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Roviditések jegyzéke

AcLDL: acetilélt alacsony stirliségii lipoprotein

ADMA: aszimmetrikus dimetil-arginin

AGE: késoi glikéacios végtermék

AGER-1: 1-es tipusu elérehaladott glikacios végtermék receptor
AGER-2: 2-es tipusu elérehaladott glikacios végtermék receptor
AGER-3: 3-as tipusu elérehaladott glikacios végtermék receptor
ALA: alfa-liponsav

ALC: acetil-l-karnitin

ANOVA: varianciaanalizis

anti-TPO: tireoperoxidaz elleni antitest

anti-TG: tireoglobulin elleni antitest

BCKDH: elagazo lancu 2-ketoacid dehidrogenaz

BMI: testtomegindex

CAS: Osszetett autondm pontszam

CEL: karboxi-etil-lizin

cIMT: carotis intima-media vastagsag

CML: karboxil-metil-lizin

CPT: dramérzet kiiszobérték

CRP: C-reaktiv protein

CV: variabilitéasi koefficiens

CVD: kardiovaszkularis megbetegedés

DN4: Douleur Neuropathique 4 kérd6iv

DNS: dezoxiribonukleinsav



DOLD: 1,3-di(Ne-lizino)-4-(2,3,4-trihidroxi-butil)-imidazélium
DRG: dorzalis gyokérganglionok

DSPN: disztalis szimmetrikus polineuropathia

ECM: extracellularis matrix

ELISA: enzimhez kotott immunoszorbens assay

eNOS: endothelialis nitrogén-monoxid szintetaz

FEEL-1/FEEL-2: laminin tipusu EGF-szer(i és linkdomént tartalmazo6 scavenger

receptor-1/laminin tipust EGF-szer(i és linkdomént tartalmazo scavenger receptor-2
fl-RAGE: teljes RAGE receptor

fT4: szabad tiroxin

fT3: szabad trijod-tironin

GCS: glicin-hasité rendszer

GLP-1: glukagon-szerQ peptid-1

HbAIc: hemoglobin Alc

HDL: nagy stirtiségli lipoprotein

HT: Hashimoto-thyreoiditis

hsCRP: nagy érzékenysegii C-reaktiv protein
IAPP: sziget-amiloid polipeptid

ICAM-1: intercellularis adhézidés molekula 1
JNK: c-Jun amino terminalis kindz

2-KGDH: 2-ketoglutarat-dehidrogenaz komplex
LDL.: alacsony siirtiségili lipoprotein

LT4: levothyroxin

MAPK/ERK: mitogén-aktivalt protein kinaz / extracellularis jel szabalyozta kinaz

uatvonal



MCP-1: monocita kemoattraktans fehérje-1
MG-H1: metilglioxalbol szarmazo6 hidroimidazolon-1
MHC III: f6 hisztokompatibilitasi komplex III

MMP-2: matrix metalloproteindz -2
NAC: N-acetilcisztein

NDDS: 1j gyogyszerleado rendszerek
NF«B: nuklearis faktor- kappa B

NGF: idegnovekedési faktor

NO: nitrogén-monoxid

NOS: nitrogén-monoxid szintetaz

NTSS-6: Neuropathy Total Symptom Score-6

oxLDL: oxidalt alacsony stirtiségli lipoprotein

RAGE: AGE receptor

PAI-1: plazminogén aktivator inhibitor-1

PDHC: piruvat-dehidrogenaz komplex

PGRN: progranulin

ROS: reaktiv oxigén gyokok

RNS: reaktiv nitrogén gyokok

PKC: protein kinaz-C

sICAM-1: szolubilis intercellularis adhéziés molekula-1
SR: scavenger receptor

SR-A: A osztalyl scavenger (tisztogatd) receptor

SR-B: B osztalyu scavenger (tisztogatd) receptor
SR-BI: B osztalyu scavenger (tisztogato) receptor L. tipus

SRE: E osztalyu scavenger (tisztogatd) receptor
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sRAGE: solubilis AGE receptor

sVCAM-1: szolubilis vaszkularis adhézids molekula -1
T2DM: 2-es tipusu diabetes mellitus

TG: triglicerid

TGF-B: transzformald novekedési faktor-§

Th: helper T-sejt

TNF -a: tumor nekrozis faktor - a

TSH: tireoidea stimulalé hormon

VCAM-1: vaszkularis sejtadhéziés molekula-1

VEGF: vaszkularis endotelialis novekedési faktor



1. Bevezetés

A késoi glikacios végtermékek (advanced glycation end products, AGE-k)
fehérjék, lipidek vagy nukleinsavak nem-enzimatikus reakcioja soran képzddo
irreverzibilis molekuldk heterogén csoportja. Az AGE-k kulcsszerepet jatszanak
az Oregedésben, fiziologias koriilmények kozott is felhalmozodnak a szervezetben,
azonban tartdsan fennalld hiperglikémia, oxidativ stressz és gyulladasos allapotok
tovabb fokozzdk a képzddésiiket. Ezen feliil exogén modon élelmiszerekkel és
dohanyzéssal is bekeriilnek a szervezetbe. Az AGE-k koros felhalmozodasa
gyorsithatja az oregedést, hosszu tdvon kronikus betegségek és szovédményeik
kialakuldsédhoz, illetve azok progresszidjahoz vezet. Az AGE-k képesek
modositani  fehérjék szerkezetét és funkcidjat, érrendszeri és szoveti
karosodasokhoz vezetve, valamint a késéi glikacidos végtermékek receptora
(receptor for advanced glycation endproducts, RAGE) aktivalasaval kiilonb6zo
gyulladésos jelatviteli itvonalakat inditanak el [1, 2].

Autoimmun pajzsmirigybetegségek, mint példdul a Hashimoto-thyreoiditis
esetén a kronikus gyulladas és a fokozott oxidativ stressz eldsegiti az AGE-k
képzddését ¢s felhalmozddasat a pajzsmirigy szovetében, ami hozzajarulhat a
szoveti karosodasok és a koéros autoimmun mechanizmusok fokozodasahoz [3].
Ezzel 6sszhangban a diabetes mellitus kiilonb6z6 tipusaiban, kiillondsen a 2-es
tipusu diabetes esetén, a tartosan jelen 1évd emelkedett vércukorszint jelentdsen
a makro- és mikrovaszkularis szovédmények kialakulasdhoz, Ggy, mint a
retinopathia, nefropathia, neuropathia, illetve kardiovaszkularis elvéltozasokhoz
[4].

A diabeteszes neuropathia és a Hashimoto-thyreoiditis kialakuldsaban
egyarant komoly szerepe van a glikacios végtermékek okozta oxidativ stressznek.
Terapias szempontbol fontos olyan 11 stratégidk fejlesztése melyek elsdsorban az
AGE szintek csokkentésére, az oxidativ stressz mérséklésére €s ezaltal a reaktiv
szabadgyokok felszabaduldsanak gatlasara fokuszalnak. Tobbek kozott az alfa-
liponsav, mint erds antioxidans €s mitokondrialis koenzim, képes csokkenteni az
AGE-k altal indukalt oxidativ karosodast, javitani a periférids idegek
anyagcseréjét, és mérsékelni a neuropatias tiineteket. Osszességében a késdi

glikacios végtermékek és azok szoveti hatdsai kdzponti szerepet jatszanak mind a
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Hashimoto-thyreoiditis, mind a diabetes kiilonb6z6 tipusainak szovodményeiben,

kiilondsen a neuropathias elvaltozasok kialakulaséban.
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2. Irodalmi attekintés

2.1 Az oxidativ stressz

Selye Janos 1936-ban hatarozta meg ¢és vezette be a ,,stressz” fogalmat a
mellékvese adaptiv valaszainak vizsgalata kapcsan, amellyel megalapozta a
modern stresszélettan tudomanyat. Selye megfigyelte, hogy a kiilonb6z6 kérositd
hatasok, melyek lehetnek fizikai, kémiai vagy pszicholdgiai eredetiiek, hasonlo,
nem specifikus €lettani valaszokat valtanak ki a szervezetben. 1976-ban megjelent
tanulmanyaban a stresszt ugy definialta, mint ,, a szervezet nem specifikus vailasza
barmilyen megterhelésre vagy igénybevételre”. Az 1980-as évek kozepén a
stressz fogalmanak molekularis sikon torténd tovabb gondoldsa vezetett az
oxidativ stressz elméletének kidolgozasdhoz, mely azota a biologia, kémia,
biokémia és orvostudomany szdmos teriiletén intenziv kutatasok kozéppontjaba
keriilt. Az oxidativ stressz olyan fiziologiai allapot, amely a sejtek redox-
egyensulyanak felboruldsaval jar és reaktiv oxigén-, illetve nitrogéngyokok (ROS
¢s RNS) tultermelédéhez vezet, ami meghaladja a szervezet antioxidans
kapacitasat. Alapvetden a ROS fiziologias szintje elengedhetetlen az
intracellularis ¢€s intercellularis jelatvitel, valamint a sejtnovekedés ¢és
differencialodas szabalyozasaban, de az emelkedett ROS-termelddés felboritja az
egyensulyt és koros lancreakcidok sorozatat indithatja el [5]. Ez a folyamat
sejtszintli karosodasokat eredményez, beleértve a lipidperoxidaciot, fehérjék
modosulasat és a dezoxiribonukleinsav (DNS) karosodéasat. Végsdsoron pedig
hozzajarul szamos betegség és szovodményeinek kialakulasahoz, koztiik sziv- és
érrendszeri, neurodegenerativ és autoimmun rendellenességek, a daganatos
megbetegedések, a cukorbetegség megjelenéséhez, valamint kulcsszerepet jatszik
az oregedés folyamataban (1. abra).

Hashimoto-thyreoiditisben (HT) a kronikus pajzsmirigy-gyulladas ¢és az
autoimmun folyamatok fokozzak a szabadgyok-termelést, ami hozzdjarulhat a
szoveti karosodashoz és a hormondlis egyensulyzavarokhoz. Hasonldan, 2-es
tipusu diabetes mellitusban a tartos hiperglikémia fokozza az AGE-k képzddését
¢és tovabb noveli az oxidativ stressz szintjét, eldsegitve a diabeteszes periférias
polyneuropathia (DSPN) kialakulasat. Az oxidativ stressz molekularis

markereinek vizsgalata mindkét betegcsoportban lehetdséget nyujt a betegség
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e ey

példaul a levothyroxin- vagy alfa-liponsavas (ALA) kezelés hatdsainak
megfigyelésére.

Az oxidativ stressz napjainkban kutatasi teriiletként intenziv figyelemnek 6rvend
vilagszerte, igy az ezzel kapcsolatba hozhatd betegségek gyakorisaga
folyamatosan emelkedik, és folyamatosan bévitve tudasunkat az oxidativ stressz

pleiotrop koroki szerepérol (1. abra).

Szabadgydksk \ [ Endogén,
ROS T — ," Természetes,
s == sentetus
Immunfunkcids - -
zavarok L

Allergiak

Oregedés Oxidativ

ressz ‘o
stress :', Daganatok

=l
=2
Neurodegenerativ .
betegségek —
Gyulladasos Kardiovaszkularis Diabetes

betegségek betegségek

1. dbra: A fokozott oxidativ stressz jelentdsen noveli a kronikus betegségek

kialakulasanak kockazatat [6].

2.2 Késoi glikacios végtermékek (AGE-k)

Az AGE-k irreverzibilis adduktumok heterogén csoportjat képezik,
fehérjék, nukleinsavak ¢és lipidek nem enzimatikus glikacioja €s oxidacidja soran
keletkeznek [1, 7]. Alapvetden exogén és endogén forrasbol szarmaznak (2. dbra),
lassan tirlilnek ki a vérarambol, ezért élethosszig tartd felhalmozodasra képesek.
Meghatarozo szerepet jatszanak az 6regedésben, valamint kiilonbdz6 betegségek

¢és szovodményeik kialakuldsaban [2, 8]. Az exogén forrdsokbol szarmazé AGE-
12



k, nagy mennyiségben taldlhatok meg a feldolgozott, magas hémérsékleten
elkészitett, grillezett, magas zsir- és fehérjetartalmu ételekben [9]. Emellett a
dohéanyzas is jelentds kiils0 AGE-forrasnak szamit. Az AGE-k kulcsszerepet
toltenek be az dregedési folyamatban, valamint szdmos betegség €s szovodmény
kialakuldséban, tobbek kdzott a metabolikus szindrémaban, a 2-es tipust diabetes
mellitusban, a daganatos betegségekben, az atherosclerosisban és az autoimmun

pajzsmirigy-betegségekben [10].

(i \
Endogén forras Exogén forras
~ e o
@
Korny-
ezeti
faktorok
AGE szint
Gyulladas
Genetika 016 életméd
ININ NI
N /

2. dbra. Az AGE-k forrasai, ¢és felhalmozodasukat befolydsolo tényezdk [11].

Tovéabba az AGE-k és receptoraik jelentds hatassal vannak a pajzsmirigyrak
kialakuldsara ¢és progresszidjara, amely ndvekvd el6fordulasa fontos
kozegészségiigyi problémat jelent. Ez a megemelkedett incidencia részben olyan

kornyezeti tényezOknek tulajdonithato, mint példaul az elhizas [8, 12].

Az AGE-k a klasszikus Maillard-reakci6 sordn jonnek létre (3. dbra), amikor a
redukald cukrok nem enzimatikus modon kapcsolddnak a fehérjék, lipidek vagy

nukleinsavak aminocsoportjaihoz. A folyamat egy Schiff-bazis kialakulésaval
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indul, majd Amadori-atrendez6déssel és az azt kovetd oxidativ modosulasokkal
(glikoxidacio) folytatddik, amelynek eredményeként AGE-k képzddnek. Ezt a
folyamatot a 3. abra szemlélteti [4]. Normal ¢€lettani viszonyok ko6zott az AGE-k
csak  mérsékelt mennyiségben képzddnek, azonban tartésan fennalld
hiperglikémia esetén a fokozott gliikdz-hozzaférés miatt termelddésiik jelentésen
felgyorsul, igy az AGE-k szintje jelentds emelkedést mutat cukorbetegeknél,

kiilénosen, ha a vesemiikodés is karosodott.

fehérjék o €9 &
e & o

+ ——p | Schiff | ——— | Amadori
bazis | termék

glukoz
L molekula ' |

Maillard reakcio

3. dbra. AGE-k keletkezése.

Az AGE-k szadmos membranhoz kotott, sejtfelszini receptorral
rendelkeznek (1. tablazat), amelyek aktivalasukat kovetden kiilonféle jelatviteli
utvonalakat indithatnak el. Egyes receptoraik, mint példaul az 1-es tipusu
elérehaladott glikacids végtermék receptor (AGER-1), segitenek az AGE-k
eltavolitasaban a szervezetbdl, masok, mint példaul a RAGE, szamos jelatviteli
utvonalat indit el ugy, mint a MAPK/ERK, TGF-f, c-Jun amino terminalis kinaz
(c-Jun N-terminal kinases, JNK) és a nukledaris faktor kappa B (NF-kB) jelatviteli

atvonal.
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1. tdblazat. AGE receptor varidnsok és cellularis funkcioik. [13],[9]

AGE receptor

Funkcio

FEEL-1/FEEL-2

RAGE Endocitozis, signaling (sejt aktivalas), ROS képzddés, gyulladdsos
valasz.

AGER1 Endocitozis, AGE-k és AGE moddositott fehérjék degradacioja,
védelem az oxidativ stresszel szemben.

AGER2 Signaling (sejt aktivalas), gliikkozidaz II szabalyzé alegysége.

AGER3 Signaling, sejt aktivalas.

SR-A Endocitozis, AGE-k és AGE moddositott fehérjék és az LDL
degradacioja.

SR-B Endocitozis, AGE-k és AGE mddositott fehérjék degradacioja, sejt
adhézi6, zsirsav-transzport szabalyzasa.

SR-BI HDL szelektiv felvétele, endocitozis, AGE-k és AGE modositott
fehérjék degradacioja.

SRE Signaling, az oxidalt alacsony stirtiségii lipoprotein (oxLDL)

endocitotikus felvétele és degradacidja.

Endocitézis, AGE-k és AGE modositott fehérjék, hialuronsav és
AcLDL degradacidja.

Roviditések: AGER1, AGER2, AGER3; késoi glikacids végtermékek receptora-
1, -2 és -3, FEEL-1/FEEL-2; laminin tipustt EGF-szer(i és linkdomént tartalmazé
scavenger receptor-1/laminin tipusi EGF-szerli és linkdomént tartalmazo
scavenger receptor-2, SR-A; A osztalyu scavenger (tisztogatd) receptor, SR-B; B
osztalyu scavenger (tisztogato) receptor,SR-BI; B osztalyu scavenger (tisztogato)
receptor I tipus, SRE; E osztalyt scavenger receptor, RAGE; késoi glikacios
végtermékek receptora, oxLDL; oxidalt LDL, AcLDL; acetilalt LDL.

Ezek koziil az NF-kB utvonal aktivalasaval fokozzak a receptor expresszidjat,
a gyulladasos citokinek felszabadulasat, az oxidativ stresszt és a ROS képzddését.
A fokozott oxidativ stressz tovabbi endogén AGE-k képzddéséhez vezethet.
Ezéltal egy ongerjesztd folyamat alakul ki, amely hossza tavon hozzdjarulhat a
kronikus betegségek és szovodményeik kialakuldsdhoz (4. abra). Emellett az
AGE-k képesek fehérjékkel keresztkotések kialakitasara, igy megvaltoztatva azok
miikddését, ami szintén szerepet jatszik az AGE-hez kothetd korképek széles

korének pathogenezisében [2],[9].
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4. abra Az AGE-k sejtszintli biologiai hatdsai és az altaluk okozott betegségek.
Sajat dbra. Roviditések: AGE; késoi glikacios végtermékek, ROS; reaktiv
oxigéngyokok, NF-«kB; nuklearis faktor- kappa B

Az AGE-k tobbféle receptorhoz képesek kotdédni (Toll-like receptor,
scavenger receptor, G-fehérje kapcsolat receptorok, mintdzatfelismerd
receptorok), de koziilik a legfontosabb az eldrehaladott glikacids végtermékek
receptora (RAGE) mely az immunglobulin szupercsaldd tagja, nevét legfontosabb
ligandja utan, az AGE koté képessége miatt kapta, de szdmos mas ligandot is
képes megkétni [14]. A humén RAGE gén a 6. kromoszoman helyezkedik el,
arra utal, hogy szerepet jatszik az immunvalaszokban [15]. A teljes RAGE (full-
lenght RAGE, fl-RAGE) a receptor egy 1-es tipust transzmembran fehérje, 45

kDa molekulatomegii és 404 aminosavbol épiil fel, eredetileg szarvasmarha
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tiidéendotheliumabdl izoldltdk és szamos sejttipus képes expresszalni a
szervezetben. Harom domain-bdl épiil fel, extracellularis domain (N-terminalis
V-tipusu domén ¢és két C-tipusu - C1 és C2 immunglobulin domének), hidrofob
transzmembran domain €s egy erdsen toltott citoszolikus domain [16].

A teljes RAGE receptor mellett szamos természetesen eléforduld6 RAGE
varianst is leirtak, tobbek kozott a DN-RAGE (hidnyzik a citoszolikus farok, igy
blokkolja az fl-RAGE aktivalodasat és jelatvitelét), AN-RAGE ¢és az sSRAGE-t. A
solubilis AGE receptorok az fl-RAGE-bdl keletkeznek (sRAGE) endogén
szekrécio révén (esRAGE) vagy a martix metalloproteindazok hasitjak le a

sejtfelszinrdl (cCRAGE). Az sSRAGE képes kompetitiven megakadalyozni az AGE-

RAGE interakcidt, ezaltal mérsékli a gyulladdsos citokinek és ROS termelddését
[71,[9, 17] (5. abra).

fl-RAGE SRAGE

A — esRAGE cRAGE

AN-RAGE
Lo Extracellularis
domain 5

S R
} 533%%%%};)

Alternativ spliceing, szekrécié

5. ébra. A RAGE receptor ¢€s splice varidnsainak felépitése. Sajat bra.
Roviditések: AGE; késoi glikacios végtermékek, fl-RAGE; teljes RAGE
receptor, SRAGE; késdi glikacios végtermékek solublilis receptora, NF-kB;
nukledris faktor- kappa B.
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Az sRAGE szérumszintjének csokkenését tobb korképben is kimutattak,
igy példaul esszencidlis hipertoniaban, koszortér-betegségben, kronikus
obstruktiv  tiidobetegségben, pajzsmirigy-tulmikodésben, reumds izileti
gyulladasban és Alzheimer-kérban [18]. Ujabb tanulmanyok o6sszefoglaltik
azokat a betegségeket, amelyekben az emelkedett AGE/sRAGE arany megbizhat6
biomarkernek bizonyult, igy tobbek kozott a nem ST-elevacidos miokardialis
infarktus [7], hyperthyreosis, thoracalis aorta aneurizma és hypercholesterinaemia

[18],[19] miatt kezelt betegek esetében.

2.3 Hashimoto - thyreoiditis

A koérképet el6szor Hakaru Hashimoto japan orvos irta le 1912-ben, aki a
»struma lymphomatosa” elnevezést alkalmazta megnagyobbodott pajzsmirigyek
esetében, amelyekben jelentds limfocitas beszilirddést észlelt. A Hashimoto-
thyroiditis (HT), méas néven kronikus autoimmun vagy kronikus limfocitéas
pajzsmirigy-gyulladas, egy autoimmun eredeti korkép, amelyben az
immunkozvetitett folyamatok kovetkeztében a pajzsmirigy ellenes antitestek, az
anti-thyreoidea-peroxiddz (anti-TPO) és anti-tireoglobulin (anti-TG) képzddése
és a T-sejtek aktivalodasa a pajzsmirigy follikularis sejtjeinek fokozatos

pusztuldsahoz vezet (6. abra).
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6. dbra. A Hashimoto-thyreoiditis patomechanizmusa. Sajat dbra. Roviditések: TSH;

tireoidea stimulaldé hormon, T3; trijod-tironin , T4; tiroxin.

A HT az autoimmun pajzsmirigybetegségek egyik leggyakoribb formaja,
eléfordulasa 1000 fore vetitve 0,3-0,5 eset. A jodban gazdag régiokban a HT a
pajzsmirigy alulmiikodés vezetd oka [20],[21]. A betegség patogenezisében
alapvetd szerepet jatszanak a genetikai hajlam €s a kornyezeti tényezdk, mig az
elérehaladott életkor és a n6i nem szintén jelentds kockazati tényezdk, az utobbi
esetében 8-10-szeres kockéazatot feltételeznek. Szamos kornyezeti és életmodbeli
tényezok, példaul stressz, thlzott jod- vagy elégtelen szelénbevitel, tobbszords
terhességek, valamint virusfertdzések, eldsegithetik a HT kialakulasat, mig a
dohanyzés és a mérsékelt alkoholfogyasztds védd hatdsunak tinik [20]. A HT
mellett mas autoimmun betegségek is megjelenhetnek, mint példaul a Sjogren-
szindroma, a myasthenia gravis, az anaemia perniciosa, kotdszoveti betegségek,
autoimmun majbetegség, vitiligo és a glutén-szenzitiv enteropathia. Bizonyos

autoimmun eredetli endokrin betegségek, példdul 1-es tipust cukorbetegség,

19



hypoparathyreosis ¢s Addison-kor a HT-vel egyiitt autoimmun poliendokrin
szindromakat alkotnak [21].

A Hashimoto-thyreoiditishez tarsuldé pajzsmirigy-alulmikodés klinikai
jelei a hormonhidny kovetkezményei, €és tobb szervrendszert érintenek. A HT
okozta hypothyreosis gyakori tlinetei kozé tartozik a bdrszarazsag, hajhullas,
fazékonysag, hizas, rekedt hang, és a bradycardia. Az emésztdrendszer is €rintett
lehet, az epeholyag és 1égzérendszer miikddése is karosodhat, a vazizmoknal
myxddémas besziirddés €s csokkent 0sszehuzodasi képesség jelentkezik, ami
izomgyengeséghez vezet. A vérképzd rendszer, a reproduktiv és a hugyuti
funkcidk is érintettek, gyakoriak a centralis idegrendszeri tlinetek, a faradtsag,
memoria- és koncentracidzavar. Sulyos esetben myxddémas koéma, ritkan
Hashimoto-encephalopathia is kialakulhat.

A Hashimoto-thyreoiditis diagndzisa a pajzsmirigy-alulmiikddés klinikai
tiinetein és a pajzsmirigy ellenes antitestek jelenlétén alapul, bar az esetek 5—10%-
ban szeronegativ forma is el6fordul. Az ultrahang segithet a
differencidldiagnozisban, kiilondsen anti-TPO-negativ betegekben, a HT
jellegzetes ultrahang jelei a csokkent echogenitds, a heterogenitds, fokozott

vascularizacio €s kis cisztak jelenléte [21].

2.3.1 Patomechanizmus, szovodmények

A Hashimoto-thyreoiditis klinikai megjelenése valtozatos lehet, a betegek
a pajzsmirigy miitkodésének kiilonbozd stddiumait mutathatjak, az euthyreoid
allapottol a szubklinikai és manifeszt hypothyreosisig, ritkdbb esetekben pedig
atmeneti hyperthyreosis is kialakulhat.

A Hashimoto-thyreoiditis autoimmun folyamata a genetikai és kdrnyezeti
tényezOk  kolcsOnhatdsdnak  eredményeként alakul ki, amelyek a
pajzsmirigysejtek karosodasahoz vezetnek, €és autoantigének felszabadulasat és
megjelenését valtjadk ki. Az autoreaktiv immunsejtek bejutdsa a pajzsmirigybe
sejtes és humordlis immunvalaszt indit, citokintermelést stimulal, valamint
citotoxikus hatds és apoptozis kialakuldsahoz vezet. Sejtszinten az Ontolerancia
elvesztését elsOsorban az autoreaktiv CD4" T-helper sejtek, kiillondsen a Thl és

Th17 altipusok okozzdk, amelyek beszivarognak a pajzsmirigybe ¢s
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gyulladéskelto citokineket, példaul IFN-y-t, IL-17-et és TNF-a-t termelnek. Ezek
a citokinek aktivaljék a citotoxikus CD8" T-sejteket ¢és a helyi makrofagokat, ami
a pajzsmirigysejtek fokozatos pusztulasahoz vezet. A szabalyozo T-sejtek (Treg)
csokkent miikodése tovabb sulyosbitja az immunvalasz egyensulyanak
felborulasat. Molekularis szinten a CTLA4, CD40 ¢és PTPN22 gének
polimorfizmusai mddositjdk a kostimulécios jelatvitelt és az antigénprezentaciot,
eldsegitve az autoimmun folyamatok felerdsodését. Emellett a JAK/STAT
jelatviteli ttvonal koros aktivalédasa fokozza a gyulladdsos medidtorok
transzkripcidjat, fenntartva a kronikus autoimmun gyulladast [22].

A Hashimoto-pajzsmirigy-gyulladas patogenezisében korabban fokozott
oxidativ stresszt és csokkent antioxidans szintet figyeltek meg [3, 23]. Hossza
tavon a felborult redox egyensuly eldsegiti az endogén modon termel6dé AGE-k
keletkezését. Egy korabbi vizsgalatban 50 frissen diagnosztizalt, euthyreoid HT-
betegnél alacsonyabb sRAGE-szintet és magasabb AGE-koncentraciot talaltak
[24], azonban levothyroxin-kezelésben részesiilé HT-péaciensek esetében ezt az
Osszefliggést még nem vizsgaltdk. Giannakou ¢és munkatarsai egy masik
tanulmanyban a levothyroxin (LT4) podtlasban részesiilé betegek oxidativ
paramétereit magasabbnak talaltak, mint a hormonpo6tlasra nem szorul6 betegekét,
azonban az AGE- és sSRAGE-értéket nem vizsgaltak [14]. Bar a hypothyreosis
obesogén hatasa régdta ismert [25] a legtjabb kutatasok szerint az elhizds a HT
¢és a hypothyreosis nem hagyomanyos kockézati tényezdjeként is értékelhetd [26].
Ruggeri ¢és munkatarsai egy friss tanulmanyban euthyreoid, normal
testtomegindexxel rendelkezd HT-betegek étkezési szokasait vizsgalta, és arra a
megallapitasra jutottak, hogy esetiikben magasabb volt az allati eredetii
¢lelmiszerek, ¢és alacsonyabb a novényi eredetli ételek fogyasztdsa a

kontrollcsoporthoz képest, amihez magasabb AGE-szintek tarsultak [27].

2.3.2 Terapias lehetoségek

A Hashimoto-thyreoiditis kovetkeztében kialakuld hypothyreosis
kezelésére a terapias iranyelvek szerint a LT4-monoterdpia inditasa ajanlott. Az
LT4 a trijodtironin (T3) szintetikus eldanyaga (prohormonja), mig a T3 a

szervezetben élettanilag aktiv pajzsmirigy-hormonként miikodik. Az LT4 viszont
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onmagaban nem minden esetben biztosit megfeleld anyagcsere-szabalyozast a
pajzsmirigy-alulmiikodésben szenvedd betegek egy kisebb csoportjanal. Egyes
nemzetkézi iranyelvek szerint ilyen helyzetekben érdemes megfontolni a
megkozelités azon a feltételezésen alapul, hogy egyes betegeknél csokkent lehet
a T4-T3 atalakulés hatékonysaga, illetve, ha a pajzsmirigy mitkddése jelentosen
karosodott, el6fordulhat, hogy a szervezet nem képes elegendé mennyiségii T3-at
eldallitani a normalis mitkodéshez [28]. A kombinalt LT4+LT3 potlas korabbi
klinikai vizsgélatok alapjan nem mutatott egyértelmu elényt, legfeljebb csekély
klinikai javulast eredményezett. Alkalmazasa elsdsorban alacsony fT3-szintek
fennallasa vagy dejodindz-enzim polimorfizmusok esetén, tehat elégtelen
célszoveti T3-ellatottsdg mellett mérlegelhetd. Emellett étrend-kiegészitdk és
vitaminok, példaul D-vitamin és szelén, alkalmazasa is szoba johet a pajzsmirigy

autoantitest-szintek csokkentésére.

2.4 A 2-es tipusu diabetes mellitus

A 2-es tipusu cukorbetegség (T2DM) el6fordulasa vilagszerte novekvo
tendenciat mutat, koszonhetden az iil0 ¢életmodnak és az egészségtelen
taplalkozasi szokasoknak. Az NCD Risk Factor Collaboration adatai szerint 2022-
ben vilagszerte mintegy 828 millio felnott ¢élt felismert T2DM-mel [29]. Az
Egészségligyl Vilagszervezet elOrejelzése alapjan 2030-ra a cukorbetegség a
hetedik vezetd halalokként szerepel majd [30],[31]. A cukorbetegség egy 0sszetett
kronikus betegség, amely anyagceserezavarokkal és szamos szovédménnyel jar. A
T2DM-re jellemzd tartos hiperglikémia hétterében az inzulinrezisztencia és a f3-
sejtek mitkodésének karosoddsa all. A tartosan emelkedett vércukorszint
hozzajarul a mikro- és makrovaszkularis szovodmények kialakuldsahoz [32],
amelyek a morbiditas €s a mortalitas vezetd okai cukorbetegségben [33, 34]. A
neuropathia, amely a becslések szerint a T2DM-ben szenvedd betegek felénél
alakul ki, rontja az €életmindséget és eldsegiti a munkaképesség csokkenését €s
elveszitését, jelentdsen noveli az egészségiigyi ellatas koltségeit [35]. Négy {6
tipusa (autondém neuropathia, proximalis neuropathia, disztalis periférids

neuropathia és fokalis neuropathia) koziil a disztalis szimmetrikus
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polineuropathia (DSPN) a leggyakoribb forma [35]. A diabeteszes szovodmények
patofiziologidja Osszetett, azonban jol ismert, hogy az AGE-k meghatarozo
szerepet jatszanak a neuropathia, a nephropathia, a retinopathia ¢és az

atherosclerosis kialakulasaban és progresszidjaban.
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2.4.1 A T2DM patomechanizmusa, szovodményei

Noha a T2DM ¢és szovodményeinek patomechanizmusa rendkiviil
Osszetett, de feltételezhetd, hogy az AGE-k, illetve az AGE/RAGE kdlcsonhatasa
meghatarozo szerepet jatszik a folyamatok kialakuldséban. A tartds hiperglikémia
okozta AGE képzddés és felhalmozodas a hasnyalmirigyben hozzéjarul a béta-
sejtek toxicitasdhoz, elsdsorban a gyulladasos jelatviteli kaszkadok és az oxidativ
stressz aktivalasan, illetve fokozddasan keresztiil. Az AGE-k emelkedett szintje
fokozza a RAGE expressziojat a Langerhans-szigetekben, az AGE/RAGE tengely
aktivalja az NF-«kB jelatvitelt, ami kronikus gyulladdshoz, mitokondrialis
diszfunkcidhoz, béta-sejt karosodashoz és apoptdzishoz vezet [4]. Tovabba az
AGE-k altal kivaltott RAGE-aktivitds hosszu tavi sejtmiikodési zavart okoz,
amelyet sokszor ,,metabolikus memorianak™ neveznek. Ez a jelenség a korabban
felhalmozodott AGE-k tartés hatdsan alapul, amelyek fenntartjdk a RAGE
overexpresszidjat, az NF-kB folyamatos aktivalodasat, a szovetek specifikus
gyulladésos vélaszat, valamint a hosszl tavu oxidativ stressz kialakulasat és
fennmaradésat, mely még a hiperglikémia normalizaldsa utdn is fennmarad. Az
AGE/RAGE tengely altal kivaltott hiperglikémiis memoria Osszefliggést mutat a
cukorbetegség szovodményeinek kialakulasaval [36]. Az AGE/RAGE jelatvitel
fokozza az oxidativ stresszt és a gyulladdst a hasnyalmirigy béta-sejtjeiben,
eldsegitve a toxikus sziget-amiloid polipeptidek (IAPP) kialakulasat és
képzddéséhez vezet, ami béta-sejt toxicitast eredményez. Az AGE/RAGE tengely
aktivacigja ezen kiviil elOsegiti a hasnyalmirigy béta-sejtjeinek tovabbi

karosodasat (7. abra).
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7. ébra. AGE/RAGE Aéltal kozvetitett hasnyalmirigy-béta-sejt toxicitas [4].

Epidemiologiai adatok igazoljak, hogy a T2DM-ben szenveddk korében a sziv-
¢s érrendszeri betegségek miatti halalozas kockazata jelentésen magasabb, mint a
nem cukorbetegek esetében [35]. Tanulmanyok kimutattak, hogy az AGE/RAGE
tengely, valamint a MAPK- és NF-kB-jelatviteli utak aktivalodasa fokozza az
intracellularis ROS-termelést, ami a gyulladasos és profibrotikus mediatorok,
példaul a VCAM-1, ICAM-1, PAI-1, MCP-1 és MMP-2 fokozott expresszidjahoz
vezet [37]. Ezek a medidtorok hozzdjarulnak az artérids merevség, az
érelmeszesedés és a plakkfelhalmozodés kialakulasahoz az atheroscler6zisra
hajlamos erekben. Az AGE/RAGE tengely aktivacidja tovabb fokozza az oxidativ
stresszt, €s elosegiti az LDL oxidaciojat (oxLDL), amely kulcsfontossagu szerepet
jatszik a kardiovaszkularis betegségek patogenezisében. Az oxLDL ligandként
kotédik a RAGE-hez, ezaltal szdmos intracellularis jelatviteli utvonalat (példaul
NF-«kB, p38, INK és MAPK) aktival, amelyek fokozzdk a TGF-B, a C-reaktiv
protein (CRP), a gyulladasos citokinek ¢és a protein-kinaz C (PKC) expressziojat.
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Ez a folyamat fokozza az érelmeszesedést és az ér intima media rétegének
merevségét, végs® soron hozzdjarulva a sziv- és érrendszeri betegségek
kialakulasadhoz [38]. Ezen feliil az AGE-k felhalmozddasa a hossza élettartamu
matrixfehérjéken, példaul a kollagénen ¢€s az elasztinon, keresztkotések
kialakuldsdhoz vezet, ami fokozott artérids merevséget, endothel-diszfunkcidt és
az extracelluldris matrix (ECM) és a sejtek kozotti kolecsonhatasok zavardhoz
vezet [39]. A kollagén nem enzimatikus moédosuldsa nemcsak a kardiovaszkularis
betegségek kialakulasaban jatszik szerepet, hanem jelentdés mértékben hozzajarul
a nephropathia, a neuropathia és a retinopathia kialakuldsdhoz is [40]. A
szisztémas mikrogyulladéssal Osszefiiggd artérias merevség
nyomasingadozasokat idézhet eld a kiilonb6zd szervek, kiilondosen a vese
mikroereiben, ezaltal ndvelve a veseelégtelenség kockdzatat, mikozben a

csOkkent vesefunkcid tovabb fokozza az AGE-k felhalmozddasat.
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2.4.2 A diabeteszes periférialis neuropathia (DSPN)

A cukorbetegség mikrovaszkularis szovodményei rendkiviil gyakran
fordulnak eld, és a test barmely részét érinthetik. Négy, f6 tipusa (autoném
neuropathia, proximalis neuropathia, periféridas neuropathia ¢és fokalis

neuropathia) koziil a periférias neuropathia a leggyakoribb formaja (8. abra).
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Hdlyag

8. abra. A diabetes mellitusban kialakul6 neuropathidk négy f6 tipusa: a
periférias neuropathia (a), a proximalis neuropathia (b), a fokalis neuropathia (c)

¢és az autonom neuropathia (d) [41].

A DSPN a T2DM egyik leggyakoribb szovodménye, amely a periférias
idegrendszer mitkdésének karosodasdhoz vezet. FObb tlinetei kozzé tartozik a
bizsergés, zsibbadas, neuropatids fajdalom, ¢&égé érzés, és paresztézia,
leggyakrabban a labujjak, 1abfejek vagy a labszarak tertiletén. A cukorbetegséggel
diagnosztizalt betegek mintegy 50%-at érinti, €s becslések szerint 2045-re
koriilbeliil 350 milli6 DSPN-ben szenvedd beteg lesz a vildgon. F6 kockazati
tényez0 a diabeteszes 1ab szovOdményeiben, Uigy, mint liszk0sodés, fertdzések,

labfekély, sot alsd végtagi amputacid kialakulasaban [6].

27



A dorzalis gyokérganglionok neuronjai kiilondsen érzékenyek az oxidativ stressz
altal kivaltott karosoddsra, mivel nagy mitokondriumokkal rendelkeznek és
intenziv oxidativ anyagcserét folytatnak. Ez a fokozott sériilékenység foként a
hiperglikémia altal kivaltott oxidativ stressz kdvetkezménye, amely aktivalja a
poliol-, hex6zamin-, PKC és AGE-utvonalakat, végso soron pedig endothel- és
neurondlis sejtkarosodast vagy apoptozist idéz eld [42]. Az NF-kB és a NADPH-
oxiddz aktivalasa az oxidativ stressz fokozddasdhoz vezet, amelynek
kovetkeztében a diabeteszes neuropathia soran az endoneuronalis véraramlas, az
idegszovet integritasa €s a regeneracidos mechanizmusok karosodnak. Az AGE-k
fokozott képzddése tovabb rontja az endoneurondlis nitrogén-oxid (NO)
metabolizmust, ami vasoconstrictids hatést, a sejtadhéziés molekulak aktivaciojat
¢s a koaguléciods aktivitas fokozodasat eredményezi. E folyamatok egylittesen az

idegrostok vérellatasanak tovabbi romlasat okozzak [43].

2.4.2.1 Terapias lehetéségek

A DSPN kezelésének alapvetd pillérei a vércukorszint megfeleld
kontrollja, az ¢letmodbeli tényezok rendezése, valamint a neuropatias fajdalom
csillapitasa. Az életmodkezelés részeként kiemelt szerepet kap a kiegyenstlyozott
étrend, a rendszeres testmozgds, tovabbd a vérzsirértékek és a vérnyomads
optimalis beallitasa.

Az oxidativ stressz a diabeteszes periférias neuropathia kulcsfontossagu
patofiziologiai tényezdje, és szamos tanulmany igazolta, hogy az antioxidans-
alapt beavatkozasok kedvezd hatasuak lehetnek allatmodellekben és DSPN-ben
szenvedo betegeknél egyarant [44]. Az exogén antioxidans potlas és a testmozgas
alapvetd terapias eszkozoknek szamitanak, mivel képesek csokkenteni a ROS-ok
altal kivaltott karos folyamatokat. Ezen tulmenden az 10j gydgyszerleadd
rendszerek (mikropartikulomok, nanopartikulomk, liposzomak) javithatjdk az
antioxidansok biohasznosulasat, fokozva a DSPN kezelésének hatékonysagat. A
betegség kezelésében alkalmazott antioxiddns stratégidk foként étrendi
antioxiddnsokra épiilnek, melyek harom f6 mechanizmuson keresztiil mérséklik a
szabad gyokok okozta oxidativ stresszt: ROS-megkdtés, fémion-kelatképzés,

fenolos lancreakcio-gatlas. Jelentdsebb antioxiddnsok az alfa-liponsav (ALA),
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acetil-l-karnitin (ALC), N-acetilcisztein (NAC), karnozin, taurin, vitaminok,
koenzim Q10, asvanyi anyagok, melatonin és ndvényi komponensek, példaul a
kurkumin és DPP-4 gatlok [45] (9. abra). Bar a legtobb antioxidans-kiegészitét
még nem vizsgaltak randomizalt, kontrollalt vizsgalatokban, a preklinikai
eredmények igéretesek, és megerdsitésiik esetén értékes kiegészitdi lehetnek a
DSPN jovobeli megel6zésének és kezelésének [6]. A rendszeres testmozgas pedig
javitja az anyagcsere-folyamatokat és mérsékli a cukorbetegség szovodményeit
az 1zmok mitokondrialis oxidativ kapacitdsanak fokozasaval és az NO

biohasznosulasanak novelésével.
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9. dbra Antioxidans potlas lehetdségei diabeteszes disztalis szenzoros
polineuropathia esetén. Sajat abra. Roviditések: ALA; alfa liponsav, ALC;

acetil-1-karnitin, NAC; N-acetilcisztein,
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2.5 Az alfa-liponsav (ALA)

Az alfa-liponsav (1,2-ditiolan-3-pentansav, ALA) rovid szé€nlancu zsirsav,
amely szamos farmakoldgiai  hatassal rendelkezik, tobbek  kozott
gyulladascsokkentd, antidiabetikus, antioxidéns, daganatellenes, kognitiv ¢és
neuroprotektiv hatdsokkal. Az ALA, mas néven tioktansav egy természetes
antioxiddns, amelyet a mitokondriumok szintetizdlnak, ¢és széles korben
megtalalhatok mind az allati, mind a ndvényi szévetekben. 1937-es felfedezése
ota ¢élénk kutatasok kozéppontjaban all, egyszerti szerkezete (10. abra), és
komplex bioldgiai funkcioi miatt igéretes hatéanyagnak bizonyult a gyulladassal
¢és oxidativ stresszel 0sszefliggd kronikus betegségek kezelésében. Napjainkban
gyakran alkalmazzak téplalék-kiegészitoként egészséges emberek ¢és

versenysportolok egyarant.

O Oxigén

(O Hidrogén

C8H1402S2

10.4bra Az alfa-liponsav szerkezete. Sajat abra.

A humén szervezetben az ALA két {6 forrasbol szarmazik: egyrészt az endogén
szintézisbol, masrészt exogén forrasokbol. Exogén forrasbol szdrmazd ALA mind
az allati eredetli (vOros husok, méj) mind a névényi eredetii (spendt, paradicsom,
burgonya, cékla, sargarépa, kelbimbo, élesztd) élelmiszerekben megtalalhato
[46]. Az ALA nélkiilozhetetlen kofaktora négy mitokondridlis enzimkomplex
miikddésének, amelyek az energia-anyagcsere folyamataiban vesznek részt: a
glicinhasito rendszernek, a 2-ketoglutarat-dehidrogenaz komplexnek, a piruvat-
dehidrogenaz komplexnek és az elagazo lanct 2-ketoacid dehidrogenaznak.

Antioxidans tulajdonsaga mellett az ALA képes fémionok kelatképzésére, igy
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szerepet jatszhat a fémfelhalmozodassal 6sszefliggd folyamatok szabalyozasaban
is [47]. Amfipatikus jellege pedig alkalmassa teszi a nanoterapias alkalmazasokra
is, mivel segitheti a gydgyszermolekulakat a sejtszintli szelektivitas és biztonsag
elérésében [48].

In vitro és in vivo allatkisérletek kimutattdk, hogy az ALA-kezelés
hatékonyan csokkentheti az AGE-szintet, ezaltal mérsékeli az oxidativ stresszt,
ami kedvezd hatassal lehet a neuropathia patogenezisére [49]. Klinikai
vizsgalatok szerint az ALA hatékony ¢és jol toleralhatdé kezelési lehetdség
diabeteszes neuropathia esetén, jelentdés javulast eredményezve a klinikai
tinetekben [50]. Exogén bevitel esetén az ALA konnyen felszivodik a
bélrendszerbdl, Eurdpaban a diabeteszes polyneuropathia gyogyszeres
kezelésében széles korben elterjedt alkalmazasa.

Korabbi vizsgalatok igazoltak, hogy az ALA jelentdsen gatolta az AGE-k
altal kivaltott NF-«B jelatviteli ut aktivaciojat vaszkularis endothelsejt vonalakon
[51] ¢és retina endothelsejtekben [52]. Egy masik tanulmanyban pedig
megfigyelték, hogy az ALA csokkentette az AGE-k altal indukalt VCAM-1
endothel expresszidjat és a monocitak endotheliumhoz vald tapadéasat [53].
Ezenkiviil az ALA csokkentette az AGE-k altal kivaltott indukéalhat6 nitrogén-
monoxid-szintdz (iNOS) expressziojat, valamint az NO termel6dését egér
mikroglia sejtekben [54]. Mas vizsgalatok megfigyelték, hogy az ALA
csokkentette az AGE-k altal kozvetitett lipidperoxidéacids termékek képzodését a
neuronokban is [55],[56]. Tovabba, helyi alkalmazas esetén ALA-tartalmu
nanorészecskék jelentdsen mérsékelték a RAGE expressziojat és eldsegitették a
bor sebgyogyuldsat streptozotocin altal kivaltott kdrosodas esetén diabeteszes
egerekben [57]. Az ALA bizonyitottan képes megel6zni vagy mérsékelni a
hiperglikémia altal okozott sejtkdrosodast, ezaltal javitva az idegmiikodést €s
csokkentve a fajdalmat. Hatékony antioxidansként semlegesiti a periférias
idegekben keletkezd szabad gyokoket, tovabba fokozza az idegndvekedési faktor
igazoltak, hogy az ALA-kiegészités jelentds fajdalomcsillapitd hatassal bir, és
hozzajarul a cukorbetegek életmindségének javulasdhoz [42]. Ugyanakkor az

ALA AGE-re gyakorolt hatdsat human betegcsoportban még nem vizsgaltak.
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Kutatocsoportunk kordbban vizsgalta mar az ALA-kezelés hatasat 2-es tipusu
cukorbetegséghez tarsuld neuropatiaban, kiilonos tekintettel az aszimmetrikus
dimetilarginin (ADMA) és a progranulin (PGRN) szintjére. Sztanek ¢s Nadro
korabbi eredményei az ADMA szintjének csokkenését mutattak, amely az NO-
szintdz gatlasan keresztiil az atherosclerdzis ismert rizikofaktora, valamint a
progranulin szintjének emelkedését, amely hozzajarul a neuronok tuléléséhez,
miikddésiik fenntartasahoz, és védi az endotheliumot a gyulladdsos folyamatoktol
¢s az atheroscler6zistol [58-60].

Az AGE-k csokkentése tehat igéretes terapids célpontnak tiinik kiilonféle

betegségekben, jelenleg is intenziv kutatas targyat képezi [61].
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3. Célkitiizések

1.

Kutatasunk soran a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

Az AGE- és sRAGE-szintek, valamint az AGE/sRAGE arany meghatarozasa
Hashimoto-thyreoiditisben szenvedd, levothyroxin-kezelésben részesiilé betegek
¢s kor-, nem- ¢és testtomegindex (BMI)-illesztett kontrollok korében, valamint
ezek Osszefliggéseinek vizsgalata pajzsmirigyfunkcidos ¢€s anyagcsere-

paraméterekkel.

Az AGE- ¢és sSRAGE-szintek valtozasanak ¢s az AGE/sRAGE arany alakulasanak
vizsgalata periférias neuropathidban szenvedd 2-es tipusu diabeteszes betegekben,

6 honapos ALA kezelés hatasara.

Az ALA-kezelés hatasanak értékelése az AGE-k, az SRAGE, oxidativ stressz
markerek és a vaszkularis paraméterek szérumszintjére, valamint a neuropathia
sulyossagara az aramérzet kiiszobérték (current perception threshold, CPT)

alapjan.

Az AGE-k, az sRAGE ¢és az atherosclerosishoz kapcsol6dd vaszkularis

paraméterek kozotti Osszefiiggések feltarasa.
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4. Anyagok és Modszerek
4.1 Beteg és kontroll csoportok

4.1.1 Hashimoto thyreoditisben szenvedo betegcsoport és kontroll csoport

Vizsgalatunk célja a szérum AGE, sRAGE szintek és a pajzsmirigyfunkcios
paraméterek kozotti kapcesolat feltdrasa volt olyan betegeknél, akik HT kovetkeztében
kialakult pajzsmirigy-alulmiikodés miatt levothyroxin-szubsztiticidos kezelésben
részesiilnek. A tanulményban 73 pacienst vontunk be (69 né és 4 férfi; atlagéletkor: 47
+ 14 év; atlagos testtomegindex: 27,4 = 5,6 kg/m?) a Debreceni Egyetem Klinikai
Kozpont Belgyogyaszati Klinikajanak Endokrinolégiai szakrendeléseirdl, akiknél a
betegség fenndllasanak atlagos iddtartama 6,6 + 4,4 év volt. Kontrollcsoportként 82
pajzsmirigybetegségben nem szenvedd személy szolgalt (76 nd és 6 férfi; atlagéletkor:
46 + 14 év; atlagos testtomegindex: 27,2 + 6,1 kg/m?), akiket életkor, nem és BMI
szerint illesztettiink a betegcsoporthoz. A kontrollszemélyeknél a TSH, fT4, fT3 és anti-
TPO szintek a referencia tartomanyon beliil voltak.

Kizarasra keriltek a varandosok, valamint azok, akiknél korabban ismert
cukorbetegség, daganatos megbetegedés vagy mas egyidejlileg fennalld autoimmun
betegség volt jelen. A kutatast a Debreceni Egyetem Regiondlis €s Intézményi Etikai
Bizottsaga hagyta jova (RKEB.IKEB 6275-2022/DE), tovabbd minden résztvevd — a
betegek és a kontrollcsoport tagjai egyarant — irasos beleegyezését adta a vizsgalatban
valo részvételhez. Azt feltételeztiik, hogy a HT betegeknél az AGE szint magasabb, az
sRAGE szint pedig alacsonyabb, mint az egészséges kontrollcsoportban. Tovabba
Osszefliggéseket feltételeztiink az AGE szintjei és a pajzsmirigyfunkcios paraméterek,

valamint az anyagcsere-paraméterek kozott.

4.1.2 2-es tipusu diabetes mellitusban és diabeteszes neuropathiaban szenvedo beteg

és kontroll csoport

A neuropatiaban szenvedd T2DM betegek korében végzett vizsgalatba dsszesen
54 t6t vontunk be (22 férfi és 32 nd; atlagéletkor: 64,15 £ 8,66 év). A cukorbetegség
fennallasanak atlagos ideje a vizsgalat kezdetekor 12,4 év volt (interkvartilis tartomany:
4,1-14,7 év), mig a neuropathia atlagos idétartama 3,2 + 1,4 évnek bizonyult. Ezen feliil

a kontrollcsoportba 24 £6, nem ¢és életkor szerint illesztett, neuropatidban nem érintetett
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2-es tipusu cukorbeteg vett részt, akiknél a diabetesz ismert idétartama 12,1 év volt
(interkvartilis tartomany: 4,0—14,6 év).

A vizsgalat résztvevoit a Debreceni Egyetem, Klinikai K&zpont Belgyogyaszati
Klinik4jarol, a Debreceni Diabéteszes Neuropatia Kozpontbdl toboroztuk. A résztvevok
elézetesen tajékoztatdsban részesiiltek a kutatds részleteivel kapcsolatban, é&s
mindannyian irdsos beleegyezésiiket adtdk a vizsgalatban vald részvételiikhoz. A
kutatasi protokollt a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont Regionalis és Intézményi
Etikai Bizottsaga (DE RKEB/IKEB; 4775-2017), valamint az Orszagos
Orvostudomanyi Kutatasi Tanacs Nemzeti Tudomanyos és Etikai Bizottsaga (5287-
2/2019/EUIG) is jovahagyta. A vizsgilat megfelelt a Helsinki Nyilatkozat eldirasainak.
A kutatds nem keriilt regisztralasra klinikai vizsgélati adatbazisban, mivel az ALA
hasznélata elterjedt, elfogadott terdpids lehet6ség a neuropathia kezelésére. Az
intervenciés csoport tagjai 600 mg ALA-t (WORWAG Pharma GmbH, Boblingen,
Németorszag) kaptak szdjon at, naponta, 6 honapon at. A vizsgalat megkezdése elott
sem az intervencids, sem a kontrollcsoport tagjai nem részesiiltek neuropathia
kezelésben.

Valamennyi résztvevd a mindenkori terapias irdnyelveknek megfeleld oralis
antidiabetikus kezelést kapott (metformin, szulfonilurea és/vagy DPP-4 gatlok), és a
kezelés a kovetéses iddszak alatt nem valtozott. Mindkét csoport életmdd tanacsadasban
is részesiilt. Nem keriiltek bevalogatasra a vizsgalatba azok a betegek, akik
inzulinterdpiaban, SGLT-2 gatlon vagy GLP-1 receptor agonistan alapul6 kezelésben
részesiiltek. Tovabba kizarasra keriiltek a diabeteszes nephropatidban (eGFR <60
ml/perc/1,73 m? vagy perzisztalé albuminuria), 1-es tipust diabeteszben, diabeteszes
proliferativ retinopatidban, ismert majbetegségben, autoimmun betegségben érintett
betegek, illetve azon paciensek, akik olyan hematologiai vagy neurologiai betegséggel
rendelkeznek, amelyek dnmagukban is befolyasolhatjak a periférias idegi funkciot.
Szintén kizéarasra keriiltek a varandosok, illetve azok a paciensek, akik korabbi
kardiovaszkularis eseményen estek at (pl. miokardialis infarktus, stroke, periférias
artérids  betegség), ismert  koszoruér-betegségben  vagy elérehaladott
szivelégtelenségben (NYHA II-IV  stadium) szenvedtek, tovabba  akik

alkoholproblémaval, rosszindulati daganattal érintettek vagy aktiv dohanyosok.
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4.2 Mintagyiijtés és laboratoriumi paraméterek mérése

A Hashimoto-thyreoditisben szenvedd betegcsoport és a hozza tartozo kontroll
csoport esetében a vérmintakat a klinika helyi iranyelveinek megfelelden gytjtottiik. A
periférialis mintavételbdl szarmazo plazma és a szérum mintat 3500 g-n 10 percig
végzett centrifugalassal valasztottuk el, majd aliquotokra osztva -80 °C-on taroltuk a
tovabbi vizsgalatokig.

A 2-es tipust diabeteszes neuropathidban szenvedd betegek esetében a vérvétel az
ALA-kezelés megkezdése eldtt, majd 6 honappal késobb tortént. A neuropathiaban nem
érintett T2DM-es kontrollszemélyek esetében bevonaskor szintén sor keriilt vérminta
begyljtésére. A mintavétel mindkét csoportban éhgyomorra, vénds vérbdl tortént. A
feldolgozas ¢és tarolds modja megegyezett a HT-csoport esetében alkalmazottal
(centrifugalas: 3500xg, 10 perc; tarolas: -80 °C).

A rutin laboratoriumi paraméterek — lipidszintek, éhomi gliikoz, CRP, htuigysav,
kreatinin, pajzsmirigyhormonok, anti-TPO — meghatdrozdsa a Debreceni Egyetem
Laboratériumi Medicina Tanszékén tortént, Cobas c6000 analizator segitségével, a

gyartoi protokollok alapjan friss szérum mintak felhasznalaséaval.

4.3 Antropometriai paraméterek mérése

A testtdmegindexet (BMI) a testtdmeg (kg) és a testmagassag (m?) hanyadosaként
szamoltuk. A haskdrfogatot szabvanyos anatomiai ponton, vizszintes sikban, az also

bordaiv és a csipdlapat kozotti tavolsag felénél mértiik.

4.4 Szérum AGE és SRAGE szintek meghatarozasa

A szérum AGE szintjének meghatarozasa autofluoreszcencids kvantifikalassal
tortént (Biotek Synergy H1, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), a mérési
eredményeket pedig AU/ug fehérje egységben adtuk meg, a Miinch és munkatérsai altal
korabban leirt modszer alapjan [62]. Az interassay variabilitasi egylitthato 8,9% volt
(azonos napon végzett harom parhuzamos mérés alapjan, n = 35). A napok kozotti

variacio (0t egymast kovetd napon) 10,5%-nak adodott (n = 35).
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A solubilis RAGE (sRAGE) koncentracidkat szendvics ELISA mddszerrel
hataroztuk meg (Human sRAGE Quantikine ELISA kit, R&D Systems Europe Ltd.,
Abingdon, Egyesiilt Kirdlysag), a gyartd eldirasainak megfeleléen. A szérummintakat
haromszoros higitasban hasznaltuk, az sSRAGE-eredményeket pg/ml egységben fejeztiik
ki. Az intraassay variabilitasi egyiitthatok 2,6—5,3% kozott mozogtak, mig az interassay
precizitas 5,5-8,8% kozotti tartomanyban volt. Az AGE/sRAGE aranyt szintén

kiszamitottuk és elemeztiik.

4.5 A pajzsmirigyhormonok és az anti-TPO szérum szintjének meghatarozasa

A szabad tiroxin (fT4), szabad trijod-tironin (fT3) és pajzsmirigy stimulalo
hormon (TSH) szintek meghatarozésa elektrokemilumineszcens immunvizsgalatokkal
(FT4 G2 Elecsys, FT3 Elecsys, TSH Elecsys, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Németorszag) tortént. A referenciaértékek: TSH: 0,3—4,2 mU/1, fT4: 12-22 pmol/l, {T3:
2,4-6,3 pmol/l voltak. Az anti-TPO autoantitest szérumkoncentracidjat

kemilumineszcens immunvizsgalattal hataroztuk meg (LIAISON®-Anti-TPO,
DiaSorin S.p.A., Saluggia, Olaszorszag).

4.6 Rutin laboratériumi paraméterek meghatarozasa

A szérum kreatinin Jaffé-féle kolorimetrids, mig a CRP szintje
immunturbidimetrids moddszerrel keriilt meghatarozasra. Triglicerid, dsszkoleszterin,
LDL-C, HDL-C mérésére enzimes kolorimetrids tesztekkel, mig a glikoz
koncentraciora hexokinaz-alapi kinetikus eljarast hasznaltunk (Cobas c600
autoanalizatorral (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszag). A non-HDL

koleszterinszintet az dsszkoleszterin és a HDL-C szint kiilonbségébdl szamitottuk ki.

4.7 Szérum progranulin, ADMA, sSICAM-1, sVCAM-1, TNFa, oxLLDL, és VEGF

szintek mérése.

A szérum progranulin, ADMA, sICAM-1, sVCAM-1, TNFa, oxLLDL, é¢s VEGF
szintek meghatérozasa fagyasztott mintdkbol tortént a Debreceni Egyetem Altalanos

Orvostudomanyi Kar Belgyogyaszati Intézet A’ Epiilet Kutatolaboratériuméban. A
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progranulin szérumszintjét kompetitiv ELISA kittel (BioVendor, Brno, Csehorszag)
hataroztuk meg a gyartd utasitdsai szerint, a mérési intervallumon beliili variabilitasi
koefficiensek (CV) 3,4% és 4,4%, a mérési intervallumok kozotti CV-k pedig 6,4% ¢és
7,9% kozott voltak. Az értékeket ng/ml-ben fejeztiik ki.

crer

kompetitiv ELISA modszerrel (ADMA-ELISA; DLD Diagnostika GmbH, Hamburg,
Németorszag) mértiik a gyartd ajanlasa szerint, a mérési intervallumon beliili variacios
koefficiensek (CV) 5,7% ¢és 6,4%, a mérési intervallumok kozotti CV-k pedig 8,3% ¢és
10,3% kozott voltak. Az értékeket umol/lI-ben fejeztiik ki. A szolubilis intercellularis
adhézios molekula-1 (SICAM-1) és az sVCAM-1 szérumszintjének meghatarozasdhoz
szendvics ELISA készleteket (Humén szolubilis ICAM-1 és VCAM-1 ELISA, R&D
Systems Europe Ltd., Abington, Egyesiilt Kiralysag) hasznaltunk. Az ELISA mddszert
a gyartd ajanlasanak megfeleléen végeztik. Az intra-assay és inter-assay variacios
egylitthatok 3,7-5,2% és 4,4-6,7% (sICAM-1), illetve 2,3-3,6% ¢és 5,5-7,8% (sVCAM-
1) kozott voltak. Az értékeket ng/ml-ben fejeztiik ki.

A tumor nekrodzis faktor alfa (TNFa) szérumkoncentraciojat a TNFa ELISA kittel
(R&D Systems Europe Ltd., Abington, Egyesiilt Kirdlysag) mértiik a gyarto utasitasai
szerint. Az intraassay varidcios egyiitthatok 1,9% és 2,2% kozott, az interassay variacios
egylitthatok pedig 6,2% és 6,7% kozott voltak. Az értékeket pg/ml-ben fejeztiik ki.

A szérum oxLDL szintjét szendvics ELISA modszerrel (Mercodia AB, Uppsala,

.....

crer

ELISA kittel (R&D Systems Europe Ltd., Abington, Egyesiilt Kirdlysag) mértiik a
gyarto protokollja szerint. Az intraassay variacids egyiitthatok 3,5% és 6,5% kozott, az
interassay variacios egyiitthatok pedig 6,7% és 8,5% kozott voltak. Az értékeket pg/ml-
ben fejeztiik ki.

4.10 Nitrit koncentracio meghatarozasa
A nitrit szérumszintjét az NO-termelés indikatoraként a Griess-reakcio szerint
hataroztuk meg. Az optikai stiriséget spektrofotometriasan, 550 nm-en mértiik. A nitrit
meg. Az értékeket pmol/l-ben fejeztiik ki.
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4.11 Autonom és periférias idegi funkciok mérése

A periférias neuropathiat a Douleur Neuropathique en 4 Questions (DN4)[63], és
a Neuropathy Total Symptom Score-6 (NTSS-6) [64] kérddivek, valamint aktudlis
aramérzet kiiszobérték (CPT) és kvantitativ érzékszervi tesztelés alkalmazasaval
értékeltiik. A retinopathids betegek felismerését szemész szakorvos bevonasaval in vivo
cornea konfokalis mikroszkopidval valositottuk meg. Az igazolt retinopathias betegeket
kizartuk a vizsgalatbol. A periférias érzéideg-funkciot Neurometer® (Neurotron Inc.,
Baltimore, MD, USA) segitségével értékeltiik, és meghataroztuk a CPT-t, mig az
autondém funkcidét Ewing 6t standard kardiovaszkularis reflextesztjével értékeltiik: a
pulzusszam valtozasa mély belégzés és kilégzés soran, a pulzusszdm vélasza felallasra
(30/15 arany), a Valsalva-mandver, a szisztolés vérnyomas ingadozasa felallasra, és a
diasztolés nyomas valtozasa tartos kézfogas soran. Az autondm neuropathia sulyossagat
a tesztek eredményeibdl szdrmazo Gsszetett autondom pontszamként irtak le (normalis =
0, hatareset = 1 és koros = 2), 0 és 10 kozott, ahol a 0—1 pontszam normalisnak, a 2—3
enyhének, a 4-6 kozepesnek és a 7-10 sulyos autondm neuropathidnak mindsiilt [58,
65-67].

A DN4 kérddiv egy 10 pontbdl all6 klinikai értékeld eszkdz mely alkalmas a
neuropathias fajdalom meglétének, sulyossdganak sziirésére. A 10-es Gsszpontszam
érzeékszervi leird €s vizsgdldo elemekbdl tevodik Ossze (fajdalom leirdsa, tarsuld
paresztézia/diszesztézia, érzékszervi deficitek, kivaltott fajdalom, érintésre €és szlrasra
valo érzékenység, hdérzékelési vizsgalat, valamint tapintisi és nyomas allodinia), a
neuropathias fajdalom diagnodzisdnak hatarértéke a 4/10-es Osszpontszam ([68]). Az
NTSS-6 skéla a tiinetek gyakorisagat is figyelembe veszi, pontértékei 0 és 21,96 kozott
valtoznak, és 6 pont felett klinikailag relevans neuropathias tiinetekrél beszélhetiink

[64].
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4.12 Statisztikai modszerek

A statisztikai elemzést a STATISTICA® 13.5.0.17 (TIBCO Software Inc., Palo
Alto, CA, USA) szoftverrel végeztiik, a grafikonokat pedig a GraphPad Prism 6.01
verziojaval (GraphPad szoftver, San Diego, CA, USA) készitettiik.
Az eloszlas normalitdsa Kolmogorov—Smirnov teszttel tortént, az adatokat pedig atlag
+ szorads vagy medidn (interkvartilis tartomanyok) formajadban fejeztiik ki normal
eloszlas esetén, medidnként és 25. és 75. percentilisként (interkvartilis tartomany, IQR)
nem normal eloszlas esetén. A folytonos valtozok HT ¢és kontroll csoportok kozotti
Osszehasonlitdsdhoz normalis eloszlasu adatok esetén Student-féle t-tesztet, mig nem
normalis eloszlasu adatok esetén Mann-Whitney-U tesztet alkalmaztunk. A diszkrét
valtozok sztochasztikus kapcsolatait Chi-négyzet probaval elemeztiik. A folytonos
valtozok kozotti kapcsolat elemzéséhez Pearson-féle korrelaciot végeztiink. Tobbszords
linearis regresszidanalizist végeztiink az AGE-k vagy az sRAGE szint, mint figgd
valtozo, és tobb fiiggetlen valtozd kozotti kapesolat elemzésére HT betegekben.
Az antropometriai €és laboratoriumi paraméterek kiilonbségeit a kontrollcsoport és az
ALA-kezelés el6tt neuropatids betegek kozott parositatlan t-probaval elemeztiik
normalis eloszlas esetén; nem normalis eloszlas esetén a kiilonbségeket Mann—Whitney
U-prébaval elemeztiik. A neuropatids csoportban az ALA-kezelés eldtt és utan a
kiilonbségeket parositott t-probaval (normalis eloszlasu adatok esetén) vagy Wilcoxon
parositott paros teszttel (nem normalis eloszlasu adatok esetén) hataroztuk meg. A
neuropatias betegek AGE-értékeinek mintanagysaganak kiszamitasat a Bécsi Egyetem
Statisztikai és Operaciokutatasi Tanszékének mintanagysag-kalkulatoraval végeztiik
(1.062-es verzid). A kétmintas Wilcoxon Mann—Whitney U-probahoz sziikséges
mintanagysdg minimum n = § volt, 80%-os (0,8) statisztikai erdvel. A tényleges
statisztikai erdé 99,97% (0,9997), P (X > Y) = 0,9303, kétoldalas alfa = 0,05 és n = 54.
A valtozok kozotti kapcsolatok vizsgélatara Pearson-korrelécidos —egylitthatot
hasznaltunk.

A statisztikai szignifikancia hatarat p <0,05 értékben hataroztuk meg.

40



5. Eredmények
5.1 A Hashimoto-thyreoditisben szenved6 betegcsoport és kontroll csoport

eredményei

Valamennyi HT beteg levothyroxin-potld kezelésben részesiilt. A napi dozis
median értéke 1,15 pg/ttkg volt (interkvartilis tartomany [IQR]: 0,83—1,41; min—max:
0,32-3,28 pg/ttkg/nap). A kezelés idején a betegek 64%-a euthyreoid allapotban volt,
mig szubklinikus hypothyreosis és hyperthyreosis 22%, illetve 6%-os gyakorisaggal
fordult eld. A manifeszt hypo- és hyperthyreosis aranya egyarant 4% volt. A
pajzsmirigyfunkcios paramétereket tekintve a HT-betegek csoportjaban a TSH- és fT4-
szintek szignifikdnsan magasabbnak bizonyultak a kontrollcsoporthoz képest (TSH:
2,47 vs. 1,77 mU/l, p=0,024; {T4: 17,6 vs. 15,5 pmol/l, p<0,0001), mig az fT3-szint
alacsonyabb volt (4,6 vs. 5,0 pmol/l, p<0,0001) (2. tablazat).
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2. tablazat. A Hashimoto-thyreoiditisben szenvedd betegek és a kontrollcsoport klinikai

¢s laboratériumi jellemzdinek dsszehasonlitasa.

Hashimoto Kontrol p*
thyreoditis-es n=82
betegcsoport
n=73
Kor (év) 47+ 14 46 + 14 0,635
Né/Férfi 69/4 76/6 0,448
BMI (kg/m?) 27,4 +5,6 27,2+ 6,1 0,864
TSH (mU/L) 2,47 (0,97 — 1,77 (1,25 -2,38) 0,024
4,28)
fT4 (pmol/L) 17,6 (15,5 — 15,5 (14,2 - 16,5) <0,0001
20,6)
fT3 (pmol/L) 4,6 £0,6 5,0£0,6 <0,0001
Gliik6z (mmol/L) 5,2 (4,8 -5,6) 5,0(4,7-5,4) 0,082
Triglicerid (mmol/L) 1,4 (1,0—-2,0) 1,2 (0,8—1,7) 0,048
Koleszterol (mmol/L) 53+£1,0 54<+1,1 0,597
LDL-C (mmol/L) 3,3+0,9 34+1,0 0,525
HDL-C (mmol/L) 1,5(1,3-1,8) 1,5(1,2-1,7) 0,622
CRP (mg/L) 1,7 (0,9 -3,6) 2.6 (0,9-5,5) 0,095
Kreatinin (umol/L) 65+11 69+ 16 0,160
AGE (AU/pg protein) 10,71 + 2,21 11,45+ 2,35 0,046
SRAGE (pg/mL) 923 + 303 755+ 265 <0,0005
Mediian AGE/SRAGE arany 2,4(1,9-3,1) 3,3(23-4.1) <0,0001

(AU/pg)

Roviditések: AGE; késoi glikacios végtermék, BMI; testtomegindex, CRP; C-reaktiv

protein, fT3; szabad trijod-tironin, fT4; szabad tiroxin, HDL-C; nagy stirliségii

lipoproteinhez kotott koleszterin, LDL-C; alacsony stirliségli lipoproteinhez kotott

koleszterin, sSRAGE; solubilis AGE receptor, TSH; tireoidea stimulalé hormon.

Az adatokat atlag + szoérds vagy median (interkvartilis tartomany, IQR) formdjaban

mutatjuk be.

* t-proba az életkor, a BMI, az fT3, az AGE-k és az SRAGE 06sszehasonlitasara, khi-

négyzet proba a nd/férfi arany Osszehasonlitasdra és Mann-Whitney U-proba mas

paraméterek Osszehasonlitasara.
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A glikécios végtermékek és receptoruk szintjeiben is szignifikans kiilonbségek
mutatkoztak. A szérum AGE-koncentracié alacsonyabb volt HT-betegekben (10,71 vs.
11,45 AU/ug fehérje, p=0,023), mig az sSRAGE-szint magasabbnak bizonyult (923 vs.
755 pg/ml, p<0,0005) a kontrollcsoporthoz viszonyitva (2. tablazat). Tovabba az AGE
pozitiv korrelacidt mutatott az életkorral és a szérum kreatininszinttel (11 A., B. 4bra),
mig az SRAGE negativan korrelalt a BMI-vel (11 C. 4dbra) mind a teljes vizsgalt
populécidoban, mind az alcsoportokban (kontrollok ¢s HT-betegek) kiilon-kiilon.

Nem igazolddott szignifikans korrelacié az AGE és az sSRAGE szintek kozott (r=0,191,
p=0,086 a kontrollokban; r=0,205, p=0,083 a HT-betegekben ¢és r=0,140, p=0,082 a
teljes populacidban). Negativ korrelaciot talaltunk a szérum AGE-koncentracio és az
fT3-szint (12 A. abra), valamint az SRAGE ¢és a TSH-szint (12 B. abra) kozott HT-
betegeknél, mig a kontrollcsoportban sem az AGE, sem az SRAGE nem korrelalt a
pajzsmirigyfunkcio paramétereivel.

Ezen feliil pozitiv korrelaciot figyeltiink meg az anti-TPO antitestek (TPOAD) és az
AGE szintek kozott HT-betegeknél (12 C abra). Az fT3-szint a HT betegek korében
emellett korrelalt az életkorral és a szérum kreatininszinttel is (13. abra).

Mivel a szérum AGE-koncentracio tobb tényezdvel is dsszefiiggést mutatott (életkor,
kreatinin, TPOADb, fT3), tobbszords linearis regresszidanalizist végeztiink. A modell
alapjan a szérum kreatinin és a TPOAD szint szignifikdns prediktornak bizonyult az
AGE-szint alakulasaban (3. tablazat).

Az sRAGE esetében ugyanezt vizsgaltuk a BMI-vel €s a TSH-val 6sszefliggésben,
¢s mindkét paraméter hatasat  szignifikansnak  taldltuk a  tobbszords
regresszidanalizisben (2. tablazat). A median AGE/sRAGE arany alacsonyabb volt a
HT betegeknél, mint a kontrollcsoportban (2,4, IQR 1,9-3,1 vs 3,3, IQR 2,3-4,1 AU/pg;
p <0,0001). Az AGE/sRAGE arany pozitiv korreldciét mutatott az életkorral a
kontrollokban (r=0,286, p<0,01), mig HT-s betegekben a BMI-vel (=0,275, p=0,02), a
TSH-val (r=0,255, p=0,03), és forditottan az fT3 szintekkel (r=-0,239, p=0,04).
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11. abra. Korrelacids 0sszefiiggések a teljes vizsgalati populacioban: (A) életkor
és szérum AGE-szintek, (B) szérum kreatinin koncentracié és AGE-szintek,

valamint (C) testtomegindex (BMI) és szérum sRAGE-szintek kozott.
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12. abra. Jellemzd korrelaciok Hashimoto-thyreoiditisben szenvedd betegek
korében: (A) szérum fT3- és AGE-szintek, (B) TSH- és sSRAGE-szintek,
valamint (C) TPOAb- és AGE-szintek kozotti osszefliggések.

45



3. tablazat. A tobbszords regresszidanalizis eredményei.

B SE b SE of p
of B b
Dependens valtozo: sSRAGE
BMI ) 0,10 -20,590 5.865 0,000
0,379 8 8
log TSH ) 0,10 -81,435 24.92 0,002
0,353 8 5
Dependens valtozé: AGEs
Kor 0,187 0,110 O,{B 0,017 0,069
SZél‘l.ln? 0,405 0,10 0,08 0,021 0,000
Kreatinin 7 1 3
TPOADb 0,224 0,09 0,00 0,000 0,026
9 1 4
T3 ) 0,10 - 0,398 0,313
0,108 6 0’;‘0

Roviditések: BMI; testomegindex, fT3; szabad trijéd-tironin, TPOADb; tireoperoxidaz

elleni antitest, TSH; tireoidea stimulaldé hormon.

46



A r=-0.251 p=0.032

20 40 60
kor (év)
B 120 [ = -0.371 p =0.001

(umol/L)
)
S
1

@
o
1

2]
o
1

kreatinin

>
T

N
o

fT3 (pmol/L)

13. abra. Az fT3-szint Osszefiiggése (A) az életkorral és (B) a szérum

kreatininszinttel Hashimoto-thyreoiditisben szenvedd betegek esetében.

5.2 2-es tipusu diabetes mellitusban és diabeteses neuropatiaban szenvedo beteg és

kontroll csoport eredményei

Az 4. téblazat a diabeteses betegek klinikai jellemzo6it €s laboratdériumi
paramétereit mutatja be az ALA-kezelés el6tt és utan, valamint a cukorbeteg
kontrollcsoport tagjainak esetében. Nem figyeltiink meg szignifikans kiilonbséget a
gliikéz, a hemoglobin Alc (HbA1C), a kreatinin, a hsCRP, a lipidparaméterek, az
sVCAM-1, az sICAM-1, a VEGF ¢és az oxLDL tekintetében a neuropatids és nem
neuropatias betegek, illetve a neuropatias csoportban ALA-kezelés el6tt €s utan. Ezzel
szemben az ADMA ¢és TNFa szérumszintje szignifikdnsan magasabb volt a neuropatias
csoportban a  kontrollcsoporthoz  képest. Hasonloképpen, a  kiiszobérték
meghatarozasara szolgalo aramerdsség (CPT) €s az Gsszetett autondm pontszam (CAS)

is emelkedett értékeket mutatott a neuropatias betegeknél.
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4. tablazat. A vizsgéalatba bevont résztvevOk legfontosabb antropometriai és

laboratoriumi jellemzoi

Diabeteszes neuropathias

Diabeteszes neuropathias

Diabeteszes

csoport ALA kezelés elott csoport 11?:;: kezelés kontroll csoport
Betegek szama (M:férfi/F:no) 54 (22M/32F) 54 (22M/32F) 24 (11M/13F)
Betegek kora (évek) 64,2+8.7 64,2+8,7 63,6+5,1
Aramérzet kiiszobertek (CPT, 0,473+0,171 0,409:60,154 * 0,375+0,124 **
Neurometer, mA)
Osszetett a‘('g’:g;“ pontszam 2,67+1,05 1,56+1,24 * 1,13£0,77 **
NTSS-6 8,16 (6,99-15,97) 5,66 (2,99-12,33) * NA
DN4 3,3£1,4 2,6+1,4 * NA
BMI (kg/m?) 30,02+3,29 29,95+3,73 29,50+2,86
Gliikéz (mmol/l) 7,34+2,18 7,514+2,60 7,44+1,36
HbA1C (%) 6,94+0,93 6,84+1,04 6,78+0,75
Kreatinin (umol/l) 72,61+16,97 74,75+14,65 75,17+20,97
Hugysav (umol/l) 296,51+76,44 304,33+77,69 316,13+57,37
Total koleszterin (mmol/l) 4,84+1,16 4,76+1,24 4,90+1,17
HDL-C (mmol/l) 1,38+0,37 1,38+0,44 1,26+0,33
LDL-C (mmol/l) 2,98+0,97 2,87+1,16 2,84+1,07
Non-HDL-C (mmol/l) 3,47+1,08 3,38+1,19 3,63+1,19

hsCRP (mg/1)
sVCAM-1 (ng/ml)
sICAM-1 (ng/ml)

VEGF (ng/ml)

2,1(0,8-3,36)
820 (660-992)
210,8 (184,4-247,3)
62,5 (44,9-93,0)

2,8 (0,75-5,15)

836,6 (674,3-929,6)

216,8 (194,4-253,1)
72,6 (38,6-96,0)

1,25 (0,9-2,25)
729,2 (653,8-847)
213,3 (189,4-239,4)
18,6 (15,2-96,0)

oxLDL (U/1) 63,6 (507-91,1) 63,36 (45,59-89,77) 70,76 (59,18-99,46)
TNFa (pg/ml) 1,180,36 1,05£0,50 * 0,75£0,29 **
ADMA (umol/l) 0,61+0,11 0,53+0,11 * 0,560,10 **
NO (umol/) 16,8+11,1 21,529,0 * 19,1+10,9
PGRN (ng/ml) 34,89+7,13 36,23+7,93 * 33,13+7,35

Roviditések: ADMA ;aszimmetrikus dimetil-arginin, BMI; testtoémegindex, DN4; Douleur
Neuropathique en 4 Questions, HbAlc; hemoglobin Alc, HDL-C; nagy siirtiségli
lipoproteinhez kotott koleszterin, hsCRP; nagy érzékenységli C-reaktiv protein, LDL-C;
alacsony stirliségii lipoproteinhez kotott koleszterin, NTTS-6; Neuropathy Total Symptom
Score-6, NO; nitrogén-monoxid, oxXLDL; oxidalt alacsony siirliségii lipoprotein, PGRN;
progranulin, sSICAM-1;szolubilis intercelluldris adhézids molekula-1, sVCAM-1;szolubilis
vaszkularis adhézios molekula -1, TNFa; tumor nekrozis faktor - o, TSH; tireoidea
stimulalé hormon, VEGF; vaszkularis endotelialis novekedési faktor.

Az értékek atlag + SD vagy median (interkvartilis tartomdnyok) formdajaban vannak

megadva.

* p <0,05 érteket jeloli a neuropathids betegek ALA-kezelés eldtti €s utani adatai kozott
(Student-féle parositott teszttel vagy Wilcoxon-féle illesztett parositott teszttel).

** p <0,05 értéket jeloli a neuropathids betegek alapadatai és a cukorbeteg kontrollcsoport

adatai kozott (Student-féle parositatlan teszttel vagy Mann-Whitney U-teszttel).
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A 6 honapos napi oralis ALA-kezelés eredményeként azt tapasztaltuk, hogy a
TNFa és az ADMA plazmaszintje szignifikdnsan csokkent, mig az NO ¢és a PGRN szintje
szignifikdnsan emelkedett. Tovabba azt tapasztaltuk, hogy a CPT és a CAS értékek
szignifikdnsan csokkentek az ALA-kezelés utdn, vagyis a periférias €s autondom idegi
funkciok kedvezd irdnyban valtoztak a kezelést kovetden. Az ALA-kezelés utan
szignifikans javulast tapasztaltunk mind a DN4, mind az NTSS-6 pontszamokban (4.

tablazat), ami a fajdalom és a neuropathias tiinetek csokkenését tiikrozi.

A neuropathias 2-es tipusu diabteszes betegek szérum AGE-koncentracidja a
kiindulaskor 11,89 AU/ug fehérje volt (IQR: 9,44—12,88), amely szignifikansan magasabb
értéket mutatott, mint a neuropathia 4altal nem érintett cukorbetegekbdl 4llo
kontrollesoporté (9,80 AU/ug fehérje; IQR: 8,56-10,97; p=0,016). Hat honapos ALA
kezelés utan az AGE-szintek szignifikans csokkenést mutattak, és 10,95 AU/ug fehérje
értékre mérséklodtek (IQR: 9,81-12,82; p=0,017) (14. A. abra). Ezzel szemben az
sRAGE-szintek nem valtoztak szignifikansan az ALA-kezelés hatasara: a kiindulasi érték
814,20 pg/ml (IQR: 651,70-1094,10), mig a kezelés utan 806,55 pg/ml volt (IQR: 637,20—
1074,6; p=0,660). A neuropathias betegcsoport sSRAGE-szintje nem kiilonbozott
szignifikdnsan a kontrollcsoport értékétdl [685,60 pg/ml; IQR: 596,70-978,90; p = 0,438]
(14. B. abra). Az AGE/sRAGE ardny a neuropathias betegek esetében [2,87 AU/pg; IQR:
2,42-3,54] hasonl6 volt a nem neuropathids kontrollcsoportéhoz [2,70 AU/pg; IQR: 2,11—
3,27], és az ALA-kezelés utan sem mutatott szignifikans valtozast [2,68 AU/pg; IQR: 2,12—
3,18] (14. C. abra).
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14. abra abra. Az AGE-k (A), az sRAGE (B) ¢és az AGE/sRAGE arany (C)
plazmakoncentrécioi 2-es tipust cukorbetegségben szenvedd neuropathias betegeknél
a hat honapos 600 mg/nap alfaliponsav (ALA) kezelés el6tt és utan, valamint
neuropathia nélkiili cukorbeteg kontrolloknal. A folytonos vonalak a medidnokat
jelolik. A p-értékeket Wilcoxon parositott teszttel szdmitottuk ki neuropathias
betegeknél az ALA el6tt és utdn, valamint Mann-Whitney U-teszttel a neuropathias

betegek ¢és a cukorbeteg kontrollok kozott.

A 5. tdblazat a neuropathias betegek ALA kezelése el6tti és utani AGE-, sSRAGE-
szintek, valamint az AGE/SRAGE ardny és a vaszkularis biomarkerek kozotti
Osszefiiggéseket mutatja be. Az ALA-kezelést megeldzden az AGE- és PGRN-szintek
kozott negativ korrelacid volt megfigyelhetd, mikdzben az AGE-szint pozitiv
oxidalt LDL (oxLDL) k&zott negativ korrelaciot tapasztaltunk. Az SRAGE esetében az
ALA-kezelés elott Osszefiiggést figyeltiink meg a VEGF-, NO- szintek kozott, mig a
kezelést kovetden a sVCAM-1, sSICAM-1, VEGF és NO értékek mutattak 6sszefliggést
az sSRAGE-szinttel. Az AGE/sRAGE arany esetében az ALA-kezelést megel6zden
negativ korrelacio volt tapasztalhatd az sVCAM-1 és a VEGF szintekkel. Nem talaltunk
tovabba szignifikans Osszefliggést sem az AGE-, sem az sSRAGE-szintek, illetve a 6
antropometriai €s rutin laboratériumi paraméterek kozott, sem a kezelés eldtt, sem azt

kovetden a neuropathias betegek korében.
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5. tablazat Az AGE ¢és az SRAGE 0sszefiiggései a vaszkularis markerekkel neuropathias
betegekben ALA-kezelés elott és utan.

AGE (AU/pg fehérje)

ALA Kkezelés elott ALA Kkezelés utan
r P r p
sVCAM-1 (ng/ml) -0,25 0,068 0,38 0,007
SICAM-1 (ng/ml) -0,23 0,094 0,21 0,15
VEGF (ng/ml) -0,21 0,132 -0,02 0,0872
oxLDL (U/) -0,14 0,326 -0,28 0,049
TNFa (pg/ml) -0,10 0,469 0,12 0,4
ADMA (pmol/l) 0,05 0,704 0,23 0,112
NO (umol/l) 0,02 0,9 0,31 0,093
PGRN (ng/ml) -0,31 0,022 0,09 0,56
SRAGE (pg/ml)
ALA Kezelés elott ALA Kkezelés utan
r P r p
sVCAM-1 (ng/ml) 0,18 0,196 0,28 0,045
sICAM-1 (ng/ml) 0,20 0,154 0,35 0,013
VEGF (ng/ml) 0,35 0,009 0,32 0,022
oxLDL (U/) -0,06 0,66 -0,20 0,155
TNFa (pg/ml) 0,20 0,16 -0,20 0,17
ADMA (pmol/l) 0,24 0,082 0,26 0,063
NO (umol/l) 0,51 0,002 0,33 0,05
PGRN (ng/ml) 0,16 0,18 0,23 0,104
AGE/sRAGE arany (AU/pg)
ALA Kkezelés elott ALA kezelés utan
r P r P
sVCAM-1 (ng/ml) -0,29 0,035 -0,08 0,62
sICAM-1 (ng/ml) -0,25 0,073 -0,13 0,397
VEGF (ng/ml) -0,38 0,005 -0,28 0,062
oxLDL (U/) 0,03 0,834 0,08 0,585
TNFa (pg/ml) -0,17 0,238 -0,16 0,301
ADMA (pmol/l) -0,21 0,139 -0,06 0,715
NO (umol/l) -0,07 0,71 -0,07 0,707
PGRN (ng/ml) -0,26 0,059 -0,01 0,928

Roviditések: ADMA ;aszimmetrikus dimetil-arginin, NO; nitrogén-monoxid, oxLDL;
oxidalt alacsony siirliségli lipoprotein, PGRN; progranulin, sICAM-I1;szolubilis
intercellularis adhézios molekula-1, sVCAM-1;szolubilis vaszkularis adhézids molekula -
1, TNFa; tumor nekrozis faktor - a, TSH; tireoidea stimulalé hormon, VEGF; vaszkularis
endotelialis névekedési faktor.

A nem normalis eloszlasu valtozokat a korrelacios analizis el6tt logaritmizaltuk.
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https://www.google.com/search?q=szolubilis+intercellul%C3%A1ris+adh%C3%A9zi%C3%B3s+molekula-1&sca_esv=6a3dc1d72e9664c9&sxsrf=ANbL-n52OoOaEnrPfrx77t7K0V7ZrHJYBQ%3A1771236292412&ei=xOuSadjpGIuF1fIP99ue4AM&biw=1536&bih=730&ved=2ahUKEwjD5p6U4t2SAxXPPhAIHWARKjQQgK4QegQIARAC&uact=5&oq=sICAM-1&gs_lp=Egxnd3Mtd2l6LXNlcnAiB3NJQ0FNLTEyCBAAGIAEGMsBMgQQABgeMgQQABgeMgQQABgeMgQQABgeMgQQABgeMgQQABgeMgQQABgeMgQQABgeMgQQABgeSNkrUABYkihwAHgBkAEAmAFaoAG4BKoBATe4AQPIAQD4AQGYAgegAoMFwgINECMY8AUYgAQYigUYJ8ICChAjGIAEGIoFGCfCAgoQABiABBiKBRhDwgIIEC4YgAQYsQPCAgQQABgDwgILEC4YgAQYsQMYgwHCAgsQABiABBixAxiDAcICCBAAGIAEGLEDwgIFEAAYgATCAg4QABiABBiKBRixAxiDAcICCBAuGLEDGIAEwgIFEC4YgATCAhEQLhiABBixAxiDARjHARjRA8ICFxAuGLEDGIAEGJcFGNwEGN4EGOAE2AEBwgILEC4YgAQYxwEYrwGYAwC6BgYIARABGBSSBwM2LjGgB_ZKsgcDNi4xuAeDBcIHBTItMy40yAc9gAgB&sclient=gws-wiz-serp&mstk=AUtExfAxW-wxAORyT8wMyvuZyxCKbckcEyFz5uUptRYPceaaOV_xWT4hD0svz3jOx9BecJl3XdgRQlgD3GsvOreOG07AW3oxKAuCL_fKhL3oduNUASAwI75NOJpW7Zt-W_9sY_CLPmxI83xWz0hlfW_0x4Auk1irE2sKU5Jsv2Hv4jcBobcQYavCoBO7ay6GKNlgVWZzNW5F3DUMEjBQrlRWPmbJojtFvGy-IAA5TpQ6yL6eZv1eJL7Y_imeLPZc6-A790CisUdygbkYFJ37hSmZnURlu_nJWXoWe8_S4sUbRB9e9A&csui=3
https://www.google.com/search?q=szolubilis+intercellul%C3%A1ris+adh%C3%A9zi%C3%B3s+molekula-1&sca_esv=6a3dc1d72e9664c9&sxsrf=ANbL-n52OoOaEnrPfrx77t7K0V7ZrHJYBQ%3A1771236292412&ei=xOuSadjpGIuF1fIP99ue4AM&biw=1536&bih=730&ved=2ahUKEwjD5p6U4t2SAxXPPhAIHWARKjQQgK4QegQIARAC&uact=5&oq=sICAM-1&gs_lp=Egxnd3Mtd2l6LXNlcnAiB3NJQ0FNLTEyCBAAGIAEGMsBMgQQABgeMgQQABgeMgQQABgeMgQQABgeMgQQABgeMgQQABgeMgQQABgeMgQQABgeMgQQABgeSNkrUABYkihwAHgBkAEAmAFaoAG4BKoBATe4AQPIAQD4AQGYAgegAoMFwgINECMY8AUYgAQYigUYJ8ICChAjGIAEGIoFGCfCAgoQABiABBiKBRhDwgIIEC4YgAQYsQPCAgQQABgDwgILEC4YgAQYsQMYgwHCAgsQABiABBixAxiDAcICCBAAGIAEGLEDwgIFEAAYgATCAg4QABiABBiKBRixAxiDAcICCBAuGLEDGIAEwgIFEC4YgATCAhEQLhiABBixAxiDARjHARjRA8ICFxAuGLEDGIAEGJcFGNwEGN4EGOAE2AEBwgILEC4YgAQYxwEYrwGYAwC6BgYIARABGBSSBwM2LjGgB_ZKsgcDNi4xuAeDBcIHBTItMy40yAc9gAgB&sclient=gws-wiz-serp&mstk=AUtExfAxW-wxAORyT8wMyvuZyxCKbckcEyFz5uUptRYPceaaOV_xWT4hD0svz3jOx9BecJl3XdgRQlgD3GsvOreOG07AW3oxKAuCL_fKhL3oduNUASAwI75NOJpW7Zt-W_9sY_CLPmxI83xWz0hlfW_0x4Auk1irE2sKU5Jsv2Hv4jcBobcQYavCoBO7ay6GKNlgVWZzNW5F3DUMEjBQrlRWPmbJojtFvGy-IAA5TpQ6yL6eZv1eJL7Y_imeLPZc6-A790CisUdygbkYFJ37hSmZnURlu_nJWXoWe8_S4sUbRB9e9A&csui=3

A CPT-értékek csokkenése és az ADMA-szintek valtozasa negativ korrelaciot
mutatott az AGE-szintek valtozasaval (15. A, B. abra). Ezzel szemben a PGRN szint

emelkedése pozitiv korrelaciot mutatott az AGE-szintek valtozasaval (15 C. abra).
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15. abra Osszefiiggések az dramérzet kiiszob érték valtozasa (ACPT) (A), az
aszimmetrikus dimetil-arginin valtozdsa (AADMA) (B), a progranulin valtozasa
(APGRN) (C) ¢és az AGE szérumszintek (AAGE) valtozasa kozott 6 honapos
alfaliponsav-kezelés (napi 600 mg) utan neuropathias 2-es tipusu cukorbetegségben

szenvedod betegeknél.
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6. Megbeszélés

6.1 A Hashimoto-thyreoiditisben szenvedo betegcsoport és kontroll csoport

A hypothyreosis az egyik leggyakrabban el6forduldé endokrin megbetegedés,
amely komoly kockézati tényezot jelent a sziv- és érrendszeri betegségek, az elhizas,
valamint a T2DM kialakuldsaban [69-71]. Amennyiben glilkometabolikus zavar is
fennall, a pajzsmirigy-alulmiikodés tovabb fokozhatja a klinikai szovodmények
sulyossagat, kiilondsen a hattérben zajlo Osszetett pathofizioldgiai folyamatok révén. E
mechanizmusokban az AGE-k és az ezekhez tarsul6 gyulladasos valaszreakcidok kdzponti
szerepet jatszanak [72]. Autoimmun pajzsmirigybetegségek tobbek kozott a Hashimoto-
thyreoiditis soran a tartds gyulladas és az emelkedett oxidativ stressz kedvez az AGE-k
karosodasat és az autoimmun folyamatok fenntartasat. A carotis intima-media vastagsag
(cIMT) jol ismert és megbizhatd biomarker a stroke és az artérids karosodas
eldrejelzésében. Az artérids merevség fokozddasa, amelyet a hypothyreosis
kovetkeztében kialakul6 hiperlipidémids allapot, fokozott koagulacios hajlam és endothel
diszfunkci6 tovabb sulyosbithat, erdsitheti a hagyomdnyos kardiovaszkularis
rizikotényezOk érfalra gyakorolt hatasat [73, 74].

Az AGE-k mind szerkezeti, mind funkciondlis szinten hozzajarulnak az érfali
merevség fokozddasdhoz. Strukturdlis szinten az AGE-k irreverzibilis kotddése (cross-
linking) a kollagén- €s elasztinrostokhoz jelentdsen csokkenti az érfal rugalmassagat. Ezt
a hatast tovabb sulyosbitja a glikacidval Osszefliggésben fokozodd kollagénszintézis és
az elasztintermelés csokkenése [75]. Funkcionalis vagy dinamikus szinten az
endothelfunkcio romlasahoz vezet az NO csokkent termelddése, az endothelin-1 fokozott
termelddése, valamint az eltérd neuroendokrin szabalyozas, amelyek egyiittesen jelentds
szerepet jatszanak a vaszkularis diszfunkci6 kialakulasaban [76-78].

Két fliggetlen vizsgalat emelkedett cIMT-értékeket mutatott ki euthyreoid allapott, de
pajzsmirigy autoimmunitassal (HT) rendelkezé nébetegeknél, fliggetleniil a klasszikus
kardiovaszkuldris rizikofaktoroktol. A cIMT-értékek nem mutattak kiilonbséget az
alacsony-normalis és magas-normalis TSH-tartomanyba esé betegek kozott, bar az
elhizas potencialisan torzithatta az eredményeket [79, 80]. A normal tartomanyon beliili
TSH-szintek hatdsa a cIMT-re tovabbra is ellentmondésos, és szakmai vitdk targyat

képezi [81, 82].
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Az alacsony T3-szindroma, amely szamos nem pajzsmirigy eredetll szisztémas
betegség kovetkezményeként alakul ki, szerepet jatszhat az atherosclerotikus folyamatok
elorehaladdsaban. Ebben az 0Osszefliggésben a T3 hormon endogén védofaktorként
viselkedhet, amely potencidlisan képes lassitani az érelmeszesedés progressziojat [83,
84]. Emellett a T3 és T4 pajzsmirigyhormonok jol ismerten képesek genomikai és nem-
genomikai mechanizmusokon keresztiil befolydsolni a fiziolégias immunvalaszokat,
valamint tAmogatni az immunrendszer hatékony mukodését [85].

Hiperkoleszterinémiaban szenvedd egyéneknél jellemzéen megemelkedett
plazma AGE-szinteket figyeltek meg. Feltételezések szerint ezek a molekuldk kozos
ligand-kotéhelyen 1épnek kapcesolatba a scavenger B tipusu . osztalyt receptorral, amely
kulcsszerepet tolt be a reverz koleszterintranszport folyamataban. Tekintettel arra, hogy
ez a receptor felismeri az oxox-LDL és az AcLDL-részecskéket is, az AGE-k jelenléte
akadalyozhatja a reverz koleszterin transzportot és a koleszterin felvételét a periférids
sejtb6l a HDL-be, mely kiilondsen cukorbetegek esetében az atherosclerotikus
folyamatok felgyorsulasdhoz vezet [86, 87]. Ezzel szemben a sztatinok - jol ismert
koleszterinszint-csokkentd hatasuk mellett - fokozhatjak a szérumban keringd sRAGE
a hatas gatolhatja a RAGE-kozvetitette patofiziologiai folyamatokat [88], ami tovabb
erdsiti a hiperlipidémia szlirésének és megfeleld kezelésének jelentdségét kiilondsen
pajzsmirigybetegségben szenvedd betegek esetében.

Az elhizas a kezeletlen hypothyreosis egyik ismert szovodménye. A
pajzsmirigyfunkcid zavara befolyasolja a testsulyt és testosszetételt, a testhOmérséklet-
szabalyozast, valamint a nyugalmi és teljes energiafelhasznalast, fliggetleniil a fizikai
aktivitas szintjétdl. A pajzsmirigy-hormonértékeknek még a referenciatartoméanyon beliil
jelentkezd kisebb eltérései is hozzajarulhatnak a regionalis zsireloszlas modosulasdhoz és
az elhizés kialakuldsahoz [70]. A DanThyr-vizsgalat eredményei azt mutattak, hogy a
pajzsmirigymiikodés hatasa a BMI-re hasonlé nagysagrendii, mint a dohanyzésé vagy a
fizikai aktivitdsé. A BMI novekedésével parhuzamosan emelkedett T3/T4 aranyt is
megfigyeltek, ami a hormondlis egyensuly felboruldsara utal [89]. Az elhizas és a
hypothyreosis kozott valosziniileg kdlesonds, kétiranya kapcsolat all fenn: a csokkent
pajzsmirigymiikodés elOsegitheti a testsulygyarapodédst, mig az elhizds maga is
hozzajarulhat a pajzsmirigy-diszfunkcié kialakulasahoz [25, 69, 72]. Ebben a

kolcsonhatasban a leptin nevii adipokin kulcsszerepet jatszik: serkenti a dejodinaz
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enzimek aktivitasat, ezaltal eldsegitve a T4 T3-4 vald atalakulasat. Ugyanakkor a
hypothyreosisra jellemzd alacsony T3-szint csokkenti a leptintermelést, ami negativ
visszacsatolason keresztiil tovabb rontja a T4-T3 konverziot [25]. Tovabba, a T3
kozvetleniil stimulalja a taplalékfelvételt a hipotalamuszon keresztiil, ezaltal befolyasolva
az energiahaztartast és a metabolikus egyensulyt [69, 90].

Egy friss, 22 tanulmanyt dsszefoglald szisztematikus attekintés alapjan az elhizés

szignifikans mértékben noveli a hypothyreosis eléfordulasat, és szoros Osszefliggést
mutat a HT megjelenésével is [26]. Elhizas esetén a pajzsmirigyhormonok
sejtmembranon keresztiili transzportja is karosodik az enyhe gyulladds miatt, ami
pajzsmirigyhormon-rezisztencidhoz vezet [91-93]. Vizsgalatunk sordn negativ
korrelaciot figyeltiink meg a BMI és az SRAGE szintek kozott mind a betegek, mind a
kontrollcsoport esetében. Ez az eredmény arra utal, hogy a tulsulyos vagy elhizott allapot
Oonmagaban is hajlamosité tényezo lehet a gyulladason ¢és oxidativ stresszen alapuld
korfolyamatokra - fiiggetleniil a HT jelenlététdl. Az altalunk megfigyelt korrelaciok
minden testsulycsoportban jelen voltak. Mind a beteg, mind a kontrollcsoportban az
AGE-k szintje pozitiv korrelaciot mutatott az életkorral és a szérum kreatininszinttel. Az
AGE-k novekedése az ¢életkor eldrehaladtaval alaposan koril jart jelenség az
irodalomban, az AGE-k ¢lethosszig tartd felhalmozddasa és a vesefunkcid romlasa
kovetkeztében [94, 95]. HT-ben szenvedd betegeink esetében az fT3-szintek szintén
pozitiv korrel4dciot mutattak mind az életkorral, mind a szérum kreatininszinttel, ami a
pajzsmirigyfunkcié és a vesemiikddés kozotti komplex kapcesolatra utal.
Tovabbi vizsgélatok szlikségesek annak tisztazasara, hogy a kezelt HT-ben szenvedd
betegeink korében megfigyelt modosult AGE- és sRAGE-mintdzatok az autoimmun
pajzsmirigybetegséghez tarsuld kronikus, alacsony szintli gyulladds kovetkezményei,
vagy inkéabb a fizioldgidshoz képest a levothyroxin-kezelés hatdsara moédosult hormonalis
kornyezet eltéréseihez kothetok [96]. A vizsgalt HT-betegek tobbségére jellemzo volt a
normdl TSH-szinttel tarsul6 euthyreoid allapot,a csoport fT4- €s fT3-szintjei egyarant a
levothyroxinnal szubsztitualt hypothyreosis jellemz6 hormonprofiljat tiikrozték.

Osszességében elmondhaté, hogy a pajzsmirigyhormonok szintjének véltozasai
hozzajarulhatnak az elhizas, az érelmeszesedés ¢és a gyulladdsos folyamatok
kialakulasdhoz. Ezen tulmenden a pajzsmirigyfunkci6 zavara fokozhatja az
immunrendszer aktivacidjat, ami kétirdnyt kolcsonhatast eredményezhet az elhizas és a

pajzsmirigy autoimmunitasa kozott [85], [92].
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Ruggeri ¢és munkatarsai egy kozelmultban végzett tanulmanyukban 81 frissen
diagnosztizalt HT-s beteg ¢és 119 kontrollszemély tdplalkozasi szokdsait elemezték
kérdéives modszerrel. Az eredmények szerint a HT-ben szenvedOk gyakrabban
fogyasztottak allati eredetii ¢lelmiszereket, és korilkben magasabb AGE-szinteket mértek.
Ez alapjan tgy tlinik, hogy az allati eredetii élelmiszerek alacsony bevitele protektiv
hatést fejthet ki a pajzsmirigy autoimmun folyamataival szemben, a ndvényi alapu étrend
pedig eldsegitheti a redox-homeosztazis fenntartasat, és kedvezden befolyasolhatja az
oxidativ stresszhez kothetd rendellenességeket [27]. HT-vel kiizdé gyermekek korében
mutatta ki, mikdzben az AGE-szintekben nem volt kiilonbség [97]. Ruggeri ¢és
munkatarsai  kezeletlen HT-betegeket vizsgaltak, ¢és eredményeik alapjan az
AGE/sRAGE arany kedvezdtlen alakuldsa mar korai stddiumban jelezheti a betegség
progressziojat, amely idovel sulyosbodik és hypothyreosishoz vezet. Meglepd modon
azonban a mi vizsgalatunkban a betegek AGE-szintje alacsonyabb volt, mint a
kontrollcsoporté, mig az sSRAGE-szint magasabb volt a betegek korében [24]. Tovabbi
vizsgalatokra lenne sziikség annak feltdrdsdra, hogy a levothyroxin-terdpia milyen
hatdssal van a szubklinikus gyulladasos allapotokra euthyreoid Hashimoto-s betegek
esetében.

Osszességében az SRAGE és a BMI kozotti dsszefiiggés arra utalhat, hogy a
normdl teststly fenntartdsa védelmet nydjthat a HT metabolikus és kardiovaszkularis
szovodmeényeivel szemben. Meg kell jegyezni, hogy az életmddbeli tényezdk, példaul a
taplalkozasi szokasok €s a foldrajzi és €ghajlati kiillonbségek is befolyasolhatjak az
eredményeket, ezt figyelembe kell venni a kovetkeztetések levondsakor.
Kontrollcsoportunk kedvezdtlen eredményei eltérhetnek az olasz tanulmany vizsgalati
csoportjanak adataitdl, ami magyardzhato a hazai, telitett zsirokban gazdag, egészségtelen
taplalkozasi szokasokkal, szemben a mediterran orszagok egészségesebb étrendi
mintazataival [98].

Giannakou és munkatarsai egyik vizsgalatukban a szérum teljes lipid-peroxid
szintjének mérésével kimutattdk, hogy az oxidativ stressz szintje emelkedett volt
levothyroxin potlasban részesiilé HT betegek korében, kiilondsen a tulsulyos/elhizott
alpopulacioban, valamint azoknal, akik alacsony gylimolcsfogyasztast és rendszertelen
zOldségbevitelt jeleztek [99]. Az oxidativ stressz emelkedését kezelt betegek esetében is

¢észlelték, emellett a RAGE gén 429T>C polimorfizmusa — amelyet korabban
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Osszefliggésbe hoztak a diabeteszes makrovaszkularis szovoidmények és a nefropatia
fokozott kockazataval - szintén nagyobb hajlamot mutatott a pajzsmirigy-alulmiikddés
kialakulasara HT-ben szenvedd betegeknél [14, 100]. Az AGE-k szerepe nemcsak az
oxidativ stressz fokozasaban nyilvanul meg, hanem szintjiik az egészségtelen étrendi
szokasok hatasara is emelkedik, ezaltal tovabb sulyosbitva (vagy akar elinditva) a HT
patogenezisében feltételezett gyulladdsos ¢s immunmedidlt folyamatokat. A
levothyroxin-kezelés kimutathat6an csokkenti az oxidativ stressz szintjét manifeszt [101-
103] vagy szubklinikus hypothyreosis [103, 104] esetén, de egyes adatok szerint hosszu
tava alkalmazésa soran az oxidativ stressz bizonyos paraméterei emelkedhetnek a
kontrollcsoporthoz képest [105, 106].

Vizsgélatunkban a levothyroxin-kezelés Hashimoto-thyreoiditisben csokkentette
oxidativ stressz mérséklodésére utal. Ugyanakkor a megvaltozott AGE/sRAGE arany
egyes betegekben fennmaradhat, amelyet korabbi kozlések a carotis intima-media
vastagodasaval és az atherosclerotikus folyamatok fokozddasaval hoztak dsszefiiggésbe.
[107, 108]Ez nem tekinthetd valddi ellentmondasnak, mivel az AGE/sRAGE rendszer
egyensulyat az oxidativ stresszen tul a Hashimoto-thyreoiditishez tarsuld gyulladdsos és
metabolikus eltérések is befolyasoljak. Ennek megfeleléen a levothyroxin elsdsorban az
oxidativ terhelést csokkenti, mikdzben a betegség sajat mechanizmusai részben
fennmaradd  kockazatot eredményezhetnek az  atherosclerézis  progresszioja
szempontjabol.

Osszefiiggést mutattunk ki az anti-TPO és AGE szint kozétt. Elséként vizsgaltuk
az AGE ¢és RAGE szinteket LT4-gyel kezelt HT betegek korében. Bar az anti-TPO
szintek korrelaltak az AGE-értékekkel, az AGE-szintek Osszességében nem voltak
magasabbak az levothyroxin-kezelés alatt allo6 HT-betegeknél, mint az egészséges
kontrollcsoportban, ami Osszhangban van az oxidativ stressz csdkkenésére vonatkozo
megfigyeléseinkkel ebben a betegcsoportban. Az elvégzett tobbszoros regresszidanalizis
eredményei alapjan a szérum kreatininszint és az anti-TPO szintje szignifikans
prediktorai voltak az AGE-szinteknek, mig a BMI és a TSH-szint szignifikans

eldrejelzdkeént jelentek meg az SRAGE-koncentracio tekintetében (3. tablazat).

A vizsgalat korlatai a viszonylag alacsony betegszadm, a vizsgalt populécio széles

¢letkor-tartomanya, illetve a levothyroxin-szubsztitacié nélkiili HT-betegcsoport hidnya,
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valamint az oxidativ és gyulladasos paraméterek értékelése. Egy nagyobb mintaszama,
prospektiv, longitudinalis vizsgélat, amely magaban foglalna az artérias merevség €s a
cIMT mérését is, tovabb pontosithatnd az ¢Elethosszig tarto AGE-felhalmozodas
kardiovaszkularis kockazatokra gyakorolt hatdsanak megértését HT-ben szenvedd
betegeknél.

Tanulmanyunk erdssége, hogy elsdként mutattuk ki a kezelt HT-betegek korében
alacsonyabb AGE/sRAGE aranyt a kontrollcsoporthoz képest, valamint az AGE ¢és az
fT3-szintek kozotti negativ korrelaciot, az SRAGE ¢és a TSH-szintek kozotti korrelacidval
egyltt. Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a levothyroxin-kiegészités
hozzajarulhat a kedvez6bb AGE/sRAGE aranyhoz a kezelt HT-betegeknél, ugyanakkor
a betegspecifikus korrelaciok arra utalnak, hogy a kezelt betegek korében a magasabb
fT3-szint, valamint a referencia tartomanyon beliili alacsonyabb TSH-szint kedvezdbb

hatassal lehet az oxidativ stresszre.

6.2 2-es tipusi diabetes mellitusban és diabeteszes neuropataiban szenvedd beteg és

kontroll csoport

Becslések szerint a cukorbetegséggel €16 betegek mintegy felénél €lete soran
kialakul neuropathia, amely jelentdsen rontja az életmindséget és ndveli a morbiditast. A
tartds hiperglikémia eldsegiti a nukleinsavak, fehérjék és lipidek nem enzimatikus
glikaciojat, amely a bevezetésben részletesen targyalt, klasszikus Maillard-reakcion
keresztiil valosul meg. A diabeteszes neuropathia megelézésének ¢és kezelésének
els6dleges célja a hiperglikémia mérséklése és a neuropatids fajdalom csokkentése;
ugyanakkor a glikémias kontroll dnmagéban nem bizonyult hatékonynak a fajdalom
kezelésében [109]. Korabbi adatok arra utalnak, hogy az életmodbeli valtozasok, ugy
mint a egészséges taplalkozas, testsulycsokkentés és a fizikai aktivitas fokozasa, kedvezd
hatéssal lehetnek a periférids neuropathia okozta fajdalom mérséklésére [110], egyuttal
csOkkenthetik az AGE-k szintjét is [111]. A T2DM-ben szenvedd betegek esetében a
metabolikus szindroma egyes tiineteinek - példaul hasi elhizds, magas vérnyomas,
inzulinrezisztencia vagy hiperlipidémia - megléte kétszeresére ndveli a neuropathia
kialakulasanak kockazatat azokhoz a T2DM-es paciensekhez viszonyitva, akiknél ezek a
kockazati tényezOk nem allnak fenn [112]. Tovabb4, a metabolikus szindroma fennallasa

Onmagaban is jelentdsen emeli a neuropatia kialakuldsanak gyakorisagat [113].

60



Az AGE-k receptor-kozvetitett jelatviteli titvonalakon keresztiil gyulladést és
oxidativ stresszt indukdlnak, ami dnfenntart6 modon fokozza tovabbi képzddésiiket és
hozzajarul kronikus koérfolyamatokhoz. A fehérjékkel kialakitott irreverzibilis
keresztkotéseik tartés szoveti karosodast eredményeznek. E mechanizmusok hossza
tavon neuronalis karosodast idéznek eld, eldsegitve a diabeteszes neuropathia

kialakulasat.

Papachristou és munkatarsai vizsgéalataban a bér autofluoreszcencidjaval mért
AGE-szintek 6sszefiiggést mutattak a DSPN jelenlétével és annak sulyossagéaval [114].
Az AGE-k nemcsak a neuropathia, hanem a makrovaszkularis szovédmények korai
eldrejelzdi is lehetnek, még 1-es tipusu cukorbetegség esetén is [115]. A szovéddményekre
gyakorolt hatasuk mellett az AGE-k felhalmozodasa a zsirszovetben €s a vazizomzatban
tovabb rontja az inzulinérzékenységet. Az AGE szintek mérséklésének természetes mddja
az AGE-k bevitelének csokkentése taplalkozéas soran, mig a fizikai aktivitds az SRAGE
szintek novekedésén keresztiil fejti ki jotékony hatdsat [116-118]. Ezzel szemben az
elhizas csokkenti az SRAGE-szintet, ami hozz4jarulhat a kardiovaszkularis kockazat
novekedéséhez [119, 120]. Vizsgalatunkban a neuropatids €s nem neuropatias 2-es tipusu
cukorbetegek sRAGE-szintje hasonlo6 volt, ami eltér a korabbi irodalmi adatoktol, mivel
Aubert és munkatarsai pozitiv kapcsolatot talaltak az sSRAGE ¢és a periférias neuropathia
eléfordulasa kozott [121]. Az AGE- és sRAGE-szintek lehetséges biomarkerként
szolgalhatnak a betegségrizikd6 és a kedvezdtlen kimenetek eldrejelzésében [122],

azonban a folyamatok pontos tisztazasdhoz tovabbi kutatasok sziikségesek.

A diabeteszes neuropathia jelentdsen noveli az egészségiigyi ellatas koltségeit,
nemcsak az orvosi koltségeken és a diabeteszes 1ab kezelésén keresztiil, hanem kozvetett
modon is, példaul az életmindség romlasa, a munkaképesség csokkenése, valamint a
neuropathia indukalta egyensulyzavar kovetkeztében bekovetkezd torések altal [109].
Terapidjanak f6 célja a megfeleld glikémids kontroll és a neuropatids fajdalom
mérséklése. A sikeres ¢életmddvaltas utan, beleértve a kiegyensulyozott étrendet és a
rendszeres testmozgast, az ¢letmindségben is jelentds javulés érhetd el [110]. A betegség
patomechanizmusat tekintve antioxidans készitmények adasaval mérséklédhet az
oxidativ stressz és csokkenhet az AGE-k képzddése. Vizsgalatunk elsdként mutatta ki az
antioxidans hatast ALA AGE-csokkentd hatasat T2DM-ben szenvedd betegekben. A

disszertaci6 elso felében részletesen leirt kutatdsunkban a nem cukorbeteg, Hashimoto-
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thyreoiditisben szenvedd betegek atlagos AGE-értéke 10,7 AU/ug, sSRAGE-szintje pedig
923 pg/ml volt, mig egészséges kontrollszemélyeknél ezek az értékek rendre 11,4 AU/pug
és 755 pg/ml-t tettek ki; ezek a kiilonbségek jol Osszevethetok jelen cukorbeteg-
populécionk adataival. El6z6 vizsgalatunkban az egészséges kontrollcsoport tagjaihoz
képest a Dbetegek korében észlelt kedvezdébb AGE-szinteket oxidativ stressz
mérséklodésével magyaraztuk, mely vélhetden a levothyroxin hatasara jelentkezett. A HT
vizsgalat egészséges kontrollcsoportjanak tagjai AGE-értékei T2DM vizsgalatunk kezelt
neuropathias (10,9 pg/ml) és nem neuropathids betegcsoportjainak AGE-szintjeinél (9,8
pg/ml) is magasabbak voltak numerikusan. Quade-Lyssy és munkatérsai kimutattdk, hogy
a sztatinok novelik az sSRAGE-szintet, ami magyarazhatja a sztatinok gyulladascsokkentd
hatasat [123]. Jelen vizsgélatban a betegek metformint és sztatint kaptak az iranyelveknek
megfeleléen, ami feltehetéen mar 6nmagaban is javitotta AGE- és sRAGE-értékeiket,
ezaltal kedvezden befolydsolva az AGE/sRAGE ardnyt, hasonléan ahhoz, amit a
levothyroxinnal kezelt, nem cukorbeteg HT-betegeknél kordbban tapasztaltunk [124].
Feltételezheto az is, hogy a kiilonb6z6 farmakologiai kezelések, illetve az életmodbeli
valtozasok, példaul a taplalkozas soran bevitt exogén forrasbol szarmazé AGE-k
csokkentése az oxidativ stressz mértékére gyakorolt jotékony hatdsa is egymast erdsitd
modon eldnyos lehet. Ugyanakkor az ALA AGE-szintre gyakorolt 6nallé hatasanak
értékelése cukorbeteg populacidban korlatozott, mivel az antihiperglikémias kezelés és a
lipidparaméterek korrekcioja a terapia alapvetd és korai elemei a szovodmények
megeldzése érdekében. A RAGE fokozott expresszidja mellett alacsony sSRAGE-szintet
figyeltek meg cukorbetegségben, ami a redox statusz megvaltozasdhoz vezethet [125].
Vizsgélatunk soran viszont nem talaltunk kiilonbséget az az sSRAGE-szint tekintetében az

egyes csoportok kozott.

Az érrendszeri paraméterek esetében korabbi in vitro vizsgalatok kimutattak, hogy
az ALA-kezelés csokkenti az AGE-indukdlt VCAM-1 endotelidlis expressziojat,
valamint a monocitdk endotheliumhoz valé kotédését [53]. A VCAM-1 és az ICAM-1
kulcsszerepet jatszanak a gyulladdsos folyamatokban, mivel eldsegitik a leukocitdk
kardiovaszkularis betegségek kockazatat [126]. Tanulmanyunkban az sVCAM-1 szintje
nem kiilonbozott a neuropatias és a nem neuropatias betegeknél, és nem tapasztaltunk
valtozast az sVCAM-1 szintjében az ALA-kezelés el6tt és utan. Az ALA endothel-

adhézios molekulak expresszidjara gyakorolt, korabban leirt kedvezd hatdsa alapjan [127]
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alacsonyabb gyulladdsos marker-szintekre szamitottunk 6 honapos kezelés utan. Bar a
TNFa-szintek jelentdsen csokkentek, a vizsgalati iddtartam feltehetben nem volt
elegend6 az sVCAM-1, sICAM-1 és VEGF koncentraciok valtozasanak szamottevo
kimutatasdhoz. Azonban szignifikans korreldcid volt megfigyelhetd az AGE ¢és az
sVCAM-1 kozott, valamint az SRAGE és az sVCAM-1 kozott pedig mérsékelt, nem
szignifikans 0sszefliggést talaltunk az ALA-kezelést kovetéen. Az AGE/sRAGE arany
negativ korrelaciot mutatott az sVCAM-1-gyel az ALA-kezelés el6tt neuropatias
betegekben. Eredményeink alapjan ugy tlnik, hogy az sVCAM-1 erdsebb korrelaciot

mutat az AGE-kkel, amikor az ALA-kezelés jotékony hatdsai jelen vannak.

McNair és munkatarsai negativ korrelaciot figyeltek meg az sRAGE és az
sVCAM-1 kozott miokardidlis infarktuson atesett betegeknél [128]. Sabbatinelli és
munkatarsai ujabb tanulmanyukban Osszefiiggést mutattak ki az SRAGE és a sulyos
kardiovaszkularis események eléfordulasa kozott 2-es tipust cukorbetegségben [129]. Az
AGE-RAGE kolcsonhatas noveli a VCAM-1 szintjét, mig a GLP-1 gatolja az AGE-
indukalt VCAM-1 mRNS expressziojat az endothelsejtekben a RAGE-expresszio
visszaszoritasaval [130, 131]. Jelen vizsgélatunkban 6sszefliggést talaltunk az SRAGE ¢és
az sVCAM-1, illetve az SICAM-1 és a VEGF, az ér- és vér-ideg gat permeabilitdsanak
induktora kozott. In vitro modellekben az AGE-k fokozzak, mig az sSRAGE csokkenti a
VEGF expressziojat [132, 133]. Betegcsoportjainkban a VEGF ¢és az AGE-k kozott nem
talaltunk Osszefliggést, de korrelaciot figyeltiink meg a VEGF ¢és az sSRAGE kozott. A
neuropatids csoportban, az ALA-kezelés eldtt, az AGE/sRAGE arany negativan korrelalt
a VEGF-fel, ami alatdmasztja azt a hipotézist, miszerint 2-es tipusu cukorbetegségben az
sRAGE az endothel-diszfunkcié és az érrendszeri események potencidlis kockazati

tényezdje lehet.

Dedert és munkatarsai in vitro eredményei szerint a PGRN segit az AGE-k
sejtekbdl valo kitirtilésében [134], amelyet vizsgalatunk is részben megerdsit a PGRN, és
AGE-szintek kozotti korrelacidval. Eredményeink alapjan az ALA-kezelés indukalta
PGRN-novekedés eldsegiti az AGE-k kiiiriilését, amely 6 honap utan alacsonyabb
szérumszintekben nyilvanult meg. Feltételezhetd, hogy a kezelés kezdeti szakaszédban az
sRAGE-szint emelkedett volt, melynek igazolasa a jovOben tovabbi vizsgalatot igényel.
A NO vazoprotektiv hatast fejt ki az érfalra, és ez a jotékony hatas hozzajarul az

endothelfunkcio javulasdhoz ACE-gatloval és sztatinnal kezelt betegekben [135].
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Vizsgalatunkban neuropatids betegeknél az ALA-kezelést kovetéen emelkedett NO-
szintet észleltiink. Osszefiiggést talaltunk a NO és az SRAGE kozétt az intervencids
csoportban az ALA-kezelés elott. Emellett a progranulin szintje emelkedett, az ADMA
szintje pedig csokkent az ALA-kezelés utan; mindkett6 jotékony valtozasa korrelalt az
AGE-k viéltozasaval. Ren és munkatarsai kordbbi tanulmanyukban kimutattak, hogy az
AGE-k csokkentik az endothel nitrogén-monoxid-szintdz expresszidjat human koszortér-

endothelsejtekben, mig az ADMA a NO-termelés endogén inhibitora [136].

A PGRN, egy 1) adipokin, amely a metabolikus szindroma, a cukorbetegség, a
diszlipidémia és a magas vérnyomas metszéspontjaban all, fokozza az endothel NOS
foszforilacigjat [137]. A fent emlitett adatok mind alatdmasztjak eredményeinket, és arra
utalnak, hogy az ALA komplex hatast fejt ki NOS-ra tobb, egymassal 6sszefutd tvonalon
keresztiil fejthet ki kedvezo hatast. Az AGE-k kronikus gyulladasban és atheroclerosisban
betoltott szerepének, valamint az ALA neuroprotektiv és endothelfunkcidt javitd
mechanizmusainak pontos feltérképezése tovabbi vizsgalatokat igényel. Eredményeink
egyértelmiien tikkrozik az AL A szinergikus neuro- és atheroprotektiv hatdsainak meglétét,

amelyben az AGE-csokkentd hatasa alapvetd fontossagu lehet (16. dbra).
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16. abra. Az AGE-RAGE jelatviteli tvonal szerepe az oxidativ stressz,
gyulladas és neurodegeneracio kialakuldsaban, valamint az alfa-liponsav (ALA)
¢és a progranulin protektiv hatdsainak lehetséges utja. Az AGE-RAGE jelatvitel

ut aktivalodasa fokozza a ROS-k képzddését, ami aktivalja a MAPK és NF-«kB
utvonalakat, novelve az ICAM és VCAM gyullad4sos mediatorok expressziojat.
Ez endothel diszfunkcidhoz, neuroinflammacidéhoz €és neurodegenerativ
folyamatok elérehaladasahoz vezet. Sajat dbra. Roviditések: ADMA;
aszimmetrikus dimetilarginin, AGE; késdi glikécios végtermékek, ALA; alfa-
liponsav, DDAH; dimetilarginin-dimetilaminohidrolaz, DNS:
dezoxiribonukleinsav, SRAGE; késoi glikacios végtermékek szolubilis
receptora, RAGE; késoi glikécios végtermékek receptora, ROS; reaktiv
oxigéngyokok, NADPH-oxiddz; nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat oxidaz,
MAPK; mitogén-aktivalt protein kinaz jelatviteli ut, PI-3K; foszfatidil-inozitol
3-kindz jelatviteli ut, NF-xB; nuklearis faktor- kappa B, ICAM; intercellularis
adhézids molekula, VCAM; vaszkularis adhézios molekula, NOS; nitrogén-

monoxid szintaz, NO; nitrogén-monoxid,

65



Azonban néhany korlatozo tényez6t meg kell emliteni. A megfeleld statisztikai
erd ellenére nagyobb méretii betegpopulacid javithatja a vizsgalat statisztikai erejét.
Tanulméanyunk a kaukézusi populaciora 6sszpontositott; ezért az eredmények mas etnikai
csoportokra  vonatkozd értelmezése csak korlatozott mértékben lehetséges.
Tanulmanyunk keresztmetszeti ¢és prospektiv jellege miatt minden ok-okozati
Osszefiiggést ovatosan kell megkozeliteni. Ezenkiviil az ALA-kezelés soran valtozatlan
sRAGE-szintek oka részben ismeretlen. Az SRAGE meghatarozasa human szérumbol
tortént, a képzddés pontos mechanizmusa tovabbi in vitro kisérleteket igényel. Tovabbi
kutatasok sziikségesek annak vizsgalatara is, hogy az ALA megelézheti-e a
szovodmények kialakuldsat cukorbetegségben. Tovabba célszerii lenne a T2DM
diagnézisakor bevonni a betegeket, hogy az ALA hatasat étrendi valtoztatasokkal és
testmozgassal kombinalva pontosabban lehessen értékelni. Az ALA AGE-kre és az
endotheliumra gyakorolt pontos hatdsmechanizmuséanak tisztdzasa érdekében tovabbi in

vitro kutatasokra van sziikség, ahol a RAGE expresszioja is értékelheto.
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Uj tudomanyos eredmények

1.

Levothyroxin-terapidban részesiild, euthyreoid HT betegek korében elsdként irtuk
le, hogy az AGE-szintek alacsonyabbak, mig az sRAGE-koncentraciok

magasabbak az egészséges kontrollcsoporthoz képest.

Elséként igazoltuk, hogy a levothyroxin-kezelésben részesiilo HT betegekben az
AGE/sRAGE arany szignifikdnsan alacsonyabb, mint az egészséges
kontrollokban. Ez az eredmény 1j értelmezési lehetdséget nyujt az AGE-RAGE
tengely immunoldgiai és érfali hatdsainak vizsgéalataban, és arra utal, hogy az

LT4-kezelés protektiv mechanizmusokat aktivalhat.

Hashimoto-thyreoiditisben =~ kordbban nem  publikalt  Osszefliggéseket

azonositottunk az AGE-RAGE tengely és a pajzsmirigy-statusz kozott:
e negativ korrelacié az AGE ¢és az T3 kozott,
e pozitiv korrelacié az sSRAGE ¢és a TSH kozott.

Tobbszoros regresszios modellben els6ként mutattuk ki, hogy az antiTPO és a
kreatinin az AGE-szintek, mig a BMI és a TSH az sSRAGE-szintek szignifikans

elérejelzoi.

Kimutattuk, hogy a BMI minden vizsgalati csoportban — pajzsmirigy-statusztol és
betegségcsoporttol fiiggetleniil — szignifikdns negativ korreldciét mutat az
sRAGE-szintekkel.

Ez az eredmény arra utal, hogy az elhizas Onmagaban is kedvezdtleniil
befolyasolja az AGE-RAGE tengely miikodését, és fontos kockazati tényezdje a

gyulladésos és érfali folyamatok felerdsodésének HT-ben.

Klinikai vizsgalatunk elsOként szolgaltatott bizonyitékot arra, hogy az ALA hat
hénapos alkalmazasa szignifikdnsan csokkenti az AGE-szinteket T3DM-ben. Ez
Uj farmakologiai Osszefliggésre utal az ALA antioxidans hatisai és az AGE-

képzddés szabalyozasa kozott.

2-es tipusu cukorbetegekben nem talaltunk kiilonbséget az sSRAGE-szintekben

neuropathia fenndllésa szerint, ami eltér tobb korabbi vizsgalat eredményeitdl.
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7. Uj vaszkularis marker-kapcsolatot azonositottunk: az AGE-szintek szignifikans
pozitiv  korrelaciét mutattak az sVCAM-1 értékeivel T2DM-ben.
ALA-kezelés utan mérsékelt negativ korrelacio jelent meg az sRAGE és az
sVCAM-1 kozott, ami az AGE-RAGE—adhézids molekula tengely 1j, eddig nem

jelzett dinamikaira utal.
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7. Osszefoglalas

Mind a HT-ben, mind a T2DM-ben kritikus kérdés az AGE-szintek és az oxidativ
stressz csokkentése. Ez elsdsorban ¢letmodvaltassal, megfeleld stresszkezeléssel és
rendszeres testmozgassal érhetd el. Az egészséges, foként ndvényi alapu étrend és a
dohanyzas keriilése jelentésen mérsékli az exogén AGE-bevitelt, mig a testmozgas
bizonyitottan csokkenti a keringd AGE-k szintjét és noveli az sSRAGE értékeket, mig
elhizas esetén irodalmi forrdsok az sSRAGE szintek csokkenésérdl szamoltak be. Ezen
felil egyre tobb kutatds vizsgalja a farmakologiai lehetdségeket az AGE-k szisztémas
csokkentésére.

A hypothyreosis az egyik leggyakoribb endokrin zavar, amely jelentdsen noveli a
sziv- és érrendszeri betegségek, az elhizas és a 2-es tipusi diabetesz kialakuldsanak
kockézatat. Pajzsmirigy-alulmtikddés esetén az AGE-k és az ezekhez kapcsolodo
gyulladédsos folyamatok kulcsfontossaguak a szovodmények  kialakulasaban,
hozzdjarulva az érfal merevségéhez, a cIMT novekedéséhez és az atherosclerotikus
folyamatok felgyorsulasahoz. Az AGE-k szerkezeti modosulasokat okoznak a kollagén-
és elasztinrostokban, mikdzben romlik az endothelfunkcio, csokken az NO
biohasznosulésa, és nd az endothelin-1 termelése. Hashimoto-thyreoiditisszel rendelkez6
betegekben a cIMT emelkedett lehet a klasszikus kardiovaszkularis rizikotényezoktol
fliggetleniil, és az alacsony T3-szint eldsegitheti az atherosclerdzis progresszidjat, mig a
T3 hormon védo szerepet tolthet be.

A hypothyreosis €és az elhizds kozott kolcsonhatas 4ll fenn: a csokkent
pajzsmirigymiikodés eldsegiti a testsulygyarapodast, mig az elhizas maga is hozz4jarulhat
a pajzsmirigy-diszfunkcidhoz. A leptin és a T3/T4 arany, valamint a T4-T3 konverzi6
kulcsszerepet jatszanak ebben a folyamatban, mikdzben a taplalkozas és a testmozgas
jelentdsen befolyésolja az oxidativ stresszt €s az immunvalaszt. Levothyroxin-kezelés
hatasara HT betegekben az AGE-szintek alacsonyabbak, az sRAGE-koncentracio
magasabb, ami a kezelés antioxidans jellegére utal, és Osszefiigg az anti-TPO szintek
valtozasaival.

Hasonl6 mechanizmusok szerepelnek a diabeteszes neuropathidban is: a tartos
hiperglikémia eldsegiti az AGE-k felhalmozodasat, amelyek RAGE-receptorokon
keresztiil gyulladdsos ¢és oxidativ stressz utvonalakat aktivalnak, fokozva a

szovetkarosodast. Eletmodbeli beavatkozasok, kiegyensulyozott étrend, testmozgas,
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teststlycsokkentés, valamint farmakoldgiai kezelések, példaul ALA, sztatin vagy
metformin, csokkenthetik az AGE-k szintjét, ndvelhetik az sRAGE-t, javithatjdk az
endothelfunkciot és mérsékelhetik az oxidativ stresszt. Az ALA kiilondsen elony0ds, mivel
egyszerre fejti ki neuroprotektiv, érvédd €s antioxidans hatasat, javitja a NO-termelést,
noveli a PGRN szintjét és csokkenti az ADMA koncentraciot. Az AGE-k szubcellularis
hatasainak pontos mechanizmusat a kiilonb6z6 neuropathia-altipusok kialakuldsaban és
progresszidjaban tovabbra is vizsgalni kell. Eredményeink szerint a 6 hdonapos oralis
ALA-kezelés, a parhuzamos ¢letmodbeli valtoztatasoktdl fliggetlentil javitotta az
érzékelési kiiszobot és az Osszetett autonom pontszamot, mikdzben csokkentette az AGE-
szintet. Ez arra utal, hogy az ALA legalabb részben az AGE-k mérséklésén keresztiil
enyhitheti a neuropathia jeleit és tiineteit. Az AGE-csokkenés az ADMA és a progranulin
kedvez6 irdnyu valtozasaival is Osszefiiggott, ami az ALA komplex klinikai hatasaira
utal, beleértve antiatherogén, érrendszeri €s neuroprotektiv tulajdonsagait.

Kutatasaink soran levothyroxinnal kezelt HT-beteg szérum AGE- és sRAGE-szintjét
vizsgaltuk, 0sszehasonlitva életkor-, nem- és BMI-illesztett egészséges kontrollal. Az
eredmények szerint a HT-csoportban az AGE-szint szignifikdnsan alacsonyabb volt mig
az sSRAGE-koncentraci6 magasabb. Az AGE-szint pozitivan korrelalt az ¢életkorral, az
sRAGE-szint pedig mindkét csoportban negativ korrelaciot mutatott a BMI-vel. A HT-
betegek esetében az AGE-szint és az fT3-szint kozott negativ, valamint az SRAGE és a
TSH kozott negativ korreldcid volt kimutathaté. A median AGE/sRAGE arany
szignifikansan alacsonyabb volt a HT-betegekben, mint a kontrollokban, pozitiv
korrelacioval a BMI-vel és negativ korrelacioval az fT3-szinttel. Ezek az eredmények
arra utalnak, hogy a referencia-tartoméanyon beliili alacsonyabb TSH- és magasabb fT3-
értekek kedvezd AGE/RAGE egyensulyt biztositanak, mérsékelve a glikacié okozta
sejtkarosodast.

T2DM-ben, kiilondsen diabeteszes polineuropathia esetén, a tartds hiperglikémia
eldsegiti az AGE-k felhalmozodasat, amelyek a RAGE-receptorokon keresztiil
gyulladésos és oxidativ stressz utvonalakat aktivalnak, fokozva a szdvetkarosodast.
Kutatasaink masik felébe neuropatids T2DM-ben szenvedd betegeket vontunk be, akik
napi 600 mg ordlis ALA-kezelésben részesiiltek hat honapon keresztiil. Emellett
neuropatidban nem ¢érintett T2DM-beteget vizsgaltunk kontroll csoportként.
Eredményeink azt mutattak, hogy az ALA-kezelés szignifikdnsan csokkentette a szérum

AGE-szintet mikdzben az SRAGE és az AGE/sRAGE arany valtozatlan maradt. Az AGE-
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csokkenés pozitiv korreldciot mutatott a CPT és a PGRN-szint javulasaval, valamint
negativ korrelaciot az ADMA valtozasaval, ami az endothelfunkci6 javulasat jelzi. Ez
arra utal, hogy az ALA az AGE-k mérséklésén keresztiil képes javitja a neuropathia
mértékét és enyhiti a tiineteit.

Osszességében a pajzsmirigyfunkcio, az elhizas, az étrend és a farmakologiai
kezelés komplex modon szabdlyozza az AGE-RAGE tengelyt, az oxidativ stresszt és az
immunvalaszt, igy dontdé szerepet jatszik a metabolikus ¢és kardiovaszkularis
szovodmények, valamint a diabeteszes neuropatiha kialakuldsaban és progresszidjaban.
Az életmdd- és gyodgyszeres beavatkozasok célzott alkalmazéasa lehetséget kinal ezen

folyamatok mérséklésére €s a szovodmények megeldzésére.
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8. Summary
Both in Hashimoto's thyroiditis and type 2 diabetes, a critical issue is the reduction of
AGE levels and oxidative stress. This can primarily be achieved through lifestyle
changes, proper stress management, and regular physical exercise. A healthy,
predominantly plant-based diet and avoiding smoking significantly reduce exogenous
AGE intake, while physical exercise has been shown to lower circulating AGE levels and
increase SRAGE values; in the case of obesity, literature sources have reported a decrease
in SRAGE levels. Furthermore, increasing research is examining pharmacological options
for the systemic reduction of AGEs.
Hypothyroidism is one of the most common endocrine disorders, significantly increasing
the risk of cardiovascular diseases, obesity, and the development of type 2 diabetes. In
hypothyroidism, AGEs and their associated inflammatory processes are crucial in the
development of complications, contributing to arterial stiffness, increased carotid intima-
media thickness (cIMT), and accelerated atherosclerotic processes. AGEs cause structural
modifications in collagen and elastin fibers, while endothelial function deteriorates, the
bioavailability of nitric oxide (NO) decreases, and the production of endothelin-1
increases. In patients with Hashimoto's thyroiditis, cIMT may be elevated independently
of classical cardiovascular risk factors, and low T3 levels may promote the progression
of atherosclerosis, while T3 hormone may play a protective role.
There is an interaction between hypothyroidism and obesity: decreased thyroid function
promotes weight gain, while obesity itself can contribute to thyroid dysfunction. The
leptin and T3/T4 ratio, along with T4-T3 conversion, play key roles in this process, while
nutrition and exercise significantly influence oxidative stress and immune response. In
Hashimoto's patients undergoing levothyroxine treatment, lower AGE levels and higher
sRAGE concentrations indicate the antioxidant nature of the treatment, correlating with
changes in anti-TPO levels.
Similar mechanisms are involved in diabetic neuropathy: prolonged hyperglycemia
facilitates the accumulation of AGEs, which activate inflammatory and oxidative stress
pathways through RAGE receptors, exacerbating tissue damage. Lifestyle interventions,
a balanced diet, exercise, weight loss, and pharmacological treatments such as ALA,
statins, or metformin can reduce AGE levels, increase sRAGE, improve endothelial
function, and mitigate oxidative stress. ALA is particularly beneficial as it simultaneously

exerts neuroprotective, vascular-protective, and antioxidant effects, improving NO
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production, increasing progranulin levels, and reducing ADMA concentration. The
precise mechanisms of AGE's subcellular effects in the development and progression of
various neuropathy subtypes remain to be further investigated. Our results indicate that a
6-month oral ALA treatment, independent of simultaneous lifestyle changes, improved
sensory thresholds and overall autonomic scores while reducing AGE levels. This
suggests that ALA may alleviate neuropathy symptoms at least partly through the
reduction of AGEs. The reduction in AGEs was also associated with favorable changes
in ADMA and progranulin, indicating ALA's complex clinical effects, including its anti-
atherogenic, vascular, and neuroprotective properties.

In our research, we examined the serum AGE and sRAGE levels in HT patients treated
with levothyroxine, comparing them with age-, gender-, and BMI-matched healthy
controls. The results showed that in the HT group, AGE levels were significantly lower
while SRAGE concentrations were higher. The AGE level showed a positive correlation
with age, while the SRAGE level exhibited a negative correlation with BMI in both
groups. In HT patients, a negative correlation was observed between AGE levels and T3
levels, and between SRAGE and TSH. The median AGE/sRAGE ratio was significantly
lower in HT patients than in controls, and it positively correlated with BMI and negatively
correlated with fT3 levels. These results suggest that lower TSH and higher fT3 values
within the reference range provide a favorable AGE/RAGE balance, mitigating cell
damage caused by glycation. In T2DM, especially in cases of diabetic polyneuropathy
(DSPN), prolonged hyperglycemia facilitates the accumulation of AGEs, which activate
inflammatory and oxidative stress pathways through RAGE receptors, exacerbating tissue
damage. In the other part of our research, we included patients with neuropathic T2DM
who received a daily oral ALA treatment of 600 mg for six months. In addition, T2DM
patients without neuropathy were examined as a control group. Our findings indicate that
ALA treatment significantly reduced serum AGE levels while sSRAGE and the
AGE/sRAGE ratio remained unchanged. The reduction in AGEs showed a positive
correlation with improvements in current perception threshold (CPT) and progranulin
levels and a negative correlation with changes in ADMA, indicating improved endothelial
function. This suggests that ALA can improve the severity of neuropathy and alleviate its

symptoms through the reduction of AGEs.
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Overall, thyroid function, obesity, diet, and pharmacological treatment complexly
regulate the AGE-RAGE axis, oxidative stress, and immune response, playing a crucial

role in the development and progression of metabolic and cardiovascular complications.
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9. Targyszavak
ADMA, clorehaladott glikacios végtermékek, alfa-liponsav, atherosclerdzis,

diabeteszes neuropathia, elhizas, Hashimoto-thyreoidis, hiperlipidémia, levothyroxin,

pajzsmirigy-alulmiikodés, pajzsmirigy, progranulin, SRAGE, oxidativ stressz.
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Background: Advanced glycation end products (AGEs) are heterogenous group
of irreversible chemical moieties originated from non-enzymatic glycation and
oxidation of proteins, nucleic acids, and lipids. The engagement of AGEs with
their chief cellular receptor (RAGE) activates a myriad of signaling pathways
contributing to the progression of chronic diseases like autoimmune thyroiditis,
type 2 diabetes mellitus and its complications. Soluble RAGE (sRAGE) prevents
AGE-RAGE interaction in a competitive manner.

Objective: We investigated the association between serum AGE, sRAGE and
thyroid function in 73 Hashimoto thyroiditis patients (HT) on levothyroxine
substitution, and in 83 age, BMI and gender-matched healthy controls.

Methods: The serum AGEs levels were determined by autofluorescence on a
multi-mode microplate reader, and the serum sRAGE levels by ELISA method.

Results: Mean AGE level was lower (10.71 vs 11.45 AU/ug protein; p=0.046), while
mean sRAGE level was higher (923 vs 755 pg/mL; p<0.0005) in the serum of HT
patients than the controls. AGE correlated with age, while sRAGE correlated
negatively with BMI in both groups. We found negative correlation between AGE
and fT3 levels (r=-0.32; p=0.006) and sRAGE and TSH levels (r=-0.27; p=0.022)
in HT patients, while we failed to find association between AGE, sRAGE and
parameters of thyroid function in the control group. Median AGE/sRAGE ratio
was lower in HT patients than in controls (2.4, IQR 1.9 - 3.1vs 3.3, IQR 2.3 - 4.1
AU/pg; p < 0.001). In HT patients, the AGE/sRAGE ratio correlated positively with
BMI and correlated negatively with fT3.
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Conclusion: According to our results in HT patients lower TSH and higher fT3
levels within the reference range is accompanied by a favorable AGE/RAGE
balance. Further investigations are needed to confirm these results.

KEYWORDS

thyroid, advanced glycation end products, SRAGE, hypothyroidism, Hashimoto's
thyroiditis, levothyroxine, hyperlipidemia, obesity

1 Introduction

Hashimoto’s thyroiditis (HT) is a frequent form of autoimmune
thyroid disease with an incidence of 0.3-0.5 cases per 1000 people,
being the leading cause of hypothyroidism in iodine sufficient
regions of the world (1, 2). Environmental factors and genetic
susceptibility together have a fundamental role in the pathogenesis
of HT, while advancing age and female gender are also important
predisposing factors, the latter carrying an 8-10-fold risk. Several
existential and environmental factors such as stress, excessive iodine
or inadequate dietary selenium intake, multiparity and viral
infections promote the occurrence of HT, while smoking and
alcohol consumption seem to have a protective effect (1). Besides
thyroid autoimmunity other autoimmune disorders may develop
among Hashimoto’s thyroiditis patients such as Sjogren’s
syndrome, myasthenia gravis, pernicious anemia, connective
tissue disorders, autoimmune liver disease, vitiligo and celiac
disease; certain concomitant endocrinopathies of autoimmune
origin like type 1 diabetes mellitus, hypoparathyroidism and
Addison’s disease together with HT form autoimmune
polyendocrine syndromes (2).

In the pathogenesis of Hashimoto’s thyroiditis, increased
oxidative stress and decreased antioxidant levels were previously
observed (3, 4). In the long term, the disturbed redox balance
promotes the generation of endogenously produced Advanced
Glycation End-Products (AGEs). In a previous study, a decrease
in sRAGE and an increase in AGE levels were confirmed in 50
newly diagnosed euthyroid HT patients, but this relationship has
not been investigated yet in HT patient group on stable
levothyroxine hormone substitution (5). In an earlier study,
Giannakou et al. found the oxidative parameters of LT4-treated
patients higher than patients without supplementation need,
however, AGE and sRAGE results were not evaluated (6).

In addition to the documented obesogenic effect of
hypothyroidism (7), according to growing data obesity is also a
non-conventional risk factor for Hashimoto’s thyroiditis and
hypothyroidism (8). In a recent publication euthyroid non-obese
HT patients’ dietary habits were investigated, and their animal
originated food consumption was higher, while plant food intake
was lower than the control subjects’ accompanied by higher AGEs
level among HT patients (9).

AGEs are a heterogeneous group of irreversible adducts
resulting from non-enzymatic glycation and oxidation of proteins,
nucleic acids and lipids (10, 11). They can be of exogen and endogen
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origin and have a slow elimination from the bloodstream, therefore
are capable of lifelong accumulation (12, 13). AGEs from exogenous
sources also called dietary AGEs are found in large quantities in
processed, high-temperature, grilled foods containing a high level of
fat and protein (14). Besides food, smoking is an important exogen
source of AGEs. AGEs play fundamental role in aging and in the
development of various diseases and their complications, including
metabolic syndrome, type 2 diabetes mellitus, cancer,
atherosclerosis and autoimmune thyroid disease. Furthermore,
AGEs and their receptors have significant influence on
carcinogenesis and progression of thyroid carcinoma, which with
an increasing incidence represents an important public health
concern; the growing incidence might be partially attributable to
environmental factors like obesity (13, 15).

AGEs have several membrane-bound, cell surface receptors
which, following interaction can initiate various signal transduction
pathways. Some receptors, such as the advanced glycation end
product receptor 1, help eliminate AGEs from the body, others,
like RAGE by activating the nuclear factor kappa B signaling pathway
increase receptor expression, the release of inflammatory cytokines,
oxidative stress, and reactive oxygen species (ROS) formation. The
increased oxidative stress can also lead to formation of endogenous
AGEs. This phenomenon leads to the development of a self-exciting
process, which plays a long-term role in the formation of the above-
mentioned chronic diseases and the development of their
complications. Furthermore, AGEs can form cross-links with
proteins, thus changing their function, adding to the pathogenesis
for the wide range of AGE-related diseases (12, 14).

The best characterized AGE receptor is RAGE. It is a member of
the superfamily of cell surface immunoglobulins (6) type 1
transmembrane protein (with an N-terminal extracellular
domain) with size of 45 kDa and 404 amino acids, originally
isolated from bovine pulmonary endothelium (16). In addition to
the complete RAGE receptor, several naturally occurring RAGE
variants have also been described, like DN-RAGE, AN-RAGE and
SRAGE (es RAGE and cRAGE). Soluble AGE receptor (sSRAGE)
competitively prevents AGE-RAGE interaction, thereby reducing
the generation of inflammatory cytokines and ROS (11, 14, 17).
Decreased serum levels of SRAGE was detected in patients with
essential hypertension (18), coronary artery diseases, chronic
obstructive pulmonary disease, hyperthyroidism, rheumatic
arthritis, and Alzheimer’s disease (19).

A recent work of Prasad summarized the diseases, in which the
elevated ratio of AGE/sRAGE was proved to be a biomarker among
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a wide variety of patients treated for non-ST-elevation myocardial
infarction (11), hyperthyroidism (20), thoracic aortic aneurysm and
hypercholesterolemia (19, 21).

We aimed to assess the AGE and sRAGE levels, and the AGE/
sRAGE ratio and their correlations with thyroid function and
metabolic parameters in HT patients on levothyroxine
substitution treatment and in age, body mass index (BMI), and
gender-matched control subjects. We hypothesized that in HT
patients AGE level is higher and sRAGE level is lower than in
healthy controls. We supposed correlations between the levels of
AGE and parameters of thyroid function and metabolic parameters.

2 Materials and subjects
2.1 Study population

We investigated the association between serum AGE, serum sSRAGE
and thyroid function parameters in patients receiving levothyroxine
substitution treatment for HT-caused hypothyroidism. Seventy-three
Caucasian subjects (69 women and 4 men, mean age: 47 + 14 years,
mean BMI: 274 + 5.6 kg/m?, mean duration of the disease 6.6 + 4.4
years) and eighty-two Caucasian controls (n=82, 76 women and 6 men,
mean age: 46 + 14 years, mean BMI: 27.2 + 6.1 kg/m®) were enrolled
from the outpatient clinic of our Endocrine Unit. Expectant mothers
and patients with known diabetes mellitus, cancer, or concomitant other
autoimmune diseases were excluded. The control group consisted of
age, sex, and BMI-matched controls without thyroid disease in their
medical history, whom TSH, fT4 and fT3 and TPOAD levels were in the
reference range. The study was approved by the Regional and
Institutional Ethics Committee of the University of Debrecen. All
patients and controls consented in participation and signed the
Informed Consent Form.

2.2 Sample collection and
laboratory measurements

Blood samples were collected according to local clinical
protocol. The plasma and serum were separated by centrifugation
at 2200 g for 10 minutes, aliquoted and stored at -80°C until
later measurements.

The serum AGEs levels were determined by autofluorescence on a
multi-mode microplate reader (Biotek Synergy HI, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA), and the sRAGE levels by
ELISA method (Human RAGE Quantikine ELISA Kit, R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) according to the manufacturer’s instructions.

The serum free thyroxine (fT4) and free triiodothyronine (fT3)
and thyroid stimulating hormone (TSH) levels were measured using
electrochemiluminescence immunoassays (FT4 G2 Elecsys, FT3
Elecsys, TSH Elecsys, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany). Reference ranges 12-22 pmol/L, 2.4-6.3 pmol/L and
0.3-4.2 mU/L for fT4, fT3 and TSH, respectively. Anti-
thyroperoxidase (aTPO) antibody concentrations were measured
by chemiluminescent immunoassay (LIAISON®-Anti-TPO,
DiaSorin S.p.A., Saluggia, Italy).
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Serum creatinine was measured by Jaffé’s colorimetric method, C-
reactive protein (CRP) was measured by immunoturbidimetric assay.
Triglyceride, total cholesterol, low-density lipoprotein cholesterol
(LDL-C) and high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) were
measured using enzymatic, colorimetric tests, and glucose was
measured by hexokinase kinetic enzymatic assay with a Cobas c600
autoanalyzer (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).

2.3 Statistical analysis

Statistical analysis was performed by STATISTICA (Statsoft
Inc. Tulsa, OK, USA) and Graphpad Prism (Graphpad Software,
San Diego, CA, USA). The distribution of continuous variables was
checked by the Kolmogorov-Smirnov test. To compare continuous
variables between groups, for normal distributed data Student’s t
test was applied, whereas for nonnormal distributed data Mann
Whitney-U test was used. Results were expressed as mean +
standard deviation (SD) in case of normal distribution, or median
and 25th and 75th percentiles (interquartile range, IQR) in case of
nonnormal distribution. The stochastic relationships of discrete
variables were analyzed by Chi-square test. For analysis of the
relationship between continuous variables Pearson’s correlation was
performed. Multiple linear regression analysis was performed to
analyze the relationship between AGEs or sRAGE level as
dependent variable and several independent variables. p values
below 0.05 were considered statistically significant.

3 Results

All patients needed levothyroxine (LT4) supplementation with
1.15 ug/kg body weight median prescribed daily dose (IQR: 0.83 -
1.41, minimum-maximum: 0.32 - 3.28), 64% of them were
euthyroid at the time of study, subclinical hypo- and
hyperthyroidism occurred in 22 and 6% of the cases, while overt
hypo- and hyperthyroidism occurred in 4 and 4% of the cases,
respectively. The median TSH and fT4 levels of the HT patients
were higher (2.47 vs 1.77 mU/L, p=0.024 and 17.6 vs 15.5 pmol/L,
p<0.0001, respectively), while mean fT3 level was lower compared
to the control group (4.6 vs 5.0 pmol/L, p<0.0001) (Table 1).
Furthermore, the mean AGE was lower (10.71 vs 11.45 AU/ug
protein, p=0.023) while the SRAGE level was higher (923 vs 755 pg/
mL, p<0.0005) in the serum of HT patients compared to the
controls (Table 1). Moreover, AGE was positively correlated with
age and serum creatinine (Figures 1A, B), whereas sSRAGE was
negatively correlated with BMI (Figure 1C) both in the whole
studied population and in subgroups (controls and HT patients)
separately. No correlation was found between AGEs and sSRAGE
levels (r=0.191, p=0.086 in controls; r=0.205, p=0.083 in HT
patients and r=0.140, p=0.082 in the whole population).

A negative correlation was found between the serum AGE
concentration and fT3 level (Figure 2A), as well as between
sRAGE and TSH levels (Figure 2B) in HT patients, while in the
control group neither AGE nor sRAGE correlated with the
parameters of thyroid function (data not shown). In addition, we
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TABLE 1 Clinical characteristics and y pa s of HT p
HT patients
n=73
Age (years) 47 + 14
Female/Male ' 69/4
BMI (kg/m?) 274+ 56
TSH (mU/L) 2.47 (097 - 4.28)

T4 (pmol/L) 17.6 (15.5 - 20.6)

fI3 (pmol/L) 46+ 06
Random glucose (mmol/L) 52 (4.8 -5.6)
i Triglyceride (mmol/L) 14 (L0 - 2.0)
Cholesterol (mmol/L) 53+ 1.0
LDL-C (mmol/L) 33+09
HDL-C (mmol/L) 1.5(1.3 - 1.8)
CRP (mg/L) 1.7 (0.9 - 3.6)
Creatinine (pmol/L) 65+ 11
AGE (AU/ug protein) 1071 £2.21
SRAGE (pg/mL) 923 £ 303
Median AGE/sSRAGE ‘ 24
ratio (AU/pg) IQR 1.9 - 3.1

Data are shown as mean + standard deviation or median (interquartile range).

10.3389/fendo.2023.1187725

and controls.

Controls p*
2
46 + 14 0.635
76/6 0.448
272161 0.864
1.77 (1.25 - 2.38) 0.024
| 155 (14.2 - 16.5) <0.0001
50+ 0.6 <0.0001
5.0 (4.7 - 5.4) 0.082
12 (0.8 - 1.7) 0.048
54+ 11 0.597
34+1.0 0.525
15(1.2-17) 0.622
26 (0.9 - 55) 0.095
69+ 16 0.160
1145 +2.35 0.046
755 + 265 <0.0005
33 p < 0.0001
IQR 23 - 4.1

* tetest for comparing age, BMI, fT3, AGEs and sSRAGE, Chi-square test for comparing female/male ratio and Mann-Whitney U test for comparing other parameters.

found positive correlation between TPOAb and AGE level in HT
patients (Figure 2C). In HT patients fT3 levels correlated with age
and serum creatinine levels (Figure 3). Since the serum AGE level
was correlated with age, creatinine, TPOAb and T3 level among
patients, we performed a multiple regression analysis, in which
creatinine and TPOAD levels proved to be significant predictors
(Table 2). In the case of SRAGE, the same was examined in relation
to BMI and TSH, and the effect of both parameters was found to be
significant in the multiple regression analysis (Table 2).

The median AGE/sRAGE ratio was lower in HT patients than
in controls (2.4, IQR 1.9 - 3.1 vs 3.3, IQR 2.3 - 4.1 AU/pg; p <
0.0001). The AGE/sRAGE ratio positively correlated with age in
controls (r=0.286, p<0.01), while in patients with HT it correlated
with BMI (r=0.275, p=0.02), TSH (r=0.255, p=0.03), and inversely
with fT3 (r= - 0.239, p=0.04).

4 Discussion

Hypothyroidism is a commonly encountered clinical condition,
and a predisposing factor for cardiovascular disease, obesity and
diabetes mellitus (22-24). In glucometabolic diseases
hypothyroidism further worsens clinical complications via
complex mechanisms (25), among which AGEs, together with
inflammatory response might play a significant role.

Carotid intima-media thickness (cIMT) is a predictor of stroke
and coronary heart disease and acts as a marker of subclinical
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atherosclerosis. The enhanced arterial stiffness, together with
hyperlipidemia, hypercoagulable state, endothelial dysfunction
caused by hypothyroidism might worsen the effect of traditional
cardiovascular risk factors (26, 27). The accumulation of AGEs
enhances arterial stiffness via structural and dynamic components.
Cross-linking of AGEs on collagen and elastin makes the arterial
wall stiffer, together with the glycation-provoked increased collagen
and decreased elastin amount (28), while dynamic components as
reduced nitric oxide (NO), increased endothelin-1 and altered
neuroendocrine signaling will lead to endothelial cell damage
(29-31). In two studies, cIMT was increased among euthyroid
HT female patients regardless of traditional cardiovascular risk
factors. cIMT was not different between low-normal and high-
normal TSH categories. However, adiposity might had influenced
the findings of the study (32, 33). The effect of TSH levels in the
normal range on cIMT is still controversial (34, 35). Low T3
syndrome, the consequence of non-thyroid systemic diseases
seems to affect the progression of atherosclerosis and T3 may
serve as an endogenous protective molecule to inhibit vascular
calcification (36, 37). Furthermore, both T3 and T4 are well known
to modulate physiologic immune responses through genomic and
nongenomic mechanisms and support the function of the immune
system (38).

AGEs are elevated among patients with hypercholesterolemia,
and they seem to have a common ligand-binding site on scavenger
receptor class B type I, which plays a central role in reverse
cholesterol transport, with oxidized (ox-LDL) and acetyl-LDL,
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therefore in the presence of AGEs the cholesterol efflux from cells to
HDL is inhibited, resulting in accelerated atherosclerosis in diabetes
mellitus (39, 40). On the other hand, statins, due to their
cholesterol-lowering effects, can increase the soluble RAGE level
by inducing RAGE shedding, therefore preventing the development
of RAGE-mediated pathogenesis (41), this underlines the
importance of screening hyperlipidemia among patients with
thyroid disorders.

Obesity is a well-known complication of untreated
hypothyroidism. Thyroid dysfunction is associated with changes
in body weight and composition, body temperature, total and
resting energy expenditure independently of physical activity.
Even slight variations of thyroid function within the normal
reference range can contribute to the development of regional
obesity (23). According to the data of the DanThyr study, thyroid
function has the same impact on BMI as tobacco smoking and
physical activity. An increase in T3/T4 ratio had been also observed
with increasing BMI (42). Obesity and hypothyroidism seem to
have a bidirectional relationship, as thyroid disorders can also
develop secondary to obesity (7, 22, 25). Leptin affects thyroid
deiodinase activities resulting in activation of T4 to T3 conversion,
while the low level of T3 in hypothyroid patients leads to decreased
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leptin expression, further decreasing conversion of T4 to T3 (7).
Besides, T3 directly stimulates food intake at the level of the
hypothalamus (22, 43). A recent systematic review of 22 studies
found obesity to be significantly associated with an increased risk of
hypothyroidism and clearly associated with Hashimoto thyroiditis
(8). In obesity, the thyroid hormone transport through cell
membrane becomes impaired due to the low-grade inflammation
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TABLE 2 Results of the multiple regression analysis.
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leading to thyroid hormone resistance in obesity (44-46). As we
found a negative correlation between BMI and sRAGE levels in both
patient and control group, we can conclude that overweight/obese
state is a risk factor for disorders based on inflammation and
oxidative stress, independently of the presence of HT. The
correlations we found were present in all weight cohorts (data not
shown). Among both groups AGE was positively correlated with
age and serum creatinine. The increment of AGEs with advanced
age is well documented in the literature, as a consequence of the life-
long accumulation of AGEs and the deterioration kidney function
(47, 48). Besides that, in HT patients fT3 levels also correlated with
age and serum creatinine levels.

It remains to clarify if the modulated AGE and RAGE patterns in
our treated HT group is related to the low grade inflammation
present in HT or to the thyroid hormonal environment which is
different in endogenous and exogenously achieved hypothyroidisms
(49).The majority of the HT patients studied presented with chemical
euthyroidism with normal TSH. The fT4 and fT3 pattern of the HT
group was characteristic of T4 treated hypothyroidism.

Altogether, alterations in thyroid hormone levels may favor
obesity, atherosclerosis, and inflammation; besides, thyroid
dysfunction contributes to the activation of inflammation and
immunity response, leading to a bidirectional crosstalk between
obesity and thyroid autoimmunity (38, 45). In a recent study of
Ruggeri et al. 81 newly diagnosed HT patients’ and 119 controls’
dietary habits were evaluated through questionnaires. HT patients
reported higher intake frequencies of animal foods, and AGEs were
also higher among them. A protective effect seems to exist of low
intake of animal foods toward thyroid autoimmunity with a positive
influence of higher intake of plant-based nutritional patterns on
redox balance and potentially on oxidative stress-related disorders
(9). Among HT children a recent pilot study showed decreased
SRAGE levels with no difference in AGE levels (50). In the study of
Ruggeri et al. untreated Hashimoto patients were enrolled, and from
their results the malevolent change in AGE/sRAGE ratio could be
predicted to worsen during the course of HT leading to
hypothyroidism. However, surprisingly, in our study the patients’
AGE levels were lower than the control groups’, while SRAGE levels

b SE of b p
0.031 0.017 0.069
0.081 0.021 0.0003
0001 0.0004 0026
-0.405 0398 0313
-20.590 5865 0.0008
-81.435 24925 0.002
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were higher among patients (5). Further studies would be beneficial
to evaluate the effect of levothyroxine supplementation on
subclinical inflammation in euthyroid Hasimoto's thyroiditis
population. Altogether, the association of SRAGE with BMI might
imply that maintaining normal weight might be protective from the
metabolic and cardiovascular complications of HT.

The results affected by lifestyle factors such as nutritional
behavior and climate of different countries and geographical
regions might differ and that needs to be considered when one
draws consequences. The unfavorable results from
our control group might be different from the Italian data
due to the unhealthy Hungarian dietary habits with saturated
fat consumption compared to a healthier Mediterranean
diet (51).

In a work of Giannakou et al. the increase of oxidative stress
determined by total lipid peroxide levels in serum was higher
among HT patients receiving LT4-supplementation; in the
overweight/obesity patient group and among patients with low
fruit and sporadic vegetable consumption (52). The oxidative
stress was elevated among treated patients, furthermore, RAGE
429T>C polymorphism, which is a supposed risk factor for diabetic
macrovascular complications and nephropathy bore also an
elevated risk for developing hypothyroidism among HT patients
(6, 53).

Besides their role in oxidative stress AGEs are elevated with
unhealthy nutritional habits, further worsening (or originally
initiating) the putative mechanism in HT pathogenesis.

Levothyroxine treatment decreases oxidative stress when
initiated in overt hypothyroidism (54-56) or subclinical
hypothyroidism (57). However, in long time continued LT4
therapy parameters of oxidative stress might be elevated when
compared to controls (58, 59). In our study, AGEs were lower
and sRAGE was higher in HT patients, further confirming the
antioxidative effect of LT4 substitution in HT. We showed
correlation between TPOAb and AGE level. We are the first to
evaluate AGEs and RAGE levels among LT4-treated HT patients.

Elevated cIMT and the change in AGE/RAGE axis might play a
role in atherosclerosis among HT patients. In our study anti-TPO
levels correlated with AGE levels, but the AGEs were not higher
among LT4-treated HT patients than in healthy controls, which is
in concordance with the decrement of oxidative stress among
subjects on LT4-substitution (54).

According to the performed multiple regression analysis,
creatinine and TPOAD levels proved to be significant predictors
of AGEs, while BMI and TSH were significant predictors of
SsRAGE (Table 2).

The limitations of the study are relatively low number of
patients, the wide age range of the studied population, and the
lack of a HT patient group without levothyroxine substitution and
evaluation of oxidative and inflammatory parameters. Higher
patient number with measurement of arterial stiffness and cIMT
could add to our results in terms of the effect of life-long AGE
accumulation regarding the cardiovascular risk factors in HT
patients in a prospective longitudinal study. The strength of our
study is that we are first to demonstrate a lower AGE/sRAGE ratio
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among treated HT patients than controls, and the negative
correlation between AGE and T3 levels, together with correlation
between sRAGE and TSH levels.

Based on our results, we assume that levothyroxine
supplementation may contribute to a more favorable AGE/
sRAGE ratio in treated HT patients, but at the same time,
patient-specific correlations suggest that higher fT3 levels among
treated patient; as well as a lower TSH level within the reference
range, may have a more favorable effect on oxidative stress.
However, the use of combination therapy with both levothyroxine
and liothyronine remains highly controversial with conflicting
results from published clinical trials. Combination therapy might
be beneficial for patients with persistent symptoms despite adequate
doses of levothyroxine, after having closed out alternative causes
originated from a concomitant disease; but not recommended for
patients who are pregnant or trying to conceive, or with arrythmias
or established cardiovascular disease (60, 61).

The modulation of the AGE-RAGE axis can be attained by the
modification of lifestyle, cooking with moist heat, at lower
temperatures, increasing physical activity and smoking cessation
(12). All these might be useful tools of AGE decrement in general,
and specifically in patients with Hashimoto’s thyroiditis.
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Abstract: Background/Objectives: Type 2 diabetes mellitus (T2DM) and its macro- and
microvascular complications are major health concerns with multiple factors, like advanced
end glycation products (AGEs), in the background. AGEs induce long-lasting functional
modification of the proteins and collagen in the vascular wall and nerve tissue. We in-
vestigated the effect of alpha-lipoic acid (ALA) treatment on AGEs, soluble AGE receptor
(SRAGE), the AGE/sRAGE ratio, and the parameters of endothelial dysfunction and their
correlations. Methods: In our 6-month intervention study, 54 T2DM patients with neuropa-
thy treated according to the actual therapeutic guidelines with unchanged oral antidiabetic
drugs were included and treated by daily oral administration of 600 mg ALA. A total of
24 gender and age-matched T2DM patients without neuropathy served as controls. Results:
In our work, we first demonstrated the attenuating effect of alpha lipoic acid therapy
on AGEs in humans (11.89 (9.44-12.88) to 10.95 (9.81-12.82) AU/ ug (p = 0.017)). sSRAGE
levels or the AGEs/sRAGE ratio were not affected by ALA treatment or by the presence of
neuropathy. We found a correlation between the changes of AGEs and the improvement
of current perception threshold and progranulin levels, and an inverse correlation with
the change of asymmetric dimethylarginine. Conclusions: According to our results, ALA
decreases AGEs, which may contribute to the clinically well-known beneficial effect in
diabetic neuropathy and improvement of endothelial function.

Keywords: advanced glycation end products; AGEs; sSRAGE; diabetic neuropathy; alpha
lipoic acid; atherosclerosis; oxidative stress; ADMA; progranulin

1. Introduction

The incidence and the prevalence of type 2 diabetes mellitus (T2DM) are increasing
due to sedentary lifestyles and unhealthy eating habits. According to the NCD Risk Factor
Collaboration, in 2022, an estimated 828 million adults had diabetes worldwide [1]. Based
on the World Health Organization’s opinion, diabetes will be the seventh leading cause
of death by 2030 [2,3]. Diabetes mellitus is a complex chronic disease associated with
metabolic disturbances and numerous complications. The characteristic hyperglycemia in
T2DM is caused by insulin resistance and 3-cell damage. Persistent elevated blood glucose
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contributes to the development of micro- and macrovascular complications [4], which are
leading causes of morbidity and mortality [5,6]. Neuropathy, which is estimated to develop
in half of the T2DM patients, reduces quality of life and facilitates the development of
disability, contributing significantly to healthcare costs [7]. Among its four main types
(autonomic neuropathy, proximal neuropathy, distal peripheral neuropathy, and focal
neuropathy), distal symmetric polyneuropathy (DSPN) is the most common form [8]. The
pathophysiology of diabetes complications is complex. However, it is well established
that advanced glycation end products (AGEs) play a significant role in the development
and progression of neuropathy, nephropathy, retinopathy, and atherosclerosis. The soluble
receptor of advanced glycation end products (sSRAGE) is a circulating form of receptor
of advanced glycation end products (RAGE) without trans-membrane domain, thereby
lacking involvement in the AGEs pathogenesis effect. On the contrary, sSRAGE facilitates
the degradation and removal of AGEs. The AGE/sRAGE ratio seems to be a promising
marker of disease activity in many conditions [9,10].

Alpha lipoic acid (ALA, 1,2-dithiolane-3-pentanoic acid) is a short-chain fatty acid
with various pharmacological benefits, such as anti-inflammatory, antidiabetic, antioxidant,
anticancer, and neuroprotective effects. Numerous in vitro and in vivo animal studies have
shown that ALA treatment can effectively reduce AGE levels, thereby reducing oxidative
stress, which ultimately has a beneficial effect on the pathogenesis of neuropathy [11].
ALA is an effective and well-tolerated treatment option in diabetic neuropathy, resulting
in a significant improvement of clinical symptoms and signs [12], but the effect of ALA
treatment on AGEs has not been investigated in human studies. Preliminary experiments
proved that ALA markedly suppressed AGE-induced activation of nuclear factor kappa
B (NF-kB) in cultured vascular endothelial cells [13] and retinal endothelial cells [14].
Another study observed that AGE-induced endothelial expression of vascular cell adhesion
molecule-1 (VCAM-1) and monocyte attachment to the endothelium were reduced by ALA
treatment [15]. Furthermore, ALA prevented the up-regulation of AGE-induced nitric oxide
synthase (iNOS) expression and nitric oxide (NO) production in murine microglial cells [16].
ALA can also reduce the AGE-mediated formation of lipid peroxidation products in human
neuronal cells [17,18]. In addition, topical ALA nanoparticles significantly reduced RAGE
expression and enhanced skin wound healing in streptozotocin-induced damage in diabetic
mice [19].

Our research group has previously examined the effect of ALA treatment in T2DM
patients with neuropathy on asymmetric dimethylarginine (ADMA) and progranulin
(PGRN), and found a decrease of ADMA, which is a known risk factor of atherosclerosis
through the inhibition of nitric oxide synthase, and an increase of progranulin, which exerts
a role in survival, maintenance, and function of neurons and also protects the vascular
endothelium against inflammatory reactions and atherosclerosis [20-22]. Reducing AGEs
seems to be a promising therapeutical target in various diseases and is under extensive
research [23]. In our present study, we aimed to evaluate the assumed beneficial effect
of ALA on AGEs in T2DM-caused neuropathy to prove the decremental effect of ALA
on AGEs in humans and, therefore, confirm a link between the advanced glycation end
pathway in the background and ALA in the treatment of DSPN.

We also evaluated the possible association between AGEs, SRAGE, and the vascular
parameters of atherosclerosis, together with the effect of ALA treatment on the investigated
parameters. We hypothesized that ALA treatment decreases the serum levels of oxidative
stress markers and AGEs. Furthermore, the change in serum AGE levels correlates with
the severity of neuropathy characterized by the current perception threshold (CPT).
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2. Materials and Methods
2.1. Study Population

In our present study, we enrolled fifty-four T2DM patients with neuropathy (22 men
and 32 women; mean age: 64.15 £ 8.66 years; mean known diabetes duration at the ini-
tiation of our study: 12.4 years [interquartile range: 4.1-14.7 years]; duration of diabetic
neuropathy: 3.2 & 1.4 years), and twenty-four gender and age-matched T2DM subjects with-
out neuropathy (duration of diabetes was 12.1 years [interquartile range: 4.0-14.6 years])
as a control group. All participants were recruited from the Diabetic Neuropathy Center of
Debrecen, Department of Internal Medicine, Faculty of Medicine, University of Debrecen,
Hungary, and provided written informed consent. The study protocol was approved by
the Regional and Institutional Ethics Committee, University of Debrecen, Clinical Center
(UDCC REC/IEC; 4775-2017) and by the Medical Research Council of Hungary, National
Scientific and Ethical Committee (5287-2/2019/EUIG), and the study was carried out in
accordance with the Declaration of Helsinki. This study was not registered in the clinical
trial registry, as ALA is widely used in neuropathy treatment. Patients in the intervention
group were administered 600 mg ALA (WORWAG Pharma GmbH, Boblingen, Germany)
orally daily for 6 months. Neither subjects nor controls received treatment for neuropathy
before the study. All subjects and controls were treated according to the therapeutic guide-
lines [24], controlled appropriately with oral antidiabetic agents, and unchanged during
the follow-up (metformin, sulfonylurea, and/or dipeptidyl-peptidase-4 inhibitors). In our
study, lifestyle counseling was applied due to the actual therapeutic guidelines in both
groups. Patients receiving insulin therapy, sodium/glucose cotransporter-2 inhibitors, or
glucagon-like peptide-1 receptor agonists were not enrolled. We also excluded patients with
a history of diabetic nephropathy (eGFR < 60 mL/min/1.73 m?, persistent albuminuria),
type 1 diabetes, or diabetic proliferative retinopathy. Patients with known liver disease,
autoimmune disease, and hematological and neurological abnormalities that can worsen
or cause peripheral neuropathy were excluded. Patients with prior cardiovascular events,
myocardial infarction or established coronary artery disease, stroke and peripheral arterial
disease, severe congestive heart failure (NYHA class II-1V), subjects with alcoholism or
established malignancy, pregnant women, and current smokers were also excluded.

2.2. Sample Collection and Routine Laboratory Measurements

Venous blood samples were collected after overnight fasting from the ALA-treated
patients before the beginning of ALA treatment and 6 months later, and also from T2DM
patients without neuropathy according to the local clinical protocol. Plasma and sera were
separated by centrifugation at 2200 x g for 10 min, aliquoted, and stored in 200 pL aliquots
at —80 °C until later measurements.

Routine laboratory analyses (high-density lipoprotein-cholesterol—HDL-C, low-density
lipoprotein cholesterol—LDL-C, triglyceride, total cholesterol, glucose, haemoglobin Alc-
HbA1c, high sensitivity C-reactive protein (hsCRP), uric acid, and creatinine) were carried
out from fresh sera by Cobas c¢600 autoanalyzer (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany) at the Department of Laboratory Medicine, Faculty of Medicine, University of De-
brecen, Debrecen, Hungary. Parameters were determined according to the manufacturer’s
recommendation. Non-HDL-C was calculated as the total cholesterol minus HDL-C.

2.3. Measurement of Anthropometric Parameters

Body mass index (BMI) was calculated by dividing an adult’s weight in kilograms
by their height in meters squared, and abdominal circumference was measured in the
horizontal plane midway between the lowest rib and the iliac crest.
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2.4. Determination of Serum AGE and sSRAGE

Serum AGE levels were determined by autofluorescence on a multi-mode microplate
reader (Biotek Synegy H1, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) and expressed as
AU/ ug protein as described previously by Miinch et al. [25]. The inter-assay coefficient
of variation was 8.9% (triplicates on the same day, n = 35). Day-to-day variation (5 days)
was 10.5% (n = 35). sSRAGE levels were measured by the ELISA method (Human sRAGE
Quantikine ELISA kit, R&D Systems Europe Ltd., Abington, UK) according to the manufac-
turer’s instruction. Sera were used in 3-fold dilution, and sSRAGE was expressed as pg/mL.
The intra-assay coefficients of variability ranged from 2.6 to 5.3 CV%, and the inter-assay
precision ranged from 5.5 to 8.8 CV%. The AGE/sRAGE ratio was also calculated.

2.5. PGRN, ADMA, sICAM-1, sVCAM-1, TNFa, oxLDL, and VEGF Measurement

Serum levels of progranulin were measured by a competitive ELISA kit (BioVendor,
Brno, Czech Republic) according to the manufacturer’s instructions, with intra-assay
coefficients of variability (CVs) ranging from 3.4% to 4.4% and inter-assay CVs ranging
from 6.4% to 7.9%. Values were expressed as ng/mL.

Serum ADMA concentrations were determined by the commercially available com-
petitive ELISA method (ADMA-ELISA; DLD Diagnostika GmbH, Hamburg, Germany)
according to the instructions of the manufacturer, with intra-assay coefficients of variation
(CVs) ranging from 5.7% to 6.4% and inter-assay CVs ranging from 8.3% to 10.3%. The
values were expressed as pmol /L.

To determine the serum level of soluble intercellular adhesion molecule-1 (SICAM-1)
and sVCAM-1, we used sandwich ELISA kits (Human soluble ICAM-1 and VCAM-1 ELISA,
R&D Systems Europe Ltd., Abington, UK). The ELISA method was performed according
to the manufacturer’s recommendation. The intra-assay CVs and inter-assay CVs were
in the range of 3.7-5.2% and 4.4-6.7% (sSICAM-1) and 2.3-3.6% and 5.5-7.8% (sVCAM-1),
respectively. The values were expressed as ng/mL.

Serum concentration of tumor necrosis factor alpha (TNFx) was detected using the
TNFx ELISA kit (R&D Systems Europe Ltd., Abington, UK) according to the manufacturer’s
instructions. The intra-assay CVs ranged from 1.9% to 2.2%, and the inter-assay CVs ranged
from 6.2% to 6.7%. Values were expressed as pg/mL.

The oxidized LDL (oxLDL) levels of the serum were measured by the sandwich ELISA
method (Mercodia AB, Uppsala, Sweden). The coefficient variations of the intra-assay
were from 5.5% to 7.3%, and the inter-assay variations were from 4% to 6.2. The sensitivity
was 1 mU/L.

Serum concentration of vascular endothelial growth factor (VEGF) was detected using
the ELISA kit (R&D Systems Europe Ltd., Abington, UK) according to the manufacturer’s
instructions. The intra-assay CVs ranged from 3.5% to 6.5%, and the inter-assay CVs ranged
from 6.7% to 8.5%. Values were expressed as pg/mL.

2.6. Assay for Nitrite Concentration

The serum level of nitrite was determined as an indicator of NO production according
to the Griess reaction, as described previously. Optical density was detected spectrophoto-
metrically at 550 nm. The concentration of nitrite was determined using sodium nitrite as a
standard (10-100 pmol/L). The values were expressed as pmol /L.

2.7. Assessment of Autonomic and Peripheral Nerve Function

Peripheral neuropathy was assessed with the application of the Douleur Neu-
ropathique en 4 Questions (DN4) [26] and Neuropathy Total Symptom Score-6 (NTSS-6) [27]
questionnaires, vibration perception threshold, and quantitative sensory testing. The ex-
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clusion of patients with retinopathy was ensured by an ophthalmologist through in vivo
corneal confocal microscopy. We assessed peripheral sensory nerve function using a
Neurometer® (Neurotron Inc., Baltimore, MD, USA) and determined CPT, while autonomic
function was assessed using Ewing’s five standard cardiovascular reflex tests: changes
in heart rate during deep inspiration and expiration heart rate responses to standing up
(30/15 ratio), the Valsalva maneuver, systolic blood pressure fluctuation to standing up,
and changes in diastolic pressure during sustained handgrip. The severity of autonomic
neuropathy was described as the composite autonomic score derived from the results of
the tests (normal = 0, borderline = 1, and abnormal = 2), ranging from 0 to 10, with a
score of 0-1 classified as normal, 2-3 classified as mild, 4-6 classified as moderate, and
7-10 classified as severe autonomic neuropathy. The applied methodologies have been
described in the literature and in our previous work in detail [20,28-30].

2.8. Statistical Methods

Statistical analysis was performed by STATISTICA® 13.5.0.17 (TIBCO Software Inc.,
Palo Alto, CA, USA), and graphs were made using GraphPad Prism Version 6.01 (Graph-
Pad software, San Diego, CA, USA). The normality of distribution was checked by the
Kolmogorov-Smirnov test, and data were expressed as mean =+ standard deviation or
median (interquartile ranges). Differences in anthropometric and laboratory parameters
between controls and patients with neuropathy prior to ALA-treatment were analyzed
by unpaired f-test in the case of normal distribution (parametric tests); for non-normal
distribution, differences were analyzed with the Mann-Whitney U-test (non-parametric
tests). In the neuropathy group, prior and after ALA treatment, we determined differences
by the paired f-test (for data with normal distributions) or the Wilcoxon matched pairs test
(for data with non-normal distributions). Sample size calculation for AGEs in neuropathic
patients was performed using the Sample Size Calculator of Department of Statistics and
Operations Research, University of Vienna (version 1.062). The required sample size for a
two-sample Wilcoxon Mann-Whitney U-test was minimum n = 8 with 80% (0.8) statistical
power. The actual statistical power was 99.97% (0.9997), P(X > Y) = 0.9303, two-sided
alpha = 0.05, and n = 54. The Pearson correlation coefficient was used to investigate the
connections between variables. The null hypothesis was rejected for two-sided values
of p < 0.05.

3. Results

Table 1 shows the clinical characteristics and laboratory parameters of the patients
before and after the ALA treatment, as well as the diabetic control subjects. We did not
observe significant differences in glucose, hemoglobin Alc (HbA1C), creatinine, uric acid,
hsCRP, lipid parameters, sVCAM-1, sSICAM-1, VEGF, and oxLDL regarding patients with
and without neuropathy, or in the neuropathy group before and after ALA treatment. We
found ADMA and TNF« levels significantly higher in patients with neuropathy compared
to controls. CPT and composite autonomic score (CAS) values were also significantly higher
in the examined group compared to the control cohort. As a result of 6 months of daily oral
ALA treatment, we found that the plasma level of TNFoc and ADMA decreased significantly.
The levels of NO and PGRN significantly increased. CPT and CAS significantly decreased
after ALA treatment.

DN4 is a clinical score suitable to screen and detect the severity of neuropathic pain.
A total score of 10 consists of sensory descriptor and examinator elements (description of
pain, associated paresthesia/dysesthesia, sensory deficits, evoked pain, sensitivity to touch
and pricking, thermal sensory examination, and tactile and pressure allodynia), and the
cut-off value for the diagnosis of neuropathic pain is a total score of 4/10 [31]. NTSS-6 also
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incorporates frequency as a dimension. The scores can vary from 0 to 21.96, and clinically
significant symptoms are defined as an NTTS-6 total score of >6 points [27]. We detected
significant improvement in the scores from the DN4 questionnaire and NTSS-6 after ALA
treatment (Table 1).

Table 1. Main anthropometric and laboratory parameters of enrolled participants.

Diabetic Patients with Diabetic Patients with Control Diabetic Patients
Neuropathy Before ALA Neuropathy After ALA Without Complications

Number of patients (male/female) 54 (22M/32F) 24 (11M/13F)
Age of patients (years) 642 +87 63.6 £5.1
Diabetes duration (years) 124 +23 113431
Gt poos BRH s hGld. ( 0473 + 0171 0.409 + 0.154* 0.375 + 0.124 **
Neurometer, mA)
Composite autonomic score (CAS) 2,67 £1.05 156 +1.24* 1134 0.77**
NTSS-6 8.16 (6.99-15.97) 5.66 (2.99-12.33) * NA
DN4 33+14 26+14* NA
BMI (kg/mz) 30.02 £+ 3.29 29:95 -+ 3.73 29.50 + 2.86
Abdominal circumference (cm) 1023 +12.7 1024 +13.2 101.0 +9.8
Glucose (mmol/L) 734 +£218 751 =2.60 744 +1.36
HbA1C (%) 6.94 + 0.93 6.84 + 1.04 6.78 + 0.75
Creatinine (umol/L) 72.61 £+ 16.97 74.75 + 14.65 75.17 £ 20.97
Uric acid (umol/L) 296.51 + 76.44 304.33 + 77.69 316.13 + 57.37
Total cholesterol (mmol /L) 484 £1.16 476 +1.24 490 £ 1.17
HDL-C (mmol/L) 1.38 £ 0.37 1.38 + 0.44 1.26 = 0.33
LDL-C (mmol/L) 298 +0.97 2.87 +£1.16 2.84 +1.07
Non-HDL-C (mmol/L) 347 £1.08 3.38 £ 1.19 3.63 £ 1.19
hsCRP (mg/L) 2.1 (0.8-3.36) 2.8 (0.75-5.15) 1.25 (0.9-2.25)
sVCAM-1 (ng/mL) 820 (660-992) 836.6 (674.3-929.6) 729.2 (653.8-847)
sICAM-1 (ng/mL) 210.8 (184.4-247.3) 216.8 (194.4-253.1) 213.3 (189.4-239.4)
VEGF (ng/mL) 62.5 (44.9-93.0) 72.6 (38.6-96.0) 18.6 (15.2-96.0)
Oxidized LDL (U/L) 63.6 (507-91.1) 63.36 (45.59-89.77) 70.76 (59.18-99.46)
TNF« (pg/mL) 1.18 +£0.36 1.05 + 0.50 * 075:4£0:29 ¢
ADMA (umol/L) 0.61 £ 0.11 053+ 0:11* 0.56 £ 0.10 **
NO (umol /L) 16.8 £ 11.1 21.5L9:0:* 19.1+ 109
PGRN (ng/mL) 34.89 +7.13 36.23 £7.93* 33.13 +7.35

Abbreviations: ADMA, asymmetric dimethylarginine; ALA, alpha-lipoic acid; BMI, body mass index; DN4,
Douleur Neuropathique en 4 Questions; HbA1C, Hemoglobin Alc; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol;
hsCRP, high-sensitivity C-reactive protein; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; NA, not available; NO, ni-
trogen monoxide; NTSS-6, neuropathy total symptom score-6; PGRN, progranulin; sSICAM-1, soluble intercellular
adhesion molecule-1; sVCAM-1, soluble vascular cell adhesion molecule-1; TNFe, tumor necrosis factor alpha;
VEGE, vascular endothelial growth factor. Values are presented as mean = SD or median (interquartile ranges).
* indicates p < 0.05 between neuropathic patients before and after ALA treatment (by Student’s paired test or
Wilcoxon matched paired test). ** indicates p < 0.05 between baseline data of neuropathic patients compared to
diabetic controls (by Student’s unpaired test or Mann-Whitney U-test).

Baseline AGE plasma concentration in T2DM patients with neuropathy was
11.89 (9.44-12.88) AU/ug protein, higher than in T2DM controls without neuropathy
[9.80 (8.56-10.97) AU/ug protein; p = 0.016]. After 6 months of ALA treatment, AGEs
significantly decreased to 10.95 (9.81-12.82) AU/ ug (p = 0.017) (Figure 1A). sSRAGE levels
did not change significantly in the intervention group with neuropathy during ALA treat-
ment (814.20 (651.70-1094.10) and 806.55 (637.20-1074.6) pg/mL, respectively (p = 0.660)).
Regarding the sRAGE levels of neuropathic patients compared to the control group’s
[685.60 (596.70-978.90) pg/mL], we could not detect a significant difference (p = 0.438)
(Figure 1B). The AGE/sRAGE ratio was similar in T2DM patients with [2.87 (2.42-3.54) AU/ pg]
and without neuropathy [2.70 (2.11-3.27) AU/pg]. The AGE/sRAGE ratio did not change sig-
nificantly during ALA treatment [2.68 (2.12-3.18) AU/pg] (Figure 1C).
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Figure 1. Plasma concentrations of AGEs (A), sRAGE (B), and AGE/sRAGE ratio (C) in patients
with type 2 diabetes with neuropathy before and after six months of 600 mg/day alphalipoic acid
(ALA) treatment and in diabetic controls without neuropathy. Solid lines represent medians. Magenta
dots represent data from neuropathic patients before ALA treatment, green dots represent data from
neuropathic patients after six months of ALA treatment, and grey dots represent data of age-, gender-,
and BMI-matched diabetic controls. p-values were calculated by the Wilcoxon matched paired test in
neuropathic patients before and after ALA, and by the Mann-Whitney U-test between neuropath
patients and diabetic controls. Abbreviations: ALA, alphalipoic acid; AGE, advanced glycation end
product; AU, autofluorescence; sSRAGE, soluble receptor of advanced glycation end products.
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Correlations of AGEs, sSRAGE levels, and the AGE/sRAGE ratio with vascular pa-
rameters of neuropathic patients before and after ALA treatment are shown in Table 2.
Regarding AGEs, a negative correlation was observed between AGEs and PGRN before
ALA treatment. AGEs correlated with sVCAM-1 and negatively with oxLDL after ALA
treatment. We found correlations between VEGF, NO, and sRAGE before ALA, while
sVCAM-1, sSICAM-1, VEGEF, and NO correlated with sSRAGE after ALA treatment. Regard-
ing the AGE/sRAGE ratio, we detected negative correlations with sVCAM-1 and VEGF
before ALA treatment.

Table 2. Correlations of AGE and sRAGE with vascular markers in neuropathic patients before and
after ALA treatment.

AGE (AU/ug Protein)
Before ALA After ALA
r P r P
sVCAM-1 (ng/mL) —0.25 0.068 0.38 0.007
sICAM-1 (ng/mL) —0.23 0.094 0.21 0.15
VEGF (ng/mL) —0.21 0.132 —0.02 0.0872
Oxidized LDL (U/L) —0.14 0.326 —0.28 0.049
TNF« (pg/mL) —-0.10 0.469 0.12 0.4
ADMA (umol/L) 0.05 0.704 0.23 0.112
NO (umol/L) 0.02 0.9 0.31 0.093
PGRN (ng/mL) —0.31 0.022 0.09 0.56
sRAGE (pg/mL)
Before ALA After ALA
r P r 14
sVCAM-1 (ng/mL) 0.18 0.196 0.28 0.045
sICAM-1 (ng/mL) 0.20 0.154 0.35 0.013
VEGF (ng/mL) 0.35 0.009 0.32 0.022
Oxidized LDL (U/L) —0.06 0.66 -0.20 0.155
TNF« (pg/mL) 0.20 0.16 —-0.20 0.17
ADMA (umol/L) 0.24 0.082 0.26 0.063
NO (umol/L) 0.51 0.002 0.33 0.05
PGRN (ng/mL) 0.16 0.18 0.23 0.104
AGE/sRAGE Ratio (AU/pg)
Before ALA After ALA
r p r P
sVCAM-1 (ng/mL) ~0:29 0.035 —0.08 0.62
SICAM-1 (ng/mL) —-0.25 0.073 -0.13 0.397
VEGEF (ng/mL) —0.38 0.005 —0.28 0.062
Oxidized LDL (U/L) 0.03 0.834 0.08 0.585
TNF« (pg/mL) (k17 0.238 —0.16 0.301
ADMA (umol/L) —0.21 0.139 —0.06 0.715
NO (pmol/L) —-0.07 0.71 —-0.07 0.707
PGRN (ng/mL) —0.26 0.059 —0.01 0.928

Abbreviations: ADMA, asymmetric dimethylarginine; ALA, alpha-lipoic acid; LDL, low-density lipoprotein; NO,
nitrogen monoxide; PGRN, progranulin; sSICAM-1, soluble intercellular adhesion molecule-1; sVCAM-1, soluble
vascular cell adhesion molecule-1; TNFq, tumor necrosis factor alpha; VEGF, vascular endothelial growth factor.
Variables with non-normal distribution were logarithmized before correlation analyses.

We did not find correlations between AGE and sSRAGE and anthropometric and routine
laboratory parameters in neuropathic patients before and after ALA treatment. The results
are detailed in Supplementary Table S1.

The decrease of CPT values and the change of ADMA levels were negatively correlated
with the change of AGE levels (Figure 2A,B). The increase of PGRN positively correlated
with the change of AGEs (Figure 2C).
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Figure 2. Correlations between the change of current perception threshold (ACPT) (A), the change
of asymmetric dimethyl-arginine (AADMA) (B), the change of progranulin (APGRN) (C), and the
change of plasma advanced end glycation product concentration (AAGE) after 6 months of alpha-
lipoic acid treatment (600 mg daily on the oral route) in patients with type 2 diabetes mellitus with
established neuropathy.

4. Discussion
4.1. Mechanistic Insights

Neuropathy is estimated to appear in half of the patients treated for diabetes in
their lifetime, deteriorating their quality of life and increasing morbidity. A long-lasting
hyperglycemic state leads to the initiation and propagation of non-enzymatic glycation of
nucleic acids, proteins, and lipids in a classical Maillard reaction when reducing sugars
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react non-enzymatically with an amino group of these macromolecules through a series of
reactions forming a Schiff base, followed by an Amadori rearrangement and subsequent
oxidative modifications (glycoxidation) to produce AGEs [32]. Indeed, glycemic control
is fundamental in the prevention of neuropathy but ineffective in reducing neuropathic
pain [33]. Preliminary data suggests that lifestyle intervention resulting in weight loss and
increased physical activity might be helpful in managing pain in peripheral neuropathy [34],
while lifestyle intervention can also reduce AGEs [35]. Patients with T2DM and components
of metabolic syndrome are twice as likely to develop neuropathy compared to patients with
T2DM without central obesity, hypertension, insulin resistance, or hyperlipidemia [36], and
metabolic syndrome itself is associated with small fiber neuropathy [37].

AGEs have several membrane-bound cell surface receptors, which activate various
signal transduction pathways. Some receptors, such as the advanced glycation product
receptor 1 (AGER1), help to eliminate AGEs from the body, while others, like receptor
of advanced glycation end products (RAGE) induce the activation of the nuclear factor
kappa B (NF-kB), mitogen-activated protein kinase (MAPK) and the phosphoinositide-3
kinase (PI-3K) pathways [38], and consequently increase the receptor expression and release
of inflammatory cytokines, lead to formation of reactive oxygen species (ROS), activate
NADPH oxidase, and induce oxidative stress. The increased oxidative stress itself can also
lead to the formation of endogenous AGEs [39], resulting in a self-stimulating process that
plays a key role in the appearance of chronic diseases and their complications. AGEs can
form cross-links with proteins, thereby altering their function [38,40,41]. Due to cross-links
and the irreversible nature of complexes compounding by glucose and tissue protein,
AGE:s are present for a long time in the tissues of diabetic patients even after glycemic
balance is restored, contributing to the so-called “hyperglycemia memory” [10]. These
processes induce neuronal damage and apoptosis, thus explaining the role of AGEs in the
development of diabetic neuropathy [42].

In the study of Papachristou et al., skin AGEs measured by skin autofluorescence
correlated with the presence and severity of DSPN [43]. AGEs might act as early predictors
of not only neuropathy, but also macrovascular complications, even in type 1 diabetes [44].
Besides their effect on complications, the accumulation of AGEs also deteriorates insulin
sensitivity in adipose tissue and skeletal muscle. The natural route of decrementing
AGE:s is low ingestion of AGEs, while physical activity acts beneficially through sSRAGE
increment [45-47]. On the other hand, obesity decreases SRAGE, which might contribute
to cardiovascular risk [9,48]. Our result regarding similar SRAGE levels in T2DM patients
with and without neuropathy is different from earlier data reported in the literature, as
Aubert et al. found sRAGE to be positively associated with the presence of peripheral
neuropathy [49]. The use of AGEs and the determination of SRAGE generation might serve
as potential biomarkers of disease risk and adverse outcomes [50]. Further studies are
necessary to clarify these processes.

4.2. Clinical Implications

Diabetic neuropathy contributes to healthcare burden cost substantially, not only
through medical costs and foot ulcer treatment but also indirectly due to the decline in qual-
ity of life and productivity, and even fractures due to neuropathy-caused imbalance [33].

Diabetic neuropathy treatment is largely focused on glycemic control and pain man-
agement. After lifestyle alteration, including diet and regular exercise, a significant im-
provement in the quality of life can be achieved [34]. Regarding the pathogenesis of the
disease, it is important to reduce the level of oxidative stress and the formation of AGEs.
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Lower ingestion of dietary AGEs, consuming low-processed and antioxidant-rich food, can
also have a beneficial effect on the AGE-RAGE axis [51]. In our study, we demonstrated first the
AGE-reducing effect of ALA in T2DM patients, which has well-known antioxidant properties.

In a previous study of our group, AGEs were 10.7 AU/ ug (mean), while sSRAGE was
923 pg/mL (mean) among non-diabetic patients with Hashimoto-thyroiditis, and they were
11.4 AU/ug and 755 pg/mL, respectively, in healthy subjects, which is comparable to our
present results of diabetic subjects. Furthermore, in the earlier study, patients treated for
hypothyroidism by levothyroxine, which seems to reduce oxidative stress, had lower AGEs
than the healthy controls in that study. Furthermore, Quade-Lyssy et al. demonstrated that
statins increase sSRAGE levels, which might explain the anti-inflammatory effect attributable
to statins [52]. In the present study, our patients were taking metformin and statin according
to the guidelines, so their AGEs and sRAGE, and thereby their AGEs/sRAGE ratio, might
have already been ameliorated by the effect of the abovementioned medicines, similar
to the beneficial effect observed among levothyroxine-treated non-diabetic Hashimoto
patients [41]. It also seems plausible that the beneficial effect of different pharmacological
treatments, and even lifestyle changes like the decrement of dietary AGEs on oxidative
stress, might be advantageous in an additive synergetic way. However, the effect of ALA
alone on AGE:s in the diabetic population is challenging to evaluate, as antihyperglycemic
treatment and proper correction of lipid parameters are obligatory early steps of treatment
to avoid the development and progression of complications. With enhanced expression
of RAGE, low sRAGE levels are described in diabetes, which might cause a change in the
redox status in diabetic subjects [53]. In our study, we could not find a difference between
subject groups regarding SRAGE.

Concerning vascular parameters, AGE-induced endothelial expression of VCAM-1
and monocyte attachment to the endothelium were reduced by ALA treatment in an in vitro
study [15]. VCAM-1 and ICAM-1 mediate inflammation and promote leukocyte migration
during inflammation, playing a crucial role in atherosclerosis as they facilitate the occur-
rence of cardiac events [54]. In our study, sVCAM-1 was similar among patients with and
without neuropathy, and we could not detect a change in sVCAM-1 levels before and after
ALA treatment. Because of the favorable effect of ALA treatment on adhesion molecule
expression in vascular endothelium [55], we expected lower levels of inflammatory markers
after the 6-month ALA treatment compared to baseline. Although a significant reduction
was observed in this study regarding TNFau levels, the follow-up period is likely too short
to observe changes in sVCAM]1, sICAM1, and VEGF concentrations. However, there was
a correlation between AGE and sVCAM-1 and a moderate non-significant correlation be-
tween SRAGE and sVCAM-1 after ALA treatment, while the AGE/sRAGE ratio correlated
negatively with sVCAM-1 before ALA treatment in patients with neuropathy. In our study,
sVCAM-1 seems to have a stronger correlation with AGEs when the beneficial effects of
ALA treatment are present. In our former study, there was a negative correlation between
sRAGE and sVCAM-1 described in patients with myocardial infarction [56]. In a recently
published work by Sabbatinelli et al., SRAGE was associated with major adverse cardiovas-
cular events in T2DM [57]. AGE-RAGE interaction increases VCAM-1, and GLP-1 inhibits
AGE-induced up-regulation of VCAM-1 mRNA levels in endothelial cells by suppressing
RAGE expression [58,59]. In our study, we could detect a correlation between sSRAGE
and sVCAM-1 or between sICAM-1 and VEGF, an inducer of vascular and blood-nerve
barrier permeability. In in vitro models, AGEs upregulate and sRAGE downregulate the
expression of VEGF [60,61]. In contrast, among our patient groups, we could not detect
an association between VEGF and AGEs, but there was a correlation between VEGF and
sRAGE, while AGE/sRAGE correlated negatively with VEGF in the neuropathy group
before ALA, which seems to strengthen the hypothesis that among T2DM patients, SRAGE
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might be a risk factor of endothelial dysfunction and consequent vascular events. Ac-
cording to the in vitro findings of Dedert et al., PGRN can help in the clearance of AGEs
from cells [62], which is somewhat supported by our findings regarding the correlation
between the changes of progranulin and AGEs. With ALA increasing PGRN, the clearance
of AGEs is promoted, which results in lower levels of AGEs in 6 months in human subjects,
according to our work. It seems plausible that sSRAGE might have been higher in the first
months of treatment, but this hypothesis needs confirmation.

NO exerts a vasoprotective effect on the vascular wall, and this beneficial effect
contributes to the improvement of endothelial function in ACE inhibitor and statin-treated
patients [63]. In our study, we found elevated NO levels in neuropathy patients after
ALA treatment. We found a correlation between NO and sRAGE in the intervention group
before ALA treatment. Besides that, progranulin increased and ADMA decreased after ALA
treatment; the beneficial change of both correlated with the change of AGEs. AGEs were
found to decrease the expression of the endothelial nitric oxide synthase in human coronary
artery endothelial cells in the work of Ren et al. [64], while ADMA is an endogenous
inhibitor of nitric oxide production. Progranulin, a new adipokine at the crossroads of
metabolic syndrome, diabetes, dyslipidemia, and hypertension, enhances endothelial nitric
oxide synthase phosphorylation [65]. All the above-mentioned data support our findings
and seem to suggest that ALA exerts a complex effect on nitric oxide synthase through
diversified but unidirectional routes.

The detailed effect of AGEs on chronic inflammation and atherosclerosis needs to be
further clarified, and the beneficial effect of ALA through neuroprotective and endothelial
function improving pathways and their complex relations also need further investigations.
Our findings clearly reflect the presence of synergistic neuro- and atheroprotective effects
of ALA, in which its AGE-decrementing impact might be fundamental.

4.3. Limitations

Some limitations should be mentioned. Despite the appropriate effect size, confirmed
by sample size calculation, a larger patient population may improve the statistical power
of the study. Our study focused on the Caucasian population; therefore, interpretation
of findings for other ethnic groups is only possible to a limited extent. Because of the
cross-sectional and prospective nature of our study, any causal relationships should be
approached with caution. Moreover, the cause of unchanged sSRAGE levels during the
ALA treatment is partly unknown. We measured the soluble form of RAGE from human
sera, but the exact mechanism of sSRAGE generation should be verified during further
in vitro studies.

Future research is necessary, as ALA seems to be promising in patients without
neuropathy in the prevention of the development of complications in a preclinical state.
Our hypothesis should be confirmed on a broader patient group. It would be useful
to enroll patients in future research at the diagnosis of T2DM to test the effect of ALA
more clearly as a supplementation of dietary changes and physical exercise. To clarify the
exact mechanisms of action of ALA on AGEs and endothelium, further in vitro research is
needed, where RAGE expression can also be evaluated.

5. Conclusions

The precise subcellular effect of AGEs in the development and progression of different
neuropathy subtypes needs to be further evaluated and remains to be clarified. However,
the fact that ALA improved the perception threshold and composite autonomic score, along
with the reduction of AGEs after 6 months of oral ALA treatment without a difference in
lifestyle intervention, strongly suggests that ALA alleviates neuropathy signs and symp-
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toms, at least in part, through AGE decrement. The decrease in AGEs also correlated with
beneficial changes in ADMA and progranulin, which may indicate the complex clinical
effect of ALA, including antiatherogenic, vasculo-, and neuroprotective properties.
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pathic patients before and after ALA treatment.
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