroxitoluént
(végkoncentracio 3,6 ill. 45 mM) adtunk a hidrolizis alatti szabadgyok képz&dés gatlasa végett,
majd 200 pl 12N-es sésavval hidrolizaltuk a fehérjéket egy éjszakan at 120°C-on. Y7 A
hidrolizdtumot egy 0,2 um sz(irén at tisztitottuk (Millipore Co., Billerica, MA, USA), végil az igy
kapott oldatbdl egy Rheodyne manualis injektor segitségével 20 uL-t injektaltunk a Shimadzu
Class LC-10 ADVP HPLC rendszerbe (Shimadzu USA Manufacturing Inc., Canby, OR, USA). Az
aminosavak kvantitativ analizisét autofluoreszcenciajuk alapjan végeztiik, LiChroCHART 250-4
oszlopon (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 1%-os ecetsav és natrium-acetat mobil fazison
vald izokratikus futtdsa utdn. A tirozin izomereket autofluoreszcencidjuk alapjan 275 nm-es
excitaciés és 305 nm emisszidos hullamhosszokon, mig a fenilalanin szintjét 258 nm-es
excitacios és 288 nm-es emisszios hulldmhosszokon mértiik Shimadzu RF-10 AXL fluorescens
detektor (Shimadzu USA Manufacturing Inc., Canby, OR, USA) segitségével, igy nem volt
sziikség a futtatds el6tti vagy utani, un. pre- vagy post-column festésre vagy derivatizaciora.
17,18 Az egyes aminosavak esetében meghatdroztuk a gérbe alatti teriiletet (area-under-the-
curve, AUC) és kiils6 standard segitségével pontosan meghataroztuk a koncentracidjukat.

Néhany esetben az ellciés idét a ,peak-addition” mddszer alapjan hitelesitettiik. Az

ez s

3.3 Az érszegmensek vazomotor funkciéjanak meghatarozasa

Kisérleteink sordn Fésiis és mtsai. 2® mddositott metodikdjat haszndltuk. Az
érszegmensek disztalis részét — jéghideg KREBS oldatban — 2 mm hosszu szakaszokra vagtuk,
majd egy Danish Multimyograph Model 610M készilékben (DMT-USA Inc., Atlanta, GA, USA)

két (egyenként 40 um atmérdjd) rozsdamentes acéldrétra rogzitettik.



A készulék kamrdiban az ereket 5% CO, és 95% O allandd dramoltatasa alatt 37°C-os KREBS
pufferben (pH 7,4) inkubdltuk, melynek pontos 6sszetétele a kovetkezd volt (mM-ban): NaCl
119,0, KCI 4,7, KH2PO4 1,2, NaHCO3 25,0, Mg»S04 1,2, gliikéz 11,1 és CaCl,*2H,0 1,6. Minden
egyes kiséret soran meghataroztuk az adott érszegmens nyugalmi fesziilés/atmérg viszonyat,
majd az érfal bels6 atmérgjét 0,9 x L100-ra allitottuk be, ahol az L100 azt a belsd ératmérét
jeloli, ahol az adott vaszkularis szegmens in vivo koriilmények kdzott 100 Hgmm transzmuralis
nyomas alatt lenne elernyedt allapotban. Ezen normalizalasi folyamat utan 30 percig hagytuk
stabilizalédni az ereket. Ezutdn folyamatosan regisztraltuk az érfal fesziilését. Az ereket 100
nM adrenalinnal kontrahdltuk. Miutdn a kontrakcio elért egy stabil platét, novekvé
koncentracioju acetilkolin (ACh), inzulin illetve ndatrium-nitroprusszid (SNP) oldatok
hozzdadasaval teszteltilk a vazorelaxans valaszt. Az ACh-ra, inzulinra és SNP-re adott

vazorelaxaciot az adrenalinra adott kontrakcid szazalékaban fejeztiik ki.

Az antioxidans kapacitast katalaz (CAT; 1000 U/l) és szuperoxid-dizmutaz (SOD; 200
U/1) hozzdadasaval emeltik. A H,0; (50uM) pro-oxidans hatasat a CAT-gatlé aminotriazollal
fokoztuk (AT; 1mM). 2’ Tovdbba az endogén kataldz aktivitds gatldsa révén lehet8ségiink volt
— indirekt médon — az egyéb peroxidazok hatdsat vizsgalni. 28 A SOD-ot és CAT-ot (SOD+CAT)
és Hy0,-t és AT-t (H202+AT) 20 perccel az adrenalin indukdlta kontrakcié el6tt adtuk az
érkamrakhoz. Az ERK jelatviteli it H0,+AT indukalta vazokonstrikcidban és vaszkularis inzulin-
rezisztencidban bet6ltott szerepének vizsgalatdhoz a mitogén aktivalt protein kinaz kinaz
(MAPKK) gatlé PD98059-t (PD; 10 uM és 50 uM) hasznaltuk. 2° A PD-t 30 perccel az adrenalin

hozzaadasa el6tt adtuk az érkamrakhoz.

Az acetilkolint, natrium-nitroprusszidot, inzulint, adrenalint (epinefrin), H,0;-t,
aminotriazolt, szuperoxid-dizmutazt, katalazt, PD98059-t és Mg,S04-ot a Sigma-Aldrich-tdl (St.
Louis, MO, USA) szereztiik be. A NaCl-ot, KCl-ot, KH;POs-ot, NaHCOs-ot, CaCl,x2H,0-ot és

glikdzt a Merck-t6l (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) vasaroltuk.

3.4 Sejtkultara

Kisérleteinkhez egér endothelioma sejtek (LGC Promochem, Taddington, UK)

(endotélsejtek, ECs) primer kulturdit hasznaltuk. Az endotélsejteket 10% fotalis marha
7



szérummal (FBS, Gibco) és 2%-os penicillin-streptomycinnel (Gibco) kiegészitett Dulbecco’s
modified Eagle mediumon (DMEM; Gibco, Csertex, Budapest, Hungary) tenyésztettiik 37°C-on
és 5% CO; alatt. A médiumot minden masnap cseréltik. Az endotélsejt-kulturakat
véletlenszerlien harom csoportra osztottuk, és 1) 400 uM para-tirozint (kontroll); 2) 800 uM
para-tirozint (p-Tyr) és 3) 400-400 uM para-tirozint és orto-tirozint (o-Tyr) tartalmazo
médiumokban inkubdltuk 8 napig, illetve 30 percig a krénikus illetve akut hatdsok
vizsgalatdhoz. Az endotélsejteket inzulinnal (400 uM, 5 perc) stimulaltuk az inzulin medialta
eNOS-foszforildcié vizsgalatdhoz. A kezelések végeztével az endotélsejteket a tovabbi

analizisekhez mechanikusan eltavolitottuk.

3.5 A tirozin izomer beépiilésének vizsgalata az endotelidlis sejtekben

A fehérjekotott tirozin-izomer mennyiségét Molnar és mtsai. modszerével vizsgaltuk.
17 Miutan 200 pl desztillalt vizet adtunk a mintakhoz, ultrahanggal 2 percig homogenizaltuk
azokat, majd 100 ul 60%-os triklérecetsavat adtunk a mintakhoz. Ezutan centrifugdltuk (4000
rom, 10 perc) az oldatot, majd az Uledéket 100 pl 1% triklérecetsavas oldattal
reszuszpendaltuk, miutdn ismét 100 pl 60% trikldrecetsavvat adtunk a mintakhoz, amit egy
masodik centrifugalas kovetett. Ezutdn még egyszer megismételtik az utdbbi folyamatot.
Végiul a hidrolizis alatti szabadgyok képzGdés megel6zése végett 4 pl 400 mM-os
dezferroxamint és 40 ul 500 mM butilalt hidroxitoluent adtunk az tiledékhez. Ezutan 400 pl

6N-es sosavval hidrolizatuk a mintdkat, igy el6készitve 6ket a HPLC-s vizsgdlatokhoz.

3.6 Western Blot vizsgalatok

Az eNOS-foszforilaci6 meghatdrozasat az altalunk mar korabban alkalmazott
immunoblot eljardssal végeztik. 3° Az endotélsejteket jégen 30 percig kezeltiik Tris-Triton
pufferrel. A sejtlizatumot centrifugdltuk (13000 rpm, 10 perc), majd a Bio-Rad protein esszé
segitségével (Hercules, CA, USA) meghatdroztuk a fellluszé fehérje koncentracidjat, marha
szérum albumin (BSA) alkalmazva standardként. Ezutan egyenlé mennyiségli fehérjét

oldottunk SDS-PAGE-vel, majd PVDF (Millipore, Billerica, MA, USA) membrdanra transzferaltuk



G6ket. A fehérjemennyiséget Ponceau-S festéssel ellendriztiik. A membranokat 60 percig
blokkoltuk 0,1 v/v%-osTween-t és 5 v/v%-0s BSA-t (TBS-T-5% BSA) tartalmazo Tris bazissal
szobah6mérsékleten. Ezutan a blotokat TBS-T 5% BSA-ban higitott foszfo-(Ser1177)-eNOS
antitestekkel kezeltlik (1:1000; CellSignaling, Beverly, MA, USA) 4°C-on egy éjszakan keresztil,
melyet egy mosasi fazis kovetett. Végil az oldatot masodlagos torma-peroxidaz (HRP) jelolt,
anti-nyul IgG antitesttel (1:2000; CellSignaling) inkubaltuk 60 percen at szobahémérsékleten.
Tovabbi mosast kévetSen a blotokat felerésitett immun-lumineszcenciaval (ECL; Super-Signal
West Pico, ThermoFisherScientific, MA, USA) tettiik [athatéva, majd rontgenfilmen el6hivtuk
(Kodak XAR). A denzitometrias vizsgalatokhoz a Scion Image for Windows szoftvert (Frederick,
MD, USA) hasznaltuk. A foszfo-(Ser1177)-eNOS szinteket az 6ssz-eNOS szintre korrigaltuk,

melyet a blotok strippelése utani ismételt jeldléssel hatdroztunk meg. 3°

3.7 Statisztikai analizis

Az adatokat atlag + SE formaban fejeztik ki. Minden eloszlast a Kolmogorov-Smirnov
teszt segitségével teszteltiink. A statisztikai elemzést ANOVA-val, valamint extra sum-of-
squares F test és egyéb nem-parametrikus tesztek segitségével végeztiik el, az SPSS 15.0-s
verziéjanak valamint a GraphPad Prism5 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA)
hasznalataval. Szignifikans kiilonbségnek a 0,05 alatti p-értéket vettik, melyeket az dbrak és

tablazatok alatt jeloltink.



4. Eredmények
4.1 A vaszkularis redox statusz, az érfali orto-tirozin-szint alapjan, a kezeletlen

patkanyok kiilonb6z6 érszakaszain

A legmagasabb orto-tirozin-szintet a mellkasi, majd ezt kdvetéen a hasi aortdban
mértik, mig a legalacsonyabb szintet a femoralis erekben mutattuk ki. Ez alapjan elmondhaté,
vagy az orto-tirozin érfali koncentraciéja alapjan mért vaszkuldris redox statusz csokken a
periféria irdnyaban. Tovabbd, az erek H,0,+AT valé kezelése utdan megnovekedett az érfali
orto-tirozin mennyisége a mellkasi aortdban, azonban valtozatlan maradt a hasi aortdban és a
femoradlis artéridban a kontrollokhoz viszonyitva. Az aortic banding esetében kapott
eredmények igencsak hasonlénak adddtak a H,O.+AT kezelés utdn kapott eredményekhez,
vagyis itt is jelents orto-tirozin emelkedést figyeltlink meg a mellkasi aortaban, mig nem
valtozott az orto-tirozin szintje a hasi aortaban és a femoralis artéridban a kontrollokhoz
képest. A SOD+CAT kezelés hatasara szignifikdnsan csokkent az orto-tirozin szintje a mellkasi
aortaban és a femoralis artéridban, mig valtozatlan maradt a hasi aortaban a kontroll erekhez

képest.

4.2 A vazomotor valasz a kezeletlen patkanyok kiilonb6z6 érszakaszain

Az inzulinra adott vazorelaxacidban jelent@s kiilonbségeket észleltiink az anatémiailag
egymast kovetd érszakaszok kozott. Az inzulin ECso értéke a femoralis artéridban Iényegesen
alacsonyabb volt a két aortaszakaszhoz viszonyitva. Tovdbba az inzulin ECso értéke a hasi
aortaban alacsonyabbnak adddott a mellkasi aortdahoz képest. Mindezt 6sszefoglalva
elmondhatd, hogy az inzulin altal kivaltott vazorelaxacié mértéke né a vaszkularis periféria
iranyaban. Hasonlé kilonbségeket taldltunk az acetilkolinra és az SNP-re adott vazorelaxacid
esetén is. Az inzulinfiiggd vazorelaxacié dontd részt a PI3K/AKT/eNOS jelatviteli Gton keresztul
medialt. Az eNOS L-NAME-vel torténd gatlasa csaknem teljes mértékben gatolta az inzulinra
adott vazorelaxaciét. Mindazonaltal az inzulinra adott relaxacidoban jelent6sen csokken az
eNOS medialta NO-fligg6 relaxacio részaranya a periféria irdnyaban, s6t a femoralis artéridban

inkabb endotélium fliggetlen faktorok jatsszak a f6szerepet az inzulinfligg6 vazodilatacidban.

10



4.3 Aredox statusz SOD+CAT és H,0,+AT-al valo befolyasolasanak hatasa az inzulinfiiggé

vazorelaxaciora

A vaszkularis redox statusz inzulinfligg6 vazorelaxacidban betoltott szerepének tovabbi
vizsgalatdhoz kilonb6z6, egymast kovets artérids érszakaszokat inkubaltunk SOD+CAT-al (a
redox statusz csokkentéséhez), vagy H.0,+AT-vel (a redox statusz emeléséhez). A mellkasi
aortaban a SOD+CAT kezelés jelentGsen novelte az inzulinra adott vazorelaxaciéd mértékét. A
mellkasi aortdban a SOD+CAT kezelés nem valtoztatta meg az inzulinfliggd relaxacié mértékét,
mig a femoralis artéridban csokkentette azt. Mindazonaltal a SOD+CAT-al kezelt mellkasi
aortaban mért inzulin okozta vazorelaxacié mértéke nem érte el a kezeletlen femoralis

artéridban mért szintet.

A H,0,+AT kezelés jelentésen csokkentette az inzulinra adott vazorelaxaciot a mellkasi
aortaban, mig nem valtoztatott a hasi aortdban mért vazorelaxacion. Ezzel szemben a H,O,+AT

kezelés novelte az inzulin kivaltotta vazorelaxaciét a femoralis artériaban.

4.4 Az aortasztikités altal okozott redox allapotvaltozas hatdsa az inzulinra adott

vazorelaxaciora kezeletlen patkanyokban

A kovetkez6kben megvizsgaltuk az aortaszlkités altal kivaltott érfali orto-tirozin-
koncentraciéd valtozasat, igy kovetkeztetve a redox statusz mddosulasara. Korabbi
kisérleteinkben igazoltuk, hogy az aortaszlkités noveli az artérias vérnyomast a lekotéstdl
proximalis irdnyban 1évé érszegmensekben. 243! Jelen kisérleteink soran azt taldltuk, hogy az
aortaszlikités csokkentette az inzulinfiiggd vazorelaxacidt a mellkasi és a hasi aortaban,
azonban nem valtoztatta meg az inzulinra adott vazorelaxacié mértékét a lekotéstél disztalis

irdnyban, a femoralis artéridban.
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4.5 Az ERK jelatviteli utvonal gatlasanak hatasa az inzulinfliggé vazomotor valaszra a

kezeletlen patkanyok kiilonb6z6 artérias érszakaszaiban

Az ERK jeldtviteli utvonal inzulin okozta vazorelaxacidban betoltott szerepének
vizsgalatdhoz az ereket az ERK inhibitor PD98059-el (PD; 10uM, 30 perc) inkubaltuk. A mellkasi
aortadban a PD98059 kezelés teljesen visszaforditotta az inzulin okozta vazorelaxacidban a
H,0,+AT altal kivaltott csokkenést. Hasonloképp forditotta vissza a PD98059-kezelés az
aortaszUkités altali inzulin indukalta vazorelaxacio-csokkenést. A hasi aortaban a PD98059
kezelés nem valtoztatta meg az inzulin okozta vazorelaxacié mértékét H,O,+AT jelenlétében,
de az aortaszlkitéses modellben részlegesen visszaforditotta a csokkent inzulin 3ltali
vazorelaxaciot. Ezzel ellentétben a PD98059 teljes mértékben gatolta az adrenalin kivaltotta
vazokonstrikciot a femoralis artéridban, igy metodikai okoknal fogva nem tudtuk vizsgalni az

ERK jeldtviteli Utvonal jelentGségét ezen artérids szegmensben.

4.6 A H,0,+AT és az ERK jelatviteli utvonal gatlasanak szerepe a kezeletlen patkanyok

kililonb6z6 érszakaszainak vazomotor valaszaban

A kovetkez6 kisérletsorozatban a H,O,+AT okozta atmeneti vazokonstrikciot vizsgaltuk
a kiloénbozd artérids szegmensekben inzulin hozzdadasa nélkil. A legnagyobb H,0,+AT okozta
vazokonstrikciét a mellkasi, majd a hasi aortaban mértiik, mig a femoralis artéridban kisebb
mértékd vazokonstrikciot taldltunk. Az ERK inhibitor PD98059-el térténd inkubalds azonban

jelentésen csokkentette a H,0,+AT okozta vazokonstrikcid mértéket.

4.7 A kronikus oralis orto-tirozin kezelés hatasa az érfali orto-tirozin koncentraciora

Egy hdnapos per os para-, orto-tirozin vagy kontroll (olddszer) kezelés utdn megmértik

« sz

orto-tirozin kezelés hatasara szignifikdnsan nétt az érfali orto-tirozin koncentracié mindharom
artérids szegmensben a kontroll és para-tirozinnal kezelt csoporthoz képest. Négy héttel a

tirozin kezelés abbahagyasa utan (tehat a 8. héten) ismét meghatdroztuk az érfali orto-tirozin
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koncentraciot ugyanezekben az érszakaszokban és nem taldltunk kilonbséget a harom

kezelési csoport kozott (orto-, para-tirozin, kontroll).

4.8 A kronikus orto- és para-tirozin kezelés hatdsa az inzulin kivaltotta vazorelaxaciora

Kisérleteink soran megvizsgaltuk, hogy miként befolyasolja az in vivo krénikus orto-
tirozin kezelés az inzulin okozta ex vivo vazorelaxaciét. A hasi aortaban és femoralis artéridban
jelent6sen csokkent az inzulin okozta vazorelaxacié mértéke az orto-tirozinnal etetett
patkdnyokban a para-tirozin és kontroll csoporthoz képest. A mellkasi aorta esetében azonban
nem taldltunk kilénbséget az inzulin okozta vazorelaxacidban az orto-tirozin és a kontroll
csoport kozott. Ellenben szignifikdnsan nagyobb inzulinfliggd relaxaciot mértiink a para-tirozin
kezelt csoportban a masik két csoporthoz képest. Négy héttel a tirozin izomer kezelés
abbahagydsa utan (tehat a 8. héten) mért inzulin kivaltotta vazorelaxacié mértéke nem
kilonbozott szignifikansan egyik érszakasz esetében sem a kiilonb6z6 csoportok kozott (orto-

, para-tirozin és kontroll).

49 A kiilonbozé tirozin izomerek akut hatasainak vizsgdlata az inzulinfliggé

vazorelaxaciora

Kisérleteink sordn nem taldltunk kiilonbséget a 30 perces (akut) orto- vagy para-
tirozinnal illetve kontroll kérilmények kozotti inkubalas utan a kiilonb6z6 artérias szegmensek

inzulinra adott vazorelaxaciéjaban.

4.10 A para- és orto-tirozin beépiilése az endotelidlis sejtek fehérjéibe

A kuloénbozd tirozin izomerek fehérjékbe tortén6é beéplilésének vizsgalatahoz
megmeértik az endotél sejtekben a fehérjéhez kotott orto-tirozin koncentracidjat kontroll
kortlmények kozott, illetve para- illetve orto-tirozinnal torténdé 30 perces (akut kisérlet) vagy
8 napos (krénikus kisérlet) kezelés utan. Az akut kisérletekben nem talaltunk kiilonbséget az
endotél sejtek fehérjéhez kotott orto-tirozin tartalmaban a kiilonb6z6 csoportok kozott (para-
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, orto-tirozin, kontroll). A krdnikus kisérletek esetében az orto-tirozinnal kezelt endotél
sejtekben magasabb fehérjéhez kotott orto-tirozin mennyiséget mértiink a kontroll és para-

tirozinnal kezelt csoportokhoz képest.

4.11 A kulonboz6 tirozin izomerek hatasa az inzulin indukalt eNOS foszforilaciora

endotél sejtekben

A megemelkedett érfali orto-tirozin koncentrdcidval jaré csékkent inzulin okozta
vazorelaxacid pathomechanizmusanak tovdbbi vizsgalatdhoz megmértiik az endotelidlis
sejtekben az eNOS aktivalo foszforilacidjanak mértékét 8 napos para- és orto-tirozin izomerrel
torténd kezelése utan illetve kontroll kérilmények kdzott. Az immunoblot analizis alapjan az
aktivalo eNOS-foszforilacié jelent&sen csokkent az orto-tirozinnal kezelt endotelialis sejtekben

a kontrollhoz képest.
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5. Megbeszélés

Korabbi vizsgdlatok igazoltdk, hogy az erek redox allapota jelentésen befolyasolja a
vazomotor funkcidt. 32 A H,0; &ltal aktivalt ERK jeldtviteli utvonal csékkenti az inzulinfiiggd
vazorelaxdci6 mértékét. 32 Eredményeink egyértelmlien mutatjdk, hogy az artérias
érrendszeren belll a periféria iranyaban csokkend érfali redox statusz a felel6s az egyes
érszakaszok kozo6tti vaszkularis inzulin valaszban fellelhet6 kiilonbségekért. Els6ként igazoltuk,
hogy a hetekig tartd orto-tirozin kezelés csdkkentette az inzulinfliggd vazorelaxaciot, részben
endotelialis diszfunkciét kivaltva, ahogyan azt az endotélsejtekben krdnikus orto-tirozin

kezelésére csokkend inzulin indukalt aktivalé eNOS foszforilacié alapjan feltételezziik.

5.1 Az inzulinra adott vazomotor valasz az artérias érrendszeren beliil: a vaszkularis

redox statusz szerepe

Kisérleteink soran a legmagasabb orto-tirozin szintet a mellkasi aortaban taldltuk a
disztalis érszakaszokhoz képest. Ezen felll az aortic banding, vagy a H0,+AT kezelés
jelent6sen novelte a mellkasi aorta orto-tirozin tartalmat, de nem novelte az hasi aortaét vagy
a femordlis artéridét. Kisérletes adataink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a hasi aortdban
és kiilonosképpen a femoralis artéridban lényegesen magasabb az antioxiddns kapacitas a

mellkasi aortahoz képest. 34

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az érfali redox statusz csdkken, mig az
inzulinra adott vazorelaxacié né a periféria felé. A H,O,+AT altal kivaltott vazokonstrikcié
dozisfiggben gatolhatéd az ERK inhibitor PD98059-el, ami alapjan valdszin(, hogy az ERK
jelatviteli utvonal f6szerepet jatszik a ROS kivaltotta vazomotor valaszban. Ezek a kezelések az
érfali orto-tirozin szintjét is novelték, ami csokkent inzulin kivaltotta vazorelaxacioval jart, amit
az ERK inhibitor PD98059-el valé el8kezelés teljes mértékben kivédett. Osszefoglalva
kisérletes adataink alapjan elmondhatd, hogy a H,0; altal kivaltott ERK aktivacid valdszin(ileg
fontos szerepet jatszik a vaszkuldris inzulin-rezisztencia kialakuldsaban. Mivel a H0.+AT
kezelés nem befolydsolta az inzulinfligg6 vazorelaxaciot a hasi aortdban, s6t novelte azt a
femoralis artériaban, valdszinU, hogy a H20; a kisebb atmérdéji erekben vazorelaxaciot valt ki,

ahogyan azt mar korabban bemutattuk. 3°
15



A mellkasi aortaban a redox allapot csokkentése a SOD+CAT-kezelés hatdsara novelte
az inzulin kivaltotta relaxaciét, ami L-NAME kezelés hatasara majdnem teljes mértékben
gatolhaté volt. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az NO jelatviteli utvonal befolyasolasa
magyarazza a SOD+CAT kezelés hatasat, mivel az NO szuperoxid altali inaktivacidja gatolhatd
a SOD+CAT-al. 3638 Erdekes, hogy a femordlis artéridban az antioxidans kezelés SOD+CAT-tal
éppen ellenkezd hatast valtott ki — tehat csokkentette az inzulin kivaltotta vazorelaxaciot —
ugyancsak megerGsitve a hipotézist, hogy a H,02 noveli az inzulinfliggé vazorelaxaciét ezen

érszakaszon. 3% 39,40

5.2 Az orto-tirozin beépiilése az in vivo érfalba és ex vivo az endotelidlis sejtekbe

karositja az endotelialis funkciot.

A krénikus oralis orto-tirozin kezelés szignifikansan megnovelte az érfali orto-tirozin
koncentraciot. Tovabba a krénikus oralis orto-tirozin kezelés jelentésen csdkkentette az
inzulinfliggd6 vazorelaxaciot a mellkasi aortdban és a femoralis artéridban. Ezek az eredmények
megerdsitik a hipotézisiinket, mely szerint a megnovekedett vaszkularis redox statusz altali
emelkedett orto-tirozin képzG6dés karositja az inzulin kivaltotta vaszkuldris valaszt, mely a

vaszkularis inzulin rezisztencia egy nagyon korai jele. 34

A mellkasi aorta esetében azonban nem talaltunk kiilénbséget az orto-tirozinnal kezelt
patkanyokban az inzulinfligg6 vazorelaxacidoban a kontroll csoporthoz képest. Ez a jelenség a
mellkasi aortdban mért fizioldgidsan” magas bazdlis orto-tirozin koncentracioval
magyarazhatd, mely a nem kezelt kontroll patkdanyokban is csékkenti az inzulin okozta

vaszkularis relaxacido mértékét.

Tovabba az orto-tirozinnal kezelt endotél sejtekben megfigyelheté csokkent aktivald
eNOS foszforildcido mértéke arra enged kovetkeztetni, hogy az orto-tirozin beéplilése az
endotelialis fehérjékben endotél diszfunkcidt valt ki. Kisérleteink soran igazoltuk, hogy az orto-

tirozin altal kivaltott vaszkularis diszfunkcié nem akut mechanizmuson alapul.
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5.3 Klinikai jelentéség

A vaszkularis inzulin-rezisztencia pontos molekuldris mechanizmusanak mélyebb
megismerése Oriasi jelentGséggel bir a diabéteszben megfigyelhetd vaszkularis diszfunkcio és
a mikro- és makroangiopathids szévédmények kezelési stratégidinak kidolgozasaban.
Vizsgalataink arra a kérdésre is valaszt adnak, hogy miért jar oly gyakran egyiitt a 2-es tipusu
cukorbetegség és a magasvérnyomads-betegség. A diabéteszben megfigyelhet6
megnovekedett oxidativ stressz hatdsdra emelkedett érfali orto-tirozin akkumulacid
valdszinlleg az NO képzd&désének gatlasaval karositja az inzulin vazorelaxacidhoz vezet§

jelatviteli atvonalat, mely végeredményben artérids hiperténidhoz vezet.

A 2-es tipusi cukorbetegekben és a kronikus vesebetegekben igazoltan
megnovekedett orto-tirozin terhelés jelentésen kozre jatszhat a vaszkuldris komplikdcidk
kialakuldsaban. 1> 16 3% 40 Tovabb4 ismert, hogy az d&tmeneti, 2-3 hétig tartd intenziv inzulin-
terapia noveli az inzulin-érzékenységet. Ez a hatas a csokkent oxidativ stressz és az igy
csokkent orto-tirozin-képz6déssel magyarazhatd. Az dltalunk felvazolt jeldtviteli dtvonal
befolydsoldsa egy igéretes U] terapids stratégia lehet a cukorbetegség vaszkularis

komplikacidjanak megel6zésében és kezelésében.
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A dolgozat tézisei:

Az orto-tirozin érfali koncentracidja alapjan mért oxidativ dllapot a mellkasi aortaban

a legmagasabb, majd a hasi aortaban, végiil femordlis artéridban a legalacsonyabb.®)

Az inzulin kivaltotta vazorelaxacid mértéke novekszik az artéridas rendszerben a

periféria felé.A)

A hidrogén-peroxid/aminotriazol kezelés valamint az aortaszikités noveli az oxidativ

allapotot a mellkasi aortdban.(®

A mellkasi aortaban mért megndvekedett oxidativ allapot az ERK jeladtviteli utvonal

aktivacidjaval és csokkent inzulinfliggd vazorelaxacidval jar egyitt.(®)

Az oxidativ allapot akut csokkentése a szuperoxid-dizmutaz/kataldz kezelés hatasara

noéveli az inzulinfliggs vazorelaxacié mértékét a mellkasi aortaban.®

A femoralis artéria esetében a magasabb oxidativ allapotban noévekedett, mig az

oxidativ allapot csékkentése utan csékkent az inzulinfliggd vazorelaxacié mértéke.®

A patkanyok krénikus oralis orto-tirozin kezelése a vaszkuldris orto-tirozin
koncentracidjanak novekedésével és az inzulinfliggé vazorelaxacid mértékének

csokkenésével jar.(®

Az orto-tirozin beépilése az endotelidlis sejtekbe in vitro koérilmények kozott

csokkenti az inzulin altal kivaltott eNOS foszforilaciot.(®

18



7. A disszertaciohoz csatlakozo kozlemények:

A. Istvan Andras Szijartd, Gerg6 A. Molnar, Esztella Mikolas, Viktéria Fisi, Boglarka Laczy,
Maik Gollasch, Akos Koller, Istvan Wittmann. Increase in insulin-induced relaxations of
consecutive arterial segments toward the periphery. Role of vascular oxidative state. Free
Radical Research 48(7):749-57 (2014), IF: 2,976

B. Istvan Andras Szijarté, Gergé A. Molnar, Esztella Mikolas, Viktéria Fisi, Judit Cseh,
Boglarka Laczy, Tibor Kovéacs, Katalin Boddi, Aniké Takatsy, Maik Gollasch, Akos Koller, Istvén
Wittmann. Elevated vascular level of ortho-tyrosine contributes to the impairment of insulin-
induced arterial relaxation. Hormone and Metabolic Research 46(11):749-752 (2014), IF:
2,121

Kumulativ impakt faktor: 5,097

19



Publikacios lista:

1.

Kovacs T., Mikolds E., Szijarté I., Boros A. G., Wittmann I|.: Vérnyomascsokkenté
gyogyszerek metabolikus hatasai és mellékhatasai. Granum 2007: 10(3): 21-24.
Degrell P., Wagner Z., Szijarté I. A., Wagner L., Marko L., Mohas M., Cseh J., Wittmann
I.: Morphology of Glomerular Hematuria Is Reproduced in vitro by Carbonyl Stress.
Nephron Exp Nephrol 2008;18:110(1):e25-e30. IF: 1.596

Markd L., Molnar G.A., Wagner Z., K6szegi T., Matus Z., Mohas M., Kuzma M., Szijarto
I. A., Wittmann I.: (Analysis of microalbuminuria with immunonephelometry and high
performance liquid chromatography. Evaluation of new criteria) — Hungarian Orvosi
Hetilap 2008;149(2):59-67.

Molnar G.A., Szijarté ., Wittmann |.: (Inhaled insulin therapy — pros and cons) —
Hungarian LAM 2008:18(3):230-234

Csiky B., Markd L., Mohas M., Cseh J., Mikolds E., Szijarté I., Wittmann I.: A losartan
pleiotrop hatdsai. LAM 2008: 18(10): 663-666.

Vas T., Marké L., Mohas M., Cseh J., Mikolas E., Szijarté I., Wittmann |.: Cardiovascularis
rizikdcsokkenés vesebetegekben. Granum 2008: 11(4): 17-22.

Marké L., Mikolds E., Molnar G.A., Wagner Z., KGszegi T., Szijarté I. A., Mohas M.,
Matus Z., Szabé Z., Boddi K., Mérei A., Wittmann I.: (Fluorescence of urinary albumin
determined by HPLC is associated with renal function and not with glycemia in normo-
and microalbuminuric patients) — Hungarian Diabetologia Hungarica 2009: 17(3):229-
238.

Marké L., Szijarto 1. A., Cseh J., K&szegi T., Szabd Z., Molnar G.A., Matus Z., Mérei A.,
Wittmann |.: (The concentration of HPLC-detected urinary albumin decreases at -80 °C
storage. Possible mechanisms and consequences) — Hungarian Hypertonia
Nephrologia 2009: 13(2): 88-93.

Markoé L., Molnar GA., Wagner Z., Boddi K., Koszegi T., Szabd Z., Matus Z., Szijarté .,
Meérei A., Nagy G., Wittmann |.: Measurement of the modification and interference
rate of urinary albumin detected by size-exclusion HPLC. Physiol Meas. 2009: 30(10):
1137-50.1F: 1,43

20



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Szigeti N., Molndr G.A., Marké L., Fabian Gy., Cseh J., Mérei A., Szijarté 1., Wittmann I.:
(Microalbuminuria in colorectal cancer) — Hungarian Magyar Belorvosi Archivum 2009:
6: 460-465.

Mohas M., Kisfali P., Baricza E., Mérei A., Madsz A., Cseh J., Mikolas E., Szijarté I. A.,
Melegh B., Wittmann I.: A Polymorphism within the Fructosamine-3-kinase Gene is
Associated with HbAlc Levels and the Onset of Type 2 Diabetes Mellitus. Exp Clin
Endocrinol Diabetes. 2010: 118(3):209-12. IF: 1,826

Halmai R, Szijartd I. A., Fehér E, Fésls G, Molndr GA, Brasnyd P, Fllop F, Gollasch M,
Koller A, Wittmann |: Water-soluble components of cigarette smoke elicit relaxation of
renal arteries Eur J Clin Invest. 2011 Feb;41(2):195-202. IF: 3,018

Nagy G, Szijarté IA, Gaszner B, Lanyi E, Marké L, Mérei A, Molnar GA, Németh K,
Betlehem J, Wittmann I.: Effects of Mono- and Dual Blockade of the Renin-Angiotensin
System on Markers of Cardiovascular Status in Hypertensive Patients with Mild and
Moderate Renal Failure. Kidney Blood Press Res 2011;34:150-15. IF: 1,464

Brasnyd P, Molnar GA, Mohdas M, Marké L, Laczy B, Cseh J, Mikolds E, Szijarté 1A, Mérei
A, Halmai R, Mészaros LG, Simegi B, Wittmann I.: Resveratrol improves insulin
sensitivity, reduces oxidative stress and activates the Akt pathway in type 2 diabetic
patients. Br J Nutr. 2011 Aug;106(3):383-9. IF: 3,013

Mikolas E, Cseh J, Pap M, Szijarto IA, Balogh A, Laczy B, Beké V, Fisi V, Molnar GA, Mérei
A, Szeberényi J, Wittmann |. Effects of Erythropoietin on Glucose Metabolism. Horm
Metab Res. 2012 Apr;44(4):279-85. IF: 2,145

Kéhn C, Schleifenbaum J, Szijarté IA, Marké L, Dubrovska G, Huang Y, Gollasch M.
Differential effects of cystathionine-y-lyase-dependent vasodilatory H(2)S in
periadventitial vasoregulation of rat and mouse aortas. PLoS One. 2012;7(8):e41951.
IF: 3,73

Halmai R, Degrell P, Szijarto 1A, Matyas V, Molnar GA, Kovacs T, Wittmann I. Smoking
as the potential link between Kimmelstiel-Wilson lesion and non-diabetic nodular
glomerulosclerosis in male patients - a single center retrospective study. Clin Nephrol.
Clin Nephrol. 2013 Jul;80(1):23-8. IF: 1,232

Haase N, Herse F, Spallek B, Haase H, Morano |, Qadri F, Szijarté IA, Rohm |, Yilmaz A,
Warrington JP, Ryan MJ, Gollasch M, Miiller DN, Dechend R, Wallukat G. Amyloid-

21



19.

20.

21.

22.

23.

24.

Peptides Activate al-Adrenergic Cardiovascular Receptors. Hypertension. 2013
Nov;62(5):966-72. IF: 7,632

Christoph Heinze, Anika Seniuk, Maxim Sokolov, Antje K. Hiibner, Agnieszka
Klementowicz, Istvan A. Szijarté, Johanna Schleifenbaum, Maik Gollasch, Heimo
Ehmke, Bjorn C. Schroeder, Christian A. Hiibner. Disruption of vascular Ca2+ activated
chloride currents identifies Tmem16a as a new regulator of arterial blood pressure. J
Clin Invest. 2014 Feb 3;124(2):675-86. IF: 13,215

Sélley E, Kun S, Szijarté IA, Laczy B, Kovacs T, Fiilop F, Wittmann 11, Molnar GA.
Exenatide induces aortic vasodilation increasing hydrogen sulphide, carbon monoxide
and nitric oxide production. Cardiovasc Diabetol. 2014 Apr 2;13:69. IF: 4,02

Johanna Schleifenbaum, Mario Kassmann, Istvan Andras Szijarté, Hantz C. Hercule,
Stefanie Weinert, Matthias Heidenreich, Asif R. Pathan, Yoland-Marie Anistan, Natalia
Alenina, Nancy J. Rusch, Michael Bader, Thomas J. Jentsch, Maik Gollasch. Stretch—
Activation of Angiotensin Il type 1a Receptors Contributes to the Myogenic Response
of Mouse Mesenteric and Renal Arteries. Circ Res. 2014 Jul 7;115(2):263-72. IF: 11,019
Louise Bjgrkholt Andersen, MD, Lukasz Przybyl, MSc, Nadine Haase, PhD, Frauke von
Versen-Hoynck, MD, Fatimunnisa Qadri, PhD, Jan Stener Jgrgensen, PhD, Grith Lykke
Sorensen, PhD, Palle Fruekilde, MSc, Marko Poglitsch, PhD, Istvan Szijarto, MD, Maik
Gollasch, PhD, Joerg Peters, MD, Dominik N. Muller, PhD, Henrik Thybo Christesen,
PhD, Ralf Dechend, MD. Vitamin D depletion aggravates hypertension and target-
organ damage. J Am Heart Assoc. 2015 Jan 28;4(2). IF: 2,882 (in 2014)

Ursula Kassner, Bastian Salewsky, Marion Wihle-Demuth, Istvan Andras Szijarto,
Thomas Grenkowitz, Priska Binner, Winfried Marz, Elisabeth Steinhagen-Thiessen, llja
Demuth. Severe Hypertriglyceridemia in a Patient Heterozygous for a Lipoprotein
Lipase Gene Allele with two Novel Missense Variants. Eur J Hum Genet. 2015 Jan 14.
IF: 4,349 (in 2014)

Molnar GA, Mikolas EZ, Szijartd IA, Kun S, Sélley E, Wittmann |. Tyrosine isomers and
hormonal signaling: A possible role for the hydroxyl free radical in insulin resistance.

World J Diabetes. 2015 Apr 15;6(3):500-7.

22



25. Eszter Sélley, Gergé A. Molnar, Szilard Kun, Istvan Andras Szijarto, Boglarka Laczy,
Tibor Kovacs, Ferenc Filop, Istvan Wittmann Complex vasoactivity of liraglutide.

Contribution of three gasotransmitters. Artery Research 05/2015.

Kumulativ impakt faktor: 67,643

23



Referenciak

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Aroor AR, Demarco VG, Jia G, Sun Z, Nistala R, Meininger GA, Sowers JR. The role of tissue
renin-angiotensin-aldosterone system in the development of endothelial dysfunction and
arterial stiffness. Frontiers in endocrinology. 2013;4:161

Saltiel AR, Kahn CR. Insulin signalling and the regulation of glucose and lipid metabolism.
Nature. 2001;414:799-806

Muniyappa R, Montagnani M, Koh KK, Quon MJ. Cardiovascular actions of insulin. Endocr Rev.
2007;28:463-491

Eringa EC, Stehouwer CD, van Nieuw Amerongen GP, Ouwehand L, Westerhof N, Sipkema P.
Vasoconstrictor effects of insulin in skeletal muscle arterioles are mediated by erkl/2
activation in endothelium. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2004;287:H2043-2048

Steinberg HO, Brechtel G, Johnson A, Fineberg N, Baron AD. Insulin-mediated skeletal muscle
vasodilation is nitric oxide dependent. A novel action of insulin to increase nitric oxide release.
J Clin Invest. 1994;94:1172-1179

Lee JH, Ragolia L. Akt phosphorylation is essential for insulin-induced relaxation of rat vascular
smooth muscle cells. Am J Physiol Cell Physiol. 2006;291:C1355-1365

Bakker W, Eringa EC, Sipkema P, van Hinsbergh VW. Endothelial dysfunction and diabetes:
Roles of hyperglycemia, impaired insulin signaling and obesity. Cell and tissue research.
2009;335:165-189

Bashan N, Kovsan J, Kachko |, Ovadia H, Rudich A. Positive and negative regulation of insulin
signaling by reactive oxygen and nitrogen species. Physiol Rev. 2009;89:27-71

Paravicini TM, Touyz RM. Redox signaling in hypertension. Cardiovasc Res. 2006;71:247-258
Houstis N, Rosen ED, Lander ES. Reactive oxygen species have a causal role in multiple forms
of insulin resistance. Nature. 2006;440:944-948

Giacco F, Brownlee M. Oxidative stress and diabetic complications. Circulation research.
2010;107:1058-1070

WengJ, Li Y, Xu W, Shi L, Zhang Q, Zhu D, Hu Y, Zhou Z, Yan X, Tian H, Ran X, Luo Z, Xian J, Yan
L, LiF, Zeng L, ChenY, YangL, Yan S, LiuJ, Li M, Fu Z, Cheng H. Effect of intensive insulin therapy
on beta-cell function and glycaemic control in patients with newly diagnosed type 2 diabetes:
A multicentre randomised parallel-group trial. Lancet. 2008;371:1753-1760

Li Y, Xu W, Liao Z, Yao B, Chen X, Huang Z, Hu G, Weng J. Induction of long-term glycemic
control in newly diagnosed type 2 diabetic patients is associated with improvement of beta-
cell function. Diabetes care. 2004;27:2597-2602

Pieper GM, Langenstroer P, Siebeneich W. Diabetic-induced endothelial dysfunction in rat
aorta: Role of hydroxyl radicals. Cardiovasc Res. 1997;34:145-156

Pennathur S, Wagner JD, Leeuwenburgh C, Litwak KN, Heinecke JW. A hydroxyl radical-like
species oxidizes cynomolgus monkey artery wall proteins in early diabetic vascular disease. J
Clin Invest. 2001;107:853-860

Biondi R, Ambrosio G, Liebgott T, Cardounel AJ, Bettini M, Tritto |, Zweier JL. Hydroxylation of
d-phenylalanine as a novel approach to detect hydroxyl radicals: Application to cardiac
pathophysiology. Cardiovasc Res. 2006;71:322-330

Molnar GA, Nemes V, Biro Z, Ludany A, Wagner Z, Wittmann |. Accumulation of the hydroxyl
free radical markers meta-, ortho-tyrosine and dopa in cataractous lenses is accompanied by
a lower protein and phenylalanine content of the water-soluble phase. Free Radic Res.
2005;39:1359-1366

24



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34,

35.

36.

Molnar GA, Wagner Z, Marko L, Ko Szegi T, Mohas M, Kocsis B, Matus Z, Wagner L, Tamasko
M, Mazak |, Laczy B, Nagy J, Wittmann I. Urinary ortho-tyrosine excretion in diabetes mellitus
and renal failure: Evidence for hydroxyl radical production. Kidney Int. 2005;68:2281-2287
Gurer-Orhan H, Ercal N, Mare S, Pennathur S, Orhan H, Heinecke JW. Misincorporation of free
m-tyrosine into cellular proteins: A potential cytotoxic mechanism for oxidized amino acids.
Biochem J. 2006;395:277-284

Bertin C, Weston LA, Huang T, Jander G, Owens T, Meinwald J, Schroeder FC. Grass roots
chemistry: Meta-tyrosine, an herbicidal nonprotein amino acid. Proc Nat! Acad Sci U S A.
2007;104:16964-16969

Klipcan L, Moor N, Kessler N, Safro MG. Eukaryotic cytosolic and mitochondrial phenylalanyl-
trna synthetases catalyze the charging of trna with the meta-tyrosine. Proc Natl Acad Sci U S
A. 2009;106:11045-11048

Mikolas E, Kun S, Laczy B, Molnar GA, Selley E, Koszegi T, Wittmann I. Incorporation of ortho-
and meta-tyrosine into cellular proteins leads to erythropoietin-resistance in an erythroid cell
line. Kidney Blood Press Res. 2013;38:217-225

Ruggiero RA, Bruzzo J, Chiarella P, Bustuoabad OD, Meiss RP, Pasqualini CD. Concomitant
tumor resistance: The role of tyrosine isomers in the mechanisms of metastases control.
Cancer Res. 2012;72:1043-1050

Ungvari Z, Csiszar A, Kaminski PM, Wolin MS, Koller A. Chronic high pressure-induced arterial
oxidative stress: Involvement of protein kinase c-dependent nad(p)h oxidase and local renin-
angiotensin system. Am J Pathol. 2004;165:219-226

Palmieri B, Sblendorio V. Oxidative stress tests: Overview on reliability and use. Part i.
European review for medical and pharmacological sciences. 2007;11:309-342

Fesus G, Dubrovska G, Gorzelniak K, Kluge R, Huang Y, Luft FC, Gollasch M. Adiponectin is a
novel humoral vasodilator. Cardiovasc Res. 2007;75:719-727

Suvorava T, Lauer N, Kumpf S, Jacob R, Meyer W, Kojda G. Endogenous vascular hydrogen
peroxide regulates arteriolar tension in vivo. Circulation. 2005;112:2487-2495

Mian KB, Martin W. Hydrogen peroxide-induced impairment of reactivity in rat isolated aorta:
Potentiation by 3-amino-1,2,4-triazole. Br J Pharmacol. 1997;121:813-819

Ardanaz N, Beierwaltes WH, Pagano PJ. Comparison of h202-induced vasoconstriction in the
abdominal aorta and mesenteric artery of the mouse. Vascul Pharmacol. 2007;47:288-294
Wagner L, Laczy B, Tamasko M, Mazak |, Marko L, Molnar GA, Wagner Z, Mohas M, Cseh J,
Fekete A, Wittmann I. Cigarette smoke-induced alterations in endothelial nitric oxide synthase
phosphorylation: Role of protein kinase c. Endothelium. 2007;14:245-255

Ungvari Z, Csiszar A, Huang A, Kaminski PM, Wolin MS, Koller A. High pressure induces
superoxide production in isolated arteries via protein kinase c-dependent activation of nad(p)h
oxidase. Circulation. 2003;108:1253-1258

Wolin MS. Reactive oxygen species and the control of vascular function. Am J Physiol Heart
Circ Physiol. 2009;296:H539-549

Potenza MA, Marasciulo FL, Chieppa DM, Brigiani GS, Formoso G, Quon MJ, Montagnani M.
Insulin resistance in spontaneously hypertensive rats is associated with endothelial
dysfunction characterized by imbalance between no and et-1 production. Am J Physiol Heart
Circ Physiol. 2005;289:H813-822

Sindhu RK, Roberts CK, Ehdaie A, Zhan CD, Vaziri ND. Effects of aortic coarctation on aortic
antioxidant enzymes and nadph oxidase protein expression. Life Sci. 2005;76:945-953

Koller A, Bagi Z. Nitric oxide and h202 contribute to reactive dilation of isolated coronary
arterioles. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2004;287:H2461-2467

Hercule HC, Schunck WH, Gross V, Seringer J, Leung FP, Weldon SM, da Costa Goncalves A,
Huang Y, Luft FC, Gollasch M. Interaction between p450 eicosanoids and nitric oxide in the
control of arterial tone in mice. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2009;29:54-60

25



37.

38.

39.

40.

Fukai T, Ushio-Fukai M. Superoxide dismutases: Role in redox signaling, vascular function, and
diseases. Antioxid Redox Signal.15:1583-1606

Wedgwood S, Lakshminrusimha S, Fukai T, Russell JA, Schumacker PT, Steinhorn RH. Hydrogen
peroxide regulates extracellular superoxide dismutase activity and expression in neonatal
pulmonary hypertension. Antioxid Redox Signal.15:1497-1506

Cseko C, Bagi Z, Koller A. Biphasic effect of hydrogen peroxide on skeletal muscle arteriolar
tone via activation of endothelial and smooth muscle signaling pathways. J Appl Physiol.
2004;97:1130-1137

lesaki T, Gupte SA, Kaminski PM, Wolin MS. Inhibition of guanylate cyclase stimulation by no
and bovine arterial relaxation to peroxynitrite and h202. Am J Physiol. 1999;277:H978-985

26



K6szénetnyilvanitas:

Koszonom a Joistennek, hogy mindvégig velem volt. Koészondm csalddom szereté
tdmogatasat, mindenekel6tt kdszonom feleségemnek, Katanak, hogy mindvégig mellettem
allt, batoritott és szeretett, barhogyan is alakult az életlink.

Koszonettel tartozom témavezetémnek és tanaromnak Prof. Dr. Wittmann Istvannak, amiért
bevezetett a kutatdmunka rejtelmeibe és mindvégig tdmogatott. Ugyancsak kdszonettel
tartozom Prof. Dr. Maik Gollasch és Prof. Dr. Koller Akos professzor uraknak kutatémunkam
soran nyujtott segitséglikért, tanacsaikért és utmutatasaikért.

Koszonet illeti Dr. Molnar Gerg6 Attila adjunktus urat segit6készségéért és tandcsaiért.
Ugyancsak koszonet illeti a Pécsi Tudomanyegyetem Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézetét,
kilon kiemelve Dr. Takatsy Anikot és Dr. Boddi Katalint, akik munkamban kdzrem(ikodtek,
valamint hasznos és értékes tandcsokkal lattak el.

Nagyon kdszondm hallgatétarsaimnak, Dr. Mikolas Esztelldnak, Dr. Mohas-Cseh Juditnak, Dr.
Marké Lajosnak, Dr. Fisi Viktdrianak, Dr. Mohas Martonnak, Dr. Sélley Eszternek, Dr. Halmai
Richard adjunktus Urnak és Dr. Kun Szildrdnak az eredményes k6zds munkat, baratsagukat és
az egylitt eltoltott feledhetetlen perceket.

Tovabba koszonet illeti asszisztensi segitséget nyujtd kollégdimat: dr. Sdmikné Varga llonat,
Fabian lldikot, Bertusz Jozsefnét és Szalma Krisztinat. Koszonet Bodor Enikének a szervezésben
nyljtott segitségéért. Ugyancsak koszonettel tartozom a Il. sz. Belgydgyaszati Klinika
dolgozdinak a kutatoi és klinikai munkam soran nyujtott segitséguikért.

27



