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OH‘ - hidroxil csoport
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SERCA - sarco- vagy endoplazmatikus-retikulum Ca2+-ATP-áz
Sgk 1 - szérum és glükokortikoid szabályozott kináz
SH - szulfhidril csoport
-SOH - szulfonsav
SÓD - szuperoxid dizmutáz
Spi - spironolactone
STAT - stressz aktiválta tirozin kináz
StAR - szteroid akut szabályozó fehérje
TG - triglicerid
TGF-p - transforming növekedési faktor béta
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dTGR - humán renin és humán angiotenzinogén génre kettős transzgenikus patkány
TNF-a - tumor nekrózis faktor alfa
TRP - transient receptor potential
Tyr - tyrozin
RAS - renin - angiotenzin -  aldoszteron
UV - ultraviola
VEGF - ér endothel növekedési faktor
vvt - vörösvértest
11BHSD2 - 1 lB-hidroxiszteroid dehidrogenáz 2
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1. Összefoglalás

A modern életmód terjedésével, az élvezeti szerek egyre szélesebb körű és nagyobb 

mennyiségben történő fogyasztásával növekszik a civilizációs betegségek gyakorisága. 

Ezért a mai kutatások jelentős része foglalkozik a fenti betegségek pathogenezisével.

Kísérleteinkben, molekuláris rendszerekben vizsgáltuk cukorbetegekben, a nagyobb 

mennyiségben előforduló metilglioxál (MG) és vas interakcióját, ahol a vas redukcióját 

tudtuk kimutatni.

Az MG és az arginin interakciójának molekuláris vizsgálata során keletkező kation 

szabad gyök képződését a ferri ion fokozta -  ami ferri ion kelátorral gátolható volt -, a 

ferro ion pedig csökkentette - ami ferro ion kelátorral volt megelőzhető. Az elektronspin 

rezonancia (ESR) vizsgálat során észlelt eltérő reakció további vizsgálatával mutattuk ki, 

hogy Fe2+ (ferro ion) hatására gyorsabban játszódik le a - spektrofotométerrel 490 nm-nél
o_i_

detektálható - termék képződése, mint Fe (ferri ion) hatására.
2_j_

In vitro rendszerben — vörösvértestekben -, az MG és Fe növelte a szabad gyökök 

képződését valamint növelte az intracellulraris ionizált kalcium szintet. Az MG fenti 

hatásait szabadgyök-fogó vegyületek csökkentették, ami nem meglepő az MG 

intracelluláris szulfhidril csoport (SH) csökkenést okozó hatása ismeretében.

Endothel sejteken a dohányfüst, valamint annak formaldehid tartalma csökkentette a 

bradikinin kiváltotta ionizált intracelluláris kalciumszint emelkedést. E hatás redukált 

glutationnal kivédhető volt. A dohányfüst a fentiekkel összhangban csökkentette a sejtek 

thiol tartalmát, ami oxidatív stressz jelenlétére utal.

Mineralokortikoid-receptor-antagonistákkal in vitro sikerült csökkenti az aldoszteron 

(Aid) mitogén aktivált protein kináz (MAPK) rendszerre és szabadgyök-képződésre 

kifejtett hatását. A fentiek kapcsán válik világosabbá az eplerenon állatkísérletben talált 

kedvező hatása a szívelégtelenségre, a nephrosclerosisra és a proteinuriára, 

kihangsúlyozva a mineralokortikoid receptor antagonista hatását a szöveti 

extracellulárisan szabályozott kináz 1/2 (ERK1/2) foszforilációra.

Humán vizsgálatban a mai civilizációs szokásokat vizsgálva az albuminuria 

növekedését találtuk hőkezelt, fehérjében gazdag ételek fogyasztásakor, és párhuzamosan 

nőtt a szérumban található glikációs termékek szintje is. Az évezredekkel korábban 

meglévő táplálkozási szokásokat tükröző, hőkezeletlen, növényi eredetű tápanyagban 

gazdag, kevesebb fehérjét tartalmazó étkezés kapcsán a szérum és vizelet glikációs
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paraméterek csökkenése volt megfigyelhető.

3. BEVEZETÉS

Hazánk felnőtt lakosságának születéskor várható élettartama rövidebb, mint a világ 

fejlettebb országaiban. Ehhez számos tényező közül nagymértékben hozzájárulnak a 

napjaink morbiditási és mortalitási statisztikáit vezető kardiovaszkuláris (CV) betegségek. 

A CV rendszerre számos exogén és endogén károsító tényező fejti ki hatását, többek között 

ateroszklerózishoz, hipertóniához és cukorbetegséghez vezetve - részben az endothel és a 

simaizom sejtek károsodásán keresztül. A hipertónia nem csak a CV rendszer károsodása 

következtében alakulhat ki, hanem létrejöhet a vesében meglévő szabályozó rendszerek 

működésének zavara miatt is. A cukorbetegség kapcsán a CV prevenció fejlődésével egyre 

inkább előtérbe kerül a vese károsodása. Ezért érthető módon a kutatásokban a CV 

rendszer elemei mellett egyre fontosabb helyet foglal el a vesét érintő károsító folyamatok 

vizsgálata.

Az eddigi vizsgálatok egyre részletesebben tárták fel azon tényezőket, amelyek szerepet 

játszanak a CV betegségek létrejöttében. A vérnyomás egyik legfontosabb szabályozó 

eleme a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer. Kísérletek tucatjai mutattak rá a renin- 

angiotenzin rendszer (RAS) károsító hatására, fokozott működése esetén. Jól szemlélteti a 

fentieket egy olyan kísérletesen kialakított modell, mint a kettős transzgenikus patkány 

(dTGR), amely a veleszületett renin és az angiotenzinogen génen kívül hordozza a humán 

renin és angiotenzinogen gént is.1 Ezen patkányokban megnőtt az artériák media 

vastagsága a simaizom sejtek növekedése következtében, vérnyomásuk mérsékelten 

emelkedett és glomeruloszklerózis fejlődött ki bennük. Az állatok a 7-10. hét folyamán 

pusztultak el végstádiumú vese- illetve szívkárosodás következtében. Bal kamra hipertrófia 

mellett a szívizomban fibrózist és nekrózist találtak, míg a vese szövettani vizsgálata 

hemolitikus urémiás syndromának megfelelő eltérést mutatott.2 Emellett endothlelialis 

dysfunktiót találtak, ami antioxidánsokkal jelentősen mérsékelhető volt, utalva a fokozott 

szabad gyök képződés szerepére. Endothelialis dysfunktio számos CV rizikófaktor, pl. 

hiperlipidémia, dohányzás, hipertónia, cukorbetegség fennállásakor kimutatható. Az 

endothelialis dysfunktio többek között csökkent nitrogén monoxid termeléssel, az 

angiotenzin konvertáló enzim fokozott működésével, fokozott angiotenzin II (Ang) 

képződéssel, emelkedett intracelluláris kalciumszinttel jár. A fenti elváltozások szinte
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mindegyike megtalálható cukorbetegeknél is.

A káros környezeti tényezők - dohányzás, étkezési szokások, testmozgás hiánya - hatása 

viszonylag könnyedén csökkenthető életmód-változtatással. A napjainkban alkalmazott 

konyhaitehnikák során olyan anyagok (karcinogén anyagok, előrehaladott glikációs 

végtermékek (AGE) stb.) keletkeznek, melyek fogyasztása a szervezetet károsíthatja. A 

rendszer összetett voltára enged következtetni, hogy pl. a szervezetet érő környezeti 

hatások elősegíthetik azon öröklött genetikai hajlam megjelenítését, melyek az addig 

egyensúlyi helyzetben levő rendszer felbomlásához vezetnek. Másrészről a meglévő, pl. 

vérnyomást szabályozó renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer fokozott működését 

okozhatja egy-egy környezeti ágens.4

A rendszer összetettségét és szerteágazó volta miatt kutatásaimat igyekeztem egy 

vezérvonalra felfűzni. Az adatokat in vitro és in vivo kísérleteinkből merítve részletezem.

Napjaink kiterjedt kutatásai ellenére a magas vérnyomásos esetek jelentős többsége még 

mindig esszenciálisnak eredetűnek tűnik, ami további kutatásokra ösztönöz. ígéretesnek 

tűnik pl. az intracelluláris kalcium szerepének tisztázása a magas vérnyomá kialakulásában. 

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

hibátlan működése fontos az egyensúlyi állapot fenntartásában. Nem hagyható figyelmen 

kívül a MAPK rendszer sem, amely fontos szerepet játszhat a hipertrófia, hiperplázia és az 

apoptózis kialakulásában. Szinte az összes folyamattal kapcsolatban igazolták a szabad 

gyökök másodlagos hírvivő szerepét.

3.1. A szabad gyökök

3.1.1. A szabad gyökök felfedezése

A szabad gyökök környezetünkben mindenütt meglévő, nagy reakcióképességgel 

rendelkező molekulák. Létezésükről már Faraday 1847-es közleménye is tanúbizonyságot 

tesz.3 Fenton 1894-ben közölte, hogy bizonyos fémek hidrogén peroxid (H2O2) jelenlétében 

hidroxil szabad gyök (OH') keletkezését képesek katalizálni.6 A szabad gyökök, élő
<7 o

szervezetekben való jelenlétét először az előző század közepén igazolták. ’

3.1.2. A szabad gyökök keletkezése in vitro

A szabad gyök olyan molekula, amelynek külső molekulaorbitálján párosítatlan spinű 

elektron van jelen. A párosítatlan elektron révén rendkívül reakcióképesek, így
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féléletidejük nagyon rövid. A szabad gyökök közé tartozik a szuperoxid ((V), a OH’, a 

nitrogén-monoxid. Nem szabad gyök a H2O2, a peroxinitrit, valamint az erélyes 

oxidálószerek.

Szabad gyökök mind az élő mind az élettelen világban lejátszódó folyamatok során 

keletkeznek. Ilyen reakció, pl. a H2O2 bomlása vas jelenlétében:

Fe2+ + H20 2 ---- - Fe3+ + OH" + OH

amit leírója után Fenton reakciónak nevezünk.6 A keletkezett OH" és H20 2 reakciója során 

szuperoxid szabad gyök jön létre.

HO* + H20 2 -----  ̂ H20  + 0 2‘ + H+

Az így létrejött O2*, hidrogén és víz jelenlétében hidroxil szabad gyökké alakul át.

( V  + H+ + H2O2 -----► 0 2 + HO* + H20

A fenti láncreakciót nevezzük Haber-Weiss reakciónak, Haber és Weiss 1933 körüli 

leírása nyomán.9,10

3.1.3. A szabad gyökök keletkezése in vivo

Eleinte azt gondolták, hogy a szabad gyökök az élő szervezetekben kizárólag káros
o

hatásúak.

Később felismerésre került, hogy a szervezetben keletkező szabad gyökök számos 

fiziológiai folyamatban fontos szabályozó szereppel bírnak, pl. az immunvédekezés 

területén, valamint intracelluláris hírvivőként többek között a vaszkuláris rendszer 

szabályozása és a trombocita aggregáció területén.

3.1.4. A szabad gyökök fiziológiája

3.1.4.1 Szabad gyökök keletkezése a szervezetben

A szabad gyökök keletkezésének szabályozott fiziológiás és patofizilógiás formája van. 

Jól körülhatárolt fiziológiai szerepük van az immunvédekezésben és számos sejtszintű 

folyamat szabályozásában. Az egyik legkorábban leírt ilyen folyamat a OH’ által indukált 

cGMP termelés.11

A sejtekben a szabad gyökök képződésé számos helye ismert. Ilyen enzimkomplex a 

nikotinamid adenin dinukleotid foszfát (NADPH) oxidáz, valamint a hasonlóképpen nagy 

reaktivitással bíró xantin oxidáz és a glükóz oxidáz. Szabad gyököt képes létrehozni ezen
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kívül a mitokondriális elektrontranszport lánc, a cytochrom P450 komplex, az arachidonsav
12metabolizálásában részt vevő lipoxigenáz valamint a ciklooxigenáz.

Intracellulárisan a szabad gyökök keletkezésének egyik forrása a membránhoz kötött 

NAD(P)H oxidáz, amely egy flavin tartalmú enzim.13 Felépítése részben eltér a más-más 

irányban differenciálódott mezodermális sejtvonalakban. Az oxidáz feladata szuperoxid 

szabad gyök képzésének katalizálása NAD(P)H felhasználásával:

2 Oi + NAD(P)H ---- ► 2 0 2' + NAD(P)+ + H+

Az így keletkezett szuperoxid szabad gyök szervezetben betöltött szerepét alább 

részletezzük.

3.I.4.2. A NAD(P)H oxidáz felépítése
n

A legalaposabban a neutrofil granulociták NAD(P)H oxidáz rendszerét vizsgálták. A 

vizsgálatok öt alegységét azonosították: p40, p47, p67, p22 és a gp91 alegységeket. 

Nyugalmi állapotban a p22 és gp91 komponensek -  melyek cytochrom bsss néven is 

ismertek -  a membránban helyezkednek el, míg a p40, a p47 és a p67 alegységek a 

citoszolban találhatók. Működésének szabályozásában fontos szerepe jut a Rac2 és a 

RaplA nevű kis molekulasúlyú guanin nukleotid-kötő fehérjéknek. Endothel sejtekben és 

fibroblasztokban valamint mesangium sejtekben a fenti, neutrofil sejtekben lévő 

alegységeket szintén sikerült azonosítani.

Az erek simaizom sejtjeiben található NAD(P)H oxidáz felépítése -  hasonlóan a 

mesangium sejtekhez -  valamelyest eltér a fentiektől. A gp91phox csak a tüdő simaizmom 

sejtjeiben található meg. A neutrofil sejtekben a szuperoxid gyök termeléséhez

nélkülözhetetlen 

gp67phox alegység 

messenger 

ribonukleinsavának

sikerült igazolni 

simaizom sejtekben is. 14

1. ábra A NAD(P)H oxidáz felépítése simaizom sejtekben
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A fehérje nyugalmi állapotban levő simaizom sejtekből nem volt kimutatható, eltekintve 

néhány intimális simaizom sejtet. Az érfal simaizom sejtjeiben aNAD(P)H oxidáz 

felépítésében a noxl vagy a nox4 alegység, a p22phox, valamint egy p47phox analóg és
15egy p67phox analóg alegység vesz részt.

3.1.4.3. A NAD(P)H oxidáz működése

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

mérhetőnek.16 Az endothel sejtekben tapasztalt alacsonyabb szuperoxid termelés oka a 

NAD(P)H oxidáz alegységek kisebb száma. Az endothel sejtek gp91phox és a 67phox 

alegységeinek mennyisége 1-3%-át éri a neutrofil granulocitákban találhatónak. Az érfal 

simaizom sejtjeiben lévő NAD(P)H, eltérően a neutrofil sejtektől, kis mennyiségben, 

nyugalmi állapotban is termel szuperoxidot. Míg a lymphocytákból izolált membrán 

inaktív, amennyiben nem történik stimuláció -  vélhetően a nagy mennyiségben termelt 

szuperoxid toxicitása miatt - addig a nem stimulált endothel sejtekből izolált membránban 

megfigyelhető egy folyamatos, alacsony oxidáz aktivitás.

A simaizom sejtekben a neutrofil sejtekben leírtakhoz hasonlóan történik a NAD(P)H 

oxidáz aktiválódása. A neutrofil sejtekben a p47phox alegység több ponton történő 

foszforilációját követően komplexet képez a p67phox alegységgel a citoszolban, majd a 

membránban található gp91phox és p22phox által alkotott koplexhez kapcsolódik. A 

simaizom sejtekben a p47phox fehérje aktivációja és a szuperoxidtermlés mértéke között 

szoros kapcsolat van.18 Usio-Fukai és munkatársai igazolták a p22phox alegység 

fontosságát az oxidáz működésében, mely a noxl- a gp91phox alegységgel a működés 

szempontjából fontos szakaszokon szinte azonos -  fehérjével képez komplexet.19 Az 

endothel sejtek és fibroblasztok mellett megfigyelték a fenti alegységekkel együtt a

p40phox és p67phox alegységek aktiválódását is a simaizom sejtekben. A p40phox
21alegység a komplexhez kapcsolódva képes fokozni a szuperoxid képződését.

3.1.4.4. A NAD(P)H oxidáz aktiválása

A NAD(P)H oxidáz aktiválásához a neutrofil sejtekben szükséges a protein kináz C 

(PKC) aktiválódása. Simaizom sejtekben is igazolást nyert, hogy PKC gátlók segítségével 

a szuperoxid termelés jelentősen csökkent. ’ Lehetséges a szuperoxid termelés 

indukálása foszfolipáz D (PLD) közreműködésével is, amit a PLD aktiválódása mellett
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nem specifikus gátlók segítségével sikerült megerősíteni. Az NAD(P)H aktiválódásának 

további lehetséges útja a lipidmetabolizmus során keletkező foszfolipáz A2;5 amit Holland 

és mtsai igazoltak.25 A NADPH expresszióját fokozzák a G proteinek családjába tartozó

Rác fehérjék, -  melyek pl. a trombin, a homocystein, az Ang hatást követően aktiválódnak
18 26-  szabadgyök-termelést indukálva. ’

3.1.4.5. A NAD(P)H oxidáz inaktiválása

A RaplA nevű alacsony molekulasúlyú guanozin trifoszfát (GTP) kötő fehérje 1:1 

arányban kötődik a citokróm b555-hoz. A RaplA foszforilációja a C-terminális részen 

történik a protein kináz A (PKA) által. A foszforilációt követően a RaplA leválik a 

citokróm b^-ról, miután a GTP helyett guanozin difoszfátot (GDP) köt meg. 

Feltételezések szerint ez a folyamat vezet egyrészt a NADPH oxidáz inaktiválásához. A 

Rac-1 fehérje NAD(P)H oxidáz aktivitásának szabályozásában betöltött szerepét támasztja 

alá a sztatinkezelés megszüntetése kapcsán tapasztalt NAD(P)H oxidáz és szabadgyök 

teremelődés fokozódás.28,29

3.1.5. A szabad gyökök hírvivő szerepe

A szabad gyökök másodlagos hírvivő szerepét igazolták fiziológiás esetben a 

sejtnövekedésben, egyes gének expressziójában, a sejtek közötti adhézió szabályozásában, 

a hormonszintézisben, a csont reszorpcióban valamint a szöveti oxigén érzékelésében.30

A szabad gyökök másodlagos hírvivőként feltételezhetően a diszulfid hidak és thiol 

csoportok között lejátszódó reakciók útján fejtik ki hatásukat. Elképzelhető útja a fenti 

reakció szabályozásának, hogy a H2O2 könnyedén lép reakcióba a sokkal kevésbé 

általánosan előforduló tiolát anionnal (-S~), és ez által szulfonsavat (-SOH) képez, amely
31fiziológiás pH-n szulfonát ion formájában van jelen.

A sejtek másodlagos hírvivő rendszerében a O2* szabad gyök ismert célpontjai a fehérje 

tirozin foszfatázok (PTP), melyek a katalitikus cisztein oxidálódása révén inaktiválódnak. 

A szabad gyökök hatásához legalább reaktív szulfhidril csoport (SH) jelenléte szükséges. 

Mindegyik foszfatáz rendelkezik egy ciszteint tartalmazó régióval (HCXXGXXRST) 

melyben történő mutáció az aktivitás elvesztéséhez vezet. Először in vitro igazolódott, 

hogy a -S~-csoport reakciója alacsony koncentrációjú H2Ü2-al a foszfatáz funkció 

csökkenéséhez, megszűnéséhez vezet, ami ezt követően sejtes modellben is igazolást
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, 32,33nyert. ’

A NADPH által termelődött O2* szabad gyök számos extracelluláris hormon, citokin és a 

mechanikus behatás közvetítésében játszik szerepet. A növekedési faktorok a Rác fehérjén 

keresztül foszfatidil-inozitol-3-kináz (PI-3-kináz) függő módon indukálják a szabad gyök 

termelését.34 A O2’ szabad gyök ismert célpontjai a PTP-k, melyek a katalitikus cisztein 

oxidálódása révén inaktiválódnak, ily módon csökkentve számos Rác mediálta útvonal 

fehérjéjének foszforiláltságát.

A NADPH oxidáz által képződő O2’ fontos szereppel bírnak a MAPK rendszer 

szabályozásában. A MAPK-k a sejtek növekedésének, differenciálódásának valamint 

apoptózisának szabályozásában fontos feladatot látnak el, melyek redox szabályozása az 

egyik legjobban feltérképezett folyamat a szabadgyök-függő másodlagos hírvivő 

folyamatok között. A MAPK-k közé tartoznak az ERK1/2, a p38 kináz (p38), a cJUN anion 

terminális (JNK) kinázok. Mindegyikük foszforiláció útján aktiválódik, majd további
35fehérjéket foszforilálnak, melyek a nukleáris fehérjékhez tartoznak.

A szabad gyökök számos nukleáris faktor aktiválásában játszanak szerepet. Az nukleáris 

faktor kappa B (NF-kB) aktiválódása mellett több kísérlet igazolta az aktivátor fehérje 1 

(AP-1) - mely a Jun és Fos családba tartozó fehérjék homo- és heterodimerizációja révén 

képződik - az Elk-1, az SP-1 és a stressz aktiválta tirozin kináz (STAT) transzkripciós
oz' 47 4&faktorok szabad gyökök hatására kialakuló fokozott működését. 5 5

3.1.6. A szervezet szabad gyököket semlegesítő rendszerei

Az aerob szervezetek működéséhez oxigén szükséges. Az oxidáció kapcsán kis 

mennyiségben folyamatosan keletkeznek szabad gyökök. Nagy reaktivitásuk révén a 

környezetükben levő szinte összes molekulával képesek reakcióba lépni károsítva azokat. 

Ahhoz, hogy a képződött szabad gyökök hatásukat a megfelelő helyen, időben, és a kívánt 

célt elérve fejtsék ki, a szervezetnek szüksége van olyan rendszerre mely képes megvédeni 

saját magát a nem kívánt károsodástól. Ennek megfelelően többszörös önvédelem alakult 

ki.

Az antioxidáns rendszereknek van enzimatikus és nem enzimatikus része, ami magába 

foglalja a szuperoxid dizmutázt, a glutation peroxidázt, glutation reduktázt, a katalázt, a C 

vitamint, az E vitamint, a p-karotint, az A vitamint, a koenzim Qio-t, a flavonoidokat, a a- 

lipoidsavat, antioxdáns elemeket (Cu, Zn, Mn, Se), kofaktorokat (folsav, Bi-, B2-, B6, B12-
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vitamin) és számos antioxidáns tulajdonsággal bíró vegyületet mint pl. a karbamid
■ 39nitrogén, a poliaminok, az adenozin, a cisztein, a homocisztein vagy a melatonin.

3.1.6.1. ÁSOD

A O2’ szabad gyököt semlegesítő SÓD először marha vvt-ből izolálták, melyet korábban 

haemocuprein, erythrocuprein, cerebrocuprein és hepatocuprein néven is ismertek.40 A 

SÓD két O2* szabad gyök közötti reakciót katalizálva semlegesíti a reaktív molekulákat:

SÓD, 2H+
o2‘ + o2* ------------  ̂ o2+h2o2

Ismert a CuZn-SOD (SOD-1), mely a citoplazmában található. A szakirodalom az 

extracellulárisan található CuZn-SOD-t (SOD-3) egy másik izoformának tekinti. A Mn- 

SOD (SOD-2) a mitokondriumokban található.

A legnagyobb mennyiségben a SOD-1 izoforma található a sejtekben. Míg az ossz 

dizmutáz aktivitás 50-80%-ért a SOD-1 izoforma felel, addig a SOD-2 aktivitása 2-12%-a 

az ossz dizmutáz aktivitásnak. A maradék aktivitásért felel az extracelluláris SÓD.41,42,43 

Stressz-mentes körülmények között a sejtek szuperoxid termelésének javát mitokondriális 

elektron transzport lánc teszi ki. Ezért a SOD-2 tekinthető az első védelmi vonalnak a 0 2* 

szabad gyökkel szemben. Az is ezt bizonyítja, hogy amennyiben a Mn-SOD teljes 

egészében hiányzik egerekből, születést követően néhány héten belül elpusztulnak, és már 

születéskor számos rendellenességgel bírnak 44,45

3.1.6.2. Kataláz

A kataláz 4 azonos alegységből tevődik össze. Összesen 240 kDa molekulasúlyú tetramer 

enzim. Szerepe a H2O2 semlegesítésében van.

Kataláz
2 H20 2 ------------- 2 H20  + 0 2

Intracellulárisan, főleg a peroxiszómákban, valamint kisebb mennyiségben a citoszolban 

található.46

3.1.6.3. Glutation, glutation peroxidáz, glutation reduktáz.

A sejtekben, legnagyobb mennyiségben található antioxidáns a glutation (0,1-10 mM).
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Számos folyamatban játszik fontos szerepet: metabolizmus, transzport, katalízis, a fehérjék 

SH csoportjainak biztosítása, nukleinsavak termelése. Több enzim kofalctora. Nem csak az 

oxidatív stresszel szemben nyújt védelmet, hanem toxikus vegyületekkel és az irradiációval 

szemben is.47

A szervezetben ciszteinből képződik y-glutamil transzferáz és glutation szintetáz 

hatására. A redukált glutationnak (GSH) a sejtekből való kijuttatását a membránhoz kötött 

y-glutamil transzpeptidáz végzi. A sejtekbe történő transzportját y-glutamil aminosavakat 

szelektíven transzportáló rendszeren keresztül történik. A szérum glutationszintjét
, ,. - . , . isnagyreszt a máj biztosítja.

Emlősök sejtjeiben az ossz GSH 0,2%-a van oxidált glutation (GSSG) formájában jelen. 

Kis mennyiségben kötődik fehérjékhez.

A glutation peroxidáz (GSH-Px) H202-ot és szerves peroxidokat semlegesít GSH 

segítségével. A GSH-Px 4 alegységet tartalmaz, amelyek mindegyikében 1-1 Se van jelen. 

Napjainkig legalább öt izoenzimét azonosították.39 Sokáig a GSH-Px-t tartották felelősnek 

a H2O2 semlegesítéséért, mivel nagyobb affinitással bír a H202-hez, mint maga a kataláz. A 

GSH-Px redukálja a lipoperoxidokat, foszfolipid peroxidokat és koleszterin 

hidroperoxidokat is.49

A glutation reduktáz egy flavoprotein, amely a glükóz-6-foszfát dehidrogenáz által 

termelt NADPH segítségével redukálja a GSSG-t két GSH-vá.

3.1.7. A szabad gyökök és a dohányzás

A dohányzás során keletkező számos vegyületnek aktív szerepe van a szervezet 

károsításában és ezen belül egyes daganatok kialakulásának elősegítésében.50

A dohányfüstöt alapvetően két részre osztjuk, részecske -  kátrány -  fázisra, melynek 

99,9%-a fennakad a cigaretta szűrőjén, valamint légnemű fázisra, mely átjut a 

cigarettaszűrőn.51 A dohány égésekor keletkezett aromás szénhidrogének, aldehidek, 

aromás nitrogénvegyületek, fenolok, aromás policiklikus vegyületek mellett nagy 

mennyiségben keletkeznek szabad gyökök. 1 A részecske fázisban a szabad gyökök 

mennyisége nagyobb, mint 10 szabad gyök/g, a gáz fázisban pedig nagyobb, mint 10 

szabad gyök/puff. A részecske fázisban lévő szabad gyökök élettartama hosszú (hetek, 

hónapok), szemben a gáz fázisú szabad gyökök rövid élettartamával (másodpercek).54 A 

dohányfüstben a szabad gyökök keletkezésének első lépéseként a szénhidrátok és fehérjék
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égésekor alkének és NO keletkezik. A NO oxidációja során nitrát (NO2) képződik. Az így 

keletkezett NO2 az alkénekkel (R) reagálva alkén (R*), alkén oxid (RO*), alkén peroxid 

(ROO’) szabad gyököket képez.55 így a szerves szabad gyökök mellett a dohányfüstben 

található NO, NO2, peroxinitrit és peroxinitrát.56

3.I.7.I. A dohányzás kardiovaszkuláris hatásában szerepet játszó szabad gyökös 

folyamatok

A CV morbiditás és mortalitás egyik fő okozója a dohányzás. Elősegíti a stabil angina 

pectoris, az akut coronaria syndroma, a pulmonális hyepertensio és a stroke kialakulását. 

Szerepe bizonyítást nyert az angiográfiával igazolt atherosclerosis, valamint a frissen 

kialakult coronaria léziók létrejöttében is.57,58,59 Aktív és passzív dohányosokban egyaránt 

csökken az erek kontraktilitása a kontroll csoportokhoz képest.60 Ezen csökkent 

kontraktilitás egyik elsődleges oka az NO szintézisének károsodása, amely az endoteliális 

nitrogén monoxid szintáz (eNOS) aktivitásának megváltozásával függ össze.61 Szintén a 

NO hatékonyságának csökkenését vonja maga után a dohányfüst által fokozott aktivitású 

NAD(P)H oxidáz által termelt szabad gyökök. Az így keletkező O2* reakcióját az NO-al 

gyakorlatilag a diffúzió szabályozza, mely hatszor gyorsabban zajlik le, mint a O2’ 

közömbösítése SÓD által.62,63 A myocardialis infarctus kialakulása és a thrombosis 

szempontjából fontos megemlíteni, hogy a dohányzás fokozza a trombociták aggregációs 

képességét is, amiben fontos szerepet játszanak szabadgyökös mehanizmusok.64

A dohányfüst megnöveli a periférián található leukociták számát, valamint számos 

gyulladásos marker szérumszintjét.54’65 Ismert az is, hogy a dohányfüst elősegíti a 

monocyták adhézióját az endothel sejtekhez egyben fokozva migrációjukat a 

szövetekbe.66,67 Az atherosclerosis szempontjából kedvezőtlenül befolyásolja a lipidprofil 

alakulását. Emelkedik a szérum triglicerid (TG) és koleszterin, valamint csökken a nagy 

denzitású lipoprotein (HDL)-koleszterin szint, amellyel azonos irányú változások 

figyelhetők meg inzulin rezisztenciában.68,69 Yamaguchi és munkatársai napjainkban 

igazolták, hogy dohányfüst vizes oldata hiperlipidémiás nyulakban az alacsony denzitású
10

lipoprotein (LDL) oxidációja révén felgyorsítja az atherosclerosis kialakulását.

3.1.8. Az előrehaladott glikációs végtermékek és a szabad gyökök

A figyelem a kardiovaszkuláris betegségekkel kapcsolatban a táplálkozás egészségtelen
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voltára is kiterjedt. Fény derült az ételek elkészítésekor keletkező, a gasztrointesztinumban 

felszívódó glikációs végtermékekre. Az előrehaladott glikációs végtermékekről 

bebizonyosodott, hogy a szervezetben szabad gyökök keletkezését indukálják.

3.I.8.I. Az előrehaladott glikációs végtermékek keletkezése és eliminációja

A redukáló cukrok kapcsolódva az aminosavak vagy a fehérjék amino csoportjaihoz 

labilis Schiff bázist alkotnak a Maillard reakció első lépéseként. Ezen első lépést követve 

több reakció során alakulnak ki a sokkal stabilabb - Amadori termékeknek nevezett -  

ketoaminok.71 Az Amadori termékekből lebomlásuk folyamán további igen reakcióképes 

vegyületek jöhetnek létre, mint a 3-deoxiglukozon az MG és a glioxál. A glikációs 

végtermékek keletkezésének több útja ismert a fenti klasszikus útvonal mellett. Ezen 

reakcióutak során szintén a már említett három dikarbonil vegyület keletkezik. Dikarbonil 

vegyületek keletkeznek a szénhidrátok, Schiff bázisok és Amadori termékek vas katalizálta 

autooxidációja kapcsán, oxidatív stressz során valamint lipidperoxidáció révén is. ’ ’ ’ 

Nem oxidatív módon szintén keletkezik MG és 3-deoxiglukozon acetonból, trióz 

foszfátokból, valamint fruktóz-3-foszfátból. A keletkezett dikarbonil vegyületek 

felhalmozódását karbonil stresszként is ismerjük.72

Glikációs végtermékek nem csak in vivo, hanem in vitro is keletkeznek. így a dohányzás 

és a táplálék elkészítése kapcsán is létrejönnek AGE termékek. ’ A dohányosok 

szérumában, szemlencséjében és érfalában magasabb az AGE koncentrációt mértek, mint a 

nem dohányzókéban, ami a dohányzás során keletkező AGE-k felszívódására vagy 

fokozott képződésére utal.78,79 A táplálékok hőkezelése kapcsán szintén keletkeznek AGE- 

k.80,81 A hőkezelés a fehérje és szénhidrát tartalmú ételek AGE tartalmát kb. 10-szeresére, 

míg a zsírtartalmú ételek AGE tartalmát kb. 100-szorosára növeli. Az AGE mellett nagy
oi

mennyiségben találtak az ételekben hőkezelés hatására keletkező MG-t is.

Radioizotópos vizsgálatokkal mind állatkísérletekben, mind humán vizsgálatokban 

sikerült igazolni, hogy a szérumban a táplálékkal bevitt AGE 10%-a jelenik meg. A 

felszívódott AGE-t a retikuloendotheliális rendszer sejtjei veszik fel az AGE-receptorokon 

keresztül. Ezen sejtekben az AGE lebontását követően AGE peptidek jönnek létre, 

melyek a keringésben kerülve fejtik ki károsító hatásukat keresztkötések létrehozásával.85
Q r

Igazolták, hogy az AGE-termékek kizárólag a vesén keresztül ürülnek a szervezetből. A 

felszívódott AGE-ovalbuminhoz köthető radioaktivitásnak csak 30%-a eliminálódik az
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étkezést követő 72 órában a vizelettel. Az aminoguanidin fokozta az AGE-termékek renális
82 83eliminációját, és egyidejűleg csökkentette a szöveti akkumulációjukat is. ’

3.1.8.2. A glikációs termékek által aktivált hírvivő rendszerek

Diabetes mellitusban valamint végstádiumú vesebetegekben megfigyelhető a glikációs 

végtermékek fokozott képződése és felszaporodása a szövetekben. Az AGE termékek 

felszaporodása következtében kóros folyamatok indulnak el sejt-szöveti szinten. A 

glikációs végtermékek hatásukat receptorokhoz kötődve fejtik ki. Az AGE immunglobulin 

szupercsaládba tartozó receptora nevét az angol „receptor for AGE”-ből kapta, rövidítve 

RAGE (AGE receptor). A RAGE egy 45 kDa molekulatömegű fehérje. A fenti receptoron 

kívül glikációs termékeket köt meg a makrofágok scavenger receptorainak I és II típusa, az 

AGE receptor komplex elemei, a galectin-3 (AGE-R3), az oligosaccharyl transzferáz 

complex protein 48 (AGE-R1), a lactoferrin, a 80K-H fehérje (AGE-R2), a lysosyme, az 

SRA és a CD 36 is.87-88.89.90.91.75

Az AGE-k kapcsolódva a sejtfelszíni receptoraikhoz szabad gyökök képződését 

indukálják. Az AGE-kiváltotta szabadgyök-képződésben szerepe van a NADPH oxidáz 

rendszernek.92,93 A NADPH oxidáz aktiválása mellett az AGE-k számos további fehérje 

foszforilálását indukálják -  mint pl. a MAPK-k, p21ras, PI-3 kináz, cdc42/rac, Jak/STAT. 

Aktiválják a redox szenzitív NF-kB transzkripciós faktort, melyen keresztül gyulladás 

gének transzkripcióját indítják el [tumor nekrózis faktor alfa (TNF-a), TNF-p, IL-1 

(interleukin), IL-6, IL-8, interferon-y (IFN-y), adhéziós molekulák].94,95,96 A fenti 

folyamatok mindegyike gátolható volt AGE ellenes antitesttel vagy szolúbilis RAGE-val.

3.1.8.3. A vas anyagcsere, az oxidatív stressz és a nem enzimatikus glikáció 

kapcsolata
9 4- 4̂-A vas átmeneti fémként elektron felvételére és leadására képes Fe valamint Fe 

formájának köszönhetően. Fenti tulajdonságának következtében nélkülözhetetlen több 

enzim működéséhez, az oxigén transzportjához, a citokróm rendszer működéséhez. Viszont 

e sajátossága teszi veszélyessé egyes szervezeten belüli káros folyamatok katalizálásával.

Egy felnőtt ember szervezetben 35-45 mg vas van kilogrammonként. A vas kb. 80%-a a 

hem fehérjék felépítésében vesz részt, 10-15%-a a mioglobin alkotórésze, a fennmaradó
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hányad pedig enzimekben található. A vas felvétele a gasztrointesztinális traktusban 

kizárólag a duodenum területén zajlik. Egyrészt a gyomorban az alacsony pH-nak 

köszönhetően Fe2+-ná alakul a táplálék Fe3+ ionja, valamint ugyanezen átalakulást segíti elő 

a bélbolyhok divalens fém tarnszporteréhez csatlakozva található ferri reduktáz. Egy nem 

specifikus fém transzporter segítségével jut a bélbolyhok sejtjeibe a vas. A hem vas 

felvétele egy ettől eltérő, kevésbé tisztázott folyamat útján történik. A sejtekbe jutott vas 

ezt követően ferritin formájában raktározódik vagy -  egy napjainkban azonosított fehérje a 

-  ferroportin segítségével jut a keringésbe a bazolaterális oldalon, ahol szállítását a 

transzferrin végzi.98 A plazmában transzferrin által szállított vasat a transzferrin receptor 

segítségével veszik fel a szövetek. Szervezetünk fő vas raktárai a máj és a makrofágok. A 

sejtek vas homeosztázisukat a transzferrin receptor és a ferritin szintézisének 

szabályozásával képesek befolyásolni.99

Azon betegségekben, melyekben fokozott oxidatív stresszel találkozunk, mint pl. diabetes 

mellitus, krónikus veseelégtelenség, krónikus fertőző betegségek a vas anyagcsere 

károsodása is megfigyelhető.100,101,102, 104 Ugyanezen betegségekben figyelték meg a vas 

felszaporodását a vasraktárakban, valamint a vas felszabadulását az intracelluláris 

raktárakból.104,103,105 A mobilizált, „szabad” vagy „labilis” vas -  mely szinte azonnal 

komplexet alkot citráttal vagy adenozin difoszfáttal (ADP) - szabad gyökös reakciókat 

képes katalizálni a Fenton és a Haber-Weiss reakciók keretében, valamint katalizálja az 

AGE képződés oxidatív lépéseit.106 Tehát a vas homeosztázisának a felborulása elősegíti a 

szabad gyökök fokozott képződését, ez által pedig katalizálja a glikációs végtermékek 

képződését.

3.2. Az intracelluláris kalcium

Az intracelluláris kalcium szintje számos betegségben tér el a normálistól, többek között 

hypertoniában, obesitasban, inzulin rezisztenciában. Az extracelluláris 2,1-2,5 mmol/1 

kalcium szint több mint 20000-szerese a kb. 100 nM-os intracelluláris szintnek. Az 

emelkedett intracelluláris kalcium szint, pedig a sejtek károsodásához, végül sejthalálhoz 

vezet. Ennek ismeretében feltételezhető, hogy a sejtek intracelluláris kalcium szint
1 r\n

szabályozása több módon történik.

A [Ca2+]i szabályozásának bonyolultságára utal, hogy mind időbeni, mind térbeni
2d"változása mellett lehet átmeneti vagy oszcilláló jellegű a [Ca ]j változása. Ezzel
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magyarázható, hogy a különböző stimulusok hatására más és más útvonalak aktiválódnak a 

[Ca2+]j emelkedésének hatására. A [Ca2+]i emelkedéséhez vezetnek, pl. az inozitol trifoszfát 

(IP3), a ciklikus adenozin difosztáf ribóz (cADPR), a H2O2, a 0 2\  a diacilglicerol, az 

arahidonsav, az Ang, a szfmgozin, a szfingozin-1-foszfát és maga a kalcium. Tekintettel a 

hírvivőként betöltött szerteágazó szerepére csak e tanulmányban szereplő területekkel való 

kapcsolatát taglaljuk.108’109

3.2.1. Az intracelluláris szabad ionizált kalcium szint szabályozása

A intracelluláris, szabad ionizált kalcium ([Ca2+]i) szintet alapvetően annak felvétele és 

eliminációja közötti egyensúlyi állapot határozza meg. Felvétele elsősorban a 

feszültségfüggő kalcium csatornákon és a transiens receptor potential (TRP) homológ 

csatornákon, a ligand specifikus kation receptorok, [Ca ]j által szabályozott kation 

csatornák, nem specifikus kation csatornák, purinerg receptorok és a szívizomban található, 

Na+/Ca2+ csatornán keresztül zajlik. Az intracelluláris raktárakban levő kalcium 

mobilizálásában szerepet játszó inozitol 1,4,5-trifoszfát (IP3) érzékeny receptorok szinte 

minden sejtben megtalálhatóak.110 Az [Ca2+]i sejtekből történő kiürítéséért a plazma 

membrán Ca2+-ATP-áz és aNa+/Ca2+-csatorna felelős.111

A [Ca2+]j szintjének szabályozásában a fentiek mellett fontos szereppel bírnak a sejtek 

kalciumot kötő, raktározó egységei. Intracellulárisan alapvetően megkülönböztetjük a 

kalciumot raktározó endoplazmatikus retikulumot (ER), a mitokondriumokat, a Golgi
1 r\n

szervet és a kalciumot kötő fehérjéket.

Az ER - mely az egész sejtet behálózza - a citoszolban a stimulusok hatására megjelenő 

[Ca2+]i legjelentősebb forrása. Az ER membránjában levő Ca2+-ATPáz-ok (sarco- vagy 

endoplazmatikus-retikulum Ca -ATP-áz (SERCA)) egyik izoformája juttatja a [Ca ]j -ot 

az ER-ba, ahol azt a calsequestrin nevű fehérje köti meg.

A mitochondriumok szintén képesek kalciumot raktározni, amely elérheti a 0,5 mM-os 

szintet is. A mitokondrium kalcium csatornái kisebb affinitással bírnak a [Ca2+]i iránt, mint 

az ER-ban található csatornák és csak az [Ca ]i 330 nM-os szint fölé történő emelkedése 

után fejtenek ki jelentősebb aktivitást. A [Ca ]j kórosan magas szintje a 

mitokondriumokban olyan folyamatokat indíthat el, ami apoptózishoz vezet.114

A Golgi szerve szintén képes kalcium felvételére IP3 hatására.115
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3.2.2. A kalcium szerepe a nitrogén monoxid szintáz aktiválásában

A nitrogén monoxid szintáz (NOS) két fő izoformáját különböztetjük meg, a konstitutív 

nitrogén monoxid szintázt (cNOS) és az indukálható nitrogén monoxid szintát (iNOS). A 

cNOS két formája az eNOS és az neuronális nitrogén monoxid szintáz (nNOS). Az eNOS a 

citoszolban helyezkedik el. Az nNOS-hoz hasonlóan, a [Ca ]i szintet növelő bradikinin, 

hisztamin, szerotonin, adenozin, trombin, kalcium ionofor, ösztradiol, ér endothel 

növekedési faktor (VEGF) aktiválja az eNOS-t is. A fentiektől függetlenül a [Ca ]j szint 

változásától függetlenül is aktiválódhat az eNOS, pl. nyíróerő hatására.116’117

A [Ca2+]i szint emelkedése következtében a kalmodulin (CM) kalciumot kötve 

kapcsolódik az eNOS-hoz, ez által hozzájárulva a cNOS aktiválásához. Az aktiválás úgy 

történik, hogy a Ca2+-CM komplex kapcsolódik a NOS-hoz, annak gátló doménje leválik a 

hem molekuláról így lehetővé téve, az addig gátolt, elektron transzfert. Ezt követően több 

egyéb kofaktor segítségével a NOS, NO-ot képez arginin-ből molekuláris oxigén 

jelenlétében.118,119 A cNOS aktiválódása rövid idejű, pikomoláris mennyiségű, NO 

termeléssel jár, mely az eNOS esetében szinte kizárólag a caveolákban figyelhető meg. A 

caveolában levő eNOS gátlása szempontjából fontos szerepet feltételeznek a caveolin-1 

nevű fehérjének, mely megakadályozza, hogy a CM elektront továbbítson a hem
190alegységnek. A caveolin-1 expresziójának fokozódása gátolja az eNOS működését.

3.2.3. A nitrogén monoxid szerepe az intracelluláris kalciumszint csökkentésében

A NOS által termelődött NO, a guanilát ciklázhoz kapcsolódva aktiválja azt, ami cGMP 

termelést eredményez.121 A cGMP közvetlenül is képes csökkenteni a [Ca2+]j szintet, a 

protein kinázokon, továbbá az ER Ca -ATPázon keresztül.

3.3 A renin - angiotenzin -  aldoszteron rendszer

A szervezet egyik legrészletesebben feltérképezett endokrin rendszere a renin - 

angiotenzin -  aldoszteron rendszer (RAAS). A rendszer első felfedezett eleme a renin. A 

340 aminosavból álló renin preproreninből képződik, proreninen keresztül. A prorenin 

kallikrein hatására alakul át reninné. A renin a szervezetben elsősorban a vesében 

termelődik, az afferens arteriola falában levő sejtekben, az arteriola glomerulusba lépése 

előtt. A keringésbe került renin hatására keletkezik az angiotenzin I angiotenzinogénből. 

Az angiotenzin I-et az angiotenzin konvertáló enzim (ACE) alakítja át angiotenzin Il-vé,
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melynek az aldoszteron (Aid) termelésére és a vérnyomásra kifejtett hatása mellett számos 

egyéb szerepe van.123

3.3.1. Az angiotenziu II (Ang)

Az Ang egy nyolc aminosavból álló polipeptid mely az angiotenzin I-ből keletkezik (2. 

ábra).

Az Ang gyorsan elbomlik a szervezetben. Féléletideje 1-2 perc a keringésben. 

Inaktiválását aminopeptidázok végzik, melyek az N-terminális aszparaginsavat hasítják le, 

létrehozva az angiotenzin III-at, mely gyengébb vérnyomást emelő hatása mellett az Aid 

elválasztást azonos mértékben serkenti, mint az Ang.

Angiotenzinogén

V

Angiotenzin II

2. ábra Az angiotenzin II képzése angiotenzinogénből

Hatása sokrétű. Részt vesz a vérnyomás, az extracelluláris térfogat és a só-, 

folyadékháztartás szabályozásában. Vazokonstrikciót okoz, és mint már említettük, fokozza 

az Aid termelését, valamint szekrécióját és a szimpatikus idegrendszer aktivitását. Serkenti 

a Na+ visszaszívását, gyulladásos folyamatokat indít el. A növekedést és a sejtek osztódását 

serkentő hatása mellett képes gátolni a sejtnövekedést. Fokozza többek között a bradikinin 

és az NO képződését. Apoptózist indukálhat.124

3.3.1.1. Az Ang receptorai és az azokon keresztül kifejtett intracelluláris hatások

Hatását két receptoron keresztül fejti ki, az angiotenzin receptor 1-en (ATi) és az

Angiotenzin I
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angiotenzin receptor 2-n (AT2). Az ATi-es receptor két altípusát különböztetjük meg, az 

ATia-t és az ATib-t.124

A felnőtt szervezetben az AT2 receptoron keresztül kifejtett hatásaival kapcsolatban 

ellentmondásos eredményeket közöltek. Vazodilatációs folyamatokat serkent, fokozva a 

bradikinin, a NO és a cGMP termelését. Hatásainak egy részéért egyes foszfatázok 

aktiválása felelős. Nincs hatással a [Ca2+]i szintre, nem növeli az IP-3, valamint hatástalan a
• 125ciklikus adenozin mono foszfát (cAMP) és a cGMP szintre is.

Döntően az ATi receptora tehető felelőssé az Ang további hatásaiért. 359 aminosavból 

álló 41 kDa molekulasúlyú fehérje. Hét transzmembrán doménnel rendelkező receptor 

családhoz tartozik, mely G-protein kapcsolt. A G-proteinek aktiválódása szempontjából a 

citoszolban található tyrozin (Tyr)127-től az izoleucin (Ile)130-ig található szakasza fontos. 

Egyes eredmények arra engednek következtetni, hogy az Ang kiváltotta IP-3 képződés G- 

protein függő folyamat, míg az ERK aktiválódása -  meglepő módon, számos egyéb
1 'J/Z

kutatócsoport eredményeitől eltérően - B-arrestin függő.

Az Ang az ATi receptoron keresztül több intracelluláris útvonalat aktivál, mint pl. a 

foszfolipideket, nem receptor tirozin kinázokat, receptor tirozin kinázokat, a MAPK 

kaszkádot, kis molekulasúlyú G proteineket és szabad gyökök termelését váltja ki. Ezen 

útvonalak segítségével aktiválódik számos protoonkogén - melyek közé tartoznak a c-fos, 

c-jun, c-myc, erg-1, VL-30 - és növekedési faktor is - trombocita eredetű növekedési faktor 

(PDGF), epiteliális növekedési faktor (EGF), transforming növekedési faktor béta (TGF-B), 

inzulin-szerű növekedési faktor-1 (IGF-1), fibroblaszt növekedési faktor (FGF). Az NF-kB 

és AP-1 mellett adhéziós molekulák, kemotaktikus anyagok és vazokonstriktorok 

termelését stimulálja.124

A sejteket növekedésre serkentve, az extracelluláris mátrix összetételére, felépítésére 

hatva befolyásolja a szövetek és az érfal felépítését. Fokozza a fibronektin, az 1-es típusú 

kollagén, a glükózaminoglikánok termelését. Növeli a plazminogén aktivátor gátló-1-es 

aktivitását, befolyásolja a fibrinolízist és a trombocita aggregációt.

3.3.2. Az aldoszteron (Aid)

Az Aid egy szteroidhormon, mely a mineralokortikoid-hatás kb. 90%-ért felelős. 

Termelését az Ang stimulálja. Ezen kívül az Aid elválasztását fokozza a hiperkalémia, az 

adrenokortikotropin (ACTH), valamint szabályozásában részt vesznek a nátrium és
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hidrogén ionok. A keletkező Aid Na+-retenciót okoz, fokozza a Mg2+ és a K+ ürítését. 

Fokozza a szimpatikus aktivitást, gátolja a paraszimpatikus aktivitást. Fibrózist indukál a 

szívizomzatban és az érfalban. Vaszkuláris károsodást indukál, baroreceptor diszfunkciót 

vált ki.127 Az intracullulárisan kifejtett hatás mehanizmusát alapul véve megkülönböztetjük 

gyors, nem-genomikus és genomikus hatását.

Napjainkban reneszánszát éli az aldoszteronnal kapcsolatos kutatás. A RALES 

(randomized aldactone evaluation study) tanulmányban közölt adatok - ahol igazolták, 

hogy posztinfarktusos betegeknél a mineralokortikoid receptor gátló spironolakton 

jelentősen csökkenti a mortalitást -  ismét a mineralokortikoidra és receptorblokkolóira 

terelték a figyelmet. A szelektív mineralokortikoid receptor gátló Eplerononnal az 

EPHESUS (eplerenone post acute myocardial infarction efficacy and survival study) 

tanulmányban azonos eredményre jutottak a posztinfarktusos mortalitást illetően. ’

3.3.2.1. Az Aid szintézise és eliminációja

Az Aid koleszterinből szintetizálódik 11-deoxyikortikoszteronon keresztül, a mellékvese 

zóna glomerulozájában.130

A szintézis első lépéseként a koleszterin a mitokondriumba transzportálódik a szteroid 

akut szabályozó fehérje (StAR) révén. Ott pregnenolonná alakul (citochrom P450 enzim 

által -  P450scc), majd a pregnenolon az ER-ba szállítódik. Az ER-ban progeszteronná 

alakul a 3-béta-hidroxiszteroid dehidrogenáz által. Ez követően szintén egy cytochrom 

enzim, a 21-hidroxiláz (P4502i) 1 1-dezoxikortikoszteront képez a progeszteronból, ami 

visszakerül a mitokondriumba, ahol az kortikoszteronná alakul, amely lépést az ezt 

követőkkel együtt egy mitokondriumban levő cytochrom P450 enzim szabályozza. Ezen 

enzim az aldoszteron szintáz (CYP11B2) melynek 5’ promotere felelős az Ang II 

szabályozó funkciójáért. A CYP11B2 a mellékvesében kizárólag a zóna glomerulasban 

található. Az aldoszteron-szintáz katalizálja az Aid szintézis utolsó lépéseit, a 11- 

deoxyikortikoszteron 1 lB-hidroxilációját, a kortikoszteron 18-hidroxilációját és a 18-
1 O A 1 O 1

hidroxikortikoszteron 18-oxidációját Ald-dá. '

A szintézist számos ion, pepiid, citokin, hormon befolyásolja. Mint már említettük, az 

Ang, a magas K+ továbbá az ACTH stimulálják. A szintézist gátolják az alacsony K+ szint, 

a hiponatrémia, a dopamin, az ANP valamint az Ang stimulálta Aid szintézist az 

adrenomedullin és a proadrenomedullin N-végű pepiid.
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Az Aid féléletideje kb. 20 perc, koncentrációja a plazmában 0,06 pg/1. Nagy része a 

májban tetrahidroglükuronid származékká alakul. 1%-nál kisebb része ürül változatlan 

formában a vizelettel.

3.S.2.2. Az Aid nem-genomikus hatása

Az Ald-nak megkülönböztetjük genomikus és nem-genomikus hatását. A nem-genomikus 

hatásért felelős lehet egy specifikus ligand-receptor kapcsolat vagy nem specifikus kötődés 

fehérjékhez, lipidekhez. Ez a foylamat mind a mai napig tisztázatlan.

Az Aid nem-genomikus hatását számos sejten, szöveten sikerül megfigyelni, többek 

között epiteliális sejteken (vese tubuláris sejtjei, vastagbél epithelium), endothel sejteken,
132leukocitákon, simaizom sejteken, szívizom sejteken.

A vese disztális tubuláris sejtjeiben az Aid alkalmazását követő kevesebb, mint 5 percen 

belül megváltoztatja az intracelluláris pH-t, mely hatás amiloriddal gátolhatónak bizonyult, 

szemben a spironolactonnal. Az Aid cicloheximiddel és actinomicin-D-vel nem gátolható 

módon növeli az intracelluláris Na , és kalcium szintet, valamint a sejttérfogatot. ’ ’

Ez az Aid gyors, nem-genomikus hatását igazolja, ahol a hatás érvényesüléséhez nem 

szükséges transzkripció és transzláció. Figyelemre méltó, hogy a Na+/K+-ATP-ázra kifejtett 

hatás már 1-2 percen belül jelentkezik. Az Aid hatására megfigyelhető volt az IP-3 30 

másodpercen belüli szignifikáns emelkedése a sejtekben. A [Ca ]j emelkedése 2-3 perccel
1 o c

követi az Aid stimulációt. Az Aid ezen hatását spironolaktonnal nem sikerült kivédeni. 

Aktiválja a PKC-t, növeli a sejtek cAMP szintjét. Szívizom sejtekben növeli a N+/K+/2C1 

kotranszporter aktivitását. Számos tanulmány veti fel egy nem mineralokortikoid receptor 

(MR) meglétét, azonban napjainkban egyre több kísérlet utal arra, hogy azon hatások 

legalább egy része, melyeket nem-genomikusnak tartottunk a klasszikus intracelluláris
1 27MR-en keresztül történik.

A nem-genomikus hatások között tartják számon az Aid epiteliális növekedési faktor 

receptor (EGFR) és ERK1/2 aktiváló képességét, mely a stimulációt követő 5 percen belül 

jelentkezik.138,139

Az in vitro kísérletek mellett egészséges önkénteseken végzett vizsgálatok során Aid 

adását követően a szisztémás vaszkuláris rezisztencia már 3 perccel a beadást követően 

megemelkedett.140,135 A szisztémás vaszkuláris rezisztencia emelkedését napjainkban 

egészséges önkénteseken végzett tanulmány erősítette meg az Aid adását követő 30.
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percben is, változatlan szívfrekvencia mellett.141

3.3.2.3. Az Aid genomikus hatása és az MR

Az Aid klasszikus hatását az intracellulárisan található MR-hez kötődve fejti ki. Az MR- 

hez kötött Aid alkotta komplex a sejtmagba jutva mRNS átírásán keresztül, fehérjék 

szintézisét indukálja.

Fő hatása a vese eipiteliális sejtjein a Na+ és a Cl" reabszorpció, valamint a K+ és H+ 

excretió fokozása. A Na+ transzportját fokozza a vese disztális tubulusain kívül a colon 

disztális részén és a nyálmirigyekben, az amilorid szenzitív epiteliális Na+ csatornán 

(ENaC) keresztül. A bazolaterális membránon, a Na+/K+-ATP-ázon keresztül katalizálja az 

aktív transzportot.131

A glukokortikoid receptorról (GR) nyert ismereteink nagy része alkalmazható az MR-ra 

is, bár a hasonlóság ellenére nagy különbségek is vannak a két „testvér” között. Az MR 

specifikus ligandja az Aid, mely nanomólos koncentrációban képes aktiválni azt. Az MR-t 

a kortizol is képes aktiválni viszont csak az Aid koncentrációjánál kb. 1000-szer magasabb 

koncentrációban. Ez köszönhető egyrészt a sejtek 1 lB-hidroxiszteroid dehidrogenáz 2 

tartalmának (11BHSD2), mely a kortizolt elhanyagolható aktivitással rendelkező kortizonná 

alakítja. 142 Az Aid specificitásáért felelős más részről az MR felépítése.

kortizol kortizon

3. ábra: A mineralokortikoid receptoron hatást kifejtő szteroid hormonok

Az MR és a GR felépítése nagy hasonlósággal bír a centrálisán található 

dezoxiribonukelinsav (DNS) kötő domént valamint a C-terminális ligand kötő domént
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illetően. Az N-végű régió nagy variabilitással rendelkezik, mind az aminosav szekvenciáját 

mind azok hosszát illetően.143,144 A receptorok által indukált gének transzkripciójának 

specificitásáért a DNS kötő dómén felelős. Ennek köszönhető a GR és MR indukált 

folyamatok közötti hasonlóság.145

Az Aid hiányában az MR a citoplazmában helyezkedik el, elsősorban egy protein 

komplexhez kapcsolódva, mely hősokk fehérjékből (hsp90, hsp70), valamint

immunofilinekből (FKBP52, FKBP54, CyP40) áll. Az Aid receptorhoz kötődése a 

komplex disszociációját és foszforilációját okozza. Az Ald-t kötő receptor a sejtmagba 

transzlokálódik ahol specifikusan kötődik DNS promoter régiókhoz. Az MR specifikusan 

kapcsolódik az aktivált STAT-1 fehérje gátlójához, mely szabályozza a transzkripciós 

aktivitását.146 Az aldoszteron rövid látencia idővel emeli a szérum és glükokortikoid 

szabályozott kináz (Sgkl) mRNS szintjét, amely Sgkl az ENaC szabályozó fehérjén - a 

Nedd2-4 foszforilálásán - keresztül aktiválja az ENaC-t.147 Szabályozza az ENaC a-, (3-, és 

y-alegységének, valamint a K+-csatornát indukáló faktornak a transzkripcióját is. A fentiek 

mellett más Aid szabályozott géneket is azonosítottak, mint a transzporter indukáló faktor,
14,£valamint proto-onkogéneket, többek között K-Ras2, c-Myc, c-Jun, c-Fos, Fra-2.

3.3.2.4. Az Aid hatása a kardiovaszkuláris rendszerre

Az Aid hatása a só-, vízháztartásra valamint a CV rendszerre évtizedekkel ezelőtt 

igazolást nyert.140 Jelenleg az Aid azon hatásai állnak a kutatások homlokterében, melyek a 

betegségek prognózisa szempontjából jelentőséggel bírnak.

Az MR jelenléte számos technikával nyert igazolást a vese gyűjtőcsatornái mellett a 

szívizomsejtekben, fibroblasztokban, símaizomsejtekben, endothelsejtekben. Rocha és 

munkatársai kimutatták, hogy az Aid infúzióban adva fibrózist indukál patkányok 

szívében.149 Több kísérlet igazolta, hogy az MR receptor mellett a RAAS többi eleme is 

jelen van a CV rendszer sejtjeiben, az érfalban és a szívben.150,151,152 Ez felvetette a RAAS 

elemeinek parakrin-autokrin szerepét egyes CV betegségek patogenezisében. Az Ang a 

mellékvese mellett a szívben is Ald-elválasztást indukál, melynek simaizom hipertrófiát 

kiváltó szerepét annak Spi-nal történő gátolhatóságával sikerült bizonyítani.153,154 Magas 

vérnyomással rendelkező betegekben szoros korelációt sikerült igazolni a bal kamrai 

hipertrófia és a szérum Aid szintje között.155 In vitro kísérletben az Aid fokozta az 

endotelin-1 szívizom sejtekre kifejtett hipetrofizáló hatását.156 Az NF-kB szerepének
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ismeretében szintén figyelmet érdemel az a felfedezés, hogy egyes Aid által aktivált gének 

a glukokortikoid indukálta leuzin zipper (GILZ) fehérjét kódolják, mely az NF-KB-vel
157 158történő interakciója révén szabályozza a T-sejt aktiválást. ’

A humán MR-t is hordozó egerekben az MR túlzott expressziója mellett a szív dilatációja 

volt megfigyelhető, fibrózis nélkül.159 A 11BHSD2 túlexpresszálódása a szívizomzatban, a 

vérnyomás megváltozása nélkül okozott hipertrófiát és fibrózist. A RALES és EPHESUS 

tanulmányok bizonyították az Aid CV patogenezisében betöltött fontos szerepét, a Spi és az 

eplerenon eredményes morbiditást és mortalitást csökkentő hatásával.160

3.4 A MAPK

A MAPK-ok a szerin-treonin kinázok családjába tartoznak, melyek számos sejtet,

szervezetet érő hatás (citokinek, hormonok, növekedési faktorok, neurotranszmitterek,

stressz, stb.) következtében aktiválódnak. A szervezet minden sejtjében megtalálhatóak. A

MAPK modul három kinázt foglal magába, melyek egymás után aktiválódnak, a MAPK

kináz kináz (MKKK), a MAPK kináz (MKK) valamint a MAPK. Több fajta MAPK

található a sejtekben, melyek más-más szereppel rendelkeznek. Az emlősökben több

MAPK családot sikerült azonosítani, az ERK1/2, a JNK, a p38 kinázok különböző

izoformáit, az extracellulárisan szabályozott kináz (ERK) 3 és 4, valamint az
161extracellulárisan szabályozott kináz 5 (ERK5).

3.4.1. Az ERK 1/2

Az ERK 1/2 modul magába 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-ről nem teszünk említést.

A MAPK család legrészletesebben tanulmányozott résztvevője az ERK 1 és ERK 2 kináz 

(más néven p44 és p42 kináz). Az ERK 1-ben és az ERK 2-ben található aminosav 

szekvencia 83%-ba egyezik meg. G protein kapcsolta receptorok aktiválják őket, általában 

receptor tirozin kinázokon (EGFR, PDGFR, IGFR) keresztül. A MKKK-ok szerin/treonin 

kinázok, melyek a threonin (Thr)-X-tyrozin szakaszt felismerő MKK-okat aktiválják. A 

MKK-ok kettős specificitású kinázok, tehát threonint és tyrozint is képesek foszforilálni. 

Az ERK 1/2 aktiválását a Thr-X-Tyr szakasz foszforilálásán keresztül végzik, ahol a Thr- 

183 és Tyr-185 aminosavak foszforilálódnak. Ez által aktivitásuk több mint 1000x-re
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növekszik. A MAP kinázok prolin irányított kinázokként prolin (Pro)-X- szerin (Ser)/Thr-
1 fOPro szakaszokat foszforilálnak.

Az ERK 1/2 számos extracelluláris stimulus hatására aktiválódik. A receptor tirozin 

kinázok megfelelő liganddal kapcsolódva aktiválódásukat követően adapter fehérjéket 

(She, Grb2, Sós) kötnek meg, amit követően az EGFR Ras GDP-je GTP-re cserélődik. A 

Ras-GTP aktiválja az MKKK-t, ami végső soron az ERK 1/2 aktiválódásához vezet.163,164 

Egyes citokin receptorok szintén képesek aktiválni az ERK 1/2-t, Src tirozin kinázok (Lek, 

Lyn, Fyn) valamint a JAK aktiválása révén.165 G-protein-kapcsolt receptorok szintén 

aktiválják az ERK 1/2 útvonalat. Ezen csoporthoz tartozik az Ang receptora, az ATi, mely 

szintén aktiválja az ERK 1/2-t. A fentiek mellett az integrinek csoportosulása, kapcsolódása 

aktiválja az útvonalat, mely részben az Rho nevezetű GTP-áznak köszönhető.166

Az ERK 1/2 olyan további útvonalakat serkent fokozott működésre - aktiválja többek 

között az Elk-1, a CREB, az Ets-1, a Sapla, a Tál, az ATF-2, a TFII-I, a c-Myc, a c-Jun és 

az AP-1 transzkripciós faktorokat -, melyeknek végeredménye a sejtek proliferációja, 

differenciálódása, a sejtciklus szabályozása és a sejtek túlélése.

3.4.2. Az ERK 5

Az ERK 5 - más néven nagy mitogén-aktiválta protein kináz 1 -  egy 115 kDa 

molekulasúlyú Ser/Thr kináz. Aktivációjában elsősorban stressz faktorok valamint mitogén 

anyagok szerepelnek az EGF mellett.167,168,169 Az ERK 1/2-vel és a JNK-val ellentétben 

nem szükséges az ERK 5 aktiválásához a Ras aktív formája. Ismert szubsztrátja a miocita 

növekedési faktor 2C (MEF2C) - melyet a p38 kináz is képes aktiválni. A szívizomban és a 

harántcsíkolt izomban sikerült igazolni a MEK 5 expresszióját. Az ERK 5 a harántcsíkolt 

izomzat DNS promoter szakaszaihoz tud kapcsolódni, a MEF2 a miogén szabályozó faktor 

(MRF) 2-vel aktiválja az izomzat specifikus transzkripciót. Az ERK 5 működése szükséges 

az izomsejtek differenciálódásához. Mindez azt sugallja, hogy izomzat-specifikus kinázzal 

állunk szemben. Gátlásával a sejtek S-fázisba lépését sikerült megakadályozni. 

Szabályozza a c-jun korai gén átírását.

3.4.3. A JNK

A JNK a c-Jun NEE-terminális aktiváló oldalt foszforilálja, szemben az ERK 1/2 COOH 

(karboxil csoport)-terminálison elhelyezkedő gátló foszforilációs oldalával. Stressz­
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aktiválta protein kinázoknak is nevezzük őket. 3 izoformájukat különböztetjük meg, a 46 

kDa molekulasúlyú JNKl-t, az 54 kDa molekulasúlyú JNK2-t és JNK3-at. Minden sejtben 

megtalálhatóak. A JNK3 elsősorban az idegrendszerben, a szívben és a tesztiszben 

mutatható ki. Aktiválhatok citokinekkel, ultraviola (UV) fénnyel, ischemiában, receptor 

tirozin kinázok hatására, DNS károsító anyagokkal valamint G-protein kapcsolt 

receptorokkal és növekedési faktorokkal.161,170 Aktiválásához kettős foszforilációra van 

szükség, mely a konzervált Thr-Pro-Tyr szakaszon történik a MEK4 és MEK7 MKK-ok 

által.

Számos sejtfunkciót szabályoznak a transzkripciós faktorokra kifejtett hatásukon 

keresztül. Foszforilálják többek között az ATF-2, az N-ATcl, az NFAT, a GATA4, az Elk- 

1, a MEF-2, a p53, a DPC4, a HSF-1 és a c-Jun transzkripciós faktorokat. A stimuláló 

faktor függvényében különböző transzkripciós faktorok más-más válaszokat váltanak ki. 

Számos hormon, citokin -  így az Ang is -  hipertrófiát indukál simaizom sejtekben, 

szívizom sejtekben. FfeC^-dal szintén a JNK hipertrófiában betöltött szerepét sikerült 

igazolni, míg ultraibolya sugárzással a JNK apoptózisban betöltött szerepére sikerült
, . 171rámutatni.

A JNK szerepét eddigi az apoptózisban, a sejtek növekedésében, proliferációjában a 

sejtek differenciálódásában, a migrációban, az exocitózisban, a sejtek stresszre adott 

válaszába, a sejtek túlélésében igazolták.

3.4.4. A p38 kináz

A p38 kináz molekulasúlya 38 kDa. 4 izoformáját ismerjük, a p38a kinázt, a p38p kinázt, 

a p38y kinázt és a p385 kinázt. A aktiválódó MAPK-ok foszforilálásáért a MKK3 és a 

MKK6 felelősek. E két p38 kinázra specifikus MKK mellett a MKK4-es a JNK mellett a 

p38 kinázt is képes aktiválni, ami magyarázhatja a két kináz szerepét hasonló 

folyamatokban. A Thr- Glycin (Gly)-Tyr szakasz kettős foszforilációja vezet a p38 kinázok
1 77aktiválásához. A p38a kináz aminosav szekvenciája 50%-ban azonos az ERK 2-vel.

A p38 kináz foszforilálódik oxidatív stressz, UV besugárzás, hipoxia, ischaemia, 

citokinek (pl. IL-1, TNF-a) hatására. Ezen stimulusok szabad gyökökön keresztül valamint 

G-proteinek (Cdc42, Racl) aktiválásán át a p21 aktivált kináz (PÁK) segítségével vezetnek 

a p38 kináz foszforilációhoz. A p38 kináz szerepének fontosságára sikerült rámutatni, a 

monociták IL-1 és TNF-a termelésében, a T-sejtek IL-2 termelésében. A p38 kináz
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gátlásával sikerült megakadályozni a sejtek növekedését. Az apoptózisban is részt vesz a 

mellett, hogy működése fontos a neonatális szívizom sejtek proliferációjában, a 

trombociták aggregációjában, immunológiai és gyulladásos folyamatokban, az adhézióban, 

granulumok exocitózisában valamint sejtek migrációjában. Ang hatására szintén sikerült 

kimutatni foszforilálódását.

Az aktív p38 kináz szubsztrátjai a PLA-2, a mikrotubulusok asszociált Tau fehérje, a 

MAPKAP kináz 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 transzkripciós faktorok.

A fent felsorolt és részletezett kinázok működését foszfatázok is szabályozzák, melyek 

feladata inaktiválásukban van, azonban pontos működésük, annak szabályozása alig ismert. 

A kettős specificitású foszfatázokat (DUSP) jelenleg 3 csoportba sorolják. A DUSP-1, -2 és 

-4 a JNK-t és a p38 kinázt inaktiválja, a DUSP-5, -6, -7,-9 az ERK-et, a DUSP-8, -10, -16
1 73pedig szintén a JNK és a p38 kináz inaktiválásáért felelős.
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4. CÉLKITŰZÉSEK

Célunk a kardiovaszkuláris rendszert és a vesét érintő rizikófaktorok és a szabad gyökök 

patofiziológiában betöltött szerepének vizsgálata volt in vitro és in vivo rendszerekben.

• Vörösvértestekben vizsgáltuk a MG és a vas hatását a szabadgyök-képzésre és a kalcium 

akkumulációra.

• Vizsgáltuk a MG interakcióját az argininnel, valamint a vas jelenlétének hatását e 

reakcióra.

• Vizsgáltuk a vas és a MG között létrejövő redox reakciót.

• Vizsgáltuk a dohányfüst és egy lehetséges komponense, a formaldehid hatását in vitro 

rendszerben a bradikinin kiváltotta kalcium beáramlásra.

• In vitro modellben tanulmányoztuk az aldoszteron MAP kinázokra gyakorolt hatását és a 

szabad gyökök szerepét.

• Vizsgáltuk az aldoszteron hatását az angiotenzin II kiváltotta MAP kináz aktiválásra.

• Vizsgáltuk, hogy a spironolakton képes-e befolyásolni az angiotenzin II MAP kinázokra 

kifejtett hatását, valamint az Ang II indukálta szabadgyök-termelést.

• Vizsgáltuk humán reninre és humán angiotenzinogénre kettős transzgenikus patkányban 

az eplerenon hatását a vérnyomásra, a szívizomműködésre, a szívizom hipertrófiára, az 

albuminuriára és a nefroszklerózisra.

• Vizsgáltuk a hőkezelt, magas fehérjetartalmú ételek szérum-AGE-szintre, vizelet-AGE- 

kiválasztásra és a veseműködésre kifejtett hatását egészséges önkéntesekben.
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5. MÓDSZEREK ÉS EREDMÉNYEK

5.1. Az MG és vas hatása a szabadgyök-képződésre és az ionizált kalcium 

intracelluláris koncentrációjára izolált humán vörösvértestekben

Vizsgálatainkkal arra a kérdésre kerestük a választ, hogy az MG képes-e szabad gyökök 

termelését indukálni vörösvértestekben. Az intracelluláris szabadgyök-képződést 

fluoreszcens módszerrel, dichlorofluoresceinnel (DCF) mutattuk ki. A vvt-kben vizsgáltuk 

az intracelluláris, alacsony mólsúlyú SH-vegyületek szintjének alakulását, amiből szintén 

az oxidatív stressz mértékére tudunk következtetni.

Szintén vizsgálataink tárgyát képezte az ionizált intracelluláris kalciumszint változása 

vvt-kben MG és Fe2+ hatására. Vvt-kben végzett kísérleteken vizsgáltuk a Fe2+ és az MG 

együttes hatását, és a szabadgyök-fogó vegyületek lehetséges szerepét a károsító hatás 

kivédésében.

5.1.1. Módszerek

Egészséges önkéntesektől - írásos beleegyezési nyilatkozat aláírását követően - 

vacutainer rendszerben vettünk vért, heparint tartalmazó csövekbe. A mintákat 2400 g-vel 

centrifugáltuk 5 percig. Eltávolítottuk a plazmát és a buffy coat-ot, a vvt üledéket, pedig 

háromszor mostuk 7,4-es pH-jú, 145 mM NaCl, 5 mM KC1, 1 mM MgSCú, 0,5 mM 

Na2E0PO4, 10 mM hidroxietil-piperazin-etánszulfonsav (F1EPES) és 5 mM glukóz tartalmú 

pufferben. A mosott vvt-ket 7,4-es pH-jú, 125 mM NaCl, 2,5 mM KC1, 1 mM MgSCU, 0,1 

mM CaCl2, 60 mM HEPES és 5 mM glukóz tartalmú pufferben reszuszpendáltuk. A 

mosott vvt-szuszpenzió hematokritját sejtszámláló segítségével 0,1%-ra állítottuk be. A 

vvt-ket dichlorofluorescein diacetáttal (DCF-DA; 5 pM, 20 perc) és Fura-2-AM-mel (1 

pM, 30 perc) inkubáltuk. A DCF fluoreszcenciáját 504 nm excitációs és 526 nm emissziós
i n A

hullámhosszon mértük. A szabad, ionizált kalcium intracelluláris koncentrációját Fura-2- 

AM segítségével, a Grynkiewicz és mts-ai által leírtak szerint határoztuk meg. A Fura-2- 

AM fluoreszcenciáját, mely 510 nm emissziós hullámhossznál detektálható, egyrészt 340 

nm, másrészt 380 nm excitációs hullámhossz mellett mértük. E két hullámhosszon mért két 

érték hányadosával arányos az intracelluláris kalcium koncentráció (340/380 nm). A 

méréseket Hitachi F-4500 fluoreszcens spektrofluoriméterrel (Hitachi, Tokyo, Japán), 

37°C-on végeztük. A w t ülepedésének megelőzésére folyamatos, alacsony sebességű
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automatakeverést alkalmaztunk. A fluoriméter vezérléséhez a Multi-Wavelength Time 

Scan System (Hitachi, Tokyo, Japán) programot használtuk.

A vvt-szuszpenzió DCF és fura-2 eredetű fluoreszcenciáját 10 percig rögzítettük. A 

mérés elején antioxidánst adtunk a vvt-szuszpenzióhoz. A következő antioxidánsok 

végkoncentrációit alkalmaztuk: SÓD, 200 NE/ml; kataláz, 2000 NE/ml; trolox (E-vitamin 

analóg, lipid peroxidáció gátló), 0,1 mM; deferrioxamin (mely a Fe -t Fe -má oxidálja, és 

a ferri ion megkötésével meggátolja a vas redox ciklusát), 1 mM; GSH, 5 mM. A kataláz és 

a fura-2 kivételével a méréseket nem zavarta a szabadgyök-fogó és a fluoreszcens indikátor 

interakciója. A fentiek miatt a kataláz [Ca ]i-ra kifejtett hatása nem volt vizsgálható. A 

mérés első percének végén Fe2+-t (pozitív kontroll) vagy MG-t injektáltunk a küvettába. 

Eredményeinket 6 független mérésből számolt, átlag ± SD formájában adtuk meg. A 

statisztikai értékeléshez a Student-féle kétmintás t-tesztet használtuk.

Az intracelluláris alacsony mólsúlyú SH csoport méréséhez fluoreszcens módszert 

használtunk orto-phthalaldehiddel (OPA) történő derivatizálást követően. 1%-os vvt 

szuszpenziót 1 mM MG-vel inkubáltunk szobahőmérsékleten 5, 10, 15, 20, 25 és 30 percig. 

Centrifugálást követően az MG-vel kezelt és a kontroll vvt-ket 6%-os perklórsavban vettük 

fel, majd 10 perces, 4000 g-vel történt centrifugálás után a felülúszót 5 M-os fGCOs-mal 

semlegesítettük, és 1 M-os, 8-as pH-jú tris-hidroximetil-aminometán (TRIS) pufferrel 

hígítottuk. Az így nyert minta fluoreszcenciáját 340 nm-es excitációs és 425 nm-es 

emissziós hullámhosszon mértük 10 mg/ml metanolos OPA oldat hozzáadása előtt és után. 

A kiindulási és a 60 másodpercnél mért értékek különbségét GSH standardok megfelelő 

értékeivel vetettük össze (3,125 - 25 pM). Eredményeinket a kontroll százalékában, három 

független mérésből számolt átlag ± SEM formájában adtuk meg. A statisztikai vizsgálathoz 

a Mann-Whitney tesztet alkalmaztuk.

5.1.2. Eredmények

A 4. ábrán látható, hogy mind a Fe2+ (A, 100 pM), mind az MG (B, 1 mM) hatására nő a 

szabad gyökök képződése (DCF fluoreszcenciájának fokozódása), mely az oxidatív stresszt 

jelzi. Az ionizált kalcium intracelluláris koncentrációja a vvt-kben, mind Fe2+ (D), mind 

pedig MG hatására (E) megemelkedett.
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4.ábra A sza b a d g yö k -sz in t és az in tracellu láris kalcium  sz in t v á lto zá sa  a z  id ő  fü ggvén yében  
F e2+ és m etilg lio x á l h a tá sá ra  vörösvértestekben . A  F e2+ (A), a  m etilg lio x á l (B), va lam in t a  
F e2+ és a  m etilg lio x á l (C) együ ttes h a tására  n ő  a  sza b a d g yö k -k ép ző d és és a z  in tracellu láris  
kalcium  sz in t (D: F e2+, E: m etilglioxál, F: F e2+ és m etilg lioxál).

A Fe2+ MG-vel történő együttes inkubációjával, w t szuszpenzióban, nem fokozta a 

diklorofluoreszcein fluoreszcenciáját a Fe2+-höz viszonyítva. Az MG-kiváltotta [Ca2+]j 

növekedéshez viszonyítva a Fe2+-vel történő együttes inkubáció kisebb [Ca2+]j-szint- 

változást okozott, ami megeggyezett a Fe2+ kiváltotta [Ca2+]j-szint-változással (5. ábra).

250 y

200 -  t

? i5o T n
xn

Fe MG Fe + Fe MG Fe + 
MG MG

5. ábra. A sza b a d g yö k -sz in t (m) és a z  in tracellu láris kalcium  sz in t (a) vá lto zá sa  a z  id ő
24- 24-

fü g g vén yéb en  Fe és m etilg lioxá l h a tására  vörösvértestekben , 100 p M  Fe h a tásá t 100% -  
nak véve.
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1000 500 250 125 62.5 31.2

Metilglioxál (pM)

6. ábra A m etilg lio x á l koncen trációfü ggő h a tása  a  vö rö svér te s tek  szabadgyök-  
képződésére.

Az MG az izolált vvt-kben koncentrációfüggően fokozta a szabadgyök-képződést (6. 

ábra) és az ionizált kalcium intracelluláris koncentrációját (7. ábra).

Az 6. ábrán a pozitív kontrollként használt 100 pM-os koncentrációjú Fe hatását vettük 

100%-nak.

1000 500 250 125 62.5 31.2

Metilglioxál (pM)

7. ábra A m etilg lio x á l koncen tráció fü ggő  h a tása  a  vö rö svér te s tek  in trace llu láris  kalcium  
szintjére.

Az általunk használt antioxidánsok és a desferrioxamin szignifikánsan csökkentette az 

MG által kiváltott szabadgyök-képződést (8. ábra) és az intracelluláris kalcium 

akkumulációt (9. ábra).
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120

8. ábra S cava n g erek  és a  desferrioxam in  h a tása  a  m etilg lio x á l k ivá lto tta  szabadgyök-  
képződésre  vörösvörtestekben .

Nem volt értékelhető a kataláz intracelluláris kalcium szint-változására kifejtett hatása, 

mivel a kataláz önmagában is befolyásolta a fura-2 fluoreszcenciáját.

Az intracelluláris, alacsony molekulasúlyú SH-vegyületek szintje az MG-vel történő 5-30 

perces inkubációk hatására a kiindulási értékhez képest 46-66%-kal csökkent (10. ábra). Az 

SH-csoport-fogyás mértéke a 10 és a 30 perc közötti inkubációs idők esetén volt 

szignifikáns (p < 0,05).

120 ---------------------------------------------------------------------------------------------------------

M G  M G  + SOD M G  + Trolox M G  + M G  + GSH
Desferrioxamin

9. ábra S ca van gerek  és a  desferrioxam in  h a tása  a  m etilg lio x á l k ivá lto tta  in tracellu láris  
kalcium  szin tre  vörösvörtestekben .
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5.1.3. Összefoglalás

Az MG izolált humán vörösvértestekben fokozza a szabadgyök-képződést, és az 

intracelluláris kalcium akkumulációjához vezet. Ezen hatások antioxidánsok segítségével 

kivédhetők voltak. Az MG a vvt-kben az alacsony molekulasúlyú SH-vegyületek 

fogyásához vezet.

120

10. ábra A metilglioxál hatása az alacsony molekulasúlyú thiol-vegyületek szintjére 
vörösvörtestekben.

5.2. A vas hatása az MG és az arginin inkubációjából származó szabad gyökökre

Mind a glikáció, mind a glikáció során keletkezett intermedierek -  pl. a reaktív aldehidek 

-  hatására szabad gyökök keletkeznek. MG képződik enzimatikus úton, valamint a nem 

enzimatikus glikáció során is. Az MG reaktív aldehidként a glikációs intermedierek közé 

tartozik. Az arginin glikációja során az MG által keltett szabad gyököket ESR vizsgálattal 

elemeztük. Megvizsgáltuk a szabadgyök-képződésben fontos szerepet játszó vas hatását az 

arginin + MG reakcióra.

5.2.1. Módszerek

Az arginint és az MG-t (mindkettő végkoncentrációja 0.5 M volt) 100 mM foszfát 

pufferben oldottuk. A vas katalizáló hatásának vizsgálatához 0,62 - 10 mM

végkoncentrációban adtunk Fe -t vagy Fe -t az arginint és MG-t tartalmazó oldathoz. A
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vas specifikus hatásának bizonyításához desferrioxamint (redox ciklust gátló, irreverzibilis 

Fe3+ kelátor, 10 mM) és ferrozint (redox ciklust gátló, irreverzibilis Fe2+ kelátor, 40 mM) 

használtunk. Az ESR méréseket 8,5-ös pH-n végeztük (7.5-es pH-n sokkal gyengébb jel 

volt detektálható). Az ESR készülék (Bruker ESP 300 E, Bruker, Billerica, MA) beállításai 

a következők voltak: mikrohullámú teljesítmény: 20 mW, modulációs amplitúdó: 0,2 G, 

scan szélesség: 100 G. Az ESR jel kettős integráljának segítségével határoztuk meg a 

szabad gyökök koncentrációját. Standard mintaként 10 pM-os maleinimid vizes oldata 

szolgált.

5.2.2. Eredmények

Az arginin és az MG reakciója során olyan ESR-spektrum keletkezhet, mely a Yim és 

mts.-i által az L-alanin vizsgálata kapcsán leírt gyökre hasonlít (11. ábra, A).177 A Fe3+ 

növelte (11. ábra, B) a Fe pedig csökkentette (11. ábra, C) az ESR-jel intenzitását.

3_|_ 2+
11. ábra A Fe n öveli (B), a  Fe p e d ig  csökken ti (C) a z  arg in in  és a  m etilg lioxá l 
reakció ja  során  k e le tk ező  ESR je le t.

A Fe3+ koncentrációfüggően fokozta, a Fe2+ pedig koncentrációfüggően gátolta a 

szabadgyök-képződést (12. ábra).



41

Vas (mM)

12. ábra A F e2+ (  ) é s  a  F e3+ (  )  kon cen tráció fü ggő  h a tása  a  szabadgyök-
koncentrcióra. .......

Mind a Fe2+, mind a Fe3+ esetében az 5 mM-os ionkoncentráció a 10 mM-ossal
o_i_

megegyező effektivitású volt. Kísérletünkben a Fe szabadgyök-képződést fokozó hatása 

desferrioxaminnal (13. ábra), a Fe szabadgyök-képződést gátló hatása ferrozinnal volt 

kivédhető, az MG-t és arginint tartalmazó rendszerben (14. ábra).

13. ábra A F e3+ és va s-k e lá to ro k  h a tása  a  m etilg lioxá l és arg in in  k ivá lto tta  ESR-jelre. 
A: m etilg lioxá l^ arg in in , B: A +  F e3+, C: B +desferrioxam in , D : B + ferrozin .
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14. ábra A z F e2 ' és va s-k e lá to ro k  h a tása  a  m etilg lioxá l és L -arg in in  k ivá lto tta  ESR-jelre. A:
0_L

m etilg lioxá l+ L -arg in in , B: A +  Fe , C: B +desferrioxam in , D : B +ferrozin .

5.2.3. Összefoglalás

Az MG és az arginin reakciója során kialakuló keresztkötésben elhelyezkedő kation 

szabad gyök képződését a Fe fokozta, a Fe pedig gátolta.

5.3. Az MG hatására bekövetkező vasredukció
2-4-Az 5.2.2. fejezet eredményei alapján az MG reakcióba léphet a Fe -mai, hiszen az MG 

által kiváltott szabadgyök-képződést a Fe fokozta. Egy lehetséges reakció az MG és a 

Fe3+ között, a Fe3+ MG hatására bekövetkező redukciója. Ennek bizonyítására ferrozin 

felhasználásával spektrofotometriás módszert alkalmaztunk.

5.3.1. Módszerek

A Fe2+, mely a Fe3+ redukciójából keletkezhet, ferrozinnal komplexet képez. A Fe2+- 

ferrozin komplex abszorpciós maximuma 561 nm-nél detektálható. Vizsgálatunkban 100 

pM Fe3+-t és 1 mM ferrozint tartalmazó oldathoz 1 mM MG-t adtunk és 60 percen 

keresztül mértük az abszorpciót 561 nm-nél egy Hitachi 2001 spektrofotométerrel (Hitachi, 

Tokyo, Japán). A mérést a Fe redukcióját gátló desferrioxamin jelenlétében is elvégeztük. 

Kontrollként az MG-t nem tartalmazó oldat szolgált.
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5.3.2. Eredmények

A 15. ábrán látható az MG hatására bekövetkező vas redukció, mely desferrioxaminnal 

gátolható. Az MG-t nem tartalmazó oldatban nem jött létre vas redukció.

rr r  r  3 4* r15. ábra A m etilg lio x á l idő fü ggő  m ódon redukálja  a  Fe -t. ♦; F e + m etilglioxál, □: 
F e3+ m etilg lio x á l nélkül, A: F e3+ + m etilg lioxá l + desferrioxam in .

5.3.3. Összefoglalás
O I O  I

A metilglioxál hatására a Fe Fe -vé redukálódik.

5.4. Az MG + arginin reakció termékének abszorpciós spektruma

Az 5.2. fejezetben tárgyalt ESR vizsgálataink alapján a Fe és a Fe ion 

különbözőképpen befolyásolja a szabadgyök-képződést az arginin + MG reakcióban. A 

fentiek alapján felmerült, hogy a kétféle vasion eltérő termékek képződésének irányába 

tereli a reakciót. A kérdés megválaszolására az arginin + MG reakcióban a Fe3+ illetve a 

Fe jelenlétében képződő termékek abszorpciós spektrumát vetettük össze.
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5.4.1. Módszerek

Az arginin és az MG reakciójából származó - barna színt adó - termék abszorpciós 

spektrumát a látható hullámhossztartományban mértük Fe illetve Fe jelenlétében 

Hitachi 2001 spektrofotométerrel (Hitachi, Tokyo, Japán), vas ionokat nem tartalmazó 

„vak” oldattal szemben. A spektrum felvételét percenként ismételtük. A vas ionok 

végkoncentrációja 10 mM volt.

A 490 nm-nél detektálható színreakció időbeli lefutását 10 mM Fe , vagy Fe 

jelenlétében, illetve vas iont nem tartalmazó oldatban folyamatos méréssel is detektáltuk. 

Itt „vakként” a csak arginint tartalmazó minta szolgált.

5.4.2. Eredmények

Mind a Fe2+ (16. ábra, felső panel) mind a Fe3+ esetében (16. ábra, középső panel) a 630 

nm-nél található csúcs csökkenését és a 490 nm-nél található csúcs növekedését láthattuk. 

A reakció időbeli lefutásának vizsgálata alapján a Fe hatására gyorsabban játszódik le a
Ol

490 nm-es hullámhossznál mért színreakció, mint a Fe esetében (16. ábra, alsó panel).
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Hullámhossz (run)

16. ábra A va s fo k o zza  a  m etilg lioxá lt és a z  a rg in in t ta rta lm azó  rendszerben  a  
sp ek tro fo to m etriá va l d e tek tá lt abszorpció t. Felső panel: A Fe (10 mM ) 490  nm -nél 
fokozza , 630  nm -nél csökken ti a m etilg lioxá l és a r  g in in  k ivá lto tta  j e l  in ten zitásá t a  
m etilg lioxá lt és a rg in in t tarta lm azó  ren dszerh ez v iszo n y ítva  (percenkénti m érés 10 p ercen  
keresztül). Középső panel: A F e3+ (10 mM) 490  nm -nél fo k o zza , 630  nm -nél csökkenti a  
m etilg lioxá l és arg in in  k ivá lto tta  j e l  in ten zitásá t a  m etilg lio x á lt és a rg in in t tarta lm azó  
ren dszerh ez v iszo n y ítva  (percenkénti m érés 10 p e rce n  keresztü l). Alsó panel: A 
m etilg lioxá lt és a rg in in t ta rta lm azó  rendszerben, m in d  a  F e (10 mM, A), m in d  a  Fe (10  
mM, B) fo k o zza  a  49 0  nm -en d e tek tá lt term ék k ép ző d ésé t a z  önm agában  m etilg lioxá lt és 
arg in in t (C) ta rta lm a zó  ren dszerh ez v iszon yítva  arg in inn el szem ben  m érve (3 kü lönböző  
m érést rep rezen tá ló  görbék).

5.4.3. Összefoglalás
2 _|_ "i_j_

Az arginin + MG reakció során mind Fe , mind Fe jelenlétében azonos abszorpciós 

spektrumú reakciótermék képződött, melynek abszorpciós maximuma 490 nm-nél 

detektálható. A Fe a színreakciót a Fe -nál erősebben katalizálta.
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5.5. A dohányfüst hatása a bradikinin-kiváltotta kalciumbeáramlásra

A dohányzás szerepe ismert többek között az atherosclerosis kialakulásában. Ezen 

károsító hatásért a dohányfüstben jelen levő számos anyag tehető felelőssé, pl. a szabad 

gyökök vagy az alacsony molekulasúlyú aldehidek. Ép viszonyok között az endothel NO-ot 

termel bradikinin hatására. A bradikinin a [Ca2+]j szintjének rövid ideig történő 

megnövelése révén a kalmodulinhoz kapcsolódva aktiválja a NOS enzimet, mely enzim 

felelős az NO termeléséért. Az így keletkezett NO hatására a simaizom relaxál, aminek 

következtében a cGMP-t termelő guanilát cikiáznak köszönhetően az erek dilatálnak. A 

dohányfüst -  és egyik összetevőjének, a formaldehidnek - hatását vizsgáltuk a [Ca ]j-ra és 

a szabad gyökök szerepét a dohányfüst hatásának kivédésében.

5.5.1. Módszerek
1 70

Sertés aortából nyertünk endothel sejteket, tenyésztéshez. A kollagenázzal történő 

emésztés után, az aortából M 199-es oldatba került sejteket, centrifugálást követően 10% 

fetal calf serum-ot (FCS), 100 U/ml penicillinnt, 100 pg/ml streptomycint és 2 mM L- 

glutamint tartalmazó oldatba szuszpendáltuk. A tenyésztés 37°C-on, 5% CO2-OS nedves 

levegőt biztosító termosztátban (Heraeus), 6 lyukú lemezen, sterilizált 1,2 cm átmérőjű 

üveg fedőlemezekre történt. A konfluenssé váló sejttenyészetet használtuk a további 

kísérletekhez.

Kereskedelmi forgalomban beszerezhető, füstszűrővel rendelkező cigaretta (Camel) 

füstjét dohányoztató szerkezet segítségével 5 ml, 7,4-es pH-jú Krebs oldaton 

buborékoltattuk át 5 percig, hogy oldatban tartsuk a vízoldékony dohányfüst­

alkotóelemeket. Az így nyert dohányfüstpufferrel (DP) eltérő koncentrációival (DP 

koncentráció 6,25%-50%) és más időtartammal inkubáltuk a sejteket. A dohányfüst egyik 

vízoldékony összetevőjével, a formaldehiddel, 30 percet inkubáltuk a sejteket 1-80 pM-os 

koncentrációval. A GSH (0,5-4 mM) hatásának vizsgálatához 25%-os DP-vel és 80 pM-os 

formaldehid pufferrel együtt inkubáltuk a nem specifikus szabad gyök fogót.

A [Ca ]i szint méréséhez Fura-2-AM-et használtunk. Az endothellel konfluensen benőtt 

fedőlemezeket 30 percig inkubáltuk, 1 pM Fura-2-AM-mel, 37°C-on 5% CCE-ot 

tartalmazó levegőt biztosító termosztátban. Az inkubációt követően 150 mM NaCl-ot, 5 

mM KCl-ot, 2,2 mM CaCfi-ot, 1 mM MgCb-ot, 5 mM glükózt és 10 mM HEPES-t 

tartalmazó 7,4-es pH-jú oldattal mostuk kétszer. Ezt követően a fenti oldatot tartalmazó
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küvettába helyezve a sejtekkel benőtt fedőlemezt, 250 nM bradikininnel váltottuk ki a 

kalcium beáramlást. A mérést Hitachi F-450Q spektrofluoriméterrel végeztük folyamatos 

lassú keverés mellett, 37°c-on. Az emissziós hullámhossz 510 nm, az excitációs 

hullámhosszok 340 és 380 nm voltak. A [Ca2+]j-et úgy számoltuk ki, hogy a 340 nm-en 

mért értéket elosztottuk a 380 nm hullámhosszon mért értékkel (340/380). Öt egymástól 

független mérés értékét a kontroll százalékában fejeztük ki.

A sejtek GSH és thiol tartalmát OPA-val határoztuk meg fluoreszcens módszer 

segítségével.176 A 80 pM formaldehiddel vagy 50% DP-vel kezelt sejteket tripszin-EDTA 

tartalmú oldat segítségével gyűjtöttük össze a 6 wellt tartalmazó lemezen. A 2500 g-vel 5 

percig centrifugált sejteket ezt követően jégen tartott 6%-os perklórsavval inkubáltuk 10 

percen keresztül. 1000 g-vel 5 percig centrifugáltuk az így létrejött oldatot, ahol a felülúszó 

pH-ját 5 mM K2CO3 oldattal 6 és 7 közé állítottuk be, majd a kicsapódott KCIO4 

eltávolítása céljából ismét 5 perc centrifugálás következett 1000 g-n. A perklórsavas 

extraktumot 8,1-es pH-jú, 1 M-os TRIS és 20 mM-os EDTA tartalmú oldatba vettük fel 

majd metanolban oldott 10 mg/ml OPA hozzáadását követően mértük a fluoreszcenciát 340 

nm excitációs és 380 nm emissziós hullámhosszon. Az OPA nélküli és OPA-val mért érték 

különbségét hasonlítottuk a GSH standard sorhoz (0,625-10 pM).

A sejtek GSH tartalmát meghatározó módszert alkalmaztuk, a sejtek thiol tartalmának 

meghatározására is. A perklórsavas homogenátumot 8,1-es pH-jú, 1 M TRIS-t és 20 mM 

EDTA-t tartalmazó oldattal mostuk. A GSH-nál használt paraméterekkel mértük a 

fluoreszcenciát, és az értékeket a GSH standardhoz hasonlítottuk. A fehérje tartalmat 

Lowry szerint határoztuk meg, a perklórsavas homogenátum üledékéből. A 7, egymástól 

független GSH mérés eredményét pmol/g fehérjére vonatkoztatva, míg a fehérje tartalmat 

pEqu GSH/g fehérjére vonatkoztatva tüntettük fel.

Student-t próbát használva számoltuk ki a statisztikai eredményeket, SPSS program 

segítségével.

5.5.2. Eredmények

A 17. ábrán láthatjuk, hogy a DP gátolja a bradikinin-kiváltotta kalcium beáramlást. Míg 

a 6,25%-os és a 12,5%-os DP nem váltott ki érzéklehető kalciumszint változást, a 25%-os 

és az 50%-os DP hatására a kalciumbeáramlás jelentősen csökkent (p<0,001).
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A B C D E

17. ábra Felső panel: A dohányfüstpuffer koncen trációfü ggően  g á to lja  a  bradikinin- 
kivá lto tta  ka lcium beáram lást. A: kontroll, B: 6,25% , C: 12,5% , D : 25% , E: 5 0% -os  
dohányfüst p u ffer  hígítás. A n yilak  a  bradikin in  h o zzá a d á sá n a k  id ő pon tjá t je lz ik . Alsó 
panel: a dohányfüstpuffer koncen tráció fü ggő  h a tása  a  bradikin in-kiv o lto tta
ka lciu m beáram lásra  (n=5, p < 0 ,0 0 1 ) .

25%-os DP-el végzett inkubációval időfüggő kalciumbeáramlás-csökkenést mértünk, 

mely már 10 perc után szignifikáns volt (p<0,001; 18. ábra).
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18. ábra Felső panel: A dohányfüstpuffer időfüggőén csökken ti a  bradik in in -k ivá lto tta  
in tracellu láris ka lcium szin t-növekedést. A: kontrol, B: 5 p erc , C: 10 p erc , D: 20  perc , E: 
30  perc , F: 40  p erc . A  n yilak  a  bradikinin  h ozzáadásán ak  id ő p o n tjá t je lz ik . Alsó panel: a 
dohányfüstpuffer idő fü ggő  h a tása  a  brad ik in in -k ivá lto tta  ka lciu m beáram lásra  (n=5,
p < 0 ,0 0 1 ) .

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

a 25%-os DP hatása a bradikinin-kiváltotta kalciumbeáramlásra. (19. ábrán)
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19. ábra Felső panel: a  redu kált g lu ta tion  m eg a k a d á lyo zza  a  dohányfüstpuffer (DP), 
in tracellu láris ka lcium szin t-v  á lt o zá sra  kifejtett, károsító  hatását. A: kontroll, B: 25%  
dohányfüstpuffer, C: 25%) dohányfüstpuffer + 4 m M  redu ká lt g lu ta tion  (GSH), D: 25%  
dohányfüstpuffer + 2 m M  redukált glu tation , E: 25 %  dohányfüstpuffer + 1 m M  redukált 
glutation , F: 2 5 %  dohányfüstpuffer + 0 ,5  m M  redu ká lt g lu tation . A n yilak  a  bradikinin  
hozzáadásán ak  id ő p o n tjá t je lz ik . Alsó panel: a  4 m M  (p <  0,01) és a  2 m M  redukált 
glu ta tion  (p <  0 ,05  vs. dohányfüstpuffer, n =  5) m ega k a d á lyo zza  a  dohányfüstpuffer, 
in tracellu láris ka lciu m szin t-vá lto zásra  kifejtett, károsító  hatását.

A bradikinin-kiváltotta kalciumbeáramlás formaldehid 10 pM-os (p<0.05) vagy annál 

magasabb koncentrációjával koncentrációfüggő módon gátolhatónak bizonyult (20. ábra). 

GSH-val a 80 pM-os formaldehid hatása kivédhető volt (20. ábra).
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20. ábra Felső panel: a fo rm a ld eh id  koncen tráció fü ggő  m ódon  g á to lja  a  bradikinin- 
k ivá lto tta  in trace llu láris  ka lcium szin t-n övekedést endothel sejtekben . A: kontroll, B: 1 p M  
form aldeh id , C: 10 p M  form aldeh id , D : 2 0  p M  form aldeh id , E: 40  p M  form aldeh id , F: 80  
p M  fo rm aldeh id ,. A n yilak  a  bradikinin  h ozzáadásán ak  id ő p o n tjá t je lz ik . Alsó panel: a  
fo rm a ld eh id  kon cen trác ió fü ggő  m ódon g á to lja  a  brad ik in in -k ivá lto tta  in tracellu láris  
kalcium szin t-növekedést. (n =  5, p  <  0,05, 10-80  p M  fo rm a ld eh id  és a kontroll 
viszonylatában , és a  80  p M  fo rm a ld eh id  + 4 m M  redu ká lt g lu ta tion  (G) vs. 80  p M  
fo rm a ld eh id  (F) esetében).

A 21. ábrán láthatjuk, hogy az 50%-os DP csökkenti a sejtek GSH és fehérje-thiol 

tartalmát. A formaldehidnek ilyen hatása nem volt.
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21. ábra Felső panel: A dohányfüstpuffer (DP) csökken t és a  fo rm a ld eh id  nem befo lyáso lja  
az en do th else jtek  feh ér je -th io l kon cen tráció já t (*p < 0 ,05  vs kontroll). Alsó panel: A 
dohányfüstpuffer csökkenti, a z  en do th elsejtek  redu ká lt g lu ta tion  (GSH ) ta rta lm á t (*p <  
0,001, v,s' kontroll). A dohányfüstpuffer 50%  higítású, a  fo rm a ld eh id  8 0  juM-os 
koncentrácijú  volt.

5.5.3. Összefoglalás

DP-vel gátolható volt a bradikinin kiváltotta kalcium beáramlás. A DP ezen hatása 

koncentráció és időfüggőnek bizonyult. A dohányfüst alkotóeleme, a formaldehid, szintén 

koncentrációfüggően gátolta a bradikinin kiváltotta kalcium beáramlást. A DP és a 

formaldehid hatás is kivédhetőnek bizonyult redukált glutationnal. A sejtekben a DP 

csökkentette mind a GSH, mind a fehérje-thiol tartalmat, a kontroll sejtekhez viszonyítva. 

A formaldehidnél nem volt megfigyelhető ilyen hatás.

5.6. Az Aid hatása simaizom sejtek ERK 1/2 és JNK foszforiláltságára

Az Aid szerepe régóta ismert a szervezet só-víz háztartásának szabályozásában, mely 

elsősorban az MR-eken keresztül szabályozódik. Ezzel szemben a sejtekben lejátszódó
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egyéb folyamatok szabályozásában betöltött, elsősorban nem-genomikus hatása kevésbé 

vagy alig tisztázott. Kísérleteinkben az Aid hatását vizsgáltuk az ERK 1/2 és a JNK 

foszforilációj ára.

5.6.1. Módszerek

A simaizom sejteket Sprague-Dawley (SD) patkány aortából izoláltuk, Haller és mtsai 

által leírtak szerint.180 A Western Blothoz használt sejtlizátumokat 4-től 10. passzázsig 

tenyésztett sejtek stimulációjával nyertük, amely tenyészetekben a konfluencia 80%-os 

volt. A sejteket inzulint, EGF-et, L-glutamint, streptomycint, penicillint és 10% FCS-t 

tartalmazó RPMI 1640 tenyésztő oldatban tenyésztettük. A stimulációt megelőzően a 

sejteket 22 órán keresztül FCS-mentes tenyésztő oldatban tartottuk, mely oldat penicillint,
n

streptomycint és glutamint tartalmazott. A sejteket eltérő ideig stimuláltuk Ald-dal (10' 

M). A stimulációt követően a tenyésztőoldatot eltávolítottuk, majd kétszer átmostuk 

foszfáttal puffereit só-oldattal (PBS). Ezt követően a sejteket 0,2 M Na-O-vanadát, 0,5 M 

NaF, 0,1 M 3-béta-glicerofoszfát, 0,1 M nátrium-pirofoszfát, 0,2 M 

phenylmethylsulphonylfluoride (PMSF), 1% foszfatáz-gátló koktél (Sigma) és 4% 2 mi­

ben oldott Complete tablettát tartalmazó „radio-immunoprecipitation assay” (RIPA) (50 

mM Tris, 150 mM NaCl, 1% NP40, 0,5% nátrium-dezoxi-kólát, 0,1% nátrium-dodecil- 

szulfát) pufferben kapartuk fel a 6 cm-es tenyésztő csészéből. A sejteket tartalmazó oldatot 

20 perc jégen történt tárolást követően centrifugáltuk le, 1000 g-vel, 15 percen keresztül, 

4°C-on. A fehérjét tartalmazó felülúszót használtuk a továbbiakban Western blothoz. Az 

oldatok fehérje tartalmát Bio-Rad fehérje meghatározó oldattal végeztük fotometriás 

módszerrel. A gélre ezt követően azonos fehérjetartalmú lizátumot töltöttünk. A 

nitrocellulóz membrán blokkolását az alkalmazási előírás szerint végeztük, majd az 

elsődleges antitestet -  mely poliklonális anti-foszfo-ERK 1/2 illetve poliklonális anti- 

foszfo-JNK volt - 1:1000 hígításban használtuk (Cell Signaling). A másodlagos antitest 

1:5000 hígítású, kecskében termeltetett, torma-peroxidázzal konjugált, anti-patkány IgG 

ellenes antitest volt (Dianova).

5.6.2. Eredmények

Az oszlopdiagrammok 4-6 egymástól független kísérlet átlagát ábrázolják. A 22. ábra 

szerint az Aid időfüggőén fokozza az ERK 1/2 foszforiláltságát, mely maximumát a 10.
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percben éri el.

22. ábra A z a ld o sztero n  időfüggőén indukálja a z  E R K 1/2  fo szfo rilá c ió t, sim aizom  
sejtekben.

A 23. ábrán látható, hogy az Aid a JNK foszforiláltságát is időfüggőén fokozza, mely a 10. 

percben éri el a maximumot.

23. ábra A z a ld o sztero n  időfüggőén indukálja a  J N K fo szfo r ilá c ió t, sim aizom  sejtekben.
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Mindkét MAP kináz Ald-kiváltotta aktiválása gátolható a nem specifikus scavanger 

GSH-val (2 mM, 24. ábra) és a szintetikus 02* szabadgyök-fogó Tironnal (10 pM, ábrán 

nem látható). Az Aid kiváltotta ERK 1/2 foszforiláció, EGFR-gátló, AG 1478-cal 

csökkenthető volt.

p -E R K  1/2

E R K  1/2

J N K

24. ábra A redu ká lt g lu ta tion  (GSH , 2 mM) g á to lja  a z  a ld o sztero n  (Aid) indukálta E R K  1/2  
és J N K fo sz fo r ilá c ió t (p< 0 ,01 ).

5.6.3 Összefoglalás

Az Aid nem transzkripciófüggő úton aktiválja az ERK 1/2 és a JNK kinázokat. Az Aid 

hatása a simaizom sejtekben időfüggő és szükséges hozzá az EGFR, valamint szabad 

gyökök közreműködése is.

5.7. Az Aid fokozza az Ang— kiváltotta ERK 1/2 és JNK foszforilációt.

A RAAS központi elemének az Ang-nak a fontos szerepe közismert a CV morbiditás és 

mortalitás szempontjából. Ma már receptoriális hatásmehanizmusa is egyre jobban 

tisztázott. Szerepe igazolt többek között a sejtek növekedésében, migrációjában, 

adhéziójában, a gyulladásban, a flbrózis kialakulásában. A dTGR patkányok vizsgálata 

során felvetődött, hogy az Aid révén fokozódik az Ang hatása.
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5.7.1. Módszer

Vizsgálatainkhoz az 5.6.1. pont alatt leírt anyagokat és módszereket használtuk 

kiegészítve MAPK vizsgáló kittel (MAPK assay kit; Cell signaling) valamint konfokális 

fluoreszcens mikroszkópiával. A simaizom sejteket 10" M Ang-gal és 10' M Ald-dal 

stimuláltuk egyidejűleg és külön-külön is.

A MAPK vizsgáló kittet az előírás szerint használtuk. Összefoglalva, a sejteket, a 

stimulálást követően jéghideg PBS-sel öblítettük le, majd lízis-puffert helyeztünk rájuk. A 

sejteket felkapartuk és ultrahanggal feltártuk. Ezt követően lecentrifugáltuk. A felülúszóból 

fehérje meghatározást végeztünk, majd 200 pg-nyi fehérjét tartalmazó oldathoz 

hozzáadtunk 15 pl reszuszpendált, immobilizált, foszfo p44/42 MAPK monoklonális 

antitestet. Egy éjszakán át 4°C-on inkubáltuk az oldatot folyamatos rázás mellett. Ezt 

követően, centrifugálás után az üledéket kétszer mostuk 0,5 ml lízis-pufferrel, jégen tartva 

az oldatokat. Az üledéket 50 pl kináz pufferbe vettük fel és 200 pM ATP-vel valamint 2 pg 

Elk-1 fúziós fehérjével egészítettük ki. Fél órás szobahőn való inkubációt követően a 

reakciót nátrium dodecil szulfát (SDS) pufferrel állítottuk le. A mintákat 5 perces forralást 

követően Western blottal dolgoztuk fel. Az elsődleges antitest foszfo-Elk-1 antitest 1:1000 

hígítása volt, a másodlagos antitest, pedig torma-peroxidázzal konjugált anti-nyúl antitest 

volt, 1:2000 hígításban.

A konfokális fluoreszcens mikroszkópos vizsgálatot Elaller és mtsai által leírtak szerint 

végeztük.180 A sejteket fedőlemezre tenyésztettük. A kísérletekhez Ang és Aid 10"7 M 

koncentrációját használtuk. A stimulációt követően PBS-sel mostuk, majd 4%-os 

paraformaldehiddel kezeltük a sejteket. Ezt követően ismét PBS-es lemosás és 80%-os 

jéghideg metanollal -20°C-on történő kezelés következett, 20 percig. Ismételten PBS-sel 

mostuk a sejteket, majd az elsődleges és másodlagos antitesttel történő inkubálást követően 

ágyaztuk be őket tárgylemezen. Két vizsgáló egymástól függetlenül értékelte azonos 

kísérlet 40-80 sejtjét a stimuláló ágens ismerete nélkül. A mérést az MRC Laser Sharp 

program hisztogram funkciója segítségével készítettük. A szubcelluláris régiók kiszűrése 

manuálisan, a számított fluoreszcencia átlagos intenzitása, pedig a körvonalazott területből 

történt. Az értéket a megfelelő sejtes terület átlagos fluroszcens intenzitásaként fejeztük ki.
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5.7.2. Eredmények

Az Ang kiváltotta ERK 1/2 foszforiláció maximumát a 2. percben éri el. (25/A. ábra) Az 

Ang indukálta JNK foszforilációja szintén a 2. percben tetőződött. (25/B. ábra) Az Aid 

indukálta ERK 1/2 foszforiláció a stimulációt követő 10. percben éri el csúcspontját, 

hasonlóan a JNK indukálta foszforilációhoz, amint azt már láthattuk. (22. és 23. ábra)

p-ER K  1/2  

E R K  1/2

A B

25. ábra A z angio tenzin  II  időfüggőén indukálja  a z  E R K  1/2 és a  J N K  fo sz fo r ilá c ió t  
sim aizom  sejtekben .

Az ERK 1/2 foszforilációja az Ang és az Aid együttes adását követő 2. percben éri el 

hatásmaximumát, míg a JNK foszforiláltsága már az első percben tetőzött. (26/A., 26/B. 

ábra) Mind a konfokális mikoroszkópos (26/C. ábra) mind a MAPK vizsgáló kittel (26/D. 

ábra) végzett vizsgálatokkal igazoltuk az Aid MAPK foszforilációt fokozó hatását Ang 

jelenlétében. Az MAPK vizsgáló kittel vizsgáltuk az Erk 1/2 szubsztrátjának, az Elk-nek -  

mint transzkripciós faktornak -  a foszforiláltságát.
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26. á bra  A z  a ldoszteron  (Aid) fo k o zza  a z  angio tenzin  II  (Ang) indukálta  M A P K  
fo szfo rilá c ió t. A : a z  A id  fo k o zza  a z  A n g  k ivá lto tta  E R K  1/2 fo sz fo r ilá c ió t sim aizom  
sejtekben  a  2. p e rcb e n  (p < 0 ,01 ). B : a z  A id  fo k o zz a  a z  A n g  k ivá lto tta  J N K  fo sz fo r ilá c ió t 
sim aizom  sejtekben  a  2. p e rcb en  (p< 0 ,0 1 ). C: A z  A id  fo k o zza  a z  A n g  indukálta  E R K  1/2 
fo sz fo r lá c ió t konfokális flu o reszcen s  m ikroszkópos v izsg á la t során  is a z  5. percben . D : A z  
A id  fo k o zza  a z  A n g  indukálta E lk  fo sz fo r ilá c ió t M A P K  a ssa y  k it v izsg á la tta l a  2. p e rcb en  
(p< 0 ,05 ).

Ahogy az Ang és az Aid esetében szabad gyök fogóval sikerült csökkenteni a MAPK-ok 

foszforilálódását, úgy az Ang és az Aid együttes alkalmazása esetén is sikeresen 

megakadályozta az aktiválódást mind a GSH, mind a Tiron (ábrán nemn mutatott 

eredmény). A kombináció kiváltotta MAPK foszforiláció gátolható volt AG 1478-cal, 

hasonlóan az Aid és az Ang indukálta foszforiláció gátláshoz. (27. ábra)
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Angiotenzin II 
Aldoszteron

10'7 M 
10'7 M + + + +

AG 1478 10'8M - + - - + - -

AG 1478 107 M - - + - - + -

AG 1478 3xl0'7 M - - - - + - - +

27. ábra A z a ld o sztero n  indukálta, angiotenzin  II k ivá lto tta  E R K  1/2 fo szfo r ilá c ió  
ep ite liá lis  növekedési fa k to r  recep to r  (EGFR) fü g g ő  fo lya m a t. A G  14 7 8 -ca l (EGFR gá tló )  
elő inkubálva  sim aizom  sejteket, g á to lh a tó  vo lt a z  angio tenzin  II és a z  a ldoszteron  k ivá lto tta  
E R K  1/2 fo sz fo r ilá c ió  a  2. percben .

5.7.3. Összefoglalás

Az Ang kiváltotta MAPK foszforiláció Ald-dal fokozható volt. A hatás maximuma már a

2. percben jelentkezett, mely aktivációban a szabad gyököknek és az EGFR-nek fontos 

szerepük van. A hatás transzkripciós faktorok aktiválásában is megnyilvánul.

5.8. A MR-gátlók csökkentik az Ang-indukálta ERK 1/2 foszforilációt és a dTGR 

patkányokban kialakuló szervkárosodást

Az MR-gátlókról a dTGR-ek vizsgálata során kiderült, hogy, a korábban embereken 

végzett RALES tanulmányban találtakhoz hasonlóan, csökkenti a kardiális fibrózis 

kialakulását, valamint megnöveli a túlélést. A fentiek mehanizmusát kutatva kerestük a 

választ arra a kérdésre, hogy vajon az Ang indukálta celluláris, nem-genomikus 

folyamatokat befolyásolja-e az MR gátló, mely megakadályozza az Aid receptorhoz való 

kötődését.
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5.8.1. Módszer

A sejtkultúrával végzett vizsgálatokhoz az 5.6.1. és 5.7.1. pont alatt leírt simaizom 

sejttenyészeteket és oldatokat használtuk. A sejteket Ang 10'7 M-os koncentrációjával 

stimuláltuk azt követően, hogy a sejteket 30 percig inkubáltuk 10’6 M-os koncentrációjú 

spironolaktonnal (Spi). Az így nyert mintákat az 5.6.1. és 5.7.1. pontok alatt leírt módon 

dolgoztuk fel Western blothoz, MAPK vizsgáló kittel végzett kísérletekhez és konfokális 

fluoreszcens mikroszkópos vizsgálatokhoz.

A simaizom sejteken végzett szabad gyök meghatározást fluoreszcens módszerrel, Ohba 

és mtsai által leírtak szerint végeztük. Összefoglalva, a sejteket fedőlemezen 

tenyésztettük, 24 órán át szérum szegény (0,1% BSA) környezetben, majd 30 percen 

keresztül, sötétben, 37°C-on, DCF-DA jelenlétében tartottuk. Előinkubálásra Spi (10‘6 M, 

30 perc) vagy 10 jiM/1 koncentrációjú dimetil-szulfoxidot (DMSO, 30 perc; a fluoreszcens
n

indikátor oldószere, kontrollként) használtunk. A stimuláció Ang 10' M-os 

koncentrációjával történt. A méréseket Zeiss fluoreszcens mikroszkóppal végeztük 488 nm 

excitációs és 513 nm emissziós hullámhosszon. A fluoreszcens intenzitást 5 különböző, 15- 

20 sejtet tartalmazó sejtcsoportnál mértük, a relatív fluorszcens intenzitást pedig az 5 

csoport értékének átlagával tüntettük fel.

A simaizom sejtek MR expresszióját is vizsgáltuk TaqMan polimeráz láncreakció 

segítségével. A receptor mRNS jelenlétét a következő primer szekvenciákkal vizsgáltuk: 

MR-F, GCACTCACACCATCCCCG; MR-R, TCGTAGCCTGCATACACGGTC; MR-P, 

FAM-CCATGATCCTGGAGAACATCGAGCCT-TAMRA.

Az in vivo kísérleteket 4 hetes, hím, dTGR (n=28) és azonos korú, nem transzgenikus SD 

patkányokon (n=7) végeztük. A dTGR csoport 14 tagja 3 héten keresztül kapott MR gátló 

eplerenont (100 mg, kg'1, nap'1 dózisban). A szisztolés vérnyomás mérését farokra 

helyezhető érzékelő segítségével végeztük éteres bódítás alatt. A vizelet minta gyűjtése 24 

órán keresztül folyt. A vizelet albumin meghatározás ELISA segítségével történt. Az 

echocardiográfiás vizsgálat M-módú és pulzus hullám Doppler módszerrel történt éteres 

bódításban. A Doppler vizsgálatot színes Dopplerrel végeztük. A transzducer 7 MHz-es 

volt. Három mérés átlagát összegeztük. Az állatokat 7 hetes korukban leöltük.

Az immunhisztokémiai vizsgálathoz a szívet és vesét feldaraboltuk, majd izopentánban (- 

35°C) gyorsfagyasztottuk és -80°C-on tároltuk. A fagyasztott szöveteket kriosztátban 6 pm 

vékonyra metszettük és szobahőn hagytuk megszáradni. Hideg acetonnal történt fixálást
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követően a mintákat szobahőmérsékleten szárítottuk és TRIS pufferrel mostuk (0.05 M/L 

Tris puffer, 0.15 M/LNaCl, pH 7.6). A metszeteket szobahőmérsékleten inkubáltuk, majd 

ezt követően 60 percig az elsődleges monoklonális antitesttel (kollagén IV-es típusa vagy 

foszfo-ERKl/2 elleni antitesttel) kezeltük. TRIS pufferrel történő mosás után a metszeteket 

másodlagos anti-egér IgG ellenes antitesttel kezeltük 30 percig. Antifoszfatáz anti-alkalikus 

foszfatáz antitesttel újabb 30 perces inkubálás következett szobahőmérsékleten. Az 

immunreakciót naftol-AS-BI-foszfát és neofukszin elegyével tettük láthatóvá. Az endogén 

alkalikus foszfatáz gátlása 10 pmol/1 levamizol segítségével történt. A metszetet csapvízzel 

öblítettük és végül GelTol beágyazó anyaggal ágyaztuk be. Mikroszkóppal (Zeiss 

Axioplan-2) történt az értékelés a minták eredetének ismerete nélkül. Minden metszetből 

15 területet értékeltünk komputerizált sejtszámláló programmal (K 300 3.0, Zeiss).

^ B  p-ERKl/2

28. ábra A sp ironolakton  (Spi) g á to lja  a z  angiotenzin  II (Ang) k ivá lto tta  ERK 1/2  
fo szforilác ió t. A :  sp ironolakton  3 0  p e rc e s  e lő in ku báció t követően  csökken ti a z  ERK 1/2  
fo sz fo r ilá c ió t a z  angiotenzin  Il-h a tás 10. p e rcéb en  (p< 0 ,01 ). B : A sp iron olak ton  h atása  - 
a z angiotenzin  II indukálta ERK 1/2 fo sz fo r ilá c ió ra  - m egfigyelh ető  konfokális flu o reszcen s  
m ikoroszkópos v izsg á la tta l is. C: A  sp ironolak ton  nem  befo lyá so lja  a z  ep ite liá lis  
n övekedési fa k to r  (EGF) kivá lto tta  ERK 1/2 foszfo rilá c ió t.



62

5.8.2. Eredmények

In vitro kísérleteinkben simaizom sejteket inkubáltunk Spi-nal, majd vizsgáltuk az Ang 

kiváltotta ERK 1/2 aktivációt. A 28/A ábrán levő Western biot azt mutatja, hogy a Spi az 

Ang adását követő 10. percben szignifikánsan csökkenti az ERK 1/2 foszforilációját. A Spi 

fenti hatása az Ang hatásmaximumán (2 perc) nem volt megfigyelhető.

Ugyanezen eredményt találtuk az elvégzett konfokális fluoreszcens vizsgálattal, amit a 

28/B ábrán láthatunk.

Elő sejttenyészeten vizsgáltuk a Spi hatását az Ang indukálta szabadgyök-képződésre. A

29. ábrán látható, hogy a Spi az 5. perctől szignifikánsan csökkenti az Ang indukálta 

szabadgyök-képződést.

29. ábra A sp iron o lak ton  (Spi) szignifikánsan csökken tette  (p < 0 ,0 5  a z  5. percben , p < 0 ,0 1  a  
10. p recb en ) a z  ang io tenzin  II  (A ng)-k ivá lto tta  D C F -flu o reszcen c ia  in tenzitását, é lő  
sim aizom  sejtten yészeten .

Az eplerenonnal nem kezelt dTGR patkányok (n=14) szisztolés vérnyomása magasabb volt 

mind a kontroll SD patkányok (n=7), mind pedig az eplerenonnal kezelt dTGR patkányok 

(n=14) szisztolés vérnyomásánál (p< 0,05 minden esetben; 30/A ábra). A vizelet 

albuminürítése jelentősen emelkedett a dTGR patkányokban a kontroll SD patkányok 

vizelet albuminürítéséhez képest (p=0,001). A vizelet albuminürítést az eplerenon 

jelentősen csökkentette dTGR patkányok esetében (p<0,001; 30/B ábra).
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E < A E > A E *5& J!kEfök

* #

F

dTGR dTGR+ 
EPL

SD

30. ábra A z eplerenon  (EPL) csökken ti a  renin és angiotenzin  gén re transzgen ikus pa tkán yokban  
(dTGR) kialakuló szervk á ro so d á st A: a z eplerenon  kezelés csökkenti a  dT G R -ban m ért 
vérn yom ást (p <  0,05), v iszon t nem éri e l a z  eg észség es pa tkán yokban  (Sprague Dewley (SD)) 
m ért értéket. B :  a z  a lbum inuria  szin tén  csökken ep lerenon  h a tására  (p <  0,001). C: eplerenon  
hatására  je len tő sen  csökken a  glom erulusok, a  b a zá l m em brán és a  p e r itu b u lá r is  k a p illá risok  
kollagén IV -es fes tő d ése . D : A z  eplerenon  csökkenti a  ér m édiában  d e tek tá lt E R K 1/2 intenzitást. 
E: E plerenon  h a tására  csökken a  szív izom  h ipertró fia  (p <  0,05). F: E pleren on  h a tására  ja v u l  a  
d iaszto lés te lő d és (E>A).
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Az eplerenon kezelés csökkentette a kollagén IV-es típusának mennyiségét, a nem kezelt 

dTGR patkányok veséjében és szívében talált, kollagén IV szinthez képest (30/C ábra). A 

dTGR patkányok vese artériájának médiájában fokozott ERK 1/2 foszforiláció volt 

kimutatható, az SD patkányok artéria médiájához képest. Az eplerenon kezelés 

csökkentette az ERK 1/2 foszforiláltság szintjét (30/D ábra). Az eplerenonnal kezelt 

patkányokban kisebb volt a szív hipertrófia mértéke (p<0,05; 30/E ábra) és az eplerenon 

javított a diasztolés diszfunkción is dTGR patkányok esetében (rendezte az E/A arányt) 

szemben a nem kezelt patkányokkal. A fenti eredményekkel együtt a kezelés ellenére 

magasabb maradt a szív hipertrófiás indexe az SD patkányokban mértekhez viszonyítva 

(30/E ábra).

5.8.3.Összefoglalás

A fenti eredmények egyértelműen mutatják, hogy az MR gátló Spi jelentősen csökkenti 

az Ang indukálta ERK 1/2 foszforilációját a simaizom sejtekben. Látható az is, hogy a Spi 

eredményesen csökkentette az Ang indukálta ERK 1/2 foszforilációban is szerepet játszó 

szabad gyökök keletkezésének mértékét. Állatkísérletes eredmények alapján látható, hogy 

az MR gátló eplerenon csökkenti, vagy megszünteti a fibrózis, az albuminuria, a diasztolés 

diszfunkció és a szív hipertrófiás indexének mértékét.

5.9. A táplálkozás hatása a szérum és a vizelet glikációs végtermékek szintjére

Az ételek sütése, főzése számos AGE-termék valamint nem AGE-termék képződését is 

eredményezi. A hőkezelés hatására az ételekben keletkező glikációs termékek közül az /Vs- 

karboximetil-lizin (CML) példáján -  mely egyben oxidatív sterssz marker is - vizsgáltuk a 

táplálék eredetű AGE-termékek felszívódását és veseműködésre kifejtett hatását egészséges 

önkéntesekben.182

5.9.1. Módszer

A táplálkozás, szérum AGE szintjére kifejtett hatásának vizsgálatára prospektív, 

randomizált, cross-over vizsgálatot végeztünk. 24 egészséges önkéntest vontunk be a 

vizsgálatokba annak tisztázására, hogy a hőkezelt ételek fogyasztása miként befolyásolja a
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vizelet albuminürítést, a kreatinin clearancet és a vérnyomást. A vizsgálat 4 hétig tartott. 

Mértük az önkéntesek szérum CML szintjének és vizelet CML ürítésének változásait is. A 

vizsgálatot a Pécsi Tudományegyetem Etikai Bizottságának engedélyével végeztük, az 

önkéntesek megfelelő tájékoztatásban részesültek, majd írásos beleegyező nyilatkozatot 

tettek. A vizsgált személyek jellemzőit és kiindulási laboratóriumi értékeit az 1. táblázatban 

tüntettük fel.

1. táblázat. Az egészséges önkéntesek klinikai paraméterei a vizsgálat kezdetén.

Átlag ± SD

Életkor (év) 25,0 ± 5,4

Testtömeg index (kg/m ) 21,9 + 2,2

Plazma fibrinogén (g/1) 2,55 ± 0,45

Plazma glukóz (mmol/1) 4,65 ± 0,47

Szérum albumin (g/1) 48,0 ± 2,6

Szérum C-reaktív protein (mg/1) 1,60 + 3,83

Szérum HDL koleszterin (mmol/1) 1,50 + 0,26

Szérum összkoleszterin (mmol/1) 4,56 ± 0,66

Szérum triglicerid (mmol/1) 1,16 + 0,64

Vérnyomás

szisztolés (Hgmm) 115 + 10

diasztolés (Hgmm) 72 + 9

A vizsgálat első hetében minden önkéntes a megszokott módon táplálkozott, csupán a 

túlzott fehérjebevitel mellőzését kértük. Ennek érdekében részletes diétás tanácsadásban 

részesültek és a diéta ellenőrizhetősége céljából, diétás naplót vezettek. Az első hetet 

követően az önkénteseket véletlenszerűen két csoportra ("A" és "B" csoport) osztottuk. Az 

"A" csoport tagjai a második vizsgálati héten magas fehérjetartalmú, hőkezelt (sütött,
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főzött) ételeket fogyasztottak. Ugyanakkor a "B" csoport magas fehérjetartalmú, nyers 

ételeket kapott. A harmadik héten, az úgynevezett kimosási periódus alatt, az önkéntesek 

mindkét csoportban ismét az általuk megszokott módon táplálkozhattak a fehérjebevitel 

mérséklésének javaslatával. Végül a negyedik vizsgálati héten a csoportok diétáját 

felcseréltük. Az "A" csoport kapott nyers, a "B" csoport pedig hőkezelt, magas 

fehérjetartalmú ételeket (2. táblázat).

2. táblázat. A vizsgálat menete. A táblázatban a cross over tanulmány felépítése látható. A 
szokásos étrendet követően az egyik csoport hőkezelt fehérjedús diétát fogyasztott 1 hétig, a 
másik csoport, pedig nem hőkezelt ételeket evett. Kimosási periódust követően a két csoport 
között megváltozott a diéta típusa.

Első hét Második hét Harmadik hét Negyedik hét

A csoport

(n = 12)
szokásos étrend meleg diéta szokásos étrend hideg diéta

B csoport 

(n = 9)
szokásos étrend hideg diéta szokásos étrend meleg diéta

Fehérje

tartalom
1 g/ttkg/nap 3 g/ttkg/nap 1 g/ttkg/nap 3 g/ttkg/nap

Az első és a harmadik héten az étrend fehérjetartalmát az önkéntesek által készített diétás 

naplók alapján számítottuk ki.

A vizsgálat második és negyedik hetében - amikor a nyers és a hőkezelt ételek 

veseműködésre gyakorolt hatását hasonlítottuk össze - az önkéntesek kizárólag a klinikánk 

dietetikusai által összeállított étrend alapján, a klinikánkon elkészített ételeket 

fogyasztották. A renális hatások provokálása céljából a hőkezelt és a nyers diéta 

fehérjetartalmát 3 g/ttkg/nap-ra állítottuk be. Ez az egészséges felnőttek számára a WHO 

által javasolt napi fehérjebevitelnek (0,8 g/ttkg/nap) közel négyszerese. A tervezett 

fehérjetartalom elérése érdekében az ételeket ultrafiltrált tej savó-fehérje koncentrátummal 

egészítettük ki. A diéták energiatartalma 147 kJ/ttkg/nap (35 kcal/ttkg/nap) volt. A 

hőkezelésnek ki nem tett tejtermékek, nyers zöldségek és gyümölcsök alkották a nyers 

diétát. Az önkéntesek a nyers diéta ideje alatt nem fogyaszthattak kávét, teát és kólát, mivel
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azok AGE tartalma jelentős.83 A hőkezelt diéta főtt és sült ételeket tartalmazott. A 

tejtermékeket, gyümölcsöket, zöldségeket legalább 30 percig érte hőhatás (főzés, sütés, 

párolás). Emellett a hőkezelt diéta során önkénteseink péksüteményeket és húsételeket is 

kaptak, valamint bármilyen alkoholmentes italt is fogyaszthattak. A hőkezelt és nyers diéta 

CML és fruktózlizin (a CML prekurzora) tartalmát részletes étrendi leírásainkból a Kiéli 

Egyetem Táplálkozástudományi Intézetének munkatársai számították ki korábbi, 

különböző élelmiszereken elvégzett méréseik alapján. 5 ’ ’ ’ 5 A hőkezelt diéta

megközelítőleg 60 mg/nap CML-t tartalmazott, míg a nyers diéta CML tartalma 

elhanyagolható volt. A hőkezelt diéta körülbelül 7-szer annyi fruktózlizint tartalmazott, 

mint a nyers diéta. A fentiek miatt a továbbiakban a hőkezelt, magas proteintartalmú diétát 

CML-dús proteinterhelésként, a nyers, magas proteintartalmú diétát pedig CML-szegény 

proteinterhelésként fogadtuk el.

Az első és a harmadik héten az önkéntesek az általuk megszokott módon étkeztek, ez idő 

alatt minden étkezésükről diétás naplót vezettek. A diétás naplók alapján az átlagos 

fehérjebevitel 1,0 + 0,3 (átlag ± SD) g/ttkg/nap, míg a napi energia-felvétel 123 ± 37 

kJ/ttkg/nap volt (29,3 ± 8,9 kcal/ttkg/nap).

Minden vizsgálati hét utolsó napján éhgyomri vérvételt és 24-órás vizeletgyűjtést 

végeztünk. A glomeruláris funkció méréséhez a 24-órás endogén kreatinin clearancet 

határoztuk meg. A vizelet albuminürítést immunturbidimetriával mértük. A vérnyomás 

változásait 24-órás ABPM-val rögzítettük.

A szérum és a vizelet CML koncentrációt kompetitív ELISA-val határoztuk meg a 4G9 

monoklonális anti-CML antitest felhasználásával. A CML meghatározás előtt a szérum 

mintákat Proteinase K hozzáadásával enzimatikus hidrolízisnek vetettük alá, hogy a szérum 

fehérjék rejtett CML epitópjai is hozzáférhetővé váljanak az antitestek számára. Mivel a 

CML a vizeletben túlnyomórészt szabad, nem fehérjéhez kötött formában van jelen, 

enzimatikus hidrolízist a vizelet CML koncentrációjának meghatározásához nem 

végeztünk. A hidrolizált szérum és a natív vizelet mintákat 20-szorosra hígítottuk 20 

mmol/1 TRIS, 150 mmol/1 NaCl és 0,05% Tween (ICI America Co., Bridgewater, NJ) 

tartalmú oldatban (pH 7,4). Az abszolút CML koncentráció meghatározásához 

M-karboximetil-aminokapronsavat (Alteon Inc., New York, NY) használtunk standardként. 

Az ELISA lemezeket 1 mg/1 AGE-bovin-szérumalbuminnal (AGE-BSA) inkubáltuk 1 órán
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át. Háromszori kimosást követően a szérum és a vizelet mintákat, valamint a kalibrációs 

standardokat 2 órán keresztül inkubáltuk peroxidázzal konjugált monoklonális anti-CML 

antiszérummal az AGE-BSA-val előkezelt ELISA lemezeken. Újabb háromszori mosás 

után a színreakciót 0,3 g/1 2,2'-azino-di-3-ethylbenzthiazoline-sulfonsavat és 0,01%-os 

hidrogén peroxidot tartalmazó 0,01%-os glicin/citrát pufferrel váltottuk ki. Az abszorpciót 

ELISA automatában (Multiskan Ascent, Labsystems, Helsinki, Finnország) 405 nm-nél 

mértük (referencia: 603 nm-nél).

A CML-specifikus kompetitív ELISA szenzitivitása 5 ng CML/ml volt, kevesebb, mint 

5% intra- és 8% interassay variabilitással. A módszer mind szérum, mind pedig vizelet 

minták esetében 10-szerestől 40-szeresig terjedő hígítási tartományban volt lineáris. Ismert 

mennyiségű standard visszanyerése szérumból 102 ± 13%-os, vizeletből 101 ± 4%-os volt.

A két csoport azonos diétás időszakainak eredményeit összevontuk, az eredményeket 

átlag ± SEM formában adtuk meg. Az egyes diétatípusok hatásának összehasonlításához 

egy-mintás t-tesztet használtunk.

5.9.2. Eredmények

A vérnyomás paraméterei (szisztolés és diasztolés nappali, éjszakai, és 24-órás 

vérnyomásátlagok, diurnális index, hipertóniás időindex, hipertóniás impakt), a vérgázok 

(pC02, pH, bázis hiány, aktuális és standard bikarbónát), a 24-órás endogén kreatinin 

clearance, a szérum C reaktív fehérje (CRP), a szérum albumin, az összkoleszterin és a 

plazma fibrinogén szintek nem mutattak szignifikáns változást a vizsgálat során.

A szérum CML szint a CML-dús diéta fogyasztása előtt 306 ± 8 ng/ml volt, majd a CML- 

dús proteinterhelés hatására 343 ± 12 ng/ml-re növekedett (p < 0,05). A CML-szegény 

proteinterhelés előtt a szérum CML szint 309 ± 14 ng/ml-nek, utána pedig 315 ± 11 ng/ml- 

nek adódott (nem szignifikáns eltérés). A CML-dús, illetve a CML-szegény proteinterhelés 

hatására kialakult, szérum CML szintek közötti különbség, szignifikánsnak (p < 0,05) 

bizonyult (31. ábra).
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szokványos GML-dús szokványos CML-szegény 
proteinterhelés proteinterhelés

Diéta típusa

31. ábra A szérum If-karboximetil-lizin (CML)-szint változás a fehérjében gazdag és 
fehérjében szegény diéta hatására, a szokványoshoz viszonyítva.

A vizelet CML ürítés a CML-dús proteinterhelést megelőző 1,1 ±0,1 mg/nap értékről 1,5 

± 0,2 mg/nap értékre emelkedett (p < 0,05). Ezt követően a CML-szegény proteinterhelés 

során 1,1 ± 0,2 mg/nap-ról 0,7 ±0,1 mg/nap-ra csökkent (p < 0,01). A vizelet CML ürítés 

mértéke a CML-dús proteinterhelés során szignifikánsan (p < 0,0001) magasabb volt a 

CML-ben szegény fehérjeterhelés esetén kapott értéknél. (32. ábra).

szokványos CML-dús szokványos CML-szegény 
proteinterhelés proteinterhelés

Diéta típusa

32. ábra A vizelet bf-karboximetil-lizin (CML)-ürítés vátozása, a fehérjében gazdag és 
fehérjében szegény diéta hatására, a szokványos étrendhez képest.

A vizelet albuminürítés a CML-dús proteinterhelés előtt 9,0 ± 1,2 mg/nap, utána 23,2 ±
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8,2 mg/nap (p = 0,0539), illetve a CML-szegény proteinterhelés előtt 12,3 ± 2,9 mg/nap, 

utána pedig 16,4 ± 5,4 mg/nap volt (nem szignifikáns, 33. ábra).

szokványos CML-dús szokványos CML-szegény 
proteinterhelés proteinterhelés

Diéta típusa

33. ábra Az albuminuria változása a If-karboximetil-lizinben (CML) gazdag és N8- 
karboximetil-lizinben szegény diéta hatására a szokványos étrendhez viszonyítva

A vizsgálat második hetében három önkéntes (mindhárman a "B" csoport tagjai) nem 

kívánta folytatni a vizsgálatot, mivel a kizárólag nyers ételekből álló diéta nem felelt meg 

ízlésüknek. 21 önkéntes a vizsgálat teljes időtartama alatt együttműködött.

5.9.3. Összefoglalás

Az ételek hőkezelése során keletkező CML a gyomor-béltraktusból felszívódva a 

keringésbe kerül, melynek egy része a vesén keresztül választódik ki. A CML-dús 

proteinterhelés az albuminuria fokozódásához vezetett. A fentiekkel ellentétben a magas 

proteintartalmú, nyers ételek fogyasztása alacsony CML bevitellel társult. Ennek 

megfelelően hatására jelenősen csökkent a vizelettel ürülő CML mennyisége.
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6. MEGBESZÉLÉS

6.1 Az MG indukálta arginin-módosulást vas jelenlétében szabad gyökös

folyamatok katalizálják

Ahol a fokozott szabadgyök-keletkezés és/vagy fokozott aldehid képződés következtében 

oxidatív stressz és/vagy karbonil-stressz van jelen - mint pl. cukorbetegségben - a képződő 

reaktív vegyületek, károsítva a sejtek alkotóelemeit, patofíziológiai folyamatokat indítanak 

el.189,190 Amennyiben fokozott a glikáció, fokozódik az aldehidek képződése és kötődése a 

fehérjékhez.191 Az MG szérumszintje - hasonlóan a malondialdehidhez - cukorbetegek 

vérében az egészségesekéhez képest szignifikánsan magasabb, ami MG esetében a kontroll 

populációban talált érték közel négyszeresét is elérheti.192,193,194 Keletkezése, részben az 

MG szintáz és a citokróm P450 IIEI által, részben nem enzimatikus úton történik.195

Az MG képes reagálni a fehérjék amino csoportjaival, ez által károsítva a fehérjék 

funkcióját. Az MG argininnel reagálva imidazolont, és/vagy argpirimidint képez.196,197 Az 

MG-arginin reakció meglétét ESR-rel igazoltuk.

Az átmeneti fémek szerepe az MG és aminosavak közötti reakcióban sokáig tisztázatlan 

volt. A vas elektron donor és akceptor tulajdonsága révén, hasonlóan a többi átmeneti 

fémhez, részt vesz kémiai folyamatok katalizálásában, mint pl. szabad gyökök 

képzésében.106,198,199,200 A cukorbetegek szérumának vas-kötő kapacitása csökkent, illetve 

szöveti raktáraikban a vas szintje magasabb, az egészséges egyénekhez képest.201 A 

kialakuló oxidatív stressz a raktárakból történő vas felszabadulásához vezet, amiben a 

NAD(P)H oxidázoknak lehet szerepe.105 A szabad intracelluláris vas elsősorban ferro 

formában van jelen 0,1-1,0 pM-os koncentrációban.202

Kísérleteinkben vvt modellben a vas és az MG kalcium beáramlást váltott ki és felmerült 

az MG és a vas közötti interakció lehetősége. Az arginin és az MG reakciója kapcsán 

detektált ESR jel intenzitását a Fe3+ fokozta, és a Fe2+ csökkentette. A desferroxamin 

csökkentette a Fe3+ hatását. A fentiek alapján a más munkacsoport által kimutatott MG- 

anion jöhet létre olyan módon, hogy a Fe3+ elektront vesz el az MG-től és így Fe2+-vé 

alakul (14. ábra). Az MG-anion képes komplexálni a Fe2+-t és e komplex -  mely sokkal 

reaktívabb, mint az MG önmagában - reagálhat az argininnel.203

Az arginin azért is kiemelten fontos az aminosavak között, mert a vasculáris rendszer 

szabályozásában kulcsszereppel bíró, NO termeléséért felelős NOS enzim szubsztrátja.
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6.2. Az MG és a Fe2+ hatása a wt-k kalcium szintjére, oxidatív státuszára és 

önmagában a vas hatása a fentiekre

Az MG által kiváltott szabadgyök koncentráció-növekedés kalciumszint-emelkedést okoz 

vvt-kben. Az MG e hatása hasonló a szabadgyök-képződést kiváltó Fe -höz. Az oxidatív 

stressz, az emelkedett intracelluláris kalcium szint, az MG magasabb szérum szintje, 

valamint a vas megnövekedett intracelluláris jelenléte jellegzetes eltérések 

cukorbetegségben. A fenti folyamatok a vvt membrán rugalmasságának csökkenéséhez 

illetve elvesztéséhez vezetnek, ami a mikrocirkuláció károsodásával jár együtt. Az MG és 

/as együttesen kisebb kalcium akkumulációt váltanak ki, mint az MG önmagában. Mind a 

/as, mind az MG kiváltotta oxidatív stressz és kalcium akkumuláció kivédhető volt, 

;zabadgyök-fogókkal és desferrioxaminnal is. Az MG által okozott kalcium akkumulációt 

is oxidatív stresszt desferrioxamin gátolta, ami az extracelluláris vas szerepének 

ehetőségét veti fel a folyamatban. Ez azért is valószínű, mert a desferrioxamin nagyon 

assan jut be a sejtekbe, valamint az alkalmazott SÓD hatása gyorsan kifejlődik.204 A GSH 

ízen kívül extracellulárisan is megkötheti az MG-t. Vvt-kben a GSH hatékonyan kivédte az 

VÍG kiváltotta károsodást. A GSH jótékony hatását két úton fejtheti ki. Hatékonyságában 

>zabadgyök-fogó tulajdonság mellett szerepe van a glyoxaláz útvonalnak. A glyoxaláz úton 

tépes metabolizálni a szervezet az MG-t. Vizsgálataink azt is igazolták, hogy MG hatására 

csökken a vvt-k alacsony molekulasúlyú thiol tartalma, ami az oxidatív stressz szerepének 

íjabb igazolása. A fentiekből arra következtethetünk, hogy az MG toxikus hatása 

ranszmembrán úton elsősorban sejtfelszíni módosításokat idéz elő fehérjékben és 

ipidekben, mely módosulások többek között a vvt membrán fluiditásának elvesztéséhez, 

/alamint ozmotikus stabilitásának csökkenéséhez vezetnek, így hozzájárulva a 

cukorbetegség szövődményeinek kialakulásához.206

).3. A dohányfüst és a formaldehid hatása az endothel sejtek bradikinin- 

dváltotta kalciumszint változására és a sejtek redox státuszának alakulására.

A dohányfüst és a formaldehid koncentrációfüggően gátolják a bradikinin-kiváltotta 

calcium-szint növekedést. A dohányzás eNOS-NO-cGMP útvonalra kifejtett hatása nem 

gátolható SÓD, kataláz és desferrioxamin segítségével. Ebből arra következtethetünk, hogy 

t fenti folyamat nem 0 2\  OH', vagy lipid peroxidáció függő. A GSH és más thiol csoport
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tartalmú vegyület -  nem specifikus szabad gyök fogóként -  sikeresen csökkenti a 

dohányfüst károsító hatását 206,207

A dohányfüst a GSH mellett reakcióba lép a sejtek fehérjéinek thiol csoportjaival is. A

fehérjék thiol csoportjának oxidációja, elsősorban a cisztein csoportokkal létrejött reakción

keresztül, közvetlenül gátolhatja az agonista anyagok kiváltotta, ionizált kalcium-szint

növekedést. A cisztein csoportok fontos szerepet játszanak az inozitol 1,4,5-trifoszfát

érzékeny kalcium csatornák nyitásában az endoplazmatikus retikulumban. A fentiek

mellett az oxidatív stressz hatására a sejtmembrán depolarizációja révén, indirekt módon is

gátolható az agonisták indukálta kalcium beáramlás. A nátrium csatorna fehérjéi oxidatív

stressznek kitéve a csatorna megnyílását, ezen keresztül pedig a sejtek depolarizációját

okozzák.209 A megnövekedett intracelluláris kalcium szint aktiválja a thiol csoportokat

tartalmazó, Na+/K+-ATP-áz enzimet. Amennyiben a thiol csoportok reagálnak a szabad

gyökökkel, az enzim aktiválódása kárt szenved, és így zavar keletkezik a sejtek

repolarizációjában. A feszültség-függő kalcium csatornák működéséhez szükséges a

sejtmembrán depolarizációja, aminek következtében kalcium áramlik a sejtekbe. A Ca -

ATP-áz szintén thiol tartalmú enzim, melynek funkciója károsodik oxidatív stressz
210hatására, és így további depolarizációt okoz.

A formaldehid bradikinin-kiváltotta kalcium-beáramlásra kifejtett gátló hatása, az IP-3 

receptorban levő argininnel történő reakciója útján alakulhat ki. Az IP-3 receptor IP-3 kötő
9 0 7részén találhatóak arginin aminosavak. Az arginin formaldehiddel történő reakciója

során létrejövő kovalens kötésű vegyületeket részletesen leírták különböző fehérjék
211esetében. Kísérleteinkben a GSH megakadályozta a formaldehid gátló hatásának 

kifejlődését a bradikinin kiváltotta intracelluláris kalcium-szint növekedésre. A 

dohányzás, bár fokozza az eNOS expresszióját, annak aktivitása mégis károsodást szenved, 

ami a szöveti NO szint csökkenéséhez vezet. Ezen folyamat létrejöttében szerepe lehet az 

agonista indukálta intracelluláris kalcium szint növekedés gátlásának is. A fenti
913folyamatban bizonyítottan szerepe van az oxidatív stressznek.

6.4. Az Aid hatása az Ang-indukálta ERK 1/2- és JNK-foszforilációra simaizom 

sejtekben

Kísérleteinkkel igazoltuk, hogy mind az Ang mind az Aid fokozta az ERK 1/2 és JNK 

foszforiláicóját simaizom sejtekben. Ezen stimuláció időfüggőnek bizonyult. Szabad gyök
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)góval (GSH és tiron) és az AG 1478-cal (EGFR gátló) meg tudtuk akadályozni az Ang 

iváltotta ERK 1/2 foszforilációt. JNK esetében, az irodalommal összhangban, a 

:avangerek hatásosan gátolták a foszforilációt. Az Ang-indukálta ERK 1/2 aktivációt 

letően több elképzelés létezik. Míg egyesek szerint az ERK 1/2 foszforilációjához szükség 

an a PKC aktiválódására és az intracelluláris Ca -szint növekedésére, addig mások a 

!a2+-tól független ERK 1/2 aktiváció mellett érvelnek.124,131,214 Napjainkban végzett 

ísérletek mutatták ki, hogy a simaizom sejtekben az Ang által kiváltott ERK 1/2- és p38- 

ináz foszforiláció egyaránt mátrix metalloproteináz (MMP)-függő folyamat. Az Ang 

idukáltaz MMP aktiválódás pedig Src kináz-függő.216 Újabb közlemények az MMP-7 

terepét tartják fontosnak a fenti folyamatban. Az MMP hatására a HB-EGF egy része 

;hasítódik, majd kapcsolódva az EGFR-hez aktiválja azt. Az EGFR fontos szerepet tölt be 

z Ang és Aid mediálta sejtszintű hatásban, az EGFR ugyanis felelős az Ang indukálta 

Ihúzódó szabadgyök-képződésért és az ERK 1/2 foszforilációért. ’ Az EGFR-hez - 

ktiválódása során - adapter fehérjék kapcsolódnak, így a Ras fehérjén keresztül 

özvetlenül aktiválni képes az ERK 1/2 kaszkádot. A Ca szerepét a folyamatban az 

ímasztja alá, hogy A23187 ionoforral szintén kiváltható volt az adapter fehérjék 

apcsolódása.

Számos kutatócsoport igazolta a szabad gyökök szerepét az Ang indukálta sejtszintű 

atás kifejlődésében. 3 ’ Az Ang a NAD(P)H aktiválásával elhúzódó, közel 6 órás

zabadgyök-termelést képes kiváltani. A korábban hatékonynak bizonyult tiron -  mely 

zintetikus szuperoxid szabadgyök-fogó -, SÓD és difenilen iodonium (NADPH-oxidáz 

átló) mellett N-acetyl ciszteinnel is sikerült megakadályozni az Ang hatására kialakuló 

)GFR foszforilációt. 5 ’ Antioxidánsok megakadályozták az HB-EGF aktivációját és 

z EGFR asszociációját az adapter fehérjékkel.225,226 Az Ang által kiváltott ERK 1/2 

Dszforiláció szabadgyök-függő voltát nem sikerül igazolni. ’ A JNK foszforilációja
990 990zintén szabadgyök-függő folyamat, amely foszforilációban az EGFR nem vesz részt. 3 

lapjainkban végzett kísérletek a Rac-1 fehérje szerepét látszanak igazolni a JNK 

ktiválásában. Egy ilyen pont lehet, az általunk nem vizsgált src kináz.

Az Ald-dal kapcsolatos kutatások ma reneszánszukat élik. A só-víz háztartással 

apcsolatos hatása, amelyet intracelluláris receptorhoz kötődve fejt ki, genomikus szinten, 

lár hosszú évtizedek óta ismert. Ezzel szemben az intracelluláris hírvivő rendszer 

ktiválásán keresztül kifejtett hatásait -  a fehérje hormonokhoz hasonló módon - napjaink
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kutatásai térképezik fel egyre részletesebben. Azt, hogy az Aid simaizom sejtekben néhány 

percen belül képes indukálni az ERK 1/2 foszforilációt csak az előző évtized végén sikerült 

igazolni, szemben az Ang indukálta ERK 1/2 foszforilációval, mely már 1992-ben igazolást 

nyert.233,234 Az Aid fokozza az EGF kiváltotta ERK 1/2 foszforilációt és megnöveli az 

intracelluláris Ca2+ szintet.117 Az EGFR-rel transzfektált kínai hörcsög ovárium (CHO) 

sejteken végzett kísérletek szintén megerősítik az EGFR szerepét az Aid indukálta 

celluláris válaszban, mely sejtek esetében transzfekció nélkül az EGF és az Aid hatástalan 

maradt.235

Az Ang kiváltotta ERK 1/2 és JNK foszforiláció Ald-al fokozható volt. Mind az Ang, 

mind az Aid esetében gátolható volt a MAPK foszforilációja GSH-val (nem specifikus 

szabad gyök fogó) és tironnal (O2* szabad gyök fogó).139 Ez a szabad gyökök hírvivő 

szerepét igazolja az Ang és az Aid sejtszintű hatásában. EGFR gátlóval megerősítettük a 

már ismert tényt, hogy mind az Ang, mind az Aid kiváltotta ERK 1/2 foszforiláció EGFR 

függő. Az előzőek ismeretében az az eredmény, hogy az Aid és az Ang együttesen fokozza 

a MAPK foszforilációt, feltételez egy kapcsolódási pontot az ERK 1/2 foszforilációjához 

vezető útvonalon. A két polipeptid külön receptorokhoz kapcsolódva fejti hatását és 

mindkettő hatása gátolható scavangerrel valmint EGFR-gátlóval. A fentiek arra engednek 

következtetni, hogy a korai NADPH oxidáz aktivációtól az EGFR foszforilációig tartó 

lépcsőn keresztül valósul meg a két hatás ill. útvonal találkozása.19 Egy ilyen kapcsolódási 

pont lehet a c-src kináz, mely kináz szerepet játszik az EGFR kaveolákból történő 

kiszabadulásában. Az Src kináz ezen hatására pedig szükség lehet az EGFR 

transzaktivációjához.236 A folyamat során képződő szabad gyökök szerepének fontosságára 

utal, hogy szabadgyök-fogóval sikerül gátolni mind az ERK 1/2, mind a JNK 

foszforilációját. A két anyag együttes alkalmazása esetén megfigyelt fokozott hatás 

szempontjából tovább erősíti a szabad gyökök fontos szerepét az a tény, hogy az ERK 1/2 

foszforilációja és a JAK2 kináz aktiválása is gátolható volt szabad gyök fogóval, tehát a 

JAK2 kináz foszforilációja, hasonlóan a JNK foszforilációjához, nem EGFR függő, hanem
9 0 9

szabadgyök-függő folyamat.

Korábbi tanulmányokból jól ismert, hogy az Ang és az Aid jelenléte számos káros 

folyamat indukciója mellett kóros körülmények között hipertrófiát indukál, valamint 

fibrózishoz vezet. ’ ’ ’ ’ Kísérleteink arra mutattak rá, hogy amennyiben az Ang és

az Aid nagyobb mennyiségben van jelen vagy/és hatásuk bizonyos körülményeknek
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köszönhetően fokozott, úgy együttesen képesek fokozni a káros folyamatokat a renin- 

angiotenzin-aldoszteron klasszikus útvonaltól függetlenül is.

6.5. A MR-gátlók hatása az Ang-indukálta ERK 1/2 foszforilációra simaizom 

sejtekben és a dTGR patkányokban.

A dTGR-eken végzett kísérleteinkben kimutattuk, hogy az MR-gátló eplerenon 

csökkentette az albuminuria, a szisztolés vérnyomás, a diasztolés diszfunkció, a szív 

áipertrófia mértékét, valamint a kollagén-IV-es típusának mennyiségét a szívizomzatban a 

fokozott működésű renin-angiotenzin-aldoszteron rendszerrel rendelkező állatokban. Az 

eplerenon csökkentette az ERK 1/2 foszforiláció mértékét a dTGR-ek ereiben. Az MR- 

gátlók hatásának alapja, hogy az MR a vesén kívül számos szövetben expresszálódik, 

többek között a szívben is.151 Northern biot, reverz transzkriptáz PCR, in situ hibridizáció 

valamint immunohisztokémiai vizsgálatokkal próbálták lokalizálni az MR eloszlását 

szubcelluláris szinte, azonban a mai napig nem sikerült ezt megállapítani. A szívizom 

sejtek, és a simaizom sejtek mellett az endothel sejtek és a fíbroblasztok is expresszálnak 

MR-t. In vitro kísérletek igazolták, hogy az Aid mellett a glükokortikoidok is képesek
949kapcsolódni az MR-hez.

A emelkedett szérum Aid szint és a szívben talált fibrózis közötti kapcsolatot 

állatkísérletekkel sikerült igazolni.243,244 DOCA-só modellel nyert eredmények arra a 

következtetésre vezettek, hogy mind a szívizom sejtekben talált Na+-felvételért, mind a 

flbrózisért az MR tehető felelőssé. Ezt megerősített az is, hogy Spi-vel gátolható volt a 

folyamat.245 Több korábbi tanulmány az Ang szerepét állapította meg a szívben talált 

fibrózis kialakulásáért, már csak azért is, mert Ang-al fokozható volt a szívizom Aid 

termelése. Összetettebbé teszi a fenti képet az, hogy az intravénásán adott Aid állatokban 

fibrózist indukál a szívben, még ACE-gátló-kezelés mellett is. Spontán hipertenzív 

patkányokban alkalmazott Spi és ACE-gátló kezelések közül csak a Spi gátolta a fibrózis 

kialakulását. Ma már tudjuk hogy a Spi a vérnyomástól függetlenül csökkenti a szív 

hipertrófiáját és fibrózisát. A fenti adatok arra engednek következtetni, hogy az Aid a 

RAAS többi elemétől függetlenül is képes fibrózist indukálni a szívben.

Az Aid és az Ang hatását a sejtekre és egymás hatásának szabályozására számos 

tanulmány vizsgálta. Simaizom sejteket Ald-dal inkubálva megnőtt az Ang receptor 

expressziója. Ang-gal stimulálva a sejteket fokozódott a PLC aktivitása is, az Aid
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megakadályozta az Ang által kiváltott ATi receptor-szám csökkenést.248 További 

vizsgálatok kimutatták, hogy az Aid az ATi receptor számbeli növekedését indukálja és ez 

által az Ang kiváltotta diacilglicerol-képződést és az intracelluláris kalciumszint 

növekedéséttovábbemeli.249 Állatkísérleteinkben a genomikus és nem-genomikus hatás 

elkülönítésére nem volt lehetőségünk. In vitro végzett kísérletek, a rövid időtartam, 

valamint a transzkripció és transzlációgátlók alkalmazása azonban megerősítette a nem- 

genomikus hatás fontosságát. Az Aid nem-genomikus hatását emberben szintén 

igazolták.250 Greene és mtsai, részben nephrectomizált patkányokon végzett kísérletekkel 

megerősítették, hogy az Aid hatásának nem-genomikus összetevője is lehet. 5/6-od 

nefroktomizált patkányokban Aid adásával, ACE gátló és ATi receptor blokkoló kezelés 

ellenére kifejlődött a fibrózis. Az Ald-ot nem kapó patkányokban kivédhető volt a 

károsodás. Az MR blokkoló Spi nem védte ki az Aid hatását a fenti tanulmányban az 

általunk használt Epl azonban kivédte az Aid hatását. Ezen túl eredményeink az Ang és az 

MR közötti interakcióra engednek következtetni. Mint már a bevezetőből ismert, az Ang 

számos hatást fejt ki celluláris szinten, mely hatásokért elsősorban az ATi-receptor felelős. 

Az ATi-receptor akti vációja két szakaszban aktiválja a NADPH oxidáz enzimet. Az első 

egy korai -  30 másodperc alatt lezajló -  aktiváció, mely PKC függő és szükséges hozzá az 

Src kináz és az EGFR foszforilációja. A második, elnyújtottab szakaszban a PI-3 kináz 

aktiválódik, mely fokozza a Rác - kis molekulasúlyú G-fehérje - foszforilációját, ami 

elhúzódóbb (6 órán túli hatás) szabadgyök-termelést vált ki a NADPH oxidáz 

aktiválásával. Az Ald-kiváltotta szabadgyök-képződés 6-8 perccel később jelentkezik, 

mint az Ang estében. Ebből arra következtethetünk, hogy az Aid nem befolyásolja az Ang 

indukálta korai szabadgyök-képződést. Ez utóbbi sejtes modellben leírt eredményt 

állatkísérletes modellben is igazolták. Ald-dal infundált patkányokban emelkedett a 

vérnyomás, és a patkányokból izolált mesenterialis artéria média/lumen hányadosa 

ésmindkettő a NADPH oxidáz indukálta szabad gyök képződés eredménye volt. A 

fentiek mellett patkányokban Ald-ot és sót tartalmazó diéta fogyasztását követően fokozott 

NADPH aktivitást és NF-kB aktivációt találtak.253 dTGR-ekben kimutatták, hogy a 

NADPH oxidáz aktivitása jelentősen fokozott és a gyulladásos reakcióban aktivált gének 

indukálásáért felelős NF-kB és AP-1 hatása szintén nagyobb volt a kontrolihoz
, 254viszonyítva.
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Az állatkísérleteinkben talált elváltozásokat sejteken végzett vizsgálatokkal igyekeztünk 

érthetővé tenni. Simaizom sejteket Spi-vel előinkubálva gátoltuk az Ang-kiváltotta ERK 

1/2 foszforilációt, valamint az elhúzódó NAD(P)H oxidáz anzim-aktivitást. Ez a talán 

meglepő eredmény arra enged következtetni, hogy az Ang hatását már nagyon korán 

gátolhatjuk MR-blokkolóval, mégpedig az EGFR aktiválódása előtt. Ennek tisztázására 

további kísérletek szükségesek.

A fenti eredmények azt igazolják, hogy megfelelő érvédelem eléréséhez nem elégséges
255az ATi receptor hatásának kivédése, hanem szükséges az Aid hatásának gátlása is.

6.6. A hőkezelt, magas fehérjetartalmú ételek szérum-AGE-szintre és az 

albuminuriára kifejtett hatásának vizsgálata egészséges önkénteseken.

McCance és munkatársai már az előző évtized elején kimutatták, hogy az arginin lizinnel 

való keresztkapcsolata pentozidin képződéséhez vezet. Saját vizsgálatainkkal igazoltuk, 

hogy az arginin glikációja magas hőmérsékleten pirazil, vagy pirimidinil szabad gyök 

képződésével jár.257 A keletkező szabad gyökök koncentrációja függ az inkubációs 

hőmérséklettől. Az arginint és glukózt tartalmazó oldatban magas hőmérsékleten keletkező 

szabad gyökök jelentőségét az adja, hogy hőkezelés (sütés, főzés) során az ételek 

szénhidrát és fehérje (vagy aminosav) tartalma között hasonló reakciók játszódhatnak le. 

Az így elkészített táplálékkal reaktív szabad gyökök és glikációs végtermékek juthatnak a 

szervezetbe. A szervezet fehérjéiben az évek során hőhatás nélkül is keletkeznek AGE-k.

Az in vitro előállított AGE-termékek elfogyasztását követően átmeneti szérum AGE-szint
82 83 258emelkedés és fokozott vizelet AGE ürítés figyelhető meg egészséges egyénekben. ’ ’ 

Egészséges patkányok táplálékába kevert AGE-termékek nem csak a szérumban és a 

vizeletben jelentek meg, hanem különböző szövetekben is akkumulálódtak. ’ A CML -  

mely egyben oxidatív marker is -  koncentrációját, pl. amiloid- és neurodegeneratív 

plakkokban is igazolni lehetett. Vizsgálatunkban a magas protein tartalmú, hőkezelt (CML 

dús) diéta hatására szignifikánsan nőtt az éhgyomri szérum CML szint és a vizelettel ürített 

CML mennyisége is. Ugyan ismert, hogy szérumban levő CML 90%-a albuminhoz kötött 

formában található, a vizelet CML ürítés fokozódása nem az albumin ürítés fokozódásának
9 A 1következménye.

Már 1975-ben felvetődött, hogy a vizeletből kimutatott CML bizonyos betegségek során 

keletkezik, amelynek azonban a táplálkozással való kapcsolatát elvetették. Liardon és mtsai
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vetették fel a vizelettel ürülő CML összefüggését a diétával.262,80 Szokásos hőkezelési 

eljárásokkal (sütés, főzés) elkészített magas fehérjetartalmú ételek fogyasztása magasabb 

CML bevitelt okoztak. A hőkezelés nélkül elkészített ételek (CML szegény diéta), annak 

ellenére, hogy fehérjetartalmuk magas volt, nem eredményeztek szérum CML-szint 

emelkedést, sőt a vizelet CML ürítés csökkenését figyelhettük meg. Napjaink táplálkozási 

szokásait (átlagos fehérjebevitel, nyers és hőkezelt ételek együttes fogyasztása) 

megfigyelve, a CML bevitel mértéke a két vizsgálatunkban alkalmazott diéta között 

helyezkedik el. A szokásos táplálkozás során a CML bevitel alacsonyabb, mint a kizárólag 

hőkezelt ételekből álló, magas fehérjetartalmú diéta során, de magasabb, mint a kizárólag 

nyers ételekből álló fehérjeterhelés esetében.

A cukrok fehérjékkel és lipidekkel való reakciója során keletkező AGE termékek egyik 

legtöbbször vizsgált képviselője a CML.263 Napjainkban végzett vizsgálatok igazolták, 

hogy a hagyományos sütéssel elkészített, széles körben elterjedt ételek CML tartalma 

legmagasabb a zsírban gazdag és legalacsonyabb a szénhidrátban gazdag ételek 

esetében.264 A CML még mindig az egyik legszélesebb körben alkalmazott glicoxidáxiós 

marker. Az AGE szöveti akkumulációjának kimutatására használt poliklonális antitestek 

elsősorban a CML oldalláncúkon keresztül ismerik fel a glikációs végtermékeket. ’ 

Számos szövetben sikerült igazolni az AGE termékek jelenlétét és felhalmozódását a CML 

kimutatásával, mint például az artériák falában, a vese glomerulusaiban, a tubuláris 

interstitiumban, a retina neurogliális és vascularis elemeiben, a szív szöveteiben, az 

aortabillentyűben, és az agy különböző szöveteiben.267,268,269,270,271,272,273

A CML és általában az AGE termékek jelenlétének és akkumulációjának jelentős 

patofiziológiai szerepe van. Az AGE termékek -  közöttük a CML-tartalmú fehérjék - a 

RAGE-hoz kötődve számos folyamatot indukálnak. Számos gyulladásos citokin (IL-6, 

TNFa, IL-8, VEGF) képződésének indukálása által felelőssé tehetőek a diabetesben 

tapasztalható érkárosodás kialakulásáért. Ezen túl igazolták, hogy szabályozott sejthalált 

képesek indukálni proapoptotikus gének aktiválásán keresztül (caspase-3, -8, -9).275 A 

simaizom sejtek proliferációjában fontos szerepet betöltő ERK1/2 és p38 - MAP kinázok - 

foszforilációját indukálva -  szabad gyökös mehanizmuson keresztül - fokozzák az NF-kB 

transzkripciós faktor aktivitását. ’ ’ A fentiek alapján érthető az atheroscleris

kialakulásában betöltött szerepük vizsgálata. Jelenlétüket már az előző évtized elején 

sikerült igazolni aterocleroticus plakkokban. Stitt és mtsai igazolták, hogy az arteriolák
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falában extracellulárisan található AGE-kollagén mellett az AGE-ApoB -  melynek szintje

korellál a már régóta ismert AGE-kollagénével -  elsősorban a lipideket bekebelező habos

sejtekben intracellulárisan található a nem diabeteszes, normál lipid szinttel rendelkező,

okkluzív atherosclerosisban szenvedő egyénekben.279,280 Napjainkban mutatták ki, hogy
281képződésüket gátolva az atheroscleroticus plakk mérete jelentősen csökkenthető.

A kreatinin clearance nem változott az AGE-termékekben gazdag táplálék hatására 

összehasonlítva az AGE szegény diétát fogyasztók kreatinin clearancevel, azonban az AGE 

gazdag diéta megnövelte a vizelet albuminürítést. Megnövekedett filtrációja során az 

albumint elsősorban a cubulin és megalin receptorok segítségével abszorbeálják a 

proximális tubuláris sejtek.282 Az albumin ezt követően az AP-1 transzkripciós faktoron 

keresztül a TGF-(3 II típusú receptorának expresszióját stimulálja, involválva az autokrin, 

parakrin renin-angiotnezin rendszert is.283 Rövid ideig tartó vizsgálatunkkal nem tudtuk 

igazolni a TGF-p magasabb szintjét az AGE-gazdag diétát fogyasztó önkéntesek 

szérumában (ábrán nem mutatott eredmény). Az albumin az NF-kB nukleáris 

transzlokációján keresztül számos gyulladásos citokin, közöttük az IL-8, képződését 

stimulálja a proximális tubuláris sejtekben, valamint az MCP-1 expresszióján keresztül a 

monociták toborzásában vesz részt 284,285 A tubuláris sejtek aktivációja maga után vonja, 

többek között a már említett citokinek aktiválásán keresztül, a vese fibrózisának 

kialakulását 286 A fentiek alapján egyértelmű, hogy vesebetegségek nem specifikus 

kezelésének fontos eleme a fehérjebevitel mérséklése, ugyanis a tapasztalatok szerint a 

proteinbevitel korlátozása lassítja a vesebetegség progresszióját, mind diabeteses, mind 

nem diabeteses vesebetegségekben 287 Diabeteses nephropathiás betegekben alacsonyabb 

proteinbevitel mellett a GFR csökkenés üteme lassítható, az albuminuria mértéke 

csökkenthető. ’ Vizsgálatunkban csak az AGE-termékekben gazdag proteinterhelés 

váltott ki albuminuria növekedést, az AGE szegény proteinterhelés nem, ami arra utal, 

hogy a proteinterhelés albuminuriát okozó hatásának fontos összetevője lehet az ételből 

származó AGE. Erre utal Yamagishi és mtsainak vizsgálata is, melyben igazolták, hogy az 

AGE-k TGF-p expresszióját indukálják a proximális tubuláris sejtekben.290 Mivel az ételek 

elkészítésekor a fehérjéket általában jelentős hőhatás éri, a magas protein tartalmú, 

szokásos módon elkészített ételekben fokozott AGE-képződéssel kell számolni.

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

táplálkozási szokásainktól is függenek. A hőkezelt ételek, magas AGE tartalmuknál fogva,
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a keringő és a filtrált glikációs végtermékek fontos forrásai. Különösen kedvezőtlen lehet a

táplálékkal bevitt AGE-k hatása a krónikus veseelégtelenségben szenvedő betegekben,
82mivel esetükben az AGE-termékek vesén keresztül történő eliminációja elégtelen. A 

táplálékkal bevitt AGE-termékek káros hatásának ismeretében felmerül olyan 

konyhatechnikai elvek (túlzott hőkezelés kerülése, több nyers zöldség fogyasztása, sok zsírt 

tartalmazó ételek kerülése a táplálékok elkészítésekor, stb.) népszerűsítése, melyek esetén 

kevesebb AGE keletkezik. Nem utolsó sorban, a krónikus veseelégtelenségben szenvedő, 

illetve a romló vesefunkciójú cukorbetegek esetében fontos lehet az AGE-szegény diéta 

alkalmazása.
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7. TÉZISEK

I. Az MG fokozza a szabadgyök-képzödést, csökkenti az alacsony molekulasúlyú 

thiol-tartalmú vegyületek koncentrációját és intracelluláris kalcium 

akkumulációjához vezet izolált humán vörösvértestekben. Az MG hatására a ferri 

ion ferro ionná redukálódik.

II. A dohányfüst idő- és koncentrációfüggően gátolja a bradikinin kiváltotta kalcium 

beáramlást. A dohányfüst nagy mennyiségű formaldehidet tartalmaz, mely szintén 

koncentrációfüggően gátolja a bradikinin kiváltotta kalcium beáramlást. A 

dohányfüst és a formaldehid hatás a redukált glutationnal kivédhető volt. A 

dohányfüst csökkentette a sejtek GSH és fehérje-thiol tartalmát. A formaldehidnél 

nem volt megfigyelhető ilyen hatás.

III. Az Aid nem-transzkripciós mehanizmussal, időfüggőén aktiválja a simaizom 

sejtek ERK 1/2 és JNK kinázait. Az Ald-kiváltotta ERK 1/2 és JNK aktiválás 

szabadgyök-függő.

IV. Az Ang-kiváltotta MAP kináz foszforiláció Ald-dal fokozható volt. Az Aid által 

fokozott And-indukálta MAPK foszforiláció szabadgyök-függő.

V. Az Ang-indukálta MAPK foszforiláció Aid hatása által történő fokozódása a 

nukleáris transzkripciós faktorok (NF-kB, AP-1) szintjén is kimutatható.

VI. A Spi csökkenti az Ang-indukálta ERK 1/2 foszforilációt. A Spi csökkenti az 

Ang-kiváltotta szabadgyök-képzödést.

VII. A MR-gátló Epl csökkenti a vesében és a szívben kialakuló fibrózis mértékét, az 

albuminuriát, javítja a diasztolés diszfunkció és a szív hipertrófiás indexének 

mértékét dTGR patkányokban. Az Epl csökkenti a szöveti ERK 1/2 

foszforiláltsági szintjét dTGR patkányokban.

VIII. A magas fehérjetartalmú, nyers ételek CML tartalma alacsony, ezek 

fogyasztása csökkenti a vizelettel ürülő CML mennyiségét.

IX. A magas fehérjetartalmú, hőkezelt ételek fogyasztása fokozott CML bevitelt 

jelent, hatásukra megnő a szérum CML szint és a vizelet CML ürítés.

X. A magas fehérjetartalmú, hőkezelt, CML-dús ételek hatására nő a vizelet- 

albuminürítés.
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10. Köszönetnyilvánítás

Hálával tartozók a Mindenhatónak, hogy szüleim szeretete, irányítása és testvéreim 
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gondolkodásmódjával az apró részletekre is kiterjedő figyelmével.
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Szigetin Nóra tanársegédnőt, Késői István tanársegéd urat, Vas Tibor tanársegéd urat, Sebők 
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tanársegéd urat.
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