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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

BMI body mass index (testtomegindex)

BSA bovine serum albumin (marha szérumalbumin)

cGMP ciklikus guanozin-5’-monofoszfat

CGMS Continuous Glucose Monitoring System (folyamatos cukormonitorozé
késziilék)

DFP dohanyfiist puffer

eNOS endotelidlis nitrogén monoxid szintdz

frukt fruktézamin

GSH redukalt glutation

HbA,. hemoglobin A,

H,0, hidrogén-peroxid

NO nitrogén-monoxid

NOS nitrogén-monoxid szintdz

NUC non-uremic calciphylaxis (nem urémids kalcifilaxis)

PBS phosphate buffer solution (foszfat puffer oldat)

ROS reactive oxygen substrate (reaktiv oxigén szarmazék)

SDS PAGE sodium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis

SEM standard error of the mean (az atlag standard hibdja)

SSA sulfosalicylic acid (szulfoszalicilsav)



2. OSSZEFOGLALAS

Napjainkban a 2-es tipusu diabétesz mellitusz egyre kifejezettebb térhdéditdsanak vagyunk
szemtanii. A kezelési lehetOségek fejlodésének kovetkeztében a betegek leggyakoribb
haldlokai ma mér a kardiovaszkulédris szovodmények. Az érrendszer karosoddsa mar a
diabéteszt megel6z0 allapotok kifejlodésekor elkezdddik és mindvégig progressziv marad.
Emiatt napjainkban a diabetolégia egyik legnagyobb kihivdsa a kardiovaszkuldris
szovodmények megeldzése €s progresszidjanak lassitdsa. Munkdnk sordn egyrészt a
folyamatos cukormonitorozdson alapulé személyre szabott terdpidnak a jobb glikémids
kontroll és ezéltal a szovidmények rizikdjdnak csokkentésében betoltott szerepét igazoltuk.
Jol ismert az oxidativ stressznek a diabétesz mellitusz patogenezisében és szovodményeinek
kialakuldsdban betoltott kozponti szerepe. Tovéabbi kisérleteink sordn a vaszkuldris
szovodmények hatterében 4116 oxidativ stressz monitorozdsanak egy Uj lehetdségét dolgoztuk
ki. Emellett endotélsejteken végzett kisérleteinkkel az érszovodmények tovabbi major
rizikofaktoranak szamité dohdnyzds endotéldiszfunkciét okozé hatdsdnak eddig ismeretlen
mechanizmusét igazoltuk. Esettanulmdnyunk pedig egy mdsik vaszkuldris szovédmény, a

kalcifilaxis irreverzibilis és progressziv voltat mutatja be.

3. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

3.1. Diabéteszes betegeknél terdpids célunk a szoros glikémids kontroll, a szénhidrat-
anyagcsere célértékeinek elérése. A szoros glikémids kontroll Ohatatlanul egyiitt jar a
hipoglikémidk szdméanak emelkedésével, melyek jol ismert negativ hatdsuk miatt
prognosztikai szempontb6l kedvezdtlen hatastiak. Emiatt igen fontos az egyénre szabott
terapids célok és gliikometabolikus célértékek meghatirozasa. A vércukorszint-ingadozédsok a
diabétesz szovodményeinek kialakuldsdaban kozponti szerepet jatszanak, igy ezek kimutatdsa
igen nagy jelentéséggel bir. Azonban a betegek dltal végzett rendszeres vércukor onellendrzés
mellett jelentdsebb vércukorszint-ingadozdsok is rejtve maradhatnak. A megoldast a gliikéz-
szenzorok kifejlesztése €és a folyamatos cukormonitorozds bevezetése jelentette.
Vizsgalatunk célja a CGMS késziilékkel végzett cukorszint-monitorozds elonyeinek
meghatdrozdsa volt a hagyomanyos ujjbegyi vércukorméréshez képest. Vizsgéltuk, hogy a

CGMS mennyivel alkalmasabb a vércukor ingadozasok kimutatdsdra, kiilonos tekintettel a



beteg éltal nem észlelt, tiinetmentes hipoglikémidkra €s segit-e cukorbetegeknél a jobb

anyagcsere allapot elérésében.

3.2. A reaktiv oxigén szdrmazékok (ROS) szdmos fiziol6gids és patoldgids folyamatban
betoltott kozponti szerepiik miatt az utébbi idoben a kutatok érdeklodésének kozéppontjaba
keriiltek. Diabétesz mellituszban a hiperglikémia kivéltotta szovOdmények 1étrejottében a
fokozott oxidativ stressz kozponti szerepe feltételezhetd. A diabéteszes mikro-, és
makrovaszkuldris szovodmények kialakuldsanak alapjat az endotéldiszfunkcié képezi,
melynek hatterében a hiperglikémia indukalta fokozott oxidativ stressz és az endotelidlis
nitrogén-monoxid (NO) termelés szekunder csokkenése all. Hidrogén-peroxid (H,0O,) az
emberi szervezetben szdmos biokémiai oxiddcids folyamat melléktermékeként keletkezik.
Egy viszonylag stabil ROS, mennyisége az emberi szervezetben néhany umol/l- re tehetd.
Elektroaktiv molekula, 1igy mérésére amperometrids enzimelektrédokkal torténd
voltammetrids méréseket is kifejlesztettek. Vizsgdlatunk célja egy, a mindennapi gyakorlatban
hasznalt elektroenzimatikus gliik6z-szenzor gliikkdz-oxiddz enzimének inaktivéldsaval egy uj,
H,0O;-ra specifikus szenzor 1étrehozdsa volt. Ezt kovetden az igy létrehozott H,O,-szenzor
szenzitivitasat, specificitdsat és a H,O, detektdlas als6 méréshatarat vizsgaltuk. A kisérletek
kovetkezd féazisdban az ujonnan létrehozott szenzor segitségével in vitro borju szérum
albumin (BSA) és human plazmamintiban, valamint egészséges és diabéteszes patkdnyban

terveztuk a H>O; szint in vivo mérését.

3.3. A dohédnyzas okozta endotéldiszfunkci6 patomechanizmusdnak kutatdsa a Pécsi 1I. sz.
Belgyogyaszati Klinikdn hosszd multra tekinthet vissza. A dohdnyfiist nagy mennyiségii
szabad gyok, prooxidans és aldehid tartalma révén okoz endotélsejt karosoddst. Régota
ismert, hogy a dohdnyzds a NO termelésének és bioldgiai hozzaférhetdségének csokkentése
révén vezet az endotélfiiggd vazodilaticié karosoddsahoz, melynek pontos mechanizmusa
ismeretlen volt. Ma mér ismert tény, hogy a cigarettafiist az L-arginin-eNOS-NO-cGMP
jelatviteli dtvonal befolydsoldsa utjan okoz endotéldiszfunkciét. Az endotelidlis NO termelés
tobbek kozott az endotelidlis nitrogén-monoxid szintdz enzim (eNOS) posttranszlacios
modifikaci6jatol is fiigg, melyet szamos egyéb faktor mellett az enzim tobbszoros
foszforildcidja befolydsol. A szabdlyozds egy rendkiviil Osszetett, szdmos protein-kindz és
protein-foszfatdz mukodését involvalé folyamat. Az intracellularis redox homeosztazis

fenntartdsaban a glutation rendszer (GSH/GSSG) kozponti szerepe jol ismert.



Kisérleteink célja a cigarettafiist akut hatdsdnak in vitro vizsgdlata volt endotélsejteken.
Kisérleteink sordn a cigarettafiistnek az eNOS enzim aktivdlé és gétlo foszforilacidjara
kifejtett hatdsat terveztiik vizsgdlni. Tovabbi kisérleteinkkel az antioxiddns hatdsu GSH-nak

az eNOS enzim mukodésére kifejtett pozitiv, védo hatdsat kivantuk igazolni.

3.4. A végtagi gangréndk hatterében ritkdn eléforduld, potencidlisan életveszélyes klinikai
entitds a kalcifilaxis. Leggyakrabban urémids és/vagy hiperparatiredzisos betegeknél alakul
ki, azonban az utébbi idében egyre gyakrabban mutathaté ki normdl vesefunkcié és
mellékpajzsmirigy mikodés mellett is, az entitdst nem urémids calcifilaxisnak (non uremic
calciphylaxis, NUC) nevezziik. Ujabb adatok szerint kialakuldsaban szerepet jitszhat a
hipofetuinémia. A korkép lényege a kis és kozépnagy artéridk tunika médidjanak és a
kotészovetnek a kalcifikdcidja €s az intima proliferacidja, melynek kovetkezménye szoveti
iszkémia és nekrdzis kialakuldsa. Esetbemutatisunkkal az irodalomban elsOként tettiink
emlitést hasnydlmirigy-vese transzplanticié utdn, a diabétesz és az urémia klinikai

remisszidjanak fazisaban kalcifilaxis megjelenésérol.



4. BETEGEK, ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. A Pécsi II. szamu Belgydgyaszati Klinikdn 2003. februarjatol a Lilly Hungaria Kft. altal
tdmogatott orszagos klinikai vizsgalat keretében inzulinkezelt cukorbetegeknél végeztiink 96
ordas CGMS monitorozast. Méréseinkhez a MiniMed Medtronic altal kifejlesztett CGMS
késziiléket haszndltuk. A vizsgalat keretében 29 cukorbetegnél végeztiink Onkontrollos
monitorozast (58 mérés). Olyan, intenziv-konzervativ inzulinkezelésben részesiilo
cukorbetegeket vizsgaltunk, akik megfeleléen edukdlhatéak voltak, azonban emellett nem
megfeleld glikémids statusszal rendelkeztek. Két betegiinknél inzulinpumpa mellett végeztiik
a monitorozdst. A betegek nagyobb része 1-es tipusi (n=25), kisebb hdnyada 2-es tipusu
(n=4) cukorbeteg volt. Klinikai jellemzdik (atlag =+ SEM): életkor: 38 * 3,2 év; testtomeg:
71,4 £ 2,2 ttkg; testmagassag: 170 + 2 cm; testtomeg-index (BMI): 24,5 + 0,6 kg/mz;
szisztolés vérnyomads: 123 + 2 Hgmm; diasztolés vérnyomas: 74 + 2Hgmm; hemoglobin A,
(HbA.): 8,44 + 0,34 %; fruktézamin (frukt): 388 + 15 pmol/l; 6ssz-inzulindézis: 49 + 3
E/nap; testtomegre vonatkoztatott inzulindézis: 0,70 £ 0,04 E/ttkg/nap. A kontroll CGMS
monitorozdsra az els6 mérést kovetden atlagosan 7,6 hoénappal keriilt sor. A két mérés
eredményeit Osszehasonlitva vizsgaltuk az elvégzett terapiamddositds sz€nhidrat-anyagcserét

befolyasol6 hatasat.

4.2. Kisérleteinkhez a MiniMed Medtronic CGMS késziilékéhez tartozé elektroenzimatikus
glilkoz-szenzort haszndltuk. A t alaku szenzor az intersticidlis glilkéz enzimatikus bontédsa
soran keletkezd, a gliikézszinttel ardnyos H,O,-t detektdlja. A szenzor az amperometrids
detektdlashoz sziikséges mindharom elektrédot (munka-, ellen-, és referencia elektrod)
tartalmazza, felépitésérdl és készitésének technoldgiai hatterérdl pontos informéciéval nem
rendelkeziink. Voltammetrids méréseink sordn a szenzorhoz kapcsol6dé6 CGMS késziiléket
egy elektrokémiai mérddllomassal helyettesitettiik. A szenzor €s a mérdallomds kozti
kapcsolatot specidlis, sajat készitésli ,,0sszekottetéssel” oldottuk meg. A szenzor gliikkoz-
oxiddz enzimét foszfat puffer (PBS) oldatban oldott 5-szulfoszalicilsav-2-hidrattal (SSA)
inaktivaltuk és tovabbi kisérleteink sordn az igy létrehozott ,,inaktivalt” H,O,-szenzor
alkalmazhatdsdgat vizsgaltuk. Voltammetrids méréseinket folyamatos keverés alatt 4116 PBS
oldatban, marha szérum albumin (BSA) oldatban és huméan plazma mintdkban, valamint
altatott Wistar patkdnyok szubkutdn zsirszovetében végeztiik. Kisérleteinkhez 250-300g

tomegli, harom hénapos életkord him Wistar patkdnyokat alkalmaztunk. A kisérleti allatok



egy részE€t intraperitonedlisan beadott streptozotocinnal kezeltik (70mg x kg') azon
patkanyokat, melyek vércukorszintje meghaladta a 13 mM koncentriciét, diabéteszesnek

tekintettiik. A patkdnyok altatdsét uretannal végeztiik.

4.3. Kisérleteinkhez egér endotelioma sejteket hasznaltunk (LGC Promochem, Taddington,
UK). A dohényfiistpuffert (DFP) munkacsoportunk korabbi kisérleteivel megegyez6 modon
filteres cigaretta fiistjének (Camel; R.J. Reynolds Tobacco) egy vakumcsdszivattyd
segitségével Krebs pufferbe torténd szivatdsaval éllitottuk eldé. A dohanyfiist id6-, és
koncentraciofiiggd akut hatdsdnak vizsgalatdhoz a sejteket 37 C-on Krebs-pufferrel (kontroll)
vagy dohéanyfistpufferrel (DFP) inkubdltuk tobbféle koncentracioban (5-50%) és
iddintervallumokban (5-30 perc). Tovabbi kisérleteink sordn antioxidans eldkezelést
alkalmaztunk redukdlt glutationnal (GSH). Kisérleteink sordn Western blot analizist
alkalmaztunk és az eNOS enzim DFP hatédsara létrejovo aktivalo (P-Ser(1177)-eNOS) és gatlo
(P-Thr(495)-eNOS) helyen torténd foszforildcidjdnak mértékét vizsgaltuk. A detektalt fehérje

mennyiségét minden esetben az eNOS fehérjére korrigaltuk és a kontrollhoz viszonyitottuk.



5. EREDMENYEK

5.1. Az els0 méréskor az Osszes betegre vonatkoztatva a CGMS dltal a teljes mérési
periddusban mért cukorértékek atlaga 8,3 + 1,8 mmol/l, a betegek éltal ujjbegybdl mért
vércukorértékek atlaga pedig 8,7 £ 2,1 mmol/l volt és a kettd jol korreldlt egymadssal (r =
0,682; p<0,001). Az els6 mérés eldtt a betegek atlagos HbA . szintje 8,44 + 1,79 %, frukt
szintje 388 + 79 umol/l volt. A kétféle modszerrel mért cukorértékek és a hosszd tava
szénhidrat-anyagcsere paraméterek kozott minden esetben pozitiv korreldciét taldltunk
(p<0,05). A hiperglikémidk atlagos szdma 8 eset/966ra/beteg, a hipoglikémidk atlagos szdma
7 eset/966ra/beteg volt, melybdl 3 eset/966ra/beteg tiinetmentes hipoglikémia volt. A legtobb
betegnél szimptémads és aszimptomads hipoglikémidk egyarant eléfordultak Az Osszes mérés
eredménye alapjan az els6 méréskor az &atlagos hiperglikémids iddindex (a teljes mérési
id6tartambdl hiperglikémidban toltott id6) 27,85%, az atlagos hipoglikémids idéindex (a teljes
mérési idotartambdl hipoglikémidban toltott id0) pedig 12,11% volt. A betegeknél az elsd
monitorozds eredményeit figyelembe véve a kezelést egyénre szabott médon mddositottuk.
Huszonot betegnél a kezelés CGMS monitorozas alapjan végzett célzott médositdsa utin a
HbA . 9,5%-0s (p=0,001), a frukt 6,7 %-os (p=0,017), a CGMS dltal mért cukorértékek
1,96%-0s (p=0,324) és az ujjbegyi vércukorértékek 2,5%-os (p=0,573) dtlagos csokkenését
észleltiik a kiindulasi értékhez képest. Mindez a betegek inzulindézisdnak 7,3%-os (p=0,742),
szénhidratbevitelik 6,6%-0s (p=0,191) atlagos csokkenésével jart. Ekozben a betegek
testtomege (+0,8%; p=0,296) és BMI-je (+1,2%; p= 0,244) sem véltozott szignifikdnsan.

Négy, nem kooperal6 betegiinknél az anyagcsere-allapot romlasat észleltiik.

5.2. Elséként a CGMS szenzor gliik6z-, és H,O,-érzékenységét vizsgaltuk amperometrids
modszerrel. Tobbszori azonos mennyiségli gliik6z és H,O, hozzdaddsat kovetden az dramjel
linedris novekedést mutatott. A kalibracids gorbék alapjan megéllapithat6 volt, hogy a szenzor
H,0;-szenzitivitdsa megkozelitéleg négyszazszor nagyobb mint a gliikkéz-érzékenysége.

Ezt kovetéen a szenzort 5%-os SSA oldatban 30 percig inaktivaltuk. Amperometrids
mérésekkel igazoltuk, hogy az enzim inaktivicidjat kdvetden a szenzor glikkozra egyaltaldn
nem érzékeny. Aszkorbinsav hozzdaddsakor sem volt detektdlhaté dramjel-véltozds, amely az
inaktivalt szenzor valtozatlanul kivalé H,O,—szelektivitdsat igazolta. Ugyanakkor az enzim-
inaktivaci6 a H,O,-érzékenységet nem befolydsolta. A H;O, mérés alsé méréshatira

megkozelitdleg SuM volt. Vizsgaltuk az inaktivalt H,O,-szenzor megbizhatésagit, a H,O»



mérési eredmények reprodukalhatésdgat. ,,Recovery” vizsgédlatunkban a létrehozott szenzor
jOl reprodukdlhaté mérési eredményeket mutatott. Tovabbi kisérleteink sordn az 4ltalunk
létrehozott H,O, szenzor miikddését ismert antioxiddns kapacitdsi bioldgiai mintdkban
vizsgaltuk. 35g/1 koncentracioji BSA-t tartalmazé oldatba azonos mennyiségti HO, tobbszori
hozzaadésat kovetden az dramjel minden hozzdaddsndl azonos mértékben novekedett, de a
detektalt &ramjel-emelkedés kisebb mértékil volt az egyszerli PBS oldatban észleltnél. A fenti
kisérletet humdn plazmdval megismételve atmeneti dramjel csucsok voltak detektdlhatok,
melyek gyors lecsengése a H>O, gyors lebomldsara utalt. A nagyobb koncentraciéji H,O,-
oldat hozzdaddsa magasabb dramjel cstiicsot eredményezett, bar huméan plazmamintidban a
H,0;-oldat hozzdaddsakor keletkez6 aramjel joval kisebb volt a BSA oldatban mért
értékeknél. Végill a H,0,-szenzort diabéteszes és egészséges patkdnyok hasbdre ald
implantdltuk és az dramjelet hosszabb-rovidebb ideig detektdltuk. Mig a diabéteszes
patkanyok vércukorszintje tobb mint kétszerese volt az egészséges allatokban mért értéknek,
addig az implanticié helyén mért H,O,-szintek kozott nem volt szignifikdans kiilonbség, a

detektalt aramjel igen kicsi volt és folyamatos csokkenést mutatott.

5.3. A DFP koncentraci6-, €s idofiiggéen novelte az eNOS enzim foszforilacidjat mind a
Ser(1177) mind a Thr(495) oldallincokon. A legerdsebb foszforildciés vélasz 50%-os
dohényfiist pufferrel 20 percig torténd kezelés hatdsira jelentkezett. A Thr(495) oldalldnc
foszforilaciéja minden esetben szignifikdnsan nagyobb volt a Ser(1177) oldallanc
foszforilacidjandl. Az endotélsejtek GSH-val torténd eldzetes inkubdcidjat kovetden az eNOS
aktivald foszforilacigja a Ser(1177) oldalldncon 20%-kal csokkent, mig egyidejlileg a gatld

foszforilacié a Thr(495) oldallancon 45%-o0s csokkenést mutatott.



6. MEGBESZELES

6.1. Vizsgdlatainkkal igazoltuk, hogy a CGMS az ujjbegyi vércukormérésnél lényegesen
pontosabban jelzi a cukorszint ingadozasait. Az irodalmi adatokkal megegyezden jo
korreldciét taldltunk a CGMS 4ltal mért intersticidlis és az ujjbegyi cukorértékek kozott.
Emellett a CGMS 4ltal mért cukorszintek atlaga és a hosszabb tdvi szénhidrat-anyagcsere
paraméterek (HbA,., frukt) kozott is pozitiv korreldci6 éllt fenn. Az elsé mérés alkalmaval
igen jelentOs volt a tiinetmentes hipoglikémidk atlagos szama. Vizsgalataink megerdsitették a
CGMS alkalmazasanak elonyeit a beteg altal nem észlelt, tiinetmentes, foként éjszakai
hipoglikémidk kimutatdsiaban. Atlagosan 7,6 hénappal a kezelés elsd monitorozds alapjan
végzett célzott moddositdsa utdn a legtobb esetben a vércukorértékek és a hosszu tavua
szénhidrat-anyagcserére utalé paraméterek javuldsat észleltiik. Mindezt ugy értiik el, hogy a
betegek inzulinddzisat és szénhidrat-bevitelét még kis mértékben csokkenteni is tudtuk, és
testtomegiik sem véltozott szignifikdnsan. Eredményeink megerdsitették, hogy a CGMS
késziilék alkalmazdsdval a hipoglikémids epizédok gyakorisdgdnak novelése nélkiil jobb
glikémids kontroll érhetd el diabéteszes betegeknél és a modszer kifejezetten alkalmas a
tiinetmentes hipoglikémidk kimutatdsara is. A CGMS egyértelmiien nagy segitséget jelent a
személyre szabott, individudlis inzulinkezelés kialakitisdban és a betegek anyagcsere-
dllapotdnak javitdsaban. fgy a CGMS monitorozds alapjan elvégzett terdpia-mdédositds
hozzajarulhat a késdi diabéteszes szovodmények gyakorisdgdnak csokkentéséhez. A mddszer
azonban nem a hagyoményos otthoni ujjbegyi vércukormérések helyettesitésére, hanem annak
kiegészitésére hivatott. A késziiléket konnyll kezelhetdsége €és kivald tolerdlhatésdga

alkalmass4 teszi a minél szélesebb korben valé elterjedésre.

6.2. A H,O, az egyik legstabilabb ROS, ezen tulajdonsédga teszi lehetévé, hogy a szabadgyok-
képzddés markereként az oxidativ stressz in vivo detektdlasdra haszndljuk fel. A H,O,-szint
folyamatos monitorozédsa a tudomanyos kutatas és a klinikai gyakorlat szdméra egyardnt nagy
jelentdsséggel birna. Vizsgdlataink sordn kimutattuk, hogy a gliikk6z-szenzor H,O, -, és
gliik6z-érzékenysége kozott jelentds, nagysdgrendi kiillonbség van, a szenzor H,O,-re
megkozelitdleg négyszazszor érzékenyebb, mint gliikézra. Kisérleteink alapjan bizonyitést
nyert, hogy az SSA-val végzett enziminaktivacié teljes volt, és a szenzor H,O,-vel szembeni
szelektivitdsa valtozatlan maradt. A szenzor H,0O,-vel szembeni érzékenysége az enzim-
inaktivacié sordn szintén nem valtozott. Tovdbbi amperometrids méréseink alapjan

kimondhatjuk, hogy az A&ltalunk létrehozott H,O;-szenzor jol reprodukdlhaté mérési
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eredmények alapjan pontos €s megbizhaté H,O,-detektalast tesz lehetdvé. A HyOp-mérés alséd
méréshatdra nagysdgrendileg megegyezik a H,0O, emberi szervezetben el6forduld
mennyiségével.

Az ismert szabadgyokfogé BSA-oldatban végzett méréseink sordn észlelt kisebb H,O,—
érzékenység hatterében a BSA-oldat antioxiddns kapacitdsa és nagyobb viszkozitdsa allhat.
Humédn plazmamintdkban végzett amperometrids méréseink sordn a HyO,-oldat
hozzdadédsakor lathaté meglepden gyorsan lecsengd ,,spike”-jellegli d&ramjelek pedig a plazma
Osszetett, hatékony  antioxiddns  milkodésének  kovetkezményei  lehetnek. Az
elektroenzimatikus  gliikkéz-szenzorok in  vivo megfigyelhetdé lassi  szenzitivitds-
csokkenésének hdtterében a szenzor felszinén végbemend fibrin depozicié dllhat. A
szenzitivitds-csokkenés ellenére a glilkdézmérés megbizhatdsagat az allando kiilsé kalibracid
biztositja, azonban az in vivo H,O,—mérés eddigi sikertelenségét ez részben magyarazhatja.
Eredményeink alapjan 6sszefoglaldsként megéllapithatjuk, hogy a klinikai haszndlatban 1évo
CGMS szenzor az Adltalunk alkalmazott enzim-inaktiviciét kovetéen biztonsaggal
alkalmazhaté a H,0,-szint véltozdsainak pontos, szelektiv és szenzitiv mérésére in vitro
koriilmények kozott. Tovéabbi vizsgdlatokat terveziink, melyek a szenzor in vivo
alkalmazhatésagar6l fognak részletes adatokkal szolgdlni. Reményeink szerint tovabbi
atalakitasokat kovetoen az altalunk létrehozott szenzor alkalmas lehet a H,O, szint kis
mértékl lokdlis valtozasainak in vivo mérésére is, mind allatkisérletekben, mind pedig human

vizsgalatokban.

6.3. Az endotéldiszfunkcidé szdmos kardiovaszkularis betegség — hipertonia, ateroszklerdzis,
diabétesz mellitusz, kronikus vesebetegség — indikatora. Az endotélsejtek megvéltozott
mukodésének kovetkezménye a NO termelésének és bioldgiai hozzaférhetdségének
csokkenése, ami az endotélfiiggd vazodilaticié karosoddsdhoz vezet. A dohanyfiist
endotéldiszfunkcidt okoz6 hatdsa régdta ismert. A dohdnyzds Osszetett hatdsa révén mind a
makro-, mind a mikrovaszkuldris endotélt kérositja. A dohdnyfiist endotéldiszfunkciét okozé
hatdsdban az eNOS enzim milkodésének befolydsoldsa és ezdltal az NO bioldgiai
hozzaférhetoségének  megvaltozdsa kozponti  szerepet jatszik, melynek  pontos
patomechanizmusa eziddig ismeretlen volt.

Kisérleteink sordn a dohdnyzdsnak az eNOS enzim poszttranszldcids szabédlyozasara kifejtett
hatdsait vizsgaltuk egér endotélsejteken. Elsoként sikeriilt igazolnunk, hogy DFP kezelés

hatdsdra az aktivalé/gatlé foszforilacié ardnydnak gatlé irdnyba torténd eltoléddsa vezet az

eNOS aktivitdsdnak és kovetkezményesen a NO biologiai hozzaférhetdségének

11



csokkenéséhez. Ismert, hogy a dohanyfiist kéatranytartalma mellett szamos karos hatdsu
prooxidanst, szabadgyokot €s aldehideket tartalmaz, melyek erélyes oxidativ hatast fejtenek
ki. A GSH/GSSG az egyik legfontosabb celluldris redox puffer rendszer, mely optimalis
intracellularis redox kornyezetet biztosit a makromolekuldk megfeleld0 miikodéséhez. Az
eNOS fokozott aktivitdsdhoz és az endotélfunkcié javuldsdhoz vezet. A GSH feltehetéen a
dohényfiistben taldlhaté aldehidek megkotése révén fejti ki pozitiv hatdsit az eNOS
mukodésére. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a dohdanyfiistben taldlhaté aldehid
komponensek feleldsek a dohanyfiistnek az eNOS foszforildcidés szabdlyozdsara kifejtett
hatdséért az eNOS miikddésében kulcsszerepet jatszo tiol-csoportok médositdsan keresztiil.

Eredményeink igazoltdk, hogy a dohanyfiist az eNOS foszforildcids szabalyozasanak
komplex befolydsoldsdn keresztil mar rovid tdvon csokkenteni képes a NO bioldgiai
hozzaférhetségét és az endotélfiiggd vazodilataciét, ami igen jelentds kockéazati tényezd a
kardiovaszkularis betegségek kialakuldsaban és progresszidjdban egyardnt. A GSH védo

szerepének 1igazoldsa a dohdanyfiistben taldlhat6 aldehideknek az endotéldiszfunkcid

kivaltasdban betoltott patogenetikai szerepét timasztja ala.

6.4. 50 éves betegiiknél sikeres hasnyalmirigy-vese transzplantaciot kovetden fél évvel kutan
gangréndk akralis megjelenését tapasztaltuk. Ezt megel6zOen a betegnek 45 éve ismert volt 1-
es tipusu diabétesz mellitusza. A gangréndk kialakuldsakor, a transzplantdci6 utdn 6 hénappal
a beteg vesefunkcios értékei és vércukorszintje normdl tartomdnyban volt, ezért dializisre és
inzulinkezelésre nem szorult. A szérum kalcium, foszfat és parathormon szintje is normal
tartomanyban volt. Ugyanakkor a beteg szérum fetuin szintje alacsony volt, az inzulin
szenzitivitisa pedig emelkedettnek bizonyult. Valdszinlileg ezek a tényezdk szerepet
jatszhattak a kalcifilaxis patogenezisében, illetve tiineteinek kivéltadsdban és stlyosbitdsaban.
Keringésjavito infuzids kezelések €s a szteroid dozisdnak emelése javulast eredményezett.
Esetiinkkel szeretnénk felhivni a figyelmet arra, hogy kalcifilaxis okozta gangréndk
kialakuldsara kordbban diabéteszes és urémids betegeknél a latszolagos klinikai remisszid

fazisaban is szamitani lehet.
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7. TEZISEK

1/1 A CGMS a hagyomdanyos négypontos ujjbegyi vércukormérésnél lényegesen pontosabban
jelzi a vércukorszint ingadozdsait és kifejezetten alkalmas a tiinetmentes hipoglikémidk
kimutatdsara is.

1/2 A CGMS egyértelmiien nagy segitséget jelent a személyre szabott, individudlis
inzulinkezelés kialakitdsdban és ezdltal a betegek anyagcsere-allapotdnak javitdsdban.

1/3 Vizsgélatainkkal igazoltuk, hogy a CGMS monitorozds alapjdn elvégzett terdpia-
modositds javitja a glikémids statuszt és hozzdjarulhat a késdi diabéteszes szovOdmények
gyakorisdganak csokkentéséhez is.

2/1 A CGMS Kkésziilék gliikz-szenzora az altalunk alkalmazott enzim-inaktivaciot kdvetden
mint H,O,-szenzor biztonsaggal alkalmazhaté a H,O,-szint valtozdsainak pontos, szelektiv és
szenzitiv mérésére in vitro koriilmények kozott.

2/2 Az altalunk 1étrehozott H,O,-szenzorral a H,O,-mérés alsé méréshatdra Spmol/l koriili.
2/3 BSA és human plazmamintdkban végzett H,O,-méréseink a bioldgiai mintdk antioxiddns
kapacitdsat igazoltak.

3/1 Rovid ideig torténd DFP kezelés koncentricié-, és idofliggd médon noveli az eNOS
enzimnek mind az aktivdl, mind a gaitld oldalldncon torténd foszforilaciéjat. A gatld
oldallanc foszforildcidja minden esetben szignifikdnsan nagyobb az aktivalé oldalldnc
foszforilacidjanal.

3/2 DFP hatdsara az aktivalé/gétl6 foszforildcié ardnydnak gatld irdnyba torténd eltoléddsa
vezet az eNOS aktivitdsdnak és kovetkezményesen az NO bioldgiai hozzéaférhetdségének
csokkenéséhez.

3/3 A GSH szignifikdnsan csokkentette az eNOS enzim DFP indukalta foszforildciéjat mind
az aktival6, mind a gétlé oldalldncokon. A gatl6 foszforilacié aktivalé foszforildcidhoz
viszonyitott csokkenése szignifikdnsan nagyobb mértéki volt.

3/4 Az eNOS foszforilidciés szabalyozasanak GSH hatdsdra aktivalé irdnyba torténd
eltolédasa az eNOS fokozott aktivitdsdhoz és a NO biologiai hozzaférhetdségének és ezéltal
az endotélfunkcionak a javuldsahoz vezet.

4/1 Az irodalomban elsOként tettiink emlitést hasnydlmirigy-vese transzplanticié utdn, a
diabétesz és az urémia klinikai remisszidjanak fazisaban kalcifilaxis megjelenésérol.

4/2 Esetiink bizonyitja, hogy diabéteszes betegeknél a sikeres hasnydlmirigy-vese
transzplantdcié csak latszolagos remissziét hoz, a vaszkulatura kordbban elkezddédott

karosoddsa irreverzibilis és progressziv marad.
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4/3 Rendszeres kombindlt keringésjavitd inflzids kezelések mellett jelentdsen javithat6 volt a
beteg periférids véraramlédsa, ezért az 4ltalunk alkalmazott pentoxifillin/pentozdn poliszulfat

kezelés javasolhato kalcifilaxisban szenvedd betegeknél.
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9. KOSZONETNYILVANITAS

Héldval mondok koszonetet a II. sz. Belgydgyaszati Klinika minden munkatirsanak -
orvosoknak és ndvéreknek egyarant - akik bevezettek az orvoslas és a kutatds vilagéba, kivalod
szemléletet adtak, megtanitottak gondolkodni és dolgozni €s akikkel kezddként megtiszteld
volt egy csapatot alkotni.

Eziton is kiilon koszonetemet fejezem ki,

Prof. Dr. Wittmann Istvannak, aki kutatdsi tevékenységem irdnyvonalait meghatdrozta,
tudomdnyos munkdmat vezette és kivdlo tanarként megtanitott a tudomanyos prezentacid
gyakorlatdra is.

Prof. Dr. Nagy Juditnak, akinek igen nagy szerepe volt abban, hogy belgy6gyasz lettem és
aki gyogyito és tanito tevékenyégével példaképemmé valt.

Nagy tisztelettel fejezem ki koszonetemet Dr. Sulyok Endre Professzor Urnak, aki a
munkahelyvaltist kovetden 0 témavezetdként segitd jobbot nyujtott és munkdmat mindenben
tdmogatta.

Kilon koszonetemet fejezem ki Prof. Dr. Nagy Gézanak a PTE TTK Fizikai Kémiai
Tanszék tanszékvezetd egyetemi tandrdanak és Dr. Nagy Livianak az MTA Kémiai
Szenzorika Kutatécsoport munkatdrsanak, hogy faradhatatlan munkdjukkal és végtelen
tiirelmiikkel probaltak bevezetni a bioszenzorok érdekes, ismeretlen vildgaba. Koszonom,
hogy vizsgédlataimat hosszt idon keresztiil intézetiikben végezhettem.

Dr. Wagner Laszlonak, aki altal megkezdett tudomanyos ,,0svényre” Iéptem, aki a kutatas
legnehezebb pillanataiban is segitséget és bardti timogatast nyujtott.

Dr. Molnar Gergé Attilanak, aki baratként és munkatarsként is mellettem 4llt, és aki az évek
soran felsorolhatatlanul sok segitséget nyujtott.

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

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

Heitmanné Lendvai Anikénak és Samikné Varga Ilonanak, akik a laboratériumi

munkdban segitettek.

Kiilon koszondm sziilleim és nagymamdm mindig tdmogatd, megértd szeretetét, férjem

segitségét és tiirelmét, valamint tdgabb csalddom és bardtaim tdmogatasat.
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