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1. BEVEZETES
A kardiovaszkularis (CV) betegségek, a 2-es tipusu cukorbetegség €s a vesebetegségek
kialakulasa szamos exogén ¢és endogén karositd patogenetiki tényezdre vezethetd vissza. Ezen

tényezOk rovid 0sszefoglalas olvashato az alabbiakban.

1.1. A szabad gyokok

A szabad gyo6k rendkiviil reakcidképes vegyiilet (szuperoxid (O;"), a hidroxil szabad gyok
(OH"), a nitrogén-monoxid(NO)). Nem szabad gyok a hidrogén peroxid (H,O,), a peroxinitrit,
amelyek erélyes oxidaloszerek.

Szabad gyokok keletkeznek, pl. a HO, bomlasa sordan vas jelenlétében (Fenton reakcid). A
keletkezett O,’, hidroxil szabad gyokké alakul at (Haber-Weiss reakcio).

A szervezetben keletkez0 szabad gyokok — pl. a nikotinamid adenin dinukleotid foszfat
(NADPH) oxidaz enzimkomplex révén - szamos fizioldgiai folyamatban fontos szabalyozd
szereppel birnak. Masodlagos hirvivé szerepiik ismert, pl. a sejtndvekedésben, egyes gének
expressziojaban, a hormonszintézisben. A NADPH oxidaz altal termelt O, fontos szereppel bir a
MAPK (mitogén aktvidlt protein kindz) rendszer szabalyozasaban. A szabad gyokok hatasanak
szabalyozasaban fontos szerep jut az antioxidans rendszereknek (SOD, kataldz, glutation,

glutation peroxidaz, glutation reduktédz).

1.2 A dohanyzas hatasa
A dohanyzas soran nagy mennyiségben keletkez0 szabad gyokok (pl. a dohanyfiist altal
fokozott aktivitisu NAD(P)H oxidaz altal termelt) szerepe fontos a CV szdévodmények

kialakulasdban. A dohanyzds fokozza a trombocitdk aggregicios képességét, eldsegiti a

crcr

1.3 Az elorehaladott glikacios végtermékek hatasa
Az in vitro is keletkezd (pl. a taplalék elkészitésekor) eldrehaladott glikdcios végtermékek
(AGE) cukorbetegségben és végstaddiumu vesebetegekben felszaporodnak a szovetekben. Az
AGE keletkezése soran létrejovo Amadori termékekbdl igen reakcidképes 3-deoxiglukozon,
metilglioxal (MQG) és glioxal képzddik, melyek felhalmozodasat karbonil stresszként is ismerjiik.
A AGE-k RAGE-hoz (AGE receptor) kapcsoldédva tobbek kozott szabadgyok-képzddését

indukalnak.



1.4 A vas hatasa
A vas atmeneti fémként nélkiilozhetetlen tobb enzim miikodéséhez, az oxigén
transzportjahoz. Kéros folyamatokat 1is tud Kkatalizalni. Cukorbetegségben, kronikus
veseelégtelenségben a vas anyagcsere karosodasa mellett, a vas felszaporodik a vasraktarakban
¢s fokozottan szabadul fel onnan. Komplexeket alkotva szabadgyokos-reakciokat katalizal a

glikécios végtermékek képzddésének fokozasa mellett.

1.5. Az intracellularis kalcium szerepe
Az intracelluldris kalcium szint ndvekedése a sejtek karosodasahoz, sejthalalhoz vezet. A
[Ca2+]i emelkedéséhez vezetnek a HyO,, a O, az angiotenzin II és a kalcium. A [Ca2+]i
szintjének szabalyozasaban a sejtmembran csatornak mellett fontos szereppel birnak a sejtek
kalciumot kotd, raktarozo egységei (endoplazmatikus retikulum (ER), mitochondrium, Golgi
szerv). A [Ca®"]; szint emelkedése a konstitutiv nitrogén monoxid-szintaz (cNOS) aktivaldsdhoz

vezet, ami nitrogén monoxid (NO) termeléssel jar.

1.6 A renin - angiotenzin — aldoszteron rendszer

A renin - angiotenzin — aldoszteron rendszer (RAAS) szerepe fontos a vérnyomas, a so-,
folyadékhéztartds szabalyozasidban. Az angiotenzin II hatdsdért dontden az angiotenzin 1-es
tipusu receptora (AT)) tehetd feleloss€. Serkenti a sejteket novekedését, befolyasolja a szovetek
és az érfal felépitését. Az aldoszteron (Ald) Na'-retenciot okoz, fokozza a K iiritését, a
szimpatikus aktivitast, fibrozist, érkarosodast indukal. Az Ald nem-genomikus hatdsat
(cicloheximiddel ¢és actinomicin-D-vel nem gatolhatd) szamos sejten, szdveten sikeriil
megfigyelni. Megvaltoztatja az intracellularis pH-t, ndveli az intracellularis Na', és kalcium
szintet, a sejttérfogatot, epitelidlis novekedési faktor receptort (EGFR) és extracellularisan
szabalyozott kindz 1/2-t (ERK1/2) aktival transzkripciotol és transzlaciotol fiiggetleniil. Az Ald
szerepe fontos CV patogenezisében, amit a Spi €s az Epl eredményes morbiditast és mortalitast

csokkentd hatasaval sikeriilt igazolni.

1.7 A MAP-kinaz rendszer szerepe
A MAPK csalddhoz tartozik az ERK1/2, a cJUN anion terminalis kinaz (JNK), a p38

kinazok kiilonb6z6 izoformadit, az extracellularisan szabalyozott kindz (ERK) 3 ¢és 4, valamint az



extracellularisan szabalyozott kindz 5 (ERKS). Az ERK 1/2 aktivalodasat eredményezik egyes
citokinek az angiotenzin II, integrinek csoportosulasa. Az ERK 1/2 aktivalja tobbek kozott az

Elk-1, a c-Myc, a c-Jun és az AP-1 transzkripcios faktorokat, ami befolyasolja a sejtek

crer

crer

valaszaba, a sejtek tilélésében. A p38 kinaz foszforilalodik pl. oxidativ stressz, citokinek (pl. IL-
1, TNF-a) és angiotenzin II hatasara. A p38 kinaz gatlasaval sikeriilt megakadalyozni a sejtek

crer

folyamatokban, az adhézidban.

2.  CELKITUZESEK

Célunk a kardiovaszkularis rendszert és a vesét érintd rizikofaktorok és a szabad gyokok
patofiziologidban betoltott szerepének vizsgalata volt in vitro €s in vivo rendszerekben.

o Vorosveértestekben (vvt) vizsgaltuk a MG és a vas hatdsat a szabadgyok-képzésre €s a
kalcium akkumuléciora.

o Vizsgaltuk a MG interakciojat az argininnel, valamint a vas jelenlétének hatdsat e
reakciora.

o Vizsgaltuk a vas és a MG kozott 1étrejovo redox reakciot.

e  Vizsgaltuk a dohdnyfiist és egy lehetséges komponense, a formaldehid hatdsat in vitro
rendszerben a bradikinin kivaltotta kalcium bedramlasra.

. In vitro modellben tanulményoztuk az aldoszteron MAP kindzokra gyakorolt hatasat és a
szabad gyokok szerepét.

e  Vizsgaltuk az aldoszteron hatasat az angiotenzin II kivaltotta MAP kinaz aktivalasra.

o Vizsgaltuk, hogy a Spi képes-e befolydsolni az angiotenzin II MAP kindzokra kifejtett
hatasat, valamint az angiotenzin II-indukalta szabadgyok-termelést.

o Vizsgaltuk humén reninre és human angiotenzinogénre kettds transzgenikus patkanyban
az Epl hatdsat a vérnyomasra, a szivizommikddésre, a szivizom hipertrofiara, az albuminuriara
¢s a nefroszklerdzisra.

o Vizsgaltuk a hokezelt, magas fehérjetartalmt ételek szérum-AGE-szintre, vizelet-AGE-

kivalasztasra és a vesemiikddésre kifejtett hatdsat egészséges dnkéntesekben.



3. MODSZEREK ES EREDMENYEK

3.1. Az MG és vas hatasa a szabadgyok-képzodésre és az ionizalt kalcium intracellularis

koncentraciojara izolalt human vvt-kben

Fluoreszcens modszerrel, dichlorofluoresceinnel (DCF) vizsgaltuk, hogy az MG képes-e
szabadgyok-termelést indukalni vvt-kben. A vvt-kben mértiik az intracellularis, alacsony
molsulyt SH-vegyiiletek szintjének alakuldsat. Az ionizalt intracellularis kalciumszint valtozasat
szintén spektrofluoriméterrel mértiik vvt-kben MG és Fe*" hataséra, szabadgyok-fogé vegyiiletek
valamint vaskomplexalé vegytiletek nélkiil és azok jelenlétében.

Egészséges Onkéntesektdl vett vérmintat DCF-fel és fura-2-vel inkubaltuk. A DCF a
szabadgyok-képzddés, a fura-2 pedig az intracellularis ionizalt kalciumszint érzékeny
fluoreszcens jelzdje. A mérés elején antioxidansokat adtunk a vvt-szuszpenzidhoz (SOD, katalaz,
trolox, deferrioxamin, GSH).

Eredményeinket 6 fiiggetlen mérésbol szadmolt, atlag £ SD formdjdban adtuk meg. A
statisztikai értékeléshez a Student-féle kétmintas t-tesztet hasznaltuk.

Mind a Fe** (100 uM), mind az MG (1 mM) hataséara nétt a szabad gyokok képzddése,
mely az oxidativ stresszt jelzi. Az ionizalt kalcium intracellularis koncentracidja a vvt-kben,
mind Fe*", mind pedig MG hatasara megemelkedett.

A Fe* MG-vel torténd egyiittes inkubacidja vvt szuszpenzioban nem fokozta a
dichlorofluoreszcein fluoreszcencidjat a Fe*'-hoz viszonyitva. Az MG-kivaltotta [Ca®");
novekedéshez viszonyitva a Fe’'-vel torténd egyiittes inkubécio kisebb [Ca®’)i-szint-véltozast
okozott, ami megegyezett a Fe** kivaltotta [Ca®]-szint-valtozassal.

Az MG az izolalt vvt-kben koncentraciofiiggéen fokozta a szabadgyok-képzdodést és az ionizalt
csokkentette az MG altal kivaltott szabadgyok-képzodést és az intracellularis kalcium
akkumulaciot.

Az intracelluléris alacsony moélsulya SH csoport méréséhez fluoreszcens modszert hasznaltunk
orto-phthalaldehiddel (OPA) torténd derivatizalast kovetden. A minta fluoreszcencidjat 340 nm-
es excitacids €s 425 nm-es emisszids hulldmhosszon mértiik 10 mg/ml metanolos OPA-oldat
hozzaadasa eldtt és utan. Eredményeinket a kontroll szazalékdban, harom fiiggetlen mérésbol
szamolt atlag £ SEM formajaban adtuk meg. A statisztikai vizsgalathoz a Mann-Whitney tesztet

alkalmaztuk.



Az intracellularis, alacsony molekulasiulya SH-vegyiiletek szintje az MG-vel torténd 5-30
perces inkubaciok hatdsara a kiindulasi értékhez képest 46-66%-kal csokkent (10 és a 30 perc

kozotti inkubacios idok esetén volt szignifikans (p < 0,05)).

3.2. A vas hatasa az MG és az arginin inkubacidjabol szarmazo szabad gyokokre

A vas katalizalé hatdsanak vizsgalatahoz Fe’'-t vagy Fe*'-t adtunk az arginint és MG-t
tartalmazd oldathoz. A vas specifikus hatdsdnak bizonyitdsahoz desferrioxamint (10 mM) és
ferrozint (40 mM) hasznaltunk. Az ESR méréseket 8,5-0s pH-n végeztiik a kovetkezd beallitasok
mellett: mikrohullamu teljesitmény: 20 mW, modulaciés amplitadé: 0,2 G, scan szélesség: 100
G.

Az arginin és az MG reakcidja sordn az L-alanin vizsgéalata kapcsdn mar leirt ESR-
spektrum keletkezett. A Fe*" novelte, a Fe*” pedig csokkentette az ESR-jel intenzitasat.

A Fe'" koncentraciofiiggé, szabadgyok-képzédést fokozd és a Fe®™ koncentraciofiiggd,
szabadgyok-képzOdést gatld hatasat igazoltuk. A Fe’* szabadgyok-képzédést fokozod hatasa
desferrioxaminnal, a Fe** szabadgyok-képzOdést gatl hatasa ferrozinnal volt kivédhets, az MG-t

¢és arginint tartalmazé rendszerben.

3.3. Az MG hatasara bekovetkezo vasredukcio

A Fe" MG hatisira bekovetkezd redukciojat ferrozin  felhasznalasaval,
spektrofotometrids modszerrel vizsgaltuk.

A Fe*"-ferrozin komplex abszorpcids maximuma 561 nm-nél detektalhaté. Vizsgalatunkban az
abszorpcidt 561 nm-nél Hitachi 2001 spektrofotométerrel mértiik, desferrioxamin jelenlétében és
desferrioxamin nélkiil.

MG hatésara vas redukci6é volt megfigyelhetd, ami desferrioxaminnal gatolhatonak bizonyult.

Az MG-t nem tartalmazé oldatban nem j6tt 1étre vas redukcio6.

3.4. Az MG + arginin reakcié termékének abszorpcios spektruma
A Fe’" és a Fe*™ ion (10 mM) szabadgydk-képz6dést befolyasold tulajdonsagat az arginin

+ MG rendszerben vizsgaltuk a képzddd termékek abszorpcids spektruméanak Osszevetésével,



Hitachi 2001 spektrofotométerrel.
hullamhossztartomanyban (490 nm) mértiik Fe*" illetve Fe’* jelenlétében.

Mind a F e%,mind a Fe’' esetében a 490 nm-nél talalhatd cstics ndvekedését azonos
abszorpcios spektrumt reakciotermék okozta. A Fe*™ hatasara gyorsabban jatszodik le a 490 nm-

I3 I3 J e ., . + ,
es hullamhossznal mért szinreakcio, mint a Fe’" esetében.

3.5. A dohanyfiist hatasa a bradikinin-kivaltotta kalcium bearamlasra

Sertés aorta endothel sejteket - fiistszlirés cigaretta (Camel) fiistjét és Krebs oldaton
buborékoltatva nyert - dohanyfiist pufferrel (DP) inkubaltuk és koncentracio (DP koncentracio
6,25%-50%) és idofliggést vizsgalatunk. A dohdnyfiist egyik Osszetevdjével, a formaldehiddel,
30 percet inkubaltuk a sejteket 1-80 pM-os koncentracioval. A GSH (0,5-4 mM) hatasanak
vizsgalatahoz 25%-o0s DP-vel és 80 pM-os formaldehiddel inkubaltuk a sejteket GSH-val torténd
inkubaciot kovetden.

A [Ca®"]; szint méréséhez Fura-2-AM-et hasznaltunk. A kalcium bearamlast kiivettaba
helyezett, sejtekkel bendtt feddlemezt hasznalva mértiik, 250 nM bradikinin hozzaadésat
kovetéen. A mérést Hitachi F-4500 spektrofluoriméterrel végeztiikk, 37°C-on. Az emisszids
hullamhossz 510 nm, az excitdcios hullimhosszok 340 és 380 nm voltak. Ot egymastol fiiggetlen
mérés értékét a kontroll szazalékaban fejeztiik ki.

A sejtek GSH ¢és thiol tartalmat OPA-val hataroztuk meg fluoreszcens modszer
segitségével. A 80 uM formaldehiddel vagy 50% DP-vel kezelt sejtek feldolgozasat kovetéen
mértilk a fluoreszcenciat 340 nm exciticios és 425 nm emisszids hulldmhosszon. Az OPA
nélkiili és OPA-val mért érték kiilonbségét hasonlitottuk a GSH standard sorhoz (0,625-10 uM).

A sejtek protein-thiol tartalmat is meghatarozatuk. A GSH standardhoz hasonlitottuk. A
fehérje tartalmat Lowry szerint hataroztuk meg, a perklérsavas homogenatum iiledékébol. A
GSH mérés eredményét pumol/g fehérjérében, mig a protein-thiol tartalmat pEqu GSH/g
fehérjében tiintettiik fel.

Student-t probat hasznadlva szamoltuk ki a statisztikai eredményeket, SPSS program
segitségével.

A DP géatolta a bradikinin-kivaltotta kalcium bedramlast. A 6,25%-0s és a 12,5%-o0s DP
nem valtott ki érzéklehetd valtozast, azonban a 25%-o0s és az 50%-o0s DP hatasara a kalcium

bearamlds jelentdsen csokkent (p<0,001). 25%-os DP-vel idoéfiiggd kalciumbedramlas-



csokkenést mértiink, mely mar 10 perc utdn szignifikans volt (p<0,001). 4 mM GSH-val
(p<0,01) teljes egészében, 2 mM GSH-val (p<0,05) részlegesen volt gatolhatdo a 25%-o0s DP
hatasa a bradikinin-kivaltotta kalcium bearamlasra. A bradikinin-kivaltotta kalcium bearamlas
modon gatolhatonak bizonyult. GSH-val a 80 puM-os formaldehid hatasa kivédhetd volt. 50%-os

DP csokkentette a sejtek GSH és fehérje-thiol tartalmat. A formaldehidnek ilyen hatdsa nem volt.

3.6. Az Ald hatasa simaizom sejtek ERK 1/2 és JNK foszforilaltsagara
Vizsgalatainkhoz Sprague-Dawley (SD) patkany aortabol nyert simaizom sejteket

hasznaltunk. A sejteket eltérd ideig stimulaltuk Ald-dal (107 M). A Western blothoz az
elsddleges antitesttel tortént inkubéciot kovetden (poliklondlis anti-foszfo-ERK 1/2 illetve
poliklonalis anti-foszfo-JNK, 1:1000) masodlagos antitesttel inkubaltuk a membranokat (1:5000,
kecskében termeltetett, torma-peroxidazzal konjugalt, anti-patkdny IgG ellenes). Az eldhivast
kovetden denzitometridval hataroztuk meg az ERK 1/2-, és JINK-foszforilaciot.

Az eredmények 4-6 egymastdl fliggetlen kisérlet atlagat 6sszegzik. Az Ald idéfiiggéen fokozta
az ERK 1/2 ¢és a JNK foszforilaltsagat, melyek maximumat a 10. percben érte el.
Az Ald-kivaltotta ERK 1/2- és a JNK foszforilacio gatolhat6 volt mind az antioxidans GSH-val

(2 mM) és Tironnal (10 uM), mind AG 1478-cal (EGFR gatlo).

3.7. Az Ald fokozza az angiotenzin II-kivaltotta ERK 1/2 és JNK foszforilaciot.

Vizsgalatainkhoz az el6z6 pontban leirt anyagokat és moddszereket hasznaltuk,
kiegészitve MAPK vizsgalo kittel (MAPK assay kit; Cell signaling) valamint konfokalis
fluoreszcens mikroszkopiaval. Az angiotenzin II-t 10”7 M-os, az Ald-ot 10”7 M koncentracidban
hasznaltuk. A MAP-kinaz vizsgalo kittet az eldirasnak megfelelden alkalmaztuk. Az igy nyert
mintakat Western blottal dolgoztuk fel. Az elsddleges antitest foszfo-Elk-1 antitest (1:1000) volt,
a masodlagos antitest, pedig torma-peroxidazzal konjugalt anti-nyul antitest volt (1:2000). A
konfokalis fluoreszcens mikroszképos vizsgdlathoz a sejteket feddlemezre tenyésztettiik.
Angiotenzin II- és Ald-stimulaciot kovetden elsédleges, majd masodlagos antitesttel torténd
inkubalast kdvetden agyaztuk be a sejteket. A mérést az MRC Laser Sharp program hisztogram
funkcidja segitségével készitettilk. Az értéket a megfeleld sejtes teriilet atlagos fluoreszcens
intenzitasaként fejeztiik ki.

Az angiotenzin II kivaltotta ERK 1/2- és JNK foszforilaci6 maximumat egyarant a 2.
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percben érte el. Az Ald indukalta ERK 1/2- és JNK foszforilacio a stimuladciot kovetd 10.
percben érte el csucspontjat. Az ERK 1/2 foszforilacioja az angiotenzin II és az Ald egyilittes
adasat kovetd 2. percben, INK esetében mar az elsd percben elérte hatdsmaximumat. Konfokalis
mikroszkopos vizsgalattal és MAPK vizsgalo kittel igazoltuk az Ald MAPK foszforilaciot
fokoz6 hatasat angiotenzin II jelenlétében. A MAPK vizsgalo kittel az Erk 1/2 szubsztratjanak,
az Elk-nek a foszforilaltsaga volt detektalhatd. Az angiotenzin II és az Ald egyiittes alkalmazésa
esetén alkalmazott szabadgyok-fogd6 (GSH, Tiron) sikeresen megakadalyozta a MAPK

aktivalodast. A kombinacio kivaltotta MAPK foszforilacio gatolhato volt AG 1478-cal.

3.8. A mineralokortikoid receptor (MR) -gatlok csokkentik az angiotenzin II-indukalta
ERK 1/2 foszforilaciot és a dTG-patkanyokban kialakulé szervkarosodast

spironolaktonnal (Spi, 10° M) tortént eléinkubaciot kovetden. Ezt kovetden a mintakat Western
blothoz, MAPK-vizsgélo kittel végzett kisérletekhez és konfokalis fluoreszcens mikroszkopos
vizsgalatokhoz hasznaltuk.

A simaizom sejteken végzett szabadgyok-meghatarozast fluoreszcens modszerrel, DCF-
szulfoxidot (DMSO, 30 perc; a fluoreszcens indikator oldoszere, kontrollként) hasznaltunk. A
méréseket Zeiss fluoreszcens mikroszkdppal végeztilk 488 nm excitdcios €s 513 nm emisszids
hullamhosszon. A eredmények 5 mérés atlagat jelezték. A simaizomsejtek MR expresszidjat
TagMan polimeraz lancreakcidval vizsgaltuk.

Az in vivo kisérleteket 4 hetes, him, dTG-patkanyokban (n=28) és azonos koru, nem
transzgenikus SD patkdnyokon (n=7) végeztik. A dTG-patkdny csoport 14 tagja 3 héten
keresztiil kapott Epl-t (100 mg, kg™, nap™' dozisban). A szisztolés vérnyomas mérését farokra
helyezhetd érzékeld segitségével végeztiik. A vizeletalbumin-meghatarozas ELISA segitségével
tortént (24 oras gyljtott vizeletbdl). Az ehokardiografias vizsgalat M-modua és pulzus hulldm
Doppler médszerrel tortént. A Doppler vizsgalatot szines Dopplerrel végeztiik. A transzducer 7
MHz-es volt. Harom mérés atlagat 6sszegeztiik. Az allatokat 7 hetes korukban leoltiik.

Az immunhisztokémiai vizsgalathoz 6 pm vékony szoveteket metszettiink. A metszeteket
els6dleges monoklonalis antitesttel (kollagén I'V-es tipusa vagy foszfo-ERK1/2 elleni antitesttel),
majd masodlagos anti-egér IgG ellenes antitesttel kezeltiik. Mikroszkoppal (Zeiss Axioplan-2)

tortént az értékelés a mintak eredetének ismerete nélkil. Minden metszetb6l 15 teruletet
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értékeltiink komputerizalt sejtszamlald programmal (K 300 3.0, Zeiss).

A Spi az angiotenzin II adasat kovetd 10. percben szignifikansan csokkentette az ERK 1/2
foszforilacigjat. A Spi fenti hatdsidt az angiotenzin hatdsmaximuman (2 perc) nem tudtuk
kimutatni, amely eredmény konfokalis fluoreszcens vizsgélattal is megerdsitést nyert. EIS
sejttenyészeten a Spi az 5. perctdl szignifikdnsan csokkentette az angiotenzin II indukalta
szabadgyok-képzddést.

Az Epl-lel nem kezelt dTG-patkanyok (n=14) szisztolés vérnyomasa magasabb volt mind a
kontroll SD patkanyok (n=7), mind pedig az Epl-lel kezelt dTG-patkdnyok (n=14) szisztolés
vérnyomasanal (p< 0,05 minden esetben). A vizelet albuminiiritése jelentésen emelkedett a dTG-
patkdnyokban a kontroll SD patkdnyokéhoz képest (p=0,001). A vizelet albuminiiritést az Epl
jelentdsen csokkentette dTG-patkanyok esetében (p<0,001). Az Epl-kezelés csokkentette a

kollagén IV-es tipusanak mennyiségét dTG-patkanyok veséjében és szivében. A dTG-patkanyok

........

cres

kisebb volt a sziv hipertrofia mértéke (p<0,05) és javult a diasztolés diszfunkcion is (rendezte az

E/A aranyt) szemben a nem kezelt patkanyokkal.

3.9. A taplalkozas hatasa a szérum és a vizelet glikacios végtermékek szintjére

A hokezelt ételek, szérum AGE szintre, vizelet albuminiiritésre, kreatinin clearancre és vérnyomasra
kifejtett hatasat 24 egészséges onkéntesen vizsgaltuk, prospektiv, randomizalt, cross-over vizsgalatban. A
vizsgalat 4 hétig tartott. Mértiik az Onkéntesek szérum CML szintjének és vizelet CML {iritésének
valtozasait is. A vizsgalatot a Pécsi Tudomanyegyetem Etikai Bizottsaganak engedélyével végeztiik, az
onkéntesek megfeleld tajékoztatasban részesiiltek, majd irasos beleegyez6 nyilatkozatot tettek.

A vizsgalat elsé hetében minden Onkéntes a megszokott modon taplalkozott, csupan a
tulzott fehérjebevitel melldzését kértikk. Ennek érdekében részletes diétds tanacsadasban
részesiiltek és a diéta ellendrizhetdsége céljabol, diétas naplot vezettek. Az elsd hetet kovetden
az Onkénteseket véletlenszerien két csoportra osztottuk. Az "A" csoport tagjai a masodik
vizsgalati héten magas fehérjetartalmu, hokezelt (siitott, f6zott) ételeket fogyasztottak. A "B"
csoport magas fehérjetartalmu, nyers ételeket kapott. A harmadik héten, az dnkéntesek mindkét

csoportban ismét az altaluk megszokott mdédon téplalkozhattak a fehérjebevitel mérséklésének

rrrrr
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nyers, a "B" csoport pedig hokezelt, magas fehérjetartalmui ételeket. Az elsé €és a harmadik héten
az étrend fehérjetartalmat az onkéntesek altal készitett diétas naplok alapjan szamitottuk ki. A
vizsgalat masodik és negyedik hetében az onkéntesek kizardlag a klinikank dietetikusai altal
Osszedllitott étrendet, a klinikdnkon elkészitett ételeket fogyasztottak. A hdkezelt és a nyers diéta
fehérjetartalmat 3 g/ttkg/nap-ra allitottuk be (ultrafiltralt tejsavo-fehérje koncentratummal), ami a
WHO Aéltal javasolt napi fehérjebevitelnek kozel négyszerese. A hdkezelt és nyers di¢ta CML
tartalmat részletes étrendi leirasainkbdl a Kieli Egyetem Taplalkozastudomanyi Intézetének
munkatérsai szamitottdk ki kordbbi, kiilonbozd ¢lelmiszereken elvégzett méréseik alapjan. A
hokezelt diéta megkozelitéleg 60 mg/nap CML-t tartalmazott, mig a nyers diéta CML tartalma
elhanyagolhat6 volt.

A glomerularis funkcié méréséhez a 24-6rds endogén kreatinin clearancet hatiroztuk
meg. A vizelet albuminiiritést immunturbidimetridval mértiik. A vérnyomads valtozasait 24-6rés
ABPM-val rogzitettiik. A szérum ¢és a vizelet CML koncentraciot kompetitiv ELISA-val
hataroztuk meg. Az abszolut CML koncentracio meghatdrozasahoz
N°-karboximetil-aminokapronsavat  hasznaltunk standardként. Az abszorpciot ELISA
automataban (Multiskan Ascent, Labsystems) 405 nm-nél mértiik (referencia: 603 nm-nél).

A két csoport azonos diétas iddszakainak eredményeit Gsszevontuk, az eredményeket
atlag + SEM formaban adtuk meg. Az egyes diétatipusok hatdsdnak Osszehasonlitasahoz
egymintas t-tesztet hasznaltunk.

A vérnyomds paraméterei (szisztolés ¢€s diasztolés nappali, éjszakai, és 24-0ras
vérnyomasatlagok, diurnalis index, hipertonids idéindex, hipertonids impakt), a vérgazok (pCO?2,
pH, bazis hidny, aktualis és standard bikarbonat), a 24-6ras endogén kreatinin clearance, a
szérum C reaktiv fehérje (CRP), a szérum albumin, az §sszkoleszterin és a plazma fibrinogén
szintek nem mutattak szignifikdns valtozast. A szérum CML szint novekedett CML-dus
proteinterhelés hatasara. A CML-szegény proteinterhelés hatdsar a CML szint nem valtozott
szignifikansan. A vizelet CML iirités a CML-dus proteinterhelés soran szignifikdnsan (p <
0,0001) magasabb volt a CML-ben szegény diéta esetén mérthez képest. A vizelet
albuminiiritésben — bar novekedést talaltunk CML-duas diéta hatdsara - nem talaltunk szignifikans

eltérést CML-dus és CML-szegény proteinterhelés hatasara.
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4.  MEGBESZELES ES KOVETKEZTETESEK
4.1 Az MG indukailta arginin-médosulast vas jelenlétében szabadgyokos folyamatok
katalizaljak

Fokozott szabadgyok-keletkezés és/vagy fokozott aldehid képzddés kovetkeztében
kialakult oxidativ stressz és/vagy karbonil-stressz hatdsara, patofiziologiai folyamatokat
alakulnak ki. Az MG szérumszintje cukorbetegek vérében az egészségesekéhez képest
szignifikdnsan magasabb. MG szintaz, citokrom P450 IIEI altal és részben nem enzimatikus iton
keletkezik. Az MG argininnel reagéalva imidazolont, és/vagy argpirimidint képez, igy fehérjék
amino csoportjaival reagalva karositja azok funkciojat.

A vas elektron donor és akceptor tulajdonsaga révén vesz részt, pl. szabad gyokok képzésében.
A cukorbetegek szérumdnak vas-kotd kapacitdsa csokkent, szoveti raktaraikban a vas szintje
magasabb, mint az egészséges egyénekben. Vvt modellben a vas és az MG kalcium bearamlast
valtott ki. Az arginin és az MG reakcidja kapcsan detektalt ESR-jel intenzitasat a Fe’™ fokozta, és
a Fe’" csokkentette. A desferroxamin csokkentette a Fe’™ hatasat. A fentiek alapjan a MG-anion
johet létre olyan modon, hogy a Fe’™ elektront vesz el az MG-t6] és igy Fe*"-vé alakul. Az MG-
anion képes komplexalni a Fe’"-t és e komplex reagalhat az argininnel. Az arginin azért is
fontos, mert az NO termeléséért felelés NOS enzim szubsztratja, igy szerepe van a vaszkularis

rendszer mitkodésének szabalyozasaban.

4.2. Az MG és a Fe’" hatasa a vvt-k kalcium szintjére, oxidativ statuszira

Az MG éltal kivaltott szabadgyok koncentracio-novekedés kalciumszint-emelkedést okoz
vvt-kben. Az MG e hatasa hasonlé a szabadgyok-képzédést kivaltd Fe*'-éhez. Az oxidativ
stressz, az emelkedett intracelluléris kalcium szint, az MG magasabb szérum szintje, valamint a
vas megnovekedett intracellularis jelenléte jellegzetes eltérések cukorbetegségben. A fenti
folyamatok a vvt-membran rugalmassaganak csokkenéséhez illetve elvesztéséhez vezetnek, ami
a mikrocirkulacié karosodasaval, szovodmények megjelenésével jar egyiitt. Mind a vas, mind az
MG kivaltotta oxidativ stressz €s kalcium-akkumuléacio kivédhetd volt, szabadgyok-fogokkal és
desferrioxaminnal. Az MG éltal okozott kalcium-akkumulaciot gatlo desferrioxamin az
extracellularis vas szerepét veti fel a folyamatban, ami azért is valoszinii, mert a desferrioxamin
nagyon lassan jut be a sejtekbe. Vvt-kben a GSH hatékonyan kivédte az MG-kivaltotta
karosodast. A GSH jotékony hatasat két uton fejtheti ki. Hatékonysagaban szabadgyok-fogod

tulajdonsag mellett szerepe van a glyoxalaz utvonalnak. Vizsgélataink azt is igazoltak, hogy MG
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csokkentette a vvt-k alacsony molekulasulyt thiol tartalmat, ami oxidativ stresszre utal. A
fentiek alapjan az MG toxikus hatdsa transzmembran uton elsésorban sejtfelszini modositasok

révén érvényesiil.

4.3. A dohanyfiist és a formaldehid hatiasa az endothel sejtek bradikinin-kivaltotta
kalciumszint valtozasara

A dohanyfiist és a formaldehid koncentraciofiiggben gatolja a bradikinin-kivaltotta
kalcium-szint novekedést. A dohanyzas eNOS-NO-cGMP utvonalra kifejtett hatdsa nem O,’,
OH’, vagy lipid peroxidacio fiiggd. A GSH és mas thiol csoport tartalmi vegyiilet csokkentette a
dohényfiist kéarosité hatasat. A dohanyzés kapcsan jelentkezd oxidativ stressz hatasara — thiol
csoportok oxidéaciojaval- a sejtmembran depolarizacidja révén, indirekt modon gatolhaté az
agonistak indukalta kalcium bearamlas.

A GSH megakadalyozta a formaldehid - a bradikinin kivaltotta intracellularis kalcium-
szint-ndvekedésre kifejtett gatlo - hatasanak kifejlodését. A dohdnyzas, a szdveti NO szint
csokkenéséhez vezet, aminek 1étrejottében szerepe lehet az intracelluldris kalcium-szint-valtozas

zavaranak, €s szerepe van az oxidativ stressznek.

4.4. Az Ald hatiasa az angiotenzin Il-indukalta ERK 1/2- és JNK-foszforilaciora
simaizomsejtekben

Mind az angiotenzin Il mind az Ald idéfliggéen fokozta az ERK 1/2 és JNK foszforilacidjat
simaizomsejtekben, ami szabadgyok-fogéval és EGFR-gatloval kivédhetd volt. Az EGFR fontos
szerepet tolt be az angiotenzin II- és Ald-mediélta sejtszinti hatdsban, az EGFR ugyanis felelds
az angiotenzin II-indukalta elhuz6do szabadgyok-képzddésért és az ERK 1/2 foszforilacidért. A
JNK foszforilacioja szabadgyok-fliggd folyamat, amiben az EGFR nem vesz részt.

Az Ald simaizomsejtekben néhany percen beliil képes indukalni az ERK '%-foszforilaciot. Az
Ald fokozza az EGF-kivaltotta ERK 1/2-foszforilaciot és megnoveli az intracellularis Ca®'-
szintet. Az angiotenzin II-kivaltotta ERK 1/2- és INK-foszforilacié Ald-al fokozhat6 volt. Mind
az angiotenzin II, mind az Ald esetében gatolhaté volt a MAPK foszforilacidja GSH-val ¢€s
tironnal. Mind az angiotenzin II-, mind az Ald-kivaltotta ERK 1/2-foszforilacid6 EGFR-fiiggd. Az
el6zdek ismeretében feltételezhetd, hogy az Ald és az angiotenzin II hatdsdban k6zos a korai
NADPH oxidaz-aktivaciotol az EGFR-foszforilacidig tartd folyamat. Egy ilyen kapcsolddasi

pont lehet a c-src kindz, mely kinaz szerepet jatszik az EGFR kaveoldkbol torténd
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kiszabadulasadban. A folyamat soran képzddd szabad gyokok szerepének fontossagara utal, hogy
szabadgyok-fogoval sikeriil gatolni mind az ERK 1/2, mind a JNK foszforilaciojat.

Az angiotenzin II és az Ald jelenléte szamos karos folyamat indukcidja mellett koros
koriilmények kozott hipertrofiat indukal, valamint fibrozishoz vezet. Kisérleteink arra mutattak
rd, hogy amennyiben az angiotenzin Il és az Ald nagyobb mennyiségben van jelen vagy/és
hatasuk fokozott, egylittesen képesek fokozni a karos folyamatokat a renin-angiotenzin-

aldoszteron klasszikus utvonaltol fliggetleniil is.

4.5. A MR-gatlok hatasa az angiotenzin II-indukalta ERK 1/2 foszforilaciéra simaizom
sejtekben és a dTG-patkanyokban.

dTG-patkanyokban végzett kisérleteinkben MR-gétlo Epl csokkentette az albuminuriat, a
szisztolés vérnyomast, a diasztolés diszfunkciot, a sziv hipertréfia mértékét, valamint a kollagén-
IV-es tipusanak mennyiségét a szivizomzatban. Az Epl csokkentette az ERK 1/2-foszforilacio
mértékét a dTG-patkanyok ereiben. Ismert az emelkedett szérum Ald szint és a sziv fibrozisa
kozotti kapcsolat. Az MR teheté feleldssé mind a szivizom sejtekben talalt Na'-felvételért, mind
a fibrozisért. A Spi a vérnyomastol fiiggetleniil csokkenti a sziv hipertrofigjat és fibrozisat, ami
arra engednek kovetkeztetni, hogy az Ald a RAAS tobbi elemétdl fiiggetlentil is képes fibrozist
indukalni a szivben.

Simaizom sejteket Ald-dal inkubéalva megnétt az angiotenzin-receptor expresszidja, ez altal az
angiotenzin II-kivaltotta diacilglicerol-képz0dés €s az intracellularis kalciumszint-névekedés. Az
altalunk hasznalt Epl kivédte az Ald fibrozist okozo hatasat. Eredményeink az Ang és az MR
kozotti interakciora engednek kovetkeztetni. Az AT;-receptor egy elsd, korai és egy masodik,
elnyujtottabb szakaszban szabadgyok-termelést valt ki a NADPH-oxid4z aktivaladsaval. Az Ald
nem befolyasolja az Ang indukalta korai szabadgyok-képzddést, amit allatkisérletes modellben is
igazoltak. Ald-dal infundalt patkdnyokban emelkedett a vérnyomas, €s a patkanyokbol izolalt
mesenterialis artéria média/lumen hényadosa, valamint fokozott NADPH-aktivitast és NF-«kB-
aktivaciot talaltak. dTG-patkanyokban a NADPH-oxid4z aktivitasa jelentdsen fokozott és NF-xB
¢s AP-1 hatasa szintén nagyobb volt a kontrollhoz viszonyitva.

Simaizom sejteket Spi-vel eléinkubalva gatoltuk az angiotenzin II-kivaltotta ERK 1/2-
foszforilacidt, valamint az elhuz6dd6 NAD(P)H-oxiddz enzim-aktivitdst. A fenti eredmény

alapjan az angiotenzin II hatdsat mar nagyon koran gatolhatjuk MR-blokkoldval, mar az EGFR
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aktivalodasa eldtt. A fenti eredmények alapjan a megfeleld érvédelem eléréséhez nem elégséges

az AT,-receptor hatasanak kivédése, sziikséges az Ald hatdsanak gatlasa is.

4.6. A hokezelt, magas fehérjetartalmu ételek szérum-AGE-szintre és az albuminuriara
kifejtett hatasanak vizsgalata egészséges onkénteseken.

Az arginin glikécioja magas hémérsékleten pirazil, vagy pirimidinil képzddésével jar. A magas
hémérsékleten keletkezd szabad gyokok az ételek siitése, f6zése sordn lezajld reakcidokban
jatszanak szerepet. Igy a taplalékkal fokozott mennyiségben juthatnak a szervezetbe oxidacios és
glikacios végtermékek. Az in vitro eldallitott AGE-termékek fogyasztisat kovetden szérum
AGE-szint emelkedés, fokozott vizelet AGE-iirités és a szovetekben fokozott AGE-lerakodas
figyelheté meg egészséges egyénekben. Vizsgalatunkban a magas protein tartalmi, hdkezelt
(CML-dus) diéta hatasara szignifikdnsan nétt az ¢éhgyomri szérum CML-szint és a vizelettel
iritett CML mennyisége is. A hokezelés nélkiil elkészitett ételek (CML-szegény diéta), annak
ellenére, hogy fehérjetartalmuk magas volt, a vizelet CML-iirités csokkenésével jart.
Napjainkban a szokdasos taplalkozas soran a CML-bevitel alacsonyabb, mint a kizarolag hokezelt
¢ételekbdl allo, magas fehérjetartalmu diéta soran, de magasabb, mint a kizarolag nyers ételekbdl
allo fehérjeterhelés esetében. A hagyomanyos siitéssel elkészitett ételek CML tartalma
legmagasabb a zsirban gazdag ¢és legalacsonyabb a szénhidratban gazdag ételek esetében.
Szamos szovetben sikeriilt igazolni az AGE termékek jelenlétét és felhalmozddasat a CML
jelentds patofizioldgiai szerepe a RAGE-hoz kotédve jelentkezik, szamos folyamatot indukalva.
Feleldssé tehetoek a diabetesben tapasztalhato érkarosodas kialakuldséaért, szabalyozott sejthalalt
képesek indukalni, MAP-kinadzok foszforilaciojat indukalva fokozzak az NF-kB transzkripcids
faktor aktivitasait. Az AGE jelenléte igazolast nyert atherocleroticus plakkokba, aminek
fontossagat jelzi, hogy képzddésiiket gatolva az atheroscleroticus plakk mérete jelentsen
csokkenthetd volt.

A kreatinin clearance nem valtozott az AGE-termékekben gazdag tiplalék hatdsara,
azonban megnovelte a vizelet albuminiiritést. Vizsgéalatunkban csak az AGE-termékekben
gazdag proteinterhelés valtott ki albuminuria ndvekedést, az AGE szegény proteinterhelés nem,
ami arra utal, hogy a proteinterhelés albuminuriat okozé hatdsdnak fontos dsszetevdje lehet az
ételbdl szarmazé AGE. Kiilondsen kedvezdtlen lehet a taplalékkal bevitt AGE-k hatdsa a

kronikus veseelégtelenségben szenvedd betegekben, akiknél az AGE-termékek vesén keresztiil
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torténd eliminacioja elégtelen. A taplalékkal bevitt AGE-termékek karos hatasanak ismeretében
felmertil olyan konyhatechnikai elvek (tulzott hdékezelés keriilése, tobb nyers zoldség
fogyasztasa, sok zsirt tartalmazo ételek keriilése a taplalékok elkészitésekor, stb.) népszertsitése,
melyek esetén kevesebb AGE keletkezik. A fentiek alapjan kronikus veseelégtelenségben
szenvedd, illetve a romlo vesefunkcidju cukorbetegek esetében fontos lehet az AGE-szegény

diéta alkalmazasa.
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TEZISEK

Az MG fokozza a szabadgyok-képzddést, csokkenti az alacsony molekulasulyu thiol-
izolalt human vorosvértestekben. Az MG hatésara a ferri ion ferro ionné redukalodik.

A dohanyfiist id6- és koncentraciofiiggben gatolja a bradikinin-kivaltotta kalcium-
bearamlast. A dohanyfilist nagy mennyiségli formaldehidet tartalmaz, mely szintén
koncentraciofiiggden gatolja a bradikinin-kivaltotta kalcium-bearamlast. A dohényfiist- és
a formaldehid-hatas GSH-val kivédhet6 volt. A dohanyfiist csokkentette a sejtek GSH- és
fehérje-thiol-tartalmat. A formaldehidnél nem volt megfigyelhet6 ilyen hatas.

Az Ald nem-transzkripciés mehanizmussal, idéfiiggéen aktivalja a simaizomsejtek
ERK1/2 ¢és JNK kinadzait. Az Ald-kivaltotta ERK1/2- és JNK-aktivalas szabadgyok-
fliggd.

Az angiotenzin II-kivaltotta MAP-kindz-foszforilacio Ald-dal fokozhato. Az Ald altal
fokozott angiotenzin II-indukalta MAPK-foszforilaci6 szabadgyok-fiiggd.

Az angiotenzin Il-indukéalta MAPK-foszforilaci6 Ald hatasara torténd fokozodéasa a
nukledris transzkripcios faktorok (NF-kB, AP-1) szintjén is kimutathato.

A Spi csokkenti az angiotenzin II-indukalta ERK 1/2 foszforilaciot. A Spi csokkenti az
angiotenzin II-kivaltotta szabadgyok-képzddést.

A MR-gatlo Epl csokkenti a vesében ¢és a szivben kialakuld fibrozis mértékét, az
albuminuriat, javitja a diasztolés diszfunkcié és a sziv hipertrofids indexének mértékét
dTG-patkanyokban. Az Epl csokkenti a szoveti ERK 1/2 foszforilaltsagi szintjét dTG-
patkanyokban.

A magas fehérjetartalmu, nyers ételek CML-tartalma alacsony, ezek fogyasztasa
csokkenti a vizelettel iiril6 CML-mennyiségét.

A magas fehérjetartalmu, hokezelt ételek fogyasztasa fokozott CML-bevitelt jelent,
hatasukra megnd a szérum CML-szint és a vizelet CML-lirités.

A magas fehérjetartalmu, hokezelt, CML-dus ételek hatasara n6 a vizelet-

albuminiirités.
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7. Koszonetnyilvanitas

Halaval tartozok a Mindenhaténak, hogy sziileim szeretete, irdnyitasa €s testvéreim
szeretete altal segitett és segit a mindennapokban. Koszondm nagysziileimnek a sok veliik
eltoltott idot és mindazt, amit megtanultam tdliik. Minden nap nagyon sok 6romet ad szdmomra a
feleségemmel, Inkével, Janoskaval és Csongorral eltoltott id6. Koszonet illeti feleségem
sziileit a segitségért, ami altal lehetéségem volt tobbet foglalkoznom a dolgozattal

Nagyon sokat koszonhetek e munka létrejottében Wittmann Istvan professzor urnak
azért a segitségért, amit a kisérletek tervezése, kivitelezése €és az eredmények értékelése,
valamint végleges formaba Ontése terén nyujtott, sokszor nem kevés tiirelmet tanusitva, a
tudomanyos élet mellett 1évo emberre is kiterjedd figyelme mellett. Koszonet illeti Nagy Judit
professzornét, aki lehetdséget teremtett e munka létrejottéhez, tandcsaival, részletes
utmutatasaival, gondolkoddsmaddjaval az apro részletekre is kiterjedd figyelmével.

Sok halaval gondolok Kocsis Béla tanar urra azért a tiirelemért, amivel a kutatasok terén
megtett elsé 1épéseimet kisérte, iranyitotta €és Onzetlen segitségért, amit a mai napig tapasztalok
tdle.

Koszonom a munka Iétrejottében nélkiilozhetetlen segitséget nyujto Wagner Laszlo,
Wagner Zoltian, Molnar Gergd utmutatasat, segitségét.

A laborban végzett munkaban sok segitséget kaptam Dr. Samikné Varga Icatdl és
Heitmanné Lendvai Anikotol.

Koszonet illeti a dolgozat eredményeinek 1étrejottében, valamint a kutatds mellett végzett
klinikai munkédban tanusitott tiirelmiikért Szelestei Tamas fOorvos urat, Belagyi Laszlo
professzor urat, P6té Laszlo tanar urat, Kovacs Tibor tanar urat, Degrell Péter adjunktus urat,
Pintér Istvan tanarsegéd urat, Schmelszer Matild tanarnét, Fabian Gyorgy adjunktus urat,
Szigeti Nora tanarsegédnét, Késéi Istvan tanarsegéd urat, Vas Tibor tanarsegéd urat, Sebdk
Judit tanarsegédnot.

Udvaracz Ildikonak, Véber Tiindének, Kiss Ibolyanak, Szabé Miklosné Emilianak és
Bodor Enikének ¢és klinika tobbi dolgozojanak, ndvéreinek, PhD-hallgatoinak és TDK-s
hallgatdinak szintén kdszonettel tartozom.

Koszonettel tartozok Friedrich C Luftnak, aki lehetdvé tette, hogy az itthonitdl eltérd
koriilmények kozott tanulhattam és gytijthettem tapasztalatot, valamint igen eredményesen
zérhattam munkamat. Ugyszintén koszonettel tartozok Dominik Miillernek, Anette
Fiebelernek, Ralf Dechendnek, a sok segitségért, tanacsért melyet téliik kaptam. Szintén
segitették dolgozatom létrejottét Susanne Wissler, Jiirgen Janke, Carsten Lindschau,
Gabriela N’diaye, May-Britt Kohler, Petra Quass ¢s Matilde Schmidt.

Ko6szondm mindazok munkdjat, akiket a fentieckben nem emlitettem meg, viszont
hozzajarultak munkam 1étrej6ttében.



