Zardojelentés 2008. T48596 sz. A végstadiumu vesebetegek generalizalt atherosclerosisanak
okai ¢és kezelése: a hyperhomocysteinaemia és a n-3 zsirsavak szerepe ciml kutatasi
palyazatrol

Tervezett kutatdsainknak két f6 iranyvonala volt: 1. a hyperhomocysteinaemia (HHC) okai és
mérséklésének (kezelésének) 0j lehetdségei, a nikkel, az urémias toxinok €s a homocisztein
(Hey) kapcsolatanak tanulményozasa. 2. omega-3 zsirsavak (halolaj) hatasa a vesebetegek
lipidparamétereire, vérnyomdsara, a malnitrutio-inflammatio paramétereire végstadiumu
vesebetegekben.

1. A hyperhomocysteinaemia (HHC) a vesebetegekben nagy gyakorisaggal fordul elo.
A legutobbi évekig a HHC-t a kardiovaszkularis megbetegedések rizikofaktoranak
tekintettiik, azonban az utdbbi évek vizsgalati eredményei azt sugalljak, hogy ezt az
allaspontot feliil kell vizsgalni. A HHC legtobb esetben folsav-hidnyos allapotokban
fordul eld, ez azonban a végstaddiuml betegekben nem 4ll fenn, a folyamatos folsav
szupplementacié miatt. Ugyanakkor a HHC-ban megné az S-adenozil-homocisztein
(SAH) mennyisége, a SAH pedig gatolja a metiltranszferazok aktivitasat, ez pl. a DNS
okozhatja, igy hozzajarulhat a daganatos megbetegedések kialakuldsdhoz.
Allatkisérletes adatok szerint a HHC nikkel, kobalt, réz és vas s6 adasaval is
mérsékelhetd, legnagyobb mértékii hatdsa a nikkel sonak volt. Human adatok azonban
a nikkel és homocisztein szintek kozti kapcsolatra nem ismertek. Vizsgalataink célja
ezért a nikkel homocisztein (Hcy) termelést befolydsold képességének in vivo és in
vitro vizsgalata volt. Els6 1épésben hemodializis programban kezelt (HD)
vesebetegekben, meghataroztuk a laborparaméterek mellett, a homocisztein, folsav,
B;-vitamin, kobalt, nikkel, réz és vas szinteket, majd in vitro kisérletekben frissen
izolalt humén periférids mononukledris (PBMC) sejteken vizsgaltuk a nikkel és az
egyéb nyomelemek homocisztein termelésre kifejtett hatasat.

A HD betegeket Hcy szerint csoportositva nem talaltunk kiilonbséget a kobalt, réz és
total protein szintekben, mig a nikkel magasabb, a folsav €s a vas alacsonyabb volt az
alacsony Hcy szintli betegekben. A regresszids analizis eredménye szerint, a Hcy
negativ korrelaciot mutatott a folsav (r=-0.302, p<0.006), a Bj,-vitamin (r=-0.347,
p<0.0001), a nikkel (r=-0.289, p<0.006) és a CRP (r=-0.230, p<0.02) szintekkel.
Pozitiv korrelacidt taldltunk a Hcy, a szérum albumin (r=0.316, p<0.0004) és a
hemoglobin (r=0.329, p<0.0001) értéke kozott. Nem volt kapcsolat a Hey és a kobalt,
a réz, a vas koncentraciok, vagy egyéb laboratoriumi paraméterek kozott. Egészséges
egyénekben a Hcy és nikkel kozott ugyancsak kapcsolat van, azonban ez nem
szignifikans (r=-0.178).

In vitro kisérletekben igazoltuk, hogy nikkel a HD betegekben talalt koncentracio-
tartomanyban (<25 pg/L) nem citotoxikus, nem befolydsolja a PBMC-k
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feltehetdleg mar enyhe citotoxikus hatds kovetkeztében. A nikkel intracelluldris Hey
koncentracioé csokkentd hatasat, a Hcy irreverzibilis metabolizacidja soran keletkezd
cisztein nem befolyésolja, mig glutation kivédi azt. A metionin kor enzimjei koziil a
SAH-hidrolaz (SAHH) aktivitasat a nikkel fokozza, mig a metionin szintdz aktivitasat,
amely a homocisztein metioninna térténd remetilacigjat végzi, a gatolja. Ez utobbi
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valtoztatott a gatlo képességen. A nikkel intracellularis ROS termelést indukal,
melynek a redox szenzitiv gének aktivaciojaban (pl. NF-kB) lehet szerepe. HepG
sejteken is elvégeztiik a kisérleteket és a PBMC-kel azonos eredményre jutottunk,
azaz a nikkel 1-25 pg/L koncentracio tartomanyban csokkenti a sejtek Hey tartalmat.
A feliiliszok Hey tartalmat is meghataroztuk annak eldontésére, hogy az intracellularis
Hcy csokkenés nem a fokozott kidramlasnak tulajdonithaté-e. Az eredmények
egyértelmiien azt mutattdk, hogy az extracellularis folyadékban is csokken a Hcy
tartalom. Tovabbi kisérleteinkben a nikkel transzmetildzok aktivitdsara kifejtett
hatdsat vizsgaltuk C'*-jelzett metionin segitségével. A kapott eredmények
ellentmondasosak voltak, néhany esetben a DNS és a fehérje frakciokban emelkedett a
C'" —aktivitds, mas esetekben nem valtozott vagy csokkent. Igy a transzmetilazokra
kifejtett hatas vizsgéalatat még jelenleg is folytatjuk, hiszen a hatasmechanizmus
megértését ezek az eredmények segithetik.

Az urémias toxinok koziil legnagyobb koncentracioban az urea akkumulalédik a
Meglepetéssel tapasztaltuk, hogy az urea 20 pmol/L koncentraciotol kezdve
szignifikans mértékben (~50 %) csokkentette az intracellularis Hey koncentréciot,
hatasa az urea novelésével nem valtozott. Nikkellel egyiitt adva tovabbi valtozast nem
tapasztaltunk. Urea jelenlétében a SAHH aktivitas kismértékben nott (0.115 vs. 0.103
mU/mg protein), mig a metionin szintdz aktivitdsa nem valtozott. Az eredmények
alapjan azt mondhatjuk, hogy a vesebetegekben akkumulaldédott urea, legalabbis in
vitro koriilmények kozott, nem okoz Hcy termelés fokozddast, azaz az urémids
betegekben gyakori HHC nem ennek az urémiés toxinnak tulajdonithato.
Megvizsgaltuk még, az allatkisérletekben ugyancsak hatdsos Hcy csokkentd kobalt,
réz, és vas hatasat is human PBMC-ben ¢és HepG sejtekben. Megallapitottuk, hogy az
intra- ¢és extracellularis Hcy szinteket csak a nikkel csokkentette, a vasnak és
kobaltnak nem volt szignifikdns hatdsa, mig a réz szignifikans mértékben emelte az
intracellularis és csokkentette az extracellularis Hcy tartalmat. A vas és kobalt
esettben az intra- ¢és extracellularis glutation koncentracid jelentds meértékii
emelkedését figyeltiik meg. Ezek az eredmények jelzik, hogy az egyes nyomelemek
kiilonb6z6 mdédon hatnak a metionin-homocisztein kor miikodésére.

Osszefoglalva, eredményeink szerint a nikkel, az allatkisérletekben bizonyitott modon,
human vonatkozésban is szerepet jatszik a metionin-kor miikodésében, részt vesz a
homocisztein termelés szabalyozéasaban.

Végiil, ot évre visszamenden Osszegylijtottiik betegeink totdl homocisztein értékeit €s
vizsgaltuk a daganatos és az érrendszeri megbetegedések eldfordulasat, a Hcy
fliggvényében. Azt taldltuk, hogy mindkét tipust megbetegedés legnagyobb
gyakorisaggal az alacsony (Hcy<10 pmol/L) illetve a magas (Hcy>25 pmol/L)
homocisztein szintli betegek korében fordult eld. Ennek alapjan felvethetd, hogy a HD
betegek Hcy értékeinek 25 umol/L alé torténd csokkentése nem sziikséges.

Eddigi eredményeinkrél tobb konferencidn beszdmoltunk, egy kozlemény megjelent, egy
Osszeallitasa folyamatban van. Az MSzKT III. Kongresszusan (Pécs, 2007. okt. 11-13.) és az
MSzKT és MTA Mikroelem Munkabizottsag Tudoméanyos Ulésén (Budapest, 2008.
szeptember 26.) e témakorben bemutatott eredményeikkel elsé dijat nyertiink.



2. Az omega-3 tobbszordsen telitetlen zsirsavak hatdsdnak vizsgdlata végstadiumu
vesebetegekben: A végstadiumu vesebetegekben a kardiovaszkularis mortalitds nagy
szazalékban vald eléforduldsdhoz hozzajarul, hogy alacsony estilkben az omega-3
zsirsavak bevitele. Tobb primer (US Physicians Health Study, US Nurses Health’
Study) és szekunder (Diet and Reinfarction Trial (DART), Lyon Heart Study, GISSI
Preventional Study) prevenciés tanulmany eredménye bizonyitotta az elmult két
évtizedben, hogy az omega-3 zsirsavak védeneck a hirtelen szivhalal és az acut
myocardialis infarctus (AMI) kialakuldsaval szemben. A vizsgalatok alapjan az
American Heart Association, és ennek alapjan a II. Magyar Terdpias Konszenzus
Konferencia a napi 1 g omega-3 zsirsav fogyasztasat ajanlja kardioprotektiv hatasuk
miatt.

Az omega-3 zsirsavak hatasait kronikus vesebetegekben tobb tanulmany is vizsgalta,
azonban tobbségiikben mega-d6zisi omega-3 zsirsavat kaptak a betegek (2-6 g/nap), a
kezelési 1d6 pedig rovid volt (8-12 hét, maximum 6 hoénap). A tanulmanyok kozos
megallapitasa az, hogy az omega-3 zsirsav adasa soran melléktiinet nem Iépett fel, és
kedvez6 iranyban valtoztak a lipid értékek, csokkent a szérum TG koncentracio,
szignifikans mértékben lassult a vesefunkcié romlasa, nem fokozodott az oxidativ
stressz.

Jelen vizsgélatban célunk az AHA ajanlotta (napi ~1 g) omega-3 zsirsav 10 honapig
torténd addsa volt, melynek soran az altalanos laboratériumi paramétereket havonta,
egyeb paramétereket a vizsgalat inditasakor, 6 és 10 honap mulva hataroztuk meg. A
vizsgalatokat nem szupplementalt kontrollok eredményeivel vetettiik 6ssze. Mértiik az
adipocitokineket (leptin, rezisztin, adiponektin), oxidativ stressz (ox-LDL-t, plazma
TBARs), az endotél diszfunkcio jellemzoéit (sICAM, sVCAM, sE-selectin),
eikozanoidokat (TXB2, PGE2, LTB4), vazoaktiv anyagokat (ET-1, nitrogén monoxid,
cGMP), proinflammatorikus citokineket (IL-6, TNF-alfa) mmdket betegcsoportban.
Osszességében azt allapitottuk meg, hogy az American Health Association és a II.
Magyar Terapias Konszenzus Konferencia ajanlasa szerinti napi 1 g omega-3 zsirsav
adasa ebben a nagy kardiovaszkularis rizikdval rendelkezd betegcsoportban is tobb
elényds hatast fejtett ki. Bar az Osszmortalitdis nem kiilonbozott a kontroll HD
csoporthoz képest, azonban a kezelés 10 honapja alatt, AMI egyetlen szupplementalt
beteg esetében sem alakult ki, mig a kontrollok kozott két fatalis AMI tortént. Az elsd
analizisek eredményei arra hivtak fel figyelmiinket, hogy az alultaplalt betegek adatait
kiilon 1s kiértékeljiikk. Megallapitottuk, hogy az omega-3 szupplementicio
kovetkeztében a malnutritio mértéke jelentdsen csokkent, amit a szérum albumin
szintek és a szaraz teststly novekedése mutatott. Ugyanakkor a CRP, IL-6 és TNF-alfa
szignifikans csokkenését is tapasztaltuk. A tiz-paraméteres malnutritio-inflammatio
score (MIS) az egyik olyan modszer, amelyet a malnutrtiton-inflammation-
atherosclerosis (MIA) szindroma objektiv megitélésére haszndlnak az irodalomban.
Meghatéaroztuk ezeket az értékeket a szupplementalt és kontroll HD betegek esetében
a vizsgalat elinditasakor, 6 és 10 honap mulva. A kezdeti MIS atlagban nem volt
kiilonbség a két csoport kozott. A kontrollokban az dsszesitett MIS roml6 tendenciat
mutatott (5.1, 6.67 és 7.41) mig az omega-3 supplementalt betegekben nem valtozott
(4.89, 4.8 ¢és 4.17). Az alultaplalt egyénekben a szupplemetacié megakadalyozta a
MIS csokkenését (7.26, 5.26 és 4.66), ami a kontrollokban jelentés mértékii romlast
mutatott (6.85, 8.64 és 10.06). Tekintettel arra, hogy a malnutritio-inflammatio fontos
prediktora a HD betegek mortalitidsanak ¢€s életmindségének, az omega-3 zsirsav
malnutritiot és inflammatiot csokkentd hatasa fontos ) megallapitds. Tovabbi Uj
megfigyelés, hogy az omega-3 zsirsav szupplementacié kedvezden befolyésolta az
endotél karosodas markereit (SICAM, sVCAM ¢és sE-selectin), azaz megakadalyozta



emelkedésiiket, ami a kontroll betegekben volt megfigyelhetd, szignifikans mértékben
csokkentette az eikozanoidok koncentraciojat —a TXB2 (463+304 vs. 857+458 pg/ml,
p<0.04) az LTB4 (686+783 vs. 1202+804 pg/ml, p<0.02) és kisebb mértékben a PGE2
(851£208 vs. 1077£322 pg/ml) — és a vérnyomads csokkentéssel egyiitt a vazoaktiv
anyagok (NO, cGMP) mennyiségét, nem valtozott azonban az ET-1, a leptin, a
rezisztin és az adiponektin koncentracioja. Ez utobbi alapjan megallapithatd, hogy az
étvadgy javulasaban - ¢és ennek kovetkeztében a testsuly novekedésében - az
inflammatio csokkenése lehet a meghatarozo folyamat. Tobb paraméteres korrelacios
analizis eredménye is ezt tdmasztja ald. Az eredmények szerint az omega-3 zsirsav
bevitel és a szérum albumin (r=0.321), a TG szintek (r=-0.273), a CRP (r=-0.268), az
IL-6 (r=-0.198) és a TNF-alfa (r=-0.149) kozott szignifikans kapcsolat mutathato ki.
Osszességében  megallapithatjuk, hogy a tiz honapos omega-3 zsirsav
szupplementaciot a betegek nagy tobbsége jol toleralta, eldnyds hatdsok minden
betegekben megfigyelhetok, azonban az alultiplalt HD betegekben sokkal
kifejezettebbek a valtozadsok. Az eredmények alapjan azt mondhatjuk, hogy ez a dézis
(1 g/map omega-3 zsirsav) koltség-hatékony modszer lehet a HD Dbetegek
kardiovaszkularis mortalitasanak csokkentése szempontjabol.

Eredményeinket tobb hazai és nemzetkdzi konferencidn mutattuk be. Az eredmények
Osszegzésérol egy kozleményt most kiildiink be az NDT-be, egy masik irdsa folyamatban
van.



