A reaktiv karbonil vegytletek, mint glioxal, metilglioxal (MG), 3-deoxiglukoz,
felhalmozddasa urémias betegekben a karbonil stressz. A karbonil stressz enzim gétlast,
fehérje keresztkotések kialakulasat (advanced glycation end-products, AGE), denaturaciot,
celluléris immunvalaszt, membrankarosodast, mutagenezist, karcinogenezist eredményez. A
karbonil vegytiletek szerepet jatszanak a végstadiumu, hemodializalt (HD) vesebetegek

szovodmeényeinek (felgyorsult ateroszklerdzis, amiloiddzis, malignitasok) kialakulasaban.

Az MG jelentoségét tobb megfigyelés is alatamasztja, igy pl. az MG-szarmazék lizin dimér
(MOLD) szignifikansan megemelkedik az urémiasok vérében és a glioxal-szarmazék lizin
dimérrel (GOLD) egyiitt az AGE-k legnagyobb csoportjat alkotja. Még kezdetben csak az
MG-makromolekula kapcsolddasokat sikeriilt kimutatni, néhany tanulmany mar az MG
emelkedett szintjét is detektalta HD betegekben. Azonban az emelkedett MG szint oka

urémiasokban nem ismert.

Az urémias allapot és a HD oxidativ stresszt okoz, s felvetédott, hogy ez okozza a karbonil
vegyuletek fokozott képzédeset és csokkent lebontasat. Az MG azonban dontéen egy nem-
oxidativ, spontan transzformacié atjan képzoédik tridzfoszfatokbol. Masrészt az MG
lebontasdban kofaktor szerepet jatszo redukalt glutation (GSH) koncentracioja sem
egyértelmiien csékken HD betegekben, kiilénb6zé vizsgalatok csokkent, normal, sét
emelkedett GSH koncentraciorol szamolnak be (1. abra). A GSH kismértéki valtozasanak
szerepe azért is kétséges, mert GSH szintézis gatlasaval elért ~80%-0s GSH deplécio nem
befolyasolja az MGX felhalmozddést. Ismert esetkdzlés, ahol csdkkent glioxalaz | aktivitas
vezetett MG felhalmozddashoz. Ez azonban egyeduilallé jelenség, az urémias betegekben a

glioxalaz | aktivitas altalaban normalis.
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Fentiek alapjan a jelen palyazatunk célja a HD kezelt urémias betegek metilglioxal

metabolizmusanak vizsgalata volt.

l. Elsé 1épésként az MG meghatarozésra alkalmas mérémaodszer bellitasaval
foglalkoztunk. Vizsgalataink szerint a metilgioxal HPLC-vel torténo
meghatarozasa meglehetésen idéigényes, és modositasokkal sem bizonyult elég
specifikusnak és erzékenynek kis mennyiségii human vérbél térténé analizishez. A
MG témegspektrométeren torténé mérése az irodalmi adatok szerint érzékenyebb a
fluoreszcens detektalasnal. Klinikdnkon rendelkezésre all egy MicroQuattro
(Waters) tandem tomegspektrométer (MS/MS), ezért masodik Iépésben egy
tomegspektrometrias modszer beallitasaval probalkoztunk. A korabban megjelent
kdzleményekben gazkromatografias, vagy HPLC elvalasztas utan juttattak az
anyagot a tdmegspektrométerbe. A HPLC/MS mérése a HPLC meghatarozashoz
hasonldan instabilnak mutatkozott. Az o-feniléndiaminnal torténé derivatizacio
erésen eltért a belsé standardként hasznalt hexandion és MG koz6tt. Ez, s a minta

tObbszori tisztitasa C18 SPE oszlopon nagy szérast mutatd, nehezen



reprodukalhato eredmeényeket adott. Ezért az eredeti mddszert megvéltoztatva
attertlink a diaminonaphtalennel térténé derivatizaciora és a tandem
tomegspektrometrias detektalasra (HPLC- MS/MS). A metilgioxal-DAN (195) és
hexandion-DAN (237) adduktumokat MRM mddban mértiik. E harmadikkeént
beallitott mddszer ugyan jobb reprodukalhatésagot mutatott a korabbiakhoz
képest, de érzékenysége alacsonynak bizonyult a céltartomanyhoz képest, tovabba
idéigényesnek volt a HPLC elvélasztas miatt. igy az irodalomban leirt MG mérési
modszerek bevezetésére tett probalkozas utan, azok bonyolult, hosszadalmas,
alacsony érzékenységii és nehezen reprodukalhaté volta miatt, kidolgoztunk egy
sajat mddszert. A mérést plazmabol és vorosvértestbdl (vvt) 100 ul térfogatbdl,
fehérjementesités (trifluoroecetsav) és derivatizalas (paraphenylendiamin),
valamint kloroformos extrakcid utan kdzvetleniil az MS/MS készulékbe torténd
injektalassal multiple reaction monitoring médban veégezzik. A modszer
Ujdonsaga, hogy a tandem tdmegspektrométer alkalmazasaval ki tudtuk iktatni a
HPLC-s vagy gazkromatografias elvalasztast, igy a mérési id6 kevesebb, mint
1/10-re esett. A modszer erzékeny (min cc. 0,05 nM), specifikus, a mérési
tartomanyban a valaszgorbe linearis (0,05-100 nM), jol reprodukalhaté (interassay

variation: 6-8%).

A megfelelé mddszer kidolgozasa nagyon sok idét igényelt, s csak a palyazat 3.
évében valdsult meg. Ezzel a tervezett vizsgalatok egy részét nem tudtuk elvégezi
(MG szintek — szovédmények dsszefiiggése). Ugy gondoljuk, hogy a modszer
kidolgozéséra forditott id6 mégsem veszett el. Eddig minimalis szamban jelentek
meg MG szinteket vizsgalo kézlemények az irodalomban, épp a meghatarozas
nehézségei miatt. igy a jelenleg rendelkezésiinkre all6 modszerrel szamos teriileten

lesz lehetdséglink Uj eredményeket elérni

A modszer beallitasa utan megmértik a HD betegek vvt-ben és plazmajaban az
MG koncentraciét, mely mindkét kompartmentben szignifikansan (p<0,001, ill.
p<0,001) magasabbnak bizonyult a kontroll csoporthoz képest. Dializis hatasara az
MG szint kb. 35%-kal lecsokken (p<0,001).



VI.

VII.

Az MG madszer beallitasaval parhuzamosan végeztik a vvt glioxalaz aktivitas
méréseket. A glioxalaz | aktivitadsokban nem talaltunk eltérést a HD és kontroll
csoport kozott, azonban a glioxalaz 11 aktivitds szignifikdnsan (p<0.005) magasabb
volt a HD betegekben.

A teljes vér GSH szintben nem talaltunk szignifikans kilénbséget a beteg és
kontroll csoport kozott.

A vvt D-laktat koncentracio nem kilénb6zott a kontroll és beteg csoport kdzott. A
vvt -k mellett plazma D-laktat mérések is torténtek. A modszer a D-laktat
dehidrogendaz hatasara termel6dé NADH mennyiségét méri fluoreszcens
detektalassal. Még vvt-ben és a kontrol plazméakban a metabolit pontosan és jol
reprodukalhatdan mérhetd, a dializalt betegek plazmajaban vagy nagyon alacsony,
vagy az esetek felében ,,negativ” szinteket mértiink. Korabbi vizsgalatainkkal
egyutt eddig kb. 70 normal plazméat mértiink, de hasonlo jelenséget nem
észleltiink. Egy Gjabb mérési modszer bevezetésevel, melyben a reakcid elegyet -
egy korabbi kozlés alapjan - Na-glutamattal és glutamat piruvat transzaminazzal
egészitettik ki, mérhet6vé valt a HD betegek plazmajanak D-laktat szintje.
Eredményeink szerint a plazma D-laktat koncentracioja a HD betegekben
szignifikansan (p<0.05) alacsonyabb volt a kontrollokéhoz képest. Ez az eredmény
meglepé volt az emelkedett MG szint és glioxalaz 11 aktivitas tukrében, ezért a

probléma tisztazsara in vitro vizsgélatokat is végeztunk.

In vitro normoglikémias korulmenyek kézott inkubalva a vvt-ket, a HD betegekbdl
szarmazo sejt szuszpenziok szignifikdnsan magasabb MG (p<0.001) és D-laktat
(p<0.002) szintet mutattak. A hiperglikémia kb. 8-10-szeresére fokozta a kontroll
és HD vvt szuszpenziok MG és D-laktat tartalmat, de az emelkedés a HD

inkubatumokban volt magasabb.

A MDA a dializalt betegek vvt-ben emelkedett (p=0,006). Azonban a glioxalaz
rendszer aktivitasa, ill. a D-laktét szint és az MDA, GSSG, GSH koncentraciok
kdzott nem talalunk szoros 6sszefiliggést. Emlitésre méltd, hogy a betegek
folyamatos E-vitamin terapidban részestilnek. Ezt etikai meggondolasbol a

vizsgalatok soran sem fliggesztettiik fel, s a compliance-t a vvt-k a normal



kontrollokhoz képest szignifikansan (p=0,0032) emelkedett E vitamin szintje

igazolta.

VIIl. A HD betegek folyamatosan részestlnek erythropoetin kezelésben. Korabban
munkacsoportunk igazolta, hogy az erythropoetin th. kezdetben oxidativ stresszt
okoz a betegekben, majd ehhez az antioxidans védekezérendszerek adaptalodnak.
Atmeneti kimosasi periodus utan 10 héten keresztiil kovettiik a betegek glioxalaz
rendszerének valtozasat. Ebben a vizsgalatban a D-laktat szint a kezdeti alacsony
értekrol (4,38 uM) kb. 2,5-szeresére emelkedett (10,55 uM), majd egy alacsonyabb
1,5-2-szeres szinten (6,62-8,85 uM) ingadozott. A valtozasok nem bizonyultak

szignifikansnak.

IX. Az autofluoreszcenciat mutato plazma AGE szintet direkt fluoreszcens
spektroszkopiaval vizsgalatuk. A dializis hataséra jelent6s csokkenést talaltunk
(p<0,001). . Ezeket a méréseket a MG meghatarozassal parhuzamosan kivanjuk
folytatni.

Vizsgélati eredményeinkrol kdzlemény készilt, melynek megvéltoztatott formaja (revised
version) ismételten be lett nydjtva a Nephrology Dialysis Transplantation cimzeti
folydirathoz. (Eszter Karg, Ferenc Papp, Noemi Tassi, Tamas Janaky, Gyula Wittmann,
and Sandor Turi: Enhanced methylglyoxal formation in the erythrocytes of hemodialyzed

patients). A kdzleményben megbeszélt eredmények roviden 6sszefoglalva a kdvetkezok:

A HD betegek vvt-ben fokozott az MG képzédes, de a degradacios ut is aktivalt. A
degradacio tteme azonban nem tart lépést az MG képzodés mértékével, s a két metabolikus ut
egyensulyanak zavar vezet az MG felhalmozddashoz. Ugy tiinik, hogy a fokozott MG
képzodes a glukdz metabolizmus zavaraval van 6sszefliggésben, mely fontos szerepet jatszhat

a betegek karbonil stresszének kialakulasaban.



