A posztiszkémias vese miikodésének javulasa késleltetett
ellenoldali nefrektomiat kovetoen:
A gyulladasos folyamatok és a microRNS-ek szerepe

Doktori tézisek

Tod Pal

Semmelweis Egyetem

Elméleti és Transzlacios Orvostudomanyok Doktori Iskola

YAVAV

Témavezetok:
Dr. Hamar Péter, az MTA doktora, egyetemi tanar
Szénasi Géabor, C.Sc, tudomanyos fomunkatars

Hivatalos biralok:

Dr. Losonczy Gyorgy, az MTA doktora, egyetemi tanar

Dr. Ambrus Csaba Kalman, belgydgyasz, nefroldgiai
szakorvos

Szigorlati bizottsag elndke:
Dr. Reusz Gyorgy, az MTA doktora, egyetemi tanar
Szigorlati bizottsag tagjai:
Dr. Terebessy Tamas, igazgatohelyettes, egyetemi tanarsegéd
Cselenyak Attila, kutato
Budapest
2021



1. Bevezetés

Az akut vesekarosodas (acute Kidney injury, AKI) és a
kronikus veseelégtelenség (chronic kidney injury) morbititasi és
mortalitasi aranya vildgszerte magas. Az akut vesekarosodas
egyik leggyakoribb oka a vese iszkémia-reperfiizios (ischemia-
reperfusion, IR) karosodasa. Tovabba az akut vesekarosodas a
kronikus  veseelégtelenség  kialakulasanak  egyik O
rizikotényezoje.

Iszkémias koriilmények kozott a vesetubulus epitélium sejtjei
apoptodzissal ~ vagy  nekrozissal  elpusztulnak.  Ennek
kovetkeztében ugynevezett veszély-asszocialta molekularis
mintdk szabadulnak fel, amelyek gyulladasos vélaszt véltanak
ki, mint példaul megindul a gyulladasos citokinek, kemokinek
¢és a komplement rendszer elemeinek termel6dése. A kemokinek
szerepet jatszanak a fehérvérsejtek sériilés helyéhez vald
toborzasaban. A beszilirddd neutrophil-, és makrofagsejtek
hozzajarulhatnak a gyulladasos folyamatokhoz. Amennyiben az
iszkémias esemény mérsékelt, rovid ideig all fenn, Ugy a
kéarosodott vese képes lehet adaptiv gyogyulasi folyamatokkal
meg@rizni strukturalis egységét és funkcioképességét. Am
amennyiben az iszkémia-reperflizios karosodds sulyos,
hosszantartd vagy ismeétlodd, tgy a sériilt vese nem képes
visszaallitani strukturdlis ¢és funkciondlis egységét ¢és a
végbemend maladaptiv gyogyulasi folyamatok kovetkeztében
kronikus veseelégtelenség alakulhat ki. Ezt a folyamatot akut
vesekarosodas-kronikus veseelégtelenség atmenetnek hivjak.

Az akut vesekdrosodas-kronikus veseelégtelenség atmenet
korélettana még nem teljes mértékben ismert. A {6 patologias
folyamatok ko6zé tartozik a leukocita sejtek besziirédése,
amelyek fontos szerepet jatszanak a gyulladdsos kornyezet
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fenntartasaban. Az érrendszer karosodasa kdvetkeztében
hipoxia, és oxidativ stressz 1ép fel. Tovabba a vesében jelenlévo
¢s  beszlir6d6  fibroblaszt  sejtek  transzformacidjaval
myofibroblaszt sejtek alakulnak ki, amelyek talzott mértéki
extracellularis matrix (ECM) termeléssel hozzajarulnak a
tubulointerstitialis fibrozis kialakulasaban. Emellett
epigenetikai valtozasok is végbemennek a sériilt vesében, mint
a microRNS (miRNS) expressziés mintazatok megvaltozasa. A
MIRNS-ek poszttranszkripciésan vagy transzlacioés szinten
szabalyozzak célpontjukat, igy szerepet jatszhatnak az akut
vesekarosodas-kronikus veseelégtelenség atmenetben.

Tobb allatmodellt is kidolgoztak az AKI és a CKD
vizsgalatara. Az IR altal kivaltott AKI modelleket két f6 tipusra
oszthatjuk, a meleg vagy hideg IR kivaltotta vesekarosodasra. A
meleg IR modellek tovabbi két fajtajat kiilonboztethetjiik meg,
az egyoldali vagy kétoldali IR-t. Az egyoldali IR segitségével
szamitasba vehet6k a nem karosodott ellenoldali vese hatésa is,
ami egy késobbi idépontban eltavolithaté. Az egyoldali IR
késleltetett nefrektomia (Nx) modell elénye, hogy ezen
metodika altal stlyos vesekarosodas idézhetd eld, valamint
altala a posztiszkémias vese funkciondlis mitkodése vizsgalhatod
a kompenzalo ellenoldali vese hidnyaban.



2. Célkitiizés

F6 célunkként thztik ki, hogy az egyoldali iszkémia-
reperfuzid késletetett nefrektomia modell alapjan 4j, az akut
vesekarosodas és  kronikus  veseelégtelenség  klinikai

Ennek érdekében:

1. megvizsgaltuk a posztiszkémids vese késleltetett
ellenoldali nefrektomiat kovetd miikodés javulasanak
molekularis hatterét, kiilonos tekintettel a gyulladasos,
fibrotikus, hipoxias €s oxidativ stressz folyamatokra.

2. célunk volt azon miRNS-ek meghatarozasa, amelyek
szerepet jatszhatnak a posztiszkémias vese miikodésének
javulasaban.

3. Modszerek
3.1 Allatok

Him, 20-25 g tomegli NMRI egereket hasznaltunk minden
vizsgalatunk soran. Az allatokat altalanos allathazi koriillmények
kozott tartottuk szabad hozzaféréssel standard ragesalo ételhez
és vizhez.

3.2 Egyoldali iszkémia-reperfuzio késleltetett
nefrektomidval

Ketamin+xilazin altatisban az egereken vagy 30 perces
iszkémia-reperfuziot vagy almiitétet (sham, S) hajtottunk végre.
7 nappal késobb ellenoldali nefrektomiat vagy almitétet
végeztiink el. gy az aldbbi csoportokat vizsgaltuk: Sham IR-
Sham NXx (S-S), Sham IR-Nx (S-Nx), IR-Sham Nx (IR-S) és IR-
NX.



Hat kisérlet sorozatot hajtottunk végre 0sszesen 134 egérrel.
A kisérletek végpontjaként az alabbi napokat jeloltik ki az IR
mutéteket kovetden: 7, 8, 10, 14, 28 és 140.

3.3 Mintagytijtés

Vérmintakat az alabbi napokon gyujtottiik: -1, 1, 6, 8, 10, 14
¢s hetente egy alkalommal a kisérlet id6tartama alatt.

A veséket mind a nefrektomiat kovetden, mind a vizsgalatok
utols6 napjan gyujtottik. Kiméletes végpontként nyaki
diszlokaciot alkalmaztunk. A vena cava superior atvagasaval az
allatokat kivéreztettiik, a vért 6sszegyljtottiikk. Ezt kdvetden az
egereket hideg fiziologias sdoldattal perfundaltuk.

A veséket harom részre osztottuk. Teljes RNS izolalashoz a
vese fels6 polust TRI Reagent® oldatba martottuk, ezt kdvetéen
azonnal folyékony nitrogénbe helyeztiik. Szovettani vizsgalatok
elvégzéséhez vese atmetszetett gy(ijtéttiink a  hilus
magassagaban, majd 4%-o0s pufferelt formaldehid oldatba tettiik.
A vese alsé polusat azonnal folyékony nitrogénbe meritettiik
fehérje mennyiség meghatarozasanak céljabol.

Minden mintat -80°C-on taroltunk a vizsgalatok
elvégzésének idejéig.
3.4 A vesefunkcid vizsgalata

A posztiszkémias vese funkcionalis allapotat a plazma urea
szint meghatarozasaval kovettiik nyomon enzimatikus (UV)
metodika szerint.



3.5 Kvantitativ reverz transzkripcios polimeraz
lancreakcié (Quantitative reverse transcription polimerase
chain reaction, RT-gPCR)

A 1 pg mennyiségi teljes RNS-t tartalmazo6 mintakbol reverz
transzkripcios eljarassal cDNS-sé irtunk at random hexamer
primerek és High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
felhasznalasaval. Az aldbbi gének expressziojat mértilk meg
kvantitativ PCR (quantitative PCR, qPCR) segitségével: alfa-
simaizom aktin (alpha-smooth muscle actin, a-SMA), kollagén
lal (collagen 1al, Collal), komplement komponens 3
(complement component 3, C3), fibronektin 1 (fibronectin 1,
FN1), hipoxia indukalt faktor 1-alfa és 2-alfa (hypoxia inducible
factor 1-alpha and 2-alpha, HIF-1a and HIF-2a), interleukin-6
(IL-6), lipocalin-2 (LCN2), C-C motivum kemokin 2 (C-C motif
chemokine 2, CCL2), nuklearis faktor eritroid 2-kapcsolt faktor
2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2, NRF2),
transzformald novekedési faktor béta (transforming growth
factor beta, TGF-B), tumor nekrdzis faktor alfa (tumor necrosis
factor alpha, TNF-a). 18S riboszomalis RNS-t hasznaltunk a
génexpresszios szintek normalizalasahoz.

3.6 miRNA microArray

A posztiszkémias vese mikodésének  javuldsidban
potencialisan résztvevd miRNS-ek meghatarozasahoz egy
MIiRNS microArray vizsgalat lett elvégezve az Exiqon A/S cég
altal. Osszesen 20 mintat mértek meg a 8 napos kisérletbdl,
amelyeket a vese funkci6é, valamint a TNF-o ¢és TGF-B
expresszios szintek alapjan valasztottunk ki. A 20 minta koziil
6-6 az IR-S és IR-Nx csoportokbol, mig 4-4 az S-S és S-Nx
csoportokbol keriilt ki. Annak érdekében, hogy a miRNS
microArray eredményei alapjan talalt relevans miRNS-ek
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expresszios szintli valtozasat megerdsithessiik az aldbbi 13
MIRNS-t reverz transzkripcios eljarassal cDNS-sé irtuk at
Applied Biosystems™ TagMan™ Advanced miRNA cDNA
Synthesis Kit felhasznalasaval, majd meghataroztuk az
expresszios szintjeiket JPCR segitségével: laboratoériumi egér
MIiRNS-(Mus musculus miRNA, mmu-miR)-21a-3p, mmu-
miR-21a-5p, mmu-miR-142a-3p, mmu-miR-142a-5p, mmu-
miR-146a-5p, mmu-miR-199a-3p/mmu-miR-199b-3p, mmu-
miR-199a-5p, mmu-miR-214-3p, mmu-miR-223-3p, mmu-
MiR-762, mmu-miR-2137, mmu-miR-2861, mmu-miR-3102-
op.

3.7 Szovettan

Minden szovettani vizsgalat esetében a nem karosodott jobb
vesét hasznaltuk kontrolként. Minden festést paraffinba agyazott
vese metszeteken végeztiink el.

Perjodsav-Schiff (PAS) festést alkalmaztunk parafinba
agyazott vesemetszeteken a vese tubulus kérosodas
vizsgalatahoz. Az aldbbi patologias elvaltozasokat analizéltuk:
1. kefeszegély eltlinés, 2. tubulus dilatacio, 3. hialin lerakodas a
tubulusban

Masson trikrom festéssel vizsgaltuk az tubulointerstitialis
fibrozis mértékét. A tubulointerstitialis fibrozis mértékét 0-4-ig
val6 pontozassal hataroztuk meg latoterenként.

F4/80 makrofag specifikus immunfestést alkalmaztunk a
leukocita sejtek besziir6désének vizsgalatahoz. A szinreakciot
diaminobenzidine (DAB) Quanto Chromogen kit segitségével
idéztiik eld. Imagel] szoftver segitségével minden szdvettani
képen meghataroztuk az F4/80-pozitiv és a teljes pixel szamot
¢és ezek aranyaban adtuk meg a makrofag beszlirddés mértékeét.
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3.8 Utvonal elemzés

A mIiRNS-célpont halozat vizsgalatahoz a sikeresen validalt
MiRNS-ek hasznaltuk fel. A miRNS-célpont interakcios
halozatokat a miRNAtarget szoftver segitségével hataroztuk
meg. Az alabbi mMIRNS-célpont interakciés adatbazisokat
alkalmaztuk: miRDB v5.0, TargetScan Mouse 7.2, miRTarBase
8.0.

3.9 Immunblottolas (Western blot)

Annak érdekében, hogy a feltételezett miRNS és célpontja
kozotti  funkciondlis  kapcsolatot megerdsitsik, a CD2-
asszocialta fehérje (CD2-associated protein, CD2ap) és a Plexin
A2 (PIxna2) fehérjék szintjét immunblottolassal meghataroztuk.
A vese szovetet lizis pufferben homogenizaltuk, majd 20 pg
fehérjét vittiink fel 4-20% poliakrilamid gélre, amelyen a
szeparacid 90V-tal tortént. A szeparaciot kovetden a fehérjéket
polivinilidén difluorid membranra vittiik at, ezt kovetéen a
membrant blokkoltuk. A membranokat masnap reggelig az
elsddleges antitestekkel inkubaltuk, majd lemostuk, és
szobahdmérsékleten 2 6ran keresztiil a masodlagos antitestekkel
inkubaltuk. Az 0jboli mosasi lépést kovetden a membranokat 5
percig erdsitett kemilumineszcens reagenssel inkubaltuk, hogy a
fehérje specifikus savokat detektdlhassuk. A fehérje szintek
normalizalasahoz a teljes fehérje mennyiséget hasznaltuk.

3.10 Statisztika

Amennyiben a Bartlett teszt a varianciak szignifikans
inhomogenitdsat ~ mutatta, tizes  alaptt  logaritmikus
transzformdciot alkalmaztunk az adatok vizsgalata elétt. A
lehetséges kilogod értékeket a ROUT metodikaval (p=0.01)
hatdroztuk meg, és ezeket az adatokat nem hasznéltuk a
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statisztikai analizis soran. Két csoportot nem parositott, nem
parametrikus Mann-Whitney teszt segitségével hasonlitottuk
Ossze. Két vagy tobb csoport dsszehasonlitasahoz egy- vagy két-
utas varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztunk. Ezt kovetéen a
post-hoc analizist Dunnett vagy Tukey teszt segitségével
folytattuk le. Az adatok feldolgozasahoz a GraphPad Prism
v8.0.2 szoftvert hasznaltuk. Az adott kiilonbséget statisztikailag
szignifikansnak fogadtuk el, ha a P érték kisebb volt 0,05-nél.

4. Eredmények

4.1 Az ellenoldali egészséges vese eltavolitasa javitotta a
posztiszkémias vese mitkodését

Ep ellenoldali vese jelenlétében a vese funkcio jellemzésére
hasznalt plazma urea szint nem valtozott a stilyos egyoldali IR-t
kovetden. Ez a megfigyelés azt mutatja, hogy a nem kérosodott
vese képes gyorsan kompenzalni a stlyos egyoldali IR
kovetkeztében 1étrejovo vese funkeid csokkenését. Tovabba a 7.
napon elvégzett ellenoldali nefrektomia felfedte, hogy a
posztiszkémids vese miikodése erdteljesen besziikiilt. A plazma
urea szint gyorsan és nagymértékben megemelkedett a Nx-t
kovetden és par napon keresztiil emelkedett szintet mutatott.
Mindazonaltal ez az emelkedés atmenetinek bizonyult, mivel
mar egy héttel az Nx utan a plazma urea szint lecsokkent, és
harom héttel késObb mar hasonld értékeket mutatott az
alnefrektomizalt egerekhez hasonloan.

Egy hosszatavd kisérlet végeztiink el annak tisztdzasara,
hogy az Nx-t kdvetden kialakuld vesefunkcié javulas tartosan
vagy csupan iddlegesen marad fenn. A kisérlet idétartama alatt
nem tapasztaltunk kiilonbséget S-S, S-Nx és IR-S csoportok
kozott. Az IR-NX csoport plazma urea szintje a nefrektomiat
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kovetden nagymértékben megemelkedett, &m az a masik harom
csoporttal dsszevethetd szintre csokkent a 14. napra, ahogyan az
a rovid tava kisérletekben is lathat6 volt. Ez a csokkenés csupan
egy sziik tartomanyban valtozott az ezt kovetd hetekben. Am a
19. hétt6l kezdve a plazma urea szint hirtelen megemelkedett az
IR-Nx csoportban, ¢s a 20. héten a kisérletet leallitottuk (1.
abra).
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1. abra. Vese funkcio valtozas a hosszu tavu kisérletben. IR:
iszkémia-reperfazio, Nx: ellenoldali nefrektomia, S: almutét
(sham)

4.2 Az ellenoldali vese nefrektomiaja jelentésen
csokkentette a tubuluskarosodas mértékét és gyulladasos
folyamatokkal 6sszefliggd gének expressziojat

Az ¢ép ellenoldali vesében nem tapasztaltunk szdvettani
karosodasra utald jeleket egy vizsgélt idépontban sem. A
posztiszkémids IR-S vesében a tubuléris kdrosodas mar a 8.
napon kifejezett volt, a 28. napon pedig a vese atrofizalt
allapotiiva valt. Hasonloképpen az IR-Nx csoportban is
nagymeértékil tubularis karosodast mutattunk ki a 8. napon, &m a
karosodas mértéke jelentdsen lecsokkent a 28. napra, €s nem
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tapasztaltunk tovabbi romlést a 140. napig bezaroan, valamint
atrofiat nem lattunk egy vizsgalt idopontban sem.

A szOvettani vizsgalatokat kovetden megvizsgaltuk a
tubuluskarosodasra és gyulladasos folyamatokra jellemz6 fobb
gének expresszios szintli valtozasait.

A tubuluskarosodds marker LCN2 mRNS szintje jelentdsen
megemelkedett mindkét posztiszkémids csoportban a kontrol
veséhez képest, am szignifikdns mértékben csokkent
expresszios szintet mutatott az IR-Nx csoportban az IR-S
csoporthoz képest a 28 napon (1. tablazat).

A gyulladasos citokin TNF-a és IL-6, a kemokin CCL2 és a
komplement rendszer tag C3 markansan megemelkedett az IR-
S and IR-Nx csoportban az IR-t kovet6 4 hétben. A CCL2 és C3
mutatta a legnagyobb emelkedést a 10. napon (emelkedésiik
124,4422 5 és 286,3+24,0-szoros emelkedés mutatott). Az
ellenoldali nefrektomiat kdvetden a vizsgalt mRNS szintek mar
az Nx-t kovetd napon lecsokkentek az IR-Nx csoportban az IR-
S csoporthoz képest. Ez aldl csupan az IL-6 expresszidja
mutatott kivételt, ami csupan a 14. napon mutatott jelentds
mérséklodést (1. tablazat).

Tovabb  vizsgdlva a  gyulladésos folyamatokat
immunhisztokémiai festéssel megvizsgaltuk a makrofag
infiltracié mértékét a posztiszkémids vesékben. IR nagymeértéki
makrofag besziirédést idézett el6 mind az IR-S mind az IR-Nx
csoportban a kontrol csoporthoz képest. A gyulladasos gének
csOkkenésével megegyezden, az Nx jelentésen mérsékelte a
makrofag sejtek jelenlétét az IR-Nx csoportban az IR-S
csoporttal 6sszevetve a 10. naptol kezdve.
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4.3 Az ellenoldali nefrektomia hatasara a hipoxia, oxidativ
stressz ¢s a fibrotikus folyamatokkal 6sszefliggd gének
expresszioja lecsokkent a posztiszkémids vesében

A hipoxia marker HIF-1a és -2a gének jelentdsen emelkedett
szintet mutattak a posztiszkémias IR-S vesében a kontrol
veséhez képest. Nem tapasztaltunk eltérést ezen gének
expressziojaban az IR-Nx csoportban az kontrol veséhez képest
csupan a HIF-2a esetében a 28. napon. Az oxidativ stressz
marker NRF2 expresszidja markansan megemelkedett a
posztiszkémias IR-S és IR-NX vesében a kontrol veséhez képest.
Am az Nx kovetéen NRF2 mRNS szintje jelentésen lecsokkent
az IR-Nx csoportban az IR-S csoporthoz viszonyitva (1.
tablazat).

A myofibroblaszt marker a-SMA MRNS szintje jelentésen
megemelkedett a posztiszkémias IR-S és IR-NXx vesében a
kontrol veséhez képest. Nx hatasara az a-SMA expresszidja
fokozatosan csokkent és a 4 hétre statisztikailag szignifikans
mértékben lecsokkent az IR-Nx csoportban az IR-S csoporthoz
képest. A profibrotikus TGF-B gén expresszidja markansan
emelkedett szintet mutatott a posztiszkémias IR-S és IR-NX
vesében Osszevetve a kontrol veséhez képest. Az ellenoldali
nefrektomia hatasara a TGF-f mRNS szintje szignifikansan
mérséklodott a posztiszkémids IR-NX vesében az IR-S
csoporthoz képest minden vizsgalt idépontban (1. tablazat).

Az ECM fehérje Collal és FN1 mRNS szintje markansan
megemelkedett az IR-S és IR-Nx csoportokban a kontrol
csoporthoz képest. Am e két gén expresszidja 3 nappal az Nx-t
kovetden a posztiszkémias IR-Nx vesében az IR-S csoporthoz
viszonyitva, ezaltal egy csokkent mértékli ECM felszaporodasra
utalva (1. tablazat).
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Valdban, a szovettani elemzés kimutatta, hogy mig az ép
kontrol vese nem mutatott tulzott mértékiit ECM depoziciot,
addig a posztiszkémids IR-S vesében a 8. naptol kezdve
patologias szinti ECM felhalmozo6das volt kimutathatd. NX
hatdsdra mérsékelt szinti ECM mennyiséget talaltunk a
posztiszkémias IR-NX vesében a 14. és a 28. napokon az IR-S
csoporttal Osszevetve. Mindazonaltal az ECM depozicid
kimutathat6 volt a 140. napig.

44 Az iszkémia-reperfizido jelentds mértékben
befolyasolta egyes miRNS-ek expresszidjat

Az Exiqon cég altal elvégzett miRNS microArray analizis
kimutatta, hogy az IR-t kdvet6 8. napon 20 miRNS szintje t6bb
mint kétszeres értékkel emelkedett, mig ugyanekkora mértékben
6 MIRNS szintje csokkent a posztiszkémias IR-S és IR-NXx
vesékben a kontrol vesékhez képest. Am az ellenoldali vese
nefrektomiaja csupan csekély mértékben befolyasolta a miRNS-
ek expresszigjat, egy miRNS sem valtozott legalabb kétszeres
értékkel az IR-Nx csoportban az IR-S csoporthoz viszonyitva (2.
abra).
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2. abra. A miRNS microArray eredménye vulkan grafikonon
abrazolva. FC: relativ valtozas nagysaga (fold change, FC) IR:
iszkémia-reperfuzid, Nx: ellenoldali nefrektomia

Azon mMIRNS-ek expresszids valtozasat probaltuk meg
megerdsiteni  RT-qPCR  segitségével, amelyek legalabb
kétszeres valtozast mutattak, és azokét, amelyek a szakirodalom
alapjan szerepet jatszhatnak az AKI kialakulasaban. A mmu-
miR-21a-5p, -2137, -142-3p, 223-3p, -142-5p, -199a-5p, -199a-
3p/-199b-3p, -214-3p, -146a-5p MiRNS-ek esetében az RT-
gPCR eredmények alatamasztottdk a miRNS microArray altal
kapott eredményeket. A miR-21a-3p expresszidja a varttal
ellentétben némileg eltérének bizonyult, markansan emelkedett
szintet mutatott az IR-Nx csoportban az IR-S csoporthoz képest.

IR hatasara jelentésen megemelkedett a miR-21, -142a and -
199a duplexek, valamint a miR-146a-5p, -214-3p and -223-3p
mMiRNS-ek expresszidja az IR-S and IR-Nx csoportokban a
kontrol veséhez képest minden vizsgalt idOpontban. Az
ellenoldali vese nefrektomiaja nem valtoztatta meg a miR-21a
duplex expresszidjat. Ezzel ellentétben a miR-142a duplex
szintje jelentdés mértékben lecsokkent 3 nappal a nefrektomiat
kovetden az IR-Nx csoportban az IR-S csoporthoz képest. Nx
hatasara a mir-199a két szalanak az  expresszioja
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kiilonbozéképpen valtozott. Mig a miR-199a-3p esetében mar a
14 napon markansan csokkent szintet mértiink az IR-Nx
csoportban, addig az -5p szal esetében csupan a 28. napon
mérséklddott az IR-S csoporthoz viszonyitva. A miR-146a-5p
expresszidja markansan lecsokkent az Nx-t kdvetd 10. naptol
kezdve a 28. napig a posztiszkémias IR-Nx vesében a
posztiszkémias IR-S veséhez viszonyitva, valamint a kontrol
vese expresszios szintjével 0sszevethetd értéket mutatott a 14.
naptol kezdve. NX hatasara a miR-214-3p esetében a 14. naptol
kedve, mig a miR-223-3p esetében csupan a 14. napon
tapasztaltunk jelentés mértékii expresszios szint csokkenést a
posztiszkémias IR-Nx vesében az IR-S veséhez képest (2.
tablazat).

4.5 MiRNA- halozat elemzés

A miRNS-célpont halozat elemzést kiilon-kiilon végeztiik el
a posztiszkémids IR-S és IR-NX vesékben, hogy felderitsiik az
IR és NXx hatdsat a miRNS-célpont halozatra az 0sszes validalt
miRNS esetében. Az elemzés kimutatta, hogy szamos
potencialis gén tobb miRNS célpontja is lehet. Az IR hatas
figyelembevételekor 4 gén esetében a predikcio 4 szabalyozo
mMiRNS-t is kimutatott, ezen gének a Cd2ap, ciklin dependens
kinaz 17 (cyclin-dependent kinase 17, Cdk17), CREB3 regulator
faktor (CREB3 regulatory factor, Crebrf) és a Plxna2. Nx
hataséara csupan a Plxna2 gént szabalyozza legalabb 4 miRNS.
Annak érdekében, hogy a miRNS-célpont analizis altal
prediktalt funkcionalis kapcsolatot megerdsitsiik,
meghataroztuk a CD2ap (féként a glomerularis epitélialis
sejtekben  expresszalodik) és  Plxna2 (a  podcitakban
expresszalodik) fehérjék szintjét a 10. napi mintak esetében, am
egy fehérje esetében sem talaltunk a varakozasoknak megfeleld
valtozast.
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5. Kovetkeztetések

Az ¢ép ellenoldali vese jelenlétében a posztiszkémids vese
gyorsan fibrotizalt és atrofizalt.

Eredményeink megerdsitik a korabbi eredményeket,
miszerint a késleltettet ellenoldali nefrektomia hatdsira a
posztiszkémias vese funkcidja javul, igy a végstadiumu
veseelégtelenség hosszabb 1d6 alatt alakul ki.

A Kkésleltetett ellenoldali nefrektomia hatdsara jelentds
mértékben csdkkentek a gyulladasos és fibrotikus folyamatok,
mig a hipoxia és oxidativ stressz folyamatok csupan enyhébb
mértékben mérséklddtek.

Sulyos egyoldali iszkémia-reperfizid kovetkeztében tobb
miRNS expresszidja is megemelkedett a posztiszkémids
vesében. A késleltettet ellenoldali nefrektomia hatdsara szdmos
miRNS szintje lecsokkent azt mutatva, hogy ezen miRNS-ek
szerepet jatszhatnak a posztiszkémias vese funkcidjanak
javulasaban és/vagy romléasanak lassitasaban.
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