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Bevezetés

A kronikus veseelégtelenség (KVE) vilagszerte folyamatosan
emelkedd megjelenése jelentés népegészségiigyi ¢és gazdasagi
probléma. A novekvd tendencia oka a KVE hatterében allo
legjelentésebb koroki tényezd, a diabétesz mellitusz jarvanyszeru
el6fordulasa: a WHO eldrejelzései szerint, 2030-ra megduplazodik
a cukorbetegek szama. A cukorbetegség  hosszutava
szOvodményeként kialakulé diabéteszes nefropatia (DNP) a
felndttkori KVE és végstadiumu veseelégtelenség vezetd oka.

A DNP patomechanizmusanak két meghatarozo tényezdje a
direkt gliikoztoxicitas és a diabéteszben aktivalodott renin-
angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS), melyek a vese fibrotikus
atalakuldséat indukaljak. A fibrézis egyik elsd 1€pése az epitelidlis-
mezenhimalis tranzici6 (EMT), mely soran az epitélsejtek alfa-
simaizom-aktint (aSMA) kezdenek termelni.

Munkacsoportunk hosszu ideje tanulmanyozza a DNP
progresszidjadban szerepet jatszO mechanizmusok molekularis
hatterét. Korabbi vizsgalataink alapjan az angiotenzin (Ang) Il
fokozza a DNP progressziojat, melynek hatterében a vesefunkcid
szempontjabol nélkiilozhetetlen natrium/kalium ATP-4z (NKA)
karosodasa kozponti jelentdségli. Az aktudlis irodalmi adatok
azonban a DNP progresszidjdban az Ang II mellett az
aldoszteronnak is jelentds koroki szerepet tulajdonitanak, bar a
pontos patomechanizmus tovabbra is tisztazatlan.

Napjainkban a nemzetkdzi €s hazai terdpids ajanlasok az Ang Il
gatldo szerek adasat javasoljak a DNP kezelésére. Ugyanakkor
szamos adat bizonyitja, hogy ez a kezelési protokoll nem lassitja a
kivant mértékben a vesekdrosodas progresszidjat, a betegek
jelentés hanyadanal tovabbra is végstddiuml veseelégtelenség
alakul ki.

A végstadiumu veseelégtelenség kezelésének elsddleges mddja
a vesetranszplantdcio (NTx). A NTx hosszu tava kimenetelét
szamos allogéntdl fliggd és fiiggetlen tényezé befolyasolja. Az
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allogéntdl fliggetlen faktorok koziil a vese iszkémia/reperfuzids
(I/R) karosodasa a legjelentésebb. Korabbi kisérleteinkben
igazoltuk, hogy a ndstények jobban ellendllnak a vese I/R
karosodasanak, aminek hatterében a ndstényekben megfigyelhetd
alacsonyabb endotelin szint és stabilabb NKA all. Nemrégiben
igazolodott, hogy a Sigma-1 receptor (Sigma-1R) agonista
fluvoxamin (FLU) protektiv a sziv és az agy hipoxias
karosodasaval szemben.

Az  értekezés targyalja a  diabéteszes vesekdrosodas
patomechanizmuséat, kiemelve a fokozott RAAS aktivitas
kovetkezményeit, valamint ismerteti a vesetranszplantatum
hosszitava talélése szempontjabdl kozponti jelentdségli /R
karosodas legfontosabb patofizioldgiai folyamatait. Kisérleteink
célja a kiilonb6z6 RAAS gatlok monoterapids hatékonysaganak
Osszehasonlitasa, illetve egy uj jelatviteli kaszkad, a Sigma-1R —
nitrogén-monoxid szintaz (NOS) ttvonal hatasanak vizsgalata a
vesekarosodas megeldzése szempontjabol.

Célkitiizések

Kisérleteinkben a DNP progresssziojat befolyasold folyamatokat
¢és az I/R patomechanizmusaban szerepet jatszd6 molekuldkat,
valamint mindkét korallapot 0j terapias lehetdségeit vizsgaltuk. A
kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt.

1. DNFP:

a. Az egyes RAAS gatlok monoterapidban alkalmazva hogyan
befolyasoljdk a diabétesz indukalta szoveti és funkcionalis
vesekarosodast?

b. Hogyan modositjak diabéteszben a RAAS gatlok az EMT
folyamatat és a NKA mitkodését?

c. Befolyasolja-e a hiperglikémia - ozmotikus hatasatol fliggetlentil
- a fenti folyamatokat?



2. IIR:

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?

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

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

Moébdszerek

Allatkisérleteink soran ivarérett him, Wistar patkanyokat
hasznaltunk.

1. DNP — streptozotocinnal (STZ, 65 mg/ttkg ip.) indukalt
diabétesz 6t hetes fennallasa utan 2 hétig kezeltiik az allatokat per
os: enalaprillal (40 mg/ttkg/nap), lozartannal (20 mg/ttkg/nap),
spironolaktonnal ~ vagy eplerenonnal  (50-50  mg/ttkg/nap).
Kontrollként kezeletlen diabéteszes ¢és egészséges allatok
szolgaltak (n=8/csoport).

A RAAS gatlo kezelést megeldzden, valamint kozvetleniil ledlés
eldtt mértiik az allatok vérnyomasat és pulzusat. A 2 hetes kezelést
kovetéen vizsgaltuk a metabolikus és renalis paramétereket, a
vesék szovettani kdrosodasat, és a renalis aSMA és NKA fehérjék
mennyiségbeli és lokalizacios valtozasat.

HK-2 proximadlis tubulussejteket normalis (5 mM), magas
gliikoz (35 mM), illetve magas mannodz tartalma (5 mM glikkoz +
72 oraig kezeltik enalaprillal (1 uM), lozartannal (10 uM),
spironolaktonnal (200 nM) vagy eplerenonnal (10 uM). A NKA
expressziot Western-blottal mértiik.

2. /R - Uninefrektomizalt him Wistar patkanyokat 50 perces
renalis I/R karosodas eldtt 30 perccel i.p. kezeltiink vehikulummal
(VEH), FLU-nal (20mg/ttkg), és FLU + Sigmal-R antagonista
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NE100-zal (1mg/ttkg). Az allatok posztiszkémias talélését egy
hétig kovettiik. Kiilon kisérleti sorozatban 24 o6rds reperfuziot
kovetden értékeltiik a vese funkcionalis és szoveti karosodasat. A
renalis Sigma-1R — Akt - eNOS - nNOS utvonalat Western-blottal
¢s immunofluoreszcens technikdkkal vizsgaltuk 24 o6rés reperfuziot
kovetden ill. iszkémias inzultus nélkiil, 30 perccel a kezelés utan.
Meértiikk a renalis ératméré valtozasat in vivo multifoton-
mikroszkopiaval. A NO szerepének tisztazasara vizsgalatainkat a
kovetkezd kezelési csoportokkal egészitettiink ki: FLU + non-
szelektiv NOS gatlo L-NAME (10mg/ttkg), FLU + szelektiv eNOS
gatlo L-NIO (20mg/ttkg), FLU + szelektiv nNOS gatlo 7-NI
(25mg/ttkg).

Eredmények

DNP

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

A diabéteszes allatok alacsonyabb pulzusszamat a RAAS gatlo
kezelések koziil csak az aldoszteron antagonistak noveltek.

A cukorbeteg patkanyok testtomege csokkent. At metabolikus
szérumparaméterek (glikoz, Ossz-koleszterin, LDL-koleszterin,
triglicerid) emelkedtek a diabéteszes csoportban a kontrollhoz
képest. A lozartan és az enalapril kezelés csak a gliikoz szintet
csokkentette, mig az aldoszteron antagonistdk valamennyi vizsgalt
értéken javitottak.

A cukorbeteg allatok a DNP-ra jellemz6 eltéréseket mutattak:
magasabb volt a vese-testtomeg indexiik, ami vesehipertrofiara
utal; emelkedett a szérum karbamid, kreatinin és kalium szintjiik és
alacsonyabb volt a szérum natrium értékiik. Az enalapril kizardlag
a vese/testtomeg indexet csokkentette, a lozartdn a kreatinin és
kalium értékeket is mérsékelte, mig az aldoszteron antagonistak
valamennyi paramlteren javitottak.
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A cukorbeteg allatokban a DNP-ra jellemzd hisztologiai
karosodas is Kialakult: nétt a mezangialis matrix mennyisége, az
arteridlis hialinizacié mértéke, valamint megjelent az Armanni-
Ebstein vakuolaris tubulusatrofia. Masson festéssel igazoltuk, hogy
a diabéteszes allatokban fokozddott a vese szovetét destruald
intersticialis fibrozis kialakulasa. Valamennyi RAAS gatlé kezelés
jelentésen mérsékelte a diabétesz indukalta szdveti karosodast:
egyarant csokkent a mezangialis matrix expanzid, az arteriolaris
hialinizaci6 és az intersticidlis fibrozis mértéke.

A DNP patomechanizmusaban ¢és a RAAS gatlok
hatékonysaganak hatterében a fibrozis egyik els6 1épéseként
tekinthetd EMT szerepe is feltételezhetd, melynek f6 markere az
aSMA. A diabéteszes allatok veséjében megemelkedett az aSMA
fehérje mennyisége, melyet valamennyi RAAS gatld kezelés
csokkentett.

Korébban kimutattuk, hogy DNP-ban n6 a renélis NKA szintje,
ugyanakkor az enzim athelyezédik ¢és ezaltal funkcidjat veszti.
Jelen vizsgélatainkban kiilonb6z6 RAAS gatlokkal kezelt
csoportokban mértiikk a rendlis NKA fehérje mennyiségét. A
diabéteszes csoportban megemelkedett a NKA fehérje mennyisége,
melyet az enalapril kivételével valamennyi RAAS gatlo,
legnagyobb mértékben az eplerenon csokkentett.

Az immunhisztologiai vizsgélat soran kontrollokban a NKA a
tubularis bazalmembran mentén helyezkedett el. A diabéteszes
csoportban megjelent a fehérje az apikalis membrannal is. Az
enzim athelyezddését az apikalis membranra az dsszes RAAS gatlo
kezelés kivédte, a citplazmatikus festddés kiszélesedését az
enalapril kivételével valamennyi RAAS gatlo kezelés, legnagyobb
mértékben a spironolakton mérsékelte.

A tubulusok NKA-ara kifejtett direkt gliikotoxicitas €s a gliikoz
ozmotikus tulajdonsagatdl fiiggetlen hatdsanak elkiilonitésére,
valamint a RAAS gatlok effektivitdsanak elemzésére végeztiik el
sejtkulturas kisérleteinket. A magas cukortartalmi médiumban
tartott HK-2 proximalis tubulussejtekben megnétt a NKA fehérje
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mennyisége, melyet a lozartan kivételével valamennyi RAAS gatlo,
legnagyobb mértékben az aldoszteron antagonistdk csokkentettek.
A gliikoz helyett azonos ozomlaritasi mann6ézos médiumban
tenyésztett sejtekben is emelkedett a NKA fehérje mennyisége a
kontrollokhoz képest, de nem olyan mértékben, mint a magas
gliikozon tartott sejtekben.

I/R

A FLU kezelés novelte a posztiszkémias tulélést a VEH-hoz
képest. 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 talélése. A FLU csoportban 50 ora elteltével az
allatok 70%-a még életben volt, mig a VEH csoportban erre az
idépontra a patkanyok 90%-a elhullott. A FLU+NEZ100 csoportban
a FLU mellett alkalmazott Sigma-1R gatld kezelés a talélést kozel
a VEH csoport szintjére csokkentette.

A vesefunkcid az iszkémiat 24 oraval kdvetden minden kezelési
csoportban romlott a kontrollokhoz képest, igy a kreatinin,
valamint a karbamid értékekben egyarant jelentés emelkedést
tapasztaltunk. A FLU kezelés csokkentette mind a kreatinin, mind a
karbamid értéket a VEH-hoz képest. A FLU+NE100 csoportban a
vesefunkcios paraméterek értéke ismét a VEH szintjére emelkedett.

I/R kovetden a hemoglobin és hematokrit szintje csokkent, a
fehérvérsejt szam emelkedett a kontroll csoporthoz képest. FLU
kezelés hatdsara a hemoglobin €és hematokrit normalizalodott, a
fehérvérsejtszam pedig csokkent. Az NEI100 hatasara a VEH
csoporthoz hasonlo értékeket mértiink.

A kontroll allatok veséje normalis struktirat mutatott, melyet ép
sejtmagok ¢és ép kefeszegély jellemez. Ehhez viszonyitva a VEH-
mal kezelt, iszkemizalt allatok veséjében szamottevd glomerularis
és tubuldris karosodast lattunk, mely a glomerulusok
hipercellularitdsdban, a kacslumenek mérsékelt kollapszusdban,
valamint a tubulusok epitélsejtjeinek vakuolizacidjdban ¢és
nekrozisdban nyilvanult meg. A FLU kezelt allatokban a szoveti
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szerkezet karosodasa kisebb mértékli volt, mind a glomerularis,
mind a tubularis szerkezetekben. A FLU+NE100 csoportban a
VEH csoporthoz hasonld mértékii glomeruléris és tubularis 1€éziot
tapasztaltunk.

A vesék funkciondlis és strukturalis karosodasanak €16 allatban
torténd meghatarozadsara multifoton mikroszkoépos képalkotést
végeztiink, mellyel a hagyomanyos fénymikroszkdpos analizis
soran tapasztalt elvaltozasok alatamasztdsa mellett tovabbi
strukturalis tényezOk vizsgalatara nyilt lehet6ség. A kontrollokban
funkciondlisan ¢ép kefeszegély abrdzolddott és az epitélsejtek,
sejtmagok strukturaja megtartott volt, a tubulusok lumenét nem
foglalta el nekrotikus szovettormelék. I/R hatdséra eltint a
tubulusok felszinérél a kefeszegély, a sejtmagok feltdredeztek,
struktirdjukat veszitették és a tubulusok lumenében jelentds
mennyiségii szovettormelék halmozodott fel. A FLU-nal kezelt
allatok veséjében kisebb mértékii volt a karosodas: maradt
funkcionalis kefeszegély, a sejtmagok integritdsa jobban megtartott
volt és kevesebb volt az elhalt szovettormelék a lumenben. Az
NE100 felfiggesztette a FLU hatasat, ismét a VEH csoporthoz
hasonlé képet lattunk.

Mivel a FLU javitotta a talélést és csokkentette a szisztémas
gyulladds valamint a vesekdrosodas mértékét, és a Sigma-1R
agonistajaként befolyassal lehet a NOS rendszerre, azt
feltételeztiik, hogy értagulatot, jobb vesekeringést biztosit, és igy
fejti ki renoprotektiv hatasat. Ennek bizonyitdsara multifoton
mikroszkoppal, el6 allatokban megmértiik az intrarenalis
kapillarisok atmérdjét. Méréseink alapjan 24 6rds I/R hatdsara a
veseerek atmérdje csokkent, vazokonstrikcié alakult ki, mig FLU
kezelés hatasara megndvekedett ératmérot tapasztaltunk. NE100
adasat kovetden ismét kisebb ératmérdt mértiink a FLU kezelt
csoporthoz képest.

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
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inhibitor felfliggesztette a FLU értagitd hatasat, de nem azonos
mértékben. A leger6sebb hatasa a nNOS gatlé 7-NI-nek volt, ez
nagyobb mértékii érsziikiiletet valtott ki, mint a nem szelektiv NOS
gatlo L-NAME, illetve az eNOS gatlo L-NIO, melyek kozel azonos
mértékben fiiggesztették fel a FLU hatésat.

Mivel a FLU vazodilatativ hatasa mogott a Sigma-1R—AKt—
eNOS jelatviteli utvonal szerepe feltételezhetd, ezért az egyes
kezelési csoportokban mértilk mindharom fehérje mennyiségi
valtozasait. A renalis Sigma-1R, Akt és eNOS fehérjék szintje
iszkémias karosodas hatasara 24 oras reperfuziot kovetden
megemelkedett. A FLU kezelés az Akt és az eNOS fehérjék
expresszidjat a kontrollok szintjére csokkentette, mig a
FLU+NE100 csoportban a Sigma-1R antagonista hatasara ismét
emelkedett a proteinek mennyisége. A Sigma-1R expresszidja nem
valtozott az egyes kezelések hatdsara.

A Sigma-1R aktivalasa kapcsan felmeriil a fehérje athelyez6dése
a sejten beliil, melynek vizsgalatdira immunfluoreszcens jeldlést
alkalmaztunk. 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 citoplazmaéban is kifejezédtek. Az osszevetiild
képeken a Sigma-1R, Akt és eNOS fehérjék kolokalizacioja
abrazolodott. A glomerulusok esetén a kontroll csoportban az
eNOS kizarolag a maghoz lokalizaltan volt jelen, mig a Sigma-1R
és az Akt alig expresszéalodott. I/R hatdsara a VEH csoportban
megjelentek a Sigma-1R ¢és Akt fehérjék a glomerulusban, az
eNOS pedig athelyezddott a citoplazmaba. A FLU kezelés
csokkentette a Sigma-1R, valamint az Akt glomerularis
expressziojat, az eNOS itt is kizarolag a maghoz asszocialtan volt
jelen. A Sigma-1R antagonista NE100-zal tortént kezelést kovetden
a VEH csoporthoz hasonléan emelkedett volt a Sigma-1R és az Akt
mennyisége a glomerulusban, mig az eNOS ismételten a
citoplazmaba helyezddott. A harom fehérje a glomerulusokban a
tubulusokhoz hasonl6an kolokalizaciot mutatott.
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Mivel 24 o6ras I/R-t kovetden FLU kezelés hatasdra a
vazodilatator eNOS szintje csokkent, ugyanakkor a FLU novelte az
intrarenalis erek 4tmérdjét, ugy gondoltuk, hogy esetleg egy masik
NOS, a nNOS tehet6 felelosé ezekért a hatasokeért. Ezért lemértiik a
vesék nNOS fehérje mennyiségét, és azt talaltuk, hogy I/R hatésara
ugyan nott a fehérje expresszidja, de a FLU kezelt csoportban még
tobb volt a fehérje mennyisége, és a Sigma-1R antagonista NE100
hatasara ismét a VEH szintjére csokkent.

Egy masik lehetdség a Wetern-blot eredmények és az ératmérék
kozotti ellentmondésnak, hogy 30 perccel a FLU beadédsa utén,
tehat az iszkémia kezdetekor mar vazodilatacio all fenn a FLU-nal
kezelt csoportban, mely 24 oraval késébb is fennall. Ezért mértiik
meg az allatok intrarenalis ératmérdjét 30 perccel a FLU ill. a
FLU+NE100 beadasat kovetden iszkémia nélkiil. A FLU mar 10
perccel a beaddsat kovetden jelentds értagulatot idézett eld, 30
perccel a kezelés utan atlagosan 2 pum-rel nétt a kapillarisok
atméréje. Ezt a vazodilataciot a Sigma-1R antagonista NE100
teljesen felfiiggesztette. NOS gatlokat adva a FLU mellé azt
tapasztaltuk, hogy iszkémias inzultus nélkiil, 30 perccel a
hatéanyagok beadasat kovetden a szelektiv eNOS gatlo L-NIO
semlegesitette legnagyobb mértékben a FLU értagitd hatasat, mig a
szelektiv nNOS gatlo bizonyult a leggyengébbnek.

Mivel 30 perccel a FLU beadésat kdvetden jelentds intrarenalis
értagulatot tapasztaltunk, lemértiik a vazodilatativ Sigma-1R - NOS
rendszer fehérjék expressziojat is. 30 perccel a FLU beadasat
kovetden nétt a Sigma-1R — Akt — eNOS fehérjék expresszidja,
mig a nNOS nem valtozott a kontrollokhoz képest. A Sigma-1R
antagonista NE-100 hatsasara ismét a kontrollok szintjére csokkent
a Sigma-1R — Akt — eNOS fehérjék renalis mennyisége, mig a
nNOS expresszidja megnott.



Osszefoglalas

A diabétesz mellitusz miatt vesekarosodasban szenvedd betegek
szama vilagszerte, igy hazankban is folyamatosan nodvekszik,
jelenleg a DNP a felnéttkori veseelégtelenség vezeté oka. A DNP
talajan kialakuld végstadiumu veseelégtelenséggel kezelt betegek
szadma is jelentdsen emelkedett az utdbbi években, igy egyre tobben
keriilnek transzplantacios listara és varnak veseatiiltetésre. A NTx
hosszl tava kimenetelét szamos tényezo koziil az I/R-s karosodas
befolyasolja  legnagyobb  mértékben. Az I/R  pontos
patomechanizmusanak feltarasa 0j terapias tampontok kidolgozasat
segitheti eld, mellyel jelentdsen javithat6 a betegek ¢életmindsége €s
varhato élettartama.

Vizsgéalatainkban a kiilonb6z6 RAAS gatlok monoterapias
hatékonysagat hasonlitottuk 0ssze diabéteszes allatmodellben.
Eredményeink alapjan az aldoszteron antagonistdk monoterépiaban
alkalmazva legalabb olyan hatékonyak, ha nem hatékonyabbak a
rutinszeriien alkalmazott ACE inhibitorok és ARB-k mellett a STZ
indukalta DNP progresszidjanak kivédésében. Emellett felmeriil az
EMT és a NKA korélettani szerepe a DNP kialakulasédban és 1y
terapias tampontot szolgaltathat a RAAS gatlok alkalmazasa soran.
Ugyanakkor szamos klinikai vizsgalat sziikséges eredményeink
alatdmasztasdhoz, illetve az aldoszteron antagonistdk monoterapids
alkalmazasanak bevezetéséhez a DNP kezelésében.

A jelenlegi terapias protokollok nem lassitjak kelld mértékben a
DNP progresszidjat, igy a betegek jelentds hanyada tovéabbra is a
DNP utolsé fazisaba, végstadiumu veseelégtelenségbe keriil. A
végstadiumu veseelégtelenségben szenvedd betegek szamdra az
idealis terapia a NTx, mely a dializissel szemben jobb
¢letmindséget, illetve hosszabb talélést biztosit. A modern
immunszuppressziv kezelések révén az akut rejekciok szdma
jelentdsen csokkent, azonban a NTx soran elkeriilhetetleniil fellépd
I/R kérosodas, mely a kronikus allograft diszfunkcio vezetd oka,
tovabbra is megoldatlan problémat jelent.
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Vizsgalataink soran az iszkémias inzultust megel6z6en ip. adott
Sigma-1R agonista FLU novelte az allatok posztiszkémias
talélését, csOkkentette a vese strukturalis és funkcionalis
karosodasat, novelte az intrarendlis kapillarisok atmérdjét, és
befolyasolta a Sigma-1R — NOS rendszert.

Eredményeink alapjan a kronikusan, jelentds mellékhatasok
nélkiil a klinkkumban mar alkalmazott FLU védd funkcidval bir
renalis I/R kérosodas soran. Renoprotektivitasa hatterében pedig a
FLU vazodilatativ hatasat és a Sigma-1R - NOS rendszer szerepét
feltételezziik.

Abban bizunk, hogy eredményeink az ismeretlen utak felderitése
mellett, 0j terpids teriileteket nyithatnak mar torzskonyvezett
gyogyszerek szamara, bovitve ezzel a kronikus vesekarosodas
kezelésében hasznalhato készitmények kelléktarat.
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