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Bevezetés

A cukorbetegség (diabétesz mellitusz, DM) ¢és tarsuld
szovodményei napjaink egyik legjelentdsebb népegészségligyi
problémaja, megeldzésiik és kezelésiik hatalmas terhet jelent a
betegeknek és a tarsadalomnak egyarant. A WHO adatai szerint
jelenleg 415 millié ember szenved diabéteszben (DM) vilagszerte,
azonban ha az eddigi novekedési tendencia folytatodik, 2040-re
minden tizedik feln6tt cukorbeteg lesz.

A DM szadmos szovédménye koziil a diabéteszes nefropatia
(DNP) a betegek 30-40%-aban alakul ki, ezzel a feln6ttkori
végallapotl veseelégtelenség leggyakoribb koroka. Bar a betegek
szdma vilagszerte és hazankban is folyamatosan nd, a DNP pontos
patomechanizmusa nem tisztazott, a progresszidé elérehaladtaval
pedig a rendelkezésre allo terapia ellenére is veseelégtelenségbe
torkolhat, és vesepotlo kezelést tesz sziikségessé. Jelenleg a renin-
angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) gatloszerei kozil az
angiotenzin konvertaz gatlok (ACE-gatlok) és angiotenzin receptor
blokkolok (ARB) az els6ként valasztando szerek a terapiaban.

A DNP patomechanizmusdban a  szisztémas és
intraglomerularis nyomas emelkedése, illetve a RAAS aktivalodasa
mellett meghatarozd tényezé a kontrollalatlan vagy tartos
hiperglikémia kovetkeztében létrejovo direkt gliikkotoxicitas.

Ismert, hogy gliikozterhelés megndvekedése miatt szamos
alternativ anyagcsereut eltolodasa és feler6sodése kovetkezik be,
melyek feleldssé tehetdk a gliikkotoxicitas kozvetitette karosodas
kialakulaséért. Ezek koziil a hexdézamin utvonal feler6sddése a
fehérjék fokozott oxigénhez kapcsolt acetilglitkozamin (O-GlcNac)
csoporttal torténd poszttranszlaciés modosulasahoz vezet.



A 80-as évek elején felfedezett, szinte az Osszes fehérjén
eléforduld  O-GlcNAcilacios modosuldas a  foszforilaciohoz
hasonloan a fehérjék szerin és treonin hidroxilcsoportjain megy
végbe, igy azzal kompeticioba 1éphet. A folyamat a
foszforilacidhoz hasonldéan dinamikus és reverzibilis, a csoport
athelyezddését az O-GlcNAc transzferaz (OGT), az eltavolitast az
O-GlcNAcaz (OGA) katalizalja.

Szamos irodalmi adat wutal arra, hogy a DM soran
megndvekedett O-GlcNAcilacié meghatarozé tényezé a DM és a
gliikotoxicitas indukalta szovédmények kialakitasaban, azonban
DNP-ban szerepe kevésbé ismert.

Hipotézisiink alapjan az O-GlcNAcilacio az endothelialis
nitrogén-monoxid szintaz (eNOS) rendszer, a Na-pumpa ¢és a
hésokkvalaszon  keresztil is szerepet jatszhat a DNP
patomechanizmusaban és progressziojaban.

DNP-ben az eNOS elégtelenné valdo muikodését eddig
els@sorban a vese vaszkularis endotéliuméaban tanulmanyoztak. Az
eNOS megtalalhatdo a proximalis tubulusokban is, aktivaciojahoz
nélkiilozhetetlen a szerin1177-en torténd foszforilacoja, melynek f6
katalizatora az ugyancsak foszforilalt Akt (pAkt). Elozetes kisérleti
eredmények alapjan az eNOS foszforilaciojanak karosodasa
Osszefliggésben van a megnovekedett O-GlcNAcilacioval, ami az
enzim diszfunkcidjahoz vezet.

Vesében a proximalis tubulusok kiilonosen érzékenyek a
gliikotoxicitassal szemben, mivel képtelenek kelléen csdkkenteni a
gliikoz transzport mértékét, hogy megelézzék az intracelluldris
glilkdzkoncentracio tilzott novekedését. A vesében a proximalis
tubulusban a legnagyobb mértékben Kifejez6d6 natrium/kalium
adenozin-trifoszfataiz (NKA) a Na'-gradiens fenntartasaval
biztositja a gliikozfelszivodas energetikai hatterét. Korabbiakban



kimutattuk, hogy streptozotocin (STZ) indukalta DM
patkanymodellben megemelkedik a rendlis NKA expresszidja,
ugyanakkor az enzim athelyez6dik a bazalmembranbol a
citoplazma felé, ezaltal funkcidjat veszti.

A stressz-valasz egyik f0 mediatora, a hdsokkfehérje 72
(HSP72) a sejtet ért karosito hatast kovetden termelédik. DNP-ban,
a hiperglikémia és az emelkedett glomerularis kapillaris nyomas
hatasara indukal6dd6 HSP72 részt vesz a tubularis kdrosodas
membranok stabilizalasan és részlegesen karosodott vagy hibas
fehérjék helyredllitdsan keresztiil. Korabbi vizsgalatok igazoltak,
hogy a HSP72 stabilizalja a NKA-t fiziologias helyén, valamint
részt vesz a karosodott membranfehérje kijavitdsdban. A
sejtszabalyozasban részt vevé O-GICNAcilacio komplex szerepét
mutatja, hogy cellularis stressz hatasara kivaltott O-GICNAcC
modosulas a sejtek ellenalld képességét, igy a HSP72 expressziojat
is noveli.

PhD-munkam soran a  diabéteszes  szovédmények
kialakuldasdban és progressziojaban részt vevé O-GlcNAcilacio

crey



Célkitiizések

Kisérleteink célja az O-GlcNAcilaci6 folyamatanak ¢és
enzimeinek vizsgalata a DNP patomechanizmusaban, kiilonos
tekintettel az Akt-eNOS jelatvitelre, a Na-pumpa miikodésre, a
hésokkvalaszra és a terapidban elsddlegesen valasztand6 RAAS-
gatlok hatasara. A kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt.

1. Az O-GlcNAcilacié mértéke hogyan valtozik in vivo a DNP
experimentalis modelljében ¢és In vitro proximalis tubulussejt-

tenyészetben magas gliikoz kezelés utan?

2. Miként modosulnak az O-GlcNAcilaciot szabalyzé OGT és
OGA enzimek szintjei a modellekben?

3. Hogyan befolyasolja a hiperglikémia és a magas gliikoz
kezelés a foszforilalt eNOS és Akt mennyiségét experimentalis

DNP modellben ¢és a proximalis tubulussejtekben?

4. Mi a szerepe az O-GlcNAcilacionak a NKA ¢és a HSP72
mennyiségének €s milkddésének valtozasaban in vivo DNP-ban és

in vitro a proximalis tubulusokban?

S. A RAAS-gatlok monoterapidban alkalmazva hogyan
befolyasoljadk az O-GlcNAcilacio folyamatat €s enzimjeit DNP-

ban?



Modszerek
In vitro modell

In vitro kisérleteinkben inmortalizalt human kidney-2 (HK2)
proximalis tubulussejteket normal (5 mM) és magas gliikkoz (35
mM) tartalmu tapoldatban tenyésztettink 24 (HG24) és 48 oran
keresztiil (HG48). A magas gliikozon tartott sejteket Enalaprillal
(HG+Enalapril; 1uM), Lozartannal (HG+Lozartan; 10uM) ¢és
Eplerenonnal (HG+Eplerenon; 10uM) kezeltilk. Ozmotikus
kontrollként magas mann6éz (SmM glik6z+30mM manndz)
tartalmu tapoldatban tenyésztett sejteket hasznaltunk.

1-es tipusii DM (T1DM) patkanymodell és kezelési csoportok

Kisérleteinket 6 hetes, 180-200 gramm sulyq, ivarérett, him
Wistar patkanyokon végeztiik. A T1DM-et egyszeri, 0,1 M citrat
pufferben oldott 65 mg/ttkg intraperitonedlis injekcidban adott
STZ-vel indukaltuk.

5 héttel a TIDM fennallasat kovetden az allatokat négy
csoportba osztottuk (n=8/csoport) és 2 hétig per os kezeltiik
izotonids sooldatban oldott:

1. enalaprillal (40mg/ttkg/nap)
2. lozartannal (20mg/ttkg/nap)
3. szelektiv aldoszteron antagonista eplerenonnal (50mg/ttkg/nap)
4. illetve vehikulumként izotonids sdoldattal.
Kontrollként kezeletlen, korban és testtomegben illesztett allatok
szolgaltak.



Vérnyomas-és pulzusmérés

Az éllatok artérias vérnyomasat és pulzusat a RAAS gatlo
kezelés el6tt és utan a CODA Standard Tail-cuff monitoring
rendszerrel végeztiik. Az allatokat izofluran anesztézidban altattuk.

Vesefunkcios és metabolikus paraméterek

Meértiik a szérum gliikoz, fruktézamin, kreatinin, karbamind,
koleszterin, HDL ¢és triglicerid szinteket, gyijtott vizeletbdl
kreatinin mennyiségi meghatdrozast végeztiik el és megbecsiiltiik a
kreatinin clearance értékét.

Hisztologia

A tubulointersticialis fibrozis mértékét Masson trikrom festett
vesemetszeteken értékeltiik ki. A mezangidlis matrix expanzio
megitélésére perjodsav-Schiff festést hasznaltunk. A NKA és
HSP72 lokalizaciojat fluoreszcens immunohisztokémia
segitségével vizsgaltuk.

Fehérjék mennyiségi meghatarozasa

Western blot technikaval mértiik az O-GlcNAcilalt, OGT,
OGA, peNOS, eNOS, pAkt, Akt, NKA és HSP72 fehérjék
mennyiségi valtozasat.



Statisztikai analizis

A parametrikus adatokat atlag =+ SEM formdban adtuk meg.
A statisztikai elemzést GraphPad Prism szoftverrel (5.00 verzio)
végeztilk. A tobbszords Osszehasonlitasokra faktorialis variancia
analizist végeztiink kiegészitve Bonferroni post-hoc teszttel. A
nem-parametrikus adatokra Kruskal-Vallis tesztet hasznaltunk.
Statisztikailg szignifikdnsnak a p <0,05 értéket tekintettiik.



Eredmények és kovetkeztetések

Hiperglikémia indukalt O-GlcNAcilacio és izoforma specifikus

enzim-termelédés proximalis tubulussejtekben

Proximalis tubulussejtekben magas gliikozon torténd 24 €s 48
ords kezelés utdn megndtt a fehérjék O-GlcNAcilacidja, mig
mannitol kezelt sejtek nem mutattak hasonl6 emelkedést.

Elsoként mutattuk ki proximdlis tubulussejtekben a
kiilonb6z6é szubsztrat-specifitdssal és intracellularis funkciokkal
rendelkez6  nukleocitoplazmatikus  (ncOGT, 110kDa) és
mitokondrialis (mOGT, 103kDa) OGT illetve a hosszii (OGA-L,
130kDa) és rovid OGA (OGA-S, 75kDa) izoformék iddéfiiggd
valtozasait. A szintézisért felelés ncOGT novekedett a HG24
sejtekben, majd HG48 sejtekben normalizalédott. Az mOGT nem
valtozott a HG24 sejtekben, azonban HG48 sejtekben lecsokkent
fehérjemennyiség a kontrollhoz képest.

Az OGA-L a kontroll szintje ala csokkent a HG24 sejtekben,
mig megnovekedett a HG48 sejtekben - egy, a megndvekedett O-
GlcNAcilacio  ellent  kompenzaciés mechanizmust —sugallva.
Magasabb enzimaktivitdsanak és citoplazmatikus lokalizacidjanak
koszonhetéen ez az izoforma felelés elsGsorban az o-glikozil-
csoport eltavolitasaért. Az OGA-S sokkal kisebb mennyiségben
volt jelen a sejtben, és nem mutatott kiilonbséget a csoportok
kozott.

A RAAS-gatlok proximalis tubulussejtekben egyediil az
OGA-L mennyiségét befolyasoltak: a fehérje novekedett 24 oras
Enalapril és Lozartan kezelés utan.



A peNOS fehérjemennyiség lecsokken magas gliikéz hatasara

proximalis tubulussejtekben

Magas glilkozon tartott proximalis tubulussejtekben
valtozatlan eNOS fehérjemennyiség mellett, a foszforilalt eNOS
mennyisége lecsokkent, ami azt sugallja, hogy az enzim
foszforilalasa karosodott hiperglikémias koriilmények kozott.

Az eNOS Ser(1177)-n torténd foszforilaciojat pAkt
katalizalja, mely nélkiilozhetetlen az enzim aktivaciojahoz. A pAkt
fehérjemennyisége megndtt HG24 sejtekben valtozatlan Akt szint
mellett. Az ennek ellenére alacsony peNOS szint azonban azt jelzi,
hogy a megemelkedett pAkt nem aktiv, vagy katalizalo funkciojat
nem tudta betdlteni. HG48 sejtekben a pAkt mennyisége visszaallt
a kontroll szintjére, az Akt pedig megemelkedett.

A NKA és HSP72 fehérjemennyiség megné magas gliikoz
hatasara proximalis tubulussejtekben

A magas glikéozon tenyésztett HK2 sejtekben a NKA
mennyisége kezdetben nem valtozott, majd megndtt HG48
sejtekben a kontrollokhoz képest. A HSP72 mennyiségének
ugyancsak a novekedését figyeltik meg HG24 sejtekben, ami
azonban 48 oOras kezelés utdn visszaallt a kontroll szintjére.
Immunfluoreszcens festett metszeteken a HSP72 a kontroll
sejtekben perinukledris festddést mutatott, magas gliikoz kezelés
utan azonban az egész citoplazmaban kimutathat6 volt.



DNP kialakulasa T1DM allatokban

7 héttel az STZ-indukalt TLIDM kialakuldsa utan a patkanyok
testsulya lecsokkent, a szérum kreatinin és karbamid szintek
megemelkedtek, a GFR csokkent, a fruktézamin ¢és lipidszintek
emelkedtek. Nonpresszor RAAS-gatld dozisok alkalmazasanak
megfeleléen a vérnyomas nem valtozott egyik csoportban sem. A
szOvettani vizsgalatok igazoltdk a diabéteszes allatok veséinek
strukturalis kéarosodasait: a Masson-festett metszeteken a vesék
kiterjedt tubulointersticialis fibrozist mutattak, mig PAS-festett
metszeteken a mezangialis matrix expanzidja abrazolodott.

A RAAS-gatlo kezelések javitottdk a vesefunkcids
paramétereket és csokkentették a renalis strukturdlis karosodast a
tubulointersticialis fibrozis €és a mezangialis matrix expanzio
mérséklésén keresztlil, a Lozartdn pedig csokkentette a szérum
koleszterin szintet.

A RAAS-gatlék csokkentik a fehérjék O-GlcNAcilaciéjat
diabéteszes vesében

TIDM patkdnyok veséinek megnovekedett fehérje O-
GlcNAcilaciojat mutattunk ki a kontrollokhoz képest. Ennek
mértekét mindegyik RAAS-gatlo kezelés csokkentette.

Diabéteszes vesében kimutattuk az ncOGT ¢és mOGT
mennyiségének  csokkenését, amit a RAAS-gatlok nem
befolyasoltak. Ugyancsak alacsony volt diabéteszes vesében az
OGA-L mennyisége, mig a sejtmagban talalhatdé és lipid-
cseppekhez kotott OGA-S mennyisége megndtt. A RAAS-gatlok
koziil a Lozartdn mérsékelte az OGA-L csokkenését, mig az OGA-
S mennyisége valamennyi kezelés esetében csokkent.



RAAS-gatlok mérséklik az eNOS foszforilaciéo csokkenését
diabéteszes vesében

Diabéteszes vesében mind a foszforilalt eNOS mennyisége,
mind a peNOS/peNOS arany csokkent. A RAAS-gatlok, kiilonos
tekintettel a Lozartan és Eplerenon, megndvelték a peNOS
mennyiségét, illetve mérsékelték az emelkedett eNOS szintet. Az
Akt mennyisége kis mértékben emelkedett T1DM-ben, azonban
sem a pAkt, sem a pAkt/Akt arany nem valtozott Sem a cukorbeteg
allatokban, sem a RAAS-kezelés hatasara.

HSP72 fehérjemennyiség csokken diabéteszes vesében

A cukorbeteg allatok veséjében a HSP72 fehérje
mennyiségének csokkenését figyeltilk meg a kontrollokhoz képest,
ami a RAAS-gatlokkal torténd kezelés utan egy mérsékelt
novekedd tendencidt mutatott. Immunhisztologiai eljarassal
kimutattuk, hogy a fehérje a tubulusokba lokalizalodik.

A NKA fehérjemennyiség novekedése és lokalizaciojanak
valtozasa diabéteszes vesében

T1DM-ben a NKA fehérjemennyisége megndvekedett és a
bazadlmembranrol athelyezddott a citoplazmaba, ezaltal funkcidjat
vesztette. A fehérje mennyisége Enalapril kivételével a Lozartan és
Eplerenon kezelések hatasara csokkentek.



Uj megallapitasok

Igazoltuk, hogy az O-GlcNAcilacio mértéke megnd magas gliikoz
kezelés hatasara proximalis tubulussejekben illetve DNP-ben.

Els6ként mutattuk ki az O-GlcNacilacié enzimeinek kiilonbdzd
izoformait ¢és azok mennyiségének 1dofliggd valtozasait.
Gliikozterhelés hatasara proximalis tubulussejtekben az O-
GlcNAcilacioban szerepet jatszo6 ncOGT, majd kompenzatorikus
hatasként az eltavolitast végzé6 OGA-L mennyisége is megnd.
Elhuzodo hiperglikémia esetén enzimek szintjei lecsokkennek, ami
a felhalmozodott O-GlcNAcilaciora adott, részben karosodott
valaszreakci6 lehet.

Proximalis tubulussejtekben magas gliikoz kezelés hatasara és
diabéteszes vesében a foszforilalt eNOS mennyisége lecsokkent,
mig az eNOS szint valtozatlan maradt, ami arra utal, hogy az O-
GlcNAcilacio megemelkedésének egyik karos kovetkezménye az
eNOS foszforilacidjanak gatlasa lehet

Magas glilkoz kezelés hatdsara a NKA ¢és a HSP72
fehérjemennyisége megemelkedik és a HSP72 perinuklearis
lokalizacio helyett az egész citoplazmaban megjelenik. DNP-ben a
NKA funkcidja karosodik, mert fiziologias helyérdl athelyezddik a
citoplazmaba, a vele kolokalizaltan elhelyezked6 HSP72 szintje
pedig  lecsokken, ami a  gliikkotoxicitdssal  szembeni
sérilékenységhez vezet.



5. A RAAS-gatlok csokkentik a DNP-ben megnovekedett O-
GlcNAciléciot feltételezhetéen az OGA-L ndvelésén keresztiil és
novelik a peNOS ill. a HSP72 szinteket, ami hozzdjarulhat
renoprotektiv hatasukhoz DNP-ben.
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