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ROVIDITESJEGYZEK

ACE Angiotenzin II konvertalo enzim (angiotensin converting enzyme)
ACTH Kortikotropin (adrenocorticotropic hormone)

Akt Protein kinase B

ANG Angiotenzin

AOGEN Angiotenzinogén

ARB Angiotenzin Il receptor blokkolo (angiotensin II receptor blocker)
AT Angiotenzin receptor

Bax Bcl2-associated X protein

Bcl2 B-cell lymphoma 2

BDNF Brain-derived neurotrophic factor

BSA Borju szérum albumin (bovine serum albumin)

CaMK Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase

cDNS Komplementer DNS

CREB CAMP response element-binding protein

CRH Kortikotropin-serkenté hormon (corticotropin-releasing hormone)
DM Diabétesz mellitusz

DNP Diabéteszes nefropatia

EGTA Etilén-glikol-tetraecetsav

ENA Enalapril

EPL Eplerenon

ER Endoplazmatikus retikulum

ERK Extracellular signal-regulated kinase

FLU Fluvoxamin maleat

Gabl GRB2-associated-binding protein 1

GFR Glomerularis filtracids rata



DOI:10.14753/SE.2017.2062

GOT Glutamat-oxalacetat aminotranszferaz

GPT Glutamat-piruvattranszaminaz

Grb2 Growth factor receptor-bound protein 2

HbAlc Hemoglobin Alc

HDL Magas denzitasu lipoprotein (high density lipoprotein)
HPA Hipotalamusz-hipofizis-mellékvese (hypothalamic—pituitary—adrenal)
IFG Emelkedett éhomi vércukorszint (impaired fasting glucose)
IGT Csokkent gliikdztolerancia (impaired glucose tolerance)

IL Interleukin

IRS1/2 Insulin receptor substrate 1/2

JNK c-Jun N terminal kinase

KIR Kozponti idegrendszer

KVE Kronikus veseelégtelenség

LOS Lozartan

MAO Monoamin-oxidaz

MEK Mitogen-activated protein kinase kinases

MR Mineralkortikoid-receptor

mTOR Mammalian target of rapamycin

NE100 N,N-dipropil-2-[4-metoxi-3-(2-feniletoxi)-fenil]-etilamin

monohidroklorid

NF-xB Nuclear factor kappa-B

OGTT Oralis gliikdztolerancia-teszt

p75Ntr Neurotrophin receptor p75

PAI-1 Plazminogén aktivator inhibitor-1

PAS Perjodsav Schiff

PBS Foszfat-pufferelt sooldat (phosphate buffered saline)
PI3K Phosphoinositide 3-kinase
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PLC Phospholipase C

PLCy Phospholipase C gamma

PMSF Fenil-metanszulfonil-fluorid

RAAS Renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer

Raf Serine/threonine-specific protein kinases

RAM Ramipril

Ras Small GTPase proteins

RIP2 Receptor interacting protein-2

Rn18s 18s riboszomalis RNS

ROS Reaktiv oxigén szarmazékok (rective 0Xygen species)
RT-PCR Valés idejli reverz transzkripcidos polimeraz-lancreakcio (real-time

polymerase chain reaction)

S1R Sigma-1 receptor

SDS Néatrium-dodecil szulfat

Shc Adaptor proteins

SOS Son of sevenless

SPI Spironolakton

SSRI Szelektiv szerotonin visszavétel gatlo (selective serotonin reuptake
inhibitor)

STZ Streptozotocin

T1DM 1-es tipusu diabétesz mellitusz

T2DM 2-es tipusu diabétesz mellitusz

TBS Tris-pufferelt sdoldat (tris buffered saline)

TNF-a Tumor necrosis factor alpha

TRAF4/6 TNF receptor-associated factor 4/6
TRIS Trisz(hidroximetil)-aminometan

TrkB Tropomyosin receptor kinase B
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1. BEVEZETES — IRODALMI HATTER

1.1. A diabétesz mellitusz

1.1.1. A diabétesz mellitusz eléfordulasa

A diabétesz mellitusz (DM) napjaink egyik civilizacios pandémiaja, mely jelentds
népegészségiigyi, gazdasagi és szocialis terhet jelent elsésorban az euroatlanti
tarsadalmak szdmara. Vilagszerte tobb mint 415 millio ember szenved cukorbetegségben,
a Nemzetkozi Diabétesz Tarsasdg becslése szerint 2040-re a betegek széma
meghaladhatja a 640 milliot (1. dbra). A statisztikai adatokat torzitja, hogy a felnétt
népesség kozel felében (46,5%-ban) a betegség diagnosztizalatlan marad; azaz minden

ismert esetre egy fel nem ismert cukorbeteg jut [1].

1. abra. A cukorbetegség eléfordulasi gyakorisaga a felnétt populacioban. (Nemzetkozi
Diabétesz Tarsasag abraja) [1].
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A betegség incidenciaja és prevalenciaja folyamatosan ndé - Magyarorszagon is.
Kozponti regiszter hianyaban a hazai feln6tt cukorbetegek szamarol nem rendelkeziink
megbizhat6 adatokkal [2]. A térségbeli kiilfoldi statisztikak, illetve a vilagméreti trendek
alapjan a DM gyakorisaga hazankban 6-9%-ra becsiilhetd, vagyis tobb mint 600 000
ember szenved a betegségben és évente atlagosan 5-10%-kal n6 az incidencia. A betegek
ellatasanak koltsége a hosszan tartd korlefolyas és a szamtalan szovédmény miatt igen
magas, Magyarorszagon meghaladja a GDP 0,65%-4t, de az Egyesiilt Allamokban ennek
akar a duplaja is lehet [3].

1.1.2. A diabétesz mellitusz klasszifikacioja

A cukorbetegség egy kronikus szénhidrat-anyagcserezavar, melynek elsddleges
kivaltdé oka az inzulin termelddésének viszonylagos vagy teljes hianya, illetve az
inzulinhatas elmaradasa. A korosan megvaltozott anyagcsere negativan befolyasolja a
fehérje- és zsir -, valamint a s6-viz és sav-bazis héztartast is. A fennallé inzulinhiany
kovetkeztében az inzulin-szenzitiv sejtek nem képesek a cukor felvételére, igy a magas
vércukorszint ellenére szoveti gliikkozhiany alakul ki. A kronikusan fennallod, emelkedett
vércukorszint szamos szerv funkcidzavarat és strukturalis karosodasat eredményezi [4].
csoportositas az etiologiai klasszifikacion alapul. Négy f6 entitas kiilonithetd el: 1-es
tipus, 2-es tipus, gesztacios DM, valamint egyéb specidlis DM formak.

Az l-es tipusu DM (T1DM) az esetek megkdzelitleg 10%-aért felelds. T1DM
soran a hasnyalmirigy béta-sejtjeinek pusztuldsa miatt teljes inzulinhiany alakul ki. A
béta-sejtek apoptozisat autoimmun folyamatok eredményezik, melynek pontos oka
egyeldre nem tisztazott, de a genetikai prediszpozicio mellett egyes kdrnyezeti faktorok
hajlamosité szerepe is feltételezhet6 [5]. A betegség klinikai tiinetei altalaban kisgyermek
vagy adoleszcens korban kezdddnek, azonban a cukorbetegséget kialakitdé autoimmun
folyamatok mar sokkal korabban elindulhatnak [6].

A cukorbetegek tobb mint 90%-a 2-es tipusu DM-ben (T2DM) szenved. Ez a
forma leginkabb felndttkorban, 35 év felett jelentkezik, legtobbszor obezitas ill.
metabolikus szindroma részjelenségeként [7]; azonban az eclhizds vilagméreti

terjedésével parhuzamosan folyamatosan nd a gyermekkori esetek szdma is. A

10
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cukorbetegség kialakulasanak oka ebben az esetben sem egyértelmiien tisztdzott. Az
elhizas kovetkeztében megnovekedett Viszceralis zsirszovet szerepe a béta-sejt
diszfunkcio és az inzulinrezisztencia kialakulasaban azonban egyértelmiinek latszik [8].
T2DM esetében meghataroz6 a genetikai hattér; cukorbetegség az els6fokti rokonok
kozott szinte minden esetben el6fordul. Mindezek mellett szamos kornyezeti hatas, pl. a
dohényzas, mozgasszegény életmod is fliggetlen hajlamosito tényezd lehet.

A két klasszikus csoporton (T1DM ¢és T2DM) kiviil kiilon entitas a gesztdcios
DM, melyben a szénhidrat-anyagcsere zavara a terhesség soran manifesztalodik. A magas
vércukorszint a varanddssagot kovetden altaldban megsziinik, azonban ezekben a
betegekben a késébbiekben gyakoribb a T2DM eléfordulasa [9].

Az egyéb, specidlis DM formadk (pl. a B-sejt vagy inzulinmi{ikodés genetikai hibai,
gyogyszertoxicitds vagy infekcid6 okozta DM) részletes ismertetése meghaladja a

disszertacio kereteit.

1.1.3. A diabétesz mellitusz tiinetei

A diabetes mellitus szo szerinti forditasban édes, b6 vizeletiiritést jelent, mely a
vizeletben megjelend cukorra utal. A betegség jellegzetes klasszikus tiinetei a politria,
polidipszia, valamint az egyéb okkal nem magyardzhat6 fogyas napjainkban mar inkabb
csak T1DM-ben jellemzd. Egyes esetekben labikragores és a kéz ujjainak zsibbadasa is
eléfordulhat. Idénként homalyos latas jelentkezhet a hiperozmolaris csarnokviz
megvaltozott fénytdrése miatt. Mindezek mellett, a visszatérd, nehezen gyogyuld
bakterialis és gombas fertdzések is cukorbetegséget jelezhetnek.

T2DM esetében — mivel évekig, évtizedekig tiinetmentesen alakulhat— a betegség
legtobbszor szlir@vizsgalat, vagy egyéb korallapot kapcsan végzett vérvételkor kertil
felismerésre, de eléfordul, hogy a mar kialakult sz6védmények kapcsan sziiletik meg a

diagnozis [7].

11
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1.1.4. A diabétesz mellitusz diagndzisa

A klinikai tlinetek megléte utalhat a cukorbetegségre, azonban a diagndzis
felallitasahoz elengedhetetlen a vércukorszint meghatarozasa. A hazai és nemzetkozi
ajanlasok alapjan a DM koérisme akkor allithato fel, ha:

(1) az éhomi vércukorszint egyenld, vagy meghaladja a 7 mmol/l értéket
(2) a random vagy két 6ras oralis gliikoztolerancia-teszt (OGTT) vércukorértéke >11,1
mmol/l.

Az amerikai ajanlasok szerint a kronikusan magas vércukorszint megéllapitasara
a hemoglobin Alc (HbA1c) meghatarozasa is alkalmas. Ennek alapjan a DM diagnézisa
kimondhato, ha a HbAlc értéke egyenld, vagy meghaladja a 6,5%-ot [10].

A DM ¢és a normalis gliikkdztolerancia kozotti atmenet az emelkedett ¢éhomi
vércukorszint (IFG) és a csokkent gliikdztolerancia (IGT) allapota. IFG akkor all fenn, ha
az éhomi vércukorérték 6,1 - 6,9 mmol/l és a két 6ras OGTT <7,8 mmol/l. IGT akkor
allapithatdo meg, ha az OGTT két oras értéke 7,8 - 11 mmol/l és az éhomi vércukorszint
értéke <7 mmol/l [2]. Mindkét allapot a szénhidratanyagcsere zavarat jelzi, a betegek

folyamatos kdvetése és ellendrzése indokolt.

1.1.5. A diabétesz mellitusz szovodményei

A cukorbetegség akut és kronikus szovédményeket okozhat. Az akut
szovédmények kozé tartozik a ketoaciddzis és a hiperglikémids hiperozmolaris allapot,
valamint a hipoglikémia, melyek leginkdbb a nem megfeleléen beallitott inzulin-kezelés
miatt alakulhatnak ki és akar végzetesek is lehetnek [11].

A kronikusan magas vércukorszint okozta gliikdztoxicitds, makro- és
mikrovaszkularis szovodmények kialakuldsahoz vezet, melyek masodlagos sokszervi
karosodast eredményeznek. Makroangiopatia soran a nagyerek ateroszklerotikus
elvaltozésai fokozzak kardiovaszkularis és cerebrovaszkularis karosodas kockazatat. A
mikroangiopatias elvaltozasok a kisebb erek destrukcidja révén jelentkeznek, melynek
nyoman nefropatia, neuropatia és retinopatia alakulhat ki [12]. A tovabbiakban a

diabéteszes nefropatia (DNP) keriil részletesebb ismertetésre.
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1.2. A diabéteszes nefropatia

1.2.1. A diabéteszes nefropatia el6fordulasa, gyakorisaga

Az euroatlanti tarsadalmakban a DNP a felndttkori kronikus veseelégtelenség
(KVE) vezet6 oka, melynek prevencioja és kezelése napjainkban sem megoldott [13]. Az
Egyesiilt Allamokban a betegek akar 50%-aban DNP talajan alakul ki a vesemiikodés
kronikus zavara, mig Magyarorszagon ez az arany 30-40% [14]. A KVE progresszioja
soran végstadiumu veseelégtelenség alakul ki, ekkor az egyetlen terapids lehetdség a

vesepotlo kezelés (dializis vagy transzplantacio).

1.2.2. A diabéteszes nefropatia tiinetei

A DNP a cukorbetegség barmelyik tipusdban el6fordulhat. TIDM esetében a
betegek mintegy 40%-anal a diagndzistdl szamitott 15-20 éven beliil kialakul a
vesemiikddés zavara. T2DM betegek 10-20%-anal jelentkezik vesekarosodds, mely mar
az alapbetegség diagndzisanak pillanataban jelen lehet [15].

A nefropatia klinikai diagnozisa a DM, valamint a mikroalbuminuria jelenléte (3-
6 honap eltéréssel legalabb két alkalommal) mellett a glomerularis filtracids rata (GFR)
csokkenésén alapul. A mikroalbuminuria hidnya sem zarja ki azonban a DNP diagnézisat;
renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) gatlok szedése — a tarsuld hipertonia
miatt - okozhatja, hogy az albumintria nem detektalhat6 [14].

Az eurdpai (Mogensen-féle) klasszifikacid szerint, a DNP klinikai és szdvettani
képe alapjan 6t stadiumot kiilonboztetiink meg [16]:

Az elsé stadiumot a vese hipertrofiaja és hiperfiltracioja jellemzi, mely soran GFR
novekedés figyelhetd meg. Ebben a fazisban még nem mutathato ki mikroalbumintria, a
mezangium ¢és bazalmembran ép szerkezetii.

A masodik stadiumban é4tmeneti mikroalbumintria jelentkezhet, melynek
leggyakoribb oka lazas allapot, hugyuti fertézés vagy nagy fizikai megterhelés. A GFR
tovabbra is emelkedett. SzOvettanilag mar kimutathatd a  glomerulusok
bazadlmembranjanak megvastagodasa és a mezangialis matrix felszaporodasa.

A harmadik stadiumban a tartds mikroalbuminuria mellett emelkedett vérnyomas

figyelhetd meg. A GFR lehet alnormalis vagy enyhe csokkenést latunk. A szdvettani
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elvaltozasok progredidlnak, azaz kifejezettebb a bazadlmembran megvastagodéasa és a
mezangium kiszélesedése.

A negyedik stadiumban az albumintirités fokozodik, makroalbuminuria alakul ki,
is lehet, hogy nefrozis szindroma jelentkezik. A szdveti struktura elvaltozédsai az
elérehaladott diabéteszes glomeruloszklerdzis, az ateroszklerdzis és a kronikus tubulo-
intersticialis karosodas [17].

Az 6todik stadium a végstadiumu veseelégtelenség fazisa. A zsugorodott vesében
¢és zavar 1ép fel a viz-elektrolit és sav-bazis haztartasban. Ekkorra a glomeruloszklerdzis
a glomerulusok t6bb mint felében jelen van és erételjes fibrotikus elvaltozas figyelhet6
meg. A vese kéarosoddsa miatt csokken az eritropoetin mennyisége, mely anémia
kialakulasdhoz vezethet, zavart szenved a D-vitamin — vesében tortén6 — aktiv formava
alakulasa, ami a bélbol csokkent kalciumfelszivodast és fokozott csontvesztést

eredményez [18].

1.2.3. A diabéteszes nefropatia patogenezise

A DNP kialakulasdban metabolikus okok, hemodinamikai elvaltozasok
(intraglomeruldris nyomasemelkedés, hiperfiltracid) €s genetikai prediszpozicio (pl: az
aldoz-reduktaz polimorfizmusa) egyarant szerepet jatszanak [19]. A koros folyamatokat
elsddlegesen a hiperglikémia és a fokozott RAAS aktivacio inditja be. A magas
vércukorszint nem-enzimatikus glikacion keresztiil glikacios végtermékek keletkezését
eredményezi. A glikdcios végtermeékek a vesén keresztiili eliminiciojuk soran a
glomerulus bazalmembran megvastagodasat és a mezangialis matrix expanzigjat idézik
el6 [20]. A hosszan fennallo hiperglikémia kiilonboz6 gyulladasi citokinek €s ndvekedési
faktorok termelddését is serkenti. Ezek a faktorok fokozzak a szabadgyok-képzodést,
amely az endotelialis glikokalix karositasa révén proteinuriat eredményez [21].

A hiperglikémia €s a korosan aktivalt RAAS az enzimatikus glikéacion, hipoxian,
hiperfiltracion és citokinhatdsokon keresztiil végsd soron, egy 6rdogi kort kialakitva a

vese teljes funkcionalis és strukturalis karosodasahoz vezetnek.

14



DOI:10.14753/SE.2017.2062

1.2.4. A diabéteszes nefropatia kezelése

Mivel a DNP kialakulasanak elsddleges oka a kronikus hiperglikémia, ezért a
terapia 6 célja az euglikémiara, azaz normalis vércukor — és HbAlc — értékre valo
torekvés [22]. Klinikai vizsgalatok alatamasztjak, hogy intenziv vércukor kontroll mellett
akar 50%-kal is csokkenthetd a mikrovaszkularis komplikaciok (retinopatia, neuropatia,
de féleg a DNP) kialakulasanak esélye [23].

Hazai ¢s nemzetkozi ajanlasok szerint mikro — vagy makroalbuminuria esetén —
hipertonia hianyaban is javasolt az angiotenzin II receptor blokkolok (ARB) vagy
angiotenzin-konvertalé enzim (ACE) gatlok adasa [24]. Multicentrikus, nagy betegszamt
kohortokon végzett vizsgalatok alapjan mindkét gyogyszer alkalmas a DNP
progressziojanak és a végallapotl veseelégtelenség kialakulasanak lassitasara [25]. ARB
vagy ACE-gatl6 intolerancia esetén az egyik gyodgyszer helyettesithetd a masikkal. A
proteintria hatékonyabb csokkentésének érdekében felmeriilt az ARB és ACE-gatlok
egylittes adasa, azonban az Ujabb tanulmanyok szerint a kombindlt terapia nem
eredményesebb a vesebetegség kezelésének szempontjabol. Ezzel szemben a kombindcid
fokozhatja egyes mellékhatasok, mint hiperkalémia, hipotenzio, szivelégtelenség
kialakulasanak valosziniiségét és novelheti az 6sszmortalitast [26, 27].

T1DM és T2DM betegen végzett vizsgalatok alatamasztjak, hogy a RAAS-gatlok
korébe tartozod aldoszteron antagonistdk hatékonyan csOkkentik az albumintriat és
lassitjak a vesefunkcido romlasat [28]. Az aldoszteron antagonista spironolaktont a
klinikai gyakorlatban mar széles korben alkalmazzdk monoterapidban vesebetegség
indikaciokkal jaro betegségeknél, azonban a hazai ill. nemzetkozi ajanlasokba egyeldre
nem keriilt be. Aldoszteron antagonistak alkalmazasa esetén — hiperkalémizalo hatasuk
miatt — a szérum kalium szint fokozott ellendrzése sziikséges.

A gyobgyszeres terapia mellett a kezelés fontos eleme a fehérje- és sobevitel
csokkentése (napi fehérjebevitel: <0,8 g/idealis teststlykg, sobevitel: 3g/nap) a testsuly

¢és vérnyomas normalizalasa, a dohanyzas elhagyasa is [2, 24].
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1.3. A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer

1.3.1. A ,klasszikus” renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer

A szisztémds, vagy mas néven klasszikus RAAS a vérnyomas, az elektrolit
egyensuly és a szervezet vizhaztartdsanak kozponti regulatora. A rendszer {6 effektor
molekuldja az angiotenzin II (ANG II), mely a majban termel6dd angiotenzinogén
tobblépcs6s  hasitasabol keletkezik [29]. Az angiotenzinogént elészor a vese
juxtaglomerularis apparatusaban termeldd6 renin angiotenzin I-gyé (ANG I) hasitja [30].
A tiid6 endotél ill. a vese epitél sejtjeinek felszinén 1évé ACE az ANG I-et ANG Il-vé
alakitja [31]. Az ACE a vazodilatator hatasu bradikinin inaktivalasaért is felelds, igy
kozvetve fokozza az erek 6sszehuzddasat [32].

Kimutattak, hogy az ANG II alternativ — ACE fiiggetlen — uton is kialakulhat a
kimaz, kaboxipeptidaz, katepszin G vagy tonin enzimatikus aktivitasa révén [33]. Az
ACE masik izoforméja, az ACE 2 ANG I-b6l angiotenzin 1-9-et, ill. ANG Il1-b6l
angiotenzin 1-7 -et hasit [34]. E komplex rendszer degradacios termékei sok esetben
ellentétes hatasuak.

Az ANG II az angiotenzin 1 (AT 1) és az angiotenzin 2 (AT 2) receptorokhoz
kotédik. Az ANG II foként az AT 1-en keresztiil vazokonstrikciot, gyulladast és fibrozist
indukal [35]. A receptor aktivacioja emellett fokozza a vazopresszin szintézisét és az
adrenokortikotrop hormon, valamint a mellékvesekéreg aldoszteron elvalasztasat. Az
aldoszteron hatdsara né a vese kalium exkrécidja és a natrium reabszorpcidja
kovetkezményes viz visszaszivassal, mely vérnyomas emelkedést eredményez.

Az AT 2 receptor szerepe €s funkcidja kevéssé tisztazott, egyes vizsgalatok szerint
az AT 2 receptor az AT 1 aktivacigjaval ellentétes hatast, vagyis leginkabb anti-

proliferativ, vazodilatativ és gyulladascsokkent6 folyamatokat kozvetit [36] (2. dbra).
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ANGIOTENZINOGEN ﬂ

s [N

BRADIKININ

INAKTIV
FRAGMENTEK

I I

ALDOSZTERON

EMELKEDETT SZIMPATIKUS AKTIVITAS TUBULARIS NA+
VAZOKONSTRIKCIO ES EMELKEDETT VERNYOMAS VISSZASZIVAS

VAZODILATACIO
ANTI-PROLIFERATIV HATAS

ANTIDIURETIKUS HORMON FOKOZTA K+ KIVALASZTAS ES Viz APOPTOIIS
VIZVISSZASZIVAS VISSZATARTAS

2. abra. A klasszikus renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer felépitése és f6bb elemei. ANG
I: angiotenzin 1, ANG II: angiotenzin Il, ACE: angiotenzin-konvertald enzim, ACE 2:
angiotenzin-konvertal6 enzim 2, ANG 1-9: angiotenzin 1-9, ANG 1-7: angiotenzin 1-7, AT 1:
angiotenzin receptor 1, AT 2: angiotenzin receptor 2.

1.3.2. Lokalis agyi renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer

Az ANG II és az autonom idegrendszer kozotti kapesolatot Bickerton és Buckley
irta le el6szor 1961-ben [37]. Nem sokkal késébb Ganten és munkatarsai egyértelmiien
bizonyitottdk, hogy az agyban — részben fiiggetleniil a periférias rendszertdl — lokalisan

is miikodik a szisztémas klasszikus RAAS valamennyi elemét tartalmaz6 és expresszalo
agyi RAAS [38, 39].
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Valojaban két, egymassal kommunikal6 RAAS taldlhaté az agyban: (1) egy
endogén rendszer, mely az idegsejtekben és a szinaptikus terekben a vér-agy gaton beliil
helyezkedik el €és (2) egy olyan rendszer, amely a cirkumventrikuldsris szerveken ¢€s a
cerebrovaszkularis endotél sejteken keresztiil a periférias szervekb6l szarmazdé ANG 11
hatasat kozvetiti [40].

Az agyban a renint a gliasejtek és neuronok termelik, féleg a hipotalamuszban és
a hipofizisben. Az agyban relative alacsony a renin expresszioja, és aktivitisa az
életkorral csokken [41-43]. Az angiotenzinogént foként az asztrocitak, ill. Kkisebb
mértékben a gliasejtek szintetizaljak [44]. Az agyi RAAS elemek koziil az ANG 11 a {6
effektor molekula, mely legnagyobb mennyiségben a hipotalamusz, a hipofizis, a kortex,
az amigdala, cerebellum és a hippokampusz régidiban termel6dik [45].

Az idegrendszerben az ANG II kétféleképpen is kialakulhat: (a) egyrészt
extracellularisan, igy inkdbb a neurohormonalis funkcidéja dominal (b) masrészt az
idegsejtek az angiotenzinogént felvehetik és intracellularisan alakitjak at ANG Il-vé, ami
ekkor neuro- vagy kotranszmitterként mikodik (3. abra) [46]. Az agyban az AT 1 és az
AT 2 mellett AT 4 receptor is kifejezddik, melynek szubsztratjai az ANG II kiilonb6z6
metabolitjai: az angiotenzin III, IV és az angiotenzin 1-7 [47], melyek funkcidja egyelore
részleteiben még nem ismert.

Jelenlegi tudasunk szerint az agyban aldoszteron nem termel6dik [48]. Bar a vér-
agy gaton az aldoszteron nehezen, de atjut és bekertil a kozponti idegrendszerbe (KIR),
ahol nagy affinitassal kotddik a nucleus tractus solitarii és a ventromedialis hipotalamusz

Bar a rendszer 0Osszes funkcidja €s szabalyozdsa még nem tisztazott, de
bizonyitott, hogy az agyi RAAS kiemelkedd szerepet jatszik a centralis vérnyomas
kontrollaladsaban. Morimoto és munkatdrsai agyi renin és angiotenzinogént termeld
transzgénikus egérmodellben kimutattdk, hogy az agyban lokdlisan megemelkedett
angiotenzinogén és renin szint hatasara szisztémasan hipertonia alakul ki [50, 51].
Hasonl6an, normotenziv patkdnyok agyaba ANG II-t juttatva a vérnyomas emelkedik, a
baroreceptor reflex gatlas ala keriil, mig az AT 1 blokkold lozartan a fenti hatasokat
felfiiggeszti [52]. Allatkisérletekkel igazoltik tovabba, hogy az agyba kozvetleniil
juttatott aldoszteron emeli a vérnyomast, ami arra utal, hogy az agyi aldoszteron hatasnak

Is direkt szerepe lehet a vérnyomas szabalyozasaban [53].
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3. abra. Agyi renin-angiotenzin rendszer. Az angiotenzin Il (ANG II) extra-, és intracellularisan
is kialakulhat az agyban. Az extracellularisan keletkez6 ANG II f6ként neurohormonként
funkcional (1), mig az intracellularisan képzdd6 forméja neurotranszmitter hatasa (2). AOGEN:
angiotenzinogén, ANG: angiotenzin, ACE: angiotenzin-konvertalé enzim, AT: angotenzin-
receptor. (Paul abraja alapjan modositva) [40].

A vérnyomas szabalyozason kiviil, az agyi RAAS részt vesz a hOhaztartas és a
lokomotoros aktivitas szabalyozasaban [54, 55], valamint fontos a memoria
kialakitasaban, viselkedési és tanulasi folyamatokban is [56]. Allatkisérletes és klinikai
vizsgalatok alatamasztjak, hogy a lokalis agyi RAAS fokozott miikdése szerepet jatszik
egyes idegrendszeri korképek, mint pl. az Alzheimer kor [57], a Parkinson kor [58] és a

depresszio [59] patomechanizmusaban.
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1.4. A kronikus veseelégtelenség és a depresszio kapcsolata

Cukorbetegekben joval gyakoribbak a hangulatzavarok, koztilk a depresszio
el6fordulasa, mely rontja szovédmények — koztiik a DNP progressziojat — igy hamarabb
alakul ki végstadiumt vesebetegség [60]. Ismert tovabba az is, hogy KVE-ben szenvedd
betegek korében a depresszio és a szorongas a leggyakoribb pszichés probléma [61].

A depresszid eloforduléasa eltérd a kiilonbozé modalitasu vesepotlo kezelésben
részesiilok esetében. A legtobb felmérés hemodializalt betegeket vizsgal, akikben a
depresszid gyakorisaga 20 - 30% [62]; mig peritonealis dializis esetében a prevalencia
meghaladhatja a 40%-ot is [63]. Vesetranszplantalt betegeknél egyértelmiien ritkabb a
depresszio megjelenése (5 - 9%), mint a dializaltak korében [64].

A gyakori el6fordulas ellenére a KVE-hez tarsuld depresszios
tiineteket/tlinetegylittest gyakran nem ismerik fel és a betegek nem részesiilnek megfeleld
antidepresszans kezelésben. A eddigi legnagyobb vizsgalat, a Dialysis Outcomes and
Practice Patterns Study alapjan a depresszios betegeknek csak egyharmada kap megfelel6
gyogyszeres terapiat [65]. A hangulatzavarok kezelése pedig mindenképpen indokolt
lenne, hiszen a komorbid betegségek jelentOsen rontjak a terapias egytittmiikodést [66],

az életmindséget [67] és ndvelik a mortalitast [68].

1.5. A depresszio

1.5.1. A depresszio el6fordulasa, gyakorisaga

A depresszi6 a hangulatbetegségek korébe tartozé kronikus, ismétlddé epizodokbol
allo pszichiatriai korkép, mely tobb mint 400 millié6 embert érint vilagszerte és a tiz

leggyakoribb morbiditasi és mortalitasi ok kozott szerepel (4. abra) [69].
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Diagnosztizalt depresszio
eléfordulasa

!
7% 6% 55% 5% 4.5% 4%

4. abra. A depresszio el6fordulasa vilagszerte. (Fisher abraja alapjan modositva) [70].

1.5.2. A depresszio tiinetei, diagnozisa

A depresszi6 a pszichiatriaban tiinetként (hangulat negativ iranyu eltolodasaként),
tiinetcsoportként (a primer hangulatzavar mellett egyéb tiinetek megjelenése) és
betegségegységként (az affektivitds primer zavaraként) is értelmezhetd.

A depresszio klinikailag magatartasbeli, szomatikus és vegetativ tiinetegyiittesként
jellemezhetd. A tiinetek csoportositidsa és objektivizalasa a Diagnostic and Statistical
Manual-1V  (DSM-1V) kritériumrendszer, valamint az International Statistical
Classification of Diseases and Related Health Problems (ICD-10) protokollok alapjan
torténik [71, 72]. Aszerint, hogy a tiinetek kozill mennyi van egyiittesen jelen,
megkiilonboztetiink enyhe, kozepes és sulyos (major) depresszids epizodot. [73]. Major
depresszi6 diagnozisa igazolhatd, ha a kilenc pontosan meghatarozott tiinet koziil
(hangulat negativ eltolodéasa, érdeklddés elvesztése, jelentds sulyvaltozas, alvaszavar,
motoros nyugtalansag, vagy gatoltsag, faradtsag, értéktelenség, vagy biintudat érzése,
besziikiilt gondolkodas, szuicid szandék, terv, vagy kisérlet) legalabb 6t tiinet minimum
két hétig fennall, és a negativ hangulati eltolodds vagy a csokkent érdeklddés

mindenképpen jelen van [73]. A betegség rutin, klinikai sz{irésére szamos validalt kérdéiv
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1étezik, leggyakrabban a Beck-, ill. Zung féle depresszid kérddivet vagy a Korhazi
szorongas- ¢s depresszioskalat hasznaljak [74-76].

A tiinetegylittesek kialakitasaban szamos agyi teriilet érintett. A hippokampusz ¢és
a prefrontalis régid egyes kognitiv tliinetek — pl. a memdria zavar, a bilintudat és a
reménytelenség érzés — Kialakitasaért felelds, a striatum és amigdala érintettsége okozza
az anhedoniat és a csokkent motivaciot, mig a hipotalamikus valtozasok az
étvagytalansag és az alvaszavar megjelenéséhez vezetnek. Képalkotd vizsgalatok is
igazoltak, hogy ezen agyi régiok neurondlis 0sszekdttetései mind funkcionalis, mind
morfologiai szempontbol szignifikans valtozast mutatnak depresszid soran [77]. Sheline
¢s munkatarsai kimutattdk, hogy depresszios betegekben a hippokampusz térfogata
jelentésen csdkken, melynek mértéke korreldl a depresszid sulyossagéaval, illetve a

betegség id6tartamaval [78].

1.5.3. A depresszioé kezelése

A depresszios betegek ellatdsa minden esetben komplex feladat, melyben a
gyogyszeres kezelés mellett, egyéb szupportiv moddszerek (pl. pszichoterdpia) is
nélkiilozhetetlenek.

A napjainkban alkalmazott kedélyjavitok kozé a tri-, tertraciklusos
antidepresszans, a szelektiv szerotonin visszavételt gatlo (SSRI), a szerotonin-
noradrenalin visszavételt gatlo, a monoamin-oxiddiz (MAQO) gatld ¢és a szelektiv
szerotonin-reuptake-fokozo6 szerek tartoznak. Bar a készitmények farmakokinetikai és
farmakodinamikai tulajdonsagaiban vannak eltérések, altalanosan igaz, hogy a teljes
hatékonysag eléréséhez 2-3 hét sziikséges. Mivel az antidepresszans kezelés szamos
mellékhatassal jarhat — pl. faradékonysag, szedacid, vérnyomascsokkenés, alvas és
szexualis ¢élet zavara, hizds, esetenként szuicid gondolatok — mindenképpen indokolt a
betegek szoros monitorozasa és a legalacsonyabb hatékony do6zis alkalmazasa, lehetdleg
monoterapias adagolasban. A betegek kozel egyharmadiban a gydgyszeres terapia
sikertelen, emellett a gyakori mellékhatasok is hozzajarulnak a csokkent compliance-hez
¢s rossz terapiahiiséghez. Mindezek kovetkeztében a paciensek jelentds része elhagyja a

gyogyszeres kezelést, depresszidjuk sulyosbodik és n6 a betegség mortalitasa [79].
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1.6. A cukorbetegség és a depresszio kozotti kapcsolat

A cukorbetegség és a depresszio kozotti dsszefliggést Thomas Willis mar a 17.
szdzadban felismerte. Megallapitotta, hogy gyakrabban fordul el6 cukorbetegség azoknal,
akiket életiik soran komoly stressz vagy szomorusag ért [80]. Ennek ellenére a felismerést
kovetd 300 évben nem foglalkoztak tovabb az Osszefliggés vizsgalataval. Napjaink
kutatasi eredményei szerint a két betegség kialakulasa kozott valoban szoros korreldcid
all fenn, a depresszidé mintegy 60%-kal ndveli a DM kialakulasanak rizikojat, azaz tobb
mint kétszer gyakrabban vezet cukorbetegség kialakulasahoz, mint barmilyen mas
pszichiatriai korkép [81]. Az ezredforduld kornyékén végzett meta-analizisek révén ma
mar tudjuk, hogy az Osszefliggés forditva is igaz: a depresszid prevalencidja és a
depresszios tiinetek gyakorisaga kétszer magasabb cukorbetegekben, mint az egészséges
populacidban. Kiilon vizsgélva a nemeket azt is kimutattak, hogy n6kben még gyakoribb
a cukorbetegséghez tarsuld depresszio kialakulasanak valdszintisége [82].

A két betegség egyiittes elofordulasa esetén a cukorbetegség nehezebben
kontrollalhato, rosszabb a szénhidrat-anyagcsere, nd a diabéteszes szovodmények szama
és fokozodik a szuicid események rizikoja [83].

A DM és a depresszio egyiittes megjelenésében vitathatatlan a kornyezeti faktorok
¢és az ¢letmdd szerepe, hiszen a depresszios betegek sokszor egészségtelenebbiil élnek
(tobbet dohanyoznak, helyteleniil taplalkoznak, fizikai aktivitasuk csokken); ami
egyértelmiien fokozza a DM kialakulasanak kockazatat [84, 85]. A legijabb kutatasok
szerint azonban a komorbiditds hatterében nem csupén errdl van szo.

Napjainkban végzett vizsgalatok molekularis szinten prébalnak tisztabb képet
adni a két betegség kapcsoltsagi viszonyarol, hogy a hattérben k6zos immunoldgiai
folyamatok, az oxidativ stresszre adott hasonl6 valaszok, valamint kz6s endokrinolégiai,
neurobiologiai tényezok és agyi struktaralis elvaltozasok allhatnak [86]. A legfontosabb
kozos patofiziologias utakat az 5. dbra Osszegzi. Az aldbbiakban rdviden attekintd
jelleggel keriilnek bemutatisra az egyes feltételezések, részletesebben csak a Ph.D.
dolgozat szempontjabol kiemelt fontossagu brain-derived neurotrophic factor (BDNF)

szerepét ismertetem.
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5. abra. A diabétesz mellitusz és a depresszio kozotti feltételezett Gsszefiiggések. HPA-
tengely: hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely, BDNF: brain-derived neurotrophic factor,
(Hodrea abraja alapjan modositva) [87].

1.6.1. Immunolégiai tényezdk és az oxidativ stressz

crer

oxidativ stresszel kapcsolatos mediatort azonositottak. TIDM soran a béta-sejtek
elhalasaval parhuzamosan n6 egyes inflammatorikus citokinek, az interleukin (IL)-1, az
IL-6 és a tumor necrosis factor alpha (TNF-a) szisztémas szintje [88, 89]. Ugyanakkor az
is ismert, hogy az emelkedett vércukorszint onmagaban is serkenti a citokin termelést és
rosszul kontrollalt DM betegekben tobb a IL-4, IL-6 és TNF-a mennyisége plazmaban
[90]. T2DM-ben gyakori az obezitas, melynek soran a hipertrofizalt zsirszovetben a
nuclear factor kappa-B (NF-kB) és a c-Jun N terminal kinase (JNK) szignalizacios
utvonalak szintén gyulladast generalnak. Emellett a megndvekedett Vviszceralis
zsirszovetben fokozodik a proinflammatorikus hatasu adipokinek termelddése is, mely
elésegiti az inzulin rezisztencia kialakulasat [91].

Hasonl6 folyamatokat latunk depresszidban is; né az IL-1, IL-6, TNF-a gyulladasi
mediatorok termelddése [92]. A proinflammatorikus citokinek bejutva a KIR-be a
depresszidhoz hasonlo tiineteket (kimertiltség, étvagytalansag, alvaszavar) idéznek eld

[93]. A depresszio kovetkeztében 1étrejovo szisztémas szubklinikus gyulladas hozzajarul
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a béta-sejtek csokkent mitkodéséhez és ezaltal az inzulinrezisztencia, ill. T2DM
1étrejottéhez [94].

A fokozott oxidativ stressz altal eldidézett sejtkarosodds szamos patologias
folyamat jellemzéje, igy feltételezik a szerepét a DM ¢és a depresszid kozos
kialakuldséban is. Oxidativ stressz sordn a reaktiv oxigén szdrmazékok (ROS) fehérje
oxidaciot, lipid peroxidaciot és DNS-torést okoznak, melyek végiil a sejtek pusztulasat
eredményezik. A hasnyalmirigy béta-sejtjeiben €s a KIR-ben alacsony az antioxidans
fehérjék aktivitisa €s mennyisége, ezért ezek a teriiletek kifejezetten érzékenyek az
oxidativ stresszre [95]. Allatkisérletek és human vizsgilatok egyarant igazoltik, hogy
T1DM-ben csokken az antioxidans glutation-peroxidaz aktivitasa [93], és fokozodik a
lipid peroxidacio, illetve a ROS felszabadulasa [96].

Depresszioban szintén megfigyelheté a fokozott ROS termelddés és lipid
peroxidacio, valamint az antioxidansok csokkent szérumszintje [97]. Sarandol és
munkatarsai  leirtdk, hogy az antioxidans szuperoxid-diszmutdz aktivitasa
kompenzatorikusan emelkedik a depresszié sulyossaganak fiiggvényében [98]. Erdekes
megfigyelés, hogy cukorbeteg allatokban az antidepresszans kezelés mérsékli a ROS
mennyiségét €s noveli az antioxidans aktivitast, ami szintén arra utal, hogy az oxidativ

stressz kozos elem lehet a DM és a tarsulo depresszio patofiziologiajaban [99].

1.6.2. Endokrinologiai vonatkozasok

A DM és a depresszid kozotti endokrinoldgiai kapcesolatot a hipotalamusz-
hipofizis-mellékvese (HPA) tengely zavarai is magyarazhatjak.

Ahogy a fentiekben is leirtuk, az inzulin- és a gliikozhomeosztazis barmilyen
iranya eltolédasa gyulladasos folyamatokat és oxidativ stresszt indukal. Az inzulin
elengedhetetlen az idegrendszer fejlédéséhez és a neuroplaszticitas, vagyis a szinapszisok
kialakulasanak folyamatahoz [100]. Bizonyitott, hogy a kognitiv és emocionalis
funkciokért elsdsorban felelds agyi régiok, mint a hippokampusz, hipotalamusz, amigdala
és a kortex fokozott inzulinérzékenységgel rendelkeznek és gliikkozfelvételiik inzulinhoz
kotott [101]. Mindezek alapjan logikus, hogy csokkent inzulinszint, illetve inzulinhiany

neurokognitiv karosodashoz és depresszio-szeri tiinetek kialakulasahoz vezethet.
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Az inzulinhidny az aminosav anyagcsere zavarat is okozhatja, melynek
kovetkeztében csokken az agyban a szerotonin termelddése és kiaramldsa. A szerotonin
a depresszié patomechanizmusanak szempontjabol kulcsfontossag neurotranszmitter,
mely triptofanbol szintetizalodik. A triptofan azonban a hosszilancu neutralis
aminosavakkal verseng, mivel k6zos transzporterrel jutnak 4t a vér-agy gaton. T1IDM
allatmodellben igazoltak, hogy a hossziszénlanci aminosavak szintjének emelkedése
miatt csokken az agyi triptofan mennyisége, mely karositja a szerotonin szintézist. Ezzel
szemben inzulin kezelés hatasdra a triptofdn szint né és a szerotonin termelés
normalizalédik [102]. T2DM-ben végzett meta-analizisek kimutattak, hogy
inzulinrezisztencia soran gyakoribb a depresszids tiinetek megjelenése és né az
ongyilkossag kockazata [103]. A koran kialakul6 T1DM-ben tapasztalhato inzulin-
indukélta hipoglikémia szintén Osszefliggésben all a neurokognitiv hanyatléssal és
novelheti a depresszi6 kialakulasanak kockazatat [104].

A HPA-tengely tilmiikodése DM és depresszid soran is megfigyelhetd. A HPA-
tengely alapvetd funkcidjat tekintve kulcsfontossagu a stresszorok altal kivaltott
valaszreakcio kialakitdsdban. Stressz hatdsara a hipotalamuszban megemelkedik a
kortikotropin-serkentd6 hormon (CRH) mennyisége, ami fokozza a hipofizisben a
kortikotropin (ACTH) hormon felszabadulasat [105, 106]. Az ACTH a keringésen
keresztiil eljut a mellékvesekéreghez, ahol ndveli a gliitkdkortikoidok, foként a kortizol
(ragesalokban kortikoszteron) kivalasztasat. A gliikkokortikoidok az MR-en keresztiil
hatva negativ visszacsatolas révén gatoljak sajat termelodésiiket.

DM soran karosodik a gliikokortikoid negativ visszacsatolasi rendszere, mely a
HPA-tengely fokozott aktivitasat eredményezi [107]. A karosodas kovetkeztében
cukorbetegekben emelkedik a szérum és vizelet kortizol szint [108]. A tartos talmiikodés
kovetkezményeként a HPA-tengely késobbi stresszfaktorokra, mint példaul az inzulin-
indukalta hipoglikémiara adott valasza csékken [109].

A HPA-tengely funkcionalis abnormalitdsa jol ismert a depresszio
patomechanizmusaban. Klinikai és preklinikai adatok alapjan a rendszer fokozott
aktivitasa emelkedett plazma kortizol [110] és CRH [111, 112] szintet, valamint
megnagyobbodott hipofizist [113] eredményez [114].
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1.6.3. Brain-derived neurothrophic factor

A DM ¢és depresszio kozos vondsait tekintve, meglepden hasonlé idegrendszeri
eltéréseket figyelhetiink meg. Képalkotd eljarasokkal mindkét betegségben kimutathato
a hippokampusz és a kortex atrofidja és a cerebralis glikozmetabolizmus csokkenése
[115, 116]. A megfigyelt jellegzetes strukturalis elvaltozasok alapjan felmeriilt a
neurotrofinok, foként a BDNF molekuléris szerepe a komorbiditds kialakulasanak
hatterében [86].

A BDNF a neurotrofinok csaladjaba tartoz6 fehérje, mely féként a kozponti és
periférids idegrendszerben termelddik, azonban nem-neurogén szovetekben is
kimutathat6. [117]. A neurotrofinok egy fehérjecsalad, mely az idegsejtek talélését,
gowth factor, neurotrophin-3, neurotrophin-4 és a BDNF. Mint az sszes neurotrofin, a
BDNF is elészor prekurzor formaban szintetizalodik az endoplazmatikus retikulumban
(ER), melybdl az érett forma proteolitikus hasitas révén alakul ki. A prekurzorbdl az érett
forma atalakuldsa torténhet intracellularisan furin és fehérje konvertazok révén, valamint
extracellularisan plazmin és matrix metalloproteinaz 2 és 7 segitségével [118]. A
keletkezett érett forma kotddik és ezaltal aktivalja a tropomyosin receptor kinase B-t
(TrkB). A receptor aktivalodasa foszforilacios kaszkaddot indit el, mely soran
aktivalodnak, az extracellular signal-regulated kinase (ERK), a phosphoinositide 3-
kinase (PI3K) és a phospholipase C (PLC) ttvonalak. Ezek a szignaltranszdukcios
mechanizmusok hozzajarulnak az axonok ¢és dendritek novekedéséhez, a
neurotranszmitterek szintéziséhez és felszabadulasahoz [119], valamint a pre- és a
posztszinaptikus sejtek aktivalodasi hatékonysaganak noveléséhez [120] (6. dbra).

Korabbiakban tigy gondoltdk, hogy az extracellularis térbe kijutd prekurzor forma
inaktiv, biologiai folyamatokat nem moduldl. Lee és munkatarsai azonban kimutattak,
hogy a prekurzor BDNF a neurotrophin receptor p75 (p75Ntr) aktivalasaval [121] beinditja
a NF-xB ¢és INK szignaltranszdukcids utvonalat és ezaltal foként apoptozist, valamint
csokkent szinaptikus hatékonysagot idéz el6 [122]. Ez a hatas ellentétes az érett BDNF-

TrkB 4ltal aktivalt szignalizaciés mechanizmusokkal.
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6. abra. A BDNF szignalizaciés utvonalai. A prekurzor brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) a neurotrophin receptor p75-h6z (p75Ntr) kapcsolodva apoptotikus utvonalakat indit be
és csokkent szinaptikus hatékonysagot idéz eld. Ezzel szemben az érett BDNF a tropomyosin
szinaptikus hatékonysagot indukal. TRAF4/6: TNF receptor-associated factor 4/6, RIP2: receptor
interacting protein-2, JNK: c-Jun N-terminal kinase, NF-xB: nuclear factor kappa-B, PLCy:
phospholipase C gamma, Shc: adaptor protein 1, Grb2: growth factor receptor-bound protein 2,
SOS: son of sevenless, Gabl: GRB2-associated-binding protein 1, IRS1/2: Insulin receptor
substrate 1/2, Ras: small GTPase proteins, Raf: serine/threonine-specific protein kinases, MEK:
mitogen-activated protein kinase kinase, ERK: extracellular signal-regulated kinases, PI3K:
phosphoinositide 3-kinase, Akt: protein kinase B, mTOR: mammalian target of rapamycin,
CaMKII: Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase |1, CREB: cAMP response element-binding
protein. (Cunha abraja alapjan modositva) [120].

A BDNF neurotrofikus szerepe mellett egyre intenzivebben kutatjak
metabotréfikus hatasait is. Feltételezések szerint a BDNF szamos sziv-érrendszeri és
metabolikus betegség patomechanizmusaban is szerepet jatszik. Allatkisérletek alapjan,
a db/db (leptin receptor hibas) T2DM egerekben a BDNF mérsékli az inzulinrezisztenciat,
csokkenti a vércukorszintet és protektiv hatasi a hasnyalmirigy szigetsejtjeire [123].

Krabbe és munkacsoportja DM betegeken végzett vizsgalatai igazoltak, hogy a
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kronikusan emelkedett vércukorszint csokkenti a BDNF felszabaduldsat az agybdl, és a

gliikbzmetabolizmus romlasaval parhuzamosan csokken a szérum BDNF szint [124].

1.6.4. Brain-derived neurotrophic factor és depresszio

Klinikai ¢és allatkisérletek egyarant megerdsitették a BDNF kdzponti szerepét a
neuropszichiatriai betegségek kialakulasaban [125]. A hippokampuszban és a prefrontalis
régidoban lokalizal6d6 neuronokra élettani koriilmények kozott magas BDNF és TrkB
szint jellemzd, azonban depresszido soran ez jelentdsen csokken [126]. Ugyanakkor
posztmortem szovetekbdl szarmazé mintdkon kimutattak, hogy antidepresszans kezelés
hatasara a BDNF hippokampalis expresszidja és szérumszintje emelkedik [127, 128].
Fontos kiemelni, hogy a BDNF az egyes agyi régiokban ellentétes funkcioval birhat, a
ventralis tegmentélis area - nucleus accumbens teriileten depresszio-szerti tiineteket
eredményez, mig a hippokampuszban antidepresszans hatast kdzvetit. Az antidepresszans
hatas kialakitasaban és igy az antidepresszansok hatasmechanizmusaban [129] a TrkB-
medialt jelatviteli utvonal kulcsfontossagi [130], a TrkB agonizmusa idegrendszeri

sejtproliferaciot eldidézve antidepresszans hatasa [131].

1.6.5. A sigma-1 receptor és a brain-derived neurotrophic factor kapcsolata

A BDNF upstream szabalyozasdban egyre inkabb eldtérbe keriil a sigma-1
receptor (SIR) szerepe. A SIR egy 25 kDa molekulasulyl transzmembran
chaperonfehérje, melynek két izoforméja ismert, a SIR és a sigma-2 receptor. Az emldsdk
S1R aminosav szekvencidja rendkiviil konzervalt, 95% hasonlosagot mutat a fajok kozott
[132]. Legnagyobb mennyiségben az idegrendszerben expresszalodik, de kifejezddik a

periférias szervekben is, mint a maj, a sziv, a hasnyalmirigy és a vese (7. dbra) [133].
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7. abra. A S1R szervi eloszlasa. S1R: sigma-1 receptor. (The Human Protein Atlas abraja
alapjan modositva) [134].

A SIR szamos sejtfunkciot iranyit, befolyasolja a Na*, K™ és fesziiltség-fiiggd
klorid ioncsatorndk miikodését, az Src protein-kinazok elhelyezkedését és aktivaciojat,
egyes neurotranszmitterek (acetilkolin, glutamat) felszabadulasat, és szerepet jatszik a
szinapszisok képzddésében [132]. Nyugalmi allapothan a receptor komplexet képez a
chaperone binding immunoglobulin protein (BiP) fehérjével az ER lumenében. Agonista,
vagy kiilonbozé noxak (pl. csokkent intracellularis Ca szint) hatasara a S1R aktivalodik,
jelatviteli titvonalakat indukal.

A S1R-nak szamos endogén (neuroszteroidok pl: dehidroepiandroszteron) és

farmakologiai szempontbdl jelentds exogén (neuroleptinek, antidepresszansok, stb.)
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liganduma ismert, melyek vagy aktivaljak a receptort, vagy antagonizal6 hatastuak [135].
Mivel szamos SSRI — pl: fluvoxamin (FLU) vagy szertalin — nagy affinitassal k6todik a
S1R-hoz, feltételezhetd, hogy a S1R is részt vesz ezen antidepresszansok farmakologiai
hatasmechanizmuséaban [136].

Egyre tobb irodalmi adat tAmasztja ala, hogy a SIR agonizmusa antidepresszans
hatéassal birhat. Tobbféle depresszios allatmodellben (enyhe stressz vagy CaMKIV Null
modell) specifikus S1R agonista kezelés antidepresszans hatast eredményezett eréltetett
uszas vagy farok logatas teszt soran, melyet SIR antagonizmus felfiiggesztetett [137,
138]. Kimutattak azt is, hogy a SI1R génkiiitése ragcsalokban depresszids fenotipust
eredményez [139].

A kevés irodalmi adat ellenére egyre inkabb egyértelmii, hogy a SIR szerepet
jatszik a BDNF szabdlyozdsdban ¢és ezaltal szdmos neuroldgiai betegség
patomechanizmusaban [140]. In vivo kisérletek soran igazolodott, hogy a S1R specifikus
aktivacidja megemeli; mig antagonizalasa csokkenti a BDNF szintjét az agyban [138,
141]. Fujimoto ¢és munkatarsai neuroblasztoma sejteken végzett kisérleteikben
kimutattdk, hogy a S1R overexpresszidja vagy agonizmusa megndveli a receptor
chaperon aktivitasat és ezaltal kozvetleniil elosegiti a prekurzor - érett BDNF atalakulasat,
Feltételezhetd tovabba, hogy a S1R kozvetetten az NMDA - CaMKIV - CREB jelatviteli
utvonal aktivacioja révén részt vesz a BDNF transzkripciojanak serkentésében is [143].
Mindezek az eredmények tovabbi adatokkal tamasztjak ald a SIR és a BDNF kozvetlen

kapcsolatat (8. dbra).
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8. abra: A SIR és a BDNF Kkozotti kapcsolat. A sigma-1 receptor (S1R) agonistak altali
aktivacioja fokozza a chaperon aktivitast és ezaltal eldsegiti a prekurzor brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) - érett BDNF atalakulasat. Az érett BDNF a tropomyosin receptor
kinase B-hez (TrkB) kapcsolodva terapias hatasokat segithet el6. ER: endoplazmatikus
retikulum, BiP: chaperone binding immunoglobulin protein, DHEA: dehidroepiandroszteron.
(Hashimoto abraja alapjan modositva) [140].

Irodalmi adatok alapjan egyértelmli, hogy a DM-hez tarsuldo depresszid
kialakuldasanak hatterében szamtalan patofiziol6gias utvonal allhat, azonban pontosabb
molekularis mechanizmust mindmaig nem azonositottak. Kisérleteinkben arra kerestiik a
valaszt, hogy a cukorbetegségben kialakuld depresszio 1étrejottében szerepe lehet-e a
S1IR-BDNF jelatviteli utvonalnak. Vizsgaltuk tovabba, hogy DM sulyos
szerek hogyan befolyasoljak a depresszi6 kialakuldsat és milyen patomechanizmusok

allhatnak az antidepresszans hatasok hatterében.
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2. CELKITUZESEK

1. SIR agonista hatassal rendelkez6 FLU addsa megelézi-e a T1DM soran kialakuld

depressziot?

2. Hogyan befolyésolja a FLU az agyban a SIR - BDNF jelatviteli utvonalat?

3. Hatékonyak-e a T1DM-hez tarsuld depresszid megel6zésében a RAAS-gatld

szerek?

4. Milyen molekularis mechanizumsok allhatnak a RAAS-gatlok protektiv

hatasanak hatterében?
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3. MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok

Kisérleteinket 8 hetes, 180-200 g sulyu, ivarérett, him, Wistar patkanyokon
végeztiik (Toxi-Coop, Dunakeszi, Magyarorszag). Az allatokat ketrecenként harmasaval,
allandé hoémérsékleten (22 + 2 °C), 75% paratartalom és 12 ordnként valtakozo
megvilagitas mellett tartottuk, szabadon kaptak standard ragcséalotapot és csapvizet.
Kisérleteinket a Magyar Koztarsasdg allatvédelmi és allatkisérletekkel kapcsolatos
torvényeinek (1998/XXVIIL.) betartasaval és a Semmelweis Egyetem allatkisérletekre
vonatkozo iranyelvei alapjan hajtottuk végre (PEI/001/380-4/2013).

3.2. Kezelési protokoll

T1DM tipust cukorbetegséget citratban (0,1 M; pH=4,5) oldott, egyszeri, nagy
dozisu streptozotocin (65 mg/ttkg, STZ, Sigma Aldrich Kft, Budapest, Magyarorszag)
intraperitonealis (ip.) adasaval indukaltunk. A STZ injekci6 beadasat kovetden 72 éraval
ellendriztiik az allatok vércukorszintjét Dcont Trend vércukormeérd késziilékkel (77
Elektronika Kft, Budapest, Magyarorszdg). A patkdnyokat akkor tekintettiik
cukorbetegeknek, ha harom random mérés kapcsan a periférias vér gliikoz koncentracioja
meghaladta a 15 mmol/l értéket. Ennél alacsonyabb vércukorszint esetén kizartuk az
allatokat a tovabbi kisérletekbdl. A korban illesztett, azonos testtomegti, kontroll allatok
ekvivalens mennyiségli citrat puffert kaptak.

Két nagy kisérletsorozatot végeztiink: elséként (I) antidepresszans FLU, illetve a
masodik kisérletben (II) kiilonb6zé RAAS-gatlo kezeléseket alkalmaztunk. A kezelés
hossza €és menete, a viselkedési mintdzatok vizsgalata, valamint az allatok és szervek
feldolgozasa mindkét kisérlet soran, azonos moddon tortént, melyet az alabbi abra

Osszegez (9. dbra).
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Kezelések inditasa

DM (FLU vagy IN_I.?EOk
kezdopont RAAS-gatlok) eo fse
I3napI 5 hét . 2 hét o
I T 111
I
STz Viselkedesi
. tesztek
oltas

9. abra. Az allatkisérlet menete. Ot héttel a diabétesz mellitusz (DM) kialakulasat kovetden 2

hétig kezeltiik az allatokat renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) gatlo szerekkel vagy

antidepresszans fluvoxaminnal (FLU). Az allatok ledlését megel6z6 napokban viselkedési

teszteket (porond teszt és er6ltetett Gszas teszt) végeztiink. STZ: streptozotocin.

A DM 5 hetes fennallasat kdvet6en a patkanyokat véletlenszertien osztottuk be az

egyes kezelési csoportokba (N=6-8/csoport) majd 2 hétig per os (oralis gavazsolassal)

kezeltiilk minden nap, azonos idében reggel 10:00 6rakor.

|.  Kisérletsorozat: Antidepresszans FLU-val torténd kezelés csoportjai:

1.
2.
3.

Kontroll: egészséges, izotonias séoldat, mint vivoanyag

Diabétesz (D): diabéteszes allatok, izotonias sooldat, mint vivoanyag
D+FLU20: diabéteszes allatok, izotonids sooldatban oldott 20
mg/ttkg/nap fluvoxamin-maleat (FLU, Sigma Aldrich, Budapest,
Magyarorszag)

D+FLUZ2: diabéteszes allatok, izotonias sooldatban oldott 2 mg/ttkg/nap
FLU

D+FLU20+NE100: diabéteszes allatok, izotonias sdoldatban oldott 20
mg/ttkg/nap FLU + 1 mg/ttkg/nap specifikus S1IR antagonista N,N-
dipropil-2-[4-metoxi-3-(2-feniletoxi)-fenil]-etilamin monohidroklorid
(NE100, Tocris Bioscience, Bristol, UK)

D+FLU2+NE100: diabéteszes allatok, izotonias sooldatban oldott 2
mg/ttkg/nap FLU + 1 mg/ttkg/nap NE100
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Il. Kisérletsorozat: RAAS-gatlo szerekkel torténd kezelés csoportjai:

1. Kontroll: egészséges, izotonids s6oldat, mint vivoanyag

2. Diabétesz (D): diabéteszes allatok, izotonias s6oldat, mint vivéanyag

3. D+ENA: diabéteszes allatok, izotonias sooldatban oldott 40 mg/ttkg/nap
angiotenzin-konvertalé enzim (ACE) gatlo enalapril

4. D+RAM: diabéteszes allatok, izotonids sdéoldatban oldott 10 pg/ttkg/nap
angiotenzin-konvertalé enzim (ACE) gatlé ramipril

5. D+LOZ: diabéteszes allatok, izotonias s6oldatban oldott 20 mg/ttkg/nap
angiotenzin-receptor blokkold (ARB) lozartan

6. D+EPL.: diabéteszes allatok, izotonids so6oldatban oldott 50 mg/ttkg/nap
szelektiv aldoszteron antagonista eplerenon

7. D+SPI: diabéteszes allatok, izotonids sooldatban oldott 50 mg/ttkg/nap

non-szelektiv aldoszteron antagonista spironolakton

A RAAS-gatl6 szerek dozisat korabbi vizsgélataink és az irodalmi adatok alapjan
ugy valasztottuk, hogy antihipertenziv tulajdonsaguktol fiiggetleniil hatékonyan gatoljak
a RAAS egyes elemeinek expressziojat, illetve aktivitasat [144-149].

Kiegészitd kisérletként az 1. és II. kisérletsorozatban alkalmazott kezeléseket
elvégeztik kontroll, egészéges dallatokon is. A gyogyszerek a kontroll allatok
laboratoriumi paramétereiben, viselkedésében, illetve egyéb molekularis vizsgalatokban
semmilyen hatdst nem eredményeztek, ezért a dolgozatban ezek az eredmények nem
kertiltek bemutatésra.

A patkdnyokat a ledlés eldtti napon 24 oOras vizeletgyljtés céljabol
anyagcsereketrecbe tettiik. A kezelési protokoll végén az allatokat elaltattuk 60 mg/ttkg
ketamin (Richter Gedeon Nyrt. Budapest, Magyarorszag) és 5 mg/ttkg xylazin (Medicus
Partner Kft. Biatorbagy, Magyarorszag) keverékkel. Minden éallat abdominalis aort4jabol
vérmintat vettiink. Eltavolitottuk az allatok agyat (a hippokampuszt €s prefrontalis régiot
elvalasztottuk), timuszat, mellékveséjét és veséjét, megmértiikk a szervek sulyat és —
szarazjégen torténd gyorsfagyasztast kovetéen — -80°C-on taroltuk, vagy 8%-0S

formalinban fixaltuk a tovabbi vizsgalatokig.
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3.3. Depresszio-szeri viselkedés kimutatasa

A depresszio tanulmanyozasara akut és kronikus allatmodellek is rendelkezésre
allnak. Mivel a stressz a depresszids epizddok kialakuldsanak fontos kivalto tényezoje
[150], a depresszié allatmodelljeiben foként kronikus enyhe stressz (nedves alom,
megbillent ketrec), szocidlis stressz vagy farmakologiai agensek révén idézik eld a
depresszio-szerii viselkedést [151]. Az akut modelleket leginkabb az 0j antidepresszans
gyogyszerek tesztelésére fejlesztették ki, ahol sokszor stresszhatas nélkiil vagy akut
stressz  kivaltasat kovetden vizsgaljdk a gydgyszerekre adott mozgasmintazat
valtozasokat. A depresszid neurobioldgiai elvaltozasainak tanulmanyozasat hosszatava
stressz behatasnak kitett allatokon vizsgdljak, mely alkalmas a kialakuld kozponti
idegrendszeri strukturalis elvaltozasok feltarasara is. Ilyen kronikus stresszallapot okozta
depresszio alakul ki DM hosszutavua fennallasa soran is.

A depresszio-szert viselkedés megallapitasara tobbféle tesztet is kifejlesztettek,
melyek mindegyike a depresszio egy-egy jellegzetes tiinetének megfigyelésére alkalmas.
A DM azonban limitalja egyes tesztek hasznalhatosagat, hiszen pl. az egyik
legelterjedtebb viselkedési teszt a cukor preferencia teszt — melyben az anhedonia
jelenségét pozitiv megerdsitésre, jutalomra csokkent valasszal modellezik — cukorbeteg
allatokban nem hasznélhat6.

Az irodalmi adatok alapjan az STZ-indukalt TIDM patkdnymodelljében a
depresszid6 megallapitasara leginkabb alkalmazott viselkedési teszt az erdltetett uszas

teszt, ezért vizsgalataink soran mi is ezt hasznaltuk.

Viselkedési tesztek

A magatartasteszteket gavazsolas utdn, az erre a célra elkiilonitett, gyengén
megvilagitott (15W) szobaban végeztiik el. Mivel nem volt lehetdség az dsszes allat egy
napon torténd vizsgalatara, az allatokat randomizaltuk; és minden nap, ugyanabban az
idépontban végeztiik a teszteket, minimalisra csokkentve a kornyezeti valtozok
variabilitasanak esetleges hatasat.

Az allatok lokomotoros aktivitasadt porond teszttel hataroztuk meg a 7 hetes
kisérleti periddus vége eldtt harom nappal. A depresszid-szerli viselkedés megallapitasara

erdltetett uszas tesztet alkalmaztunk, melynek pre-teszt fazisat a porond tesztet kovetd
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napon, mig a teszt fazist a pre-tesztet kovetd napon végeztiik el (9. abra). A tesztek soran
a patkdnyok magatartasat Sony DCR-SX21E digitalis videokameraval rogzitettiik, melyet

harom vizsgalo értékelt ki egymastol fliggetleniil a késobbiekben.

3.3.1. Porond teszt

A porond teszt, vagy nyilt tér teszt az egyik legismertebb modszer a laboratoriumi
ragcsalok lokomotoros aktivitasanak és felderité magatartasanak vizsgalatara. [152]. A
nyilt tér apparatus egy 100 X 100 x 60 cm méretli doboz atlatszo plexilapokkal, melynek
alja 10 x 10 cm-es négyzetekre van felosztva. A patkanyokat kdzépre helyeztiik és 10
percen keresztlil a helységben rogzitett videokameraval felvételt készitettiink, melyet
utolag elemeztiink. Az elemzésnél azoknak az atlépéseknek a szamat mértiik, mely soran
az allat mind a négy labaval atlépte a négyzetracs egyik vonalat. Az egyes tesztek kozott

a dobozokat csapvizzel kitisztitottuk és papirvattaval szarazra toroltik (70. dbra).

[— 100cm

10. abra. Porond teszt. Az allatokat 100 x 100 x 60 cm nagysagu plexidobozba helyeztiik,
melynek alja 10 x 10 cm-es négyzetekre fel volt osztva. Viselkedésiiket tiz percen keresztiil
rogzitettiik, majd az elemzés soran a vonal atlépések szamat mértiik. (Kisérlet soran késziilt sajat
felvétel).

38



DOI:10.14753/SE.2017.2062

3.3.2. Eroltetett uszas teszt

A Porsolt-féle erdltetett szas teszt egy széles korben elterjedt modszer a
ragcesalok  depresszid-jellegli  magatartasainak — vizsgalatara [153]. A teszthez
iiveghengereket hasznaltunk, melyet 24 + 1°C-os csapvizzel feltoltottiink (atmérd: 30 cm;
magassag: 60 cm, vizszint: 40 cm). Az allatokat a vizbe helyeztiik, és magatartasukat a
pre-tesztnél 15 percig, majd a teszt periddusban 5 percig videdkameraval rogzitettiik. Két
teszt kozott a hengereket atoblitettilk €s vizet cseréltiink. A magatartas elemzését a
Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet altal fejlesztett és validalt H77 szoftverrel
végeztiik, és meghataroztuk az egyes mozgasmintazatok idoszazalékat.

A felvételek elemzésekor négy magatartasi paraméter idoszazalékat vizsgaltuk: a
lebegést (az allat nem mutat mozgast azon kiviil, ami sziikséges a fej vizszint fol6tt vald
tartdsdhoz), a kapdlozast (az éllat erdteljes végtagmozgast végez, a mellsd végtagok
megtorik a vizfelszint és kapard-szerli mozgast mutat a henger falan), az wuszdst
(koordinalt, aktiv helyvaltoztatd mozgast végez, a végtagok nem torik meg a vizfelszint),
illetve a buvdrkodast (egész testiikkel lebuknak a vizfelszin ald) [154]. A kiértékelés soran
a mozgasformakat végiil két nagyobb csoportra osztottuk, ahol a kapaldzas, uszas és
buvarkodas id6szazalékanak Osszege a mobilitast, a lebegés pedig az immobilitasi

paramétert hatarozta meg (11. dbra).

Mobilitas
|

Kapalozas Uszas Buvarkodas Lebegés

— 60cm

- 40cm)|

11. abra. Erdltetett uszas teszt. Az allatokat 24 + 1°C-os csapvizzel feltoltott liveghengerbe
helyeztiik és pre-tesztnél 15 percig, teszt peridodusban 5 percig rogzitettiik. A felvételek elemzése
soran mobilitasi (Gszas, kapaldzas és buvarkodas) és immobilitasi (lebegés) paraméterek
id6szazalékat hataroztuk meg. (Kisérlet soran késziilt sajat felvétel).

39



DOI:10.14753/SE.2017.2062

3.4. Vérnyomasmeérés

Kisérleteink soran a két hetes RAAS-gatlo kezelés megkezdése elétt, illetve a
kisérleti periodus végén mértiik az allatok szisztolés €s diasztolés vérnyomasat CODA
standard tail-cuff monitoring rendszerrel (EMKA Technologies, Parizs). A mérés
altatasban (3% izoflurdn és szintetikus levegdelegy belélegeztetésével, Eickemeyer
Veterinary Equipment Ltd., Twickenham, UK), a testhdmérsékletet 37°C-on tartva,
allatonként haromszor tortént. Az artérids kozépnyomas értékét a szisztolés és diasztolés
nyomas értékekbdl szamoltuk ki.

A tail-cuff monitoring rendszer elénye, hogy nem-invaziv, igy kisebb
megterhelést jelent az allatoknak, emellett pontossaga kozel 90%-ban megegyezik a gold

standard telemetrias modszerrel [155].

3.5. Laboratoriumi (metabolikus és renalis) paraméterek vizsgalata

Az aorta abdominalisbdl vett vért 3600 rpm fokozaton, 6 percig centrifugaltuk. A
szérumbdl meghataroztuk a gliikoz, fruktozamin, karbamid, kreatinin, kalium, triglicerid,
koleszterin,  glutamat-oxalacetat-aminotranszferaz  (GOT) ¢és  glutamat-piruvat-
transzamindz (GPT) ¢értékeket. Minden paramétert Hitachi-712 automatizalt
spektrofotométerrel mértiink.

A 24 6ras gytijtott vizeletet 3600 rpm fokozaton, 6 percig centrifugaltuk, majd
vizelet kreatinin értékekbdl testsulyra vonatkoztatott kreatinin-clearencet szamoltunk. A
vizeletilledéket mikroszkoposan vizsgaltuk, illetve probaleoltasokat végeztiink az

esetleges infekcio kizaréasara.

3.6. Szovettani vizsgalatok

3.6.1. Perjodsav - Schiff (PAS) festés

A hisztologiai vizsgalatokhoz a vesék egy részét 8%-os formalinban fixaltuk,
majd paraffinba agyaztuk. A beagyazott mintdkbol 5 pm-es metszeteket készitettiink,

majd PAS festést végeztiink, melyen a mezangialis matrix expanzié mértékét értékeltiik.
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A 400x-o0s nagyitas metszeteken meghataroztuk a glomerulusok piispoklilan fest6do,
PAS-pozitiv régidinak aranyat a teljes vizsgalt teriilethez viszonyitva. A kiértékeléshez
Adobe Photoshop (Adobe Systems Incorporated, San Jose, CA, USA) és Scion Image
(Informer Technologies, In. Madrid, Spanyolorszag) szoftvereket hasznaltunk [156].

3.6.2. Fibronektin immunhisztokémiai festés

A xilolban deparaftinizalt metszeteket felszallo alkoholsorral €s desztillalt vizzel
rehidrataltuk. Feltartuk az epitépokat pH 6,0-0s citrat pufferrel, majd peroxidaz-gatlot
alkalmaztunk. A nem-specifikus kotddéseket borju szérum albumin (BSA) fehérjeoldattal
gatoltuk, majd hozzdadtuk az elsédleges fibronektin antitestet (Abcam, Cambridge, MA,
USA) 1:1000 higitasban. Masodlagos antitestként peroxidazzal jeldlt, anti-nyul (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), egylépcsds polimer antitestet alkalmaztunk.
Az eldhivast a HISTOLS Rezisztens amino-etilkarbazol (AEC) kromogén/szubsztrat
rendszerrel végeztiik, hematoxilin oldattal kontraszt-festettiik. A kiértékeléshez 400x-os
nagyitason meghataroztuk a glomerulusok AEC pozitivan festddé barna teriileteinek
aranyat a teljes vizsgalt teriilethez viszonyitva. Adobe Photoshop (Adobe Systems
Incorporated, San Jose, CA, USA) és Scion Image (Informer Technologies, In. Madrid,

Spanyolorszag) szoftverekkel értékeltiik ki a festést [157].

3.7. Szérum BDNF és vizelet mikroalbuminuria mérése enzimmel kotott

immunoszorbens technikaval (ELISA)

A szérum BDNF ¢és vizelet mikroalbuminuria mennyiségét szendvics ELISA
modszerrel hataroztuk meg (R&D System, Minneapolis, MN, USA). Minden lépést
szobahdmérsékleten végeztiink és az egyes 1épések kozott haromszor mostuk a platet.
Els6ként az elsddleges antitesttel (anti-BDNF vagy anti-albumin) 24 6ran keresztiil
inkubaltuk a 96-lyuku platet. Ezt kdvetden 1 6ran keresztiil blokkoltuk a plate feliiletét a
BDNF esetében 1% BSA-foszfat-pufferelt sooldattal, az albumin mérésénél 1% BSA-
tris-pufferelt sdoldattal. A mintakat a blokkold oldatban BDNF ELISA esetében 1:10;
albumin ELISA-nal 1:1000 aranyban higitottuk és duplikatumkeént vittiik fel, majd 2 6ran

keresztiil inkubaltuk. A mosést kdvetden, hozzdadtuk az antigént felismerd masodlagos
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biotinilalt anti-BDNF vagy anti-albumin antitestet. Kétoras inkubaciot, majd a mosasi
1épést kovetden a mintdkra sztreptavidin-tomaperoxiddz konjugatumot mértiink és 20
percig inkubaltuk. Végiil hozzaadtuk a rendszerhez a szubsztratként alkalmazott
tetrametil-benzidint, mely sordn a peroxidaz aktivitds eredményeként kék szinreakciot
tapasztatunk. Ot perc elteltével, 2NH>SO4 oldattal allitottuk le a reakciét. A mintak
optikai denzitasat spektrofotometrias modszerrel (Chameleon V  Florometer-
Luminometer Photom, Hidex, Turku, Finnorszag) 450 nm-en detektaltuk. A relativ

crc

alapjan szamoltuk ki és pg/ml-ben hataroztuk meg.

3.8. mRNS izolalas és valds idejii reverz transzkripcios polimeraz-

lancreakcio (RT-PCR)

A prefrontalis régid és hippokampusz szovetmintakbol totdl RNS-t izoldltunk
Total RNA Mini Kit-tel (Geneaid Biotech Ltd., New Taipei City, T4jfold) a gyart6
protokollja alapjan. A szévetekbdl nyert RNS mennyiségét €s tisztasagat NanoDrop ND-
1000 spektrofotométerrel (BCM, Huston, TX, USA) allapitottuk meg. Mintanként 500 ng
RNS-b6l komplementer DNS-t (cDNS) szintetizaltunk Maxima First Strand cDNA
Synthesis Kit for RT-qPCR (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) reagensekkel
a gyarto leirasat kovetve.

A valos idejii PCR méréseket Light Cycler 480 SYBR Green 1 Master enzyme
mix (F. Hoffmann-La Roche Ltd, Bézel, Svdjc) reagensekkel és LightCycler 480 (F.
Hoffmann-La Roche Ltd, Bazel, Svéjc) géppel végeztiik. A BDNF, SIR, 18sRNS, Bcl2,
Bax génekre specifikus forward és reverse primereket terveztiink az NCBI nukleotid
adatbazisban talalhato szekvenciak alapjan (1. tablazat). A primereket az Integrated DNA
Technologies (IDT, Coralville, 1A, USA) cég szallitotta. A 20 ul végtérfogatu
reakcioelegy 10 pl LightCycler 480 SYBR Green Master enzyme mixet, 1 pl cDNS
mintat, 7 pl nukleindz-mentes vizet és az adott célfehérjére specifikus 1-1 pl forward és
reverse PCR primert, tartalmazott. A kiilonbozé célfehérjék mRNS expressziojat a 18s
riboszomalis RNS (Rn18s) haztartasi gén aranyaban hataroztuk meg az x=2-ACp képlet

alapjan.
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1. tablazat. A reverz transzkripcidos polimeraz-lancreakcio soran vizsgalt gének és
primereik. Bdnf: brain-derived neurotrophic factor, Sigmarl: sigma-1 receptor, Rn18s: 18s
riboszomalis RNS, Bcl2: B cell lymphoma 2, Bax: Bcl2-associated X protein

Génneve NCBI referencia Primer szekvencia Tﬁ;;r;ik
ot et et s CCSCRICTCTAACCITAST rar o
Signarl NMLOI0S961  0ii A G GCOAAGGOTATAGAABAGE 3 104
RIS NROZIL i G OGCOTECAGCCCCOOACATCTA 195
B2 NMLOISNSBL e CGACAAGGGOCCOTAGAG S 2P
Bax NM_017059.2 forward: 5' AGCCGCCCCAGGACGCATCCA 3' 299 bp

reverse: 5' CAGCCGCTCCCGGAGGAAGTCCAG 3'

3.9. Western-blot analizis

A hippokampusz és prefrontélis régiokbol fehérje-homogenizatumot készitettiink.
Otven mg szovetmintait 4 CC°-os, lizis pufferben [(pH 7,4) 1 M
tris(hidroximetil)Jaminometan, 0,5 M etilénglikol-tetraecetsav, 1% Triton X-100, proteaz
és foszfatdz inhibitorok: 1 mg/ml approtinin, 5 mg/ml leupeptin, 0,5 M
fenilmetanszulfonil fluorid, 0,25 M natrium-fluorid, 0,5 M natrium orthovanadat; (Sigma
Aldrich Kft. Budapest, Magyarorszag)] Fastprep RP120 homogenizatorral (Thermo
Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA) homogenizaltuk. A mintak Osszfehérje
USA\) hataroztuk meg és 10 pg/ul-re allitottuk be.

A fehérjeizolatumot 4x-es Laemmli pufferben (12,5 mM TRIS-HCI1 pH=6,7, 4%
natrium dodecil szulfat (SDS), 4% merkaptoetanol, 15% glicerol, 0,01% brémfenolkék)
denaturaltuk, majd 12%-os SDS-poliakrilamid gélen (Bio-Rad Laboratories Inc.
Hercules, CA, USA) szobahdmérsékleten, 200 V aramerdsségen futtattuk. A blottolas
soran a fehérjéket az SDS-poliakrilamid gélr6l nitrocelluléz membranra (Bio-Rad
Laboratories Inc. Hercules, CA, USA) transzferaltuk gyorsblottolo késziilékkel (Bio-Rad
Laboratories Inc. Hercules, CA, USA). A fehérjetranszfer sikerességét 1% Ponceau-S
(Sigma Aldrich Inc, St. Louis, MO, USA), 25% ecetsav (Reanal Kft. Budapest,
Magyarorszadg) tartalmi festékkeverékkel ellendriztik. Ezutdn a membrant

szobahOmérsékleten, 1 6ran keresztiil blokkold oldatban (5% BSA- tris-pufferelt sooldat,
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TBS) inkubaltuk. Blokkolds utdn a membrant egy ¢jszakan keresztiil, 4 °C-on inkubaltuk
a kiilonb6zo elsddleges ellenanyagokkal (anti-BDNF 1:1000, anti-p75Ntr 1:1000,
pERK1/2 1:1000 Abcam, Cambridge, MA, USA; pCREB 1:500, anti-S1R 1:500,anti-
TrkB 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; pJNK 1:1000 Cell
Signaling Technology, Inc. Danvers, MA, USA). Masnap a 3 x 10 perces mosast (TBS-
0,05% Tween20) kovetden, a membranokat szobahomérsékleten, 1 6ran at inkubaltuk az
elsddleges antitestre specifikus torma-peroxiddz enzimmel konjugalt masodlagos
antitesttel (kecske anti-nyul 1:6000 a BDNF, p75Ntr, pPCREB, TrkB, pJNK ¢s kecske anti-
egér 1:2000 a SIR, pERK esetében, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA).
Ezutan tovabbi 3 x 10 perces mosasokkal eltavolitottuk a felesleges, nem kotoddott
antitesteket. Az el6hivast ECL plus reagenssel (Millipore Corporation, Billerica, MA,
USA) kemilunineszcens modszerrel Versa Doc késziilékkel végeztik (Bio-Rad
Laboratories Inc. Hercules, CA, USA). A jelet Quantity One szoftverrel (Bio-Rad
Laboratories Inc. Hercules, CA, USA) denzitometraltuk és a Ponceau festés altal kapott

Osszfehérje mennyiségre és belsd kontrollra korrigaltuk.

3.10. Statisztikai elemzés

Az adatok statisztikai kiértékeléséhez és elemzéséhez GraphPad Prism 6
statisztikai programot (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) hasznaltunk. Els6
1épésként Kolmogorov és D’Agostino normalitas tesztet végeztiink. Normalis eloszlas
esetén egyutas faktoridlis varianciaanalizist (ANOVA, Analysis of variance) ¢és
Bonferroni post hoc tesztet hasznaltunk. A nem parametrikus adatoknal Kruskal-Wallis
¢s Dunns féle post hoc tesztet alkalmaztunk. Az eredményeket atlag =+ SEM adtuk meg.
Statisztikailag szignifikdnsnak a p<0,05 értéket tekintettiik.
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4. EREDMENYEK

4.1. 1. Kisérletsorozat: S1R agonista FLU kezelés T1DM allatmodellben

4.1.1. A FLU hatasa a metabolikus paraméterekre T1DM allatmodellben

Hét héttel az STZ injekcidt kovetéen a cukorbetegségre jellemzd koros
metabolikus laboratoriumi értékeket mértiink, melyeket a 2. tablazat dsszegez. A DM
csoportban az emelkedett vércukor- és fruktézamin szintek igazoljdk a DM hosszutava
fennallasat, a magasabb koleszterin ¢és triglicerid szintek a cukorbetegség okozta
lipidanyagcsere zavarat jelzik. A diabéteszes patkanyok stlyndvekedése elmaradt a
kontroll csoportétol. Amig a FLU kezelés a vércukor és fruktéozamin értékeket nem
befolyasolta, a szérum lipid-szinteket mindkét dozisban csokkentette. A majfunkcios

értékek (GOT, GPT) egyik csoportban sem valtoztak (2. tabldzat).

2. tablazat. Metabolikus laborparaméterek Kkontroll, kezeletlen és FLU-val kezelt
diabéteszes allatokban. Metabolikus paraméterek kontroll, diabéteszes (D), 20 mg/ttkg
(D+FLU20) vagy 2 mg/ttkg (D+FLU2) vagy FLU + 1 mg/ttkg S1R antagonista NE100-zal kezelt
allatokban. FLU: fluvoxamin, S1R: sigma-1 receptor, GOT: glutamat-oxalacetat
aminotranszferaz, GPT: glutamat-piruvat-transzaminaz. Az adatokat atlag = SEM adtuk meg.
“p<0,05 vs. Kontroll; #p<0,05 vs. D; N=7-8/csoport.

Kontroll Diabétesz (D) D+FLU20 D+FLU20+NE100 D+FLU2  D+FLU2+NE100

(SA“g“"V‘*kedes 136£9,05  6689.49°  912+12,6° 67,1147 85+12,5" 87,5+5,90*
Gliikéz (mmol/l)| 12,340,590  44,5+322°  34,54227" 48,042,08" 30,244,61" 39,742,67"
Fruktézamin 14942,17  25443,48°  25247,58" 267+7,66" 242+4,86" 264+11,1*
(nmol/l)

Koleszterin 1,8740,09  2,43£0,08"  1,96:0,06" 2,094+0,11 1,720,12% 1,840,11
(mmol/l)

Triglicerid 0,75£0,09  2,79+043°  126+0,09* 1,8040,20" 1,26+0,25% 1,78+0,43"
(mmol/l)

GOT (U/l) 184414,6 1884257 2094264 1794214 203420,5 189411,6
GPT (U/l) 52,541,89  68,448,01  74,5+3,18 72,6714 74,06,70 72,6+13,8
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4.1.2. Neuroendokrin paraméterek és szérum BDNF szint valtozasa T1DM

allatmodellben

A kronikus stressz allapotot kisérd jellegzetes neuroendokrin elvaltozasok koézé
tartozik a timusz tomegének csokkenése és a mellékvese megnagyobbodasa. Ezeket a
tiineteket kisérletes és klinikai modellekben is igazoltdk, mind depresszié, mind
cukorbetegség kapcsan [158]. Az irodalmi adatokkal egybehangzéan mi is
megnagyobbodott mellékvesét és a timusz tomegének csokkenését mértik a DM
csoportban. Az értékeket a FLU kezelés nem befolyasolta.

Ismert, hogy a kronikus stresszallapot, igy a depresszidé vagy a cukorbetegség
hatdssal van a szérum BDNF mennyiségére is [159, 160]. Kisérleteinkben
visszaigazoltuk, hogy DM-ben jelentdsen csokken a szérum BDNF szintje, amelyet az

egyes kezelések nem valtoztattak (3. tdbldzat).

3. tablazat. Neuroendokrin paraméterek és szérum BDNF szint kontroll, kezeletlen és FL.U-
val kezelt diabéteszes allatokban. Mellékvese, timusz testtomegre vonatkoztatott tomege és
szérum BDNF szintje, diabéteszes (D) és kontroll, diabéteszes (D), 20 mg/ttkg (D+FLU20) vagy
2 mg/ttkg (D+FLU2) vagy FLU + 1 mg/ttkg S1R antagonista NE100-zal kezelt allatokban.
BDNF: brain-derived neurotrophic factor, FLU: fluvoxamin, S1R: sigma-1 receptor. Az értékeket
atlag + SEM 4brazoltuk. “p<0,05 vs. Kontroll; N=7-8/csoport.

Kontroll Diabétesz (D) D+FLU20 D+FLU20+NE100 D+FLU2  D+FLU2+NE100

Mellékvese

relativ silya 0,11£0,00  0,18+0,01" 0,20+0,01" 0,20+0,02" 0,19+0,01" 0,20+0,02"
(g/ttkg)

Timuszrelativ | 4 61014  082+0,12° 0804007  0,73:008° 0,690,068  0,640,16"
sulya (g/ttkg)

Sz.erumBDNF 7784078  378+021°  3.66+043" 3,62+0,30" 4,61+0,45 2,89+0,38"
szint (ug/ml)

413. A FLU mérsékli a DM-indukalt depresszié-szeri viselkedést T1DM

allatmodellben

A DM soran jelentkez6 depresszio-szerii viselkedést a cukorbeteg allatmodellek
esetében altalanosan alkalmazott Porsolt-féle erdltetett Giszas teszttel hataroztuk meg. A
DM 7 hetes fennallasat kovetden depresszios tlinetegyiittes alakult ki, amit a lebegés

id6tartamanak novekedése jellemzett a cukorbeteg allatokban. Ezzel parhuzamosan a DM
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csoportban csokkent a mobilitasi mozgasok ideje, kiilon vizsgalva az egyes mobilitasi
mintazatokat az iszas és a kapalozas iddtartama szignifikansan csokkent (4. tablazat).

Az antidepresszans FLU kezelés soran dozisfliggd hatast tapasztaltunk, ugyanis
csak a 20 mg/ttkg dozisu FLU javitotta a depressziora jellemz0 viselkedés mintazatot,
mig a 2 mg/ttkg dozis hatastalan volt. A specifikus SIR antagonista NE100
felfiiggesztette a FLU jotékony hatasat (12. abra).
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12. abra. Az eroéltetett uszas teszt kontroll, kezeletlen és FLU-val Kkezelt diabéteszes
allatokban. Mobilitasi és lebegési id6szazalék kontroll, diabéteszes (D), 20 mg/ttkg (D+FLU20)
vagy 2 mg/ttkg (D+FLU2) vagy FLU + 1 mg/ttkg S1R antagonista NE100-zal kezelt diabéteszes
allatokban. A mobilitasi paramétert az uszas, kapal6zas és buvarkodas iddszazalékanak Osszege
adja. FLU: fluvoxamin, S1R: sigma-1 receptor. Az értékeket atlag £+ SEM tlintettiik fel.
"p<0,001 vs. Kontroll; #p<0,05 vs. D, %p<0,05 vs. D+FLU20; N=7-8/csoport.

Mivel cukorbetegség kapcsan romlik a fizikai allapotot, az Gszésteszt mellett
indokolt a nyilt porond tesztet elvégzése, mellyel az allatok lokomotoros aktivitasa
hatarozhato meg. Igy bizonyithat6, hogy a kezelések hatdsara jelentkez6 mobilitasi
1ddszazalék javulas nem csak a jobb fizikai allapotnak kdszonhetd, hanem valdban az
antidepresszans hatds kovetkezménye. A cukorbeteg patkdnyoknak lokomotoros
aktivitasa csokkent, mely rosszabb altalanos fizikai allapotot jelez. A cukorbeteg allatok
csOkkent lokomotoros aktivitasan sem a FLU, sem az NE100-kezelés nem valtoztatott,
vagyis ez a paraméter nem befolyasolta a tovabbi viselkedési teszt eredményeit (4.

tablazat). Az antidepresszans kezelés nem novelte a vonalatlépések szamat a DM

47



DOI:10.14753/SE.2017.2062

csoporthoz viszonyitva, vagyis nem eredményezett fizikai allapotjavulast. Mindez
bizonyitja, hogy a nagyobb dozisi FLU terdpia a fizikai allapot befolyasolasa nélkiil

fejtette ki antidepressziv hatéasat.

4, tablazat. Az erdltetett uszas teszt mobilitasi paraméterei és a porond teszt értékelése
kontroll, kezeletlen és FLU-val kezelt diabéteszes allatokban. Az egyes mobilitasi
paraméterek (kapaldzas, Giszas és buvarkodas) idészazaléka és a vonalatlépések szama kontroll,
diabéteszes (D)), 20 mg/ttkg (D+FLUZ20) vagy 2 mg/ttkg (D+FLU2) vagy FLU + 1 mg/ttkg S1R
antagonista NE100-zal kezelt diabéteszes allatokban. FLU: fluvoxamin, S1R: sigma-1 receptor.
Az adatokat atlag = SEM ébréazoltuk. "p<0,05 vs. Kontroll; N=7-8/csoport.

Mobilitas

idészazalék | Kontroll Diabétesz (D) D+FLU20 D+FLU20+NE100 D+FLU2 D+FLU2+NE100
(%)

Kapalézas 31,1311 17,8+0,87" 21,0+1,90 17,7+3,06" 24,542,552 26,4+3,58
Uszas 49,1£350  28,8+6,36" 44312 31 28,1+3,68" 25,3+3,85" 27,1+6,24"
Bivarkodas |[0,42+0,18 0,33+0,22 2,26+1,31 0,11+0,11 1,22+0,37 0,34+0,21
Vonal-

atlépések

szdma 3984524 156+48,2°  91+259" 142+34,6" 87,0+41,9° 60,5+21,9"
porond

tesztben

4.1.4. A FLU noveli az agyi BDNF és S1R fehérjeszinteket TIDM allatmodellben

A depresszid €és a cukorbetegség kialakuldsa soran elsddlegesen érintett agyi
teriiletek a hippokampusz és a prefrontalis kortex [86], ezért a BDNF és SIR fehérje
szinteket ezekben az agyi régiokban hataroztuk meg. Mivel a 2 mg/ttkg FLU dozis
hatastalan volt a depresszio-szerti viselkedés kivédésében, ezért a fehérjeszinteket csak a
20 mg/ttkg FLU dozis esetén vizsgaltuk.

A prekurzor és érett BDNF, valamint a SIR mennyisége is lecsokkent a
diabéteszes patkdnyok hippokampuszéban és prefrontdlis régidjaban. FLU kezelés
hatasara mindegyik vizsgalt fehérje mennyisége emelkedett, a novekedést az NE100

felfiiggesztette (13. dbra).
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Hippokampusz Prefrontalis régié
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13. abra. Prekurzor és érett BDNF fehérjeszint kontroll, kezeletlen és FLU-val kezelt
diabéteszes allatokban. Az abra fels6 része reprezentativ immonoblot képeket t mutat (A, B). A
grafikonok a prekurzor (C, D), érett (E, F) BDNF ¢és SIR (G, H) fehérjeszinteket abrazoljak
kontroll, diabéteszes (D) és 20 mg/ttkg (D+FLU20) vagy FLU+1 mg/ttkg S1IR antagonista
NE100-zal kezelt diabéteszes allatok hippokampuszaban és prefrontalis régidjaban. BDNF: brain-
derived neurotrophic factor, S1IR: sigma-1 receptor, FLU: fluvoxamin. Az értékeket atlag + SEM
adtuk meg. "p<0,05 vs. Kontroll, “p<0,01 vs. Kontroll, "p<0,001 vs. Kontroll; #p<0,01 vs. D,
##n<0,001 vs. D, ¥p<0,01 vs. D+FLU20, %¥%p<0,001 vs. D+FLU20; N=7-8/csoport.
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4.1.5. A DM és FLU nem befolyasolja a Bdnf és Sigmarl mRNS expressziojat

A Bdnf és a Sigmarl mRNS expressziojat, Sem a DM, sem a kezelések nem

valtoztattak a vizsgalt agyi régiokban (14. dbra).
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14. abra. Bdnf és Sigmarl mRNS expresszié kontroll, kezeletlen és FLU-val kezelt
diabéteszes allatokban. A grafikonok a Bdnf (A, B) és Sigmarl (C, D) mRNS expressziot
abrazoljak kontroll, diabéteszes (D), 20 mg/ttkg (D+FLU20) vagy FLU + 1 mg/ttkg SIR
Bdnf: brain-derived neurotrophic factor, S1R/ Sigmarl: sigma-1 receptor, Rnl18s: 18S
riboszomalis RNS, FLU: fluvoxamin, NS: nem szignifikans. Az értékeket atlag + SEM adtuk
meg, N=7-8/csoport.
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4.2. 1l. Kisérletsorozat: RAAS-gatlo kezelés T1DM allatmodellben

421. A RAAS-gatlo szerek non-depresszor dézisanak igazolasa T1DM

allatmodellben

Az éllatok vérnyomasat a RAAS-gatlo kezelések megkezdése elétt, a DM 6todik
hetében; valamint a két hetes kezelési periddus végén mértiik. A RAAS inhibitorok
dozisait korabbi kisérleteink és irodalmi adatok alapjan gy valasztottuk meg, hogy
antihipertenziv tulajdonsaguktol fiiggetlentil gatoljak a RAAS megfeleld elemeinek
expressziojat, illetve aktivitasat [144-149].

A cukorbeteg allatok vérnyomdsa a vizsgalati periodus alatt egyik kezelési
csoportban sem valtozott, ami igazolja a megfeleld, non-depresszor dozisok kivalasztasat

(5. tabldzat).

5. tablazat. Artérias kozépnyomas értékek kontroll, kezeletlen és RAAS-gatlokkal kezelt
diabéteszes allatokban. Kontroll, diabéteszes (D) és RAAS-gatlokkal (D+ENA: D+Enalapril,
D+RAM: D+Ramipril, D+LOZ: D+Lozartan, D+EPL: D+Eplerenon, D+SPI: D+Spironolakton)
kezelt 7 hetes diabéteszes allatok artérids koézépnyomas értékei. RAAS: renin-angiotenzin-
aldoszteron rendszer. Az adatokat atlag + SEM adtuk meg. “p<0,05 vs. Kontroll; #p<0,05 vs. D;
N=7-8/csoport.

Kontroll  Diabétesz (D) D+ENA D+RAM D+LOZ D+EPL D+SPI

Artérias
kozépnyomas 74,7+3,83 73,9+4,48 62,9+2,72 72,3£2,79  73,8+7,13 77,3+6,73 77,4+8,16
(Hgmm)

4.2.2. A RAAS-gitlo szerek javitottak a metabolikus paramétereket T1DM

allatmodellben

A ll. kisérletsorozatban az I. sorozathoz hasonlé metabolikus elvaltozasokat
figyeltiink meg a 7 hetes periddus végén a cukorbeteg csoportban: csokkent a testsuly,
emelkedett a szérum vércukor, fruktézamin és lipid-szint. Az enalapril és eplerenon
szignifikansan, mig a tobbi RAAS-gitl6 csak tendencidjaban, de gatolta az allatok

stulyvesztését. A lipid metabolizmus javitdsdban az enalapril és az aldoszteron
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antagonistak bizonyultak hatékonynak. A mdjkarosodas markereként hasznalt GOT és
GPT értéke nem valtozott DM ill. RAAS-gatl6 kezelések hatasara sem.

A RAAS-gatlok — kiilondsen az aldoszteron antagonistdk — esetében gyakori
Klinikai tapasztalat a szerek hiperkalémizalo hatasa, azonban kisérleteinkben az
alkalmazott RAAS-gatlo dozisok mellett nem tapasztaltuk a szérum kalium szint
emelkedését (6. tdabldzat).

6. tablazat. Metabolikus laborparaméterek kontroll, kezeletlen és RAAS-gatlokkal kezelt
diabéteszes allatokban. Kontroll, diabéteszes (D) és RAAS-gatlokkal (D+ENA: D+Enalapril,
D+RAM: D+Ramipril, D+LOZ: D+Lozartan, D+EPL: D+Eplerenon, D+SPI: D+Spironolakton)
kezelt diabéteszes allatok metabolikus laborparaméterei. RAAS: renin-angiotenzin-aldoszteron
rendszer, GOT: glutamat-oxalacetat aminotranszferaz, GPT: glutamat-piruvat-transzaminaz. Az
értékeket atlag = SEM adtuk meg. “p<0,05 vs. Kontroll; #p<0,05 vs. D; N=7-8/csoport.

Kontroll  Diabétesz(D) D+ENA D+RAM  D+LOZ  D+EPL D+SPI
Testsily (g) 425+9,97 258+12,0° 3084946 265+6,55" 275+6,19"  300+9,31"  268+11,1"
(SA"‘g“Mkedés 2304100 59.249.70° 1105118 73.8+375° 80,048,17° 110£9.66™ 77,5+9,81"
?r:]'r‘;‘é’lfl) 12,6+058  47,3+3,98" 352+323" 44,1+1,87" 43,7£2,44" 348+182"° 42,6+1,29"
f;:ll;:%ami“ 5534140 6634225 66343417 60,5+1,83  67,6£3,08°  65,0£2,51°  65,142,95"
ﬁ’r'ﬁzf/tle)”” 1,900£0,05  2.28+0.06" 1.82+0,107 2,18+40,09 2,06£0,08 1.82+0.14% 1,72+0,11"
(Tr;ir?]'ci)fﬁ)”d 0,5740,07  1,90£0,50°  0,994043 0,98+0,34 1314037  0,88+0,09  1,13%0,12
GOT (Ull) 168+8,20 221427,0  186421,6 1944302  158431,6  156£122  160+14,7
GPT (U/l) 5394153 74,549,18  762+10,7 82,7114 889+147 7094674 743741
g‘g‘c‘)‘&‘l) 6,01£0,12  7,69+038"  6,38+0,53" 8,12+1,03° 7,93+036" 7,84+0,23" 7,49+0,30"
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4.2.3. A RAAS-gatlé szerek javitottak a vesemiikodést TIDM allatmodellben

A vizsgalati periddus végére a diabéteszes allatokban DNP-re jellemzd
funkcionalis eltérések jelentkeztek: novekedett a vese/testtdmeg arany, a szérum kreatinin
¢s urea nitrogén szint, fokozodott a gliikkoziirités és a mikroalbumintria, valamint
csokkent a kreatinin-clearence.

A RAAS-gitlok mérsékelték a vese hipertrofiat, csokkentették a gliikoziiritést,

valamint javitottak az urea nitrogén és kreatinin clearence paramétereket (7. tdbldzat).

7. tablazat. Renalis laborparaméterek kontroll, kezeletlen és RAAS-gatlokkal kezelt
diabéteszes allatokban. Kontroll, diabéteszes (D) ¢és RAAS-gatlokkal kezelt (D+ENA:
D+Enalapril, D+RAM: D+Ramipril, D+LOZ: D+Lozartan, D+EPL: D+Eplerenon, D+SPI:
D+Spironolakton) diabéteszes allatok renalis paraméterei. RAAS: renin-angiotenzin-aldoszteron
rendszer, DN: detektalhatatlan. Az értékeket atlag + SEM adtuk meg. "p<0,05 vs. Kontroll;
#p<0,05 vs. D; N=7-8/csoport.

Kontroll Diabétesz (D) D+ENA D+RAM D+LOZ D+EPL D+SPI

;"i%eétes“"meg 0,7140,05  1,61+0,32° 1424032  133+021% 1,35+0,12¢ 1,31+0,08% 133x021%
Szérum
kreatinin 5534140 663+225° 6633417 60,5183  67.6+3,08° 650+2.51° 651295
(nmol/1)

g;f;‘o‘ll/'lt)"’ge“ 8,09+0,18  283+3,08%  188+224% 193+129™ 1814184 21,041,04% 18,6+1,39™%
Gliikozuria

(mmol/l) DN 371+28,3 3124223 300+40,8 374+26,7  312+£32,6 314+24,5

Mikroalbu-
minuria

(mg/24h DN
vizeletben)

95,8415,9°  99,6£11,0° 96,4+12,7° 81,94293" 71,2+6,04" 69,3+14,4"

Kreatinin- .
clearence 1,02£0,04  0,64+0,08 1,08£0,16"  0,98+0,04"  0,89+0,10  0,98+0,10" 1,08+0,10%
(ml/min)
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4.2.4. ARAAS-gatl6 szerek mérsékelték a DNP-re jellemzo strukturalis és fibrotikus
elvaltozasokat T1DM allatmodellben

A vesében a mezangialis matrix expanzido mértékét PAS festett metszeteken
hataroztuk meg. A kontroll allatok vesestrukturaja egészséges szovettani szerkezetet
mutatott, mig DM-ben besziikiilt kapillaris lument és erdteljes mezangidlis matrix
felszaporodast tapasztaltunk a glomerulusokban. Az 6sszes RAAS-gatlo csokkentette a
mezangialis matrix DM-indukalta kiterjedését, ezaltal a glomerulusok karosodasat (15.
abra).

A vesefibrozis folyamatanak kiemelt jelentdsége van a DNP progresszidjaban.
Fibrézis soran felszaporodik az extracellularis matrix, melynek egyik f6 komponense a
fibronektin. A diabéteszes allatokban nagyfoku fibronektin festddést detektaltunk a
glomerulusokban, illetve kisebb mennyiségben a tubulointersticialis régioban. A RAAS-
gatlo kezelések a fibronektin felszaporodast jelentdsen csokkentettek, azaz anti-fibrotikus

hatasunak bizonyultak (6. abra).
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15. abra. Mezangialis matrix Kiterjedése kontroll, kezeletlen és RAAS-gatlokkal kezelt
diabéteszes allatok veséiben. Kontroll, diabéteszes (D) és RAAS-gatlokkal (D + ENA:
D+Enalapril, D+RAM: D+Ramipril, D+LOZ: D+Lozartan, D+EPL: D+Eplerenon, D+SPI:
D+Spironolakton) kezelt allatok perjodsav-Schiff festett vese metszetek reprezentativ képei
(200x nagyitas; Iépték 50 pm). A mezangidlis matrix expanzio (Vv) mértékét a mezangialis
matrix/ glomerulus teriilet aranyaval hataroztuk meg. A fekete nyilak a piispoklila festodésii
mezangialis matrixot abrazolja a glomerulusokban. RAAS: renin-angiotenzin-aldoszteron
rendszer. Az adatokat atlag = SEM abrazoltuk. “p<0,05vs. Kontroll; #p<0,05vs. D; N=7-
8/csoport.
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16. abra. A fibrozis mértéke kontroll, kezeletlen és RAAS-gatlokkal kezelt diabéteszes
allatok veséiben. Kontroll, diabéteszes (D) és RAAS-gatlokkal (D+ENA: D+Enalapril, D+RAM:
D-+Ramipril, D+LOZ: D+Lozartan, D+EPL: D+Eplerenon, D+SPI: D+Spironolakton) kezelt
diabéteszes allatok fibronektin festett vese metszetek reprezentativ képei (200x nagyitas; 1épték
50 pm). A fibrézis (Vv) mértékét a fibronektin/ glomerulus teriilet aranyaval hataroztuk meg.
RAAS: renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer Az adatokat 4tlag + SEM adtuk meg. “p<0,05 vs.
Kontroll; #p<0,05 vs. D; N=7-8/csoport.
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4.2.5. Neuroendokrin paraméterek és szérum BDNF szint valtozasa T1DM

allatmodellben

Az 1. Kkisérletsorozatot visszaigazolva, a II. kisérletsorozatban is hasonlo
neuroendokrin elvaltozasokat tapasztaltuk a DM csoportban: a mellékvese relativ tomege
nott, a timusz tomege pedig csokkent a kontroll allatokhoz képest. A RAAS-gatlok nem
befolyasoltak a timusz tomegét. Az ACE-gatld enalapril és ramipril, valamint ARB
lozartan hatdsara nem valtozott, az aldoszteron antagonista eplerenon és spironolakton
hatasara azonban megemelkedett a mellékvese tomege.

Hasonléan I. kisérletsorozatunkhoz a szérum BDNF szintje lecsokkent cukorbeteg
allatokban. A RAAS-gatldo kezelések nem befolyasoltdk a BDNF szérumszintjét (8.

tablazat).

8. tablazat. Neuroendokrin paraméterek és szérum BDNF szint kontroll, kezeletlen és
RAAS-gatlokkal kezelt diabéteszes allatokban. Kontroll, diabéteszes (D) és RAAS-gatlokkal
(D+ENA: D+Enalapril, D+RAM: D+Ramipril, D+LOZ: D+Lozartan, D+EPL: D+Eplerenon,
D+SPI: D+Spironolakton) kezelt diabéteszes allatok mellékvese, timusz relativ tomege és szérum
BDNF szintje. RAAS: renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer, BDNF: brain-derived
neurotrophic factor. Az értékeket atlag + SEM formaban abrazoltuk. “p<0,05 vs. Kontroll,
#p<0,05 vs. D; N=7-8/csoport.

Kontroll Diabétesz (D) D+ENA D+RAM D+LOZ D+EPL D+SPI

Mellékvese . . . . .
relativ silya  |0,11+0,00  0,19+0,01 0,16+0,03  0,18+0,01° 0,19+0,02" 0,32+0,02" 0,29+0,01™*
(o/ttkg)

Timusz relativ

h 2,00£0,08 0,730,117  0,85+0,11" 0,97+0,08" 0,63+0,06° 0,55+0,02° 0,61+0,08"
stlya (g/ttkg)

Szérum BDNF

A 7,24+0,76  2,26+0,18°  1,44+0,13" 1,97+0,15" 1,48+020° 1,70+0,18"  1,68+0,08"
szint (ng/ml)

4.2.6. A RAAS-gatlé szerek javitjak a DM-indukalta depresszié-szerii viselkedést
T1DM allatmodellben

A depresszio-szerli viselkedés megallapitasara ebben a kisérletsorozatban is az
eréltetett Giszas tesztet alkalmaztuk. A diabéteszes allatoknal csokkent a mobilitas, és nott
a lebegés (immobilitas) idészazaléka, mely igazolta a DM-indukalta depresszio-szerti

viselkedés kialakulasat. Az Osszes RAAS-gatld kezelés megndvelte a mobilitds
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idGszazalékat, mely a RAAS-gatlok antidepresszans-szerli hatasat igazolta T1DM
patkanymodellben. Az egyes mobilitasi paraméterek kiilon-kiilon vizsgalva is javuld
tendenciat mutattak mindegyik RAAS-gatlo kezelés hatasara, az ACE-gatlo enalapril és

ramipril szignifikdnsan javitotta az Giszasi paramétert (17. dbra).
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17. abra. Az erdéltetett uszas teszt kontroll, kezeletlen és RAAS-gatlokkal kezelt diabéteszes
allatokban. Kontroll, diabéteszes (D) és RAAS-gatlokkal (D + ENA: D+Enalapril, D+RAM:
D-+Ramipril, D+LOZ: D+Lozartan, D+EPL: D+Eplerenon, D+SPI: D+Spironolakton) kezelt
allatok mobilitasi €és lebegési iddszazaléka. A mobilitdsi paramétert az uszas, kapalozas és
buvarkodas id6szazalékanak Osszege adja meg. RAAS: renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer.
Az értékeket atlag + SEM tiintettiik fel. “p<0,05 vs. Kontroll; *p<0,01 vs. Kontroll; #p<0,05 vs.
D; N=7-8/csoport.

A diabéteszes csoportban a kevesebb vonalatlépés a lokomotoros aktivitas
csokkenésére utalt, melyet a RAAS-gatlok nem valtoztattak (9. tabldzat). Tehat a RAAS-
gatld kezelések nem eredményeztek jobb fizikai allapotot, vagyis az Uszasteszt soran
kapott jobb mobilitasi id6szazalék igazolja a RAAS inhibitor kezelések antidepresszans

hatasat.
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9. tablazat. Az erdltetett uiszas teszt mobilitasi paraméterei és a porond teszt kontroll,
kezeletlen és RAAS-gatlokkal kezelt diabéteszes allatokban. Az egyes mobilitasi paraméterek
(kapalozas, uszas és buvarkodas idészazaléka és a vonalatlépések szama kontroll, diabéteszes (D)
és RAAS-gatlokkal (D+ENA: D+Enalapril, D+RAM: D-+Ramipril, D+LOZ: D+Lozartan,
D+EPL: D+Eplerenon, D+SPI: D+Spironolakton) kezelt diabéteszes allatokban. RAAS: renin-
angiotenzin-aldoszteron rendszer. Az adatokat atlag = SEM abrazoltuk. “p<0,05 vs. Kontroll;
#p<0,05 vs. D; N=7-8/csoport.

Mobilitas Kontroll Diabétesz(D) D+ENA D+RAM  D+LOZ  D+EPL D+SPI
iddszazalék (%0)

Kapalézis 2544244  19740,79  26,041,32 242+243 2974416 29,04581 22,2+323
Uszas 54,742,85  23,542,43"°  412+331% 495+592% 344+286" 34,6+4,08° 31,8+313"
Buvérkodas 1,50£0,39  0,76+0,28  1,07+0,44 027+0,15 0,80+0,57 1,67+0,95 1,81+0,67

Vonal-atlépések

:Zf“?; porond | 4321472  123+41.1" 102+39,4" 1344354 1124441 158+23,9" 129+17,5
esztben

4.2.7. A RAAS-gatlo szerek hatiasa az agyi prekurzor és érett BDNF szint

valtozasaira T1DM allatmodellben

A prekurzor formaként szintetizdlodo BDNF tovabbi hasitasok révén érett BDNF-
fé alakul. A diabéteszes allatok hippokampuszaban mind a prekurzor, mind az érett
BDNF szintje csokkent. A RAAS-gatlo kezelések megakadalyoztadk a BDNF szint
csokkenését, s6t kompenzatorikus novekedést eredményeztek (kivétel aldoszteron-

antagonistak) (18. abra).

59



DOI:10.14753/SE.2017.2062

A B
Prekurzor BDNF Erett BDNF

28KDa s s S e — T — 14KDa  wmmmmm O —

2.0

Prekurzor BDNF fehérjeszint (K%)
Erett BDNF fehérjeszint (K%)

18. abra. Prekurzor és érett BDNF fehérjeszint kontroll, kezeletlen és RAAS-gatlokkal
kezelt diabéteszes allatok hippokampuszaban. Az abrak felsé része a fehérjék reprezentativ
immunoblotjait mutatjak. A grafikonok a prekurzor (A) és érett (B) BDNF fehérje mennyiségét
abrazolja kontroll, diabéteszes (D) és (RAAS-gatlokkal (D+ENA: D+Enalapril, D+RAM:
D+Ramipril, D+LOZ: D+Lozartan, D+EPL: D+Eplerenon, D+SPI: D+Spironolakton) kezelt
diabéteszes allatok hippokampuszaban. RAAS: renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer, BDNF:
brain-derived neurotrophic factor. Az értékeket atlag = SEM abrazoltuk. "p<0,05 vs. Kontroll;
“p<0,01 vs. Kontroll, #p<0,05 vs. D, #p<0,01 vs. D, #*p<0,001 vs. D; N=7-8/csoport.

4.2.8. A RAAS-gatlok fokozzak az agyi TrkB - ERK - CREB - Bcl2 szignalizacios
utvonalat T1IDM allatmodellben

rrrrrr

beinditott jelatviteli utakon keresztiil idézi eld. Kisérletiinkben a TrkB fehérje
mennyisége DM hatasara lecsokkent, és ezzel parhuzamosan a TrkB altal aktivalt
jelatviteli utvonal fobb fehérjéinek, az ERKI1/2 és CREB foszforilalt formajanak
mennyisége is alacsonyabb volt a cukorbeteg allatokban. A RAAS-gatlok — a ramipril
kivételével — novelték a receptor mennyiségét és emelték a foszforilalt ERK1/2 és a

CREB szintjét (19. abra).
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19. abra. TrkB, pERK1/2, pCREB fehérjeszint kontroll, kezeletlen és RAAS-gatlokkal
kezelt diabéteszes allatok hippokampuszaban. Az abra felsé része a fehérjék reprezentativ
immonoblotjait mutatja (A). A grafikonok a TrkB (B), foszforilalt ERK1/2 (C) és CREB (D)
fehérjeszintjét abrazolja kontroll, diabéteszes (D) és RAAS-gatlokkal (D+ENA: D+Enalapril,
D+RAM: D+Ramipril, D+LOZ: D+Lozartan, D+EPL: D+Eplerenon, D+SPI: D+Spironolakton)
kezelt diabéteszes allatok hippokampuszaban. RAAS: renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer,
TrkB: tropomyosin receptor kinase B, pERK1/2: phospho extracellular signal-regulated kinase
1/2, pCREB: phospho cAMP responsive element binding protein. Az értékeket atlag + SEM
abrazoltuk. “p<0,05 vs. Kontroll; “p<0,01 vs. Kontroll, #p<0,05 vs. D; N=7-8/csoport.

A szignalizacios Utvonal végén a CREB transzkripcios faktor aktivacidja révén
fokozodik az anti-apoptotikus Bcl2 mRNS expresszioja. Ezzel 6sszhangban méréseink
soran a cukorbeteg patkanyok hippokampuszaban csokkent a CREB aktivacidja, ezzel
parhuzamosan a CREB altal indukalt Bcl2 mRNS expresszioja is alacsonyabb volt. A
RAAS-gatlok novelték a foszforilat CREB mennyiségét, és emelkedett a Bcl2 szintje is a

kezelések hatasara (20. abra).
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Bcl2/Rn18s mRNS expresszi6

20. abra. Bcl2 mRNS expresszio kontroll, kezeletlen és RAAS-gatlokkal kezelt diabéteszes
allatok hippokampuszaban. A grafikon a Bcl2 mRNS expresszidjat abrazolja kontroll,
diabéteszes (D) és RAAS-gatlokkal (D+ENA: D+Enalapril, D+RAM: D+Ramipril, D+LOZ:
D+Lozartan, D+EPL: D+Eplerenon, D+SPI: D+Spironolakton) kezelt diabéteszes allatok
hippokampuszaban. RAAS: renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer, Bcl2: B cell lymphoma 2,
Rn18s: 18S riboszomalis RNS. Az értékeket atlag + SEM abrazoltuk. *p<0,05 vs. Kontroll,
#p<0,05 vs. D; N=7-8/csoport.

4.2.9. A RAAS-gatlok az agyi p75Ntr - JNK - Bax szignalizaciés utvonalat nem
befolyasoljak T1DM allatmodellben

A prekurzor BDNF jelatviteli utjanak masik aga a p75Ntr - JNK - Bax
szignalizacios Utvonal. Méréseink alapjan sem a DM sem a RAAS-gatlok nem
befolyasoltak a prekurzor forma receptoranak, a p75Ntr-nek, valamint az altala elinditott
jelatviteli utvonalban szereplé JNK foszforilalt formajanak mennyiségét a

hippokampuszban (21. dbra).
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21. abra. p75Ntr, pJNK fehérjeszint kontroll, kezeletlen és RAAS-gatlé szerekkel kezelt
diabéteszes allatok hippokampusziaban. Az abra felsd része a fehérjék reprezentativ
immonoblotjait mutatja (A). A grafikonok a p75Ntr (B), foszforilalt INK (C) fehérjeszintjét
abrazolja kontroll, diabéteszes (D) és RAAS-gatlokkal (D+ENA: D+Enalapril, D+RAM:
D+Ramipril, D+LOZ: D+Lozartan, D+EPL: D+Eplerenon, D+SPI: D+Spironolakton) kezelt
diabéteszes allatok hippokampuszaban. RAAS: renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer, p75Ntr:
a neurotrophin receptor p75, pJNK: phospho c-Jun N-terminal kinase, NS: nem szignifikans. Az
értékeket atlag + SEM abrazoltuk. N=7-8/csoport.

A JNK altal kozvetetten indukalt pro-apoptotikus Bax mRNS expresszidja sem
valtozott az egyes csoportokban, tehat eredményeink alapjan a prekurzor forma jelatviteli

utvonala ebben a kisérleti felallasban nem aktivalodik (22. abra).
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22. abra. Bax mRNS expresszio kontroll, kezeletlen és RAAS-gatlo szerekkel kezelt
diabéteszes allatok hippokampuszaban. A grafikon a Bax mRNS expresszidjat abrazolja
kontroll, diabéteszes (D) és RAAS-gatlokkal (D+ENA: D+Enalapril, D+RAM: D+Ramipril,
D+LOZ: D+Lozartan, D+EPL: D+Eplerenon, D+SPI: D+Spironolakton) kezelt diabéteszes
allatok hippokampuszaban. RAAS: renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer, Bax: Bcl2-associated
X protein, Rn18s: 18S riboszomalis RNS, NS: nem szignifikans. Az értékeket atlag + SEM
abrazoltuk. N=7-8/csoport.
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5. MEGBESZELES

A DM ¢és szovédményei napjaink globalis népegészségiigyi probléméja, mely
tobb mint 400 millié6 embert érint vilagszerte [161]. A cukorbetegek tobb mint 40%-a
depresszios tiinetekkel kiizd, melyek rontjdk a metabolikus kontrollt és a betegek
terapiahliségét, valamint novelik a DM-indukélta szovédmények kialakulasat és a
mortalitast [162, 163]. A depresszié gyakori elé6fordulasanak ellenére a DM-hez tarsulo
hangulatzavarok sokszor nem keriilnek felismerésre és a betegek nem részesiilnek
megfeleld terapidban. A kezelés eredményességét tovabb neheziti, hogy a DM és a
depresszio kozotti pontos patofizioldgiai kapcesolat mindmaig nem tisztazott.

A TIDM ¢és a depresszid kozotti kapcsolat pontosabb megértésének céljabol
preklinikai vizsgalatainkban, cukorbetegség patkdnymodelljében két kisérletsorozatot
végeztiink el. Az elsében a klinikumban altalanosan alkalmazott antidepresszans FLU
kezelés hatdsmechanizmusat és jelatviteli utvonalat vizsgdltuk. A masodik
kisérletsorozatban a DM szovédményeinek kezelésére alkalmazott RAAS-gatld szerek
esetleges antidepressziv hatasanak bizonyitasat tliztiik ki célul.

Eredményeinkkel igazoltuk, hogy a cukorbetegség depressziora jellemzd
viselkedést €s neuroendokrin szervi elvaltozasokat eredményez. Megallapitottuk tovabba,
hogy a S1R - BDNF - TrkB - Bcl-2 szignalizacios Gtvonal patognomikus jelentdségii DM-

hez tarsuld depresszio kialakulasaban.

A neuroendokrin valtozasok hatterében a HPA-tengely hiperaktivacidja allhat.
Ismert, hogy a HPA-tengely hosszantartd tulmiikodése — a folyamatos CRH termelddés
és/vagy a negativ visszacsatolds megsziinése révén — a mellékvese megnagyobbodasat
eredményezi. A timocitdk pusztulasaért és igy a timusz atrofidjaért pedig a kronikus
stressz allapot (pl. a hiperglikémia) altal indukalt gyulladasi reakcidkat és a fokozott
gliikkokortikoid termelddést teszik feleléssé [158, 164]. Mindezen irodalmi adatokkal
megegyeztek sajat kisérleti eredményeink, melyekben a DM éltal kivaltott kronikus
stressz a neuroendokrin szervek fentiekhez hasonl6 valtozasat eredményezte.

Tekintettel arra, hogy az STZ erételjesen toxikus a limfoid szdvetekre [165],
felvetddhet a kérdés, hogy az STZ-indukalt TIDM allatmodellben nem maga a vegyiilet
adasa okozta-e a timusz atrofiat. Mic és munkatarsai a kozelmultban bizonyitottak, hogy

egyértelmiien a hiperglikémias allapot okozza a timusz méretének csokkenését, ugyanis
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a szerv atrofidja csak tobb nap elteltével jelentkezik, mikorra a rovid féléletidejit STZ mar
kitiriil a szervezetbdl [166].

Nagyon kevés kisérletben vizsgaltak a neuroendokrin szervek méretének
valtozasat az antidepresszansok alkalmazasanak fliggvényében. Egyes tanulmanyok arrol
szamoltak be, hogy kronikusan, enyhe stressznek kitett patkanyokban az SSRI-tipust
fluoxetin kezelés csokkenti a megnagyobbodott mellékvese méretét, illetve gatolja a
timusz sulycsokkenését [167, 168]. Ezekben a vizsgalatokban az antidepresszans kezelést
a depresszio indukciojaval parhuzamosan kezdték, a szervek valtozasa preventiv jelleggel
gatolhat6 volt.

Kisérleteinkben elséként vizsgaltuk DM allatmodellben a FLU mellékvese
megnagyobbodasara és a timusz atréfidra gyakorolt hatasat; és azt taldltuk, hogy az
alkalmazott antidepresszans kezelések nem befolyasoltak a neuroendokrin szervek
méretét. Esetiinkben a kezelést a DM 5 hetes fennallasat kovetoen kezdtiik el, és azt
feltételezziik, hogy a szervi elvaltozasok visszaforditasara a 2 hetes kezelési periddus nem
elegendd. Erre utalnak Kioukia-Fougia kisérletei is; triciklusos antidepresszans kezelés
csak a vizsgalat kezdetét6l adva bizonyult hatékonynak a szervek méreteit illetden [169].
Tekintettel arra, hogy FLU kezelést mindeddig az irodalomban nem alkalmaztak, az is
elképzelhetd, hogy a FLU hatasa/hatasmechanizmusa eltér a tobbi SSRI-t61 [168].

Az STZ-indukalt TIDM patkdnymodelljében a depresszio-szerti viselkedés
meghatarozasara az erdltetett uszas teszt a leginkabb alkalmazott viselkedési teszt, ezért
kisérleteink sordn ezt hasznaltuk. Az erdltetett Uszds tesztet régdta alkalmazzak
antidepresszansok hatasdnak vizsgalatira, ugyanis konnyen kivitelezhetd és rendkiviil
megbizhatd [170]. Az allatoknal jelentkez6 immobilitas (lebegés) a reménytelenség
érzetét tikrozi, mely egyfajta passziv coping mechanizmusként, depresszio-szerii
viselkedésként értelmezheté [171]. A régebbi tanulmanyok a gyogyszerek
antidepresszans hatasanak tesztelésekor csak az immobilitas (lebegés) id6szazalékat
vették figyelembe, azonban késobb kidertilt, hogy az aktiv szakasz (Uszés, kapalozas,
buvarkodas) viselkedési mintazatainak iddszazaléka is fontos informaciot tartalmaz.
Detke és munkatarsai kimutattdk, hogy az antidepresszansok fajtajatol (SSRI vagy
noradrenalin visszavételt gatlok) fliggetleniil az immobilitas ideje csokken, viszont a
kiilonbozé szerek eltéré modon befolyadsoljdk az Gszas vagy kapalozas iddtartamat. A

szerotonin neurotranszmisszid fokozasa foként az tiszasi paraméter idészazalékat noveli,
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ezzel szemben a norepinefrin neurotranszmisszid emelkedése a kapaldzas idejét
hosszabbitja meg [172].

Az eddigiekben végzett tanulmanyok a depresszio-szerii viselkedést a
cukorbetegség kezdeti, egy honapnal rovidebb fennallasat kovetden értékelték. Az
irodalomban munkacsoportunk vizsgalta elsdként a depresszios tiinetegyiittes
megjelenését kronikus DM esetén. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a DM héthetes
fennallasat kovetden jelentdsen emelkedik az immobilitds idészazaléka, azaz
depressziora jellemzo6 viselkedés alakul ki.

A TIDM allatmodelleken végzett kisérletekben altalaban csak az immobilitas
idejét hatarozzak meg, az aktiv szakasz mozgasmintazatait csak két tanulmany részletezi.
Nadeem és munkatarsai altal végzett kisérletekben 2 hetes DM alatt csak az Gszési
paraméter ideje (a kapalozas nem) csokkent cukorbeteg patkanyokban [173]. Ezzel
szemben Caletti kutatasaiban 30 napos cukorbetegséget kdvetden az iszas és a kapaldzas
ideje is csokkent és a buvarkodas, mint 6nall6 mozgési jelenség egyaltalan nem volt
detektalhat6 [174]. Eredményeink alapjan az egyes aktiv mozgasmintazatokat tekintve
mind az uszas, mind a kapaldzas idoszazaléka csokkent, a buvarkodas nem valtozott a
DM csoportban. Valdsziniisithetd, hogy minél hosszabb ideje all fenn a cukorbetegség €s
a hozza tarsuld depresszid, annal erdteljesebb a passziv coping mechanizmus és ezzel
péarhuzamosan az aktiv szakasz uszasi és kapalozasi idejének csokkenése. A buvarkodas
fiziologias koriilmények kozott is a legkevésbé eldforduld mozgési jelenség, melynek
valtozasa az egyes irodalmi vizsgalatokban sem konzekvens, ezért konszenzusra vagy
barmiféle osszefiiggésre egyeldre mas kutatok sem jutottak.

Cukorbetegek depresszios tiineteinek kezelésére elsdésorban SSRI-tipusu
antidepresszans készitményeket alkalmaznak a gyodgyszerek nagyfokl hatékonysaga és
toleralhatosaga miatt [175]. Ismert, hogy az SSRI-ok mérséklik a depresszid-szerii
viselkedést a kronikus stressz altal kivaltott modellekben [176], azonban kevés
experimentalis adat 4ll rendelkezésre az SSRI-ok antidepresszans hatdsarol
cukorbetegség esetén. FLU terdpiat kizarolag egy tanulméanyban hasznaltak, ahol TIDM
kéthetes fennallasa soran FLU egyszeri addsa nem eredményezett antidepresszans hatast
[177]. A FLU dozis-fiiggését és tobbszori adagolasat DM kronikus modelljében még nem

vizsgaltak.
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Kisérleteinkkel els6ként igazoltuk a hosszutavu FLU terdpia jotékony hatasat a
T1DM-hez tarsuld depresszio kezelésében. Kimutattuk, hogy mig a 2 mg/ttkg FLU doézis
hatastalan, a 20 mg/ttkg dozis jelentésen csokkenti a depresszio-szerli viselkedés
kialakulasat. Az allatok kezelési dozisait human adagolasra atszamolva a 2 mg/ttkg dozis
kisebb, mig a 20 mg/ttkg dozis a klinikai gyakorlatban alkalmazott 50-300 mg/nap
dozistartomanyba esik bele [178].

Kiilon tanulmdnyozva az aktiv mozgasok egyes tipusait nem talaltunk
kiilonbséget a kezelési csoportok kozott. Korabbiakban hasonl6 vizsgalat nem tortént, igy
az eredményeinket csak mas — nem cukorbeteg patkdnyon végzett — kisérlettel tudjuk
dsszehasonlitani. Osszesen hdrom munkacsoport tanulményozta kiilon-kiilon az egyes
aktiv mozgési paramétereket FLU adasat kovetden. Egészséges ivaréretlen patkanyokban
a kronikus FLU adagolasnak nem volt antidepresszans hatisa és az egyes mozgasi
paramétereken sem valtoztatott [179]. Ovariektomizalt allatokban az Gszas id6szazaléka
emelkedett egyszeri FLU kezelésre, azonban a kapal6zas nem valtozott, mig kronikus
enyhe stressz okozta depresszidban a FLU kezelés novelte mind a kapaldzas, mind az
uszas idejét [180, 181]. Sugimoto és munkatarsai altal végzett kisérletek bizonyitottak,
hogy a FLU javitja a depresszio-szerii viselkedést DBA/2 és BALB/c egértorzsekben,
azonban ICR, ddY vagy C57BL6 allatokban hatastalan [182]. Mindezek arra utalnak,
hogy az antidepresszans hatas kialakuldsat szamos tényezd befolyasolhatja, mint az
allatmodell tipusa, a faj, a torzs, a nem, a kezelés id6tartama vagy a viselkedési teszt
fajtaja.

Az Uszasteszt értékelése soran gyakran felvetddik, hogy valoban antidepresszans
hatast latunk-e a gyogyszeres kezelést kovetden, vagy csak az allatok altalanos allapota
illetve agilitasa javul-e. Az antidepresszans hatas bizonyitasara két kiegészitd kisérletet
végeztiink. Az els6ben egészséges, him Wistar patkanyoknak hosszatavon adva FLU-t
(2, 1ll. 20 mg/ttkg/map dozisban) bizonyitottuk, hogy a kezelés nem eredményez
viselkedésbeli valtozast illetve nem okoz mellékhatdsokat egészséges allatok esetében.
Masodik Iépésben elvégeztiik a porond tesztet, mellyel a kezelések lokomotoros
aktivitasra kifejtett hatdsa allapithatdé meg. A porond teszt soran az antidepresszans
tulajdonsaggal rendelkez6 vegyiiletek nem valtoztattdk az allatok lokomotoros
aktivitasat, ami bizonyitja, hogy az immobilitas csokkenése az uszasteszt soran a FLU

kezelésnek tulajdonithato.
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Kisérleteink soran igazoltuk, hogy DM hatésara fokozodik az immobilités, tehat
a cukorbeteg allatok fizikai allapota rosszabb. Az alkalmazott kezelések a lokomotoros
aktivitdst — tehat a fizikai erdnlétet — nem javitottdk, azonban az uszastesztben
csokkentették az immobilitas idejét, mely alatdmasztja a magasabb doézist FLU kezelés
antidepresszans hatasat T1DM allatokban.

Bizonyitottuk tovabba, hogy a cukorbetegséghez tarsuld depresszid kivédésében
—bar a FLU SSRI tipusu antidepresszans — a SIR jelatviteli utvonalnak kozponti szerepe
van. Kisérleteinkben SIR specifikus antagonista adasa felfliggesztette a FLU
antidepresszans hatasat. Megfigyeléseink megerdsitik Sugimoto ¢s munkatarsai
eredményeit, akik depresszid genetikai allatmodelljében kimutattak, hogy egy masik SIR
antagonista (BD1047) adasa szintén megakadalyozza a FLU antidepresszans hatasanak

érvényesiilését [183].

Ismert, hogy szamos SSRI aktivalja a S1R-t, de koziilik a FLU kotédik a
legnagyobb affinitassal (Ki=36 nM) a receptorhoz [136]. Az elmult évtizedben
nyilvanvalova valt, hogy a S1R aktivacioja kiilonb6z6 neurotranszmitterek révén és a
[184]. SIR agonista hatasara a receptor levalik a Bip-rdl ezaltal chaperon aktivitasa
fokozodik, mely anti-apoptotikus ¢és antiinflammatorikus folyamatokat indukalva
neuroprotektiv hatast [185].
szabalyozasaban, mely részben magyarazza a S1R agonistdk antidepresszans hatasat.

Az ER-ben prekurzor formaként szintetizalodo6 BDNF elsoként a Golgi halozatba
keriil, ahol vezikulumokba csomagolédik ¢és konstitutiv vagy szabalyozott uton
szekretalodik a sejtbdl. A prekurzor BDNF hasitds nélkiil is szekretalodhat a
neuronokbdl, de féként intracellularisan furinok vagy extracellularisan matrix
metalloproteinazok révén alakul érett BDNF formava [186]. Mind a prekurzor, mind az
érett BDNF biologiailag aktiv, viszont ellentétes funkcioval birnak. A prekurzor BDNF
pro-apoptotikus, az érett forma foként sejt ttilélési szignalokat aktival. A prekurzor-érett
BDNF atalakulasa és a két forma pontos kapcsolata kevéssé tisztazott. A legtobb
tanulmany 6ssz BDNF szintet vizsgal [187]; kiilon-kiilon az egyes BDNF formakat eddig
csak az oOregedéshez-kapcsolt kognitiv funkcidkkal, tanuldssal vagy neurondlis

plaszticitassal foglalkozé kisérletekben mérték [188, 189]. A prekurzor és érett BDNF
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formak szintjének valtozasat depresszid kapcsan is meghataroztak, de kizarélag
szérummintakban; agyszdvetet nem vizsgaltak [190, 191].

A cukorbetegséghez tarsuld depresszié modellben elsoként detektaltuk az egyes
BDNF formék valtozasat az agyszovetben. Kimutattuk, hogy a hippokampuszban és a
prefrontalis régioban a FLU megemelte mind az 6ssz, mind az izoforma-specifikus BDNF
fehérjék szintjét, mig az mRNS expresszi6 valtozatlan maradt. Hasonl6 eredményekrol
szamolt be Fujimoto €s munkatérsai, akik leirtdk, hogy specifikus SIR agonista
kutamezin novelte a BDNF szintjét, az mRNS transzkripcid serkentése nélkiil [142].
Mindezek alapjan feltételezziikk, hogy a S1R agonistdk a BDNF poszttranszlacios
atalakulasat (is) befolyasolhatjak. Mivel a S1R-nek kozvetlen szerepe van a BDNF
szabalyozasaban, gy véljiik, hogy a DM sordan lecsokkent SIR szint a BDNF
mennyiségének csokkenéséhez vezet a cukorbeteg allatok agyaban. Az érett BDNF
tulélési szignalokat is aktival, ezért ugy gondoljuk, hogy a FLU altal indukalt SIR
chaperon aktivitds — megnovelve a BDNF szekréciot — gatolja az idegsejtek elhalasat,

ezaltal mérsékli a DM-hez tarsul6 depresszio kialakuléasat.

A FLU DM-ben torténd alkalmazasanak jotékony hatdsat korlatozhatjak ismert
vagy feltételezett mellékhatasai. Kronikus SSRI kezelés soran eléfordd mellékhatasok
kozil az egyik leggyakoribb a gyogyszer altal eldidézett majkarosodas. Kisérleteink
soran a FLU nem befolyasolta a majenzimek szintjét, mely alatimasztja azokat a klinikai
megfigyeléseket, melyek szerint a FLU a legkevésbé hepatotoxikus szer az SSRI
antidepresszansok koziil [192].

Egyes klinikai esettanulmanyok arr6l szdmolnak be, hogy az antidepresszans
készitmények kedvezdtlentil befolyasolhatjak a gliikoz homeosztazist, hiperglikémizalo,
esetenként hipoglikémizalo hatdsuak lehetnek. A FLU-val kapcsolatban minddssze két
adatot emlit az irodalom. Yamada és munkatérsai kimutattak, hogy egészséges egereknek
adott egyszeri FLU kezelés atmenetileg emeli a vércukorszintet [193]. T2DM-ben
egyetlen depresszioban szenvedd né esete kapcsan szamolnak be arrél, hogy a FLU
kezelést kovetden emelkedett a vércukorszint, mely az antidepresszans elhagyasa utan
visszaallt az inzulinnal beallitott eredeti vércukorértékre [194]. A FLU hatasarol T1DM-
ben nincs irodalmi adat. Kisérleteinkben a FLU sem a vércukor-, sem a fruktdozamin
szintet nem befolyasolta, mely alatamasztja, hogy a FLU kezelés hosszativon sem

befolyasolja a szénhidrat-anyagcserét.
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A lipoprotein metabolizmus zavar hozzajarul az ateroszkler6zis kialakulasédhoz,
emellett a kardiovaszkularis mortalitas fliggetlen rizikotényezéje is cukorbetegekben
[195]. Kevés vizsgalat foglalkozik a FLU lipid paraméterekre gyakorolt hatisaval. Az
irodalmi adatok alapjan a FLU kezelés csokkenti a koleszterin szintet és jotékonyan
befolyasolja a lipid haztartast [196, 197]. A klinikai megfigyelésekkel parhuzamosan
kisérleteinkben mi is igazoltuk, hogy a FLU csokkenti a DM-indukalt hiperlipidémiat.

Elsé kisérletsorozatunkat Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy T1DM-ben a
cukorbetegség depressziora jellemz0 viselkedést és neuroendokrin valtozasokat indukal,
melyek hatterében a S1R - BDNF jelatviteli ut szerepe feltételezhet6. A FLU

antidepresszans hatdsaban részben a S1R aktivacidja vesz részt.

A cukorbetegekben jelentkez6 depresszi6 nemcsak a szénhidratanyagcsere
zavarat sulyosbitja, de jelentdsen noveli a szovédmények gyakorisagit. A DM
kovetkeztében 1étrejovo szamos tarsbetegség koziil, munkacsoportunk részletesen a vesét
érintd szovodményeket, a DNP patomechanizmusat és 0j kezelési lehetdségeit vizsgalja.

DNP soran mind a szisztémas, mind az intrarenalis RAAS aktivalodik, ezért a
nemzetkzi- és hazai iranyelvek alapjan a RAAS-gatlok az elséként valasztando terapias
szerek a vesekarosodds progresszidjanak lassitdsara. A klinikai gyakorlatban
mikroalbumintria megjelenésekor elsédlegesen ACE-gatlot vagy ARB-t alkalmaznak.
Gyakran el6fordul azonban, hogy az ACE-gatlok vagy az ARB-k hatasa nem kielégit6 a
proteintria csokkentésében az Un. aldoszteron szokés jelensége miatt. Az aldoszteron
szO0kés lényege, hogy az ANG II-tdl fiiggetleniil is termelddik aldoszteron, amely
Oonmagaban is képes serkenteni a gyulladasi és a fibrotikus folyamatokat, ezaltal fokozva
a DNP progresszidjat [198]. A jelenség a DNP-s betegek 20-40%-aban fordul el6 és
ezekben az esetekben aldoszteron antagonistak alkalmazasa indokolt [199]. Az
aldoszteron antagonistdk monoterdpias hasznalata DNP esetén jelenleg nem szerepel az
ajanlasokban, azonban egyre tobb klinikai vizsgélat igazolja, hogy a spironolakton
monoterapiaban is javitja a proteintriaval jard vesebetegség progresszidjat mind TIDM
mind T2DM betegeknél [200, 201].

Mivel a spironolakton strukturdja nagymértékben hasonlit a progeszteronéhoz, a
MR mellett az androgén és progeszteron receptorhoz is bekotddik, igy férfiakban libido

csokkenést és ginekomasztiat, n6kben féként menstruacios zavarokat idézhet el6 [202].
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Ez az antiandrogén mellékhatasprofil limitalja a spironolakton haszndlhatosagat és
fokozott koriiltekintést igényel az alkalmazas soran. A MR-hez szelektiven kotédo
eplerenon mellékhatasai joval enyhébbek, azonban a szer monoterapias indikacioi kozott
egyeldre csak a miokardialis infarktust kovetd kongesztiv szivelégtelenség, illetve a
Kisérleteink soran T1DM-ben igazoltuk, hogy a RAAS-gatlo szerek — koztik az
aldoszteron antagonistadk — a vérnyomas csokkentése nélkiil hatékonyan mérsékelik a
DNP progresszidjat. Kimutattuk tovabba, hogy a rutinszertien alkalmazott ACE-gatlok,
ARB-k, illetve a spironolakton mellett, a kevesebb mellékhatassal jar6é eplerenon is

ugyanolyan hatékonyan javitja a vese strukturalis és funkcionalis karosodasat.

A RAAS-gatlok pleiotrop (antihipertenziv, nefroprotektiv) hatasai — melyeket
fenti kisérleti eredményeink is aldtdmasztottak — a kozelmultban j megvildgitasba
keriiltek. Igazoltak, hogy ARB-t vagy ACE-gatlot szedd hipertonids betegeknél csokken
a depresszi6 és javulnak a kognitiv funkciok, emellett kevesebb antidepresszanst
igényelnek, mint azok a betegek, akik vérnyomascsokkentdként béta-blokkolot szedtek
[203, 204]. Ezen klinikai vizsgalatok eredményei felvetették a RAAS-gatlok
antidepresszans tulajdonsagat. A klinikai tapasztalatokat &llatkisérletes adatok is
meger6sitik, melyek kimutattak, hogy ARB-k vagy ACE-gatlok antidepresszans hatassal
birnak erdltetett iszas teszt soran [205, 206]

Az aldoszteron antagonistak antidepresszans hatasaval kapcsolatos kutatdsok nem
ennyire egységesek. Mig az allatkisérletek azt bizonyitjak, hogy a szisztémasan vagy
kozvetleniil az agyba juttatott spironolakton antidepresszans hatasa [207, 208]; addig
humén tanulményokban az MR antagonizaldsa felfliggesztette a triciklusos
antidepresszansok altal jelentkezd javulast [209]. A RAAS inhibitorok antidepresszans
hatdsanak hatterében az agyi RAAS rendszer miikdodésének gatldsa allhat. Az elmult
évtizedben valt nyilvanvalova, hogy az agyban is miikodik a szisztémas RAAS-tol
részben fiiggetlen lokalis RAAS, melynek funkcidja foként az ANG II altal stimulalt AT
1 receptor aktivacidja révén érvényesil. Az agyban az ANG II elsédlegesen
stresszhormonként funkcional, lokalisan is termelddik, illetve a vér-agy gaton atjutva a
szisztémas keringésbol is bekeriilhet a kozponti idegrendszerbe [210]. Az ANG Il szintje

akut vagy kronikus stresszhatasra megemelkedik és gyulladasos folyamatokat, valamint
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a HPA-tengely aktivacigjat idézi eld, mely depresszid-szert viselkedést eredményezhet
[211].

A RAAS-gitlok antidepressziv hatasarol DM kapcsan csupan 3 tanulmany
késziilt. Pavlatou és munkatarsai kimutattak, hogy normoténias, T2DM-ben szenvedd
betegekben javul a depresszid6 ACE-gatlo kezelés hatasara [212]. TLDM-ben szenvedd
kozel ezer betegen végzett vizsgalat szerint, azok akik a tarsulo veseszovodmények miatt
RAAS-gatlo kezelést kaptak, kisebb ddzist antidepresszanst (SSRI vagy MAO-gatlo)
igényeltek, mint akik nem részesiiltek RAAS inhibitor terapiaban [213]. Az eddigi
egyetlen allatkisérletes eredmény szerint (mely idén jelent meg), telmizartannal végzett
3-hetes kezelés antidepresszans hatést fejtett ki STZ-indukalt TIDM korai szakaszaban
[214].

Kisérleteinkben elsdként igazoltuk, hogy az ARB-khez hasonl6an, a tobbi RAAS-
gatlo kezelés is mérsékli a kronikusan fennallo6 T1DM éltal indukalt depressziot. A
RAAS-gatlok antidepresszans tulajdonsagat egyértelmiien igazolja, hogy mig az
immobilitas idétartama a kezelt csoportban csokkent, az allatok lokomotoros aktivitasa
nem valtozott. Az aktiv szakasz paramétereinek elkiiloniilt vizsgalatakor csak az ACE-
gatlokkal kezelt allatoknal tapasztaltunk javulast; €és csak az 1szdsi paraméter
tekintetében. Feltételezziik, hogy az ACE-gatlok antidepresszans hatdsmechanizmusanak
egyes elemei — az altalunk vizsgalt jelatviteli utvonalakon kiviil — részben eltérhetnek az
ARB-kt6l vagy aldoszteron antagonistdkétol. Vizsgalatainkban az aldoszteron
antagonistak ugyanolyan hatékonyan csokkentették a depressziora jellemz6 immobilitasi

mozgasmintazatot, mint az ARB-k vagy ACE-gatlok.

Ismert, hogy depresszios allatmodellekben (izoléacids stressz, hidegstressz modell)
ARB hatasara csokken a HPA-tengely aktivitasa és csokken a CRH, ACTH, valamint
kortikoszteron felszabadulas [215]. Spontan hipertonias ragcsalomodellben igazoltak,
hogy a CRH és a kortikoszteron szint ACE-gatlok hatasara is mérséklodik [216]. Ezzel
szemben aldoszteron antagonistak hatdsara fokozodik a HPA-tengely aktivitasa, ugyanis
az MR antagonizalasaval megsziinik a HPA-tengely negativ visszacsatolasa [217].
Vizsgalatainkban a HPA-tengely fokozott miikddését jelzé mellékvese megnagyobbodas
¢és a timusz tomegének csokkenése csak a kezeletlen cukorbeteg allatoknal mutatkozott.
Kisérleteinkben a RAAS-gatlok a timusz tomegét nem befolyasoltak, mig a mellékvese

méretét az aldoszteron antagonistak ndvelték. Mivel az aldoszteron a mellékvesekéregben
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termelddik, feltételezziik, hogy az MR antagonizalas révén a szervezet ,relativ
aldoszteron (vagy kortikoszteron) hianyként” érzékelve kompenzatorikus aldoszteron
termelésbe kezdett — ez vezethetett a mellékvese hipertrofiahoz.

Eredményeink értékelésekor fontos kiemelniink, hogy bar kisérleti adataink
szerint az aldoszteron antagonistadk antidepresszans hatastiak, a MR blokkoladsa a fenti
mechanizmusokon keresztiil (HPA-tengely aktivacid, kortizol szekrécié fokozasa) éppen
ellentétes hatast eredményezhet, ezért a depresszid kezelésének szempontjabol

valdsziniileg nem az aldoszteron-antagonistak az ideélis szerek.

Ismert, hogy a kognitiv funkciovesztés, a memoriazavarok ¢és a
hangulatbetegségek patomechanizmusaban kulcsfontossagh a BDNF ¢és jelatviteli
utvonala. A prekurzor és érett BDNF szignaltranszdukcidja kiilonb6z6 receptorokon
keresztiil valosul meg, melyek alapvetéen hol egymassal ellentétes, hol konvergald
folyamatokat inditanak be. Az Gtvonalak Gsszetettsége miatt kutatasaink soran mind a
prekurzor, mind az érett BDNF esetében csak a downstream jelatvitelben szerepld fobb
pontok valtozasat vizsgaltuk. Mivel mind a FLU-val végzett kisérleteink, mind az
irodalmi adatok alapjdn depresszioban a BDNF szintje a prefrontalis kéregben ¢és a
hippokampuszban azonosan valtozik, a RAAS-g4tl6 szerek BDNF-re kifejtett hatasat mar
csak a hippokampuszban vizsgaltuk.

A prekurzor BDNF - p75Ntr kapcsolatot a kozelmultban fedezték fel és igazoltak,
hogy a prekurzor BDNF az érett formaval ellentétes folyamatokat indit be: gatolja az
betdltott szerepérdl Gsszesen egy tanulmany all rendelkezésre, melyben leirjak, hogy a
prekurzor BDNF és a p75Ntr mennyisége depresszids betegek széruméaban emelkedik.
[219]. Cukorbetegség kapcsan azonban egyaltalan nincs adata prekurzor forma
jelentdségérdl. Elsdként mutattuk ki, hogy cukorbeteg patkanyok hippokampuszéban a
prekurzor BDNF fehérjeszintje csokken. A RAAS-gatld kezelések a prekurzor BDNF
szintjét ismét megemelték, azonban a p75Ntr receptor mennyisége €s az altala indukalt
apoptotikus utvonal fehérjéinek szintje (JNK - Bax) nem valtozik sem DM-ben sem a
kezelések hatasara. Mindezek alapjan feltételezziik, hogy a DM-hez tarsuld depressziod
patomechanizmusaban a p75Ntr altal indukalt pro-apoptotikus utvonal kevésbé jelentds
¢s a kezelések antidepresszans hatasa is fiiggetlent a prekurzor BDNF - p75Ntr -JNK -

Bax szignaltranszdukcids Gtvonaltol.
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Felvetddik azonban a kérdés, hogy miért van diszkrepancia a prekurzor BDNF ¢és
a p75Ntr pro-apoptotikus utvonalban szereplé fehérjék mennyiségi valtozasa kozott. Ugy
gondoljuk, hogy a prekurzor BDNF cukorbetegség soran lecsokkent mennyisége nem
elegendd a receptor aktivalasahoz. A kezelések hatasara megemelkedett prekurzor BDNF
szint, pedig azért nem aktivalja a p75Ntr Gtvonalat, mert pArhuzamosan az atalakité enzim
(extracellularis proteaz plazmin) mennyisége is megemelkedik, mely hatdséra a prekurzor
BDNF-bdl azonnal érett forma alakul ki. A szdéveti plazminogén aktivator fokozza az
extracellularis protedz plazmin aktivitasat, mely hasitja a prekurzor BDNF-et [220].
Ismert, hogy az ANG II az asztrocitakban fokozza a plazminogén aktivator gatlasaért
felel6s enzim (PAI-1) szekrécidjat és aktivitasat [221]. A kozelmultban azt is kimutattak,
hogy kiilonb6z6 RAAS-gatlé kezelések hatékonyan csokkentik a PAI-1 mennyiségét
T1DM-ben és ezzel csokkentik a renalis fibrozis, illetve a DNP kialakulasat [222].
Mindezek alapjan feltételezziik, hogy a RAAS gatlas ezzel a mechanizmussal, vagyis a
gatld hatast PAI-1 gatlasaval is hozzajarulhat a plazminogén aktivator enzim fokozott
mikodéséhez, ezdltal az érett BDNF mennyiségének ndvekedéséhez ¢és az
antidepresszans hatas kifejlédéséhez. Hipotézisiink igazolasahoz tovabbiakban a PAI-1
mennyiségének €s aktivitasanak mérését tervezziik.

Az érett BDNF {06 jelatviteli titvonalanak szerepl6ir6l (TrkB - CREB - Bcl-2)
felvetették, hogy a depresszio kialakulasaban betoltott patognomikus jelentéségiik
mellett, a betegség biomarkereinek is tekinthetok, mivel szérum ill. agyi szintjik
antidepresszans kezelés hatdsara emelkedik €s mennyiségiik korreldl a depresszid
javulasaval [223]. Cukorbetegekben hasonld adatok nem ismertek és kevéssé koriiljart a
RAAS szerepe is az utvonal szabalyozasaban.

Kognitiv funkcidkat vizsgald allatmodellekben (demencia ill. Alzheimer-kor)
igazoltak, hogy mind az ARB telmizartan, mind az ACE-gatlo perindopril javitotta a
memoriat és a kognitiv funkcidkat és noveli a BDNF szintjét [224, 225]. Depresszios
modellekben vagy kronikus stresszt kovetden hasonld vizsgalatokra mindeddig nem
kertilt sor.

Kisérleteinkben kimutattuk, hogy cukorbeteg allatok hippokampuszéban az érett
BDNF szintje csokken, és ezzel parhuzamosan a jelatviteli ut relevans fehérjéinek (TrkB,

ERK ¢és 16 effektor molekulaként ismert CREB) expresszidja is alacsonyabb. Xiang és
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munkatarsai hasonld eredményekre jutottak: T2DM patkanymodelljében kognitiv
diszfunkciot és alacsonyabb foszforilalt CREB szintet mértek [226].

Kisérleteinkben kimutattuk, hogy RAAS-gatlok hatasara az érett BDNF szintje
megemelkedik, mely fokozza a TrkB - Erk - CREB - Bcl2 jelatviteli utvonal fehérjéinek
mennyiségét. Mindezek alapjan ugy véljik, hogy a RAAS-gatlok antidepresszans
hatasanak hatterében all6 mechanizmusok egyike, hogy a transzkripcios faktor CREB
pozitiv feedback mechanizmussal serkenti a BDNF ¢és az anti-apoptotikus Bcl2 fehérje
termelodését, elosegitve az idegsejtek tulélését, regeneralddasat és a szinapszisok
formalodasat. Eredményeinket Goel €s munkatarsai adatai is alatdmasztjak, akik LPS-
indukalta kognitiv diszfunkcio allatmodelljében leirtdk, hogy az ARB kandezartin
kezelés fokozza az agyban a BDNF - CREB jelatviteli Gitvonalat, csdkkentve az idegsejtek
pusztulasat és javitva a memoriat [227].

Mivel a kezeléseket a RAAS-gatlok non-depresszor dozisaval végeztiik,
eredményeink azt mutatjak, hogy a RAAS inhibitorok neuroprotektiv és antidepresszans

hatasa fiiggetlen a szerek vérnyomascsokkentd tulajdonsagatol.

Osszefoglalva eredményeink arra utalnak, hogy a DNP és a depresszio kozos
kialakulasdban a RAAS altal szabalyozott BDNF - TrkB jelatviteli Gitvonal kdzponti
szerepet jatszik. Mindezek alapjan valdszinisitheté, hogy DNP-ben nemcsak a
vesekarosodds, hanem a hangulatzavarok 1is sikerrel kezelhetok RAAS-gatlok

segitségével.

Ph.D. munkam f6 célja a DM-hez tarsuld depresszid patomechanizmusanak
vizsgalata volt. Kimutattuk, hogy a TAIDM-indukalta depressziora jellemz6 viselkedés és
neuroendokrinologiai  valtozasok antidepresszans FLU adasaval hatékonyan
csokkenthetdk. Igazoltuk, hogy a depresszid kialakuldsdban a SIR - BDNF jelatviteli
itvonal kozponti szerepet jatszik. Osszességében a FLU egy igéretes és biztonsagos
kezelési lehetdség a DM-hez tarsulod depresszid kezelésében, bar humén vizsgalatok és
nagyobb populéciokon végzett multicentrikus tanulméanyok elvégzése sziikséges a S1IR
agonistak klinikai hatékonysaganak tovabbi bizonyitasara.

Bizonyitottuk a DNP kezelésében elsdként valasztand6 RAAS-gatlok
monoterapias hatékonysdgat mind a nefropatia progressziojanak lassitasaban, mind a

depresszio-szerti viselkedés mérséklésében. Kimutattuk, hogy a BDNF - TrkB - CREB
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jelatviteli utvonal modulécidja kozponti jelentdségli az antidepresszans hatas
kialakitasaban. Eredményeink tovabbi adatokkal tdmasztjak ala, hogy a RAAS gatlasa

nemcsak a nefropatiat csokkenti, hanem jotékony hatasu lehet a cukorbetegséghez tarsuld

depresszio megeldzésében is.
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6. KOVETKEZTETESEK

1.

Igazoltuk, hogy az antidepresszdns FLU kezelés dozisfiiggd mdodon mérsékli a

T1DM soran kialakulé depressziot.

Kimutattuk, hogy a S1R - BDNF jelatviteli utvonal részt vesz a T1DM-indukalta
depresszid patomechanizmusaban. A S1R agonista kezelés fokozza a T1DM
soran csokkent BDNF szintet a depresszio kialakulasaért felelés agyi régiokban,

a hippokampuszban ¢€s a prefrontalis kortexben.

Els6ként mutattuk ki, hogy az ARB-k mellett az ACE-gatlokkal és aldoszteron
antagonistakkal  végzett hossztavi, non-depresszor dozisi  kezelés

antidepresszans hatasti a T1DM indukalta depresszioban.

A prekurzor BDNF - p75Ntr altal indukalt pro-apoptotikus szignalizacido nem vesz
részt a T1DM-hez tarsuld depresszid kialakuldsdban és a RAAS-gatlok

antidepressziv hatasmechanizmusaban.
Az érett BDNF - TrkB - CREB jelatviteli utvonal kulcsfontossagi a T1DM-hez

tarsuld depresszid patomechanizmusaban €s a RAAS-gatlok antidepresszans

hatasanak kialakitasdban az idegsejtek tulélésének segitése révén.
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7. OSSZEFOGLALAS

A diabétesz mellitusz (DM) napjaink egyik legjelentdsebb népegészségiigyi
problémaja, mely hatalmas egészségiigyi €s gazdasagi terhet jelent az euroatlanti
tarsadalmak szdmara. A depresszi6 szintén milliokat érintd népbetegség vilagszerte. A
két betegség kozos elfordulasa rontja az ¢letmindséget, csokkenti a varhato €lettartamot
¢s noveli a szovodmények, koztikk a diabéteszes nefropatia (DNP) kialakuldsanak
kockazatat. A két betegség komorbiditdsdban a kozos korélettani hattér szerepe mar régen
felvetddott, azonban a pontos patomechanizmus egyeldre nem ismert.

Ph.D. munkam soran a cukorbetegség és a depresszio 1étrejottében szerepet jatszo
kozos korélettani/jelatviteli folyamatokat és kezelési lehetdségeiket tanulméanyoztam.
elsédlegesen alkalmazott renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) gatld szerek
hogyan befolyasoljak a depresszié kialakulasat és milyen mechanizmusok allhatnak az
antidepresszans hatas hatterében.

Kisérleteink soran kimutattuk, hogy az agyi sigma-1 receptor (S1R) — brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) jelatviteli utvonal részt vesz a DM-indukalta
depresszié kialakulasaban. Igazoltuk, hogy a klinikumban rutinszertien alkalmazott,
antidepresszans hatast fluvoxamin aktivalja a S1R-t, mely fokozza a BDNF mennyiségét,
ezaltal mérsekeli a depresszios tiineteket. Bizonyitottuk, hogy mig az prekurzor BDNF -
p75Ntr - INK - Bax jelatviteli utvonal nem valtozik, addig az érett BDNF izoforma altal
aktivalt TrkB - CREB - Bcl2 szignalizacié csokken a diabéteszes patkdnyok agyéaban.

Igazoltuk a DNP kezelésében elséként valasztandd RAAS-gatlok monoterapias
hatékonysagat mind a nefropatia progresszidjanak lassitasaban, mind a depresszio-szerl
viselkedés mérséklésében. Kimutattuk, hogy a RAAS-gatlo kezelések aktivaljak a TrkB-
CREB jelatviteli Utvonal miikodését, mely eldsegiti a neuronok tulélését és a
neuroplaszticitast, ezzel hozzdjarul a RAAS-gatlok antidepresszans hatdsanak
kialakulasdhoz.

Osszefoglalva eredményeink tovabbi adatokkal tamasztjak ala, hogy a RAAS
gatldsa nemcsak a nefropatiat csokkenti, hanem jotékony hatast lehet a cukorbetegséghez
tarsuld depresszido megel6zésében is. A S1IR - BDNF jelatviteli titvonal jelentéségének

igazolasa pedig j gyogyszerfejlesztési vizsgalatok alapjaul szolgalhat a jovOben.
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8. SUMMARY

Today diabetes mellitus (DM) is a major public health problem which signifies an
enormous financial burden for Euro-Atlantic communities. Likewise, depression affects
millions of patients worldwide. Concurring occurrence of the diseases impairs quality of
life, decreases life expectancy and increases the risk of serious complications such as
diabetic nephropathy (DNP). A common pathophysiologic background of these comorbid
diseases has been speculated, but the exact pathomechanism is not known to-date.

During my PhD work | studied the common pathophysiologic/signaling
mechanisms and treatment options of DM and depression. Renin-angiotensin-aldosterone
system (RAAS) inhibitors are the primary treatment choice for DNP developing as a
microvascular complication of DM. We investigated the effect of RAAS on the
development of depression and the possible mechansims of the possible antidepressant
properties.

We showed the significant involvment of the sigma-1 receptor (S1R) - brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) signaling pathway in the development of DM-
induced depression. We demonstrated that the routinely used antidepressant fluvoxamine
activates S1R, which increases BDNF level, that in turn reduces depressive-like
symptoms. We proved that while the precursor BDNF - p75Ntr - JNK - Bax pathway
remains unchanged, mature BDNF - TrkB - CREB - Bcl2 signaling is decreased in the
brains of diabetic rats.

We proved that RAAS blockers — the primary treatment option in DNP — in
monotherapy are effective in preventing the progression of nephropathy as well as in
reducing depressive-like behavior. We showed that treatment with various RAAS
inhibitors activates the TrkB - CREB signaling pathway, which promotes neuron survival
and neuroplasticity, thus contributing to the antidepressant effect of these agents.

In summary, our data confirms that RAAS blockade not only hinders nephropathy,
but could also effectively improve DM associated depressive-like behavior. Finally,
verification of the role of SIR - BDNF signaling could be a basis of future drug

development treating DM-induced complications.
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