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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AGE
Ahsg
ATP
AUC
BMI
BSA
cAMP
cGMP
CGMS

Cu-Zn-SOD
DFP
DNS
EDHF
eNOS
ESR

Fe
FRET
frukt
G6PDH
GSH
HbA .
HDL
HO’
H,0,
HOMA
IL
iINOS
ISI
JNK
MGP
mRNS

advanced glycation endproduct (eldrehaladott glikacids végtermékek)
alpha-2 Heremans Schmid glikoprotein (fetuin A)
adenozin-5’-trifoszfat

area under curve (gorbe alatti teriilet)

body mass index (testtomegindex)

bovine serum albumin (marha szérumalbumin)
ciklikus adenozin-5’-monofoszfat

ciklikus guanozin-5’-monofoszfat

Continuous Glucose Monitoring System (folyamatos cukormonitorozo
késziilék)

réz-cink-szuperoxid-dizmutaz

dohanyfiist puffer

dezoxi-ribonukleinsav

endothelium-derived hyperpolarizing factor
endotelialis nitrogén monoxid szintdz

elektron spin rezonancia

vas

fluoreszcens rezonancia energiatranszfer
fruktézamin

gliikoz-6-foszfat dehidrogenaz

redukalt glutation

hemoglobin A,

high density lipoprotein

hidroxil-gyok

hidrogén-peroxid

homeostasis model assesment

interleukin

indukalhat6 nitrogén-monoxid szintdz

insulin sensitivity index (inzulin érzékenységi index)
c-jun N-terminal kinaz

matrix Gla protein

messenger RNS



Mn-SOD mangan-szuperoxid-dizmutaz

NADPH nikotinamid adenin dinukleotid foszfat

NF-xB nuclear factor-kB

NOS nitrogén-monoxid szintaz

NUC non-uremic calciphylaxis (nem urémiés kalcifilaxis)
0, szuperoxid-anion

‘OH hidroxil-gyok

PBS phosphate buffer solution (foszfat puffer oldat)

PeT fotonindukalta elektron transzfer

PK protein kindz

p38 MAPK p38 mitogen activated protein kinase

RNS reactive nitrogen substrate (reaktiv nitrogén szarmazék)
ROS reactive oxygen substrate (reaktiv oxigén szarmazék)
ROO* peroxil-gyok

SDS PAGE sodium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis
SEM standard error of the mean (az atlag standard hibaja)
Ser szerin

sGC szolubilis guanilat ciklaz

SOD szuperoxid-dizmutaz

SSA sulfosalicylic acid (szulfoszalicilsav)

Thr threonin

TNF-alfa tumor nekrozis faktor alfa

VEGF vascular endothelial growth factor (érendotél eredetli ndvekedési faktor)



2. OSSZEFOGLALAS

Napjainkban a 2-es tipusu diabétesz mellitusz egyre kifejezettebb térhoditasanak
vagyunk szemtanui. A kezelési lehetdségek fejlodésének kovetkeztében a betegek
leggyakoribb haldlokai ma mar a kardiovaszkularis szovédmények. Az érrendszer karosodasa
mar a diabéteszt megel6zd allapotok kifejlédésekor elkezdddik és mindvégig progressziv
marad. Emiatt napjainkban a diabetologia egyik legnagyobb kihivasa a kardiovaszkularis
szovodmények megeldzése ¢€s progresszidjanak lassitdsa. Munkdm soran egyrészt a
folyamatos cukormonitorozason alapulé személyre szabott terapidnak a jobb glikémias
kontroll és ezaltal a szovodmények rizikojanak csokkentésében betoltott szerepét vizsgaltam.
Emellett a vaszkularis szovédmények hatterében 4ll6 oxidativ stressz monitorozasanak
lehetdségét, ¢és az érszovédmények major rizikofaktoranak szamitdé dohanyzés
endotéldiszfunkciot okozo hatdsanak mechanizmusat mutattam ki. Esettanulmanyom pedig
egy masik vaszkularis szovodmény, a kalcifilaxis irreverzibilis és progressziv voltat mutatja
be.

Diabéteszes betegeknél terapias célunk a szoros glikémids kontroll, a szénhidrat-
anyagcsere célértékeinek elérése. A szoros glikémias kontroll Ohatatlanul egyiitt jar a
hipoglikémidk szaméanak emelkedésével, melyek jol ismert negativ hatasuk miatt
prognosztikai szempontbdl kedvezdtlen hatdstak. Emiatt szamos koriilményt figyelembe véve
igen fontos az egyénre szabott terapids célok és glilkometabolikus célértékek meghatarozasa.
A vércukorszint-ingadozasok a diabétesz szovédményeinek kialakulasaban kozponti szerepet
jatszanak, igy ezek kimutatdsa igen nagy jelentdséggel bir. Azonban a betegek altal végzett
rendszeres vércukor Onellenérzés mellett jelentdsebb vércukorszint-ingadozasok is rejtve
maradhatnak. A megoldast a gliikoz-szenzorok kifejlesztése ¢és a folyamatos
cukormonitorozds bevezetése jelentette. Vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a Continuous
Glucose Monitoring System (CGMS) az ujjbegyi méréseknél Iényegesen pontosabban jelzi a
vércukorszint ingadozésait ¢és kifejezetten alkalmas az aszimptomas hipoglikémiak
kimutatdsara is. A monitorozassal kimutatott cukorszint-ingadozéasi tendencidk alapjan
végzett terapiamoddositas a szénhidrat anyagcsere javuldsat eredményezte. Eredményeink
megerdsitették, hogy a folyamatos cukormonitorozas nagy segitséget jelent a személyre
szabott terdpia, az individudlis glikémids kontroll kialakitdsdban ¢és egyben az
anyagcsereallapot javitasaban.

A reaktiv oxigén szdrmazékok (ROS) szamos fizioldgids és patologids folyamatban

betoltott kozponti szereplik miatt az utobbi idoben a kutatok érdeklddésének kozéppontjaba



keriiltek. A hidrogén-peroxid (H,O,) egy viszonylag stabil ROS, mennyisége az emberi
szervezetben néhany pmol/l- re tehetd. A CGMS késziilek gliikdz-szenzoranak miikodési
elvét ismerve felmeriilt benniink a kérdés, vajon a szenzor enziminaktivacidt kdvetden
alkalmas lehet-e a H,O,-szint mérésére. Vizsgalataink soran a gliikéz-oxidaz enzim fehérje-
precipitalo agenssel torténd inaktivaciojat kovetden létrehoztunk egy H,O,-szenzort, mely in
vitro koriilmények kozott alkalmasnak bizonyult a H,O,—szint szelektiv, szenzitiv ¢&s
megbizhatd mérésére. Az alsd6 méréshatar koriilbeliil Sumol/l. Antioxidans kapacitassal bird
bioldgiai mintdkban végzett méréseink sordn a létrehozott szenzor alkalmas volt a mintak
antioxidans mikodésének kimutatasara. A H,O,—szenzorral a sikeres in vitro mérési
eredmények ellenére in vivo koriilmények kozott sajnos egyeldre nem sikeriilt megbizhato
mérést kiviteleznlink. Az altalunk elsdként 1étrehozott H,O,—szenzor tovabbi vizsgéalatokat €s
a szenzor megfeleld atalakitasait kovetden reményeink szerint alkalmas lehet a H,O,—szint
folyamatos in vivo detektaldsara.

A dohanyzas okozta endotéldiszfunkci6é patomechanizmusanak kutatdsa a Pécsi II. sz.
Belgyogyaszati Klinikdn hosszu multra tekinthet vissza. Régdta ismert, hogy a dohdnyzas a
nitrogén-monoxid (NO) termelésének és bioldgiai hozzaférhetéségének csokkentése révén
vezet az endotélfiiggd vazodilatacié karosodasdhoz, melynek pontos mechanizmusa ezidaig
ismeretlen volt. Az endotelidlis NO termelés tobbek kozott az endotelialis nitrogén-monoxid
szintaz enzim (eNOS) posttranszlacios modifikacidjatol is fligg, melyet szamos egyéb faktor
mellett az enzim tobbszordés foszforilacioja befolyasol. Egér endotélsejteken végzett
kisérleteinkkel - dohanyfiist-pufferrel rovid ideig torténd inkubacidt kovetden - elsdként
sikeriilt igazolnunk, hogy az eNOS foszforilacidjanak gatlo iranyba torténd eltolodasa vezet
az eNOS aktivitasanak és kovetkezményesen az NO biologiai hozzaférhetdségének
csOkkenéséhez. A dohanyfiist-puffer ezen hatdsa az antioxiddns hatast redukalt glutationnal
(GSH) kivédhet6 volt. Eredményeinkkel igazoltuk, hogy a dohanyfiist az eNOS foszforilacios
szabalyozasanak komplex befolyasolasan keresztiil mar rovid tavon csokkenteni képes az NO
bioldgiai hozzaférhetdségét, ezaltal az endotél dependens vazodilatacidt, ami igen jelentds
tényez6 a kardiovaszkularis betegségek kialakuldsaban és progresszidjaban egyarant.

A kalcifilaxis ritka kérkép, leggyakrabban urémids és diabéteszes betegeknél fordul
eld. Az utobbi idében tobb kozlemény foglalkozott a normal vesefunkcié mellett kialakult
ugynevezett nem urémids kalcifilaxis (non uremic calciphylaxis, NUC) kérdésével.
Esetbemutatdsunkkal az irodalomban elsdként tettlink emlitést hasnyalmirigy-vese
transzplantacié utan, a diabétesz és az urémia klinikai remisszidjanak fazisdban kalcifilaxis

megjelenésérdl. Betegiink esetével szeretnénk felhivni a figyelmet arra, hogy diabéteszes



betegeknél a sikeres hasnyalmirigy-vese transzplantacid csak latszolagos remissziot hoz, az

érrendszer korabban elkezdddott karosodasa irreverzibilis és progressziv marad.



3. FOLYAMATOS INTERSTICIALIS CUKORMONITOROZASSAL (CGMS)
JAVITHATO A GLIKEMIA DIABETESZES BETEGEKBEN (V,VI)

3.1 Bevezetés

3.1.1. A glikémias kontroll

Glikémias kontrollon a szénhidrat-anyagcsere aktualis allapotat értjilk, melynek
megitéléséhez tobb paraméter egyidejii értékelése sziikséges. Uj keletii elnevezéssel
,»glikémias tridszrol” beszéliink és a glilkometabolikus-allapotot egyiittesen jellemz6 mutatok,
ugymint az ¢homi €s a posztprandialis vércukorszint és a legelterjedtebben hasznalt hosszu
tavl anyagcsere-paraméter a hemoglobin A;. (HbA ;) k6z0s elnevezéseként hasznaljak (1). A
posztprandialis vércukorszint az étkezés utan masfél oraval mért vércukorértéket jelenti.

A diabétesz kezelésének célja a megfeleld glikémids kontrollra valo torekvés és ennek
részeként a szénhidrat-anyagcsere paraméterek célértékeinek elérése. A glikémias
célértékektdl vald eltérés dnmagaban a makro-, és mikrovaszkuléris sz6védmények major
rizikofaktora, igy a célértékre torténd kezelés sordn a vaszkuldris kockazat csokkentését
tartjuk szem eldtt. Napjainkban a cukorbetegség hossza tavi prognodzisat ezen mikro-, €s
makroangiopatias szovodmények hatdrozzak meg. Ismert, hogy mig a diabétesz-specifikus
mikroangiopatids szovédmények nem aterogén eredetiick és elsdsorban a glikémias kontroll
fiiggvényei, addig a makrovaszkularis szovodmények kialakuldsdban a nem megfeleld
glikémias kontroll a patomehanizmusnak csak az egyik Osszetevéje. A makroangiopatias
szovodmények megjelenésében a hipertonia, vérzsir eltérések, a prokoagulans hatasok
folerésodése, a citokinek megvaltozott termelddése is hasonloan jelentds szerepet jatszik. A
szénhidrat-anyagcsere karosoddsa, a magas vérnyomds és a vérzsir eltérések ugyanazon
célszervre, az endotélre fejtik ki kedvezdtlen hatasukat, igy akdrmelyik tényezének az
alacsony kardiovaszkuldris kockazatot jelzd célértéktdl valo kisebb eltérése is jelentds
kockazatfokozodast jelent (1,2,3,4,5,6,7).

Korabbi ajanlasok a szénhidrat-anyagcsere tekintetében alacsony, makroangiopatis
valamint makro-, és mikroangiopatias kockazati értékeket kiilonboztettek meg (1). Mivel a 2-
es tipusu diabétesz és a mikro-, vagy makroangiopatiaval szovodott 1-es tipust diabétesz
Onmagdban is a nagy kardiovaszkuléris kockézat allapotokhoz tartozik, a legiijabb ajanlasok
mar csak a kardiovaszkularis kockazatot nem, vagy alig fokozo célértékek, az tigynevezett
kozel normoglikémias kezelés célértékeinek figyelembe vételét ajanljak. Igy glikémids

célértékek tekintetében nincs kiilonbség a kiilonbozé kardiovaszkularis kockazatu



betegcsoportok kozott (1. tablazat) (3). A tartésan kodzel normoglikémiara vald torekvés
mikrovaszkularis szovédményeket csokkentd hatdsat az 1-es tipusu cukorbetegeken végzett
Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) meggy6z0en megerdsitette (4). A
makrovaszkuléris szovédmények szempontjabdl a szoros glikémids kontroll szerepe sokaig
vitatott volt és szamos vizsgalat targyat képezte. A legmeggy6zébben azonban a UKPDS
vizsgalat 10 éves utdnkOvetésének adatai igazoltdk a szoros glikémids kontroll nagyér-
szovodményekre kifejtett relativ kockazatcsokkentd hatdsat. Igazoldst nyert, hogy a célértéket
meghaladé minden vércukortartomdny fokozza mind a kis-, mind a nagyér-szovédmények

kockazatat (5,6).

1.téblazat: 4 szénhidrat-anyagcsere kezelési célértékei felndttkori cukorbetegségben,
nem terhes dllapotban (Atvéve médositdssal: Utmutaté/Anyagesere-Endokrinoldgia.

Klinikai Iranyelvek Kézikonyve, 2010)

< 6,5 (1-es tipust diabétesz)

HbA . (%) < 17,0 (2-es tipusu diabétesz)
¢homi plazma gliik6z (mmol/l)

laboratoriumi mérés <6,0

onkontrollos mérés <5,5

Etkezés utani (1,5 h) plazma gliikéz (mmol/l)

laboratoriumi mérés <175

onkontrollos mérés <175

A szoros glikémias kontroll kardiovaszkularis kockazatot csokkentd hatdsa azokban a
vizsgalatokban nem igazolodott, melyekbe idésebb, hosszabb ideje fennalld diabéteszes, mar
érrendszeri szovodményekkel bird betegek keriiltek bevondsra. Ismert, hogy a szigoru
célértékekre torekvd kezelés negativ hatdsa részben a kdvetkezményes hipoglikémidkban
keresendd. A célértékek elérése ugyanis alig képzelhet6 el hipoglikémia eléfordulasa nélkiil.
Hipoglikémiarol akkor beszéliink, ha a vércukorszint 3 mmol/l ald csokken. Az éllapotot
altalaban jellegzetes klinikai tlinetek kisérik. A tiinetmentes hipoglikémiat biokémiai
hipoglikémidnak nevezziik, autoném diabéteszes neuropatias betegeknél gyakran eléfordul.
Enyhébb tlinetek esetén hipoglikémias epizddrdl beszéliink, ilyenkor a beteg az allapotot
szénhidrat-bevitellel korrigalni képes. A stlyos hipoglikémia kezelése kiilsO segitséget

igényel. A hipoglikémia neuropszichiatriai, mentélis eltéréseket, valamint EKG-eltéréseket
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(QT-szakasz megnyulasa, malignus kamrai ritmuszavarok) és akar hirtelen halalt is okozhat,
igy tovabbi jelentdés kardiovaszkuldris kockédzat-novekedést eredményez. A leginkabb
veszélyeztetettek a mar kardiovaszkularis szovodménnyel rendelkezé betegek. A glikémids
célértékek kevésbé szigori betartdsa megengedhetd, sét elényds hatdsu idOsebb, régota
fennallo diabéteszes betegeknél, tobbszords tarsbetegségek ¢€s eldrehaladott érrendszeri
szovodmények fennallasa esetén (5,6,7). Ugyanakkor bizonyos esetekben, egyénre szabottan
a javasoltnal szorosabb célértékek is meghatarozhatok. Igy mai tudasunk szerint célszeriibb
glikémids célértékek helyett glikémids céltartomanyokrdl beszélni. Gondozéasunk sordn igen

fontos az egyénre szabott glikémias célértékek meghatarozasa.

3.1.2. Vénas plazma gliikoz, hemoglobin A;. (HbA;.) és a fruktézamin (frukt) mérése

A vénas plazma gliikoz értéke a pillanatnyi anyagesere-allapotot tiikrozi. A diabétesz és
a diabéteszt megel6zo allapotok diagnosztikajanak alapjat képezi, ezen tilmenden iddszakos
mérése manifeszt cukorbetegeknél is fontos a szénhidrat-haztartds ellendrzésére. A glikémias
kontroll megitéléséhez az tgynevezett ,,glikémias tridsz”, azaz a vénas plazmabdl enzimatikus
laboratoriumi modszerrel meghatarozott éhomi és posztprandidlis vércukorérték, valamint a
HbA . meghatdrozasa sziikséges. Az Eurdpai Diabétesz Tarsasag (EASD) és az Europai
Kardiologiai Térsasag (ESC) a kardiovaszkularis betegségek, a diabétesz és a diabéteszt
megel6z0  allapotok  kezelésével kapcsolatban a ,glikémids tridsz”  egészének
figyelembevételét hangsulyozza (2,3).

Sokaig vitatott kérdés volt, hogy az éhomi vagy a posztprandidlis vércukorszint a
nagyobb jelentdségli. A diabétesz szovédményeinek kialakuldsa szempontjabol a
vércukorszint étkezéssel Osszefiiggd ingadozésai kdzponti jelentdségiiek (1,3,7). Viszont
emelkedett éhomi vércukorérték esetén a posztprandialis vércukorértékek normalizalasara
iranyulo6 probalkozas hidbavalo, az ¢homi vércukorszint normalizalasa pedig a posztprandialis
vércukorszint csokkenését is eredményezi. Monnier vizsgalata kimutatta, hogy mérsékelt
HbA,. emelkedés esetén a glikémia 30%-aért az ¢éhomi, 70%-aért a posztprandidlis
vércukorszint felelds, mig jelentésen emelkedett HbA . érték esetén éppen forditott aranyu a
részesedésiik a glikémids statusz alakitdsaban (2). Az ¢éhomi ¢és a posztprandialis
vércukorszint célértéke 1-es és 2-es tipusu cukorbetegségben azonos (3).

A HbA|. és a fruktézamin (frukt) a hosszabb tavi szénhidrat-anyagcserét jellemzo
paraméterek. Elsoként 1958-ban Huisman és munkatarsainak sikeriilt a HbA .-t az egyéb

hemoglobin-formaktol elkiiloniteni oszlopkromatografia segitségével (8). A HbA. a
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hemoglobin globin alkotérészének B-lancan taldlhatd N-terminalis aminosav irreverzibilis,
nem enzimatikus glikéacioja soran képzddik, szintje a periférids vér atlagos vércukorszintjének
megfelelden valtozik (9). Mivel a vorosvértesteken beliil taldlhatd - melyek életideje
maximum 120 nap - a megeléz6 8-12 hét szénhidrat-anyagcsere allapotat tikrozi.
Laboratoriumi mérésére a nagynyomasu folyadék kromatografias eljaras (high-pressure liquid
chromatography, HPLC) az elfogadott modszer (9,10). Az immunoldgiai mddszerrel torténd
meghatarozas sokkal specifikusabb, ezéltal altaldban alacsonyabb HbA,. szintet detektald
eljaras.

A HDbA,. meghatarozast szamos korallapot befolyasolja. A fokozott csontveldi
vorosvértest-képzéssel €s megrovidiilt €lettartammal jaré anémidk (hemolitikus, sarldsejtes
anémia) esetén egy alulbecsiilt, mig a csokkent vorosvértest-képzéssel és ezaltal hosszabb
¢lettartammal jard hianyallapot-anémidk esetén a valosnal magasabb HbA . értéket kapunk.
Policitémia vera esetén és splenectomia utan a valdsndl magasabb, mig vordsvértest
szuszpenzid adasat kdvetden és hemodializalt betegeknél alulbecsiilt HbA . érték mérhetd (9).
Végstadiumt veseelégtelenségben a hemoglobin és a karbamid nitrogén reakcidja soran
képz6dé carbamoyl-hemoglobin a mért HbA . értéket ndveli. Hipertrigliceridémia, lipémiés
szérumminta esetén a HbA |, mérés szintén nem megbizhato, a valdosnal magasabb értéket ad.
A kiilonb6z6é hemoglobinopatiak is jelentésen meghamisithatjak méréseinket (9).

Az antioxidans hatasti E-vitamin a nem enzimatikus glikacidé gatlasa révén a HbA,,
értékét csokkenti (11). Diabéteszes betegeknél a HbA . instabil eldalakjanak szamitod aldimin
a detektalt HbA . mennyiségének akar 30%-at is kiteheti, ezaltal jelentdsen tulbecsiilt értéket
adva (12).

A DCCT ¢és a UKPDS 1-es és 2-es tipusu cukorbetegségben egyarant megerdsitette a
HbA | -szint és a diabétesz hossza tavu szovédményei kozotti szoros Osszefliggést (4,6). A
HbA . kezelési célértéke 2-es tipust diabéteszben 7%, 1-es tipust diabéteszes betegeknél
6,5% (az Amerikai Diabétesz Térsasag legijabb ajanlasa szerint célértéke 1-es tipust
cukorbetegség esetén is 7%) (7). Tobb vizsgalat foglalkozott az ennél szigoribb célértekek
késébbi makro-, és mikrovaszkuléris szovédmények kialakulasara gyakorolt hatdséval. A
vizsgalatok nem hoztak egységes eredményt, és egyértelmiien a célértékek személyre szabott
alkalmazasat és szigort célértékek helyett inkabb kezelési céltartomanyok figyelembe
vételének jelentdségét erdsitették meg.

A frukt értéke a szérum teljes glikdlt fehérje-mennyiségét jelzi, melynek legnagyobb
részét a glikalt albumin teszi ki. Ertékét nem befolyasoljak a HbA .-mérést zavard tényezOk

¢s a HbA|.nél jobban jelzi a vércukorszint révidebb tava ingadozasait. A frukt szintjét
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ugyanakkor a szérum fehérjetartalma, valamint a hugysav €s a bilirubin befolyasolja (13). A
frukt mérés mellett lehetdség van a glikalt albumin mérésére is, melynek szintje a zavard
tényezoktdl még inkabb fliggetlen. A frukt és a glikalt albumin meghatdrozasa nem képezi a
rutinszerti glikémias kontroll részét, leginkabb a HbA |.-mérést zavaro korallapotok, terhesség
¢és gyors terapia-modositast igényld esetekben javasolt az alkalmazasa (2,13).

Az 1,5-anhydroglucitol a vese glomerulusokban torténd filtraciot kovetéen a
vesetubulusokban a gliikkdzzal egyiitt reabszorbealddik, a gliikdz-transzporterekhez vald
kotddése azonban a gliikéznal gyengébb. Emiatt hiperglikémia esetén reabszorbcidja és igy
kovetkezményes plazmaszintje csokken, melynek értéke a megelézé 10-14 nap glikémias

allapotat jelzi (14).

3.1.3. Vércukor onellenorzés

A laboratoriumi modszerekkel torténd vércukor-ellendrzés és HbA . meghatarozas
mellett kiemelt jelentdségli a betegek altal végzett rendszeres ujjbegyi vércukormérés.
Bevezetése mérfoldkének szamit a diabetologia torténetében, mivel a diabétesz hatékonyabb
kezelését teszi lehetové. A betegek ezzel a moddszerrel 6nmaguk ellendrizni tudjdk az
alkalmazott kezelés hatékonysagat és sziikség esetén kisebb korrekciokat tudnak végrehajtani.
Az ujjbegyi kapillaris vérbdl a glilkométerek egy része gliik6z-oxidaz enzimreakciot kovetden
reflekto-fotometrids modszerrel, masik része pedig elektrokémiai bioszenzorok segitségével
hatdrozza meg az aktualis vércukorértéket. Az alacsonyabb vércukorértékek mérésénél a
reflekto-fotometrias modszer megbizhatobb (2). Fontos kiemelni, hogy a kapillaris vérbdl
mért vércukorértékek altaldban 1 mmol/l-rel alacsonyabbak a vénas plazma gliikéz
értekeknél.

A vércukor-Onellendrzés célja a hipo-, és hiperglikémids anyagcsere-kisiklasok
megeldzése ¢és korrekcidja, a kezelés aktualis ¢lethelyzethez valo alakitasa, ezaltal az
optimalis anyagcsere-ellendrzés biztositdsa. A modszer a betegedukacid igen hatékony
eszkoze (L,3). A vércukor-Onellenérzés sziikségessége 1-es tipusit inzulinnal kezelt
cukorbetegek esetén vitathatatlan (1), azonban nem inzulinnal kezelt 2-es tipusu
cukorbetegeknél, rendezetlen szénhidrat-anyagcsere esetén is igazoltan hozzajarul a jobb
glikémias kontroll eléréséhez és ezaltal a késdbbi szovodmények megeldzéséhez (15).

Az ujjbegyi vércukormérések modjat és gyakorisagat — alkalmi mérések, étkezéshez
viszonyitott vércukorparok, teljes napi vércukorprofil — az aktualis anyagcserehelyzet, az

antidiabetikus kezelés, a hipoglikémia-kockazat, valamint terapias céljainknak megfeleléen

13



személyre szabottan kell meghatarozni (3,15).

A Dbetegek 4ltal a legjobb esetben naponta 4-8 alkalommal végzett ujjbegyi
vércukormérések csak korlatozott informaciot nydjtanak a tényleges napi vércukorprofilrol,
ezaltal jelentOsebb ingadozasok is rejtve maradhatnak (16). A vércukorszint-ingadozasok —
leginkdbb a poszprandialis vércukorszint-kiugrasok - a diabétesz szovodményeinek
kialakuldsdban kozponti szerepet jatszanak, igy ezen ingadozasok kimutatdsa igen nagy

jelentdséggel bir.

3.1.4. A folyamatos cukormonitorozas lehetdségei

Kiilonoésen az intenziv-konzervativ inzulinkezelésben részesiild cukorbetegeknél
elengedhetetleniil fontos a glikémias allapot minél szorosabb ellenérzése. Mivel mind a
laboratoriumi glikémias paraméterek, mind a betegek altal végzett otthoni vércukor-
onellendrzés alapjan a vércukorszint jelentds ingadozéasai is rejtve maradhatnak, koran
felmertilt a folyamatos vércukor-monitorozas igénye. Mindez igen széles korli kutatasokat
inditott el és szamos kevéssé sikeres probalkozds utan a nagy attorést a glilkdz-szenzorok
kifejlesztése jelentette. Ezek segitségével akar tobb napon keresztill gyakorlatilag
folyamatosan, a nap 24 oOr4jaban monitorozhaté a betegek szénhidrat-anyagcseréje. A
késziilékek intersticialis gliikkozszintet mérnek, igy indirekt vércukorszint-meghatarozast
biztositanak, a két érték azonban igazoltan igen jol korreldl egymassal (17,18).

A bioszenzor-technologia folyamatos fejlédésének eredményeként eldszor az 1980-as
években tettek emlitést in vivo implantalhaté gliik6z-szenzorokrol. 1996-ban elséként a
MiniMed Medtronic cég (Northridge, CA) kezdett gliikdz-szenzoraval klinikai vizsgalatokat
végezni, és késziilékiik 1999-ben CGMS néven keriilt forgalomba (19).

2001-ben egy reverz iontoforézis elvén mikodo késziilék, a Cygnus Inc. (Redwood
City, CA) altal kifejlesztett GlucoWatch Biographer jelent meg a piacon. A karora formatumu
késziilék igen kis 4ramerdsség segitségével az intersticidlis folyadék boron keresztiili
extrakciojat végezte, majd egy gliikkoz-szenzor segitségével hatarozta meg a folyadékmintak
glilkoztartalmat. A mérési eredmények a késziilékrél folyamatosan leolvashatok voltak. A
modszert zavard tényezok (pl. verejtékezés) miatti pontatlansaga és a borirritacidé gyakorisaga
miatt kivontdk a forgalombdl (19).

A késdbbiekben mikrodializis technikdval miikodd folyamatos gliikoz-monitorokat is
kifejlesztettek. A Menarini Diagnostics (Florence, Italy) altal 1étrehozott GlucoDay és a

Roche Diagnostics (Mannheim, Germany) altal kifejlesztett SCGM (subcutaneous continuous
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glucose monitor) az intersticialis folyadékot egy bor ald implantalt mikrodializalé rendszer
segitségével juttatja el a testen kiviil talalhato gliikkoz-szenzorig. A késziilékek elénye, hogy
egyszeri kiilsé kalibraciot igényelnek ¢és percenként real-time mérési eredményeket
szolgaltatnak. Hatranyuk viszont a nagy méretiik és a hosszu dializal6 katéter, amely miatt az
intersticialis folyadék lassan (koriilbeliil 30 perc alatt) éri el a gliikoz-szenzort. Alkalmazasuk

nem terjedt el (19).

3.1.4.1. A CGMS késziilék

A klinikai gyakorlatban leginkabb elterjedt folyamatos cukorszint-monitorozo
késziilékek a MiniMed Medtronic altal kifejlesztett CGMS ¢és ennek tovabbfejlesztett
valtozatai. Az els6 CGMS késziilék 1999-ben keriilt forgalomba. A késziilék eldnye a
Hatranya egyrészt, hogy az aktudlisan mért cukorszint a beteg altal nem lathato, azaz a
késziilék nem real-time iizemmodban miikddik, masrészt rendszeres kalibraciot igényel
ujjbegyi vércukormérések alapjan.

A CGMS késziilék 4 f6 alkotorészbdl all: a hasbor ala beiiltethetd gliikoz-szenzor, a
cukormonitor-késziilék, a vezeték €s a szamitdgéphez csatlakoztathato adatletoltd egység (1.
abra). A késziilék a gliikoz-szenzor segitségével tobb napon keresztiil képes gyakorlatilag
folyamatosan mérni az intersticialis folyadék gliikdzszintjét. A szenzor gliik6z-oxiddz enzimet
tartalmaz és mikroelektrodként mikodik. A glikéz-oxidaz enzim gliikozbol és oxigénbdl
hidrogén-peroxidot (H,O,) képez, mely az elektréd feliiletét borito, H,O,-re szelektiv
méretkizarasos rétegen keresztiil az elektrdd feliiletéhez diffundéal. Az elektrod feliiletén
végbemend elektrokatalitikus bomlas sordn képzddo elektronok detektalhatd aramjelet adnak,
melynek nagysaga az intersticialis folyadék gliikozszintjével aranyos (2. dbra). Az dramjelet a
méréseket, melyeket 5 percenként atlagol, ezért a mérés csak gyakorlatilag tekinthetd
folyamatosnak. Mérési tartomanya 2 és 22 mmol/l kozotti (21).

A szenzorok enzimtartalmuk miatt adott lejarati idével rendelkeznek, amelyen til nem
hasznalhatok fel. Elettartamukat is az enzim elhasznalodasanak iiteme szabja meg. Irodalmi
adatok szerint atlagosan 3 nap a megbizhat6é mérési idotartamuk (21).

A mérési eredmények a monitorozast kovetden szamitdogépes program segitségével

crer

gliikoz-koncentraciova mmol/l mértékegységben. Két software (MiniMed CGMS Graphs
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V1.7A és a MiniMed Solutions CGMS 3.0) all rendelkezésre az adatok letoltésére és
kiértékelésére.

A késziilék megfeleld mikddéséhez iddszakos (minimalisan napi négyszeri) kiilsé
kalibraciot igényel. A betegek a monitorozas iddtartama alatt legalabb napi négy alkalommal
ujjbegyi vércukormérést végeznek, és az igy kapott kiilsé kalibracios vércukorértékeket
maguk viszik be a késziilékbe mg/dl mértékegységben. A vércukorértékek mellett
ugynevezett ,.,eseménykdodokat” is rogziteniiik kell a késziilékbe étkezéskor, inzulinadéskor,
fizikai aktivitds esetén, illetve ha hipoglikémiat észlelnek. Az eseménykodok a grafikus
regisztratumokon kis szimbolumok formajaban jelennek meg, ezaltal mutatjdk a fenti

tényezok vércukorhaztartast befolyasold hatasat.

A CGMS készulek
felépitése

Glukoéz
szenzor

<+—— Cukormonitor

Vezeték

1. abra: A CGMS késziilék felépitése
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gliikkoz-oxidaz
glikéz + O, —— > H,0, + glikkonsav

H,0, —> 2H +0,+2¢ — szignal (amperometrias aramjel)

2. abra: A CGMS késziilék miitkodésének elve

3.2. Célkitiizések

Vizsgalatunk célja a CGMS késziilékkel végzett cukorszint-monitorozas eldnyeinek
meghatarozasa volt a hagyomanyos ujjbegyi vércukorméréshez képest. Vizsgaltuk, hogy az
ujjbegyi vércukorméréshez képest a CGMS mennyivel alkalmasabb a vércukor-ingadozasok
kimutatdsara, kiilonos tekintettel a beteg altal nem észlelt hipoglikémidkra. Vizsgaltuk a
CGMS késziilék altal mért intersticialis gliikozszintek atlaga és az ujjbegyi vércukorértékek
atlaga, valamint a hosszabb tavli szénhidrat-anyagcserére utald laborparaméterek (HbA,
frukt) kozotti Osszefiiggéseket. A mérési eredmények alapjan elemeztik a hipo-, ¢és
hiperglikémidk gyakorisagat és tartamat is.

Feltettiik a kérdést, hogy a CGMS segit-e cukorbetegeknél a jobb anyagcsere-allapot
elérésében. Vizsgaltuk a kezelés els6 CGMS monitorozas alapjan végzett modositdsanak a
betegek szénhidrat-haztartasdra gyakorolt hatasat. Vizsgéaltuk a menstruacié és egyéb
tényezOk — pszichés hatdsok, stresszhelyzet, ldzas allapot - szénhidrat-haztartasra kifejtett
hatésat is.

Mindezek  mellett  tapasztalatokat — gyijtottink a  késziilék  gyakorlati
alkalmazhatdsagarol, a szenzor élettartamardl €s a betegek, valamint az egészséges kontrollok
altali toleralhatosagarol. Végiil értékeltiik a feldolgozashoz alkalmazott szoftverek €s az ezek

segitségével nyert adatok gyakorlati alkalmazhatdsagat.
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3.3. Betegek és modszerek

A PTE KK II. szamt Belgyogyaszati Klinikan 2003. februarjatol a Lilly Hungaria Kft.
altal tamogatott orszagos klinikai vizsgalat keretében inzulinkezelt cukorbetegeknél
végeztliink protokoll szerinti, 96 o6ras CGMS monitorozast. Méréseinkhez a MiniMed
Medtronic altal kifejlesztett CGMS késziiléket hasznaltuk. A vizsgéalat keretében 29
cukorbetegnél végeztiink dnkontrollos monitorozast (58 mérés). Olyan, intenziv-konzervativ
inzulinkezelésben részesiild cukorbetegeket vizsgaltunk, akik megfelelden edukalhatoak
voltak, azonban emellett nem megfeleld glikémias statusszal rendelkeztek. Két beteglinknél
inzulinpumpa mellett végeztiik a monitorozast. A betegek nagyobb része 1-es tipust (n=25),
kisebb hanyada 2-es tipust (n=4) cukorbeteg volt. Klinikai jellemz6ik (atlag + SEM): életkor:
38 £ 3,2 év; testtomeg: 71,4 + 2,2 ttkg; testmagassag: 170 + 2 cm; testtomeg-index (BMI):
24,5 + 0,6 kg/m?; szisztolés vérnyomas: 123 + 2 Hgmm; diasztolés vérnyomds: 74 + 2Hgmm;
HbA.: 8,44 £ 0,34 %; frukt: 388 + 15 pmol/l; 6ssz-inzulindozis: 49 + 3 E/nap; testtomegre
vonatkoztatott inzulindézis: 0,70 = 0,04 E/ttkg/nap. A kontroll CGMS monitorozasra az elsé
mérést kovetden atlagosan 7,6 honappal keriilt sor.

A vizsgalatban résztvevd betegek a monitorozds megkezdése el6tti napokban a
résziikre kiadott vizsgalati fiizetekbe feljegyezték az otthoni ujjbegyi vércukormérések
eredményeit. A legfrissebb HbA,. és frukt értékeket is rogzitettiik, illetve amennyiben
sziikséges volt, Gjabb laborvizsgalatot végeztiink ezek iranyaban.

A gliikoz- szenzor behelyezése egy specidlis belovd késziilék segitségével tortént. A
behelyezés el6tt egy gyari ellenallas segitségével ellendriztiik az elektromos szignal erdsségét.
Ennek adott érték feletti szintje a késziilék alkatrészeinek megfelelé mitkodését bizonyitja. A
betegek a felhelyezés elott igen részletes edukdcioban részesiiltek.

Ezutan kertilt sor a CGMS késziilék els6 felhelyezésére, a gliikdz-szenzor hasbor ala
ellendrizni, hogy az adott teriileten ne legyen inzulincsomo, heg vagy barmilyen egyéb, a
mérést zavarod elvaltozas. A betegek beszamoloja alapjan a beszuraskor érzett fajdalom
nagyon csekély, egy tliszurashoz (pl. inzulinbeadashoz) hasonlo. A behelyezést kdvetden
kertilt sor a késziilék szenzorhoz valo csatlakoztatasara és az elektromos szigndl nagysaganak
elektromos szignal értéke kezdetben erdsen ingadozo, emiatt a mérés megkezdése eldtt egy
hosszabb, 1 oOréas kalibracios id6 sziikséges. Ez id6 alatt a késziilék miikodése még nem

megbizhatd és nem végez méréseket. Feltehetden ez az idd sziikséges ahhoz, hogy az
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intersticialis folyadék a szenzor feliileti rétegein atdiffundaljon, azokat kellen ,,atnedvesitse”
igy létrehozva egy egyenstlyi allapotot. A betegek 1 ora elteltével viszik be a késziilékbe az
elso kalibracids ujjbegyi vécukorértéket, ezzel elinditva a mérést.

Betegeink a késziiléket minden esetben otthonukban, a megszokott napi aktivitasuk
mellett 4 napig viselték. Ezen 1d6 alatt naplot vezettek, melyben dokumentaltak a napi
négyszeri ujjbegyi vércukormérések eredményeit, Osszes ¢étkezésiik idOpontjat ¢€s
szénhidrattartalmat, az inzulinadasok idejét és az inzulinddzisokat, a beteg altal észlelt
hipoglikémiadk pontos idOpontjat, a kisérd tiineteket, és a hipoglikémia megsziintetésére tett
kisérletet, a szénhidrabevitel mennyiségét. Betegeinket megkértiikk, hogy naplojukba
jegyezzék fel a vércukorszintet befolyasold egyéb tényezdk fennallasat (menstruacio, 1az,
stresszhatds, megbetegedések) valamint azt is, hogy mikor, mennyi ideig és milyen jellegii
testmozgast végeztek.

A monitorozas végeztével az eredmények két kiillonbozé szamitégépes program
segitségével keriiltek letoltésre. Az adatok kiértékelése utan elvégeztiik betegeinknél a
szlikséges terapias illetve diétas valtoztatasokat.

Az els6 mérést kovetden atlagosan 7,6 honappal kontroll mérést végeztiink. A
vizsgalat menete mindenben megegyezett az elsé méréssel. Emellett ismételt
laborvizsgalatokra is sor kertilt (HbA ., frukt).

Végil a két mérés eredményeit Osszehasonlitva vizsgaltuk az elvégzett
terapiamodositas szénhidrat-anyagceserét befolyasolo hatasat.

A mérési eredményeink kiértékelése az SPSS 13.0 program segitségével tortént.
Munkank soran parositott, kétmintas t-probat hasznaltunk, az értékeket atlag = SEM alakban

adtuk meg.
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3.4. Eredmények

A 3. abran egyik l-es tipusu diabéteszes beteglink 12 6rds CGMS regisztratuma
lathatd. Megfigyelhetd, hogy mig a beteg altal ujjbegybdl mért ugynevezett négypontos
vércukorértékek 7 és 11 mmol/l kézottiek, addig a CGMS-szenzor altal mért cukorértékek

joval szélesebb tartomanyban, 2,5 és 16 mmol/l kozott ingadoztak.
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3. abra: I-es tipusu cukorbeteg 12 ora idétartamu CGMS regiszratuma

(Folyamatos fekete vonal: CGMS dltal mért intersticialis cukorértékek, M- a beteg daltal mért
ujjbegyi vércukorértékek, 4. inzulinadas, A : étkezés, +: testmozgas, *: hipoglikémia érzet,

vékony fekete nyil: az ujjbegybol mért vércukorértékek ingadozasanak az amplitudoja, vastag

fekete nyil: a CGMS dltal mért cukorértékek ingadozdsanak az amplitiddja)
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Az els6 méréskor az Osszes betegre vonatkoztatva a CGMS 4altal a teljes mérési
periddusban mért cukorértékek atlaga (Szenzor) 8,3 + 1,8 mmol/l, a betegek altal ujjbegybdl
mért vércukorértékek atlaga (Ujjbegy) pedig 8,7 + 2,1 mmol/l volt és a kettd jol korrelalt
egymassal (r = 0,682; p<0,001). Az elsé mérés elott a betegek atlagos HbA . szintje 8,44 +
1,79 %, frukt szintje 388 + 79 umol/l volt. A kétféle modszerrel mért cukorértékek és a
hosszabb tava szénhidrat-anyagcsere paraméterek kozotti osszefiiggéseket az 2. tabldazatban

tiintettiik fel. Minden esetben pozitiv korrelacidt talaltunk (p<0,05).

2. tablazat: Osszefiiggés a szénhidrat-anyagcsere paraméterei kozott az elsé mérés

alkalmaval.
HbA . Frukt
Szenzor 0,304 0,293
Ujjbegy 0,277 0,316

A tablazat korrelacios koefficiens (r) értékeket mutat, n=29. Szenzor: CGMS-sel mért
intersticialis cukorértékek atlaga; Ujjbegy: gliikométerrel mért ujjbegyi vércukorértékek

atlaga.

Vizsgélataink sordn- a CGMS késziilék adatfeldolgozd programjaval megegyezden -
hiperglikémianak a 10 mmol/I feletti, hipoglikémidnak pedig a 3,9 mmol/l alatti glikdzértéket
tekintettilk. A hiperglikémiak atlagos szama 8 eset/966ra/beteg, a hipoglikémidk atlagos
szdma 7 eset/960ra/beteg volt, melybdl 3 eset/966ra/beteg tiinetmentes hipoglikémia volt. Az
Osszes mérés eredménye alapjan az els6 méréskor az atlagos hiperglikémias iddindex (a teljes
mérési id6tartambol hiperglikémidban t6ltott id6) 27,85%, az atlagos hipoglikémias idéindex
(a teljes mérési idétartambol hipoglikémidban t61tott 1d6) pedig 12,11% volt.

A 4/a ¢és a 4/b dbran a kezelés célzott modositasanak hatdsdra bekdvetkezd
valtozasokat egyik 1-es tipusu cukorbetegiink reprezentativ példdjan szemléltetjiik. Az els6
mérés idején a HbA .: 5,72 %, a frukt: 285 pumol/l, a testtomegindex (BMI): 19,6 kg/m®, a
beteg inzulin-sziikséglete 22 E/nap azaz 0,47 E/ttkg/nap volt (4/a dbra). A 3,5 honap mulva
elvégzett kontroll mérés alkalmaval a cukorszint-ingadozasok kifejezett csokkenését és a
szénhidrat-anyagcsere paramétereinek mérsékelt javulasat tapasztaltuk: HbA.: 5,36%, frukt:

240 pmol/l. Ekdzben a BMI: 20,6 kg/m*-re emelkedett , a beteg inzulin-sziikséglete pedig 19
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E/nap volt, azaz 0,39 E/ttkg/nap-ra csokkent (4/b abra).

4/a dbra
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4. abra: A kezelés CGMS monitorozas alapjan végzett célzott modositasanak hatdsa

8:00 12:00 16:00 20:00 0:00

Id6 (a nap orai)

(40 éves nébetegiink CGMS regisztrdatuma a kezelés modositdasa elétt [41a] és 3,5 honappal a

kezelés modositdsa utan [4/b]. Az dbrakon 5 napig, napi 24 oran keresztiil meért eredmények

lathatok. Az egyes gorbék kiilonbozo napokat jelentenek)
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Huszonot betegnél a kezelés CGMS alapjan végzett célzott modositasa utan a HbA .
9,5%-0s (p=0,001), a frukt 6,7 %-os (p=0,017), a CGMS altal mért cukorértékek 1,96%-o0s
(p=0,324) és az ujjbegyi vércukorértékek 2,5%-os (p=0,573) atlagos csokkenését észleltiik a
kiindulési érté¢khez képest (5. abra).

n=25 HbA . frukt ujjbegy szZenzor

o

RO

valtozas (%)
3 & & A

LN
N
|

N
>

5. abra: 4 szénhidrat-anyagcsere javuldsa a kontroll mérés alkalmdaval.
(n=25, Ujjbegy: ujjbegyi vércukorértékek atlaganak relativ valtozasa, szenzor: CGMS altal
mért cukorértékek atlaganak relativ valtozasa, *: p<0,05, N.S.: nem szignifikans, az adatok a

relativ valtozas dtlagat + SEM értéket jelentenek a kiindulasi érték szazalékaban kifejezve)
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A betegeknél az els6 monitorozds eredményeit figyelembe véve a kezelést egyénre
szabott modon modositottuk. Igy sor keriilt az inzulin dézisanak, illetve az inzulin injekcidk
beadasi iddpontjanak megvaltoztatasara, az inzulinadagok atcsoportositdsara, ismételt diétas
tanacsadasra és sziikség esetén diétas valtoztatasra. Négy beteg esetében glargine inzulin
keriilt bevezetésre, Ot beteg esetén ultragyors hatasti inzulinanalog kezelésre valtottunk.
Mindez a betegek inzulindoézisdnak 7,3%-os (p=0,742), szénhidratbeviteliik 6,6%-0s
(p=0,191) atlagos csokkenésével jart. Ekozben a betegek testtomege (+0,8%; p=0,296) és
BMI-je (+1,2%; p= 0,244) sem valtozott szignifikdnsan.

Négy, nem kooperdld betegiinknél az anyagcsere-allapot romlédsat észleltiik.
Valamennyi betegiink képes volt megfeleléen elsajatitani a késziilékkel kapcsolatos
gyakorlati teenddket.

A 6. abran egy 27 éves, 1-es tipusi diabéteszes ndbeteglink CGMS regisztratuma
lathatd. A betegnek a vizsgalat 3. napjan kezd6dott a menstruacidja. Az abran lathato a

menstruacié szénhidrat-anyagcserére gyakorolt kifejezett hatasa.
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6. abra: A menstrudcié hatdasa kovetheté CGMS monitorozdssal

(27 éves nobeteg, 16 éve ismert 1-es tipusu cukorbetegsége. HbA,.: 7,5%, frukt: 296 umol/l,

BMI: 26,9 kg/m’. Az ébrdn 4 nap mérési eredményei lathatok. fekete vonal - menstrudcié

eldtti napok, piros vonal - menstrudcio alatti napok)
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3.5 Megbeszélés

A Minimed Medtronic altal gyartott CGMS késziilék 1999-ben keriilt forgalomba és
azOta szdmos vizsgalat igazolta a hagyomanyos vércukormérd eljarasokhoz viszonyitott
eldnyeit. A CGMS vizsgalat legfobb indikéacidjat a rendezetlen szénhidrat-anyagcsere jelenti.
Fontos indikacios teriilet a gyakori hipoglikémidk és kiilondsen a tlinetmentes hipoglikémiak
gyanuja (21,22,23,24,25). A CGMS monitorozds emellett igen hasznos lehet korai
terhességben, illetve inzulinpumpas betegeknél a glikémids statusz szoros kontrolldlasara
(21). A gyermek diabetologidban is igazoltan szamtalan eldnnyel bir. Segitségével az 1-es
tipusu diabéteszes gyermekeknél is sokkal konnyebben kialakithaté az egyénre szabott
inzulinterapia, javithatd az anyagcserestatusz (22,23,24). Betegedukacids, motivaciot noveld
hat4sa nem elhanyagolhat6 egyetlen korosztalynal sem. A CGMS monitorozast elsésorban 1-
es tipusu cukorbetegeknél végezzik.

A posztprandidlis hiperglikémia, az étkezést kdvetd gyors vércukorszint-emelkedés
etioldgiai szerepe mind a mikro-, mind a makrovaszkularis szovédmények tekintetében jol
ismert. 2-es tipusu, nem inzulinkezelt cukorbetegeknél CGMS-sel végzett klinikai vizsgalatok
igazoltak, hogy a glikémids paraméterek alapjan elfogadhat6 anyagcsere-allapot esetén is igen
jelentds az egy napra vonatkoztatott hiperglikémias idétartam, a jelentdsebb posztprandialis
vércukorszint-emelkedések (25). Mindezek alapjan kimondhatd, hogy 2-es tipust, oralis
antidiabetikummal kezelt, latszolag kielégitd szénhidrat-anyagcseréjii cukorbetegeknél a
posztprandialis hiperglikémidk ¢és a glikémids instabilitds kimutatisara a HbAlc-mérés
onmagaban alkalmatlan és a CGMS monitorozas naluk is igen nagy gyakorlati jelentoséggel
bir. A mérési eredmények alapjan 2-es tipust cukorbetegeknél is olyan terapids modositasok
végezhetdk, melyek a glikémids instabilitas csokkentése altal hozzédjarulnak a késdi sziv-
érrendszeri szovodmények megeldzéséhez (25).

A folyamatos cukormonitorozas indikacioit a 3. tabldazatban foglaltuk 6ssze:
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3. téblazat: 4 folyamatos cukormonitorozas indikacioi

BETEGEK

INDIKACIOK

1-es tipusu diabétesz

1. rossz glikémids kontroll, a HbA; emelkedése

2. rekurrdld hipoglikémidk, sulyos hipoglikémiakra vald
hajlam

3. tilinetmentes hipoglikémia gyantija

4. 1) terapids stratégia bevezetése eldtt és utdn (analog
inzulin, inzulinpumpa)

5. terhességben (jelentds vércukorszint ingadozéasok)

6. gyermekkorban (Somogyi effektus kivédése)

7. betegedukécio, motivacio novelése minden életkorban

(nem 6nall6 indikécid)

2-es tipusu diabétesz

1. inzulin terépia bevezetése

2. rossz anyagcserestatusz

3. megfeleld anyagcserestatusz esetén?

Egyéb

ismeretlen eredetti hipoglikémia, inzulinoma gyantja
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A gliikéz a kapillaris endotélbdl a koncentracio-gradiensnek megfeleléen egyszeri
diffuzidval keriil az intersticidlis térbe (26,27). Az intersticialis folyadék gliikoztartalma a
plazmabol torténd difftizid és a bor alatti kotdszoveti sejtek gliikoz felvételének fiiggvénye
(27). Fontos kiemelni, hogy a CGMS késziilék nem vércukrot, hanem az intersticialis
(r=0,8) mutat a vércukorértékekkel (17,18,27,28) és idében koriilbeliil 4-10 perccel koveti a
vércukorszint valtozasait (26,27,28). Ez az id6beni eltolodas (,,lag time”) lasst vércukorszint-
valtozasoknal a két folyadéktér kozotti diffuzids id6 fliggvénye, mig gyors vércukorszint-
valtozas esetén inkdbb a koncentracio-valtozds nagysdga hatarozza meg a ,lag time”
idétartamat (27). Mas kozlemények szerint a ,lag time” jelentds részben a szenzorok
mikddésére jellemzd sajatossag €s nem csak a vércukorszint és az intersticialis cukorszint
kozotti kiegyenlitddéshez sziikséges iddtartam. A CGMS késziilék szamitogépes programja az
intersticialis gliik6zszint mérésénél a késedelmi id6t automatikusan figyelembe veszi.

Ezzel szemben a vércukorszint csokkenését altalaban megelézi az intersticialis
cukorszint csokkenése, mely a vércukorszint normalizalasat kovetden is egy ideig annal
alacsonyabb marad. Ennek magyardzata az intersticialis folyadékbol parhuzamosan a sejtekbe
iranyuld cukorbevitel (27). A kozponti idegrendszerben észlelhetd, a plazmanal kisebb
vércukorszint-ingadozasok jobban korrelalnak az intersticialis cukorszintekkel (27).

Vizsgalatainkban mi is hasonloan jo korrelaciot talaltunk a kétféle mérés eredményei
kozott. Emellett a CGMS altal mért eredmények és a hosszabb tava szénhidrat-anyagcsere
paraméterek (HbA ., frukt) kdzott is pozitiv korrelacio allt fenn (2. tabldazat). A kezdeti magas
atlagos HbA,. szint magyarazata az, hogy vizsgéalatunk soran azokat a betegeket
monitoroztuk, akiknél rossz anyagcsereallapot miatt a kezelés modositasat terveztiik.

A HbA |, és a frukt — mint a szénhidrat-anyagcsere hosszutavu markerei — az atlagos
vércukorértékeknek megfeleléen valtoznak, azonban egyaltalan nem jelzik a cukorszint-
ingadozasokat. Igy eléfordulhat, hogy a beteg latszolag, a laboreredmények alapjan kielégitd
glikémias allapotban van, valdjaban azonban vércukorértékei nagyon is ingadozoak, ami —
mind a hiperglikémias, mind a hipoglikémids epizodusok miatt — hosszu tavon sulyos
szovodmények kialakuldsdhoz vezethet. Az ingadozasokat ezen glikacids paramétereknél
jobban jelzi a megfeleld otthoni ujjbegyi vércukor-onellendrzés, azonban a hipo- ¢és
hiperglikémiak egy része igy is rejtve maradhat. A CGMS késziilék egyik nagy eldnye, hogy
gyakorlatilag folyamatos, egész napi vércukorprofilt abrazol. Segitségével tajékozodhatunk a
rendszeres ujjbegyi vércukormérésekkel is rejtve maradd vércukorszint-ingadozasokrol,

valamint segithet az éjszakai vércukorszint-ingadozasok, a Somogyi-effektus és a hajnali-
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jelenség elkiilonitésében is (29,30). Sajat vizsgalatainkban a CGMS 4ltali mérések az ujjbegyi
vércukorértékeknél joval nagyobb cukorszint-ingadozasokat igazoltak (3. dbra).

Nagy szdmban jelentek meg kozlemények a CGMS tiinetmentes hipoglikémidkat
igazolo eredményeirdl (29,30). Kimutattak, hogy még szigoruan ellenérzott cukorbetegeknél
is sokkal gyakoribbak a rejtett, aszimptomas hipoglikémiak, mint azt kordbban gondoltuk.
S6t, minél inkabb célértékek beallitasara toreksziink, annal nagyobb az esély a hipoglikémidk
kialakuldsara. A legveszélyesebbek pedig a betegek altal nem észlelt, tiinetmentesen lezajld
hipoglikémidk, melyek hatdsa hosszil tdvon mindenben megegyezik a beteg altal észlelt
hipogikémiakkal. Diabéteszes betegeknél a vegetativ neuropatia is befolydsolja a
hipoglikémia vegetativ tiineteinek érzékelését, sulyos vegetativ neuropatidas betegek
hipoglikémia-érzékelése jelentdsen karosodott. JOl ismert a hipoglikémidknak a diabétesz
kardiovaszkularis szovédményeinek kialakuldsdban, valamint a mentalis funkciok
hanyatlasdban betdltott szerepe. A legtobb diabéteszes betegnél szimptémas €s aszimptomas
hipoglikémiak egyarant el6fordulnak (29,30).

Vizsgélatunk sordn mi is azt tapasztaltuk, hogy az els¢ mérés alkalmaval a 4 nap alatt
igen jelentés volt a tiinetmentes hipoglikémiadk atlagos szama (8 hipoglikémiabol 3
aszimptomas volt). A legtobb betegnél szimptdmas és aszimptdmas hipoglikémidk egyarant
eléfordultak.

A CGMS késziilek alkalmazasaval a hipoglikémias epizodok gyakorisdganak novelése
nélkiil jobb glikémids kontroll érhetd el diabéteszes betegeknél (24,31) A vizsgalat tovabbi
nagy eldnye a négypontos ujjbegyi vércukormérésekhez képest, hogy a tobb napos mérési
eredmények alapjan szamos esetben latvanyos tendencidk vehetdk észre a vércukorszint
ingadozdsdban. Ezen tendencidk alapjan a kezelés egyénre szabott mddositasai hajthatok
végre. Betegeinknél is sor keriilt az inzulin terdpia és a diéta moédositdsdra. Mindezen
valtoztatasok végeredményben a szénhidrat-anyagcsere javulasat eredményezték.

Atlagosan 7,6 honappal a kezelés elsé monitorozas alapjan végzett célzott modositasa
utan a legtobb esetben a vércukorértékek és a hossza tavi szénhidrat-anyagcserére utald
paraméterek javulasat észleltiik (4. dbra). Mindezt ugy értiik el, hogy a betegek inzulindozisat
¢és szénhidrat-bevitelét még kis mértékben csdkkenteni is tudtuk, és testtomegiik sem valtozott
szignifikansan.

A kontroll méréseket idedlis esetben 3 honappal az elsé mérést kdvetden célszerii
elvégezni. Vizsgélataink soran a kontroll mérésekre atlagosan 7,6 honappal az elsd mérést
kovetden keriilt sor. Ennek oka az volt, hogy a betegek jelentds része az ismételt monitorozast

csak akkor vallalta, mikor ismét cukoranyagcsere-problémai jelentkeztek.
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Vannak olyan esetek is, amikor a CGMS késziilék hasznalata sem tud segiteni.
Vizsgélatunkban 4 betegnél a masodik mérés alkalméval nem tapasztaltunk szénhidrat-
anyagcsere javulast. Ok valamennyien fiatal (20-30 év), 1-es tipusu cukorbetegek voltak, akik
a megfeleld edukacid ellenére mar gyermekkoruk 6ta kdztudottan igen rossz compliance-szel
rendelkeztek. Naluk a kontroll mérésekre ujabb anyagcsere-kisiklas kapcsan, igen rossz
anyagcsere-allapotban, a tervezettdl jelentdsen eltéré iddpontban keriilt sor. Megfeleld
egylittmiikddés hianyaban a CGMS monitorozassal sem vagyunk képesek csodat tenni.

Az adatok letoltésére és kiértékelésére szolgaldé mindkét program alkalmas a teljes
mérési idOtartam eredményeinek Osszesitett, valamint napokra lebontott numerikus ¢és
grafikus megjelenitésére, emellett 0sszegzd statisztikat is szolgéltatnak (21). Az 0j program
(MiniMed Solutions CGMS 3.0) az eredmények szélesebb korli értékelését adja
(hipoglikémids-, hiperglikémias indexek, hipoglikémidk és hiperglikémidk szdma, glucose
area above high limit - hyper AUC azaz ,hiperglikémias impakt”, glucose area under low
limit - hypo AUC azaz ,hipoglikémias impakt”), és alkalmas az étkezésekhez viszonyitott
cukorszint-ingadozasok kimutatasara is. A régi program (MiniMed CGMS Graphs V1.7A)
elénye, hogy az adatokat és a grafikonokat statisztikai értékelésre alkalmas Excel
formatumban szolgaltatja. Gyakorlatunk alapjan ezért a mérési eredmények értékeléséhez a
két program egyiittes hasznalatat javasoljuk.

Vizsgélataink sordn szdmtalan eldnyds tulajdonsdga mellett néhany hidnyossag is
felmertilt a CGMS késziilékkel kapcsolatban. A késziilék egyik legfobb hatranya, hogy nem
jelzi folyamatosan a mért cukorértékeket, azaz nem real-time lizemmodban muikdodik. A
betegek véleménye szerint ez a visszajelzés hasznos lenne €s talan a motivaciojukat is tudna
novelni.

Hatranynak tekinthetd a folyamatos kiilsé kalibracio sziikségessége. Ezaltal a CGMS
késziilék a vércukor Onellenérzést nem helyettesitheti, csak annak kiegészité modszereként
orés kezdeti kalibracids 1d6 sziikséges. A beszurast kdvetden a szenzor szoveti sériilést okoz
az intersticidlis térben, ezaltal gyulladasos reakciot indit el, a gyulladasos sejtek pedig
elhasznaljak a jelen 1évo gliikoz egy részét (27,28). Emellett id6 sziikséges az intersticidlis
koncentracid folyamatosan valtozik, mieldtt stabilizdlodna (27). Ez a folyamat a késdbbi
pontos méréshez nélkiilozhetetlen.

Az ujjbegyi vércukorértékekkel torténd folyamatos kiilsé kalibraciot a szenzorok

folyamatos érzékenység-csokkenése miatt sziikséges elvégezni. Ez az érzékenység-csokkenés
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biokompatibilitdsi problémak, a szenzor feliiletén végbemend nem specifikus fehérje
precipitacio és az elektrod vezetdképesség-csokkenésének kovetkezménye lehet (27). Emellett
a szenzor felszinét kotdszoveti sejtek borithatjdk be, valamint fehérjebontd enzimek és
szabadgyokok is karosithatjak (27).

A napi négynél tobb kalibracios vércukorérték bevitele nem javitja jelendsen a mérés
pontossdgat. A kalibracio szempontjabol lényegtelen, hogy étkezés eldtti vagy utani
vércukorértékeket visziink be a késziilékbe. Viszont a mérés pontossagat javitja az éjszakai
vércukorérték bevitele, tovabba az, ha a kalibracios értéket stabilabb vércukorszintnél és nem
gyors vércukorszint-ingadozas idején vissziik be a késziilékbe (32).

Nehézségként felmeriilhet, hogy a betegek altal mért ujjbegyi vércukorértékeket mg/dl
mértékegységben kell a késziilékbe bevinni. Ez azonban egy egyszerli atszdmoléassal (x18),
illetve mg/dl mértékegységii glitkométerekkel kikiiszobolhetd.

Az 1ij software altal nyujtott hyper-AUC ¢és hypo-AUC értékek a gyakorlatban a magas
¢s alacsony rizikdju betegek elkiilonitésére nem hasznalhatok. A program az AUC értékeket
ugyanis mmol/l*nap mértékegységben adja meg, ami nem jelzi az egyes betegek kozotti
kiilonbségeket. Praktikus lenne az AUC értéket mmol/I*h-ban kiszdmitani. Hasznos lenne
tovabba egy, a cukorszint-ingadozasokat jobban jelzé paraméter szoftveres meghatarozasa is,
hiszen az atlag £ SD megadéasa nem jelzi elég érzé¢kenyen a gliikozszint-ingadozasokat.

Eredményeinket oOsszefoglalva megallapithatd, hogy a CGMS a hagyomanyos
négypontos ujjbegyi vércukormérésnél Iényegesen pontosabban jelzi a vércukorszint
ingadozasait ¢és kifejezetten alkalmas a tiinetmentes hipoglikémidk kimutatasara is. A modszer
egyértelmiien nagy segitséget jelent a személyre szabott, individudlis inzulinkezelés
kialakitisdban és a betegek anyagcsere-allapotanak javitasaban. fgy a CGMS mérés alapjan
elvégzett terapia-modositds hozzajarulhat a késdi diabéteszes szovédmények gyakorisdganak
csokkentéséhez. A mddszer azonban nem a hagyomanyos otthoni ujjbegyi vércukormérések
helyettesitésére, hanem annak kiegészitésére hivatott. A késziiléket konnyl kezelhetOsége €s
kivalo tolerdlhatosaga alkalmassa teszi a minél szélesebb korben valo elterjedésre.

Napjainkra az CGMS késziilék szamos tovabbfejlesztett valtozata keriilt forgalomba,
melyek a kezdeti késziilék eldnyeinek megtartasa mellett tovabbi eldnyos tulajdonsagokkal
birnak. A MiniMed 2004-ben mutatta be Guardian elnevezésti késziilékét, mely a betegek
szdmara vesz¢lyt jelentdé magas és alacsony vércukorértékekre hangjelzéssel figyelmeztet.
Egy évvel késébb a Guardian RT (real time) késziilék mar real-time iizemmoddban 5
percenként a beteg altal is folyamatosan kovethetd mérési eredményeket szolgaltatott. 2006-

ban pedig a MiniMed Paradigm REAL-Time a CGMS késziilék és az inzulinpumpa egy
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késziilékbe torténd egyesitésével tovabbi tavlatokat nyitott inzulin pumpdval kezelt
betegeknél. Emellett megjelentek hosszabb é¢letidejii gliikkoz-szenzorral mikodo késziilékek
(SEVEN ¢és SEVEN PLUS, DexCom Inc, San Diego, CA), melyek eldnye, hogy a 7-10 napig
kivitelezhetd mérések mellett a mérési eredmények Osszetettebb grafikus megjelenitését
szolgaltatjak, a cukorszint-ingadozasok pontosabb nyomonkovetését és elemzését teszik
lehetdve.

A Medtronic altal kifejlesztett iPro CGM késziilék a folyamatos gliikdzmonitorok
csatlakoztathatd kisméretli adatatvive egységbdl all. A késziilékhez a korabbiakhoz hasonld
monitor nem tartozik, az adatatvivé egységet a szenzorrol 3 nap utdn levalasztva az adatokat
egy szamitdgéphez csatlakoztathatd egység olvassa le és konvertdlja vércukorértékekké. A
késziilék tehat nem real time lizemmodban mikddik és a miikodéséhez tovabbra is legalabb
napi négyszeri ujjbegyi kalibracios vércukorérték bevitelét igényli.

A késziilékek biologiai alkalmazhatosdganak kiértékelésével szamos Osszefoglald
kozlemény foglalkozott. A mérési eredmények, kiilondsen a klinikai szempontbodl kiemelt
jelentdségli cukorszint-ingadozdsok egységes statisztikai kiértékelésére elfogadott standard
moddszerek azonban még napjainkban sem allnak rendelkezésre.

A folyamatos cukormonitorozas egyre inkabb megvaltoztatja a diabéteszes betegek
¢letét. A hihetetleniil gyors technologiai fejlddés ellenére a késziilékek miikodéséhez tovabbra
is ujjbegyi kalibracids vércukorértékek rendszeres bevitele sziikséges, igy alkalmazasuk
napjainkban is csak kiegészité diagnosztikus lehetéségként jon szoba. Reményeink szerint a
kozeljovoben tovabbi fejlesztéseket kovetden onallo modszerként, egyre szélesebb korben

elterjedve hozza fognak jarulni a diabéteszes betegeknél a jobb glikémias kontroll eléréséhez.
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4. AZ OXIDATIV STRESSZ MONITOROZASANAK LEHETSEGES UJ
MODSZERE: A HIDROGEN-PEROXID (H,0,) AMPEROMETRIAS ELVEN VALO
MERESE INAKTIVALT GLUKOZ-SZENZOR SEGITSEGEVEL (I, VII)

4.1. Bevezetés

4.1.1 A reaktiv oxigén szarmazékok (ROS)

A reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) — miota fény deriilt rd, hogy a szervezet szdmos
fiziologias és patologids folyamatdban fontos szerepet jatszanak — a kutatok érdeklédésének
kozéppontjaban allnak.

A ROS gyijtéfogalom, melybe szabadgyok természetli oxigén szarmazékok - tigymint a
szuperoxid-anion (O,"), hidroxil-gyok ("OH), peroxil-gyokok (ROO"), alkoxil-gyok - valamint
nem szabadgyok természetii oxigén szarmazékok - példaul a hidrogén-peroxid (H,O;) —
tartoznak (33).

A szabadgyok olyan molekula, amelynek kiilsé molekulaorbitaljan pérositatlan spinii
elektron van jelen. A parositatlan elektron révén rendkiviil reakcioképesek, igy féléletidejiik
nagyon rovid. A nem gyok természetli reaktiv oxigén szarmazékok is igen reakcioképesek,
féléletidejiik a szabadgyokokénél alig hosszabb.

A ROS-ok {8 intracellularis forrdsai a mitokondriumok, melyek teljes oxigén
felhasznaldsanak Osszesen 1-2%-bol képzddik ROS. A mitokondriumokban legalabb tiz
potencialis forrasat mutattdk ki a ROS termelésnek. Koziiliik a legjelentdsebbek a 1égzési lanc —
a Krebs-ciklus — enzimkomplexei, melyek koziil az alfa-ketoglutarat-dehidrogenéz €s a piruvat-
dehidrogenaz a 0," és a H,0, szignifikans mitokondriélis forrasai (33).

A mitokondriumok azonban a ROS képzés mellett egyben az oxidativ stressz f6 céltablai
is, a mitokondridlis DNS karosodasok - ezidaig ismeretlen mechanizmussal - a sejtek
apoptozisaban is szerepet jatszanak (33).

A citoszol H,O, termelésében fizioldgias koriilmények kozott a peroxiszomék jatszanak

szerepet. Emellett az endoplazmatikus retikulum monooxigenézai (pl. a citokrom P450 enzim) is
részt vesznek a H,O, és a O, képzésében (33).

A mitokondriumokban az ATP {6 forrasat jelentd elektron-transzport lanc miikodése
soran kisszamu elektron id6 el6tt reakcioba 1€p az oxigénnel és ezaltal 0, keletkezik. A O,

aniont primer ROS-nak tekinthetjiik, amely legnagyobb mennyiségben a mitokondriumokban

crer
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kiilonféle enzim-, vagy fém-katalizélta reakciok soran ugynevezett szekunder ROS-ok
képzddnek (34).

A sejtek redox homeosztazisanak szigoru szabalyozasaban a vas igen fontos szerepet
jatszik. In vivo fiziologias koriilmények kozott az intracellularis vas vaskotd fehérjékben

szekvesztralodik, igy a hozzaférhets, szabad Fe’ jonok mennyisége elhanyagolhato (34).
Oxidativ stressz esetén azonban a sejtekben nagy mennyiségben képz6dé O," szabad vas-

ionokat (Fe*") mobilizal a vasraktarakbol:

Fe3+ + 02.- - Fe2+ + 02

amely ezutan a Fenton reakcioban “OH képzését katalizalja (34):

Fe?*+H,0, —— Fe& +°0OH+ OH

A °OH egy igen veszélyes, nagy reakciokészséggel rendelkezd és ezaltal igen rovid
feléletidejii ROS.
A fenti két reakcid ereddjeként a O,"” a Haber-Weiss reakcié soran H,O»-vel reakcioba lépve

ugyancsak “OH képzését segiti eld (34):

02.- + H202 - 02 + .OH + OH

A fenti lancreakciot 1933 koril irta le Haber és Weiss.

A szabad gyokok egymassal is reakcioba lépnek, példaul a "OH és H,O, reakcidja soran

0, jon 1étre.
*OH+H,0, — H,0+0,"+H"
A ROS-ok valamennyi intracellularis makromolekula szerkezetét ¢és fiziologias

miikodését karositjdk. A foszfolipidek peroxidacidja révén megvaltoztatjdk a sejtmembranok

szerkezetét ¢és permeabilitasat, emellett a proteinek tiol-csoportjainak oxidacigjat és DNS

crer
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kozponti szerepet jatszanak. A diabétesz mellitusz és a kardiovaszkularis korképek —
ateroszkler6zis, iszkémids szivbetegség, hipertonia, kardiomiopatidk, szivizom hipertrofia és a
kongesztiv szivelégtelenség - mellett szamos tumoros betegség, a Parkinson kor, az Alzheimer
kor €s a reumatoid artritisz patogenezisében is bizonyitottan kiemelt szerepet kap a fokozott ROS
termelés és ezaltal a redox homeosztazis egyenstulyanak felbomlasa (34).

Az oxidativ stressz elleni védelemért az antioxidansok feleldsek. Az enzimatikus
antioxidansokhoz tartozik a SOD, a katalaz és a glutation-peroxidaz enzim. A nem-enzimatikus
antioxidansok csoportjaba pedig az aszkorbinsav (C-vitamin), az alfa-tokoferol (E vitamin), a
redukalt glutation (GSH), valamint a karotinoidok, flavonoidok tartoznak. Fiziologias
koriilmények ko6zott a prooxidansok és antioxidansok egyensulya biztositja a sejtek talélését.

A ROS természetli molekulak sejtkarositd hatasuk mellett bizonyitottan a sejtek jelatviteli,
szignal transzdukcids folyamataiban is igen fontos szerepet jatszanak. A sejtmembranhoz kotott
NADPH-oxidaz altal termelt reaktiv oxigén szarmazékoknak a jelatviteli folyamatokban igen
fontos szerepiik van. A legtobb sejttipus citokinek, novekedési faktorok €és hormonok altali

Az apoptozis extrinszik jelatviteli Utjaban is feltételezik a NADPH-oxidaz 4ltal termelt
ROS természetii anyagok jelatvivd szerepét. Ezen ROS medialta apoptotikus szignal kutatdsok
targyat képezi. Ugyanakkor a ROS-ok a hagyomanyos, ismert receptor-ligand medialta
apoptosisban is szerepet jatszanak (33).

A fagociték altal termelt ROS-oknak a szervezet anti-inflammatorikus reakcidiban

betoltott szerepe sem elhanyagolhato (35).

4.1.2 A diabétesz mellitusz és a reaktiv oxigén szarmazékok

Diabétesz mellituszban a hiperglikémia kivaltotta szovodmények 1étrejottében a fokozott
oxidativ stressz kozponti szerepe feltételezhetd. A diabéteszes mikro-, és makrovaszkularis
szovodmények  kialakuldsanak alapjat az  endotéldiszfunkcié képezi (36,37). Az
endotéldiszfunkcid 1ényege az endotélfliggd vazodilaticid kéarosodasa mellett a trombocita
aggregacio, leukocita adhézid és a vaszkularis simaizomsejt proliferacié fokozott aktivitdsa. A
hattérben a hiperglikémia indukalta fokozott oxidativ stressz és az endotelidlis NO termelés
szekunder csokkenése all. Az oxidativ stressz aktivaldsa — igy a kardiovaszkularis sz6védmények
kialakuldsa — szempontjabdl a gliik6zszint ingadozésai jelentdsebb szerepet toltenek be, mint a
tartos kronikus hiperglikémia (38). A hiperglikémia indukalta kardiovaszkularis szovodmények

kialakulasdban legfontosabb szerepet jatsz6 négy utvonal: a polyol-ut €s a hexdzamin-sont
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aktivalasa, az elérehaladott glikacios végtermékek (advanced glycation end products, AGE)

fokozott termelése, valamint a PKC ¢és nuclear factor kB (NFkB) aktivaladsa (38). Brownlee

kutatdsai szerint mindezen folyamatok hatterében a fokozott mitokondrialis 0," termelés all
(39).
Diabétesz fennallasa esetén a ROS-ok keletkezésének hiperglikémia indukélta legfébb

forrdsa a mitokondrialis elektron transzport lanc (36). Mig normal koriilmények kozott a
mitokondridlis elektron transzport lanc I. és III. komplexe jatszik szerepet a O, képzésében,
addig diabéteszben a II. komplexbdl szdrmazo6 elektron kidramlas tehetd feleldssé az oxigénbdl
valo O," képzésért (36).

Szekunder modon az AGE (advanced glycation endproducts) termékek képzése soran

ugyancsak keletkeznek ROS természetii anyagok (36).
Az endotélsejtekben a O," 6 forrasai NADPH-oxidaz enzimek, melyek expresszidjat és

aktivitasat a hyperglikémia szekunder modon, a protein-kinaz CB (PKCB) jelatviteli titvonalon
keresztiil aktivalja (36,37). Emellett az AGE termékek, az inzulin €s az angiotenzin is fokozni
képes a NADPH-oxidaz aktivitasat, ezaltal a szabadgyok képzést. Egyes kutatdsok szerint az
érrendszerben és a vesében a glilkoz indukalta ROS-képzés f6 forrasai a NADPH-oxidaz
enzimek, ami a NADPH-nak a diabétesz szovOidményeinek kialakuldsaban betoltott mediator
szerepét igazolja.

A fokozott O, termelés a dimer eNOS enzim monomer formava valo szétkapcsolasat is

aktivalja, mely diszfunkcionalis forma 6nmagéban is fokozott O," termelést eredményez. A O,

pedig az NO-val reagilva az igen reakcioképes peroxinitrit képzésében vesz részt, ezzel
jelentésen hozzajarulva az NO biologiai hozzaférhetéségének — ezéltal az endotélfiiggd
vazodilatacionak — a csokkenéséhez (36,37).

Ismert tény, hogy a kronikus hiperglikémia a ROS képzddés ndvelésén keresztiil az inzulin
bioszintézis és szekrécio inhibitora, amit gliikdz toxicitasnak neveziink. A folyamat soran az
inzulin gén expresszidja €s az inzulinszekréciod csokken, mely végiil a béta sejtek apoptozisahoz
vezet. A béta sejtek oxidativ stressz irdnti fokozott érzékenysége csokkent antioxidans
enzimtartalmuk kovetkezménye (alacsony kataldz és glutation peroxidaz szint) (34,36).
Allatkisérletek bizonyitottdk, hogy az antioxidéns kezelés visszaallitja a fiziologias gliik6z
indukélta inzulin szekrécidt, szignifikdnsan ndveli a béta-sejt tdmeget és javitja a glikkoz
toleranciat diabéteszes egerekben, tehat védi a béta-sejteket a gliikkdz toxicitastol. Az angiotenzin

receptor blokkoldk a béta-sejtek NADPH-oxidaz expresszigjat és ROS termelését csokkentik €s
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ezen antioxidans-, egyben béta-sejt védo hatasuk révén novelik a béta-sejt tomeget €és az inzulin
gén expressziojat (36).

A szabad zsirsavak okozta lipotoxicitas is a ROS képzés fokozéasan keresztiil vezet a béta-
sejtek diszfunkciojahoz.

A ROS-o0k a béta-sejt diszfunkcid mellett a periférias inzulin rezisztencia kialakulasaban is
szerepet jatszanak, igy az antioxiddns terdpia a hiperglikémia indukélta inzulin rezisztencia
kialakulasat is képes megeldzni. Kimutattdk, hogy a H,O, mar mikromolos koncentracioban is
gatolni képes az inzulin-jelatvitelt és ezaltal inzulin rezisztenciat indukal (40). Az inzulin
rezisztencia és a béta-sejt diszfunkcio kialakuldsdban egyarant a c-jun-N-terminal-kindz (JNK),
valamint a p38 mitogén aktivalt protein kindz (p38 MAPK) jelatviteli utvonaldnak és a nuclear
factor kB transzkripcios faktor (NF-kB) hyperglikémia, szabad zsirsavak, ROS-ok és gyulladasos
citokinek altali aktivalasanak szerepét feltételezik (41,42). Mindhdrom stressz szignalként
mikodo jelatviteli ttvonal aktivacidja a transzkripcids folyamatok, kiilonféle intracellularis
a diabétesz mellitusz ¢és szovoédményeinek kialakuldsdban. Ezen jelatviteli utvonalak

befolyasolasa a késdbbiekben a diabétesz kezelésének terdpias célpontjava valhat (41,42).

_. T Free Fatty Acids | Hyp; rglycer:r:l-ic;u .
C ' . . ]

L

| T Mitochondrial ROS —
- — ‘—~|E{:rumula-cule Damage |

v
|
|

T Oxidative Stress [

—_—
T NF-xB
T p38 MAPK -
T JNK/SAPK
Rk
. ¥ —r — : L y
| 1 Sorbitol| | T AG T DAG T Cytokines ||
L 4 l T Prostanoids |
= RAGE T PKC
| | | |
L | T
Insulin Resistance | B Cell Dysfunction|

—+ Diabetic Complications }- — |

7. &bra: Jelatviteli utvonalak szerepe oxidativ stressz indukalta periférids inzulin rezisztencia

és [-sejt diszfunkcio kialakulasaban. (Evans JL, Goldfine ID et al, Endocrine Reviews 2002.)
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4.1.3 A hidrogén-peroxid (H,0,)

A H,0; szervezetiink ubiquiter alkotdeleme, az egyik legstabilabb ROS. Kis reaktivitasa,
alacsony prooxidans kapacitasa miatt onmagaban nem vesz részt az intracellularis lipid-, protein

¢s DNS oxidacios folyamatokban (43). Ultraibolya sugéarzas és atmeneti fémionok — igymint a

+ . . ror s 7 ’ s e cr1.r o ’ r
Fe*" ion — jelenlétében azonban a Fenton reakcid soran a rendkiviil reakcioképes “OH-va képes

atalakulni (43):

Fe?*+H,0, — Fe& +°0OH+ OH

A H,0, legvaldsziniibb endogén forrasa a szuperoxid szabad gyok (0,") dizmutacidja. A

ROS-ok legfébb intracellularis forrasai a mitokondriumok, igy a O," mellett a H,O, képzésében

is a mitokondrumoknak van kiemelt szerepiik. A citoszol H,O, termelésében fiziologids

koriilmények kozott a peroxiszomak jatszanak szerepet. Emellett az endoplazmatikus retikulum

monooxigenazai (pl. a citokrom P450 enzim) is részt vesznek a 0," mellett a H,0, képzésében

is (33), valamint a membranhoz kotott NADPH-oxidéaz altal képzett 0,” egy része is HyO,-vé
dizmutalik.

A nitrogén-monoxid szintdz enzim (NOS) altal katalizalt nitrogén-monoxid (NO) szintézis
soran az oxigén-felhasznalas melléktermékeként is keletkezik O,", mely ezt kdvetéen spontan, vagy
a SOD altal katalizalt reakcidban a kevésbé reaktiv H,O,-vé dizmutalodik.

A O, szabad gyokot semlegesitd SOD két O, kozotti reakciot katalizalva semlegesiti a reaktiv

molekulakat:

. . SOD, 2H"
02 + Oz i Oz + H202

A H»0O, semlegesitésében a katalaz enzim jatszik kiemelkedd szerepet.

Katalaz
2 H,0,

2 H,0+ 0,

38



A H;0; hagyomanyos ¢értelemben véve nem tekinthetd szabadgyoknek, a
szakirodalom azonban a reaktiv oxigén szarmazékok kozé sorolja. A magas H,O, szint
szamos korképpel — tobbek kozott a Parkinson korral — hozhato 6sszefiiggésbe (44). Magas
plazma H,0;-szintet igazoltak magas vérnyomasban szenvedd betegeknél is (45). Diabétesz
mellituszban a fokozott oxidativ stressz koztudottan jelentds H,O, termelddéssel jar, mely a
legkiilonfélébb jelatviteli Utvonalakon keresztiil a sejtek apoptdzisat indukdlja és szerepet
jatszik a diabétesz ¢és szovOdményeinek kialakulasaban. A hiperglikémidas allapot a retindban a
H,0,-szint emelkedését okozza (46), emellett aorta simaizomsejtekben is a H,O, szintjének
novelésén keresztiil nekrotikus sejthalalt indukal, melynek fontos szerepe lehet a diabéteszes
érszovodmények kialakuldsaban (47). A H;0O, neuromodulator, second messengerként
betoltott szerepe is jol ismert (48,49).

1988-ban sikertilt azonositani egy endotél altal termelt anyagot, mely a kiserekben az
érfal mélyebb rétegeibe szabadon diffundalva a vaszkularis simaizomzat hiperpolarizaciojat

crcr

erek, addig az Ujonnan felfedezett, sokdig ismeretlen természeti molekula a kis

endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF) volt ismeretes. Feltételezték, hogy az
EDHF egy olyan, feltételezhetéen ROS természetli vazodilatitor molekula, amely az eNOS
enzim miikodése soran keletkezik. Az endotélben szdmos ROS keletkezik, ugymint O,
H,0,, NO, *OH, peroxinitrit.

A késobbiekben allatkisérletek és human vizsgalatok egyarant igazoltdk, hogy az

endotél eredeti HO, egy EDHF, mely endotélfiiggd vazodilataciot kivaltd hatisa révén

fontos szerepet jatszik a vazomotor tonus szabdlyozéasdban (50,51,52,53). Az endotelialis
H,0, az eNOS enzim miikodése soran keletkezd O," spontan és enzimatikus dizmutacioja
soran keletkezik. A SOD enzimnek az endotélben harom izoformaja talalhaté meg, melyek
koziil legnagyobb aranyban a réz-cink-SOD (Cu-Zn SOD) tehet6 feleldssé az intracellularis

dizmutacidért. Az extracellularis SOD pedig az extracellularis O,  -ot dizmutalva a NO

crer

képez, ezaltal a NO eredetli endotél dependens vazodilataciot gyengiti (53).
A H,0O; endotelialis szintézisét fokozza a megnovekedett intracelluléris kalcium szint
¢és stimulalhatja a vaszkularis nyiroerd is. Az EDHF okozta érfali simaizom hiperpolarizacio

¢és vazodilatacio kataldzzal gatolhato, ami az EDHF és a H,O, egyezését tamasztja ala. Mind a
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NO, mind a H;O, a szolubilis guanilat-ciklaz (sGC) enzim aktivalasa révén a ciklikus
guanozil-monofoszfat (cGMP) képzdédést serkenti. A ¢GMP pedig protein kinidzok és
ioncsatornak miikddésének befolyasolasan keresztiil az érfali simaizomzat tonusanak
szabalyozasaért és a trombocita aggregacio gatlasaért felelds (34).

A legujabb kutatdsok szerint az eNOS enzim a nagyerekben a NO termelésért, a kis
rezisztencia erekben pedig elsdsorban az EDHF természetli H,O, képzésért tehetd feleldssé,
ezaltal hozzajarulva a kardiovaszkularis homeosztazis fenntartdsahoz (53) . Az ateroszkler6zis
szamos rizikofaktora igy mind a NO, mind az EDHF-medialta vazodilataciot karositja.

A H,0; kodzismerten szerepet jatszik kiilonbozé anti-inflammatorikus folyamatokban,

bar magas szintje karositja az endogén strukturakat is (54).

4.1.4 A H,0, detektalas lehetéségei

A ROS-ok biolégiai mintdkban valé mérésére szamtalan kiilonb6z6 modszert
fejlesztettek ki. A radioizotopos jelolés, az elektron spin rezonancia (ESR) és a
spektrofotometrids kimutatas mellett az elektrokémiai modszerekkel torténd detektalds €s a
fluoreszcencian alapuld mérés terjedt el a gyakorlatban (55,56,57,58,59). Mivel a H,O, egy
viszonylag stabil ROS ¢és konnyen diffundal a sejtmembranokon keresztiil, ezért a plazmabol
kimutathat6. Frew és munkatérsai egy spektrofotometrias eljarast dolgoztak ki, mely vizes
az elobbiekben emlitett spektrofotometrids eljarast alapul véve mérték a H,O, plazmaszintjét
testmozgast megeldzden és azt kovetden kardioldgiai rehabilitdcio alatt allo betegeknél.
Meéréseik alapjan a plazma nyugalmi H,O,-koncentracidja 5-8 pmol/l volt (59).

A késébbiekben Kkifejlesztett, fluoreszcencia mérésén alapulé moddszerek erdsen
szenzitiv, kevéssé¢ invaziv és biztonsagos detektalasi modszernek bizonyultak (55,56,57). Az
1980-as évekig ezek a mddszerek csak in vitro fixalt mintakban voltak alkalmazhatok, in vivo
nem. KésObb azonban olyan specifikus molekuldk keriiltek haszndlatba, melyek in vivo
koriilmények kozott reakcioba 1épnek a ROS és RNS természetli molekuldkkal ami egyiitt jar
valamely fotokémiai jellemz6jilk megvaltozasaval (a fluoreszcencia erdssége, az
excitacios/emisszids hullamhossz). Detektalasi eljarasként a fotonindukalta elektron transzfer
(PeT) ¢és a fluoreszcens rezonancia energiatranszfer (FRET) hasznalhaté. A legtobb

fluoreszcens reagens, mint példaul a dichlorodihydrofluoreszcein és a dihydrorhodamin

azonban nem szelektivek, igy tobbféle oxidalo agenssel - mint a H,O,, O,", NO - képesek
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oxidativ reakcioba Iépni. Ennek megfelelden ezek a probak nem egy specifikus ROS, hanem
az intracelluldris oxidativ stresszfolyamatokban szerepet jatsz6 oxidaldé agensek széles
skalajanak detektalasara alkalmasak (57).

A H,0O, elektroaktiv molekula, igy mérésére amperometrids enzimelektrodokkal

torténd voltammetrias méréseket is kifejlesztettek (60,61). Kiilonbozo stratégiakat dolgoztak
ki a HyO,-mérés szelektivitasanak novelésére €és az alsé méréshatar csokkentésére bioldgiai
mintdkban. A munkaelektrod felszinén kialakitott méretkizarasos membranréteg (62) és
szelektiv ateresztOképességli bevondréteg, mint példaul a Nafion® réteg az elektrod
szelektivitasat javitani képes.
Elektrokatalizatorok (63,64,65), direkt elektrontranszferald6 molekularis bevonatok (66,67)
hasznélataval csokkentheté a kimutathatosagi kiiszob. Emellett tormaperoxiddz — mint
masodlagos enzim — beépitésével is csokkentheté a H,O, detektalasahoz sziikséges
elektrodpotencial (68).

Tobb tanulmény foglalkozik a H;O, in vivo mérésével. Patkany corpus
cavernosumaban egy szénszdlas microelektrod segitségével torténd H,O, méréssel
Meulemans megerdsitette, hogy a H,O, endogén vazoaktiv molekulaként viselkedik (69).

Kulagina és Michael megnovelt szenzitivitast szénszalas microelektrod segitségével
mérte a H,O,-szintet altatott patkdny agyi extracelullaris terében (70). Tanulmanyaikban a
szénelektrodot immobilizalt tormaperoxiddzzal és egy keresztkotésti redox polimerrel vontak
be, mely elektronkdzvetitd molekularis mikroszalként miikddik. A mikroszalas bevonat

aszkorbinsav-oxidazt is tartalmazott, melynek az aszkorbinsav interferencia kivédése a célja.
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4.2. Célkitiizések

Vizsgalatunk célja egy, a mindennapi gyakorlatban hasznalt elektroenzimatikus
gliikoz-szenzor gliik6z-oxiddz enzimének inaktivalasaval egy 0j, H,O,-ra specifikus szenzor
l1étrehozasa volt. Ezt kovetden az igy létrehozott HO,-szenzor szenzitivitasat, specificitasat és
a H,O, - detektalas alsé méréshatarat vizsgaltuk. A kisérletek kovetkezd fazisaban az jjonnan
létrehozott szenzor segitségével in vitro borjii szérum albumin (BSA) ¢és human
plazmamintaban, valamint egészséges és diabéteszes patkanyban terveztilkk a H,O,-szint in

Vivo méErését.

4.3. Kisérleti koriilmények

4.3.1 Eszkozok, modszerek

Kisérleteinkhez a MiniMed Medtronic (Minimed Medtronic, USA) CGMS
késziilékéhez tartozo elektroenzimatikus gliikkdz szenzort hasznaltuk. A tii alakt gliikoz
szenzor az intersticialis gliikoz koncentracid tobb napig torténd folyamatos monitorozasara
alkalmas. A szenzor az amperometrias detektalashoz sziikséges mindharom elektrodot

tartalmazza, felépitésérdl és készitésének technologiai hatterérdl pontos informécidoval nem

rendelkeziink (8. dbra).

8. bra: A CGMS késziilés gliikoz szenzora (A panel). A subcutan implantdlhato tiielektrod
mikroszkopikus szerkezete (B panel) A B panelen fénymikroszkop alatt vizsgalva lathato a

mikroelektrod 3 alkotoeleme: a munka-, a referencia és az ellenelektrod.
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Voltammetrids méréseink soran a szenzorhoz kapcsolodd (a detektalt amperometrids
adatokat intersticidlis cukorszintt¢ konvertdldo és adattarolo)) CGMS késziiléket egy
elektrokémiai mérdallomdssal helyettesitettiik. A mérésekhez a GPES 4.9.009 for Windows
(Eco Chem B.V., The Netherlands) softwer altal vezérelt AUTOLAB 12 elnevezési
elektrokémiai méréallomast alkalmaztuk. A szenzor és a mérdallomas kozti Osszekottetést
specialis, sajat készitésii ,,0sszekdttetéssel” oldottuk meg. In vitro vizsgalatainkhoz 5-25 cm’
trtartalmt méréedényeket hasznaltunk. Néhany esetben a szenzor sajat elektrodjait kiilonallo,
eziistszalbol késziilt referenciaelektroddal (Imm atmérdjli) és platinaszalbol késziilt
ellenelektroddal helyettesitettiik (0,5 mm atmérdjit). In vitro vizsgalatainkhoz teflonbevonatu
keveréraddal miikodé magneses keverdt hasznaltunk (Radelkis, Budapest, tipusszdm: OP

951).

4.3.2. Vegyszerek

Valamennyi kisérletiink soran alkalmazott oldat kétszeresen desztillalt viz
felhasznaldsaval késziilt. A 7.4-es pH értékii fiziologias foszfatpuffer oldat (PBS oldat) a
Pécsi Tudomanyegyetem Altaldnos Orvostudomanyi Karanak Egyetemi Gyogyszertardban
késziilt. A gliikoz-oxidaz enzim inaktivacidjahoz PBS oldatban oldott 5-szulfoszalicilsav-2-
hidratot hasznaltunk (SSAj; Reanal, Hungary, 02531-1-08-30). A H,O,-t a Molar Chemicals-
tél (Hungary, 03650-203-340), a BSA-t pedig a Sigmatol (USA, A7030) szereztiik be. A
hiitétt human plazmamintédk a Pécsi Tudoményegyetem Altalanos Orvostudoményi Karanak
Klinikai Laboratoriumabdl szarmaztak. In vivo kisérleteinkhez hasznalt patkanyok altatasat
uretannal végeztiik (Spectrum 3D, Hungary, 3.21020). A gliikkozoldatokat a kisérleteket 12
oraval megel6zden készitettiik el és hiitdben taroltuk. A 30%-os H,O»-oldat desztillalt vizzel
iodometrids titralassal hatdroztuk meg. Az oldatot ezt kdvetden az amperometrias elektrod
kalibraldsdhoz tovabb higitottuk. Kisérleti allataink streptozotocin beadasat kdvetden valtak
diabéteszess¢, a streptozotocint és a gliikozt a Flukatol szereztiik be (Germany, 85882 ¢és

49161).
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4.3.3. Allatkisérletek

Allatkisérleteinket a Pécsi Egyetem Allatkisérleti Bizottsaganak engedélyével végeztiik.
Kisérleteinkhez 250-300g tomegli, harom honapos életkori him Wistar patkanyokat
alkalmaztunk. Az allatokat standard ketrecekben tartottuk, az allatok taplalék-, ¢&s
folyadékbevitelét nem korlatoztuk. A kisérleti allatok egy részét intraperitonedlisan beadott
streptozotocinnal kezeltiik (70mg x kg'). A streptozotocin ROS-ok segitségével szelektiven
pusztitja a hasnyalmirigy B-sejtjeit.

A megkezelt patkdnyok vércukorszintjét naponta ellendriztik, és - az irodalmi
adatoknak megfelelden - azon patkanyokat, melyek vércukorszintje meghaladta a 13 mM
koncentraciot - diabéteszesnek tekintettiik. Kisérleti allatainkban a streptozotocinnal vald
kezelést kovetden atlagosan 7-15 nap alatt alakult ki a fenti kritériumok szerint diabétesznek
megfeleld vércukorszint. A vércukorszint méréséhez Ascensia Entrust glilkométert
uretant alkalmaztunk. Esetenként az emlitettnél nagyobb do6zist uretan beaddasa is sziikségessé
valt a megfeleld anesztézia biztositdsahoz. Az uretan altal indukalt testhdmérséklet-csokkenés
tervezett helyét leborotvaltuk ¢és a beiiltetést kovetden a szenzort tapaszokkal gondosan az
allatok bdréhez rogzitettik. A beiiltetést megeldzden valamennyi szenzort mind H,O,-ra,

mind gliikdzra kalibraltuk.
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4.4. Eredmények

Els6ként a mikroszenzor glikozméré kapacitasat vizsgaltuk. Ennek soran 20 cm® PBS
puffert tettiink egy mérdedénybe, mely mérési cellaként miikodott. A szenzort az oldatba
helyeztiik €s intenziv keverés, valamint 0,7 V munkaelektréd-potencial mellett detektaltuk az
amperometrids 4dramjel id6beni valtozasat. A kezdeti, bekapcsoldskor mért magasabb
aramjelet kdvetden az aramerdsség lassu csokkenést mutatott. Az egyensulyi allapot elérését

s

emelkedett, jelezve, hogy az alabbiakban mutatott reakcionak megfeleléen H,O; keletkezett.

Glikoz-oxidaz

glik6oz+ O, —» H,0,+ gliikkonsav

Azonos mennyiségli gliikozoldat tobbszori, ismételt hozzdadasadval az aramjel

1épésrdl-1épésre megkozelitdleg azonos mértékben emelkedett, ahogy az a 9. dbran is lathato.

cre

hozzdadasanak hatasara az aramjel nem emelkedett, amely a gliikkoz-szenzor Kkitiind

szelektivitasat jelzi.
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9. abra: Egy kivalasztott szenzor gliikoz érzékenységének vizsgalata amperometrids
maodszerrel.
Ugyanazon gliikozmennyiség hozzdaaddasanak hatasara — a gliikoz végkoncentraciot

lépésenként SmM-lal emelve - az dramjel linedris novekedést mutat.

crer

mérdedénybe visszahelyeztilk a korabbi kisérletiink soran vizsgélt szenzort és 0,7 V
munkaelektrod potencidl mellett ismét megvartuk a csokkend dramjel egyensulyi allapotanak
elérését. Ezt kovetéen a PBS oldat alland6 keverése mellett 10ul térfogatt 10mM
A 10. dabran azonos szenzorral végzett kisérletiink soran a tobbszori, azonos mennyiségi
gliikozoldat (a gorbe), illetve H,O,-oldat (b gérbe) tobbszori, ismételt hozzdadasaval nyert
koncentracio-aramerdsség kalibracidos gorbék lathatok. Az elvarasoknak megfeleléen a
mikroelektrod gliikoz-, és H,O,-szenzitivitasa kozti kiillonbség jelentds, a H,O,-szenzitivitas

megkozelitéleg 400-szor nagyobb mint a szenzor gliikkoz-szenzitivitasa.
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10. &bra: Egy szenzor gliikoz-, és H,O-érzékenységének osszehasonlitasa

a: gliikoz-érzékenyseég kalibracios gorbéje, b: H,O,-érzékenység kalibracios gorbéje

Elképzelésiink szerint ahhoz, hogy a szenzor alkalmas legyen gliikdz jelenlétében a H,O,-
koncentracid mérésére, a szenzor felszinén immobilizalt forméaban jelen 1évé gliikkdz-oxidaz
enzim inaktivalasaval a szenzort gliikdz mérésére alkalmatlanna kell tenni. A gliik6z-oxidaz
koztudottan egy olyan enzim, amely kivalo stabilitassal rendelkezik (71). A gliikkoz-oxidaz
enzim inaktivalasat a legkiilonfélébb modszerekkel probalkoztuk kivitelezni. Elsdként a
gliikkoz-szenzort 60 °C-ra felmelegitett PBS pufferoldatba helyeztiik egy orara, melynek
hatasara a szenzor szenzitivitasa érdemben nem valtozott, ezt kdvetden mas szenzorokat 1%-
os, illetve 10%-o0s H,O;-oldatba (72), illetve bromid ionokat tartalmazo6-, valamint az
irodalomban is emlitett diperoxovanadat oldatba helyeztiink. Azonban mindezen inaktivacios
kezelések utan részleges gliikkdz-oxidaz enzim aktivitds maradt vissza, ami a gliikdzzal végzett
kalibracios vizsgalat ismételt elvégzésével volt kimutathatdé. Ez az eredmény a szenzor
felszinén immobilizalt enzim kivalo stabilitdsat erdsiti meg. Magasabb hoéfokra vald
melegitéssel nem probalkoztunk, mert ez mar a szenzor irreverzibilis szerkezeti karosodasat
okozhatta volna. Egyéb inaktivalé 4gensek, mint példdul a higany, az 6lom vagy mas
nehézfémionok inaktivald hatdsaval sem probalkoztunk, mert az igy inaktivalt szenzorok ezen
inaktival6 agensek kifejezett mérgezd hatasa miatt tovabbi in vivo vizsgalatokban még sikeres
enzim inaktivaciot kovetden sem lettek volna felhasznalhatoak.

A szulfoszalicilsav (SSA) ismerten egy fehérje precipitdld agens. 20%-os oldatat a

klinikai laboratoriumok rutinszerien alkalmazzak emberi vizelet fehérjetartalmanak
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kimutatdsara. Irodalmi adatok alapjan feltételezhetd volt, hogy az enzim inaktivaciojahoz 5%-
os SSA oldat elegend? lesz.

Tovabbi kisérleteink sordn a szenzort eltérd id6tartamra 5%-o0s SSA oldatba helyeztiik.
Ezt kovetden pufferoldattal alapos keverés mellett atoblitettiik, majd 10 percre a pufferoldatba
helyeztik ¢és ezt kovetden ellendriztik az amperometrids gliikoz valaszt. 30 perces
inaktivacios 1d6 elegendének bizonyult ahhoz, hogy a gliikoz-oxiddz enzim katalitikus
aktivitdsat — és kovetkezményesen a szenzor gliikdz-érzékenységét - teljesen megsziintesse.
Az SSA oldatban hosszabb ideig torténd inkubacidénak nincs karosito hatasa a szenzor H,O, -
detektalo kapacitasara, igaz a szenzor érzékenységének szempontjabodl tovabbi elénnyel sem
bir.

A 1. abra egy szenzor H,O,-érzékenységét abrazolja az SSA-val torténé enzim
inaktivacio elott (a jelii kalibrdcios gorbe) és az inaktivacio utan (b jelii kalibracios gorbe).
Az inaktivaciot kdvetden a gliikoz hozzaadasok hatasara nem jelentkezett &ramjel emelkedés.
Ehhez hasonléan az aszkorbinsav hozzaadasa sem valtoztatta meg az aramjelet, amely azt
jelzi, hogy az enzim-inaktivaci6 nem kdarositotta a szenzor szelektivitdsdt. Amint
eredményeink mutatjdk, az enzim-inaktivicié az amperometrids mikroszenzor H,O,-

érzékenységét sem valtoztatta meg szignifikans mértékben.
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11. &bra: Egy szenzor H,O,-érzékenysége az enzim-inaktivaciot megelézéen (@ jelii
kalibracios gorbe) és az inaktivaciot kovetden (b jelii kalibracios gorbe). Koncentracio-

dramerdosség kalibrdacios gorbék.

Ezt kovetéen az amperometrids elven mikodd inaktivalt  H,O,-szenzor
megbizhatdsagat, a H,O,-mérési eredmények reprodukalhatosagat vizsgaltuk. Amperometrias
méréseinket tovabbra is folyamatos keverés alatt allo, 20 cm’ térfogati PBS oldatban
novekedést detektaltuk, majd 6t mérés eredményének atlagat értékeltiik. A szenzorral mért
H,0,-koncentracié meghatarozasahoz a korabban készitett kalibracios gorbét hasznaltuk. Az
ismert és a mérési eredményként kapott koncentracio értékeket dsszevetettiilk egymassal és az
igy kapott szazalékos ,recovery” értékeket az 4. tdblazatban tintettiik fel. Eredményeink
alapjan kimondhatjuk, hogy az altalunk létrehozott H,O,-szenzor jol reprodukélhaté mérési

eredményeink alapjan pontos és megbizhatd H,O,-detektalast tesz lehetdveé.
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meéres atlageredményei).

4. téblazat: 4 H>O, recovery vizsgdlat eredménye (6t kiilonbozé H,O>-szenzorral végzett

Végkoncentracié Recovered + SD Recovery + SD
(nM) (1M) (%)
20
21,8 +0,5 108,8+2,4
60 58,1+3,5 96,8 £5,9
120 117,7+6,1 98,1 £5,1
200 195,3 +8,1 97,6 £4,1
300 295,4+10,9 98,5+3,6

A ROS-ok nagyfoku reaktivitasuknak kdszonhetden biologiai mintdkban csak igen
alacsony koncentracioban fordulnak eld. Irodalmi adatok szerint a H,O, mikromolos
nagysagrendben fordul el6 az emberi szervezetben. Emiatt vizsgdlatokat folytattunk az
altalunk vizsgalt H,O,-szenzor als6 méréshataranak meghatarozasara. 20 cm’ keverés alatt
allo PBS oldatban 0,7 V munkaelektrod potencial mellett amperometridas méréseket
végeztiink. Az elektrodpotencial raadéasat kovetden 30 perc mulva mért aramjelet tekintettiik
alapvonalnak ¢és meghatiroztuk a 2 perc alatt 200/min frekvenciaval regisztralt egyensulyi
aramjelértékek szorasat (o), mely a zajszintnek felel meg. A zajszint haromszorosanak
megfeleld aramjelértéket (3 o érték) tekinthetjiik als6 méréshatarnak. Ezutan az aramjel-
H,0,-koncentracié 0Osszefiiggését az alacsony koncentraciotartomanyban vizsgaltuk. A
mennyiséget adtunk a méréedényben talalhatdo pufferoldathoz. Az igy kapott kalibracios
gorbét extrapolaltuk az alacsonyabb mérési értékek tartomanyara és a 3c —nak megfeleld
aramjelet az extrapolalt szakaszra vetitettik. A 3o értéknek megfeleld aramjel és az
extrapolalt kalibraciés gorbe metszéspontjanak megfelelé H,O, koncentraciét fogadtuk el a
H,0, mérés alsd6 méréshataranak, melynek értéke vizsgalatunk alapjan megkdzelitdleg SuM.

A H,0O; a rendkiviil reakcioképes ROS-ok kozott egy viszonylag stabil ROS. A
stabilitasat két kiilonbozd kozegben vizsgaltuk az eldallitott amperometrias elven miik6do

H,0,-mikroszenzor segitségével. Az elsé esetben az ismert szabadgyokfogd hatast (73) BSA-
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t 35g/1 koncentracioban tartalmazo, 20 cm’ térfogata PBS oldatot pipettdztunk a méréedénybe,
majd az oldatot intenziv folyamatos keverés alatt tartva 0,7 V elektrodpotencial mellett
detektaltuk a létrejovo aramjelet. Az egyensulyi allapot elérését kovetden 10ul térfogati,
méréseket. Eredményeinket a 12. abra szemlélteti. Ahogy az az abran is lathatd, minden
egyes H,O,-oldat hozzaadasat kdvetden az dramjel elér egy egyensulyi értéket, de az aramjel-
emelkedés kisebb mértékll az egyszerli PBS oldatban észleltnél. A hattérben a BSA aktualis

szabadgyokfogo kapacitasa és nagyobb viszkozitasa allhat.
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eredménye. A H,O, koncentrdcioja minden egyes hozzaadas alkalmaval 10uM-lal emelkedett.

A beszurt kis abran ugyanezen mérési eredmeények alapjan nyert kalibracios gorbe lathato.
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A fenti kisérletet human plazmaval megismételve eltéré eredmények sziilettek. A 0,7

V munkaelektrod potencidl mellett kevert human plazmaoldatban mért aramjel-id6

H,0, -oldatot adtunk a mérdedényben 16v6 humén plazmamintahoz. Atmeneti dramjel csticsok
voltak detektalhatok, melyek gyors lecsengése a H,O, gyors lebomlésara utal. A nagyobb
plazmamintaban a H,O,-oldat hozzdadasakor keletkezd aramjel joval kisebb volt a BSA

oldatban mért értékeknél és a H,O, életideje is (ROS természetének megfeleléen) nagyon
rovidnek tlint. Kisérletiink a human plazma igen hatékony antioxidans kapacitasat tdmasztja

ala.

140 ~

120 100pM H,0, 200 uM H,O0,
100

R

60

Aramer('isség [nA]

40

20 A

0 T T T T T
500 1500 2500 3500 4500 5500

1dé [s]

13. &bra: Humdn plazmaval végzett vizsgadlatunk eredménye. A H,O; koncentracidjat
kezdetben 100 uM-lal, majd 200 uM-lal néveltiik minden egyes hozzaadas alkalmdval. Az
aramjel-valasz gyorsan lecsengo ,,spike-ok” formajaban jelentkezett. Az abran egy

amperometrias regisztratum lathato.
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Valamennyi, eddigiekben részletezett in vitro mérésiinket folyamatos keverés alatt
allo, 20 ml térfogath oldatban végeztiik, amely jelentdsen nagyobb volument, mint a szenzort
in vivo korlilvevd folyadékvolumen. Az elektrod a szubkutan zsirszovetbe torténd
matrixszal.

Osszehasonlitottuk keverés alatt all6 és nem kevert PBS oldatban ismert, azonos
mennyiségli gliikozoldat hozzaadasakor keletkezd kalibracios gorbéket (14. abra). Az in vivo
kortilmények kozott végzett glilkozméréskor vart elektrokémiai szignal a kevert és a nem

kevert mintdkban nyert eredmények kozotti lehet.

60,00
A
50,00 -
kevert minta
g 40,00 - y =1,4097x
%‘ R? = 0,0974
N 30,00 -
E y = 1,258x
8 R2 = 0,9993
£ 20,00 |
=0,7518x + 0,3141
R2 = 0,9613
10,00 nem kevert'minta
0,00 . ; ; : ; :
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00
Gliik6z konc. (mM)

14. abra: A gliikoz-szenzorok gliikoz-érzékenysége kevert és nem kevert mintakban.

Gliikoz koncentracio-aramerdsség kalibracios gorbék.
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Utols6 kisérleteink soran a H,O,-elektrodot diabéteszes €s egészséges patkdnyok
hasbére ald implantiltuk és az dramjelet hosszabb-rovidebb ideig detektaltuk. Mig a
diabéteszes patkanyok vércukorszintje tobb mint kétszerese volt az egészséges allatokban
mért értéknek, addig az implantacié helyén mért H,O,-szintek kdzott nem volt szignifikans
kiilonbség, ¢és a detektalt aramjel igen kicsi volt és folyamatos csokkenést mutatott. Nagyobb
mennyiségli H>O, lokélis intraperitonedlis beadasat kovetden mérhetd aramjel valtozast sajnos
nem tudtunk detektalni.

Néhany eldzetes vizsgalatunk sordn gliikdzoldat intraperitonealis befecskendezését
kovetéen nagyobb atmeneti aramjelet tudtunk detektalni a patkanyba iltetett gliikoz-
szenzorok segitségével. A H;O;-szenzor in vivo felhasznalhatosdganak megitéléséhez
azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Az implantalt H,O,-szenzor esetén detektalhatd
aramjel lassu, de folyamatosan csokkend tendenciat mutat. Ugyanezen csokkend tendencia
¢észlelhetd az eredeti, aktiv enzimet tartalmazo gliikdz-érzékeny mikroszenzor esetén is. A
gliikoz szenzor megfeleld mitkodéséhez iddszakos kiilsé ujjbegyi gliikoz-mérési eredmények
bevitelét igényli kalibracios céllal, melynek segitségével a kalibracids faktor folyamatos
korrekcigjat végzi. A 15. abra a gliikkoz-szenzor gliikoz-szenzitivitasanak idébeni csokkenését
mutatja, de minden valosziniiség szerint a H,O,-szenzor szenzitivitasa legalabb ugyanilyen

mértékben csokken in vivo koriilmények kozott.
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15. &bra: A szenzitivitas iddfiiggd csokkenése egy, a szubkutan zsirszovetbe implantalt gliikoz-
szenzor esetén. Diabéteszes betegbe (’ ) és altatott patkanyba () implantalt gliikéz szenzor
(a ,,slope” értéke a szenzor aktualis gliikoz-érzékenységét jelenti és egyben megegyezik a
kalibracios konstanssal. Aktualis értékét a CGMS késziilékhez tartozo szoftver onmaga

kalkulalja.)
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4.5 Megbeszélés

A reaktiv oxigén szarmazékok az utobbi idében a tudomdnyos kutatds mellett a
klinikum szédmos teriiletén is az érdeklédés kozéppontjaba keriiltek. ROS-ok mindeniitt nagy
szamban el6fordulnak, novényekben, allatokban és az emberi szervezetben egyarant. Sokrétli
karosité hatasuk mellett nélkiilozhetetlenek az ¢€letben maraddsunkhoz, hianyukban az
infekciok elleni védekezésiink Osszeomlik. Eletiink folyamdn a ROS-medialta oxidativ
karosodasok kumuldlodnak— melyek ellen az antioxidans védekezésiink az évek
elérehaladtaval egyre gyengiil — és végiil az életkorral egyre gyakoribba valé daganatos,
neurodegenerativ betegségek €s szadmos mas korkép kialakulasdhoz vezetnek (74). Mindez
talan az evolucid mellékterméke. A ROS-ok életiink reproduktiv korszakdban az infekciok
elleni védekezés ¢és a jelatviteli folyamatok részeseként nélkiilozhetetlenek életben
maradasunkhoz, majd a késébbi években inkabb kumulalédo karositd hatasuk keriil eldtérbe,
amely ellen az antioxiddnsok fokozott bevitele sem nytjt segitséget. Szervezetiinkben a redox
homeosztazis szabdlyozdsa ugyanis rendkiviil szigor@ian szabdlyozott, altalunk kevésbé
befolyasolhatdo modon torténik.

A H;0, az egyik legstabilabb ROS. Ezen tulajdonsdga teszi lehetdvé, hogy a
szabadgyok-képzddés markereként az oxidativ stressz in vivo detektalasara hasznaljuk fel.

Az emberi szervezetben mérhetd mennyiségérdl nagyon kevés adattal rendelkeziink. A
kozelmultban sertés koronaria mikroerekben elektron spin rezonancia segitségével sikertilt
direkt endotelialis H,O, termelést kimutatni. Az endotél eredetti H,O, becsiilt koncentracidja
mikromolos nagysagrendi. Kimutattdk, hogy az endotelialis H,O, a koronéaria
mikrocirkulacidora hatva jelentés kardioprotektiv hatissal is bir, beleértve a koronaria
autoregulaciot, és az iszkémids-reperfuzios karosodasok elleni védelmet is (53).

Ma mar ismert, hogy az emberi szervezetben betdltott szerepe igen sokrétil.
Prooxidans, az endogén struktardkat karositd negativ hatdsa mellett a szervezet infekcidok
elleni védekezésében, a szignal transzdukcios folyamatokban - mint masodlagos jelatvivo
molekula -, valamint az endotél-fliggd vazodilatacidban — mint EDHF — is kiemelt, pozitiv
szerepet jatszik. Folyamatos, in vivo monitorozasa mind az alapkutatasban, mind a klinikai
gyakorlatban igen nagy jelentdséggel birna.
intersticidlis gliikézkoncentracid6 monitorozasadt ma mar a klinikai gyakorlatban rutinszeriien
alkalmazzuk. Me¢éréseink sordn egy human alkalmazasra kifejlesztett, kereskedelmi

forgalomban 1év0 gliikoz-szenzort alkalmazunk (75). A szenzor egy amperometrias elven
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mikodé mikroelektrod, amely gliikkdz-oxiddz enzimet hasznal katalizatorként, ¢és a gliikkoz

enzimatikus oxidécioja soran keletkezd H,O»-t szelektiven detektalja (16. abra)

gliikoz-oxidaz

gliikéz + O, enzim

H,0, —> 2H '+ 0, +2¢ —> szignal

(elektromos potencial)

16. abra: 4 CGMS késziilék mitkodésének elve

A gliikdz-szenzor pontos szerkezeti felépitését nem ismerjiikk. Fénymikroszkopos
vizsgélataink alapjan biztonsaggal allithatjuk, hogy a szenzor mikroelektrodként mitkodik és
ennek megfeleléen — fénymikroszkoppal jol lathatd6 modon - munka-, ellen-, és
referenciaelektrodbol épiil fel.

A szenzor felszinének kiilsé rétegében kotott gliikoz-oxiddaz enzim az intersticidlis
folyadékban taldlhaté gliikéz enzimatikus bontasa révén H,O,—t képez, és elgondolasunk
szerint az elektrédok felszinének bels6 rétegében talalhaté H,O,—ra specifikus méretkizarasos
réteg biztositja a szenzor H,O,—dal szembeni szelektivitasat. A H,O, elektrodfeliileten
végbemend spontan bomlasa amperometrids modszerrel detektalhato dramjelet ad.

Kézenfekvd volt a feltételezés, hogy a klinikumban biztonsaggal alkalmazhato, gliikoz
mérésére kialakitott mikroszenzor megfeleld atalakitas, a glikdz-oxiddz enzim inaktivalasa
utan alkalmas lehet a lokalis H,O,-koncentracié mérésére is.

Vizsgélataink soran elséként a gliilkoz-szenzor szelektivitdsat és szenzitivitasat
vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy a szenzor H,O, -, és gliikozérzékenysége kozott jelentds,
nagysagrendi kiilonbség van, a szenzor H,O,-re megkozelitdleg négyszazszor érzékenyebb,
mint glilkozra. A szenzor mas elektroaktiv molekulak — példaul aszkorbinsav — hozzaadasakor
aramjelet nem adott, amely a méretkizardsos rétegnek koszonhetd nagyfoka H,O,-
szelektivitasat tdmasztja ala.

A tovabbiakban a diabetologiai gyakorlatban hasznalt, amperometrias elven,
mikroelektrodként miikodo elektroenzimatikus gliikkdz-szenzort H,O,-szenzorra alakitottuk at.
Az enzim inaktivacigjat 5%-os SSA-oldattal végeztiik el. Ezt kdvetden a CGMS késziiléket
egy elektrokémiai mérdallomassal helyettesitve vizsgéltuk az igy létrehozott enziminaktivalt

H,0,-szenzor szelektivitisat és szenzitivitisat, az als6 méréshatart. Osszehasonlitottuk a
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szenzor enzim-inaktivacid elétti €s utani HyO,-érzékenységét. Emellett az Gjonnan létrehozott
szenzor bioldgiai mintdkban val6 alkalmazhatosagat is vizsgaltuk.

In vitro kisérleteink sordn a H,0O,-szenzorral PBS oldatban H,O,-mérést végezve
valtozé mennyiségii gliikoz €s tobb, fizioldgias koriilmények kozott eléforduld elektroaktiv
vegyiilet hozzaadasakor dramjel nem volt detektalhato. Mindezek alapjan egyrészt bizonyitast
nyert, hogy az enziminaktivacio teljes volt, masrészt, hogy a létrehozott H,O,-szenzor H,O,-
vel szembeni szelektivitasa kivalo. Tovabbi amperometrids méréseink bizonyitottdk, hogy a
H,0,-szenzor PBS pufferben a H,O,-szint szenzitiv, pontos és megbizhatdo mérésére képes. A
szenzor H,Os-vel szembeni érzékenysége az enzim-inaktivacid sordn nem valtozott. Az
amperometrias regisztratumok jel-zaj ardnya alapjan végzett szdmitdsaink szerint a H,O,-
mérés als6 méréshatara Sumol/l koriili.

Bar az irodalomban a H,0O, intersticialis szintjérél nem taldltunk emlitést, a gliikoz-
szenzor szenzitivitasi vizsgalatait és a szenzor H,O,—ra vonatkoztatott érzékenységét és also
méréshatarat is figyelembe véve feltételezhetd, hogy az eredeti gliikoz-szenzor gliikkozmérését
az intersticialis folyadékban talalhatdo H,O, bizonyos szinten zavarhatja. A gliikozmérés ebbdl
szarmazd bizonytalan mértékli pontatlansiga talan a folyamatos kiilsé kalibracidé révén
kiiszobolhet ki.

Ezzel szemben kisérleteink is igazoltdk, hogy az altalunk létrehozott H,O,-szenzor
H,0,-mérését a jelenlévo gliikoz — a teljes enzim-inaktivacio miatt - mar nem zavarja.

A tovabbiakban az Aaltalunk létrehozott H,O,—szenzorral bioldgiai mintdkban
végeztiink vizsgalatokat. BSA-oldatban végzett méréseink soran azonos mennyiségli H,O,-
oldat tobbszori hozzdadasakor a kordbbiaknal kisebb aramjel emelkedése, azaz kisebb H,O—
érzékenységet tapasztaltunk. A hattérben nem a szenzor szenzitivitdsanak csdkkenése, hanem
a BSA-oldat antioxidans kapacitasa és nagyobb viszkozitdsa allhat. Humén plazmamintadkban
végzett amperometrids méréseink soran pedig H,O, hozzdaddsakor meglepden gyorsan
lecsengd ,,spike”-jellegli aramjeleket mértiink. Feltételezhetd, hogy ez a plazma Osszetett,
hatékony antioxiddns mitkddésének kovetkezménye.

Az in vitro méréseket kovetden a szenzort altatott patkdnyokba implantdltuk
intraperitonealisan. M¢éréseink soran értékelheté amperometrids aramjeleket detektaltunk,
azonban az egészséges ¢s diabéteszes allatokban mért aramjel kozott nem volt kimutathato
szignifikans kiilonbség, és az d&ramjel fokozatos csokkenést mutatott.

A H,0,-detektalds elvén miikodd elektroenzimatikus gliik6z-szenzorok human
plazmamintaban és a szubkutdn zsirszovetben tapasztalt szenzitivitds-csokkenése régota

ismert hatterének felderitése pedig vizsgdlatok targyat képezi. Kerner és munkatarsai
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kiilonb6zé kis molekulasilya anyagok elektréd feliiletéhez torténd reverzibilis

crer

(76).

A  CGMS készilék mikodéséhez folyamatos kiilsé  kalibraciot, ujjbegyi
vércukorértékek iddszakos bevitelét igényli, melynek hianyaban a késziilék miitkodésképtelen.
A mérések kapcsan a késziilék kalkulal egy folyamatosan csdkkend, tigynevezett ,,slope”
értéket, mely a szenzor szenzitivitdsanak felel meg, egyben megegyezik a kalibracios
konstanssal. Méréseink soran megfigyeltilk, hogy a gliikdéz-szenzor patkdnyba torténd
vizsgélatokhoz hasonld folyamatos csokkenést mutat. A gliikkéz-szenzorok ezen in vivo
vizsgalatok soran megfigyelhetd lassu szenzitivitas-csokkenésének hatterében a szenzor
felszinén végbemend fibrin depozicio6 szerepe feltételezhetd.

A szenzitivitas-csokkenés ellenére a glilkdzmérés megbizhatdsagat az allando kiilsé
kalibraci6 biztositja (a késziilék a kiilsd kalibracios érték segitségével kalkuldlja a
szenzitivitast jellemzd kalibracids konstanst). Ugyanezen szenzitivitas-csokkenés bizonyéra
az éaltalunk létrehozott H,O,—szenzor esetén is fenndll, és az in vivo H,O,—mérés eddigi
sikertelenségét is részben magyardzhatja. A szenzitivitds csOkkenésének kikiiszobolése - a
szenzor szerkezetének esetleges modositasaval - tovabbi vizsgalatok targyat képezheti.

Amperometrids méréseink eredményei alapjan Osszefoglalasként megallapithatjuk,
hogy a klinikai hasznalatban 1év6 CGMS szenzor az altalunk alkalmazott enzim-inaktivaciot
kovetden biztonsaggal alkalmazhatd a H,O,-szint valtozasainak pontos, szelektiv és szenzitiv
mérésére in vitro koriilmények kozott. Tovabbi vizsgalatokat és atalakitasokat kovetden -
reményeink szerint - az altalunk létrehozott szenzor alkalmas lehet a H,O, szint kis mértékii
lokalis véltozasainak in vivo mérésére is, mind allatkisérletekben, mind pedig human

vizsgalatokban.
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5. ADOHANYZAS ENDOTELDISZFUNKCIOT OKOZO HATASANAK
VIZSGALATA ENDOTELSEJTEKEN (ILIILVIILIX,X,XIXIII)

5.1. Bevezetés
5.1.1. Az endotelialis nitrogén-monoxid szintaz enzim (eNOS) és a nitrogén-monoxid

(NO)

A ROS gytjtéfogalomhoz hasonléan a szabadgyok és nem gyok természetli reaktiv
nitrogén szarmazékok elnevezésére a reaktiv nitrogén szarmazék (RNS) elnevezés
hasznalhato. A NO a RNS-ok kozott kozponti jelentdséggel bir. A NO olyan kis méretii
molekula, amely egy parositatlan spinti elektront tartalmaz, emiatt szabadgyoknek tekinthetd.
A NO szintézisét a nitrogén-monoxid szintdz enzimek (NOS) végzik, melyek L-arigininbdl
NO képzddése mellett L-citrullint képeznek. A NOS enzimnek harom izoformdja ismert. Az
endotelidlis NOS (eNOS) a vaszkularis endotélsejtek NO termeléséért felelés. A NO igen
fontos jelatvivé molekula, mely szamos fiziologias folyamatban jatszik kiemelt szerepet,
ugymint a neurotranszmisszid, a vérnyomas szabdlyozasa, a simaizom relaxdcido ¢és az
immunregulaci6 (77). Az endotélsejtekben termel6dé NO trombocita aggregacio-, leukocita
adhézio-, és vaszkularis simaizomsejt proliferacio gatlo hatasa révén kozponti szerepet jatszik
a vaszkularis homeosztazis fenntartasaban (78). Kozponti jelentésége miatt 1992-ben a
Science Magazin az Ev Molekul4java vélasztotta (77).

A NO legfontosabb feladata az értonus szabalyozasa. A szolubilis-guanilat-ciklaz
enzim (sGC) Fe’ -tartalmi Hem-csoportjahoz kétédve annak aktivalasat végzi. A képzédd
ciklikus guanil-monofoszfat (¢cGMP) pedig ioncsatornak €s protein kindzok miikddésének
befolyasolasan keresztiil az érfali simaizomzat tonusdnak csokkentését és a thrombocyta
adhézio gatlasaért felelds. A sGC enzimet az NO mellett a H,O, is ativalhatja (77,79).

Vizes kozegben a NO féléletideje minddssze néhany masodperc, alacsonyabb
oxigéntartalmu kozegben ennél valamivel hosszabb. Viz-, és zsiroldékonysdga egyarant
kivalo, ami lehetdvé teszi a lipidmembranokon keresztiili diffuzigjat. A RNS-ok

taltermelddését nitrozativ stressznek nevezziik (77).
A sejtekben termel6dé O, és a NO reakcidja soran egy tovabbi, rendkiviil

reakcioképes RNS, a peroxinitrit keletkezik:

NO'+ 0, — ONOO
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Az endotelidlis NO termelés tobbek kozott az eNOS enzim posttranszlacios
modifikacigjatol fiigg., melyet szdmos egyéb faktor mellett az enzim eltérd helyein torténd
reciprok foszforilacios-defoszforilacids folyamatok szabalyoznak. Az eNOS aktivitdsanak Ser
(1177)-, és Thr (495) oldallancokon torténd foszforilacids szabalyozasa egy bonyolult,
reciprok foszforilacios folyamat, melyben tobb protein kinaz (PK) és proteinfoszfataz vesz
részt. A Ser (1177) oldallanc PKB-medialt foszforilacidja noveli, a Thr (495) oldallanc PKC-
medialt foszforilacidja pedig csokkenti az eNOS aktivitasat, igy az endotelidlis NO termelést

(80, 86).

5.1.2. Dohanyzas okozta oxidativ stressz és endotéldiszfunkcio

A dohényzas endotéldiszfunkcidt okozo hatdsa régdta ismert. A dohanyfiist egyrészt
nagy mennyiségli szabad gyok, prooxidans ¢és aldehid tartalma révén okoz endotélsejt
karosodast (81). Ismert, hogy a NADPH-oxidaz, xantin-oxiddz, monomer eNOS ¢és a
mitokondrialis elektron transzport lanc ROS termelésének fokozéasa révén — szuperoxid,
hidrogén-peroxid, hidroxil-szabadgydk és peroxinitrit képzés —az endogén ROS termelést is
befolyasolja és ezaltal az endotélsejtek oxidativ karosodasat okozza (82,83). Emellett PKC
aktivaciot okoz, a vaszkularis endotelialis novekedési faktor (VEGF) indukalta endotélsejt
migracio és érképzddés folyamatat karositja (82), illetve DNS karosito és apoptosist indukalo
hatasa is ismert (84). Mindezen hatdsok eredményeként endotél diszfunkcio, és az endotél
dependens vazodilatacié karosodasa alakul ki, melynek hatterében a csdokkent NO termelés €s
biologiai hozzaférhetoség all (85). Az endotelidlis NO termelés egyrészt az eNOS
transzkripcids és poszt-transzlacios modifikacidjatol fiigg, masrészt befolyasolja az NO ROS-
ok altali inaktivacidja, melynek mértéke a szervezet antioxidans kapacitasanak fliggvénye
(86).

Az eNOS aktivitdsanak szabalyozasa egy rendkiviil dsszetett, szdmos PK és protein-
foszfataz miikddését involvalod folyamat. A Ser(1177) oldallanc foszforilacigjaban - és ezaltal
az eNOS aktivacidjaban — a PKB (Akt) jatszik kozponti szerepet (86,87). Ugyanakkor
azonban a véraramlas okozta nyiréer6 (87), VEGF (82), inzulin (88), H,O, (89), a
vordsborban talalhaté polifenolok, vagy a bradikinin (90) mas protein kinazok — mint a
ciklikus adenozin monofoszfat (cAMP) dependens protein kindz (PKA) — medialta
foszforilaciot eredményez a Ser(1177) aktivacios helyen. Kimutattak, hogy ezzel egyiddben a
PKA a protein foszfatdz 1 aktivacioja révén a Thr(495) oldallanc defoszforilacidjat végzi,

mely eldsegiti az enzim aktivalt allapotban tartasat (86).
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A Thr(495) oldallanc foszforildcidja — melyet a protein kinaz C (PKC) aktival — az
eNOS aktivitdsanak csokkenését eredményezi, igy az enzim mikodését gatldo szabalyozod
helyként ismert. Az eNOS inaktivaciojaban a PKC jatszik kozponti szerepet, mely a Thr(495)
foszforilacidja mellett a Ser(1177) defoszforilacigjat segiti el6 (86).

Munkacsoportunk korabban sertés aorta endotélsejteken végzett kisérletekkel igazolta,
hogy akut cigarettafiist hatds az agonista indukalta kalcium szignal és cGMP termelés
dozisfiiggd csokkenését eredményezi (91), mely hatdst az antioxiddns hatast redukalt
glutation (GSH) képes kivédeni (92).

Ma mar egyértelmiien bizonyitott, hogy a cigarettafiist az L-arginin-eNOS-NO-cGMP
utvonal integritasat eltéré szinteken befolyasolva okoz endotéldiszfunkcidt. Az eNOS enzim
cigarettaflist indukalta poszt-transzlaciés modosuldsai, mely az enzim kiilonb6zd helyeken

torténd foszforilacigjat érinti ezidaig nem képezték vizsgalat targyat.

5.1.3. A redukalt glutation (GSH)

Az intracellularis redox homeosztazis fenntartdsdban tobb ismert redox rendszer kap
szerepet. Kozilik a glutation rendszer (GSH/GSSG) kdzponti szerepe jol ismert. A glutation
rendszer a legfontosabb celluldris redox puffer, ezaltal a sejt redox allapotanak reprezentativ
indikatora (93). A GSH az eukaridta sejtekben legnagyobb mennyiségben jelen 1év6 szabad tiol,
mely optimalis intracellularis redox kornyezetet biztosit a makromolekuldk megfeleld
miikodéséhez (93). A redukalt GSH a biologiailag aktiv forma, mely oxidativ stressz hatasara
glutation diszulfiddd (GSSG) oxidalodik. A sejten beliil fiziologias koriilmények kozott a
glutation tobb mint 90%-a redukalt formaban van jelen. A redukalt forma oxidalt formahoz
viszonyitott aranya az oxidativ stressz kivaldo markere. A sejtek tobbféle mechanizmus —a GSSG
enzimatikus redukcidja, a citoszol de novo GSH szintézise, exogén GSH felvétel — révén a
glutationt nagy aranyban redukalt forméban tartjak (93).

A GSH szamos intracellularis redox folyamatban vesz részt, melyek célzott kontrolljat
szigora kompartmentalizacio segiti. Ennek megfelelden a sejten beliil citoszolikus,
mitokondrialis, nuklearis, €¢s az endoplazmatikus retikulumban talalhat6 GSH készlet lelheto fel.
Ez biztositja az intracellularis redox statusz allandosagat és véd a kiilonbozé ROS-ok DNS
karositd, a képzddd proteinek szerkezeti karosodasét-, illetve makromolekuldris diszfunkciot
okoz6 hatdsatol. Antioxidans kapacitdsa tobb tényezd egyiittes hatasabol adodik: tobb

antioxidans enzim kofaktora (glutation peroxiddz), a hidroxil-gyok direkt semlegesitését végzi,

crcr
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nuklearis GSH a DNS expressziojaban és a repair mecahnizmusokban fontos szerepet jatszo
proteinek szulthidril csoportjai szdmara megfeleld redox homeosztazist és ezaltal stabilitast
biztosit (77).

A GSH/GSSG rendszer egyéb redox proteinekkel egylitmiikddve szabalyozza az
intracellularis redox homeosztdzist. A thioredoxinok a protein diszulfid kotések reverzibilis
redukcigjat katalizaljak és a glutation rendszerrel egylittmiikddve fontos szerepet toltenek be a
sejten beliili redox folyamatok szabalyozasaban (93).

A NADPH az oxidalt glutation és a thioredoxinok redukcidjaban kulcsfontossagu
szerepet tolt be. A NADPH keletkezésében a pentdz-foszfat shunt gliikoz-6-foszfat dehidrogenaz
enzimjének (G6PDH) van kiemelt jelentosége, mely enzim aktivitasa oxidativ stressz, ROS-ok
hatdsara nd, igy a G6PDH enzimnek fontos szerepe van a NADPH mediélta antioxidans

védelemben (93).

5.2. Célkitiizések

Ismert tény, hogy a cigarettafiist endotél diszfunkciot okoz az L-arginin-eNOS-NO-
cGMP jelatviteli utvonal befolyasoldsa 1tjan, a pontos mechanizmus azonban ezidaig
tisztdzatlan volt. Kisérleteink célja a cigarettafiist akut hatdsanak in vitro vizsgalata volt
endotélsejteken.

Kérdéseink a kdvetkezOk voltak: - a cigarettafiistnek az eNOS enzim aktivalo
foszforilacidjara kifejtett hatasa
- a cigarettafistnek az eNOS enzim gatlo
foszforilacidjara kifejtett hatdsa
- az antioxiddns hatasi GSH-nak az eNOS enzim

foszforilacids szabalyozasara kifejtett hatasa

63



5.3. Anyagok és modszerek

Kisérleteinkhez egér endotelioma sejteket hasznaltunk (LGC Promochem). A
dohanyfiist id6-, és koncentraciofiiggd akut hatdsanak vizsgalatahoz a sejteket 37 C-on, 5%
CO; mellett, Krebs-pufferrel (kontroll) vagy dohanyfiistpufferrel (DFP) inkubaltuk tobbféle
koncentracioban (5-50%) és iddintervallumokban (5-30 perc). A DFP-t filteres cigaretta
fiistiének (Camel; R.J. Reynolds Tobacco; < 10mg katrany) egy vakumcsdszivattyl

segitségével Krebs-pufferbe torténd szivatasaval allitottuk eld (17. abra)

17. &bra: A DFP eldallitasara alkalmas késziilék. A DFP-t filteres cigaretta fiistjének egy

vakumcsoszivattyu segitségével Krebs-pufferbe torténo szivatasaval allija elo.
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Tovabbi kisérleteink soran antioxidans elokezelést alkalmaztunk GSH-val (SmM, 15
perc Krebs pufferben). A tenyésztett endotélsejteket a DFP-vel vald kezelést kdvetden
lizaltuk, a lizdtumokot lecentrifugaltuk (13 000 rpm, 10 min, 4C), majd a 80-120 ug fehérjét
tartalmaz6 mintakat sodium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS PAGE)
futtattuk. Ezt kovetden a futtatott mintakat Western blot technikaval transzferaltuk, majd
blokkoltuk. Az elsddleges anti-eNOS, anti-P-Ser (1177)-eNOS (Cell Signaling) és anti-P-
Thr(495)-eNOS (BD Pharmingen) antitestekkel 1:1000 higitadsban egy o6ran at inkubaltuk a
membranokat. Mosast kovetéen nyul elleni masodlagos poliklonalis antitestet (Cell Signaling)
hasznaltunk 1:2000 higitasban a bekotdédott anti-P-Ser(1177)-eNOS antitestek kimutatasara.
Az anti-P-Thr(495)-eNOS ¢és anti-eNOS antitestek detektalasara IgGl egér ellenes
poliklonalis antitestet alkalmaztunk (Zymed Laboratories). A detektalt fehérje mennyiségét
minden esetben az eNOS fehérjére korrigaltuk ¢és a kontrollhoz viszonyitottuk.
Eredményeinket atlag+-SEM-ként adtuk meg. A statisztikai analizist az SPSS 13.0 verzioval

végeztiik, szignifikansnak a p<0,05 értékeket tekintettiik.

5.4. Eredmények

A DFP koncentracid-, és idéfliggden novelte az eNOS enzim foszforilacidjat mind a
Ser(1177) mind a Thr(495) oldallaincokon (/8. és 20. abra). A legerésebb foszforilacids
valasz 50%-o0s dohanyfiist pufferrel 20 percig torténd kezelés hatasara jelentkezett. A
Thr(495) oldallanc foszforilaci6ja minden esetben szignifikdnsan nagyobb volt a Ser(1177)
oldallanc foszforilacidjanal (19. és 21. abra). A DFP-vel nem kezelt kontroll endotélsejt
mintadkban a bazilis P-Thr(495) szint és a bazalis P-Ser(1177) szint kozotti eltérés a

fehérjeexpresszié kontrollra valo korrigalasaval kikiiszobolhet6 volt.
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Kontroll 5%DFP 10%DFP 50%DFP

P-Ser(1177)- — i —

eNOS

P-Thr(495)-
eNOS

18. &bra: Az eNOS aktivadlo és gatlo foszforilacidjanak vizsgadlata endotélsejteken

eltéro koncentracioju DF P-oldattal 30 percig torténd inkubaciot kévetden.

Az abran egy reprezentativ Western blot eredménye lathato.

& P-Ser(1177)-eNOS/eNOS #
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P-eNOS fehérjeszintek
(kontrolira korrigalva)

Kontrol 5% SB 30' 10% SB 30' 50% SB 30'

19. &bra: Az eNOS foszforilacidjanak DFP okozta valtozasai
S, #vs. kontroll; * P-Ser(1177)-eNOS vs P-Thr(495)-eNOS. n=5
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Kontroll 5 min 10 min 20 min 30 min
P-Ser(1177)-
eNOS S -m
eNOS —
eNOS e . P p— E—

20. abra: Az eNOS aktivalo és gatlo foszforilaciojanak vizsgalata endotélsejteken
50%-0s DFP-oldattal kiilonbozé ideig torténd inkubdciot kévetden.

Az abran egy reprezentativ Western blot eredménye lathato.

& P-Ser(1177)-eNOS/eNOS
B P-Thr(495)-eNOS/eNOS #

N w w B
(&)} o (&)1 o
| | |
I
*

—_

P-eNOS fehérjeszintek
(kontrollra korrigalva)
N
o o

Kontrol 50% SB 5" 50% SB 10" 50% SB 20" 50% SB 30’

21. abra: Az eNOS foszforilaciéjanak DFP okozta vailtozasai
S, #vs. kontroll; * P-Ser(1177)-eNOS vs P-Thr(495)-eNOS. n=35
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crer

foszforilacigja a Ser(1177) oldallincon 20%-kal csokkent, mig egyidejlileg a gatld
foszforilacié a Thr(495) oldallancon 45%-o0s csokkenést mutatott (23. abra).

Kontroll 5%30min 10%30min 20%30min 20%30min
+GSH

P-Ser(1177)-

eNOS e ——— R
P-Thr(495)-

eNOS | ce— —

22. abra: A GSH eldkezelés hatdasdanak vizsgalata az eNOS aktivalo és gatlo foszforildaciojara
20%-o0s DFP-vel 30 percig torténd kezelés mellett.

Az abran egy reprezentativ Western blot eredménye lathato.
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23. &bra: A GSH véd a DFP hatdssal szemben. Az abran az eNOS aktivalo és gatlo

foszforilaciojanak a GSH védo hatasara bekévetkezo valtozasat abrazoltuk a DFP hatas
szazalékaban kifejezve. atlag + SEM; * vs. 20% DFP oldat 30 min, # P-Ser(1177)-eNOS vs.
P-Thr(495)-eNOS. Az adatokat a kontrollra és az 0ssz-eNOS fehérjeszintekre korrigaltuk.

n=>5.
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5.5. Megbeszélés

Az endotéldiszfunkcié szamos kardiovaszkularis betegség — hypertonia,
ateroszklerézis, diabétesz mellitusz, kronikus vesebetegség — indikatora (94,95). Az
endotélsejtek megvaltozott miikodésének kovetkezménye a NO termelésének és biologiai
hozzéaférhetéségének csokkenése, ami az endotélfiiggd vazodilaticido kdarosodasdhoz vezet
(82). A dohanyfiist endotéldiszfunkciot okozo hatésa régéta ismert. A dohanyfiist tobb mint
4700 kémiai Osszetevot tartalmaz (81). A dohdnyzéas Osszetett hatdsa révén mind a makro-,
mind a mikrovaszkularis endotélt karositja (85). A dohanyfiist endotéldiszfunkciot okozo
hatdsaban az eNOS enzim milkdodésének befolyasolasa és ezaltal az NO biologiai
hozzaférhetéségének megvaltozasa kozponti szerepet jatszik, melynek pontos
patomechanizmusa ezidaig ismeretlen volt. Endotélsejteket dohanyfiist extraktummal 24 6ran
keresztiil inkubalva csokken az eNOS messenger-RNS (mRNS) szintje és az eNOS
expresszioja (96). Barua ¢és munkatdrsai dohdnyzé személyektdl szarmazd szérummal
endotélsejteket inkubaltak 12 oran keresztiil, ami megndvekedett eNOS fehérje expresszid
mellett csokkent eNOS aktivitashoz és NO termeléshez vezetett (97).

Kisérleteink soran a dohanyzasnak az eNOS enzim poszttranszlacids szabalyozasara
kifejtett hatasait vizsgaltuk egér endotélsejteken. Az eNOS enzim aktivaldo ¢és gatlo
oldallancon torténd foszforilacidjat vizsgaltuk rovid, maximum 30 perces DFP-vel torténd
kezelést kovetéen. Elsdként sikeriilt igazolnunk, hogy a rovid ideig torténé DFP kezelés
koncentracio-, és idéfiiggé modon noveli az eNOS enzimnek mind az aktivald, mind a gatlo
oldallancon torténd foszforilacidjat. A mintdk 6ssz-eNOS fehérje szintje valtozatlan maradt.
A gatlo Thr(495) oldallanc foszforilacidja azonban fokozottab volt az aktivald Ser(1177)
oldallancéndl. Mindezek alapjan feltételezheté, hogy DFP hatdsdra az aktivalo/gatld
foszforilacid ardnyanak gatld irdnyba torténd eltoloddsa vezet az eNOS aktivitasanak és
kovetkezményesen a NO biologiai hozzaférhetdségének csokkenéséhez.

Korabbi kisérleteink igazoltdk a dohanyfiist vizoldékony komponenseinek az eNOS-
NO-cGMP utvonalra kifejtett gatlo hatasat, mely hatdas SOD-dal, kataldzzal ¢és deferoxaminnal
nem volt kivédhetd. Ez alapjan a szuperoxid, hidroxil-gyok és a lipid peroxidacidé ezen
folyamatban bet6ltott szerepe kizarhato volt (91,92).

Ismert, hogy a dohanyfiist katranytartalma mellett szdmos karos hatdsu prooxidanst,
szabadgyokot és aldehideket tartalmaz, melyek erélyes oxidativ hatast fejtenek ki (81). A
GSH/GSSG a legfontosabb cellularis redox puffer rendszer, ezéltal a sejt redox allapotanak

reprezentativ indikatora (93). A GSH az eukariota sejtekben legnagyobb mennyiségben jelen
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1évo szabad tiol, mely optimalis intracellularis redox kornyezetet biztosit a makromolekulédk
megfeleld miikodéséhez (93). Munkacsoportunk kordbbi vizsgalatai igazoltdk, hogy az
aspecifikus szabadgyok és aldehid-fogé GSH neutralizal6 hatasanak koszonhetden véd a
formaldehid karosité hatdsatol, mely a DFP-ben nagy mennyiségben megtalalhaté (91).
Feltételezhetd, hogy a dohéanyfiistben taldlhato aldehid komponensek feleldsek a
dohéanyfiistnek az eNOS foszforilacidos szabdlyozasara kifejtett hatasaért az eNOS
miikodésében kulcsszerepet jatszo tiol-csoportok moddositasan keresztiil. Zhang és
munkatarsai kimutattak, hogy egy ditiol oxidalo vegytilet a dohanyfiisthdz hasonld hatast fejt
ki az eNOS aktivitdsdra. Ugyanakkor mind a GSH, mind a captopril — szulthidril-
csoporjaiknak koszonhetden - mérsékelni képes az endotélfiiggd vazodilatacié dohanyfiist
kivaltotta karosodasat (98).

Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy a GSH szignifikdnsan csokkentette az eNOS DFP
indukélta foszforilaciojat mind a Ser(1177)-, mind a Thr(495)-oldallancokon. A gatld
foszforilacid aktivald foszforildciohoz viszonyitott csokkenése szignifikansan nagyobb
mértékil volt. Az eNOS foszforilacios szabalyozasanak GSH hatasara aktivalo iranyba torténd
eltolodéasa az eNOS fokozott aktivitdsdhoz és a NO biologiai hozzaférhetdségének ¢€s ezaltal
az endotélfunkcionak a javulasahoz vezet. A GSH endotéldiszfunkciora kifejtett jotékony
hatdsat tehat részben az eNOS enzim poszttranszlacios-foszforilaciés szabalyozasanak
befolyasolasan keresztiil fejti ki. A GSH feltehetden a dohanyfiistben talalhaté aldehidek
megkotése (91), és ezaltal a teljes poszttranszlacios szabalyozasi folyamat aranyainak eltolasa
révén fejti ki pozitiv hatasat az eNOS miikodésére.

Eredményeink igazoltak, hogy a dohanyfiist az eNOS foszforilacios szabalyozasanak
komplex befolydsolasan keresztiil mar rovid tdvon csdkkenteni képes a NO biologiai
hozzaférhetéségét és az endotélfiiggd vazodilatacidt, ami igen jelentds kockazati tényezd a
kardiovaszkularis betegségek kialakuldsaban és progresszidjaban egyarant (94,95). A GSH
védd szerepének igazolasa a dohanyfiistben talalhaté aldehidek endotéldiszfunkcio-
kivéltasaban betoltott patogenetikai szerepét tamasztja ald. A gatld hatasu Thr(495)-oldallanc
foszforilacigjaért leginkabb felelés PKCRB jelatviteli itvonalanak gatlasa igéretes lehetdségnek
tinik a dohanyzas karos hatdsainak kivédésében (99). A PKC ubiquiter volta miatt azonban
ezen inhibitorok klinikai gyakorlatban valé alkalmazhat6saga kérdéses €s tovabbi kutatasok

targyat kell hogy képezze.
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6. VEGTAGI GANGRENAT OKOZO KALCIFILAXIS HASNYALMIRIGY-VESE
TRANSZPLANTACION ATESETT BETEGUNKNEL; A FETUIN LEHETSEGES
SZEREPE (IV,XII)

6.1 A Kalcifilaxis

A kalcifilaxis a metasztatikus kalcifikacio egy sajatos formaja, amely elsésorban a bort
¢s a szubkutiszt érinti és rossz gyodgyhajlamu fekélyek és gangréndk kialakuldsdhoz vezet.
érintd kalcifikacid, az intima proliferacidja, endovaszkularis fibrozis €s intravaszkularis
trombozis. Végeredményben obliterativ vaszkulopatia alakul ki, mely az érintett szovetek
iszkémiajahoz és nekrozisdhoz vezet. A vaszkulopatia kialakuldsat az érintett borteriilet igen
intenziv hiperesztéziaja és analgetikumokra sem reagald kifejezett fajdalma koveti, majd
hiperémia, livedo retikularisz, induralt plakkok €s tapinthat6 szubkutan csomok jelennek meg.
A folyamat késdi szovOdményei a rossz gyogyhajlamu fekélyek és gangréndk (100,101). Ezek
gyakori feliilfertézédése elobb vagy utdbb szepszisbe torkollik és egy éven beliil a betegek
nagy részének halalat okozza. A masik leggyakoribb haldlok a viszceralis szervek iszkémids
karosodasa (102). A kérképet - mint szisztémds hiperszenzitivitasi reakciot - elséként Selye
irta le az 1960-as években (103).

Etiologidja maig sem pontosan tisztdzott, leggyakrabban urémids és/vagy
hyperparatiredzisos betegeknél fordul el (100), a dializis kezelés elsdé évében, ezen belill is a
diabéteszes, obez, europid populdciohoz tartozé ndkben irtdk le legtobbszor (102,104).
Gyakorisaga az utobbi idoben ndvekvd tendenciat mutat, irodalmi adatok szerint az urémids
betegek koriilbeliil 4%-at érinti. Progressziv koérkép, amely egy éven beliil az esetek 60-
100%-aban a betegek halalat okozza (102). Az irodalom egyre gyakrabban tesz emlitést nem
urémias betegekben kialakuld kalcifilaxisrol, melynek elnevezése non-urémias kalcifilaxis
(NUC) (105). A korkép hatterében leggyakrabban primer hiperparatiredzis, autoimmun
korképek, alkoholos madjbetegség, malignus daganatok allnak. Emellett a kemoterapids
kezelés, protein C vagy protein S hidny, Crohn betegség, jelentds sulyvesztés is kalcifilaxis
kialakulasdhoz vezethet. Az esetek jelentds részében a kortikoszteroid kezelés és a diabétesz,
mint predispondlo faktor szerepe feltételezhetd (105,106).

A betegség patogenezisében kozponti szerepet jatszik a kalcifikécio inhibitorainak
csOkkent szintje. Az alpha-2 Heremans Schmid glikoprotein (Ahsg/ fetuin-A) elnevezésii

protein a szervezetben az ektopias kalcifikdcio inhibitora, alacsony szintje kalcifikaciot
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eredményez ¢és az erek medidjanak meszesedését okozhatja (107). Masrészt a hipofetuinémia
inzulin hiperszenzitivitdshoz vezet, amely egyéb hatdsai mellett az intimalis proliferacidért

lehet felelds (108).

6.2. Esetismertetés

Az 50 éves ndbetegnek 6t éves kora ota ismert volt 1-es tipusu diabétesz mellitusza,
hét éve hypertonidja. A betegnél a periférias vaszkularis betegséget kivéve szinte valamennyi
diabétesz mellituszra jellemz6 mikro-, és makrovaszkuléris szovodmény jelentkezett. Urémia
miatt dializalni kellett és transzplantacds varolistara helyeztiikk. A transzplanticio elott
mindkét oldali artéria dorzalisz pédisz és tibidlisz poszterior tapinthatd volt, klaudikacio
intermittensz nem jelentkezett, és a betegnek végtagi ulkusza, gangréndja nem volt.

A Dbeteg 2000. novemberében hasnyalmirigy-vese transzplantacion esett at, ezt
kovetden inzulinkezelésre és dializisre sem szorult. Harom honappal a transzplantaci6 utan a
bal kéz IV-V. ujjan szaraz gangréna alakult ki. Ot honappal ezutén a bal halluxon jelent meg
gangréna. 2002. februarjaban fajdalmas multiplex felsd és alsd végtagi gangrénak mellett a
bal 1ab I. ujjan oszteomielitiszt diagnosztizaltunk.

A vaszkulitiszes eredet kizarasara elvégzett immunkémiai vizsgalat negativ
eredménnyel zarult. A szérum kalcium, foszfat, parathormon, dsszfehérje és albumin szint
normdl tartomanyban volt, a szekunder hiperparatiredzis kizarhatd volt. Betegilinknél oralis
gliikéz terhelés soran mértiik a plazma gliikkdz és inzulin szintjét (€homi, 30, 60, és 120 perc
mulva). Ennek eredménye az emlitett idépontokban: gliikkéz: 5.1, 5.2, 5.2, 5.2 mmol/l és az
inzulin ugyanezen idépontokban: 60, 96, 126, 198 pmol/l. A kapott értékek segitségével
meghatdroztuk az elsd ¢és a masodik fazisu inzulinszekrécid6 mértékét. Az elsd fazis
szekrécioja 963 pmol, mig a masodik fazist szekrécidé 247 pmol volt. Emellett meghataroztuk
az inzulin szenzitivitdst a homeostasis model assessment (HOMA index) és az inzulin
szenzitivitasi indexek (ISI) segitségével. A HOMA index értéke 2,26 volt, mig a Stummvoll
szerint meghatarozott ISI értéke 0,14 volt, ami nagyfoku inzulin-érzékenységet jelzett.
szovettani feldolgozasa sordn Kossa reakcioval az artéridk medidjanak meszesedését,
valamint zsirszoveti kalcifikaciot lattunk, emellett hematoxilin-eozin festéssel sulyos foku
intimalis proliferacid volt kimutathato; ezek a kalcifilaxis diagnosztikus kritériumai (24. abra,

A, B és C panel).
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24. abra: A szovettani vizsgalat eredménye (Dr. Degrell Péter anyagdbdl)

A panel: Arteria intima proliferacio lumensziikiilettel (¢» =intima, * = érlumen,
hematoxilin-eosin festés, 400x-os nagyitds)
B panel: Arteria media kalcifikacio (MC=media kalcifikacio, * = az érlumenben
trombus lathato, Kossa reakcio, 100x-os nagyitas)

C panel: Zsirszoveti kalcifikacio (Kossa reakcio, 200x-os nagyitas)

Csontszcintigrafias és tobbszori rontgen vizsgalat lagyrész meszesedést nem mutatott.
2002. majusaban multiplex progrediald gangrénak miatt bal oldali cruralis amputaciora kertlt
sor. A beteg ezt kovetden fajdalmas felsd és alsd végtagi gangrénak miatt tobb alkalommal
pentoxifylline (Trental), pentosan polysulfate (SP54) és thioctansav (Thiogamma) inflizioban
részesiilt. Az alkalmazott szteroid dozist megemeltiik, hogy a fokozott inzulin-érzékenységet
csokkentsiik (methylprednisolone napi 24 mg).

Meghataroztuk a szérum fetuinszintet, amely 51 egészséges Onkénteshez viszonyitva
alacsonyabb értéket mutatott. (408 vs. 593 + 93ug/ml, mean + 2SD, p<0,05). A betegnek 2003.

decemberére dsszes ulkusza és gangréndja begydgyult vagy lelokodott.
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6.3. Megbeszélés

A Dboérulceracié és gangréna kialakuldsanak hatterében szamos korkép allhat.
Felmeriilhet eldrehaladott okkluziv periférids arterids betegség, diabéteszes neuropatia,
elérehaladott  kronikus vénas elégtelenség, periférids embolia, krioglobulinémia,
kriofibrinogenémia, oxal6zis, nekrotizdld vaszkulitisz, ulceralé bértumor, infekcidzus
ulceracid, angiodiszplazia miatti fekély, de okozhatja pioderma gangrendézum, koleszterin
embolizacié, kumarin nekrézis, antifoszfolipid szindroma, nekrobidzis lipoidika,
hematologiai és autoimmun korképek, ciklosporin okozta arteriopatia és amiloidozis is (109).
A gangréna hatterében kalcifilaxis is allhat.

A korképet dializis kezelés alatt 4116 urémias és vesetranszplantalt betegekben irtak le
leggyakrabban. Irodalmi adatok szerint eziddig Osszesen 22 esetben irtak le
vesetranszplantacion atesett betegeknél (110). Valamennyi beteg kortikoszteroid terapidban
részeslilt és tobb esetben a rejekcid miatt adott nagy dozisu szteroid 1okésterapiat kovetden
rovid id6n belill alakult ki a koérkép. Egyes kordbbi megfigyelések szerint a
kortikoszteroidoknak — az inzulin hiperszenzitivitds ¢és a kovetkezményes intimalis
proliferacié mérséklése révén - elonyds hatasai vannak kalcifilaxisos betegeknél (112). Mi is
azt tapasztaltuk, hogy az immunszupresszansként adott metilprednizolon dézisanak emelése
kedvezden hatott a beteg gangréndira.

Mazzaferro vizsgalata kimutatta, hogy a vesetranszplanticio ugyan kedvezden
befolyasolja, de nem allitta meg a koronaria erek dializis kezelés alatt elkezdddo
(111).

A fetuin-A, vagy alfa-2-Heremans Schmid glikoprotein egy 60 kDa nagysagu, a
szérumban kering6 glikoprotein, amely a méjban termelddik és az extracelluldris tér ubikviter
alkotoérésze (113,114). Az extraszkeletélis calcifikacio, a kalcium-foszfat precipitacio hatésos
inhibitora. Negativ akut fazis fehérje, gyulladasos folyamatok down-regulaljak a szintézisét,
szérumszintje negativ korrelaciot mutat a C-reaktiv protein €s a gyulladadsos citokinek - IL-6,
IL-1, TNF-alfa — szintjével kronikus vesebetegekben és hemodializalt betegekben (113,114).
Fetuin-A knock out egerekben inzulin hiperszenzitivitas észlelhetd, valamint kiterjedt
ektopias kalcifikacid alakul ki a miokardiumban, a vesében, tiidoben és a bérben (115).

Betegiinknél az orélis gliikéz terhelés soran a normalisnal alacsonyabb elsé ¢és
masodik fazisu inzulinszekrécid és ennek ellenére a teszt soran nem emelkedd vércukorszint

felvetette az inzulin hiperszenzitivitas lehetdségét. Elvégeztiik az inzulin szenzitivitasi index
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Stumvoll szerinti meghatdrozasat is (116), melynek magas ¢értéke fokozott inzulin
érzékenységet igazolt. Ismert, hogy az inzulin hiperszenzitivitds intimdlis proliferaciohoz
vezethet. Ezek alapjan betegiink esetében a hipofetuinaemia és a kdvetkezményes inzulin
hiperszenzitivitds mind a media kalcifikdcio, mind pedig az intimalis proliferacid
mechanizmusat magyarazhatja. Ugyanakkor az inzulin hiperszenzitivitds vazodilataciot is
okozhat, ami a szisztémds vérnyomas csokkentése altal a periférias iszkémidt sulyosbithatja és
igy betegiinknél is hozzéjarulhatott a gangréndk stlyosbodasahoz.

A kalcifilaxis diagndzisanak felallitdsa nehéz, altalaban tal késon keriil ra sor és ez
jelentésen hozzajarul a betegek mortalitdsdhoz. A diagnoézis felallitasanak legbiztosabb médja
a borbiopszia. Elvégzése azonban kockazatos ¢és relative kontraindikalt (112), ugyanis az
iszkémids nekrozis tovabbterjedését okozhatja. Betegiinknél oszteomielitisz miatt a labujjat
mindenképpen amputalni kellett, és igy lehetdségiink volt hisztologiai vizsgéalatra, amely
megerdsitette a kalcifilaxis diagnézisat. A szovettani vizsgalat egyértelmiien kizarta a
diabéteszes angiopatia lehetdségét. A transzplantaciot kovetd ciklosporin kezelés felvetette a
ciklosporin okozta arteriopatia lehetdségét is, amelyet a szOvettani vizsgélat szintén kizart,
csakigy mint az amyloidosist.

Az utébbi idoben egyre tobb kozlemény foglalkozik a nem urémids kalcifilaxissal
(NUC), melynek gyakorisaga novekszik. Ezen esetek dontd tobbségében a szérum kalcium,
foszfor és parathormon szint normdl tartomdnyban van. Beteglink esetében is normal
vesefunkcid, normal szérum kalcium ¢és foszfat szint és normal mellékpajzsmirigy hormon
szint mellett jelentek meg a kalcifilaxisra jellegzetes bdrelvaltozasok. NUC esetén a
borelvaltozasok leggyakrabban az als6 végtagok disztalis részét érintik, makroszkdpos
megjelenésiikben az urémids betegeknél tapasztalt 1éziokhoz hasonloak. NUC esetén a
mortalitasi ardny 52% ¢és a leggyakoribb haldlok ebben az esetben is a szeptikus szovédmény.
A korkép pontos patogenezise maig ismeretlen és hatékony specifikus terapia nincs a
birtokunkban (105,106).

A kalcifilaxis standard terapidja magaban foglalja az intenziv lokalis sebkezelést, a
parathormonszint mellett a mellékpajzsmirigy eltavolitast, a hiperbarikus oxigén terapiat és az
allogén boratiiltetést. Emellett a biszfoszfonatok, a kalcimimetikumok (cinacalcet) és a
natrium-tioszulfat hatékonysaga is bizonyitott (117).

A kalcifilaxisban szenvedd betegek életkilatdsai rosszak. Betegiinknél a rendszeres

kombinalt keringésjavitdé infuzios kezelések mellett jelentdésen javithatd volt a periférias
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véraramlas, az ulkuszok visszafejlodtek, ezért az altalunk alkalmazott kezelés javasolhatd
kalcifilaxisban szenvedd betegeknél.

Irodalmi adatok szerint diabéteszes betegeknél veseelégtelenség miatt elvégzett sikeres
hasnyalmirigy-vese transzplantacié utan a periférids vaszkularis betegség is érdekes modon
nemhogy javulast, hanem inkabb progresszidt mutat (15). A jelenség oka szintén ismeretlen.
A sikeres hasnyalmirigy-vese transzplanticid tehat csak latszolagos remissziot hoz, az
érrendszer kordbban elkezdddott kdarosodasa irreverzibilis és progressziv marad. A
legfontosabb feladatunk ezért a vaszkuldris karosodasok progresszidjanak lassitisa a
diabétesz, a veseelégtelenség €s a hiperparatiredzis korrekt terapiajaval.

Betegiink kortorténetét azért tartjuk bemutatasra érdemesnek, mert hasnyalmirigy-vese
transzplantacié utdn, a diabétesz és az urémia klinikai remissziojanak fazisdban kialakult

kalcifilaxis megjelenésére az irodalomban nem taldltunk emlitést.
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7. TEZISEK

1/1 A CGMS a hagyomanyos négypontos ujjbegyi vércukormérésnél 1ényegesen pontosabban
jelzi a vércukorszint ingadozasait és kifejezetten alkalmas a tlinetmentes hipoglikémiak
kimutatdséra is.

12 A CGMS egyértelmilen nagy segitséget jelent a személyre szabott, individualis
inzulinkezelés kialakitasaban és ezaltal a betegek anyagcsere-allapotanak javitasaban.

1/3 Vizsgélatainkkal igazoltuk, hogy a CGMS monitorozas alapjan elvégzett terapia-
modositas javitja a glikémids statuszt és hozzajarulhat a késdi diabeteszes szovodmények
gyakorisdganak csokkentéséhez is.

2/1 A CGMS késziilék gliikdz-szenzora az altalunk alkalmazott enzim-inaktivaciot kdvetden
mint H,O,-szenzor biztonsadggal alkalmazhaté a H,O,-szint valtozasainak pontos, szelektiv és
szenzitiv mérésére in vitro koriilmények kozott.

2/2 Az éltalunk létrehozott H,O,-szenzorral a H,O,-mérés als6 méréshatara Sumol/l kortli.
2/3 BSA ¢és human plazmamintdkban végzett H,O,-méréseink a bioldgiai mintak antioxidans
kapacitasat igazoltak.

3/1 Rovid ideig torténd DFP kezelés koncentracio-, és idofiiggd modon noveli az eNOS
enzimnek mind az aktivalo, mind a gatld6 oldallancon torténd foszforilacidjat. A gatlo
oldallanc foszforilacidja minden esetben szignifikdnsan nagyobb az aktivalo oldallanc
foszforilacidjanal.

3/2 DFP hatasara az aktivalo/gatld foszforilacié aranyanak gatlo irdnyba torténd eltolodasa
vezet az eNOS aktivitasanak €és kovetkezményesen az NO biologiai hozzaférhetdségének
csokkenéséhez.

3/3 A GSH szignifikansan csokkentette az eNOS enzim DFP indukalta foszforilaciojat mind
az aktivalo, mind a gatld oldallancokon. A gatld foszforilacié aktivald foszforilaciohoz
viszonyitott csokkenése szignifikansan nagyobb mértéki volt.

3/4 Az eNOS foszforilacidés szabalyozdsanak GSH hatasara aktivalo irdnyba torténd
eltolodédsa az eNOS fokozott aktivitasdhoz és a NO biologiai hozzaférhetdségének ¢és ezaltal
az endotélfunkcionak a javulasdhoz vezet.

4/1 Az irodalomban elsdként tettlink emlitést hasnyalmirigy-vese transzplanticié utan, a
diabétesz és az urémia klinikai remissziojanak fazisaban kalcifilaxis megjelenésérol.

4/2 Esetiink bizonyitja, hogy diabéteszes betegeknél a sikeres hasnydlmirigy-vese
transzplantacié csak latszolagos remissziot hoz, a vaszkulatura korabban elkezdddott

karosodasa irreverzibilis €s progressziv marad.
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4/3 Rendszeres kombinalt keringésjavito infuzids kezelések mellett jelentdsen javithato volt a
beteg periférids véraramldsa, ezért az altalunk alkalmazott pentoxifillin/pentozan poliszulfat

kezelés javasolhato kalcifilaxisban szenvedd betegeknél.
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10. KOSZONETNYILVANITAS

Halaval mondok koszonetet a II. sz. Belgyogyaszati Klinika minden munkatarsanak -
orvosoknak és ndvéreknek egyarant - akik bevezettek az orvoslas €s a kutatas vilagaba, kivalo
szemléletet adtak, megtanitottak gondolkodni és dolgozni és akikkel kezddként megtiszteld
volt egy csapatot alkotni.

Ezuton is kiilon kdszonetemet fejezem ki,

Prof. Dr. Wittmann Istvannak, aki kutatasi tevékenységem irdnyvonalait meghatarozta,
tudomanyos munkamat vezette ¢s kivalo tanarként megtanitott a tudomanyos prezentacid
gyakorlatara is.

Prof. Dr. Nagy Juditnak, akinek igen nagy szerepe volt abban, hogy belgyogyész lettem és
aki gyogyito és tanitd tevékenyégével példaképemmé valt.

Nagy tisztelettel fejezem ki koszonetemet Dr. Sulyok Endre Professzor Urnak, aki a
munkahelyvaltast kovetden 1) témavezetdként segitd jobbot nyujtott és munkédmat mindenben
tamogatta.

Kiilon koszonetemet fejezem ki Prof. Dr. Nagy Gézanak a PTE TTK Fizikai Kémiai
Tansz€k tanszékvezetd egyetemi tandranak és Dr. Nagy Lividnak az MTA Kémiai
Szenzorika Kutatdcsoport munkatdrsanak, hogy faradhatatlan munkajukkal és végtelen
tiirelmiikkel probaltak bevezetni a bioszenzorok érdekes, ismeretlen vildgaba. Koszonom,
hogy vizsgalataimat hosszt idon keresztiil intézetiikben végezhettem.

Dr. Wagner Laszlonak, aki altal megkezdett tudoményos ,,0svényre” 1éptem, aki a kutatas
legnehezebb pillanataiban is segitséget €s barati tAmogatast nyujtott.

Dr. Molnar Gergé Attilanak, aki baratként és munkatarsként is mellettem allt, és aki az
évek soran felsorolhatatlanul sok segitséget nyujtott.

Dr. Degrell Péternek, aki szakmai alapossagra és gondolkodasra tanitott.

Az egykori TDK-, majd PhD hallgatonak Dr. Laczy Boglarkanak akivel a laboratériumban
egylitt dolgoztunk-tanultunk.

Heitmanné Lendvai Anikonak és Samikné Varga Ilondnak, akik a laboratoriumi

munkaban segitettek.

Kiilon kdszondm nagymamdm mindig tdmogatd, megértd szeretetét, mellyel életem minden
pillanataban segiteni tud. K&szondm sziileim tdmogatasat, valamint férjem segitségét és

turelmét.
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