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Roviditések jegyzéke

ADP: adenozin-difoszfat

AIF: apoptézist indukalo faktor

AKI: acute kidney injury (akut vesekarosodas)

Akt: protein-kinaz B

AMP: adenozin-monofoszfat

AST: aszpartat transzamindz

ATF6: aktivalo transzkripcids faktor 6

ATP: adenozin-trifoszfat

BAD: Bcl-XL/Bcl-2 associated death promoter

bax: bcl-2 associated X-protein

bcl-2: B-cell lymphoma-2

BiP: binding immunglobulin protein

BSA: bovine serum albumin (marha szérum albumin)
CN: karbamid-nitrogén

DAB: 3,3'-diaminobenzidin (festés)

DC: dendritic cell (dendritikus sejt)

DGF: delayed graft function (késlekedé graft funkcio)
DHEA: dehidroepiandroszteron

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DNAA4z: dezoxiribonukleinsav bont6 enzim

DNS: dezoxiribonukleinsav

EDTA: ethylene-diamine-tetraacetic acid (etilén-diamin-tetraecetsav)
EndoG: endonukleaz-G

eNOS: endotelialis nitrogén-monoxid szintaz

EPO: eritropoietin

ER: endoplazmatikus retikulum

ERK: extracellular regulated kinase

ESRD: end stage renal disease (végstadiumu veseelégtelenség)
FCS: fetal calf serum (magzati borji szérum)

Flu: fluvoxamin

GFR: glomerularis filtracios rata
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GPCR: G-protein coupled receptor

H20:2: hidrogén peroxid

HE: hematoxilin-eozin

HIF-1: hypoxia inducible factor-1

HLA: human leukocita antigén

HO: hem-oxigenaz

HRP: horseradish-peroxidase (torma-peroxidaz)
HSF-1: hosokk faktor-1

HSP: heat shock protein (hésokk fehérje)
HSPA-1A: heat shock protein A-1A

HSPB1.: heat shock protein beta-1

HSP-25, -27, -28, -70, -72, -90: heat shock protein-25, -27, -28, -72, -90
HTK: hisztidin-triptofan-ketoglutarat

HK-2: human kidney-2

ICAM-1: intracellularis adhézios molekula-1
IGF-1: insulin-like growth factor-1

IGFBP-7: insulin-like growth factor binding protein-7
IL-1, -6, -8, -10, -18: interleukin-1,-6, -8, -10, -18
INOS: indukélhato6 nitrogén-monoxid szintaz

IOD: integrated optical density

ip.: intraperitonedlis

IP3: inositol 1,4,5-trisphosphate (inozitol-trifoszfat)
I/R: iszkémia/reperfuzios

IRE-1: inositol requiring enzyme-1

JNK: c-Jun N-terminal kinase

kDa: kilodalton

KDIGO: Kidney Disease: Improving Global Outcomes
Kq: disszociacios konstans

Ki: inhibitor konstans

KIM-1: kidney injury molecule-1

Krea: szérum kreatinin

MAPK: mitogén aktivalt protein kinaz
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MCP-1: monocyte chemoattractant protein-1

MIP-2: macrophage inflammatory protein-2

mRNS: messenger (hirvivé) ribonukleinsav

MTT: methyl-thiazoletetrazolium
NE-100:N,N-dipropil-2-[4-methoxy-3-(2-fenilethoxy)-fenil]-thylamin-monohidroklorid
NGAL: neutrophil gelatinase-associated lipocalin

NKA: Na*/K*ATPaz (ioncsatorna)

nNOS: neuronalis nitrogén-monoxid szintaz

NO: nitrogén-monoxid

NOS: nitrogén-monoxid szintaz

OVSZ: Orszagos Vérellatd Szolgalat

ovx: ovariektomizalt

pAkt: foszforilalt protein-kinaz B

PAS: Periodic acid - Schiff (Perjodsav-Schiff)

rRNS: riboszomalis ribonukleinsav

PKRK: protein kinase RNS-like endoplasmic reticulum kinase
RT-PCR: reverse transcriptase polimerase chain reaction (reverz transzkiptaz polimeraz
lancreakcio)

PLC: foszfolipaz-C

ROS: reactive oxygen species (reaktiv oxigén gyok)

S1R: sigma-1 receptor

SBDL I, 1l: steroid binding domain like I, 11

SDS: sz6édium dodecil szulfat

Src: signaling receptor complex

SSRI: selective serotonin reuptake inhibitor (szelektiv szerotonin felvételt gatlo)
TdT: terminal deoxynucleotidyl transferase

TGF-B: transforming growth factor-beta

TLR: toll-like receptor

TNF: tumor nekrozis faktor

TUNEL.: terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling
USRDS: United States Renal Data System

UW: University of Wisconsin
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VCAM: vascular cell adhesion molecule
XBP-1: xbox binding protein-1



DOI:10.14753/SE.2019.2297

Tablazatok jegyzéke:

1. A sigma-1 receptor legismertebb ligandjai, receptor affinitasuk, hatasuk

2. A nemi hormonok és a sigma-1 receptor szerepe a sejt stresszvalaszaban

3. A polimeraz lancreakcié (PCR) soran hasznalt primerek nukleotid szekvenciai

4. A vesekarosodas mértéke iszkémia/reperfiizios inzultust kovetéen

5. Fluvoxamin (Flu) hatasa az iszkémia/reperfiizios inzultust kovetd vesefunkciora

6. A prezervaciés folyadékhoz adott fluvoxamin vesefunkciora gyakorolt hatasa

transzplantaciés modellen

Abrik jegyzéke:

1. A végstadiumu veseelégtelenség (ESRD) 1 milli6 lakosra jutd éves incidencidja az
Amerikai Egyesiilt Allamokban

2. Iszkémias karosodas okozta valtozasok a kapillarisokban és a tubulusokban

3. Vesetranszplantaciok szama Magyarorszagon 1973-2017-ig

4. A hosokk fehérje-70 (HSP-70) szerkezete

5. A hosokk fehérje-27 (HSP-27) szerkezete

6. A hdsokk fehérjék aktivacidja és szerepe a sejt stressz reakcidjaban

7. A sigma-1 receptor aminosav szekvenciaja
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9. A vese iszkémia/reperfuzios patkanymodellje

10. Az els6 iszkémial/reperfuzios kisérletsorozat protokollja

11. A masodik iszkémia/reperfiizios kisérletsorozat protokollja

12. A transzplantacio 1épései

13. A transzplantacios kisérletsorozat protokollja

14. A vesefunkcio romlasa iszkémia/reperfuzids inzultust kovetden

15. A vese iszkémia/reperfuzios inzultus kovetkeztében kialakult strukturalis karosodasa
16. Sigma-1-receptor, foszforilalt protein kinaz B, hésokk faktor-1, h6ésokk fehérje-72,
hésokk fehérje-27 és Na*/K*ATPaz szintek valtozasa iszkémia/reperfizios karosodas
hatasara

17. A tubulus karosodas valtozasa fluvoxamin (Flu) kezelés hatasara

18. A fluvoxamin (Flu) kezelés hatasa az antiapoptotikus B-cell lymphoma-2 (bcl-2) gén

¢s az apoptotikus bcl-2 associated X-protein (bax) gén expresszidjara
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19. A fluvoxamin (Flu) kezelés hatasa a sigma-1 receptor (S1R) és a protein kinaz B (Akt)
szintjeire

20. A fluvoxamin hatasa a transzpantaciot koveto strukturalis karosodasra

21. A fluvoxamin hatasa az apoptozisra transzplantacié soran

22. A sejtek viabilitasi vizsgalata methyl-thiazoletetrazolium (MTT) teszttel a 17p-

23. 17pB-06sztradiol kezelés hatasa a human kidney-2 sejtek sigma-1 receptor, hdsokk

faktor-1, hésokk fehérje-72 és hésokk fehérje-27 szintjeire

24. A 17B-0sztradiol a sigma-1 receptor (SIR) és a hosokk faktor-1 (HSF-1)

crcr
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A vizsgalodas nélkiili élet nem embernek valo élet.”
Platon — Szokratész védobeszéde

1. Bevezetés

Ahogy vilagszerte né a varhato élettartam, ugy emelkedik a kronikus betegségek
eléfordulasa. Az akut valamint kronikus vesekarosodas kapcsan kialakulo végstadiumu
veseelégtelenség (end stage renal disease, ESRD) prevalenciaja is rohamosan né, jelenleg
vilagszerte 8-16% kozott van; az elmult negyven évben a betegek szama
megtizszerez0dott (USRDS 2017). Magyarorszagon is hasonlo tendencia tapasztalhatd, a
betegség eléfordulasa évente 6-7%-kal emelkedik (Kulesar 2014). A betegek vesepotld
kezelést igényelnek, a definitiv megoldast a vesetranszplantacio jelenti.

A donorhiany mellett komoly kihivast jelent a beiiltetett vese hosszutavi miikodésének
javitasa IS. Az immunologiai és sebészeti technikak fejlédésének koszonhetéen az elsé
évben a graft talélés kozel 95%-os, de a késdi graft diszfunkcid tovéabbra is a hosszatava
tulélés limitald tényezdje (Legendre és mtsai 2014). A vese transzplantacid sordn elszenvedett
iszkémia/reperfuzios (I/R) karosodasa az egyik legfontosabb akut és kronikus graft
miikddést befolyasolo faktor (Legendre és mtsai 2014).

A vese I/R karosodasa a transzplantacio mellett szamos mas esetben is el6fordulhat, mint
példaul sokk, szivelégtelenség valamint szuprarenalis aorta mutét kapcsan. Az I/R
karosodas okozta mortalitas magas, és a terapias lehet6ségek sem optimalisak (Legendre és
mtsai 2014).

E probléma lekiizdésével szamos kutatas foglalkozik. Egy résziik a kiillonb6z6 iszkémias
betegségekben (miokardialis infarktus, stroke) jol ismert nemi kiilonbséget vizsgalja. A
nok rizikdja ezekben a korképekben alacsonyabb a férfiakhoz képest, mely a menopauzat
kovetéen megsziinik (Knowlton és mtsai 2001). Ezt a nemi kiilonbséget tobbek kozott
munkacsoportunk is kimutatta a vese I/R karosodasaban (Fekete és mtsai 2004, Miiller és mtsai
2011) és transzplantacio kapcesan is (Miiller és mtsai 1999, Aufhauser és mtsai 2016).
Munkacsoportunk érdeklédése a vese I/R kéarosodds mechanizmusaban résztvevo
folyamatok megismerésére, a karosodas mérséklésének lehetdségeire, valamint ezzel

Osszefiiggésben a nemi kiilonbségek 1étrejottének vizsgalatara iranyul (Miiller és mtsai 2002,
Fekete és mtsai 2004, Fekete és mtsai 2006, Vannay és mtsai 2009, Prokai és mtsai 2011, Miiller és mtsai
2011).
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Korabban igazoltuk, hogy a ndstény patkanyok posztiszkémias vesekarosodasa enyhébb
mint a himeké, tovabba, hogy a vérkeringésben masodik legnagyobb mennyiségben
keringé szteroid hormon, a nemi hormonok prehormonja, a dehidroepiandroszteron
(DHEA) javitja a himek posztiszkémias tulélését (Vannay és mtsai 2009).

Mivel hormonhatasan tul ismert, hogy a DHEA a sigma-1 receptor (S1R) endogén
agonistdja, igy a tovabbiakban kisérleteink erre a még sok tekintetben ismeretlen
receptorra irdnyultak. Az S1R tébbek kozott a szelektiv szerotonin felvételt gatld (SSRI
- selective serotonin reuptake inhibitor) gyogyszerek receptora, legnagyobb
mennyiségben a kdzponti idegrendszerben fordul eld. Vizsgaltuk az S1R lokalizacigjat,
funkciojat, szerepét a vesében. Kimutattuk, hogy az S1R aktivacidja protektiv a vese I/R
karosodasaval szemben (Hosszu és mtsai 2017).

Mivel az 6sztrogén szintén az S1R endogén agonista ligandja, felmertilt az S1R szerepe
a nemi kiilonbség 1étrejottében (Dhir és mtsai 2008).

A nemi kiilonbség illetve az S1R protektiv hatasanak kialakuldsdban kordbban tobb
jelatviteli utvonal szerepét is vizsgaltuk, kimutattuk a hdsokk valasz (hésokk fehérje-72
(HSP-72) fokozott aktivalodasat és igy protektiv szerepét néstény patkanyokban (Fekete
és mtsai 2006), valamint az S1R altal aktivalt protein kinaz B (Akt) —endotelialis nitrogén-
monoxid szintaz (eNOS) tutvonal renoprotektiv hatdsat (Hosszu és mtsai 2017).

Jelen értekezés témaja a néi nem, valamint az S1IR védé funkcidjanak ismeretében az
S1R-nek a nemi kiilonbség létrejottében betdltott szerepének, valamint a hdsokk fehérjék
aktivalasan keresztiili protektiv hatasanak kimutatdsa in vivo I/R és transzplantacios
allatmodellen, és in vitro sejttenyészet vizsgalataval.

A folyamatok pontos megértése céljabol a vizsgalataink és eredményeink bemutatasa
elott részletes ismertetésre keriil az akut vesekarosodas és a vesetranszplantacid

folyamata, valamint a vese I/R karosodasaban eddig ismert nemi kiilonbségek.

12
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1.1 Akut vesekarosodas

1.1.1 Definicio

Definici6 szerint a hirtelen - 48 oran beliilli - vesefunkcio romlast akut
veseelégtelenségnek nevezziik, ha:

- a szérum kreatinin (Krea) szint tobb mint 0,3 mg/dl-rel (>26,5 umol/l) emelkedik,

- a Krea 50%-kal emelkedik bizonyitottan 7 napon beliil,

- tobb mint 6 o0ran at tartd oliguria (<0,5 ml/kg/6ra vizelet mennyiség) all fenn.

Ezt a vesemiikodés progressziv romldsa okozza, melynek hatdsara beszikill a
glomerularis filtracios rata (GFR), csokken az anyagcsere végtermékek, egyes ionok és a
viz kivélasztasa. Az utobbi években megvaltozott a nemzetkdzi terminologia, "akut
veseelégtelenség" (acute renal failure) helyett "akut vesekarosodas" (acute kidney injury

- AKI) hasznalatos (Mehta és mtsai 2007, KDIGO 2012).

1.1.2 Incidencia

Az AKI a vilagon nagyjabol 13,3 milli6 embert érint évente, mintegy 1,7 millié6 ember
halalat okozva (Schrier és mtsai 2004, Zuk és mtsai 2016).

A korhdzon kiviil kialakult vesekdrosodas egyes felmérések szerint a korhazba utalasok
kb. 1%-at teszi Ki. Korhazi betegek kozott el6fordulasa mintegy 5%, mig a Silyos beteg
populdcioban elérheti a 30%-0t is (KDIGO 2012, Basile és mtsai 2012). Bar a vesep6tld
kezelések egyre szélesebb korben elérhetdek, az AKI mortalitisa megkozeliti a stlyos
betegcsoportban az 50-80%-ot is, €s ez az elmult 50 évben érdemben nem valtozott.
Vagyis tovabbra sem all rendelkezésiinkre megfeleld eszkdz a kivédésére illetve
kezelésére (Xue és mtsai 2006, Munshi és mtsai 2011).

Gyakran tobbszervi elégtelenséggel vagy szepszissel tarsul, sulyosbitva a beteg allapotat.
Emellett fontos szerepe van kronikus vesebetegségre rakodva az ESRD kialakulasaban,
melyek szama évrdl évre emelkedik. Ezt jol szemlélteti az Amerikai Egyesiilt Allamok
éves jelentésének (United States Renal Data System — USRDS) grafikonja, melyen az 1
millié lakosra jutdé ESRD éves incidenciaja lathatd 1980-2015-ig (1. abra).

13
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1. abra A végstadiumu veseelégtelenség (ESRD) 1 milli6 lakosra juto éves

incidenciaja az Amerikai Egyesiilt Allamokban (United States Renal Data System 2017-es

jelentése alapjan)

1.1.3 Etiologia

Az AKI kialakulasaban prerenalis, renalis és posztrenalis okokat kiilonithetiink el.

Prerenalis okok szisztémas vagy lokalis keringészavarokbol adodnak, lényegében a vese

iszkémias karosodasat jelentik. Ezek teszik ki az AKI 25-60%-at (Basile és mtsai 2012).

Okai:

- az effektiv extracellularis  folyadéktérfogat csokkenése: extracellularis

folyadékvesztés (pl. vérzés, égés, hasmenés, hanyas, sovesztd vese), extracellularis

folyadék szekvesztracio (pl. pancreatitisz, malnutricio, majelégtelenség)

- karosodott szivfunkcio (pl. miokardialis infarktus, hipertenzid, kardiomiopatia)

- periférias vazodilatdcio (pl. szepszis, antihipertenziv gyogyszerhatas)

- fokozott rendlis érellenallas (pl. sebészi beavatkozas, hepatorenalis szindroma)

- rendlis vaszkularis obstrukcio (pl. trombdzis, vesemiitét, transzplantacio).

Renalis okok az AKI 35-70%-aban fordulnak el6, ezek lehetnek a glomerulusok

betegségei vagy a glomerulusokat karositd szisztémds betegségek (pl. hemolitikus

urémids szindroma, Schoénlein-Henoch purpura, poliarteritisz nodoza), intersticidlis

14
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betegségek (pl. hiperkalcémia, szarkoidozis, infekciok) valamint akut tubularis nekrozist
okoz6 korképek (szeptikus sokk, toxinok, stb.) (Basile és mtsai 2012).

Posztrenalis vesekarosodast az obstruktiv uropatiak vélthatnak ki, ez az esetek mintegy
5-20%-at jelenti (Rosivall 1996, Basile és mtsai 2012).

Az Egyesiilt Allamok regisztere szerint a felnétt populacioban a vesekarosodas hatterében
44%-ban diabétesz, 28%-ban magas vérnyomas, 7%-ban glomerulonefritisz, 3%-ban
cisztas vesebetegség, 2%-ban urologiai eltérések allnak, mig a maradék 16% esetében

egyéb vagy ismeretlen a kivalto ok (USRDS 2017).

1.1.4 Diagnozis

A diagnosztikus eljarasok tradicionalis alapjait a definicional mar ismertetett kritériumok,
azaz az oliguria és az emelkedett Krea szint képezik, annak ellenére, hogy ezek nem vese-
specifikus faktorok, valamint hasznalatuk szdmos esetben limitalt.

A kreatinin az izomban talalhat6 kreatin majban, hasnyalmirigyben képz6d6 metabolitja,
mely a glomerulusokban szabadon filtralodik, visszaszivasa nincs. Igy normal GFR
mellett szérumszintje kozel allando: 55-103 pmol/l. A Krea a GFR csokkenését kovetd
24-36 ora mulva emelkedik, szintjét majbetegség, szepszis, hidraltsagi allapot,
gyogyszerek is befolyasoljak (Ostermann és mtsai 2016).

szintjének ismeretében szamithato ki, valamint kiszamithato bel6le a GFR, igy a vese
miikddésérdl ad pontosabb informécidt (Basile és mtsai 2012).

A karbamid-nitrogén (CN) a fehérjék bomlasi végterméke, mely a majban termelédik,
szintén a vesében filtralodik, szérumban normal értéke: 3,6-7,2 mmol/l. A szérum CN
emelkedése a Krea-hoz hasonldéan a GFR cs6kkenésére utal, de valtozasat tobbek kozott
sziv-, majbetegség, kiszaradas, alultaplaltsag is befolyasolja.

crer

(Ostermann és mtsai 2016).

Az aszpartat transzamindz (AST) az aminosav metabolizmusban szerepet jatszo enzim,
mely megtaldlhaté a méjban, szivben, vesében, agyban, vorosvértestekben. Szérumban
normal értéke 6-40 1U/1. Szérumszintjének emelkedése elsésorban majbetegségre utalhat.

Azonban tekintettel arra, hogy a vese proximalis tubulus sejteiben is jelen van, iszkémias
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karosodosas esetén az elhalt, szétesd tubulus sejtekbdl felszabadulva a reperfuzié alatt jol
kimutathaté mennyiségben a szérumba keriil. Sok esetben, igy a kisérleti modelljeinkben
sem kovetkezik be majkarosodas, igy az AST-t a vese I/R karosodasaban nem-specifikus
markernek is tekinthetjiik (Thiemermann és mtsai 2003, Rong és mtsai 2011).

Kutatasok alapjat képezi tUjabb, vizeletbél vagy szérumbol kimutathato markerek
azonositasa, melyek el6bb és pontosabban jelzik a vesekarosodast, ill. annak mértékét,
esetleg eldrejelzik a veseelégtelenség kialakulasat (biomarkerek) (Basile és mtsai 2012,
Ostermann és mtsai 2016). A kidney injury molecule-1 (KIM-1) egy transzmembran
glikoprotein, mely a proximalis tubulus sejtekben termel6dik I/R hatast kovetéen. Az
elhalt sejtfragmentumokkal a tubulus lumenbe keriil, igy a vizeletb6l mar par oraval a

karosodas utan kimutathato, és specifikus az iszkémias vesekarosodasra (Han és mtsai 2002,
Bagshaw és mtsai 2008, Basile és mtsai 2012).

Ehhez hasonléan a neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) protein génje
erésen indukalodik iszkémids vagy toxikus inzultus hatdsara a disztalis tubulus sejtekben,
igy a fehérje a karosodast kovetden hamar (2-6 6ra milva) kimutathat6 a vizeletben és a
szérumban is (Devarajan és mtsai 2010).

Tovabbi igéretes biomarkerek még tobbek kozott a szérum cystatin-C (GFR-t mutatja), a
vizelet interleukin-18 (IL-18; a gyulladasos folyamatokat jelzi), az insulin-like growth
factor binding protein-7 (IGFBP-7; tubulus stresszt jelzi) (Bagshaw és mtsai 2008, Devarajan
és mtsai 2010, Ostermann és mtsai 2016).

A vizelet mikroszkopos vizsgdlatdval az tledékben megjelend vordsvértest cilinderek,
tubulus epitél sejtek, Tamm-Horsfall fehérje (tubulus sejtekbdl szarmazéd fehérje
fragmentumok) szintén vesekarosodasra utalnak (KDIGO 2012, Ostermann és mtsai 2016).

A vese ultrahang vizsgalataval az obstrukcio, a vesestruktira makroszkopos elvaltozasa,
Doppler-ultrahanggal a keringés detektalhatd (KDIGO 2012, Ostermann és mtsai 2016).
Lehet6ség van még hisztologiai vizsgalatra vese biopszia elvégzésével, mely bar invaziv
eljards, az egyes morfologiai elvaltozasok kimutatdsdval diagnosztikus, terapids és
prognosztikai jelentdsége lehet. Kisérletek soran a szovettani vizsgalat, akar specialis

festési eljarasok alkalmazéasaval, fontos része az értékelésnek.
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1.1.5 Patofizioldgia (iszkémia-reperfiizios (I/R) karosodas)

Mig a human vese tomege a testtomeg 2%-at teszi ki, a keringd vérmennyiség 25%-a
aramlik keresztiil rajta, igy oxigén ellatottsdga nagyon jo. Ez kiilondsen a kéregre igaz,
mert a vesén beliil a vérellatottsag nem egyenletes: a kéreg kapja a vérmennyiség 90%-
at, mig a veld 10%-ot. Emellett az autoregulacioé kovetkeztében a GFR a szisztémas
vérnyomas széles tartomanyaban (80-180 Hgmm) allandé marad, melyet a glomerulusok
afferens ¢€s efferens arteriolainak kaliber szabalyozasa tart fenn. Ez azért fontos, mert a
tubulusokban miikddé ioncsatornak adenozin-trifoszfat (ATP) igénye nagyon magas, a
vese a hipoxiara kiillondsen érzékeny. Kiilonboz6 inzultusok (dontden iszkémia vagy

toxinok) hatdsara az autoreguldciés mechanizmusok karosodnak, a vese miikodése sériil
(Abuelo és mtsai 2007, Munshi és mtsai 2011, Basile és mtsai 2012, Layton és mtsai 2015).

Iszkémia hatasara lokalisan oxigén hidny, a mitokondridlis raktarak kitiriilésével a
metabolikus folyamatokhoz sziikséges szubsztratok (cukor, ATP) hianya, valamint
toxikus vegtermékek felszaporodasa jon létre. Az ATP-igényes folyamatok
(membrantranszport, protein szintézis, lipogenezis) csokkennek vagy teljesen leallnak,
szervelégtelenség alakul Ki.

Altalanossagban erés vazokonstriktor- és inflammatorikus hatas érvényesiil, mely
jellemzden az endotél és epitél sejtek diszfunkciojaval a GFR csokkenéséhez, valamint a
tubulusok sériiléséhez vezet.

A karosodas mértéke fligg az iszkémids periddus hosszatol és az azt kovetd reperfuziotol.
A reperfuzio egyrészt elengedhetetlen az iszkémias szovetek ttléléséhez, masrészt
ellenkezd hatassal mégis sulyosbitja a szoveti karosodast, ugyanis a reperfuzid soran
keletkez6 reaktiv oxigéngyokok (reactive oxygen species, ROS) lipidperoxidaciot,
dezoxiribonukleinsav (DNS) degradaciot, illetve a poliszacharid depolimerizacio
novekedését okozzak. A kezdeti iszkémias karosodast tehat a reperfiizio okozta karosodas
koveti (Weight és mtsai 1996).

A szivizommal és az agyszovettel ellentétben a vese bizonyos foku regenerdciora is
képes. A regeneral6dd sejtek az életben maradt tubulussejtekbdl dedifferencidlodnak,
migralnak, proliferalnak, majd végiil ismét differencialodnak, igy idével helyreallhat a

normalis tubulus funkcid (Rosivall 1996, Schrier és mtsai 2004, Abuelo és mtsai 2007, Bonventre

2008, Bonventre 2010, Munshi és mtsai 2011, Basile és mtsai 2012, Zuk és mtsai 2016).
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1.1.5.1 Vaszkularis valtozasok

Elsédlegesen az iszkémia bekdvetkeztekor intrarenalis vazokonstrikceio jellemzo, melyet
a szoveti vazokonstriktor faktorok (endothelin-1 (ET-1), angiotenzin-II, thromboxan A2,
prosztaglandin H2, leukotrién C4 és D4, adenozin) megemelkedett szintje és a veseidegek
fokozott szimpatikus aktivitasa valt ki. Szerepiiket a folyamatban bizonyitja, hogy példaul
az endothelin receptor A tipusanak gatlasa vagy endothelin antitest adasa patkany
modellben protektiv hatastinak bizonyult az iszkémias karosodassal szemben (Gellai és
mtsai 1994, Miiller és mtsai 2002, Kher és mtsai 2005). Tovabba leirtak, hogy a vese denervacioja
enyhiti a GFR csokkenését az inzultust kovetden (Basile és mtsai 2012).

Ismert tovabba az erek csokkent vazodilatator érzékenysége és a vazodilatator hatasu
molekulak csokkent produkcioja is (acetilkolin, bradykinin, nitrogén-monoxid (NO),
kovetden, mely még 1 héttel az inzultus utan is észlelhetd volt (Basile és mtsai 2012).

Az arteriolak valamint a peritubularis kapillarisok endotél membranjanak sériilése
fokozza a leukocitdk kitapadasat és a leukocita-endoté! interakcio hatasara szamos
molekula felszabadulasat. Igy aktivalodnak a vérlemezkék és a koaguldciés iitvonal, mely
a kiserek elzarédasahoz vezethet.

Az ¢érfal permeabilitasanak novekedése miatt emelkedik az intersticialis folyadék
mennyisége, mely szintén az érlumen besziikiilését fokozza (Munshi és mtsai 2011, Basile és
mtsai 2012, Zuk és mtsai 2016).

Az iszkémiat kovetd reperfuzio a kiilsd veldt ellato erekben késik, valamint az arterioldk
fokozott vazokonstriktor ¢és csokkent vazodilatator érzékenysége még orakkal a

reperfizio utan is megfigyelhetd (Munshi és mtsai 2011, Basile és mtsai 2012, Zuk és mtsai 2016).

1.1.5.2 A tubulusok karosodasa

Az iszkémia, valamint a kovetkezményes vazokonstrikcio €s érelzarddas az oxigenizaciod
csokkenésével a tubulussejtek karosoddsdhoz vezet. Az iszkémidra a vesekéregben és
kiilsé velében taldlhatd proximalis tubulus és a felszallo vastag szegmentum a
legérzékenyebbek, ugyanis normal koriilmények kozott is itt a legalacsonyabb az
oxigénellatottsag, valamint az itt talalhatd, a tubulus miikodésében kulcsfontossagl

ioncsatorna, a Na*/K*ATPaz (NKA) miikodése is igen energiaigényes.
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Az NKA egy olyan transzmembran fehérje, mely minden sejten megtaldlhatd, a vese
tubulus sejtjeiben kizardlag a bazolaterdlis membranon fordul elé. Az apikalis
membranon 1évo egyéb transzportmolekuldkkal egyiittmiikodve fontos szerepe van a
vizelet mennyiségének és osszetételének biztositasaban. Az enzim 3 Na*-iont juttat ki a
sejtbdl az extracellularis térbe és 2 K*-iont pumpél be az intracellularis térbe aktiv modon,
a koncentracid gradiens ellenében, egy ATP felhasznalasaval. gy az elektrokémiai
gradienst is modositja, létrehozva a nyugalmi membranpotencialt. A sejten beliili
alacsony Na*-koncentracid teszi lehetévé a hozza kapcsolt, an. masodlagos
transzportfolyamatokat (pl. gliikkoz, aminosavak). Az ionkoncentracié befolyasolja a sejt
volumenét is, igy az NKA kozvetetten a sejt méretére is hatassal van (Fonys 1997).

A karosodas miatt 1étrejott ATP-hiany, a bazolateralis membran szétesése, a ROS toxikus
hatasa kovetkeztében az NKA miikodése leall, az intracellularis tér Na*-koncentracidja
emelkedik, melyet vizbedramlas is kovet, a sejt megduzzad. Emellett az emelkedett Na*-
szint a Na*/Ca?'-csatorna aktivalasahoz vezet, melynek kovetkeztében emelkedik az
intracellularis Ca®*-koncentracié is (Kher és mtsai 2005). Az NKA-hoz kapcsolt masodlagos
transzportfolyamatok szintén ledllnak, a tubulus funkcidja kérosodik.

Iszkémias hatdsra az NKA a bazolateralis membranrél a citoplazmaba torténd
athelyezOdését és ezaltal deaktivalodasat tobben, koztiik munkacsoportunk is bizonyitotta
(Alejandro és mtsai 1995, Fekete és mtsai 2004, Park és mtsai 2005, Kher és mtsai 2005).

A tubulussejtrél eltiinik a kefeszegély, a sejt sériilt polaritasa és integritasa
kovetkeztében a tobbi adhézios molekula és membran fehérje lokalizacicja is
megvaltozik.

Oxigén hianyaban az ATP-bol keletkez6 adenozin-difoszfat (ADP) és adenozin-
monofoszfat (AMP) molekulék felszaporodnak, tovabbi metabolizmusuk soran adenin €s
hipoxantin keletkezik. Aktivalodik a xantin-oxidaz enzim, mely oxigén segitségével a
hipoxantint xantinna alakitja, mikdzben ROS képzddik, tovabbi kdrosodéasokat eldidézve.
A reperfuzid alatt rendelkezésre 4ll6 nagy mennyiségli oxigén hatdsdra az enzim
miikddése fokozodik, igy a ROS termelddése is nd (Devarajan és mtsai 2005).

A sejtek esokkent ATP tartalma miatt a Ca?*-ATP4z enzim miikddése is csokken, igy
emelkedik az intracellularis Ca**-koncentrdcio. Ez el6segiti a Ca?*-fiiggd proteazok és

foszfolipazok aktivalodasat, mely a membranok széttoredezését fokozza.
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A sériilt sejtek fehérje fragmentumai 0sszecsapzodva a tubulus lumenébe jutnak, ahol a
tubulus elzarodasat és igy az intratubularis nyomas emelkedését, a GFR csokkenését
eredményezik. A fragmentumok a vizeletben is megjelennek (Tamm-Horsfall fehérje),
igy az AKI markerének tekinthetdk.

Emellett a csokkent sovisszaszivas a proximalis tubulusban emelkedett Cl-koncentrdciot
eredményez a felszallo vastag szegmentumban, mely a tubuloglomerularis feedback-
hatas kovetkeztében fokozza a vazokonstrikciot az afferens arteriolakban, igy tovabb
csokkenti a GFR-t.

A kérosodott tubulus sejtek egy része nekrdzison illetve apoptozison megy keresztiil. Az
apoptozis clore programozott folyamat, tobb endonukledz enzim vesz részt benne
(dezoxiribonukleinsav bontd enzim (DNA4z), endonukledz G (EndoG), caspase
rendszer), melyek aktivaldsaban kiilonb6z0 jelatviteli tvonalak ismertek. Aktivalodik az
apoptézist indukald faktor (AIF), tumor nekrozis faktor (TNF) csalad, a mitokondrialis
bcl-2 associated X-protein (bax) gén, citokrom-C, de az apoptozist egyes inflammatorikus
faktorok is beindithatjdk (Basile és mtsai 2012).

1.1.5.3 Inflammatorikus folyamatok

A szovetkarosodasban fontos szerepe van a gyulladasos folyamatoknak is. Az erekben a
leukocita-endotél interakcio kovetkeztében els6ként a velesziiletett immunvalasz
aktivalodik, szamos proinflammatorikus citokin és vazoaktiv mediator (intracellularis
adhézios molekula-1 (ICAM-1), vascular cell adhesion molecule (VCAM), interleukin-1
(IL-1), -18 (IL-18)) felszabadul, valamint eleinte neutrofil ¢s makrofag, késobb T-
limfocita infiltracio figyelhetd meg. A leukocitak kitapadnak az endotélhez, majd az
intersticiumba migralnak. A karosodott membranon sériilnek az ion- és viz transzport
folyamatok is, az intersticium megduzzad, mely stlyosbitja a kapillarisok atmérdjének
csokkenését. Az intersticialis térben taldlhatd fibroblasztok egy része a karosodas
kovetkeztében felszabadult egyes mediatorok (pl. interleukin-10 (IL-10) hatasara
miofibroblasztokka alakulnak at, mely a vesefibrozis, a kronikus karosodas
kialakulasanak része (Bonventre 2008, Bonventre és mtsai 2011).

Az aktivalt leukocitakbol és epitelialis sejtekbél ROS szabadul fel, mely elésegiti a

tubulus sejtek apoptozisat, nekrozisat.
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Az érintett tubulus sejtek szintén proinflammatorikus és vazoaktiv mediatorokat
szabaditanak fel (TNF-a, monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), interleukin-8
(IL-8), interleukin-1B (IL-1p), interleukin-6 (IL-6), transforming growth factor-beta
(TGF-P)), eldsegitve a gyulladasos reakciot.

A karosodasok folyamatat a kiserekben és a tubulusban a 2. abra foglalja 6ssze.

normal allapot — iszkémias inzulus — karosodott szerkezet

az adhézios
molekulak
felszaporodnak

leukocita migricié

az intersticium
kiszélesedik

nekrozis,
apoptozis
tubulus kefeszegdly epitél sejt

eltiinika
kefeszegély

NKA lokalizicioja
megvaltozik
megyvaltozik a

sejtek integritisa,
polaritasa

2. abra Iszkémias karosodas okozta valtozasok a kapillarisokban és a tubulusokban
A normal epitél és endotél membrant keskeny intersticialis réteg valasztja el egymastol.
Iszkémias inzultusra az endotél sériil, adhéziés molekulak szaporodnak fel, melyek
fokozzak a leukocita-endotél interakciot. A leukocitak kitapadnak illetve az
intersticiumba migralnak. A karosodott membranon sériilnek az ion- és viz transzport
folyamatok, az intersticium megduzzad. A fibroblasztok egy része miofibroblasztta
alakul at. A tubulussejtek karosodasat a kefeszegély eltlinése, a sejtek polaritdsanak
megvaltozasa, a Na*/K*-ATPaz enzim citoplazmaba torténd transzlokacidja mutatja. A
sejtek egy részén nekrozis/apoptozis megy végbe. (DC: dendritikus sejt, NKA: Na*/K*-
ATPaz) (Bonventre és mtsai 2011 4braja alapjan médositva)
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1.1.5.4 Regeneracio, védo faktorok

A karosodas megallitdsdban, a helyredllitasban szintén szamos tényezd vesz részt, a
pontos hatdasmechanizmus azonban sok esetben még nem ismert. A hatdsok egy része az
apoptozis gatlasara, mas résziik a vazokonstrikcid csokkentésére, a toxikus metabolitok
kozombdositésére, mig tovabbiak a kéarosodott fehérjék megkotésére, helyreéllitasara,
végiil némelyek a gyulladasos folyamatok csokkentésére irdnyulnak. Szamos molekula
tobb folyamatot is befolyasol, hatdsuk szertedgaz6. A tovabbiakban csak néhany
ismertebb faktor keriil rovid ismertetésre, melyek egy része az értekezés kutatasi
témajaban szerepel.

Az endoplazmatikus retikulum (ER) fontos kézpontja a sejt inzultusra adott valaszanak.
A stressz hatasara beindul6 fehérje stabilizalo és -bontod folyamatok (,,unfolded protein
response”) harom fé utvonal aktivalasaval jonnek létre. A protein kinase RNS-like
endoplasmic reticulum kinase (PKRK) gyorsan aktivalodva megakadalyozza tovabbi
sérilt fehérjék képzodését. Az inositol requiring enzyme 1 (IRE1) aktivalja az xbox
binding protein 1 (XBP1) transzkripcios fehérjét, mely kiilonboz6 stressz gének
aktivaciojat végzi a sejtmagban. Az aktivadlo transzkripcios faktor 6 (ATF6) aktivalodasat
Amennyiben a stressz til nagy karosodast okozott, az ER-ben beindulé folyamatok a sejt
apoptozisat készitik elo.

Inzultus hatdsara a szerin/treonin kindz csaladba tartozé mitogén aktivalt protein kinaz
(MAPK) csalad indukcidja figyelhetd meg. Ide tartozik az extracellular regulated kinase
(ERK), a c-Jun N-terminal kinase (JNK) és a p38. Ezek a vesén beliil is eltérd
mennyiségben fordulnak eld, szamos hatds befolyasolja aktivacidjukat. Expresszidjuk
egyensulya hatdrozza meg az apoptozis kialakuldsat. Feltehetéen az ERK aktivalasa
antiapoptotikus, mig a JNK aktivalasa inkabb apoptotikus hatdsokat valt ki.

Szintén a szerin/treonin kinaz csaladba tartozik az AKt, melynek aktivalodasat I/R
inzultusra tobben kimutattdk. Foszforilacié révén aktivalodik, melyben az inozitol-
trifoszfat (IP3) jelatviteli utvonal kdzponti szerepet jatszik. Aktivalodva a citoplazmabol
a sejtmagba kertil, ahol tobb fehérje foszforilacigjaval aktivalja azokat (Kher és mtsai 2005).
Egyik legfontosabb eddig ismert szerepe a sejt apoptozisanak gatlasa, tobbek kozott a
caspase-9 valamint a Bcl-XL/Bcl-2 associated death promoter (BAD) foszforilacioja

révén (Kher és mtsai 2005, Basile és mtsai 2012).
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Munkacsoportunk kimutatta, hogy az Akt aktivaciojat a sejt kiilonb6z6 stressz faktorain
kiviil az IP3 foszforilacioja révén az eritropoietin (EPO) is fokozza, tobbek kozott e
moédon valtva ki ismert antiapoptotikus hatasat (Rusai és mtsai 2010). Emellett az EPO
fokozta a HSP-72 és az NKA szintézisét, valamint az NKA stabilitasat is (Prokai és mtsai
2011).

Az NO vazodilatator hatast, valamint gatolja a leukocita-endotél adhéziot, trombocita
aggregaciot (Basile és mtsai 2012, Forstermann és mtsai 2012, Zuk és mtsai 2016). A renin szekrécio
gatlasan keresztiil csokkenti a vérnyomast, fokozza a Na*-kivalasztast és a diurézist (Zou
és mtsai 1999). Keletkezéséhez az NO szintaz (NOS) aktivalasa sziikséges, melynek harom
izoformaja ismert: eNOS, neuronalis (nNOS) és indukalhat6 (iNOS) formak. Az eNOS
és nNOS Ca?*-fiiggd, mig az iNOS Ca?*-fiiggetlen. A vesében mindharom NOS izoforma
expresszalodik, eltéré mennyiségben ¢€s lokalizacidval (Sharma és mtsai 2004). A NOS
inaktiv allapotban a h6ésokk fehérje-90-hez (HSP-90) kétve van jelen a citoplazmaban. A
NOS aktivalasaban az Akt jelatviteli itvonalnak fontos szerepe van, melynek hatasara a
HSP-90-r61 levalik, foszforilalodik (Chambliss és mtsai 2002, Kher és mtsai 2005).

Az adenozin hipoxia, iszkémia vagy gyulladas hatasara termelédik, és szamos kiilonb6z6
folyamatot indukél az adenozin receptorokon keresztiil. Ezek a sejt talélését segitik, igy
pl. a mitokondrialis K*-csatorna serkentésével csdkkenti az intracellularis Ca®*-szintet,
gatolja a neutrofil sejtek aktivalodasat és a citokin termelést, valamint vazodilatator
hatast (Kher és mtsai 2005).

A sejt karosodasara a sejten beliil egyes transzkripcids faktorok gyors aktivacioja
figyelhet6 meg, melyek a sejt helyreallité folyamatait inditjak el. Ilyen faktorok a hypoxia
inducible factor-1 (HIF-1) valamint a hésokk faktor-1 (HSF-1). A HIF-1 felelos az
angiogenezis, eritropoezis €s az anaerob energiametabolizmus beindulasat segité gének
aktivalasaért, mig a HSF-1 a hésokk valasz aktivalasat végzi (részletesen lasd 1.3 fejezet).
A HIF-1 aktivacigjat inkabb a sejt hipoxiaja, mig a HSF-1 aktivalasat az ATP hianya
valtja ki (Eickelberg és mtsai 2002, Munshi és mtsai 2011, Basile és mtsai 2012).

A szuperoxid dizmutaz szintén a ROS altal képz6dott lipid peroxidok és hidrogén-
peroxid bontasaval védi a sejtet a kdrosodastol (Kim és mtsai 2006).

Az NGAL egy intracellularis vaskotd fehérje, elséként neutrofil sejteken azonositottak.
Szerepet jatszik a bakterialis fertézésekkel szembeni védelemben. Szamos egyéb sejtben

is kimutattak, termelédése egyes daganatsejtekben fokozott. Szintézise az epitél sejtekben
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iszkémias vagy toxikus inzultust kovetéen jelentésen emelkedik, fontos szerepe van a
regeneracidban a proliferacio serkentése, valamint az apoptozis gatlasa révén. Egyuttal a
vesekarosodas szenzitiv és specifikus biomarkere (lasd 1.1.4 fejezet) (Devarajan és mtsai

2010).

1.1.6 Terapia

Az AKI mielébbi felismerését kovetden a karosodds minimalizdlasa érdekében
legfontosabb tényezo a hemodinamikai statusz valamint a vérnyomas stabilizalasa, mely
gyogyszerek ¢és folyadék koriiltekintd adésat teszi sziikségessé. Emellett a karosodott
vesefunkcio miatt kialakuld hiperkalémia és metabolikus acidozis kivédése, kezelése
szilkséges. A beteg energiabevitelét szintén optimalizalni kell, a csokkentett
fehérjebevitellel kitolhatd a vesepotld kezelés sziikségessé valasanak ideje. Nagy
hangsulyt kell fektetni az infekcio kivédésére, a gyulladasos reakciok csdkkentésére is,
mert ezek a mortalitas vezetd okai (Schrier és mtsai 2004).

Szamos, a karosodas patofiziologiai torténéseiben résztvevd faktor terapias hasznalata
felmeriilt, melyek alkalmazasaval folyamatosan zajlanak kutatasok. gy példaul a
regeneracio elésegitésére novekedési faktorok (pl. insulin-like growth factor-1 (IGF-1))
valamint EPO adasa jon szoba. Az adenozin receptor antagonista teofillin a

tubuloglomeruléris feedback hatés gatlasan keresztiil fejti ki hatasat (KDIGO 2012).

1.2 Vesetranszplantacio

A veseelégtelenség kialakulasa, tartés fennalldsa esetén atmenetileg vagy végleg
vesepotlo kezelés bevezetése szlikséges. Jelenleg a vilagon koriilbelil 3 millié6 ember
részesiil vesep6tlo kezelésben, de ez 2030-ra varhatéoan 5 és 10 millié k6z¢é emelkedik
(Peters és mtsai 2018).

A vesepotlo kezelés a dializis kiillonb6z6 formait valamint a vesetranszplantaciot jelenti.
Bar a dializis valamely formaja a betegek tobbségénél hasznalhato, vesetranszplantaciora

csak mintegy 15-20%-uk alkalmas (Kulcsar 2014).
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Mivel az ESRD-ben szenveddk szama rohamosan emelkedik, érthetd, hogy a
vesetranszplantdcio igény is folyamatosan nd. A donorok szdma azonban lényegesen nem
valtozott az elmult években, igy a transzplantaciok szama csak mérsékeltebb novekedést
mutat (kb. évi 3%) (USRDS 2017).

Magyarorszadgon a vesetranszplantaciok szdma évente 300-400 kozott van, alakuldsat az

elmult évtizedekben a 3. abra mutatja (OVSZ 2018).

Veseitiiltetések szama Magyarorszagon 1973-2017

350

B éiGdonor M cadaverdonor

Transzplantéltak szdma/év

3. abra Vesetranszplantaciok szama Magyarorszagon 1973-2017-ig (az Orszagos
Vérellatd Szolgalat (OVSZ), Szervkoordinacios Iroda adatai alapjan (www.ovsz.hu/oco))

Az atiiltetett vese hosszatavu talélése és funkcidja tobb faktoron mulik, melyeket
alloantigén-fiiggd (pl. human leukocita antigén (HLA) kompatibilitas) és alloantigén-
fliggetlen (pl. donor vese allapota, atiiltetés sebészi kivitelezése) csoportokra oszthatunk
(Cavaillé és mtsai 2013, Legendre és mtsai 2014). Az alloantigén-fiiggetlen okok kozott jelentds
a vese szallitds alatti (hideg-iszkémias) valamint az atiiltetéskor elszenvedett (meleg-
iszkémids) I/R karosodésa. A transzplantacio utan kdzvetleniil a graft késlekedd funkcioja
(delayed graft function, DGF) az atiiltetések 10-50%-aban jelen van, mely dontéen az I/R
karosodasnak tudhat6 be és befolyéasolja a vese hosszutavu tilélését is (Mehta és mtsai 2002,
Schrier és mtsai 2004, Legendre és mtsai 2014, Aufhauser és mtsai 2016). Szamos kutatds targya
ennek az eldre lathatd karosodasnak a kivédése akar a donor, a recipiens vagy a szerv
kezelésével.

Az élédonoros transzplantacioval, annak szamos elénye mellett a hideg iszkémias id6 is

minimalisra csokkenthetd. Jotékony hatasat tiikrozi, hogy a DGF eléfordulasa é16 donor
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esetén 10% koriil van, mig egyes kadaver donorok esetében eléri az 50%-0t (Legendre és
mtsai 2014). Minden orszagban torekednek az él6donoros atiiltetések aranyanak
novelésére, ez az USA-ban eléri az Gsszes atiiltetés kb. 1/3-4t, Magyarorszdgon 12% koriil
van (USRDS 2017, OVSZ 2017).

A graft szallitas alatti tulélése specidlis 0sszetételi prezervacios folyadékkal javithatd,
mellyel a szervet a donorbdl valo eltavolitaskor perfundaljak. Emellett jotékony hatdsu a
szerv alacsony hémérsékleten, 4 “C-on tartasa, mivel igy a sejtmetabolizmus 58%-kal
csokken (Catena és mtsai 2013). Ilyen mddon a vese a betiltetés eldtt 24-35 oran at €letképes
maradhat. Tobbféle prezervacios folyadék van hasznalatban a vilagon, a legelterjedtebb
a University of Wisconsin (UW) és a hisztidin-triptophan-ketoglutarat (HTK), az tijabbak
ezek eldnyeit kombinaljak. A két oldat eddig ismert 0sszehasonlitd vizsgalataival nem
talaltak 1ényeges kiilonbséget a vese tilélése szempontjabol (Cavaillé és mtsai 2013).
Folyamatosan jelennek meg twjabb koézlemények kiilonboz6 tamadaspontu szerek
prezervacios folyadékba adasarol (pl. cyclosporin, anti-ICAM-1, thymoglobulin, IGF-1,
EPO-beta), melyek a graft I/R karosodasat csokkentik (Cavaillé és mtsai 2013).

Szintén igéretes lehetdség a perfiizios pumpa hasznalata, mellyel a szallitas alatt a grafton
folyamatosan aramlik keresztiil a hideg perfizios oldat, igy a sejtekben keletkezd toxikus
metabolikus termékek kimosddnak (Catena és mtsai 2013).

Osszességében a vesetranszplantacio6 utani 5 illetve 10 éves graft-talélés Eurdpaban 67%
illetve 43%, igy barmely befolyasol6 tényezd kutatdsa, befolydsolasa, mellyel a talélés

javithato, hasznos lehet (Legendre és mtsai 2014).

1.3 A hoésokk fehérjék

Jelen értekezés egyik 6 témaja a hosokk fehérjék (heat shock protein, HSP) vese I/R
karosoddsaban, valamint a nemi kiilonbségek kialakulasdban betoltott szerepének
vizsgalata, ezért szerkezetiik, miikddésiik részletesebben bemutatasra keriil.

A HSP-k az 6sszes fajban univerzalisan eléfordulnak, a chaperon (gardeddm) fehérjék
csaladjaba tartoznak. Egyes csoportjaik a sejt normal allapotaban is jelen vannak az ER-
ben, azonban sokuk stressz hatasara termelédik/aktivalodik, védelmet nyujtva ezzel a sejt

miikddésében, struktardjaban fontos szerepet jatsz6 molekuldknak. Mikodésiik szinte

26



DOI:10.14753/SE.2019.2297

minden esetben ATP-hez kotott, szabalyozasuk is sokszor az ATP-n keresztiil valosul
Mmeg (Smoyer és mtsai 2000, Mayer és mtsai 2005).

A hoésokk valasz kdzponti regulatora a HSF-1, mely alaphelyzetben a citoszolban van
jelen HSP-90-hez kotve. Stressz hatdsara a sejtmagba vandorol és beinditja a HSP-k
IS Szerepet jatszik (Carpenter és mtsai 2015).

A 70 kDa molekulasalyt HSP-k kozé tartozik a HSPA csalad, melynek ismert tagja a
hosokk fehérje A-1A (HSPA-1A), masnéven a hésokk fehérje-70 (HSP-70) (human)
vagy HSP-72 (ragcsald). Hatasat az I/R karosodas mérséklésében tobben bizonyitottak
(Marber és mtsai 1995, Prokai és mtsai 2011). Fontos szerepe az aggregalt fehérjékhez vald
kotédés, majd funkcidjuk és fiziologias lokalizacidjuk, igy a sejtstruktira €s -polaritas
visszaallitasa (Mayer és mtsai 2005, Basile és mtsai 2012). A plazmamembranban és a
citoszolban is megtalalhatd, egyes fehérjék transzmembran transzportjat is segiti.

Szerkezetét a 4. abra mutatja be.

385

N ATPaz domén Lid C

Linker

" Szubsztratkéts zseb

Nukleotid kété domén + ATPaz domén Szubsztratkété domén

4. abra A hésokk fehérje-70 (HSP-70) szerkezete (Molecular Chaperone Lab, Heat Shock
Protein Information Resource mddositott dbraja (http://pdslab.biochem.iisc.ernet.in))

Az egyik legfontosabb szerepe vese I/R karosodast kdvetden az NKA-hoz valo kotddés,
melyet tobben kimutattak (Aufricht és mtsai 1998, VanWhy és mtsai 1998, Bidmon és mtsai 2002,

Riordan és mtsai 2005, Basile ¢s mtsai 2012), kolokalizaciojat NKA-val a bazalis membranban
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munkacsoportunk is igazolta (Fekete és mtsai 2006). A HSP-70 csaladnak emellett
antioxidans szerepe is ismert a glutation-peroxidaz és a glutation-reduktaz aktivitadsanak
fokozasa révén (Basile és mtsai 2012).

A hésokk fehérje-27 (HSP-27) a kis molekulasulya HSP-k csaladjaba tartozik, ijabb
terminologia szerint HSP-béta-1 (HSPB1) megnevezése hasznalatos, mely fajtol fliggden
a hdsokk fehérje-25 (HSP-25) (ragesald), HSP-27 (human) ill. hésokk fehérje-28 (HSP-
28) proteineket foglalja magaba. Szerkezete nagyon hasonl6 az elséként a szemlencsében

kimutatott a-crystallinhoz (5. abra).

1 N-terminalis domén g8 Flexibilis C-terminalis domén

H,;N . E . t a-crystallin domén ‘ ======- COOH
515 $78/82
\/

Foszforilaciés pontok

5. abra A hésokk fehérje-27 (HSP-27) szerkezete (Acunso és mtsai 2012 médositott abraja

alapjan)

Lényegében egy aktin-specifikus chaperon, melynek szerepe van a sejt felépitésében,
ribonukleinsav (mRNS) stabilizalasaban és a tumor progresszidban. A szervezet szinte
minden sejtjében detektalhato, de legmagasabb koncentracidban az izmokban (vaz-, sziv-
¢és simaizom) fordul eld. Egyes korallapotokban, mint a szivbetegségek, vese I/R
karosodasa vagy a 2-es tipusi diabétesz magasabb szintje mérhetd. Szamos stimulus
befolyasolja expresszalddasat, oligo-dimer atalakulasat és foszforilaciojat.

Normal allapotban a vese kortexben és a medulldban is egyarant kimutathatd, azonban
I/R stressz hatasara egy vizsgalatban jelentdsen emelkedett mennyiségét mérték a kiilsd
velében és a kéregben, immunfluoreszcens mikroszkopos vizsgélattal dontéen a
proximalis tubulusokban expresszalodott (Smoyer és mtsai 2000). Els6sorban a ROS-sal,
hipoxiaval és ozmotikus stresszel szemben bizonyult protektiv hatastinak. Stabilizalja a
mikrofilamentumokat és csokkenti a membranlipid szétesését, igy a tubulus sejtekben
stabilizalja az NKA-t. A caspase rendszer gatlasa révén elsddleges szerepe van az

apoptdzis megeldzésében is (Mymrikov és mtsai 2011, Mahgoub és mtsai 2017). Kimutattak
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tovabba, hogy gatolja egyes proinflammatorikus faktorok (TNF-o,, macrophage
inflammatory protein-2 (MIP-2)) felszabadulasat is, és igy csokkenti a neutrofil
granulocita infiltraciot (Park és mtsai 2009, Kim és mtsai 2010).

Az éltalunk vizsgalt két hdsokk fehérje aktivalodasat és a vesében betdltott, altalunk

vizsgalt szerepét szemlélteti az 6. abra.

l HSP transzkripcio

s ) (DOHEEH DDA
~

stabilizalaV \‘tabilizélés
=

6. abra A hésokk fehérjék aktivacioja és szerepe a sejt stressz reakciojaban (I/R:
iszkémia/reperfuzios hatds, HSF-1: hdsokk faktor-1, HSP: hdsokk fehérje, NKA: Na*-
K*-ATPaz)

1.4 A sigma-1 receptor (S1R)

A sigma receptor a kis molekulasulyu (24 kDa) chaperon transzmembran fehérjékhez
tartozo, 223 aminosavbol allo polipeptid, mely az utdbbi években tobb kutatas
kozpontjaba keriilt, jabb vélemények szerint a HSP-k csoportjaba tartozik (Hayashi és

mtsai 2011, Ortega-Rodlan és mtsai 2015, Chu és mtsai 2016). Két altipusa ismert, 1-es és 2-€s,
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melyek szoveti specificitdsa, ligandk6td profilja eltérd (Hayashi és mtsai 2011, Brune és mtsai
2013).

A tovabbiakban csak a kutatdsunkban résztvevd S1R keriil részletesebben ismertetésre.
Szerkezetében két hidrofob o-hélix alkotja a transzmembran részt, és mind az N-, mind
a C-terminalis vég az ER-ben van. A C-terminalishoz kotik a chaperon funkciot (Ortega-
Rodlan és mtsai 2015). Dontéen az ER-ben helyezkedik el, stimulus hatdsara helyezddik at a
citoszolba vagy a sejtmembranra, sejtmagba (Hayashi és mtsai 2003, Hayashi és mtsai 2011).
Szoros kapcsolata a mitokondriummal annak befolyasolasat is feltételezi (Hayashi és mtsai

2011). A SIR szerkezetét a 7. abra mutatja be.

citoszol vagy
extracellularis tér

transzmembran
a-hélixek

ER lumen vagy
intracellularis tér

N-terminalis

C-terminalis

7. abra A sigma-1 receptor aminosav szekvenciaja A szinek a kiilonb6z6 ligandko6td
helyeket jelolik (kék: szteroid kotd domének (steroid binding domain like (SBDL I és II),
zold: koleszterol, piros: haloperidol - antagonista, sdrga: N,N-dipropil-2-[4-methoxy-3-
(2-fenilethoxy)-fenil]-thylamin-monohidroklorid  (NE-100) - antagonista) (ER:
endoplazmatikus retikulum) (Brune és mtsai 2013 modositott abraja)

Szamos endogén ¢€s exogén, agonista €s antgonista hatdsu ligandja ismert, melyek
feltehetden a receptor eltérd pontjaihoz kotddnek, igy eltéré utvonalakat befolyasolnak,
hatasa szertedgazo (Wilbert-Lampen és mtsai 2005, Ortega-Roldan és mtsai 2015, Chu és mtsai 2016).

Legismertebb agonista és antagonista hatdsu ligandjait az 1. tablazat foglalja dssze.
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1. tablazat A sigma-1 receptor legismertebb ligandjai, receptor affinitasuk, hatasuk
(Ki/Kd értékek: +++ <50 nM; ++ <500 nM; + <10 uM; Ki: inhibitor konstans, Kd:
disszociacidés konstans, NE-100: N,N-dipropil-2-[4-methoxy-3-(2-fenilethoxy)-fenil]-
thylamin-monohidroklorid, DHEA: dehidroepiandroszteron) (Cobos és mtsai 2008 alapjan
modositva)

Ligand I:rf?gggé: Hatas Ligand 2:{1;181;2;'1: Hatas
Benzomorfanok: Antidepresszansok:
Pentazocin +++ Agonista Clorgylin +++ Agonista
Antipszichotikumok: Fluoxetin + Agonista
Chlorpromazin ++ ? Fluvoxamin +++ Agonista
Haloperidol +++ Antagonista Imipramin ++ Agonista
Nemonaprid +++ ? Sertralin ++ Agonista
Kohogés csillapitok: Drogok:
Carbetapentan +++ Agonista Kokain + Agonista
Dextromethorfan ++ Agonista Metamphetamin + ?
Alzheimer kor/Parkinson kér gyégyszerei: Endogén szteroidok:
Amantadin + Agonista DHEA + Agonista
Donepezil +++ Agonista Progeszteron + Antagonista
Antikonvulziv szerek: Egyéb:
Phenytoin - Modulator NE-100 +++ Antagonista
Ropizin - Modulator SA-4503 +++ Agonista

Eléfordulasa tobb szervben ismert. Legnagyobb mennyiségben a kdzponti
idegrendszerben talalhatdo meg (Mavlyutov és mtsai 2010), igy szamos vizsgalat foglalkozott
mar szerepével a drog- és alkohol addikcidoban (Martin-Fardon és mtsai 2007), a tanulasban, a
memoriaban (Maurice és mtsai 2001), & SKizofréniaban (Hayashi és mtsai 2011, Chu és mtsai 2016)
¢és a depresszidban (Narita és mtsai 1996, Rogoz és mtsai 2002, Lucas és mtsai 2008). Az SSRI

tipusu antidepresszansok egy része (fluvoxamin (Flu), sertralin) nagy affinitassal kotodik
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az S1R-hez is, igy szerepét feltételezik a gyogyszerek antidepresszans hatasanak
kifejtésében is (Narita és mtsai 1996).

Szabalyozasa tobb modon is megvalosulhat. Inaktiv allapotban egy masik chaperonhoz,
a binding immunglobulin proteinhez (BiP) (HSP70-5) kotve van, agonistai a BiP-rél
levalasztva aktivaljak. Az ER-ben talalhaté Ca®* erdsiti az SIR-BiP kapcsolatot, mig IP3
hatasara a Ca?*-szint csokken, az SIR levalik a BiP-rél és aktivalodik. (Hayashi és mtsai
2007, Hayashi és mtsai 2011, Ortega-Rodlan és mtsai 2015). Tobbféle oligomer formaban is jelen
lehet, feltehetéen a monomer vagy dimer alak az aktiv, mig a tetramer, oktamer az inaktiv
formak (Chu és mtsai 2016).

Hatasai elssorban a sejt kdrosodasanak csokkentésére iranyulnak. Protektiv szerepét
iszkémias kdrosodasban mar kimutattak agyban (Mavlyutov és mtsai 2010, Ajmo és mtsai 2006,
Deplanque és mtsai 2011), retinaban (Mavlyutov és mtsai 2015), szivben (Ela és mtsai 1994, Bhuiyan
és mtsai 2011), majban (Hellewell és mtsai 1994, Klouz és mtsai 2008), petefészekben (Hayashi és
mtsai 2011), valamint munkacsoportunk els6ként igazolta ezt a protektiv hatast a vesében
(Hosszu és mtsai 2017). Flu kezelés hatasara in vivo jobb talélést és mérsékeltebb
citoszolba és a sejtmagba, valamint kimutattuk az NO-szint emelkedését feltehetéen az
S1R-Akt-NOS jelatviteli ttvonal aktivacidjan keresztiil (Hosszu és mtsai 2017).
Molekularis hatasairol ismereteink még kozel sem teljesek. Kozvetlen vagy kozvetett
hatasa van szamos proteinre (pl. G-protein coupled receptor (GPCR)), ioncsatornara
(C3.2+-, Na*-, K- és Cl'-csatorndkra (Soriani és mtsai 1999, Cheng és mtsai 2008, Cobos és mtsai
2008, Maurice és mtsai 2009, Ortega-Roldan és mtsai 2015, Chu és mtsai 2016)), lipidre. Segiti a sejt
tulélését a mitokondrilis Ca?*-transzport helyredllitasan és igy az ATP-termelés
fokozasan keresztiil (Tagashira és mtsai 2014).

Szerepe van a sejt tulélésében az ER-ben talalhato antiapoptotikus B-cell lymphoma-2
(bcl-2) gén stabilizalasa (Yang és mtsai 2007, Meunier és mtsai 2010), és az apoptotikus hatasu
bax gén és caspase-3 proteinek gatlasa (Tchedre és mtsai 2008) révén.

Javitja a sejt oxigén ellatottsagat az ET-1 gdatlasdn (Wilbert-Lampen és mtsai 2005), valamint
az NO termelddés fokozasan keresztiil. Tobb vizsgalat igazolta, hogy hatasat protein-
kinaz A-n, -C-n (Hayashi és mtsai 2011) valamint -B-n (Akt) keresztiil is kifejtheti (Nakamo
és mtsai 2010, Bhuiyan és mtsai 2010, Hosszu és mtsai 2017). Az Akt-eNOS jelatviteli atvonal

aktivalasaval serkenti az NO szintézist (Bhuiyan és mtsai 2010, Hosszu és mtsai 2017).
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Szintén kimutattdk, hogy az ER protein egyensulyaban szerepet jatszo enzimek koziil az
IRE1 stabilizalasaval részt vesz az IP3-Akt Gtvonal aktivalasaban (Mori és mtsai 2013).
Részt vesz a ROS képzddés gatlasdaban is, mely szintén beindithat tobb jelatviteli

utvonalat, valamint kdzvetlentil csokkenti a sejt karosodasat (Yang és mtsai 2007, Tchedre és

mtsai 2008, Meunier és mtsai 2010, Hayashi és mtsai 2011).

A T-sejtek  proliferaciojanak  gatlasaval, immunmodulécidéval, valamint a

proinflammatdrikus citokinek szintjének csokkentése révén gyulladasgatlo hatasa (Ajmo
és mtsai 2006, Taler és mtsai 2007).

A 2. tablazat harmadik oszlopa (lasd az 1.5.2 fejezetben) foglalja 6ssze az S1R eddig
megismert sejt stresszvalaszt befolyasolé tamadaspontjait a nemi hormonokkal

parhuzamosan.

1.5 Nemi kiilonbségek az iszkémiara adott valaszban

Szamos iszkémids korképben, mint a szivinfarktus vagy a stroke a férfiak gyakrabban
érintettek mint a ndk, €és ez a védelem a ndkben a menopauzat kovetden megsziinik.

A szivizom /R kérosodasdban mar szdmos vizsgalat kimutatta az Osztrogén és a
progeszteron protektiv szerepét (Zhai és mtsai 2000, Knowlton és mtsai 2001, Wang és mtsai 2008).
A férfiaknal a stroke el6fordulasa gyakoribb idéskorig, de 65 év felett a n6knél emelkedik
a gyakorisaga. Allatmodellben az ovariektomia megsziintette a ndstények védelmét,
feltételezve a n61 hormonok szerepét a kiilonbség hatterében (Manwani és mtsai 2011). Mdj
I/R inzultusaban szintén 6sztrogénfiiggd protektiv hatdst mutattak ki (Harada és mtsai 2003).
A lép T/R karosodasakor is megfigyelték az Osztrogén védd szerepét (Squadrito és mtsai

1997). A nemi kiilonbség a vese vonatkozasaban is észlelhetd.

1.5.1 Nemi kiilonbségek a vesében

A vese anatomiai felépitése a két nemben eltérd. A ndk veséjében tobb glomerulus van,
magasabb a renovaszkularis ellenéllas, alacsonyabb az abszolut GFR és a vese
plazmaaramlasa. Sejtszinten is észlelheté differencia: a férfiak proximalis tubulus
sejtjeiben nagyobbak a mitokondriumok, tobb a lizoszoma és a riboszoma. Osztrogén- és

androgén receptor mindkét nemben megtalalhat6 a sejetekben. Allatmodellben ezek az
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eltérések ovariektomiat/kasztraciot kovetden részben megvaltoznak, feltételezve a nemi
horomonok hatasat a kialakulasukban (Hutchens és mtsai 2008).

A n6éi nem szamos vesebetegségben védo faktornak szamit, mely protektiv hatds a
menopauzat kovetden megszinik. Az AKI kimenetele is jobb ndkben (Mehta és mtsai 2002,
Kher és mtsai 2005). A kor elérehaladtaval egészségesekben is megfigyelhetd vesefunkciod
beszikiilés kisebb mértékli nékben a férfiakhoz képest (Berg és mtsai 2006). Szamos
kronikus veseelégtelenséghez vezetd korallapot, igy a membrandzus glomerulonefritisz,
a fokalis-szegmentalis glomeruloszklerozis, a szisztémas lupusz valamint az 1-es tipust
diabétesz veseszovodménye kapcsan lassabb progressziot irtak le nékben a férfiakhoz
Viszonyitva (Kher és mtsai 2005, Kummer és mtsai 2012).

A transzplantaciot kovetd graft talélés nemi kiilonbsége ellentmondéasos, mely
feltehetéen szamos faktor egyiittes hatdsa miatt jon létre. Gyermek transzplantaltak
vizsgélatakor a lanyok hosszutava graft talélését rosszabbnak talaltak (Keith és mtsai 20086,
Foster és mtsai 2011), mig masok az életkort nem vizsgalva nem talaltak kiilonbséget (Meier-
Kriesche ¢és mtsai 2001). Gratwohl és mitsai a nék transzplanticiot koveté kimenetelét
valamivel jobbnak irtak le (Gratwohl és mtsai 2008), valamint munkacsoportunk is a kronikus
allograft rejekci6 ritkabb eléfordulasat figyelte meg nék veseatiiltetése esetén (Miiller és
mtsai 1999, Zeier és mtsai 2002, Hutchens és mtsai 2008). A legfontosabb faktorok, melyek a graft
hosszutavu talélésének a nemi kiilonbségében szerepet jatszhatnak:

- a nék erésebb immunreakcidja,

- az Y-kromoszoman 1évd minor hisztokompatibilitasi antigénekre (H-Y antigének) adott
reakci6 férfi donor - ndi recipiens esetén,

- a nok kisebb testméretébdl adodo relativ csokkent metabolikus graft terhelés,

- férfi donor esetén a nagyobb graft méretb6l adodd magasabb nefronszam, valamint

- az immunszupressziv gyogyszerek nem-fiiggé eltéré adhézioja (Lepeytre és mtsai 2017).
Ezen faktorok adott életkorban kiilonb6z6 mértékben vannak jelen, igy a transzplantacio
utani hosszutava kimenetel is kortol fiiggden eltérd lehet a nemek kozott (Lepeytre és mtsai
2017). Ezzel szemben a korai kimenetel, melyet a DGF eléfordulésa jelez, a vesét a
beiiltetés soran érd I/R kéarosodéast mutatja meg, mely nékben egyértelmiien ritkdbban
fordul eld (Aufhauser és mtsai 2016). JelentOségét a rejekciora valamint graft talélésére

gyakorolt hosszutavl hatdsa adja (Siedlecki és mtsai 2011).
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1.5.2 Nemi hormonok szerepe az I/R karosodasban

Szintén szamos vizsgalat bizonyitotta mar a vese I/R karosodasaban tapasztalhaté nemi
kiilonbséget (Hu és mtsai 2009). EQy résziik a ndi hormonok (17B-6sztradiol, progeszteron)
szerepét feltételezi a protektiv hatds kialakitasaban (Satake és mtsai 2007, Hutchens és mtsai
2012, Tanaka és mtsai 2012, Hutchens és mtsai 2014, Aufhauser és mtsai 2016), mig masok a
tesztoszteron negativ hatasat helyezik el6térbe. Park és mtsai tesztoszteron adasara
ndstényben, ovariektomizalt (ovx) ndstényben ¢és kasztralt himben sulyosabb
vesekarosodast talaltak (Park és mtsai 2004). Aufhauser és mtsai néstény egerek jobb I/R
tolerancigjat mutattak ki, melyet az ovariektomia csokkentett, a himek kasztracioja
javitott. Emellett transzplanticidos modellen a him recipiensek sulyosabb I/R okozta
karosodasat talaltak ndstény donor esetén is, mely a hormonalis kornyezet hatdsat
bizonyitja a vesén talalhato eltérésekkel szemben. Osztrogén receptor hianyos néstények
toleranciaja a himekkel megegyez6 volt, mely az 6sztrogén receptor szerepét bizonyitja
a nemi kiilonbség 1étrejottében (Aufhauser és mtsai 2016).

Felmeriilt a két hormon aranydnak szerepe is a kiilonbség kialakulasaban (Robert és mtsai
2011). Ezt igazolta korabban munkacsoportunk is: a ndstény patkanyok jobb tulélést és
vesefunkciot mutattak a himekkel szemben, de mig a himek kasztracidja/éretlensége
csokkentette a kiilonbséget, az ovariektomia/éretlenség ndstényeknél nem rontotta le
szignifikansan az egy hetes ttlélést. Emellett, Park és mtsai vizsgéalataval ellentétben, a
ndstények tesztoszteron kezelése nem valtoztatott a tulélésen, mig a himek 17p-6sztradiol
kezelése javitotta a tulélést (Miiller és mtsai 2002).

Feltehetéen mind a néi hormonok védd funkcidja, mind a tesztoszteron negativ hatasa
érvényesiil, a vizsgalatok eredményét befolydsolja a mintavétel idépontja, a vesefunkcio,
tulélés vizsgalati modszerei és a szupplementalt hormon ad4sanak id6tartama is.

A nemi kiilonbség hatterében feltételezett 6sztrogén/tesztoszteron arany Szerepe miatt a
dehidroepiandroszteron (DHEA) is a figyelem kozpontjaba keriilt, mint a szteroid
hormonok prekurzora. A DHEA egy "prohormon", mely a szérumban a masodik
legnagyobb koncentracidoban keringd szteroid, beldle kozvetleniil a célsejtben 0sztrogén
és androgén hormonok is képz6édnek. gy direkt hatasat feltehet6en dsztrogén- valamint
androgén receptoron keresztiil is Kifejti (Labrie és mtsai 2001, Labrie és mtsai 2005, Chen és mtsai

2009).
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A ndékben a menopauza idejére a DHEA szérumszintje 60%-kal csdkken, mely szamos
posztmenopauzalis eltérés oka lehet. Ismert pozitiv hatdsa van adasanak obezitasban,
csontritkulasban, diabéteszben, kardiovaszkularis prevencioban és depresszioban (Labrie
és mtsai 2001, Buvat és mtsai 2003, Maninger és mtsai 2009). TObb szervben (agy (Li és mtsai 2001),
1Zom (Ayhan és mtsai 2003), bél (Pelissier és mtsai 2004)) kimutattak a DHEA védé szerepét I/R
karosodasban is. Szintén tobben, koztiik munkacsoportunk is kimutatta a DHEA
renoprotektiv hatdsat I/R inzultusban (Aragno és mtsai 2003, Vannay és mtsai 2009, Hosszu és
mtsai 2017). Egyes vizsgalatok Osztrogén-szerli hatasat bizonyitottdk az NO szintézis
fokozéasan keresztiil (Hayashi és mtsai 2000), mig masok egyéb, direkt hatésait is kimutattak,
melyeket sem Osztrogén receptor-, sem androgén receptor antagonista adasa nem
fliggesztett fel, igy feltehetden egyéb receptorokon keresztiil jottek 1étre (Simoncini és mtsai
2003, Liu és mtsai 2002, Liu és mtsai 2004, Maninger és mtsai 2009). Hormon tulajdonsdgan tul
ismert antiapoptotikus, antioxidans és antiinflammatorikus hatasa is (Aragno és mtsai 2003,
Maninger és mtsai 2009, Vannay és mtsai 2009).

Abban minden vizsgalat egyetért, hogy a kiilonbségek kialakulasaért a nemi szteroid
hormonok a felelések, de hogy pontosan milyen mechanizmusokkal, az még szamos
részletében nem tisztazott. A tovabbiakban a korabban bemutatott regeneracios és védo
faktorokat (lasd az 1.1.5.4 fejezetben) végigvéve keriilnek bemutatasra az eddig ismert
nemi hormon hatasok.

A MAPK eltér6 aktivalasa a nemeknél szerepet jatszhat a kiilonbségben. Ismert, hogy a
17B-6sztradiol az dsztrogén receptoron keresztiil aktivalja az ERK utvonalat, és csokkenti
antiapoptotikus, mig a tesztoszteron inkabb apoptotikus iranyban hat (Kher és mtsai 2005).
A tesztoszteron szintén fokozza a bax és csokkenti a bcl-2 expressziot, aktivalva igy a
caspase rendszert és végiil az apoptozist (Kher és mtsai 2005).

Az Akt szamos jelatviteli utvonal kozponti molekuldja. Kimutattak az Akt magasabb
szintjét néstényekben, valamint emelkedését himekben kasztracio vagy 17p-6sztradiol
adas hatasara, illetve csokkenését ndstényekben ovariektomia utan vagy tesztoszteron
adasakor. I/R hatdsara az Akt ndstényekben, illetve Osztrogén adasakor tovabb
emelkedett, mig tesztoszteron hatasara csokkent (Park és mtsai 2004, Kher és mtsai 2005,
Hutchens és mtsai 2008). Hasonld eredményre jutottak szivizomsejtekben is, ahol a

foszforilalt Akt (pAkt) magasabb szintjét és sejtmagbeli lokalizaciojat talaltak ndkben és
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in vitro 6sztrogén adasara is (Camper-Kirby és mtsai 2001). Masok in vitro mutattak ki az Akt

aktivalodasat osztrogén receptoron keresztiil, az IP3 jelatvitel aktivalasdval (Simoncini és
mtsai 2000, Patten és mtsai 2004).
Az NO szintézis modulalasa szintén befolyasolja a karosodas mértékét. Ismert, hogy a

NOS szintje kiilonbozik him és ndstény patkanyokban (Erdely és mtsai 2003, Hutchens és mtsai
2008). Az 6sztrogén az ERK serkentésével fokozza az eNOS transzkripcidjat, masrészt az
IP3-Akt-NOS tutvonal aktivalasaval kozvetleniil is serkenti az NO szintézist (Simoncini és
mtsai 2000, Chambliss és mtsai 2002, Kher és mtsai 2005, Satake és mtsai 2007). Park és mtsai a NOS
aktivitas csokkenését észlelték tesztoszteron hatasara (Park és mtsai 2004), melyhez
hasonléoan munkacsoportunk csokkent iNOS szintet mutatott ki him allatokban
néstényekhez képest (Rusai és mtsai 2011).

A vazokonstriktor ET-1 szerepe a nemi kiilonbség kialakitasaban szintén felmeriilt.
Munkacsoportunk magasabb pp-endothelin mRNS szintet mutatott ki him patkanyokban
I/R hatast kovetéen (Miiller és mtsai 2002). Emellett kimutattak a 17B-6sztradiol ET-1
képzddést csdkkentd hatasat, melynek hatterében az intracelluldris Ca?*-szintet csokkentd
vagy NO-szintet novel6é hatasat feltételezik, mivel mindketté hat az ET-1 szintézisére
(Takaoka és mtsai 2002, Kher és mtsai 2005). Wilbert-Lampen és mtsai endotél sejteken az
Osztrogén ET-1 szintet csokkentd, mig a tesztoszteron ET-1 szintet emelé hatasat
mutattak ki (Wilbert-Lampen és mtsai 2005).

Az adenozin osztrogén medialt aktivalasa szintén ismert, mely a mitokondridlis K*-
csatorna serkentésén keresztiil protektiv hatasi I/R karosodasban. Emellett a
tesztoszteron adenozin blokkol6 hatasat is igazoltdk (Kher és mtsai 2005).

Kimutattak az 6sztrogén Akt aktivaciojan keresztiili HSF-1 szintézist serkentd hatasat is
(Carpenter és mtsai 2015).

Ismert, hogy a HSP-72 az NKA-hoz kotddve stabilizalja azt a bazalis membranban
(részletesen lasd az 1.3 fejezetben). A HSP-72 szintje ndstény szivizomsejtben magasabb,
ovariektomia hatasara csokken, de 0sztrogén addsaval himekben is emelkedik (Voss és
mtsai 2003). Munkacsoportunk is kimutatta, hogy a HSP-72 mRNS és protein szintje is
magasabb a ndstények veséjében, mely I/R karosodast kovetden tovabb emelkedik a
himekhez képest, valamint lokalizacioja az NKA-hoz kototten ndstényekben dontden a

bazalis membranon marad, mig himekben a citoszolba kertil (Fekete és mtsai 2006).
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Az NKA aktivitasa, lokalizacidja szintén nemi kiilonbséget mutat. Munkacsoportunk
kimutatta, hogy az NKAal alegység mRNS és protein szintje, valamint az enzim
aktivitasa is magasabb ndstényekben, és ez a kiillonbség I/R hatast kdvetden is megmarad.
Emellett ndstényekben tobb NKA mutathaté ki aktiv lokalizacidoban, a bazalis
membranban (Fekete és mtsai 2004). A kiilonbség kialakuldsaban egyrészt kozvetleniil az
Osztrogén NKA stimuldlé hatasa allhat, melyet szivizomsejtekben mutattak ki (Kher és
mtsai 2005). Masrészt az 6sztrogén antioxidans szerepét is feltételezik kdzvetett modon, a
membranstabilizacid révén, az NKA-t védo mechanizmus hatterében (Kher és mtsai 2005).

Park és mtsai kasztraciot kovetdéen a HSP-27 szint emelkedését mérték him egerekben
mind bazalisan, mind iszkémias hatast kdvetden, mig a HSP-72 szint nem valtozott. Ezt
a hatast a kasztralt himek tesztoszteron kezelésével meg lehetett sziintetni, vagyis a
tesztoszteron tehetd feleldssé a HSP-27 szint csokkenéséért (Park és mtsai 2005).

A mitokondrialis szuperoxid dizmutaz enzim a ROS bontasaval protektiv hatasu a
tubulussejtekben. A kasztracié fokozta az enzim aktivitasat intakt himekhez képest (Kim
és mtsai 2006).

A nemek kozott eltérd a gyulladasos- és immunvalasz erdssége is. Munkacsoportunk
korabban patkany transzplantaciés modellen a tesztoszteronnal kezelt recipiensek
veséjében emelkedett monocita infiltraciot, és magasabb adhézios molekula (ICAM,
fibronektin, laminin, TGF-B) mennyiséget mutatott ki a vehikulummal kezeltekkel
szemben, mig az dsztrogénnel kezeltekben a fehérjeszintek alacsonyabbak voltak (Muller
és mtsai 1999).

A nemi hormonoknak a sejt stresszvalaszaban bet6ltott szerepét a 2. tablazat elsé két

oszlopa foglalja 6ssze.
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2. tablazat A nemi hormonok és a sigma-1 receptor szerepe a sejt stresszvalaszaban
(S1R: sigma-1 receptor, MAPK: mitogén aktivalt protein kinaz, ERK: extracellular
regulated kinase, JNK: c-Jun N-terminal kinase, BAD:Bcl-XL/Bcl-2 associated death
promoter, bcl-2: B-cell lymphoma-2, bax: bcl-2 associated X-protein, Akt: protein-kinaz
B, eNOS: endotelialis nitrogén-monoxid szintaz, ET-1: endothelin-1, NKA:
Na*/K*ATPaz, HSP-27, -72: hésokk fehérje-27, -72, HSF-1: hésokk faktor-1, ROS:
reaktiv oxigén gyokok, ICAM: intercellularis adhézios molekula, 1: novekedés,
serkentés, |: csokkentés, gatlas, *: Kher és mtsai 2005 tablazata alapjan, a tobbi adatnal
az irodalmi hivatkozas jelolve van.) Sotétebb zolddel van kiemelve az a teriilet, mely az
értekezés egyik fo témaja.

Mechanizmus Osztrogén Tesztoszteron S1IR
ERK aktivalasa * JNK, p38 ?
MAPK e p *
aktivalasa
BAD aktivalas * bcl-2], baxt * bcl-21, bax|
apoptozis (Tchedre és mtsai 2008,
Meunier és mtsai2010)
aktivitas 1 aktivitas | aktivitas 1
Akt . . . .
*(Park ¢és mtsai 2004) *(Park és mtsai 2004) | (Nakamo és mtsai 2010)
aktivitas 1 aktivitas | aktivitas 1
*(Simoncini és mtsai *(Park és mtsai 2004) (Bhuiyan és mtsai2010,
eNOS 2000, Chambliss és mtsai Hosszu és mtsai 2017)
2002, Satake és mtsai
2007)
termelodés | termelddés 1 termelodés |
ET-1 *(Tak_aoka és mtsai *(_Muller és mtsai 2002,' (Wilbert-Lampen és
2002, Wilbert-Lampen és | Wilbert-Lampen és mtsai mtsai 2005)
mtsai 2005) 2005)
. +_ * +_ 9\ * )
ST K*-csatorna 1 K*-csatorna | (?) :
HSF-1, HSP-72 1 HSP-27 | ?
HSP *(Voss és mtsai 2003, *(Park és mtsai 2005)
Carpenter és mtsai 2015)
szuperoxid szuperoxid szuperoxid
ROS dizmutaz 1* dizmutaz | dizmutaz 7
“(Kim és mtsai 2006) | (Hayashi és misai 2011)
1 (monocyta | (monocyta | (T-sejt infiltracio,
infiltracio, T-, B- infiltracio, T-, B- proinflammatori-
sejt aktivacio, sejt aktivacio, kus citokinek)
immunvalasz | ICAM, fibronektin | ICAM, fibronektin (Ajmo és mtsai 2006
(Muller és mtsai 1999, | (Muller és mtsai 1099, | Hosszl és mtsai 2017)
Bouman és mtsai 2005, Bouman és mtsai 2005,
Klein és mtsai 2015, Klein és mtsai 2015,
Lepeytre és mtsai 2017) | Lepeytre és mtsai 2017)
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1.5.3 Az S1R és a nemi hormonok

Szamos, a nemi kiilonbség 1étrejottének mechanizmusat kutatd vizsgalatban felmertilt,
hogy a nemi hormonok a protektiv hatasaik egy részét specifikus, nem nemi hormon
receptoron keresztil fejtik Ki.

Mivel az S1R tobb szerv, igy a vese I/R inzultusaban is protektiv hatastinak bizonyult
(részletesen lasd az 1.4 fejezetben), felmeriilt, hogy a vesekarosodasban mutatkozo nemi
kiilonbségek kozvetitésében is szerepet jatszhat.

Ismert a DHEA S1R agonista hatasa (Cobos és mtsai 2008). A DHEA szerepét tobben
vizsgaltak mar elsdsorban az idegrendszerben (Maninger és mtsai 2009) €s a szivben (Tagashira
és mtsai 2011), de kozvetleniil SIR-hez kotheté renoprotektiv hatasat is mar kimutattak
(Bhuiyan és mtsai 2010).

A 17p-6sztradiol S1IR-en keresztiil kifejtett hatasat is leirtak agyban (Dhir és mtsai 2008),
retinalis gliasejten (Vogler és mtsai 2016), és felmeriilt S1R-en keresztiil kifejtett ET-1 szintet
csokkent6 hatasa endotélsejten is (Wilbert-Lampen és mtsai 2005).

Pontos S1R agonista hatdsa, a receptoron valo kotddés helye, valamint e kapcsolat
szerepe a nemi kiilonbség 1éterjottében azonban még nem ismert.

A tesztoszteron szerepe még kevésbé tisztazott, S1R-hez valo kotédése - az 6sztrogéntdl

eltérd helyen - azonban feltételezett (Wilbert-Lampen és mtsai 2005).
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2. Célkitiizések

A nemi kiilonbség a vese I/R karosodasaban, valamint az S1R renoprotektiv hatdsa mar

ismert. Munkank soran vizsgaltuk az S1R szerepét a vesekarosodas nemi kiilonbségében,

¢s tanulmanyoztuk a hdsokk fehérjék aktivalasa révén kifejtett potencialis protektiv

hatésat.

A kovetkezo kérdésekre kerestiik a valaszt (8. abra):

1.

Kimutathato-e a nemi kiilonbség az S1R aktivalodasaban és a hésokk valaszban a
vese I/R karosodasa soran?

Szerepet jatszik-e az S1R aktivalasa a vese I/R karosodéasaban?

A [17p-0sztradiol kozvetlenill szerepet jatszik-e az S1R és a hdsokk vélasz
aktivaciojaban?

Az S1R agonista Flu hatasos-e vesetranszplantaci6 soran a prezervdacios folyadékba

adva a karosodas mérséklésére?

1

ndstény - Gsztrogén - S1R - Akt - hésokk valasz - tubulus sejt karosodas,

8. abra Célkitiizések (S1R: sigma-1 receptor, Akt: protein kinaz B)
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3. Modszerek

3.1 In vivo kisérletek

3.1.1 Allatok

A Kkisérleteket ivarérett him és ndstény (200 + 25 g) Wistar patkanyokon (Toxi-Coop Kft,
Dunakeszi, Magyarorszag) végeztiik. Tekintettel arra, hogy a néstények ciklussal valtozo
hormonszintjei befolyasolhatjak szamos fehérje szintjét, hiivelykenet fénymikroszkopos
vizsgalataval allapitottuk meg, hogy az allatok a proodsztrusz fazisban vannak, amikor a
szérum Osztrogén szintjiik magas. Az allatokat allandé hdmérsékleten (22 + 2 °C), 75%
paratartalom, 12 6ranként valtakoz6 megvilagitds mellett tartottuk, korlatlanul elérhetd
standard ragcsalotapot €s csapvizet biztositva.

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).

3.1.2 A vese I/R karosodasanak modellje, vizsgalati csoportok

A mitéteket 50 mg/ttkg intraperitonealis (ip.) pentobarbital (Nembutal, Abbott
Laboratories Kft., Budapest, Magyarorszag) altalanos érzéstelenitésben végeztiik. A
mitét alatt az allat testhdmérsékletét flitdpad segitsegével tartottuk 37°C-on.

Az ovariektomiat a nemzetkozi gyakorlatnak és sajat tapasztalatainknak megfeleléen 7
nappal az iszkémids inzultus eldtt végeztik el median laparotomidbdl, altalanos
érzéstelenitésben (Idris és mtsai 2012, Muller és mtsai 2002), igy biztositva az éllat felépiilését
és Osztrogén szintjének biztos lecsokkenését. Mivel az irodalmi adatok szerint az
ovariektomia utdn 1 héttel az allatok 17p-Osztradiol szintje a kimutathatdé minimalis
mennyiség ald csokken, szérum hormonszint méréseket nem végeztiink (Sandweiss és mtsai
2017).

A vese iszkémiajanak 1étrehozasahoz median laparotomiat végeztiink, majd a bal vese
hilust (artéria és véna) atraumatikus vaszkularis klip segitségével zartuk le 50 percre. A

klip felhelyezésekor a vese homogénen kifehéredett, majd az iszkémids id6 végére
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elfeketedett. Kozvetleniil az iszkémias id6 lejarta eldtt az ellenoldali (jobb) vesét
eltavolitottuk. A klip levétele utdn a bal vese reperfuzidja jol lathatdo volt. Az
iszkémia/reperfzio kivitelezését a 9. abra mutatja be. A mitétet kovetden a hasfalat és
a bort rétegesen zartuk, a patkanyokat felébresztettiik.

Aloperacickat (Sham) is végeztiink, melyben a laparotomiat kovetéen a vesére klipet nem
helyeztiink fel. Ezek az allatok szolgaltak kontroll csoportként.

Az allatokat 2 illetve 24 o6raval a reperfuziot kdvetden ismét elaltattuk (50 mg/ttkg
pentobarbital ip.) a mintavételhez.

Eltavolitottuk a vesét, valamint vérmintat vettiink a hasi aortabol. A vér egy részét vérkép
vizsgalatra etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA) tartalmt vércsében 4°C-ra raktuk, masik
részEbol szérumot izolaltunk, és tovabbi vizsgalatokig -80°C-on taroltuk. Az eltavolitott
vesét egyenlé darabokra osztottuk, és 4% pufferolt formalinban (pH=7,4)
szobahdémérsékleten illetve szarazjégen torténd gyorsfagyasztast kovetden -80°C-on
taroltuk.

Az egyik kisérletsorozatban az allatok 30 perccel az iszkémia el6tt SIR agonista valamint

antagonista szerrel ip. eldkezelésben részesiiltek.

9. abra A vese iszkémia/reperfuziés patkanymodellje

a: Balra lathat6 az ép jobb vese (j) €s jobbra a klippel (k) lezart hilusu, elhalvanyodott bal
vese (b)

b: 50 perc iszkémia elteltével a bal vese sotét szinii

c: A jobb vese eltavolitasa és a klip levétele utan jol 1athaté a bal vese reperfiizioja, melyet
¢lénk szine mutat.
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Vizsgalati csoportok:

1. Az els6 kisérletsorozatban him, ndstény és OvX néstény patkanyokat vizsgaltunk vese
I/R inzultust kovetéen. Mintavételt 2 (T2) illetve 24 oraval (T24) a reperfuzid utan
végeztiink (n=8/csoport). Aloperalt allatok képezték a kontroll (K) csoportot

(n=8/csoport). Az els6 vizsgalat protokolljat a 10. abra foglalja 6ssze.

-~ 7 nap 50perc 24 ora
O ya ] ] /L ]
+ | /s I I /. 1
ovariektomia 1szkémia reperfuzio mintavétel
~ 7 nap S0perc 2 ora
O / l ] |
+ 0 / I T 1
ovariektomia 1szkémia reperfuzio mintaveétel
A S50perc 24 ora
O A l ] VA ]
+O I I 7/ |
1szkémia reperfuzio mintavétel
S0perc 2 ora
o2 | | {
T 1 1
1szkémia reperfuzio mintaveétel

10. Abra Az elsé iszkémia/reperfuzios kisérletsorozat protokollja (J: him, Q: ndstény)

2. A masodik sorozatban szintén I/R modellen, Aim patkdnyokon vizsgéaltuk az S1R
szerepét a vesekarosodas 1étrejottében. Ehhez az allatok 30 perccel az iszkémia el6tt ip.
(i) 20 mgl/ttkg S1R agonista fluvoxamin (Flu) (Sigma Aldrich Kft, Budapest,
Magyarorszag),

(i) 20 mg/ttkg Flu és 1 mg/ttkg S1IR antagonista N,N-dipropil-2-[4-methoxy-3-(2-
fenilethoxy)-fenil]-thylamin-monohidroklorid (NE-100) (Tocris Bioscience, Bristol,
Egyesiilt Kiralysag),

(ii1) izotonias sooldat (vehikulum - veh) kezelésben részesiiltek.

Mintavételt 24 oraval a reperfuziot kovetden végeztiink (n=6-8/csoport).

A Flu hatasos dozisat eldkisérletekben hataroztuk meg a vesefunkcio (Krea, CN) és a
tubulus karosodas hisztologiai vizsgalataval. A 2 mg/ttkg-os doézis a tubulusok
karosodéasanak kivédésében még nem bizonyult elég hatdsosnak, a 40 mg/ttkg-os dozis
pedig mar nem fokozta a hatast, igy a tovabbiakban a 20 mg/ttkg-os dozist alkalmaztuk.

Human alkalmazasban a Flu-t a betegek 50-150 mg-os dézisban kapjak tartosan, per o0s
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(3 mg/ttkg). A human dozis 6,2-szerese felel meg a patkany dozisnak (3x6,2=18,6
mg/ttkg), igy az adagok Osszevethetok.

Az NE-100 dézisait irodalmi adatok alapjan valasztottuk Ki (Bhuiyan és mtsai 2011, Tagashira
és mtsai 2011) és a Flu-val egy idében, azzal ellentétes oldalon ip. alkalmaztuk.

Az eldkezelés idejét az intraperitonedlis felszivodasi id6 ismertében hataroztuk meg 30
percre, hogy az inzultus idejére elérjék maximalis szérumszintjiiket. Eldkisérletben a
renoprotekcid egyértelmiien kimutathat6 volt, igy ezzel az alkalmazasi idével dolgoztunk
tovabb.

A masodik vizsgalat protokolljat a 11. abra foglalja 6ssze.

I30pt:rcI 50perc | e 24 6ra |
[ I | 7/ 1
( i) (0 T
Flu iszkémia reperfiizio mintavétel
I30pen:I 50 perc : e 24 6ra :
[ I I 7/ 1
At r ? O
Flut iszkémia reperﬁ’lzié mintavétel
NE-100
I30p¢.=.rcI 50perc : e 24 6ra i
[ I I 7/ |
? ) (0 T
veh iszkémia  reperfiizié mintavétel

11. abra A masodik iszkémia/reperfuzios Kkisérletsorozat protokollja (Flu:
fluvoxamin, veh: vehikulum)

3.1.3 A vese izograft autotranszplantaciés modellje, vizsgalati csoportok

A mitéteket 3%-0s isofluran (Eickemeyer Veterinary Equipment Ltd., Twickenham,
Egyesiilt Kiralysag) (1 I/perc) inhalaciés narkozisban végeztik. Az allatok
testhomérsékletét a miitét alatt rektdlis homérséklet-kontrollalt fiitdpad segitségével
tartottuk egyenletesen 37°C-on. A mitétet HUND Wetzlar SM33 operacios mikroszkop
segitségével, 7-10-szeres nagyitds alatt végeztiik. A bal vese hilus (artéria, véna) és az
ureter kipreparalasat kovetden az ereket szeparaltan atraumatikus vaszkularis klipekkel
lezartuk, a képleteket atvagtuk. Az artérian keresztiil hideg Custodiol (HTK oldat: Na™:
15 mM, K*: 9 mM, Mg?*: 4 mM, Ca?*: 0,015 mM, hisztidin: 198 mM, triptophan: 2 mM,
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ketoglutarat: 1 mM, mannitol: 30 mM; Franz Kohler Chemie GMBH, Bensheim,
Németorszag) prezervacios folyadékkal atmostuk a vesét, amig teljesen el nem
halvanyult, majd eltavolitottuk, és 2 orara a hideg prezervacios folyadékba tettiik (hideg
iszkémids idd). A 2 ora elteltével az allatot Gjra elaltattuk, és az artéria és véna end-to-end
anasztomozisaval a vesét visszatranszplantaltuk. A klipek felengedésével ellendriztiik az
minden esetben 35 perc volt. A transzplantacio 1épéseit a 12. abra mutatja be. Ezutan az
ureteren is end-to-end anasztomozist varrtunk, eltavolitottuk az ellenoldali (jobb) vesét,
majd a hasfal és borvarrat utan az allatot felébresztettiik.

Az allatokat 24 oraval (T24) a reperfuzidt kovetden ismét elaltattuk a mintavételhez. A

mintavétel az I/R modellben ismertetettek szerint zajlott.

12. abra A transzplantacio 1épései

a: A hideg iszkémias id6 leteltével a vese visszahelyezése az allatba. Lathatok a
szeparaltan leklippelt artéria (a) és véna (v) csonkok valamint az atvagott ureter (u).

b: A véna anasztomozis varrasa: a csonkvégek fent és lent egy-egy varrattal Gsszedltve,
kifeszitve.

C: Az artéria anasztomozis varrasa: csomos Oltések.

d: Az anasztomozisok megvarrasa utan a klipek eltavolitasa. Lathato az artéria és véna
telddése, a vese reperfuzidja.
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Vizsgalati csoportok:
A transzplantacios kisérletsorozatban szintén a Flu hatdsat vizsgaltuk a vese I/R

karosodasara. A Flu-t a prezervacios folyadékba oldva alkalmaztuk, igy a kovetkezo
csoportokat hoztuk 1étre (n=8/csoport):

(i) Custodiol prezervacios folyadék (Tx+veh)

(i) Custodiol+0,003 mg/ml Flu (Tx+Flu)

(iii) Aloperalt kontroll allatok (K).

A Flu doézisat a korabbi in vitro kisérleteink soran elvégzett methyl-thiazoletetrazolium
(MTT) viabilitasi teszt alapjan hataroztuk meg, melyben a sejtek életképességét nem
befolyasold, de hatasos koncentracio 10 uM volt. Igy a veséket 10 pM-0s Flu-s perfazios
oldatba helyeztiik (0,003 mg Flu/prezervacids folyadék ml, a Flu molsulya: 318,3 g/mol).
A vizsgalati protokollt a 13. abra foglalja ssze.

35perc
meleg
2 6ra hideg iszkémia iszkémia 24 6ra
| ] l ]
I T T 1
vese eltavolitas, allatbahelyezés,  reperfuzio mintaveétel
perfuzios oldatba helyezés anasztomozis varras

13. abra A transzplantacios kisérletsorozat protokollja

3.2 In vitro kisérletek

3.2.1 Sejtek tenyésztése

Kisérletiinkben immortalizalt human kidney 2 (HK?2) proximalis tubulussejteket (Gibco,
Life Technologies Corporation, Budapest, Magyarorszag) tenyésztettiink Dulbeco’s
Modified Eagle Médiumban (DMEM), melyhez 10% magzati borji szérumot (fetal calf
serum — FCS; Gibco, Life Technologies Corporation, Budapest, Magyarorszag), 1%
glutamint és 1% antibiotikum-antimikotikum (100x; 10000 IU/mL penicillin, 10 mg/mL
streptomycin, 5 pg/mL Amphotericin B) keveréket adtunk (Sigma Aldrich Kft., Budapest,
Magyarorszag). A sejteket vizzel telitett 95% levegd és 5% COz keverékében 37°C-on
inkubaltuk, majd a kisérletek el6tt 24 orara szérum-mentes médiumban 6-well plate-re

helyeztiik (5x10° sejt/well).
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3.2.2 Vizsgalati csoportok

A sejteken a nemi hormonok S1R-en kifejtett hatasait vizsgaltuk. Ehhez a sejteket 24
oraig kezeltiik az alabbiak szerint (n=2-5/csoport):

(i) 10 nM 17p-6sztradiollal (Sigma Aldrich Kft., Budapest, Magyarorszag) (O10)

(i) 10 nM 17p-6sztradiollal + 3 uM NE-100-zal (O10+NE100)

(iii) izotonias sooldattal, kontroll csoport (K).

3.3 Funkcionalis laboratériumi vizsgalatok

A legelterjedtebb vesefunkcids vizsgalatokat, azaz a Krea, CN ¢és AST szintek mérését a
mintavétel soran nyert vérb6l Hitachi-712  automatizalt spektrofotométeren

(Diagnosticum Ltd., Budapest, Magyarorszag), fotometrias modszerrel végeztiik el.

3.4 Szovettani vizsgalatok

A hagyomanyos hisztologiai vizsgalatokhoz a vesék egy részébdl formalinban fixalast,
majd paraffinba agyazast kovetden 5 um-es metszeteket készitettiink, Perjodsav-Schiff
(Periodic acid-Schiff, PAS) illetve hematoxilin-eozin (HE) festést végeztink. A
metszetek kiértékelését szamkodolva, két egymastol fliggetlen vizsgalo végezte Zeiss

Axio Imager Al fénymikroszkop (Zeiss, Jena, Németorszag) segitségével.

Az I/R modell els6 sorozatanak hisztologiai kiértékelése egy pontskala alapjan tortént
szemikvantitativ médon (Heemann és mtsai 2000), ahogy azt munkacsoportunk korabbi
kozleményei is részletesen ismertetik (Fekete és mtsai 2004, Fekete és mtsai 2006, Vannay és mtsai
2009, Rusai és mtsai 2011). A vesekarosodas mértekét 6t tényezd alapjan értékeltiik,
mindegyiket egyenként 0-2, 0-3 illetve 0-4 kozotti skalan, allatonként két 200-Szoros
nagyitasu latotér vizsgalataval. A glomerulus kdrosodasat a hipercellularitas és
kollapszus jellemzi. A kollapszust értékeltiik:
- glomerulus kollapszus: 0 - nincs

1 - enyhe (a sejtek <30%-aban van)

2 - kozepes (a sejtek 30-60%-aban van)
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3 - sulyos (a sejtek tobb mint 60%-aban van)
A tubularis karosoddast az epitél sejtek karosodasa, a hamban és a tubulusban 1év6 hialin
felszaporodasa jellemzi. Ertékeltiik a sejtek karosodasat és a lumenben felszaporodd
hialin mennyiségét:
- tubulus nekrozis: 0 - nincs kdrosodas
1 - sejt duzzadas, vakuolizacio, kefeszegély eltiinése
2 - sejt nekrozis a sejtek <30%-aban
3 - sejt nekrozis a sejtek 30-60%-aban
4 - sejt nekrozis a sejtek tobb, mint 60%-aban
- tubulus hialinizacio: 0 - nincs
1 - kevés
2 - sok
Az intersticium léziojat kiszélesedése, a benne 1év6 sejtek atalakulasa, felszaporodasa
jellemzi. Mi az 6démas kiszélesedést értékeltiik ki:
- intersticidlis 1ézid: 0 - nincs 6déma
1 - enyhe 6déma
2 - kozepes 6déma
3 - sulyos 6déma
Végiil a vesekarosodasban szerepet jatszo inflammdcios folyamatok mértékét a leukocita
infiltracio értékelésével hataroztuk meg:
- leukocita infiltracio: 0 - nincs infiltracio
1 - kevesebb, mint 10 infiltralo sejt/ latotér
2 - 11-50 infiltralo sejt/ latotér
3 - 51-100 infiltral6 sejt/ latotér
4 — tobb, mint 101 infiltralo sejt/ latotér.

A masodik I/R kisérletsorozatban, tekintettel arra, hogy az iszkémias inzultusra a
tubulusok reagalnak legérzékenyebben, a hisztologiai kiértékelést leegyszertisitve csak a
tubulus nekrozist vizsgaltuk a Rong és mtsai 2011-es kdzleményében leirt modszerrel,
mely lényegét tekintve megegyezik az altalunk kordbban hasznalt tubulus nekrozis
kiértékelési sémajaval (Rong és mtsai 2011):

- tubulus karosodas: 0 - nincs karosodas
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1 - sejt duzzadas, vakuolizacio, kefeszegély eltiinés, sejt nekrdzis a
sejtek <25%-aban

2 - sejt nekrozis a sejtek 25-50%-aban

3 - sejt nekrozis a sejtek 50-75%-aban

4 - sejt nekrozis a sejtek tobb, mint 75%-aban.

A transzplantacios kisérletsorozat mintainak értékeléséhez a tubulus karosodasakor
¢észlelhetd lumen kitagulést vettiik alapul (Rafieian-Kopaei és mtsai 2012, Nasri és mtsai 2014).
Ezt az ismert jelenséget az epitélsejtek nekrozisa és degradacidja, valamint a sériilt viz
visszaszivas miatt a lumenbe juté nagyobb mennyiségii folyadék és tormelék okozza. A
karosodas mértékét jol jelzi szovettani metszeten a lumen atmetszetek teriiletének
valtozasa. Szintén PAS festett metszeteket vizsgalva, allatonként 6 latotérben 20-20
tubulus lumen tertiletét mértiik le Adobe Photoshop szoftver (Adobe Systems, San José,
USA) hasznalatdval, az allatonként mért dsszteriilet nagysagat um2-ben adtuk meg. A

nagyobb lumen teriilet sulyosabb karosodésra utal.

3.5 Western blot analizis

A fehérje izolatumot 4-szeres Laemmli pufferben (12,5 mM TRIS-HCI pH=6,7, 4%
szodium dodecil szulfat (SDS), 4% merkaptoetanol, 15% glicerol, 0,01% brémfenolkék)
denaturaltuk, majd 12%-0S SDS-poliakrilamid gélen (Bio-Rad Laboratories Inc.
Hercules, California, USA) szobahOmérsékleten, 200 V aramerdsségen futtattuk. A
blottolas soran a fehérjéket az SDS-poliakrilamid gélrdl nitrocellul6z membranra (Bio-
Rad Laboratories Inc. Hercules, California, USA) transzferaltuk gyorsblottold
késziilékkel (Bio-Rad Laboratories Inc. Hercules, California, USA). A fehérjetranszfer
sikerességét 1% Ponceau-S (Sigma Aldrich Kft., Budapest, Magyarorszag), 25% ecetsav
(Reanal Kft., Budapest, Magyarorszag) tartalmu festékkeverékkel ellendriztiik.

Veseszovet vizsgéalata esetén a minta eldallitasahoz 100 mg veseszovetet hiitott (4°C)
lizalo pufferben (pH: 7,4; 1 M tris(hidroximetil)aminometan, 0,5 M etilénglikol-
tetraecetsav, 1% Triton X-100, proteaz és foszfataz 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) homogenizaltunk.
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A membranokat 1 o6ran keresztiil szobahémérsékleten specifikus primer antitestekkel
inkubaltuk (1:1000): anti-S1R antitest (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA), anti-pAkt antitest (Cell Signaling Technology, Danvers,
Massachusetts, USA), anti-HSF-1 antitest (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
California, USA), anti-HSP-72 antitest (Dr. Laszl6 L. adomanya, Eotvos Lorand
Tudomanyegyetem, Budapest, Magyarorszag), anti-HSP-27 antitest (Novus Biologicals,
Cambridge, Egyesiilt Kiralysag), és NKA al elleni antitest (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, California, USA).

A membranokat ezutan a megfeleld, torma-peroxidazzal (horseradish-peroxidase, HRP)
jelolt szekunder goat anti-mouse vagy goat anti-rabbit ellenanyag (Cell Signaling
Technology, Danvers, Massachusetts, USA) 1:2000 higitasu oldataval 1 6ran keresztiil
szobahdmérsékleten inkubaltuk.

Sejtek vizsgalata esetén a membranokat a specifikus primer ellenanyagokkal egész
¢jszaka inkubaltuk: human anti-S1R antitest (1:300; Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, California, USA); anti-pAkt (foszfo-Akt) antitest (1:1000; Cell Signaling
Technology, Danvers, Massachusetts, USA), anti-HSF-lantitest (1:1000; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, California, USA), anti-HSP-72 antitest (1:9000; Dr. Laszlo
L.adomanya, E6tvos Lorand Tudomanyegyetem, Budapest, Magyarorszag), anti-pHSP-
27 (foszfo-HSP-27) antitest (1:1000; Novus Biologicals, Cambridge, Egyesiilt
Kiralysag).

A membranokat ezutan a megfelel, HRP-vel jellt szekunder goat anti-mouse (1:2000;
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California, USA) illetve goat anti-rabbit
ellenanyaggal (1:2000-1:5000; Cell Signaling Technology, Danvers, Massachusetts,
USA) 1 6ran keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk.

A membranokat kemilumineszcens technikaval hivtuk eld  (AP-Biotech,
Buckinghamshire, Egyesiilt Kiralysag) és Gel-Pro Analyzer 3.2 szoftver segitségével,
denzitometriaval értékeltiik ki. Az értékeket integralt optikai stiriségként (integrated
optical density, IOD) a hattér kivonasa utan kaptuk meg. Az IOD-t Ponceau festésre és
belsd kontrollra normalizaltuk, hogy korrigaljuk a fehérje felvitelbdl és a futtatasbol

adodo kiilonbségeket. Az eredményeket kontroll-szazalékban tiintettiik fel.
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3.6 Immunhisztokémiai vizsgalat

A HK-2 sejteket szovettenyésztd kamraban (Sarstedt Kft., Budapest, Magyarorszag) 24
oran at FCS mentes médiumban tenyésztettiik, majd 24 oraig eldkezeltik 10 uM 17pB-
Osztradiollal (Sigma Aldrich Kft., Budapest, Magyarorszag) ill. 3 uM NE-100-zal (Tocris
Bioscience, Bristol, Egyesiilt Kiradlysdg). Az immunfluoreszcens festést
szobahOmérsékleten végeztiik. A kezelést kovetden a sejteket hideg PBS-sel mostuk,
majd PBS - 4% paraformaldehid (Sigma Aldrich Kft, Budapest, Magyarorszag) pufferel
fixaltuk 15 percig. Ismételt mosasok utan PBS - 0,1 % Triton X-szel permeabilizaltuk 10
percig, végiil 60 perces PBS - 5% marha szérum albumin (bovine serum albumin — BSA)
kezeléssel blokkoltuk. A sejteket ezutan specifikus primer mouse S1R antitesttel (1:100;
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) illetve rabbit HSF-1 antitesttel (1:100;
Novus, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag) inkubaltuk egy éjszakan at, 4 °C-on. Masnap
PBS-sel torténd mosast kovetden szekunder, fluoroforral konjugalt ellenanyaggal (Alexa
Fluor 488 anti-mouse és Alexa Fluor 568 anti-rabbit; 1:100; Invitrogen, Waltham, MA,
USA) inkubaltuk. A sejtmagokat Hoechst DNS festékkel (1pug/ml, 10 perc; Sigma Aldrich
Kft., Budapest, Magyarorszag) jeloltiik. Ismételt mosast kdvetden a sejtekre Pro Long
Antifade Mountant (Invitrogen, Waltham, MA, USA) feddmédiumot ¢és feddlemezt
helyeztiink.

Kontrollként olyan mintdk szolgaltak, ahol csak szekunder antitestet alkalmaztunk. A
metszeteket Zeiss LSM 510 Meta konfokalis lézermikroszkoppal (Zeiss Kft., Jena,

Németorszag), 100-szoros nagyitasban elemeztiik.

3.7 Apoptozis vizsgalat TUNEL teszttel

A terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling (TUNEL) vizsgalatot a
hisztoldgiai vizsgalatnal leirt médon elkészitett, 5 pm vastagsagu metszeteken végeztiik.
Deparaffinizalast kovetden hasznaltuk az Apoptag Peroxidase In situ Apoptosis
Detection S7100 Kit-et (Merck Millipore, Billerica, MA, USA), a gyarté protokolljat
kovetve. Roviden, a mintakat 15 percig proteinaz K enzimmel elkezeltiik, majd 2x2
percig desztillalt vizzel mostuk. Az endogén peroxidaz aktivitast 5 perces 3%-0s hidrogén

peroxid (H202) kezeléssel blokkoltuk. Ezt kdvette a metszetek equilibrald puffer 30%-0s
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oldataval valdo 5 perces kezelése, majd 1 o6ras 30% terminalis deoxynucleotidyl
transzferaz (TdT) enzim tartalma reakcio-pufferel torténd inkubalas. Ezutan a
metszeteket Stop-pufferrel mostuk at, majd 30 percig anti-digoxigeninnel inkubaltuk. A
metszeteket 3,3'-diaminobenzidin(DAB)-peroxidaz festéssel hivtuk eld. Az apoptotikus,
TUNEL pozitiv sejtmagokat 200-szoros nagyitassal, allatonként 3 1atétéren szamoltuk

Zeiss Axio Imager Al fénymikroszkop (Zeiss Kft., Jena, Németorszag) segitségével.

3.8 Kvantitativ reverz transzkriptaz PCR

A teljes RNS-t kivontuk a veseszdvetbdl az RNeasy RNA Isolation Kit (Quiagen GmbH,
Hilden, Németorszag) segitségével. Meghataroztuk a duplikatumokban a bcl-2, bax és
18S rRNS (riboszomalis RNS) mRNS expresszidjat reverz transzkiptdz polimeraz
lancreakcid (RT-PCR) segitségével, SYBR Green | Master Enzyme Mix (Invitrogen,
Budapest, Magyarorszag) és specifikus primerek hasznalataval. A primerek szekvenciait
a 3. tablazat mutatja. Az eredményeket Light Cycler 480 SYBR Green | Light Cycler
rendszer (Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag) segitségével értékeltiik. A bcl-2
és bax mRNS expressziot 18S rRNS expressziora, mint haztartasi génre (housekeeping

gene) normalizaltuk.

3. tablazat A PCR (polimeraz lancreakcio) soran hasznalt primerek nukleotid
szekvenciai (bcl-2: B-cell lymphoma-2, bax: bcl-2 associated X-protein, rRNS:
riboszomalis ribonuklein sav)

Primerek Szekvenciak
r bcl-2 forward 5> ATG GCG CAA GCC GGG AGA ACAG
r bcl-2 reverse 5" TGG CGA CAA GGG GCC GTA GAG G
r bax forward 5" AGC CGC CCC AGG ACG CAT CCA
r bax reverse 5> CAG CCG CTC CCG GAG GAA GTC CAG
18S rRNS forward 5> GCG GTC GCC GTC CCC CAACTTCTT
18S rRNS reverse 5" GCG CGT GCA GCC CCG GACATCTA

3.9 Statisztikai elemzés
A statisztikai elemzést GraphPad Prism szoftver (6.0 verzio; GraphPad Software Inc., San
Diego, California, USA) statisztikai programmal végeztiik. A parametrikus adatokat

atlag=SEM (standard error of mean: standard hiba) értékkel, a nem-parametrikus adatokat
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kozépérték+szords értékekkel adtuk meg. Normalis eloszlas esetén egyutas faktorialis
varianciaanalizist (ANOVA, Analysis of variance) és Bonferroni post hoc tesztet
hasznaltunk. A nem parametrikus adatoknal Kruskal-Wallis és Dunns illetve Fisher féle
post hoc tesztet alkalmaztunk. Statisztikailag szignifikansnak minden esetben a p<0,05
értéket tekintettiik.
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4. Eredmények

4.1 Nemi kiilonbségek a vese I/R karosodasaban

4.1.1 Nostényekben mérsékeltebb a vesefunkcié romlésa

A vese 50 perces iszkémidjat kovetden az allatok Krea és CN szintjei a himeknél, a
néstényeknél és az ovx ndstényeknél egyarant emelkedtek. 2 oraval a reperfuziot
kovetden (T2) még csak diszkrét emelkedés latszott, azonban a 24 6ras mérésekben (T24)
jelent6s volt a novekedés, tehat kialakult az AKI (p<0,05 K vs.T2; p<0,001 T24 vs. K;
T2 minden csoportban). Nostényekben azonban a vesefunkcios értékek mérsékeltebb
karosodast mutattak (Krea: 262,3+9,9 uM, CN: 36,1+1,8 mM; p<0,001) mind a himekhez
(Krea: 361,3+7,8 uM, CN: 50,1+4,1 mM), mind az ovx ndstényekhez (Krea: 327,5£12,8
uM, CN: 38,3+1,2 mM) képest (14. abra).

a b
S 60- m 400- O ndstény
§ & 3 & him
\gn 40- = e EE: B8 ovx
E < 2004 %
.= = o
= i > x
g 20- P Pul
E £ 100- %
= -0 ™
“ lome OfA ; :

0- 0- b

K T2 T24 K T2 T24

14. abra A vesefunkci6 romlasa iszkémia/reperfuzios inzultust kovetéen

a: karbamid-nitrogén, b: szérum kreatinin szintek alakulasa aloperalt kontroll allatokban
(K), 2 (T2) valamint 24 oraval (T24) az inzultust kdvetden ndstényekben, himekben és
ovariektomizalt ndstényekben (ovx) (+p<0,05 vs. K; +++p<0,001 vs. K, T2; ###p<0,001
vs. néstény). Az oszlopok az atlag+SEM-et jelolik. Az adatokat one-way ANOVA ¢és
Bonferroni post hoc teszttel elemeztiik. (n=8/csoport)
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4.1.2 A strukturalis karosodas enyhébb a néstény allatok veséjében

PAS illetve HE festett metszetek vizsgalataval a ndstények strukturalis vesekarosodasa
enyhébb volt a himekhez képest. Az I/R inzultus utdn 2 o6réval (T2) mindharom
csoportban kisebb foku karosodast tapasztaltunk, intersticialis lézio csak a himekben volt
megfigyelhetd (p<0,05 him vs. ndstény, T2). 24 6raval az inzultust kdvetden (T24)
minden csoportban sulyos karosodas alakult ki (p<0,05 T24 vs. T2, mindharom csoport),
azonban a glomerulus kollapszus, a leukocita infiltrdcio és az intersticidalis 1ézid is a
himekben stlyosabb mértékii volt (p<0,05 him vs. ndstény, T24). A pontszamokat a 4.
tablazat ismerteti, mig a 15. abra minden csoportbdl egy-egy jellemzd hisztologiai képet

mutat be.
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4. tablazat A vesekarosodas mértéke iszkémia/reperfuzios inzultust kovetéen A
hisztopatologiai  valtozasok szemikvantitativ értékelése pontskalan (glomerulus
kollapszus (0-3), tubulus nekrozis (0-4), tubulus hialinizacio (0-2), leukocita infiltracio
(0-3) és intersticialis lézio (0-4)) aloperalt kontroll (K), valamint iszkémia/reperfuzios
karosodast kovetd 2 (T2) illetve 24 ora (T24) mulva ndstény, him és ovariektomizalt
ndstény (0vX) patkanyokban (+p<0,05 vs. K; *p<0,05 vs. néstény T2; #p<0,05 vs. néstény
T24; §p<0,05 vs. T2). A szamok a median (minimum-maximum) értékeket jelolik. Az
adatokat Kruskal-Wallis teszttel elemeztiik Fisher’s multiplex paros 6sszehasonlitd
teszttel kiegészitve. (n=8/csoport)

Glomerulus | Tubularis Tubulus Leukocita Interstici-

kollapszus nekrozis hialinizacio infiltracio alis 1ézié
néstény 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
K him 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
oVX 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
néstény 1(0-2)" 1(0-1)* 1(0-2)* 1(1-2)* 0 (0-1)

T2 him 2 (0-2)* 1(0-2)" 1(0-1) 1(0-1)* 1(0-2)"*
oVX 1(0-2)* 1(0-1)* 1(0-2)* 1(0-2)* 0 (0-1)
néstény 0 (0-1) 3 (1-4)8 2 (1-2)8 1(1-2) 1(0-2)

T24 him 2 (2-2)* 3 (2-4)¢ 2 (2-2)¢ 2 (1-3)*¢ 3 (0-3)*
ovX 0(0-2) 3 (1-4)" 2 (1-2)8 1(1-2) 0(0-2)
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nostény

T24

15. abra A vese iszkémia/reperfizios inzultus kovetkeztében kialakult strukturalis
karosodasa A vese szovettani szerkezete Perjodsav-Schiff (PAS) festett metszetek
reprezentativ képén aloperalt kontroll (K) allatokban, 2 6raval (T2) illetve 24 oraval (T24)
az inzultust kdvetéen ndstény, him valamint ovariektomizalt ndstény (ovx) csoportokban.
(A fekete nyilak a glomerulus kollapszusra, a fehér nyilak a nekrotikus tubulusokra, a
piros nyilak a hialin akkumulaciora mutatnak.) Nagyitas: x400, Iépték: 500 um

4.1.3 Nemi kiilonbségek az S1R, pAkt, hdsokk fehérjék és NKA szintekben

4.1.3.1 Az SIR szintje nostényekben gyorsan emelkedik

Az S1R fehérje szint mar kontroll ndstényekben is valamivel magasabb volt a himekénél
(a kiilonbség nem érte el a szignifikancia szintet). Az I/R inzultust kovetden 2 oraval (T2)
ndstényekben az SIR szintje jelentdsen emelkedett (p<0,05 K vs. T2; ndstény), mig a
himekben ¢€s az ovx csoportban nem valtozott (p<0,001 vs. him; p<0,01 vs. ovx; T2).

T24-re mindharom csoportban visszatért a kiindulasi szintre. (16.a abra)
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4.1.3.2 Az alap- és a posztiszkémias pAkt, hésokk fehérje és NKA szintek néstényekben
magasabbak

Szintén vizsgaltuk a feltételezetten SIR altal aktivalt jelatviteli utvonal fehérjéinek (Akt,
HSF-1, HSP-27, HSP-72, NKA) szintjét I/R inzultust kdvetéen. Az Akt esetében annak
foszforilalt - aktivalt - formajat mértiik (pAkt).

A pAKkt (Serd73) protein szintje mar alaphelyzetben kissé magasabb volt ndstényekben,
majd az inzultust kovetden gyorsan emelkedett, 2 ora elteltével (T2) a himek és ovx
ndstények értékének duplajat érte el (p<0,05 vs. him; T2). Himekben és az ovx csoportban
a pAkt lassabban és kisebb mértékben emelkedett, maximumat csak T24-ben érte el. (16.b
abra)

Hasonloképpen a HSF-1 szintje mar a kontroll ndstényekben Szignifikdnsan magasabb
volt (p<0,001 vs. him, ovx; K), és az inzultust kdvetéen gyorsabban ¢és jelentdsebb
mértékben emelkedett a himekhez és az ovx allatokhoz képest (p<0,001 vs. him, ovx;
T2). T24-ben a kiilonbség csokkent, de valtozatlanul néstényekben maradt a legmagasabb
(p<0,05 vs. him; T24). (16.c abra)

A HSP-72 alapszintje ndstényekben szignifikdnsan magasabb volt a himek és ovx
ndstények értékéhez képest (p<0,05 vs. him, ovx; K). Bar a fehérje szintje himekben is
egyenletesen emelkedett, a ndstényekhez képest lassabban ¢€s alacsonyabb értékre
(p<0,05 vs. him, p<0,001 vs. ovx; T24). (16.d abra)

A HSP-27 eltérd posztiszkémids dinamikat mutatott. Bar alapszintje ndstényekben
magasabb volt (p<0,05 néstény vs. him, ovx; K), T2-re a himek/ovx allatok szintjére
csokkent az érték. Csak T24-ben emelkedett meg mindharom csoportban jelentdsen, de
ndstényekben ekkor is magasabb értékeket mértiink (p<0,001 vs. him, p<0,05 vs. ovx;
T24). (16.e abra)

Az NKA alapszintje néstényekben a tobbi fehérjéhez hasonldoan magasabb volt a tobbi
csoporthoz képest (p<0,01 vs. him, ovx; K), és ez a kiilonbség T2-re jelentdsen
novekedett (p<0,001 vs. him, ovx; T2). 24 6ra elteltével (T24) szintje csokkent, de még
tovabbra is a himekénél magasabb maradt (p<0,001 vs. him; T24). Az inzultus hatasara a
himek és az ovx ndstények csoportjaban az NKA szintje Iényegében nem valtozott. (16.f

abra)
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16. abra Sigma-1-receptor, foszforilalt protein kinaz B, hésokk faktor-1, hésokk
fehérje-72, hosokk  fehérje-27 és Na'/K*'ATPaz  szintek  valtozasa
iszkémia/reperfuzios karosodas hatasara

a: sigma-1-receptor (S1R), b: foszforilalt protein kinaz B (pAkt) (Ser473), c: hésokk
faktor-1 (HSF-1), d: hdsokk fehérje-72 (HSP72), e: hdsokk fehérje-27 (HSP27), f:
Na*/K*ATPaz (NKA) fehérje szintek aloperalt (K), valamint 2 (T2) illetve 24 6raval (T24)
az iszkémia/reperfuzids inzultust kovetden ndstény, him és ovariektomizalt nstény (0VX)
allatokban. (+p<0,05 vs. néstény; K; ++p<0,01 vs. néstény; K; +++p<0,001 vs. néstény;
K; *p<0,05 vs. ndstény; T2; **p<0,01 vs. néstény; T2; **p<0,001 vs. ndstény; T2,
#p<0,05 vs. nostény; T24; ###p<0,001 vs. ndstény, T24). A blottolt membranokat
Ponceau S festésre normalizaltuk, minden oszlop felett egy reprezentativ membran
részletet mutatunk be. Az oszlopok az atlagtSEM-et jelzik. Az adatokat one-way
ANOVA Bonferroni 6sszehasonlito teszttel elemeztiik. (n=8/csoport)
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4.2 Az S1R szerepe a vese I/R karosodasaban

Szintén 50 perces I/R modellen vizsgaltuk az S1R szerepét a vesekarosodas valamint a
hésokk valasz 1étrejottében S1R agonista Flu, illetve a Flu-val egyiitt adott specifikus
S1R antagonista NE-100 elékezelést kdvetden.

4.2.1 Az S1R agonista fluvoxamin (Flu) mérsékli a vesefunkcio romlasat

Az akut vesekarosodasnak megfelelden a kontroll csoporthoz képest az I/R inzultust
kovetden romlott az allatok vesefunkcidja (p<0,05 K vs. mindhdrom csoport; mindhdrom
paraméter). Azonban a Flu-val kezelt csoportban a Krea, CN és AST értékek is
szignifikansan alacsonyabbak voltak a vehikulummal kezelt (I/R+veh) allatokhoz képest
(p<0,05 I/R+Flu vs. I/R+veh; mindharom paraméter). Ezt a protektiv hatast az
antagonista NE-100 kezelés meggatolta (p<0,05 I/R+FIu+NE100 vs. I/R+Flu; Krea, CN),
mely a vesefunkcid megkimélésének S1R medialt modjara utal. A laborvizsgalat

eredményeit az 5. tablazat ismerteti.

5. tablazat Fluvoxamin (Flu) hatasa az iszkémia/reperfuzios inzultust koveto
vesefunkciora Szérum kreatinin (Krea), karbamid-nitrogén (CN) és aszpartat
transzaminaz (AST) szintek aloperalt kontroll (K), valamint iszkémia/reperfizios (I/R)
karosodast kovetdéen 24 oraval vehikulum (I/R+veh), fluvoxamin (I/R+Flu) illetve
fluvoxamin és SIR antagonista NE-100 (I/R+FIlu+NE100) kezelést kovetden (*p<0,05
vs. I/R+veh, +p<0,05 vs. K, §p<0,05 vs. I/R+Flu). A szamok a laboradatok atlagtSEM
értékét jelentik. Az adatokat one-way ANOVA Bonferroni Osszehasonlito teszttel
elemeztiik. (n=6-8/csoport)

K I/R+veh I/R+Flu I/R+Flu+NE100

Krea (uM) 55,6+2,42 356,7+16,82 % | 318,1+5,01 ** 343,0+12,34 §*

CN(mM) | 7.12#0,12 | 46,42+£0,96" | 40,48+0,87 ** 54,13+3,06 §*

AST (1U/l) | 233,9+14,14 | 642,5£43,61 " | 418,5+48,74 ** 451,5+35,03"
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4.2.2 Flu hatasara enyhébb az I/R okozta strukturalis karosodas

Az inzultust kovetéen a karosodas mindharom csoportban kifejezett volt (p<0,05 K vs.
mindharom csoport), de a Flu-val kezelt csoportban enyhébb fokban (p<0,05 I/R+Flu vs.
I/R+veh). (17. abra)
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17. abra A tubulus karosodas valtozasa fluvoxamin (Flu) kezelés hatasara A tubulus
karosodas szovettani metszeten tortént szemikvantitativ elemzése egy 0-4 kozotti skalan
mutatja a karosodas mértékét aloperalt kontroll (K), valamint iszkémia/reperfuzios (I/R)
inzultust kovetéen 24 6raval vehikulummal (I/R+veh), fluvoxaminnal (I/R+Flu) és Flu-
val és SIR antagonista NE-100-zal (I/R+FIlu+NE2100) kezelt csoportokban *p<0,05 vs.
I/R+veh, +p<0,05 vs. K). Az oszlopok a kozépérték+szorast mutatjak. Az adatokat
Kruskal-Wallis teszttel, Dunn féle korrekcioval elemeztiik. (n=6/csoport)

4.2.3 A Flu antiapoptotikus hatasu

A Flu-val kezelt csoportban az antiapoptotikus hatasi bcl-2 gén expresszidja nem
szignifikdns mértékben emelkedett, mig az NE-100 kezelés hatdsara az expresszio
csokkent (p<0,001 I/R+Flu+NE100 vs. I/R+Flu) (18.a abra).

A Flu kezelés az apoptotikus bax gén expresszidjan nem valtoztatott (18.b abra).
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18. abra A fluvoxamin (Flu) kezelés hatasa az antiapoptotikus B-cell lymphoma-2
(bcl-2) gén és az apoptotikus bcl-2 associated X-protein (bax) gén expressziojara A
bcl-2 (a) és a bax (b) expresszidja kontroll (K), valamint iszkémia/reperfuzios (I/R)
inzultust kovetéen 24 draval vehikulummal (I/R+veh), Flu-val (I/R+Flu) és Flu-val +
S1R antagonista NE-100-zal (I/R+FIlu+NE100) kezelt csoportokban (**p<0,001 vs.
I/R+Flu). A mintakat 18s mRNS-re normalizaltuk. Az oszlopok az atlagtSEM-et jelolik.
Az adatokat one-way ANOVA Bonferroni 0sszehasonlitd teszttel elemeztiik.
(n=6/csoport)

4.2.4 Flu hatasara emelkedik az S1R és a pAkt szintje

A Flu-val kezelt csoportban az S1R szint magasabb volt, és ezt a hatast az NE-100
meggatolta (p<0,05 I/R+Flu vs. I/R+veh, I/R+FIu+NE100) (19.a abra).

Az S1R-hez hasonloan valtozott az altala indukalt pAkt szintje is; iszkémias hatasra
emelkedett, de a Flu-val kezelt allatokban magasabb szintet ért el, melyet az NE-100

adasa meggatolt (19.b abra).
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19. abra A fluvoxamin (Flu) kezelés hatasa a sigma-1 receptor (S1R) és a protein
kinaz B (Akt) szintjére a: sigma-1-receptor (S1R), b: foszforilalt protein kinaz B (pAkt)
szintje kontroll (K), valamint iszkémia/reperfuzios (I/R) inzultust kovetden 24 oraval
vehikulummal (I/R+veh), Flu-val (I/R+Flu) és Flu-val + S1R antagonista NE-100-zal
(I/R+FIu+NE100) kezelt csoportokban (*p<0,05 vs. I/R+veh, §p<0,05 vs. I/R+Flu,
+p<0,05 vs. K). A mintakat Ponceau S-re és bels6 kontrollra normalizaltuk. Reprezentativ
blottokat is bemutatunk 0&sszehasonlitd [-aktin membranokkal. Az oszlopok az
atlagtSEM-et jelolik. Az adatokat one-way ANOVA Bonferroni dsszehasonlito teszttel
elemeztiik. (n=5—7/csoport)

4.3 Az S1R szerepe a vese karosodasaban transzplantiaciés modellen

Tekintve, hogy a vese I/R karosodasa a vesetranszplantacié elengedhetetlen velejaroja,
vizsgalatainkat a klinikai hasznalathoz kozelitve, az S1R aktivaldsdnak hatasat
veégeztilk 2 ords hideg iszkémias iddvel, Ggy, hogy a prezervacios folyadékba Flu-t

adagoltunk. 24 é6raval az atiiltetést kovetden vizsgaltuk a valtozasokat.

4.3.1 Flu hatdsara mérséklédik a vesefunkcioé romlasa

A vesekdrosodasnak megfeleléen a kontroll allatokhoz (K) képest a transzplantacion
atesett allatok vesefunkcidja romlott (p<0,05 Tx+veh, Tx+Flu vs. K, mindharom
paraméter), azonban a Krea és AST szintek 24 ordval a transzplantaciot kdvetden
alacsonyabbak voltak a Flu-val kezelt csoportban (p<0,05 Tx+Flu vs. Tx+veh; Krea,

AST). A CN szintek egyforman valtoztak mindkét csoportban (6. tablazat).
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6. tablazat A prezervacios folyadékhoz adott fluvoxamin vesefunkciéra gyakorolt
hatasa transzplantacios modellen Szérum kreatinin (Krea), karbamid-nitrogén (CN) és
aszpartat transzaminaz (AST) szintek aloperalt kontroll (K), valamint autotranszplantaciot
kovetden 24 oraval, a prezervacioés folyadékba adott fluvoxamin (Tx+Flu) illetve
vehikulum (Tx+veh) kezelést kovetden (*p<0,05 vs. Tx+veh, +p<0,05 vs. K). A szamok
a laboradatok atlag+SEM értékét jelentik. Az adatokat one-way ANOVA Bonferroni
Osszehasonlito teszttel elemeztiik. (n=7-8/csoport)

K Tx+veh Tx+Flu
Krea (uM) 28,38+2,2 361,7+15,88 * 308,3+15,05 *
CN (mM) 7,53+0,65 55,5+2,44 55,59+2,65 *
AST (1UN) 224,3+£12,01 532,2+63,99* 290,8+37,01 *

4.3.2 Flu hatdséara enyhébb a transzplantacid okozta strukturalis karosodas

A transzplantalt vesék strukturalis valtozasat PAS festett metszeteken vizsgaltuk. A
karosodas a Flu-val kezelt csoportban enyhébb volt a vehikulummal kezeltekhez képest:
kisebb mértékii volt a glomerulus kollapszus, a tubulusok kefeszegélye részben
megmaradt, tobb megtartott sejtszerkezet és kevesebb kitagult tubuluslumen latszott,
ahogy ezt a 20. abra a-c részében feltiintetett reprezentativ metszeti képek is mutatjak. A
Flu mérsékelte az inzultust kovetd lumenteriilet novekedését, mely igy enyhébb

karosodasra utal (p<0,05 Tx+Flu vs. Tx+veh) (20.d abra).
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20. abra A fluvoxamin hatasa a transzpantaciot koveto strukturalis karosodasra

A vese szovettani szerkezete Perjodsav-Schiff (PAS) festett metszetek reprezentativ
képén 24 oraval az iszkémia/reperfuzids inzultust kovetéen aloperalt kontroll (K) (a),
vehikulummal kezelt (Tx+veh) (b), valamint a prezervacidos folyadékba adott
fluvoxaminnal kezelt (Tx+Flu) (c) allatokban. (A fekete nyilhegyek a megtartott
kefeszegélyre, a hosszabb fekete nyilak a glomerulus kollapszusra, a révid fekete nyilak a
tubulus lumenre, a piros nyilak a piknotikus sejtmagokra mutatnak.) (Nagyitas: 200X,
[épték:1000 pm.) A tubulus lumen teriilet valtozasat ezekben a csoportokban a (d) abra
mutatja (+p<0,05 vs. K, *p<0,05 vs. Tx+veh). Az oszlopok az atlagtSEM-et jelolik. Az
adatokat one-way ANOV A Bonferroni 6sszehasonlité teszttel elemeztiik. (n=8/csoport)
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4.3.3 A Flu prezervacids folyadékban adva is antiapoptotikus hatast

A Flu-val kezelt csoportban emelkedett az antiapoptotikus hatasa bcl-2 gén expresszidja
(p<0,05 Tx+Flu vs. Tx+veh) (21.a abra), valamint nem szignifikans mértékben csékkent
az apoptotikus hatasu bax gén expresszioja (21.b abra).

TUNEL apoptdzis vizsgalat elvégzésével jol latszott, hogy a transzplantaciot kovetden
jelentdsen megemelkedett az apoptotikus sejtek aranya (p<0,0001 Tx+Flu, Tx+veh vs.
K), azonban a prezervacios folyadékba adott Flu hatasara az apoptdzis mértéke enyhébb

volt (p<0,05 Tx+Flu vs. Tx+veh) (21.c abra).
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21. abra A fluvoxamin hatasa az apoptozisra transzplantacié soran

a: B-cell lymphoma-2 (bcl-2) expresszid, b: bcl-2 associated X-protein (bax) expresszio,
c: TUNEL pozitiv (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling) sejtek
aranya aloperalt kontroll (K), vehikulummal (Tx+veh) illetve a prezervacios folyadékban
adott fluvoxaminnal (Tx+Flu) kezelt csoportokban traszplantaciot kovetéen 24 oOraval
(***p<0,0001 vs. K, +p<0,05 vs. Tx+veh). A mintakat 18s mRNS-re normalizaltuk. Az
oszlopok az atlagtSEM-et jelzik. Az adatokat one-way ANOVA Bonferroni
Osszehasonlito teszttel elemeztiik. (N=6-9/csoport)
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4.4 A nemi hormonok szerepe az S1R medialt hosokk valasz kialakulasaban

A tovabbiakban HK-2 huméan proximalis tubulus sejtvonalon in vitro vizsgaltuk a 17p-
Osztradiol hatasat az S1R valamint a HSF-1, HSP-72, HSP-27 hdsokk fehérjék szintjére.
A véltozasok S1R medialt voltdnak kimutatasahoz a sejtek egy csoportjat 17p-0sztradiol
mellett NE-100-zal, az S1R magas affinitast, szelektiv antagonistajaval is kezeltiik. A
17B-6sztradiol és az NE-100 hatasos, még nem toxikus dozisait MTT sejtviabilitas és

proliferacios teszt segitségével allapitottuk meg.

4.4.1 Sejt viabilitas és proliferacios tesztek

A kisérletek el6tt a sejtekhez adott anyagok (17B-6sztradiol, NE-100) nem toxikus dozisat
MTT teszttel (Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag) valasztottuk ki. A sejt
viabilitast a gyart6 ajanldsanak megfeleld protokollal hataroztuk meg.

Az irodalmi adatok alapjan kiprobalt koncentracios sort a 22. abra mutatja be. A teszt
eredményei alapjan azt a legnagyobb koncentracidt valasztottuk ki, mely még nem
befolyasolta a sejtek €letképességét, igy a 1 7f-0sztradiolt 10 nM koncentracioban, az NE-

100-at 3 uM koncentracidban alkalmaztuk a kisérletek soran.
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22. abra A sejtek viabilitasi vizsgalata methyl-thiazoletetrazolium (MTT) teszttel a

osztradiolt (a) valamint az NE-100-at (b) kiilonb6z6 koncentraciokban a sejtekhez adva
kivalasztottuk a legnagyobb, még a sejteket nem karosité dozist, melyet a késdbbiekben
a kisérletekben hasznaltunk (piros keret) (++ p<0,001 vs. K, +++ p<0,001 vs. K, NS: nem
szignifikans). (K: kontroll). Az oszlopok az atlagtSEM-et jelolik. A statisztikai analizist

one-way ANOVA teszttel hasonlitottuk 6ssze Bonferroni post-hoc teszttel kiegészitve.
(n=6/csoport)

4.4.2 A 17B-0sztradiol hatésa a sejtek S1R és HSF-1 szintjeire és lokalizacidjara

crc

fehérjék szintje nem kiilonbozott a kontroll sejtek szintjétol (23.a abra).
Immunhisztokémiai festéssel azonban az SIR eltérd sejten beliili lokalizacidjat mutattuk
ki az egyes csoportoknal. Mig a kontroll sejtekben az SIR perinuklearisan fordult eld, a

17B-0sztradiollal kezelt sejtekben intracellularisan és a sejtmagban is mindenhol
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megjelent, mely a receptor aktivalodasara utal. Az NE-100-zal kiegészitett kezelést
kovetden a transzlokacio kisebb mértéki volt (24. abra).
A HSF-1 fehérje alapszintje magasabb volt 17B-0sztradiollal kezelt sejtekben (23.b

abra). Emellett, az S1R-rel parhuzamosan, immunhisztokémiai festéssel a HSF-1

crer

a HSF-1 aktivalodasat jelzi. A folyamat S1R medialt voltat mutatja, hogy az NE-100-zal

torténd kezelés a fehérjeszint novekedését és a transzlokaciot is gatolta (24. abra).

4.4.3 A 17B-0sztradiol hatasa a sejtek hdsokk fehérje szintjeire

A HSP-72 szintje 17B-6sztradiol kezelés hatasara megemelkedett (p<0,05 O10 vs. K), és
ezt az NE-100 kezelés gétolta (p<0,001 O10+NE100 vs. O10) (23.c abra).

A HSP-27 szintjét a tobbi hésokk fehérjével ellentétben a 17B-0sztradiol kezelés nem
befolyasolta (23.d abra).
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23. abra 17p-o6sztradiol kezelés hatasa a human Kidney-2 sejtek sigma-1 receptor,
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hosokk faktor-1, hésokk fehérje-72 és hésokk fehérje-27szintjeire

a: sigma-1-receptor (S1R), b: hésokk faktor-1 (HSF-1), ¢: hdsokk fehérje-72 (HSP72),d:
hosokk fehérje-27 (HSP27) szintek human kidney-2 (HK-2) sejtekben (K), 17p-6sztradiol
(0O10) valamint 17B-6sztradiol+NE-100 (O10+NE100) 24 oras eldkezelést kdvetden
(+p<0,05 vs. K, ++p<0,01 vs. K, 3¥p<0,01 vs. 010, NS.: nem szignifikans). Az oszlopok
az atlagtSEM-et jelolik. Minden oszlop felett egy reprezentativ membran részletet
mutatunk be. Az adatokat one-way ANOVA Bonferroni &sszehasonlito teszttel

elemeztiik. (n=6/csoport)
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24. abra A 17p-6sztradiol a sigma-1 receptor (S1R) és a hésokk faktor-1 (HSF-1)
transzlokaciéjat valtja ki a proximalis tubulus sejteken A sejtek immunhisztokémiai
festésének reprezentativ képei kontroll (K), 24 6ras 17B-6sztradiol elSkezelés (O10)
valamint a 17B-sztradiol és NE-100 eldkezelést (O10+NEI100) kdvetden. Zold: anti-
S1R, piros: anti-HSF-1, kék: sejtmag festés. A piros nyilak a citoplazmaban talalhatd
S1R-re, a fehér nyilak a sejtmagban talalhato HSF-1-re mutatnak. Nagyitas: 100x, 1épték:
50 um.
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5. Megbeszélés

Szamos human- ¢és allatkisérlet bizonyitotta mar, hogy nemi kiilonbségek vannak
kiilonb6z6 szervek iszkémias sériilékenységében (Knowlton és mtsai 2001, Harada és mtsai
2003, Wang és mtsai 2008, Manwani és mtsai 2011), igy a vesebetegségek, vesekarosodas
1étrejottében IS (Mehta és mtsai 2002, Kher és mtsai 2005, Xue és mtsai 2006). Tobbek mellett
munkacsoportunk is kimutatta korabban a ndstény patkanyok jobb ttlélését és kisebb
meértékll vesekarosodasat I/R inzultust kovetoen (Muller és mtsai 2002, Fekete és mtsai 2004,
Fekete és mtsai 2006, Hu és mtsai 2009). Emellett a vesetranszplantaciok szamanak fokozatos
emelkedésével vilagszerte egyre nagyobb figyelem irdanyul a vese atiiltetés alatti I/R
karosodasara is, mely a rovid- és hosszatavu graft talélés egyik legjelentdsebb faktora
(Legendre és mtsai 2014, USRDS 2017). Hogy mi az oka és célja ezeknek a nemi
kiilonbségeknek, azt ezidaig senkinek sem sikeriilt megfejteniec. A molekularis
folyamatok alaposabb megismerésével azonban 0j terapias eszkozoket fedezhetiink fel,
mig végiil talan az ok és cél felderitéséhez is eljutunk.

Az S1R az utobbi években kertilt a figyelem kozéppontjaba az iszkémids karosodasok
tekintetében, elsésorban az agyban (Ajmo és mtsai 2006, Mavlyutov és mtsai 2010, Deplanque és
mtsai 2011) €s a szivben (Ela és mtsai 1994, Bhuiyan és mtsai 2011). Jelenlétét a proximalis
tubulus sejtekben valamint renoprotektiv szerepét I/R inzultus esetén elsOként
munkacsoportunk igazolta a kozelmultban (Hosszu és mtsai 2017).

Az S1R szerepét a nemi kiillonbségek kialakuldsdban szintén tobben vizsgaltdk
idegsejtekben (Cobos és mtsai 2008, Dhir és mtsai 2008, Vogler és mtsai 2016), azonban hatasat a
vese 1iszkémids karosodasaban észlelt nemi kiilonbségre jelen vizsgalataink
tanulméanyozzék elséként.

Kutatasainkban bebizonyitottuk, hogy a vesében a ndstény nem nyujtotta védelem
részben a hdésokk valasz aktivalodasan keresztiil valosul meg, melyet az ovariektomia a
himekkel egyezd szintre csOkkent. Tovabba igazoltuk, hogy mind az exogén SIR
agonista Flu, mind az endogén S1R agonista dsztrogén hatasara aktivalodik a hdsokk

valasz, enyhébb az I/R karosodas.

Az els6 két kisérletsorozatban a leggyakrabban hasznalt I/R patkany modellt hasznaltuk,

a vese 50 perces iszkémidjaval (Muller és mtsai 2002, Rusai és mtsai 2011).
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A patkany transzplantdcios modellt az irodalomban hasznalt modellek segitségével

allitottuk be, ahol a meleg iszkémias id6 altalaban 20-40 perc kozotti (Li és mtsai 2009,
Shihab és mtsai 2009, Imamura és mtsai 2010, Cicora és mtsai 2012, Fuller és mtsai 2012, Sener és mtsai

2013, Lin és mtsai 2014), mig a hideg iszkémids id6 szélesebb skalan mozog, 0-26 ora kozott
van. Az id6tartam attol fligg, hogy az adott vizsgéalatban mit kivannak modellezni (Shihab
és mtsai 2009, Li és mtsai 2009, Imamura és mtsai 2010, Cicora és mtsai 2012, Fuller és mtsai 2012, Sener
és mtsai 2013). Lin és mtsai vizsgalatukban tobb hideg iszkémias id6t kiprobaltak az I/R
karosodas optimalis modellezéséhez. A 2 o6rés intervallum alatt minimalis szdveti
karosodast talaltak, mig 18 ora elteltével teljes elhalast tapasztaltak (Lin és mtsai 2014).
Kisérletiinkben az irodalmi adatok ismeretében a hideg iszkémias idét 2 Oraban
hataroztuk meg, mely jol Osszevethetd a human graft prezervacios folyadékban eltoltott
maximum 12-24 6ras idejével.

A vesekarosodast laboratoriumi és hisztologiai vizsgalatokkal értékeltiik.

A vesefunkcio megitélésére az altalanosan elterjedt Krea és CN értékeket hasznaltuk.
Ismert, hogy e fehérjék vesében torténd kivalasztdsa a GFR fliggvénye, a GFR
csOkkenésével szérumszintjiik emelkedik, mely elsésorban a glomerulus funkcié
karosodasat jelzi. Ez az emelkedés 4altalaban a karosodast kovetden 24-36 oOraval
figyelhetd meg.

Emellett a ritkabban hasznalt, de a vese I/R karosodasaban bizonyitottan korjelz6 AST a
reperfiizid sordn a szétesd tubulussejtekbdl szabadul fel, igy elsdsorban a reperfiizié és a
tubulus karosodas markere mind szérumban, mind vizeletben mérve (Thiemermann és mtsai
2003, Rong és mtsai 2011). A masodik és harmadik kisérletsorozatban az AST szint
meghatarozasat is elvégeztiik.

Kozelmultban megjelent kozleményiinkben a Krea, CN és AST értékek mellett egyéb
AKI specifikus molekulak szintjeit is meghataroztuk a Flu kezelés hatdsanak méréséhez,
melyben a KIM-1, HIF-1a, NGAL szintek a vesefunkcios értékekkel korrelalva a Flu
renoprotektiv hatdsat jelezték (Hosszu és mtsai 2017). Mivel jelen értekezés legfobb célja
nem az S1R agonizmus védd szerepének bizonyitasa, igy itt elegenddnek talaltuk az alap
paraméterek meghatarozasat.

A vesestruktura kérosoddsat az elsé kisérletsorozatban korabbi protokolljainknak
megfeleld pontrendszer hasznalatdval szemikvantitativ mdédon értékeltiik ki mind a
glomerulusok, mind a tubulusok és az intersticum karosoddsanak részletes elemzésével

(Heemann és mtsai 2000, Fekete és mtsai 2004, Vannay és mtsai 2009, Rusai és mtsai 2011). Tovabbi
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kisérleteinkben, tekintve, hogy az I/R karosodds mértéke jol korreldl a tubulusok
karosodasaval, csak ezek dallapotat hataroztuk meg szemikvantitativ pontrendszer
segitségével, illetve a tubuluslumen teriilet valtozasanak értékelésével. A tubulus
karosodas mértékét jol jelzi a lumen teriiletének novekedése, amennyiben a sejtek
nekrozisa és degradacidja, valamint a lumenbe jutd nagyobb mennyiségli folyadék és

tormelék kovetkeztében a lumen kitagul (Rafieian-Kopaei és mtsai 2012, Nasri és mtsai 2014).

Elsé kisérletsorozatunkban egyrészt arra kerestiik a valaszt, hogy a néi hormon
(6sztrogén) hidnya stlyosbitja-e a vese I/R karosodasat.
A vese I/R karosodasaban tapasztalhatd nemi kiilonbséget mar tobben vizsgaltak (Muller

és mtsai 2002, Park és mtsai 2004, Fekete és mtsai 2004, Fekete és mtsai 2006, Satake és mtsai 2008, Hu

és mtsai 2009, Rusai és mtsai 2011, Hutchens és mtsai 2012, Hutchens és mtsai 2014, Aufhauser és mtsai
2016). A noi hormonok védo szerepét feltételezik azon kisérletek, melyekben a vese
diszkrétebb karosodasat mutattak ki him, kasztralt him illetve ovx ndstények 0sztrogén
kezelésével (Muller és mtsai 2002, Satake és mtsai 2008, Hutchens és mtsai 2012, Hutchens és mtsai
2014).

Jelen vizsgélatunk a néi nem védo szerepe mellett (a himek karosodasa sulyosabb volt a
ndstényekénél), a néi hormonok hianya okozta fokozott vesekarosodast (az ovx csoport
karosodasa szintén sulyosabb a ndstényekénél) mutatott ki.

A kérosodast jol jelezték mind a vesefunkcids laboreredmények, mind a vesestruktira
hisztoldgiai valtozasai. A laboreredmények a vartnak megfeleléen minden csoportban 24
ora elteltével emelkedtek jelentdsebben, mig a vesestruktirdban enyhébb valtozasok mar

2 oraval a reperfuziot kdvetden is megfigyelhetdk voltak.

Az S1R renoprotektiv hatasat a masodik kisérletsorozatban vizsgaltuk. Az S1R szerepe
kiilonb6z6 kozponti idegrendszeri folyamatokban mar évtizedek 6ta ismert. Jelenlétét a
vese tubulussejtekben, valamint renoprotektiv szerepét I/R karosodés esetén elséként
munkacsoportunk igazolta (Hosszu és mtsai 2017). Szamos agonista és antagonista hatasu
ligandja ismert. A Flu egy SSRI tipust antidepresszans, melyrdl kimutattak, hogy a sziv
iszkémiajaban valamint nyomastulterhelés okozta szivkarosodasban protektiv hatast
(Bhuiyan és mtsai 2010). Nagy affinitassal kotddik a receptorhoz, komolyabb mellékhatasa
nem ismert, igy alkalmazéasaval jol vizsgalhato az S1R szerepe a kiilonb6zd

folyamatokban. Mivel a Flu elsddlegesen a szerotonin receptorhoz kotddik, illetve kisebb
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affinitassal egyéb receptorokhoz (dopamin receptor, noradrenalin receptor) is, az SIR-en
keresztiil kifejtett hatds bizonyitasara egy szintén magas affinitdsu SIR antagonistat, az
NE-100-at hasznaltuk. Kimutattuk az S1R agonizmus vesekarosodast csokkenté hatasat,
amennyiben mind a vesefunkcids értékek, mind a tubulus karosodas mértéke a Flu-val
kezelt csoportban alacsonyabb volt, melyet az NE-100 adasa meggatolt.

Mivel az S1R protektiv mechanizmusai k6zo6tt ismert antiapoptotikus hatasa is (Yang és
mtsai 2007, Tchedre és mtsai 2008), vizsgalatunkat a bcl-2 és bax mMRNS szintek mérésével is
kiegészitettiik, melyek az apoptozis folyamataban jatszanak fontos szerepet. Az
antiapoptotikus bcl-2 mRNS expresszidja a Flu-val kezelt allatokban kifejezettebb volt,
az antagonista kezelés a védo hatast felfliggesztette. Vizsgalatunk leginkabb az S1R
antagonista (NE-100) apoptotikus hatasat bizonyitotta, mely Tchedre és mtsai 2008-as
kozleményében is felmeriilt. Ok in vitro retinasejtek glutamat kivaltotta karosodéasat
vizsgaltak, és mig S1R agonista adasaval a bax gén expresszidja nem csokkent,
antagonista hozzaadasaval a bax jelentdsen emelkedett (Tchedre és mtsai 2008). Egyéb
kozlemények eredményei szintén ellentmondéasosak az S1R agonista és antagonista
szerek bcl-2 és bax gének expressziojat befolyasolo szerepérél, melynek magyarazataként

a ligandok szelektiv és varidbilis hatdismechanizmusai meriiltek fel (Meunier és mtsai 2010).

Az S1R szerepe a nemi kiilonbség létrejottében szintén szamos kutatds targya. Ismert,
hogy tobb szteroid hormonnak (DHEA, progeszteron) (Cobos és mtsai 2008), igy az
Osztrogénnek is nem-specifikus receptora (Dhir és mtsai 2008, Vogler és mtsai 2016).

Az SIR fehérje szintjét mindkét I/R modellben, valamint in vitro is vizsgaltuk.
Alaphelyzetben az S1R szintje a nemek k6zott nem kiilonbozott egymastol. Szintén nem
tapasztaltunk valtozast a sejtek 17B-0sztradiol kezelésekor sem. I/R inzultus hatdsara
azonban a ndstények SIR szintjének jelentds emelkedését talaltuk 2 draval a reperfuziot
kovetden, mely a nd1 hormonok inzultust kovetd S1R szintézist fokozo hatasat feltételezi.
Jelen kisérleteinkben a szintek T24-re visszatértek a kiindulasi értékekre, mig korabbi
vizsgélatainkban Flu kezelés hatdsara az I/R-t kdvetden 24 oraval az S1R szintjének
emelkedését tapasztaltuk (Hosszu és mtsai 2017). A két eredmény egymasnak nem mond
ellent, hatterében tobb okot feltételezhetiink. Egyrészt, ha a Flu-nak az Osztrogénnél
erésebb az S1R affinitasa/aktivald hatdsa, és ezzel egyiitt inzultust kovetéen az S1R

szintézist fokoz6 hatasa is, a Flu-val kezeltek SI1R szintjében nagyobb kiugras
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kovetkezhet be, mely T24-re még nem cseng le (ezen csoport S1R szintje T2-ben nem
iIsmert). Masfeldl az Osztrogén és a Flu S1R-en valo kotddésének eltéré helye miatt
feltételezhetjiik akar a hatasuk eltéré dinamikdjat is (mig az Osztrogén hamar kifejti
hatasat és 24 ora alatt lecseng, addig a Flu esetleg hosszabb ideig hat). A két lehetdség
kozti valaszhoz tovabbi csoportok vizsgalata sziikséges (pl. T2, T48).

Az SIR sejten beliili lokalizaciéja kozponti idegrendszeri, neuronalis sejtek
vizsgalataibol ismert. Dontéen az ER-ben helyezkedik el, stimulus hatasara helyezodik at
a citoszolba vagy a sejtmembranra, sejtmagba (Hayashi és mtsai 2003, Hayashi és mtsai 2011).
Az S1R tubulus epitél sejteken beliili lokalizaciojat (in vivo és in vitro) elséként
munkacsoportunk mutatta ki, melyben az idegrendszeri vizsgalatokkal megegyezden a
stimulust megeldzden a receptort perinuklearisan (feltehetéen az ER-ben), mig oxidativ
stressz, illetve agonista altali aktivacio (Flu kezelés) hatdséra a citoszolban diffuzan és a
sejtmagban talaltuk (Hosszu és mtsai 2017). Jelen vizsgalatainkban in vitro HK-2 proximalis
tubulus sejeteken szintén kimutattuk az S1R perinuklearis lokalizaciojat, valamint 17f-
antagonista megakadalyozta, vagyis a 17p3-0sztradiol az S1R-en keresztiil hatva aktivalta

azt.

Az S1R szamos jelatviteli utvonalat beindithat, melyek koziil a legtobb vizsgalatban az
Akt aktivalasat - foszforilaciodjat - irtak le (Bhuiyan és mtsai 2011, Fukunaga és mtsai 2011, Hosszu
és mtsai 2017). Az Akt fontos szerepét a sejt I/R inzultusra beindulé stressz valaszaban
tobben kimutattak (Kher és mtsai 2005, Basile és mtsai 2012). TObben leirtak nemi kiilonbséget
is az Akt aktivitasaban. Az Akt szintje magasabb néstényekben, valamint emelkedik
himekben kasztracié vagy 17B-0sztradiol adasa utan, tovabba csdkken ndstényekben
ovariektomia vagy tesztoszteron adas hatasara. I/R inzultusra az Akt aktivitasa és szintje
ndstényekben tovabb emelkedik (Park és mtsai 2004, Kher és mtsai 2005, Hutchens és mtsai 2008).
Vizsgalatunkban megerdsitettiik az irodalmi adatokat: a pAkt szintje ndstényekben mar
alaphelyzetben is magasabb volt, 2 6raval az inzultust kdvetden pedig a himek és az ovx
allatok duplajara emelkedett, bizonyitva ezzel az Akt Osztrogén medialta fokozott
aktivaciojat.

Mivel korabbi vizsgalatainkbol és az irodalombdl is ismert a HSP-k fontos szerepe az I/R

karosodasban, felmertilt az S1R és a HSP-k kozotti 6sszefiiggés lehetdsége is. Carpenter
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és mtsai kimutattak a HSF-1 Akt medialt aktivalasat emlddaganat sejtekben (Carpenter és
mtsai 2015). Ismert, hogy a sejt stresszre adott valaszanak kulcsfontossagu szerepldi, a
chaperon funkciéju HSP-k aktivaldsaban kizarolag a HSF-1 vesz részt (Knowlton és mtsai
2001). Ez a transzkripcios faktor inaktiv allapotban a citoszolban talalhato, stresszhatasra
a sejtmagba jut, ahol beinditja a HSP-K transzkripcidjat (Morano és mtsai 1999, Eickelberg és
mtsai 2002). A nemi hormonok befolyasa a HSF-1 szintjére mar szintén felmertilt.
Knowlton és mtsai a szivben kimutattak, hogy a nemi hormonok hatassal vannak a HSF-
1-re, mivel a him allatok 0sztrogén kezelése fokozta a faktor aktivitdsat (Knowlton és mtsai
2001). Vizsgalatunkban ezzel megegyez6 eredményre jutottunk a vesében, azaz a néstény
allatok HSF-1 szintje mar az inzultust megel6z6en is magasabb volt, és a karosodast
kovetéen 2 majd 24 ordval tovabb emelkedett mind a himekhez, mind az ovx
ndstényekhez képest. Ezzel szintén egybevag, hogy in vitro is a sejtek emelkedett HSF-1
értékét mértiikk 17p-0sztradiol kezelés hatasara, tovabba Kimutattuk a faktor sejtmagba
mutatja, hogy NE-100 adisa mind a fokozott szintézist, mind a transzlokaciot
felfiiggesztette.

A HSF-1 altal aktivalt HSP-k koziil a HSP-27-nek legfontosabb chaperon funkcidja az
aktinhoz valé kotddése, mellyel segiti az aktin citoszkeleton stabilizalasat, igy jelentds
szerepe van a tubulussejtek funkciojanak megdrzésében a karosodast kovetden (Smoyer és
mtsai 2000). Ismert, hogy e citoszkeleton stabilizaciot az I/R kérosodast kdvetden a
proximalis tubulus sejtekben a nemi hormonok is befolyéasoljak (Kher és mtsai 2005, Hutchens
és mtsai 2008). Vizsgalatunkban a ndstényeknél magasabb HSP-27 értékeket mértiink mind
a himekkel, mind az ovx allatokkal szemben. Szintje kissé eltérd dinamikat mutatott a
tobbi fehérjéhez képest, maximumat mindharom csoportban T24-ben érte el.
Eredményiink korrelal Smoyer és mtsai méréseivel, melyben him patkanyok veséjében
1szkémids inzultust kovetden 5 oraval még alapszintli, mig 24 6ra utan magasabb HSP-
27 szinteket mértek dontéen a proximalis tubulusokban (Smoyer és mtsai 2000). A sejtek
17B-0sztradiol kezelésével nem értiink el valtozast a HSP-27 szintjében, mely esetleges
eltérd aktivalodasi mechanizmusara utalhat, szintézise feltehetden csak stressz hatasara
fokozodik.

Az I/R karosodasban a masik legtobbet vizsgalt hdsokk fehérje a HSP-72, szerepét az I/R

karosodas mérséklésében tobben bizonyitottdk, Marber és mitsai szivben, mig
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munkacsoportunk a vesében (Marber és mtsai 1995, Prokai és mtsai 2011). Egyik legfontosabb

szerepe az NKA-hoz val6 kotédése és annak stabilizalasa a bazalis membranban (Aufricht
és mtsai 1998, VanWhy és mtsai 1998, Bidmon és mtsai 2002, Riordan és mtsai 2005, Fekete és mtsai

2006, Basile és mtsai 2012). Valtozdsa nemi kiilonbséget is mutat, munkacsoportunk
koradbban igazolta a ndstények emelkedett bazalis €s posztiszkémias HSP-72 szintjét
himekkel szemben (Fekete és mtsai 2006). A HSP-72 ¢értékének Osztrogén altali
befolyasolasat bizonyitja, hogy Voss és mtsai csokkent HSP-72 szintet talaltak a szivben
ovx ndstényekben, melyet Osztrogén kezeléssel ki tudtak védeni (Voss és mtsai 2003).
Vizsgdlatunkban ismételten igazoltuk, hogy ndstényekben magasabb az alap és az
inzultust kovetd HSP-72 szint a himekhez képest, valamint bizonyitottuk, hogy az
ovariektomia a himek szintjére csokkenti mennyiségét a vesében. A nemi hormonok
szerepét tamasztja ala a 17B-Osztradiollal kezelt sejtek emelkedett HSP-72 szintje is.
Emellett bizonyitottuk a hatds S1R medialt voltat is, mivel az NE-100 kezelés a HSP-72
szintjének emelkedését megakadalyozta.

A proximalis tubulus sejtek miikddésében kulcsfontossagii csatorna, az NKA
funkcidjanak megorzéséhez elengedhetetlen a bazélis membranban val6 lokalizacidja.
Ezt segiti el6 a HSP-27 a citoszkeleton stabilizalasaval, valamint a HSP-72 az NKA-hoz
valo kotddéssel és fixalasaval a membranban (Aufricht és mtsai 1998, VanWhy és mtsai 1998,
Bidmon és mtsai 2002, Riordan és mtsai 2005, Fekete és mtsai 2006, Basile és mtsai 2012). Szintje a
sejtben és lokalizacidja szintén nemi kiilonbséget mutat, melyet korabban
munkacsoportunk igazolt (Fekete és mtsai 2004, Fekete és mtsai 2006). Jelen vizsgalatunkban a
korabbi nemi kiilonbség bizonyitdsa mellett azt taldltuk, hogy a ndstényekben mért
emelkedett NKA szint az ovx allatokban a himek szintjére esett vissza, igazolva az

Osztrogén szerepét a valtozasban.

A vese I/R inzultusdnak egyik gyakori, eldre tervezhetd esete a vesetranszplantacio. A
vese atiiltetés kozben elszenvedett iszkémids karosoddsat teszik feleléss¢ a DGF
kialakulasaért, mely a szerv hosszutavu tulélését is befolyasolja (Legendre és mtsai 2014). A
graft szallitas alatti jobb, hosszabb ¢életben tarthatosaga végett fejlesztették ki a kiilonb6zo
Osszetételll prezervacios folyadékokat, melyeknek koszonhetden a vese akar 24 oraig is
eltarthato a kivételt kovetden (Catena és mtsai 2013). Alland6 kutatasok targya olyan szerek

kiprébalasa (pl. cyclosporin, anti-ICAM-1, thymoglobulin, IGF-1, EPO-beta), melyek a
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prezervacids folyadékba adva tovabb javitjak a graft rovid- €s hosszutavu talélését, mivel
igy kivédhet6 az adott szerek szisztémas mellékhatasa, valamint kadaver donacio esetén
- amikor a donor kezelése nem lehetséges - is biztositja a graft elokezelését (Cavaillé és
mtsai 2013). Ezt a lehetdséget probaltuk ki a Flu-val is, miutdn renoprotektiv hatasa I/R
inzultust kdvetden szisztémas adasaval bizonyitast nyert. Vizsgalatunkban azt talaltuk,
hogy a prezervacios folyadékba adott Flu hatdsara mind a vesefunkci6 (Krea, AST), mind
a vesestruktura karosodasa (tubulus lumen teriilet novekedése) kisebb mértékii volt a nem
kezeltekhez képest, vagyis a Flu protektiv hatdsa ezuton is érvényesiilt. Emellett
érvényesiilt a Flu antiapoptotikus hatasa is, mivel az antiapoptotikus bcl-2 mRNS
expresszid, az I/R-s modellhez hasonléan, a Flu-val kezelt csoportban emelkedett,
valamint TUNEL teszttel ebben a csoportban az apoptotikus sejtek szama alacsonyabb
volt. A vaéltozasok S1R medialt voltdra a megel6z6 I/R-s modell eredményeibdl
kovetkeztethetiink, mivel a transzplantacios modellben NE-100-zal kiegészitett kezelési

csoportot nem alkalmaztunk, annak nehezebb és koltségesebb kivitelezhetdsége miatt.

A tovabbiakban tervezziik az SIR 4altal feltételezetten aktivalt egyéb renoprotektiv
utvonalak feltérképezését, a fehérjék valtozasanak pontosabb idobeni megfigyelését tobb
mintavételi idépont vizsgalataval, valamint az sztrogén in vitro sejten kifejtett direkt

hatdsanak kimutatasat hipoxias stressz esetében is.

Osszefoglalva igazoltuk az S1R szerepét a nemi kiilonbség kialakulasaban. Kimutattuk
az S1R altal medialt védo funkcid egy Uj utvonalat, a hdsokk valasz aktivacidjat, valamint
az osztrogén direkt SIR-en kifejtett hatasat a hdsokk valaszra, igy kozelebb jutottunk a
nemi kiilonbség rejtélyének felgdngyolitéséhez. Igazoltuk tovabba az S1R agonista
prezervacids folyadékba addsanak jotékony hatdsat a vesetranszplantacio kimenetelére,

mely a jovOben egy Uj terapias lehetdség lehet a graft tulélésének javitdsaban.
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6. Kovetkeztetések

1. Kimutattuk a n6i nem szerepét a vese funkcidjanak és struktarajanak kisebb mértékii
karosodasaban, valamint az ovariektomia negativ hatasat a vesefunkciora I/R inzultus

esetén.

2. Elsoként igazoltuk a HSP-27 magasabb szintjét ndstény patkdnyok veséjében

alapallapotban, valamint az S1R és a HSP-27 tovabbi emelkedését I/R inzultust kvetoen.

3. Igazoltuk a 17p-6sztradiol S1R és HSF-1 transzlokacio altali aktivalo hatasat in vitro
tubulus epitél sejteken, mely hatast az S1R antagonista adasa felfiiggesztette.
Bizonyitottuk, hogy a 17B-0sztradiol serkenti az S1R, valamint a HSF-1 és HSP-72

hésokk fehérjék termelddését.

4. Kimutattuk az SIR aktivacidjanak antiapoptotikus hatdsit a vese I/R ¢és

transzplantaciés modelljében egyarant.

5. Az S1R agonista Flu renoprotektiv hatdsat bizonyitottuk transzplantacid esetén a

prezervacios folyadékba adva is.
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7. Osszefoglalas

A végstadiumu vesebetegség prevalencidja vilagszerte 8-16% kozott van és rohamosan
nd. A betegek vesepotld kezelést igényelnek, a definitiv megoldast a vesetranszplantacid
jelenti. A donorhidny mellett komoly kihivast jelent a beiiltetett vese hosszutava
mikodésének javitasa is, melyben jelentds szerepet jatszik a vese transzplantacié soran
elszenvedett iszkémia/reperfiizios (I/R) karosodasanak csokkentése.

A nok alacsonyabb rizikéja a férfiakhoz képest tobb szerv iszkémias korképében ismert
(pl. miokardialis infarktus, stroke, vesebetegségek). Korabban munkacsoportunk
kimutatta, hogy a néstény patkdnyok rendlis I/R karosodasa enyhébb a himekénél és ez
részben a hdsokk valasz fokozott aktivaciojanak koszonheto.

Munkacsoportunk a kézelmultban egy 0j jelatviteli itvonalat azonositott a vesében, mely
asigma-1 receptor (S1R) aktivacidjan keresztiil serkenti a vazodilatativ nitrogén monoxid
termelddését, és ezaltal protektiv I/R karosodassal szemben. Az S1IR-nek szamos ligandja
ismert: példaul antidepresszans szerek (fluvoxamin (Flu), sertralin), endogén szteroidok
(dehidroepiandroszteron, sztrogén).

Jelen értekezés témaja a ndi nem valamint az S1R védd funkcidjanak ismeretében az S1R-
nek a nemi kiilonbség létrejottében betdltott szerepének, valamint a hdsokk fehérjek
aktivalasan keresztiili protektiv hatasanak kimutatdsa in vivo I/R és transzplantacios
allatmodellen, valamint in vitro sejttenyészet vizsgalataval egyarant.

Igazoltuk az SIR szerepét a nemi kiilonbség kialakuldsdban. Kimutattuk az S1R é&ltal
medialt védd funkcid egy Uj utvonalat, a hdsokk valasz aktivacigjat, valamint az
Osztrogén direkt S1R-en kifejtett hatasat a hésokk valaszra. Igazoltuk tovabba az SIR
agonista Flu prezervacids folyadékba addsanak jotékony hatasat a vesetranszplantacid
kimenetelére. Végiil kimutattuk az SIR aktivaciojanak antiapoptotikus hatasat a vese I/R
és transzplantacids modelljében egyarant.

Osszefoglalva eredményeink az 6sztrogén eddig ismeretlen renoprotektiv utvonalanak
felderitése mellett 0j terapids teriileteket nyithatnak egyes, mar torzskonyvezett
antidepresszansok szdmara, ezzel bdvitve a transzplantacié soran hasznalt készitmények
kelléktarat. Emellett a prezervacios folyadékba adott szer a transzplantacié soran nagyobb
dozisban, még kevesebb mellékhatassal, szélesebb korben (kadaver donor esetén is

hasznalhato) alkalmazhat6 lehet.
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8. Summary

The prevalence of end stage kidney disease is currently between 8-16% and is rapidly
increasing worldwide. These patients require renal replacement therapy, the definitive
treatment being kidney transplantation. Reducing ischemia/reperfusion (I/R) injury of the
graft during the renal transplantation procedure to improve long term graft survival, as
well as shortage of donor organs pose a major challenge.

The lower risk of females compared to males in ischemic diseases (e.g. myocardial
infarct, stroke, renal diseases) is well-known. We previously showed that female rats are
more protected against renal I/R injury than males, which is partly attributed to their more
pronounced heat shock response.

Our group has recently identified a novel molecular signaling pathway in the kidney,
which is protective against I/R injury by the activation of Sigma-1 receptor (S1R) and
subsequent vasodilatative nitric oxide production.

S1R has many different ligands, e.g. antidepressants (Fluvoxamin (Flu), Sertralin),
endogenic steroids (dehydroepiandrosterone, estrogen).

Knowing the protective role of female sex and S1R, this dissertation investigates the
connection between S1R and sex-releted differences in renal I/R injury. Furthermore, the
protective effect of S1R through heat shock response activation was studied both in vivo
in I/R injury and autotransplantation models, and in vitro using proximal tubular cell
cultures.

We confirmed the role of S1R in the development of sex-related differences. We
identified a new pathway of S1R mediated heat shock response activation and subsequent
renoprotection, and the direct role of estrogen in activating the heat shock response
through S1R. Furthermore we showed the beneficial effect of S1R agonist Flu added to
the preservation solution on the outcome of transplantation. Finally we also demonstrated
the anti-apoptotic effect of S1R activation in both I/R injury and transplantation.

In summary, beside the identification of a novel protective pathway of estrogen, our data
can open new therapeutic fields to some registered antidepressant drugs and expand the
list of drugs used during transplantation. In addition, Flu added to the preservation
solution can be used in a higher dose, with less side effects and in a wider spectrum (e.g.

it can be used in the case of cadaver donors as well).
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11. Készonetnyilvanitas

Elsoként szeretnék kdszonetet mondani Fekete Andreanak, témavezetomnek. Azért, hogy
8 évvel ezelodtt latott bennem lehetdséget, és helyet adott nekem a csapataban. Azért, hogy
ugy tanitott, hogy kozben hagyta a sajat gondolataimat is kibontakozni. Azért, ahogy
biztatott, amikor nem ugy alakultak a kisérletek, ahogy vartuk. Azért, hogy végiil a
vizsgalataimat olyan mederbe terelte, mely végil sikert hozott. Azért, hogy a
csapatunkban olyan 1égkdrt teremtett, ahol jo érzés volt dolgozni. Azért, mert a nekem
eddig ismeretlen és félelmetes teriiletet, a kutatast élvezetessé tette szamomra. Végiil

azért, hogy mindekozben kezdeti kapcsolatunk mély baratsagga formalodhatott.

Koszonettel tartozom munkacsoportunk minden kordbbi ¢€s jelenlegi tagjanak, amiért
onzetleniil befogadtak és vallaltdk egyéni munkabeosztasomat. Biiszke vagyok ra, hogy
egy ilyen pozitiv gondolkodasu, lendiiletes és elfogadd csapat tagja lehettem. Kiilon ki
kell emelnem Hosszii Adamot, akivel a legtobbet dolgoztunk egyiitt és a legtobbet
segitette munkdm minden fazisat. Nagyon sok tdmogatast €s jo tanacsot kaptam Hodrea
Judittol és Lénart Lillatol. Végiil koszondm a tobbieknek, Kdszegi Séandornak,
Szkibinszkij Edgarnak, Balogh Doranak és Banki Fanninak a vizsgélatok tervezésében,
elvégzésében &s értekelésében nyujtott segitségiiket.

Szintén halas vagyok Bernath Maridnak a kisérletek kivitelezésében valo részvételéért.
Hélaval tartozom Hamar Péternek a transzplantacios modell felallitdsaban nyujtott
hatalmas segitségéért, valamint a Korélettani Intézet tobbi munkatarsanak, hogy

biztositottak ehhez szdmomra a helyet, a feltételeket és az idot.

Koszonom Degrell Péternek, a Pécsi Tudomanyegyetem patolégusdnak a szovettani

vizsgalatok elvégzésében nyljtott segitségét.

Koszonettel tartozom Szabo Attila €s Tulassay Tivadar professzor uraknak, hogy

tamogattak, hogy Ph.D. munkamat a klinika kutaté laboratériumaban végezzem.
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Halas vagyok gyermeksebész kollégaimnak, Kélman Attilanak, Verebély Tibornak, Kiss
Imrének, Vords Péternek és Tallos Zsuzsanak, hogy jelenlétemet nélkiilozték a

kutatdomunkam alatt, valamint érdeklodésiikkel ¢és idOonként szarkasztikus

megjegyzéseikkel lelkesitettek.

Végiil koszondm csalddomnak is a kedves biztatasukat és timogatasukat.
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