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Bevezetés

Ahogy viladgszerte nd a varhat6 élettartam, gy emelkedik a kronikus
betegségek el6fordulasa is. Az akut valamint kronikus vesekarosodas
kapcsan kialakuld végstadiumu veseelégtelenség prevalenciaja is
rohamosan nd, jelenleg viladgszerte 8-16% kozott van; az elmult
negyven évben a betegek szama megtizszerez6dott. Magyarorszdgon
is hasonl6 tendencia tapasztalhat6, a betegség eléfordulasa évente 6-
7%-kal emelkedik. A betegek vesepotldo kezelést igényelnek, a
definitiv megoldast a vesetranszplantacio jelenti.

A donorhidany mellett komoly kihivast jelent a beiiltetett vese
hosszitavi mitkddésének javitasa is. Az immunologiai és sebészeti
technikak fejlodésének koszonhetden az elsd évben a graft thlélés
kozel 95%-os, de a késoi graft diszfunkcid tovabbra is a hosszutava
tulélés limitald tényezdje. A vesetranszplantacid soran elszenvedett
iszkémia/reperfuzios (I/R) karosodasa az egyik legfontosabb akut és
kronikus graft mikodést befolyasolo faktor.

A vese I/R karosodasa a transzplantacié mellett szamos mas esetben
is el6fordulhat, mint példaul sokk, szivelégtelenség, valamint
szuprarenalis aorta miitét kapcsan. Az I/R kdrosodas okozta mortalitas
magas, ¢és a terapias lehetdségek sem optimalisak.

E probléma lekiizdésével szamos kutatas foglalkozik. Egy résziik a
kiilonb6z6 iszkémias betegségekben (miokardialis infarktus, stroke)
jol ismert nemi kiilonbséget vizsgalja. A ndk rizikoja ezekben a
korképekben alacsonyabb a férfiakhoz képest, mely a menopauzat
kovetden megsziinik. Ezt a nemi kiilonbséget tobbek kozott
munkacsoportunk is kimutatta a vese I/R karosodasaban,
transzplantacio kapcsan is.

Korabban igazoltuk, hogy a ndstény patkdnyok posztiszkémids
vesekarosoddsa enyhébb mint a himeké, tovabba, hogy a
vérkeringésben masodik legnagyobb mennyiségben keringd szteroid
hormon, a nemi hormonok prehormonja, a dehidroepiandroszteron
(DHEA) javitja a himek posztiszkémias talélését.



Mivel hormonhatasan tal ismert, hogy a DHEA a sigma-1 receptor
(SIR) endogén agonistdja, igy a tovabbiakban kisérleteink erre a még
sok tekintetben ismeretlen receptorra iranyultak. Az S1R tobbek
kozott a szelektiv szerotonin felvételt gatlo (SSRI — selective serotonin
reuptake inhibitor) gydgyszerek receptora, legnagyobb mennyiségben
a kozponti idegrendszerben fordul eld. Vizsgaltuk az SIR
lokalizacigjat, funkciojat, szerepét a vesében. Kimutattuk, hogy az
S1R aktivacidja protektiv a vese I/R karosodasaval szemben.

Mivel az osztrogén szintén az S1R endogén agonista ligandja,
felmeriilt az S1R szerepe a nemi kiilonbség 1étrejottében.

A nemi kiilonbség, illetve az SIR protektiv hatdsanak kialakulasdban
korabban t6bb jelatviteli utvonal szerepét is vizsgaltuk, kimutattuk a
hésokk valasz (hésokk fehérje-72 (HSP-72)) fokozott aktivalodasat és
igy protektiv szerepét ndstény patkdnyokban, valamint az SIR altal
aktivalt protein kinaz B (Akt) — endotelialis nitrogén-monoxid szintaz
utvonal renoprotektiv hatasat.

A hoésokk fehérjék (HSP) a chaperon (gardedam) fehérjék csaladjaba
tartoznak.  Szereplik, hogy a sejt stressz  allapotaban
termelddve/aktivalodva védelmet nyujtanak a sejt mukodésében,
strukturajaban fontos szerepet jatszo molekuldknak. A hésokk vélasz
egyediili beinditoja a hésokk faktor-1 (HSF-1), mely stressz hatasara
a citoszolbol a sejtmagba keriil, és aktivalja egyes HSP-k
transzkripcidjat. Aktivalasaban az Akt szerepét is kimutattak. A HSP-
72 I/R karosodas esetén a sejtstruktura €s -polaritas megdrzésében
jatszik szerepet. Legfontosabb ismert funkcidja a vesében a
Na*/K*ATPaz (NKA) ioncsatorna stabilizalasa a bazalis membranon.
A HSP-27 szintén leginkdbb I/R inzultus esetén aktivalodik, a
mikrofilamentumok €s membranlipidek stabilizalasaban vesz részt.
Jelen értekezés témdja a nd1 nem, valamint az SIR védo funkcidjanak
ismeretében az SIR-nek a nemi kiilonbség létrejottében betdltott
szerepének, valamint a HSP-k aktivalasan keresztiili protektiv
hatasanak kimutatasa in vivo /R és transzplantacids allatmodellen,
valamint in vitro sejttenyészet vizsgalataval.



Ceélkituzések

1. Kimutathaté-e a nemi kiilonbség az S1R aktivalédasaban és a
hésokk valaszban a vese I/R karosodasa soran?

2. Szerepet jatszik-e az S1R aktivalasa a vese I/R karosoddsaban?

3. A 17f-6sztradiol kdzvetleniil szerepet jatszik-e az SIR és a
hdésokk valasz aktivacidjaban?

4. Az SIR agonista  fluvoxamin  (Flu)  hatasos-e
vesetranszplantacié soran a prezervacios folyadékba adva a
karosodas mérséklésére?



Modszerek

I/R és autotranszplantacios patkanymodell és kezelési csoportok

Kisérleteinket 200+15g stlyu Wistar patkdnyokon végeztiik. Az
ovariektomia 7 nappal az inzultus el6tt tortént.

A vese I/R karosodasat a bal vese hilus 50 perces lefogasaval idéztiik
elé, a jobb vesét az iszkémids id6 végén tavolitottuk el. Ezen a
modellen két kisérletsorozatot végeztiink: elséként (I) a nemi
kiilonbséget vizsgaltuk ndstény, him és ovariektomizalt ndstény (ovx)
allatokon; a masodik sorozatban (IT) him patkanyokon a S1R agonista
Flu clékezelés hatasat elemeztiik. Kontrollként aloperalt allatokat
hasznaltunk. (n=6-8/csoport)

A transzplantacidos modellben a patkanyok bal veséjét eltavolitottuk,
majd 2 orara hideg prezervacios folyadékba (Custodiol) helyeztiik. A
meleg iszkémias id6 minden esetben 35 perc volt. Ezen a modellen
(IIT) azt vizsgaltuk, hogy a Flu a prezervacids folyadékba adva is
kifejti-e protektiv hatasat. Kontrollként szintén aloperalt allatok
szolgaltak. (n=8/csoport)

I. Kisérletsorozat: nemi kiilonbségek
mintavétel: 2 (T2) és 24 oréaval (T24) a reperfuzié utan

1. néstény
2. him
3. ovx

Il. kisérletsorozat: SIR aktivailas
elékezelés 30 perccel az iszkémia elott, mintavétel 24 oraval
(T24) a reperfiizié utan

1. 20 mg/ttkg Flu intraperitonealisan (ip.)

2. 20 mg/ttkg Flu és 1 mg/ttkg S1R antagonista N,N-dipropil-
2-[4-methoxy-3-(2-fenilethoxy)-fenil]-thylamin-
monohidroklorid (NE-100) ip.

3. izotdnias sooldat (vehikulum - veh)
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4. aloperalt patkanyok (kontroll)

. kisérletsorozat: transzplantdacio
mintavétel 24 oraval (T24) a reperfuizio utan
1. Custodiol
2. Custodiol + 0,003 mg/ml Flu
3. aloperalt patkanyok (kontroll)

A mintavételhez az allatokat Gjra elaltattuk, az abdominalis aortabol
vérmintat vettiink, valamint a begyijtott veséket folyékony
nitrogénben lefagyasztottuk a tovabbi kisérletek elvégzéséhez.

In vitro kisérletek

Human proximalis tubulus sejt tenyészeten (HK2) az 6sztrogén direkt
hatasat vizsgaltuk. A sejteket 24 oraig inkubaltuk az adott szerrel.

Kezelési csoportok:
1. 10 nM 17B-o6sztradiol
2. 10 nM 17g-o6sztradiol + 3 uM NE-100
3. izotonias sooldat (kontroll)

Mérési modszerek

Funkcionalis laboratoriumi vizsgalatok
A szérumb6l meghataroztuk a karbamid, kreatinin, és aszpartat
transzaminaz (AST) értékeket.

Szovettani vizsgalatok

A vese strukturalis karosodasanak mértékét hematoxilin-eozin (HE)
és perjodsav-Schiff (PAS) festett vesemetszeteken értékeltiik ki
szemikvantitativ. modon, pontrendszer segitségével. Az elsd
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kisérletsorozatban a glomerulus kollapszust, tubulus nekroézist és
hialinizaciot, intersticialis 1éziot és leukocita infiltraciot értékeltiik ki.
A masodik sorozatban mar csak a tubulus nekrézist vizsgaltuk, a
harmadik sorozatban pedig a tubulus karosodéasakor észlelhetd lumen
kitagulast mértiik.

Western blot analizis

Mind az in vivo, mind az in vitro kisérletek soran mértiik az S1R, Akt,
HSF-1, HSP-72, HSP-27 és NKA szinteket. A denzitometrias
értékeket Ponceau red festés altal kapott dsszfehérje mennyiségre és
bels6 kontrollra korrigaltuk.

Immunhisztokémiai vizsgalat
A HK2 sejtek immunfluoreszcens festését a HSF-1 és SIR
lokalizéciojanak meghatarozasahoz végeztiik el.

Apoptozis vizsgalat TUNEL teszttel

A transzplantacids kisérletsorozatban nyert veseszovet metszetein
végeztiik el a terminal deoxynucleotidyl transferase dUTPnick-end
labeling (TUNEL) tesztet az apoptotikus sejtek aranyanak
meghatarozasahoz.

Kvantitativ reverz transzkriptaz PCR

A bcl2 és bax mMRNS szinteket valos ideji reverz transzkripcios
polimeraz-lancreakcid6 modszerrel vizsgaltuk. A célfehérjék mRNS
expresszidjat Rn18s haztartasi gén hanyadosaként hataroztuk meg.

Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzést GraphPad Prism szoftver statisztikai
programmal végeztiik. A parametrikus adatokat atlag + SEM
(standard error of mean: standard hiba) értékkel, a nem-parametrikus
adatokat kozépérték + szoras értékekkel adtuk meg. Normalis eloszlas
esetén egyutas faktoridlis variancia analizist (ANOVA, Analysis of
variance) ¢és Bonferroni post hoc tesztet hasznaltunk. A nem
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parametrikus adatoknal Kruskal-Wallis és Dunns illetve Fisher féle
post hoc tesztet alkalmaztunk. Statisztikailag szignifikdnsnak minden
esetben a p<0,05 értéket tekintettiik.



Eredmények

Nostényekben mérsékeltebb a vesefunkcié romlasa és a vese
strukturalis karosodasa

24 ¢6raval az inzultust kovetéen minden allat vesefunkcidja jelentds
romlast mutatott, de a ndstény allatoknak mind a karbamid mind a
kreatinin szintjei szignifikansan alacsonyabbak voltak a himekéhez
képest. A PAS festett metszetek vizsgalataval a néstények veséjében
kevesebb glomerulus kollapszust, kisebb mértékii leukocita infiltraciot
és intersticialis 1éziot figyeltiink meg a masik két csoporthoz képest.

Nemi kiilonbségek az S1R, pAkt, hosokk fehérjék és NKA
szintekben

Az S1R és a foszforilalt (aktivalt) Akt (pAkt) szintje csak inzultus
hatasara emelkedett meg a ndstényekben, ¢és T24-re mar
visszacsokkent. Az altala aktivalt fehérjék szintje lényegében egyezd
dinamikat mutatott. A HSF-1, HSP-72, HSP-27 ¢s NKA szintje mar a
kontroll ndstényekben is magasabb volt, majd inzultus hatasara tovabb
emelkedett, az NKA T2-ben, a tobbi fehérje T24-ben érte el a
maximumat. Az ovx allatok értékei a himekkel tobbnyire egyezdek
voltak, mely a n6i hormonok szerepét bizonyitja.

Az S1R agonista Flu mérsékli a vesefunkcié romlasat és
strukturalis karosodasat

A Flu-val eldkezelt allatokban a vesefunkcios értékek kisebb
mértékben emelkedtek, a tubulus karosodas enyhébb volt.



A Flu antiapoptotikus hatasu

A Flu-val kezelt csoportban az antiapoptotikus bcl2 gén
expressziojanak novekedd tendenciajat talaltuk, mig az apoptotikus
hatasu bax gén expresszioja nem valtozott. SIR antagonista hatasara
a bcl-2 szignifikansan alacsonyabb volt.

Flu hatasara emelkedik az S1R és a pAkt szintje

Flu kezelés hatasara az S1R szintje emelkedett, és ezt a hatast az NE-
100 meggatolta. Hasonloan az S1R altal indukalt pAkt szintje is a Flu-
val kezelt allatokban magasabb értéket ért el, melyet az NE-100
szintén meggatolt.

A Flu vesevédo hatasa transzplantaciés modellen is érvényesiil

A Flu a prezervacios folyadékba adva is mérsekelte a vesefunkcios
laborparaméterek emelkedését. Tovabba a tubulus lumen kitagulésa,
mely a tubulus karosodasat jelzi, szintén enyhébb foku volt a Flu-val
kezelt csoportban.

A Flu prezervacios folyadékban adva is antiapoptotikus hatasu

A Flu-val kezelt csoportban emelkedett az antiapoptotikus hatast bcl-
2 gén expresszidja. TUNEL apoptdzis vizsgalat elvégzésével a
transzplantaciot kdvetden jelentésen megemelkedett az apoptotikus
sejtek aranya, azonban a prezervacios folyadékba adott Flu hatasara
az apoptdzis mértéke enyhébb volt.
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A 17B-6sztradiol szerepe az S1R medialt hésokk valasz
kialakulasaban

Az in vitro kiséretek soran Osztrogén kezelés hatasara az SIR
szintjében nem talaltunk valtozast, azonban immunhisztokémiai
festéssel kimutattuk, hogy az S1R a kontroll sejtekben perinuklearisan
fordult eld, mig az Osztrogénnel Kkezelt sejtekben mindenhol
megtalalhato volt intracellularisan és a sejtmagban is, mely a receptor
aktivalodasat jelzi.

A HSF-1 szintje 0sztrogén hatdsara emelkedett, emellett 6sztrogén
hataséra a sejtmagba transzlokalodott, mely aktivalodaséra utal.

A hatas SIR medidlt voltat mutatja, hogy az S1R antagonista NE-100
mind a HSF-1 szintjének emlkedését, mind transzlokaciojat
meggatolta.

A hoésokk fehérjék koziil a HSP-72-nél tapasztaltunk 0Osztrogén
hatasara S1R medialt emelkedést, a HSP-27 nem valtozott.
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Kovetkeztetések

1.

Kimutattuk a néi nem szerepét a vese funkcidjanak és
struktarajanak kisebb mértékli karosodasaban, valamint az
ovariektomia negativ hatdsat a vesefunkcioéra I/R inzultus
eseteén.

Elsoként igazoltuk a HSP-27 magasabb szintjét ndstény
patkanyok veséjében alapallapotban, valamint az SIR ¢és a
HSP-27 tovabbi emelkedését I/R inzultust kdvetden.

Igazoltuk a 17B-0sztradiol SIR és HSF-1 transzlokacio altali
aktivalo hatasat in vitro tubulus epitél sejteken, mely hatast az
S1R antagonista adasa felfiiggesztette. Bizonyitottuk, hogy a
17B-06sztradiol serkenti az S1R, valamint a HSF-1 és HSP-72
hdésokk fehérjék termelddését.

Kimutattuk az S1R aktivaciojanak antiapoptotikus hatdsat a
vese I/R és transzplantacios modelljében egyarant.

Az SI1R agonista Flu renoprotektiv hatdsat bizonyitottuk
transzplantacio esetén a prezervacios folyadékba adva is.
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Elsoként szeretnék koszOnetet mondani Fekete Andreanak,
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valamint érdeklddésiikkel és idonként szarkasztikus megjegyzéseikkel
lelkesitettek.
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