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1. Bevezetés

A kronikus veseelégtelenség (KVE) vilagszerte folyamatosan emelkedd
megjelenése jelentds népegészségiigyi és gazdasagi problémal. A novekvo tendencia
oka a KVE hatterében allo legjelentdsebb koroki tényezO, a diabétesz mellitusz
jarvanyszeri el6fordulasa: a WHO eldrejelzései szerint, 2030-ra megduplazédik a
cukorbetegek szama % A cukorbetegség hosszitavi szovédményeként kialakuld
diabéteszes nefropatia (DNP) a felnéttkori KVE ¢és végstadiumu veseelégtelenség
vezetd oka .

A DNP patomechanizmusanak két meghatarozé tényez6je a direkt
gliikoztoxicitas 2 és a diabéteszben aktivalodott renin-angiotenzin-aldoszterton rendszer
(RAAS) *. Napjainkban a nemzetkozi és hazai terapias ajanlasok az angiotenzin (Ang)
Il gatlo szerek adasat javasoljdk a DNP kezelésére ° Ugyanakkor szamos adat
bizonyitja, hogy ez a kezelési protokoll nem lassitja a kivant mértékben a vesekarosodas
progresszidjat ', a betegek jelentds hanyadanal tovabbra is végstadiuma
veseelégtelenség alakul ki.

Munkacsoportunk hossza ideje tanulmanyozza a DNP progresszidjaban szerepet
jatsz6 mechanizmusok molekuléris hatterét. Korabbi vizsgalataink alapjan az Ang Il
fokozza a DNP progressziojat, melynek hatterében a vesefunkcid szempontjabol
nélkiilozhetetlen natrium/kalium ATP-az (NKA) karosodasa kozponti jelentdségii 8 Az
aktualis irodalmi adatok azonban a DNP progresszidjaban az Ang II mellett az
aldoszteronnak 1is jelentds koroki szerepet tulajdonitanak % bar a pontos
patomechanizmus tovabbra is tisztazatlan.

A végstaddiumu  veseelégtelenség  kezelésének  elsddleges moddja a
vesetranszplantacid (NTx). A NTx hosszu tava kimenetelét szamos allogéntdl fiiggd és
fliggetlen tényezd befolyasolja. Az allogéntdl fliggetlen faktorok koziil a vese
iszkémia/reperfiizios (I/R) karosodasa a legjelentdsebb °. Korabbi kisérleteinkben
igazoltuk, hogy a ndstények jobban ellenallnak a vese I/R karosodasanak, aminek
hatterében a ndstényekben megfigyelhetd alacsonyabb endotelin szint és stabilabb NKA
4 112

Az értekezés targyalja a diabéteszes vesekarosodds patomechanizmusat, kiemelve
a fokozott RAAS aktivitds kovetkezményeit, valamint ismerteti a vesetranszplantatum
hosszatavu talélése szempontjabol kozponti jelentdségli I/R kéarosodas legfontosabb

patofiziologiai folyamatait. Kisérleteink célja a kiilonb6z6 RAAS gatlok monoterapias
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hatékonysaganak Osszehasonlitasa a vesekdrosodas megeldzése szempontjabol, illetve
egy Uj jelatviteli kaszkad, a Sigma-1 receptor (Sigma-1R) — nitrogén-monoxid szintaz
(NOS) utvonal hatasanak vizsgalata a kronikus vesekarosodas megelézése

szempontjabol.

1.1 Krénikus veseelégtelenség

Definicio szerint KVE-rél besz€liink, amennyiben a vese struktiralis vagy
funkcionalis karosodasa legalabb 3 honapja fennall, illetve, ha a glomeruléris filtracios
rata (GFR) tartésan 60 ml/perc/1,73 m?nél alacsonyabb 3. A vese funkcionalis
karosodasat az albuminuria mértéke jellemezi, mely kérosnak tekinthetd, ha az albumin-
kreatinin hanyados 30 mg/mmol-t meghaladja (harombol két vizeletmintaban) **. A

vesekarosodas mértéke a GFR értéke alapjan 5 stadiumra oszthato (1. tablazat).

1. tablazat. A vesekarosodas stddiumai a glomerularis filtracids rata (GFR) mértéke
alapjan (USRDS, 2012) *.

1. stadium | vesekarosodas, normal / 1 GFR | GFR > 90 ml/perc/1,73 m?

2. stadium | vesekarosodas, enyhén | GFR GFR 60-89 ml/perc/1,73 m?

3. stadium | mérsékelten | GFR GFR 30-59 ml/perc/1,73 m?

4. stadium | stlyosan | GFR GFR 15-29 ml/perc/1,73 m?

5.stadium | végstadiumu vese GFR < 15 ml/perc/1,73 m? (vagy dializis)

A KVE vilagszerte novekvd egészségligyl probléma ' prevalencigja az elmult
kozel 20 év alatt 200%-kal nétt. Ezzel parhuzamosan az egészségiigyi kezelés koltségei
jelentésen emelkednek. Mig 1993-ban az USA-ban a teljes egészségiigyi koltségvetés
3,9%-at forditottak a veseelégtelen betegek kezelésére, 2010-ben ez mar 17%-ra,
sszesen 41 milliard dollarra emelkedett'. A KVE prevalenciaja Magyarorszagon is né,
jelenleg 5-600.000-re becsiilik a veseelégtelen betegek szamat .

Mindezekkel parhuzamosan a végstadiumu veseelégtelenség miatt kezelt betegek
(KVE 5.stddium) szama is kozel tizszeresére nétt az elmult hasz évben !

Magyarorszagon évente 6-7%-kal emelkedik a végstadiumiu veseelégtelenség
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prevalencidja °, a dializissel kezelt veseelégtelenek szdama a husz évvel ezelétti
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Ezek az adatok is mutatjak, hogy mind vilagszerte, mind Magyarorszagon a KVE-
ben szenveddk szama évrél-évre né, ami hatalmas anyagi-szocialis terhet r6 mind az
egészsegligyre, mind a tarsadalomra.

A felnétt populécioban a vesekarosodas hatterében az esetek kozel felében (44 %)
diabétesz, 28%-ban magas vérnyomas, 7 %-ban glomerulonefritisz, 3 %-ban cisztas
vesebetegség, 2 %-ban urologiai eltérések allnak, mig a tobbi 16%-hoz egyéb vagy
ismeretlen okok vezetnek !. Hasonlo arany érvényesiil a vesep6tld kezelésre szoruld
betegek kozott is, a paciensek tobbségénél a diabéteszes vesekdrosodds vezet a

végallapot veseelégtelenség kialakulasdhoz *°.

1.2 Diabétesz mellitusz

A cukorbetegség napjaink egyik legjelentdsebb népegészségiigyi problémaja.
A Nemzetk6zi Diabétesz Szovetség szerint jelenleg tobb, mint 371 millié cukorbeteg
¢l vilagszerte *°, de ha az eddigi novekedési tendencia folytatodik, ez a szam 2030-ra
meg is duplazodhat 2 Magyarorszagon jelenleg 7,6 % a cukorbetegség prevalenciaja,
mely 2030-ra varhatéan 8,4 %-ra emelkedik 2.

A cukorbetegség a szénhidrat-anyagcsere kronikus zavara, melynek oka az inzulin

viszonylagos vagy teljes hianya (1-tipusi diabétesz mellitusz), illetve a szervezet



doi:10.14753/SE.2014.1902

inzulinnal szembeni érzéketlensége (2-tipusti diabétesz mellitusz). A két klasszikus
csoport mellett még tobb koroki tényezd is ismert (gesztacidos diabétesz, neonatalis
diabétesz, stb), melyeket részleteiben itt nem ismertetiink. Valamennyi tipusra jellemz6
azonban, hogy az abszolut vagy relativ inzulinhiany kovetkeztében, a sejtek nem
képesek a gliikéz felvételére, a vércukorszint megemelkedik, €s ez okozza a betegség
klasszikus tiineteit °.

A diabétesz mellitusz korisméje altalaban a klinikai tiinetek keltette gyanu alapjan,
maskor szlirOvizsgalat soran végzett vércukor-meghatarozas eredménye alapjan
igazolodik. Diabétesz mellitusz allapithatdo meg, ha klasszikus tiinetek figyelhetok meg,
és:

e ha az éhomi (az utolsd energiafelvételt kdvetéen minimum 10 6ra mulva
mért) vércukorszint koros, vagyis értéke vénas plazmaban eléri vagy
meghaladja a 7,0 mmol/I-t;

e vagy az étkezés utani random vércukorszint eléri vagy meghaladja a 11,1
mmol/I-t;

o valamint ha a klasszikus tlinetek hianyaban a két kiilonb6z6 alkalommal mért

¢homi vércukorszint értéke eléri, vagy meghaladja a 7,0 mmol/I-t °

Az amerikai ajanlasokban fentiek mellett a 6,5 % f6l6tti hemoglobin A1C érték,

mint 6nall6 diagnosztikus paraméter is szerepel °

, bar ezt Onmagiban, egyéb
cukorbetegségre utald jel nélkiil ritkan mérjiik, igy elsésorban a vércukor mérése a
mérvado.

A diabétesz szovédményei két fO csoportba oszthatok: makro-, illetve
mikroangiopatias  karosoddsok. A  makroangiopatidas csoport a nagyerek
ateroszklerotikus ~ karosoddsa  kovetkeztében — 1étrejové  kardiovaszkularis
szovédményeket is magaban foglalja, mig a mikroangiopatia, a kiserek destrualasa
révén létrejovo specifikus szervkarosodasokat, elsésorban a nefropatiat, neuropatiat
és retinopatiat jelenti.

Az egyes szovodmények kialakulasa szorosan Osszefiigg. DNP kialakulasa
esetén tobbszorosére né a kardiovaszkularis szovédmények kockazata 'V, a
szisztémas ateroszklerozis ugyanakkor fokozza a vesekarosodds progresszidjat 2,
Mig a cukorbetegség dnmagaban 3-6-szoros, addig a diabéteszes vesekarosodas 15-

20-szoros kardiovaszkularis kockazattal jar az egészséges populacidhoz viszonyitva
19
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A KVE a diabétesztdl fiiggetlen rizikotényezéje a sziv-érrendszeri
megbetegedéseknek > #!, igy DNP-ban a cukorbetegség és a kronikus vesebetegség
okozta kardiovaszkularis kockazat novekedés osszeadodik 2. A cukorbetegek
mortalitasat legnagyobb mértékben a sziv- €s érrendszeri szovodmények kialakulasa
hatdrozza meg, igy nem meglepd, hogy a kardiovaszkularis rizikot kozel

huszszorosara névelé DNP a diabétesszel dsszefliggé mortalitas legfobb oka %,

A kezelési lehetOségek fejlddése ¢és a molekuldris ismereteink bdviilése
ellenére a mai napig a DNP a felnéttkori veseelégtelenség vezetd oka, prevalenciaja a
cukorbetegséggel parhuzamosan viladgszerte folyamatosan nd 24 Az egyre nagyobb
méreteket 01t6 vesekarosodas fokozza a betegek mortalitasat és noveli a dializisre,
illetve NTx-ra szoruld végstadiumu vesebetegek szamat, rontva az érintettek
¢letmindségét, valamint jelentés anyagi terhet réva az egészségiigyre ¢€s a
tarsadalomra. A patomechanizmus jobb megértése segithet a hatékonyabb kezelési és

megeldzési stratégiak kidolgozasaban.

1.3 Diabéteszes nefropatia

A DNP 1-es tipusu cukorbetegségben a betegek 30-40%-4ban 2 a2-es tipust
diabéteszben szenveddk esetében 10-20%-ban 1ép fel 2 atlagosan 15-20 évvel a
cukorbetegség megallapitdsat kdvetden. 2-es tipusi diabéteszben a vesekarosodas
mar a cukorbetegség diagnosztizalasanak pillanataban jelen lehet.

A Klinikai kép és a szovettani elvaltozasok alapjan a DNP 6t stadiumat irtak le

A korai szakban renalis hiperfiltracio és hipertrofia figyelheté meg; a GFR né a
glomerulusok hipertrofizalnak, de a bazadlmembran és mezangium még ép
szerkezetli.

A DNP masodik stddiuméban intermittalé mikroalbuminuria (30-300 mg/nap),

szovettanilag a glomerulusok bazalmembranjanak megvastagodasa és a mezangialis

matrix felszaporodasa figyelhetd meg.

Tartés mikroalbuminuria a betegség harmadik stddiumara jellemzd, ilyenkor a
vérnyomas mar hatarérték hipertoniat jelezhet, a GFR csokkenni kezd. A masodik
stddiumban mar kialakuld bazdlmembran vastagodas és mezangialis matrix

felhalmozddas tovabbi progresszidja jellemzo.
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A negyedik stddiumban mar megnovekedett albuminvesztés (> 300 mg/nap,

makroalbuminria), non-szelektiv proteinaria  jellemzo. Szovettanilag
glomeruloszklerdzis, ateroszklerozis és kronikus tubulo-intersticialis karosodas
figyelhetd meg, melyek az ¢ép struktira kiszoritdsa révén a vesefunkcio
besziikiiléséhez vezetnek. A glomerularis funkcié romlasa miatt csokken a
vizeletképzés és a kivalasztas, ezaltal emelkedik a szérum kreatinin szint és nd a
vérnyomas 27,

Az 6todik stddiumban a miikédd nefronok szdma nagymértékben lecsokken,

ami végiil urémiahoz, veseelégtelenséghez vezet. A vese karosodasa miatt csokkent
eritropoetin termelés anémiat okozhat. Zavart szenved a D-vitamin — vesében torténd
— aktiv formava alakuldsa, ami csokkent intesztinalis kalciumfelszivodassal és
fokozott csontvesztéssel jar. A lipid-szintek (koleszterin, triglicerid) is emelkednek 2,
A napi vizelet mennyisége egyre kevesebb, jellemzd az 6déma, faradékonysag,
kialakul a végstadiumu veseelégtelenség; vesepotld kezelés megkezdése valik

. I . 27
sziikségesseé .

1.3.1 A diabéteszes nefropatia patomechanizmusa

A DNP kialakulasa multifaktorialis, metabolikus és hemodinamikai faktorok
kolcsonhatasa. A kockdzati tényezdk kozott szerepel a diabétesz fennalldsdnak
idotartama, a hiperglikémia mértéke, az emelkedett vérnyomas, a diszlipidémia, a
dohanyzas és a fokozott fehérje-bevitel is *°.

Bar a korfolyamat elinditasaban dontd jelentdségii a korosan magas vércukor
28 a fenntartisaban a folyamatos hiperglikémia, az aktivalodott RAAS, a kialakulé
ateroszkler6zis és az emelkedett szisztémas magas vérnyomas hatasai 6sszeadodnak.
Nehéz egyértelmi ok-okozati rendszerben leirni az egyes tényezok szerepét, mivel a
hiperglikémia, a RAAS talaktivalodasa, az ateroszklerozis €s a hipertonia egy
Osszefliggd rendszert alkotnak, melyben minden faktor hat a masikra.

A hiperglikémia Onmagaban aktivalja a RAAS-t, illetve fokozza az
ateroszklerézis kialakulasat, ugyanakkor a RAAS néveli az inzulinrezisztencia
mértékét, novelve ezaltal a vércukrot 28 A vazokonstrikci6 kovetkeztében romlik a
hasnyalmirigy vérellatdsa, ez besziikiilt inzulintermelést eredményez, ami szintén a
vércukor tovabbi emelkedéséhez vezet. A vazokonstrikico miatt csokken a vese

vérataramlasa is, ami még jobban aktivalja a RAAS-t, ez ugyanakkor fokozza az
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oxidativ gyokok képzodését és a hiperlipidémia kialakulasat, ami visszahat az erekre
és noveli az ateroszklerozis mértékét 2. Az érelmeszesedés és a hiperaktiv RAAS
onmagukban emelik a szisztémas vérnyomast, diabéteszben viszont egymassal
szorosan Osszefonddva fordul el6 a két koroki tényezd, ami még kifejezettebb
hemodinamikai zavart eredményez. A magas vérnyomas ugyanakkor rontja az érfal
€s a vese keringését, ami szintén tovabb fokozza az ateroszkeldzist és a RAAS
aktivaciojat *.

foy véesd soron egy tobb ponton Osszekapesolddd ordoei kor alakul ki a

hiperglikémia, a talaktivalt RAAS, az ateroszkler6zis és a hipertonia kozott, melyek

kiilon-kilon is karositjak a vesét, egyiitt viszont sulyos additiv nefrotoxikus hatasuk

van. A megvaltozott hemodinamikai tényezOk és anyagcsere-folyamatok hatdsara
kiilonb6z6 intracellularis jelatviteli Gitvonalak aktivalédnak, ami végsd soron a vese
strukturalis kdrosodasahoz, a glomerularis szkler6zis és a tubulo-intersticialis fibrozis

kialakulasahoz vezet *°.

1.4 A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer

A RAAS 06sszefoglalo abraja az alabbiakban lathatd (2. abra). A RAAS {6
effektora az Ang II, mely tobb Iépésben képzddik a majban termel6dd
angiotenzinogénbél *'. A juxtaglomerularis apparatusban termel6dé renin az
angiotenzinogénbdl Ang l-et hoz létre, ami Ang II-vé alakul az angiotenzin |
konvertald enzim (ACE) hatasara. Az ACE a vazokonstriktor Ang Il termelése
mellett a vazodilatator hatasu bradikinin lebontasa révén is szerepet jatszik az erek
sszehizodasaban 2. Az Ang II a mellékvesekéreg zona glomerulosa rétegében
fokozza az aldoszteron termelddését, ami a vesében a natrium és viz visszavételét

serkenti 2.
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Szimpatilus \
...... > aktivitas
. : @

\ ' Na*
Vese | ! Tubularis Na* Cl" K
LI, » reabszorpeid, K*

Tudd és vese endotél sejtek felszine: ‘) @  exlrécid, HyO retencié 4 I
ACE ;o ‘auli | e
\ ' g Mellékvese- ®
@® ; NN kéreg

Angiotenzin I | & Aldoszteron
# szekrécid

1® v Viz és 50 retencio.

! R Effektivkeringo
L : ' volumen 7. Juxta-

Veseperfiizid | @ Renin N .

. [ mm - glomerularis
(uxtaglomerular LA . P
; X ‘.- VoL 8 4 o apparatusperfuzio 7.
is apparatus) g M vazokonstrikeid,
.- \ vérnyomas | '

" \ M
.

Arteriola

v Wese I' @ E
-=-> (é—‘ADH szekrécid '

L]

L]

L] N £ s s L]
' Hipofizis hatsé lebeny @:
L] -
L]

Angiotenzinogén

Gyilgtd csatorna
' HyO felvétel

2. abra. A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer dsszefoglalasa. ADH —
antidiuretikus hormon, Na* - natrium, K" - kalium, CI” - klorid ion, H,O — viz (Rad és
mtsai. 2006) .

Az Ang Il az 1-es (ATI1) és 2-es tipusu (AT2) receptorain keresztiil kozvetiti
hatasait. Az AT1-receptorok féleg az erekben, a szivben, a vesében, az agyban és a
mellékvesekéreg zona glomeruloza rétegében talalhatoak meg **. Az Ang Il legtdbb
hatésa, igy a sejtndvekedés, a proliferacio, a vazokonstrikcio, a natrium-visszaszivas
indukalasa és a vérnyomas emelése az AT1-receptoron keresztiil megy végbe *°.

Az AT2-receptor élettani funkcidja kevésbé ismert, részben azért, mert felnott
szovetekben kisebb mértékben fejezddik ki. Az AT2-receptor nagy mennyiségben a
magzati szervezetben fordul eld, felndtt szovetekben patologids koriilmények kozott,

e, o . p ar 23
igy diabéteszben is valtozhat az expresszidja, elsdsorban a vesében .

1.4.1 Renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer a vesében

A vesében mas szervekhez hasonléan (méh, placenta, érszovet, sziv, agy) a
RAAS valamennyi eleme expresszalodik. *°, ugyanakkor a lokalis RAAS a
szisztémastol fiiggetleniil is szabalyozodik *. A vesében mind a renin, mind az Ang
Il szintje nagysagrendekkel magasabb a plazméahoz képest ¥ a proximalis tubularis

folyadék Ang II koncentracioja tobb szazszorosa a plazméaénak 2°. A DNP korai

12



doi:10.14753/SE.2014.1902

fazisdban a proximalis tubulusban ¢s a glomerulusban is fokozddik a renin
expresszid, ami a tubularis és glomerularis Ang II szint tovabbi emelkedéséhez vezet
3038 Mindez alatdmasztja a lokalis RAAS és a vese szorosan kapcsolt szabalyozasat
¢és a RAAS kozponti szerepét a DNP kialakulasaban.

Az alabbi 3. dbra 6sszefoglalja az Ang |l vesére kifejtett kozvetlen hatasait, a
tovabbiakban azonban csak a DNP patomechanizmusa szempontjabol fontos

folyamatokat targyaljuk részleteiben.

Proteininia 1y pularis

Apoptozis transzport L .
Glomerularis és tubulans
sejtek novekedése
Glomerulars
hemodinamika

Reaktiv oxigéngyok- . .
P Angiotenzin II
képzodés serkentese

Tubularis albumin felvétel
serkentese

Nitrogén-monoxid
szintézis gatlasa

Metabolikus

Kemokinek aktivalasa hatasok

Toll-like receptor 4 T
Extracellulans matrix

szintézis serkentése

3. abra. Az intrarenalis angiotenzin II hatasai (Ruster és mtsai. médositott 4braja) *°.

A DNP-ban észlelt proteinuria kialakulasanak els6 1épése az Ang II hatasara
emelkedett transzformald névekedési faktor béta (TGFP) expresszié *°, ami rontja az
iojat **. A kérosodott autoregulaci6 miatt né a
glomerularis  transzkapillaris nyomas, fokozva a bazadlmembran fehérje
ateresztOképességét. Emellett az Ang Il csokkenti a negativ toltésli proteoglikdnok
szintézisét is *, melyek jelentds szerepet jatszanak a glomeruldris bazdlmembran
barrier tulajdonsaganak kialakitasiban. Az Ang Il serkenti az albumin tubularis
endocitozisat **, ami ismét aktivalja a renalis RAAS-t, 6rddgi kort kialakitva.
elsddleges az Ang II szerepe. A DNP jellegzetes szovettani elvaltozéasa a glomerulus

fibrotikus karosodasa, a glomeruloszklerozis, mely mar a betegség korai stadiuméaban
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megjelenik **. A nefropatia elSrehaladasaval fibrotikus anyag tolti ki a tubuldris
intersticiumot is, mely a vesemiikddés besziikiiléséhez vezet ©°. A mezangialis sejtek,
matrix expanzi6 indukalasa révén 0 az Ang Il hozzéjarul a glomeruloszklerozis és
az intersticialis fibrézis kialakulasdhoz. Mindezek mellett apoptézist is indukal 8
ami szintén meghataroz6 a strukturalis valtozasok kialakitasaban. Kiemelendd
tovabba az Ang Il proinflammatorikus hatasa 4, Elosegitve a gyulladasos sejtek
progresszidjaban ¥.

Az Angll mellett a vesében lokalisan aldoszteron is képzdédik, amit a
hiperglikémia és az Ang II indukal 8 Diabéteszben a normalis plazma aldoszteron
szintek ellenére fokozodik a renalis aldoszteron képzése, ez lokalisan gyulladast,
mezangialis matrix expanziot, TGFp-n keresztiil fibrézist indukal, valamint fokozza
az albuminuria mértékét és a DNP progressziojat °. Az aldoszteron serkenti az Ang I
oxigén-szabadgyok termeld és egyéb szoveti hatasait 9 ¢s Onmagdaban is szerepe van

az endotélkarosodas, a gyulladds, a proteinuria és a fibrozis folyamataiban %0,

1.5 Az epitelialis-mezenhimalis tranzicid szerepe

mezenhimalis tranzicio (EMT) folyamata, melynek soran a renalis tubularis
epitélsejtek elvesztik adhézios képességiiket és migralo  miofibroblasztokka
alakulnak. A sejtek a-simaizom-aktint (aSMA) kezdenek termelni, ezaltal aktin
vazuk atrendez6dik °* *2. A mozgasra képes sejtek a feltoredezett bazalmembranon
keresztiil az intersticiumba vandorolnak **, ahol extracellularis matrix Osszetevok,
novekedési faktorok, illetve citokinek termelése révén gyulladast indukalnak. A
miofibroblasztok rezisztensek az apoptozissal szemben, Osszességében a gyulladas

fenntartasahoz, és a fibrotikus folyamat progresszidjahoz jarulnak hozza .

1.6 A natrium/kalium ATPaz szerepe

Az Ang Il és az aldoszteron a natrium (Na*) reabszorpci6 fokozasaval kdzponti

4

szerepet jatszik a renalis Na* és viz homeosztazisban >, A diabéteszben

megfigyelhetd fokozott so6- ¢és vizvisszaszivas kiilonbozo transzportfehérjék
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megvaltozott miikodésével mutat Osszefiiggést. A hiperglikémia Onmagéban is

5

karositja szamos transzporter mitkodését >, de a diabéteszben megndvekedett

A natrium/kalium ATPaz (NKA) fontos eleme a folyadék- és az ionhaztartas
szabélyozasanak; a Na'-gradiens fenntartdsdval biztositja a reabszorpciés folyamatok
energetikai hatterét *°. Emellett a NKA jelentds szerepet jatszik az ozmoreglacioban
> igy a hiperglikémia ozmolarikus hatdsa sem elhanyagolhat6 az enzim funkcioja
szempontjabol. Az enzim aktivitasat mindazon tényezdk befolydsoljak, melyek
megvaltoztatjadk a plazmamembranban elhelyezkedé NKA lokalizaciojat, szamat és
aktivitasat. Korabban kimutattuk, hogy streptozotocin (STZ) indukalta 1-es tipusu
diabétesz patkanymodelljében, bar megemelkedik a renalis NKA expresszioja,
ugyanakkor az enzim a bazalmembranbdl a citoplazma felé helyez6dik at és ezaltal
funkcidjat veszti. Exogén Ang Il infazié alkalmazasa tovabb fokozza az enzim

diszfunkcidjat és a DNP progressziojat °.

1.7 A diabéteszes nefropatia kezelése

A DNP pontos patomechanizmusa részleteiben tovabbra is ismeretlen, mely
elengedhetetlen lenne egy adekvat kezelési stratégia kidolgozasara. A DNP kezelése és
megeldzése szempontjabol elséként a vércukor €s a vérnyomds normalizalasa és
stabilizalasa a cél. Az Amerikai Diabétesz Tarsasag 2013. évi ajanldsa szerint
cukorbetegeknél mikroalbuminuria esetén ACE gatlok, illetve Ang 1l receptor
blokkolok (ARB) adasa javasolt, mig az aldoszteron antagonistak csak adjuvans
terapiaként szerepelnek. Az eurdpai ajanlasok szintén ACE gatlok és ARB-k hasznalatat
javasoljak, az aldoszteron antagonistakat csak az elséként valasztando szerek mellett is
fennallo hipertdnia esetén tartjak indokoltnak % A Magyar Diabétesz Tarsasag szakmai
iranylevei szerint: diabéteszben mikro- vagy makroalbuminuria esetén hipertonia
hianyaban is indokolt ACE-gatlot adni, intolerancia esetén pedig ARB kezelés jon
szoba, mig az aldoszteron antagonistakat nem is emlitik °,

Az ajanlasokban a napi fehérjebevitel maximalizalasa is szerepel, a DNP korai
stadiumaiban 0,8-1 mg/ttkg, mig késdbbiekben 0,8 mg/ttkg/nap napi fehérje bevitel

javasolt °.
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4. abra. A diabéteszes nefropatia lefolyasa, kezelése (Wada és mtsai. 2013) 3

Bar egyértelmii konszenzus nincs, az egyes ajanlasokban egyeldre elsddlegesen az
Ang II gatlokat javasoljak, ugyanakkor nagyszamu randomizalt vizsgalat alapjan ugy
tlnik, hogy az aktudlis protokollok haszndlata sem lassitja kelld6 mértékben a DNP
progressziojat, a betegek jelentds hanyadanal kialakul a végstadiumu veseelégtelenség,

vesepoOtlo kezelés, dializis illetve NTx valik sziikségessé. (4. dbra)
1.7.1 A vesetranszplantacio

A dializis jelentds €letmindség csokkenést jelent a betegek szamara, ezért fontos a
KVE kialakulasanak megel6zése, korai stadiumban torténd kisziirése, illetve a NTx
mieldbbi elvégzése. A dializalt betegek haldlozasa 6,7-8,5-szerese az azonos életkoru
atlagpopulacioénak, mig a transzplantalt betegek halalozasa csak 1,3-1,6-szor nagyobb
1

Az Egészségiligyi Minisztérium szakmai irdnyelve alapjan, ha a KVE soran a
becsiilt GFR 25 ml/perc/1,73 m? ala csokken, NTx indokolt. Amennyiben diabétesz
mellitusz 4ll a KVE hatterében, akkor mar 30 ml/perc/1,73 m? érték alatt is NTx-ra van
sziikség %,

Az utdbbi 15 évben kozel négyszeresére emelkedett a varolistan 1évé betegek
szama az Amerikai Egyesiilt Allamokban *. Mig a dializalt betegek szama folyamatosan
emelkedett Magyarorszagon az utobbi években ©°, addig a NTx-k szama 1997 o6ta
stagnal (5. dabra) ®°. A transzplantaciok szamat elsdsorban a donorok szdma korlatozza.

16



doi:10.14753/SE.2014.1902

Magyarorszagon a NTx-k korilbeliill 10 %-a torténik €16 donorbdl, mig Nyugat-
Europdban koriilbeliil 20 %, skandindv orszagokban ¢és az Amerikai Egyesiilt
Allamokban koriilbeliil 40 % . Hazank 2012-ben csatlakozott az Eurotranszplant
halozathoz, melyben szamos program €s Szervezet segiti eld a sikeres transzplantaciok

1étrejottét és remélhetdleg ndvekedést hoz a NTx-k szdmaban Magyarorszagon is.
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5. abra. A vesetranszplantaciok szama Magyarorszagon (1991-2010) (Szelestei és
mtsai. modositott dbraja) .

A NTx akut technikai szovodményei (artérias, vénas, illetve uréter elzarddas)
mellett a nagy dozisu immunszupresszio kovetkeztében kialakuld fert6zések és poszt-
transzplantacios diabétesz (PTDM) is jelentésen befolyasoljak a hosszi tava kimenetelt.
Harom évvel a NTx-t kovetden, az el6z6leg nem diabéteszesek 40 %-a lesz cukorbeteg
! A PTDM oka az esetek 74%-aban az immunszupressziv terapia, kiilsnosképpen a
szteroid lokésterapia és a nagy ddzist kalcineurin inhibitorok alkalmazasa %t A PTDM
tobbnyire a transzplantaciét kovetd 3 honapon beliil kialakul ¢és fiigg az
immunszupresszansok ddzisatol %2 Kevésbé karositd immunszuppressziv terapiaraval,
példaul mikofenolat-mofetil vagy szirolimusz alkalmazasaval megel6zhetd, illetve
terapiavaltassal csokkentheté a PTDM kialakulasa %3,

A NTX sikerességét alapvetden a hosszatavu graft tilélés hatarozza meg. Mig az
akut kilokddés visszaszoritasa eredményes, a késoi graft diszfunkcid el6fordulasa még
mindig komoly problémat jelent °*. Nagyban befolyasolja a kimenetelt a graft eredete;
¢l6 donorbdl szarmazo vesénél a korai, és a késdi eredmények egyarant jobbak, a

kadaveres NTx-hoz képest % Mig kadaver donor esetén az egyéves grafttulélés 90%, az
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atlagos talélési id6 pedig 8-9 év, addig €16 donoros NTx-ndl a vesék tulélési aranya az
tervezett mitét, jelentdsen csokkenthetd a hideg iszkémids id6 és igy mérséklodik az
I/R karosodas, mely a NTx sordn fellépd akut veseelégtelenség és kronikus allograft

diszfunkcio kialakulasanak meghatarozé tényezéje *°.

1.8 A vese iszkémia/reperfuzios karosodasa

Renalis iszkémia a transzplantacion kiviil szamos esetben kialakulhat, igy sulyos
hipotenzid (pl. intraoperativ vagy vérzés okozta), volumenhiany (pl. hanyas, hasmenés,
kiterjedt €gési sériilés), szivelégtelenség, veseartéria elzdrédds vagy nagy miitétek
kapcsan °°. A varatlanul vagy hirtelen jelentkezd okokkal ellentétben a NTX sordn
fellépd I/R karosodas egy eldrelathatd folyamat, mely jelentdsen rontja a transzplantalt
betegek talélését 0. Az I/R karosodas mérséklésére iranyuld kiilonbozd torekvések a
transzplantacion kiviil elektiv mitéteknél pl. veseartéria-, szuprarenalis aorta- ¢€s
vesemiitéteknél (pl. tumorrezekcid) is jelentds haszonnal birnak.

Az iszkémids vesekarosodds a szisztémas vagy lokalis véraramlds atmeneti
véraramlas helyredllasa nélkiilozhetetlen a veseszovet tuléléséhez, a reperfuzid mégis
tovabbi karosodasokat okoz. A kéarosodas foka fiigg az iszkémia, valamint az azt kdvetd
reperfuzi id6tartamatol *. Az I/R patomechanizmusaval kapcsolatos ismereteink
folyamatos bdviilése ellenére sem megoldott probléma a NTx soran obligatan 1étrejovo
I/R altal okozott kirosoddsok kikiiszobdlése, ezaltal jelentdsen rontva a NTx hossz
tava eredményeit. Munkacsoportunk egyik f6 érdeklddési teriilete a vese I/R karosodas
folymatanak megismerése, kiilonds tekintettel az iszkémids inzultussal szemben
tapasztalt nemi kiilonbség hatterének felderitésére.

A ndi nem szamos vesebetegségben védo faktornak szamit, mely protektiv hatdsa
a menopauzat kovetéen megsziinik ®. A kor elérehaladtival egészségesekben is
megfigyelhetd vesefunkcio besziikiilés kisebb mértékii nékben a férfiakhoz képest  de
mar a kongenitalis uroldgiai malformaciok el6fordulasa is gyakoribb fitikban, mint
lanyokban "°. Szamos KVE-hez vezeté korallapot, igy membrandzus glomerulonefiitisz,
fokalis-szegmentalis glomeruloszklerozis, szisztémas lupusz illetve 1-es tipust

diabétesz veseszovodménye kapcsan irtak le lassabb progressziot nékben a férfiakhoz

vizsonyitva 1A NTX kapcsan is érvényesiil a nemi kiilonbség, noi recipiensek jobb
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hossza tava graft tulélést mutattak a férfiakhoz képest, melynek hatterében
immunologiai folyamatokat feltételeznek 2. Munkacsoportunk is a krénikus allograft
rejekcio ritkabb eléfordulasat figyelte meg ndk NTx-ja esetén &

Allatkisérletek kapcsan is régota ismert a ndi nem, illetve az Gsztrogén protektiv
szerepe. Him patkanyokban a ndstényekkel ellentétben spontan iddskori proteinuria és

glomeruloszklerozis alakul ki ™

, mig az Osztrogén kezelés illetve a kasztrdlas a
vesebetegségek lassabb progressziojat eredményezi A tesztoszteron kezelés
ugyanakkor fokozza, mig az osztradiol kezelés csokkenti a kronikus allograft rejekcid
kialakulasat "°.

Sajat vizsgalatainkban a ndstény allatoknal jobb posztiszkémias talélését
tapasztaltuk vese I/R kapcsan, melynek hatterében a him allatokban megfigyelhet6
fokozott endotelin-1 fehérje expresszié vazonkonstriktor hatasa valoszintisitheté .
Tovabbi kisérleteink sordn stabilabbnak bizonyult néstény patkanyokban a mar
korabbiakban is emlitett, vese aktiv transzport folyamataiban kulcsszerepet betdltd
NKA '2. Ennek hatterében az enzimet és funkcigjat helyreallité hoésokk-fehérje 72
ndstényeknél megfigyelt magasabb expresszioja allhat 0 Kimutattuk tovabba, hogy az
indukalhatd NOS expresszioja kisebb him allatokban vese I/R-t kovetden, ami a
vesekeringést javito nitrogén-monoxid alacsonyabb szintjét eredményezi "'. A nemi
hormon prekurzor DHEA renoprotektivnek bizonyult el6zé vizsgalatainkban I/R
kapcsan 8 melynek hatterében ugyanakkor nem igazolédott a DHEA
Osztrogén/tesztoszteron aranyt modositd hatasa. Hormonalis tulajdonsagéan tal a DHEA
antioxidans is, amit egy nemrégiben leirt jelatviteli uton keresztiil valosit meg, melynek

aktivalasaval protektiv sziv iszkémiaban ', illetve hipertonias vesekarosodasban .

1.8.1 A Sigma-1-receptor - NOS jelatviteli Gitvonal

A DHEA kapcsan ugjonnan leirt szignal transzdukcidos ttvonal elsd,
kulcsfontossagii eleme a Sigma-1R. Ez egy 29-kDa molekulastulyi transzmembran
polipeptid, mely a plazmamembranban és szubcellularis membranokban, foként az
endoplazmatikus retikulumban helyezkedik el. Elsdsorban a kozponti idegrendszerben
fordul el8, de a szivben, a gyomorban, a majban és a vesében is expresszalodik & 8. A
vesében pontos lokalizacidja és funkcidja még nem ismert.

Szamos struktarajaban eltér6 anyag tartozik a Sigma-1R agonistai
(benzomorfanok, fluvoxamin (FLU), DHEA) és antagonistai (haloperidol, NE100)
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kozé. A ligandok farmakologiai hatdsa els6sorban a szignal transzdukcié moduldlasaban
nyilvanul meg %. Az irodalmi adatok ellentmondisosak az agonistik
hatdsmechanizmusat illetéen. Egyes vizsgalatok alapjan fokozodik a Sigma-1R mMRNS
expresszidja 8 mig masok szerint az endoplazmatikus retikulumhoz kotott receptor
kihelyezddik a plazmamembranba az agonista hatasara, mialtal tovabbi ligandok
szamara konnyebben elérhetdvé valik és aktivalodik . Valoszinisithetd, hogy a Sigma-
IR aktivacidja kiilonbozé fehérjék Ca2® dependens foszforilacidja révén az
intracellularis jelatvitelt is befolyasolja % A Sigma-1R agonistainak jotékony hatasat
agyi hipoxia kapcsan tanulmanyoztak elészor ¥, Emellett a kozelmultban bizonyitottak
véd§ szerepiiket a maj, sziv és a retina iszkémias karosodasanak kapcsan is 2%,

A Sigma-1R agonista DHEA és FLU kapcsan kimutattak, hogy az Akt
foszforilacids aktivalasat indukaljak %L Az Akt alapvetd szereppel bir a sejtek
homeosztazisdban, szamos jelatviteli utvonal kozponti molekulaja %, Az Akt az
endotélsejtekben is megtalalhatd, ahol fiziologias szubsztratja az endotelialis NOS
(eNOS), melyet foszforilacio révén aktival % A NOS enzimnek harom izoforméja
ismert, a konstitutiv endotelialis és neuronalis, valamint az indukalhat6é (eNOS, nNOS,
INOS) % A vesében mindharom NOS izoforma expresszalodik, eltérd mennyiségben €s
lokalizacioban. Az eNOS a glomerularis endotél sejtekben, a proximalis tubulusokban,
a gyljtécsatorndkban, valamint a Henle-kacs felszalld vastag szegmentumaban
talalhat6. A nNOS elsésorban a makula denzaban ¢és az idegsejtekben expresszalodik, az
INOS pedig a mezangialis €s proximalis tubulus sejtekben, illetve a medullaris felszallo
vastag szegmensben fejezddik ki %

A NOS hatasara termel6d6 NO noveli a rendlis perfuziot, a renin elvalasztas
gatlasan keresztiil csokkenti a vérnyomast, valamint natriurézist és diurézist okoz % A
szabalyozésa révén jelentOs szerepet jatszik a vesekeringés stabilizalasaban % A renalis
1szkémids karosodast kivedd kezelések hatterében jelentds szerepet tulajdonitanak a
fokozott eNOS expresszionak % a prekondicionalas protektiv mechanizmusanak
kialakitasaban is kulcsfontossagi a NO jelenléte % Osszességében a NO jotékony
hatasa feltételezhet6 vese I/R-ban.

A Sigma-1R agonistai is az Akt és végs6é soron a NOS aktivalasa, vagyis a NO
szintézis fokozasa révén lehetnek protektivek iszkémiaban. A kézelmultban mutattak ki
a szelektiv szerotonin visszavételt gatld (SSRI) antidepresszansokrol, hogy eredeti

szerotonin szintet noveld tulajdonsaguk mellett a Sigma-1R agonistai is, legnagyobb
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affinitast a FLU mutatott. A FLU Sigma-1R-on keresztiil kifejtett hatasait elsdsorban az
idegrendszer kapcsan vizsgaltak: neuronélis novekedési faktorok aktivalasaval serkenti

iojat %, gatolja a fenilciklidin kognitiv funkciokat karosito

101 102

hatasat , valamint csokkenti az agy hipoxids karosoddsanak mértékét
Mindemellett a Sigma-1R-Akt-NOS jelatviteli tutvonal aktivalasan keresztiil
protektivnek bizonyult a FLU a torakalis aorta endotél karosodasaval szemben az

abdominalis aorta lekdtésnél %,
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2. Célkittizések

Kisérleteinkben a DNP progresssziojat befolyasolé folyamatokat és az I/R
patomechanizmusaban szerepet jatsz6 molekuldkat, valamint mindkét korallapot uj

terapids lehetdségeit vizsgaltunk. A kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt.

1.DNP:
a. Az egyes RAAS gatlok monoterapiaban alkalmazva hogyan
befolyasoljak a  diabétesz indukalta szoveti ¢€s  funkcionalis

vesekarosodast?

b. Hogyan mddositjak diabéteszben a RAAS gatlok az EMT folyamatat és a
NKA miikodését?

c. Befolyasolja-e a hiperglikémia - ozmotikus hatasatol fiiggetleniil - a fenti

folyamatokat?

2.1/R:
a. A Sigma-1R agonista FLU javitja-e a talélést renalis I/R-t kovetden?

b. Mérsékli-e a FLU a posztiszkémias strukturalis és funkcionalis

vesekarosodast?

c. Hogyan befolyasolja a FLU a renalis Sigma- 1R — NOS rendszert?

d. A FLU renalis I/R kapcsan kifejtett hatasai Sigma-1R specifikusak-e?
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3. Modszerek

3.1 In vivo kisérletek

Kisérleteinket 175-200 gramm sulyd, ivarérett, him, Wistar patkédnyokon
(Toxicoop Kft, Budapest, Magyarorszag) végeztik. A patkanyokat allando (21°C)
hémérsékleten, 75% paratartalom ¢és 12 oOrdnként valtakozéd megvilagitds mellett
tartottuk. Az allatoknak allandoan elérhet6 standard ragcsalotapot és csapvizet
biztositottunk.

Munkénkat a Magyar Koztarsasag allatvédelmi és allatkisérletekkel kapcsolatos
torvényeinek (1998/XXVIIL.) betartdsaval, a Semmelweis Egyetem allatkisérletekre

vonatkoz6 irdnyelvei alapjan végeztiik.

3.1.1 Diabéteszes allatmodell

A diabéteszt egyszeri, nagy dozisu, citratban (0,1 M; pH=4,5) oldott
streptozotocinnal (STZ, Sigma Aldrich Kft, Budapest, Magyarorszag) (65 mg/ttkg,
intraperitonealis (ip.)) indukaltuk. Az STZ injekciot kdvetden 72 oraval vénas vérben
ellendriztik az allatok vércukorértékét tesztcsikos Dcont Trend vércukormérd
késziilékkel (77 Elektronika Kft, Budapest, Magyarorszag). A cukorbetegség also
hataraként a 15 mmol/l vércukorértéket fogadtuk el, ennél alacsonyabb vércukor érték

esetén kizartuk az allatot a vizsgalatbol.

Vizsgéalati csoportok

A diabétesz 5 hetes fennalldsat kovetden 2 hétig kezeltiik az allatokat per os
1zotonids sooldatban oldott:
1. ACE inhibitor enalaprillal (40 mg/ttkg/nap);
2. ARB lozartannal (20 mg/ttkg/nap);
3.non-szelektiv aldoszteron antagonista spironolaktonnal (50 mg/ttkg/nap);
4.szelektiv aldoszteron antagonista eplerenonnal (50 mg/ttkg/nap);
5.illetve izotonias sodoldattal, mint vehikulummal.
Az eplerenon struktiraja egy 9,11-epoxid csoportban kiilonbozik a

spironolaktonét6l, mely noveli szelektivitdsat az aldoszteron receptor irant és csokkenti
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affinitasat a progeszteron és az androgén receptorokhoz ', igy joval kevesebb anti-
androgén mellékhatassal bir.

Kontrollként korban és testtomegben megfeleld patkanyokat hasznaltunk.
(n=8/csoport). A hatéanyagok (Sigma Aldrich Kft, Budapest, Magyarorszag) dozisat
korabbi vizsgalatok kapcsan valasztottuk aszerint, hogy hatékonyan gatoljak az ACE-t
104 ‘az AT1-t 1° ¢s az aldoszteront *° anélkiil, hogy befolyasolnak a vérnyomast.

A 2 hetes RAAS gatlo kezelést kovetden az allatokat ip. ketamin-xylazin (8:2
aranyl) anesztéziaban, holyagpunkcios vizeletminta vételét kovetden kivéreztettik. A
vér egy részét vérképvizsgalatra etilén-diamin-tetraecetsavas (EDTA) vércsében 4°C-ra
raktuk, masik részébdl szérumot izolaltunk és a vizelettel egyiitt -80 °C-on taroltuk a
tovabbi vizsgalatokig. Az eltavolitott veséket egyenld darabokra osztottuk és 4%
pufferolt formalinban (pH=7,4) szobahén vagy szarazjégen torténd gyorsfagyasztast

kovetden -80 °C-on taroltuk.

3.1.2 Iszkémias allatmodell

A miitéti beavatkozast ip. ketamin-xylazin (8:2 arany keverék) anesztéziaban
végeztik. A miitét, illetve az 50 perces iszkémias 1d6 alatt az allatok testhOmeérsékletét
egy hdmérseklet-szabalyozott operacios pad segitségével tartottuk allando szinten.

Az anesztéziat kovetden a hasfal leborotvalasa és betadinos fertdtlenitése utan,
medidn laparotdmiat végeztiink. A bal veseartéridt és —vénat kipreparadltuk, majd
atraumatikus, mikrovaszkularis klip segitségével 50 percre leszoritottuk. Az iszkémias
1d6 alatt az allatok hasfalat ideiglenes varratokkal zartuk. Kozvetleniil az iszkémias 1d6
lejarta eldtt az ellenoldali jobb vesét eltavolitottuk. Az 50 perces iszkémids periddus
lejartakor a klippet felengedtiik, a hasfalat rétegesen zartuk.

Az allatok 30 perccel az iszkémia megkezdése el6tt a kovetkezo ip. kezelésekben
részesiiltek:

1. Vehikulum (izotdnias s6oldat; VEH).
2. 20 mg/ttkg FLU (Sigma Aldrich Kft, Budapest, Magyarorszag) (FLU).
3. 20 mg/ttkg FLU és 1 mg/ttkg Sigma-1R antagonista NE100 (Merck Kft,
Budapest, Magyarorszag) (FLU+NEZ100).
Kontrollként korban és sulyban egyeztetett aloperalt allatok szolgaltak (n=8-
10/csoport).
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A FLU hatésos dozisat elékisérletekben hataroztuk meg, ahol a 2 mg/ttkg és a 40
mg/ttkg-os dozis nem bizonyult olyan hatasosnak, mint 20mg/ttkg-os adag.

Vizsgélati csoportok

Kisérleteink elsé részében az allatok tulélését kovettiik az iszkémids beavatkozast
kovetd egy hétig. Korabbi kisérleteink alapjan a jelen modellben az elsé hét utan életben
maradt allatok k6zott tovabbi elhullas nem varhato. (n=12/csoport)

A vér és veseszovet molekularbiologiai analiziséhez kisérleteinket megismételtiik,
majd 24 oras reperfuziot kovetden az allatokat ujra elaltattuk, végiil kivéreztettiik. A vér
egy részét vérképvizsgalatra EDTA-s vércsdben 4°C-ra raktuk, masik részébdl szérumot
izolaltunk és tovabbi vizsgalatokig -80 °C-on taroltuk. Az eltavolitott vesét egyenld
darabokra osztottuk és 4% pufferolt formalinban (pH=7,4) szobahén vagy szarazjégen
torténd gyorsfagyasztast kovetden -80 °C-on taroltuk.

Egy harmadik kisérletsorozat kapcsan multifoton mikroszképos képalkotas
segitségével in vivo vizsgaltuk a vesék strukturalis és funkcionalis karosodasat, valamint
az intrarenalis ératmérd valtozasat az iszkémiat kdvetd 24 oras reperfizid idépontjaban.
Az ératmérdk elemzésénél tovabbi 3 kezelési csoportot vontunk be vizsgalatainkba:

1. 20 mg/ttkg FLU ¢és 10 mg/ttkg nem-szelektiv NOS gatlo L-NG-Nitroarginin
metil észter (L-NAME) (Sigma Aldrich Kft, Budapest, Magyarorszag)
(FLU+L-NAME)

2. 20 mg/ttkg FLU és 20 mg/ttkg szelektiv eNOS gatld N5-(1-iminoetil)-L-ornitin
(L-NIO) (Sigma Aldrich Kft, Budapest, Magyarorszag) (FLU+L-NIO)

3. 20 mg/ttkg FLU és 25 mg/ttkg szelektiv nNOS gatlo 7-nitrondazol (7-NI)
(Sigma Aldrich Kft, Budapest, Magyarorszag) (FLU+7-NI)

Az intrarenalis ératmérd és a vesék molekuldris bioldgiai valtozasat kiilon
vizsgalat soran a kezeléseket kovetden 30 perccel, iszkémias inzultus nélkiil is mértiik.

Az NE100-at és a NOS gatlokat irodalmi adatok alapjan valasztott dozisokban %,
197 3 FLU-nal egy idében, azzal ellentétes oldalra adtuk be ip.

Az I/R-s kisérletek felépitését az alabbi folyamatabra Osszegzi (6. dbra)
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Gyogyszeres kezelés

| Iszkémia Reperfuzio Tualélés
i _________
30 perc| 50 perc 24 6ra 1 hét
Sigma-1R - NOS Vese struktara, funkcio
Eratméré Sigma-1R - NOS
Eratméro

6. abra. Az iszkémia/reperfuzios (I/R) Kkisérletek folyamatabraja. Az allatokat 50
perces iszkémia eldtt 30 perccel kezeltik. I/R nélkiil, illetve 24 o6ras reperfizidt
kovetéen mértiik az intrarenalis kapillarisok atmér6jét, valamint vizsgaltuk a renalis
Sigma-1R — NOS jelatvitelt. 24 o6ras I/R utan elemeztiik a vese strukturalis és
funkcionalis karosodasat is. Kiilonallo kisérlet kapcsan egy hétig kovettiik az allatok
taléleését.

3.2 In vitro kisérletek

Kisérletiinkben immortalizalt HK-2 (human Kkidney-2) (Sigma-Aldrich Kft.,
Budapest, Magyarorszag) vese proximalis tubulussejteket hasznaltunk. Ezek a sejtek a
RAAS 6sszes elemét expresszaljak: detektaltak HK-2 sejtekben renin, angiotenzinogén,
ACE, ACE 2, AT1-receptor mRNS-t és fehérje expressziot is .

A sejteket magas glikoz tartalma (35mM/L) Dulbeco’s Modified Eagle
Médiumban (DMEM) tenyésztettiik, melyhez 1% glutamint, 1% gentamycint és 10%
FCS-t (foetal calf serum) adtunk. Kontrollként normél (5 mM/L) gliikkdzon tartott és
magas mannoz tartalmt oldattal kezelt (5 mM/L gliikéz + 30 mM/L manndz) sejteket
hasznaltunk. A magas gliikozon tartott sejteket 72 ordan at kezeltink ACE-gatlo
enalaprillal (1 uM), ARB lozartannal (10uM), aldoszteron antagonista
spironolaktonnal (200 nM) és eplerenonnal (10uM) (Sigma-Aldrich Kft., Budapest,
Magyarorszag).

3.3 Vérnyomas- és pulzusméres

Diabétszes vizsgalataink sordan a 2 hetes RAAS gatld kezelés és a ledlés eldtt
mértilk az allatok vérnyomasat és pulzusait CODA Standard Tail-cuff (EMKA
Technologies, Parizs, Franciaorszag) modszerrel. Az éallatokat egy melegitéparnan 1évo

hengerben legalabb 37 °C-os testhdmérsékleten tartottuk, majd miutdn megnyugodtak, a
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vérnyomas ¢és pulzusmérésre alkalmas mandzsettakkal mértiik a szisztolés, a diasztolés
vérnyomast, az artérids kozépnyomast, valamint a pulzust. Minden allatnal tobb
alkalommal, legalabb 3 mérést végeztiink. A mddszer pontossaga 95%-ban egyezik a
gold standardként hasznalt telemetrias eljarassal *°. Mivel nem-invaziv modszer, joval
kisebb terhelést jelent az allatoknak, ami fontos szempont, mivel a kisérlet utolso

szakaszaban az allatok mar rossz, urémias altalanos allapotban vannak.

3.4 Rutin laboratoriumi vizsgalatok

Minden vizsgalati csoportbdl az aorta abdominalisbol vett  vérbol
vérképvizsgalatot végeztiink, valamint Hitachi-712 automatizalt spektrofotométeren
fotometrids modszerrel hataroztuk meg a szérum karbamid, kreatinin, natrium, kéalium,
klorid, albumin, 0ssz. fehérje, gliikoz, triglicerid, 0ssz koleszterin és magas denzitdsu
lipoprotein (HDL) koleszterin értékeket. Az alacson denzitast lipoprotein (LDL)-
koleszterin szamitasara a Friedewald képletet hasznaltuk: LDL-koleszterin =
Osszkoleszterin - (HDL-koleszterin + triglicerid/2,2). A gy(jtott vizeletbdl kreatinin,

fehérje és gliik6z mennyiségi meghatarozasat végeztiik el.

3.5 A vesék szdvettani vizsgalata

A hagyomanyos hisztologiai vizsgalatokhoz a vesék egy részét formalinban
fixaltuk, majd paraffinbaagyazast kovetdéen perjodsav Schiff (PAS) és hematoxilin-
eoszinnal festettilk. A diabéteszes kisérletsorozatban a fibrozis megitélésére Masson
festést alkalmaztunk. A metszetek kiértékelését szammal kodolva, két vizsgalo,
egymastol fiiggetleniil végezte fénymikroszkop (Nikon Eclipse E200-LED. Budapet,
Magyarorszag) segitségével.

A diabéteszes kisérletek kapcsdn a mezangalis matrix, az arteriolaris hialinizacid
és a tubulo-intersticialis fibrozis mértékét, valamint az Armanni-Ebstein tubulus-atrofia
eléfordulasat elemeztiik. A mezangialis matrix a glomeruluson beliil talalhato, erdsen
PAS pozitiv régid, melynek a glomerulus teljes teriiletéhez viszonyitott mennyiségét
Adobe Photoshop és Scion image szoftverek segitségével vizsgaltuk ‘%°. Ilyen modon
metszetenként 40 x-es nagyitasban 10-15 glomerulus mezangialis matrix tartalmat
mértiik le, melyekbdl atlagot vontunk. Az arteriolaris hialinizacio értéke erenként 0-4

kozott valtozhat: 0 — nincs az ér lumenébe bedomborodd, PAS pozotiv hialin; 1 — az ér
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lumenét 4 negyedre osztva, csak az egyik negyedben lathaté a lument sziikité PAS
pozitiv hialin; 2 — az ér 2 negyedét is hialin sztkiti; 3 — az ér 3 negyedében lathato
hialin; 4 — az érlumen hialinnal kit6ltott. 20 X-0S nagyitdssal minden metszetet
végignéztiink, és az Osszes eret megvizsgaltuk. Az Armanni-Ebstein 1€zi6 vakuolaris
tubulusatréfia, melynél a tubulus epitélsejteket a kicsapddo glikogén karositja, és a PAS
pozitiv habos glikogén lathatd az ép szerkezetli epitélsejtek helyett. A Masson festés
soran kékkel abrazolodo fibrotikus szovet teljes teriilethez viszonyitott aranyat 20 X-0S
nagyitasu képeken elemeztiik Adobe Photoshop és Scion image szoftverek segitségével.

Az 1/R-s mintak hisztologiai kiértékelése egy pontskala alapjan tortént, mellyel a
glomerularis és tubularis karosodas mértékét értékeltiik PAS festett metszeteken. A
glomerularis karosodast a hipercellularitas ¢és a kollapszus mértéke alapjan hataroztuk
meg 0-3-ig terjed6 skalan, ahol 0-nincs, 1 - enyhe (a sejtek <30%-aban), 2 - kdzepes (a
sejtek  30-60%-aban), 3 - stlyos (a sejtek tobb mint  60%-aban)
hipercellularitds/kacslumen kollapszus lathat6. A tubularis kérosodas mértékét az
epitélium karosodas, a hamban és a tubulusban 1évd hialin mennyisége alapjan irtuk le.
Az epitélium karosodas fokat 0-4-ig mindsitettiik a kovetkezOk szerint: 0-nincs
karosodas, 1 - tubulus sejt duzzadas, vakuolizacio, kefeszegély eltiinés, 2 - tubulus sejt
nekrozis <1/3 aranyban, 3 - tubulus sejt nekrdzis 1/3-2/3 aranyban, 4 - tubulus sejt
nekrozis tobb mint 2/3 ardnyban. A hamban és a tubulusban taldlhatéo hialin

mennyisége: 0 - nincs, 1 - kevés, 2 - sok.

3.6 Multifoton mikroszképos vizsgalat

A multi-foton mikroszkopia egy konfokalis, 1ézerpasztazo fluoreszcens képalkotd
technika, mely alkalmas az ¢éI6 szovetek mélyebb strukturainak nagy felbontasu
vizsgalatara. Az allatokat elaltattuk, a trachea kaniilalasaval szabadon atjarhato
légutakat biztositottunk, majd az artéria karotiszba kaniilt vezettiink, a fluoroforok
bejuttatasara. A bal vesét az allat hatara kiemeltiik, igy helyeztiik az objektiv folé.

A vesék szoveti struktirajanak megitéléséhez a kovetkezd fluoroforokat adtuk be
a karotisz kaniilon: a Texas Red narancssarga fluorofort, mely az ép kefeszegélyt jeloli,
70kDa dextran-rodamin konjugatummal pirosan abrazolodnak az erek, Hoechst 33342-
vel kéken vilagitanak a sejtmagok. A tubulusok autofluoreszcencidjukbdl adéddan zold
szintiek (7. dbra). A képalkotas (Leica TCS SP5 konfokalis 1ézermikroszkop, Leica-

Microsystems, Wetzlar, Németorszag) soran az intakt kefeszegély jelenlétét néztiik,
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elemeztik a sejtmagok integritdsat, valamint a tubulusok lumenében felhalmoz6do
nekrotikus szovettormelék eléfordulasat.

Az intrarenalis ératméré méréséhez 70kDa dextran-rodamin konjugatumot
jutattunk a patkany arteria karotiszaba, igy kirajzolodott a vese kapillarishalozata. Ezt
kovetéen Femto 2D IX szoftver segitségével mértik meg az erek atmérgjét.
Meérésenként 80-100 kapillaris atmérdjét atlagoltuk. A 30 percig tarté folyamatos mérés
soran percenként készitettiink képet ugyanarrol a 1atotérrél, majd ugyanazokat az ereket

mértik le (8. dbra)

7. abra. A vesestruktura vizsgalata multifon mikroszkoppal. Kék — Hoechst 33342,
sejtmag; Narancssarga — Texas red, kefeszegély; Piros — 70 kDA dextran-rodamin
konjugatum, kapillaris lumen; Zold — tubulus epitélsejt autofluoreszcencia; 63X
nagyitas; Iépték 100 um.
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8. abra. Intrarenalis Kkapillarisok atmérdjének mérése in vivo multifoton
mikroszkoppal. A 10x nagyitasi képen a tubulusokat autofluorszcencidjuk (zold,
sarga) rajzolja ki, az ereket a 70kDa dextran-rodamin konjugatum (piros) tolti ki. Az
erek atmérdjét egy szoftver segitségével jeloltiik be, mértiik le (kinagyitott dbrarészlet).

3.7 Immunfluoreszcens festés és konfokalis képalkotas

A -80°C-on tarolt, 0,5 um vastag fagyasztott vesemetszeteket kiolvasztottuk, majd
nedves kamraban 60 percig inkubaltuk foszfat pufferolt soéoldatban (PBS) higitott
primer ellenanyagokkal (mouse anti-NKA 1:100 (Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Texas, USA), rabbit anti-Sigma-1R 1:200 (Invitrogen, Life Technologies, Budapest,
Magyarorszag), goat anti-Akt 1:500 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Texas, USA) és
mouse anti-eNOS 1:500 (BD-Bioscience Transduction Laboratories, Soft Flow Hungary
Kft., Budapest, Magyarorszag) higitasban). Ezt 10 perc PBS-es mosas, majd 30 percig
PBS-ben higitott szekunder, fluoroforral konjugalt ellenanyaggal (Alexa 488 anti-
mouse, Alexa 543 anti-rabbit illetve Alexa 633 anti-goat IgG 1:100 higitasban
(Invitrogen, Life Technologies, Budapest, Magyarorszag)) valé inkubalas kovette. 10

perces desztillalt vizben torténd mosas utan a sejtmagok megfestéséhez desztillalt
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vizben higitott Hoechst 33342-t (1:1000 higitasban (Invitrogen, Life Technologies,
Budapest, Magyarorszag)) hasznaltunk. A metszeteket szaradas utdn Vectashield
Mounting Mediummal (Vector Labs., Biomarker Kft., Budapest, Hungary) fixaltuk,
feddlemezzel lefedtiik, majd a fehérjék renalis lokalizacidjat konfokalis képalkotassal
hataroztuk meg.

A jelolt metszeteket Carl Zeiss LSM 510 Meta konfokalis 1ézermikroszkoppal

(Carl Zeiss Gmbh., Jena, Németorszag) elemeztiik 20x-0s és 63X-0s nagyitassal.

3.8 Western Blot

Az in vivo allatmodelljeink kapcsan 100 mg veseszovetet hiitott (4°C) lizald
pufferben [10 mM tris(hidroximetil)aminometan (TRIS) hidrogénklorid (HCI) (1 M)
pH=8,0; 60 mM N-2-hidroxietilpiperazini-N-etanesulfat sav (Hepes); 100 mM
natriuklorid (NaCl); 0,75 mg/l leupeptin; 1 mM/l EDTA; 1mM/Il etileneglikol-
tetraecetsav (EGTA) (0,5 M); 0,5 mM fenilmetanszulfonil fluorid (PMSF); 0,1 mM
ditiotreitol] (Sigma A-drich Kft, Budapest, Magyarorszag) Fastprep RP120

crer

homogenizatorral  homogenizaltuk. A  mintdk  Osszfehérje  koncentraciojat
ug/ul-re allitottuk be. Az in vitro kisérletek soran ugyanezt az eljarast alkalmaztuk
mintanként 5 x 10° sejten.

A fehérjeizolatumot 4x minta pufferben (12,5 mM TRIS-HCI pH=6,7; 4,0 %
szodium dodecil szulfat (SDS); ImM EDTA; 15 % glicerol; 0,01 % bromfenolkék)
szolubilizaltuk, majd 10 %-0s SDS-poliakrilamid gélen futtattuk meg hitott
rendszerben. Koncentralé gélként 4 %-0s SDS-poliakrilamidot hasznaltunk. Mintaink
mellett parhuzamosan molekulasily markert (Precision Plus Protein Standard Dual
Color, Bio-Rad Kft, Budapest, Magyarorszag) futtattunk.

A Dblottolas soran az SDS-poliakrilamid gélrél a fehérjéket nitrocelluloz
membranra (Bio-Rad Kft, Budapest, Magyarorszag) elektroblottoltuk, TRIS-HCI, glicin
¢s metanol tartalmu standard transzfer pufferben, hiitott rendszerben. A fehérjetranszfer
sikerességét 1 % Ponceau S (Sigma Aldrich Kft, Budapest, Magyarorszag), 25 %
ecetsav (Reanal Kft, Budapest, Magyarorszag) tartalmt festékkeverékkel ellenériztiik.
Ezutan a blottmemrant szobahomérsékleten, 1 6ran keresztiil blokkolo oldatban (5 %

zsirmentes tejpor, 10 % PBS puffer) inkubaltuk.

31



doi:10.14753/SE.2014.1902

Blokkolds utan a membrant mosé oldatban (1 % zsirmentes tejpor, 0,1 %
Tween™20 detergens, 10 % PBS puffer) egy éran keresztiil inkubaltuk az elsdleges
specifikus ellenanyaggal mouse NKA 1:1000 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Texas,
USA), mouse aSMA 1:2000 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Texas, USA), rabbit anti-
Sigma-1R 1:200 (Invitrogen, Life Technologies, Budapest, Magyarorszag), rabbit anti-
Akt 1:1000 (Cell signaling, Kvalitex Scientific, Budapest, Magyarorszag), mouse anti-
eNOS 1:1000 (BD-Bioscience Transduction Laboratories, Soft Flow Hungary Kft.,
Budapest, Magyarorszag) és mouse anti-nNOS 1:200 (Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Texas, USA) higitasban.

4 x 15 perc mosast kovetden a masodik, torma-peroxidazzal jeldlt ellenanyaggal
(goat anti-rabbit 1:2000 (Cell signaling, Kvalitex Scientific, Budapest, Magyarorszag),
goat anti-mouse 1:2000 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Texas, USA)) a membranokat
30 percig inkubaltuk, majd tovabbi mosasokkal (4 x 15 perc) tavolitottuk el a
feleslegben kotott ellenanyagot.

Az ellenanyagot megkotott helyek kemilumineszcens szignaljat ECL  plus
reagenssel (GE Healthcare Hungary, Budapest, Magyarorszag), Diagnosztikai
Rontgenfilmen (Medinstall Kft, Budapest, Magyarorszag) detektaltuk, majd Quantity

One szoftverrel denzitometraltuk.

3.9 Statisztikai kiértékelés

A statisztikai elemzést GraphPad statisztikai programmal végeztik, az
eredményeket atlag = SD adtuk meg. Statisztikailag szignifikansnak a p<0,05 értéket
tekintettiik.

Az allatok tulélését Kaplan-Mayer analizissel (Log-rank test) értékeltiik. A
hisztologiai eredményeket Kruskal-Wallis és Dunn féle post hoc teszttel hasonlitottuk
Ossze. A kiilonb6zé csoportok laboratoriumi értékeit, vérnyomas és pulzusadatait,
intrarenalis ératmérdit és a kiillonbozé fehérjék mennyiségét ANOVA teszttel

hasonlitottuk 6ssze Newman-Keuls post-hoc teszttel kiegészitve.
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4, Eredmények
4.1 Diabéteszes nefropatia
4.1.1 Vérnyomas, pulzus

A hét hetes cukorbeteg allatok arteridlis kozépnyomasa megegyezett a
kontrollokéval és a RAAS gatld kezelések sem befolyasoltak a diabéteszes patkanyok
vérnyomasat.

A diabéteszes allatoknal alacsonyabb pulzusértékeket mértiink (p<0,05 vs.
Kontroll), melyeket a RAAS gatld kezelések koziil csak az aldoszteron antagonistak
(p<0,05 vs. Diabétesz) emeltek, kozel a kontrollok szintjére. (2. tablazat)

2. tablazat. A kontroll, diabéteszes (D), illetve enalaprillal, lozartannal,
spironolaktonal, eplerenonnal kezelt diabéteszes allatok arterialis k6zépnyomasa és
pulzusa a 2 hetes renin-angiotenzin-aldoszteron rendszert gatldo kezelés el6tt és utan.
*p<0,05 vs. Kontroll; §p<0,05 vs. Diabétesz; (n=8/csoport).

Kontroll Diabétesz D+ D+ D+ D+
(D) Enalapril Lozartan Spironolakton Eplerenon
Artérids | Kezelés | 100 17 117000 | 103233 110+18 118 +22 118 £ 25
kozép- | elott
nyomas | Kezelés
(Hgmm) | utin 100+15 103421 | 1164£29 109+ 17 108 + 19 125+ 11
Kezeles | 143148 36647+ | 346+ 41% 334£39%  349+£32% 366+ 42
Pulzus | elott
(/perc) fgfles 422470 350+ 49% [356+26% 362+43  400+205 389+ 35°

4.1.2 Klinikai paraméterek

A vizsgalataink sordn mért klinikai paramétereket a 3. tdbldzat foglalja dssze. A
cukorbeteg patkanyok testtomege Kkisebb volt a kontroll allatokénal (p<0,001 vs.
Kontroll). Valamennyi mért metabolikus szérumparaméter emelkedett a diabéteszes
csoportban a kontrollokhoz képest: gliikoz (p<0,001 vs. Kontroll), 6ssz koleszterin
(p<0,05 vs. Kontroll), LDL-koleszterin (p<0,05 vs. Kontroll), triglicerid (p<0,05 vs.
Kontroll). A lozartan és az enalapril kezelés csak a gliikoz szintjeit csdkkentette a
diabéteszes allatokhoz viszonyitva (p<0,01 vs. Diabétesz), mig a spironolakton

valamennyi vizsgalt értéken javitott (p<0,01 vs. Diabétesz), az eplerenon pedig a
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testtomeg kivételével szintén jotékonyan hatott az Osszes paraméterre (p<0,05 vs.
Diabétesz).

A cukorbeteg allatok a DNP-ra jellemzd rendlis laboreltéréseket mutattak:
magasabb volt a vese-testtomeg indexiik (p<0,001 vs. Kontroll), ami vesehipertrofiara
utal; magasabb volt a szérum karbamid (p<0,01 vs. Kontroll), kreatinin (p<0,05 vs.
Kontroll) és kalium (p<0,01 vs. Kontroll) szintjiik és alacsonyabb a szérum natrium
értékiik (p<0,001 vs. Kontroll) a kontrollokhoz képest. Az enalapril kizardlag a
vese/testtomeg indexet csokkentette (p<0,01 vs. Diabétesz), a lozartan emellett a
kreatinin (p<0,01 vs. Diabétesz) és kalium (p<0,05 vs. Diabétesz) értékeket is
mérsékelte, mig a spironolakton (p<0,05 vs. Diabétesz) valamennyi, az eplerenon pedig

a kreatinin kivételével szintén valamennyi paraméteren javitott (p<0,05 vs. Diabétesz).
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4.1.3 A vesék szovettani kiértékelése

A kontroll allatok PAS festett vesemetszetén tag kapillaris lumen abrazolodott a
glomerulusokon beliil, az arterioldkban minimalis volt a hialinlerakodds mértéke, a
tubulusok ép kefeszegély és epitél strukturat mutattak. A Massonnal jelolt metszeteken
a kontrollokban a kékkel fest6do intersticialis fibrozis mértéke elhanyagolhato volt (8.,
9. abra). A 8. abran lathatd, hogy cukorbeteg allatokban (D) kialakult a DNP-ra
jellemz6 hisztologiai elvaltozas: emelkedett a glomeruluson beliil erésen PAS pozitiv,
kapillarisok lumenét 6sszenyomé mezangialis matrix mennyisége (p<0,05 vs. Kontroll),
az erek lumenét besziikitd, szintén PAS pozitiv arterialis hialinizacié mértéke (p<0,05
vs. Kontroll), valamint megjelent az Armanni-Ebstein vakuolaris tubulusatrofia. A
Masson festés kimutatta, hogy a diabéteszes allatokban fokozodott a vese szdovetét
destrual¢ intersticialis fibrozis kialakulasa (p<0,05 vs. Kontroll). (9. dbra)

Valamennyi RAAS gatlo kezelés mérsékelte a diabétesz indukalta szoveti
karosodast: egyarant csokkent a mezangialis matrix expanzi6 (p<0,05 vs. Diabétesz), az
arteriolaris hialinizaci6é (p<0,05 vs. Diabétesz) és az intersticialis fibrozis (p<0,05 vs.

Diabétesz) mértéke (9., 10. abra).
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4.1.4 A renalis aSMA fehérje mennyisége

A DNP patomechanizmusaban ¢és a RAAS gatlok hatékonysaganak hatterében a
fibrozis egyik elsd 1épéseként tekinthetd EMT szerepe is feltételezhetd, melynek {6
markere az oaSMA. Az STZ-diabéteszes allatokban megemelkedett a teljes
vesehomogenizatum aSMA fehérje mennyisége a kontrollokhoz képest (p<0,001 vs.
Kontroll), melyet valamennyi RAAS gatl6 kezelés csokkentett (p<0,001 vs. Diabétesz).
(11. dbra)

42 kDa "= s— e —
400-
kg
300
200 §§§

100+

aSMA / Ponceau S / Belsé kontroll

10. 4abra. Kontroll, diabéteszes, (D) illetve enalaprillal, lozartiannal,
spironolaktonnal, eplerenonnal kezelt diabéteszes allatok renalis a-simaizom-aktin
(aSMA) fehérje mennyisége. ***p<0,001 vs. Kontroll; §§§p<0,001 vs. Diabétesz.
(n=8/csoport)

4.1.5 A renalis NKA fehérje mennyisége

Korabban mar kimutattuk, hogy DNP-ban né a renalis NKA szintje, amit az Ang
I tovabb fokoz. Jelen vizsgalatainkban kiilonb6z6 RAAS gatlokkal kezelt csoportokban
mértiik a renélis NKA fehérje mennyiségét.

A diabéteszes csoportban megemelkedett a NKA fehérje mennyisége (p<0,05 vs.
Kontroll), melyet az enalapril kivételével valamennyi RAAS gatlo; (p<0,05 vs.
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Diabétesz), legnagyobb mértékeben az eplerenon (p<0,01 vs. Diabétesz) csokkentett.
(12. abra)

100 kDa - . - O em e "

2.04

1.54

1.0+

NKA / Ponceau S / Belsé kontroll

11. abra. A natrium/kalim ATPaz (NKA) fehérje mennyisége a kontroll,
diabéteszes és enalaprillal, lozartannal, spironolaktonnal, eplerenonnal kezelt
diabéteszes allatok veséjében. *p<0,05 vs. Kontroll; §p<0,05 vs. Diabétesz; §§p<0,01
vs. Diabétesz. n=8/csoport

4.1.6 A NKA renalis lokalizacioja

Korabbi vizsgalataink alapjan a DNP-ban megemelkedett NKA jelentds része
nem a fizioldgias helyén, a bazal membranhoz kototten fordul eld, hanem athelyezddik
a citoplazmaba, és ezaltal funkciojat veszti. Elképzelhetd, hogy a RAAS gatlok
megakadalyozzak ezt a diszlokéciot, és részben igy jarulnak hozzd a stabilabb
vesefunkci6 kialakitasahoz.

Az immunhisztologiai vizsgalat soran kontrollokban a NKA a tubularis
bazalmembran mentén helyezkedett el. A diabéteszes csoportban megjelent a fehérje az
apikalis membranon iS. Az enzim athelyez0dését az apikalis membranra az Gsszes
RAAS gitlé kezelés kivédte, a citoplazmatikus festédés kiszélesedését az enalapril
kivételével valamennyi RAAS gatld kezelés, legnagyobb mértékben a spironolakton

mérsékelte. (13. dbra)
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12. abra. Kontroll, diabéteszes és enalaprillal, lozartannal, spironolaktonnal,
eplerenonnal kezelt diabéteszes allatok reprezentativ immunhisztokémiai képe. Az
egyes csoportokban a felsd bal kép a fénymikroszkoppal késziilt kép, a bal als6 az
immunfestéssel késziilt kép, a jobb also diagram a jelintenzitas valtozasat mutatja a bal
also képen 1évd piros nyil mentén, a jobb fels6 kép Osszegzi a fény- és konfokalis
mikroszkopos képeket. Zold — natrium/kalium ATPaz, kék — sejtmag. Nucl — sejtmag,
Lu — lumen, Bm — bazalmembran. 63x nagyitas, 1épték: 10 um.
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4.1.7 In vitro eredmények

A tubulusok NKA-ara kifejtett direkt gliikotoxicitas és a glilkoz ozmotikus
tulajdonsagatol filiggetlen hatdsanak elkiilonitésére, valamint a RAAS gatlok
effektivitdsanak elemzésére végeztik el sejtkulturds kisérleteinket, melynek
eredményeit a 14. abra foglalja 6ssze.

A magas cukortartalmi médiumban tartott HK-2 proximalis tubulussejtekben
megnott a NKA fehérje mennyisége (p<0,01 vs. Kontroll), melyet a lozartan kivételével
valamennyi RAAS gatlo (p<0,05 vs. Magas gliil6z), legnagyobb mértékben az
aldoszteron antagonistak (p<0,01 vs. Magas gliikoz) csokkentettek.

A gliik6z helyett azonos ozmolaritasi mannézos médiumban tenyésztett sejtekben
is emelkedett a NKA fehérje mennyisége a kontrollokhoz képest (p<0,05 vs. Kontroll),

de nem olyan mértékben, mint a magas gliikkozon tartott sejtekben (p<0,05 vs. Magas

gliikoz).
A. B.
100kDa ‘ = S ™ . 100kDa —
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13. abra. In vitro kisérleteinkben mért natrium/kalium ATPaz (NKA) fehérje
mennyiségbeli valtozasa. A. Kontroll, magas gliikoztartalmt, magas gliikkdztartalmu +
enalaprillal, lozartannal, spironolaktonnal vagy eplerenonnal kezelt médiumban tartott
HK-2 proximalis tubulusejtek NKA fehérje mennyisége. B. Kontroll, magas gliikkoz- és
magas manndztartalmi médiumban tartott HK-2 sejtek NKA fehérje mennyisége.
**p<0,01 vs. Kontroll; §p<0,05 vs. Magas gliikoz; §§p<0,01 vs. Magas gliikoz;
n=6x10°/csoport
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4.2 Iszkémia/reperfuzio

4.2.1 Tulélési eredmények

Az 50 perces renalis iszkémiat kovetéen 168 oran keresztiil 6oranként regisztraltuk
minden csoportban az allatok tulélését.

A FLU kezelés novelte a posztiszkémias talélést a VEH-hoz képest (p<0,001 vs.
VEH). A VEH csoportban 36 (29-72) a FLU csoportban 67 (41-168), a FLU+NE100
csoportban pedig 49 ora (28-72) volt az allatok median tulélése. A FLU csoportban 50
ora elteltével az allatok 70%-a még életben volt, mig a VEH csoportban erre az
idopontra a patkanyok 90%-a elhullott. A FLU+NE100 csoportban a FLU mellett
alkalmazott Sigma-1R gatlo kezelés a talélést kozel a VEH csoport szintjére
csokkentette (p<0,01 FLU vs. FLU+NE100). A FLU kezelt allatok 30%-a a vizsgalt
periddus alatt végig tulélt, ezzel szemben a VEH csoportban 70 ora elteltével egy allat

sem maradt életben (15. dbra).
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14. abra. Az allatok S50 perces iszkémiat koveté tulélése vehikulum (VEH),
fluvoxamin (FLU), valamint fluvoxamin + NE100 (FLU+NE100) elékezelés utan.
**p<0,01 vs. VEH; §p<0,05 vs. FLU+NE100 (n=12/csoport)
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4.2.2 Szérumparaméterek valtozasa

A vesefunkcidé az iszkémiat 24 oraval kovetden minden kezelési csoportban
romlott a kontrollokhoz képest (4. tabldazat), igy a kreatinin, valamint a karbamid
értékekben egyarant jelentés emelkedést tapasztaltunk (p<0,001 vs. Kontroll). A FLU
kezelés csokkentette mind a kreatinin (p<0,05 FLU vs. VEH), mind a karbamid (p<0,05
FLU vs. VEH) értéket a VEH-hoz képest. A FLU+NE100 csoportban a vesefunkcios
paraméterek értéke ismét a VEH szintjére emelkedett (p<0,05 FLU vs. FLU+NE100).

4. tablazat. A szérum kreatinin és karbamid értékek valtozasa kontroll, valamint
iszkemizalt vehikulummal (VEH), fluvoxaminnal (FLU), és fluvoxamin + NE100-zal
(FLU+NEZ100) kezelt allatokban 24 6ras reperfuzié utan. +++ p<0,001 vs. Kontroll;
*p<0,05 vs. VEH; **p<0,01 vs. VEH; *p<0,01 vs. FLU; **¥<0,001 vs. FLU.
n=8/csoport.

Szérum karbamid Szérum Kreatinin
(mmol/l) (umol/l)
Kontroll 6,43+0,5 31,144+3.39
VEH 45,8342,09"" 349,14+42,56"""
FLU 39,98+3,01** " 317,92+11,89* "
FLU + NE100 56,72+4 48> 353+19,81%

I/R koévetéen a hemoglobin (p<0,001 vs. Kontroll) és hematokrit (p<0,01 vs.
Kontroll) értéke csokkent, a fehérvérsejtszam emelkedett (p<0,01 vs. Kontroll) a
kontroll csoporthoz képest. FLU kezelés hatasara a hemoglobin (p<0,001 vs. VEH) és
hematokrit (p<0,001 vs. VEH) szint normalizalodott, a fehérvérsejtszam pedig csokkent
(p<0,05 vs. VEH). Az NE100 hatasara a VEH csoporthoz hasonlo értékeket mértiink
(p<0,05 vs. FLU). (5. tabldzat)
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5. tablazat. A fehérvérsejt szam, a hemoglobin és a hematokrit értékek valtozasa
kontroll, illetve iszkemizalt, vehikulummal (VEH), fluvoxaminnal (FLU), ¢és
fluvoxamin + NE100-zal (FLU+NE100) elokezelt allatokban 24 6ras reperfuzié utan.
+p< 0,05 vs. Kontroll; ++ p< 0,01 vs. Kontroll; +++ p< 0,001 vs. Kontroll; *p<0,05 vs.
VEH; ***p<0,001 vs. VEH; *p<0,05 vs. FLU; **p<0,01 vs. FLU; ¥*%<0,001 vs. FLU.
n=8/csoport.

Kontroll VEH FLU FLU+NE100
Fehérvérsejtszam (x10%/1) | 3,33£0,89 | 6,24 £2,15" [ 4,71 + 1,89*" | 6,22+ 0,58>"*"
Hemoglobin (g/1) 135+11 126 £ 107" | 131 £5%*=" [ 126+ 6"
Hematokrit (I/1) 0,42+0,04 | 0,36+ 0,03 | 0,4 +0,01%*%* | 0,38 +0,01%%*

4.2.3 A vesék hisztologiai analizise

A kontroll allatok veséje normalis strukturat mutatott, melyet ép sejtmagok és ép
kefeszegély jellemez. Ehhez viszonyitva a VEH-mal kezelt, iszkemizalt allatok
veséjében szamottevd glomerularis és tubularis karosodast lattunk, mely a glomerulusok
hipercellularitasaban, a kacslumenek mérsékelt kollapszusaban, valamint a tubulusok
epitélsejtjeinek vakuolizacigjaban és nekrozisaban nyilvanult meg. A hamban és a
tubulus lumenében hialin lerakodas latszott. A FLU kezelt allatokban a szoveti
szerkezet karosodasa kisebb mértékii volt, mind a glomerularis (p<0,01 vs. VEH), mind
a tubularis (p<0,05 vs. VEH) szerkezetekben. A FLU+NE100 csoportban a VEH
csoporthoz hasonldé mértékii glomeruléris (p<0,01 vs. FLU) és tubularis (p<0,05 vs.
FLU) 1ézi6t tapasztaltunk (16. dbra, 6. tablazat).
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15. abra. A vese szovettani szerkezete Perjédsav-Schiff festett metszetek
reprezentativ képén kontroll, iszkemizalt vehikulummal (VEH), fluvoxaminnal
(FLU), valamint fluvoxamin + NE100-zal (FLU+NEZ100) kezelt allatokban 24 éras
reperfuzié utan. 20x nagyitas, 1épték: 100 pm.

6. tablazat. A glomerularis és tubularis karosodas mértéke kontroll és iszkemizalt,
vehikulummal (VEH), fluvoxaminnal (FLU), valamint fluvoxamin + NE100-zal
(FLU+NEL00) kezelt allatokban 24 oras reperfuzié utan. +p<0,05 vs. Kontroll;
+++p<0,01 vs. Kontroll; p<0,05 vs. VEH; #xp<0,01 vs. VEH; ¥p<0,05 vs. FLU;
%$p<0,01 vs. FLU. (n=8/csoport).

Glomerulus Glomerulus Glomerulus Tubulus
hipercellularitas kollapszus karosodas karosodas
Kontroll 0,3+0,2 0,2+0,1 0,5+0.,8 0,4+0,2
VEH 1,2+0,84"" 1,6+ 1,147 2.8+1,797" g+ 0"
FLU 0,4 +0,53* 0,7 £ 0,5%*" 1,1 £0,93**" | 7.1+0,86*"""
FLU+NE100 | 1,5+0,15%"" | 1,17 +0,15%"" | 2,67 £021%"" | 7,67+ 0,52%*"*
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4.2.4 A vesék in vivo analizise

4.2.4.1 Szoveti struktara

A vesék funkciondlis és strukturdlis karosoddsdnak €16 allatban torténd
meghatarozasara multifoton mikroszkopos képalkotast végeztiink, mellyel a
hagyomanyos fénymikroszkopos analizis soran tapasztalt elvaltozasok aldtamasztasa
mellett tovabbi struktaralis tényezOk vizsgalatara nyilt lehetéség. A kontrollokban
funkcionalisan €ép kefeszegély abrazolddott €s az epitélsejtek, sejtmagok strukturaja
megtartott volt, a tubulusok lumenét nem foglalta el nekrotikus szovettormelék. I/R
hatasara eltlint a tubulusok felszinérél a kefeszegély, a sejtmagok feltoredeztek,
struktirdjukat veszitettétk ¢és a tubulusok lumenében jelentds mennyiségii
szovettormelék halmozodott fel. A FLU-nal kezelt allatok veséjében kisebb mértékii
volt a kéarosodds: maradt funkcionalis kefeszegély, a sejtmagok integritdsa jobban
megtartott volt és kevesebb volt az elhalt szovettormelék a lumenben. Az NE100

felfliggesztette a FLU hatasat, ismét a VEH csoporthoz hasonlé képet lattunk. (17. abra)

Kontroll

16. abra. Kontroll, illetve iszkemizalt, vehikulummal (VEH), fluvoxaminnal (FLU)
és fluvoxamin + NE100-zal (FLU+NE100) elokezelt allatok veséjének multifoton
mikroszkopos képe. A felsO sor a kefeszegély (nyil), a kozépso sor a sejtmag (nyil)
integritast, az also pedig a szovettdrmelék (nyil) felhalmozodasat mutatja. piros — erek,
narancssarga — kefeszegély, kék — sejtmag, 1épték: 20 um.
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4.2.4.2 A veseératméro valtozasa

Mivel a FLU javitotta a talélést és csokkentette a szisztémas gyulladas valamint a
vesekarosodas mértékét, €és a Sigma-1R agonistdjaként befolyassal lehet a NOS
rendszerre, azt feltételeztiik, hogy értagulatot, jobb vesekeringést biztosit, és igy fejti ki
renoprotektiv hatasat. Ennek bizonyitasara multifoton mikroszképpal elé allatokban
megmértiik az intrarenalis kapillarisok atmérdjét.

Méréseink alapjan 24 oras I/R hatasara a veseerek atmérdje csokkent (p<0,001 vs.
Kontroll), vazokonstrikciéo alakult ki, mig FLU kezelés hatdsara megndvekedett
ératmér6ét tapasztaltunk (p<0,001 vs. VEH; p<0,01 vs. Kontroll). NE100 adésat
kovetden ismét kisebb ératmérdt mértiink a FLU kezelt csoporthoz képest (p<0,01 vs.

FLU) (18. dbra).
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17. abra: Renalis ératméro a kontroll, valamint iszkemizalt vehikulummal (VEH),
fluvoxaminnal (FLU), és fluvoxamin + NE100-zal (FLU+NE100) kezelt,
allatokban. ++p<0,01 vs. Kontroll; +++p<0,001 vs. Kontroll; ***p<0,001 vs. VEH;

$$3p<0,01 vs. FLU. n=80-100 ér/ csoport.

Mivel feltételezziik a NOS rendszer szerepét a FLU értagito hatasaban, NOS
gatlokat adtunk a FLU-nal egy idében, 30 perccel az iszkémids inzultus el6tt. Mind a
harom alkalmazott NOS inhibitor felfiiggesztette a FLU értagitd hatasat (p<0,001 vs.
FLU), de nem azonos mértékben. A legerésebb hatasa az nNOS gatlo 7-NI-nek volt, ez
nagyobb mértéki érsziikiiletet valtott ki, mint a nem szelektiv NOS gatl6 L-NAME
(p<0,05 FLU+7-NI vs. FLU+L-NAME), illetve az eNOS gatlo L-NIO (p<0,05 FLU+7-
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NI vs. FLU+L-NIO), melyek kozel azonos mértékben fiiggesztették fel a FLU hatasat.
(19. dbra)
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18. abra. Renalis ératméré a kontroll, valamint iszkemizalt vehikulummal (VEH),
fluvoxaminnal (FLU), fluvoxamin + L-NAME-val (FLU+L-NAME), fluvoxamin +
L-NIO-val (FLU+L-NIO) és fluvoxamin + 7-NI-vel (FLU+7-NI) kezelt allatokban.
+++p<0,001 vs. Kontroll, ***p<0,001 vs. VEH; $$$p<0,001 vs. FLU; ##p<0,05 vs.
FLU+L-NIO; &&&p<0,001 vs. FLU+L-NAME. n=80-100 ér/ csoport.

4.2.5 A Sigma-1R-Akt-eNOS fehérjék renalis expresszidja

Mivel a FLU vazodilatativ hatasa mogott a Sigma-1R—-Akt—eNOS jelatviteli
utvonal szerepe feltételezhetd, ezért az egyes kezelési csoportokban mértilk mindhadrom
fehérje mennyiségi valtozasait.

A renalis Sigma-1R, Akt és eNOS fehérjék szintje iszkémids kdrosodés hatasara
24 oras reperfuziot kovetéen megemelkedett (p<0,05 vs. Kontroll). A FLU kezelés az
Akt és az eNOS fehérjék expresszidjat a kontrollok szintjére csokkentette (p<0,05 vs.
VEH), mig a FLU+NE100 csoportban a Sigma-1R antagonista hatasara ismét
emelkedett a proteinek mennyisége (p<0,05 vs. FLU). A Sigma-1R expresszidja nem

valtozott az egyes kezelések hatasara (20. dbra).
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19. abra. A Sigma-1 receptor (Sigma-
1R), Akt és endotelialis nitrogén-
monoxid szintaz (eNOS) fehérjék
expresszioja a kontroll, valamint a
vehikulummal (VEH), fluvoxaminnal
(FLU), és fluvoxamin + NE100-zal
(FLU+NE100) kezelt, iszkemizalt
allatokban 24 oras reperfizié utan.
+p<0,05 vs. K; ++p<0,01 vs. K;
+++p<0,001 vs. K; *p<0,05 vs. VEH,;
***p<0,001 vs. VEH; §p<0,05 vs.
FLU+NE100; §§p<0,01 Vs.
FLU+NE100. ( n=8/csoport)
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4.2.6 A Sigma-1R-Akt-eNOS fehérjék renalis lokalizacidja

A Sigma-1R aktivalasa kapcsan felmeriil a fehérje athelyezédése a sejten beliil,
melynek vizsgalatara immunfluoreszcens jelolést alkalmaztunk. A fagyasztott
vesemetszeteken konfokalis képalkotassal a Sigma-1R-Akt-eNOS utvonal fehérjéinek
lokalizacigjat figyeltik meg. Kiilon elemeztiik a tubulusokrél és a glomerulusokrol
késziilt felvételeket. A képeken az atmeneti fénnyel késziilt metszeteken lathatok a vese
szerkezeti egységei — a bazalmembran, a tubulus lumene, a glomerulus és a sejtmagok.
Az egyes szinek a kiilonboz6 fehérjéket jelolik, igy a zold az eNOS-t, a piros a Sigma-
1R-t, a lila az Akt-ot, kék szinnel pedig a sejtmagok abrazolodnak.

A kontroll allatok, illetve a FLU kezeltek veséiben a tubulusok esetén mindharom
fehérje a maghoz lokalizaltan helyezkedett el, mig a VEH és a FLU+NE100
csoportokban a vizsgalt proteinek a citoplazmaban is kifejezddtek. Az Osszevetiild
képeken a Sigma-1R, Akt és eNOS fehérjék kolokalizacidja abrazolodott (21. dbra).

A glomerulusok esetén a kontroll csoportban az eNOS kizardlag a maghoz
lokalizaltan volt jelen, mig a Sigma-1R és az Akt alig expresszalodott. I/R hatasara a
VEH csoportban megjelentek a Sigma-1R és Akt fehérjék a glomerulusban, az eNOS
pedig athelyez6dott a citoplazmaba.

A FLU kezelés csokkentette a Sigma-1R, valamint az Akt glomerularis
expresszidjat, az eNOS itt is kizarolag a maghoz asszocialtan volt jelen. A Sigma-1R
antagonista NE100-zal tortént kezelést kovetéen a VEH csoporthoz hasonldan
emelkedett volt a Sigma-1R és az Akt mennyisége a glomerulusban, mig az eNOS
ismételten a citoplazmaba helyez6dott. A harom fehérje a glomerulusokban a

tubulusokhoz hasonléan szintén kolokalizaciot mutatott (22. dbra).
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4.2.7 A renalis nNOS fehérje mennyisége

Mivel 24 6ras I/R-t kovetéen FLU kezelés hatasara a vazodilatator eNOS szintje
csokkent, ugyanakkor a FLU novelte az intrarendlis erek atmérdjét, ugy gondoltuk,
hogy esetleg egy masik NOS, a nNOS tehet felelossé ezekért a hatasokért. Ezért
lemértiik a vesék nNOS fehérje mennyiségét, és azt talaltuk, hogy I/R hatasara ugyan
nétt a fehérje expresszidja (p<0,05 vs. Kontroll), de a FLU kezelt csoportban még tobb
volt a fehérje mennyisége (p<0,01 vs. VEH), és a Sigma-1R antagonista NE100 hatasara
ismét a VEH szintjére csokkent (p<0,01 FLU+NE100 vs. FLU). (23. dbra)
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22. abra. A neuronalis nitrogén-monoxid szintaz (nNOS) fehérje expresszidja a
kontroll, valamint az iszkemizalt vehikulummal (VEH), fluvoxaminnal (FLU), és
fluvoxamin + NE100-zal (FLU+NE100) kezelt allatokban 24 o6ras reperfizio utan.
+p<0,05 vs. K; +++p<0,001 vs. K; **p<0,01 vs. VEH; §§p<0,01 vs. FLU. n=8/csoport
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4.2.8 Eratmérok valtozasa 30 perccel a kezelést kovetden

Mivel 24 o6ras I/R-t kovetéen a Sigma-1R — Akt — eNOS jelatvitel fehérjéi
csokkentek, ugyanakkor vazodilataciot tapasztaltunk a FLU kezelt csoportban, ezért azt
feltételeztiik, hogy 30 perccel a FLU beadasa utan, tehat az iszkémia kezdetekor mar
vazodilataci6 all fenn a FLU-nal kezelt csoportban, mely 24 oraval késébb is fennall.
Ezért mértik meg az allatok intrarenalis ératmérdjét 30 perccel a FLU ill. a
FLU+NE100 beadasat kovet6en iszkémia nélkiil (24. dbra). A FLU mar 10 perccel a
beadasat kovetden jelentds értagulatot idézett eld (p<0,01 vs. VEH), 30 perccel a
kezelés utan atlagosan 2 pm-rel nétt a kapillarisok atmérdje (p<0,001 vs. VEH). Ezt a
vazodilataciét a Sigma-1R antagonista NE100 teljesen felfliggesztette (p<0,001 vs.
FLU).
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23. abra. Rendlis ératméré valtozasa kontroll allatokban vehikulum (VEH),
fluvoxamin (FLU) vagy fluvoxamin+NE100 (FLU+NE100) beadasa utan 30 percen
keresztiil (A), illetve a valtozas mértéke a 30. percre (B). **p<0,01 vs. VEH;
***p<0,001 vs. VEH; §§p<0,01 vs. FLU+NE100; §§§p<0,001 vs. FLU+NE100;
°°°p<0,001 vs. FLU. n=80-100 ér/ csoport.

NOS gatlokat adva a FLU mellé azt tapasztaltuk, hogy iszkémids inzultus nélkiil,
30 perccel a hatéanyagok beadasat kovetden a szelektiv eNOS gatlé L-NIO
semlegesitette legnagyobb mértékben a FLU értagité hatasat (p<0,001 L-NAME,L-
NIO,7-NI vs. FLU; p<0,001 L-NAME, 7-NI vs. L-NIO), mig a szelektiv nNOS gatlo
bizonyult a leggyengébbnek (p<0,001 vs. L-NAME). (25. dbra)
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24. abra. Az intrarenalis ératméré 30 perccel a vehikulum (VEH), fluvoxamin
(FLU), fluvoxamin + L-NAME (FLU+L-NAME), fluvoxamin + L-NIO (FLU+L-
NIO) vagy fluvoxamin + 7-NI (FLU+7-NI) beadasat kovetéen. *p<0,05 vs. VEH;
***p<0,001 vs. VEH; °°°p<0,001 vs. FLU; ###p<0,001 vs. FLU+L-NIO; &&&p<0,001
vs. 7-NI. n=80-100 ér/ csoport.

4.2.9 A Sigma-1R - NOS rendszer expresszidja 30 perccel a kezelést
kovetden

Mivel 30 perccel a FLU beadéasat kovetden jelentds intrarenalis értagulatot
tapasztaltunk, lemértiik a vazodilatativ Sigma-1R - NOS rendszerfehérjék expressziojat
is. 30 perccel a FLU beadasat kovetden nétt a Sigma-1R — Akt — eNOS fehérjék
expresszidja (p<0,01 vs. Kontroll), mig a nNOS nem valtozott a kontrollokhoz képest.
A Sigma-1R antagonista NE-100 hatasara ismét a kontrollok szintjére csokkent a
Sigma-1R — Akt — eNOS fehérjék renalis mennyisége (p<0,05 vs. 30’ FLU), mig a
nNOS expresszioja megnétt (p<0,001 vs. Kontroll; 30” FLU) (26. dbra).
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25. abra. A Sigma-1 receptor (Sigma-
1R), Akt, endotelidlis és neuronalis nitrogén-monoxid szintaz (eNOS, nNOS)
fehérjék expresszioja a kontroll, valamint 30 perccel a fluvoxamin (30’ FLU), vagy
fluvoxamin + NE100 (301 FLU+NE100) kezelést kovetéen. ++p<0,01 vs. K;
+++p<0,001 vs. K; §p<0,05 vs. FLU+NE100; §§§p<0,001 vs. FLU+NE100. (
n==8/csoport)
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5. Megbeszélés

A diabétesz mellitusz miatt vesekdrosodasban szenvedd betegek szama
vilagszerte, igy hazankban is folyamatosan ndvekszik %, jelenleg a DNP a felndttkori
veseelégtelenség vezetd oka. A DNP talajan kialakulo végstadiumu veseelégtelenséggel
kezelt betegek szama is jelentdsen emelkedett az utobbi években 1 igy egyre tobben
keriilnek transzplantacids listara és varnak veseatiiltetésre. A NTx hosszu tava
kimenetelét szamos tényezd koziil az I/R-s karosodas befolyasolja legnagyobb
mértékben '°. Az I/R pontos patomechanizmusanak feltarasa j terapias tampontok
kidolgozasat segitheti eld, mellyel jelentdsen javithatdé a betegek életmindsége és
varhat6 élettartama.

A DNP kialakulasaban és progresszidjaban a RAAS talaktivalodasa
kulcsfontossagi, kezelésében is a RAAS gatlasa az elsédleges °. Ennek megfelelden
mikroalbuminuria esetén a klinikai gyakorlatban az elséként valasztand6 szerek az ACE
gatlok és az ARB-k °, melyek azonban nem lassitjak kelld6 mértékben a DNP

1 Ezt timasztja ald a kozelmultban megjelent tanulméany, amelyben a

progressziojat
lozartan illetve az enalapril kezelés nem védték ki az 1-es tipusu diabéteszes,
normotenziv, nem albuminurids betegeknél a protentria kialakulasat !

Az aldoszteron Onmagaban is fontos szereppel bir DNP-ban 12 az un.
»aldoszteron-szokés” - melynek lényege, hogy az ACE gatlok, illetve ARB-k nem
csokkentik kelld mértékben a diabéteszben megemelkedett aldoszteron szintet - jelentds
mértékben hozzajarul a proteindria és a vesekarosodds progresszidjahoz . Mindezek
ellenére az aldoszteron gatlasa egyelére csak kombinacioban jon szoba: a spironolaktont
jelenleg csak adjuvansként alkalmazzak DNP-ban, mig az eplerenont, ezidaig csak

szivbetegségekben hasznaltak 114

. Bar joval specifikusabb és kevesebb antiandrogén
mellékhatassal rendelkezik, mint a spironolakton, DNP-ban egyel6re térzskonyvezve
sincs.

Vizsgéalatainkban a kiillonb6z6 RAAS gatlok monoterapids hatékonysagat
hasonlitottuk 0ssze diabéteszes allatmodellben. Eredményeink alapjan az aldoszteron
antagonistak legalabb olyan hatékonyak a DNP progresszidjanak lassitasdban, mint a
rutinszertien alkalmazott ACE inhibitorok és ARB-k '*°.

A RAAS gatlok hemodinamikai hatasatol fiiggetlen renoprotektiv tulajdonsaga az

elmult években az érdeklddés kozéppontjaban all. Az ARB olmezartanrol kimutattak,

hogy a vérnyomas csokkentése mellett antioxidans tulajdonsagu, mely jelentdsen noveli
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vesevédd szerepét DNP-ban ''°

. Kisérleteinkben a RAAS gatlok antihipertenziv
tulajdonsagatol fliggetlen hatdsat vizsgaltuk, ezért irodalmi adatok alapjan olyan
dozisokat valasztottunk, melyek nem csokkentik a vérnyomast, ugyanakkor
bizonyitottan gatoljak az ACE-t 104 az AT1-t % ¢és az aldoszteront *%°. Eredményeink
alapjan sem a STZ indukalta diabétesz, sem a RAAS gatlok nem befolyasoltdk a
vérnyomast, ami igazolja a kisérleteink soran alkalmazott RAAS gatldo dozisok non-
depresszor mivoltat.

A klinikai gyakorlatban jol ismert jelenség a cukorbetegeknél megfigyelhetd
nyugalmi tahikardia '*’, ugyanakkor a diabéteszes allatokra a nyugalmi bradikardia

118, 119

jellemz6 . Mig embereknél elsdsorban a paraszimpatikus beidegzés karosodik,

addig a cukorbeteg 4allatokndl nagyjdbdl ugyanolyan mértékben romlik a sziv
szimpatikus és paraszimpatikus beidegzése %, ami paraszimpatikus talsalyt
eredményez ¢és igy bradikardidhoz vezet. A diabéteszes allatokra jellemzdé nyugalmi
bradikardia vizsgélatainkban is igazolddott, melyet egyediil az aldoszteron antagonistak
allitottak vissza a kontrollhoz hasonld pulzusértékekre. Az aldoszteron a karotisz
szinuszban noveli a NKA szintézisét €s aktivitasat, ezaltal gatolja a baroreceptorokat és

elnyomja a baroreflexet %

Elképzelhetd, hogy a diabéteszben megemelkedett
aldoszteron fokozott baroreflex gatlo hatasat védi ki a spironolakton és az eplerenon,
normalizalva ezéltal a cukorbeteg allatok pulzusat.

Korabbi vizsgalatokhoz hasonléan 8 121 mi is kozel 25 %-os elmaradast
tapasztaltunk a testtomeg novekedésében a diabéteszes patkdnyoknal, amit csak a
spironolakton kezelés védett ki. Az eplerenon szerkezete egy 9,11-epoxid csoportban
kiilonbozik a spironolaktonétdl, mely ndveli az eplerenon affinitdsat az aldoszteron
receptorhoz, ugyanakkor csokkenti kotddését a progeszteron és androgén receptorokhoz
103 Ezaltal az eplerenon specifikusabb az aldoszteron receptorra nézve, és kisebb
mértékben vannak anti-androgén hatasai a spironolaktonhoz képest. Ismert, hogy a STZ
indukélta diabéteszben a him patkdnyok testtomege kifejezetten csokken, mig a
néstényekre ez nem jellemzd 122123 Mindezek alapjan azt feltételezziik, hogy
kisérletinkben a spironolakton anti-androgén hatdsa tehetd feleldss¢ a
testsulycsokkenés kivédéséért, és az eplerenon azért nem hat, mert kevésbé kotodik a
progeszteron és az androgén receptorokhoz. Végsd soron a spironolakton anti-androgén
mellékhatasa ilyen koriilmények kozott akar elényds is lehet.

Kisérleteink soran valamennyi RAAS gatlé csokkentette a diabéteszes allatok

emelkedett vércukorértékeit, melynek hatterében a RAAS talaktivalédasa és az
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inzulinrezisztencia kdzotti szoros kapcsolat allhat. Szamos vizsgalat igazolja az Ang Il

124,125 , 121, 126
és az aldoszteron

aktiv szerepét az inzulinrezisztencia patogenezisében. A
RAAS altal aktivalt NADP-oxidaz komplex fokozott oxidativ stresszt okoz, ami
kozponti szerepet jatszik az inzulin szigndlkaszkad karosodasaban 28,124 Bara STZ a
béta sejtek elpusztitasa révén hossztavon teljes inzulinhidnyhoz vezet, ismert, hogy hat
héttel a STZ beadasa utdn is marad rezidualis inzulinaktivitds az allatok szervezetében
123, fgy feltételezhetd, hogy az altalunk mért alacsonyabb vércukorértékek a RAAS
gatlok inzulinrezisztenciat mérséklo hatasanak is tulajdonithatok.

27

A cukorbetegek megvaltozott zsir és koleszterin anyageseréje 2/, emelkedett

triglicerid szintje **® gyorsitja az érelmeszesedés folyamatat és jelentdsen noveli a sziv-

129 Korabbi allatkisérletekhez hasonléan **°

¢s érrendszeri megbetegedések kockazatat
mi is jelentdsen emelkedett 0ssz-, LDL-koleszterin és triglicerid értékeket mértiink a
diabéteszes csoportban a kontrollokhoz képest. Az aldoszteron antagonistak Kifejezetten
csokkentették valamennyi lipidparamétert, mig az ACE inhibitor és az ARB hatasa
joval kisebb mértékli volt. A spironolakton kapcsan mar ismert, hogy diabéteszben
javitja a megvaltozott lipidanyagcserét 121 de az eplerenon esetében elséként sikeriilt
bizonyitanunk a gyogyszer lipidcsokkenté hatasat. Az aldoszteron antagonistak
csokkentik a m4ajsejtek inzulinrezisztencidjat €s kéarosodasat diabéteszben Bl ezaltal
stabilizaljadk a lipoproteinek homeosztdzisat és javitjdk a zsiranyagcserét. Emellett
mérséklik a zsirszovet destrualodasat, amit a fehér zsirsejtekben diabétesz hatdsara

1 12, Kimutattak

aktivalt gyulladasos kaszkad é€s citokintermelés gatlasa révén érhetnek e
tovabbd, hogy a spironolakton befolyadsolja az adiponektin termelését, ami jelentds
szereppel bir a zsirsavak metabolizmuséban 133 Osszességében feltételezhetd tehat,
hogy az aldoszteron inhibitorok tobb ponton jarulnak hozza a kedvezdbb
zsiranyagcseréhez.

A cukorbeteg allatok vesemlkodése besziikiilt, melyet emelkedett szérum
kreatinin, karbamid, kalium ¢és csokkent natrium szint, tovabba a vesehipertrofiara utald
emelkedett vese/testtomeg index igazolt. Valamennyi RAAS gatld csokkentette a
vese/testtomeg indexet. Ez Osszefliggésben allhat a RAAS gatlok vércukorszintet
csokkentd hatasaval, mivel a hiperfiltracid, mely a kompenzatorikusan kialakulo
vesehipertrofidhoz vezet, elsésorban a megndvekedett vércukor fokozott kivalasztasaval

és ennek ozmotikus vizhajtd hatisaval magyarazhaté ***. A lozartan a vesehipertrofia

kivédése mellett csokkentette az emelkedett szérum kreatinin és kalium szinteket.
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Az ARB nagyobb hatékonysagat magyarazhatja, hogy ACE-t6l fiiggetleniil is
képzbdhet Ang 11 a vesében **, igy az ATI gatldsa az alternativan képz6d3 Ang 11
hatasat is kivédi. A spironolakton valamennyi vesefunkcids értéken javitott, az
eplerenon pedig a kreatinin kivételével szintén helyreallitotta az Osszes paramétert.
Feltételezziik, hogy az aldoszteron inhibitorok nagyobb effektivitasa az ,,aldoszteron-
szokés” jelenségével M2 és az aldoszteron DNP-ban kifejtett kdzponti szerepével 2
magyarazhato.

Vizsgalataink kapcsan a vesé€k strukturalis karosodasara utal a diabéteszes
patkdnyokndl megfigyelhetd mezangialis matrix expanzio, arteriolaris hialinizacio,
tubulo-intersticialis fibrozis fokozodasa és az Armanni-Ebstein 1ézi6 megjelenése. Az
Armanni-Ebstein 1ézi6 1ényegében a tubulusokra haté direkt gliikotoxicitas eredménye.
A megnovekedett tubuléris gliikozfelvétel miatt kicsapddik a glikogén, ami a tubulusok
vakuolaris atréfiajat eredményezi **°. Mivel kisérleteink soran valamennyi RAAS gatlo
csokkentette a vécukorszintet, valamint a proximalis tubulusok gliikozfelvétele a

. - . 137
vércukorszinttel aranyos

, valoszinlsithetd, hogy a RAAS gatlok a direkt
gliikotoxicitas mérséklésével csokkentették a tubulusok kérosodastat.

A mezangialis matrix expanzio, az arteriolaris hialinizacid ¢és a tubulo-
intersticialis fibrozis k6zos eleme az extracellularis matrix felszaporodésa, lerakodasa €s
a funkciondlis szOvet kiszoritdsa, a kapillaris, arteriolaris és tubuldris lumenek
besziikitése, melyek mind a vesefunkcidé romlasat eredményezik. Az Ang II-rdl és az
aldoszteronrol is kimutattdk, hogy pro-fibrotikus citokinek és novekedési faktorokon
keresztiil serkentik az extraxellularis matrix szintézisét a vesében 2. A RAAS és a
vesefibrozis kapcsolatat aldtdmasztja a kisérleteinkben tapaszalt, valamint korabbi
vizsgalatokban is leirt jelenség, miszerint ACE inhibitorok, ARB-k 139 &5 aldoszteron

140, 141
k

antagonista alkalmazasa csokkenti a vesefibrozis mértékeét.

mely a fibrozis egyik elsé lépéseként tekinthetd. Az EMT folyamata sordn az
epitélsejtek mezenhimalis, mobilis sejtekké alakulnak 4t, csokken az adhézios fehérjék
expresszidja és nd a mozgast lehetévé tevd aSMA fehérje mennyisége a sejtekben 12
Diabéteszben az aSMA pozitiv sejtek termelik a felhalmoz6dé extracellularis matrix
komponenseket, melyek végiil tubulo-intersticialis fibrozis kialakuldsahoz vezetnek 13
Vizsgalatainkban megnétt a diabéteszes allatok veséjében az oSMA fehérje

mennyisége, mely az EMT fokozdédasara utal.. Az is valdsziniisithetd, hogy a RAAS

gatlok DNP-ra kifejtett jotékony hatasdban kulcsfontossagii az EMT folyamata, mivel
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méréseink soran valamennyi RAAS gatld a kontroll szintjére csokkentette az aSMA
fehérje expresszigjat és igy mérsékelte a vese szoveti karosodasat.

Az Ang I1-161 és aldoszteronrdl is kdztudott, hogy fokozzak a TGFp expresszidjat,
mely az EMT egyik legerdsebb induktora 144 Korabbi vizsgalatokban kimutattak, hogy
a TGFp jelatviteli Gtvonalnak gatlasa kivédi az EMT és a fibrozis kialakulasat **.
Emellett kimutattak, hogy az Ang II és az aldoszteron TGFB-tol fliggetleniil is képes az
EMT folyamatanak beinditasara 146, 147 Feltételezhetd tehat, hogy a RAAS inhibitorai a
TGFp gatlasan keresztiil €s attol fliggetleniil is mérsékelik az EMT ¢és ezéltal a fibrozis
folyamatat. Mindezek mellett a diabéteszben megnovekedett tubuldris gliikozfelvétel
direkt indukélja a tubulusok EMT-jat **, amit a RAAS gatlok a szérum gliikoz és igy a
gliikdzkinalat csokkentése révén is kivédhetnek.

A gliikéz tubularis transzportja megfeleldé Na® gradienst feltételez, melyet a
bazolateralisan elhelyezkedé NKA biztosit **'. A NKA-nak jelentds szerepe van a
diabéteszben karosodott Na* és gliikkdz metabolizmus kialakulasaban. Ismert, hogy az
Ang II inhibitorok befolydsoljdk a NKA miikodését 9 de diabétesz kapcsan
mindezidaig csak a retindban mutattak ki az ACE gatlok ilyen iranyu védo hatasat 10

Korabbiakban munkacsoportunk igazolta, hogy STZ indukalta diabéteszes
patkanymodellben megemelkedett a renalis NKA expresszioja, ugyanakkor az enzim a
bazadlmembranrol a citoplazma felé athelyezddott, és ezéltal funkcidjat vesztitette 8
Galuska ¢és mtsai. human proximadlis tubulussejteken is azt tapasztaltak, hogy
hiperglikdmia hatasdra NKA a bazolateralis membranrol a citoplazmaba transzlokalodik

51 Korabbi kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy 24 6ras nagydozisa Ang Il infizio

Jelen vizsgélatainkban a RAAS gatlok - legnagyobb mértékben az aldoszteron
antagonistak - csokkentették a megemelkedett NKA fehérje mennyiségét és kivédték az
enzim koros athelyezddését a tubulusok bazolateralis membranja feldl a citoplazmaba.
Human proximalis tubulus sejtkultiran kimutattuk, hogy a hiperglikémia dnmagaban,
ozmolaris hatdsatol fiiggetleniil fokozza a NKA expresszigjat, amit az egyes RAAS
gatlok kivédenek. A gliik6z az angiotenzinogént kodolod gén promoteréhez kapcsolodva

30

direkt fokozza a rendlis RAAS aktivitasat ~, melyrdl igazoltdk, hogy jelentdsen

befolyasolja a NKA kifejezddését és lokalizacigjat 52 Trodalmi adatok alapjan ismert,
hogy az Ang II gatolja az Akt-indukalta NKA bazolateralis lokalizaciot 193,
Elképzelheté tehat, hogy a RAAS inhibitorok a hiperglikémia altal kivaltott RAAS
aktivacié kivédésével gatoljak a NKA expresszid fokozodasast és az enzim koros
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athelyezddését. Osszességében azt tapasztaltuk, hogy a RAAS és a direkt gliikotoxcitas
hatdsa szorosan Osszefiigg DNP-ban, illetve, hogy a RAAS gatlok mind a
gliikotoxicitas, mind az Angll és az aldoszteron koros hatasait képesek kivédeni.

Eredményeink alapjan elmondhato tehat, hogy aldoszteron antagonistak
monoterapiaban alkalmazva legaldbb olyan hatékonyak, ha nem hatékonyabbak a
rutinszerien alkalmazott ACE inhibitorok és ARB-k mellett a STZ indukélta DNP
progresszidjanak kivédésében. Emellett felmeriil az EMT ¢és a NKA korélettani szerepe
a DNP kialakulasaban és 0j terapias tampontként szolgalhat a RAAS gatlok alkalmazasa
soran.  Ugyanakkor szdmos  klinikai  vizsgalat  sziikséges eredményeink
alatamasztasahoz, illetve az aldoszteron antagonistdk monoterapids alkalmazasanak
bevezetéséhez a DNP kezelésében.

A jelenlegi terapids protokollok nem lassitjdk kelld mértékben a DNP
progressziojat 1!, igy a betegek jelentSs hanyada tovabbra is a DNP utolsd fazisaba,
végstadiumu veseelégtelenségbe keriil. A végstadiumu veseelégtelenségben szenvedd
betegek szamara az idealis terapia a NTx, mely a dializissel szemben jobb
életmindséget, illetve hosszabb talélést biztosit *. A modern immunszuppressziv
kezelések révén az akut rejekciok szama jelentdsen csokkent, azonban a NTx soran
elkeriilhetetlentil fellépd I/R karosodas, mely a kronikus allograft diszfunkci6é vezetd
oka, tovabbra is megoldatlan problémat jelent. A rendlis I/R felelds ezen kiviil a késoi
graftfunkcio csokkenés, illetve az akut veseelégtelenség tobbségéért, ezért szdmos
kutatas irdnyul az iszkémias sériilés csokkentésére 10,

A kozelmult kutatdsainak kozéppontjaba keriilt Sigma-1R elsdsorban az agyban
és a szivben talalhato, de a vesében is expresszalodik ®, ahol azonban pontos
lokalizacioja és funkcidja nem ismert. Nemrégiben igazoltdk, hogy a Sigma-1R

agonistai protektivek az agy, a retina és a mdj iszkémids kéarosodéasaval szemben 88, 90,

15 rendlis I/R kapcsan szerepét ezidaig nem vizsgaltak. A Sigma-1R agonistai koziil az
antidepresszans hatast FLU-r6l kimutattak, hogy kardialis iszkémidban, valamint
nyomastulterhelés okozta szivkarosodasban protektiv, mely mechanizmus hatterében a
Sigma-1R altal medialt Akt-eNOS jelatviteli atvonal jatszik szerepet *°. Munkéank
soran els6ként tanulmanyoztuk a FLU el6kezelés hatasat renalis I/R-ban a
vesekarosodasra, valamint a Sigma-1R — NOS rendszerre. Eredményeink alapjan a FLU

renoprotektiv lehet vese I/R-ban, és ezt a hatasat feltételezhetden a Sigma-1R — NOS

rendszeren keresztiilt kivaltott vazodilatacioval éri el.
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Vizsgalataink soran az iszkémids inzultust megel6z6en ip. adott Sigma-1R
agonista FLU novelte az allatok posztiszkémids talélését. A SSRI-0k, koztik a FLU
korabbi kutatasok szerint csokkentik a szivinfarktust kovetd morbiditast és mortalitast,

k 7. Megallapitottuk, hogy a

melynek hatterében a Sigma-1R-szerepét feltételezi
Sigma-1R antagonista NE100 FLU-nal egyiitt adva az allatok talélését kozel a VEH-
mal kezelt I/R csoport szintjére csokkentette, tehat a FLU talélésre gyakorolt jotékony
hatasa kutatasaink alapjan is a Sigma-1R-on keresztiil érvényesiil.

Kisérleteink soran a FLU-nal kezelt csoportban csokkent az I/R-t kovetOen
megnodvekedett fehérvérsejtszam, mely a szisztémas gyulladasos valasz mérséklodésére
utal. Az SSRI-okr6l mar korabban bebizonyosodott, hogy a T-sejtek proliferaciojanak
gatlasaval, immunmodulacioval, valamint a proinflammatorikus citokinek szintjének
csokkentése révén gyulladasgatld hatastiak 158 139 Endotoxin okozta gyulladas in vitro
és in vivo modelljében megallapitottak, hogy a Sigma-1R agonista, SR 31747 a
proinflammatorikus citokinek szintjét csokkenti, mig a gyulladasgatlokét noveli *.
Vizsgaltak tovabba a Sigma-1R agonistak agyi iszkémidban kifejtett hatasat, mivel
egyre tobb bizonyiték van arra, hogy az iszkémia okozta karosodasokban gyulladdsos
mechanizmusok is szerepet jatszanak. Szelektiv Sigma-1R agonista hatdsara csokkent
az agyi iszkémias karosodas, mely valoszinlileg részben a proinflammatorikus
citokinszint csokkenésének és a gyulladasgatld citokin expresszido fokozodasanak
koszonhetd o,

A Sigma-1R agonistak gyulladascsokkentd hatasa minden bizonnyal szisztémasan
hosszabb tulélés valoszinlileg nem csupan a FLU kozvetlen rendlis hatidsaval van
Osszefliggésben, hanem részben a szisztémds antioxiddns, és keringésjavitd
tulajdonsaganak az eredménye. A Sigma-1R antagonista NE100 a FLU-nak nemcsak a
talélésre, hanem a fehérvérsejtszamra gyakorolt jotékony hatasat is kivédte. Ebbdl arra
kovetkeztetiink, hogy a FLU a Sigma-1R kozvetitésével gyulladasgatld, mely hozzajarul
a vesekarosodas csokkentéséhez és a hosszabb posztiszkémias tiléléshez.

Kisérleteink igazoltak, hogy a FLU el6kezelés mérsékli az I/R inzultus szoveti
karosito hatasat. A vesében a FLU csokkentette mind a tubularis, mind a glomerularis
szoveti struktira sériilését. Multifoton mikroszkdpos vizsgalataink alapjan I/R-t
kovetden a tubulusok funkcionalisan és strukturalisan is sériiltek, eltlint a felsziniikrdl a

kefeszegély, a sejtmagok széttoredeztek €s nekrotikus szovettormelék toltotte ki a

tubulusok lumenét. Mindezen elvaltozasok jelentdsen csekélyebbek voltak a FLU
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elokezelt csoportban. Egerekben agyi iszkémidban bizonyos SSRI-k novelik a hipoxia-
indukalt-faktor-1o.  szintjét, mely sziikséges a sejtek oxigénhidnyhoz vald
kozelmultban kimutattak, hogy aktivacioja oxidativ stresszben antiapoptotikus faktorok
transzkripciojat noveli, ezaltal csokken a sejtpusztulas 2. Ez az apoptézist gatld hatas
kozrejatszhat a Sigma-1R agonista FLU kezelés kapcsan a vese strukturalis
karosodasanak  kivédésében. Ehhez tarsul a Sigma-1R  antioxidans és
gyulladascsokkentd tulajdonsdga, mely minden bizonnyal hozzédjarul a szdveti
karosodas megel6zéséhez. A Sigma-1R antagonista NE100 a FLU szoveti
protektivitasat teljes mértékben gatolta, ez bizonyitja, hogy a FLU antiapoptotikus ¢és
gyulladasgatlo hatasa a Sigma-1R-on keresztiil megy végbe.

Vizsgalatainkban megallapitottuk, hogy a FLU kezelés mérsékelte a vesefunkcio
romlasat is, melyet a szérum Kkreatinin, illetve karbamid paraméterek kisebb emelkedése
bizonyitott. Emellett az I/R hatdsara bekovetkezett vesekarosodas kovetkeztében
fellepd, feltételezhetden dilicids anémia is rendezddott FLU adagolas utan, melyet a
hemoglobin és hematokrit szint normalizalddasa is alatamasztott. A FLU vesefunkciora
gyakorolt jotékony hatdsat a FLU+NE100 csoportban az NE100 felfiiggesztette, mely
Sigma-1R medialt hatasra utal.

Multifoton mikroszkopia segitségével in vivo mérve az intrarenalis kapillarisok
lumenét megallapitottuk, hogy I/R-ban a rendlis erek atmérdje csokkent,
vazokonstrikci6 alakult ki, a FLU kezelés pedig novelte a rendlis erek posztiszkémias
atmér6jét, vazodilataciot eredményezve. A Sigma-1R antagonista NE100 kezelést
kovetden ismét a I/R-ra jellemzd vazokonstrikcidt észleltiik, vagyis a FLU értagitd
hatésa is Sigma-1R medialt folyamatnak latszik.

Korabbi vizsgalatok szerint az eNOS aktivacio - a vazodilataciot okozo NO
termelés fokozéasa révén - protektiv renalis I/R karosodast kovetéen *°. A FLU irodalmi
adatok alapjan a Sigma-1R — Akt- eNOS kaszkad aktivalasa révén noveli a NO
termelést, igy azt feltételeztiik, hogy sajat kisérleti modelliinkben is ez a jelatviteli
utvonal érvényesiil.

Kimutattuk, hogy bar a Sigma-1R iszkémiaban fokozddd expresszidjat nem
befolyasolta a FLU kezelés, az I/R kovetkeztében megemelkedett Akt és eNOS fehérjék
szintje FLU kezelés hatasara 24 6raval az iszkémiat kovetden a kontrollcsoport szintjére
csokkent. Ezek az alacsonyabb eNOS szintek az intrarendlis ératmérék mérésekor

tapasztalt vazodilatacid6 mellett latszolag ellentmondéasnak tlinnek. Egyik lehetséges
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magyarazat, hogy a FLU egy masik NO-ot termeld enzim, a nNOS expresszidjara hat.
Erre utalnak Western-blotos méréseink is.

A nNOS szerepe az iszkémias karosodas folyamataban vitatott. Barua és mtsai. a
sziv iszkémias kérosodasa kapcsan irtdk le, hogy a nNOS bizonyos anyagok
kardioprotektivitasat fokozza, ugyanakkor gatlasa mérsékeli a sziv iszkémias
kérosodasat ***. Nemrégiben mutattak ki, hogy nNOS knock-out egerekben stilyosabb a
belek iszkémids karosodasa a kontrollokhoz képest 165 ami szintén a nNOS protektiv
szerepét feltételezi. A nNOS a vesében a makula denzaban fejezddik ki legnagyobb
mértékben, és elsOsorban az afferens arteriola ératmérdjét szabalyozza. Tobb adat utal
arra, hogy a renalis nNOS alapvetden védoéfunkcidval bir a vesebetegségek
szempontjabol, mivel fokozott expresszidja mérsékli a magas vérnyomas, a diabétesz
illetve a hiperlipidémia vesekarositd hatdsat 166 A nNOS és a Sigma-1R kapcsolatat
elsdsorban az idegrendszerben vizsgaltdk eddig, ahol egymast serkentd
kolcsonhatasukat feltételezik **'.

Vizsgalatainkban a nNOS fehérje mennyisége ugyan nétt 24 6ras I/R-t kdvetden,
de a FLU kezelés hatasara sokkal jelentdsebb emelkedés volt megfigyelheté a VEH-hoz
képest. A Sigma-1R antagonista felfiiggesztette a FLU nNOS emeld hatdsat, tehat
Sigma-1R medialt folyamatrdl van szo, mely ugy tinik, hogy protektiv a vese I/R
karosodasa szempontjabol.

Tovabbi magyarazat lehet a 24 oras I/R-t kdvetd western-blotos és ératmérdre

vonatkozd eredményeink diszkrepancigjara, hogy a FLU '®

¢s a NO igen rovid
féleletideje miatt mar korabban kialakul a vazodilatacid, mely eldre felkésziti a vesét az
iszkémids inzultus ellen. Ezért az allatok renalis ératmérdjét 30 perccel a FLU beadasat
kovetden is mértiik. Azt tapasztaltuk, hogy mar 10 perccel a FLU kezelés utan jelentds
vazodilataci6 alakult ki a vesében, mely 30 perc utan - vagyis a tobbi kisérletben az
iszkémia kezdetekor - atlagos 30%-os ératmérd-ndvekedést eredményezett. {gy azt
feltételezziik, hogy a FLU-nal kezelt allatok veséjét jobb oxigénellatottsag mellett érte
az iszkémias inzultus a VEH-mal kezeltekhez képest. A Sigma-1R antagonista NE100
mind a 24 6ras /R utani, mind a 30 perccel a FLU beaddsat kovetden tapasztalt
értagulat kialakulasat megakadalyozta, bizonyitva, hogy a FLU értagitdé hatasa
Osszefligg a Sigma-1R-ral.

Mivel a FLU értagité hatdsa mogott a NOS rendszer szerepe valosziniisithetd,

ezért NOS gatlokat is alkalmaztunk. A nem-szelektiv NOS inhibitor mind a 24 6ras I/R-

t kovetd, mind a 30 perccel a FLU beadésa utan kialakuld vazodilataciot felfiiggesztette,
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igazolva a NOS szerepét a FLU értagitdo hatdsa mogott. Az eNOS specifikus inhibitor
nagyobb mértékben gatolta a 30 perccel a FLU beadésat kovetd értagulat kialakulasat,
mig az I/R utani vazokonstrikciot csak kisebb mértékben fiiggesztette fol. A nNOS
specifikus inhibitor éppen ellenkezdleg hatott, vagyis inkabb a hossza tavua, 24 oras I/R
utan kialakulé vazodilataciot fliggesztette fel, mig a 30 perccel a FLU beadasat
kovetéen nem volt hatékony. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy a FLU kezelés utan 30
perccel kialakulo, rovid tavu értagulat kialakitasaban inkdbb az eNOS-nak, mig a 24
oras I/R-t kovetd, hosszu tavu vazodilatacibban a NNOS-nak van kulcsfontossagu
szerepe. Ezt tdmasztjak alda Western-blotos eredményeink is: 30 perccel a FLU kezelést
kovetden nétt a Sigma-1R - Akt - eNOS fehérjék mennyisége, mig a nNOS expresszidja
nem valtozott. A kisérleteink sordn tapasztalt regenerdlodott rendlis keringés tehat
valésziniileg a FLU altal kivaltott NOS aktivacioval lehet Osszefiiggésben, ami
vazodilataciot eredményezett. Mivel a FLU+NE100 csoportban a Sigma-1R antagonista
NE100 megakadalyozta a FLU NOS expressziot valtoztatd és ératmérdt fokozo hatasat,
feltételezziik, hogy a NOS aktivacio a Sigma-1R kozvetitésével valosul meg.

A Sigma-1R aktivalodasarol kevés irodalmi adat all rendelkezésre. Egyes forrasok
szerint bizonyos agonistdk hatasara fokozodik a Sigma-1R mRNS expresszidja *, mig
mas kutatdsok alapjan a Sigma-1R transzlokacioja vezet aktivalodasdhoz 169, Hayashi és
mtsai. azt talaltak, hogy az endoplazmas retikulumot ér$ stresszhatas a Sigma-1R-o0k

crer

upregulacidojat, a transzkripcids aktivitds fokozodasat, valamint a receptorok

crer

elhtizédott, azonban hosszabb tavon fenndlld6 noxa esetén mRNS expresszidja ismét

. 169
csokkent

. Korabban leirtak azt is, hogy a Sigma-1R inaktiv allapotban az ER-ban
helyezkedik el, ahonnan aktivalo inger hatasara a plazmamembranoz transzlokalodik 5

Méréseink soran a Sigma-1R-Akt-eNOS fehérjék I/R-t kovetd lokalizacigja FLU
hatasara megvaltozott. A kontroll 4llatokban a tubulusokban maghoz lokalizalt fehérjék
I/R karosodas kovetkeztében a citoplazmaba is atkeriiltek, mennyiségiik emelkedett. A
glomerulusok esetén kontrollokban az eNOS a maghoz lokalizaltan helyezkedett el,
Sigma-1R ¢és Akt jéforman nem volt detektalhatd, mig iszkémiat kvetéen az utdbbi két
fehérje szintje megndtt, az eNOS pedig a citoplazmaban is kifejez6dott. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy az I/R indukéalja a Sigma-1R-Akt-eNOS utvonal aktivaciojat,
melynek hatdsdra megvaltozik a fehérjék lokalizacidja. FLU kezelt allatokban mind a

tubulusokban, mind a glomerulusokban a kontrollcsoporthoz hasonld képet mutatott a

fehérjék lokalizacioja, tehat mindharom fehérje ismét a mag kozelében volt. Sigma-1R
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antagonista NE100 hatasara a fehérjékre ugyanaz a lokalizacié volt jellemz6, mint
kezeletlen iszkémiat kovetden, tehat meggatolta a FLU hatasat.
Konfokalis képalkotasunk soran tehat bebizonyosodott, hogy a fehérjék athelyezddése
feltételezhetden szerepet jatszik a Sigma-1R aktivalasaban.

Eredményeink alapjan a kronikusan, jelentés mellékhatasok nélkiil a klinikumban
mar alkalmazott FLU védé funkcioval bir rendlis I/R  kéarosodas soran.
Renoprotektivitdsa hatterében pedig a FLU vazodilatativ hatasat és a Sigma-1R - NOS

rendszer szerepét feltételezzik.
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6. Kovetkeztetések

PhD munkam sordn célunk a kronikus vesekdrosodashoz vezetd DNP, illetve a
renalis I/R karosodas patomechanizmusanak leirasa, illetve a terapidban hasznalhato uj
célmolekuldk feltérképezése volt. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a DNP
kezelésében az aldoszteron antagonistaknak is helye lehet a rutinszeriien alkalmazott
ACE inhibitorok és ARB-k mellett, illetve hogy a RAAS gatlok renoprotekitv hatasukat
részben az EMT folyamatanak gatlasaval, részben a NKA stabilizalasaval fejthetik ki. A
DNP progresszidjanak lassitasaval mérsékelhetd a diabétesz talajan kialakulo
végstadiumu veseelégtelenség eléfordulasa, mely a NTx sziikségét csokkenti.

Ugyanakkor a NTx hosszu tava kimenetelét legnagyobb mértékben befolyasolo
I/R kérosodast a kronikusan, jelentds mellékhatasok nélkiil mdar alkalmazott
antidepresszans FLU hatékonyan csokkenti. Ennek a renoprotektivitasnak a hatterében a
Sigma-1R hatasara Iétrejové, NOS medialt vazodilatacio allhat. A FLU kezelés
rovidtavon a Sigma-1R — eNOS tengely mentén, mig I/R soran a Sigma-1R — nNOS
utvonalon fejtheti ki értagito, ezaltal stabilabb vesekeringést biztositd hatasat.

Abban bizunk, hogy eredményeink az ismeretlen utak felderitése mellett Uy
terapias teriileteket nyithatnak mar térzskonyvezett gyogyszerek szamara, bovitve ezzel

a kronikus vesekarosodas kezelésében hasznalhaté készitmények kelléktarat.
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1. 7.Osszefoglalas
A diabéteszes nefropatia (DNP) jelentds népegészségiigyi probléma,

patomechanizmusa nem tisztazott, terapidja nem megoldott. A DNP szovettani
elvaltozasai koziil kiemelendd az epitelidlis-mezenhimalis tranzicié (EMT) folyamata,
melynek soran az epitelidlis sejtek kotészovetes tulajdonsdgokat vesznek fel és alfa-
simaizom aktint (aSMA) termelnek.

Az EMT kialakuldsanak egyik meghatarozo tényezdje a diabéteszben aktivalodott
renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS). Korabbiakban allatkisérletes modellen
kimutattuk, hogy a vese diabéteszben 1étrejové stukturalis karosodasat az angiotenzin
(Ang) II adasa tovabb rontja. Igazoltuk, hogy a folyamat soran a vesemiikodésben
kozponti jelentdségili renalis natrium/kalium ATPaz (NKA) miikodése is karosodik.

Jelen kisérleteink egyik célja a klinikumban hasznalt kiillonb6z6 RAAS gatlok
hatasanak Osszehasonlitdsa, kiilonds tekintettel az EMT folyamatara és a NKA
valtozasara. Eredményeink alapjan az aldoszteron antagonistdk legalabb olyan
hatékonyak a DNP progresszidjanak kivédésében, mint az angiotenzin I konvertalo
enzim (ACE) gatlok és Ang II receptor blokkolok (ARB-k). Hatékonysaguk hatterében
szerepet jatszhat a NKA stabilizdlasa és az EMT gatlasa. Mindezek alapjan
feltételezziik, hogy az aldoszteron antagonistanak is helye lehet a rutinszeriien
alkalmazott ACE gatlok és ARB-k mellett a DNP kezelésében.

A DNP talajan kialakuld végstadiumi veseelégtelenség eléforduldsa nd,
kezelésében a vesetranszplantacido (NTx) a valasztandd eljards. A NTx hosszi tava
kimenetelét leginkabb a vese iszkémia/reperfuzios (I/R) karosodasa rontja, melynek
pontos korélettani hattere részleteiben nem ismert. Sziv és agy I/R karosodasa kapcsan
U jelatviteli ut jelentdsége igazolodott: a Sigma-1 receptor (Sigma-1R) — nitrogén-
monoxid szintdz (NOS) rendszer. Kimutattdk, hogy a Sigma-1R agonistai, koztliik az
antidepresszans fluvoxamin, protektiv a sziv posztiszkémias karosodaval szemben.

Mindezek alapjan kisérleteink masik f6 célja a Sigma-1R — NOS utvonal
szerepének tisztazasa a renalis I/R karosodas folyamataban. Igazoltuk, hogy a Sigma-1R
agonista fluvoxamin, melyet kronikusan, jelentds mellékhatdsok nélkiil mar
alkalmaznak, renoprotektiv hatasu I/R-ban, amit részben a Sigma-1R-NOS rendszeren
keresztiil eldidézett vazodilatdcioval valt ki. Reményeink szerint a fluvoxamin
csOkkentheti a NTx soran elkeriilhetetlen I/R kérosodast, hozzdjarulhat a beiiltetett graft
hosszabb tavii miikodéséhez és igy a transzplantalt betegek kedvezdbb tuléléséhez,

¢letmindségehez.
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8. Summary

Diabetic nephropathy (DNP) is an increasing problem, its exact pathomechanism
is unknown and an adequate therapy is still lacking. A main hallmark of the histological
changes in DNP is the epithelial-mesenchymal transition (EMT), during which
epithelial cells start to express alfa-smooth muscle actin (¢SMA). A crucial element
inducing EMT in diabetes is the activated renin-angiotensin-aldosterone system
(RAAS). In experimental studies previously we found that angiotensin (Ang) Il
administration worsened the histological damage in DNP. Furthermore we showed that
the function of the sodium/potassium ATPase (NKA), which plays a pivotal role in
renal function, is also significantly impaired in DNP.

Here we compared the monotherapeutic efficacy of different RAAS inhibitors in
the treatment of DNP, especially concerning EMT and NKA. According to our results
aldosterone inhibitors were as or even more effective than angiotensine converting
enzyme (ACE) inhibitors or Ang Il receptor blockers (ARB) in preventing DNP. They
might exert this renoprotective effect through blocking the development of EMT and by
stabilizing renal NKA. Therefore we postulate that aldosterone antagonist could be
useful in the treatment of DNP besides the routinly used ACE inhibitors or ARBs.
Furthermore EMT and NKA could represent novel targets in the therapy for DNP.

Diabetes leads to end stage renal disease requiring renal transplantation (NTX).
The long-term outcome of NTx is mainly influenced by the renal ischemia/reperfusion
(I/R) injury, whose exact pathomechanism is yet unknown. Recently a new molecular
pathway has been described in the heart and brain which seems to be protective agains
I/R injury, the Sigma-1 receptor (Sigma-1R) — nitric-oxide synthase (NOS) pathway.
The agonists of this receptor such as the antidepressant fluvoxamin (FLU) seem to
ameliorate I/R injury.

Hence our other aim was to analyze the effect of FLU on renal I/R injury and the
Sigma-1R — NOS system. We confirmed that FLU, which is a chronically used
antidepressant without any notable side effect, is protective against renal I/R. The
renoprotection might be mediated through the Sigma-1R — NOS pathway leading to
intrarenal vasodilatation. Therefor we hope that FLU might be beneficial during NTx
providing a better long term survival and quality of life both by decreasing renal I/R
injury and by improving depressive symptoms in chronic kidney disease patients and

renal transplant recipients.
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