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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABPM - 24 6rés vérnyomasmonitorozas (ambulatory blood pressure monitoring)
ACE - angiotenzin konvertdz enzim

ADK - arginin dekarboxildz

ADMA- aszimmetrikus dimetil-arginin

AGAT - arginin-glicin amidinotranszferdz

AL - argininoszukcinat lidz

AS - argininoszukcinat szintetdz

AtS - arginil-tRNS szintetdz
ATSZ - anti-timocita szérum

AUC - area under curve (gorbe alatti treriilet)
BAT - széles spektrumi aminosav transzporter (broad spectrum aminoacid transporter)

BH, - terahidrobiopterin
BHT - butilalt hidroxi-toluén
BTAEC - marha thoracalis aorta endotélsejtek (bovine thoracic aortic endothelial cells)

CaM - calmodulin
CATI - kationos aminosav transzporter (cationic aminoacid transporter)

CCB - kalcium csatorna blokkolé (Ca channel blocker)
c¢GMP - ciklikus guanozin monofoszfat

DAO - diaminoxidaz

DDAH - dimetilarginin dimetilaminohidrolaz

DMEM - Dulbecco modifikalt Eagle médiuma

EDTA - etilén-diamin-tetraecetsav
EGEF - endothelial growth factor

ESR - elektron spin rezonancia

ET - endothelin

FAD - flavin-adenin dinukleotid

FBS - fotalis marhaszérum (fetal bovine serum)

FF - filtracios frakcio

FMN - flavin-mononukleotid

GFR - glomeruldris filtracids rata

HBSS - Hank-féle séoldat (Hank’s balanced salt solution)
HD - hemodializis

HDMVEC - human dermélis mikrovaszkularis endotélsejtek
HGEC - humén glomerularis endotélsejtek

HPLC - nagy teljesitményti folyadék-kromatografia (high performance liquid chromatogr.)
IgA NP - IgA nefropétia

IL - interleukin

K - glomeruldris ultrafiltraciés koefficiens

K, - az enzim maximadlis aktivitdsdnak feléhez sziikséges szubsztratkoncentracié

KVB - krénikus vesebetegség
L-arg - L-arginin
L-cit - L-citrullin



L-gln - L-glutamin

L-glu - L-glutaminsav

L-NAME - N®-nitro-L-arginin metilészter

L-NMA - N% monometil-L-arginin

L-NNA - N--nitro-L-arginin

L-orn - L-ornitin

L-pro - L-prolin

LPS - lipopoliszacharid

MEM - minimadlis esszencidlis médium

NADP - nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

NO - nitrogén monoxid

NOHA - N®-hydroxy-L-arginin

NOS - nitrogén monoxid szintetdz (e - endotelidlis, i - indukdlhat6, n - neurondlis izoforma)
NOy - nitrit/nitrat (NO,/NO3")

NS - nem szignifikdns

OAT - ornitin aminotranszferaz

ODK - ornitin dekarboxildz

OTK - ornitin transzkarbamildz

ONNO' - szuperoxid anion

PAEC - sertés aorta endotélsejtek (porcine aortic endothelial cells)
PBS - foszfat pufferolt fizioldgids sdoldat (phosphate buffered saline)
PD - peritonedlis dializis

PDGEF - platelet derived growth factor

PRMT - protein-arginin metiltranszferaz

P5C - pirrolin-5-karboxilat

RMAEC - patkdny mezenterikus arterioldris endotélsejt (rat mesent. arteriol. endoth. cell)
RMVEC - patkdny mezenterikus venuléris endotélsejt (rat mesent. venular endoth. cell)
RPF - rendlis plazma dramlas

RR - vérnyomas

RVR - rendlis vaszkuldris rezisztencia

SDMA - szimmetrikus dimetil-arginin

SDS - Na dodecil szulfat (sodium dodecil sulfate)

SB - dohéanyfiist puffer (smoking buffer)

SE - standard error

TBS - Tris pufferolt fizioldgids séoldat (Tris buffered saline)

TBS-T - TBS Tween 20 detergenssel kiegészitve

TGF-J - transforming grownth factor 3

UnaV - vizelettel uiritett natrium iirités

UnoxV - vizelettel tortént nitrit- €s nitratiirit€s

VVE - végstadiumu veseelégtelenség

Megjegyzés: A fejezetek cime mogott zardjelben olvashatok a fejezethez kapcsolédd
tézisek (fekete, romai szammal) és sajat publikaciok (piros, arab szammal).

7



2. OSSZEFOGLALAS

Nagy populécidkat érintd kéros allapotokban €s modelljeikben (dohdnyzas, diabetes
mellitus, hiperténia, IgA nefropdtia, veseelégtelenség) kutattuk az L-arginin — nitrogén
monoxid rendszer valtozasat, és ennek lehetséges hatdsait a vesebetegség progresszidjara, a
terapids befolyasolhatésag reményében.

A mikrocirkuldciobdl szdrmazé endotélium intakt L-arginin — nitrogén monoxid
rendszerének vizsgdlata sordn kideritettiik, hogy a venularis oldal alap nitrogén monoxid—
termeld képessége nagyobb az arteriolarisénal.

Vizsgélataink alapjan megallapithatjuk, hogy a dohdnyzds csokkenti az endotélium
nitrogén monoxid-termelését (mely folyamat glutationnal kivédhetd); megvaltoztatja az
endotélsejtek fehérjedsszetételét. Tovabba megfigyeltikk, hogy a dohanyzds kapcsidn a
szervezetbe keriild jelentés mennyiségli nitrogén oxidok miatt a vizelettel iiritett nitrit- és
nitrat-mennyiségébdl nem kovetkeztethetiink a szervezet nitrogén monoxid termelésére,
ami egyébként — a vizelettel iiritett cGMP-mennyiséghez hasonléan — hasznalhat6 erre a
célra.

A cukorbetegség koéros metabolizmusanak modelljeiben lattuk, hogy a
hiperinzulinémia fokozott szuperoxid anion- és nitrogén monoxid- és kovetkezményesen
nagy mennyiségli peroxinitrit-termelddéssel jar; illetve, hogy a magas gliikkdz-szint
glikdlhatja az L-arginint, ami pl. a nitrogén monoxid-szintetdz szubsztrat-hozzaférhetdségét
csokkentheti.

A krénikus vesebetegségben szenvedd betegek plazmdja és ennek bizonyos
komponensei (pl. ADMA, urea), csokkenthetik az endotélsejtek L-arginin-transzportjat és
nitrogén monoxid szintetdz aktivitdsat in vitro; azonban, az urednak Onmagdban, nagy
koncentracidban, j6 vesefunkcié mellett nincs ilyen hatésa.

A hiperténia - melynek kialakuldsdban szerepet jatszhat a csokkent nitrogén
monoxid-termelés — elddllapotaiban szenvedd IgA nefropatids betegek (non-dipper
egyének, illetve fehérkopeny hipertdnidsok) gyorsabb vesefunkcié-romlast mutattak, mint a
dipper normotensiv egyének. A 24-6rds ambuldns vérnyomdsmérésre alapozott
gyogykezeléssel illetve hosszabb hatdstartami ACE-gitld és Ca-csatorna blokkold
altaldban egyiittes adasdval jobban csokkenthet6 a magas vérnyomds ezekben a
betegekben.

Felmeriil az L-arginin exogén addsdnak jotékony hatdsa  bizonyos
vesebetegségekben, igy kronikus vesebetegségben is, azonban a sok ellentmondésos
eredmény miatt ahhoz, hogy az L-arginin bekeriilhessen a terdpids fegyvertarba, még

tovabbi kutatdsokra van sziikség.



SUMMARY

The goal of this dissertation was to do research on some diseases, pathological
conditions and their models affecting large populations (such as smoking, diabetes mellitus,
hypertension, IgA nephropathy, renal insufficiency), whether they influence the L-arginine
— nitric oxide system and the progression of kidney diseases.

According to our studies with intact microcirculatory endothelial cells, nitric oxide
producing capacity of the venular side is better than that of the the arteriolar endotélium.

On the basis of our results, smoking decreases nitric oxide production of the
endothelium (this can be prevented by the addition of glutathione). Cigarette smoke also
alters the protein composition of endothelial cells. In addition, different nitric oxides
inhaled during smoking increase the excreted amount of nitrite and nitrate in the urine,
making it impossible to use these values for the estimation of the total nitric oxide
producing capacity of the body.

Some models of altered diabetic metabolism showed, that hyperinsulinaemia
increases superoxide, nitric oxide, and consequent peroxynitrite production. Furthermore,
glucose in high levels may glycate L-arginine, leading e.g. to diminished substrate
availability for the nitric oxide synthase enzyme.

The plasma and some components (e.g. ADMA, urea) from patients suffering from
chronic renal insufficiency may decrease the L-arginine-transport and the nitric oxide
synthethase activity of endothelial cells in vitro. However, urea by itself, in uremic
concentration, by intact kidney function has no such effect.

Decreased nitric oxide production may play a role in the development of
hypertension. IgA nephropathy patients showing precedent conditions of hypertension
(non-dippers, patients with white coat hypertension) had a more progressive kidney
function loss, than dippers with normotension. Therapy based on the automated ambulatory
blood pressure measurements, and the use of long-acting ACE- and Ca-channel blockers
help to reduce high blood pressure better in these patients.

The exogenous administration of L-arginine may have beneficial effects in some
renal diseases (e.g. in chronic renal disease). However, because of controversaries in
findings, a lot of research is needed until L-arginine can be acknowledged as a therapeutic

agent.



3. BEVEZETES

A vesebetegségek egy része kronikussd vdlhat, a kronikus vesebetegségek (KVB)
egy hanyada  végstdidiumu  veseelégtelenséghez (VVE)  vezethet.  Bizonyos
vesebetegségekben a progresszid gyakori (pl. krénikus glomerulonephritis, diabeteses
nefropatia, reflux nefropatia, kétoldali policisztds vesebetegség esetén), mig mas esetekben
ritka és éltaldban lassi a betegség romldasdnak folyamata (pl. nephrosclerosis benigna,
analgeticum nefropétia). Ugyanazon vesebetegségben azonban nem mindig van progresszio,
és a vesebetegség tipusa sem kizdrdlagosan hatdrozza meg a progresszidt: a vesefunkcid
romldsdnak iiteme egyénenként is véltozik, melyet valszinlileg tobb faktor befolyasol.

A vesebetegség progresszidjanak ismert rizikofaktorai az eredeti vesebetegség tartos
aktivitdsa, a velesziiletett vagy szerzett nagyfokd veseszovet-hidny, a glomeruldris
atdramlast és intraglomeruléris nyomast fokoz6é hemodinamikai tényez0k (nagy mennyiségii
fehérjét tartalmazo diéta, diabetes mellitus, hiperlipidémia), perzisztalé és nefrotikus hatart
elér6/meghaladé proteinuria, nem kontrollalt magas vérnyomads, infekcidk, hugyuti
obstrukcid, reflux, nephrotoxinok, kalcium vagy urat lerakdddsa, stb.

Sok adat wutal arra, hogy a fent felsorolt faktorok okozta karosodas
patomechanizmusdban (pl. hemodinamikai tényezdk, magas vérnyomds, stb.) tobbszor
szerepet jatszik az L-arginin (L-arg) — nitrogén monoxid (NO) — ciklikus guanozin
monofoszfat (cGMP) rendszer zavart miikodése. Erre j6 példa az egyik legjobban vizsgalt
modell, az 5/6-od nefrektomids patkdny modell (emberi megfeleléje az elOrehaladt
veseszovet-pusztuldssal jar6 korképek), ahol a progressziét foként hemodinamikai
valtozasok okozzdk. Itt a maradék nephronokban az arteriola afferens rezisztencidja jobban
csokken (nagy valdszintis€éggel NO hidny miatt), mint az arteriola efferens rezisztencidja,
igy fokozodik a glomerularis kapillaris nyomas, ami noveli a glomeruldris vérataramlast,
majd novekszik az egyes nephronokra juté glomeruldris filtraciés rata (GFR) is,
hiperfiltracié alakul ki, ami glomerularis hipertréfidhoz vezet. Mivel a hiperfiltraciéval nem
tart 1épést a filtrdld feliilet novekedése (sot utdbbi gyakran csokken is), kdrosodnak az
endotél-, a mezangidlis- és epitelidlis sejtek: mikrotrombusok, hialin6zis, mesangium-
expanzié és mikroaneurizmdk kialakuldsan és képzOdésén keresztiil glomerulosclerosishoz
vezetnek az elvaltozdsok. A glomeruldris kédrosodasok mellett tubulointersticialis
karosodasok is 1étrejonnek, melyek hozzajarulhatnak a progressziéhoz.

Az allatkisérletes modellek mellett a kovetkez0 emberi vesebetgségekben allhatnak
hemodinamikai tényezok a progresszié mogott: a mitkodo nephronok szaméanak csokkenése

(féloldali vese agenézia, féloldali nefrektomia, parenchimds vesebetegségek elOrehaladott
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stddiuma), a primer vesevazodilaticié allapotai (diabetes mellitus, sarlésejtes anémia),
hipertonia - kezeletlen vagy rosszul kezelt és/vagy csokkent autoregulacioval.

Munkdmban igyekeztem Osszefoglalni az L-arg - NO rendszer mar ismert
sajatossagait (a hatalmas mennyiségii rendelkezésre all6 informécid miatt a teljesség igénye
nélkiil). Az in vitro, és in vivo kisérleteinkben, valamint human megfigyeléseink kapcsan
probaltunk az L-arg - NO rendszer tovabbi részleteire, Osszefiiggéseire fényt deriteni, az
esetlegesen felmeriilé 4j terdpids lehetoségek reményében. Tettiik ezt azért, mivel a
vesebetegségek nagy része ma még alig vagy egydltalin nem gydgyithatd, azonban
progresszidjuk jelentésen befolydsolhatd, aminek kapcsan akar évekkel-évtizedekkel
tolhat6 ki a sziikségessé valo miivesekezelés, illetve lassithaté az egész szervezetet érintd

tulajdonképpeni oregedési €s elhasznalodasi folyamat.

3.1. Az L-arg metabolizmus lehetséges titvonalai (publikdcio 15)
3.1.1. Az L-arg élettani szerepe

L-arg-re nemcsak a fehérjék szintéziséhez van sziikség, de jelentds szerepe van az
urea, kreatin(in), NO, agmatin, poliaminok, glutaminsav (L-glu), illetve a prolin (L-pro)
termel6désében is. Ezeken az anyagokon keresztiil szerepe van a nitrogén-egyensuly
fenntartdsaban (fehérjelebomlasi termékek elimindcidja, izomanyagcsere), az értonus
szabdlyozdsdban, a trombocitdk és fehérvérsejtek kitapaddsdnak befolydsoldsdban, az
immunrendszer szabdlyozdsdban, a neurotranszmissziéban, az RNS-szintézisben é&s
kovetkezményesen a sejt- és szovetnovekedésben €s sejtdifferencidléddsban, a kollagén-
szintézisben, de noveli a spermiumok szdmdt és mobilitdsit, emeli a timusz
limfocitaszdmdt, segiti a tumor felismerést €s a szervezet tumorok elleni vdlaszat is (217,

248, 314).

3.1.2. Az L-arg szerepe a novekedésben és a tdpldlkozdsban

Az L-arg-t sokdig nem esszencidlis aminosavnak tekintették, kideriilt viszont, hogy
bizonyos éallapotokban, illetve betegségekben nélkiilozhetetlenné valhat. Kifejlett
egyedekben az L-arg szemi-esszencidlis aminosav, mig a nodvekedés sordn, a
megnovekedett igény miatt esszencidlis. Forrdsai egyrészt exogének: diétds bevitel, napi 1-5
g, ennek kb. 30-44%-a keriil az ileumbdl és a jejunumbdl a splanchnicus keringésbe, a
maradék kb. 56-70% a bélhdmsejtek 4ltal katabolizdlédik, illetve a széklettel tdvozik,
masrészt endogének: szintézis a vesében €s a majban. A normdl diéta kb. 1-3%-at és a teljes

fehérjebevitel kb. 5-6%-at alkotja az L-arg (58, 217, 228, 248). Megemlitendd, hogy magas
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homérsékleten az L-arg-t és gliikozt tartalmaz6 oldatokban (ételek hokezelése) szabad
gyokok, eldrehaladott glikaciés produktumok keletkezhetnek, melyeket sikeriilt kimutatni
elektronspin-rezonancia technikdval. Ezek a tdpldlékkal a szervezetbe jutva kiillonbozd
modon kérosithatjdk a szoveteket. Csokkent vesefunkcid esetén, kivalasztédasuk lassuldsa
miatt fokozott jelentdségiik lehet (300). Az emlitett produktumok testhdmérsékleten is
keletkezhetnek: metilglioxal és L-arg (illetve L-arg helyett L-ornitin /L-orn/, L-citrullin /L-
cit/, L-alanin, N®-nitro-L-arginin metilészter /L-NAME/) reakci6ja sordn, ligos kdzegben

(192 =31, 309 = 8).

3.1.3. Az L-arg szintézise

Az L-arg szintézis f0 helye a vese (kb. 60%). A mdjban is jelentds L-arg termelés
folyik, de az ott jelenlévd nagy fokud arginidz-hatds miatt az L-arg nagy része
metabolizalodik és igy nem keriil a keringésbe. Kismértéki L-arg szintézis az
endotélsejtekben és makrofagokban is folyik. (228, 248, 314). Az L-arg becsiilt in vivo, de
novo szintézise kb. 16 pmol/kg/h, mely konstans (58). Az endogén eredetli L-arg az 6sszes
keringd L-arg-nak mindossze 5-15%-ét teszi ki. Az endogén eredetii, keringd L-arg nagy

részét a teljestest fehérje metabolizmusa hatidrozza meg (314).

a. Vese

A vese a vékonybélbdl a keringésbe jutott L-cit kb. 83%-at veszi fel a proximalis
tubulusokon keresztiil, majd az argininoszukcinét szintetdz (AS) segitségével L-aszpartat
beépitésével argininoszukcindtot képez, melyet az argininoszukcinat lidz (AL) alakit at L-
arg-na (fumardt termel6dése mellett; arginin-citrullin ciklus, vagy citrullin-NO ciklus), ami
szinte teljes mennyiségben a keringésbe jut (159, 204, 248), mivel a vesében az argindz
aktivitas elkiiloniil az L-arg bioszintézis f6 helyétdl (172). Az AS és AL enzimek nagy
mennyiségben taldlhatok a vesében és a mdjban, de tobb mdas szerv és sokféle sejt is
expresszélja (203). A vese L-arg szintézisének mértéke 1ényegében az L-cit kindlattdl fiigg.
Az L-cit f6 forrdsa a vékonybél, ahol az izom aminosav-katabolizmusbdl szdrmaz6 L-
glutamint (L-gln) és a felszivodott L-gln és L-glu alakul at L-cit-né igy az L-arg szintézis

nagyrésze a "vékonybél-vese tengely" miikkodés eredménye (248, 314).

b. Mij
A mdj a keringésbdl az L-cit kevesebb, mint 0,25%-4t veszi fel, mivel sajét teljes,

nagyon intenziven miikodo urea-ciklussal rendelkezik (az argindz-aktivitas kb. 50-100-szor
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nagyobb a mdjban, mint a vesében; 248).

c. Endotélsejtek

Az endotélsejtek is Ujrahasznositjdk a NOS enzim termelte L-cit-t, azt ismét L-arg-
nd alakitva (AS és AL enzimek segitségével), illetve fehérjékbdl valdszinlileg peptidil-L-
arg-eket is felszabaditanak (116, 314), illetve exogén L-cit-t is felhaszndlnak az L-arg
szintézis€éhez (312). Az L-gln gétolja az L-arg szintézist: egyrészt az L-cit felvételének

kompetitiv gatlasa révén, mdsrészt az AS aktivitds blokkoldsaval (268, 312, 314).

d. Makrofdgok

Az indukdlhaté nitrogén monoxid szintetdz (iNOS) enzim indukcidjaval egyiitt az
AS enzim is indukdl6dik a makrofidgokban (de minden nem-hepatikus eredetli sejtben is),
igy az iNOS megnovekedett szubsztratigényét az L-cit djrahasznositisaval elégiti ki. A
sejttenyészetben kapott eredmények ellenére (mind endotélsejtekben, mind makrofagokban)
az L-arg ujrahasznositdsdnak szerepe az in vivo NO termelddésben még nem tisztazott

(203, 314).

3.1.4. Az L-arg transzportja

Az L-arg transzportjat kiildnbozé transzporter rendszerek végzik (y*, b**, B**, y'L),
melyek koziil az y* rendszer kationos aminosavakra szelektiv, mig a tobbi neutrélis
aminosavakat is transzportdl. Az y* rendszer ndtriumtdl fiiggetlen, és az L-arg felvétele
szempontjdb6l a legjelentdsebb (az L-orn és L-lizin felvételét is medidlja). Ujabban
bizonyos transzmembrin fehérjéket fedeztek fel (CAT-1, CAT-2A, CAT-2/B/ és CAT-3;
kationos  aminosavtranszporterek), melyek aminosav transzporter tulajdonsigai
megegyeztek az y' rendszerével, de nem tisztdzott, hogy utdbbi tartalmaz-e mds
molekuldkat is az el6bb emlitetteken kiviil, mindenesetre annyi bizonyos, hogy az y*
rendszer a CAT transzporterek miikodésének expresszidja. Emellett kimutattak dgynevezett
BAT fehérjéket is (rBAT és 4F2hc, széles spektrumu transzport fehérjék, broad spectrum
aminoacid transporter), melyek valdszinlileg transzport-reguldtorok (77). A vesében
kimutattak a CAT-1 (ubikviteren fordul eld) mRNS-ét is. Mas kationos aminosavak és
pozitiv t6ltésii analégok gatoljak az y* rendszer mitkodését (L-orn, L-lizin, N°-monometil-
L-arginin /L-NMA/, NG—iminoetil—L—ornitin; 314).

Az urea nagy (urémidsokban el6fordul6) koncentricioban csokkenti az

endotélsejtekbe torténd L-arg transzportot (14sd az ureandl).

13



3.1.5. Az L-arg metabolizmusa

Az L-arg anyagcserét foglalja O0ssze az 1. dbra. Az 1. és 2. tdblazat a fontosabb
metabolitok normal értékeit mutatja be a plazméban és a vizeletben.

Az enzimatikus reakcidk koziil meghatarozéak az argininoszukcindt szintetdz, a két
argindz, a hdrom nitrogén monoxid szintetiz és az arginin dekarboxildz katalizalta
folyamatok. Az argininoszukcindt szintetdz, az argindzok, a nitrogén monoxid szintetdz
enzimek €s a kationos aminosavtranszporter aktivitdsdnak jelentds hatdsa van az L-arg
anyagcseréjére egészséges egyénekben és vesebetegségekben. Komplex interakcidok
jellemzik ezen enzimek mitkddését, melyek koziil egyre nagyobb szerepet tulajdonitanak az
argindzok szabdlyozé hatdsdnak az NO, poliaminok, L-pro és L-glu szintézisében. Tovabb
bonyolitja a képet a kiillonbozd enzimek mind szervspecifikus (pl. mdj, vékonybél, vese),
mind szubcelluldris kompartmentalizacidja, illetve az enzimek expresszidjanak valtozasa a

diétas, hormonalis és citokin behatasokra (314).

3.1.5.0. Az NO ut
Az NO az L-arg taldn legfontosabb metabolitja. Részletes leirdsat a 3.2. fejezet

ismerteti.

3.1.5.1. Az urea szintézise €s az L-orn metabolizmusa

Az argindz L-arg-bol L-orn-t és uredt hasit, majd az L-orn-t alakitja tovdbb az
ornitin dekarboxildz (ODK, poliamin-szintézis) segitségével, illetve az ornitin
aminotranszferdz (OAT, L-pro szintézis, L-glu szintézis). A poliaminoknak a
sejtproliferdcidban, az L-pro-nak a kollagén-szintézisben van szerepe, mig az L-glu (az L-
gln-nal) a tejben leggyakrabban el6fordulé aminosavak, illetve utébbiak prekurzorai a
GABA-szintézisnek (y-aminobutirat), mely fontos ingeriiletitvivd anyag. Az urea a
vesefunkcionak, a diétds protein-bevitelnek és a hidraltsagi dllapotnak a markere.

Az argindznak két izomere van. Az argindz I, citoszolikus enzim, nagy
mennyiségben fordul eld a mdjban az urea-ciklus részeként, mig az arginiz II
mitokondridlis lokalizaci6ji, és kisebb mértékben el6fordul a vesében, az agyban, a
vékonybélben, az emlémirigyben és a makrofdgokban (314). Mindkét izomert kimutattak
endotélsejtekben: a konstitutiv forma (arginaz I) lipopoliszacharid (LPS) hatdsa nélkiil is
jelen van, mig az argindz Il megjelenését az LPS indukdlja (57). Bar az urea szintézisének

legnagyobb része a majban torténik, a felszivodé L-arg 40%-at argindz hasitja a vékonybél
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mukézaban (314). Mivel az extrahepatikus szervek nem rendelkeznek teljes urea-ciklussal,
igy az arginaz Il szerepe még nem tisztazott (57).

Oroklott hepatikus argindz defektus esetén kimutattidk az argindz II emelkedett
expresszigjat vesében (314). Mind az argindz, mind a NOS aktivitdsa jelentosen gyengébb

diabeteses patkanyok endotélsejtjeiben (313).

a.) A poliamin ut

Az L-orn tovabbi metabolizmusaban fontos szerep jut az ODK-nak, a poliamin-
szintézis kulcsenzimének, mely a vesében, a vékonybélben és mas szervekben is
megtalalhato.

A poliaminok (putreszcin, spermin, spermidin) nélkiilozhetetlenek a
sejtproliferacidhoz és a differencidcidhoz. A vese argindz aktivitdsa stimuldlja a poliamin-

szintézist, ugyanis az ODK miikodését az L-orn kindlat hatdrozza meg (228, 314).

b.) Az L-pro és L-gln 1t

Az OAT enzim L-orn-bdl pirrolin-5-karboxildtot (P5C) termel, mely tovabb
alakulhat L-pro-nd (P5C reduktdz segitségével), illetve L-glu-vd (P5C dehidrogendz
aktivitds révén). Az L-pro a kollagénszintézishez sziikséges (a kollagén kb. 22%-a L-pro),
az L-glu és L-gln a tej leggyakoribb aminosavai (228, 314).

Megjegyz€s: Az ornitin transzkarbamildz enzim (OTK) az L-orn-t L-cit-né alakitja,

karbamil-foszfat (melyet a karbamil-foszfat szintetdz termel ammonidbdl és széndioxidbol,
ATP segitségével) beépitésével. Az OTK-t humdén illetve patkdny vesében nem irtdk le,
csak mdjban, illetve vékonybél epitelidlis sejtekben (203), kimutattdk viszont csirke

vesében (291).

3.1.5.2. Kreatin-szintézis

A kreatin bioszintézisének elsd 1épését az arginin-glicin amidinotranszferaz
(AGAT) katalizalja, masnéven transzaminiddz enzim, mely a tovabbi biokémiai 1épések
szempontjabol limitdlé6 hatdsd enzim, €s amely dltal katalizdlt reakcié a vesekéreg
proximélis tubulusaiban jatszédik le. Az L-glicinnel torténd egyesiilés révén az L-arg-bol az
enzim guanidino ecetsavat hoz létre, mely a mdjban kreatinné metildlédik, majd a
vazizomzatban alakul kreatininné (194, 248). A kreatinin szabadon oszlik el a teljestest
viztartalmdban, nagyrészt a vizelettel tdvozik, de tovdbb is metabolizal6dhat, illetve

kreatinné is visszaalakulhat. A kreatinin a leggyakrabban hasznalt vesefunkciés marker
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(248).

3.1.5.3. Az agmatin ut

Az agmatint az arginin dekarboxildz (ADK) enzim szintetizdlja L-arg-bdl,
széndioxid keletkezése mellett. Az agmatint a diaminoxiddaz (DAO), méasnéven agmatindz
enzim bontja tovdbb, agmatin aldehidet (guanidino-butilaldehidet) termelve. Az ADK
enzim a vesében mind a kéregben, mind a velében megtaldlhatd, emellett az agyszovetben,
a mijban, a szivben, a lépben €s a tiidoben, mitokondrium-dds sejtfrakcidjaban (179),
illetve endotélsejtekben és az aorta membranfrakcijaban is kimutattdk jelenlétét (246). A
DAO enzim a vesében elsdsorban a kéregben, a glomerulusokban fordul eld, de az
epidermiszben, a placentdban, a vékonybél epitélsejtjeiben, az eozinofil fehérvérsejtekben,
makrofagokban, illetve véndk, artéridk, bronchiolusok, a gyomorfalban és a bdrben
simaizom sejtjeiben is kimutattak (179).

Az agmatin (10 pM) stimulalja az endotelidlis konstitutiv NOS-t (eNOS, 205). Az
agmatin néhany tiz uM-os koncentraciéban a neurondlis NOS-t (nNOS) irreverzibilisen
inaktivdlja (76), illetve 1-300 uM-os koncentracidban gatolja az iNOS-t is (1). Masok
leirtdk az agmatin gyenge kompetitiv antagonista szerepét mindhdrom NOS-izomeren
(legjobban az iNOS-t gdtolva), bar az agmatin az eNOS-t csak mM-os nagysdgrendben
blokkolta (99). Az agmatin aldehid is gatolja az iNOS-t. Az agmatin emellett, antizim-
fliggd mechamizmuson keresztiil blokkolja az ODK enzimet, illetve a sejtmembranban
taldlhat6 poliamin transzportert (37).

Vese-intersticium és glomerulusok agmatinnal tortént mikroperfizidja patkdnyban
reverzibilisen emelte a GFR-t és az abszolut proximadlis reabszorpciét. Ezeket a hatdsokat
vese-denervacié nem befolydsolta (179). Az agmatin vazodilataciot és GFR emelkedést
okoz a vesében, illetve sejtproliferaciét gatlo hatasu (37).

Az agmatin stimuldlja a katekolamin-szekréciot mellékvesekéreg kromaffin
sejtjeibdl, patkany-ciszterndba injektdlva emeli a vérnyomast, serkenti az inzulinszekréciot,
stimuldlja a hipotalamusz LHRH elvélasztasét, javitja a morfin-analgéziat és megeldzi a
morfin-tolerancia kialakuldsat (99). Az agmatin kotddik az oa2-adrenerg és imidazolin-2
receptorokhoz is, és szerepe lehet a vaszkuldris simaizomsejtjei novekedés gatlasdban
(246). Az agmatin tumor-szupresszor szerepét is kutatjak (259).

Az agmatin in vivo szerepe még vitatott, de mds L-arg anyagcsereutvonalakat
befolyasolhat (228, 314). Ujabban kozolték az agmatin j6tékony hatdsdt experimentélis

anti-timocita glomerulonephritisben, ahol gétolta a sejtproliferdcié kialakuldsat €s javitotta
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a vesefunkciot (130).

3.1.5.4. Protein-szintézis

Az L-arg - arginil-tRNS formdjdban — a fehérjeszintézis kozvetlen prekurzora.
Jelentés szerepe van azonban a fehérjék lebomldsdban is: a proteinek N-termindlis
szakaszdan taldlhat6 aszpartdthoz vagy glutaméthoz poszt-transzlaciésan kapcsolddva segiti

az ubikvitin-fiiggd proteolitikus aktivitast (314).

3.1.5.5. Az L-arg metilalt forméai

Az L-NMA, az aszimmetrikus dimetil-arginin (ADMA) és a szimmetrikus dimetil-
arginin (SDMA) a protein-arginin metiltranszferaz (PRMT) enzimek éltal szintetizalt L-arg
analogok, melyek a fehérjék L-arg-reziduumait metilaljdk. A PRMT-nek két izomerje van,
a PRMT 1 a hiszton- és nonhiszton-fehérjékhez kapcsol metilcsoportot, mig a PRMT II
specifikusan a mielin bazikus proteint metildlja. EIobbi L-NMA-t és ADMA-t, mig utébbi
L-NMA-t és SDMA-t termel. A metilalt anal6gok fehérjelebontds sordn szabadulnak fel; a
citoszolba, majd onnan a plazméba keriilnek. A dimetilargininok koncentricidja kb.
tizszerese az L-NMA koncentraciéjanak (169, 293). Az L-NMA-t és az ADMA-t a
dimetilarginin dimetilaminohidroldz enzim (DDAH) bontja, citrullint termelve. Az
enzimnek két izomerje létezik, a DDAH I féleg az nNOS-t, mig a DDAH II az eNOS-t
expresszdlé szovetekben van jelen. Mindkettd fOleg citoszolikus lokalizcigji enzim, és
nagy mennyiségben fordul eld a vesében is (35, 148, 168).

Az ADMA és az L-NMA (mig az SDMA nem) kompetitive gétoljdk a NOS
enzimet: az L-NMA ICs értéke mindhdrom NOS izomeren 2-5 uM-os nagysagrendi, az
ADMA ekvipotens az L-NMA-val: 3-10 uM-os koncentraciéban gatolja az NO termelést L-
arg jelenlétében izoldlt erekben, sejttenyészetben makrofagokban és endotélsejtekben.
Mivel bioldgiai rendszerekben a sztdochiometriai ardny nem 1:1, igy tobblet L-arg-ra van
szilkség az ADMA vagy L-NMA okozta gitlis kivédéséhez. Emellett mindharom
metilarginin, az L-arg-nel egyiitt az y* rendszeren keresztiil jut a sejtbe (144, 169, 293).
ADMA farmakol6giai koncentracioban (100 uM) kismértékben gatolja az L-arg
transzportot endotélsejtekbe, mig nincs hatdsa erre abban a koncentraciéban (2,5 uM, 10
uM), ami urémidban fordul el6 (319).

ADMA adagolés intravénasan (1-30 mg/kg) dozisfiiggd vérnyomdsemelkedést okoz
tengerimalacban, illetve lokdlis infiziéban (2-16 umol/min) csokkenti az alkari

vérkeringést egészséges egyénekben (293).
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A metilargininek egészséges vese esetén a vizelettel valasztodnak ki (kb. 60 wmol /
24 h ADMA, a vizeletmennyiségtdl fiiggden akar 20 uM-os koncentraciot is elérhet) és
metabolizdlodnak, veseelégtelenségben viszont csokken a kivélasztasuk, és igy szintjiik
megemelkedik a plazméban (0,5-10 uM), a veseelégtelenség fokdval ardnyosan (93, 169,
188, 263). Hemodializéltakban jobban emelkedett az ADMA-szint, mint peritonedlis
dializissel kezeltekben, bdar a hemodializis akutan jelentdsen csokkentette a plazma
koncentraciét (7, 8, 144, 186, 264, 265). Az SDMA szintje altaldban jobban emelkedik,
val6szinlileg azért, mert az ADMA-t metabolizdlja a DDAH. Az emelkedett ADMA szint
in vivo hatdsai még nagyrészt ismeretlenek, de valdszinilileg szerepe van a séhdztartds
megvaltoztatdsdban, az értonus €s az erek reaktivitdsinak novelésében, a fokozott
aterogenezisben €s az immunrendszer befolydsoldsdban (169), és endotél diszfunkciot

okoz6 hatdsa miatt a vaszkuldris megbetegedések uj rizikofaktora lehet (70).

3.1.6. Az L-arg egyéb hatdsai

Az L-arg kiilonb6z6 hormonok (inzulin, katekolaminok, kortikoszteron, glukagon,
novekedési hormon, prolaktin, szomatosztatin) elvalasztasan keresztiil is hat (248, 314).
Kiilonosen érdekes tanulmény foglalkozik az L-arg infizié inzulinszekréciot okozo
hatdsdval és kovetkezményes NO-szerli effektusaval (104, lasd lejjebb). A novekedési
hormon deficiencidjdnak diagnoézisahoz tartozott évtizedekig a 30 g parenterdlis L-arg

adagolds, mely stimuldlja a novekedési hormon elvalasztasat (228).

3.1.7. Az L-arg kivdlasztdsa a vesén keresztiil

Az L-arg a glomerulusokon datsziirdédik és majdnem teljes mennyiségben
visszaszivodik a proximdlis tubulusokban (248). Az L-arg egészséges egyénekben a
vizeletben csak kis mennyiségben fordul elé (néhdny tiz pumol/g kreatinin), és sem
fehérjementes diéta, sem L-arg-dus étrend nem valtoztatja meg jelentdsen az L-arg

kivalasztasat (135).

3.1.8. Osszefoglalds

Az L-arg szemi-esszencidlis aminosav. A keringésbe keriil6 L-arg termelddésének
f6 helye a vese proximadlis tubulusa. Az L-arg fOként kationos aminotranszporter
segitségével jut a sejtekbe, ahol fiziol6gdsan sokféle modon metabolizalédhat: L-arg-ra
nemcsak a fehérjék szintéziséhez van sziikség, de jelentds szerepe van az urea, kreatinin,

nitrogén monoxid, agmatin, poliaminok, L-glu, illetve a L-pro termelédésében is. Igy részt
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vesz a nitrogén-egyensuly fenntartisaban, az érténus szabdlyozdsdban, a trombocitdk és
fehérvérsejtek kitapadasanak befolydsoldsaban, az immunrendszer szabdlyozdsdban, a
neurotranszmisszioban, a sejt- és szovetnovekedésben és sejtdifferencidlédasban, a
kollagén-szintézisben, de noveli a spermiumok szdmat €s mobilitdsat, emeli a timusz
limfocitaszamat, segiti a tumor felismerést és a szervezet tumor elleni valaszat is. A
metabolikus utvonalak megoszlésa, az egyes utvonalak L-arg fogyasztasdnak mértéke, st a
metabolitok és az egyes utvonalak interakcidja kiillonbozé moédon valtozhat mind szovet-,

szervspecifikusan, mind bizonyos (vese)betegségekben a fizioldgids dllapothoz képest.

3.2. Az NO élettana és korélettana
3.2.1. Az NO termel6dése

A nitrogén monoxid szintdz enzim (NOS) L-arg-bdl nitrogén monoxidot és L-cit-t
hasit, N%hydroxy-L-arginin (NOHA) intermedier keletkezésén keresztiil, molekuldris
oxigén jelenlétében, szamos kofaktor (redukdlt nikotinamid adenin dinukleotid /NADPH/,
tetrahidrobiopterin /BH.4/, citokrom P-450 tipusti hem molekula, kalmodulin, flavinadenin
dinukleotid /FAD/, flavin mononukleotid /FMNY/) segitségével (52). A NOS két {6 tipusat
kiilonitjiik el, a konstitutiv (cNOS) és az indukdlhaté6 (iNOS) enzimet. Tovabba két
kiilonféle konstitutiv izoenzim ismert, a neuronalis (nNOS) és az endotelidlis NOS (eNOS,
mukodését szemlélteti a 2. dbra). A konstitutiv enzim kalciummal aktivalhatd; stimulalhaté
receptorhatdson keresztiil, pl. bradikininnel, kdlcium ionoforral, de ADP, szerotonin is
stimuldlja (10). Akut nyiréerd szintén aktivalja az eNOS-t (20). Szamos inhibitor gatolhatja
az eNOS miikodését: pl. L-NMA, ADMA. A konstitutiv enzim mind citoszolikus (nNOS),
mind membranokhoz kotott formdja (eNOS, ami az endotélsejtekben és a trombocitdkban
fordul eld) ismert. A cNOS aktivdléddsa rovid iddtartamd, pikomoélos nagysdgrendiit NO
termeléssel jar. Az iNOS dltaldaban kdlcium independens, hosszan (6rdkig) tarté NO
termelés jellemzi, nanomodlos koncentracioban termel NO-t, és az enzim kiillonbozo
indukciok hatdsara (lipopoliszacharid, citokinek: TNF-alfa, IL-1) expresszalodik, amit a

glukokortikoidok gatolni képesek (10).

3.2.2. A NOS izomerek lokaliz4cidja a vesében

A NOS mindharom izomerje el6fordul a vesében: [1] Az eNOS legfoképpen a vese
érrendszer endotélsejtjeiben talaldlhatd, de kimutattdk a proximalis tubulusokban, a Henle-
kacs felszall6 vastag szardban a veldben és a gylijtdcsatorndkban is. [2] Az nNOS eléfordul

a makula denzédban, a glomeruldris parietdlis epitéliumban, a glomerularis efferens
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arterioldk endotélsejtjeiben, a vesemedence idegeiben, a perivaszkuldris idegekben, a kérgi
és velOi gylijtécsatorndkban, a Henle-kacs vel6i vékony szardban. [3] Az iNOS
megtaldlhaté fizioldgidsan a juxtaglomeruldris appardtusban, a proximadlis tubulusban, a
Henle-kacs veldi vastag felszallo szardban, a kérgi és velOi gytijtcsatorndkban, az arteriae
arcuatae-ban, a vasa recta kotegeiben és egyes adatok szerint a glomeruléris afferens
arteriolakban (23, 154).

Az eNOS els6sorban a sejtek perinukledris régidéjaban fordul eld, ami Golgi-
markerekkel kimutathatd, és kisebb, de szignifikdns mennyiségben a plazmamembran
kaveoldiban is jelen van (178). Immunohisztokémiailag kimutattdk, hogy a CAT-1, az
eNOS és a kaveolin kolokalizdltan fordulnak eld az endotélsejt plazmamembranjdnak
kaveoldiban (kaveolaris komplexum), ami az extracellularis L-arg eNOS-hoz torténd

eljuttatdsat segiti el6 (kompartmentalizicid) (44, 193).

3.2.3. Az L-arg paradox

Itt kell megemliteni az "arginin paradox" kifejezést, melyet annak a jelenségnek a
leirdsdra haszndlnak, amikor az exogén L-arg addsdra a NOS aktivici6 jon létre annak
ellenére, hogy az L-arg mar eleve feleslegben van jelen. Az intracelluldris L-arg
koncentracié 100-1.000 uM az endotélsejtekben, mig az eNOS K,-je kb. 3-5 uM, illetve az
extracellularis L-arg koncentraciot tekintve intakt sejteknél a K, 73-150 uM, ami a plazma
L-arg koncentracidjaval megegyezd tartomdnyban van. A jelenség hétterében a kaveoldris

komplexum (14sd lejjebb) allhat. (13, 193, 280, 314).

3.2.4. Az NO termelddését befolyasold egyéb tényezdk

Alacsony L-arg koncentracional az argindz és a NOS enzimek szubsztrathasznalata
hasonlé mértéki, igy az elegendd mennyiségii argindz korldtozhatja a NOS szubsztrat
hozzaférhetdségét, mely jelenséget leirtdk sebgydgyulds esetén és makrofagokban (314).
Szubszaturdlé koncentraciéji L-arg vagy tetrahidrobiopterin (féleg az utébbi) szuperoxid
anion és hidrogén peroxid termelddéséhez vezet mindhdrom NOS izomer esetében (191).
Tovébbi interakcié a NOHA argindzt gatl6 hatdsa (57).

Leirtdk az eNOS és nNOS enzimek szubsztrat gatld hatdsit is in vitro, ennek
mechanizmusa azonban ismeretlen (eNOS-ndl feltételezik egy madsodlagos kotéhely

jelenlétét az L-arg szdmadra), csakigy mint in vivo jelentdsége (280, 253).

3.2.5. NO termelés — nem szokvanyos mddon
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Megemlitendd, hogy az L-arg-bdl nem-enzimatikus médon is keletkezhet NO. Az L-
arg hidrogén peroxiddal reagidlva NO termelddéshez vezethet, bar ehhez mindkét anyag
magas koncentraciéban kell, hogy jelen legyen (>10 mM), ami a NOS mikrokdrnyezetében,

kiilonosen példaul ateromatézus plakk kdrnyékén, citokin hatdsra johet 1étre (65).

3.2.6. Az NO oldékonysdaga €s transzportja

Az NO viz- és a zsirfazisban is eldfordul, bar zsiroldékonysdga jobb mint
vizoldékonysaga (az NO telitett vizes oldata hozzavetOlegesen 3 mM-os; 11). Az NO a
sejtek lipid kompartmentjében koncentrdloédik, ami sokkal kisebb fazis a testben, mint a
vizes fazis, ezért az NO nagyobb része talalhat6 vizoldott formédban.

Lipofil tulajdonsidga miatt tehat a plazmamembranon konnyen atjut. Mivel azonban
nagyon reaktiv, a humén plazmaban nagyrészt S-nitroz6 adduktumként "utazik", szabad NO
nagyon kis mennyiségben van jelen (~3 nM). Az S-nitroz6é adduktumokat S-nitrozétiolok
(plazma koncentracié ~7 uM) alkotjdk, melyek 96%-a S-nitrozéprotein, ezek 82%-a S-
nitrozéalbumin, melynek féléletideje sokkal hosszabb (tobb 6ra), mint az NO-¢, igy az S-
nitrozéalbumin az NO rezervoarjaként funkcional (277). Ujabban kimutattik, hogy a
vorosvérsejtek hemoglobin molekuldja nemcsak az ismert oxidécids 1épésre képes, melynek
kapcsdan NOy keletkezik, hanem az NO molekula célzott transzportjara is, aminek sordn az
NO-t a kevésbé oxigenizélt régiokban adja le (kb. 1.000 hemoglobin molekuldbdl 1), igy
segitve a lokdlis vérdtaramlds novelését a vazodilatacion keresztiil (108, 109, 224). Masok
szerint hosszabb élettartamat az €16 rendszerekben annak koszonheti, hogy tiol tartalmu

molekuldkhoz, elsdsorban a glutation -SH csoportjdhoz kotddik (276).

3.2.7. Az NO molekuldris reakcioi

Az NO szabad gyok, mivel parositatlan spinli elektronnal rendelkezik, igy rendkiviil
reakcioképes, €s emiatt rovid a féléletideje is (T, = 2-6 mdasodperc; 180), azonban kis
mennyiségben a kilélegzett levegdben is eléfordul. Az NO termelddés utdni sorsa tobbféle
lehet.

Metallo-enzimekben az dtmeneti fémekhez koordindciés kotéssel kapcsolddik
(citokrom P450 (237), guanilat cikldz, hemoglobin, ciklooxigendz, kataldz stb. (276). Taldn
legjelentdsebb ebbdl a szempontbdl a ferro (Fe2+) vashoz val6 kapcsolddasa, amit elektron
spin rezonancia (ESR) spektroszképos detekcidja sordn kihaszndlnak (290).

A klinikai gyakorlatbdl a nitratok (nitroglicerin, izoszorbid-mononitrat, izoszorbid-

dinitrat), a nitr6zothiolok és a nitroprusszid natrium emlitendd, mely utébbiban az NO
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komplex kotésben van, és ahonnan az NO redukalé hatdsokra szabadul fel (287).
3.2.7.1. A guanilét ciklaz enzim aktivaldsa

Az NO fiziolégids hatdsat nagyrészt a GC aktivalasan keresztiil fejti ki, cGMP 4ltal
kivaltott fehérje foszforilacidkon keresztiil. Ezek a hatdsok 0sszességiikben, tobbek kozott,
kivaltjak a citoplazmatikus, ionizélt és diffuzibilis kdlcium szintjének csokkenését is (118,
140, 176, 177).

Megjegyzendd azonban, hogy a szolubilis GC enzim aktivalédhat NO nélkiil is: 4j
szabalyozohelyet fedeztek fel az enzimen, mely egy bizonyos pirazolopiridin vegyiilettel
stimuldlhat6, és mely aktivdlds kovetkezményeként trombocita-gatlast és jelentds

vérnyomascsokkenést figyeltek meg (278).

3.2.7.2. Oxid4cids végtermékek keletkezése: NOy

Az NO sejttenyészetben gyorsan nitritté (NO,) oxiddlédik, de Fe** hem (pl. a
vorosvérsejt hemoglobinjaban), vagy mas dtmeneti fémek jelenlétében a sokkal stabilabb
nitratta (NO3") konvertalodik. fgy, a NO; in vivo rovid féléletidejii, és a foként eldforduld
stabil végtermék a NOs;. A NO;-et és NOj-ot Osszefoglaléan NOy-nak is jeloljik. A
szervezetben el6forduléd NOy kb. 50%-a szarmazik az NO szintézis szubsztratjabol, az L-
arg-bol, jelentds mennyiség keriil a szervezetbe a diétaval (foleg zoldségek, ivoviz, illetve
tartositoszerek), kis mennyiség az NO-val szennyezett levegdbdl. A NOy kb. 60-70%-a a
vizelettel, 1-3%-a a széklettel, némileg a nyallal (bizonyos mértékben a gyomor-
bélrendszerbdl vissza is szivodik), izzadsidggal vélasztodik ki. Valdsziniileg nagy
mennyiségben bomlik le a gyomor-bélrendszerben, bakteridlis degradacié révén. Vizelettel
tiritett napi mennyisége (kizarélag alacsony diétds NOy bevitel esetén: 24-48 6ra utdn, €s
steril vizeletben), illetve plazmdban el6fordulé koncentracidja (kizdrlag alacsony diétds

NOx bevitel esetén és legalabb 12 6rds éhezés utdn) utal a teljes test NO termelésére (29).

3.2.7.3. Reakci6 szuperoxid anion szabad gyokkel és nitrozilacié

A szuperoxid anion szabad gyok a NADH/NADPH oxidéz, a xantin oxiddz, a NOS,
a ciklooxigenaz és a mitokondriumok mikodése révén termelddhet.

Az NO kiilonosen nagy sebességgel reagdl el a szuperoxid anion szabad gyokkel,
mikodzben peroxinitrit képzddik (81):

NO: + O™ = ONOO-
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A peroxinitrit élettartama szintén rovid (T1/2= 0,5 sec), hidroxil és nitrogén dioxid
(NO»-) szabad gyokké alakul:

ONOO- + Ht - ONOOH — NO»- + -OH

Mindkettd 1é€nyegesen toxikusabb szabad gyok mint az NO. A hidroxil szabad gyok
DNS toréseket okozhat (31).

A peroxinitrit kifejezett tiol oxidacids hatdssal rendelkezik (nitrozotiol-képzddés),
mely kdrositja a sejteket (73), vas-nitrozil komplexek, oxidalt szulfhidrilek keletkezését
okozhatja (106).

Tovéabba, a peroxinitrit fehérjék tirozin reziduumait is nitralhatja, ami nitrotirozinek
képzddéséhez vezet (31, 106).

A peroxinitrit tobbek kozott fontos része a sejtes immunitds folyamatdnak is,

infektiv dgenseket és idegen sejtet 610 aktivitdsa miatt (166).

3.2.8. Az NO fiziolbgids szerepe altalanossdgban

A fizioldgidsan termelddd NO (cNOS hatdsa) aktivdlja a simaizomban levd
szolubilis guanilat cikldz enzimet, mely GTP-bdl cGMP-t termel, ez simaizomrelaxaciot
okoz, illetve gétolja a trombocitdk Osszecsapzdoddsat és az endotéliumhoz vald tapadésat,
valamint a fehérvérsejtek adhézi6jat az endotéliumhoz. Igy a c¢NOS dltal termelt NO
fiziologids funkcidi a vazodilatacid (parakrin hormonhatasként az endotelialis NO
esetében), a trombocita aggregicid és a fehérvérsejtek endotéliumhoz torténd adhézidjanak
gatlasa (endokrin hormonhatdsént, ha az endotélium altal termelt NO hatdsat tekintjiik, €s
autokrin hormonhatédsként, ha a trombocita altal termelt sajat NO kivéltotta hatdst vessziik
figyelembe), és a neurondlis ingeriilet-transzmisszio.

A cNOS altal termelt NO tovéabbi fontos funkciéja lehet, hogy lipidoldékonyséaga
révén bekeriillve a biolégiai membrdnokba, az ott zajlé lipid peroxidicids folyamat
propagdicidjat meggatolhatja az alkoxil és a peroxil gyokokhoz valé kotddés révén (96).

Az NO-nak szdmos mds szerepe is van. A jeldtviteli mechanizmusokban gatolja
sajat szintetizalo enzimét, a NOS-t (negativ visszacsatolds), de gétolja a 12-lipoxigenazt, a
citokrom P450-t, befolydsolja a ciklooxigendz miikodését. Tobb receptor mukodésére,
jelatviteli mechanizmusokra, a sejt energia-metabolizmusdra is hatdssal van. Géatolja a
DNS-szintézist, befolydsolja a vas metabolizmust, az apoptézist. Gatolja a Mn/Fe
szuperoxid dizmutdzt, a glutation reduktazt, a kataldzt, az alkohol dehidrogenazt, a

coruloplazmint, stb. (164).
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3.2.9. Az NO fizioldgias szerepe a vesében

Az NO-nak a vese-hemodinamika szabdlyozdsdban betoltott szerepét foglalja 6ssze
a 3. dbra. Az NO-nak szerepe van a glomerularis hidrosztatikus nyomds meghatdrozdsaban,
a glomeruldris vérataramlds szabdlyozdsdban (befolyasolja az afferens arteriola ténusat, a
renin-elvdlasztast, a tubuloglomeruldris feedback-et), a mezangium ténusdnak
meghatdrozasdn keresztiill hat a glomeruldris filtracios feliillet nagysdgéara, igy
megvaltoztathatja a glomeruldris ultrafiltracids koefficienst (Ky), végeredményben a GFR-t;
befolydsolja a makromolekuldk mezangidlis "kozlekedését"; az erek tonusdnak
befolydsoldsdval hat a teljes vese-vératdramlasra (a glomerulusok mellett hat a medulla
véraramlésara is), a szisztémads vérnyomadsra; ezek mellett antitrombotikus hatdsa is van. Az
NO-nak fiziolégidsan fontos feladata még a sejtmembrdn ndtrium pumpdjénak
szabdlyozdsa, igy jelentOs szerepe van a tubulusok natrium visszaszivdsaban. Tovabba az
NO az angiotenzin II fiziol6gids antagonistija mind a glomerulusokban, mind a
tubulusokban, 1igy potens antiproliferativ hatdsi az erek simaizomzatira,

mezangiumsejtekre €s fibroblasztokra (153, 154, 217, 228, 241, 242)

3.2.10. Az endotél diszfunkci6 cellularis és molekuldris mechanizmusai

Az endotél diszfunkcié az L-arg-NO rendszer miikodését befolydsolja, ami tobbféle
modon lehetséges: mind a NOS enzim szubsztratjdnak (L-arg) abszolut vagy relativ hidnya,
a NOS expresszidjanak, illetve szerkezetének megvéltozdsa, az NO jelatviteli
mechanizmusdnak véaltozdsa, a tetrahidrobiopterin hozzaférhetdségének korlatozottsdga, az
NO reaktiv oxigén eredetli gyokokkel tortént destrukcidja — melyben nagy szerep jut a
szuperoxid anion f0 termeldjének, a NADH/NADPH oxiddznak, mind olyan tényezok,
amik csokkenthetik a fiziol6gidsan termel6dd NO mennyiségét (114).

A kiilonboz6 utvonalak bizonyos részleteit illetéen utalunk kordbbi fejezeteinkre, a
teljesség igénye nélkiil, illetve sajat kisérleteinkre. Természetesen, az L-arg-NO rendszeren
kivill mas molekuldris folyamatokat is érint az endotél diszfunkcid, ezek részletezése

azonban jelen munka kereteit meghaladja.

3.2.11. Az NO patofizioldgids szerepe €s a vesebetegségek
Ingertiiletatvivoként, vazodilatatorként és a gazdaszervezet védekezésében az NO-
nak jotékony hatdsai vannak. A nagy mennyiségli NO termelddés viszont citotoxikus

hatasu: reaktiv oxigén €s nitrogén szabad gyokokkel val6 reakcidja sordn, melynek kapcsan
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peroxinitrit keletkezik, fehérjék tirozin nitracidja révén és hidroxil szabad gyok keletkezése
miatt (4, 153, 154, 228, 241, 242).

Az NO hozzdjarulhat tobbféle vesebetegség (bizonyitottan immun-medialt
glomerulonephritis, rddiokontraszt anyag indukalta nefropétia, obstruktiv nefropatia, akut és
krénikus allograft rejekcid) kialakuldsdhoz, szerepe lehet a diabeteses nephropétidban, az
urémids trombocita-diszfunkcidban, a rekurrens trombotikus mikroangiopatidkban, emellett
az ateroszklerézisban, a sészenzitiv hiperténia, a volumen-fiiggd hiperténia

patogenezisében, és a posztiszkémids veseelégtelenségben is (23, 228).

a.) NO tiltermelddés

Az indukdlhaté enzim révén nagy mennyiségben termelddott NO a gyulladdsban és
immunitdsban jatszik jelentds szerepet. Bakteridlis lipopoliszaccharidok, TNF-o, 1L-1 és y-
interferon indukaljak az iNOS expressziéjat, mig a szoveti regeneracié citokinjei gatoljak
(TGF-B, PDGF, EGF, 1L-4, IL-8).

Szuperoxid anion szabad gyokkel peroxinitritet képezve er0s oxiddlé hatdsu az
idegen organizmusokkal (pl. baktérumok) szemben, de citotoxikus nitrozildlé hatdsa és
szamos enzimet inaktivalo hatasa miatt is (4, 23, 217, 153, 154, 228, 241, 242).

Tovédbb4a, az NO (iNOS eredetil) gitolja az ODK enzimet (valésziniileg az enzim
nitrozildci6ja révén) és a putreszcin transzportert, ami a poliamin szintézist latja el
prekurzorral. Ezeken keresztiil az NO gétolja a sejtproliferaciot (37).

Elsédleges patogén szerepe van az NO tiltermelddésnek immun-medialt
glomerularis kdrosodasban. Az NO (valdszinlleg iNOS termeli) szdmos sejtféleségbdl
szarmazhat: igy infiltrdl6 makrofagokbdl és rezidens vesesejtekbdl (pl. mezangidlis
sejtekbdl) is.

Az excessziv mennyiségli NO szepszisben, és normalis terhességben is glomerularis
trombo6zishoz vezethet, amit valdszinlileg az eNOS szubsztrit deplécidja és lokalisan
csokkent eNOS éltali NO termelése okoz.

Bizonyos esetekben, hemodializdlt betegekben, bioinkompatibilis dializ4lé
membréan iNOS aktival6 hatdsa révén hipotenzi6 alakulhat ki.

Tovédbb4, a vese allograft rejekcidjat — legaldbbis részben — citotoxikus mennyiségii
NO termelddése okozhatja.

Korai diabeteses hiperfiltraci6 hatterében is dllhat részben a tiltermelddott NO (23).
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b.) NO hidny

A fiziologidsan termelodd NO hidnydnak szintén jelentds szerepe van
vesebetegségekben.

A Dahl-s6szenzitiv patkdnyokban példdul magas diétds sobevitel csokkent NO
termelést okoz, ami hozzdjarul a magas vérnyomdshoz, vesediszfunkciéhoz ¢é&s
vesekdrosodashoz.

Kisérletesen, magas soébevitel €s alacsony dézisi NOS inhibitor az extracelluldris
volumen expanzidjat, s6fiiggd hiperténidt okoz. Nagyobb dézisu NOS inhibitor adagoldsa
mar normadlis vagy alacsony sobevitel mellett is hipertoniat és vesekarosoddst okoz. A
glomerularis hiperténia mellett az NO hidny mezangidlis és vaszkularis simaizomsejt
expanzidt €s extracellularis matrix tdltermelddést okoz, amik hozzdjarulnak a glomerularis
karosodéshoz.

Az NO hidny klinikai jelent6sége esszencidlis hiperténidban még nem teljesen
vildgos, de az Adllatkisérletes eredmények alapjan elsddleges szerepe lehet a betegség
alacsony renin-termeléssel jaré formdjaban.

Tovabba, végstadiumi vesebetegekben is NO hidny alakul ki; illetve krénikus
vesebetegségben is, még a végstddium eldtt, az NO hidnya hozzdjarul a vesebetegség

progresszidjdhoz (23).

3.2.12. Osszefoglalas

A NOS enzim L-arg-bél NO-ot és L-cit-t hasit, NOHA intermedier keletkezésén
keresztiil. Az NO lipofil, rovid féléletidejii (T;,=2-6 mdasodperc), mivel nagyon reaktiv
molekula; melyet fiziologidsan foleg a vorosvértest hemoglobinja oxidal stabil végtermékké
(NOy keletkezik), illetve a szuperoxid anion gyok inaktivél peroxinitrit keletkezése kozben
(ha a szuperoxid anion szintje megnd, és nem bontja el a szuperoxid dizmutdz), ami igen
reaktiv oxiddns. Az NO aktivdlja a simaizomban lev6 szolubilis guanilat cikldz enzimet,
mely GTP-b6l cGMP-t termel, ez simaizomrelaxaciét okoz, illetve gatolja a trombocitdk
0sszecsapzodasat és az endotéliumhoz val6 tapaddsat, valamint a fehérvérsejtek adhézigjat
az endotéliumhoz. Az NO hidnya illetve tdltermelédése — a vesebetegség tipusatol,
staddiumatol, egyéb faktoroktdl fiiggden — hozzdjarulhat a vesebetegség kialakuldsdhoz,

illetve progresszidjdhoz.
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4. CELKITUZESEK

Célunk volt az L-Arg - NO rendszer befolydsolhatosaganak vizsgalata in vitro és in

vivo, egészséges és koros, vesebetegségre jellemzd, illetve annak progressziéjat befolyasold

néhiny koriilmény kozott, illetve elobbiek modelljeiben, végiil ezek klinikai jelentdségének

megitélése. fgy:

e Terveztiikk a mikrocirkuldciobdl szarmazé endotélsejtek intakt L-arg - NO rendszerének

felmérését in vitro.

e Vizsgélni kivantuk az L-arg - NO rendszert in vitro befolydsolé néhany faktort is:

a dohdanyfiist hatésat,

a szabad gyok-termelést hiperinzulinaemidban,

az L-arg nem enzimatikus glikaciéjat,

a kronikus veseelégtelenségben szenvedd betegek plazméjanak hatdsat,

az urea hatasat.

¢ In vitro kisérleteink alapjan kutatni kivantuk az urea in vivo hatésat is, allatokban.

¢ Humadn vizsgalatainkban (IgA nefropatids beteganyagunkban) vizsgélni kivantuk

az endotelidlis vasoactiv anyagok termelddését,

a dohdnyzas hatdsat,

az ambuldns vérnyomdsmonitorozds szerepét a hipertonia diagndzisiaban és
kovetésében (terdpids dontések befolydsoldsa),

a hosszd hatdsi ACE-gitlok és Ca-csatorna blokkolok szerepét a hipertonia

kezelésében.
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5. MODSZEREK ES EREDMENYEK
5.1. Endotélsejtek intakt L-arg - nitrogén monoxid rendszere in vitro
(tézis I, publikdcio 6, 17, 29)

Az érrendszer endotél funkcidjdban szignifikdns kiilonbségek fedezhetOk fel.
Példaul kiilonbség van a konduktiv erek €s a rezisztenciaerek kozott, de a rezisztenciaerek
kiilénbozd szintjei kozott is, ugyanabban az érrendszerben (41). Ezek a differencidk jelen
lehetnek akéar ugyanazon az éren beliil is, mint szegmentdlis kiilonbségek, az NO és a
ciklooxigendz-fiiggd anyagok termeld képességében (2, 260). A fenotipusosan megjelend
kiilonbségek gyakran megmaradnak sejttenyészetben is, példdul aortdbol izolalt
endotélsejtek a pulmonaris arterioldk endotélsejtjeinél tobb NO-t termelnek (103). Tovabba
bizonyitékok vannak az artéridk és véndk endotélsejtjeinek heterogenitdsara is (41). Célunk
volt a mikrocirkuldciobdl szarmazé pdrositott arterioldris és venuldris endotélsejtek alap

(oroklott) NO termeld képességének meghatarozasa és dsszehasonlitdsa.

5.1.1. Médszerek

Sejtek izoldldsa: A patkdny mezentériumdbdl szdrmazé arterioldris (RMAEC) és
venulédris (RMVEC) endotélsejtek izoldlasdhoz Boegehold és mkti médszerét alkalmaztuk
(42; 4. abra). A prekapillaris RMAEC nyeréséhez a vena mesenterica superior kaniildlasa
utdn retrogrdd médon mostuk a mezenterikus érrendszert 0,8 ml steril elektrolit oldattal,
majd feltoltottiik 10 ml steril oldattal (M199 + 10% FBS, 10.000 U/ml penicillin, 10.000
pg/ml streptomycin), mely 6%-ban vasrészecskéket tartalmazott, szuszpenzidban. A
vasrészecsék atmérdje 4-5 wm. Mikroszk6ép alatt ellendriztik a részecskék egyenld
eloszlasat a mezentérium prekapillaris és kapillaris érhal6zatdban. A vasrészecskék nem
jutottak at az arterioldris, posztkapilldris régidba. Ezutdn a mezentérium e részét, mely az
arteria €s vena mesenterica superior 3-6. rendi &4gait (normdl koriilmények kozott az
artéridk alap atmérdje 170 um: 3. rendli dgak és 80 wm: 6. rendli 4gak kozotti) tartalmazta,
kivagtuk. Direkt mikrovaszkularis nyomasméréssel kordbban igazoltdk, hogy ezek az erek
felelosek a teljes mezentérikus/intesztindlis vaszkularis rezisztencia kb. 40%-aért (48), és
igy jelentds szerepiik van a lokdlis vérataramldsban. A kivagott szoveteket aprora
daraboltuk, majd a vassal toltott vénds és kapillaris ereket mdgnesesen szepardltuk,
eldobtuk, mig a maradék arteridlis szegmenseket és szabad sejteket 850 g-vel centrifugaltuk
5 percig. Az iiledéket 5 ml 0,25%-os tripszin-EDTA-ban reszuszpendéltuk, 37 °C-on 10
percig inkubdltuk - emésztettiik. Az erek teljes disszocidcidja, és a megmaradt sejtek

diszperzidja utdn az endotélsejteket migneses mikrogyongydkhoz kapcsoltuk - PECAM-1
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antitest segitségével, majd magnesesen elkiilonitettiik 6ket. A RMVEC izoldldsa hasonld
modon tortént, azzal a kiillonbségggel, hogy 5%-os vasrészecske-szuszpenzidt infundéaltunk
az arteria mesenterica superiorba a vena mesenterica superior helyett. Kézvetleniil ez elott
az artéridt 1 ml 10 mM-os adenozin oldattal oblitettiikk, hogy maximadlisan tagitsuk az
artérids halézatot. Az endotélsejtek tisztasagét tenyésztés utdn igazoltuk: nativ morfoldgia
(5. abra), LDL-felvétel (6. dbra) és von Willebrand-faktor pozitivitds alapjan (7. dbra).

Sejttenyészet: Mindkét sejttipust konfludldsig 12 iiregli sejttdlcan tenyésztettiik a
NOS aktivitds és az L-arg transzport mérésekhez és a sejtszamlalashoz (10.000 sejt/iireg
kezdeti sejtszammal; a konfluencia eléréséhez sziikséges éatlagos id6é 3 nap a venuldris
sejteknél és 4 nap az arterioldris sejteknél), illetve T-75-0s edényben a Western blot és L-
arg koncentrécids vizsgalatokhoz. A sejteket M199E médiumban tartottuk (Medium 199 +
Earle-sok, 30% FBS, 40 pg/ml endotelidlis novekedési faktor, 1,5 U/ml heparin, 200 U/ml
penicilin, 200 pwg/ml streptomycin, 14 mM HEPES, pH 7.,4), 37 °C-on, 95%-o0s pératartalom
alatt, 5% CO, és 95% levegd atmoszférdban, illetve a médiumot médsnaponta cseréltiik.
Harmadik és 6todik passzazs kozotti sejteket hasznaltunk.

NOS aktivitds mérése: A NOS aktivitast 618 sejtekben az ['H]L-arg - [H]L-cit

konverzié mérése alapjan hatdroztuk meg, Xiao és mkti (318) szerint, Davda és mkti
modszere (75) alapjan. A 12 iiregli sejttdlcdkban konfludlé endotélsejteket 1 Ordn at
inkubdltuk 37°C-on, 50 UM izotéppal nem jelolt L-arg-t, 1ul [*H]L-arg-t tartalmazé, 500 pl
Krebs-HEPES pufferrel (esszé puffer). A kisérletet az edénykék "stop oldattal" (10 mM L-
arg jéghideg PBS-ben, 0,5 ml) torténd haromszori, gyors mosdsaval allitottuk le, ezaltal
tavolitottuk el az exracelluldris jelolt L-arg-t, illetve akadalyoztuk meg az intracellularis L-
arg kilépését a sejtekbol. A sejteket ezutdn 1%-os Triton X-100 oldattal szolubilizaltuk. A
lizatumbol folyadékszcintillacids szamlaloval mértiik a sejtek 4ltal felvett [3H]L—arg
mennyiségét, illetve a sejtlizatum egy részét 50% Dowex 50WX8-400 gyantaval kezeltiik,
hogy eltavolitsuk a nem konvertélt [3H]L—arg—t, igy mértik a [3H]L—cit—t 1s. A hattér
radioaktivitast levontuk. A NOS aktivitast az L-cit-nd konvertdlt L-arg mennyiségeként
mértiik, pmol/perc/mg protein-ben. A szdmoldast a kdvetkezd képlet segitségével végeztiik:
NOS aktivitds = { [(L-cit radioaktivitdsa - hattér radioaktivitds) / 0ssz radioaktivitds az
essz€ pufferben X 0Ossz L-arg koncentricié az esszé pufferben] / protein mennyiség a
sejttdlca edénykéjében } / inkubdcios id6 (60 perc). Paralell kisérletben, az esszé puffert a
NOS-t gatl6 L-NMA-val (5 mM) egészitettik ki, hogy meghatirozzuk, az L-arg

konverziéja a NOS enzimen keresztiil torténik-e.
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L-arg transzport mérése: Gazzola és mkti (102) részben modositott, modszerét

hasznéltuk. A 12 tiregli sejttdlcdkban konfludlé endotélsejtekrol eltavolitottuk a reguldris
MI99E  médiumot, majd az edénykéket Krebs-HEPES pufferel mostuk
szobahOmérsékleten, ezutdn 50 uM izotéppal nem jelolt L-arg-t, 1ul [} H]L-arg-t tartalmazo,
500 ul Krebs-HEPES puffert adtunk a sejtekhez. A transzportot 3 perc mulva llitottuk le,
az izotopot tartalmazé puffer gyors eltavolitdsaval és mosassal (3x, jéghideg 10 mM L-arg-t
tartalmazé PBS), a NOS aktivitdis méréséhez hasonlé mddon. A sejteket ezutin 0,5 M
NaOH-ot tartalmazé 0,5 %-os Triton X-100 oldattal szolubilizaltuk, és a lizatumbol
folyadékszcintillaciés szdmldléval mértiik a sejtek 4ltal felvett ["H]L-arg mennyiségét. A
hattér értéket (paralell kisérletben, sejteket 10 mM jeldletlen L-arg-t tartalmazd Krebs-
HEPES pufferrel inkubaltunk) levontuk.

A sejtek Osszfehérje tartalmdnak meghatdrozdsa: A sejtlizaitumokbodl az 6sszfehérje

meghatdrozdsa a BioRad DC Protein Assay Kit Hercules, CA, USA) segitségével tortént,
Lowry mdédszerének adapticidja alapjan (181, 229).

Sejtszamlalds: Az egyes edénykékbdl a sejteket (mobilizdlasuk utdn, 0,25%-o0s
tripszin-EDTA kezeléssel) Coulter Counter (Coulter Electronics, Inc., Hialeah, FL, USA)
segitségével szamlaltuk.

Western blot: A T-75-6s edényekben konflual6 endotélsejteket izolaltuk és jéghideg
pufferel (1% Triton X-100, 20 mM bazikus Tris, 5 mM EDTA, 10 mM EGTA, 2 mM
ditiotreitol, 1 mM nétrium ortovanadat, 0.1 mg/ml PMSF, 0,01 mg/ml leupeptin, 0,01
mg/ml aprotinin) lizaltuk, majd a sejtoldatot 4°C-on centrifugdltuk (10.000 g, 10 perc). A
feliiliszot 2x-es toménységli mintapufferrel elegyitettiik, majd 2 percig forraltuk, ezutan
7,5%-0s homogén SDS-poliakrilamid minigélen elektroforetizaltuk (200 V, 65 perc). A
fehérjéket nitrocelluléz membranra transzferaltuk (60 mA, 105 perc, Trans-Blot SD Semi-
Dry Transfer Cell, BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA). A fehérjék gélre tortént
egyenld mértékii felvitelét és transzferét Ponceau vords festéssel és a [-aktin
mennyiségének mérésével vizsgaltuk (lasd lejjebb). Az eNOS-t egérben termelt
monoklondlis antitesttel (1:1.000-es higitasban, 3 % zsirmentes tejport tartalmazé TBS-T
oldatban, 1 6rds inkubécid) jeloltiik, majd a membrant mdsodlagos antitest oldatban
(kecskében, egér ellen termelt IgG-tormaperoxiddz konjugatummal, 1:2.000-es higitdsban,
3 % zsirmentes tejport tartalmazé TBS-T oldatban, 1 6rdn &t) inkubdltuk. Ezutin a
membréanokrél az antitest-komplexumot eltavolitottuk, majd membranokat Gjra blottoltuk a
B-aktin kimutatdsahoz: els6dleges antitest - egérben termelt, monoklondlis, 1:60.000-es

higitdsban, 2 % zsirmentes tejport tartalmazé TBS-T oldatban, 1 6rds inkubdcidval;
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masodlagos antitest - kecskében, egér ellen termelt IgG-tormaperoxiddz konjugatum-mal,
1:60.000-es higitasban, 2 % zsirmentes tejport tartalmaz6 TBS-T oldatban, 1 6ran 4t (190
Mattson és Bellehumeur, 1996 nyoman). A kisérleteket szobahdmérsékleten végeztiik. A
vizsgdlt fehérjéket kemilumineszcencids modszerrel mutattuk ki, ECL-reagenssel
(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA) tortént 1 perces inkubdcié utdn,
Kodak X-omat AR filmen (Eastman Kodak Co., Rochester, NY, USA). Optimas 6.2
képanalizdlé szoftver (Bothell, WA, USA) segitségével végeztiik a denzitometrids
méréseket, integralt optikai denzitdst mértiink (IOD), a hattér denzitast levontuk a kapott
értékekbol.

Az L-arg koncentrici6 méréséhez a sejteket az izolaciét és lizist megel6zéen a

kovetkezOképpen kezeltiik: kontroll (MEM oldat) és NOS-gatolt (MEM + 5 mM L-NMA)

sejteket (T-75 edényekben) 2 6rdn 4t standard koriilmények kozott tartottunk, sejttenyésztd
inkubdtorban. Ezutdn a sejteket jéghideg PBS oldattal mostuk (3x), hogy eltavolitsuk az
extracellularis L-arg-t. Az L-arg mérése a mosott sejtlizitumokbdl reverz fazisi HPLC-vel
tortént, prekolumndris derivatizacioval, fluorescens detekcidval, AccQ-Tag moddszerrel
(264, 265). A sejtlizatumokat ultrafiltraltuk (10.000-es molekulastly-kiiszobbel), hogy
eltavolitsuk a fehérjéket. A sziirt mintdkat 55°C-on 6-aminoquinolil-N-hidroxi-
szukcinimidil karbamattal derivatizaltuk. Dual pumpdval vittiik fel a mobil fazist (140 mM
natrium acetat 17 mM trietilaminnal, pH=5,05 és 60% acetonitril) 1 ml/perc-es sebességgel,
az AccQ Tag C18-as oszlophoz tartoz6 gradiens tabldzata szerint. Automata adagoldval 10
pl-es mintdkat injektdltunk. Az eludlt oldatot 5 ul-es atfolyé celldban, fluorescens
modszerrel detektdltuk (excitacid: 250 nm, emisszié: 395 nm, erdsités: 100). A
koncentracidkat Millenium Chromatography Manager v 2.1 (Waters Corp., Milford, MA)
segitségével szamoltuk.

A mikrocirkuldciéb6l szdrmazd erek sebészi eltdvolitdsa: Natrium tiopentdl

tiladagoldsa utdn a patkdnyokat ledltiik, majd a vékonybél egy szegmensét és a hozzd
tartoz6 mezentériumot eltavolitottuk, és kifeszitettiik silastic-kal fedett, 4°C-os fizioldgids
sooldatot tartalmaz6 petri csészében. Disszekalé mikroszkop alatt, ugyanolyan rendii pre- és
posztkapillaris éragakat haszndltunk endotélsejtek izoldciéjahoz. Az érszegmenseket
azonnal 4°C-os 28% FBS-t és 10% dimetilszulfoxidot tartalmazé M199-be helyeztiik, 2
6rara —20°C-on, majd —70° C-on rovid ideig tdroltuk. Tovabb4, izoldltuk a mezenterikus
artériat és véndt is, amiket lefagyasztottunk -70°C-on. Minden értipust tobb patkdnybdl
osszegyujtve (n=10 patkany), és a kovetkezok szerint hasznaltunk fel: a mikroereket meleg

viz alatt gyorsan olvasztottuk, majd 4°C-on centrifugéltuk 8 percig 5.500 g-n. A centrifugélt
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szegmenseket homogenizaltuk 75 ul lizis pufferben, majd Gjra centrifugdltuk 10 percig
10.400 g-n. Az Osszegylijtott, fagyasztott mezenterikus artéridkat és véndkat porrd tortiik,
majd 100 pl lizis pufferben oldottuk, illetve a feliiliszot a fentiek szerint gyjtottiik.
Western blot analizist végeztiink a fent emlitettek szerint, azzal a kiilonbséggel, hogy a
primér eNOS antitest higitdsa 1:200 volt, és a P-aktin esetén 1:10.000-es higitést
hasznéltunk mind a primér, mind a szekundér antitest esetén.

Felhasznalt anvagok €s forrasaik (mind USA): MEM-, HBSS-, HEPES-oldatokat
(Life Technologies, Inc., Grand Island, NY); FBS (Atlanta Biologicals, Inc., Norcross, GA);
L-NMA-t (Calbiochem-Novabiochem Corporation, La Jolla, CA); monoklonélis anti-eNOS

antitestet (Transduction Laboratories, Lexington, KY); endotelidlis novekedési faktort
(Becton and Dickinson, Bedford, MA); T-75-6s tenyésztd flaskét (Sarstedt, Inc., Newton,
NC) vasaroltunk. Fehérje meghatarozashoz reagenst, ammoénium perszulfatot, kecskében
termelt egér-elleni IgG-tormaperoxiddz konjugatumot, molekulasily markert a BioRad
Laboratories-t6] (Hercules, CA) szereztiink be. Hybond ECL nitrocellul6z membréant, ECL
Western blot reagenst és [*H]L-arg-t (L-[2,3,4,5-°H] arg monohidroklorid formajéban) az
Amersham Pharmacia Biotech-t0l (Piscataway, NJ) vettiink. Metanolt, dindtrium hidrogén
foszfatot, natrium dihidrogén-foszfatot, triklérecetsavat, Tris-HCI-t, 12-liregi sejttenyésztd
talcat, magnézium kloridot, HPLC-tisztasdgu vizet és acetonitrilt a Fisher Scientific-tol
(Fair Lawn, NJ) rendeltiink. A fent nem emlitett, HPLC-hez hasznalt anyagokat a Waters
Corporation-t6l (Milford, MA) vasaroltuk. M199 tépfolyadékot, Dowex 50WX8-400-as
gyantdt, L-arg-t, monoklondlis anti-f-aktin antitestet, Kodak X-omat AR filmet, Whatman
filter papirt és minden mas kemikéliat a Sigma-Aldrich Co.-t6l (St. Louis, MO) szereztiink
be.

Statisztikai analizishez a Student t-tesztet hasznaltuk mind a NOS-aktivitds, az L-arg

koncentracié és transzport méréseknél, mind az arteriolo-venuldris IOD-értékek
Osszehasonlitdsdnal. Az atlagot és a SE-t szdmoltuk ki. Szignifikdnsnak tekintettiik a

kiilonbséget, ha p<0,05.

5.1.2. Eredmények

A 8. dbra mutatja be a Western blot mérések eredményeit. Az eNOS mennyisége
szignifikdnsan ~ magasabb  volt RMVEC-ben, mint RMAEC-ben (*p<0,05;
venuldris/arteriolaris ardny: 185 + 13%, n=13 mindkét csoportban). A B-aktin szint hasonld
volt mind RMVEC-ben, mind RMAEC-ben (venuldris / arterioldris arany: 101 £ 5%,

n=13), megerodsitve az egyforma menyiségii fehérjefelvitelt a gélre a kiillonb6z6 mintakbdl.
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Reprezentativ blot mutatja be az eNOS és B-aktin fehérjéket a 9. dbran.

A 10. 4bran kitlinik, hogy a sejtek alap NOS aktivitisa nagyobbnak bizonyult
RMVEC-ben, mint RMAEC-ben (19,32 £ 0,60 vs. 11,47 = 0,31 pmol/perc/mg protein,
#p<0,001, n=14 és 17). 5 mM L-NMA szignifikdnsan gatolta a NOS aktivitast mind
RMVEC-ben (77 £ 4 %-kal, *p<0,001, n=4), mind RMAEC-ben (69 £ 4 %-kal, *p<0,001,
n=7), mutatva, hogy az L-arg metabolizmusa foleg a NOS enzimen keresztiil torténik.

Az intracelluldris L-arg koncentracié szintén magasabb volt RMVEC-ben, mint
RMAEC-ben (478 £ 25 vs. 259 + 17 uM, *p<0,001, n=5 mindkét csoportban, 11. dbra), és
jelentdsen az eNOS K, értéke felett (ami kb. 3 uM; 231). L-NMA mindkét sejttipusban
szignifikdnsan emelte az L-arg koncentraciot (RMVEC: 729 £ 22 uM, RMAEC: 390 *+ 13
UM, n=5, #p<0,001 mindkét esetben).

Bar a venularis endotélsejtekben magasabb L-arg koncentriciot taldltunk, az L-arg
transzportja nem volt nagyobb RMVEC-ben (12. dbra): 50 uM extracellularis L-arg
jelenlétében, ami a normdl plazmaszint alsé hatardn van, hasonlé mértékli transzportot
(RMVEC: 409,7 £ 16,9 vs. RMAEC: 435,3 £ 8,9 pmol/min/mg protein, NS, n=6), mig 500
UM-nél alacsonyabbat mértiink RMVEC-ben, mint RMAEC-ben (738,2 £ 12,9 vs. 9354 +
28,1 pmol/min/mg protein, p<0,001, n=6).

A 13. dbra mutatja, hogy az eNOS fehérje jelentdsen kisebb mennyiségben van jelen
az intakt arterioldris vs. venuldris erekben, mig a gélre felvitt teljes fehérjemennyiség
ugyanannyi volt (eNOS / Ponceau vordos 10D, 0,007 vs. 0,04). Az eNOS mennyisége
nagyjabdl megegyez0 volt a mezenterikus arteridkban és véndkban (0,057 vs. 0,067; a SE-t
nem adjuk meg, mivel a mintdk 10 patkdnybdl Osszegylijtott szovetekbdl szarmaznak, hogy

a médszerhez elegendd mennyiségii fehérjét nyerhessiink).

5.1.3. Osszefoglalds

A patkdny mezentérium mikrocirkulacidjabol szarmazo venuléris endotélsejtek tobb
eNOS izoenzimmel, nagyobb NOS aktivitdssal, magasabb L-arg koncentracidval
rendelkeznek, mint az arterioldris endotélsejtek. Az L-arg transzportjdban nincs kiillonbség a
két sejttipus kozott. L-NMA mindkét sejttipusban csokkenti a NOS aktivitast é€s noveli az
intracellularis L-arg koncentraciét. Tovdbbad, in vivo is nagyobb mennyiségli eNOS fehérje
taldlhaté a mezenterikus venuldkban az arterioldkhoz képest. A posztkapillaris endotélium
nagyobb alap NO termelése tiikrozheti a venuldris NO hozzdjarulasiat az arteriolak

ténusanak kontrolldldsédhoz, és szerepe lehet a lokélis trombdzis gatldsdban is.
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5.2. Az L-arg - NO rendszert befolydsolo néhdny faktor in vitro vizsgdlata

5.2.1. A dohanyfiist hatdsa az NO-cGMP utvonalra: cGMP és GSH meghatdrozds
dohdnyfiist modellben (tézis 11, 111, publikdcio 10, 28)

Az NO-cGMP rendszer érzékeny a sejteket ért oxidativ stresszre. Az NO
termel0désének kimutatdsdra a guanildt ciklaz enzim aktivalédédsa sordn 1étrejovo cGMP
felszabadulds mértékének meghatarozasat valasztottuk. A dohdnyzas az egyik legfontosabb
cardiovascularis rizikéfaktor, akut inzulin rezisztencia szindréma-szerl képet okozhat (95).
A dohanyfiist toxikus OsszetevOi koziil sok a szabad gyok tulajdonsagu (pl. a nitrogén
oxidélt szdrmazékai), mds komponensek, mint pl. a formaldehid, olyan elvéltozdsokat
okoznak a sejtek antioxididns védekezd rendszerében, amelyek a sejteket a szabad gyokos
behatdsokra érzékennyé teszik. A formaldehid a redukalt glutation szulthidril csoportjahoz
kotddhet, elfogyasztva igy a szovetek egyik legfontosabb antioxidans molekuldjat. Ezaltal a

sejtek SH-enzimjeinek aktivitdsa megvaltozik, példaul a NOS inaktivalddhat.

5.2.1.1. Mdédszerek

Sejttenyészet: Altalunk izoldlt diszné aorta endotélsejt (PAEC) kulturdkat
hasznaltunk 5-6 napos tenyésztés utan, akkor, amikor a novekedés soran konfludléva valt a
tenyészet. Frissen szerzett diszné aorta lumenét Il-es tipusu kollagendz-oldattal (2 g/l,
Sigma, St. Louis, MO, USA) 20 percig, 37°C-on, 5% CO;-ot tartalmaz6 levegd és magas
paratartalom mellett inkubaltuk, Sweeney és mkti (283) mddszere szerint. Ezutdn az aortét
5x mostuk steril sejttenyé€sztd médiummal. A médium alapja az M199-oldat (Gibco BRL,
Life Technologies, Paisley, Skdcia), melyet L-gln-nal (2,7 mM, Gibco BRL, Life
Technologies, Paisley, Skdcia), penicillinnel (100 U/ml, Sigma, St. Louis, MO, USA),
streptomicinnel (100 pg/ml, Sigma, St. Louis, MO, USA) és 10% hdinaktivéalt FBS-sel
(Gibco BRL, Life Technologies, Paisley, Skocia) egészitettiink ki. A sejtszuszpenziot 1.500
g-vel centrifugéltuk, és a centrifugdlt sejteket djra elegyitettilk az emlitett sejttenyésztd
médiummal. Enyhe razés és pipettdzas (homogén sejtszuszpenzié nyerése érdekében) utan a
sejtszuszpenzidt egyenld ardnyban osztottuk szét 6-tdlcds edénykékbe (Dow Corning,
USA). Hat-nyolc nap proliferdciés id6 utin (kdozben mdsnaponkénti médiumcserével)
standard sejttenyésztési koriilmények kozott, a sejtek konfludltak; ekkor hasznaltuk fel dket

kisérleteinkhez.
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Dohényfiist puffer készitése: Kereskedelmi forgalomban kaphaté fiistsziirds

cigarettat (Camel) haszndltunk; egy szal cigaretta fiistjét (géppel 5 perc alatt elszivatva)
Krebs-oldaton buborékoltattuk at, majd kiilonb6z6 (pl. 1:1 — tehdt 50%) aranyban
higitottuk. Ezt a SB (smoking buffer, dohédnyfiist puffer) oldatot hasznéltuk a dohdnyzas
hatdsdnak modellezésére. A sejtek NO termelését bradikininnel indukaltuk. Az SB kezelés
sordn, a bradikinin indukciét (100 nM) megel6zden, az SB kiilonboz0 higitdsaival
elokezeltik a sejteket, illetve az idofiiggés tanulmdnyozdsakor ugyanazon SB
koncentracioval kiilonbozd ideig preinkubdltunk. Az antioxiddns kisérletekben az SB
adagoldsaval egyidejiileg tortént az antioxiddns eldkezelés. A sejtek sésavas (0,1 M)
extraktumdnak cGMP koncentricigjat hatdroztuk meg. Erre, minimélis médositasokkal, a
New England Nuclear kithez mellékelt mddszert haszndltuk. A ¢cGMP koncentréacids
adatokat a sejtfehérje koncentracidjdnak fiiggvényében fejeztiik ki, a fehérje meghatdrozas
Lowry szerint tortént (181). Minden kisérletet 6 sejtvonalon végeztiink el. Az adatok atlagat
és az SD-t szamoltuk ki. A szignifikancia meghatdrozdsa a kétmintds Student t-préba
hasznélatdval tortént.

A dohényfiist formaldehid tartalmat a SB felhaszndldasdval, a Nash reagens
segitségével fotometridsan hataroztuk meg 410 nm-nél mérve és standard formaldehid sort
alkalmazva (n=8) (214).

A formaldehid SH- csoport fogyasztisat ugy mutattuk ki, hogy 10 mM GSH
oldathoz novekvO koncentricidji, maximum 10 mM formaldehidet adtunk. 45 perc
inkubdci6 utdn az oldatban jelenlévé maradék SH- csoportot az Ellman reagens

alkalmazasaval fotometriasan mértiik 412 nm-nél (n=8).

5.2.1.2. Eredmények

A cGMP alapszintjét a bradikinin 100 nM-os koncentracidja 2,6t1.1 nmol/mg
protein bazdlis szintr6l 8,8+2,4 nmol/mg proteinre novelte. A bradikinin altal kivaltott
cGMP novekedést az SB, 30 perces inkubacié esetén, koncentracidfiiggden csokkentette
(14. abra).

Az 50 %-os SB 10 perces inkubdlésa a sejtekben mar szignifikins cGMP csokkenést
eredményezett, és 30 perces inkubdlds utin mar mérhetetleniil alacsony volt a cGMP
koncentracidja (15. abra).

Az SB ezen hatdsidt nem tudta kivédeni a szuperoxid dizmutdz, a kataldz és a
dezferrioxamin sem (dbrdn nem mutatott eredmények). Hatékony scavangernek bizonyult

viszont a redukdlt glutation, amely koncentracié-fiiggden gatolta az SB hatasét, 50 uM GSH
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mar szignifikdnsan csokkentette az SB toxicitdsat, és 2 mM komplett prevencidt
eredményezett (50%-os SB esetén; 16. dbra).

Mindezek alapjan az SB ¢cGMP termelést csokkentd hatdsaért nem tehetd feleldssé
modelliinkben a szuperoxid-, a hidroxil szabad gyok, a hidrogén peroxid és a lipid
peroxidaci6. Felmeriil azonban annak a lehetdsége hogy az SB-ben nagy koncentraciéban
jelenlévd nitrogén valamely oxidalt szarmazéka és a tiol csoportot elfogyaszté valamely
égési aldehid termék okoznd az enzim kéarosodést. Ennek igazoldsara Nash médszere szerint
meghatdroztuk az SB formaldehid tartalmat. Vizsgélatainkkal 0,730,16 (4tlag=SD) pmol
formaldehid termelést mértiink 1 cigaretta elégése sordn. Az Ellman reagenst haszndlva,
amely az intakt tiol csoportot mutatja ki, megallapitottuk, hogy a formaldehid
koncentraciéfiiggden elfogyasztja a redukalt glutation tiol csoportjat (17. abra).

Tovabbba kimutattuk azt is (&bran ill. tdblazatban nem mutatott eredményeink),

hogy a SB gétolta a bradikinin-kivaltotta kdlcium-bearamlést is az endotélsejtekbe (28).

5.2.1.3. Osszefoglalds

A dohanyfiist hatdsara az endotélsejtek cGMP termelése csokken, a karosodds GSH
segitségével kivédhetd. A jelenség szabad gyokos hatterérdl annyi megallapithatd, hogy a
cGMP szint csokkenését valdszinlileg a nitrogén oxidalt termékei €s a dohdnyfiist

formaldehid tartalménak SH-csoport csokkentd additiv hatdsa hozza létre.

5.2.2. A dohdnyfiist fehérje degenerdciot okozo hatdsdanak mérése nativ PAGE
maodszerrel (tézis 1V, publikdcio 25, 26, 27, 35)

A dohéanyfiist fehérje degenerdciét (szabad gyok-kivéltotta degradacid, és
keresztkotések 1étrejotte, interbridging, azaz nagymolekulasilyd termékek képzodése)
okoz6 hatdsanak kimutatdsara (amely minden valészintiség szerint érinti az NO-cGMP

rendszert is) nativ poliakrilamid gél elektroforézist haszndltunk.

5.2.2.1. Médszerek

Dohanyfiist puffer (SB) készitése; endotélsejtek tenyésztése: részletes leirasat lasd

az 5.2.1.1. fejezetben.

Trombocitaszuszpenzid készitése: a vért 5,8 mM EDTA-t tartalmazé pH 7,4-es

gliik6z-foszfét pufferrel kétszeresére higitottuk. Azonnali elegyitést kovetden a mintdt 200

g-vel 10 percig, szobahdmérsékleten (24 9C-on), kilendiild fejes rotorral centrifugaltuk. A

trombocitdkat tartalmazé feliiliszot leszivtuk, majd ismét kétszeresére higitottuk 5,8 mM
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EDTA-t tartalmazé gliik6z-foszfat pufferrel. Ezt kovetden 2.000 x g-n, szobahdomérsékleten
10 percig iilepitettiik. A centrifugacsd aljan taldlhaté vérlemezkékrol a feliiluszot egy
hatdrozott mozdulattal leontottik. A feliilliszé ledntését kovetden a vérlemezkéket a
sejtszamtol fliggd mennyiségl, pH 7.,4-es foszfat pufferben vettiik fel. A trombocita
szepardlds sordn alkalmazott oldatok Osszetétele a kovetkezd volt: A foszfat puffer
készitésekor 7,1 g NaCl-ot oldtunk 1000 ml desztilldlt vizben, majd folyamatos keverés
kozben adtunk a séoldathoz még 1,44 g NapHPO4 x 2H»O-ot, 0,2 g KCl-ot, és 0,2 g

KHyPO-ot. A gliik6z tartalmu foszfat puffer oldat Osszedllitdsa esetén 1000 ml foszfat

pufferhez 1,0 g d-gliikézt kevertiink. A 10 %-os EDTA oldatot tgy allitottunk eld, hogy 150
ml desztilldlt vizben, folyamatos keverés és melegités kozben, 15 g Selecton B-t oldottunk.
Az 5,8 mM EDTA-t tartalmazé gliikdz-foszfat puffer osszedllitdsanal 2,26 ml 10 %-os
EDTA-t adtunk 47,74 ml gliik6z-foszfat puffer oldathoz.

Az SB-vel végzett kezelés utin 10.000 x g-n végzett centrifugdlassal a
vérlemezkéket leiilepitettilk, majd Triton X-100-al kezeltiik, mert a membranhoz kotott
eNOS solubilizicidjdhoz detergensre van sziikség (231). Az igy nyert homogén oldat
protein tartalmédt Lowry médszere szerint hatdaroztuk meg (181).

PAGE: Az elektroforézishez a trombocitamintdk fent emlitett oldatat hasznaltuk,
mig andotélsejtek esetén konfludlé endotélsejt-tenyészetet SB-vel €és esetenként
antioxiddnsokkal inkubdltuk. Ezutdan Triton X-100-al kezeltiik a tenyészetet, és az igy nyert
folyadék fehérje tartalmét hataroztuk meg.

Higitdssal a mintdk protein tartalmét azonosra éllitottuk be. Igy az elektroforézis
sordn minden helyre ugyanannyi fehérjét toltottiink be. Az SDS PAGE mddszerrel nem
tudtunk kimutatni fehérjeszerkezetbeli eltérést SB jelenlétében, ezért nativ PAGE
vizsgélatot is végeztiink, melyhez 12,5%-o0s és 7,5%-0s minigélt hasznaltunk (PhastSystem,
Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Svédorszdg). A futtatds utdn eziistozést
végeztiink. A fehérje frakciok molekulasulydnak becslésére nativ molekulasily standardot
hasznaltunk (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA). A kapott géleket denzitometrids

vizsgélattal analizaltuk.

5.2.2.2. Eredmények

A Triton X-100-al kezelt trombocitdkban egy 270 kD molekulasilyd fehérje (a
nativ, konstitutiv, endotelidlis NOS enzim molekula silya 270 kD) denzitdsdnak, azaz
mennyiségének csokkenését tapasztaltuk. A fehérje az SB novekvd koncentracidi mellett

végiil teljesen eltlint (18. dbra). Nagymolekulasulyu aggregdtumok, vagy kismolekulasuilyud
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degradatumok nem voltak detektdlhatok a 12,5 %-os gél felhasznédldsaval. Az endotélsejt
fehérjék vizsgalatakor ugyancsak a 270 kD molekulasulyu fehérje eltlinését észleltiik SB
hatdsara, amit a redukalt glutation (5 mM) teljes mértékben kivédett. Az oxidalt glutation
(GSSG, 5 mM) tovabb fokozta a fehérje eltlinését (19. dbra). Kataldz (1000 E/1), szuperoxid
dizmutaz (100 E/1), és a lipid peroxidacié gatlok (Trolox 0,1 mM, butildlt hidroxi-toluén
/BHT/ 0,1 mM) nem fejtettek ki védd hatast (dbrdn nem mutatott eredmények).

5.2.2.3. Osszefoglalds

A dohényfiist hatdsara a trombocitdkban és az endotélsejtekben egy 270 kD
molekulasilyd fehérje kdrosoddsa mutathaté ki, amely fehérje (molekulasilya alapjan) a
NOS enzim is lehet. Az SB okozta karosodas, hasonléan a cGMP mérések soran

tapasztaltakhoz, GSH-val kivédhetd volt.

5.2.3. A trombocitdak szabad gyok termelése hiperinzulinémidban (tézis V, publikdcio 7,
11, 20, 22, 34)

Hyperinzulinaemia alakulhat ki csokkent gliikkéz tolerancidban, kettes tipusu
diabetes mellitusban, illetve inzulin adagolds kapcsan. Az inzulin NO termelést indukal
trombocitdkban (289). Tovabbd, az aldbbiakban nem taglalt eredményeink alapjdn az
inzulin gatolta a vérlemezke ATP kibocsatdsat. Az inzulin ezen hatdsit a NOS enzim
szubsztrat L-arg felerOsitette. Ezek alapjan valdsziniinek tartottuk, hogy az inzulin gatlé
hatdsanak intracelluléris hirvivdje, a vérlemezke ATP-kibocsdtds vonatkozasdban, az NO
(11).

Kivancsiak voltunk, hogy a fizioldgids €s patofiziol6gids inzulin-szintek milyen
hatassal vannak az NO-termelésre, illetve az NO direkt kimutatasara torekedtiink.
Tekintettel arra, hogy az NO szabad gyok, parositatlan spinil elektronja van, ezért direkt
kimutatdsara két mddszer lehet alkalmas, mint dltalaban a szabad gyokok identifikédlasara,
az elektron spin rezonancia (ESR) és a kemilumineszcencia. Az irodalomban emlitett spin
trapping moédszerrel metil-nitroso-propant alkalmazva, az altalunk vizsgélt koriilmények
kozott nem tudtunk NO-t kimutatni. Ezért az ESR-nél joval érzékenyebb luminol medialta

kemilumineszcencids mddszert allitottuk be.

5.2.3.1. Mddszer
A 52.2.1. pont alatt leirtak szerinti trombocita-dis plazma (PRP) modellt

hasznaltuk. A PRP-be 150 uM luminolt tettiink, ami vasfiiggo- és vastol fiiggetlen oxid4cid
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hatdséara fényt bocsat ki. A vasfiiggd kemilumineszcenciét, ami lehet lipid peroxidaci6 vagy

hidroxil szabad gyok eredetli, dezferrioxamin (150 uM) hozzdadasaval gétoltuk. A

dezferrioxamin komplexélja a ferri (Fe3+) vasat, és igy gétolja a ferri-ferro (Fe3+-Fe2+)
atalakulast. A lipid peroxiddcidhoz és a hidroxil szabad gyok képzddéséhez sziikség van a
vas redox ciklusdra. A hidroxil szabad gyok, az un. Fenton reakcidban, szuperoxid anion
szabad gyok dizmutici6jabol eredd hidrogén peroxidbol képzddik vas jelenlétében. Tehat
az Altalunk kidolgozott, dezferrioxamin tartalmui rendszerben csak a vastdl fiiggetlen,
peroxinitrit indukélta kemilumineszcencia keltett jelet. A peroxinitrit NO és szuperoxid
anion egymasrahatdsabol keletkezik. A kemilumineszcenciat LB 9505 tipusu (Berthold,
Wildbad, Germany) kemiluminométerrel detektaltuk. Annak igazoldsara, hogy az éltalunk
alkalmazott dezferrioxaminos kezelés meggétolta a vasfiiggd luminol oxidaciét, katalazt
(1300 E/1) adtunk a rendszerhez, ami a hidrogén peroxid elbontdsa révén gétolja a hidroxil
szabad gyok képzodését, illetve a lipidperoxidaciot gatlé vizoldékony E vitamin analdgot, a
Troloxot (0,2 mM) és a BHT-t (0,2 mM) alkalmaztuk. Ha a dezferrioxamin hatékonyan
gatolja a vasfiiggd luminol oxidaciét, akkor a kataldznak a Trolox és BHT kezelésnek
ineffektivnek kell lennie. Ha a kemilumineszcenciat valéban a peroxinitrit kelti, akkor
annak szuperoxid dizmutdz és NOS antagonista hatisara csokkennie kell. A szuperoxid
dizmutdz ugyanis a szuperoxid anion szabad gyokot hidrogén peroxidda alakitja, a NOS
antagonista pedig meggatolja az NO képzOdését. A szuperoxid dizmutazt 36-144 E/l-es és
az L-NAME-t 0,5-4 mM-es koncentracioban alkalmaztuk. A trombocitdk aktivaldédasa
sordn a prosztaglandin termelés nagymértékben megnd, ami szabad gyokok termelésével jar
egyiitt. Ezért a ciklooxigendz inhibitor acetilszalicilsavnak (0,05 mM) a
kemilumineszcencidra kifejtett hatdsét is vizsgdltuk. A kemilumineszcencids gorbék alatti
teriiletet (AUC) lemérve, az egyes gorbék alatti teriileteket egymdshoz viszonyitva
szdzalékosan adtuk meg az eredményeket. Az datlagot és az SD-t szdmoltuk ki, a

szignifikancia megitélésére Student t-tesztet hasznaltunk.

5.2.3.2. Eredmények

Az inzulin koncentraciofiiggd kemilumineszcencia-novekedést okozott, mint az az
eredeti regisztritumokat bemutaté 20. dbran lathaté. Ha a 84 pM koncentraciéju inzulin
kivaltotta kemilumineszcencids gorbe alatti teriiletet 100 %-nak vettiik és ehhez viszonyitva
abrazoltuk a nagyobb koncentraciok okozta kemilumineszcencidt, akkor a 21. abrdn
feltiintetett eredményekhez jutottunk. Lathatd, hogy a log. inzulin koncentraciotdl fiiggden

linearisan emelkedik az AUC értéke.
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A kemilumineszcenciat nem befolydsolta a kataldz, a Trolox és a BHT (az dbrdakon
nem mutatott adatok). Tehat nem hidrogén peroxid, nem hidroxil szabad gyok (a kataldz
elbontja a hidrogén peroxidot, ezéltal akaddlyozza a hidroxil szabad gyok képzddését a
Fenton reakcidban) és nem lipid peroxiddcié (mind a Trolox, az E vitamin vizoldékonyabb
formdja, mind a BHT gatolja a lipid peroxidaciét) keltette a kemilumineszcenciét.
Ugyancsak ineffektiv volt az acetilszalicilsav, ami kizdarja a prosztaglandin képzodése soran
keletkezett szabad gyokok szerepét.

Hatékonyan csokkentette az inzulin indukdlta kemilumineszcencidt a NOS enzim
kompetitiv antagonistdja, az L-NAME (22. dbra). Az AUC-ket kiszamolva, a 840 nM
inzulin éltal kivaltott kemilumineszcencids gorbe alatti teriiletet 100 %-nak véve lathato,
hogy az L-NAME koncentricié-fiiggden csokkenti a kemilumineszcenciat (23. &4bra).
Hasonl6éan az L-NAME-hez a szuperoxid dizmutdz enzim is koncentricié-fiiggen
csokkentette a kemilumineszcencidt. Az eredményeket az eredeti regisztraitumot bemutatd
24. és a szamitott AUC értékek %-os ardnyat tiikr6z0 25. dbrdn demonstraljuk. (A 20., 22.

és 24. dbrak 1-1 reprezentativ mérés eredményeit mutatjak be.)

5.2.3.3. Osszefoglalds
Ezen vizsgalatainkkal direkt médon is tudtuk igazolni, hogy az inzulin hatdsdra NO-
t termelnek a trombocitdk. Az NO detektdldsat az NO-bdl €s az NO-val egyiitt termelddott

szuperoxid anion gyokbdl keletkezett peroxinitrit mérése tette lehetové.

5.2.4. Az L-arg nem enzimatikus glikdcioja (tézis VI, VII, VIII, publikdcio 12, 13, 14, 36)

Jelen tuddsunk szerint, a nem-enzimatikus glikdcié az egyik legfontosabb
pathofiziolégiai tényez6 a diabetes mellitus szovOdményeinek kialakuldsdban. Tobb
alkalommal is felvetették ennek esetleges szabad gyokos jellegét, pontos mechanizmusat
azonban mind a mai napig nem tisztdztdk. Ha ezen szabad-gyokos folyamatokban
szuperoxid anion szabad gyok is termelddhet, akkor az az 5.2.3 fejezetben leirtak alapjan a
nem-enzimatikus glikdcionak is szerepe lehet az NO inaktivaldsaban.

Vizsgélatainkban ESR €s spin trap ESR mddszereket alkalmaztunk a gliikéz és az L-
arg egymadsrahatdsibol termelddott szabad gyokok kimutatdsdra. Az L-arg nem egy a sok
aminosav koziil, ami glikdlédhat, hanem a NOS enzim szubsztritja, ezért alapvetd
fontossagu lehet az L-arg nem-enzimatikus glikaciobdl eredd moédosuldsa. A spin trap
modszer lényege az, hogy azokat a szabad gyokoket, amelyeknek til rovid az élettartamuk

és ezért egy adott pillanatban til kis koncentrdcidban vannak jelen (igy direkt ESR
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vizsgilattal nem mutathatk ki) a csapddzé anyagok megkdotik, stabilizaljdk. Igy hosszabb
1d9 alatt olyan mértékben felgyiilemlik a gyok+gyokcsapda stabil szabad gyoke, hogy ezt
mar detektdlni lehet az ESR késziilékkel. Ez a mddszer alkalmas pl. a rovid élettartamu
oxigén eredetll szabad gyokok kimutatdsara (szuperoxid anion, hidroxil szabad gyok stb.).
A kémiai reakciok magasabb hdmérsékleten gyorsabban mennek végbe, ezért

feltételezhetd volt, hogy a termelddd szabad gyokok mennyisége is nagyobb ilyenkor.

5.2.4.1. Modszerek

El6szor 90 OC koriili hdmérsékleten kiséreltiink meg kimutatni szabad gyokjelet.
Foszfat-pufferelt séoldatot (PBS) alkalmaztunk, pH 7,5 és 8 kozott. A detektdlhatdsag
javitasa érdekében magas koncentriciokat alkalmaztunk: 1 M gliikézt, 1 M L-Arg-t. A
gyoktermelést katalizatorral, vassal segitettiik el6. A vas komplexek prepardldsa ugy tortént,
hogy ferri ammoénium szulfatot 0,1 M HCl-ban oldottunk, és utdna a megfelelo kelat képzd
anyaggal higitottuk. A ferri-ATP komlexet 1:20 ardnyban, a ferri-EDTA komplexet 1:2
vas:komplex-képz¢d ardnyban allitottuk el6. A méréseket Bruker ESP 300 E jeld ESR
késziiléken végeztiik. Az ESR késziilék bedllitdsa az aldbbi volt: mikrohulldmu teljesitmény

20 mW, moduléciés amplitidoé: 0,2 G, sweep szélesség 50 G.

5.2.4.2. Eredmények

90 9C-on az L-Arg vagy a gliikk6z 6nmagaban nem, de a kettd egyiitt ESR jelet adott,
ami a gorbe analizis szerint, a kolcsonhaté atomok figyelembevételével, pirazil vagy

pirimidinil gyoknek felelt meg (26. dbra). A gyok keletkezésében a vas katalitikus szerepet

jatszik, mert a ferro és a ferri vas is novelte a gyokképzodés sebességét, ugyanis 65 ©C-on
vas nélkiil mar nem tudtunk ESR jelet detektdlni, vas jelenlétében azonban mérhetd
mennyiségl szabad gyok termelddését tapasztaltuk (27. abra, piros). Amikor a ferri vasat a
komplexképzd dezferrioxaminnal stabilizaltuk, a gyokjel eltlint, ami arra utal, hogy a
reakci6 lejatszoddsahoz ferri-ferro dtalakulés sziikséges (27. dbra). A gyok termel6désének
hémérséklet- és katalizator-fiiggését 65 és 90 OC kozott igazoltuk (27. dbra). A detektalt
gyok koncentraciébol extrapoldlva kimutathaté, hogy az ESR metodika elméleti

érzékenységének hatdrai miatt testhOmérsékleten a reakciot ezzel a médszerrel igazolni nem

tudjuk (28. 4bra).

5.2.4.3. Osszefoglalds
A NOS szubsztratja, az L-arg gliik6z jelenlétében glikédlédik, a reakciét vas
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katalizédlja, ferri-ferro atalakulds sziikséges hozzd, a reakcidban pirazil vagy pirimidinil
szabad gyok keletkezik. A reakcié homérséklet fiiggd és az ESR érzéketlensége miatt

testhdmérsékleten nem detektalhato.

5.2.5. Kronikus veseelégtelenségben szenvedo betegek plazmdjdanak  hatdsa
endotélsejtekre (tézis 1X, publikdcio 3)

A magas vérnyomds gyakori kronikus vesebetegségben (KVB) és jelentOs
rizikofaktora a vesefunkcié romldsdnak, mely végiil végstadiumu veseelégtelenséghez
(VVE) vezethet (187). Az NO hidnynak nagy valdszinliséggel szerepe van a
veseelégtelenség kovetkeztében masodlagosan kialakulé magas vérnyomadsban (293). Ezt
tdmasztja ald a KVB-ben (263) és a VVE-ben szenvedd betegekben leirt csokkent teljes NO
termelés is (264, 265).

Az NO sokhelyiitt termelddik a szervezetben, és a vaszkuldris endotélsejtek altal
folyamatosan termelt NO-nak f6 szerepe van az erek tdénusdnak befolydsoldsdban, a
vérnyomads €s a vérataramléds szabdlyozdsaban (202). Magas vérnyomads alakul ki az eNOS-
gén hidnyos egerekben (124). Magas vérnyomast és mas kardiovaszkuléris szovodményeket
irtak le emberben néhdny (nem minden fajta) eNOS-gén polimorfizmusban (273, 292, 322).
A NOS-gitl6 hatdsu arginin analégok plazmédban torténd felhalmozdédasa csokkent eNOS
aktivitdst eredményezhet, amint azt eredetileg Vallance és munkatarsai is megfigyelték
VVE-ben szenvedd betegeken (293). Tovabba leirtdk, hogy VVE-ben szenvedd betegek
plazmdja gatolja az eNOS aktivitast, amikor endotélsejt-tenyészetet inkubdlnak vele, illetve,
hogy ezekben a betegekben az ADMA szintek magasak (318).

Kivancsiak voltunk, hogy a KVB-ben szenvedd betegek plazmdjdnak is van-e
eNOS-gitl6 hatdsa, ami hozzdjarulhat a magas vérnyomdshoz. Ehhez HDMVEC
sejttenyészeten vizsgaltuk, hogy van-e a plazmdban olyan anyag, ami befolyédsolja az

endotélium NO termelését (320 = 3).

5.2.5.1. Médszerek

Ot egészséges kontroll és 11 KVB-ben szenvedd betegtdl (4 diabeteses /DM/, 2
obstruktiv nephropatidas, ON, 1 IgA nephropatids + sz6l6 vesés, 1 szolovesés, 1 fokalis
szegmentdlis glomerulonephritisben /FSGS/, 1 krénikus intersticidlis nephritisben /KIN/ és
1 Wegener granulomatézisban szenvedd) gylijtottiink plazmat. A vérmintdkat mindvégig
hiitve kezeltiikk, heparinos csovekbe vettiik, centrifugdltuk, kisebb mennyiségekre

szétosztottuk és végiil —80°C-on fagyasztottuk. A vérvétel és a fagyasztds kozti idétartam
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20 percen beliili volt, illetve a mintdkat hasznélat eldtt kozvetleniil olvasztottuk fel. A
vesefunkcio a betegekben hasonl6 volt: ~30%-a a normalisnak, amint ezt a plazma kreatinin
és CN mutatja (3. tablazat).

Sejttenyészet: A HDMVEC sejteket és a tipfolyadékot (EGM-MV) a Clonetics
Corporation (San Diego, CA)-tdl vettiik. A sejteket a 4-7. passzdzs kozott hasznéltuk. A
tdpfolyadék tartalmazott 10 pg/ml humdn rekombindns epidermadlis ndvekedési faktort, 1
pg/ml hidrokortizont, 50 pg/ml gentamicint, 50 ng/ml amfotericin B-t, 12 pg/ml marha
agykivonatot és 5% fetdlis marhaszérumot. A sejteket konfludldsig 12 iiregli sejttalcan
tenyésztettiik: 37°C-on, 95%-os paratartalom alatt, 5% CO, és 95% levegd atmoszféraban,
illetve a médiumot mdsnaponta cseréltiik. A sejteket teszteltik von Willebrand faktor
pozitivitds, acetildlt LDL felvétel pozitivitdsa és simaizom o-aktin negativitds irdnydban,
bizonyitva a tiszta endotélsejt kultirat. Ezutdn a sejteket 6 6rdan keresztil MEM-oldattal
inkubdltuk, mely 20% human plazmat tartalmazott (vagy individudlis plazmat a betegektdl,
vagy a normdl kontrollok elegyitett plazmdjit). Kordbbi kisérletek alapjan a HDMVEC
sejtek életképesek maradtak 6-12 6rds 20%-os huméan plazmadval torténd inkubacié sordn,
de 24 6ran tul a sejtek levaltak a tenyésztdedény aljarél, akkor is, ha kontroll plazma volt az
inkubdl6 oldatban (318). A 6 6rds inkubacié utdn haszndltuk a sejteket a NOS aktivitas és
az L-arg transzport mérésekhez.

L-arg transzport és NOS aktivitds mérése: az 5.1.1. fejezetben ismertetett mddon

tortént. Az L-arg transzport idofiiggését HDMVEC-ben mutatja a 29. dbra. Mivel a [*H]-L-
arg felvétele linedris az els6 5 percben, minden tovabbi kisérletben (mint ahogy az
arteriolovendzus endotélsejteknél is) 3 perces inkubdcids idot alkalmaztunk

Kiilon sejteket tenyésztettiink T-75-0s flaskdkban az intracellularis L-arg
meghatdrozasdhoz és Western blot kisérletekhez. A konfluens sejteket 6 6ran at egészséges
kontrollok elegyitett plazmdjanak (n=4), illetve KVE-ben szenvedd0k plazmdjanak (két
csoport: normdl és alacsony plazma NOS aktivitds alapjan, mindkét csoportban n=3) 20%-

os oldatdaval inkubdltuk. Az intracelluldris [.-arg mérése az 5.1.1. pont alatt leirtak alapjan

tortént, azzal a médositassal, hogy az oszlopot 41°C-ra flitottiik.

Western blot-os kisérletek: szintén az 5.1.1. fejezetben taglaltakhoz hasonlé médon
torténtek, azzal a kiegészitéssel, hogy iNOS izoenzimet is detektédltunk: nydlban termelt
elsédleges poliklondlis antitestet (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, 1:200-as
higitdsban, 3 % zsirmentes tejport tartalmazé TBS-T oldatban, 1 6rds inkubdcid)
hasznaltunk, majd a membrant masodlagos antitest oldatban (Santa Cruz Biotechnology,

Inc., Santa Cruz, CA, kecskében, nyul ellen termelt IgG-tormaperoxiddz konjugatummal,
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1:2.000-es higitasban, 3 % zsirmentes tejport tartalmazé TBS-T oldatban, 1 6rdn &t)
inkubaltuk.

A plazma ADMA- és SDMA-koncentraci0 mérése is reverz fazisa HPLC-vel,

AccQ-Tag mddszerrel tortént, Schmidt é€s mkti szerint (26), Anderstam és mkti (8) nyoman.
A heparinizalt csObe vett vért 2300 g-vel 15 percig centrifugaltuk 4°C-on, hogy plazmit
nyerjiink, amit ultrafiltrdltunk (10.000-es molekulasily-kiiszobbel), hogy eltavolitsuk a
fehérjéket (12.000 g-vel, legaldbb 30 percig, 4°C-on). A sziirt plazmét -80°C-on tdroltuk
tovabbi felhasznéldsig. A mérés napjan a mintdkat szobahdmérsékleten olvasztottuk, AccQ
Tag modszerrel vizsgaltuk. Standardnak ADMA, SDMA és L-NMA sorozathigitdsokat
készitettiink a 0,625-10 uM-os tartomanyban, AccQ Fluor borit pufferben. Harminc pl
mintdt vagy standardot injektaltunk az oszlopra (Waters AccQ Tag, szilikon-alapt Nova-
Pak C18, reverz-fazisi HPLC-oszlop) automata adagoléval. Dudl pumpdval vittiikk fel a
mobil fazist (140 mM nétrium acetat 17 mM trietilaminnal, pH=5,05 és 60% acetonitril) 1
ml/perc-es sebességgel. Az eludlt oldatot fluorescens moédszerrel detektaltuk (excitacidé: 250
nm, emisszid: 395 nm, erdsités: 100). A koncentracidkat Millenium Chromatography
Manager v 2.1 (Waters Corp., Milford, MA) segitségével szamoltuk. Az ADMA minimum
detektalasi kiiszobe 0,15 uM, az SDMA-€ 0,1 uM humén plazmaban.

Minden vizsgélatot 3 alkalommal végeztiink el, és a kisérleteket legaldbb haromszor
megismételtiik.

Statisztikai médszerek: Student t-tesztet és ANOVA-t haszndltunk. Szignifikdnsnak

tekintettiik a kiilonbséget, ha p<0,05. Az 4tlagot és a SE-t kalkuléltuk.

5.2.5.2. Eredmények

A kontrollok és betegek életkora (kontrollok: 58 * 6, betegek: 57 + 4 év) és
testfelszine (kontrollok: 2,09 + 0.10, betegek: 2,12 + 0,09 mz) hasonl6 volt. A betegeknek
szignifikdnsan magasabb volt a szisztolés vérnyomadsa (3. tdblazat), annak ellenére, hogy a
legtobb beteg antihipertenziv kezelésben részesiilt. A vesebetegség elsddleges oka
kiilonbozd volt az egyes betegekben, de hasonlé mértékii volt a vesefunkcié-romlasuk (24
oras kreatinin klirensz ~ 30%-a a normalisnak, 3. tablazat).

A 20%-o0s plazmaval torténd 6 6rds inkubdcié utin a HDMVEC NOS aktivitast
mutatja a 4. tdbldzat. A kontrollok értékeit atlagolva tiintettiik fel, mig a betegekét
individudlisan is. A kontrollok és a teljes betegcsoport atlag értékei kozott nem volt

kiillonbség NOS aktivitdsban, bar a variancia nagy volt a betegcsoporton beliil. Emiatt a
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betegeket individudlis statisztikai Osszehasonlitds alapjan a kontrollok &tlagaval két
alcsoportba osztottuk: alacsony (n=5) és normdl NOS aktivitisi beteg csoportra (n=6,
p<0,05). A 30. dbra mutatja, hogy nem volt kiilonbség a kontrollok é€s a teljes betegcsoport
plazma ADMA koncentricié atlaga kozott, azonban az elébbi alcsoportok kozil az
alacsony NOS aktivitdsu alcsoport ADMA értékei szignifikdnsan magasabbak voltak mind
a kontrollokhoz, mind a normdl NOS aktivitdsu csoport értékeihez képest. A plazma NOS
aktivitdsa prediktiv a plazma ADMA koncentriciét illetéen, és ez vica versa is igaz. Ezzel
ellentétben nem taldltunk kiilonbséget az SDMA értékekben a beteg-alcsoportok kozott, bar
mindkét alcsoportban (egyiitt és kiilon is) szignifikdnsan magasabb koncentracidkat
mértiink, csakigy, mint a plazma kreatinin és urea értékeket illetden. Igy megallapithatd,
hogy a két beteg-alcsoport ADMA koncentracié kiilonbségét elsédlegesen nem a
vesefunkcid romldsa hatdrozza meg. Ahhoz, hogy megtudjuk, hogy novekvé ADMA
koncentracié képes-e az eNOS aktivitast in vitro gatolni, HDMVEC sejteket inkubaltunk 6
o6rdan 4t kiillonbozd koncentraci6jt ADMA-t tartalmazd szintetikus oldatokkal, és azt
talaltuk, hogy a NOS aktivitast 2,5 uM ADMA szignifikdnsan gatolta (p<0,05), mig 1uM
ADMA-nak nem volt ilyen hatdsa a kontrollhoz képest (16,6 £ 0,4 vs. 18,8 £ 0,8 vs 19,8
0,7 pmol/perc/mg fehérje). Fontos megjegyezniink azonban, hogy a a betegektdl nyert
plazma 20%-os higitdsa miatt az ADMA szintje az inkubdl6 oldatban <1uM, még a magas
ADMA-ji csoportban is, ami arra utal, hogy a betegek plazmdjdban mas eNOS-t gitld
hatdsu anyag is jelen van.

Ahhoz, hogy lathassuk, hogy a NOS aktivitdsban mutatkoz6 kiillonbségek koziil van-
e olyan, aminek az oka az iINOS stimulidcidja, HDMVEC sejteket eldinkubdltunk
dexametazonnal (10 pg/ml, 1 6rdig), ami az iNOS transzkripciét gatolja (202). A
dexametazon elékezelés kivédi az LPS (10 pug/ml) + IL-1B(100 U/ml) + IFNy (100 U/ml)-
indukalta iNOS aktivitast ezekben a sejtekben (nem kozolt adatok). A 4. tablazat mutatja,
hogy a dexametazon eldkezelésnek nem volt befolydsa egyetlen plazmaminta NOS
aktivitdst moduldlé hatdsara sem.

Szintén nem volt kiilonbség az L-arg transzportban HDMVEC sejtekben, 20%-o0s
plazmdval torténd 6 6rds inkubdécio utédn a teljes betegcsoport (190 £ 19 pmol L-arg/perc/mg
fehérje) vagy az egyes betegek, illetve a kontrollok kozott (198 £ 24 pmol L-arg/perc/mg
fehérje). Az intracelluldris L-arg koncentraciét a kovetkezOképpen szamoltuk: az L-arg
tartalmat (umol/g Ossz sejt fehérje) sejttérfogatra konvertdltuk, feltételezve, hogy 1mg
intracellularis fehérje=6 pl intracelluléaris viz (327). Az intracelluldris L-arg koncentracid

445 + 28 uM volt a kontroll plazmaval kezelt sejtekben, illetve hasonléan ehhez, 510 + 24
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UM az alacsony NOS aktivitdsu beteg-alcsoportban, és kiss€ magasabb a normal NOS
aktivitasu beteg-alcsoportban (578 £33 uM; p<0,02 vs kontroll). A 31. dbra mutatja, hogy
az eNOS fehérje Western blot analizise HDMVEC sejtekb6l nem mutatott eltérést egyik
alcsoportban sem a kontrollokhoz képest (minden csoportban n=3). A PAGE gélekre valo
egyforma fehérjemennyiség felvitelét mind a B-aktin kimutatdsaval, mind a membréanokra
transzferdlt fehérjék Ponceau vords festésével igazoltuk és erdsitettiik meg. Tovédbba, az

iNOS nem volt detektdlhat6 egyik sejtlizdtumban sem, 6 6rds inkubacié utén.

5.2.5.3. Osszefoglalds

A krénikus vesebetegség magas vérnyomadssal és a csokkent NO szintézissel jarhat.
KVB-ben szenvedd betegek plazmdjaban van olyan keringd faktor, ami gitolja a NOS
aktivitast, és igy direkt médon befolydsolja az endotéliumot. HDMVEC L-arg transzportjat
nem befolydsolta, mig NOS aktivitdsat gatolta azokbdl a KVB-ben szenvedd betegekbdl
szdrmaz6 humén plazma 20%-os oldata 6 6rds inkub4cid utdn, akik plazma ADMA szintje
is magasabb volt (megvaltozott ADMA szintézist vagy csokkent lebomlast sejtetve). A
plazma SDMA, kreatinin és urea koncentraciok magasabbak voltak a KVB-ben szenvedd
0sszes betegben. Az eNOS enzim mennyiségét a HDMVEC-ben nem befolyésolta a 6 6ras
inkubécié. A magas koncentridcioban jelen 1év6 ADMA részben felelds lehet az eNOS
aktivitds gétlasaért endotélsejt tenyészetben, de in vivo is csokkent eNOS aktivitdshoz is

vezethet, kovetkezményes hipertonidval.

5.2.6. Az urea hatdsa endotélsejtek L-arg transzportjara és NOS aktivitasdra
(tézis X, XI, XII, publikdcio 4, 30)

Ahogy kordbban emitettik, VVE-ben szenvedd betegekben hidnyzik, vagy
jelentdsen csokkent a miikodo vesedllomény, illetve a NOS éltal hasznalt endogén L-arg 6
forrasa a vesekéreg (248). Bar a VVE-ben szenvedd betegek plazma L-arg koncentracidja
altalaban a normalérték alsé hatdran van (264, 265), az értékek még mindig jelentdsen az
eNOS enzim Ky—je felett vannak (51). Igy, a VVE-et nem tekinthetjiik teljesen az NO
termelés szubsztrat-hidny miatti kovetkezményének, hacsak a plazma L-arg nem tiikrozi az
intracellularis L-arg hozzaférhetOséget, példaul a sejtekbe torténd csokkent L-arg transzport
miatt.

Kimutattuk, hogy VVE-ben szenvedd betegek plazmdja gatolja az L-arg transzportot
endotélsejtekbe in vitro. Ezutdn kiilonféle szintetikus oldatokat hasznéltunk, hogy

megkereshessiik, az urémids plazma mely alkotorészei feleldsek az L-arg transzport
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gatlasaért. Igy vizsgaltuk az urémidsokban el6fordulé koncentrdciéjd urea hatdsat is, rovid
(6 6ra) €s hosszu (7 nap) ideig tartd inkubécié sordn is. Kisérleteink nagy részét HDMVEC
sejteken végeztiik, de haszndltunk HGEC és BTAEC sejteket is.

5.2.6.1. Mdédszerek

Az 5. tdblazat mutatja a betegek néhany klinikai és biokémiai jellemzdjét, akiktdl a
kisérletekhez a plazmat nyertiik. Tovabbi, a betegekkel kapcsolatos informéacié Schmidt és
mkti, (264, 265) munkdiban olvashatd. A hemodializalt betegeket poliszulfon membrannal
kezelték (high flux, F-80, Fresenius USA, Lexington, MA, USA). A vérmintdkat heparinos
csovekbe gyljtottiikk, majd 20 percen beliil 4°C-on centrifugéltuk, szétosztottuk é&s
fagyasztottuk (-80°C-ra), illetve hasznélat el6tt kozvetelniil felolvasztottuk.

Sejttenyészet: HDMVEC 4-7. passzazs kozotti (Clonetics Corp. San Diego, CA,
USA), HGEC 4-7. passzazs kozotti (Cell System Corp. Kirkland, WA, USA) és BTAEC 2-
4. passzazs kozotti (altalunk tenyésztett) sejtekkel dolgoztunk. A HDMVEC és HGEC
sejtek tenyésztése az 5.2.5.1. fejezetben ismertetettek szerint tortént. A BTAEC sejteket
DMEM-10 médiumban tenyésztettiik. A 20%-os plazma elkészitésére vonatkozoé leirast is
az 5.2.5.1. fejezetben irtuk le, azzal a kiillonbséggel, hogy itt a kontrollok mellett VVE-ben
szenvedd betegekbdl nyertiik a vért, KVB-ben szenvedok helyett. Tovdbbd szintetikus
oldatokat is készitettiink a 6 6rds inkubdcidkhoz.

L-arg transzport: lasd az 5.1.1. fejezetet. Rutinszerlien végeztiink paralell

kisérleteket L-NMA (2 mM), az L-arg kompetitiv antagonistdjanak (a kationos aminosav
transzportereken; 46) hozzdadasaval. El0szor 20%-os humén plazméval (kontrollokbdl és
VVE-ben szenvedOkbdl) inkubdltuk, 6 o6rdan at, mindhdrom sejttipus sejtjeit, majd
HDMVEC sejteket hasznaltunk a szintetikus oldatokkal tortént kisérletekben, ahol eldszor
azt vizsgaltuk, hogy van-e a kiillonb6zé komponenseknek azonnali, kompetitiv gatl6 hatdsa
a transzportra. L-NMA mellett L-NAME-et (2 mM), ami nem a kationos
aminosavtranszporteren keresztiil jut a sejtbe (46); ADMA-t (2,5, 10 és 100 uM), D-arg-t (2
mM) és urémidsokban el6fordulé koncentraciéban ureat, tovabba lizint (2 mM), ami
kationos aminosav (igy kompetitiv inhibitor) is haszndltunk. Ezeket az anyagokat
kozvetleniil az esszé pufferbe kevertiik (eldinkubdcié nem tortént), hogy lathassuk, az L-arg
transzportot mi gitolja kompetitive.

A kompetitiv vizsgalatok mellett kiterjedt vizsgélatokat végeztiink szintetikus
oldatokkal 6 6rds eldinkubdcié utdn. A szintetikus oldatok alapjat a kovetkezd anyagok

képezték: 117 mM NaCl, 54 mM KCl, 1,8 mM CaCl,, 0,8 mM MgSO,, 26,2 mM
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NaHCO;3 1,0 mM NaH,PO4, 5,5 mM D-gliikéz és 20% FBS. Néhany kisérletben
urémidsokban eléfordulé ADMA koncentriciét haszndltunk (2,5 uM), de a kisérletek
tobbségében az urea kiilonb6z6 koncentracidinak hatdsat vizsgéltuk. Az “urémids” médium
50 mM ureat és 5,5 mM D-gliikozt, vagy 25 mM uredt és 30,5 mM D-gliikézt (311
mosm/1), a “kontroll” médium 55,5 mM D-gliik6zt és ureat nem tartalmazott (308 mosm/I).
Foleg L-arg transzportot mértiink, de néhdny esetben NOS aktivitdst is.

Vizsgéltuk az urea koncentraciéfiiggd hatdsat is az L-arg transzportra: 1, 5, 15 and
25 mM-os koncentracioban. Néhany kisérletben aminosavakkal egészitettiik ki az inkubdlo
tapfolyadékot, hogy utdnozzuk az urémids plazma profilt (0,025 mM L-cit, 0,10 mM L-arg,
1,0 mM L-gln, 0,2 mM L-lizin, 0,5 mM L-glicin, 0,1 mM L-cisztein) az 50 mM urea
oldatban, vagy a normadl plasma profilt (0,05 mM L-cit, 0,10 mM L-arg, 0,75 mM L-gln, 0,2
mM L-lizin, 0,25 mM L-glicin, 0,05 mM L-cisztein) az 55,5 mM-os D-gliikéz oldatban
(79).

Az akut, 6 6réds kisérletek mellett végeztiink krénikus inkubdcids kisérleteket is
HDMVEC sejteken. Vagy 25 mM ureét vagy 25 mM mannitolt (mint ozmotikus kontrollt)
adtunk a reguldris médiumhoz (mely 20% FBS-t tartalmazott), amiben 7 napig tartottuk a
sejteket (a médiumot méasnaponta cseréltiik), majd ezutdn mértiik az L-arg transzportot és az
eNOS aktivitdst.

Végiil, BTAEC sejteket T-75-0s flaskdkban tenyésztve mértiik az intracelluldris [-

arg koncentriciét (a mérés részletes leirasat lasd az 5.1.1. fejezetben, azzal a kivétellel,

hogy MEM-mel nem tortént itt eldinkubacid) és az eNOS enzim mennyiségét Western blot-

tal (a mérés részletes leirasat lasd szintén az 5.1.1. fejezetben). A konflualo6 BTAEC
sejteket 6 6rdig vagy 30,5 mM D-gliikozt, vagy 25 mM ureét + 5,5 mM gliik6zt tartalmazo
medidval inkubaltuk. A krénikus (7 nap) vizsgdlatokhoz a BTAEC sejteket szintén T-75
flaskdkban tenyésztettiik (~300.000 sejt/flaska kezdeti sejtszammal), majd 24 6ra mulva a
reguldris tidpfolyadékot vagy 25 mM uredval, vagy 25 mM mannitollal (masnaponkénti
cserével) kiegészitett tadpfolyadékra cseréltiik, 7 napig.

Statisztika: Az esetszam kiillonbozo volt az egyes kisérletekben, de minden esetben
legalabb 3 mérés tortént. Az atlagot és a SE-t kalkuldltuk. Student t-tesztet é&s ANOVA-t

hasznaltunk. Szignifikdnsnak tekintettiik a kiilonbséget, ha p<0,05.

5.2.6.2. Eredmények
A 32. abra felsO panelje foglalja 6ssze kiilonbozé humén plazmék hatasat az L-arg

transzportra HDMVEC-ben. VVE-ben szenved6 betegekbdl szdrmazd, 20%-os plazmaval
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tortént, 6 O6rds inkubédcié az L-arg felvételét szignifikdnsan gatolta mind a PD
(peritoenalisan dializélt), mind a pre-HD (HD=hemodializalt) csoport plazmdja, kontrollhoz
képest (p<0,01), és nem volt kiillonbség a PD és pre-HD plazma hatdsa kozott. A HD
kezelés részben eltdvolitotta az urémids plazma L-arg transzportot gatlo faktor(oka)t, mivel
hatdsban a poszt-HD csoportban kiilonbség volt a pre-HD csoporthoz képest (p<0,05), de
még mindig a kontroll szintje alatt maradt a transzport mértéke (p<0,05). A dializal6
membrén jellemzdi alapjan a kismolekulasilyd és néhany kozépmolekulasilyd anyag gyors
klirenszét vartuk volna. Hasonldkat tapasztaltunk HGEC és BTAEC sejtekben is (32. édbra,
kozépsd és alsé panelek). Minden esetben az L-arg transzportot L-NMA nagyrészt
megakadalyozta (kontroll és urémids plazma hozzaaddsa utan, tires oszlopok).

A 33. 4bra mutatja szamos anyag kozvetlen, kompetitiv hatdsit az L-arg
transzportra. HDMVEC-ben az L-NAME (az L-NMA-hoz hasonlitva) teljesen hatastalan
volt az L-arg transzport gitldsdban, aminek oka, hogy az L-NAME f{6ként neutrdlis
aminosav transzportert haszndl a sejtekbe torténd jutdshoz (46) és ez a neutrdlis aminosav
transzporter hidnyozhat endotélsejtekbdl. Az ADMA-nak volt némi géatlé hatdsa az L-arg
transzportra farmakoldgiai koncentracioban (0,1 mM), de abban a tartomédnyban nem, ami
rendszerint el6fordul urémidban (2,5 uM or 10 uM). A D-arg-nak nem volt gitl6 hatdsa, de
a kationos aminosav L-lizinnek igen (77). Az urednak (25 mM) sem volt kompetitiv hatdsa
az L-arg transzportra. Mivel sziikség volt a 6 6rds inkubéciéra ahhoz, hogy a human plazma
kifejtse az L-arg transzportra a hatdsit, hasonlé elOinkubéciés 1dot alkalmaztunk a
szintetikus oldatokndl is. Az L-arg transzportot nem befolydsolta 2.5 uM ADMA,
kontrollhoz képest (294 £ 13 vs 291 £20 pmol/perc/ mg protein). Ezzel szemben, az urea
(25 mM és 50 mM) a 6 6ras inkubdci6 soran, szignifikdnsan és egyforma mértékben gatolta
az L-arg transzportot HDMVEC-be (kontroll: equimolaris D-gliik6z, 34. abra). Hasonlo
hatdst tapasztaltunk akkor is, amikor a szintetikus médiumok tartalmaztdk az urdmids vagy
normadl allapotra jellemz6 aminosavprofilt (adatokat nem mutatjuk). Az L-NMA nagyrészt
gatolta (>90%) a transzportot (iires oszlopok). Az urea (25mM) szintén gétolta az L-arg
transzportot HGEC és BTAEC sejtekbe (34. abra). Kiilon kisérletben, BTAEC-ben azt
tapasztaltuk, hogy 1 és 5 mM-os koncentraciéban nem volt hatdsa az urednak, mig 15 és 25
mM-os koncentracioban hasonlé gétld hatést fejtett ki (35. dbra). Hét napig tartd inkubécid
25 mM uredval, ugyanolyan L-arg transzport gatlast eredményezett, mint a 6 6ras (6.
tablazat).

Szintén vizsgéltuk a nagy urea koncentracié hatdsat a NOS aktivitdsra. Amint azt a

6. tablazat is mutatja, 25 mM uredval tortént 6 6ras inkubaciénak nem volt hatdsa az eNOS
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aktivitisra HDMVEC, HGEC vagy BTAEC sejtekben, mig HDMVEC-ben 7 nap utan
gdtolta a NOS aktivitdst 25 mM urea. Ezek a hatdsok a 7 napos inkubdaci6 sordn az L-arg
transzportra és eNOS aktivitdsra az urednak tulajdonithaték (34. dbra, 6. tdblazat), mivel
hasonlé mértékli ozmolaritds-véltozds mannitollal a médiumban nem okozott véltozdst sem
az L-arg transzportban, sem a NOS aktivitisban a kontrollhoz viszonyitva (228127 vs
217%£18 pmol L-arg transzportalva /min/mg protein és 17,4£1,1 vs 16,1£1,1). Nem valtozott
az L-arg koncentrdcidja 6 6ra alatt 25mM urea hatdsdra, bar 7 nap utdn magasabb volt az
uredval kezelt sejtekben, mint a kontrollokban, taldn tiikrozve ezzel a NOS csokkent L-arg
fogyasztdsat. Western blot analizissel kimutattuk, hogy az eNOS enzim mennyisége (B3-
aktinhoz viszonyitva) nem véltozott sem 6 Ora, sem 7 nap utdn 25mM urea vs kontroll
hatdséra (0,89 = 0,11 vs 0,89 + 0,32 és 1,05 £ 0,35 v 1,07 £ 0,32 integralt optikai denzitas

egységek). Az 36. dbra egy reprezentativ Western blot-ot mutat be.

5.2.6.3. Osszefoglalds

Urémidsokbdl (PD kezelt betegekbdl és HD kezelés el6tt) nyert plazma (20%-ban
adva szintetikus médiumhoz, 6 O6rds inkubdcié utdn) gétolta az L-arg transzportot
endotélsejt-tenyészetben: HDMVEC-ben, HGEC-ben és BTAEC-ben is. A HD kezelés
részlegesen kivédte a gatlo hatast. HDMVEC sejteket 6 6rdig inkubdlva, uredt urémids
koncentraciéban tartalmazé szintetikus médiummal, szintén L-arg transzport gatlds volt
megfigyelhetd, de a gitld hatds nem volt kompetitiv jellegli, mivel akut hatdsban az urea
nem befolyésolta a transzportot. A 6 6rds inkubdcids id6 uredval nem volt elég ahhoz, hogy
a NOS aktivitést is gétolja a sejtekben, azonban 7 nap inkubdcié utdn mar csokkentette azt
is. Ezek a megfigyelések felvetik, hogy az eNOS enzim szubsztrét elldtdsa csokkenhet, igy
az enzim aktivitasa is gyengiilhet, ami hozzdjarulhat a magas vérnyomds kialakuldsédhoz

VVE-ben szenved6 betegekben.

5.3. Az L-arg - NO ttvonal in vivo vizsgdlata dllatokban - az urea hatdsa (tézis XIII, XIV,
XV, publikdcio 5)

Az urea a fehérjemetabolizmus végterméke, mely a majban termelddik, és melyet a
vese valaszt ki (204). Normél vesefunkcid esetén az urea koncentracidja a vérben alacsony,
azonban, amikor veseelégtelenség alakul ki, az urea és mds oldott anyagok is kisebb
mértékben valasztédnak ki, azotémidt, majd urémiat okozva. Bar a magas urea

koncentraciot inkabb tekintették a vesefunkcid romlést jelz0 markerének, mint urémids
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toxinnak, egyre tobb bizonyiték sz6l amellett, hogy az urea képes rossz irdnyban
befolydsolni szdmos sejtfolyamatot (122). Péld4ul, az urea, urémidsokban el6forduld
koncentraciéban gatolja a Na+-K+-ATPaz-t, a NaK2Cl kotranszportert, az iNOS aktivitast,
és mas enzimeket is (174, 200, 223, 232, 243). Emellett, az urea, az 5.2.6. fejezetben
ismertetettek szerint urémidsokban el6fordulé koncentracioban (25 mM) szignifikdnsan
gdatolja az L-arg transzportot endotélsejt tenyészetbe 6 6rds inkubacié utdn, illetve gatolja e
sejtek NOS aktivitdsat 7 napos inkubécié utdn. Mivel hasonlé megfigyeléseink voltak
VVE-ben szenvedd betegekbdl nyert plazmaval, feltételezhetd, hogy urémidban a magas
urea szint dltaldnosan gatolja az L-arg transzportot endotélsejtekbe. Hogy ennek az in vivo
jelentOségét is lathassuk, kronikusan etettiink egészséges patkdnyokat magas urea tartalmu
diétaval, hogy urémidban el6fordulé plazma urea szinteket kapjunk. Mértiik a vérnyomast, a
vesefunkciét mind a diétds periddus eldtt (kontroll), mind 7 napos etetés utdn, amikor az
NO rendszert is vizsgaltuk, akut NOS gatldssal. Mértiik tovabba az urea-etetés hatdsat a
teljestest NO termelésére, a 24 6ras vizelettel torténd NO, + NO; (NOx) kivélasztas
alapjan; a NOS aktivitast a vesekéregben €s a kisagyban; illetve a NOS enzim mennyiségét

a vesében.

5.3.1. Médszerek
Kisérletes allatok: 14 him Sprague-Dawley patkanyt (3-5 honapos) vésaroltunk a

Harlan Sprague-Dawley, Indianapolis, Inc (Indianapolis, IN, USA) cégtdl. A patkanyokat
alacsony nitrat tartalmu diétan tartottuk (ICN-AIN76C diéta, ICN Pharmaceuticals, Inc.,
Costa Mesa, CA, USA; NOx tartalom: 125 pmol / kg) végig a kisérlet sordn.

Huszonnégy o6rds vizeletgytijtés utdn, 6 4llatot krénikus hdlyag- és vaszkuldris

kaniilokkel lattunk el (24, 25, 26, 238, 282). Az allatok elokészitése: A kaniilalast teljesen

steril koriilmények kozott végeztiik, altaldnos anesztézidban, rovidhatdsd barbiturittal,
Brevital-lal (Eli Lilly & Co., Indianapolis, IN, USA). A kezdeti dézis 50 mg/kg ip, volt,
majd a tovdbbiakban 5-10 mg/kg iv fenntarté dézist adtunk sziikség esetén. Tygon
kaniiloket helyeztiink az abdomindlis aortiba és a vena cava inferiorba, a bal femoralis
artérian és vénan keresztiil, amiket a bor alatt vezettiink el (16G-s trokarral) és a nyak hatsé
részén vezettiink ki a bor aldl. A kaniiloket 1:1 ardnyd heparin (1000 1U/ml) és dextréz
(50%) keverékkel toltottiink fel, a kaniilok végét rozsdamentes acéltiivel zartuk. A
holyagkaniilt szuprapubikus inciziobol vezettik be, amit ezutdn neomycin-oldattal
toltottiink fel, és silastic miianyaggal fedett rozsdamentes acéltiivel zartuk, hogy a patkany

normalis Uton iirithesse a vizeletét a kisérletmentes periédusokban. Az dllatokat treniroztuk
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a kaniilokkel val6 vizsgdlatokhoz, és ahhoz, hogy 6rdkig nyugodtan iiljenek a kisérleti
ketrecben.

Legaldbb 7 nappal késobb, a sebgyogyulds utdn, végeztiik a kontroll méréseket
(normdl urea szintnél): vérnyomasmérést és vesefunkcids vizsgilatokat. Ezutantdl kaptak az
allatok folyamatosan alacsony nitrat tartalmu diétat, amelyet 30% uredval egészitettiink ki.
A patkdnyok 12 6ranként kaptak 20-20 g taplalékot egy hétig, amit el is folgyasztottak
(ekvivalens 5 umol NOx / 24 o6ra bevitellel). A mddszer egy kordbban leirt protokoll
adaptédcidja, amelyben az urea etetés magas plazma urea szinteket eredményez egészséges
allatokban (223). Az etetés 5-6. napjan 24 Ords vizeletgyljtés tortént az uredval taplalt
allatokon, majd 24 6ra milva végeztiik el vesefunkcids vizsgélatokat, amikoris kontroll
vérnyomadst és vesefunkciét mértiink, majd akut, szisztémas NOS gatlast kovetden is (lasd
lejjebb), végiil az allatok eutandzidja utdn megvizsgdltuk a holyagot és a veséket, hogy
nincs-e benniik fert6zés.

A vesefunkcidés mérések a kovetkezok voltak: glomeruldris filtracios rata (GFR) és

rendlis plazmadramlds (RPF), inulin és para-aminohippursav (PAH) Kklirensz, atlag
vérnyomds (RR) mérése, illetve a natrium kivdlasztds mérése (Un,V). A filtracids frakciot
(FF) és a rendlis vaszkularis rezisztanciat (RVR) szamoltuk. A kontroll (normalis urea
szint) mérések utdn (két klirensz mérési periddus atlaga) kezdddott az éllatok etetése az
uredval kiegészitett tapldlékkal. Hét nappal késobb megismételtiik a vesefunkcids
méréseket (alapdllapot, magas urea szint), és végiil akut szisztémas NOS gatlds mellett is
(iv L-NAME, 10 mg/kg; szupramaximdlis presszor dézis; 26). A kisérletes protokoll,
méréstechnikdk és szamolasok tovabbi részletei korabbi publikdcidk alapjan torténtek (24,

25, 238, 282).

A NOx_mérése a 24 6ras vizeletbdl Siitd és mtsai alapjdn (282) tortént a Griess
modszer alkalmazasaval. Az moddszerben a nitrat reduktaz enzim a NOsz-ot NO,-té
redukdlja. Az enzimet E. coli anaerob tenyészetbOl nyertiik, nitrdt reduktdzt indukal6
médium segitségével, 14 6rds inkubacié sordn. A termelt NO,-et €s az enzim altal redukalt
NOs-ot a Griess reakcioval hatdroztuk meg. 125 pl minta és 100ul HEPES/ammoénium
keverékéhez 25 pl nitrat reduktdz enzimet adtunk, kevertiik, majd 60 percig inkubaltuk
37°C-os keverés vizfiirdén. Ezalatt a NOs-ot NO,-té redukdlja az enzim, ahogy ezt a NO3
standardok teljes konverzi6jabdl is lathattuk. Az inkubdcié utdn a mintdkat 2000 rpm-mel,
15 percig centrifugdltuk. A feliildszob6l 100ul-t adtunk a Griess-reagenshez (1:1, V/V
keverék formdjaban; Griess-reagens: 1,0% szulfanilamid 0.1% naftiletilén diaminban) 96-

tiregll tdlcdn, majd 10-15 percig inkubdéltuk szobahomérsékleten. Az abszorbanciat 543 nm-
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en hatdroztuk meg spektrofotometridsan. A koncentracidkat a ismert ndtrium nitrit
koncentraciokat (5-500 uM) tartalmaz6é standard gorbérdl (a linedris tartomdnyban)
extrapoléltuk.

A vizelettel iiritett fehérjemennyiség meghatirozasat a Bradford moédszer (50)

szerint végeztiik. A protein jelenléte esetén szinvaltozassal jar6 spektrofotometrids modszer
lényege, hogy a Coomassie Brilliant Blue-G-250 festék (foszforsav €s metanol
keverékében, BioRad, Richmond, CA, USA) abszorbancia maximuma savanyd oldatban
465 nm-r6l 595nm-re tolddik, ha fehérje kotdédik hozza. Ez a moddszer szolubilizalt
proteinek egyszerli és pontos meghatirozasat teszi lehetévé. A mddszer: marhaszérum
albuminbdl 4 standard oldatot készitiink, sorozathigitdssal (62,5-500 ug/ml). A mddszer
linedris 3,25 ug/ml és 125 ug/ml kozott. Szaz-szaz pl festékoldatot (5x-0s higitdsban), majd
10-10 pl standard oldatot vagy mintat, végiil ismét 100-100 pl festékoldatot pipettdzunk 96-
iregl talcara, duplikdtumban, majd keverjiik, és legaldbb 5 perces, de maximum 60 perces,
szobahOmérsékleten torténd inkubacié utdn spektrofotometridsan, 595 nm-en mérjiik az
abszorbanciat. A fehérjekoncentraciét a standard gorbérdl szamitégép extrapoldlja.

A plazma urea szintet a #640-es Sigma kit-tel mértiik.

Az allatok egy tovabbi, 4 fOs csoportjat szintén magas urea-tartalmu diétan tartottuk
7 napig, majd felboncoltuk Oket, és szoveteket excindaltunk, amiket azonnal
lefagyasztottunk €s -80°C-on taroltunk a késobbi in vitro kisérletekig, ahol 4 alacsony NOx
diétan tartott kontroll patkdny szoveteivel hasonlitottuk Ossze.

A kovetkez0 mérések torténtek: L-arg koncentracié meghatirozdsa aorta €s

vesekéreg szovethomogenizatumokban, ennek részletes leirdsat 14sd az 5.1.1. fejezetben,
azzal a kiilonbséggel, hogy itt a sejtlizditum helyett 0,9% NaCl-oldatban homogenizalt
szoveteket haszndltunk.

Tovabba, NOS aktivitdst mértiink kisagyszovetbdl és vesekéregbdl. Jéghideg

homogenizdlé oldatbél (231) Otszorés mennyiséget adtunk (a szovet tomegéhez
viszonyitva), homogenizaltunk, majd ultrahanggal 1 percig szonikéltunk. A mintit ezutan
100.000 g-vel, 60 percig 4°C-on centrifugéltuk, hogy elkiilonithessiik a szolubilis és
membréan frakcidkat (51). Az endogén L-arg-t eltdvolitottuk: Dowex gyanta (Na-forma)
desztillélt vizes 1:1 ardnyu elegyével kevertiik és centrifugéltuk 1.370 g-vel 3 percig 4°C-
on. Az endogén L-arg-mentes membran frakcié elkiilonitéséhez az {iiledéket
reszuszpendaltuk 5 ml homogenizdlé pufferben, majd centrifugdltuk 100.000 g-vel 60
percig 4°C-on, és az iiledéket ismét reszuszpenddltuk 1 ml homogenizald pufferben (272).

A NOS aktivitast az L—[3H]—arg L—[SH]—citrullin konverzié mértékébol szamoltuk ki (51,
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kisebb modositdsokkal). Szolubilis vagy membran frakciét prepardltunk, amikben a
kiillonboz6d anyagok végkoncentracidja a kovetkezoképpen alakult: 25 mM TrisHCI, 1,25
mM kalcium klorid, 1 mM NADPH, 15 nM L—[3H]arg, 5 uM L-arg, 1,09 uM flavin adenin
dinukleotid (FAD), 1,09 uM flavin mononukleotid (FMN), 0,33 mM tetrahidrobiopterin
(BH.4), 0,11 uM kalmodulin és 1,09 uM ditiotreitol. Argindz-gatldkat is adtunk az elegyhez:
10 mM valint és 10 mM L-pro-t, a vesekéreg esetében. Minden mintabdl 2x3 mérést
végeztiink: 3-at alapéllapotban, 3-at vagy nem-szelektiv NOS-gatlokkal (L-NMA, 10 mM
és L-NAME, 20 mM) a vese esetén, vagy N-m-nitro-L-arginin (L-NNA)-val (2 mM) a
cerebellum frakciokndl. Az inhibitorokkal 15 percig inkubaltunk szobahdmérsékleten, majd
L-arg-nel inkubdltuk a mintdkat 45 percig 37°C-os kever6s vizfiirdén. A reakciét 400 pl
jéghideg stop-pufferrel allitottuk le (5 mM EDTA és 50 mM HEPES, pH=5,5), majd 400 ul
50%-50% desztillalt viz - AG50W-X8 Dowex gyanta keverékét (Na-forma) adtuk minden
egyes mindhoz. Ot perc keverés utdn 3.100 g-vel 3 percig 4°C-on centrifugiltuk az
oldatokat, majd a feliilisz6 500 pl-ét 4 ml Optifluor szcintillaciés folyadékban kevertiik el,
és Packard szcintillaciés szamlédléval szamlaltuk. Az adatokat pmol konvertalt [3H]L—
cit/perc/mg fehérje formaban fejeztiikk ki, €s korrigdltuk a hattéraktivitasra. A hatteret
héinaktivalt mintdkkal mértiik (60 perces inkubacié 80°C-on). A hattér standardot a nem
konvertalt [3H]L—arg Dowex-gyantdval tortént eltdvolitdsa utdn hatdroztuk meg; melynek
értéke <5%-a a 100%-os standardnak. A hattér standard szabad tricium vagy nem-kationos
tricium-tartalmd molekuldk oldata, amiket a Dowex gyanta nem kotott meg. A 100%-os
standard elkészitése: 200 ul desztillalt viz a Dowex gyanta helyett, ez reprezentdlja a teljes
konvertalhat6 mennyiséget.

Az eNOS, nNOS és B-aktin fehérjéket vesehomogenizatumokbdl mutattuk ki,

Western blot segitségével. A mddszer részletes ismertetése az 5.1.1. fejezetben talalhato.
Kiegészitésként megemlitendd néhany modositds. A  sejtoldatok  helyett itt
szovethomogenizatumokat hasznaltunk Ezeket fagyasztott szovetek 4°C—os lizis pufferben
(Img / 5 ul) tortént homogenizdlasaval, majd 10 percig 10.000 g-vel 4°C-on tortént
centrifugaldsdval allitottuk eld. Tovabbiakban a feliiliszot hasznéltuk, az emlitett fejezetben
leirtak szerint. Az eNOS kimutatdsdhoz 1:250 higitisban alkalmaztuk az elsddleges
antitestet. Az eNOS kimutatdsa utdn a membrdnokhoz kotott antigénekrol (fehérjékrol)
eltavolitottuk az antitesteket, ahogy azt az 5.1.1. fejezetben is emlitettik. Az nNOS
kimutatdsdhoz a membrédnokat 1 6rds blokkolds utdn (5%-os zsirmentes tejfehérjeoldat
TBS-T-ben) nyidlban termelt poliklondlis primér antitest-oldattal kezeltiik (a patkdiny nNOS
N-terminusa (231 aa) ellen termelt antitest, Dr. Kim Lau, UT Dallas, TX, USA ajdndéka):
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1:5.000-es higitdsban, 5%-os zsirmentes tejfehérjeoldat TBS-T-ben, 1 6rds inkubdacidval
szobahOmérsékleten. Ezutdn mdésodlagos antitest-oldattal (kecskében termelt, nyul elleni,
IgG-tormaperoxiddz konjugatum, BioRad, Richmond, CA, USA) 1:3.000-es higitasban 5%-
os zsirmentes tejfehérjeoldat TBS-T-ben, 1 o6rdig inkubdltuk szobahOmérsékleten. Az
ismételt antitest-mentesités utdn a membranokon a B-aktint is kimutattuk (ldsd szintén az
5.1.1. fejezetet).

Statisztika: Az atlagot és a SE-t kalkuladltuk. Egymintds, pérositott Student t-prébat
hasznaltunk a kezelés elotti és utani értékek (normélis és magas plazma urea szintek) és az
alap és akut NOS-gitlds eredményeinek Osszehasonlitidsara. Kétmintds Student t-prébat
alkalmaztunk az in vitro mérések esetén. Szignifikdnsnak tekintettiikk a kiilonbséget, ha

p<0,05.

5.3.2. Eredmények

Amint a 37. dbra mutatja, a plazma urea szint az uredban gazdag diéta 3. napjira
stabilan magas értékre emelkedik. A diéta 7. napjara a plazma urea szintje kb. ~ 4-szerese a
normal kontroll értéknek (7. tablazat).

A 24h UnoxV, mint a teljes test NO termelésének mutatéja, nem csokkent 7 nap
nagyfoku ureabevitel mellett sem, sot némileg emelkedett is (7. tdblazat). A diétaval bevitt
NOx mennyisége allandé volt (5 umol /24h), mivel a tdpcsatorndbol a NOx—nak csak 50—
70%-a keriil a szervezetbe, és mivel a NOx lirités a vizeletben mindig meghaladta a bevitelt,
ezért a teljes NO termelésnek emelkedni kellett urea etetés hatdsara. A 24 o6ras fehérjeiirités
szintén emelkedett (7. tablazat).

Az egy hétig folyamatosan magas plazma urea szint nem befolydsolta az atlag
vérnyomast, a rendlis vaszkuldris rezisztenciat, a rendlis plazmadramlast vagy a GFR-t (7.
tdblazat). A vizelet osmolaritdsa azonban jelentdsen megemelkedett, mig a vizelettel tortént
Na iirités csokkent. A 38. dbra mutatja, hogy az ureédval etetett dllatokban a NOS inhibitor
L-NAME akut szisztémds addsa szignifikins RR emelkedést eredményezett, a RVR
jelentos megemelkedésével (és RPF csokkenéssel, a tabldzatban nem szerepel) és szerény
GFR csokkenéssel egyiitt. Ezek a valtozdsok hasonléak azokhoz a hemodinamikai
vdalaszokhoz, amiket normal kontroll allatokban figyelhetiink meg, ugyanezzel a médszerrel
(25, 26, 238). Az egyetlen kiilonbség L-NAME addsakor a magas urea szinti dllatok €s a
kontroll allatok kozott az, hogy mig normal allatokban novekedést figyeltek meg a natrium
kivalasztasban, (38. dbra), addig ezt a hatdst nem lattdk uredval etetett dllatokban (25, 26,
238).
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A 8. tdblazatban lathatd, hogy a vesekéreg L-arg koncentraciéja hasonld volt
kontroll és uredval etetett dllatokban. Az eNOS és nNOS mennyisége (a P-aktinhoz
viszonyitva) a vesekéregben szintén hasonlé volt a két csoportban. A 39. dbra eNOS
reprezentativ Western blot-ot szemléltet. Tovabba, a vesekéreg szolubilis frakcidjanak
NOS aktivitasa is hasonlé volt a kontroll és kezelt allatokban (8. tablazat). Mivel az L-
NMA + L-NAME kombinécié ~90%-ban gitolta az L-arg - L-cit konverzidt, ezért ez az
aktivitds a NOS enzim jelenlétére utal mindkét csoportban. A cerebellum NOS aktivitasat is
mértiik (a veséhez képest nagyobb NOS aktivitasu szerv), ahol szintén, mind a szolubilis,
mind a membran frakcidkban hasonl6 aktivitdst tapasztaltunk (297 vs 35t4, és 13 £ 2 vs
11 £1 pmol cit/perc/mg fehérje), és amit az L-NNA ugyanolyan mértékben gatolt mindkét
csoportban, atlag 99,2+0,3%-kal.

5.3.3. Osszefoglalds

Az el6z6 fejezetben lattuk, hogy magas urea koncentracio egy hét alatt csokkenti az
L-arg transzportot €s a NOS aktivitast endotélsejtekben in vitro. Megvizsgaltuk, hogy 7
napig tartdé magas urea bevitel és kovetkezményesen magas plazma urea szint in vivo
befolyasolja-e a vesehemodinamikdt, vérnyomast és az NO rendszert. Egészséges
patkanyokat 7 napig alacsony nitrat- €s 30% urea tartalmu diétan tartva megemelkedett a
plazma urea szint (5,410,4-r61 24,6+1,4 mM-ra, p<0,001). A magas plazma urea szint nem
csokkentette a 24 6rdas NOx {iiritést (mint a test teljes NO termelésének mutatéjat). A
vérnyomadst és a vesehemodinamikt nem befolydsolta a magas urea szint, csakigy, mint a
presszor és vazokonstriktor vdlaszokat sem, L-NAME hatdsara. Emellett nem volt hatassal
a vesekéreg L-arg koncentricidjdra, az eNOS, vagy az nNOS enzim mennyiségére, illetve a
vesekéreg és a cerebellum NOS aktivitdsara sem. Kovetkezésképpen, a magas plazma urea
koncentriacid6 nem okozott vazokonstrikciét vagy NO hidnyt normdl vesefunkcidji

egészséges patkanyokban.

5.4. Humadn vizsgdlatok — IgA nefropdtia és hipertonia (tézis XVI, XVII, XVIII, XIX, XX,
publikdcio 1, 2, 9, 18, 19, 21, 23, 24, 32, 33, 37)

Az IgA nefropatia a primer glomerulonephritisek azon csoportja, melyre elsésorban
a glomerulusok mesangiumdban megfigyelheté IgA lerakddas jellemzd. (261) Hasonld
jellegll szovettani elvaltozasok néhany szisztémads betegségben (Henoch-Schonlein purpura,
majbetegség, SLE stb.) is megfigyelhetok.

Az IgA nefropétia diagndzisa csak vesebiopszidval éllithato fel. A diagnézis diffiz,
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elsosorban mezangidlis elhelyezkedésli, dominédléan IgA tipusu immunglobulin
depozitumok immunhisztokémiai kimutatidsa alapjan torténik. Az IgA depozitumokhoz
hasonl6 elhelyezkedéssel szinte minden esetben megfigyelheté C3 komplement illetve 50-
70 %-ban IgG jelenléte is. Fénymikroszkdpos vizsgalattal az esetek tobbségében a diffiz
vagy gbécos mezangidlis proliferacié a jellemzd kép, de ritkdbban a glomerulusokban
adhézié, szegmentdlis szklerézis illetve crescent képzddés is megfigyelhetd. A
tubulointerstitialis elvaltozdsok nem specifikusak a korképre (tubularis atréfia, intersticialis
kereksejtes beszlirddés és fibrdzis), de a betegség progresszidjat a tubulointersticium
érintettsége jelentdsen befolydsolja. (47)

Patogenezis: Az IgA immunglobulinok granuldlt jellegi glomeruléris lerak6dédsa
illetve a szérumban mért magasabb IgA és IgA immunkomplex szintek alapjan
feltételezhetd, hogy a koérkép kialakuldsaért az immunrendszer IgA  tipusd
immunvalaszdnak sériilése felelds.

Klinikai kép: Az IgA nefropétia leggyakoribb tiinete a mikroszképos hematuria (az
esetek 60 %-ban) és/vagy enyhe proteinuria (<lg/nap), valamint az infekciét kovetd
atmeneti makroszképos hematuria (az esetek 35 %-ban). (261) Az enyhe hematuria illetve
proteinuria leggyakrabban szlirvizsgalat vagy egyéb alkalmassédgi vizsgélat (pl. sorozas,
munkavallalds, véradds, jogositvany kérelem) sordan keriil felismerésre. Ezért a betegség
pontos kezdete legtobb esetben nem hatdarozhaté meg. A makroszképos hematuria
leggyakrabban felsoléguti fertdzés kezdetétdl szamitva 1-3 napon beliil alakul ki, de szamos
virdlis (hepatitis A/B, rubeola, EBV, herpes zoster stb.) infekcid, bakteridlis eredetii
gastroenteritis, arthritis, erysipelas stb., illetve fizikai behatds (tonsillectomia,
appendectomia, fog extractio stb.) és immunoldgiai (vakcinacié, BCG oltds, stb.) stimulus
is kivalthatja. (261) Nefrotikus mértékii (>3,5 g/nap) proteinuridval illetve akut
veseelégtelenséggel csak nagyon ritkan kezdddik a betegség (az esetek 6 illetve 3 %-ban). A
laboratériumi eltérések koziil az esetek 35-50%-ban megfigyelhetd szérum IgA emelkedést
illetve keringd IgA tartalmu immuncomplexek jelenlétét lehet kiemelni.

Korlefolyas: Az IgA nefropatia lefolydsarél ma mar egyértelmiien megéllapithato,
hogy a betegek tobbségében progresszidt mutat és a kialakulé kronikus veseelégtelenség
miatt, 15-25 évvel a betegség kezdetét kovetden, vesepdtld kezelés valik sziikségessé. A
klinikai megfigyelések szerint a betegek egy részénél - koriilbeliil 2/3-anél - a betegség
lassan progredidl, mig mdasokndl néhdny hoénap, év alatt veseelégtelenség alakul Kki.

Gyorsabb progresszié figyelhet6 meg a férfiakndl, sdlyosabb proteinuria (>2 g/nap),
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hiperténia fenndlldsa illetve a vesebiopszids mintdban latott kifejezettebb proliferativ
elvaltozasok, félhold képzddés és jelentds tubulointerstitialis kdrosoddsok esetén. A
veseelégtelenség elOrehaladtdval a kardiovaszkularis szovodmények is megnovekednek. A
szivet és érrendszert karosito tényezOk megismerése dontd fontossagud, mivel feltételezheto,
hogy hozzajarulnak az IgA nefropatia progresszidjahoz.

Az IgA nefropdtia progresszidjdban jelent0s szerepet jatsz6 kardiovaszkuldris
rizikofaktorok koziil a mindennapi gyakorlatban a hipertonia korai felismerése és hatékony
kezelése az egyik legfontosabb feladat.

Terdpia: Az IgA nefropatia gyégykezelése ma sem megoldott. Specifikus terdpia
nem ismert. A kiilonb6z6 munkacsoportok ajanldsaiban a legnagyobb eltérések a
kortikoszteroid és immunszupressziv terdpia indikacidjdban vannak. Nephrosis syndroma
esetén a szteroidok addsa egyértelmiien elfogadott. A szteroidok a mérsékelt proteinuriat is
csokkentik, de a betegség progresszidjat tgy tlinik, hogy nem mérséklik, és hosszan tartd
alkalmazasuk esetén a késdi mellékhatdsok jelentkezésének nagy a valdszintisége. (262)

A nyélkahartya védekezoképességének csokkenésére utaldé gyakori infekciok miatt
mind a tonsillectomia, mind a korai antibiotikus kezelés €sszerti javaslat, de kontrollalt
tanulmdanyok hatékonysdgukat még nem bizonyitottdk.

A nem specifikus terdpids lehetdségek koziil kiemelt jelentdségli az antihipertenziv
kezelés és a fehérjeszegény diéta. A vérnyomadscsokkentés -elsOsorban a glomeruléris
nyomds csokkentésén keresztil - mérsékeli a proteinuridt és igy részben ennek
kovetkeztében a betegség progresszidjat. Az ACE-gitlok (és egyes kélcium-csatorna
blokkoldk) emellett még jelentds antiproliferativ hatdssal is rendelkeznek, ezért hipertonia
esetén ezek az elsO vélasztandd vérnyomdscsokkentok. Normotonids betegeknek adott kis
doézisu ACE gitl6 is csokkentette a proteinuridt, ezzel az indikdcidval azonban még széles
korben nem terjedt el az ACE gétlok adédsa. (261)

Vizsgélatok torténtek még trombocita aggregicidt gatldok, anticoaguldns szerek,
cyclosporin A, phenytoin, nagy dézisi immunglobulin, és halolaj addsaval is, de az

eredmények nem meggydzoek. (89)

5.4.1. Endotelidlis vasoactiv anyagok; a dohdnyzds szerepe (tézis XVI, XVII, XVIII,
publikdcio 2, 9, 18, 32, 37)

Az endotélbdl szamos mediator szabadul fel (NO, endothelin /ET/, prosztaglandinok

stb.), melyek jelentds endo-, para- és autocrin funkcidval rendelkeznek. Ismert, hogy a
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veséken dramlik keresztiil a keringd vér jelentOs része. Kronikus glomerulonephritisekben,
igy IgA nefropatidban is, a vesefunkci6 besziikiilésével parhuzamosan egyre tobb betegben
alakul ki magas vérnyomds. A hipertonia tovdbb fokozza a vesebetegségek progresszidjat
illetve egyes vasoactiv anyagok (pl. ET) jelentds sejtproliferativ hatdssal is rendelkeznek.
Igy, a kiilonboz8 vasoactiv mediatorok az intraglomeruldris vérnyomds és sejtproliferacié
befolydsoldsaval jelentds szerepet kaphatnak a vesebetegségek patomechanizmusiban és
progresszidjdban. A vasoactiv mediatorok koziil klinikdnkon az NO illetve ET vizsgdlatat
kezdtiik meg, mert mind az NO, mind az ET - a lokdlis keringésszabalyozas mellett - részt
vesz a vesékben zajlo gyulladdsos folyamatok medidlasdban is (125). Amint emlitettiik, a
vizelet NOx illetve cGMP {iritésbdl kovetkeztetni lehet a szervezetben termelddott NO
mennyiségére. Tovabbd, kordbbi kisérleteinkben endotélsejt-tenyészetek vizsgédlata soran
azt taldltuk, hogy a dohanyfiist gatolja a sejtek NO termelését (5.2.1. fejezet; 208). Ezért a
dohédnyzéds és a NOx irités kapcsolatat is vizsgaltuk az IgA nefropatids betegekben

egészségesekkel dsszehasonlitva.

5.4.1.1. Mddszerek
Betegek: Vizsgédlatunkba 59 nem dohdnyos, 20 dohdnyos IgA nefropatids beteget
illetve 20 egészséges nem dohdnyos €s 20 egészséges dohdnyost vontunk be.

NOx meghatdrozds: Tekintettel arra, hogy a vizeletben levd NOx mérését

befolyésolja a vizelet bakteridis kontamindcidja, 24 Oréas, steril vizeletgyljtést végeztiink. A
vizeletmintdkhoz E. coli dltal anaerob koriilmények kozott termelt nitrat reduktdz enzimet
adtunk, melynek hatdsdra a mintaban 1évo 0sszes NO3™ NOp™ -vé redukalddott. A mintdk
Osszes NO»™ tartalmat (eredeti NO7™ + redukdlt NO3') Griess reagenssel hatdroztuk meg.

Endothelin és cGMP meghatarozas: A vizelet endothelin és cGMP tartalmat

radioimmunoassay-vel hatdroztuk meg (Amersham, UK kitekkel) klinikdnk Izot6p

Laboratoriuméban.

5.4.1.2. Eredmények
Sem a vizelet NOx, sem a cGMP illetve endothelin iiritésben nem volt szignifikans
kiilonbség az IgA nefropatias betegek illetve egészséges kontrollok kozott (14sd 9. tablazat)
Mig egészséges kontrollokban j6 korrelaciét taldltunk a vizelettel iiritett NOx és
endothelin kozott (r=0,69; p<0,001), hasonlé Osszefiiggést IgA nefropatidsokndl nem

tudtunk megfigyelni. S0t az ET/NO héanyados IgA nefropatidsokban szignifikdnsan
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nagyobbnak bizonyult a kontrollokéndl (24,1+2,6 vs. 16,410,8; p<0,05). J6 korrel4ciét
talaltunk a vizelettel iiritett NOx és cGMP mennyisége kozott mind egészséges egyénekben
(r=0,56; p<0,009), mind IgA nefropatidsokban (r=0,48; p<0,037).

Az IgA nefropatids betegek 24 6rds vérnyomasparaméterei (szisztolés €s diasztolés
atlag) és a vizelettel iiritett NOx kozott negativ szignifikdns (p<0,001) korrelaciot talaltunk,
mig az endothelin és a hasonlé vérnyomasparaméterek kozott ilyen Osszefiiggés nem volt
megfigyelhetd.

Az életkorral csokkendnek taldltuk IgA nefropatids betegekben a NOx kivélasztasat
(r=-0,49; p<0,01), mig az endothelinnel illetve cGMP-vel kapcsolatban ilyen
megfigyelésiink nem volt. (Ez utébbiban azonban szerepet jatszhat a kisebb esetszam is.) A
creatinin-clearance €s a vazoaktiv mediatorok {iritése kozott nem volt szignifikdns
kapcsolat.

Szignifikdnsan megnovekedett (p<0,05) NOx kivélasztast észleltink mind az
egészséges (1,458+0,104 vs. 1,112+0,060 mmol/die), mind az IgA nefropatids
dohédnyosokndl (1,339+0,087 vs. 0,986+0,054 mmol/die) a nem dohdnyos IgA
nefropatidsokkal és egészséges kontrollokkal 6sszehasonlitva. A dohdnyos beteg €s kontroll
csoportokban nem volt dsszefiiggés a vizelet NOx és cGMP iirités kozott.

Szerves nitrat terdpidban részesiillé IgA nefropdtids betegeinkben a kor és
vérnyomadsdtlag alapjan vélasztott nitrdtot nem szedd IgA nefropétids kontroll csoporthoz
képest szignifikdnsan emelkedett vizelet NOx kivalasztast észleltiink (n= 12; 0,739+0,056
vs 0,942+40,017 mmol/die; p<0,05).

5.4.1.3. Osszefoglalds

IgA nefropatids betegekben az ET/NO ardny magasabbnak mutatkozott, mint
egészségesekben. Ezen betegek magasabb vérnyomdsatlagai vagy iddsebb é€letkora csokkent
vizelettel torténd NOx kivalasztassal jart egyiitt.

Nem dohényos és nitratot nem szedd betegekben, illetve kontrollokban a vizelettel
tiritett NOx és ¢cGMP kozott egyenes ardnyossiagot taldltunk, mig dohdnyosokban, vagy

nitratot szedokben a vizeletben magasabb NOx értékeket mértiink.

5.4.2. Ambuldns vérnyomdsmonitorozds (tézis XIX, publikdcio 1, 18, 19, 21)
A krénikus renoparenchymas betegségekben, igy pl. az IgA nefropéatidban megjelend

magas vérnyomds kialakuldsdban szamos tényezd szerepet jdtszhat, de a pontos
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patomechanizmus még ma sem tisztazott. A hiperténia kedvezdtlen, progresszidt fokozd
hatdsa jol ismert kronikus glomerulonephritisekben, igy IgA nefropatidban is. Ezért a
betegeink életkilatdsdnak és tulélésének javitdsdban a magas vérnyomds korai
felismerésének €s az antihypertensiv therdpia hatékonysagdnak nagyon nagy szerepe van.

A 24 6ras vérnyomdsmonitorozdas (ABPM) teljesebb képet ad a napi vérnyomds
valtozasrol (88) mint az eseti mérések, illetve eredményei a célszervkarosodasokkal is
szorosabb kapcsolatot mutatnak az eseti méréseknél. A vérnyomdasmonitorozas alapjan 4j
jelenségeket irtak le, mint példdul a fehérkdpeny hipertonia (melyrdl akkor beszéliink, ha a
rendelében/kérhdzi koriilmények kozott mért 3 vérnyomds atlaga meghaladja a 140/90
Hgmm-t, mig ABPM-el mért dtlag vérnyomds <135/85 Hgmm) vagy a dipper jelenség
(fizioldgids koriilmények kozott az €jszakai vérnyomds atlaga legaldbb 10 %-al alacsonyabb
a nappali vérnyomds d4tlagandl, amennyiben ez megfigyelhetd, akkor beszéliink dipper
jelenségrol). Betegeink nagyszami ABPM  vizsgdlatival az IgA nefropatidsok

vérnyomdsdnak jellegzetességeirdl gytijtottiink adatokat.

5.4.2.1. Modszerek

Betegek: Elsd vizsgdlatunkba 50 (21 normotenziv, 29 hipertonids), a masodikba 126
(55 normotenziv, 71 hiperténids) gondozott IgA nefropétids beteget vontunk be.

A 24 6r4s vérnyomds monitorozast oszcillometrids elven miikodé Meditech ABPM-
02 és -03 tipust vérnyomdsmonitorokkal végeztiik, a monitor programozdisa és a mérési
adatok leolvasasa IBM PC kompatibilis szamitogéppel, a Meditech szoftver (ABPMBASE)

segitségével tortént.

5.4.2.2. Eredmények

IgA nephropathias betegekben (n=50) a kauzalisan mért vérnyomasértékek 4tlaga
(135,7£14,0/87,8+8,8 Hgmm) szignifikdnsan magasabb volt (p<0,005) az ABPM-mel mért
24 6rés (126,3£10,2/82,3+8,8 Hgmm), nappali (127,2+£10,2/83,3£9,5 Hgmm) és éjszakai
vérnyomadsatlagoknal (123,6+14,8/79,1+11,5 Hgmm).

A normotenziv betegek (n=55) 82%-ndl megtartott diurndlis vérnyomdasingadozast
taldltunk (dipperek), mig a hipert6nids IgA nefropatidsok (n=71) 93 %-a non-dipper volt.

A vérnyomdsmonitorozds illetve eseti vérnyomdsmérések Osszevetése alapjan a
normotonids betegek (n=55) 18 %-nal (10 f6), a kezelt hiperténidsok 20 %-nal (14 f0)
figyeltiink meg fehérkopeny jelenséget.
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A kezelt hipertonids IgA nefropatids betegek 24 O6ras (128,319,9/84,7£9,4 vs.
119,248,6/75,816,3 Hgmm) és ¢éjszakai vérnyomdsatlaga (125,248,9/81,4+7,1 vs.
107,9£8,9/67,3£5,8 Hgmm) szignifikdnsan magasabb (p<0,001) volt, mint a
normotenziésoké. Ugyanezt a jelenséget a nappali vérnyomadsatlagok esetében
(128,049,7/84,618.9 vs. 124,7£8,0/81,4+4,7 Hgmm) nem észleltiik.

Atlag 36 hénapos kovetés alatt szignifikdnsan emelkedett a szérum-kreatinin érték a
hiperténids (n=52; 101128 vs. 12432 uM), a non-dipper normotonids (n=8; 8918 vs.
10617 uM), és a fehérkopeny hipertnids (n=10; 88£19 vs. 10519 uM) betegekben, mig
a normotensiv (n=43; 8917 vs. 93+22 uM) illetve dipper normotensiv (n=28; 81+14 vs.

84+18 uM) betegekben ez nem volt megfigyelheto.

5.4.2.3. Osszefoglalds

Az ABPM vizsgilat alapjan a fehér-kopeny hipertonia eloforduldsi gyakorisaga az
IgA nephropatids betegekben hasonlé az atlag populdcidhoz. A hiperténidsok, a non-
dipperek 1illetve fehérkopeny hipertoniat mutaté normotdnids IgA nephropatids betegek

vesefunkci6janak romlédsa gyorsabb.

5.4.3. Terdpia (tézis XX, publikdcio 23, 24, 33)

A fenti fejezetekben (5.4.1. és 5.4.2.) sajat adatainkkal is alatdmasztottuk a
hipertonia kedvezdtlen hatdsit az IgA nefropdtia progresszidjara illetve kardialis
szovodményekre, melyet mds munkacsoportok is megerdsitettek (261). Ezért kiemelten
fontosnak tlinik a magas vérnyomds mind hatékonyabb kezelése. Az irodalombdl ismert,
hogy az ACE inhibitorok és egyes CCB-k renoprotektiv hatdsa kifejezettebb, mint a mas
hatdstani csoportba tartozd, de a szisztémds vérnyomdst ugyanolyan hatékonyan csokkentd
antihypertensivumoké. (100) Az azonos hatdscsoportba tartozo, de eltéré farmakokinetik4ju
gyogyszerek Osszehasonlitdsdra csak rovidtdva vizsgdlatok ismertek. Ezért kezdtiik
vizsgalni a kiillonboz6 hatdstartamu antihypertensivumok renoprotektiv hatdsaiban fennélld

esetleges kiilonbségeket.

5.4.3.1. Mbdszerek

Betegek: Elsd vizsgédlatunkban 32 hipertonids ABPM vizsgélaton dtesett IgA
nefropatids beteg adatait elemeztiik. A méasodikba 22 olyan IgA nefropatids beteget vontunk

be, akiknél legaldbb 3 évi rovid hatdsd antihypertensivum szedését kovetden véltottunk
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hosszuhatasu ACE gatlora és/vagy CCB-re.

1/creatinin _egyenesek elemzése: A szérum kreatinin reciprok értékeibol

meghatdrozott egyenesek meredeksége érzékenyebben jelzi a vesebetegség kronikus
progresszidjdt, mint a creatinin értékek onmagdban. (199) Ezért a progresszié megitélésére
az ABPM vizsgalat el6tt illetve azt kovetden, rovidhatdsi és hosszihatdsd antihipertenziv
terapia 3-3 éve alatt mért sz€rum kreatinin értékekbdl az id6 fiiggvényében az 1/creatininek

altal meghatédrozott egyenesek meredekségét hasonlitottuk dssze.

5.4.3.2. Eredmények

Hiperténids IgA nefropétids betegekben (n=32) ABPM vizsgélat alapjan végzett
terdpia modositdsdaval szignifikdns progresszid-lassulds volt elérhetd az 1/creatinin
egyenesek alapjan (irdnytangens: -3,653 x 107 vs. 5,602 x 107; p<0,03).

Az IgA nefropitids (n=22) betegekben a hosszihatisi ACE gitl6 és/vagy CCB
terdpia alatt szignifikdnsan alacsonyabb volt a 24 O6rds diasztolés vérnyomds atlag
(84,15£7,94 vs. 79,778%7.17 Hgmm, p<0,05), a diasztolés hiperténids iddindex
(43,584+23,57 vs. 25,61£20,1%, p<0,05), a diasztolés hyperbarids impakt érték
(114,71+£81,9 vs. 51,51451,4 Hgmm x h, p<0,05), mint rovidebb hatdsi ACE gatlok
és/vagy CCB-k szedése mellett.

A 18 proteinurids betegnél a hosszuhatdsu készitményekre tortént 4tallitds utdn
harom évvel szignifikdnsan alacsonyabb volt a proteinuria mértéke mint kordbban
(1,18%0,94 vs. 0,69£1,08 g/nap, p<0,05).

A rovidhatasu ACE gétlok, illetve CCB-k szedése alatt szamitott creatinin-clearance
azonos szinten volt a hosszihatdsi készitményekre tortént 4tallitds utdn harom évvel is
(69,87£20,44 vs. 74,35+26,86 ml/min, NS).

Az 1d6 fiiggvényében dabrdzolt 1/creatinin egyenesek irdnytangensének a
meredeksége szignifikdnsan csokkent a hosszihatisi ACE gatlok és/vagy CCB-szedése

utdn harom évvel (-5,28 x 10~ vs. 1,03 x 10-4; p<0,05).

5.4.3.3. Osszefoglalds

Hiperténia esetén az IgA nefropatia progresszidja a 24 6rds vérnyomasmonitorozas
eredményeire alapozott gyogykezeléssel illetve hosszabb hatdstartami ACE-gatl6 illetve

Ca-csatorna blokkol6 adasaval jobban mérsékelhetd.
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6. MEGBESZELES

6.1. Endotélsejtek intakt L-arg - nitrogén monoxid rendszere in vitro

A patkdny mezentériumabdl izolalt arterioldk és venuldk endotélsejtjei L-arg — NO
rendszerét 0sszehasonlité vizsgélatunk f6 eredménye szerint az eNOS enzim mennyisége, a
NOS aktivitds és az intracelluldris L-arg koncentrdcié nagyobb a posztkapillaris
endotélsejtekben. Ez arra utalhat, hogy a venuldris endotélium nagyobb oroklstt NO
szintetizdl6 képességgel rendelkezik, mint az arterioldris. Ez Osszhangban &4ll Bohlen
eredményeivel (49), aki kimutatta, hogy bar nem volt szignifikdns kiillonbség az arterioléris
és venularis NO koncentraciok atlagaban (az abszolut értékek nagyfoku variancidja miatt),
mégis, az NO koncentracié a mezenterikus venuldk 80%-aban in vivo magasabb volt az
arterioldkhoz képest. Mds tanulmanyok azt bizonyitjdk, hogy a vénds endotélium NO
termeld képessége nem jobb, sOt bizonyos esetekben még gyengébb is az artéridséndl.
Példaul BAEC és vena cava tenyésztett endotélsejtjei bradikinin addsa utan ugyanolyan
mennyiségben termelnek NO-t (221). A nyiréerd €s az acetilkolin kevesebb NO-t stimuldl
a juguldris vénabdl, mint a karotiszbdl (97); és a nyiréerdnek kisebb szerepe van az NO-
fliggd korondria-dilatdcidoban venuldkban, mint arterioldkban (160, 161).

Mindezek egybevetve aldtimasztjdk azt az egyre jobban elfogadott nézetet, hogy
jelentds regiondlis, szegmentdlis kiilonbségek lehetnek a vaszkuldris endotélium NO
termeld funkciéjaban és/vagy az NO hatdsaiban a kiilonb6z6 ereken (41). Emiatt nem
szabad 4dltalanositani egyes erek vagy értipusok megfigyelése alapjan.

A posztkapillarisan termel6d0 NO-nak fontos élettani szerepe van. A venuldk
folyamatos NO szintézise hozzajarul az alacsony venuldris vaszkuldris rezisztencidhoz, ami
sziikséges a kapillarisok megvédéséhez a nagy hidrosztatikai nyomastol (40, 49, 220), illetve a
posztkapillaris NO szerepet jatszik a venulafal ateresztOképességének szabalyozdsaban is
(16). Tovabba, a megemelkedett venuldris NO képes atdiffundalni a kozeli arterioldkhoz is
(40, 49, 87). Valoszinli azonban, hogy a venuldrisan termelddd NO elsddleges szerepe a
fehérvérsejtek aggregéacidjanak és adhézidjanak gatldsa. Az alacsony nyiréerd konnyebben
lehetdvé teszi a fehérvérsejtek kitapadasat, amit az NO megakadélyoz, a kovetkezményesen
kialakulé gyulladdsos valasszal egyiitt (107, 158). A NOS gatldsa nem befolyédsolja a
kisérletesen okozott trombdzist arterioldkban, de jelentdsen fokozza azt venuldkban és
exogén L-arg, illetve NO-donorok megel6zték az akut NOS-gatlds protrombotikus hatdsat
venuldkban (53). Az NO e szelektiv hatdsa kiilonosen jelentds, mivel a citokin-stimulalt
monocita adhézié elsddlegesen a venularis endotéliumon jon 1étre (136).

Kisérleteinkben nagyobb mennyiségli eNOS-t taldltunk a venuléris endotélsejtekben
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in vitro (8. dbra), illetve in vivo is (13. dbra). Mds hisztokémiai tanulményok kevesebb
eNOS-t mutattak ki a vénds endotéliumban, mint a korondridk artéridiban (9) és mind
patkdny, mind ember szubmukézijaban (215). Ezek a kiilonbségek az alkalmazott
hisztokémiai médszerek nem-kvantitativ természetére, faji és/vagy a fent emlitett regiondlis
kiillonbségekre, illetve a sejttenyészet €s az in vivo allapot kiillonbségére is utalhatnak.

A venuldris endotéliumban altalunk megfigyelt nagyobb NOS aktivitds (10. dbra)
0sszhangban van a nagyobb eNOS protein mennyiséggel. Magasabb L-arg koncentraciot is
taldltunk a venuldris endotéliumban (11. 4bra), ami meglepd, hiszen a magasabb NOS
aktivitds miatt nagyobb L-arg fogyasztdst is varndnk. Azonban azt is megfigyeltiik, hogy
akut NOS-gitldas L-NMA-val megemeli az intracelluldris L-arg koncentraciét mind az
arteriolaris, mind a venuldris endotélsejtekben. Feltételeztiik, hogy ennek hatterében
nagyobb mértékli L-arg transzport &ll, de adataink nem ezt igazoltdk (12. &bra).
Endotélsejtek tenyészetben képesek az L-arg szintézisére (116), és az is lehetséges, hogy a
venuldris endotélsejtek nagyobb mértékben képesek erre a mezentériumban.

Az endotél funkcid aretrio-venézus kiillonbségeiért biztosan tobb faktor is felelds.
Ezt a heterogén viselkedést részben a kiilonb6zd endotélsejt-populdcidk kozott jelen 1€vo
intrinszik molekuldris és biokémiai kiilonbségek hatarozzdk meg (121, 274). Habar
endotélsejtek tenyészetben elveszthetik bizonyos tulajdonsagaikat (101, 254), mas
jellemzék megmaradhatnak (32, 103). Megfigyeléseink alapjan vildgos kiilonbségek
lathatok az arterioldris és venuldris endotélsejt-tenyészetek L-arg-NO rendszerében,
melyeket kétség kiviil szdmos faktor befolyésol in vivo: 1.) direkt interakcié a szomszédos
sejtekkel (101), 2.) autokrin, parakrin és keringd faktorok (182), 3.) hemodinamikai erdk,
mint a nyomas €s a nyiréerd (40, 48). Mégis, az altalunk vizsgalttal megegyezd erek falabdl
torténd direkt NO-mérés azt sugallja, hogy a venuldris endotélium in vivo is képes a
magasabb NO termelésre az arterioldkhoz viszonyitva (49). A venuldk nagyobb bazalis NO
produkcidja lehet kompenzatérikus adaptacid, mely az alacsony nyirderejii kdrnyezetben a

tromboembdlidk kialakuldsanak megeldzését szolgélja.

6.2. A dohadnyfiist hatisa az NO-cGMP itvonalra: ¢cGMP és GSH meghatdrozds
dohdnyfiist modellben

Kisérletes gyomorfekély modellben a dohényfiist csokkentette a vérataramlast és a
konstitutiv NOS aktivitdsat (184). Az altalunk haszndlt dohanyfiist-modell révén nyert
eredmények arra utalnak, hogy a dohényfiist az endotélsejt cGMP termelését a kritikus tiol
csoportok oxidéacidja révén gétolja, melyet friss irodalmi adat is igazol (252). A dohanyfiist

az NO-GC-cGMP jelatvitel tobb pontjan képes hatni, mivel a miikddéshez sziikséges tiol
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csoportok a rendszer tobb 1épésében is megtaldlhatok. S6t mar az NO termelddése elotti
szakasz, az NO produkciét indukéld, agonista-kivaltotta kalcium bedramlds karosodhat az
endotélsejtekben az oxidativ stressz hatdsara (83). A dohdnyfiistben tiol csoportot karositd
tényezot mutattak ki (235), amely példdul az SH-enzim gliikk6z-6-foszfat dehidrogendzt
(165), az acetaldehid dehidrogenézt (170) és a gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenazt is (86)
gatolni képes. A gliik6z-6-foszfat dehidrogendz gatldsa sulyosan rontja a sejtek antioxiddns
kapacitdsat, mert a pentdéz foszfat anyagcsereit miitkodése romlik ezaltal, és igy az ott
termeledd NADPH mennyisége is csokken. A NADPH kofaktora a glutation reduktaznak,
igy NADPH hidnyban csokken a redukalt glutation szintje. Ugyanakkor a NADPH
kofaktora a NOS enzimnek is, tehdt csokkent koncentréacidja esetén kisebb az NO termelés
is. A gliceraldehid-3-foszfat dehidrogendz gatlasa miatt csokken a glikolizis 4ltal termelt
piruviat mennyisége, a citrit-ciklus aktivitdsa és igy az ATP termelés is. Mind az ATP
hidny, mind pedig a tiol oxiddcié (301) a Nat/K*+ ATPase aktivitdsdanak csokkenését
okozza, ami azutdn az intracelluldris ion homeostasis megbomldsdhoz, a natrium ion

koncentraci6é novekedéshez vezet. Ugyanez a folyamat a simaizomsejtekben is lejatszédhat,
ahol az intracelluldris natrium ion koncentrdcié novekedése aktivdlhatja a Nat/Ca2+

cseretranszportot, ami noveli az intracellularis CaZ+ koncentraciét, kontrakcidhoz és
vazokonstrikcibhoz vezetve (206). Ez is oka lehet a dohanyzds vérnyomdést emeld
hatdsdnak. A tiol csoport a guanildt cikldz enzim aktivitdsdhoz is sziikséges (127). A
fehérjék szabad tiol csoportjainak oxiddlasa révén fehérje-fehérje interakcid johet 1étre, és
ezaltal nagymolekulasulyu polimerek is keletkezhetnek. Mésrészt viszont, a szabad gyokos
reakciokban fehérje fragmentacio is kialakulhat.

A dohanyfiistben szdmos oxidalo tulajdonsagu anyag is kimutathat6, kozottikk HyOp
(66). Feltételezhetd, hogy a HyO» az endotélsejtek karosoddsanak egyik medidtora (19). A
H>Op a Fenton és a Haber-Weiss reakcioban hidroxil szabad gyokot képez. Ezen

reakciokat vas katalizdlja. Kisérleteinkben azonban a kataldz, a SOD és a dezferrioxamin
nem gatolta a dohdnyfiist-kivéltotta cGMP termelés csokkenést. Mivel a dezferrioxamin a
lipid peroxidaciot is gétolja, ezért valoszinisitjilk, hogy modelliinkben sem a szuperoxid
anion -, sem a hidroxil szabad gyok, sem pedig a lipid peroxidacié nem tehetd felelossé a
cGMP termelés csokkenéséért. A GSH nem specifikus scavangerként a legtobb oxiddléd

agenst képes elfogni. Igy példdul gétolja a dohdnyfiistben nagy koncentriciéban jelenlevd

nitrogén oxidok (NO, peroxinitrit: ONOO-, nitrogén dioxid szabad gyok: - NOp , nitrit
anion: NO7") hatdsdt is. Meglepd, hogy a dohédnyfiist nagy NO koncentracidja ellenére az

66



endotélsejtekben nem cGMP novekedést, hanem csokkenést okozott. Ennek a magyarazata
abban lelhetd, hogy a dohényfiist-puffer prepardldsa sordn a dohdnyfiist vizes extraktuma
kb. 10 percet allt, mielott a sejtekkel kapcsolatba keriilt. Ezidd alatt az NO atalakulhatott,
hiszen féléletideje oxigén jelenlétében néhany secundum. Ugyanez lehet a sorsa a
dohanyfiistnek a szervezetben és az NO-nak is. A dohdnyfiist inhaldldsa utin a vér
vorosvértestjei gyorsan NOp™-vé, majd NO3 -4 alakitjdk az NO-t, mikdzben oxidativ
stressz 1ép fol benniik (155). fgy a tiidoben torténd expozicié hatdsit a vorosvértestek
transzportdljdk a tiidotdl tavoli szervekbe is. Természetesen ezek a szabad gyokos
folyamatok elsdsorban a vorosvértestekkel kozvetlen kapcsolatba keriild endotélsejteket
érintik. Az oxidativ stressz miatt a hem kiszabadulhat a vorosvértestekbol és a szabad
gyokok direkt (17) vagy indirekt médon (az LDL oxidalasa kovetkeztében) kérosithatjdk az
endotélsejteket (18).

A cigarettafiistben nagy mennyiségi formaldehidet tudtunk kimutatni. A
formaldehid alapvetden két mechanizmus segitségével képes karositani a fehérjéket.
Egyrészt keresztkotéseket létesit a fehérjék aminocsoportjai kozott, masrészt a tiol
csoporttal reagdl. A GSH elfogydsiat vizsgidlva a GSH fogyasi gorbe korrelacids
koefficiensét r=-0,99-nek taldltuk, ami azt tdmasztja ald, hogy a GSH és a formaldehid 1:1
ardnyban reagdl el egymdssal. Ezek alapjdn valdésziniinek tartjuk, hogy kisérleteinkben a
GSH protektiv hatdsa az éltal is kifejlodhetett, hogy gatolta a dohdnyfiist formaldehid
tartalménak karosit6 effektusat.

Az altalunk kidolgozott modellekben (bradikinin-endotélium €s inzulin-trombocita
rendszer) a cGMP termelésért az NO-aktivalta szolubilis guanildt cikldz volt felelossé
tehetd. In vivo azonban a szérumban vagy a vizeletben kimutatott cGMP mennyisége nem
all ardnyban az NO termeléssel. Az NO-independens, membrdnhoz kotott, A és B tipusu
guanilét ciklaz, atridlis natriuretikus peptid vagy C-tipusu natriuretikus peptid hatdsara, NO
termelése nélkiil, kozvetleniil noveli a cGMP szintet (149). A D-, E-, és F-tipusd guanilat

cikldz miikodése még kevéssé ismert.

6.3. A dohdnyzds hatdsa az endotélsejtek és trombocitdk fehérjeosszetételére

Az aktiv eNOS izozim dimer alakban fordul elo (279, 324). SDS-PAGE moddszer
sordn bekovetkezd denaturdcioval a monomer molekulasilya 135 kD (231). Mosott
trombocitdk és endotélsejtek esetén 270 kD (szintén eNOS-t tartalmaznak, lasd
elozoekben), molekulasulyd fehérje eltiinését észleltiik dohanyfiist hatdsdra nativ-PAGE

modszerrel. A fehérje eltinése a dohdnyfiist koncentracidjatdl fiiggott (18. &bra).
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Endotélsejtek esetében a 270 kD molekulasilyud fehérje eltiinésének a dohanyfiist expozicid
idejétol valo fliggését mutattuk be (19. abra). Ezen fehérje eltinése gyorsithatdé GSSG
hozzaadésaval, és GSH kezeléssel kivédhetd volt. Feltételezziik, hogy a megfigyelt fehérje-
eltiinés kapcsolatba hozhaté az eNOS enzim gétlasdval, amire el6z0 kisérletiinkben a cGMP
termelés csokkenése utalt. A cGMP-mérés sordn taldltakkal megegyezett e kisérletiink
abban is, hogy egyéb scavangerek hatéastalanok voltak. Az eNOS kédrosoddsanak

bizonyitdsara Western blot analizis elvégzését tervezziik.

6. 4. A trombocitdk szabad gyok termelése hiperinzulinémidban
(Az inzulin hatdsa a trombocita eNOS izoenzimre)

Az NO meghatdrozdsa bioldgiai rendszerekben sokszor nehézségbe iitkozik, mivel a
sejtekben levé cNOS enzim 4ltal termelt NO koncentracidéja a nanomol/l-es koncentracio
tartomdanyba esik, ahol az édltaldnosan hasznalt Griess reakcié nem elég érzékeny. Ezért uj
modszer kidolgozasa valt sziikségessé. Konnyen kivitelezhetd metodikat irtak le, amelynek
sordn az NO-t peroxinitritté alakitottdk, és ezt mérték luminol kemilumineszcencidval
(146). Az 4j modszerrel a leukocytdk peroxinitrit termelését is mérni lehetett (61). Az
altalunk, a trombocitdk peroxinitrit termelésének kimutatdsara kidolgozott eljaras szenzitiv
és szelektiv mddszernek bizonyult. Szenzitiv, mert a fiziol6gids, éhgyomri plazma inzulin
szintet megkozelitd 84 pM-es koncentrdcié hatdsiat mar kimutatja. Szelektiv, mert az
altalunk alkalmazott koriilmények kozott, desferrioxamin jelenlétében, csak a peroxinitrit
képes a luminol oxid4cidjat kivaltani, és sem lipid peroxidéacid, sem hidroxil szabad gyok,
vagy hidrogén peroxid nem volt képes reakcioba lépni a luminollal. Ez a metodika
alkalmas, olcsésdga és gyors kivitelezhetdsége miatt, nagyobb beteganyag thrombocytdinak
tesztelésére is.

Felmertiil azonban a kérdés, miért tapasztaltunk egyidejii szuperoxid anion és NO
termelést a trombocitdkban? Van-e hatdsa annak az NO-nak, amely szuperoxid anion
szabad gyokkel egyiitt keletkezik?

Ujabban keriilt felismerésre, hogy a NOS enzim elektron transzportja bizonyos
kortilmények kozott "szétkapcsolodik” (234). 100 uM-es arginin koncentréacié alatt a NOS
novekvé mértékben termel szuperoxid anion szabad gyokot (316), ami 10 uM-es arginin
koncentracid esetén meghaladja az NO keletkezés mértékét (117). 10-100 uM kozott az
enzim NO-t és szuperoxid anion szabad gyokot is termel, ami peroxinitrit képzddéshez
vezet (315). Az intracelluldris arginin koncentracids-viszonyokrdl kevés informacionk van,

de becslések szerint egyes sejten beliilli kompartmentekben akar tobb szdz mikromdlos
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koncentraciok is kialakulhatnak (13, 116). A NOS K, érték az argininre nézve

hozzavetdlegesen 5 UM (296), ezért nehéz elképzelni, hogy NOS enzim szubsztrat hidny
el6fordulhat. Ugyanakkor arginin nagy dézisdval megsziintethetd volt a NOS szétkapcsolt
allapota (65). Sajat kisérleteinkben argindz addsa, ami az arginin szintet csokkenti, a
PRP+dezferrioxamin+luminol rendszerben 6nmagaban peroxinitrit jelet adott. A felsorolt
adatok arra utalnak, hogy a thrombocytdban is megtaldlhat6 eNOS enzim (64, 195, 239,
240) mind NO mind szuperoxid anion szabad gyok termelésére képes, és ez utdbbit
els6sorban az extracellularis térbe szekretdlja. Ha ez egyidejlileg torténik, akkor
extracellularis peroxinitrit képzodhet. Tovabbra sem megoldott az a kérdés, hogy hogyan
fokozza az inzulin egyszerre mindkét gyok produkcidjat? Ha a peroxinitrit nem aktivdlja a
szolubilis guanildt ciklazt, akkor hogy lehet az, hogy az inzulin mégis NO dependens
moédon emeli a trombocitdkban a cGMP-t (289)? Egy lehetséges magyardzatként szolgalhat
az a megfigyelés, hogy a trombocitak altal termelt NO nem Iép ki a vérlemezkékbol (202).
Kisérleteink alapjan taldn helyesebb azt mondani, hogy a trombocitdk 4ltal termelt,
intracelluldrisan haté NO csak szuperoxid anionnal kapcsolddva, peroxinitrit formdjaban
keriil ki a vérlemezkékbdl, amit a szokasos NO detekciés mddszerek nem érzékelnek. PRP-
vel végzett kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy az L-NAME és a SOD is azonnal
csokkentette az inzulin kivaltotta luminol-chemiluminescencia-novekedést, nem volt
sziikség inkubdacids idore, ami alatt a trombocitdk felvették volna az L-NAME-et és a SOD-
ot. Ez a tény arra utalhat, hogy az altalunk kimutatott peroxinitrit az extracellularis térben
képzddott, mely egybevag azzal a nézettel, hogy a trombocitdk endotelialis NOS enzimet
tartalmaznak (64, 132, 239, 240). Az endotelialis NOS enzim ugyanis az endotélium- és
szivizom sejtekben a membran egy specidlis rész€hez, az un. kaveoldhoz kotodik, ami a
plazma membran invaginécids helye (90, 270). A membrinban miikkodé eNOS enzim a
termelt NO-t mind a sejtbe, mind pedig az extracellularis térbe képes transportdlni. A
szuperoxid anion szabad gyok szekrécidja, ugy tlnik, hogy a trombocitidkban az
extracellularis tér felé torténik, hiszen az inzulin az NO-n keresztiill noveli a cGMP
intracelluldris mennyiségét, amire a peroxinitrit nem képes. Az extracellularis térben tobb
uton is megndhet a szuperoxid anion szabad gyok koncentracidja: vagy az eNOS hatdsara, a
plazmamembrén szoros kozelségében termelddott szuperoxid anion 4tjut a membranon az
anion csatorndkon keresztiil (72), vagy az eNOS képes szuperoxid aniont direkt médon az
extracelluldris térbe juttani, vagy pedig a plazmamembranon keresztiil torténd
elektrontranszport aktivacidja kovetkezik be inzulin hatdsdra, ami szuperoxid anion

termel0déshez vezet az extracellularis térben (80, 281).
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Az endotélsejt, agonista hatdsra, NO-t szekretdl az extracellularis térbe, ami
trombocita aggregicié gatlast, a simaizomzat relaxdcidjat, és végeredményben
vazodilataciot okoz. Az eNOS enzim kaveola membranhoz valé kot6dését zsirsavval,
nevezetesen palmitattal torténd acildcidja biztositja (231, 257), ezért csak detergens
jelenlétében mobilizdlhaté. Kisérleteink alapjan felmeriil annak lehetésége is, hogy
trombocitdkban az eNOS a palmitici6 kovetkeztében, legaldbbis részben,
transplazmamembran fehérjévé valik, és igy kozvetleniil képes érintkezni az extracelluléris
térrel, hiszen az L-NAME gatl6 hatasa a trombocitdk peroxinitrit produkcidjara azonnal
jelentkezik.

Az enzim inaktiv mindaddig, amig, agonista hatdsra, a hozzdkot6do caveolaris
fehérje, a caveolin le nem valik réla. Utdbbi gy jon létre, hogy az agonista hatdsara
bedraml6 kédlcium kalmodulint két, és a kdlcium-kalmodulin kompetitiv médon leszoritja a
caveolint a NOS-rél (198). Az endotélsejteken az agonistdk receptorai (muszkarin m2,
bradikinin B2 receptor) a kaveoldn, vagy a kaveoldhoz kozeli membran felszineken
helyezkednek el, biztositva ilymédon a postreceptoridlis hatds kifejlodését intracelluldrisan
(71, 91, 302). A kaveola felszinén taldlhatd az inzulin receptora is, mely szerepet jatszik az
inzulin transzendotelidlis transzportjdban is (266). Tartés agonista hatds esetén az eNOS
depalmitalodik, és ezzel kiszakad aktiv helyérol, a kaveoldbdl, megszakitva az NO
termelést. Kisérleteinkben lattuk, hogy az inzulin indukdlta NO produkci6 2-3 perc alatt
lezajlott. Annak ellenére, hogy a kisérleteinkben tapasztaltakkal szorosan egybevédgnak az
irodalom eNOS-r6l leirt adatai, meg kell jegyezniink, hogy eziddig a trombocitdkban nem

vizsgdltdk a kaveola jelenlétét.

6.5. Az L-arg nem enzimatikus glikdcidja

A nem-enzimatikus glikdcio

Az oregedés sordn és diabetes mellitusban hasonlé pathomechanizmus figyelhetd
meg; a nem-enzimatikus glikdcié ¢és az oxidativ stressz. Ezek a folyamatok
cukorbetegségben felgyorsulnak, azaz a diabetes mellitus felgyorsult oregedést jelenthet
(323). A diabeteses beteg szoveti fehérjéi, az in vitro glikalt fehérjék, a rontgen
besugarzdsnak Kkitett enzim és a hidrogén peroxid-réz rendszerben oxidalt fehérje
patholégids fluoreszcencidja megegyezik (30, 288). A szabad gyokok altal karositott
szovetekbdl nyert fehérjék 360 nm-es excitaci6 mellett 454 nm-nél mutatnak emisszids
maximumot, ugyanigy mint a diabeteses szovetek (excitaci: 350-370 nm, emisszio: 440-

460 nm) (134). Ezen adatok megismerése Ota egyre tobben beszélnek az tun. karbonil
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stresszrol (173, 183). A karbonil stressz a fehérjék, aminosavak és/vagy foszfolipidek nem
enzimatikus glikacidjanak és az oxidativ stressznek a kozos ,,végkifejlete”. Az oxidativ
stressz sordn termelt leglényegesebb karbonilok a malondialdehid és a 4-hidroxinonenal
(85). Erdekes megfigyelés, hogy az aldéz reduktiz enzim, mely diabetes mellitusban
indukalodik és katalizdlja a sorbitol anyagcserett elsé 1épését, a 4-hidroxinonenalt nem
toxikus alkoholld képes atalakitani (275). A malondialdehid, amit a lipidperoxidicid
kizar6lagos markerének hittek sokdig, aminosav (L-arg, L-glu, L-pro stb.) és dezoxiribéz
oxidativ karosodasa révén is termelddhet (111).

A nem-enzimatikus glikécié sordn keletkezd leglényegesebb karbonilok a glukozon,
a dezoxiglukozon (15), a glioxdl-metilglioxal (105, 305, 328), a formaldehid és az
acetaldehid (255). Az oxidativ stressz és a nem-enzimatikus glikdcié sordn termelt
karbonilok egyarant Schiff bazist képeznek a fehérjék, aminosavak és a foszfolipidek
aminocsoportjaval. Ez a 1épés még reverzibilis, de intramolekuldris elektron atrendez6dés
révén irreverzibilissé viélhat, az igy keletkezd vegyiileteket Amadori termékeknek hivjuk.
Az Amadori termékek intramolekuléris atrendezOdése szabad gyokos degradéacidja, mas
aminosav amino- vagy az L-arg guanidino csoportjdhoz val6é kapcsolodédsa glikacids
végtermékek (advanced glycation end-product, AGE) képzOdéséhez, vagy atmeneti fém
jelenlétében a szuperoxid anion szabad gyok és gliik6z esetében gliikozon termelddéséhez
vezethet (115). Az AGE termékek egy része fluoreszkal, mint pl. a pentozidin (Ex:335 nm,
Em:395 nm; 207), a crossline (370/440 nm; 126, 209), és a vesperlysine A (WI370/440 nm;
210). Egyéb termékek nem fluoreszkélnak, mint pl. a karboxi-metil-lizin (3, 82), a glioxal-
lizin dimer (GOLD; 303) és a metil-glioxél-lizin dimer (MOLD; 304). Ma mar valdszin,
hogy tobb tucat (szdz?) AGE termék létezik.

Az AGE termékek jelentOsége az, hogy az elmondottak szerint oxidativ stresszt
indukdlnak maguk is, amellett, hogy szabad gyokos folyamatok termékei lehetnek. Ezzel
egylitt a fehérjék, foszfolipidek szerkezetét megviltoztatjadk, és funkcidjukat rontjak.
Kiilonosen érzékenyek ezekre a behatdsokra azok a proteinek, amelyekhez lipidek is
kapcsolédnak, mint pl. az LDL és az albumin (173). A szérum (frukt6zamin) és a
vorosvértest fehérjéinek (haemoglobin Alc) glikacigjat felhasznéljuk a betegek glycaemids
allapotanak mérésére (267). Ujabb szempont szerint a malondialdehid néveli a
haemoglobin glikdcéjat (131), vagy felmeriil annak Ilehetdsége is, hogy a hasznalt
modszerek nem szelektivek a glikdcidora €s az oxidativ stresszbdl eredd protein-karbonil

termékeket is kimutatjdk. Ez esetben hamisan magas haemoglobin Aj. értéket

detektdlhatunk. A glikalt fehérjék immunogén tulajdonsdgiak lehetnek és igy keringd
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immunkomplexet képezhetnek. Ez utébbi eldsegiti a makrofdgokon keresztiili
eliminécidjukat a keringésbdl (310), bar ismertek specifikus AGE receptorok is (RAGE),
amelyek révén a kiilonbozo sejtek (endotélium, vese tubulus epithel, podocyta, makrofag,
mesangium stb) az AGE-t fagocitdlni képesek (297). A makrofigok fagocitézis utin
degradaljak az AGE proteineket, kiilonosen azokat, amelyek L-arg csoportjat metil-glioxal
modositja (306), majd az igy keletkezé un. alacsony-molekulasilyd AGE termékeket a
keringésbe juttatjdk. A keringd alacsony-molekulasilyd AGE termékeket a vese a vizelettel
kivalasztja (55). Azokban a sejtekben, amelyekben az AGE felvételre keriil, aktivalodik egy
citoszolikus transzkripciés faktor, a nukledris faktor-kB (NF-kB), és tobbek kozott
novekedési faktorok, és extracelluldris matrix proteinek termelddnek (34, 236). Nagyrészt
ezek a folyamatok tehetok feleldssé a diabeteses komplikdcidkért (ateroszklerdzis,
nefropdtia) és az uraemids betegek ateroszklerdzisaért (63).

Az eddig elmondottak alapjan azt lehetne gondolni, hogy az AGE metabolizmusnak
két 0 tényezOje van, a szervezetben torténd keletkezése és a vesén keresztiili eliminécidja.
Azonban djabb adatok arra utalnak, hogy a tipldlék AGE tartalma képes felszivodni a
gastrointesztindlis rendszeren keresztiil, €s az igy kiviilrdl bejutott exogen AGE termékek
semmiben nem kiilonboznek az endogén, in vivo képzddottektdl (156). Tehat az AGE
metabolizmus harmadik vonatkozdsa az AGE bevitele a tdpldlékkal. Sajat L-arg-nel és
gliik6zzal kapcsolatos kisérleteink is elsdsorban ehhez kapcsolédnak. Minden bizonnyal in
vivo is lejatszodik a 26. dbrdn bemutatott L-arg glikacio, csak tul lassu a reakcid sebessége
ahhoz, hogy detektdlhat6 legyen. A keletkezett molekula, a pirazil gyok, vagy annak
atalakulasi termékének a jelentdsége nem ismert.

Mivel az L-arg glikdciéjat a vas katalizédlja, amely katalizist a ferri-ferro redukciot
gatlo dezferrioxamin megakadalyozza, feltételezhetjiik, hogy a folyamat melléktermékeként
szuperoxid anion szabad gyok is termelddik, hiszen a ferro vas képes az oxigént redukélni.
Az igy termelt szuperoxid anion szabad gyok hatdstalanithatja az inzulin-NO szignalt. Az
AGE-termékek NO-hatast gatl6 effektusa jol ismert (123).

Tovabba, kisérleteink alapjdn (a disszertacio terjedelmének szem eldtt tartdsa miatt
részletesen nem taglalt eredményeink szerint) az L-arg jelenlétében az oldatokban
nyomokban jelen levd vas elég volt ahhoz, hogy hidroxil szabad gyok keletkezzen mar
szobahOmérsékleten is (szuperoxid anion szabad gyok termelddése révén, ami spontin
dizmutalédhat hidrogén peroxidda, ami a Fenton reakcidoban hidroxil szabad gyokot hoz

létre). A hidroxil szabad gyok hatdsdra viszont glukéz jelenlétében glukéz szabad gyok
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képzddhet, amely reaktiv tulajdonsdga miatt fokozottan képes a glikdaciés folyamatok

meginditdsara.(12, 36)

6.6. Kronikus veseelégtelenségben szenvedo betegek plazmdjanak hatdsa endotélsejtekre

KVB-ben szenveddk plazméjanak hatdsa az eNOS aktivitdsa valtozo, és nagyfokban
meghatdrozza a plazma ADMA koncentricid. A betegek kb. felébdl szairmazo plazma gatolta
az eNOS aktivitist HDMVEC-ben, azonban nem volt nyilvdnvalé Osszefiiggés a NOS
aktivitasra kifejtett hatds és a primér vesebetegség kozott. Példaul, 2 diabeteses
nephropatidban szenvedd beteg plazmdja gatlé hatdsi volt, mig masik 2 betegé nem
befolyasolta az eNOS aktivitdst (4. tablazat). Tobb betegnek volt immun-medidlt betegsége
(pl. kronikus interstitialis nephritis, IgA nefropétia), és immun-medidlt betegségek akut
fazisdban megemelkedett intrarendlis NO termelést (iINOS) irtak le (132), béar a teljes NO
termelés csokkent lehet patkdnyokban krénikus, posztglomerulonephritises vesebetegségben
(298). Mindemellett elképzelhetonek tartottuk, hogy iNOS aktivdlé faktorok bizonyos
betegekben elfedhetik az eNOS aktivitds csokkenését. Azonban dexametazonnal tortént
eldkezelés — ami az iNOS transzkripciot gatolja (202) — nem véltoztatta meg a HDMVEC
sejtek NOS aktivitdsat 6 Oordig tartd, 20%-os plazmdval tortént inkubaciéndl. Tovabba,
Western blottal sem sikeriilt kimutatni az iNOS proteint az inkubdcié utdn, igy biztosak
lehettiink abban, hogy eNOS aktivitast mértiink.

Minden beteg antihipertenziv kezelésben részesiilt (egy vagy tobb szerrel), amikor a
vérvétel tortént, igy felmeriilt, hogy a gydgyszerelés befolyasolhatja és megmagyardzhatja a
NOS aktivitds eredményekben tapasztalt nagy variabilitdst, de nem volt 6sszefiiggés a a NOS
aktivitds és egyik gyogyszer kozott sem. A gydgyszerek kozott diuretikumok (furosemid és
hidroklorotiazid), kdlcium-csatorna blokkolok (amlodipin és diltiazem), B-receptor blokkol
(metoprolol) és ACE-gatlok (enalapril, captopril és lisinopril) voltak. Korabbi tanulmanyok
leirtdk, hogy ezek a szerek vagy nem befolyasoljdk az NO termelést (3-receptor blokkoldk:
256, verapamil: 78), vagy novelhetik azt (diuretikumok, bizonyos kalcium csatorna blokkoldk
/mifedipin és diltiazem/ és ACE-gatlok) az erek endotéliumdban (78, 308, 326). fgy, a néhany
beteg plazméja kapcsan észlelt eNOS aktivitds-gatlds oka nem az antihipertenziv terdpidban
rejlik.

Annak kideritésére, hogy mégis mi okozza az esetek egy részében mért NOS
aktivitds csokkenést, megmértilk az L-arg analog ADMA ¢és SDMA koncentricijat a
plazmédban. Az ADMA kompetitive képes a NOS enzimhez kapcsolddni és képes gatolni azt

(293). Bér a teljes betegcsoport ADMA dtlaga szdmszerint nagyobb volt a kontrollokénal,
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mégsem volt a kiillonbség szignifikans. Mégis, a betegek plazméja NOS aktivitast befolydsolo
hatdsa alapjan tortént alcsoportokra valé osztasa utdn szignifikdns kiilonbséget taldltunk.
Azon betegek plazmdja, akiké gatolta a NOS aktivitdst, magasabb ADMA koncentraciot
mutatott, mig azoké, akiknek a plazméja a kontrollokéval azonos NOS aktivitast mutatott, az
ADMA szintjiilk is alacsonyabb volt. Fontos azonban megjegyezni, hogy a plazmat
Otszorosére higitottuk a 6 6rds inkubécid alatt, igy az inkubdl6 oldat ADMA koncentricidja
csak ~ 0,5 uM volt. Kimutattuk, hogy ez a koncentracié in vitro nem befolydsolja az eNOS
aktivitast; in vivo azonban valdszinli, hogy a megemelkedett plazma ADMA szint részt vesz
az eNOS gatlasaban, és markere is lehet mds, az eNOS-t gitl6 anyagoknak bizonyos KVB-
ben szenvedd betegekben.

Miért csak bizonyos betegekben magasabb a plazma ADMA szint? Tébben azt
feltételezték, hogy ez a csokkent vese klirensz kovetkezménye (264, 265, 293). Ebben a
vizsgalatban azonban nem taldltunk Osszefiiggést a maradék vesefunkcio és a plazma ADMA
szintek kozott. Mind az urea, mind a kreatinin szintek egyformdn magasak voltak az Gsszes
KVB-ben szenvedd betegben az ADMA szintekben mutatkoz6 jelentds kiilonbségek ellenére.
Nemrég egy tanulmédny megemelkedtett plazma ADMA-rdl szamolt be hiperkoleszterolémias
patkdnyokban, a vesefunkcié csokkenése nélkiill (39). Ez azt sugallja, hogy a metilalt
argininek  szintézisében és/vagy  katabolizmusaban bekovetkezd  valtozdsok is
hozz4ajarulhatnak a funkciondlis NOS gatlashoz bizonyos esetekben, igy talan KVB-ben is. A
metilargininek lebontasat végzi a DDAH enzim. A DDAH sokféle szdvetben eldéfordul, és
nagy koncentracioban taldlhaté meg a patkany veséjében és aortdjaban is (147). A DDAH és a
NOS egyiittes eléforduldsat is leirtdk a vesében (286) és a DDAH gatldsa (ami az ADMA
akkumuldcidjaval jar), gétolja az endotélium-fiiggd érelernyedést (186). A DDAH bontja az
ADMA-t, de nem az inaktiv SDMA-t (219), igy a megvaltozott DDAH aktivitds
befolydsolhatja az ADMA szintjét, mint azokban a KVB-ben szenvedd betegeinkben, akiknek
a plazm§ja gatolta a NOS aktivitdst, csakigy, mint a KVB egyik allatkisérletes modelljében
(258). Az endotélsejtekben szintén megtaldlhaték az S-adenozilmetionin-fiiggd
metiltranszferdzok, melyek azokat a fehérjéket metildljak, melyekbdl kovetkezményesen
ADMA és SDMA keletkezik a lebomléds sordn. E metiltranszferazok endotélsejtekben LDL-
koleszterin hatdsdra felreguldlodik, és igy megemelkedett ADMA termeléshez vezet (43).
Talan a DDAH enzim aktivitisanak defektusa, és/vagy a megemelkedtett metiltranszferaz
aktivitds tovabbi riziko faktorok lehetnek a KVB progresszigjaban?

A legval6sziniibb, hogy sok faktor hatarozza meg, hogy NO hidny alakul-e ki a KVB-
ben szenvedd betegben. Ujabban leirtik, hogy bizonyos vesebetegségekben az eNOS gén
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polimorfizmusa allhat fenn, ami kapcsolatban lehet a vesefunkcié romldsaval (322). A KVB
allatkisérletes tanulmanyai az érrendszer €s a vese csokkent eNOS expresszidjarol szamolnak
be (294). A KVB-ban el6fordulé hiperparatireoidizmus hozzdjarul a NOS aktivitds
csokkenéséhez, mivel a paratireoidektémia €s a kdlcium csatorna blokkoldk visszaforditjak az
NO csokkenést az érrendszerben (294). A KVB-ben a megemelkedett oxidativ stressz is
hozz4djarulhat a csokkent NOS aktivitdshoz, mivel az oxigén szabad gyokok inaktivaljak a
termelddott NO-t, €s meggatoljak a normalis érrelaxacidt (295). Idovel az oxidativ stressz
nem-enzimatikus glikdciéhoz és AGE produktumok oxid4cidjdhoz és akkumulacidjahoz
vezet. Az AGE-k befolyasoljdk az érfal mikodését: “elfogjak” az NO-t, igy csokkentik az NO
érelernyesztd hatdsat (€s mads agonistdkét is, 56). Az AGE-k csokkentik is az eNOS-t
endotélsejt-tenyészetben (62). Azon kiviil, hogy a magas vérnyomds és ateroszklerdzis
kialakuldsdhoz hozzdjarul az NO hidny, exacerbalhatja a hattérben 4ll6 vesebetegséget is
(321), tovabba “de novo” vesebetegséget is okozhat, amit patkdnyokban irtak le (27).
Osszefoglalva, a KVB-ben szenvedd betegekbdl szdarmazé plazmanak kiilonbozd
hatdsa lehet az eNOS aktivitdsra in vitro, az ADMA koncentraciotol fiiggden. Valdsziniileg
ez tiikrozi az “in vivo” szitudciot. A KVB korai fazisaban el6fordul6 magas plazma ADMA
szint a VVE irdnydba, és/vagy a magas vérnyomds €s ateroszklerdzis okozta megnovekedett
kardiovaszkularis haldlozds felé mutaté rossz prognosztikai faktor lehet. Hogy miért
emelkedett a plazma ADMA szint bizonyos betegekben, még nem vildgos jelenleg, de

mindenesetre nem magyardzza teljes egészében a vese klirenszének csokkenése.

6.7. Az urea hatdsa endotélsejtek L-arg transzportjara és NOS aktivitdsdra

Kisérleteink bizonyitjdk, hogy VVE-ben szenvedd betegekbdl szdrmazd urémids
plazma tartalmaz olyan anyago(ka)t, mely(ek) gétolja(jédk) az L-arg transzportot (~20-30%-
os gatlas) 3 féle, a vaszkuléris endotéliumbdl szdrmaz6 sejttipusba is. (A tovabbiakban az
egyszerliség kedvéért egyes szamban taglaljuk a lehetséges faktorokat). A gatlé faktor jelen
van mind PD-vel, mind HD-vel kezelt betegekben, igy valdszinlileg a veseelégtelenség
kovetkezménye inkdbb, mint maganak, a kezelés mddjdnak. Ez a megfigyelés talan némi
kiegyezést hoz a jelenleg ellentmonddsosnak tiind, a VVE-ben tapasztalhat6, csak
szubnormadlis plazma L-arg szintek és a vese L-arg szintézisének jelentds visszaesése kozott
VVE-ben (204, 248, 264, 265). A csokkent L-arg eltdvolitdis a plazmabdl (és a
kovetkezményesen kevesebb L-arg felhaszndlds) megemelné a plazma L-arg szintet, €s
elfedné a csokkent L-arg hozzaférhetdséget. Ha azt vessziik, hogy csokkent mind a vese L-

arg termelése, mind az L-arg transzportja az endotélsejtekbe VVE-ben, ez azt jelentheti,
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hogy a normdlis és enyhén szubnormélis plazma L-arg szintek VVE-ben tulajdonképpen
igenis L-arg hidnyt tiikroznek. Ezt tdmasztja ald az a megfigyelés, hogy az orotsav szintje
(az L-arg hidany markere) megemelkedett uremidban (248).

A gatlé anyag valoszinlileg kis- vagy kozépmolekulasulyd, mivel a HD kezelés
poliszulfon membrannal részlegesen eltavolitja. Kordbbi tanulmanyok leirtdk, hogy az
endogén L-arg analog ADMA elegend0 mértékben halmozddik fel veseelégtelenségben
ahhoz, hogy gatolni legyen képes a NOS enzimet, és hogy ezt az anyagot a HD kezelés
eltavolitja (8, 74, 188, 230, 264, 265, 293). Mivel az ADMA-t a kationos aminotranszporter
rendszer az endotélsejtbe szdllitja, ami az L-arg transzport fé dttvonala is (77),
megizsgaltuk, hogy az urémidban is nagy koncentracioban el6fordul6 ADMA okozhat-e
transzport gatlast. Habar az urémidban el6fordulé nagysagrendiit ADMA koncentraci6 (2-10
uM) képes gétolni az eNOS aktivitast (318), azt taldltuk, hogy ezek a szintek tdl alacsonyak
ahhoz, hogy az L-arg transzportot befolyasoljak, mivel kompetitiv gatlast csak az ADMA
farmakoldgiai koncentracidiban tudtunk kimutatni (100 uM).

Igy, a VVE plazmdban mds faktor(ok)nak is jelen kell lennie (lenniiik), amik
felel0sek az L-arg transzport gatldsiért, és a szintetikus oldatokkal végzett kisérleteink az
urea szerepét hangsulyozzdk. Az urea a fehérjeanyagcsere végterméke, ami L-arg-bol L-orn
mellett képzOdik, az arginidz hatdsdra (204). Az urea nem metabolizdlodik tovabb,
egyenlden oszlik el a test viztereiben é€s a vizelettel valasztédik ki (248). Egészségeses
feln6tt emldsokben €s dlland6 fehéjebevitel mellett a plazma €s vizelet urea tartalma a
vesefunkciot, a diétds protein bevitelt és a hidraltsagi allapotot tiikrozik. Az urea VVE-ben
felhalmozddik, a normalis koncentracido akar ~5-10X-esére is. Bar konvencionalisan az
uredt artalmatlannak tekintik, bizonyitékok vannak arra, hogy nagy koncentracidban
gatolhatja a Na+-K+ pumpdt, a protein-szintézist, és szdmos mds enzimet is, €s
altalanossagban interferdl a sejtek metabolizmuséaval (54, 92, 122, 174, 243). Adataink
mutatjdk, hogy az urémidsokban el6forduldé koncentracidju urea (25 mM) szignifikdnsan
gatolja az L-arg transzportot HDMVEC-be, 6 6rds inkubdcié utdn. Mivel mads
endotélsejtekben is hasonlé megfigyeléseket tettiink (HGEC és BTAEC), kimondhatjuk,
hogy az urea nagy extracellularis koncentracioban 4ltaldnossdgban gétolja az L-arg
transzportot a vaszkularis endotéliumban. Megjegyzendd, hogy mds transzport-gétld
anyagoknak is kell lenniiik urémidban, mivel in vitro jelentds géatlé hatdsat észleltiik VVE-
ben szenvedokbdl szarmazd 20%-os human plazmanak, ami pl. ~5 mM urednak felelhet
meg, mig a szintetikus oldatokban 5 mM urednak nem volt hatdsa az L-arg transzportra.

Eddig még nem kozolt adataink alapjdn a kreatininnek (880 uUM) is van gatlé hatdsa az L-
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arg transzportra, 6 Ords inkubdcié utdn, illetve mas gatlé anyagok is jelen lehetnek.
Elképzelhetd, hogy az urémids plazma egyes in vitro gitlé faktorai egyiittesen, in vivo
jelentdsebb gatld hatast fejtenek ki az L-arg sejtek altali felvételére.

Kordbbi tanulmanyok sejttették, hogy az urea kompetitive gitolja szdmos enzim
hatdsat a szubsztrat enzimhez vald kotddésének megakaddlyozasaval (243). Kisérleteink
nem ezt tdmasztjak ald, mivel az urea direkt hozzdadasa a pufferhez nem gatolta akutan az
L-arg transzportot. Ha az urea bejut az endotélsejtbe, gitolhatja a volumen-szenzitiv
transzportereket (pl. Na+-H+ pumpa) ,,makromolekularis zsufoltsdg/tolongds” révén,
ezédltal a pumpa nem specifikus gatldsat okozva (223). Jelenleg még nem tudjuk
eredményeinket molekuldris mechanizmusokkal magyardzni, habar az urea transzporterek
jelenléte endotélsejt tenyészetben (299 = 30) felveti, hogy az urea intracelluldrisan hathat.
Megjegyzendd, hogy urémidsok plazmdja serkenti az L-arg transzportot vorosvértestekbe és
vérlemezkékbe (196, 197), igy az urea hatdsa kiilonboz6 lehet kiilonféle sejtekben.

Mi a jelentdsége annak, hogy a magas koncentracidji urea gitolni képes az endotél
L-arg transzportert in vitro? Szignifikdns eNOS aktivitds csokkenést észleltiink 25 mM
uredval 7 napos inkubécié utdn (de nem 6 Ords utdn), ami egyértelmilen nem a csokkent
eNOS mennyiségre volt visszavezethetd. Valdszintileg tobb, mint 6 érdra van sziikség, hogy
az intracellularis L-arg szint elegendden csokkenhessen ahhoz, hogy a szubsztrat
hozzaférhetoség problémat jelentsen. Habéar rendszerint nem gondolunk a csokkent
szubsztrat hozzaférhetdségre, mint a konstitutiv NO termelés lehetséges gitlo tényezdjére,
az L-arg depletalt sejtek nem vesznek fel L-arg-t gyorsabban, mint az L-arg-nel telt sejtek
(233), igy nincs kompenzatorikus visszacsatolds, mely megakaddlyozza az intracelluléris L-
arg koncentracié csokkenését. Kronikus urea kezelés hatdsdra az intracelluldris L-arg
koncentracid nem csokkent, és a szdmolt L-arg koncentriciok jelentésen az eNOS Km
értéke felett vannak (51). Bar, mivel a kationos aminosav transzporterek egyiitt fordulnak
eld az eNOS-sal az endotélsejt kaveoldiban (193), lokalis argininhidny léphet fel ebben a
sejt-mikrokornyezetben. Mds szdval, inkabb a lokélis kaveolaris L-arg koncentracid, - amit
a kationos aminosavtranszporterek hatdroznak meg -, mint a teljes intracellularis L-arg
koncentracié az, ami meghatdrozza az eNOS aktivitist, megmagyardzva az ‘‘arginin
paradoxot” (193). A teljes intracelluldris L-arg koncentrici6 tiikrozheti az intracelluléris L-
arg szintézist, az L-arg enzimek (pl. argindz) éltal torténd hasznositasat és/vagy az L-arg
kijutdsat a sejtekb6l, mds transzport rendszerek altal. Igy lehetséges, hogy a megemelkedett
urea szint a vérben eldsegitheti a magas vérnyomads kialakuldsat in vivo, az endotélsejtekbe

torténd L-arg transzport gatlasan keresztiil, és tulajdonképpeni eNOS aktivitds csokkenésen
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keresztiil. Emellett, a magas urea koncentrdci6 a vérben hozzdjarulhat az
immundiszfunkciéhoz VVE-ben, mivel leirtdk, hogy gitolja az NO termelést aktivalt
makrofagokban in vitro (232). Mivel az iNOS aktivitas fiigg a parhuzamosan felregulalt
membran L-arg transzporterektdl (45), a szubsztrat deplécionak szerepe lehet az urea-
okozta iNOS gétlasban is.

Ujabb kutatésok alapjan az urea urémidsokban észlelhetd magas koncentraciéjanak
nem-kompetitiv gatl hatdsa az endotélsejtek L-arg-transzportjara (319) kivédhetd az urea-
transzporter gatldsaval (299 = 30).

Osszefoglalva, az urémidsokban eléfordulé koncentraci6ji urea gatolhatja az L-arg
transzportot endotélsejt tenyészetben €s csokkentheti az eNOS aktivitdsat 7 napos inkubécid
utin. Ennek funkciondlis jelent0sége lehet VVE-ben, és hozzdjarulhat az ezekben a

betegekben észlelt alacsony NO termeléshez.

6.8. Az L-arg - NO ittvonal in vivo vizsgdlata dllatokban - az urea hatdsa
Kisérletink f6 eredménye, hogy kimutatta: normdal vesefunkcid esetén az

urémidsokban eléfordulé urea szint 7 nap alatt sem okoz valtozdst a vérnyomdsban, a
vesehemodinamikaban vagy az NO rendszerben. Munkdnkhoz a motivéciét az 5.2.6.
fejezetben targyalt kisérlet adta, amiben kimutattuk, hogy az urea 7 napos inkubdcié utan
gatolta az L-arg transzportot és az eNOS aktivitast endotélsejt tenyészetben. Hipotézisiink
az volt, hogy a magas extracelluldris urea koncentracié az L-arg transzport gétldsa révén
intracellularis L-arg hidnyt okoz, és igy gatolja az endotélium NO termelését, in vivo.

Megjegyzendd, hogy az urea nagy koncentracidban gatolja az iNOS aktivitast és az
NO termelést stimuldlt makrofidgokban (200, 232). Ennek a hatdsnak lehet — legaldbbis
részben — szerepe a veseelégtelenségben tapasztalhaté immunszuppresszioban. Az el6z6
fejezetben emlitetteket és fenti adatokat Osszevetve azzal, hogy VVE-ben szenvedd
betegekben csokken az NO termelés (264, 265), €s hogy a magas urea szint gatolja az L-arg
transzportot az endotéliumba (319), lattuk érdemesnek megvizsgdlni, hogy van-e szerepe a
magas plazma urea koncentracionak normalis vesemiikodés esetén.

Az urea L-arg-NO rendszerre torténd kozvetlen hatdsanak vizsgélatdhoz in vivo
kisérleteket terveztiink: néztiik a vérnyomast, vesefunkciot €s a 24 6rds gyijtott vizeletbdl a
NOx iiritést. Ahhoz hogy a diétdval a szervezetbe keriil6 NOx ne zavarja a UnoxV mérések
eredményeit (29), az 4llatok alacsony nitrdt tartalmd diétat kaptak. Igy a 24 6rds UnoxV
értékelhetd és a test teljes NO termelésének tiikre. Feltételezésiinkkel szemben, a 24 6ras

UnoxV nem csokkent elhizédéan magas urea szint hatdsara, ami arra utal, hogy a totdlis
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NO termelést (minden szoveti forrdsbol) nem befolydsolja az urémidsokban eldforduld
szintll urea onmagaban. SOt, kisfokd emelkedést lattunk a 24 6rds UnoxV-ben (€s UpV-ben)
magas urea szint mellett. Vonakodunk att6l, hogy ebbdl azt a kovetkeztetést vonjuk le, hogy
az NO termelés befolydsolhaté urea etetéssel, a nagy mennyiségli urea rendlis tubularis
hatdsait is figyelembe véve. Mivel ezeknek az dllatoknak egészséges a veséje, az urea etetés
a 7 napos periodus alatt profuz ozmotikus diurézist vélt ki. Normal esetben a NOx és a
filtralt plazma fehérjék jelentds mértékben szivodnak vissza a proximadlis tubulusokban
(282). Lehetséges, hogy a megnovekedett 24 6ras UpV és UnoxV hatterében a feleslegben
1év6, ozmotikusan hatd, filtrdlt urea proximadlis tubulus-beli ,kimosé” hatdsa 4all. Az
egyetlen kiilonbség az akut NOS-gatldsra adott valaszban a magas urea-szinti dllatokban a
kontrollokhoz képest az volt, hogy a normdl patkdnyokban észlelt natrium kivélasztas
novekedése (25, 26, 238) teljesen gatlddott urea hatdsdra, az urea ozmotikus hatdsa okozta
mar eleve nagyobb vizelet-termelés mellett. Feltételezziik, hogy ez a hatds a magas plazma
urea szint okozta ozmotikus diurézis egy mdsik arcat tiikrozi normdl vesefunkcidval
rendelkezd allatokban.

A 24 ¢6ras UnoxV mutatja a teljes NO termelést, és mivel az eNOS termelte NO az
0ssz-NO nak nagy valdszintiséggel csak kis hanyada, igy az UnoxV értékének csak alig van
prediktiv ereje az eNOS aktivitas véltozasanak reflektdlasaban. Mivel az eNOS termelte
NO ténusos vazodilatator (25, 175), mértilk a vérnyomdst is. A krénikusan kaniilalt
allatokban a 7 napig magas plazma urea szint nem befolydsolta az alap vérnyomadst vagy a
vesehemodinamikit. Tovadbbd, a magas urea szintli dllatokban az akut NOS gatldsra
bekovetkezd presszor vélasz sokkal robusztusabb volt, mint normdl plazma urea szintli
allatokban (25, 26, 238). Az ismertetett in vivo eredményeink, egyiitt az in vitro
megfigyeléseinkkel, hogy a vese L-arg termelését, NOS aktivitdsat és eNOS
fehérjemennyiségét nem befolydsolja 7 napig magas plazma urea szint, arra utalnak, hogy
mas, tovabbi faktorok is sziikségesek in vivo ahhoz, hogy NO hiany alakuljon ki.

Kovetkezésképpen, az in vitro kisértleteinkkel (5.2.6. fejezet) ellentétben, in vivo 7
nap alatt a magas plazma urea szint nem okoz mddszereinkkel detektdlhat6 NOS gétlast.
Kisérleteinket normal vesefunkciéval rendelkezd, egészséges patkanyokon végeztiik. Igy, az
endogén NOS-gatl6 anyagok kivalasztasra keriilnek, és az L-arg szintézise is optimdlis.
Feltételezziik, hogy ha az L-arg ellatds nem megfeleld, é€s az endogén NOS inhibitorok
klirensze csokkent (veseelégtelenségben), egyiitt az urea géatld hatdsdval az L-arg

transzportra, csokkenhet az NO termelés.
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6.9. Humdn vizsgdlatok - IgA nefropadtia és hipertonia

Az IgA nefropatia a leggyakoribb primer krénikus glomerulonephritis forma. A
betegek legnagyobb részében a betegség lassan progredidl és a betegség kezdete utan 15-25
évvel kronikus veseelégtelenség kialakuldsa varhatd. A disszerticié célja, a betegség
kialakuldsat illetve progresszidjat el6idéz0 tényezOk vizsgdlata és ezek alapjan a lehetd

legoptimédlisabb therapids lehetdségek gyakorlatba valo atvitele volt.

6.9.1. Endotelialis vasoactiv anyagok; a dohanyzas hatasa

Ismert, hogy a szervezetben keletkezett NO és a vizelettel iiritett NOx kapcsolatat
szamos tényezd befolyasolhatja (tapldlék, ivoviz NOx tartalma, fizikai aktivitds stb., 28,
29). Ezek mellett vizsgdlatainkkal kimutattuk, hogy a vizelet bakterialis fertdzottsége is
megvéltoztatja annak NO, /NOj;™ tartalmat. Ezért csak a steril koriilmények kozott gyiijtote,
bakterioldgiailag sterilnek bizonyult vizeletmintdk NOx tartalmabdl kovetkeztethetiink a
szervezetben képzddott NO mennyiségére.

Mis eredményéhez hasonldan, a 24 6ras gytjtott vizeletbdl meghatdrozott NOx és
cGMP kozott megfigyelt Osszefiiggés aldtdmasztja azt a feltételezésiinket, hogy mindkettd
dontden a szervezetben keletkezett NO hatdsdra illetve lebomlasaként keletkezett, melyhez
hasonlé megfigyelést tettek Kanno és munkatarsai egészséges Onkéntesek L-arg infuzid
alatt kivalasztott vizeletének vizsgalatdval (137). Kisérletes glomerulonephritisben a
glomerularis iNOS indukcié €s a vizelettel iritett NOx mennyisége kozott nem volt
szignifikdns kapcsolat (269). Az altalunk vizsgdlt IgA nefropatids betegek vizelet NOx
illetve cGMP iiritései sem voltak magasabbak a kontroll csoporténdl, ami arra utal, hogy a
NOx illetve cGMP elsOsorban nem a veseszovetek iNOS aktivaci6jabol szarmazik.

Esszencialis hipertonidsokban csokken a NO kivdltotta vazodilaticid, mely a
szervezetben termelddd NO és vérnyomds kozotti kapcsolatra utal, melyet megerdsitenek az
IgA nefropatias betegeinkben megfigyelt NOX iirités és a 24 6ras vérnyomadsatlagok kozotti
szignifikdns kapcsolat (222).

Ismert, hogy az NO gatolja az ET keletkezését és az ET rovid ideig, hatdsa elején
NO termelddést, és igy vazodilataciét okoz (125). Tehat az erek tonusdnak szabédlyozasaban
résztvevo ellentétes hatasu mediatorok kozott is jelentds bioreguldcié all fenn. Valdsziniileg
ennek kovetkezménye az egészséges kontrollok vizelet NOx és ET {irités kozott megfigyelt

szignifikdns kapcsolat. Ezt azonban az IgA nefropatids betegekben nem tudtuk kimutatni,
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még normdlis vesefunkcidju betegekben sem, mely arra utal, hogy IgA nefropatidban a
vasoactiv mediatorok termelddése és Osszehangolt milkkodése mar a betegség korai
stadiumaban kdrosodik. Ezt tdmogatja az IgA nefropatidsokban megfigyelt szignifikansan
emelkedett ET/NOx hanyados is.

Az ateroszklerotikus endotélsejtek sejtek NO termelése csokkent (94). Valdsziniileg
ennek kovetkezménye, hogy az életkor novekedésével a vizelet NOx tartalmdanak, azaz a
szervezet NO termelésének csokkenése.

A cigaretta égése soran jelentds mennyiségl nitrogén szarmazék keletkezik, melyek
a légutakon keresztiil bejuthatnak a szervezetbe (110). Mind a dohanyos egészséges, mind a
dohdnyos IgA nefropatidsokban észlelt szignifikdnsan megnovekedett NOx kivélasztas
illetve a vizelet NOx és cGMP kozott hidnyzo Osszefiiggés alapjan feltételezziik, hogy a
dohdnyzas kapcsan jelentés mennyiségli NO vagy NOXx jut a szervezetbe.

Az NO felfedezésével egy, a klinikai gyakorlatban mar tobb mint 100 éve
alkalmazott gydgyszer — a szerves nitratok - hatdsmechanizmusat érthettiik meg (201). Az
ischaemias szivbetegség miatt szerves nitrdt terdpidban részesiild0 IgA nefropatids
betegeinknél észlelt magasabb NOx kivdlasztds ezen gydgyszerekbdl val6 NO

felszabadulast feltételezi.

6.9.2. Ambulans vérnyomasmonitorozas

Az elmilt években az ambuldns vérnyomdsmonitorozds elterjedése jelentOsen
segitette a hipertonia betegség felismerését és optimdlis kezelését, melyr6l mar magyar
nyelvi monografia is megjelent (88). Eredményeink alapjdn az ambulédns
vérnyomasmonitorozas sziikségesnek latszik a secunder, renoparenchymas hipertoniak, igy
az IgA nefropdtidsok hipertonidjanak korai felismerésében és kezelésében. Az IgA
nefropatidban a kialakul6 magasvérnyomds egyik elOjele lehet a napszaki
vérnyomdsingadozads megsziinése. Adataink szerint a napjainkban hasznalt antihypertensiv
gyogyszerek nem tudjdk a vérnyomds napszaki ritmusit helyredllitani. Timio és
munkatdrsainak megfigyelése szerint kronikus glomerulonephritisben, ha az é&jszakai
vérnyomdscsokkenés elmarad, a creatinin clearance csokkenése gyorsabb (284). Sajat
kovetéses adataink szerint is nem csak a hiperténids IgA nefropétids betegekben, hanem
mar a non-dipperekben illetve a fehérkopeny hipertonidt mutaté betegekben is gyorsabb a

vesebetegség progresszidja.
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6.9.3. Terapia

Gansevoort €s munkatdrsainak metaanalizisébdl ismert, hogy a kiilénb6zo
tdmadaspontd vérnyomdscsokkentfk (ACE gatlok, CCB-k, béta blokkoldk stb.) azonos
vérnyomdscsokkentd hatds mellett nem egyforma mértékben befolydsoljdk a kronikus
glomerulonephritisben szenveddk proteinuridjat, melynek prognosztikai szerepe ismert
(100). Adataink szerint a hosszabb ideig haté (naponta csak 1-2x adandé) ACE gatldk és
CCB-k haszndlatdval mind a proteinuria mértéke mind a vesebetegség progresszidja
lassithaté volt. A hosszabb hatdsu antihypertensiv szerek kedvezd hatdsaért valdsziniileg a
jobb vérnyomadsprofil, illetve a kevesebbszeri gydgyszerbevételbdl szdrmazd jobb

compliance lehet a felelds.
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7. EGY LEHETSEGES JOVOKEP - Az L-arg adisinak és megszoritasanak hatisa

egészséges és beteg vesére (publikacio 16)

7.1. L-arg és normadl vese
7.1.1. L-arg adagolds és megvonds hatdsa normdl vesére

Hat napig L-arg-mentes vagy L-arg-ban gazdag diétat kapd egészséges felndtt
férfiak plazma L-arg-szintjében nincs eltérés 3 o6rdas éhezési periddus utan. Ezzel szemben,
az L-arg-szegény étrendet fogyasztok plazma L-arg-szintje a 3 6rds €hezést kovetd 5 Oras
étkezési periddus alatt szignifikdnsan alacsonyabb az L-arg-ban gazdag étrendet
fogyasztokéhoz viszonyitva, illetve L-cit szintjiik magasabb. A de novo L-arg-szintézis az
L-arg-beviteltdl fiiggetlennek bizonyult (58). A 6 napos €hezés nem véltoztatja meg a
teljestest NO szintézist sem (59).

Egészséges felndttekben L-arg infuzid (1 g/perc, 30 percig) szignifikdnsan csokkenti
mind a szisztolés, mind a diasztolés vérnyomdst, a trombocita-aggregiciot, a
vérviszkozitast, és noveli az alsé végtag vérataramldsat, a szivfrekvencidt és a plazma
katekolamin-szinteket (104). A jelens€g mechanizmusdért - legaldbbis részben - az
endogénen elvélasztott inzulint teszik feleldssé, mdasrészt, mivel a NOS elsdsorban a
sejtmembrin kaveoldihoz asszocidltan fordul eld, ebben a "védett" mikrokornyezetben,
kompartmentben az L-arg koncentrici6ja kiilonbozhet a sejt teljes L-arg koncentracigjatdl
(104, 162), ami az "arginin paradox" jelenség mechanizmusdara utalhat. Masok ugyanilyen
dézisban alkalmazott L-arg infizié (15 perc alatt) esetén nem irtak le vérnyomdsvaltozast,
viszont megemelkedett NOy és cGMP kivalasztast, szintén emelkedett plazma inzulin
szintet, illetve magas sébevitel esetén megemelkedett és alacsony sébevitel esetén csokkent
vizelettel torténd natrium-kivalasztast kozoltek egészségesekben (22).

A diétds L-arg bevitelt koriilbeliill dupldjara novelve, csokken a vérnyomas,
kisfokban emelkedik a GFR és jelentdsen csokken az éhgyomri vércukorszint egészséges

egyénekben (271).

7.1.2. L-arg antagonistdk hatdsa normadl vesére

Az L-NMA és L-NAME (N®-nitro-L-arginin metilészter) akut és krénikus
adagolasban, kis és nagy dozisban is befolyédsolja a vese hemodinamikdjat, bizonyitva az
NO fontos szerepét a lokdlis keringésben is.

A NOS szisztémads gatlasat tobbféle L-arg antagonistaval lehet elérni. Ezek hatdsara

vérnyomdsemelkedés, intenziv rendlis vazokonstrikcid, kifejezett vese plazmadramlas
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csokkenés és kismértékti GFR csokkenés jon 1étre éber és altatott dllatokban. Emellett a
vese mikrocirkuldcié szintjén az afferens és efferens arterioldk vazokonstrikciéjahoz, és a
szisztémads vérnyomads-emelkedéssel egyiitt a glomeruldris nyomads kifejezett emelkedéséhez
vezet, a K¢ csokkentésével egyiitt.

Akut lokdlis intrarendlis vagy kis doézisi szisztémdas NOS gatlds vese
vazokonstrikcidt eredményez, vérnyomasemelkedés nélkiil. A vese mikrocirkuldci6ban az
afferens arteriola konstrikcidjat hozza 1étre, az efferens arteriola tonusanak megvéltoztatasa
nélkiil, a K¢ csokkenés megtartottsdga mellett.

Krénikus L-NAME adagolés hipertoniét és glomeruloszkler6zist okoz (27, 325).

7.2. L-arg és vesebetegség
7.2.1. Vesebetegség és L-arg hidny

Vesebetegség esetén gyakran megvaltozik az L-arg metabolizmusa a normadlishoz
képest, melyet a betegség tipusa, stddiuma is befolydsol. Experimentélis aktiv Heyman
nephritisben példaul kimutattak, hogy az infiltral6 makrofdgok a glomerulusokban nitritet
termelnek (60). Experimentédlisan indukalt glomerulonephritises vesébdl izolalt
glomerulusokban kompeticié folyik az L-arg-ért az argindz és a NOS kozott (133), a
nephritises glomerulusokbdl izoldlt makrofagok az NO {6 forrdsai, mig a mezangiélis sejtek
argindz aktivitdsa emelkedett, és kevésbé van szerepiik az NO termelésében (69). Immun-
medidlt glomerulonephritisben az iNOS indukciéja mellett a szintén megemelkedett argindz
és ODK aktivitas miatt nd a poliamin-szintézis, ami sejtproliferaciét okoz, illetve az ornitin
aminotranszferdz enzim fokozott aktivitisa miatt né a L-pro termelés is, ami a
kollagénszintézist serkenti. Igy mindhdrom it "fogyasztja" az L-arg-t ebben a modellben
(142).

Felmeriilt, hogy a humén vese a kisérletes glomerulonephritises patkdny modellhez
hasonlé valaszt mutat-e az iNOS indukcié kapcsdan. Human makrofdgok vagy monocitak
nem vagy alig reagdlnak in vitro lipopoliszaccharidokra vagy citokinekre, mint pl.
interferon-y, vagy tumor nekroézis faktor-o, bar szamos humén betegség kapcsan kimutattak
az INOS expresszidjit és a kovetkezményesen megemelkedett NO szintézist (225, 226).
Miasok az iNOS megnovekedett expresszidjait és a megemelkedett iNOS protein
mennyiséget irtdk le mezangioproliferativ glomerulonephritisben (IgA nefropatia és non-
IgA mezangioproliferativ  glomerulonephritis) szenvedd betegekben: nem csak
makrofadgokban, hanem vesesejtekben (mezangium) is, s6t az iNOS expresszié korreldlt a

vesekdrosodds stulyossdgdval, csakigy mint a vesemiikodés csokkenésének fokaval (98,
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138). Tovabb4, human anyagon végzett immuno-hisztokémiai vizsgdlatok bizonyitottak,
hogy a glomerulusok karosoddsa egyiitt jar az eNOS csokkenésével is az iNOS ndvekedése
mellett IgA nephropdtidban és lupusz nephritisben (98). Ezzel szemben mdsok leirtdk az
eNOS glomeruléris és tubulointersticidlis expresszidjanak novekedését IgA nephropatiaban,
fokélis glomeruloszkler6zisban, membranoproliferativ glomerulonephritisben, gyors
progressszidju glomerulonephritisben, akut €s krénikus transzplantdtum rejekcidban (128).

Krénikus veseelégtelenség esetén a vese L-cit felvétele és L-arg termelése csokkent,
igy a plazma citrullin a veseelégtelenség fokdval parhuzamosan megemelkedik, viszont az
L-arg plazma koncentriciéja a normadl hatdrokon beliil marad (285, 163, 188, 167).
Urémidban a fokozott izom katabolizmus igyekszik fenntartani a normdl plazma L-arg
szintet, mivel a vese nem képes elegendd szintézisre (vagy egyaltalan nem tud L-arg-t
termelni). Emiatt célszerlinek tlinhet kronikus veseelégtelenségben a diétds L-arg bevitel
fokozdsa (248). Tovabba, tobb tanulminy utal az NO hidnyra krénikus vesebetegség
allatkisérletes modelljeiben (84, 248, 249, 294, 298), és human vizsgdlatokban is (38, 157,
263, 307). Bar masok beszamolnak a szisztémas NO szintézis fokozott voltardl a vese NO
szintézisének csokkenése mellett kronikus veseelégtelenségben (4, 5, 6), e kozlemények
eredménye elgondolkodtatd, amennyiben az NO szintézis mértékét a plazma NOy szint
alapjan 4allapitjdk meg, aminek kivdlasztisa ugyanis veseelégtelenségben a romld
vesefunkcié miatt csokken. Utébbit tdmogatja viszont az a megfigyelés, miszerint urémids
betegekbdl nyert plazma NO termelést indukdl az iNOS-on keresztiil, mely felelds lehet az
ezekben a betegekben megfigyelt trombocita-diszfunkciéért és — legaldbis részben - a
dializis hipotenziéért (218). Ezzel szemben mér Vallance és munkatarsai (293) leirtdk az
ADMA jelenlétét €s NOS gétl6 hatdsat végstadiumu vesebetegségben, illetve kés6bb masok
is lefrtdk az urémids plazma endotélsejtek NOS aktivitdsdt gatlé hatdsat (318). Egy
lehetséges magyardzat a kiilonbozé eredményekre, hogy Vallance és munkatdrsai (293)
betegeiben alacsonyabb plazma L-arg szinteket mértek, mint Noris €s munkatérsai (218), és
az iNOS aktivitdsa jelentésen fiigg az extracelluldris L-arg hozzaférhetOségétol (217).
Tovabb bonyolitja a képet, hogy mds szerzOk leirtdk az urémids plazma mind NOS-t
aktivalé (plazma mintdk kb. 20%-a), mind gatl6 hatdsat (plazma mintdk kb. 80%-a; 12), igy
a kérdés egyenlOre nyitott.

Osszegezve, az urémia tobbféle tton is befolydsolja az L-arg metabolizmusdnak
egyik legfontosabb utvonaldt, az NO termelddést és aktivitdst (40. abra): (1.) A szisztémads
hiperténia és/vagy ateroszklerotikus elvaltozasok csokkentik az endotélium NO termelését.

(2.) A csokkent vesetomeg limitdlhatja az L-arg szintézist. (3.) A megemelkedett citokin-
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termelés kronikusan indukdlja az iNOS-t. (4.) A termelddo és csokkent kivalasztédasu L-
arg anal6gok kompetitive gatoljak a NOS enzimet. (5.) A sejtek redox statusza befolyasolja
az NO fizikai allapotdt, ezaltal a funkciondlis aktivitdsat: az NO oxidalédhat (NO), vagy
redukdlédhat (NO"), igy az effektiv diffizids tdvolsaga megvaltozik (36). Végeredményben
a veseelégtelenség, sulyossagatdl (kreatinin klirensz csokkenése) fiiggden, csokkent NO
termeléssel jar (38).

Az L-arg hidany mértéke lehet abszolit: a normdl plazma és szoveti szinteknél
alacsonyabb L-arg koncentraci6 (emberben nem jellemz6 a plazma L-arg szint szignifikans
csokkenése), €s lehet relativ: a plazma L-arg a normélis hatarokon beliili. Mindkét esetben
az orotsav kivélasztdsa a normalisndl nagyobb mértékli. Az orotsav, a pirimidin anyagcsere
metabolitja, a tubulusokban aktivan vélasztédik ki, és mennyisége akkor emelkedik meg
(mind a plazméban, mind a vizeletben), amikor a mdjban az urea szintézis€éhez nincs
elegendd L-arg, igy a protein metabolizmusbdl szarmazé ammonia tébb 1épésen keresztiil,
az urea-ciklust megkeriilve, orotsavva alakul (248). Veseelégtelenségben szenved6 dializalt
betegekben a plazma orotsav mennyisége tobbszordse a kontrollokénak, és a hemodializis
sem csOkkenti az orotsavat normdl szintre, bar jelentdsen redukdlja azt. A megemelkedett
orotsav szint hosszutdvon zsiranyagcsere-zavart, a majban zsiros infiltraciét okozhat és
karcinogén szerepe is bizonyitott (74).

Kisérletesen abszolut L-arg hidny 1éphet fel obstruktiv nephropétids modellben és
experimentdlis diabetesben, mig relativ L-arg hidny jelentkezik fehérjedus diétat fogyasztd

patkanyokban és 5/6-od nefrektémia utan (248, 249, 251).

7.2.2. L-arg adagolas / restrikcio és vesebetegség

7.2.2.1. Allatkisérletek

a.) Obstruktiv nefropatia

Experimentélis ureter lekotést kovetden jelentdsen csokken a vese plazmadramlds és
a GFR. Az obstrukci6 a vesében makrofagok akut infiltraciéjat (néhany oran beliil
megindulé és 2-5 nap kozott tet6z0) is okozza, illetve tartds elzar6dds intersticialis
fibrézishoz vezet. Patkdnyokban csokken a plazma- és a vese L-arg szintje (30-50%-kal),
csokken a NOy kivélasztds, az iNOS felreguldlédik a vesehemodinamika fenntartdsa
érdekében, igy L-arg hidny 1ép fel, ami vazokonstrikciét eredményez. Az obliteracidt
megeldzd L-arg adagolds a plazmadramlds és a GFR csaknem teljes visszadllitdsaval jar a

lekotés megszintetése utdn, csokken a makrofagok intersticidlis infiltracidja, az
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intersticidlis térfogat és a kollagénszintézis is (150, 249).

b.) Szubtotilis nefrektémia

A szubtotdis nefrektomia (egyik oldali vese eltdvolitisa + masik vese egy részének
eltavolitdsa, Osszesen 60-90%-os vesedllomanycsokkenés) progressziv — kronikus
veseelégtelenséghez vezet hipertonidval, proteinuridval, csokkent NOx kivélasztassal. A
maradék vese hipertr6fizal, és adaptive a maradék nephronokban tobb L-arg szintetizalodik,
mint a teljes vese esetén, mégsem elegendd a keletkezett L-arg mennyisége. A
kompenzatérikus fokozott izomlebomlds is igyekszik normdl hatdrok kozott tartani a
plazma L-arg szintet. L-arg adagolds (1%-os L-arg patkdnyok ivévizébe) csokkenti a
szubtotdlis nefrektomia okozta glomeruldris hiperténiat (az emelkedett glomeruldris
kapillaris nyomdast, a megnovekedett efferens arteriola rezisztenciat, a csokkent filtracids
koefficienst), igy javitja a GFR-t, noveli a PAH-klirenszet, csokkenti a proteinuriat, noveli
az épen maraddé glomerulusok szamét, csokkenti az intersticidlis karosodas mértékét, a
sejtproliferdciét a maradék vese glomerulusaiban, tehdt csokkenti a progressziot. A
vérnyomdasemelkedést nem, vagy nem teljesen védi ki a fokozott diétds L-arg bevitel (14,
129, 139, 251). NO-donor, captopril €s lisinopril is renoprotektivnek bizonyultak, viszont

captopril és L-arg egyiittes alkalmazdsa nem eredményezett tovabbi javulast (14, 33).

c¢.) Ciklosporin A nephrotoxicitas

A ciklosporin A az afferens arteriola rezisztencidjanak szignifikdns emekedését
okozza patkanyokban. Diétds L-arg adagolas ezekben az dllatokban GFR és SNGFR

emelkedést eredményez (248).

d.) Szisztémas magas vérnyomas

Diétas L-arg adagolds a szisztémds magas vérnyomds bizonyos formdiban jétékony
hatdsu lehet, de nem mindegyikben. A Dahl/Rapp sészenzitiv hipertonidban szenvedd
patkdnyok magas sébevitel mellett stilyos hiperténidban szenvednek, GFR csokkenéssel és
glomeruloszklerdzissal. L-arg adagolas ezeket az elvéltozdsokat kivédi.

Ellenben uninefrektomizalt allatok deoxikortikoszteronnal torténo kezelése utan,

magas sObevitel mellett a hipertoniit nem eldzte meg az L-arg (248).

e.) Experimentalis diabetes

Streptozotocin ~ okozta  diabész  megemelkedett =~ GFR-rel, glomerularis

hiperfiltracidval és hiperténidval jar, kovetlezményes vese hipertéfidval, proteinuridval.
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Ebben a modellben az L-arg-bdl keletkez6 NO mennyisége ndhet, amire a csokkent plazma
L-arg szint (ami nem magyardzhaté teljesen a vizelettel torténd L-arg vesztéssel), az
emelkedett NO, és cGMP kivalasztas is utal. Az NO ut aktivalodasanak, mint vazodilatator
hatdsnak, szerepe lehet a hiperfiltracié keletkezésében. Aminoguanidin, az iNOS szelektiv
inhibitora csokkenti az albuminuridt és a mezangidlis expanziét (bar az aminoguanidin
gatolja az eldrehaladott glikdciés végtermékek NO-t megkotd hatdsat is, és ez a hatds
val6szinlileg fontosabb). Mésrészt az L-arg - NO ttvonal aktivdléddsa méasodlagos is lehet:
kompenzatorikus folyamat, a vazokonstriktorokkal, glikozildlt végtermékekkel és
trombogén anyagokkal szemben, illetve az abnormaélis érproliferaci ellenében hatva. L-arg

adagolas megeldzi a glomerularis hiperfiltraciét €s csokkenti a proteinuriat (150, 247, 248).

f.) Puromicin aminonukleozid indukilta nefrézis

Puromicin aminonukleozid egyszeri injekcidja a glomeruléris epitél toxikus
karosodédsat és a GBM permeabilitdsanak fokozddasit okozza, mely nefrézis szindroma
kialakuldsdhoz vezet. Diétds L-arg adagolas az injekciét megeldzden 3 nappal elkezdve és
utdna még 10 napig adagolva csokkenti a veseparenchima makrofigok 4ltali infiltracigjat

(248).

g.) Magas fehérjetartalmu diéta

A magas fehérjetartalmi diéta noveli a GFR-t, a vese hipert6fidjat okozhatja és
hosszitavi alkalmazas esetén glomeruloszklerézishoz vezethet. Ezalatt relativ L-arg hidny
is felléphet. Diétds L-arg adagolas (ivOvizben, 1%, 1 honapig) csokkenti a vesetomeg
novekedését, meggatolja a vese hipertofidjat, csokkenti az orotsav kivalasztasat a vizeletbe.
Mindezek arra utalnak, hogy az L-arg megeldzheti a magas protein tartalmu diéta karos

hatésait (250).

h.) Anti-thymocyta szérum okozta experimentalis mesangioproliferativ glomerulonephritis

Az anti-thymocyta szérum (ATSZ) injekcié a glomeruldris mesangium komplement
medidlta lizisét okozza (ez a kdrosodds szaka, vagy kezdeti szakasz), aminek f6 medidtora
az atmenetileg indukalt iNOS éltal termelt nagy mennyiségli NO. Erre utal az ekkor
tapasztalhaté csokkent plazma L-arg szint és megemelkedett plazma NOy. Ezt koveti a
TGF-B szint jelentds emelkedése (a TGF-P a betegség f6 markere), szoveti fibrotizald
folyamatokkal, az extracellularis métrix expanzidjaval ("repair", regeneracids fazis).

Az immun-medidlt betegség kezdeti szakdban (kdrosodds szaka) az L-arg-ban
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szegény étrend (mind az ATSZ injekciét megel6zé L-arg bevitel korldtozdsa, mind az
injekci6 utdn 1 napon beliil adott L-arg szegény étrend) csokkenti a proteinuriat, TGF-1
fehérje expresszidt, matrix-képzddést, matrix-lerakodast és mezangiolizist. Az alacsony
fehérjetartalmu diéta szintén jotékony hatdsui ebben a modellben, bar kétséges, hogy a hatas
az iNOS szubsztrat-hozzéaférhetdség csokkentése révén kovetkezik-e be. L-arg adagoldsa
kifejezetten karos: az iNOS indukalddik, igy emelkedik az NO termelés és megnd a
kovetkezményes mezangiolizis. Az NO aktiv szovetdestruktiv hatdsara utal a nitrotirozin
képzOddésének kimutatdsa immunhisztokémiai mddszerrel. A nitrotirozin peroxinitrit (mely
NO-b6l és szuperoxid anionbdl keletkezik) és fehérjékbdl szarmazd tirozin reakcidja
kapcsan keletkezik

A szintén megemelkedett argindz és ODK aktivitds miatt n0 a poliamin-szintézis,
ami sejtproliferdcidt okoz, illetve az ornitin aminotranszferaz enzim fokozott aktivitdsa
miatt nd a L-pro termelés is, ami a kollagénszintézist serkenti. Az L-arg szegény diéta
jotékony hatdsa e folyamatok szubsztrat limitaltsdgat tiikrozi.

Ezzel szemben, a betegség indukciéja utan megkezdett L-arg adagolds csokkenti a
fibrotikus reakciét, bar nem sikeriilt bizonyitani, hogy a szoveti kép javuldsa az NO
termelés novelésén keresztiil jelentkezik, és igy valdszinlibb, hogy a hatdst egyéb utak
aktivdldsa hozza létre. Mindenesetre a TGF-B expresszidja és termelédése jelentGsen
csokken (ami az antifibrotikus hatds jo fokmérdjének tlinik) L-arg adagolds hatdsira a
regenerdcids fazisban. Tovabbd, az alacsony fehérjetartalmu diéta és az L-arg adagolds
egylittesen kisfoku additiv terapeutikus hatdst mutatnak a regeneracios fazisban (142, 212,

213, 225, 226, 227).

7.2.2.2. Human vizsgalatok

a.) Diétas és parenteralis L.-arg adagolas

Gyermekek intersticidlis nephritisében €s kronikus veseelégtelenségében 2 honapig
tartd diétds L-arg szupplementdcié antiproteinurids hatdstinak bizonyult (68). Hasonldan,
krénikus glomerulonephritisben szenvedd betegekben (csokkent GFR-rel) akut L-arg
infizié szignifikdnsan csokkentette a proteinuridt, de nem befolydsolta a szisztémads- és
vese hemodinamikat (311).

Cianciaruso ¢és munkatdrsai (67) randomizalt, dupla-vak, placebo-kontrolalt
kisérletben vizsgdltdk az ordlis L-arg adagolds (0,2 g/kg/nap, 6 hoénapig) hatdsat
mérsékelten sulyos veseelégtelenségben, €s azt taldltdk, hogy a nem szupplementalt

betegekhez viszonyitva az NO termelés novekedése nem okozott viltozdst a GFR-ben és a
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proteinuria mértékében. Az L-arg szupplementacid jelentds novekedést okozott viszont a
plazma karbamid nitrogén- és L-arg szintjében és novelte a vizelettel iiritett NOy
mennyiséget is, illetve rontotta a metabolikus acidézist. Az urea szintjének megemelkedése
az argindz utvonal aktivaloddsara utal, igy antiszklerotikus (NO) és proszklerotikus (L-orn)
utak szimultdn aktivdléddsat figyelték meg. Osszegezve, ezekben a betegekben
valdsziniileg az NO termelés novekedése nem volt elegendd ahhoz, hogy antagonizdlja az
angiotenzin II hatdsat és csokkentse a proteinuriat (217). KésObb ugyanezen kutatécsoport
(216), tobb beteggel és kontrollok bevonasaval kiterjesztett vizsgélatok sordn részben
megerdsitette a kordbbi eredményeket, részben atértékelte azokat: nem taldltak fokozott
mértékii NOy kivalasztast a megemelkedett plazma NOy szint mellett (tehdt megtartott NO
szintézis és a végtermék - NOy - retencidja). L-arg-nel nem stimulélt betegekben az NO
termelés konstans volt, és az L-arg szupplementdlt betegekben sem novekedett, igy a
vesebetegség progndzisdt nem befolydsolta az L-arg. Tovdbbd beszdmoltak az L-arg
szupplementacié direkt aktivalo hatdsarél a renin-angiotenzin rendszerre (plazma renin
aktivitds megemelkedése a hidraltsag valtozasa nélkiil).

Nakayama és munkatdrsai (211) az L-arg (500 mg/kg, 30 percig) infuzié
vérnyomdscsokkentd és plazma L-arg- €s L-cit szintet noveld hatdsarél szamoltak be
kronikusan dializadlt betegekben (alapbetegség: glomerulonephritis) és egészséges
kontrollokban. A két csoportban észlelt valtozasok kozott nem volt eltérés.

Hand és munkatarsai (113) kronikus hemodializissel kezelt veseelégtelenségben
szenved0 betegek noradrenalinnal eldzetesen kontrahalt kézhati véndin vizsgaltdk a
lokdlisan aktiv dozisu acetilkolin hatdsat, és azt taldltdk, hogy az L-arg (de nem a D-arg)
koinfiziéja vagy ugyanigy a hemodializis helyredllitotta az acetilkolin adds okozta
venodilatéciot.

Matsushita és munkatérsai (189) teljes parenterdlis tapldlasban részesiil6 (gliikéz és
esszencidlis aminosavak), kronikus veseelégtelenség miatt dializdlt két betegnek adtak L-
arg-t (6sszesen 100 mg/nap bevitel), tobb mint egy hénapig. Az L-arg adagolds javitotta a

betegség miatt felborult urea ciklust, de jelentdsen csokkentette a betegek vérnyomdsat is.

b.) Diétas fehérje megszoritas

Bar a diétds fehérjemegszoritds nem feltétleniil 0sszehasonlithaté a diétds L-arg
megszoritassal, mégis kozos mindkettoben a csokkent L-arg bevitel. A ,,Modification of
Diet in Renal Disease” tanulmany az alacsony fehérjebevitel protektiv hatdsardl szamol be

mérsékelt foku veseelégtelenségben szenvedd betegekben (151). A tanulmdny
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Ujraértékelése (171) a sulyos veseelégtelenségben szenvedd betegekben is jotékony
hatdsunak taldlta a fehérjebevitel megszoritasat, bar a betegek koziil sokan ACE-gatl6
terapidban is részesiiltek a protein restrikcié mellett. A kétféle terdpia hatdsa Osszefiigghet,
bizonyitja ezt az a tény is, hogy a renin-angiotenzin rendszer aktivitdsa fiigg a

fehérjebeviteltdl (228).

7.2.3. Az L-arg adagoldssal kapcsolatos egyéb eredmények

Az L-arg adagolds megel6zi a magas koleszterin-bevitel okozta aterogén hatdsokat
nyulakban, illetve javitja hiperkoleszterinémias egyénekben kolinergikumokra 1étrejovo
vazodilatativ vélaszt az alkari keringésben, illetve a korondridkban (248). Ezt tlinik
aldtdmasztani az a tény is, hogy feleslegben adott L-arg megeldzi az LDL szuperoxid anion
termelddést serkentd hatdsat endotélsejteken (234). A kordbban novekedési hormon
szekrécid tesztjeként haszndlt intravénds L-arg adds urémids betegekben veszélyes
hiperkalémiat okozhat, mely hatds valdsziniileg a kationos L-arg és az intracellularis kalium
kicserélodésének kovetkezménye (119).

Intravénds L-arg adagoldas (500 mg/kg, 30 percig), magas sotartalmi diétat
fogyasztd, sészenzitiv, enyhe fokd esszencidlis hipertonidsokban kisebb mértékii rendlis
vaszkuldris rezisztencia csokkenést okoz, mint alacsony sétartalmi diéta esetén. A nem-
sOszenzitiv betegekben a diéta sotartalmdnak véltozasa nem befolydsolja az L-arg rendlis
erekre kifejtett hatasat (120).

L-arg adagolds mind 4llatkisérletekben, mind emberekben segiti a sebgydgyuldst
(141).

Az életkor elOrehaladtdval a szérum L-arg szintje és a vizelettel kivdlasztott NOy
csokken patkdnyokban, mig a proteinuria fokozdédik. L-arg folyamatos diétds adasa
megeldzi az életkor-fiiggd vesefunkcido-romlast patkanyokban: csokkenti a proteinuriat €s a
szklerotikus glomerulusok szdmat, mig noveli a GFR-t és a vizelettel kivalasztott NOy
mennyiségét. Megemlitendd, hogy az L-arg adagolds elhagydsa utdn a szérum L-arg szint és

a proteinuria visszadll az eredeti értékekre (244, 245).

7.3. Osszefoglalds

Az L-arg metabolizmusanak &trendezddése vesebetegségben komplex folyamat,
melyet sokminden befolydsol. Hogy csak néhdny jelentdsebbet emlitsiink: az iNOS
indukci6 sejtdestrukcidhoz vezet, az eNOS mennyiségének csokkenése és mikodésének

gdtlasa a glomerularis hemodinamika és vesedramlds kdrosodaséval jar, a poliaminszintézis
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novekedése sejtproliferaciot eredményez, mig az aktivabb L-pro szintézis a kollagén

termelddésének fokozodasit okozza, igy a fibrézist segiti eld.

Vesebetegségben fokozott L-arg igény esetén relativ, ritkdn abszolat L-arg hidny is
eléfordulhat.

A krénikus veseelégtelenség NO deficiens allapotnak tiinik; a kisebb vesedllomény
az L-arg szintézisének csokkenésével jar. A kronikus veseelégtelenséghez vezetd tt sokféle
lehet, igy példéaul a kezdetben NO taltermelddéssel jaré elvaltozas is - progresszié sordn -
ebbe torkollhat.

Az eddigi tanulmdnyok alapjan a vesebetegség tipusitdl, lefolydsatol, stadiumatdl is
fligg, hogy a diétds L-arg adds vagy ennek megszoritdsa lehet-e célszerli. Mindezek
figyelembevételével, ellentmondasos eredményeket kozoltek. Az NO Janus-arci
viselkedése miatt is (152) fokozott Ovatossdgra intenek az L-arg terdpids alkalmazdsat
illetden vesebetegségekben (143). A mind magas vérnyomdssal, mind megndvekedett
intraglomeruldris nyomadssal jaré experimentdlis vesebetegségekben jotékony hatdsinak
tinik az L-arg adagolds, csakdgy, mint azokban a modellekben (obstruktiv nefropdtia,
aminonukleozid indukalta nefr6zis szindroma), ahol a makrofagok infiltracidjat is csokkenti
a GFR és a vese plazmadramlas javitdsa mellett (150).

Az L-arg humén alkalmazésat illetden egyeldre nincs egységes dontés. Tovabbi
kontrollélt, nagyobb esetszdmu tanulmanyokra van sziikség, melyeket egy adott betegségre,

és annak staddiumaira is specifikusan megterveznek.
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8. ZARSZO

Az egyszeri, tobbszori, vagy netdn folyamatos vesekdrosito hatdsok révén, amikor a
vese kompenzacidés mechanizmusai kimeriilnek, funkciondlis vesekarosodas jon 1étre. Ez a
karosodds NO-hidnyhoz vezet, akkor is, ha a kezdeti vesebetegség NO-tultermelddéssel jar
(pl. immun-medidlt glomerulonephritis akut fazisidban). Az NO-hidny viszont tovabbi
funkciondlis vesekdrosoddst eredményez, ami beindit egy ordogi kort (41. 4bra): a
vesebetegség progresszidjat (amit természetesen mads, itt részletesen nem emlitett faktorok
is befolydsolnak). A progresszi6 kronikus vesebetegséghez, hieprtonia kialakuldsahoz
vezet, melyek végiil végstaidiumu vesebetegségbe torkollhatnak, amikor a vesebeteg mar
milvesekezelésre, illetve vesetranszplantdciora szorul. E progressziv folyamat megismerése
és befolyasoldsa (lassitdsa, megakadélyozdsa, netdin megel6zése, illetve visszaforditdsa) a

nephrologia kulcsfeladata.
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9. TEZISEK - UJ EREDMENYEK

Endotélsejtek intakt L-arg - NO rendszere in vitro
L A patkdny mezentérium mikrocirkuldcigjabdl szarmazé venularis endotélsejtek
tobb eNOS izoenzimmel, nagyobb NOS aktivitdssal, magasabb L-arg
koncentracioval rendelkeznek, mint az arteriolaris endotélsejtek. Az L-arg
transzportjaban nincs kiillonbség a két sejttipus kozott. A kiilonbség in vivo is
kimutathat6. L-NMA mindkét sejttipusban csokkenti a NOS aktivitdst és noveli

az intracellularis L-arg koncentraciot.

A dohdnyfiist hatdsa az NO-cGMP utvonalra: cGMP és GSH meghatdrozds dohdnyfiist
modellben
II. Vizsgalataink szerint a dohéanyfiist csokkenti az endotélsejtek nitrogén monoxid
termelését, mely hatds glutationnal kivédheto.
1L A dohanyfiist jelentds mennyiségli formaldehidet tartalmaz, amely nagy

aktivitassal csokkenti a redukalt glutation mennyiségét.

A dohdnyzds hatdsa az endotélsejtek és trombocitdk fehérjeosszetételére

IV.  Nativ poliakrilamid gél elektroforézis vizsgalatokkal igazoltuk endotélsejtek és

/////

A trombocitdk szabad gyok termelése hiperinzulinémidban
V. Kemilumineszcencia alkalmazdsaval kimutattuk, hogy az inzulin ndveli a

trombocitdk NO és szuperoxid anion szabad gyok termelését.

Az L-arg nem enzimatikus glikdcidja
VI. Vizsgdlataink szerint elektron spin rezonancia (ESR) spektroszképia
alkalmazaséval igazolhatd, hogy az L-arg €s a gliikz reakcidba 1ép egymadssal.
VII.  ESR vizsgalatokkal igazoltuk, az L-arg + gliik6z reakcié hdmérséklet fiiggését
is. E mddszer érzéketlensége miatt az L-arg + gliik6z reakcid testhOmérsékleten

nem detektalhato.

VIII. Az L-arg + gliikkéz reakciét a vas elsdsorban redukélt, ferro allapota (Fe2+)

katalizélja.

Kronikus veseelégtelenségben szenvedd betegek plazmdjdanak hatdsa endotélsejtekre
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IX.

A KVB-ben szenved6 betegekbdl szarmazé human plazma 20%-os oldata 6 6ras
inkubdcié utdn varidbilis hatdisi HDMVEC NOS aktivitdsdra. A plazma
csokkenti a sejtek NOS aktivitdsat azokban az esetekben, ahol az ADMA
koncentracid6 magas a beteg plazmdjdban, azonban nem befolydsolja az
endotélsejtek L-arg transzportjat, eNOS enzim mennyiségét és nem jelentdsen
befolyésolja a sejtek L-arg koncentraciéjat. igy az ADMA részben felelds lehet

az eNOS aktivitds gatlasaért endotélsejt tenyészetben, de ebben mads faktor is

szerepet jatszik.

Az urea hatdsa endotélsejtek L-arg transzportjara és NOS aktivitdsdra

X.

XL

XIL

Urémidsokbdl (PD-kezelt betegekbdl és HD-kezelés el6tt) nyert plazma (20%-
ban adva szintetikus médiumhoz, 6 O6rds inkubdcié utan) gatolja az L-arg
transzportot endotélsejt-tenyészetben. A HD kezelés részlegesen megeldzi e
gatlo hatést.

Urémids tartomdanyban észlelhetd koncentraciéji urea gatolja az L-arg
transzportot HDMVEC sejtekben, 6 6rds inkubéci6é utdn. Az urea gatld hatdsa
azonban nem kompetitiv jellegli, mivel akut hatdsban az urea nem befolydsolja
az L-arg transzportot.

Urea 6 6rés inkubécids id6 alatt még nem, mig 7 nap alatt mar gatolja a NOS

aktivitast is endotélsejtekben.

Az L-arg - NO utvonal in vivo vizsgdlata dllatokban - az urea hatdsa

XIIL

Hét napig tart6 nagy mennyiségili diétds urea bevitel nem vezet NO hidnyhoz

egészséges patkanyokban.

XIV. A magas plazma urea szint nem hat a vesekéreg L-arg koncentricidjira, az

XV.

eNOS, vagy az nNOS enzim mennyiségére, illetve a vesekéreg és a cerebellum
NOS aktivitdsara sem.

Hét napig tarté nagy mennyiségli diétds urea bevitel egészséges patkanyokban
nem okoz jelentds véltozast az allatok vesehemodinamikdjdban, nem
befolydsolja a vérnyomdst és az L-NAME okozta presszor-, illetve

vazokonstiktor valaszt sem.

Human vizsgdlatok - IgA nefropdtia és hipertonia
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Endotelialis vasoactiv anyagok; a dohanyzas szerepe

XVL

A cGMP és NOx kozott észlelt kapcsolat alapjan mindketté mérése alkalmasnak

latszik a szervezetben termelddott NO megitélésére.

XVIIL. A vizelettel iiritett NOx és a 24 6rds vérnyomdsmérés dtlagai kozott megfigyelt

Osszefiiggés alapjan a vérnyomds szabdlyozdsdban az NO szerepet jatszhat.

XVIII. A dohdnyzas kapcsan jelent6s mennyiségli NO/NOx jut a szervezetbe, ezért

dohdnyosokndl a vizelet NOx alapjan nem lehet a szervezet NO termelésére

kovetkeztetni.

Ambulans vérnyomasmonitorozas

XIX.

Az ABPM vizsgdlat alapjan a fehér-kopeny hipertonia eldoforduldsi gyakoridga
az IgA nephropétids betegekben hasonlé az 4tlag populédciééval. A non-dipperek
illetve fehérkopeny hiperténidt mutatd normoténids IgA nephropatids betegek

vesefunkcidjanak romlédsa gyorsabb.

Terapia

XX.

Hiperténia esetén az IgA nefropdtia progresszidja a 24  Orés
vérnyomasmonitorozas eredményeire alapozott gyogykezeléssel illetve hosszabb
hatastartami ACE-gatlé illetve Ca-csatorna blokkolé addsdval jobban

mérsékelheto.
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Addendum

. Wagner Laszlo: Az L-arginin - nitrogén monoxid rendszer

szerepe a vesebetegségek progressziojaban
cimii doktori (PhD) - értekezéséhez

ABRAK ES TABLAZATOK JEGYZEKE

ABRAK
1. Az L-arginin metabolizmusa.
2. Az L-arginin-NO rendszer.
3. Az NO befolyasol6 hatdsa a vese hemodinamikara.
4. Arteriolaris endotélsejtek (RMAEC) izoldlasa patkdny mezentériumbol.
5. Patkdny mezentériumbdl izolalt endotélsejtek nativ faziskontraszt mikroszkdpos képe.
6. Patkdny mezentériumbdl izolalt endotélsejtek, oxidalt LDL-felvétel

10.
1.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.

27.
28.

(fluorescens rodamin festés).

Patkdny mezentériumbdl izolalt endotélsejtek, von Willebarnd faktor (VIII-as faktor)
jelenléte (FITC jelolés).

Arterioldris és venuldris endotélsejtek eNOS és B—aktin tartalma.

eNOS és B—aktin — reprezentativ Western blot.

Arteriolaris és venuldris endotélsejtek NOS aktivitasa.

Arteriolaris €s venuldris endotélsejtek L-arginin koncentracidja.

Arteriolaris és venuldris endotélsejtek L-arginin transzportja.

Arteriolaris (AA), venularis (VV), artérias(A), vénas (V) erek eNOS tartalma.

PAEC cGMP termelésének koncentricid-fiiggd gatldsa dohanyfiisttel.

PAEC cGMP termelésének id6fiiggd gatlasa dohanyfiisttel.

GSH védo hatasa PAEC cGMP termelésére dohédnyfiist jelenlétében.

Glutation-fogyas formaldehid hatdsara.

Fehérjecsik (molekulasily: ~270 kD) denzitdsanak eltlinése dohanyfiist-puffer
hatdsara trombocitdkban.

Fehérjecsik (molekulasuly: ~270 kD) 1dofiiggo eltlinése dohanyfiist-puffer hatdsara.
Inzulin-kivéltotta, koncentracio-fliggd kemilumineszcencia trombocitdkban.
Inzulin-kivéltotta, doézisfiiggd kemilumineszcencia trombocitdkban (gorbe — alatti
teriilet).

L-NAME dézisfiiggd gatldé hatdsa az inzulin-kivaltotta kemilumineszcencidra
trombocitdkban.

L-NAME dézisfiiggd gatldé hatdsa az inzulin-kivaltotta kemilumineszcencidra
trombocitdkban (gorbe alatti teriilet).

Szuperoxid  dizmutdz ~ dozisfiiggd  gatld  hatdsa  az  inzulin-kivaltotta
kemilumineszcencidra trombocitdkban.

Szuperoxid  dizmutdz ~ dozisfiiggd  gatld  hatdsa  az  inzulin-kivaltotta
kemilumineszcencidra trombocitdkban (gorbe alatti teriilet).

Arginin és gliikoz reakcidja 90 °C-on.

A vas katalizal6 hatdsa az arginin-gliik6z reakciora.

ESR metodikaval az arginin és gliik6z reakcidja soran keletkezett szabad gyokot nem
lehet kimutatni testhdmérsékleten.



29.
30.

31.

32.

33.

34.

35

37.

38.

39.

40.
41.

L-arginin transzport idofiiggése HDMVEC-ben.

Osszefiiggés a plazma HDMVEC sejtek NOS aktivitdsat befolydsold hatdsa, a plazma
ADMA, SDMA, kreatinin és urea szintek kozott kontrollokban és KVB-ben
szenvedOkben.

HDMVEC Western blot — az eNOS protein mennyiségének valtozdsa 6 6ra, 20%-os
plazmaval tortént inkubécid utdn, kontrollokbdl és krénikus vesebetegekbdl szarmazo,
normdl és alacsony NOS aktivitést kivalt6 plazméval.

Kontrollokbdl és urémidsokbdl (PD-peritonedlisan dializdlt, HD-hemodializalt)
szarmaz6 plazma 20%-os oldatdnak hatdsa 6 Ords inkubécié utin az L-arginin
transzportra HDMVEC, HGEC, BTAEC sejtekben.

Kiilonb6z6 anyagok kompeticidja akut inkubacié sordn az L-arginin transzporterekért
HDMVEC sejtekben.

Urea (25 és 50 mM) és ozmotikus kontrollja (gliikéz, 25 mM és 50 mM) hatdsa
endotélsejtek (HDMVEC, HGEC, BTAEC) L-arginin transzportjara 6 6rds inkubécié
utan.

. Kiilonb6z6 koncentraciéji urea hatdsa az L-arginin transzportra BTAEC-ben.
36.

BTAEC lizatumok reprezentativ Western blot-ja 7 napos inkubdcié utdn szokvanyos
tapfolyadékkal kontroll, vagy 25 mM uredval a szokvanyos tdpfolyadékban, vagy
ozmotikus kontrollként, 25 mM mannitollal a szokvanyos tdpfolyadékban.

Plazma urea szintek 2 egészséges és 3 napig 30%uredval etetett 2 patkdnyban, 24 6ran
keresztiil, 6 6ras idokozokben levett vérmintakbol.

Akut szisztémas NOS gatlds (L-NAME) hatdsa a vérnyomdsra, rendlis vaszkuldris
rezisztencidra, glomeruldris filtracios ratara €s a vizelet natrium iiritésére 7 napig
ureédval etetett dllatokban.

Reprezentativ Western blot — eNOS fehérje pozitiv kontrollban, patkany vesekéreg
homogenizatumbdl (2 kontroll éllat, 3 uredval etetett allat).

Az L-arginin — NO rendszer kdrosodédsa urémidban.

A krénikus vesebetegséghez €s hipertonidhoz vezeté mechanizmus.

TABLAZATOK

1.
2.
3.

bt

Néhdany fontosabb L-arginin metabolit normal szintje emberi plazméban.

Néhany fontosabb L-arginin metabolit normal szintje emberi vizeletben.

A vérnyomds és a vesefunkciés paraméterek KVB-ben szenvedd betegekben és
kontrollokban.

Krénikus vesebetegségben szenveddk és kontrollok plazméjanak hatdsa HDMVEC
sejtek NOS aktivitdsara.

Urémids betegek néhany klinikai és biokémiai jellemzgje.

Urémidsokban el6fordulé koncentracidju ureamennyiség hatdsa a NOS aktivitasra, az
L-arginin transzportra és az intracelluldris L-arginin koncentraciora endotélsejtekben.
Kontroll és 7 napig uredval etetett patkdnyok vizelettel iiritett NO, + NOj3
mennyisége €s a teljes Uritett fehérjemennyiség gylijtott vizeletbdl. Mértiik tovabba a a
plazma urea szintet, az dtlagvérnyomast, a rendlis vaszkuldris rezisztenciat, a rendlis
plazmadramlast, a glomerularis filtracids ratat, a vizelettel tiritett Na mennyiséget és a
vizelet ozmolalitast az akut vesefunkcids vizsgélatok sordan.

In vitro mérések a vesekéregben, kontroll és 7 napig uredval etetett patkanyokban:
vizsgaltuk a szoveti L-arginin koncentraciét, az endotelidlis és neurondlis NOS
fehérjék mennyiségét €s a NOS aktivitast a szolubilis frakcidban.

A vizelettel iiritett NOy, cGMP és ET mennyisége IgA nefropatids betegekben és
egészséges kontrollokban. 24 6rés sterilen gyljtott vizeletbol.



fehérjelebontas » L-NMA, ADMA, SDMA
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' | PRMT
DDAH
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1. abra. Az arginin metabolizmusa. Roviditések: ADK: arginin dekarboxilaz; ADMA: aszimmetrikus dimetil-arginin; AGAT: arginin-glycin amidinotranszferaz;
AL: argininoszukcinat lidz; AtS: arginil-tRNS szintetdz; AS: argininoszukcindt szintetdz; DAO: diaminoxidaz; DDAH: dimetilarginin dimetilaminohidroldz; L-
arg: L-arginin; L-cit: L-citrullin; L-glu: L-glutaminsav; L-NMA: N°-monometil-L-arginin; L-orn: L-ornitin; L-pro: L-prolin; NO: nitrogén monoxid; NOS:
nitrogén monoxid szintetdz; OAT: ornitin aminotranszferdz; ODK: ornitin dekarboxildz; OTK: ornitin transzkarbamildz; PRMT: protein-arginin metiltranszferaz;
P5C: pirrolin-5-karboxildt; SDMA; szimmetrikus dimetil-arginin. Az OTK enzim csak hepatocitdkban €s vékonybél epitelidlis sejtekben fordul el6. Az édbra
kozepén a szaggatott kor az urea ciklust jelzi. (Az dbra az ismert interakcidkat az attekinthetoség kedvéért nem mutatja; ezeket lasd a szovegben).



2. abra: Az L-arginin-NO rendszer
L-Arg
/inhibitorok\ / stimulatorok

¥ eNOS
L-Arg + NADPH + O, > NO + L-Cit + NADP”"

Ca**, CaM, BH,, FAD, FMN

célsejtek
- ---» L-Arg transzport I

NOy
(ONOQO, nitrozilacio)



3. abra: Az NO befolyasol6 hatasa
a vese hemodinamikara

(Raij és Baylis, 1995, Kone és Baylis,
1997 és Aiello és mtsai., 1997 nyomaén)

Weuronélis NOS

Endotelialis NOS

Indukélhatd NOS
Az arteriola afferens
ténusanak moduléciéja
Arenin elvalasztasa- > Pec, Q,

A “mezapgiélis tonus" __
moduléciéja

wCcrcaoamsEsor o

Antitrombogén hatas

nak befolyasolasa /
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Glomerularis koefficiens (K)
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mezangiélis

forgalma

YNNI




4. abra: Arteriolaris endotélsejtek (RMAEC) izolalasa patkany mezentériumbol

1. A vénas halozat feltoltése
vasrészecskékkel

A vasrészecskékkel
toltott vénas szegmensek

eldobasa
2. Szovetek

em—
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3. Orlés il 3 vasmentes artérias centrifugals
- szegmensek és
— . ) szabad sejtek
4. Kollagenaz 5. Avasrészecskekkel 7. Anti-PECAM-1
kezelés toltott erek magneses Dynabead
elkiilonitése hozziadasa

inkubacio

9. A gydngyokhoz kétott ‘J
sejtek reszuszpenzioja |
Sejttenyésztés és tapfolyadékban
az endotélsejtek *+—— T | 47—
identifikalasa 10. Sejttenyésztés 8. A gyongyokhoz

flaskakban A tébbi sejt kotott sejtek magneses
eldobasa elkulonitése




5. abra: Patkany mezentériumbdl izolalt endotélsejtek

nativ faziskontraszt mikroszkopos képe




6. abra: Patkany mezentériumbdl izolalt endotélsejtek,

oxidalt LDL felvétel (fluorescens rodamin festés)

A. Arteriolaris endotélsejtek (RMAEC)




7. abra: Patkany mezentériumbdl izolalt endotélsejtek,

von Willebrand faktor (VIII-as faktor) jelenléte (FITC jelilés)

A. Arteriolaris endotélsejtek (RMAEC)




8. abra: Arteriolaris és venularis endotélsejtek eNOS és B-aktin tartalma

IOD (az arteriolaris érték %-a)
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9. abra: eNOS és B-aktin - reprezentativ Western blot

RMAEC RMVEC

140 kDa - G P etv0S

42 kDa ~- —sa B-actin



10. abra: Arteriolaris és venularis endotélsejtek NOS aktivitasa
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11. abra: Arteriolaris és venularis endotélsejtek L-arginin koncentraciéja

800 - , .
I Venularis * #

200 - I Arteriolaris

600 -
500 -
400 -
300 -

200 -

L-arginin koncentracio (uM)

100 -

0 .
Kontroll +L-NMA



12. abra: Arteriolaris és venularis endotélsejtek L-arginin transzportja

=y

o

o

o
|

=mmm \/enularis
mmmm  Arteriolaris

800 -

600 -

400 -

200 -

o

L-arginin transzport (pmol/min/mg protein)

50 uM 500 uM
L-arginin L-arginin



13. abra: Arteriolaris (AA), venularis (VV), artérias (A) és vénas (V) erek
eNOS tartalma
(minden csoportban 2-2 minta, a mintak 10-10 patkany mezentériuma ereinek homogenizatumai,

45-45 ug ossz-fehérje/oszlop)

MS pozitiv
(kD) AA VVA v kontroll
— — — ——“

53 —



14. abra: PAEC ¢cGMP termelésének koncentracio-fiiggo gatlasa dohanyfiisttel
(Puffer= Krebs-HEPES puffer, SB= dohanyfiist puffer, BK= bradikinin)

c¢GMP koncentracio (nmol/mg protein)

14

Puffer 2 % SB 5% SB 10%SB 50% SB 100 % SB
+ BK + BK + BK + BK + BK + BK



15. abra: PAEC cGMP termelésének idofiiggo gatlasa dohanyfiisttel
(Puffer= Krebs-HEPES puffer, SB= dohanyfiist puffer, BK= bradikinin)

cGMP koncentracié (nmol/mg protein)
o = NN W H OO0 O N OO ©

Puffer 10 min SB 20 min SB 30 min SB
+ BK + BK + BK + BK



16. abra: GSH védo hatasa PAEC cGMP termelésére dohanyfiist jelenlétében
(Kontroll= bradikinin Krebs-HEPES puffer-oldatban, SB= dohanyfiist puffer)

18j
16 |
14 &
12 ¢
10 ©

cGMP koncentracié (nmol/mg protein)

o NN A O O
1 T T T T T

Kontroll + SB + SB + SB
+0.05mMGSH +2mM GSH



17. abra: Glutation-fogyas formaldehid hatasara

R=-0.99

Maradék glutation (mM)

0O 3 6 9 12 15

Formaldehid (mM)



18. abra: Fehérjecsik (molekulasuly:
~270 kD) denzitasanak koncentracio-
fiiggo eltiinése dohanyfiist-puffer
hatasara trombocitakban.

100
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~ 60 -
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N
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= 40 -
P
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20 1
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0 10 20 30 40 50
SB koncentracioja Krebs-HEPES pufferben (%)



19. abra: Fehérjecsik (molekulasuly: ~270 kD)
idofuggo eltiinése dohanyfiist-puffer hatasara.
Ot perces inkubacio soran GSH (5 mM)

kivédi

ezt,

mig GSSG (5 mM) tovabb

csokkenti a fehérje denzitasat PAEC-ben.

Denzitas (0/0)

100® @ dohanyfust-puffer
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20. abra: Inzulin kivaltotta, koncentracio-fiiggé kemilumineszcencia
trombocitakban

140 e3 -

Fenykibocsatas (CPM)

Ido (min)
inzulin koncentracio:
A= , B = 8.4 nmol/l, C = 840 pmol/l, D = 84 pmol/l, E = kontroll.



21. abra: Inzulin-Kkivaltotta, dozisfiiggé6 kemilumi-
neszcencia trombocitakban. Az inzulin-Kivaltotta
kemilumineszcencia gorbe alatti teriiletei (area
under curve). 100%-nak vettiikk a 84 nM inzulin-
kivaltotta kemilumineszcenciat.

1000 1

800 1

600 4

400 1

200 1

Area under curve (%)

0 — Ty

2 3 4 5 6
log inzulin (nmol/l)



22. abra: L-NAME dézisfiiggo gatlo hatasa az

inzulin-kivaltotta kemilumineszcenciara trombocitakban
600 e3 1

Fenykibocsatas (CPM)

Ido (min)

A = 840 nmol/l inzulin kontroll. Hozzaadott L-NAME koncentraciok:
B =4 mmol/l, C =2 mmol/l, D = , E=0.5 mmol/l.



23. abra: L-NAME dozisfiiggé gatlo hatasa az
inzulin-Kkivaltotta kemilumineszcenciara, trombo-
citakban. Az inzulin-kivaltotta kemilumineszcencia
gorbe alatti teriiletei (area under curve). 100%-nak
vettik a 840 nM inzulin-kivaltotta kemilumi-
neszcenciat.

140 1

120 1

100 ./._.

Area under curve (%)

L-NAME (mmol/I)



24. abra: Szuperoxid dizmutaz dozisfiiggo gatlo hatasa az inzulin-

kivaltotta kemilumineszcenciara trombocitakban
800 e3

Fenykibocsatas (CPM)

Ido (min)
A = 840 nmol/l inzulin kontroll. Hozzaadott SOD koncentraciok:
B=1441TU/L,C=721IU/L, D=



25. abra: Szuperoxid dizmutaz dozisfiiggé gatlo
hatasa az inzulin-kivaltotta kemilumineszcenciara,
trombocitakban. Az inzulin-kivaltotta kemilumi-
neszcencia gorbe alatti teriileter (area under curve).
100%-nak vettik a 840 nM 1nzulin-kivaltotta
kemilumineszcenciat.
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100 1

(0 0]
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26. abra: Arginin és gliikoz reakcioja 90°C-on (ESR
gorbék; a nyil a térero iranyat és nagysagat jeloli: 5
mT)

1000 mM eliikéz

1000 mM arginin

1000 mM gliikoz + 1000 mM arginin



27. abra: A vas katalizalo hatasa az
arginin-gliikoz reakciora

koncentracio (a.u.)

Log gyok

10

5

Vas nelkiil

60 65 70 75 80 85 90

Hémérseéklet (°C)



28. abra: ESR metodikaval az arginin és gliikoz

. e i

reakcioja soran keletkezett szabad gyokot nem

lehet kimutatni testhomérsékleten.

L

i

acClo

Az ESR érzékenysége

Log gydkkoncentr

testhdmérséklet

|w 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
90 80 70 60 50 40 30 20

Hémérséklet ( °C)



29. abra: L-arg transzport idofiiggése HDMVEC-ben

L-arginin transzport
(pmol/perc/mg tehérje)

1500 -
1250 -
1000 -
750 -
500 -

250 -

0

0 2 4 0 8 10
Idd (perc)



30. abra: Osszefiiggés a plazma HDMVEC sejtek NOS
aktivitasat befolyasolé hatisa, a plazma ADMA, SDMA,
Kreatinin és urea szintek kozott kontrollokban és KVB-ben
szenvedokben. KVB-N: normal, KVB-A: alacsony NOS-
aktivitasu csoport. *p<0.05 kontrollokhoz viszonyitva,
#p<0.05 a normal NOS-aktivitasu csoporthoz viszonyitva.
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31. abra: HDMVEC Western blot - az eNOS protein
mennyiségének valtozasa 6 ora, 20%-os plazmaval tortént
inkubacié utan, Kkontrollokb6l ¢és kronikus vesebetegekbol
szarmazo, normal (KVB-N) és alacsony (KVB-A) NOS aktivitast
kivalto plazmaval. (A) Az egyes Kisérletekhez tartozo

o

sejtlizatumok eNOS tartalma. (B) Az 0ssz eNOS-denzitas (IOD) a

kiilonb6zo csoportokban (atlag + SE).
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32. abra: Kontrollokbél és urémiasokbol (PD -
peritonealisan dializalt, HD - hemodializalt) szarmazo
plazma 20%-os oldatanak hatasa 6 oras inkubacié utan
az L-arg transzportra HDMVEC, HGEC, BTAEC
sejtekben. Az ires oszlopok az L-NMA (5 mM)
jelenlétében mért ért€kekekt mutatjak. (* p<0.01 vs kontroll,

#p<0.05 vs pre-HD)

x
-] HDMVEC
= Py —
120 4 * u.m #
e HGEC
40 -
0 ] Fmanmeoed' ——— = quamang
160 -
- - BTAEC
i hIER. N s

Kontroll PD pre-HD poszt-HD

250 1
200 -
150 4
100 A
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120 A

L-arginin transzport (pmol/perc/mg fehérje)

80 -

40 -




33. abra: Kiilonb6z6 anyagok kompeticigja akut inkubacio soran az L-arg transzporterekért

HDMVEC sejtekben (¥p<0.05 vs kontroll)
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L-arginin transzport
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Kontroll L-NMA L-NAME ADMA  ADMA  ADMA D-arg L-lizin Urea
2mM 2mM 2.5uM 10uM 0.1mM 2mM 2mM 25mM



34. abra: Urea (25 és 50 mM) és ozmotikus kontrollja (gliikoz,
25 mM és 50 mM) hatasa endotélsejtek (HDMVEC, HGEC,
BTAEC) L-arg transzportjara 6 oras inkubacio utan (*p<0.05
vs kontroll). Az iires oszlopok 5 mM L-NMA-val tortént

koinkubacio eredményét mutatjak.
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Az urea hatasa az L-Arg transzportra,
% -os valtozas

[
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-30 _

urea(mM) 1 5 15 25
glukéz (mM) 6.5 10.5 20.5 30.5



36. abra: BTAEC lizatumok reprezentativ
Western blot-ja 7 napos inkubaciéo utan
szokvanyos tapfolyadékkal kontroll (Kontroll: 2.
és 5. oszlop), vagy 25 mM ureaval a szokvanyos
tapfolyadékban (Urea: 4. és 7. oszlop), vagy,
ozmotikus Kkontrollként, 25 mM mannitollal a
szokvanyos tapfolyadékban (Mannitol: 1., 3. és
6. oszlop).

| Mannitol
l Kontroll
I Mannitol
l Urea

l Kontroll
' Mannitol

©
e
-2
e | —— ©eNOS
(140 kD)

R ——,  — [-akKtin
(42 kD)

1 2 3 4 5 6 7 oszlop #



37. abra: Plazma urea szintek 2 egészséges (iires szimbolumok, szaggatott vonalak, n=2) és 3 napig
30% ureaval kiegészitett tappal etetett 2 patkanyban (telt szimboélumok, folytonos vonalak), 24h-an

keresztiil, 6h-as idokozokben levett vérmintakbol.

35,7 -
’2‘\ 28,61 + urea
= a diétaban
= .4
§ )
=
<
S 14,3
N
L
’ 4 < === kontroll
N — A
0 I T
4 8 12 24



38. abra: Akut szisztémas NOS gatlas (L-NAME)
hatasa a vérnyomasra (RR, fels6é panel), renalis
vaszkularis rezisztenciara (RVR, masodik panel),
glomerularis filtracios ratara (GFR, harmadik panel) és
a vizelet natrium iiritésre (Uy,V, also panel) 7 napig

ureaval etetett allatokban (n=6). *: P<0.05.
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. .mr 0.4 .
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.M a 0.2 | 1
- ¥

N i 1A

alapallapot t L-NAME

(magas plazma urea)



39. abra: Reprezentativ Western blot - eNOS fehérje
pozitiv kontrollban (75 pg fehérje BTAEC lizatumbol);
100 ug fehérje patkany vesekéreg homogenizatumbol (2
kontroll allat, 3 ureaval etetett allat). Ugyanezen a
mebranon elvégeztilk a [(-aktin Kimutatast is, ami az
egyforma ossz-fehérje felvitelt tiikrozi.

pozitiv vesekéreg
kontroll kontroll ureaval etetett

QI e e < ot
(140 kD)

p————— — P-aktin

(42 kD)



L-arg termelés (2)

e.c. L-arg

inhibitorok > | | L-arg transzport

€) .
i.c. L-arg

stimulitorok | INOS | (1)

3)
4_‘ 5)

célsejtek

ZOM

40. abra:
Az L-arg — NO rendszer karosodasa urémiaban

« L-arg — NO tengely

Hmmﬂm:r?r%m:o:_mﬂ:ﬁofmw_m_oﬁiamz
Nmoww,w::mfﬁo_:mq|?ow_@:r-ﬁﬁqﬁm::m_mm
3. emelkedett citokin-termelés

4. L-arg analogok

5. az NO fizikai, kémiai dllapotanak megvaltozasa




41. abra: A Kkronikus vesebetegséghez és hipertoniahoz
vezeto mechanizmus

Baylis €s mtsai.,
1992

funkcionalis
NO hiany vesekarosodas

Schmidt és mtsai.,
1999, 2000



plazma koncentracio irodalmi adatok
L-arginin 60-120 uM 21
74 +5uM 93
125+5,5uM 197
80-100 uM 248
68 + 10 uM 263
81+13 uM 264
L-citrullin 50 £ 8,6 uM 197
37 +3 uM 216
30-40 uM 248
30+ 3 uM 263
26+2 UM 264
L-ornitin 1117 uM 197
65+3 uM 216
NC-hydroxy-L-arginine (NOHA) 9 uM 314
NO (szabad) ~3 M 277
ADMA 0,41 +0,09 uM 7
0,36 + 0,08 uM 8
0,73 0,06 uM 93
1+0,1 uM 145
0,5-1 uM 169
1,15+0,13 uM 248
0,4 +0,1 uM 263
0,4+ 0,08 uM 204
SDMA 0,379 £0,104pM |7
0,37 £0,11 uM 8
0,5+ 0,04 uM 93
0,8+ 0,1 uM 145
0,14 + 0,04 uM 263
0,12+ 0,02 uM 264
L-NMMA nem detektalhatd 263
agmatin 0.29 £0.04 uM 112

1. Tablazat: Néhany fontosabb L-arg metabolit normal szintje emberi plazméaban




vizelet koncentracio irodalmi adatok
L-arginin 19-54 umol/g kreatinin 135
18,3+ 9,35 umol/24 h 188
L-ornitin 8-26 umol/g kreatinin 135
ADMA 41,5+ 10,9 umol/24 h 7
27-64 pmol/g kreatinin 135
0,41 £ 0,09 pmol/24 h 188
13,5+ 3,1 mg/24 h 248
SDMA 38,9+9,75 umol/24 h 7
31-63 pumol/g kreatinin 135
0,38+ 0,1 umol/24 h 188

2. Téblazat: Néhdny fontosabb L-arg metabolit normadl szintje emberi vizeletben
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4. tablazat: Kronikus vesebetegségben szenvedok és kontrollok plazmajanak

hatasa HDMVEC sejtek NOS aktivitasara

NOS aktivitas (pmol/perc/mg fehérje)

alap dexametazon utan

Kontroll atlag: 18.3t1.9 18.412.1

A KVB-ben szenvedok plazmajanak hatasa

(individualis értékek):

1 (Wegener g.) 13.2140.9% 13.84.1%
2 (DM) 18.510.819.0%1.3

3 (DM) 12.641.8%* 14.141.1%
4 (CIN) 16.8+£1.915.6%1.5

5 (GN) 18.2+1.018.7+0.9
6(IgA) 15.140.5% 14.341.1%
7 (DM) 19.5+1.319.0%2.5

8 (GN) 15.942.516.1+2.3
9 (FSGS) 13.941.2% 14.141.1%
10 (DM) 14.041.3% 13.941.4%
11 (OBN) 16.4+1.915.5%2.1

(* Az alacsony NOS aktivitdsd csoportba tartozok dolt betiivel szedve.)

A KVB-ben szenvedok plazmajanak hatasa (atlagok):
Ossz beteg: ~ 15.8+1.4 15.8+1.5
Alacsony NOS: 14.0£1.3 13.9+14
Normalis NOS: 17.6x1.6 17.3%1.8
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e se s

aktivitasra (pmol L-arg konverzidja L-citrullinna/perc/mg fehérje), az L-arg transzportra
(pmol L-arg transzportja/perc/mg fehérje) és az intracellularis L-arg koncentraciéra (WM;
szamolva umol/g ossz sejtfehérje és 1 mg sejtfehérje=6 ul intracellularis volumen /Zinc et
al., 1993/ felhasznalasaval). *p<0.05 vs kontroll. A zaréjelben a 2 mM L-NMA hozzaadasa

utani értékeket tiintettiik fel.

Sejttipus Kontroll 25 mM urea Mérés
(25 mM glukéz)

6 oras inkubacio utan

HDMVEC | 13.4+1.9 (1.6+0.2) 13.6+1.8 (1.940.3) | NOS aktivitas
HGEC 16.4%1.1 (2.440.7) 14.941.7 (2.610.7)

BTAEC 150342 1 (2.9+1.0) 21.542.4 (2.840.8)

BTAEC 743135 717428 L-arg koncentracio
Kontroll 25 mM urea
(25 mM mannitol)
7 nap inkubacié utan
HDMVEC | 228427 (2018) 148+17 (19£7)* L-arg transzport
HDMVEC | 17.4£1.1 (2.1+0.4) 13.1£0.5 (1.8+0.3)* | NOS aktivitas

BTAEC 1,136£50 1,326£52 * L-arg koncentracié
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