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Roviditések jegyzéke:

ABPM - ambluans vérnyomasmérd monitor
ACE - angiotenzin konvertalé enzim
ACTH - adrenokortikotropin

ADP - adenozin difoszfat

AGE - elérehaladott glikacios végtermékek
AGE-ApoB - AGE-Apolipoprotein B

Ald - aldoszteron

Akt - fehérje kinaz B

Ang - angiotenzin II

ANP - pitvari nétriuretikus peptid

AP-1 - aktivator fehérje 1

AT, - angiotenzin receptor |

AT, - angiotenzin receptor 2

BMK-1 - nagy molekulasulyu kinaz

BSA - bovine serum albumine

[Ca®™); - intracellularis szabad ionizalt kalcium
cADPR - ciklikus adenozin difosztaf ribéz
cAMP - ciklikus adenozin monofoszfat
cGMP - ciklikus guanozin monofoszfat
CHO - kinai hdrcs6g ovarium

CM - kalmodulin

CML - N:-karboximetil-lizin

COOH - karboxil csoport

CRP - C reaktiv fehérje

Ccv - kardiovaszkuldris

CYP11B2 - aldoszteron szintaz

CyP40 - cyclophilin 40

DCF-DA - dichlorofluorescein-diacetat

DCF - dichlorofluorescein

DMSO - dimetilsulfoxid

DNS - dezoxiribonukelinsav

DOCA - deoxycorticosterone acetate

Dp - dohanyfiist puffer

DUSP - kett8s specificitasa foszfataz

EDTA - ethylendiamintetraecetsav

EGF - epitelidlis novekedési faktor

EGFR - epitelialis névekedési faktor receptor
ENaC - epitelialis Na" csatorna

EPHESUS - eplerenone post acute myocardial infarction efficacy and survival study
ER - endoplazmatikus retikulum

ERK 1/2 - extracellularisan szabalyozott kinaz 2
ESR - elektronspin rezonancia

FCS - fetalf calf serum

Fe®* - ferro ion

Fe’* - ferri ion

FGF - fibroblaszt ngvekedési faktor

FKBP - FK506-kot6 fehérje

Fura-2-AM - fura-2-acetoximetilészter

GDP - guanozin difoszfat

GFR - glomerulus filtracids rata

GILZ - glukokortikoid indukalta leuzin zipper
Gly - glycin

GR - glukokortikoid receptor

GSH - redukalt glutation

GSH-Px - glutation peroxidaz

GSSG - oxidalt glutation

GTP - guanozin trifoszfat

HDL - nagy denzitast lipoprotein

HPLC - nagy felbontasu foyladék kromatografia
Hsp - ho sokk fehérje

OH - hidroxil szabad gyok

OH - hidroxil csoport



H' - hidrogén
HB-EGF - heparin k&té6 EGF szerli névekedési faktor
H,0, - hidrogén peroxid
IGF-1 - inzulin szer(i novekedési faktor-1
IL - interleukin
Ile - izoleucin
INF-y - interferon-y
IP-3 - inozitol trifoszfat
JAK - Janus kinaz
JAK2 - Janus kinaz 2
INK - cJUN anion terminalis kindz
LDL - alacsony denzitasu lipoprotein
MAPK - mitogén aktivalt protein kinaz
MCP-1 - monocita kemotaktikus fehérje 1
MEF2C - miocita ndvekedési faktor 2C
MG - metilglioxal
MKK - MAP kinaz kinaz
MKKK - MAP kinaz kindz kinaz
MMP - matrix metalloproteinz
MR - mineralokortikoid receptor
MRF - miogén szabalyoz6 faktor 2
mRNS - messenger ribonukleinsav
NADH - nikotinamid adenin dinkleotid
NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid foszfat
NE - nemzetkozi egység
NF-xB - nuklearis faktor kappa B
NO - nitrogén monoxid
NO, - nitrat
NOS - nitrogén monoxid szintaz
cNOS - konstitutiv nitrogén monoxid szintaz
eNOS - endotelialis nitrogén monoxid szintdz
iNOS - indukalhaté nitrogén monoxid szintdz
nNOS - neuronalis nitrogén monoxid szintdz
0O, - szuperoxid szabad gydk
Od - optikai denzités
OPA - orto-phthalaldehid
PAK - p21 aktivalt kindz
PBS - foszfattal pufferolt s6-oldat
PCR - polimeréz lancreakcié
PDGF - trombocita eredetli ndvekedési faktor
PDGFR - trombocita eredetli névekedési faktor receptor
PI-3 kinaz - foszfatidil inozitol 3 kinaz
PKA - protein kinaz A
PKC - protein kinaz C
PLC - foszfolipaz C
PLD - foszfolipdz D
PMSF - phenylmethylsulphonylfluoride
Pro - prolin
PTP - fehérje tirozin foszfataz
p38 - p38 kinaz
RAAS - renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer
RAGE - AGE receptor
RALES - randomized aldactone evaluation study
RAS - renin-angiotenzin rendszer
r.e. - relativ egység
RIPA - »radio-immunoprecipitation assay”
R’ - alkén
RO’ - alkén oxid
ROO - alkén peroxid
-§ - tiolat anion
SD - Sprague Dewley
SDS - natrium dodecil szulfat
SEM - az atlag standar hibaja

Ser - szerin



SERCA
Sgk 1
SH
-SOH
SOD
Spi
STAT
StAR
TG
TGF-p
Thr
dTGR
TNF-a
TRP
Tyr
RAS
uv
VEGF
vvt
113HSD2

6

sarco- vagy endoplazmatikus-retikulum Ca*"-ATP-4z
szérum ¢s glitkokortikoid szabélyozott kindz
szulthidril csoport

szulfonsav

szuperoxid dizmutdz

spironolactone

stressz aktivalta tirozin kinaz

szteroid akut szabalyozé fehérje

triglicerid

transforming novekedési faktor béta

threonin

humaén renin és human angiotenzinogén génre kettds transzgenikus patkany
tumor nekroézis faktor alfa

transient receptor potential

tyrozin

renin - angiotenzin — aldoszteron
ultraviola

ér endothel novekedési faktor
vOrosvértest

11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 2



1. Osszefoglalis

A modern életméd terjedésével, az élvezeti szerek egyre szélesebb kor és nagyobb
mennyiségben torténé fogyasztasaval novekszik a civilizacios betegségek gyakorisaga.
Ezért a mai kutatasok jelentds része foglalkozik a fenti betegségek pathogenezisével.

Kisérleteinkben, molekularis rendszerekben vizsgéltuk cukorbetegekben, a nagyobb
mennyiségben eléfordulé metilglioxal (MG) és vas interakciojat, ahol a vas redukciojat
tudtuk kimutatni.

Az MG ¢s az arginin interakcidéjanak molekularis vizsgalata soran keletkezd kation
szabad gyok képz6dését a ferri ion fokozta — ami ferri ion kel4torral gétolhato volt -, a
ferro ion pedig csokkentette - ami ferro ion kelatorral volt megelézhetd. Az elektronspin
rezonancia (ESR) vizsgalat soran észlelt eltérd reakcid tovabbi vizsgalatdval mutattuk ki,
hogy Fe*" (ferro ion) hatésara gyorsabban jatszodik le a - spektrofotométerrel 490 nm-nél
detektalhat6 - termék képz6dése, mint Fe®” (ferri ion) hatéséra.

In vitro rendszerben — vordsvértestekben —, az MG és Fe** novelte a szabad gyskok
képzédését valamint ndvelte az intracellulraris ionizalt kalcium szintet. Az MG fenti
hatasait szabadgyok-fogd vegyliletek csokkentették, ami nem meglepd az MG
intracellularis szulfhidril csoport (SH) cstkkenést okozd hatasa ismeretében.

Endothel sejteken a dohanyfiist, valamint annak formaldehid tartalma csokkentette a
bradikinin kivaltotta ionizalt intracellularis kalciumszint emelkedést. E hatds redukalt
glutationnal kivédhet6 volt. A dohéanyfiist a fentiekkel 6sszhangban csdkkentette a sejtek
thiol tartalmat, ami oxidativ stressz jelenlétére utal.

Mineralokortikoid-receptor-antagonistakkal in vitro sikertilt csdkkenti az aldoszteron
(Ald) mitogén aktivalt protein kindz (MAPK) rendszerre és szabadgyok-képzddésre
kifejtett hatasat. A fentiek kapcsan valik vilagosabba az eplerenon allatkisérletben talalt
kedvezé6 hatasa a szivelégtelenségre, a nephrosclerosisra és a proteinuridra,
kihangsilyozva a mineralokortikoid receptor antagonista hatdsat a szoveti
extracellularisan szabalyozott kinaz 1/2 (ERK1/2) foszforilaciora.

Human vizsgéalatban a mai civilizacidés szokasokat vizsgdlva az albuminuria

novekedését talaltuk hokezelt, fehérjében gazdag ételek fogyasztasakor, és parhuzamosan

nétt a szérumban taldlhatd glikacios termékek szintje is. Az évezredekkel kordbban
meglévod taplalkozasi szokasokat tiikrozd, hokezeletlen, névényi eredetli tdpanyagban

gazdag, kevesebb fehérjét tartalmaz6 étkezés kapcsan a szérum és vizelet glikacios



paraméterek csokkenése volt megfigyelhetd.

3. BEVEZETES

Hazénk felnétt lakossaganak sziiletéskor varhato élettartama rovidebb, mint a vilag
fejlettebb orszagaiban. Ehhez szdmos tényezé kozil nagymértékben hozzéjarulnak a
napjaink morbiditasi és mortalitasi statisztikdit vezetd kardiovaszkuldris (CV) betegségek.
A CV rendszerre szamos exogén és endogén karositd tényezo fejti ki hatdsat, tobbek kozott
ateroszklerdzishoz, hipertonidhoz és cukorbetegséghez vezetve - részben az endothel és a
simaizom sejtek karosodasan keresztiil. A hiperténia nem csak a CV rendszer karosodésa
kovetkeztében alakulhat ki, hanem létrejohet a vesében meglévéd szabdlyozd rendszerek
mitkddésének zavara miatt is. A cukorbetegség kapcsan a CV prevencié fejlédésével egyre
inkabb eldtérbe keriil a vese karosodasa. Ezért értheté mddon a kutatdsokban a CV
rendszer elemei mellett egyre fontosabb helyet foglal el a vesét érint6 karositd folyamatok
vizsgalata.

Az eddigi vizsgalatok egyre részletesebben tartdk fel azon tényezdket, amelyek szerepet
jatszanak a CV betegségek létrejottében. A vérnyomas egyik legfontosabb szabéalyozo
eleme a renin—angiotenzin-aldoszteron rendszer. Kisérletek tucatjai mutattak rd a renin-
angiotenzin rendszer (RAS) karosité hataséra, fokozott mikodése esetén. Jol szemlélteti a
fentieket egy olyan kisérletesen kialakitott modell, mint a kettds transzgenikus patkany
(dTGR), amely a velesziiletett renin €s az angiotenzinogen génen kiviil hordozza a human
renin és angiotenzinogen gént is.' Ezen patkdnyokban megnétt az artéridk media
vastagsaga a simaizom sejtek novekedése kovetkeztében, vérnyomasuk mérsékelten
emelkedett és glomeruloszklerozis fejlédott ki benniik. Az allatok a 7-10. hét folyaman
pusztultak el végstadiumt vese- illetve szivkarosodas kovetkeztében. Bal kamra hipertréfia
mellett a szivizomban fibrozist €s nekrézist taldltak, mig a vese szovettani vizsgalata
hemolitikus urémids syndroménak megfelels eltérést mutatott.” Emellett endothlelialis
dysfunktiét taldltak, ami antioxidansokkal jelent6sen mérsékelhet6 volt, utalva a fokozott
szabad gyok képzbédés szerepére.’ Endothelialis dysfunktio szémos CV rizikéfaktor, pl.
hiperlipidémia, dohdnyzas, hiperténia, cukorbetegség fennallasakor kimutathatd. Az
endothelialis dysfunktio tobbek kozott csokkent nitrogén monoxid termeléssel, az
angiotenzin konvertalé enzim fokozott miikddésével, fokozott angiotenzin II (Ang)

képzddéssel, emelkedett intracellularis kalciumszinttel jar. A fenti elvaltozasok szinte



~: mindegyike megtalalhat6 cukorbetegeknél is.

- A kéaros kornyezeti tényez6k - dohanyzas, étkezési szokasok, testmozgas hidnya - hatdsa
viszonylag konnyedén csokkenthetd életmod-valtoztatdssal. A napjainkban alkalmazott
konyhaitehnikdk soran olyan anyagok (karcinogén anyagok, elérehaladott glikdcids
- végtermékek (AGE) stb.) keletkeznek, melyek fogyasztasa a szervezetet kérosithatja. A
| rendszer Osszetett voltira enged kovetkeztetni, hogy pl. a szervezetet érd kornyezeti
hatasok elésegithetik azon 6roklott genetikai hajlam megjelenitését, melyek az addig
egyensulyi helyzetben levé rendszer felborulasahoz vezetnek. Masrészrol a meglévd, pl.
vérnyomast szabalyoz6 renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer fokozott miikodését
~ okozhatja egy-egy kornyezeti égens.4

A rendszer Osszetettségét és szertedgazd volta miatt kutatdsaimat igyekeztem egy
 vezérvonalra felfiizni. Az adatokat in vitro €s in vivo kisérleteinkbdl meritve részletezem.
Napjaink kiterjedt kutatasai ellenére a magas vérnyomasos esetek jelentds tobbsége még
~ mindig esszencialisnak eredettinek tinik, ami tovabbi kutatisokra dsztondz. Igéretesnek

tlinik pl. az intracelluléris kalcium szerepének tisztdzasa a magas vérnyoma kialakulasaban.

Az endothel és a nitrogén monoxid - ciklikus guanozin monofoszfat (NO-cGMP) rendszer

hibatlan miikodése fontos az egyensulyi allapot fenntartasaban. Nem hagyhat6 figyelmen
~ kiviil a MAPK rendszer sem, amely fontos szerepet jatszhat a hipertrofia, hiperplazia ¢s az
apoptozis kialakuldsaban. Szinte az §sszes folyamattal kapcsolatban igazolték a szabad

»,gyﬁkék masodlagos hirvivé szerepét.

31 A szabad gyokok
311 A szabad gykok felfedezése

A szabad gyokok kornyezetiinkben mindentitt meglévd, nagy reakcidképességgel
~ rendelkezd molekuldk. Létezéstikrél mar Faraday 1847-es kézleménye is tanubizonysagot
tesz.” Fenton 1894-ben kzdlte, hogy bizonyos fémek hidrogén peroxid (H20,) jelenlétében
~ hidroxil szabad gyok (OH") keletkezését képesek katalizalni.® A szabad gyokok, €16

ervezetekben vald jelenlétét eloszor az elézo szazad kozepén igazoltak.”®

- 3.1.2. A szabad gyokok keletkezése in vitro
A szabad gy6k olyan molekula, amelynek kiilsé molekulaorbitaljan parositatlan spint

elektron van jelen. A pdrositatlan elektron révén rendkivil reakcioképesek, igy
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féléletidejiik nagyon rovid. A szabad gyokok kozé tartozik a szuperoxid (O;), a OH', a
nitrogén-monoxid. Nem szabad gyok a Hy0O;, a peroxinitrit, valamint az erélyes
oxidalészerek.

Szabad gyokok mind az €16 mind az élettelen vildgban lejatsz6dod folyamatok sordn

keletkeznek. Ilyen reakcio, pl. a H,O, bomlésa vas jelenlétében:
Fe’' +H,0, — Fe'' +OH' +OH
amit leirdja utdn Fenton reakcidénak neveziink.® A keletkezett OH" és H,0, reakcidja soran

szuperoxid szabad gyok jon létre.
HO'+H,0, — H,0+0,"+H'
Az igy létrejott Oy, hidrogén és viz jelenlétében hidroxil szabad gyokkeé alakul at.
0," +H'+H,0, — 0, +HO' + H,0

A fenti lancreakciot nevezziik Haber-Weiss reakcidénak, Haber és Weiss 1933 koriili

leirdsa nyomé1n.9’1 0

3.1.3. A szabad gyokok keletkezése in vivo

Eleinte azt gondoltdk, hogy a szabad gyokok az él6 szervezetekben kizarolag karos
hat4suak.®

Kés6bb felismerésre Keriilt, hogy a szervezetben keletkezd szabad gyokok szamos
fiziologiai folyamatban fontos szabalyozd szereppel birnak, pl. az immunvédekezés
teriilletén, valamint intracellularis hirvivoként tobbek kozott a vaszkularis rendszer

szabalyozasa és a trombocita aggregacio teriiletén.

3.1.4. A szabad gyokok fiziologiaja
3.1.4.1 Szabad gyokok keletkezése a szervezetben

A szabad gyokok keletkezésének szabalyozott fizioldgias és patofizilogias formaja van.
Jol koriilhatarolt fiziologiai szerepik van az immunvédekezésben €s szadmos sejtszintil
folyamat szabalyozasédban. Az egyik legkorabban leirt ilyen folyamat a OH' altal indukalt
cGMP termelés. !

A sejtekben a szabad gyokok képzodésé szamos helye ismert. Ilyen enzimkomplex a
nikotinamid adenin dinukleotid foszfat (NADPH) oxidaz, valamint a hasonldképpen nagy

reaktivitassal bird xantin oxidaz és a gliikkéz oxid4z. Szabad gyokot képes létrehozni ezen
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kiviil a mitokondrialis elektrontranszport lanc, a cytochrom P450 komplex, az arachidonsav
metabolizaldsaban részt vevé lipoxigenaz valamint a ciklooxigenaz.

Intracelluldrisan a szabad gyokok keletkezésének egyik forrdsa a membranhoz kotott
NAD(P)H oxidaz, amely egy flavin tartalmu enzim."” Felépitése részben eltér a mas-mas
irainyban differencidlédott mezodermalis sejtvonalakban. Az oxidaz feladata szuperoxid
szabad gyok képzésének katalizalasa NAD(P)H felhasznalasaval:

2 0,+NAD(P)H — 2 O,"+NAD(P) + H'
Az igy keletkezett szuperoxid szabad gyok szervezetben betoltstt szerepét alabb

részletezziik.

3.1.4.2. A NAD(P)H oxidaz felépitése

A legalaposabban a neutrofil granulocitik NAD(P)H oxid4z rendszerét vizsgaltak."” A
vizsgalatok 6t alegységét azonositottdk: p40, p47, p67, p22 és a gp9l alegységeket.
Nyugalmi allapotban a p22 és gp91 komponensek — melyek cytochrom bssg néven is
ismertek — a membranban helyezkednek el, mig a p40, a p47 és a p67 alegységek a
citoszolban talalhatok. Mikodésének szabalyozasdban fontos szerepe jut a Rac2 és a
RaplA nevi kis molekulastilyt guanin nukleotid-koto fehérjéknek. Endothel sejtekben és
fibroblasztokban valamint mesangium sejtekben a fenti, neutrofil sejtekben 1évo
alegységeket szintén sikeriilt azonositani.

Az erek simaizom sejtjeiben talalhatdé NAD(P)H oxidéaz felépitése — hasonldan a
mesangium sejtekhez — valamelyest eltér a fentiekt6l. A gp91phox csak a tiid6 simaizmom
sejtjeiben taldlhaté meg. A neutrofil sejtekben a szuperoxid gydk termeléséhez

nélkiilozhetetlen
gp67phox alegység

messenger

p22 TTT111] ribonukleinsavanak

SUBBT (mRNS) jelenlétét
| rac il ., sikertilt igazolni
| e, o7

, simaizom sejtekben is.'*
pe7

1. abra A NAD(P)H oxiddz jélépz’tése simaizom sejtekben
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A fehérje nyugalmi allapotban lev$ simaizom sejtekbdl nem volt kimutathatd, eltekintve
néhany intimalis simaizom sejtet. Az érfal simaizom sejtjeiben a NAD(P)H oxidaz
felépitésében a nox1 vagy a nox4 alegység, a p22phox, valamint egy p47phox anal6g €s

egy p67phox analog alegység vesz részt.”’

3.1.4.3. A NAD(P)H oxidaz mikddése

A simaizom sejtek szuperoxid termelése kb. 1-10%-at éri el a neutrofil sejtekben

mérhetének.'® Az endothel sejtekben tapasztalt alacsonyabb szuperoxid termelés oka a
NAD(P)H oxidaz alegységek kisebb szama. Az endothel sejtek gp91phox és a 67phox
alegységeinek mennyisége 1-3%-at éri a neutrofil granulocitakban talalhatonak.!” Az érfal
simaizom sejtjeiben 1év6 NAD(P)H, eltéréen a neutrofil sejtektdl, kis mennyiségben,

nyugalmi allapotban is termel szuperoxidot. Mig a lymphocytakbdl izolalt membran

inaktiv, amennyiben nem torténik stimulacié — vélhetéen a nagy mennyiségben termelt

szuperoxid toxicitisa miatt - addig a nem stimulalt endothel sejtekb6l izoldlt membranban
megfigyelhet6 egy folyamatos, alacsony oxidaz aktivitas.

A simaizom sejtekben a neutrofil sejtekben leirtakhoz hasonldan torténik a NAD(P)H
oxidaz aktivalodasa. A neutrofil sejtekben a p47phox alegység tobb ponton torténd
foszforilacidjat kovetden komplexet képez a p67phox alegységgel a citoszolban, majd a
membranban taldlhaté gp91phox és p22phox altal alkotott koplexhez kapcsolddik. A
simaizom sejtekben a p47phox fehérje aktivacidja €s a szuperoxidtermlés mértéke kozott

szoros kapcsolat van.'®

Usio-Fukai és munkatarsai igazoltak a p22phox alegység
fontossagat az oxidaz miikodésében, mely a nox1— a gp91phox alegységgel a mikodés
szempontjabol fontos szakaszokon szinte azonos — fehérjével képez komplexet."” Az
endothel sejtek €s fibroblasztok mellett megfigyelték a fenti alegységekkel egyiitt a
~ p40phox és p67phox alegységek aktivalodasat is a simaizom sejtekben.”® A p40phox

‘alegység a komplexhez kapesolddva képes fokozni a szuperoxid képz6dését.?!

3144, A NAD(P)H oxidaz aktivalasa
- A NAD(P)H oxidaz aktivalasdhoz a neutrofil sejtekben sziikséges a protein kindz C
(PKC) aktivalodésa. Simaizom sejtekben is igazolast nyert, hogy PKC gatlok segitségével

22,23

a szuperoxid termelés jelentdsen csokkent. Lehetséges a szuperoxid termelés

indukélasa foszfolipaz D (PLD) koézremiikddésével is, amit a PLD aktivalédasa mellett
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nem specifikus gatlok segitségével sikertilt megerSsiteni.’* Az NAD(P)H aktivalodasanak
tovabbi lehetséges utja a lipidmetabolizmus soran keletkezd foszfolipdz A,, amit Holland
és mtsai igazoltak.”> A NADPH expressziojat fokozzak a G proteinek csaladjiba tartozé
Rac fehérjék, — melyek pl. a trombin, a homocystein, az Ang hatast kovetden aktivalodnak

— szabadgyok-termelést indukélva.'®*®

3.1.4.5. A NAD(P)H oxidaz inaktivalasa

A RaplA nevili alacsony molekulasulyt guanozin trifoszfat (GTP) koté fehérje 1:1
aranyban ko6tddik a citokrom bsss-hoz. A RaplA foszforilacidja a C-termindlis részen
torténik a protein kinaz A (PKA) altal. A foszforilaciét kovetden a RaplA levalik a
citokrém bssg-rol, miutin a GTP helyett guanozin difoszfatot (GDP) kot meg.
Feltételezések szerint ez a folyamat vezet egyrészt a NADPH oxidaz inaktivalasahoz.”” A
Rac-1 fehérje NAD(P)H oxidaz aktivitdsanak szabalyozaséban betoltott szerepét tamasztja
ala a sztatinkezelés megsziintetése kapcsan tapasztalt NAD(P)H oxiddz és szabadgyok

teremelédés fokozodas. 2>

3.1.5. A szabad gyokok hirvivo szerepe

A szabad gy6kok masodlagos hirvivé szerepét igazoltdk fiziologias esetben a
sejtndvekedésben, egyes gének expresszidjaban, a sejtek kozotti adhézid szabalyozasaban,
a hormonszintézisben, a csont reszorpciéban valamint a szoveti oxigén érzékelésében.”

A szabad gyokok masodlagos hirvivoként feltételezhetéen a diszulfid hidak és thiol
csoportok kozott lejatszoédd reakcidk utjan fejtik ki hatdsukat. Elképzelhetd utja a fenti
reakcio szabalyozéasanak, hogy a H,0, konnyedén 1ép reakcidba a sokkal kevésbé
altalanosan eléforduld tiolat anionnal (-S7), és ez altal szulfonsavat (-SOH) képez, amely
fizioldgias pH-n szulfonat ion forméjaban van jelen.*!

A sejtek masodlagos hirvivd rendszerében a O, szabad gydk ismert célpontjai a fehérje
tirozin foszfatdzok (PTP), melyek a katalitikus cisztein oxidaldédasa révén inaktivalodnak.
A szabad gyokok hatasahoz legalabb reaktiv szulfhidril csoport (SH) jelenléte sziikséges.
Mindegyik foszfataz rendelkezik egy ciszteint tartalmazé régioval (HCXXGXXRST)
melyben torténd mutdcié az aktivitas elvesztéséhez vezet. El0szér in vitro igazolddott,
hogy a -ST-csoport reakcidja alacsony koncentracidju H,O,-al a foszfataz funkcid

csokkenéséhez, megszlinéséhez vezet, ami ezt kovetben sejtes modellben is igazoldst
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2,33
nyert.3 ’

A NADPH altal termelddstt O, szabad gyok szdmos extracellularis hormon, citokin és a
mechanikus behatas kozvetitésében jatszik szerepet. A ndvekedési faktorok a Rac fehérjén
keresztiil foszfatidil-inozitol-3-kinaz (PI-3-kindz) fiiggd mddon indukaljak a szabad gyok
termelését.>* A O, szabad gyok ismert célpontjai a PTP-k, melyek a katalitikus cisztein
oxidalédasa révén inaktivalddnak, ily modon csokkentve szamos Rac medialta dtvonal
fehérjéjének foszforilaltsagat.

A NADPH oxidaz altal képz6dé O, fontos szereppel birnak a MAPK rendszer
szabalyozasdban. A MAPK-k a sejtek novekedésének, differencidloddsanak valamint
apoptozisanak szabalyozasaban fontos feladatot latnak el, melyek redox szabdlyozdsa az
egyik legjobban feltérképezett folyamat a szabadgyok-fliggd madsodlagos hirvivo
folyamatok kozott. A MAPK-k k6zé tartoznak az ERK1/2, a p38 kinaz (p38), a cJUN anion
terminalis (JNK) kinazok. Mindegyikiik foszforilacié Utjan aktivalodik, majd tovabbi
fehérjéket foszforilalnak, melyek a nuklearis fehérjékhez tartoznak.”

A szabad gyokok szamos nuklearis faktor aktivalasaban jatszanak szerepet. Az nuklearis
faktor kappa B (NF-xB) aktivalodasa mellett t6bb kisérlet igazolta az aktivator fehérje 1
(AP-1) - mely a Jun és Fos csaladba tartozd fehérjék homo- €s heterodimerizacidja révén
képzédik - az Elk-1, az SP-1 és a stressz aktivalta tirozin kindz (STAT) transzkripcios

faktorok szabad gytkok hataséra kialakuld fokozott mikodését. 6378

3.1.6. A szervezet szabad gyokiket semlegesité rendszerei

Az aerob szervezetek miikddéséhez oxigén sziikséges. Az oxidacido kapcsan kis
mennyiségben folyamatosan keletkeznek szabad gyokok. Nagy reaktivitasuk révén a
kornyezetiikben levo szinte 6sszes molekuldval képesek reakcidba 1épni kérositva azokat.
Ahhoz, hogy a képzddott szabad gyokok hatasukat a megfeleld helyen, idében, és a kivant
célt elérve fejtsék ki, a szervezetnek sziiksége van olyan rendszerre mely képes megvédeni
sajat magat a nem kivant kdrosodastol. Ennek megfeleléen tobbszords onvédelem alakult
ki.

Az antioxidans rendszereknek van enzimatikus €s nem enzimatikus része, ami magaba
foglalja a szuperoxid dizmutazt, a glutation peroxidazt, glutation reduktazt, a katalazt, a C
vitamint, az E vitamint, a 3-karotint, az A vitamint, a koenzim Qj¢-t, a flavonoidokat, a a-

lipoidsavat, antioxdans elemeket (Cu, Zn, Mn, Se), kofaktorokat (folsav, B;-, B,-, Bs, Bi-
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vitamin) és szamos antioxidans tulajdonsaggal birdé vegyliletet mint pl. a karbamid

nitrogén, a poliaminok, az adenozin, a cisztein, a homocisztein vagy a melatonin.”’

3.1.6.1. ASOD

A Oy szabad gyokot semlegesitd SOD elészor marha vvt-bol izolaltak, melyet kordbban
haemocuprein, erythrocuprein, cerebrocuprein és hepatocuprein néven is ismertek.”” A
SOD két O, szabad gyok kozotti reakceiot katalizalva semlegesiti a reaktiv molekulakat:

SOD, 2H"
0, + 0y 0,+ H,0,

Ismert a CuZn-SOD (SOD-1), mely a citoplazmaban taldlhatd. A szakirodalom az
extracellularisan talalhat6 CuZn-SOD-t (SOD-3) egy masik izoforménak tekinti. A Mn-
SOD (SOD-2) a mitokondriumokban talalhato.

A legnagyobb mennyiségben a SOD-1 izoforma talalhaté a sejtekben. Mig az Ossz
dizmutaz aktivitas 50-80%-ért a SOD-1 izoforma felel, addig a SOD-2 aktivitdsa 2-12%-a
az ossz dizmutdz aktivitisnak. A maradék aktivitdsért felel az extracellularis SOD.*"**%
Stressz-mentes koriilmények kozott a sejtek szuperoxid termelésének javat mitokondrialis
elektron transzport lanc teszi ki. Ezért a SOD-2 tekinthetd az elsé védelmi vonalnak a O,
szabad gyokkel szemben. Az is ezt bizonyitja, hogy amennyiben a Mn-SOD teljes
egészében hianyzik egerekbol, sziiletést kovetden néhany héten beliil elpusztulnak, és mar

1k . . ; 444
sziiletéskor szamos rendellenességgel birnak.****

3.1.6.2. Katalaz
A katalaz 4 azonos alegységbdl tevddik dssze. Osszesen 240 kDa molekulasulyt tetramer

enzim. Szerepe a H,O, semlegesitésében van.

Katalaz

2 H,0,

2 H,0+ 0O,
Intracellularisan, foleg a peroxiszomakban, valamint kisebb mennyiségben a citoszolban

 talalhato.*®

3.1.6.3. Glutation, glutation peroxidaz, glutation reduktaz.

A sejtekben, legnagyobb mennyiségben talalhaté antioxidans a glutation (0,1-10 mM).
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Szamos folyamatban jatszik fontos szerepet: metabolizmus, transzport, katalizis, a fehérjék
SH csoportjainak biztositasa, nukleinsavak termelése. Tobb enzim kofaktora. Nem csak az
oxidativ stresszel szemben nydjt védelmet, hanem toxikus vegyiiletekkel és az irradiacioval
szemben is."’

A szervezetben ciszteinb6l képzddik y-glutamil transzferdaz és glutation szintetdz
hataséara. A redukalt glutationnak (GSH) a sejtekbdl vald kijuttatasat a membranhoz kotott
y-glutamil transzpeptidaz végzi. A sejtekbe torténd transzportjat y-glutamil aminosavakat
szelektiven transzportaldo rendszeren keresztil torténik. A szérum glutationszintjét
nagyrészt a maj biztositja.**

Emlésok sejtjeiben az 6ssz GSH 0,2%-a van oxidalt glutation (GSSG) formajaban jelen.
Kis mennyiségben kotddik fehérjékhez.

A glutation peroxidaz (GSH-Px) H,O,—ot és szerves peroxidokat semlegesit GSH
segitségével. A GSH-Px 4 alegységet tartalmaz, amelyek mindegyikében 1-1 Se van jelen.
Napjainkig legalabb &t izoenzimét azonositottak.”® Sokaig a GSH-Px-t tartotték felelésnek
a HyO, semlegesitéséért, mivel nagyobb affinitassal bir a HyO,—hez, mint maga a katalaz. A
GSH-Px redukalja a lipoperoxidokat, foszfolipid peroxidokat ¢s koleszterin
hidroperoxidokat is.*

A glutation reduktaz egy flavoprotein, amely a gliik6z-6-foszfat dehidrogenaz A4ltal

termelt NADPH segitségével redukalja a GSSG-t két GSH-va.

3.1.7. A szabad gyokok és a dohanyzas

A dohényzas soran keletkezd szamos vegyiiletnek aktiv szerepe van a szervezet
karositasaban és ezen beliil egyes daganatok kialakulasanak elésegitésében.”

A dohanyfiistét alapvetden két részre osztjuk, részecske — katrany — fazisra, melynek
99,9%-a fennakad a cigaretta szlir6jén, valamint légnemii fazisra, mely &tjut a

. ooy 51
mgarettaszmron.5

A dohany égésekor keletkezett aromas szénhidrogének, aldehidek,
aromas nitrogénvegyiiletek, fenolok, aromés policiklikus vegyiiletek mellett nagy
mennyiségben keletkeznek szabad gytil(('51<.52’53 A részecske fazisban a szabad gyokok
mennyisége nagyobb, mint 10" szabad gyok/g, a gaz fazisban pedig nagyobb, mint 10"
szabad gyok/puff. A részecske fazisban 1évé szabad gyokok élettartama hosszh (hetek,

honapok), szemben a gaz fazisu szabad gyokok rovid élettartamaval (mésodpercek).> A

dohanyfiistben a szabad gyokok keletkezésének elsd 1€péseként a szénhidratok €s fehérjék
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égésekor alkének és NO keletkezik. ANO oxidacidja soran nitrat (NO,) képzddik. Az igy
keletkezett NO, az alkénekkel (R) reagalva alkén (R"), alkén oxid (RO), alkén peroxid
(ROO") szabad gyokoket képez.”® Igy a szerves szabad gyokok mellett a dohdnyfiistben

talalhatdo NO, NO,, peroxinitrit és peroxinitrélt.56

3.1.7.1. A dohidnyzas kardiovaszkularis hatisiban szerepet jatsz6 szabad gyokos
folyamatok

A CV morbiditas és mortalitas egyik f6 okozdja a dohanyzés. El6segiti a stabil angina
pectoris, az akut coronaria syndroma, a pulmonalis hyepertensio és a stroke kialakuldsat.
Szerepe bizonyitast nyert az angiografiaval igazolt atherosclerosis, valamint a frissen
kialakult coronaria 16ziok létrejottében is.>’~* ? Aktiv és passziv dohanyosokban egyarant
csokken az erek kontraktilitisa a kontroll csoportokhoz képest.®® Ezen csokkent
kontraktilitas egyik els6dleges oka az NO szintézisének kdrosoddsa, amely az endotelidlis
nitrogén monoxid szintaz (eNOS) aktivitisanak megvaltozasaval fiigg ssze.’! Szintén a
NO hatékonysaganak csokkenését vonja maga utan a dohanyfiist altal fokozott aktivitasu
NAD(P)H oxidaz altal termelt szabad gyokok. Az igy keletkez6 O,  reakci6jat az NO-al
gyakorlatilag a diffizi6 szabalyozza, mely hatszor gyorsabban zajlik le, mint a Oy
kozémbositése SOD 4ltal.’*%* A myocardialis infarctus kialakuldsa és a thrombosis
szempontjabdl fontos megemliteni, hogy a dohanyzas fokozza a trombocitédk aggregaciods
képességét is, amiben fontos szerepet jatszanak szabadgyokos mehanizmusok.**

A dohényfiist megnéveli a periférian taldlhatd leukocitdk szamat, valamint szamos

gyulladasos marker szérumszintjét.*®

Ismert az is, hogy a dohéanyfiist elésegiti a
monocytak adhéziojat az endothel sejtekhez egyben fokozva migracidjukat a
szovetekbe 5" Az atherosclerosis szempontjabol kedvezétleniil befolyasolja a lipidprofil
alakulasat. Emelkedik a szérum triglicerid (TG) és koleszterin, valamint csokken a nagy
denzitasu lipoprotein (HDL)-koleszterin szint, amellyel azonos iranyt valtozasok
figyelheték meg inzulin rezisztenciaban.®®®® Yamaguchi és munkatérsai napjainkban

igazoltak, hogy dohéanyfiist vizes oldata hiperlipidémias nyulakban az alacsony denzitast

lipoprotein (LDL) oxidéacidja révén felgyorsitja az atherosclerosis kialakulasat.”

3.1.8. Az elérehaladott glikacios végtermékek és a szabad gyokok

A figyelem a kardiovaszkularis betegségekkel kapcsolatban a taplalkozas egészségtelen
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voltéra is kiterjedt. Fény deriilt az ételek elkészitésekor keletkezd, a gasztrointesztinumban
felszivodd glikacios végtermékekre. Az elbrehaladott glikacids végtermékekrdl

bebizonyosodott, hogy a szervezetben szabad gyokok keletkezését indukaljak.

3.1.8.1. Az elérehaladott glikacios végtermékek keletkezése és eliminidcioja

A redukalo cukrok kapcsolodva az aminosavak vagy a fehérjék amino csoportjaihoz
labilis Schiff bazist alkotnak a Maillard reakci6 elsé 1épéseként. Ezen elsd 1épést kovetve
tébb reakcié soran alakulnak ki a sokkal stabilabb - Amadori termékeknek nevezett —
ketoaminok.”! Az Amadori termékekbé] lebomlasuk folyaméan tovabbi igen reakcidképes
vegyiiletek jShetnek létre, mint a 3-deoxiglukozon az MG és a glioxal. A glikacids
végtermékek keletkezésének tobb tutja ismert a fenti klasszikus utvonal mellett. Ezen
reakcioutak soran szintén a mar emlitett harom dikarbonil vegyiilet keletkezik. Dikarbonil
vegyiiletek keletkeznek a szénhidratok, Schiff bazisok és Amadori termékek vas katalizélta
autooxidacioja kapcesan, oxidativ stressz soran valamint lipidperoxidéacid révén is. 72.73,74.75
Nem oxidativ modon szintén keletkezik MG és 3-deoxiglukozon acetonbdl, tridz
foszfatokbol, valamint fruktdz-3-foszfatbél. A  keletkezett dikarbonil vegyiiletek
felhalmozodasat karbonil stresszként is ismerjiik.”

Glikacios végtermékek nem csak in vivo, hanem in vitro is keletkeznek. Igy a dohanyzas
és a taplalék elkészitése kapcsan is létrejonnek AGE termékek.”®”” A dohdnyosok
szérumaban, szemlencséjében és érfalaban magasabb az AGE koncentracidt mértek, mint a
nem dohanyzokéban, ami a dohanyzis soran keletkez6 AGE-k felszivodasara vagy
fokozott képzddésére utal.#7 A taplalékok hdkezelése kapcsan szintén keletkeznek AGE-
k381 A hokezelés a fehérje és szénhidrat tartalmu ételek AGE tartalmat kb. 10-szeresére,
mig a zsirtartalmu ételek AGE tartalmat kb. 100-szoroséara noveli.*> Az AGE mellett nagy
mennyiségben talaltak az ételekben hékezelés hatdsara keletkezd MG-t is.*?

Radioizotopos vizsgalatokkal mind allatkisérletekben, mind huméan vizsgalatokban
sikeriilt igazolni, hogy a szérumban a taplalékkal bevitt AGE '10%-a jelenik meg. A
felszivodott AGE-t a retikuloendothelialis rendszer sejtjei veszik fel az AGE-receptorokon
keresztiil.* Ezen sejtekben az AGE lebontasat kovetéen AGE peptidek jonnek létre,
melyek a keringésben keriilve fejtik ki karosité hatdsukat keresztkotések létrehozasaval.®

Igazoltak, hogy az AGE-termékek kizarolag a vesén keresztiil iiriilnek a szervezetb61.*® A

felszivodott AGE—ovalbuminhoz koéthetd radioaktivitasnak csak 30%-a elimindlodik az
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étkezést kdvetd 72 draban a vizelettel. Az aminoguanidin fokozta az AGE-termékek renalis

elimindciojat, és egyidejiileg csokkentette a szoveti akkumuldcidjukat ig 828

3.1.8.2. A glikacioés termékek altal aktivalt hirvivé rendszerek

Diabetes mellitusban valamint végstadiuma vesebetegekben megfigyelhetd a glikacios
végtermékek fokozott képzddése és felszaporodasa a szovetekben. Az AGE termékek
felszaporodasa kovetkeztében koros folyamatok indulnak el sejt-szoveti szinten. A
glikacids végtermékek hatasukat receptorokhoz kétddve fejtik ki. Az AGE immunglobulin
szupercsaladba tartozd receptora nevét az angol ,receptor for AGE”-bdl kapta, roviditve
RAGE (AGE receptor). A RAGE egy 45 kDa molekulatomegii fehérje. A fenti receptoron
kiviil glikacios termékeket k6t meg a makrofagok scavenger receptorainak I és II tipusa, az
AGE receptor komplex elemei, a galectin-3 (AGE-R3), az oligosaccharyl transzferaz
complex protein 48 (AGE-R1), a lactoferrin, a 80K-H fehérje (AGE-R2), a lysosyme, az
SRA s a CD 36 is.3788:8990.91,75

Az AGE-k kapcsolédva a sejtfelszini receptoraikhoz szabad gyokok képzddését
indukaljak. Az AGE-kivaltotta szabadgyok-képzédésben szerepe van a NADPH oxidaz
rendszernek.”* A NADPH oxidaz aktivalisa mellett az AGE-k szamos tovabbi fehérje
foszforilalasat indukaljak — mint pl. a MAPK-k, p21ras, PI-3 kinaz, cdc42/rac, Jak/STAT.
Aktivaljak a redox szenzitiv NF-xB transzkripcios faktort, melyen keresztil gyulladas
gének transzkripcidjat inditjak el [tumor nekrdzis faktor alfa (TNF-a), TNF-B, IL-1
(interleukin), IL-6, IL-8, interferon-y (IFN-y), adhézids molekulak].***>* A fenti

folyamatok mindegyike gatolhaté volt AGE ellenes antitesttel vagy szolubilis RAGE-val.

3.1.8.3. A vas anyagcsere, az oxidativ stressz és a nem enzimatikus glikdcié
kapcsolata
A vas atmeneti fémként elektron felvételére és leadasara képes Fe*' valamint Fe**
formajanak koszonhetéen. Fenti tulajdonsaganak kovetkeztében nélkiilozhetetlen t6bb
enzim mikddéséhez, az oxigén transzportjahoz, a citokrom rendszer miikodéséhez. Viszont
e sajatossaga teszi veszelyessé egyes szervezeten beliili karos folyamatok katalizalasaval.
Egy feln6tt ember szervezetben 35-45 mg vas van kilogrammonként. A vas kb. 80%-a a

hem fehérjék felépitésében vesz részt, 10-15%-a a mioglobin alkotorésze, a fennmaradd
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hinyad pedig enzimekben talalhato. A vas felvétele a gasztrointesztinalis traktusban
kizarolag a duodenum teriiletén zajlik. Egyrészt a gyomorban az alacsony pH-nak
koszonhetéen Fe?*-né alakul a taplalék Fe’* ionja, valamint ugyanezen atalakulast segiti elé
a bélbolyhok divalens fém tarnszporteréhez csatlakozva talalhato ferri reduktaz.”’ Egy nem
specifikus fém transzporter segitségével jut a bélbolyhok sejtjeibe a vas. A hem vas
felvétele egy ettdl eltérd, kevésbé tisztazott folyamat utjan torténik. A sejtekbe jutott vas
ezt kdvetben ferritin formajaban raktirozodik vagy — egy napjainkban azonositott fehérje a
— ferroportin segitségével jut a keringésbe a bazolaterlis oldalon, ahol szallitisat a
transzferrin végzi.93 A plazmaban transzferrin altal szallitott vasat a transzferrin receptor
segitségével veszik fel a szovetek. Szervezetiink f6 vas raktarai a mdj és a makrofagok. A
sejtek vas homeosztazisukat a transzferrin receptor és a ferritin szintézisének
szabalyozasaval képesek befolyasolni.”

Azon betegségekben, melyekben fokozott oxidativ stresszel taldlkozunk, mint pl. diabetes
mellitus, kronikus veseelégtelenség, kronikus fert6zd betegségek a vas anyagesere

100,101,102, 104 Ugyanezen betegségekben figyelték meg a vas

karosodasa is megfigyelhetd.
felszaporoddsat a vasraktarakban, valamint a vas felszabaduldsat az intracellularis
raktarakbol. '9+193:195 A mobilizalt, ,,szabad” vagy ,labilis” vas — mely szinte azonnal
komplexet alkot citrattal vagy adenozin difoszfattal (ADP) - szabad gyokos reakciokat
képes katalizalni a Fenton és a Haber-Weiss reakciok keretében, valamint katalizalja az
AGE képz6dés oxidativ 1épéseit.® Tehat a vas homeosztazisanak a felborulasa elésegiti a

szabad gyokok fokozott képzddését, ez altal pedig katalizalja a glikacios végtermékek

képzbdését.

3.2. Az intracellularis kalcium

Az intracellularis kalcium szintje szamos betegségben tér el a normalistol, tobbek kozott
hypertonidban, obesitasban, inzulin rezisztencidban. Az extracelluldris 2,1-2,5 mmol/l
kalcium szint tébb mint 20000-szerese a kb. 100 nM-os intracellularis szintnek. Az
emelkedett intracellularis kalcium szint, pedig a sejtek karosodéasahoz, végiil sejthalalhoz
vezet. Ennek ismeretében feltételezhetd, hogy a sejtek intracelluldris kalcium szint
szabalyozéasa tsbb modon torténik.'"

A [Ca®]; szabalyozasinak bonyolultsagira utal, hogy mind idébeni, mind térbeni

valtozasa mellett lehet atmeneti vagy oszcillalé jellegi a [Ca?*]; véltozdsa. Ezzel
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magyarazhatd, hogy a kiilénb6z6 stimulusok hatisara mas és mas utvonalak aktivalddnak a
[Ca2+]i emelkedésének hatdsara. A [Ca®']; emelkedéséhez vezetnek, pl. az inozitol trifoszfat
(IP3), a ciklikus adenozin difosztaf rib6z (cADPR), a H,0,, a O, a diacilglicerol, az
arahidonsav, az Ang, a szfingozin, a szfingozin-1-foszfat és maga a kalcium. Tekintettel a
hirvivéként betdltott szertedgazd szerepére csak e tanulméanyban szerepl6 teriiletekkel vald

kapcsolatét taglaljuk.'%%1%

3.2.1. Az intracellularis szabad ionizalt kalcium szint szabalyozasa

A intracelluléris, szabad ionizalt kalcium ([Ca®'];) szintet alapvetSen annak felvétele és
elimindcidja kozotti egyenstlyi allapot hatdrozza meg. Felvétele elsdsorban a
fesziiltségfiiggd kalcium csatorndkon és a transiens receptor potential (TRP) homoldg
csatornakon, a ligand specifikus kation receptorok, [Ca®™]; altal szabalyozott kation
csatornak, nem specifikus kation csatornék, purinerg receptorok és a szivizomban talalhato,
Na'/Ca®* csatornan keresztiil zajlik. Az intracellularis raktarakban levé kalcium
mobilizaldsaban szerepet jatszo inozitol 1,4,5-trifoszfat (IP3) érzékeny receptorok szinte
minden sejtben megtalélhatc’)ak.“o Az [Ca®™]; sejtekb8l torténd kiiiritéséért a plazma
membran Ca®’-ATP-az és a Na'/Ca**-csatorna felelss.!!!

A [Ca®); szintjének szabalyozasaban a fentiek mellett fontos szereppel birnak a sejtek
kalciumot kotd, raktarozd egységei. Intracellularisan alapvetden megkiilonboztetjiik a
kalciumot raktarozé endoplazmatikus retikulumot (ER), a mitokondriumokat, a Golgi
szervet és a kalciumot ko6 fehérjéket.'”’

Az ER - mely az egész sejtet behalozza - a citoszolban a stimulusok hatasara megjelend
[Ca?"]; legjelentésebb forrasa. Az ER membranjaban levd Ca**-ATPaz-ok (sarco- vagy
endoplazmatikus-retikulum Ca**-ATP-az (SERCA)) egyik izoforméja juttatja a [Ca®']; -ot
az. ER-ba, ahol azt a calsequestrin nevii fehérje koti meg.'"

A mitochondriumok szintén képesek kalciumot raktarozni, amely elérheti a 0,5 mM-os
szintet is. A mitokondrium kalcium csatornai kisebb affinitéssal birnak a [Ca®"]; irant, mint
az ER-ban talalhat6 csatornak és csak az [Ca2+]i 330 nM-os szint folé torténd emelkedése
utan fejtenek ki jelentdsebb aktivitast.'® A [Ca®™™]; kérosan magas szintje a

mitokondriumokban olyan folyamatokat indithat el, ami apoptézishoz vezet.!'*

A Golgi szerve szintén képes kalcium felvételére IP3 hatasara.'"
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3.2.2. A Kkalcium szerepe a nitrogén monoxid szintiz aktivilasaban

A nitrogén monoxid szintdz (NOS) két f6 izoformajat kiilonboztetjiik meg, a konstitutiv
nitrogén monoxid szintazt (cNOS) és az indukalhat6 nitrogén monoxid szintat (iNOS). A
cNOS két formaja az eNOS ¢€s az neuronalis nitrogén monoxid szintdz (nNOS). Az eNOS a
citoszolban helyezkedik el. Az nNOS-hoz hasonléan, a [Ca2+]i szintet noveld bradikinin,
hisztamin, szerotonin, adenozin, trombin, Kkalcium ionofor, &sztradiol, ér endothel
novekedési faktor (VEGF) aktivalja az eNOS-t is. A fentiektd] fiiggetleniil a [Ca™"]; szint
valtozasatol figgetleniil is aktivalodhat az eNOS, pl. nyiréeré hatasara,' '

A [Ca’; szint emelkedése kovetkeztében a kalmodulin (CM) kalciumot kotve
kapcsolodik az eNOS-hoz, ez altal hozzéjarulva a cNOS aktivalasahoz. Az aktivalas ugy
torténik, hogy a Ca*"-CM komplex kapcsolodik a NOS-hoz, annak gatlé doménje levalik a
hem molekulardl igy lehetévé téve, az addig gatolt, elektron transzfert. Ezt kdvetden tbb
egyéb kofaktor segitségével a NOS, NO-ot képez arginin-bél molekuldris oxigén
jelenlétében.!'®!"? A ¢NOS aktivalodasa révid idejl, pikomolaris mennyiségli, NO
termeléssel jar, mely az eNOS esetében szinte kizardlag a caveolédkban figyelheté meg. A
caveolaban levé eNOS gatlasa szempontjabol fontos szerepet feltételeznek a caveolin-1

nevii fehérjének, mely megakadalyozza, hogy a CM elektront tovéabbitson a hem

alegységnek. A caveolin-1 expreszidjanak fokozddasa gatolja az eNOS miikodését.'*

3.2.3. A nitrogén monoxid szerepe az intracelluliris kalcinmszint es6kkentésében
A NOS altal termelédott NO, a guanilat cikldzhoz kapcsolodva aktivalja azt, ami cGMP

121

termelést eredményez. = A cGMP kozvetleniil is képes csdkkenteni a [Ca2+]i szintet, a

protein kinazokon, tovabba az ER Ca®"-ATPézon keresztiil.'*

33 A renin - angiotenzin — aldoszteron rendszer

A szervezet egyik legrészletesebben feltérképezett endokrin rendszere a renin -
angiotenzin — aldoszteron rendszer (RAAS). A rendszer els¢ felfedezett eleme a renin. A
340 aminosavbol allo renin preproreninbdl képzddik, proreninen keresztiil. A prorenin
kallikrein hatdsira alakul at reninné. A renin a szervezetben elsésorban a vesében
termelddik, az afferens arteriola falaban levd sejtekben, az arteriola glomerulusba 1épése
elott. A keringésbe keriilt renin hatasara keletkezik az angiotenzin I angiotenzinogénbdl.

Az angiotenzin I-et az angiotenzin konvertal6é enzim (ACE) alakitja 4t angiotenzin II-vé,
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melynek az aldoszteron (Ald) termelésére ¢és a vérnyomasra kifejtett hatdsa mellett szamos

. 12
egyéb szerepe van. 3

3.3.1. Az angiotenzin II (Ang)

Az Ang egy nyolc aminosavbol 4ll6 polipeptid mely az angiotenzin I-bdl keletkezik (2.
abra).

Az Ang gyorsan elbomlik a szervezetben. Féléletideje 1-2 perc a keringésben.
Inaktivalasat aminopeptidazok végzik, melyek az N-termindlis aszparaginsavat hasitjak le,
létrehozva az angiotenzin Ill-at, mely gyengébb vérnyomast emeld hatdsa mellett az Ald

elvalasztast azonos mértékben serkenti, mint az Ang.

Angiotenzinogén

| — G

Angiotenzin I

Camas > ——= | — CaD

Angiotenzin II

2. dbra Az angiotenzin Il képzése angiotenzinogénbdl

Hatasa sokrétli. Részt vesz a vérnyomas, az extracellularis térfogat és a so-,
folyadékhaztartas szabalyozasaban. Vazokonstrikcidt okoz, €s mint mar emlitettiik, fokozza
az Ald termelését, valamint szekréciojat €s a szimpatikus idegrendszer aktivitasat. Serkenti
a Na' visszaszivasat, gyulladasos folyamatokat indit el. A novekedést és a sejtek osztodasat
serkentd hatasa mellett képes gatolni a sejtndvekedést. Fokozza tobbek kozott a bradikinin

¢€s az NO képzddését. Apoptdzist indukélhat.'**

3.3.1.1. Az Ang receptorai és az azokon keresztiil kifejtett intracellularis hatiasok

Hatasat két receptoron keresztiil fejti ki, az angiotenzin receptor l-en (AT)) és az
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angiotenzin receptor 2-n (AT,). Az AT;-es receptor két altipusat kiilonboztetjiik meg, az
ATt és az ATt

A felnétt szervezetben az AT, receptoron keresztiil kifejtett hatdsaival kapcsolatban
ellentmondasos eredményeket kozoltek. Vazodilatacids folyamatokat serkent, fokozva a
bradikinin, a NO és a ¢cGMP termelését. Hatasainak egy részéért egyes foszfatazok
aktivalasa felel6s. Nincs hatassal a [Ca2+]i szintre, nem n6veli az IP-3, valamint hatastalan a
ciklikus adenozin monofoszfat (cCAMP) és a ¢cGMP szintre is.'>

Déntden az AT receptora tehetd feleléssé az Ang tovabbi hatasaiért. 359 aminosavbol
allo 41 kDa molekulasulyt fehérje. Hét transzmembran doménnel rendelkezd receptor
csaladhoz tartozik, mely G-protein kapcsolt. A G-proteinek aktivalédasa szempontjabol a
citoszolban talélhaté tyrozin (Tyr)'?’-té] az izoleucin (Ile)'*’-ig tal4lhat6 szakasza fontos.
Egves eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az Ang kivaltotta IP-3 képzddés G-
protein fiiggd folyamat, mig az ERK aktivalédasa — meglepd moddon, szdmos egyéb
kutatdcsoport eredményeitdl eltérden - B-arrestin fliggs.'2¢

Az Ang az AT, receptoron Keresztiil t6bb intracellularis tvonalat aktival, mint pl. a
foszfolipideket, nem receptor tirozin kindzokat, receptor tirozin kindzokat, a MAPK
kaszkadot, kis molekulasulyt G proteineket €s szabad gyokok termelését valtja ki. Ezen
utvonalak segitségével aktivalodik szamos protoonkogén - melyek kozé tartoznak a c-fos,
¢-jun, c-myec, erg-1, VL-30 - és ndvekedési faktor is - trombocita eredetli névekedési faktor
(PDGF), epitelialis novekedési faktor (EGF), transforming ndvekedési faktor béta (TGF-B),
inzulin-szer(i ndvekedési faktor-1 (IGF-1), fibroblaszt névekedési faktor (FGF). Az NF-«xB
é¢s AP-1 mellett adhézids molekuldk, kemotaktikus anyagok és vazokonstriktorok
termelését stimulalja.'**

A sejteket novekedésre serkentve, az extracellularis matrix Osszetételére, felépitésére
hatva befolyasolja a szovetek és az érfal felépitését. Fokozza a fibronektin, az 1-es tipusu
kollagén, a glikézaminoglikdnok termelését. Noveli a plazminogén aktivator gatld-1-es

aktivitasat, befolyasolja a fibrinolizist €s a trombocita aggregaciot.

3.3.2. Az aldoszteron (Ald)
Az Ald egy szteroidhormon, mely a mineralokortikoid-hatas kb. 90%-ért felel6s.
Termelését az Ang stimulalja. Ezen kiviil az Ald elvalasztasat fokozza a hiperkalémia, az

adrenokortikotropin (ACTH), valamint szabédlyozasdban részt vesznek a natrium és
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hidrogén ionok. A keletkezd Ald Na'-retenciét okoz, fokozza a Mg®™ és a K tiritését.
Fokozza a szimpatikus aktivitist, gatolja a paraszimpatikus aktivitast. Fibrozist indukal a
szivizomzatban €és az érfalban. Vaszkularis karosodést indukal, baroreceptor diszfunkciot
valt ki.'"”” Az intracullularisan kifejtett hatds mehanizmusét alapul véve megkiilonboztetjiik
gyors, nem-genomikus és genomikus hatasat.

Napjainkban reneszdnszat éli az aldoszteronnal kapcsolatos kutatds. A RALES
(randomized aldactone evaluation study) tanulményban ko6zolt adatok - ahol igazoltak,
hogy posztinfarktusos betegeknél a mineralokortikoid receptor gatlé spironolakton
jelent6sen csokkenti a mortalitdst — ismét a mineralokortikoidra és receptorblokkoloira
terelték a figyelmet. A szelektiv mineralokortikoid receptor gatlé Eplerononnal az
EPHESUS (eplerenone post acute myocardial infarction efficacy and survival study)

tanulmanyban azonos eredményre jutottak a posztinfarktusos mortalitast illetéen. 2812

3.3.2.1. Az Ald szintézise és eliminacidja

Az Ald koleszterinb6l szintetizalodik 11-deoxyikortikoszteronon keresztiil, a mellékvese
zona glomerulozajaban.'”

A szintézis els6 1épéseként a koleszterin a mitokondriumba transzportalddik a szteroid
akut szabalyoz6 fehérje (StAR) révén. Ott pregnenolonnd alakul (citochrom P450 enzim
altal — P450s.), majd a pregnenolon az ER-ba szallitédik. Az ER-ban progeszteronna
alakul a 3-béta-hidroxiszteroid dehidrogendz altal. Ez kdvetden szintén egy cytochrom
enzim, a 21-hidroxilaz (P450,;) 11-dezoxikortikoszteront képez a progeszteronbol, ami
visszakeriil a mitokondriumba, ahol az kortikoszteronna alakul, amely lépést az ezt
kovetbkkel egylitt egy mitokondriumban levé cytochrom P450 enzim szabalyozza. Ezen
enzim az aldoszteron szintdz (CYP11B2) melynek 5’ promotere felelés az Ang II
szabalyozd funkcidjaért. A CYP11B2 a mellékvesében kizardlag a zona glomerulasban
talalhat6. Az aldoszteron-szintaz katalizdlja az Ald szintézis utolsé lépéseit, a 11-
deoxyikortikoszteron 11B-hidroxilacidjat, a kortikoszteron 18-hidroxilaciojat és a 18-
hidroxikortikoszteron 18-oxidaciéjat Ald-da.>*"*!

A szintézist szamos ion, peptid, citokin, hormon befolydsolja. Mint mar emlitettiik, az
Ang, a magas K" tovabba az ACTH stimulaljdk. A szintézist gatoljak az alacsony K szint,
a hiponatrémia, a dopamin, az ANP valamint az Ang stimulalta Ald szintézist az

adrenomedullin és a proadrenomedullin N-végii peptid.
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Az Ald féléletideje kb. 20 perc, koncentracidja a plazmaban 0,06 pg/l. Nagy része a
mdjban tetrahidrogliikuronid szarmazékka alakul. 1%-nal kisebb része iiriil valtozatlan

formaban a vizelettel.

3.3.2.2. Az Ald nem-genomikus hatisa

Az Ald-nak megkiilonboztetjitk genomikus €s nem-genomikus hatasat. A nem-genomikus
hatasért felel6s lehet egy specifikus ligand-receptor kapcsolat vagy nem specifikus k&tédés
fehérjékhez, lipidekhez. Ez a foylamat mind a mai napig tisztazatlan.

Az Ald nem-genomikus hatasat szamos sejten, szoveten sikeriil megfigyelni, tobbek
kozott epitelialis sejteken (vese tubularis sejtjei, vastagbél epithelium), endothel sejteken,
leukocitdkon, simaizom sejteken, szivizom sejteken.132

A vese disztalis tubularis sejtjeiben az Ald alkalmazasat kovetd kevesebb, mint 5 percen
beliil megvaltoztatja az intracellularis pH-t, mely hatas amiloriddal gatolhatonak bizonyult,
szemben a spironolactonnal. Az Ald cicloheximiddel és actinomicin-D-vel nem gatolhaté
moédon noveli az intracellularis Na®, és kalcium szintet, valamint a sejttérfogatot,’>>**15°
Ez az Ald gyors, nem-genomikus hatdsat igazolja, ahol a hatds érvényesiilés€hez nem
sziikséges transzkripci6 és transzlacio. Figyelemre mélt, hogy a Na'/K'-ATP-4zra kifejtett
hatds mar 1-2 percen beliil jelentkezik. Az Ald hatdsara megfigyelhetd volt az IP-3 30
mésodpercen beliili szignifikans emelkedése a sejtekben. A [Ca®']; emelkedése 2-3 perccel
koveti az Ald stimulaci6t. Az Ald ezen hatasét spironolaktonnal nem sikeriilt kivédeni.'*
Aktivalja a PKC-t, noveli a sejtek cAMP szintjét. Szivizom sejtekben noveli a NY/KH2C1
kotranszporter aktivitasat. Szamos tanulmany veti fel egy nem mineralokortikoid receptor
(MR) meglétét, azonban napjainkban egyre tobb kisérlet utal arra, hogy azon hatasok
legalabb egy része, melyeket nem-genomikusnak tartottunk a klasszikus intracellularis
MR-en keresztiil t5rténik."?’

A nem-genomikus hatdsok kozott tartjadk szamon az Ald epitelidlis ndvekedési faktor
receptor (EGFR) és ERK1/2 aktivald képességét, mely a stimulaciot kovetd S percen beliil
jelentkezik.*®1%

Az in vitro kisérletek mellett egészséges onkénteseken végzett vizsgalatok soran Ald
adasat kovetden a szisztémas vaszkuldris rezisztencia mar 3 perccel a beadast kdvetden

14 . ;. , o . . . ..
megemelkedett.!*%"%® A szisztéméds vaszkulris rezisztencia emelkedését napjainkban

egészséges Onkénteseken végzett tanulméany erdsitette meg az Ald adasat kovetd 30.
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ok ; . 141
percben is, valtozatlan szivirekvencia mellett.

3.3.2.3. Az Ald genomikus hatisa és az MR

Az Ald klasszikus hatasat az intracellularisan talalhaté MR-hez kétodve fejti ki. Az MR-
hez kotstt Ald alkotta komplex a sejtmagba jutva mRNS atirdsan keresztiil, fehérjék
szintézisét indukalja.

Fé hatdsa a vese eipitelidlis sejtjein a Na™ és a Cl reabszorpcio, valamint a K™ és H'
excretié fokozadsa. A Na' transzportjat fokozza a vese disztalis tubulusain kiviil a colon
disztalis részén és a nyalmirigyekben, az amilorid szenzitiv epitelialis Na® csatornan
(ENaC) keresztiil. A bazolateralis membranon, a Na'/K'-ATP-azon keresztiil katalizalja az
aktiv transzportot.13 !

A glukokortikoid receptorrdl (GR) nyert ismereteink nagy része alkalmazhaté az MR-ra
is, bar a hasonlésag ellenére nagy kiilonbségek is vannak a két , testvér” kozott. Az MR
specifikus ligandja az Ald, mely nanomélos koncentracidban képes aktivalni azt. Az MR-t
a kortizol is képes aktivalni viszont csak az Ald koncentracidjanal kb. 1000-szer magasabb
koncentracioban. Ez koszonhetd egyrészt a sejtek 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 2

tartalméanak (118HSD?2), mely a kortizolt elhanyagolhat6 aktivitassal rendelkezd kortizonna

alakitja. '*? Az Ald specificitasaért felelés més részrél az MR felépitése.

kortizol kortizon

HOH
0=0

» Mineralokortikoid
receptor

aldoszteron

3. dbra: A mineralokortikoid receptoron hatast kifejtd szteroid hormonok

Az MR ¢és a GR felépitése nagy hasonlosaggal bir a centralisan talalhatd

dezoxiribonukelinsav (DNS) ko6té domént valamint a C-termindlis ligand k6té domént
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illetéen. Az N-végli régid nagy variabilitassal rendelkezik, mind az aminosav szekvenciajat
mind azok hosszét illetben.*'** A receptorok 4ltal indukalt gének transzkripcidjanak
specificitasaért a DNS k6t domén felelés. Ennek koszonheté a GR és MR indukalt
folyamatok kdzotti hasonlésag.'*

Az Ald hidnydban az MR a citoplazméaban helyezkedik el, elsdsorban egy protein
komplexhez kapcsolodva, mely hosokk fehérjékbol (hsp90, hsp70), valamint
immunofilinekb6l (FKBP52, FKBP54, CyP40) all. Az Ald receptorhoz kotddése a
transzlokalodik ahol specifikusan kétddik DNS promoter régidkhoz. Az MR specifikusan
kapcsolodik az aktivalt STAT-1 fehérje gatldjahoz, mely szabalyozza a transzkripcids
aktivitasat.'*® Az aldoszteron rovid latencia idGvel emeli a szérum és glikokortikoid
szabalyozott kinaz (Sgkl) mRNS szintjét, amely Sgkl az ENaC szabalyoz6 fehérjén - a
Nedd2-4 foszforilalasan - keresztiil aktivalja az ENaC-t."*” Szabélyozza az ENaC o-, B-, és
yv-alegységének, valamint a K'-csatornat indukalé faktornak a transzkripciéjat is. A fentiek
mellett mas Ald szabalyozott géneket is azonositottak, mint a transzporter indukalé faktor,

valamint proto-onkogéneket, tobbek kdzott K-Ras2, c-Myc, c-Jun, c-Fos, Fra-2.148

3.3.2.4. Az Ald hatisa a kardiovaszkuldris rendszerre

Az Ald hatidsa a sO-, vizhaztartisra valamint a CV rendszerre évtizedekkel ezel6tt
igazolast nyert."*® Jelenleg az Ald azon hatasai allnak a kutatasok homlokterében, melyek a
betegségek prognodzisa szempontjabol jelentéséggel birnak.

Az MR jelenléte szamos technikaval nyert igazoldst a vese gy(jtOcsatornai mellett a
szivizomsejtekben, fibroblasztokban, simaizomsejtekben, endothelsejtekben. Rocha és
munkatarsai kimutattdk, hogy az Ald infuzidban adva fibrézist indukal patkanyok
szivében.'” Tsbb kisérlet igazolta, hogy az MR receptor mellett a RAAS tobbi eleme is
jelen van a CV rendszer sejtjeiben, az érfalban és a szivben.'**'>"1*> Ez felvetette a RAAS
elemeinek parakrin-autokrin szerepét egyes CV betegségek patogenezisében. Az Ang a
mellékvese mellett a szivben is Ald-elvalasztast indukal, melynek simaizom hipertrofiat
kivalto szerepét annak Spi-nal torténé gatolhatosagaval sikeriilt bizonyitani.”'** Magas
vérnyomassal rendelkezd betegekben szoros korelaciot sikeriilt igazolni a bal kamrai
hipertrofia és a szérum Ald szintje kozott." In vitro kisérletben az Ald fokozta az

endotelin-1 szivizom sejtekre kifejtett hipetrofizalé hatasat.'>® Az NF-xB szerepének
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ismeretében szintén figyelmet érdemel az a felfedezés, hogy egyes Ald altal aktivalt gének
a glukokortikoid indukélta leuzin zipper (GILZ) fehérjét kodoljak, mely az NF-kB-vel
t6rténd interakcidja révén szabalyozza a T-sejt aktivalast.'”"" 8

A human MR-t is hordoz6 egerekben az MR talzott expresszioja mellett a sziv dilatacidja

1.1 A 11BHSD2 tulexpresszalédasa a szivizomzatban, a

volt megfigyelhetd, fibrozis nélkii
vérnyomas megvaltozasa nélkiil okozott hipertréfiat és fibrézist. A RALES és EPHESUS
tanulmanyok bizonyitottdk az Ald CV patogenezisében bet61tott fontos szerepét, a Spi és az

eplerenon eredményes morbiditast és mortalitast csékkentd hatasaval.'®

34 A MAPK

A MAPK-ok a szerin-treonin kinazok csaladjiaba tartoznak, melyek szdmos sejtet,
szervezetet érd hatas (citokinek, hormonok, novekedési faktorok, neurotranszmitterek,
stressz, stb.) kdvetkeztében aktivalédnak. A szervezet minden sejtjében megtalalhatoak. A
MAPK modul harom kinazt foglal magaba, melyek egymas utan aktivalodnak, a MAPK
kinaz kindz (MKKK), a MAPK kinaz (MKK) valamint a MAPK. T&ébb fajta MAPK
talalhaté a sejtekben, melyek mas-mas szereppel rendelkeznek. Az emldsckben tobb
MAPK csaladot sikeriilt azonositani, az ERK1/2, a JNK, a p38 kindzok kiil6nb6z6
izoformait, az extracellularisan szabalyozott kindz (ERK) 3 ¢és 4, valamint az

extracellularisan szabalyozott kindz 5 (ERK5).'!

34.1. AzERK1/2

Az ERK 1/2 modul magéba foglalja a MKKK-okat - A-raf, B-Raf ésRaf-1 -, a MKK-okat
- MEK1 és MEK2 — és a MAPK-okat - az ERK1 és ERK2. Itt az alig feltérképezett
ERK3/4-r6] nem tesziink emlitést.
A MAPK csalad legrészletesebben tanulmanyozott résztvevdje az ERK 1 és ERK 2 kinaz
(mas néven p44 és p42 kinaz). Az ERK 1-ben és az ERK 2-ben talalhatdé aminosav
szekvencia 83%-ba egyezik meg. G protein kapcsolta receptorok aktivaljak 6ket, altalaban
receptor tirozin kindzokon (EGFR, PDGFR, IGFR) keresztiil. A MKKK-ok szerin/treonin
kinazok, melyek a threonin (Thr)-X-tyrozin szakaszt felismerd MKK-okat aktivaljak. A
MKK-ok kettds specificitast kinazok, tehat threonint €s tyrozint is képesek foszforilalni.
Az ERK 1/2 aktivalasat a Thr-X-Tyr szakasz foszforilalasan keresztiil végzik, ahol a Thr-

183 és Tyr-185 aminosavak foszforilalédnak. Ez altal aktivitdsuk tobb mint 1000x-re



30

novekszik. A MAP kinazok prolin iranyitott kindzokként prolin (Pro)-X- szerin (Ser)/Thr-
Pro szakaszokat foszforilalnak.'®

Az ERK 1/2 szamos extracellularis stimulus hatisara aktivalddik. A receptor tirozin
kinazok megfelelé liganddal kapcsoldédva aktivalodasukat kovetden adapter fehérjéket
(She, Grb2, Sos) kdtnek meg, amit kovetden az EGFR Ras GDP-je GTP-re cserélédik. A
Ras-GTP aktivalja az MKKK-t, ami végs6 soron az ERK 1/2 aktivdlédasahoz vezet, 63164
Egyes citokin receptorok szintén képesek aktivalni az ERK 1/2-t, Src tirozin kindzok (Lck,
Lyn, Fyn) valamint a JAK aktivalasa révén.'®® G-protein-kapesolt receptorok szintén
aktivaljak az ERK 1/2 atvonalat. Ezen csoporthoz tartozik az Ang receptora, az AT;, mely
szintén aktivélja az ERK 1/2-t. A fentiek mellett az integrinek csoportosulasa, kapcsolodasa
aktivalja az Gtvonalat, mely részben az Rho nevezetd GTP-dznak kdszonhetd.

Az ERK 1/2 olyan tovabbi ttvonalakat serkent fokozott mikodésre - aktivalja tobbek
kozott az Elk-1, a CREB, az Ets-1, a Sapla, a Tal, az ATF-2, a TFII-], a ¢c-Myc, a c-Jun és

az AP-1 transzkripcids faktorokat -, melyeknek végeredménye a sejtek proliferacidja,

differencialodasa, a sejtciklus szabalyozasa és a sejtek tulélése.

3.4.2. Az ERKS

Az ERK 5 - mdas néven nagy mitogén-aktivalta protein kindz 1 — egy 115 kDa
molekulasulyG Ser/Thr kinaz. Aktivacidjaban els6sorban stressz faktorok valamint mitogén
anyagok szerepelnek az EGF mellett.'*"1%1% A7 ERK 1/2-vel és a JNK-val ellentétben
nem sziikséges az ERK 5 aktivalasahoz a Ras aktiv formdja. Ismert szubsztratja a miocita
novekedési faktor 2C (MEF2C) - melyet a p38 kinaz is képes aktivalni. A szivizomban és a
harantcsikolt izomban sikeriilt igazolni a MEK 5 expressziojat. Az ERK 5 a harantcsikolt
izomzat DNS promoter szakaszaihoz tud kapcsolddni, a MEF2 a miogén szabalyozé faktor
(MRF) 2-vel aktivalja az izomzat specifikus transzkripciot. Az ERK 5 miikddése sziikséges
az izomsejtek differencialédasahoz. Mindez azt sugallja, hogy izomzat-specifikus kinazzal
allunk szemben. Gatlasaval a sejtek S-fazisba [épését sikeriilt megakadalyozni.

Szabalyozza a c-jun korai gén atirasat.

3.43. AJNK
A INK a c-Jun NH;-terminalis aktivald oldalt foszforildlja, szemben az ERK 1/2 COOH

(karboxil csoport)-termindlison elhelyezkedé gatld foszforilaciés oldaldval. Stressz-
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aktivélta protein kindzoknak is nevezziik 6ket. 3 izoformajukat kiilénboztetjiik meg, a 46
kDa molekulasuly INK1-t, az 54 kDa molekulasulya JNK2-t és INK3-at. Minden sejtben
megtalalhatéak. A JNK3 els6sorban az idegrendszerben, a szivben és a tesztiszben
mutathatd ki. Aktivalhatok citokinekkel, ultraviola (UV) fénnyel, ischemidban, receptor
tirozin kindzok hatdsara, DNS Kkérositd anyagokkal valamint G-protein kapcsolt
receptorokkal és novekedési faktorokkal.'®™'7" Aktivélasdhoz kettds foszforiliciéra van
sziikség, mely a konzervalt Thr-Pro-Tyr szakaszon térténik a MEK4 és MEK7 MKK-ok
altal.

Szdmos sejtfunkciot szabalyoznak a transzkripcidés faktorokra kifejtett hatdsukon
keresztiil. Foszforilaljak tobbek kozott az ATF-2, az N-ATcl, az NFAT, a GATAA4, az Elk-
1, a MEF-2, a p53, a DPC4, a HSF-1 és a c-Jun transzkripciés faktorokat. A stimuldl6
faktor fiiggvényében kiilonbdzd transzkripcids faktorok mas-mas valaszokat valtanak ki.
Szamos hormon, citokin — igy az Ang is — hipertrofiat indukal simaizom sejtekben,
szivizom sejtekben. H,0,-dal szintén a JNK hipertrofidban betoltott szerepét sikeriilt
igazolni, mig ultraibolya sugarzassal a JNK apoptozisban betdltdtt szerepére sikertilt

ramutatni.’”!

sejtek differencialodasaban, a migraciéban, az exocitézisban, a sejtek stresszre adott

vélaszaba, a sejtek talélésében igazoltak.

3.44. A p38Kkinaz

A p38 kindz molekulastlya 38 kDa. 4 izoform4jat ismerjiik, a p38a kinazt, a p38p kinazt,
a p38y kinazt és a p386 kinazt. A aktivaloddé MAPK-ok foszforilalasaért a MKK3 és a
MKKG6 felelosek. E két p38 kindzra specifikus MKK mellett a MKK4-es a JNK mellett a
p38 kinazt is képes aktivalni, ami magyardzhatja a két kinaz szerepét hasonld
folyamatokban. A Thr- Glycin (Gly)-Tyr szakasz kettos foszforilacidja vezet a p38 kindzok
aktivalasahoz. A p38a kindz aminosav szekvencidja 50%-ban azonos az ERK 2-vel.'”

A p38 kindz foszforilalodik oxidativ stressz, UV besugérzas, hipoxia, ischaemia,
citokinek (pl. IL-1, TNF-a) hatasara. Ezen stimulusok szabad gy6kokon keresztiil valamint
G-proteinek (Cdc42, Racl) aktivalasan at a p21 aktivalt kinaz (PAK) segitségével vezetnek

a p38 kindz foszforilacidhoz. A p38 kinadz szerepének fontossdgéra sikeriilt ramutatni, a

monocitak IL-1 és TNF-o termelésében, a T-sejtek IL-2 termelésében. A p38 kindz
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gatlasaval sikeriilt megakadalyozni a sejtek novekedését. Az apoptdzisban is részt vesz a
mellett, hogy miikodése fontos a neonatdlis szivizom sejtek proliferacidjaban, a
trombocitak aggregacidjaban, immunoldgiai és gyulladasos folyamatokban, az adhézidban,
granulumok exocitézisaban valamint sejtek migraciéjaban. Ang hatdsdra szintén sikertilt
kimutatni foszforilalodasat.

Az aktiv p38 kindz szubsztratjai a PLA-2, a mikrotubulusok asszocialt Tau fehérje, a
MAPKAP kindz 2 valamint az ATF-1 és -2, a MEF2A, a Sap-1, az Elk-1, az NF-kB, az
Ets-1, a p53, az NFAT, a CREB transzkripcids faktorok.

A fent felsorolt és részletezett kinazok miikddését foszfatazok is szabalyozzak, melyek
feladata inaktivalasukban van, azonban pontos miikodésiik, annak szabalyozasa alig ismert.
A Kkett6s specificitasu foszfatdzokat (DUSP) jelenleg 3 csoportba soroljak. A DUSP-1, -2 és
-4 a JNK-t és a p38 kinazt inaktivalja, a DUSP-5, -6, -7,-9 az ERK-et, a DUSP-8, -10, -16

pedig szintén a JNK és a p38 kindz inaktivalasaért felelés.'™
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4. CELKITUZESEK

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

o Vorosvértestekben vizsgaltuk a MG és a vas hatasat a szabadgyok-képzésre és a kalcium
akkumulacidra.

e Vizsgaltuk a MG interakcidjat az argininnel, valamint a vas jelenlétének hatasat e
reakcidra.

¢ Vizsgaltuk a vas és a MG kozott 1étrejovo redox reakcidt.

e Vizsgaltuk a dohanyfiist és egy lehetséges komponense, a formaldehid hatasat in vitro
rendszerben a bradikinin kivaltotta kalcium bedramldsra.

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

e Vizsgaltuk az aldoszteron hatasét az angiotenzin II kivaltotta MAP kindz aktivélasra.

e Vizsgaltuk, hogy a spironolakton képes-e befolyasolni az angiotenzin II MAP kinazokra
kifejtett hatasat, valamint az Ang Il indukalta szabadgyok-termelést.

e Vizsgaltuk human reninre s humén angiotenzinogénre kettds transzgenikus patkanyban
az eplerenon hatasat a vérnyomasra, a szivizommiikédésre, a szivizom hipertr6fidra, az
albuminuriara és a nefroszklerozisra.

e Vizsgaltuk a hokezelt, magas fehérjetartalmu ételek szérum-AGE-szintre, vizelet-AGE-

kivalasztasra és a vesemiikodésre kifejtett hatasat egészséges onkéntesekben.
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5, MODSZEREK ES EREDMENYEK

5.1. Az MG és vas hatidsa a szabadgyik-képzoédésre és az ionmizalt kalcium

srer

Vizsgalatainkkal arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az MG képes-e szabad gyokok
termelését  indukéalni  voOrdsvértestekben. Az intracellularis  szabadgyok-képzodést
fluoreszcens modszerrel, dichlorofluoresceinnel (DCF) mutattuk ki. A vvt-kben vizsgaltuk
az intracellularis, alacsony moélsulyt SH-vegyliletek szintjének alakuldsat, amibdl szintén
az oxidativ stressz mértékére tudunk kovetkeztetni.

Szintén vizsgalataink targyat képezte az ionizalt intracelluldris kalciumszint véltozasa
vvt-kben MG és Fe*" hatasara. Vvt-kben végzett kisérleteken vizsgaltuk a Fe** és az MG
egyiittes hatasat, és a szabadgytk-fogd vegyiiletek lehetséges szerepét a karositd hatas

kivédésében.

5.1.1. Moddszerek

Egészséges oOnkéntesektdl - irdsos beleegyezési nyilatkozat alairdsat kovetden -
vacutainer rendszerben vettiink vért, heparint tartalmazé csévekbe. A mintakat 2400 g-vel
centrifugéltuk 5 percig. Eltavolitottuk a plazmat €s a buffy coat-ot, a vvt liledéket, pedig
haromszor mostuk 7,4-es pH-ju, 145 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgSO4, 0,5 mM
Na;HPOy, 10 mM hidroxietil-piperazin-etanszulfonsav (HEPES) és 5 mM glukéz tartalmt
pufferben. A mosott vvt-ket 7,4-es pH-ji, 125 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 1 mM MgSOyq, 0,1
mM CaCl,, 60 mM HEPES és 5 mM glukoz tartalmt pufferben reszuszpendaltuk. A
mosott vvt-szuszpenzid hematokritjat sejtszamlald segitségével 0,1%-ra allitottuk be. A
vvt-ket dichlorofluorescein diacetattal (DCF-DA; 5 uM, 20 perc) és Fura-2-AM-mel (1
uM, 30 perc) inkubéltuk. A DCF fluoreszcencidjat 504 nm excitacios és 526 nm emisszios
hulldmhosszon mértiik.!”* A szabad, ionizalt kalcium intracellularis koncentraciojat Fura-2-
AM segitségével, a Grynkiewicz és mts-ai altal lefrtak szerint hataroztuk meg.175 A Fura-2-
AM fluoreszcenciajat, mely 510 nm emisszidés hullamhossznal detektalhato, egyrészt 340
nm, masrészt 380 nm excitacids hullamhossz mellett mértiik. E két hulldmhosszon mért két
érték hanyadosaval aranyos az intracellularis kalcium koncentracio (340/380 nm). A
méréseket Hitachi F-4500 fluoreszcens spektrofluoriméterrel (Hitachi, Tokyo, Japan),

37°C-on végeztik. A vvt iilepedésének megel6zésére folyamatos, alacsony sebességii
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automatakeverést alkalmaztunk. A fluoriméter vezérléséhez a Multi-Wavelength Time
Scan System (Hitachi, Tokyo, Japan) programot hasznaltuk.

A vvt-szuszpenzié DCF és fura-2 eredetli fluoreszcencidjat 10 percig rogzitettik. A
mérés elején antioxidanst adtunk a vvt-szuszpenzidhoz. A kovetkezd antioxiddnsok
végkoncentracidit alkalmaztuk: SOD, 200 NE/ml; katalaz, 2000 NE/ml; trolox (E-vitamin
analdg, lipid peroxidacio gatld), 0,1 mM; deferrioxamin (mely a Fe**-t Fe’*-ma oxidéalja, és
a ferri ion megkotésével meggatolja a vas redox ciklusat), 1 mM; GSH, 5 mM. A katalaz és
a fura-2 kivételével a méréseket nem zavarta a szabadgysk-fogéd és a fluoreszcens indikator
interakcioja. A fentiek miatt a katalaz [Ca’*]i-ra kifejtett hatdsa nem volt vizsgalhato. A
mérés elsd percének végén Fe*'-t (pozitiv kontroll) vagy MG-t injektaltunk a kiivettaba.
Eredményeinket 6 fiiggetlen mérésbdl szamolt, atlag + SD formdjaban adtuk meg. A
statisztikai értékeléshez a Student-féle kétmintas t-tesztet hasznaltuk.

Az intracellularis alacsony molsilyG SH csoport méréséhez fluoreszcens modszert
hasznaltunk orto-phthalaldehiddel (OPA) torténd derivatizalast kovetden.'” 1%-os vvt
szuszpenzidt 1 mM MG-vel inkubéltunk szobahémérsékleten 5, 10, 15, 20, 25 és 30 percig.
Centrifugalast kovetden az MG-vel kezelt és a kontroll vvt-ket 6%-o0s perklorsavban vettiik
fel, majd 10 perces, 4000 g-vel tortént centrifugalas utan a feliiluszét 5 M-os K,CO3-mal
semlegesitettilk, és 1 M-os, 8-as pH-ju tris-hidroximetil-aminometan (TRIS) pufferrel
higitottuk. Az igy nyert minta fluoreszcencidjat 340 nm-es exciticidés €s 425 nm-es
emisszids hullamhosszon mértiik 10 mg/ml metanolos OPA oldat hozzaadasa el6tt és utan.
A kiindulési és a 60 masodpercnél mért értékek kiilonbségét GSH standardok megfeleld
értékeivel vetettiik 6ssze (3,125 - 25 uM). Eredményeinket a kontroll szazalékaban, harom
fiiggetlen mérésbdl szamolt atlag + SEM forméjéban adtuk meg. A statisztikai vizsgalathoz

a Mann-Whitney tesztet alkalmaztuk.

5.1.2. Eredmények

A 4. 4bran lathato, hogy mind a Fe** (A, 100 pM), mind az MG (B, 1 mM) hatéséra n6 a
szabad gyokok képzodése (DCF fluoreszecencidjanak fokozddasa), mely az oxidativ stresszt
jelzi. Az ionizalt kalcium intracellularis koncentraciéja a vvt-kben, mind Fe** (D), mind

pedig MG hatasara (E) megemelkedett.
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A Fe*" MG-vel torténd egyiittes inkubacidjaval, vvt szuszpenzidban, nem fokozta a
diklorofluoreszcein fluoreszcencidjat a F ¢**-héz viszonyitva. Az MG-kivaltotta [Ca2+],-
névekedéshez viszonyitva a Fe**-vel torténd egyiittes inkubacié kisebb [Ca’']i-szint-

valtozast okozott, ami megeggyezett a Fe®" kivaltotta [Ca®*);-szint-véltozassal (5. 4bra).

5. dbra. A szabadgyok—szznt (m) és az intracelluldris kalcium szint (T) valz‘ozasa az ido
" és metilglioxdl hatdsdra vorosvértestekben, 100 uM Fé’

" hatdsdt 100%-
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6. dbra A metilglioxdl koncentrdciofiiggd hatdsa a vorosvértestek szabadgyok-
képzddésére.

Az MG az izolalt vvt-kben koncentracidfiiggden fokozta a szabadgyok-képzddést (6.

g ey

Az 6. 4bran a pozitiv kontrollként hasznalt 100 pM-os koncentracioju Fe*" hatasat vettiik

100%-nak.
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7. abra A metilglioxdl koncentrdciofiiggd hatdsa a vordsvértestek intracelluldaris kalcium
szintjére.

Az éltalunk hasznalt antioxidansok és a desferrioxamin szignifikansan csckkentette az
MG 4ltal kivaltott szabadgyok-képzodést (8. abra) és az intracellularis kalcium

akkumulaciét (9. abra).
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8. dbra Scavangerek és a desferrioxamin hatdsa a metilglioxal kivaltotta szabadgyok-
képzB8désre vorosvortestekben.

Nem volt értékelhetd a katalaz intracellularis kalcium szint-valtozasara kifejtett hatésa,
mivel a katalaz 6Snmagaban is befolyasolta a fura-2 fluoreszcencijat.

Az intracellularis, alacsony molekulasiulyu SH-vegytiletek szintje az MG-vel torténd 5-30
perces inkubaciok hatdsara a kiindulési értékhez képest 46-66%-kal csokkent (10. dbra). Az
SH-csoport-fogyas mértéke a 10 és a 30 perc kozotti inkubacios iddk esetén volt
szignifikans (p < 0,05).
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Intracellularis kdlcium (%)

MG MG + SOD MG + Trolox MG + MG + GSH
Desferrioxamin

9. d@bra Scavangerek és a desferrioxamin hatdsa a metilglioxdl kivdltotta intracelluldris
kalcium szintre vorosvortestekben.
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5.1.3. Osszefoglalas

Az MG izolalt huméan vorosvértestekben fokozza a szabadgyok-képzodést, és az

s

kivédheték voltak. Az MG a vvt-kben az alacsony molekulasilyG SH-vegyiiletek

fogyasahoz vezet.
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10. dabra A metilglioxdl hatdsa az alacsomy molekulasulyi thiol-vegyiiletek szintjére
vorosvortestekben.

s rer

5.2. A vas hatasa az MG ¢és az arginin inkubaci6éjabél szarmaz6 szabad gyokokre

Mind a glikacid, mind a glikacid soran keletkezett intermedierek — pl. a reaktiv aldehidek
— hatéséara szabad gyokok keletkeznek. MG képzédik enzimatikus aton, valamint a nem
enzimatikus glikaci6 soran is. Az MG reaktiv aldehidként a glikacids intermedierek kozé
tartozik. Az arginin glik4ci6ja soran az MG altal keltett szabad gyokoket ESR vizsgalattal
elemeztilk. Megvizsgaltuk a szabadgyok-képzddésben fontos szerepet jatszo vas hatasat az

arginin + MG reakciora.

5.2.1. Maédszerek

Az arginint és az MG-t (mindkettd végkoncentracidja 0.5 M volt) 100 mM foszfat
pufferben oldottuk. A vas Kkatalizalé hatasanak vizsgalatdhoz 0,62 - 10 mM

végkoncentracioban adtunk F et vagy Fe’'-t az arginint és MG-t tartalmazo oldathoz. A
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vas specifikus hatdsanak bizonyitasahoz desferrioxamint (redox ciklust gatlo, irreverzibilis
Fe** kelator, 10 mM) és ferrozint (redox ciklust gatlo, irreverzibilis Fe®" kelator, 40 mM)
hasznaltunk. Az ESR méréseket 8,5-6s pH-n végeztik (7.5-es pH-n sokkal gyengébb jel
volt detektalhat6). Az ESR késziilék (Bruker ESP 300 E, Bruker, Billerica, MA) beéllitasai
a kovetkezOk voltak: mikrohulldmu teljesitmény: 20 mW, modulaciés amplitudé: 0,2 G,
scan szélesség: 100 G. Az ESR jel kettds integraljanak segitségével hatiroztuk meg a
szabad gyokok koncentracidjat. Standard mintaként 10 pM-os maleinimid vizes oldata

szolgalt.

5.2.2. Eredmények

Az arginin és az MG reakcidja soran olyan ESR-spektrum keletkezhet, mely a Yim és
mts.-i 4ltal az L-alanin vizsgalata kapcsan leirt gydkre hasonlit (11. dbra, A).'”7 A Fe**

novelte (11. abra, B) a Fe** pedig csokkentette (11. dbra, C) az ESR-jel intenzitésat.

C
WWWWM

11. dbra A Fe’™ noveli (B), a Fe’" pedig csikkenti (C) az arginin és a metilglioxdl
reakcioja sordn keletkezd ESR jelet.

A Fe’* koncentraciéfiiggben fokozta, a Fe®" pedig koncentriciofiiggben gétolta a

szabadgyok-képzodést (12. dbra).
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12. dbra A F&** ( )és a Fe'* ( ) koncentrdcidfiiggé hatdsa a szabadgyok-

koncentrciora.

Mind a Fe?', mind a Fe** esetében az 5 mM-os ionkoncentracié a 10 mM-ossal
megegyezd effektivitast volt. Kisérletlinkben a Fe’* szabadgyok-képz6dést fokozo hatasa
desferrioxaminnal (13. 4bra), a Fe** szabadgyok-képzédést gatléd hatasa ferrozinnal volt

kivédhetd, az MG-t és arginint tartalmazd rendszerben (14. dbra).

13. dbra A Fe’" és vas-keldtorok hatdsa a metilglioxdl és arginin kivdltotta ESR-jelre.
A: metilglioxdl+arginin, B: A+ Fe’®, C: B+desferrioxamin, D: B+ferrozin.



42

14. dbra Az Fe’* és vas-keldtorok hatdsa a metilglioxdl és L-arginin kivdltotta ESR-jelre. A:
metilglioxdl+L-arginin, B: A+ F ¢’*, C: B+desferrioxamin, D: B+ferrozin.

5.2.3. Osszefoglalas

Az MG és az arginin reakcidja soran kialakulo keresztkotésben elhelyezkedd kation

szabad gySk képzddését a Fe’™ fokozta, a Fe®" pedig gétolta.

5.3. Az MG hatasara bekovetkezo vasredukcio

Az 5.2.2. fejezet eredményei alapjan az MG reakcioba léphet a Fe**-mal, hiszen az MG
altal kivaltott szabadgyok-képzdédést a F e’* fokozta. Egy lehetséges reakcio az MG és a
Fe** kozott, a Fe’ MG hatéasara bekovetkezd redukciéja. Ennek bizonyitasara ferrozin

felhasznalasaval spektrofotometrids modszert alkalmaztunk.

53.1. Modszerek

ferrozin komplex abszorpcios maximuma 561 nm-nél detektalhato. Vizsgalatunkban 100
uM Fe’*-t és 1 mM ferrozint tartalmazé oldathoz 1 mM MG-t adtunk és 60 percen
keresztiil mértlik az abszorpciot 561 nm-nél egy Hitachi 2001 spektrofotométerrel (Hitachi,
Tokyo, Japan). A mérést a Fe*" redukcidjat gatlé desferrioxamin jelenlétében is elvégeztiik.

Kontrollként az MG-t nem tartalmazo oldat szolgalt.
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5.3.2. Eredmények

A 15. 4bran lathaté az MG hatdsara bekovetkezd vas redukcié, mely desferrioxaminnal

gatolhato. Az MG-t nem tartalmazé oldatban nem j6tt 1étre vas redukci6.

0,8
0,7 A
0,6
0,5

0,4

0,3 A

Redukalt vas (od)

0,2

0,1 4

O 1 T 1 T T T T T

Id6 (perc)

15. dbra A metilglioxal iddfiiggd modon redukdlja a Fe' -t ¢ F''+ metilglioxdl, oO:
Fe’" metilglioxdl nélkiil, A: Fe’" + metilglioxdl + desferrioxamin.

5.3.3. Osszefoglalas

A metilglioxal hatdsara a Fe*" Fe?*-vé redukalodik.

5.4. Az MG + arginin reakcié termékének abszorpciés spektruma

Az 5.2. fejezetben targyalt ESR vizsgalataink alapjan a Fe’* és a Fe*™ ion
kilonbszoképpen befolyasolja a szabadgyok-képzdédést az arginin + MG reakcidban. A
fentiek alapjan felmeriilt, hogy a kétféle vasion eltérd termékek képzddésének irdnyaba
tereli a reakci6t. A kérdés megvalaszoldsara az arginin + MG reakcidban a Fe** illetve a

Fe?* jelenlétében képz6dd termékek abszorpeids spektrumat vetettiik Sssze.
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5.4.1. Modszerek

Az arginin és az MG reakci$jabol szarmazd - barna szint add - termék abszorpcios
spektrumat a lathaté hulldmhossztartomanyban mértik Fe** illetve Fe’* jelenlétében
Hitachi 2001 spektrofotométerrel (Hitachi, Tokyo, Japan), vas ionokat nem tartalmazd
,vak” oldattal szemben. A spektrum felvételét percenként ismételtiik. A vas ionok
végkoncentracidja 10 mM volt.

A 490 nm-nél detektalhaté szinreakcid idébeli lefutdsat 10 mM Fe**, vagy Fe’
jelenlétében, illetve vas iont nem tartalmazd oldatban folyamatos méréssel is detektaltuk.

Itt ,,vakként” a csak arginint tartalmaz6 minta szolgalt.

5.4.2. Eredmények

Mind a Fe** (16. dbra, fels6 panel) mind a Fe*" esetében (16. abra, kozépsé panel) a 630
nm-nél talalhat6é csucs csokkenését €s a 490 nm-nél talalhatd cstics novekedését lathattuk.
A reakci6 id6beli lefutasanak vizsgalata alapjan a Fe?* hatésara gyorsabban jatszédik le a

490 nm-es hullamhossznal mért szinreakcid, mint a Fe*" esetében (16. 4bra, alsé panel).
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16. dbra A vas fokozza a metilglioxalt és az arginint tartalmazo rendszerben a
spektrofotometridval detektdlt abszorpciét. Felsé panel: A Fe*™ (10 mM) 490 nm-nél
fokozza, 630 nm-nél csokkenti a metilglioxal és arginin kivaltotta jel intenzitdsdt a
metilglioxdlt és arginint tartalmazo rendszerhez viszonyitva (percenkénti mérés 10 percen
keresztiil). Kozépsd panel: A Fe** (10 mM) 490 nm-nél fokozza, 630 nm-nél csokkenti a
metilglioxdl és arginin kivdltotta jel intenzitasdat a metilglioxdlt és arginint tartalmazo
rendszerhez viszonyitva (percenkénti mérés 10 percen keresztiil). Also panel: A
metilglioxdlt és arginint tartalmazo rendszerben, mind a Fi et (10 mM, A), mind a F " (10
mM, B) fokozza a 490 nm-en detektdlt termék képzédését az ommagdaban metilglioxdlt és
arginint (C) tartalmazo rendszerhez viszonyitva argininnel szemben mérve (3 kiillonbozé
mérést reprezentdlo gorbék).

5.4.3. Osszefoglalas

Az arginin + MG reakci¢ soran mind Fe®', mind Fe*" jelenlétében azonos abszorpcids
spektrumu reakciotermék képzoédott, melynek abszorpcids maximuma 490 nm-nél

detektalhato. A Fe®™ a szinreakciot a Fe''-ndl erdsebben katalizalta.
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5.5. A dohanyfiist hatdsa a bradikinin-kivaltotta kalciumbedramlasra

A dohanyzas szerepe ismert tobbek kozott az atherosclerosis kialakuldsaban. Ezen
karositd hatasért a dohanyfiistben jelen levé szdmos anyag tehetd feleldssé, pl. a szabad
gyokok vagy az alacsony molekulastlyt aldehidek. Ep viszonyok kézétt az endothel NO-ot
termel bradikinin hatdsara. A bradikinin a [Ca®]; szintjének rovid ideig torténé
megndvelése révén a kalmodulinhoz kapcsolddva aktivalja a NOS enzimet, mely enzim
felelds az NO termeléséért. Az igy keletkezett NO hatasara a simaizom relaxal, aminek
kovetkeztében a ¢cGMP-t termeld guanilat ciklaznak kdszonhetéen az erek dilatdlnak. A
dohanyfiist — és egyik Osszetevdjének, a formaldehidnek - hatasat vizsgaltuk a [Ca?*]i—ra és

a szabad gyokok szerepét a dohanyfiist hatdsanak kivédésében.

5.5.1. Moddszerek

Sertés aortabdl nyertiink endothel sejteket, tenyésztéshez.'’® A kollagenazzal torténd
emésztés utan, az aortabol M 199-es oldatba keriilt sejteket, centrifugalast kovetéen 10%
fetal calf serum-ot (FCS), 100 U/ml penicillinnt, 100 pg/ml streptomycint €s 2 mM L-
glutamint tartalmazé oldatba szuszpendaltuk. A tenyésztés 37°C-on, 5% CO,-0s nedves
levegbt biztositd termosztatban (Heraeus), 6 lyuka lemezen, sterilizalt 1,2 cm atmérdjt
tiveg fedGlemezekre tortént. A konfluenssé valé sejttenyészetet hasznaltuk a tovabbi
kisérletekhez. A

Kereskedelmi forgalomban beszerezhetd, flistszlirovel rendelkezd cigaretta (Camel)
fiistjét dohanyoztaté szerkezet segitségével 5 ml, 7.4-es pH-ji Krebs oldaton
buborékoltattuk 4t 5 percig, hogy oldatban tartsuk a vizoldékony dohanyfiist-
alkotéelemeket. Az igy nyert dohanyfiistpufferrel (DP) eltér6 koncentracidival (DP
koncentracié 6,25%-50%) ¢és mas id6étartammal inkubaltuk a sejteket. A dohanyfiist egyik
vizoldékony Gsszetevdjével, 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
formaldehid pufferrel egyiitt inkubaltuk a nem specifikus szabad gyok fogot.

A [Ca®"); szint méréséhez Fura-2-AM-et hasznaltunk. Az endothellel konfluensen bendtt
feddlemezeket 30 percig inkubdltuk, 1 puM Fura-2-AM-mel, 37°C-on 5% CO;-ot
tartalmazd levegdt biztositd termosztatban. Az inkubacidt kovetéen 150 mM NaCl-ot, 5
mM KCl-ot, 2,2 mM CaCl-ot, 1 mM MgCh-ot, 5 mM gliikozt és 10 mM HEPES-t

tartalmaz6 7,4-es pH-ju oldattal mostuk kétszer. Ezt kévetden a fenti oldatot tartalmazo



47

kiivettaba helyezve a sejtekkel benétt fed6lemezt, 250 nM bradikininnel valtottuk ki a
kalcium bedramlast. A mérést Hitachi F-4500 spektrofluoriméterrel végeztikk folyamatos
lassu keverés mellett, 37°c-on. Az emissziés hullamhossz 510 nm, az excitacids
hullémhosszok 340 és 380 nm voltak. A [Ca®']i-et Gigy szamoltuk ki, hogy a 340 nm-en
mért értéket elosztottuk a 380 nm hullamhosszon mért értékkel (340/380). Ot egymastol
fiiggetlen mérés értékét a kontroll szdzalékaban fejeztiik ki.

A sejtek GSH és thiol tartalmat OPA-val hatdroztuk meg fluoreszcens modszer
segl’tségével.176 A 80 puM formaldehiddel vagy 50% DP-vel kezelt sejteket tripszin-EDTA
tartalmu oldat segitségével gyUjtottiik ossze a 6 wellt tartalmazo lemezen. A 2500 g-vel 5
percig centrifugalt sejteket ezt kdveten jégen tartott 6%-os perklorsavval inkubaltuk 10
percen keresztiil. 1000 g-vel 5 percig centrifugdltuk az igy 1étrejott oldatot, ahol a feliiluszo
pH-jat 5 mM K,CO; oldattal 6 és 7 kozé allitottuk be, majd a kicsapddott KClOy
eltavolitdsa céljabol ismét 5 perc centrifugdlds kovetkezett 1000 g-n. A perklorsavas
extraktumot 8,1-es pH-ji, 1 M-os TRIS és 20 mM-os EDTA tartalmu oldatba vettiik fel
majd metanolban oldott 10 mg/ml OPA hozzdadasat kovetden mértiik a fluoreszcencit 340
nm excitacios €s 380 nm emisszids hullamhosszon. Az OPA nélkiili és OP A-val mért érték
kiilonbségét hasonlitottuk a GSH standard sorhoz (0,625-10 uM).

A sejtek GSH tartalméat meghatarozé moédszert alkalmaztuk, a sejtek thiol tartalmanak
meghatarozasara is. A perklérsavas homogenatumot 8,1-es pH-ju, 1 M TRIS-t és 20 mM
EDTA-t tartalmazo oldattal mostuk. A GSH-ndl hasznalt paraméterekkel mértik a
fluoreszcenciat, és az értékeket a GSH standardhoz hasonlitottuk. A fehérje tartalmat
Lowry szerint hatdroztuk meg, a perklorsavas homogenatum iiledékébsl.!” A 7, egymastol
fiiggetlen GSH mérés eredményét pmol/g fehérjére vonatkoztatva, mig a fehérje tartalmat
uEqu GSH/g fehérjére vonatkoztatva tlintettiik fel.

Student-t probat hasznalva szamoltuk ki a statisztikai eredményeket, SPSS program

segitségével.

5.52. Eredmények
A 17. abran lathatjuk, hogy a DP gétolja a bradikinin-kivaltotta kalcium bearamlast. Mig
a 6,25%-0s és a 12,5%-0s DP nem valtott ki érzéklehetd kalciumszint valtozast, a 25%-o0s

¢s az 50%-0s DP hatésara a kalciumbedramlas jelentésen csdkkent (p<0,001).
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17. dabra Felsé panel: A dohdnyfistpuffer koncentracidfiiggéen gdtolja a bradikinin-
kivaltotta kalciumbedramldst. A: kontroll, B: 6,25%, C: 12,5%, D: 25%, E: 50%-os
dohanyfiist puffer higitas. A nyilak a bradikinin hozzdaddasanak idépontjat jelzik. Also
panel: a dohdnyfiistpuffer  koncentrdcidfiiggé hatasa a  bradikinin-kivadltotta
kalciumbedramldsra (n=5, p<0,001).

25%-0s DP-el végzett inkubacioval id6fiiggd kalciumbeadramlas-csokkenést meértiink,

mely mar 10 perc utan szignifikans volt (p<0,001; 18. abra).
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18. dbra Felso panel: A dohanyfistpuffer idofiiggéen csokkenti a bradikinin-kivaltotta
intracelluldris kalciumszint-novekedést. A: kontrol, B: 5 perc, C: 10 perc, D: 20 perc, E:
30 perc, F: 40 perc. A nyilak a bradikinin hozzaaddsdnak idépontjat jelzik. Alsé panel: a
dohanyfiistpuffer iddfiiggd hatdsa a bradikinin-kivaltotta kalciumbedramldasra (n=3,
p<0,001).

4 mM GSH-val (p<0,01) teljes egészében, 2 mM GSH-val (p<0,05) részlegesen gatolhatd

a 25%-os DP hatasa a bradikinin-kivaltotta kalciumbearamlasra. (19. dbran)
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19. dbra Felso panel: a redukdlt glutation megakaddlyozza a dohdnyfistpuffer (DP),
intracelluldris kalciumszint-valtozdasra kifejtett, karosité hatdsdt. A: kontroll, B: 25%
dohanyfiistpuffer, C: 25% dohanyfiistpuffer + 4 mM redukalt glutation (GSH), D: 25%
dohanyfiistpuffer + 2 mM redukalt glutation, E: 25% dohdnyfiistpuffer + 1 mM redukalt
glutation, F: 25% dohanyfiistpuffer + 0,5 mM redukdlt glutation. A nyilak a bradikinin
hozzdaddsanak idépontjat jelzik. Alsé panel: a 4 mM (p < 0,01) és a 2 mM redukdlt
glutation (p < 0,05 vs. dohdnyfistpuffer, n = 5) megakaddlyozza a dohdnyfiistpuffer,
intracellularis kalciumszint-vdltozdsra kifejtett, kdrosito hatasat.

A bradikinin-kivaltotta kalciumbedramlds formaldehid 10 pM-os (p<0.05) vagy annal
magasabb koncentraciojaval koncentraciéfiiged médon gatolhaténak bizonyult (20. abra).

GSH-val a 80 uM-os formaldehid hatésa kivédhet6 volt (20. dbra).
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20. dbra Felsd panel: a formaldehid koncentrdcidfiiggd modon gadtolja a bradikinin-
kivdltotta intracelluldris kalciumszint-novekedést endothel sejtekben. A: kontroll, B: 1 uM
formaldehid, C: 10 uM formaldehid, D: 20 uM formaldehid, E: 40 uM formaldehid, F: 80
UM formaldehid,. A nyilak a bradikinin hozzdaddsdnak iddpontjdt jelzik. Also panel: a
Jormaldehid koncentrdciofiiggé modon gdtolja a bradikinin-kivdltotta intracelluldris
kalciumszint-novekedést. (m = 5, p < 0,05, 10-80 uM formaldehid és a kontroll
viszonylataban, és a 80 uM formaldehid + 4 mM redukadlt glutation (G) vs. 80 uM
- formaldehid (F) esetében).

A 21. abran lathatjuk, hogy az 50%-0os DP csokkenti a sejtek GSH és fehérje-thiol

tartalmat. A formaldehidnek ilyen hatdsa nem volt.
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21. dbra Felsd panel: A dohdnyfiistpuffer(DP) csokkent és a formaldehid nem befolydsolja
az endothelsejtek fehérje-thiol koncentrdcidjat (*p < 0,05 vs kontroll). Alsé panel: A
dohanyfiistpuffer csokkenti, az endothelsejtek redukdlt glutation (GSH) tartalmdt (*p <
0,001, vs kontroll). A dohdnyfiistpuffer 50% higitdsu, a formaldehid 80 uM-os
koncentrdciju volt.

55.3.  Osszefoglalas

DP-vel gatolhatd volt a bradikinin kivaltotta kalcium bedramlds. A DP ezen hatésa
koncentracid és 1dofiiggének bizonyult. A dohanyfiist alkotéeleme, a formaldehid, szintén
koncentraciofiiggben gatolta a bradikinin kivéltotta kalcium beédramlast. A DP és a
formaldehid hatas is kivédhetének bizonyult redukélt glutationnal. A sejtekben a DP
csokkentette mind a GSH, mind a fehérje-thiol tartalmat, a kontroll sejtekhez viszonyitva.

A formaldehidnél nem volt megfigyelhetd ilyen hatas.

 5.6. Az Ald hatasa simaizom sejtek ERK 1/2 és JNK foszforilaltsagara
Az Ald szerepe régéta ismert a szervezet s6-viz haztartdsanak szabalyozasaban, mely

elsésorban az MR-eken keresztiil szabalyozodik. Ezzel szemben a sejtekben lejatszodd
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egyéb folyamatok szabalyozasédban betoltott, elsdsorban nem-genomikus hatdsa kevésbé
vagy alig tisztazott. Kisérleteinkben az Ald hatdsat vizsgaltuk az ERK 1/2 és a JNK

foszforilacidjéra.

5.6.1. Moédszerek

A simaizom sejteket Sprague-Dawley (SD) patkany aortabol izolaltuk, Haller és mtsai
altal leirtak szerint.'®® A Western Blothoz hasznalt sejtlizatumokat 4-t81 10. passzazsig
tenyésztett sejtek stimulacidjaval nyertiik, amely tenyészetekben a konfluencia 80%-o0s
volt. A sejteket inzulint, EGF-et, L-glutamint, streptomycint, penicillint és 10% FCS-t
tartalmazd RPMI 1640 tenyésztd oldatban tenyésztettik. A stimuldcidt megelézden a
sejteket 22 6ran keresztiill FCS-mentes tenyészt6 oldatban tartottuk, mely oldat penicillint,
streptomycint €s glutamint tartalmazott. A sejteket eltéré ideig stimulaltuk Ald-dal (107
M). A stimulaciot kovetéen a tenyésztdoldatot eltavolitottuk, majd kétszer atmostuk
foszfattal pufferelt s6-oldattal (PBS). Ezt kovetden a sejteket 0,2 M Na-O-vanadat, 0,5 M
NaF, 0,1 M 3-béta-glicerofoszfat, 0,1 M natrium-pirofoszfat, 0,2 M
phenylmethylsulphonylfluoride (PMSF), 1% foszfataz-gatld koktél (Sigma) és 4% 2 ml-
ben oldott Complete tablettat tartalmazé ,,radio-immunoprecipitation assay” (RIPA) (50
mM Tris, 150 mM NaCl, 1% NP40, 0,5% natrium-dezoxi-kolat, 0,1% natrium-dodecil-
szulféat) pufferben kapartuk fel a 6 cm-es tenyésztd csészébdl. A sejteket tartalmazd oldatot
20 perc jégen tortént tarolast kovetden centrifugaltuk le, 1000 g-vel, 15 percen keresztiil,
4°C-on. A fehérjét tartalmazo feliiliszot hasznaltuk a tovabbiakban Western blothoz. Az
oldatok fehérje tartalmdt Bio-Rad fehérje meghatarozo oldattal végeztilk fotometrids
modszerrel. A gélre ezt kovetden azonos fehérjetartalmt lizadtumot toltdttink. A
nitrocelluléz membran blokkolasat az alkalmazési eldiras szerint végeztilk, majd az
elsddleges antitestet — mely poliklonalis anti-foszfo-ERK 1/2 illetve poliklonalis anti-
foszfo-JNK volt - 1:1000 higitdsban hasznaltuk (Cell Signaling). A masodlagos antitest
1:5000 higitasa, kecskében termeltetett, torma-peroxidazzal konjugélt, anti-patkany IgG

ellenes antitest volt (Dianova).

5.6.2. FEredmények
Az oszlopdiagrammok 4-6 egymastol fiiggetlen kisérlet atlagat abrazoljak. A 22. abra

szerint az Ald id6fuggden fokozza az ERK 1/2 foszforilaltsagat, mely maximumaét a 10.
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percben éri el.
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22. dbra Az aldoszteron iddfiiggben indukdlja az ERKI/2 foszforildciot, simaizom
sejtekben.

A 23. 4bran lathato, hogy az Ald a INK foszforilaltsagat is id6fiiggben fokozza, mely a 10.

percben éri el a maximumot.
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23. dbra Az aldoszteron idéfiiggben indukdlja a JNK foszforildciot, simaizom sejtekben.
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Mindkét MAP kinaz Ald-kivaltotta aktivaldsa gatolhaté a nem specifikus scavanger
GSH-val (2 mM, 24. abra) és a szintetikus O,  szabadgy6k-fogé Tironnal (10 pM, 4dbran
nem lathatd). Az Ald kivaltotta ERK 1/2 foszforilaci6, EGFR-gatld, AG 1478-cal

csOkkenthetd volt.
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24. dbra A redukdlt glutation (GSH, 2 mM) gatolja az aldoszteron (Ald) indukdlta ERK 1/2
és JNK foszforilaciot (p<0,01).

5.6.3  Osszefoglalas

Az Ald nem transzkripciofiiggd titon aktivalja az ERK 1/2 és a JNK kindzokat. Az Ald

hatdsa a simaizom sejtekben id6fiiggd és sziikséges hozza az EGFR, valamint szabad

gyokok kozremikoddése is.

5.7. Az Ald fokozza az Ang-- kivaltotta ERK 1/2 és JNK foszforilaciot.

A RAAS kozponti elemének az Ang-nak a fontos szerepe kozismert a CV morbiditas és
mortalitds szempontjdbdl. Ma mar receptoridlis hatdsmehanizmusa is egyre jobban
tisztazott. Szerepe igazolt tSbbek kozott a sejtek novekedésében, migracidjaban,
adhézidjaban, a gyulladasban, a fibrézis kialakulasaban. A dTGR patkanyok vizsgalata

soran felvet6dott, hogy az Ald révén fokozddik az Ang hatésa.
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5.7.1. Moédszer

Vizsgalatainkhoz az 5.6.1. pont alatt leirt anyagokat és moddszereket hasznaltuk
kiegészitve MAPK vizsgalo kittel (MAPK assay kit; Cell signaling) valamint konfokalis
fluoreszcens mikroszkoépiaval. A simaizom sejteket 107 M Ang-gal és 107 M Ald-dal
stimulaltuk egyidejileg és kiilon-kiilon is.

A MAPK vizsgald kittet az eldiras szerint hasznaltuk. Osszefoglalva, a sejteket, a
stimulalast kovetéen jéghideg PBS-sel oblitettiik le, majd lizis-puffert helyeztiink rajuk. A
sejteket felkapartuk és ultrahanggal feltartuk. Ezt kévetden lecentrifugaltuk. A feltiltisz6bol
fehérje meghatdrozast végeztink, majd 200 pg-nyi fehérjét tartalmazé oldathoz
hozzdadtunk 15 pl reszuszpendalt, immobilizalt, foszfo p44/42 MAPK monoklonalis
antitestet. Egy éjszakan at 4°C-on inkubéltuk az oldatot folyamatos rdzds mellett. Ezt
kovetden, centrifugalas utan az tiledéket kétszer mostuk 0,5 ml lizis-pufferrel, jégen tartva
az oldatokat. Az iiledéket 50 pl kinaz pufferbe vettiik fel és 200 uM ATP-vel valamint 2 pg
Elk-1 fuzios fehérjével egészitettiikk ki. Fél ords szobahén vald inkubacidt kovetden a
reakcidt natrium dodecil szulfat (SDS) pufferrel allitottuk le. A mintakat 5 perces forralast
kovetden Western blottal dolgoztuk fel. Az elsédleges antitest foszfo-Elk-1 antitest 1:1000
higitasa volt, a masodlagos antitest, pedig torma-peroxidazzal konjugélt anti-nyul antitest
volt, 1:2000 higitasban.

A konfokalis fluoreszcens mikroszképos vizsgalatot Haller és mtsai altal leirtak szerint

k.180

végeztll A sejteket fedblemezre tenyésztettiik. A kisérletekhez Ang és Ald 107 M

koncentraciojat hasznaltuk. A stimuldciét kovetéen PBS-sel mostuk, majd 4%-os
paraformaldehiddel kezeltiik a sejteket. Ezt kovetden ismét PBS-es lemoséas és 80%-o0s
jéghideg metanollal -20°C-on torténd kezelés kovetkezett, 20 percig. Ismételten PBS-sel
mostuk a sejteket, majd az elsddleges és masodlagos antitesttel torténd inkubalast kovetden
agyaztuk be Oket targylemezen. Két vizsgalé egymastdl fliggetleniil értékelte azonos
kisérlet 40-80 sejtjét a stimuldld agens ismerete nélkiil. A mérést az MRC Laser Sharp
program hisztogram funkcidja segitségével készitettiik. A szubcellularis régiok kiszlrése

manudlisan, a szamfitott fluoreszcencia atlagos intenzitdsa, pedig a kdrvonalazott teriiletb6l

tortént. Az értéket a megfeleld sejtes teriilet atlagos fluroszcens intenzitasaként fejeztiik ki.
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5.7.2. Eredmények

Az Ang kivaltotta ERK 1/2 foszforilacié maximumat a 2. percben éri el. (25/A. ébra) Az
Ang indukalta JNK foszforilacidja szintén a 2. percben tetdézodott. (25/B. abra) Az Ald
indukalta ERK 1/2 foszforilacié a stimulaciét kovetd 10. percbén éri el cstcspontjat,

hasonléan a JNK indukalta foszforilacidhoz, amint azt mar lathattuk. (22. és 23. abra)
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25. dbra Az angiotenzin Il iddfiiggden indukdlja az ERK 1/2 és a JNK foszforildciot
simaizom sejtekben.

Az ERK 1/2 foszforilacidja az Ang és az Ald egyiittes adasat kdvetd 2. percben éri el
hatdsmaximumat, mig a JNK foszforilaltsiga mar az els6 percben tet6zott. (26/A., 26/B.
abra) Mind a konfokalis mikoroszkopos (26/C. abra) mind a MAPK vizsgalo kittel (26/D.
abra) végzett vizsgalatokkal igazoltuk az Ald MAPK foszforilaciét fokozo hatdsat Ang
jelenlétében. Az MAPK vizsgalo kittel vizsgaltuk az Erk 1/2 szubsztratjanak, az Elk-nek —

mint transzkripcids faktornak — a foszforilaltsagat.
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26. dbra Az aldoszteron (Ald) fokozza az angiotenzin Il (Ang) indukdlta MAPK
Joszforilaciot. A: az Ald fokozza az Ang kivdltotta ERK 1/2 foszforilaciot simaizom
sejtekben a 2. percben (p<<0,01). B: az Ald fokozza az Ang kivadltotta JNK foszforildciot
simaizom sejtekben a 2. percben (p<<0,01). C: Az Ald fokozza az Ang indukdlta ERK 1/2
Jfoszforlaciot konfokdlis fluoreszcens mikroszkopos vizsgdlat sordn is az 5. percben. D: Az
Ald fokozza az Ang indukdlta Elk foszforildciot MAPK assay kit vizsgdlattal a 2. percben
(p<0,03). :

Ahogy az Ang és az Ald esetében szabad gyck fogoval sikeriilt csokkenteni a MAPK-ok
foszforilalodasat, Ggy az Ang és az Ald egyiittes alkalmazasa esetén is sikeresen
megakadalyozta az aktivalodast mind a GSH, mind a Tiron (dbran nemn mutatott

eredmény). A kombinacié kivaltotta MAPK foszforilacio gatolhaté volt AG 1478-cal,
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\d €5 az Ang indukélta foszforilacio gatlashoz. (27. dbra)




59

D'ERK 1/2 b g L3 : *

ERK 1/2

Angiotenzin II 107 M

Aldoszteron 107 M - + + + + . - ;
AG 1478 108 M - ; + ] - + ] ]
AG 1478 107M - - ; + § i + ]
AG 1478 3x10'M - - - - + i . +

27. dbra Az aldoszteron indukdlta, angiotenzin Il kivdltotta ERK 1/2 foszforildcié
epitelidalis novekedési faktor receptor (EGFR) fiiggd folyamat. AG 1478-cal (EGFR gatld)
eldinkubdlva simaizom sejteket, gdtolhaté volt az angiotenzin 11 és az aldoszteron kivdltotta
ERK 1/2 foszforildcié a 2. percben.

5.7.3.  Osszefoglalas
Az Ang kivaltotta MAPK foszforilacio Ald-dal fokozhat6 volt. A hatds maximuma mar a
2. percben jelentkezett, mely aktivicidban a szabad gytkoknek és az EGFR-nek fontos

szerepiik van. A hatas transzkripcids faktorok aktivalasaban is megnyilvanul.

5.8. A MR-gitlok csokkentik az Ang-indukalta ERK 1/2 foszforilaciot és a dTGR
patkanyokban kialakulé szervkarosodast

Az MR-gatlokrél a dTGR-ek vizsgalata soran kidertilt, hogy, a kordbban embereken
végzett RALES tanulmanyban talaltakhoz hasonldéan, csokkenti a kardialis fibrozis
kialakulasat, valamint megnoveli a tulélést. A fentiek mehanizmusat kutatva kerestiik a
valaszt arra a kérdésre, hogy vajon az Ang indukalta cellularis, nem-genomikus
folyamatokat befolyasolja-e az MR gatlo, mely megakadalyozza az Ald receptorhoz vald

kotddését.
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5.8.1. Modszer

A sejtkulturaval végzett vizsgalatokhoz az 5.6.1. és 5.7.1. pont alatt leirt simaizom
stimulaltuk azt kdveten, hogy a sejteket 30 percig inkubaltuk 10 M-os koncentracidju
spironolaktonnal (Spi). Az igy nyert mintdkat az 5.6.1. és 5.7.1. pontok alatt leirt mddon
dolgoztuk fel Western blothoz, MAPK vizsgald kittel végzett kisérletekhez és konfokalis
fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatokhoz.

A simaizom sejteken végzett szabad gyok meghatarozast fluoreszcens modszerrel, Ohba
és mitsai 4ltal lefrtak szerint végeztik.'"®' Osszefoglalva, a sejteket fedSlemezen
tenyésztettilk, 24 oran at szérum szegény (0,1% BSA) kornyezetben, majd 30 percen
keresztiil, s6tétben, 37°C-on, DCF-DA jelenlétében tartottuk. Eldinkubalasra Spi (lO'6 M,
30 perc) vagy 10 uM/1 koncentracioju dimetil-szulfoxidot (DMSO, 30 perc; a fluoreszcens
indikator olddszere, kontrollként) hasznaltunk. A stimulidcidé Ang 107 Me-os
excitacios és 513 nm emisszios hullamhosszon. A fluoreszcens intenzitast 5 kiilénb6z6, 15-
20 sejtet tartalmazo sejtcsoportndl mértiik, a relativ fluorszcens intenzitdst pedig az 5
csoport értékének atlagaval tintettiik fel.

A simaizom sejtek MR expresszidjat is vizsgaltuk TagMan polimeraz lancreakcid
segitségével. A receptor mRNS jelenlétét a kovetkezd primer szekvenciakkal vizsgéltuk:
MR-F, GCACTCACACCATCCCCG; MR-R, TCGTAGCCTGCATACACGGTC; MR-P,
FAM-CCATGATCCTGGAGAACATCGAGCCT-TAMRA.

Az in vivo kisérleteket 4 hetes, him, dTGR (n=28) és azonos koru, nem transzgenikus SD
patkanyokon (n=7) végeztik. A dTGR csoport 14 tagja 3 héten keresztiil kapott MR gatlo
eplerenont (100 mg, kg, nap' doézisban). A szisztolés vérnyomds mérését farokra
helyezhet6 érzékeld segitségével végeztiik éteres boditas alatt. A vizelet minta gytjtése 24
6ran keresztiil folyt. A vizelet albumin meghatarozas ELISA segitségével tortént. Az
echocardiografids vizsgalat M-modu és pulzus hullam Doppler modszerrel tortént éteres
boditasban. A Doppler vizsgalatot szines Dopplerrel végeztiik. A transzducer 7 MHz-es
volt. Harom mérés atlagat osszegeztiik. Az allatokat 7 hetes korukban lesltiik.

Az immunhisztokémiai vizsgalathoz a szivet és vesét feldaraboltuk, majd izopentanban (-
35°C) gyorsfagyasztottuk €s -80°C-on taroltuk. A fagyasztott szoveteket kriosztatban 6 pum

vékonyra metszettiik és szobahdn hagytuk megszaradni. Hideg acetonnal tortént fixalast
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kovetden a mintdkat szobahémérsékleten szaritottuk és TRIS pufferrel mostuk (0.05 M/L
Tris puffer, 0.15 M/L NaCl, pH 7.6). A metszeteket szobahémérsékleten inkubéltuk, majd
ezt kdvetden 60 percig az els6dleges monoklonalis antitesttel (kollagén IV-es tipusa vagy
foszfo-ERK1/2 elleni antitesttel) kezeltiik. TRIS pufferrel torténd mosés utin a metszeteket
masodlagos anti-egér 1gG ellenes antitesttel kezeltiik 30 percig. Antifoszfataz anti-alkalikus
foszfataz antitesttel ujabb 30 perces inkubalds kovetkezett szobahémérsékleten. Az
immunreakciot naftol-AS-Bl-foszfat és neofukszin elegyével tettiik lathatéva. Az endogén
alkalikus foszfataz gatlasa 10 umol/l levamizol segitségével tortént. A metszetet csapvizzel
oblitettiik és végill GelTol bedgyazd anyaggal agyaztuk be. Mikroszképpal (Zeiss

Axioplan-2) tortént az értékelés a mintak eredetének ismerete nélkiil. Minden metszetbol

15 teriiletet értékeltiink komputerizalt sejtszamlalo programmal (K 300 3.0, Zeiss).
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28. abra A spironolakton (Spi) gdtolja az angiotenzin Il (Ang) kivaltotta ERK 1/2
foszforildcidt. A: spironolakton 30 perces elSinkubdciot kivetben csokkenti az ERK 1/2
foszforildcidt az angiotenzin Il-hatds 10. percében (p<0,01). B: A spironolakton hatdsa -
az angiotenzin Il indukdlta ERK 1/2 foszforildciora - megfigyelhetd konfokdlis fluoreszcens
mikoroszkdpos vizsgdlattal is. C: A spironolakton nem befolydsolja az epitelidlis
novekedési faktor (EGF) kivdltotta ERK 1/2 foszforilaciot.
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5.8.2. Eredmények

In vitro kisérleteinkben simaizom sejteket inkubaltunk Spi-nal, majd vizsgaltuk az Ang
kivaltotta ERK 1/2 aktivaciot. A 28/A abran levd Western blot azt mutatja, hogy a Spi az
Ang adasat kovetd 10. percben szignifikansan csokkenti az ERK 1/2 foszforilaciojat. A Spi
fenti hatdsa az Ang hatdsmaximuman (2 perc) nem volt megfigyelhetd.

Ugyanezen eredményt taldltuk az elvégzett konfokalis fluoreszcens vizsgalattal, amit a
28/B abran lathatunk.

El§ sejttenyészeten vizsgaltuk a Spi hatasat az Ang indukalta szabadgyok-képzddésre. A
29. abran lathatd, hogy a Spi az 5. perctdl szignifikdnsan csokkenti az Ang indukalta

szabadgyok-képzodést.
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29. abra A spironolakton (Spi) szignifikansan csokkentette (p<0,05 az 5. percben, p<0,01 a
10. precben) az angiotenzin Il (Ang)-kivdltotta DCF-fluoreszcencia intenzitdsdt, éI6
simaizom sejitenyészeten.

Az eplerenonnal nem kezelt dTGR patkanyok (n=14) szisztolés vérnyomasa magasabb volt
mind a kontroll SD patkidnyok (n=7), mind pedig az eplerenonnal kezelt dTGR patkanyok
(n=14) szisztolés vérnyomasanal (p< 0,05 minden esetben; 30/A 4bra). A vizelet
albumintiritése jelentésen emelkedett a dTGR patkanyokban a kontroll SD patkanyok
vizelet albuminiiritéséhez képest (p=0,001). A vizelet albuminiiritést az eplerenon

jelent6sen csokkentette dTGR patkanyok esetében (p<0,001; 30/B abra).
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30. dbra Az eplerenon (EPL) csékkenti a renin és angiotenzin génre transzgenikus patkdanyokban
(dTGR) kialakulo szervkdrosoddst A: az eplerenon kezelés csokkenti a dTGR-ban mért
vérnyomdst (p < 0,05), viszont nem éri el az egészséges patkanyokban (Sprague Dewley (SD))
mért értéket. B: az albuminuria szintén csokken eplerenon hatdsdara (p < 0,001). C: eplerenon
hatdsdra jelentdsen csikken a glomerulusok, a bazdl membrdn és a peritubuldris kapillarisok
kollagén IV-es festédése. D: Az eplerenon csokkenti a ér médidban detektdlt ERK 1/2 intenzitdst.
E: Eplerenon hatdsdra csokken a szivizom hipertréfia (p < 0,05). F: Eplerenon hatdsdra javul a
diasztolés telédés (E>A).

sziv hipertrofia ia index (mg/g)
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Az eplerenon kezelés csokkentette a kollagén IV-es tipusanak mennyiségét, a nem kezelt
dTGR patkanyok veséjében €s szivében talalt, kollagén IV szinthez képest (30/C abra). A
kimutathaté, az SD patkanyok artéria médidjahoz képest. Az eplerenon kezelés
csokkentette az ERK 1/2 foszforilaltsag szintjét (30/D 4abra). Az eplerenonnal kezelt
patkanyokban kisebb volt a sziv hipertréfia mértéke (p<0,05; 30/E abra) és az eplerenon
javitott a diasztolés diszfunkcién is dTGR patkanyok esetében (rendezte az E/A aranyt)
szemben a nem kezelt patkdanyokkal. A fenti eredményekkel egyiitt a kezelés ellenére
magasabb maradt a sziv hipertrofids indexe az SD patkanyokban mértekhez viszonyitva

(30/E éabra).

5.8.3.0sszefoglalas

A fenti eredmények egyértelmilen mutatjak, hogy az MR gatlo Spi jelentdsen csdkkenti
az Ang indukalta ERK 1/2 foszforilaciéjat a simaizom sejtekben. Lathaté az is, hogy a Spi
eredményesen csokkentette az Ang indukélta ERK 1/2 foszforilacidban is szerepet jatszo
szabad gyokok keletkezésének mértékét. Allatkisérletes eredmények alapjan lathat6, hogy
az MR gatl6 eplerenon csokkenti, vagy megsziinteti a fibrdzis, az albuminuria, a diasztolés

diszfunkcid €s a sziv hipertr6fias indexének mértékét.

5.9. A taplalkozas hatdsa a szérum és a vizelet glikaciés végtermékek szintjére

Az ételek siitése, f6zése szdmos AGE-termék valamint nem AGE-termék képzddését is
eredményezi. A hokezelés hatasara az ételekben keletkez6 glikacios termékek koziil az N°-
karboximetil-lizin (CML) péld4jan — mely egyben oxidativ sterssz marker is - vizsgaltuk a
taplalék eredetli AGE-termékek felszivodasat és vesemiiksdésre kifejtett hatdsat egészséges

onkéntesekben. '

5.9.1. Modszer
A taplalkozas, szérum AGE szintjére kifejtett hatdsanak vizsgéalatira prospektiv,
randomizalt, cross-over vizsgalatot végeztiink. 24 egészséges Onkéntest vontunk be a

vizsgélatokba annak tisztazasara, hogy a hékezelt ételek fogyasztdsa miként befolydsolja a
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vizelet albuminiiritést, a kreatinin clearancet és a vérnyomast. A vizsgalat 4 hétig tartott.
Mértiik az onkéntesek szérum CML szintjének és vizelet CML iiritésének valtozasait is. A
vizsgalatot a Pécsi Tudoméanyegyetem Etikai Bizottsaganak engedélyével végeztiik, az
onkéntesek megfeleld tajékoztatasban részesiiltek, majd irdsos beleegyezé nyilatkozatot
tettek. A vizsgalt személyek jellemzdit €s kiindulasi laboratoriumi értékeit az 1. tAblazatban

tiintettiik fel.

1. tablazat. Az egészséges onkéntesek klinikai paraméterei a vizsgdlat kezdetén.

Atlag + SD
Eletkor (év) 25,0+ 5.4
Testtomeg index (kg/m?) 21,9422
Plazma fibrinogén (g/1) 2,55+045
Plazma gluk6z (mmol/1) 4,65 £ 0,47
Szérum albumin (g/1) 48,0+2.6
Szérum C-reaktiv protein (mg/l) 1,60 + 3,83
Szérum HDL koleszterin (mmol/l) 1,50 £ 0,26
Szérum 6sszkoleszterin (mmol/1) 4,56 + 0,66
Szérum triglicerid (mmol/l) 1,16 £ 0,64
Vérnyomas
szisztolés (Hgmm) 115+10
diasztolés (Hgmm) 72+9

A vizsgalat els6 hetében minden &nkéntes a megszokott modon taplalkozott, csupan a
tulzott fehérjebevitel mellézését kértiik. Ennek érdekében részletes diétas tandcsadasban
részesiiltek és a diéta ellendrizhet6sége céljabol, diétds naplot vezettek. Az elsé hetet
kivetden az onkénteseket véletlenszertien két csoportra ("A" és "B" csoport) osztottuk. Az

"A" csoport tagjai a masodik vizsgalati héten magas fehérjetartalmt, hokezelt (siitétt,
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fozott) ételeket fogyasztottak. Ugyanakkor a "B" csoport magas fehérjetartalmu, nyers
ételeket kapott. A harmadik héten, az ugynevezett kimosasi peridodus alatt, az dnkéntesek
mindkét csoportban ismét az altaluk megszokott modon taplalkozhattak a fehérjebevitel
mérséklésének javaslataval. Végill a negyedik vizsgalati héten a csoportok diétajat
felcseréltiik. Az "A" csoport kapott nyers, a "B" csoport pedig hokezelt, magas

fehérjetartalmu ételeket (2. tablazat).

2. tablazat. A vigsgdlat menete. A tablazatban a cross over tanulmdny felépitése lathato. A
szokdsos étrendet kovetden az egyik csoport hdkezelt fehérjediis diétdt fogyasztott 1 hétig, a
mdsik csoport, pedig nem hlkezelt ételeket evett. Kimosdsi periodust kovetben a két csoport
kozott megvdltozott a diéta tipusa.

Elsé hét Masodik héf  Harmadik hét Negyedik hét
A csoport

szokdsos étrend| meleg diéta szokasos étrend|  hideg diéta
(n=12)
B csoport

szokasos étrend|  hideg diéta szokasos étrend| meleg diéta
n=9)
Fehérje

1 g/ttkg/nap 3 g/ttkg/map| 1 g/ttkg/nap 3 g/ttkg/map
tartalom

Az elsO és a harmadik héten az étrend fehérjetartalmat az dnkéntesek altal készitett diétas
naplok alapjan szdmitottuk ki.

A vizsgalat masodik és negyedik hetében - amikor a nyers és a hokezelt ételek
vesemiikodésre gyakorolt hatasat hasonlitottuk 6ssze - az dnkéntesek kizarolag a klinikank
dietetikusai altal Osszeédllitott étrend alapjan, a klinikdnkon elkészitett ételeket
fogyasztottdk. A rendlis hatdsok provokélasa céljabol a hokezelt és a nyers diéta
fehérjetartalmat 3 g/ttkg/nap-ra allitottuk be. Ez az egészséges felnéttek szamara a WHO
altal javasolt napi fehérjebevitelnek (0,8 g/ttkg/nap) koézel négyszerese. A tervezett
fehérjetartalom elérése érdekében az ételeket ultrafiltralt tejsavo-fehérje koncentratummal
egészitettiik ki. A diétdk energiatartalma 147 kJ/ttkg/map (35 keal/ttkg/map) volt. A
hékezelésnek ki nem tett tejtermékek, nyers zoldségek és gyiimdlesok alkottdk a nyers

diétat. Az nkéntesek a nyers diéta ideje alatt nem fogyaszthattak kavét, teat és kolat, mivel
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azok AGE tartalma jelentds.® A hokezelt diéta fott és siilt ételeket tartalmazott. A
tejtermékeket, gyiimolesoket, zoldségeket legalabb 30 percig érte hohatas (fozés, siités,
parolas). Emellett a hokezelt diéta soran 6nkénteseink péksiiteményeket és husételeket is
kaptak, valamint barmilyen alkoholmentes italt is fogyaszthattak. A hokezelt és nyers diéta
CML és fruktozlizin (a CML prekurzora) tartalmat részletes étrendi leirdsainkbol a Kieli
Egyetem Taplalkozastudomanyi Intézetének munkatarsai szamitottdk ki kordbbi,
kiilonbdzé €lelmiszereken elvégzett méréseik alapjém.gz’183’184’185’186’187 A hékezelt diéta
megkdzelitéleg 60 mg/map CML-t tartalmazott, mig a nyers diéta CML tartalma
elhanyagolhat6 volt. A hdékezelt diéta korilbeliil 7-szer annyi fruktdzlizint tartalmazott,
mint a nyers diéta. A fentiek miatt a tovabbiakban a hdkezelt, magas proteintartalmu diétat
CML-dus proteinterhelésként, a nyers, magas proteintartalmu diétat pedig CML-szegény
proteinterhelésként fogadtuk el.

Az els6 és a harmadik héten az 6nkéntesek az altaluk megszokott mddon étkeztek, ez 1dd
alatt minden étkezésiikr6l diétds naplot vezettek. A diétds napldk alapjan az atlagos
fehérjebevitel 1,0 £ 0,3 (atlag + SD) g/ttkg/nap, mig a napi energia-felvétel 123 + 37
kJ/ttkg/nap volt (29,3 + 8,9 kcal/ttkg/nap).

Minden vizsgalati hét utolsé napjan éhgyomri vérvételt és 24-6ras vizeletgyijtést
végeztiink. A glomerularis funkcid méréséhez a 24-6ras endogén kreatinin clearancet
hatdroztuk meg. A vizelet albuminiiritést immunturbidimetridval mértiik. A vérnyomas
valtozasait 24-6ras ABPM-val rogzitettiik.

A szérum és a vizelet CML koncentraciot kompetitiv ELISA-val hataroztuk meg a 4G9

monoklonalis anti-CML antitest felhasznalasaval.'s®

A CML meghatarozas elott a szérum
mintakat Proteinase K hozzaadéasaval enzimatikus hidrolizisnek vetettiik ald, hogy a szérum
fehérjék rejtett CML epitopjai is hozzaférhetévé valjanak az antitestek szamara.'®* Mivel a
CML a vizeletben tulnyomorészt szabad, nem fehérjéhez kotott forméban van jelen,
enzimatikus hidrolizist a vizelet CML koncentrdcidjanak meghatarozasahoz nem
végeztiink. A hidrolizalt szérum €s a nativ vizelet mintakat 20-szorosra higitottuk 20
mmol/l TRIS, 150 mmol/l NaCl és 0,05% Tween (ICI America Co., Bridgewater, NJ)
tartalmu oldatban (pH 7,4). Az abszoluit CML koncentracidé meghatarozasahoz
N°-karboximetil-aminokapronsavat (Alteon Inc., New York, NY) hasznéltunk standardként.

Az ELISA lemezeket 1 mg/l AGE-bovin-szérumalbuminnal (AGE-BSA) inkubaltuk 1 éran
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at. Haromszori kimosast kdvetden a szérum és a vizelet mintakat, valamint a kalibracios
standardokat 2 dran keresztiil inkubaltuk peroxidézzal konjugalt monoklonalis anti-CML
antiszérummal az AGE-BSA-val el6kezelt ELISA lemezeken. Ujabb haromszori mosés
utdn a szinreakciét 0,3 g/l 2,2'-azino-di-3-ethylbenzthiazoline-sulfonsavat és 0,01%-os
hidrogén peroxidot tartalmazé 0,01%-os glicin/citrat pufferrel valtottuk ki. Az abszorpciot
ELISA automatdban (Multiskan Ascent, Labsystems, Helsinki, Finnorszag) 405 nm-nél
mértiik (referencia: 603 nm-nél).

A CML-specifikus kompetitiv ELISA szenzitivitasa 5 ng CML/ml volt, kevesebb, mint
5% intra- és 8% interassay variabilitdssal. A moédszer mind szérum, mind pedig vizelet
mintak esetében 10-szerestd] 40-szeresig terjedd higitasi tartomanyban volt lineéris. Ismert
mennyiségl standard visszanyerése szérumbol 102 + 13%-os, vizeletbdl 101 £ 4%-o0s volt.

A két csoport azonos diétas idOszakainak eredményeit Gsszevontuk, az eredményeket
atlag = SEM formdaban adtuk meg. Az egyes diétatipusok hatasanak dsszehasonlitdsdhoz

egy-mintas t-tesztet hasznaltunk.

5.9.2. Eredmények

A vérnyomds paraméterei (szisztolés és diasztolés nappali, éjszakai, és 24-Oras
vérnyomadsatlagok, diurnalis index, hipertdnias idéindex, hipertonias impakt), a vérgazok
(pCO2, pH, bazis hiany, aktudlis 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 vizsgalat soran.

A szérum CML szint a CML-dus diéta fogyasztasa el6tt 306 + 8 ng/ml volt, majd a CML-
dis proteinterhelés hatasara 343 + 12 ng/ml-re novekedett (p < 0,05). A CML-szegény
proteinterhelés elétt a szérum CML szint 309 + 14 ng/ml-nek, utina pedig 315 + 11 ng/ml-
nek adodott (nem szignifikans eltérés). A CML-dus, illetve a CML-szegény proteinterhelés
hatdsara kialakult, szérum CML szintek kozotti kiilonbség, szignifikdnsnak (p < 0,05)

bizonyult (31. abra).
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31. dbra A szérum N°-karboximetil-lizin (CML)-szint vdltozds a fehérjében gazdag és
fehérjében szegény diéta hatdsdra, a szokvdnyoshoz viszonyitva.

A vizelet CML iirités a CML-dus proteinterhelést megeléz6 1,1 + 0,1 mg/nap értékrdl 1,5
+ 0,2 mg/nap értékre emelkedett (p < 0,05). Ezt kovetéen a CML-szegény proteinterhelés
soran 1,1 + 0,2 mg/nap-rol 0,7 £ 0,1 mg/nap-ra csokkent (p < 0,01). A vizelet CML iirités
mértéke a CML-dus proteinterhelés soran szignifikdnsan (p < 0,0001) magasabb volt a

CML-ben szegény fehérjeterhelés esetén kapott értéknél. (32. abra).
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32. dbra A vizelet N°-karboximetil-lizin (CML)-iirités vdtozdsa, a fehérjében gazdag és
Jfehérjében szegény diéta hatdsdra, a szokvdnyos étrendhez képest.

A vizelet albumintirités a CML-dus proteinterhelés el6tt 9,0 + 1,2 mg/nap, uténa 23,2 +
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8,2 mg/map (p = 0,0539), illetve a CML-szegény proteinterhelés elétt 12,3 + 2,9 mg/nap,

utana pedig 16,4 + 5,4 mg/nap volt (nem szignifikans, 33. abra).
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33. dbra Az albuminiria vdltozdsa a N°-karboximetil-lizinben (CML) gazdag és N°-
karboximetil-lizinben szegény diéta hatdsdra a szokvdnyos étrendhez viszonyitva

A vizsgalat masodik hetében harom onkéntes (mindharman a "B" csoport tagjai) nem
kivanta folytatni a vizsgélatot, mivel a kizardlag nyers ételekb6l 4116 diéta nem felelt meg

izléstiknek. 21 onkéntes a vizsgalat teljes idétartama alatt egylittmkodott.

5.9.3. Osszefoglalas

Az ételek hokezelése soran keletkez6 CML a gyomor-béltraktusbol felszivodva a
keringésbe keriil, melynek egy része a vesén keresztil valasztodik ki. A CML-dus
proteinterhelés az albuminuria fokozodasahoz vezetett. A fentiekkel ellentétben a magas
proteintartalmti, nyers ételek fogyasztasa alacsony CML bevitellel tarsult. Ennek

megfeleléen hatdsara jelendsen csokkent a vizelettel {iriil6 CML mennyisége.
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6. MEGBESZELES
6.1 Az MG indukalta arginin-médosulast vas jelenlétében szabad gyokos
folyamatok katalizaljak

Ahol a fokozott szabadgytk-keletkezés és/vagy fokozott aldehid képzddés kovetkeztében
oxidativ stressz és/vagy karbonil-stressz van jelen - mint pl. cukorbetegségben - a képz6d6
reaktiv vegytliletek, karositva a sejtek alkotéelemeit, patofiziologiai folyamatokat inditanak
L.’ Amennyiben fokozott a glikacio, fokozddik az aldehidek képz6dése és kotddése a
fehériékhez."”! Az MG szérumszintje - hasonldéan a malondialdehidhez - cukorbetegek
vérében az egészségesekéhez képest szignifikdnsan magasabb, ami MG esetében a kontroll
populacidban talalt érték kozel négyszeresét is elérheti.””>!**1** Keletkezése, részben az
MG szintaz és a citokrém P450 IIEI 4ltal, részben nem enzimatikus Gton térténik.'*

Az MG képes reagélni a fehérjék amino csoportjaival, ez altal karositva a fehérjék
funkcidjat. Az MG argininnel reagalva imidazolont, és/vagy argpirimidint képez.'**"7 Az
MG-arginin reakcié meglétét ESR-rel igazoltuk.

Az atmeneti fémek szerepe az MG és aminosavak kozotti reakcioban sokaig tisztazatlan
volt. A vas elektron donor és akceptor tulajdonsaga révén, hasonléan a tSbbi atmeneti
fémhez, részt vesz kémiai folyamatok katalizdlasdban, mint pl. szabad gyokok
képzésében, 178199200 A cykorbetegek széruméanak vas-kotd kapacitasa csokkent, illetve
szbveti raktaraikban a vas szintje magasabb, az egészséges egyénekhez képest?”' A
kialakul6 oxidativ stressz a raktarakbol torténd vas felszabaduldsdhoz vezet, amiben a
NAD(P)H oxidazoknak lehet szerepe.105 A szabad intracellularis vas els6sorban ferro
forméban van jelen 0,1-1,0 pM-os koncentracioban.”

Kisérleteinkben vvt modellben a vas és az MG kalcium bearamlast valtott ki és felmertilt
az MG és a vas kozotti interakcid lehetésége. Az arginin és az MG reakcidja kapcsan
detektalt ESR jel intenzitisat a Fe’" fokozta, és a Fe?* csokkentette. A desferroxamin
csokkentette a Fe’™ hatasat. A fentiek alapjan a mas munkacsoport altal kimutatott MG-
anion johet létre olyan médon, hogy a Fe’ elektront vesz el az MG-t8l és igy Fe*'-vé
alakul (14. abra). Az MG-anion képes komplexalni a Fe**-t és e komplex — mely sokkal
reaktivabb, mint az MG énmagaban - reagalhat az argininnel.**

Az arginin azért is kiemelten fontos az aminosavak kozott, mert a vascularis rendszer

szabélyozasaban kulcsszereppel bird, NO termeléséért felelés NOS enzim szubsztratja.
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6.2. Az MG és a Fe'* hatdsa a vvt-k kalcium szintjére, oxidativ stituszara és
onmagaban a vas hatdsa a fentiekre

Az MG éltal kivaltott szabadgyok koncentracié-ndvekedés kalciumszint-emelkedést okoz
vvt-kben. Az MG e hatésa hasonlé a szabadgysk-képzsdést kivalté Fe**-hoz. Az oxidativ
stressz, az emelkedett intracellularis kalcium szint, az MG magasabb szérum szintje,
valamint a vas megnovekedett intracelluldris jelenléte jellegzetes eltérések
cukorbetegségben. A fenti folyamatok a vvt membran rugalmassaganak csdkkenéséhez
lletve elvesztéséhez vezetnek, ami a mikrocirkulacié karosodasaval jar egyiitt. Az MG ¢s
7as egylittesen kisebb kalcium akkumulaciot valtanak ki, mint az MG 6nmagaban. Mind a
as, mind az MG kivaltotta oxidativ stressz és kalcium akkumulacio kivédhetd volt,
zabadgyok-fogokkal €s desferrioxaminnal is. Az MG 4ltal okozott kalcium akkumulaciét
s oxidativ stresszt desferrioxamin gatolta, ami az extracelluldris vas szerepének
ehetdségét veti fel a folyamatban.*”® Ez azért is valoszin, mert a desferrioxamin nagyon
assan jut be a sejtekbe, valamint az alkalmazott SOD hatasa gyorsan kifejlédik.204 A GSH
zen kivill extracellularisan is megkotheti az MG-t. Vvt-kben a GSH hatékonyan kivédte az
MG kivaltotta karosodast. A GSH jotékony hatdsat két uton fejtheti ki. Hatékonysagaban
zabadgyok-fogd tulajdonsag mellett szerepe van a glyoxaldz tGtvonalnak. A glyoxalaz uton
cépes metabolizlni a szervezet az MG-t. Vizsgalataink azt is igazoltak, hogy MG hatasara
sokken a vvt-k alacsony molekulasulyt thiol tartalma, ami az oxidativ stressz szerepének
jabb igazolasa.’”® A fentiekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az MG toxikus hatésa
ranszmembran uton elsésorban sejtfelszini moddositasokat idéz elé fehérjékben és
ipidekben, mely mddosuldsok tobbek kozott a vvt membran fluiditdsanak elvesztéséhez,
/alamint ozmotikus stabilitdsdnak csokkenéséhez vezetnek, igy hozzijarulva a

ukorbetegség szovédményeinek kialakuldsdhoz. 2%

.3, A dohanyfiist és a formaldehid hatisa az endothel sejtek bradikinin-
civaltotta kalciumszint valtozasira és a sejtek redox statuszanak alakulasara.

A dohényfiist és a formaldehid koncentraciofiiggben gatoljak a bradikinin-kivaltotta
calcium-szint novekedést. A dohanyzas eNOS-NO-cGMP ttvonalra kifejtett hatdsa nem
yatolhaté SOD, katalaz és desferrioxamin segitségével. Ebbél arra kdvetkeztethetiink, hogy

 fenti folyamat nem O,’, OH', vagy lipid peroxidacio fliggd. A GSH és mas thiol csoport
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tartalmu vegyiilet — nem specifikus szabad gyok fogdként — sikeresen csokkenti a
dohanyfiist kérosito hatasat.?%*%

A dohanyfiist a GSH mellett reakcidba 1ép a sejtek fehérjéinek thiol csoportjaival is. A
fehérjék thiol csopbrtj anak oxidacioja, elsésorban a cisztein csoportokkal 1étrejott reakcion
keresztiil, kozvetleniil gatolhatja az agonista anyagok kivaltotta, ionizalt kalcium-szint
novekedést. A cisztein csoportok fontos szerepet jatszanak az inozitol 1,4,5-trifoszfat
érzékeny kalcium csatornak nyitasdban az endoplazmatikus retikulumban.’®® A fentiek
mellett az oxidativ stressz hatdsdra a sejtmembran depolarizacidja révén, indirekt modon is
gatolhatd az agonistdk indukalta kalcium bedramlas. A natrium csatorna fehérjéi oxidativ
stressznek kitéve a csatorna megnyilasat, ezen keresztiil pedig a sejtek depolarizaciojat
okozzak *® A megndvekedett intracellularis kalcium szint aktivalja a thiol csoportokat
tartalmazd, Na'/K'-ATP-az enzimet. Amennyiben a thiol csoportok reagalnak a szabad
gyokokkel, az enzim aktivalédasa kart szenved, ¢s igy zavar keletkezik a sejtek
repolarizacidjaban. A fesziiltség-fiiggd kalcium csatorndk mikodéséhez sziikséges a
sejtmembran depolarizacidja, aminek kovetkeztében kalcium aramlik a sejtekbe. A Ca**-
ATP-az szintén thiol tartalm® enzim, melynek funkcidéja karosodik oxidativ stressz
hatésara, és igy tovabbi depolarizaciét okoz.2'”

A formaldehid bradikinin-kivaltotta kalcium-bearamlasra kifejtett gatlé hatdsa, az IP-3
receptorban levé argininnel torténd reakcidja utjan alakulhat ki. Az IP-3 receptor IP-3 kotd
részén talalhatéak arginin aminosavak.”"’ Az arginin formaldehiddel tdrténé reakcidja
sordn 1étrejové kovalens kotésli vegylileteket részletesen leirtdk kiilonbozd fehérjék
esetében.’!! Kisérleteinkben a GSH megakadalyozta a formaldehid gatld hatasanak
kifejlédését a bradikinin kivéltotta intracelluldris kalcium-szint névekedésre.”'? A
dohényzas, bar fokozza az eNOS expresszidjat, annak aktivitdsa mégis karosodast szenved,
ami a szoveti NO szint csokkenéséhez vezet. Ezen folyamat 1étrejottében szerepe lehet az

agonista indukalta intracelluldris kalcium szint novekedés gatldsdnak is. A fenti

folyamatban bizonyitottan szerepe van az oxidativ stressznek.*!

6.4. Az Ald hatasa az Ang-indukalta ERK 1/2- és JNK-foszforilaciora simaizom

sejtekben
Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy mind az Ang mind az Ald fokozta az ERK 1/2 és JNK

foszforildicojat simaizom sejtekben. Ezen stimulacié idéfliggének bizonyult. Szabad gyok
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gdval (GSH és tiron) €s az AG 1478-cal (EGFR gatlo) meg tudtuk akadéalyozni az Ang
ivaltotta ERK 1/2 foszforilaciot. JNK esetében, az irodalommal Osszhangban, a
savangerek hatdsosan gatoltak a foszforilaciot."** Az Ang-indukalta ERK 1/2 aktivaciot
letden t6bb elképzelés 1étezik. Mig egyesek szerint az ERK 1/2 foszforilaciojahoz sziikség
an a PKC aktivalodasara és az intracellularis Ca®*-szint novekedésére, addig masok a
a?*t0] fiiggetlen ERK 1/2 aktivacié mellett érvelnek. 124131214 Napjainkban végzett
isérletek mutattéak ki, hogy a simaizom sejtekben az Ang altal kivaltott ERK 1/2- és p38-
inaz foszforilacié egyarant matrix metalloproteindz (MMP)-fiiggd folyamat.*"> Az Ang
idukéltaz MMP aktivalodas pedig Src kinaz-fiiggs.*'® Ujabb kozlemények az MMP-7
zerepét tartjak fontosnak a fenti folyamatban.”'” Az MMP hatésara a HB-EGF egy része
hasitodik, majd kapcsolodva az EGFR-hez aktivalja azt. Az EGFR fontos szerepet tolt be
7z Ang és Ald medialta sejtszinti hatasban, az EGFR ugyanis felelds az Ang indukalta
huzodo szabadgydk-képzédésért és az ERK 1/2 foszforilacioért.”?'® Az EGFR-hez -
ktivalodasa soran - adapter fehérjék kapcsolodnak, igy a Ras fehérjén keresztiil
6zvetleniil aktivalni képes az ERK 1/2 kaszkadot. A Ca*" szerepét a folyamatban az
imasztja ala, hogy A23187 ionoforral szintén kivalthaté volt az adapter fehérjék
apcsolddasa.

Szamos kutatocsoport igazc;lta a szabad gyokok szerepét az Ang indukalta sejtszintl
atds kifejlddésében.”*%#! Az Ang a NAD(P)H aktivéalasaval elhuzodo, kozel 6 Oras
zabadgyok-termelést képes kivaltani. > A kordbban hatékonynak bizonyult tiron — mely
zintetikus szuperoxid szabadgyok-fogd -, SOD és difenilen iodonium (NADPH-oxidéaz
atlo) mellett N-acetyl ciszteinnel is sikeriilt megakadalyozni az Ang hatasara kialakuld

GFR foszforilaciot.??**** Antioxidansok megakadalyoztik az HB-EGF aktivacidjat és

yszforilacié szabadgyok-fiiggd voltat nem sikeriil igazolni**’**® A JNK foszforilacidja
zintén szabadgyok-fiiggd folyamat, amely foszforilacioban az EGFR nem vesz részt.”*>>°
lapjainkban végzett kisérletek a Rac-1 fehérje szerepét latszanak igazolni a JNK
ktivalasaban.*! Egy ilyen pont lehet, az altalunk nem vizsgalt src kinaz.***

Az Ald-dal kapcsolatos kutatasok ma reneszanszukat é€lik. A so-viz haztartassal
apcsolatos hatésa, amelyet intracelluléris receptorhoz kotédve fejt ki, genomikus szinten,
14r hosszu évtizedek Ota ismert. Ezzel szemben az intracellularis hirvivé rendszer

ktivalasan keresztiil kifejtett hatasait — a fehérje hormonokhoz hasonlé modon - napjaink
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kutatasai térképezik fel egyre részletesebben. Azt, hogy az Ald simaizom sejtekben néhany
percen beliil képes indukalni az ERK 1/2 foszforilaciét csak az el6z6 évtized végén sikertilt
igazolni, szemben az Ang indukalta ERK 1/2 foszforilaciéval, mely mar 1992-ben igazolast
nyert, 2> Ai Ald fokozza az EGF kivaltotta ERK 1/2 foszforilaciot és megnoveli az
intracelluldris Ca®" szintet.!'” Az EGFR-rel transzfektalt kinai horcség ovarium (CHO)
sejteken végzett kisérletek szintén meger6sitik az EGFR szerepét az Ald indukalta
cellularis valaszban, mely sejtek esetében transzfekcio nélkil az EGF és az Ald hatastalan
maradt.**?

Az Ang kivaltotta ERK 1/2 és JNK foszforilacié Ald-al fokozhato volt. Mind az Ang,
mind az Ald esetében gatolhaté volt a MAPK foszforilacidja GSH-val (nem specifikus
szabad gydk fogd) és tironnal (O, szabad gyok fog6).!* Ez a szabad gyskok hirvivé
szerepét igazolja az Ang és az Ald sejtszintii hatdsdban. EGFR gatloval megerdsitettiik a
mar ismert tényt, hogy mind az Ang, mind az Ald kivaltotta ERK 1/2 foszforilaci6 EGFR
fiiggd. Az el6zbek ismeretében az az eredmény, hogy az Ald és az Ang egyiittesen fokozza
a MAPK foszforildcict, feltételez egy kapcsolodasi pontot az ERK 1/2 foszforilaciojahoz
vezetd utvonalon. A két polipeptid kiilén receptorokhoz kapcsolddva fejti hatasat és
mindkettd hatisa gatolhaté scavangerrel valmint EGFR-gatloval. A fentiek arra engednek
kovetkeztetni, hogy a korai NADPH oxidéz aktivaciétdl az EGFR foszforilacioig tartd
Iépcsoén keresztiil valosul meg a két hatas ill. utvonal talalkozasa.”” Egy ilyen kapcsolodasi
pont lehet a c-src kindz, mely kindz szerepet jatszik az EGFR kaveoldkbdl torténd
kiszabadulasaban. Az Src kindz ezen hatdsédra pedig sziikség lehet az EGFR
transzaktivaciojahoz.*® A folyamat soran képz6d6 szabad gyokok szerepének fontossagara
utal, hogy szabadgyok-fogoval sikeriill gatolni mind az ERK 1/2, mind a JNK
foszforilacidjat. A két anyag egyiittes alkalmazisa esetén megfigyelt fokozott hatas
szempontjabol tovabb erdsiti a szabad gyokok fontos szerepét az a tény, hogy az ERK 1/2
foszforilacidja és a JAK2 kinaz aktivalasa is gatolhatd volt szabad gyok fogoval, tehat a
JAK?2 kinaz foszforilacidja, hasonldan a JINK foszforilacidjdhoz, nem EGFR fliggd, hanem
szabadgydk-fiiggd folyamat. >’

Korabbi tanulmanyokbdl jol ismert, hogy az Ang és az Ald jelenléte szamos karos
folyamat indukcidja mellett kéros koriilmények kozott hipertréfiat indukél, valamint
fibrozishoz vezet.236-238:239:240241 g fqérleteink arra mutattak r4, hogy amennyiben az Ang és

az Ald nagyobb mennyiségben van jelen vagy/és hatasuk bizonyos koriilményeknek
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c5szonhetden fokozott, Ggy egyiittesen képesek fokozni a karos folyamatokat a renin-

ingiotenzin-aldoszteron klasszikus Gtvonaltol fuggetlentil is.

b.5. A MR-gatlok hatasa az Ang-indukalta ERK 1/2 foszforilaciora simaizom
sejtekben és a dTGR patkanyokban.

A dTGR-eken végzett kisérleteinkben kimutattuk, hogy az MR-géatlé eplerenon
csokkentette az albuminuria, a szisztolés vérnyomds, a diasztolés diszfunkcio, a sziv
hipertrofia mértékét, valamint a kollagén-IV-es tipusanak mennyiségét a szivizomzatban a
fokozott miikédésti renin-angiotenzin-aldoszteron rendszerrel rendelkezé allatokban. Az
plerenon csokkentette az ERK 1/2 foszforilacio mértékét a dTGR-ek ereiben.'” Az MR-
batlok hatdsanak alapja, hogy az MR a vesén kivill szdmos szdvetben expresszalodik,
Sbbek kozott a szivben is.'*! Northern blot, reverz transzkriptaz PCR, in situ hibridizacio
valamint immunohisztokémiai vizsgalatokkal prébaltak lokalizalni az MR eloszlasat
szubcellularis szinte, azonban a mai napig nem sikeriilt ezt megéallapitani. A szivizom
sejtek, €s a simaizom sejtek mellett az endothel sejtek és a fibroblasztok is expresszalnak
MR-t. In vitro kisérletek igazoltak, hogy az Ald mellett a glikkokortikoidok is képesek
kapcsolodni az MR-hez.**?

A emelkedett szérum Ald szint €s a szivben talalt fibrézis kozotti kapcesolatot

2324 DOCA-s6 modellel nyert eredmények arra a

Allatkisérletekkel sikertilt igazolni.
kovetkeztetésre vezettek, hogy mind a szivizom sejtekben taldlt Na'-felvételért, mind a
fibrozisért az MR tehet§ feleléssé. Ezt megerdsitett az is, hogy Spi-vel géatolhato volt a
folyamat.”*® T&bb korabbi tanulmény az Ang szerepét llapitotta meg a szivben talalt
fibrozis kialakuldsaért, mar csak azért is, mert Ang-al fokozhaté volt a szivizom Ald
ermelése. Osszetettebbé teszi a fenti képet az, hogy az intravénésan adott Ald 4llatokban
fibrozist indukal a szivben, még ACE-gatlo-kezelés mellett is.2*® Spontan hipertenziv
patkanyokban alkalmazott Spi és ACE-gatlo kezelések koziil csak a Spi gatolta a fibrozis

kialakulasat.®*’

Ma mér tudjuk hogy a Spi a vérnyomastol fiiggetleniil csdkkenti a sziv
hipertrofiajat és fibrozisat.™>” A fenti adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy az Ald a
RAAS t6bbi elemétdl fiiggetleniil is képes fibrozist indukalni a szivben.

Az Ald ¢és az Ang hatdsat a sejtekre és egymds hatdsdnak szabalyozasara szamos

tanulmany vizsgalta. Simaizom sejteket Ald-dal inkubalva megnétt az Ang receptor

expresszidja. Ang-gal stimuldlva a sejteket fokozodott a PLC aktivitdsa is, az Ald
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megakadalyozta az Ang altal kivaltott AT; receptor-szdm csokkenést.**®  Tovabbi
vizsgalatok kimutattak, hogy az Ald az AT, receptor szdmbeli novekedését indukalja és ez
altal az Ang Kkivaltotta diacilglicerol-képz6dést és az intracellularis kalciumszint
névekedését’c’\ovalbbe]fneli.249 Allatkisérleteinkben a genomikus és nem-genomikus hatas
elkiilonitésére nem volt lehet6ségiink. In vitro végzett kisérletek, a révid idStartam,
valamint a transzkripcié €s transzlacidgatlok alkalmazasa azonban megerdsitette a nem-
genomikus hatds fontossagat. Az Ald nem-genomikus hatasat emberben szintén

igazoltak. >

Greene és mtsai, részben nephrectomizalt patkdnyokon végzett kisérletekkel
meger0sitették, hogy az Ald hatasanak nem-genomikus Gsszetevdje is lehet.”*! 5/6-0d
nefroktomizalt patkanyokban Ald adasaval, ACE gatlé és AT, receptor blokkold kezelés
ellenére kifejlédott a fibrozis. Az Ald-ot nem kapd patkdnyokban kivédhetd volt a
karosodas. Az MR blokkold Spi nem védte ki az Ald hatasat a fenti tanulmanyban az
altalunk hasznalt Epl azonban kivédte az Ald hatasat. Ezen tul eredményeink az Ang és az
MR kozotti interakcidra engednek kévetkeztetni. Mint mar a bevezet6bdl ismert, az Ang
szamos hatést fejt ki cellularis szinten, mely hatasokért els6sorban az AT;-receptor felelds.
Az AT;-receptor aktivacidja két szakaszban aktivalja a NADPH oxiddz enzimet. Az elsé
egy korai — 30 masodperc alatt lezajlo — aktivacid, mely PKC fliggd és szlikséges hozza az
Src kinaz és az EGFR foszforilacidja. A masodik, elnytjtottab szakaszban a PI-3 kinaz
aktivalodik, mely fokozza a Rac - kis molekulasulyt G-fehérje - foszforilacidjat, ami
elhuzédobb (6 oOran tuli hatds) szabadgyok-termelést valt ki a NADPH oxidaz
aktivalasaval.” Az Ald-kivaltotta szabadgydk-képzédés 6-8 perccel késébb jelentkezik,
mint az Ang estében. Ebbél arra kovetkeztethetiink, hogy az Ald nem befolyasolja az Ang
indukalta korai szabadgyok-képzddést. Ez utobbi sejtes modellben leirt eredményt
allatkisérletes modellben is igazoltak. Ald-dal infundalt patkanyokban emelkedett a
vérnyomas, ¢€s a patkanyokbodl izolalt mesenterialis artéria média/lumen héanyadosa
ésmindkettd a NADPH oxid4z indukalta szabad gyok képzédés eredménye volt.>> A
fentiek mellett patkanyokban Ald-ot és sot tartalmazé diéta fogyasztasat kvetden fokozott
NADPH aktivitdst és NF-kB aktivaciét taldltak.”® dTGR-ekben kimutattak, hogy a
NADPH oxidaz aktivitasa jelentdsen fokozott és a gyulladasos reakcidban aktivalt gének
indukélasaért felelés NF-xB és AP-1 hatdsa szintén nagyobb volt a kontrollhoz

. , 4
viszonyitva.”’
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Az allatkisérleteinkben talalt elvaltozasokat sejteken végzett vizsgalatokkal igyekeztiink
érthet6vé tenni. Simaizom sejteket Spi-vel el6inkubalva gatoltuk az Ang-kivaltotta ERK
172 foszforiléciét, valamint az elhtizodd NAD(P)H oxidaz anzim-aktivitast. Ez a talan
meglepd eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy az Ang hatdsdt mar nagyon koran
gatolhatjuk MR-blokkoloval, mégpedig az EGFR aktivdlodasa el6tt. Ennek tisztizasara
tovabbi kisérletek sziikségesek.

A fenti eredmények azt igazoljak, hogy megfelelé érvédelem eléréséhez nem elégséges

az AT receptor hatasanak kivédése, hanem sziikséges az Ald hatdsanak gatlasa is.2

6.6. A hékezelt, magas fehérjetartalmu ételek szérum-AGE-szintre ¢és az
albuminuriara kifejtett hatasanak vizsgalata egészséges onkénteseken.

McCance és munkatarsai mar az el6z6 évtized elején kimutattak, hogy az arginin lizinnel
valé keresztkapcsolata pentozidin képz6déséhez vezet.” 6 Sajat vizsgalatainkkal igazoltuk,
hogy az arginin glikaciéja magas hémérsékleten pirazil, vagy pirimidinil szabad gyok
képzédésével jar.’ A keletkezé szabad gyokok koncentracidja fligg az inkubécios
hémérséklettél. Az arginint és glukozt tartalmazoé oldatban magas homérsékleten keletkezd
szabad gyokok jelent6ségét az adja, hogy hoOkezelés (siités, f6zés) soran az ételek
szénhidrat és fehérje (vagy aminosav) tartalma k6zott hasonld reakciok jatszodhatnak le.
Az igy elkészitett taplalékkal reaktiv szabad gyokok és glikacios végtermékek juthatnak a
szervezetbe. A szervezet fehérjéiben az évek soran héhatas nélkiil is keletkeznek AGE-k.

Az in vitro eldallitott AGE-termékek elfogyasztasat kovetden atmeneti szérum AGE-szint
emelkedés és fokozott vizelet AGE iirités figyelhetd meg egészséges egyénekbe:n.82’83’258
Egészséges patkanyok taplalékaba kevert AGE-termékek nem csak a szérumban és a
vizeletben jelentek meg, hanem kiilonbaz szovetekben is akkumulalodtak.>>**%° A CML —
plakkokban is igazolni lehetett. Vizsgalatunkban a magas protein tartalmu, hokezelt (CML
dus) diéta hatdsara szignifikdnsan nétt az éhgyomri szérum CML szint és a vizelettel {iritett
CML mennyisége is. Ugyan ismert, hogy szérumban levé CML 90%-a albuminhoz k&tott
formaban talalhato, a vizelet CML {irités fokozddasa nem az albumin tirités fokozddasanak
k(‘jvetkezménye.261

Mar 1975-ben felvet6dott, hogy a vizeletbdl kimutatott CML bizonyos betegségek soran

keletkezik, amelynek azonban a taplalkozéssal vald kapcsolatat elvetették. Liardon és mtsai
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vetették fel a vizelettel triil6 CML 6sszefuggését a diétaval. > Szokasos hokezelési
eljarasokkal (siités, fozés) elkészitett magas fehérjetartalmu ételek fogyasztdsa magasabb
CML bevitelt okoztak. A hokezelés nélkiil elkészitett ételek (CML szegény diéta), annak
ellenére, hogy fehérjetartalmuk magas volt, nem eredményeztek szérum CML-szint
emelkedést, sét a vizelet CML tirités csokkenését figyelhettiikk meg. Napjaink taplalkozasi
szokéasait (atlagos fehérjebevitel, nyers és hokezelt ételek egylittes fogyasztasa)
megfigyelve, a CML bevitel mértéke a két vizsgllatunkban alkalmazott diéta kozott
helyezkedik el. A szokasos taplalkozas soran a CML bevitel alacsonyabb, mint a kizarélag
hokezelt ételekbdl alld, magas fehérjetartalm diéta sordn, de magasabb, mint a kizar6lag
nyers ételekbol allé fehérjeterhelés esetében.

A cukrok fehérjékkel és lipidekkel valo reakcidja soran keletkezé AGE termékek egyik
legtobbszor vizsgalt képviseldje a CML.*® Napjainkban végzett vizsgalatok igazoltak,
hogy a hagyomanyos siitéssel elkészitett, széles korben elterjedt ételek CML tartalma
legmagasabb a zsirban gazdag ¢és legalacsonyabb a szénhidratban gazdag ételek
esetében.”®* A CML még mindig az egyik legszélesebb korben alkalmazott glicoxidaxios
marker. Az AGE szoveti akkumuléaciojanak kimutatidsdra hasznalt poliklondlis antitestek
elsésorban a CML oldallancukon keresztiil ismerik fel a glikaciés végtermékeket.”*>2%
Szamos szdvetben sikeriilt igazolni az AGE termékek jelenlétét €s felhalmozddasat a CML
kimutatdsaval, mint példaul az artéridk falaban, a vese glomerulusaiban, a tubularis
interstittumban, a retina neuroglidlis és vascularis elemeiben, a sziv szdveteiben, az
aortabillenty(iben, és az agy kiillénbozd szdveteiben 267-208:269.270.271,272.273

A CML ¢és altalaban az AGE termékek jelenlétének és akkumulacidjanak jelentds
patofiziologiai szerepe van. Az AGE termékek — kozottik a CML-tartalmu fehérjék - a
RAGE-hoz koétédve szamos folyamatot indukalnak. Szadmos gyulladasos citokin (IL-6,
TNFo, IL-8, VEGF) képzddésének indukalasa altal feleldssé tehetbek a diabetesben

274

tapasztalhat érkarosodas kialakulasaért.”™ Ezen tul igazoltak, hogy szabalyozott sejthalalt

képesek indukalni proapoptotikus gének aktivalasan keresztiil (caspase-3, -8, -9).2° A
foszforilacidjat indukalva — szabad gyokos mehanizmuson keresztiil - fokozzak az NF-kB
transzkripciés faktor aktivitasat.’’%?"’?"® A fentick alapjan érthetd az atheroscleris
kialakulasaban betoltott szerepiik vizsgalata. Jelenlétiket mar az eléz6 évtized elején

sikertiilt igazolni aterocleroticus plakkokban. Stitt és mtsai igazoltdk, hogy az arteriolak
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falaban extracellularisan talalhaté AGE-kollagén mellett az AGE-ApoB — melynek szintje
korelldl a mar régota ismert AGE-kollagénével — els@sorban a lipideket bekebelezd habos
sejtekben intracellularisan taldlhaté a nem diabeteszes, normal lipid szinttel réndelkezé,
okkluziv ’atherosclerosisban szenvedd egyénekbe:n.279’280 Napjainkban mutattak ki, hogy
képzbdésiiket gatolva az atheroscleroticus plakk mérete jelentdsen csokkenthetd.?®!

A kreatinin clearance nem valtozott az AGE-termékekben gazdag taplalék hatdsara
Osszehasonlitva az AGE szegény diétat fogyasztok kreatinin clearancevel, azonban az AGE
gazdag diéta megndvelte a vizelet albuminiiritést. Megnovekedett filtracidja sordn az
albumint elsésorban a cubulin és megalin receptorok segitségével abszorbealjak a
proximalis tubuldris sejtek.”*? Az albumin ezt kdvetden az AP-1 transzkripcids faktoron
keresztiil a TGF-p II tipusa receptoranak expresszidjat stimulalja, involvalva az autokrin,
parakrin renin-angiotnezin rendszert is.283 Rovid ideig tartd vizsgalatunkkal nem tudtuk
igazolni a TGF-f magasabb szintjét az AGE-gazdag diétat fogyaszté Onkéntesek
szérumdban (4bran nem mutatott eredmény). Az albumin az NF-«B nukledris
transzlokaciojan keresztiil szamos gyulladasos citokin, kozottik az IL-8, képzddését
stimulalja a proximalis tubularis sejtekben, valamint az MCP-1 expresszidjan keresztiil a
monociték toborzasaban vesz részt.***° A tubularis sejtek aktivacija maga utan vonja,
tobbek kozott a mar emlitett citokinek aktivalasan keresztiil, a vese {fibrdzisanak
kialakulasat*® A fentiek alapjan egyértelmt, hogy vesebetegségek nem specifikus
kezelésének fontos eleme a fehérjebevitel mérséklése, ugyanis a tapasztalatok szerint a
proteinbevitel korlatozasa lassitja a vesebetegség progresszidjat, mind diabeteses, mind

nem diabeteses vesebetegségekben 2!’

Diabeteses nephropathias betegekben alacsonyabb
proteinbevite] mellett a GFR csokkenés iiteme lassithatd, az albuminuria mértéke
csdkkenthetd.”8%%% Vizsgalatunkban csak az AGE-termékekben gazdag proteinterhelés
valtott ki albuminuria ndvekedést, az AGE szegény proteinterhelés nem, ami arra utal,
hogy a proteinterhelés albuminuridt okozo hatasanak fontos Osszetevdje lehet az ételbdl
szarmazd AGE. Erre utal Yamagishi és mtsainak vizsgalata is, melyben igazoltdk, hogy az
AGE-k TGF-B expressziojat indukaljak a proximalis tubuléris sejtekben.”*® Mivel az ételek
elkészitésekor a fehérjéket altaldban jelentds hdhatds éri, a magas protein tartalmu,
szokasos moddon elkészitett ételekben fokozott AGE-képzddéssel kell szamolni.

Végeredményként elmondhatjuk, hogy a szérumban és a vizeletben az AGE szintek

taplalkozasi szokésainktol is fiiggenek. A hokezelt ételek, magas AGE tartalmuknal fogva,
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a kering6 és a filtralt glikacios végtermékek fontos forrasai. Kiilonosen kedvezdtlen lehet a
taplalékkal bevitt AGE-k hatdsa a kronikus veseelégtelenségben szenvedd betegekben,
mivel esetiikben az AGE-termékek vesén keresztiil torténd eliminacidja elégtelen.®? A
taplalékkal Dbevitt AGE-termékek karos hatdsanak ismeretében felmeriil olyan
konyhatechnikai elvek (tulzott hokezelés kertilése, tbb nyers z6ldség fogyasztasa, sok zsirt
tartalmazé ételek keriilése a taplalékok elkészitésekor, stb.) népszertsitése, melyek esetén
kevesebb AGE keletkezik. Nem utols6 sorban, a krénikus veseelégtelenségben szenvedo,
illetve a romld vesefunkcidji 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-tartalma  vegyiiletek  koncentracijat és  intracellularis  kalcium
ion ferro ionna redukalodik.

A dohanyfiist id6- €s koncentraciofiiggben gatolja a bradikinin kivaltotta kalcium
bearamlast. A dohdnyfiist nagy mennyiségli formaldehidet tartalmaz, mely szintén
koncentracidfiiggben gatolja a bradikinin kivaltotta kalcium bedramlast. A
dohanyfiist és a formaldehid hatds a redukalt glutationnal kivédheté volt. A
dohanyfiist csdkkentette a sejtek GSH és fehérje-thiol tartalmat. A formaldehidnél
nem volt megfigyelhetd ilyen hatas.

Az Ald nem-transzkripciés mehanizmussal, idofliggben aktivalja a simaizom
sejtek ERK 1/2 és JNK kinazait. Az Ald-kivaltotta ERK 1/2 és JNK aktivalas
szabadgyok-fiiggo.

Az Ang-kivaltotta MAP kinaz foszforilacié Ald-dal fokozhaté volt. Az Ald éltal
fokozott And-indukalta MAPK foszforilacié szabadgyok-fiiggo.

Az Ang-indukéalta MAPK foszforilacio Ald hatasa altal torténd fokozodasa a
nukledris transzkripcios faktorok (NF-xB, AP-1) szintjén is kimutathato.

A Spi csokkenti az Ang-indukalta ERK 1/2 foszforilaciot. A Spi csokkenti az
Ang-kivaltotta szabadgyok-képzodést.

A MR-gatl6 Epl csokkenti a vesében és a szivben kialakuld fibrézis mértékét, az
albuminuriat, javitja a diasztolés diszfunkcié és a sziv hipertréfias indexének
mértékét dTGR patkanyokban. Az Epl csokkenti a szdveti ERK 1/2
foszforilaltsagi szintjét dTGR patkanyokban.

A magas fehérjetartalmua, nyers ételek CML tartalma alacsony, ezek

fogyasztasa csokkenti a vizelettel tirtil6 CML mennyiségét.

A magas fehérjetartalmu, hokezelt ételek fogyasztasa fokozott CML bevitelt
jelent, hatasukra megnd a szérum CML szint €s a vizelet CML {irités.

A magas fehérjetartalmu, hékezelt, CML-dus ételek hatasara no a vizelet-

albumintirités.
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10. Koszonetnyilvanitas

Halaval tartozok a Mindenhatonak, hogy sziileim szeretete, irdnyitdsa és testvéreim
szeretete altal segitettek és segitenek a mindennapokban. Kosz6nom nagysziileimnek a sok
velikk eltsltétt id6t és mindazt amit megtanultam t6lik. Mined nap nagyon sok orémet ad
szamomra a feleségemmel, Inkével, Janoskaval és Csongorral eltoltott id6. Koszonet illeti
feleségem sziileit a segitségért, ami altal lehetéségem volt tobbet foglalkoznom a dolgozattal

Nagyon sokat kdszonhetek ¢ munka 1étrejottében Wittmann Istvan professzor trnak
azért a segitségért, amit a kisérletek tervezése, kiveitelezése és az eredménydek értékelése,
valamint végleges formaba ontése terén nyujtott, sokszor nem kevés tlirelmet tanusitva, a
tudomdnyos élet mellett 1év6 emberre is kiterjedé figyelme mellett. Koszonet illeti Nagy Judit.
proffeszmoét, aki lehetdséget teremtett e munka létrjesttéhez, tanacsaival, részletes utmutésaival,
gondolkodasmédjaval az apré részletekre is kiterjedd figyelmével.

Sok halaval gondolok Kocsis Béla tanar trra azért a tiirelemért, amivel a kuttdsok terén
megtett els6 1épéseimet kisérte, irdnyitotta és Onzetlen segitségért, amit a mai napig tapasztalok
téle.

Koszondm a munka 1étrejottében nélkiilozhetetlen segitséget nyjt6 Wagner Laszlo,
Wagner Zoltan, Molnar Gergé itmutatasat, segitségeét.

A laborban végzett munkaban sok segitsget kaptam Dr. Samikné Varga Icatol és
Heitmanné Lendvai Aniko6tol.

Koszonet illeti a dolgozat eredményeinek 1étrejottében, valamint a kutatds mellett végzett
klinikai munkaban tanusitott tiirelmiikért Szelestei Tamas f6éorvos urat, Belagyi Laszlo
professzor urat, Poté Laszlo tanar urat, Kovaces Tibor tanar urat, Degrell Péter adjunktus urat,
Pintér Istvan tanarsegéd urat, Schmelszer Matild taniarn6t, Fabian Gyorgy adjunktus urat,
Szigetin Noéra tanarsegédn6t, Késéi Istvan tanarsegéd urat, Vas Tibor tandrsegéd urat, Sebék
Judit tanarsegédnét, Csiky Botond féorvos urat, Fazekas Attila tanarsegéd urat, Kassai Gabor
tanarsegéd urat.

Udvaracz Ildikénak, Véber Tiindénck, Kiss Ibolyanak, Bognar Péternek, Szabd
Miklosné Emilidanak, Rumsauer Zsuzsannanak ¢és Bodor Enikének ¢s klinika tobbi
dolgozdjanak, névéreinek, PhD-hallgatéinak és TDK-s hallgatéinak szintén koszonettel
tartozom.

Koszonettel tartozok Friedrich C Luftnak, aki lehet6vé tette, hogy az itthonitdl eltérd
koriilmények kozott tanulhattam €s gytijthettem tapasztalatot, valamint igen eredményesen
zarhattam munkamat. Ugyszintén kdszonettel tartozok Dominik Miillernek, Anette
Fiebelernek, Ralf Dechendnek, a sok segitségért, tandcsért melyet téliik kaptam. Szintén
segitették dolgozatom létrejotiét Susanne Wissler, Jiirgen Janke, Carsten Lindschau,
Gabriela N’diaye, May-Britt Kohler, Petra Quass és Matilde Schmidt.

K6sz6ndm mindazok munk4jat, akiket a fentiekben nem emlitettem meg,viszont
hozzajarultak munkam létrejottében.



