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., -..mégis kitartasz, bar mi sem acéloz, csak Akaratod int: , Kitartani”...”
(Ruyard Kipling: Ha)

KOSZONETNYILVANITAS

Nagyon sok embernek tartozom héldval azért, hogy eddig eljutottam. Bar mindig igyekszem

megfelelni irott és iratlan szabalyoknak, most eltérek a tradicionalis formai felépitéstol.

Eldszor szeretnék koszonetet mondani csalddomnak, sziileimnek, térjemnek, Wagner
Ldszlénak, fiaimnak Mikinek, Andrisnak, Aronnak. Mindenért. Szeretetetek és tiirelmetek

nélkil nem ment volna.

K6szondm kozeli barataimnak, kiilondsen Somogyi Krisztinanak, hogy kovetik a palyamat,

ugyanakkor ki is kapcsolnak beldle, tamogato figyelmiik, nevetésiik sokat segit.

A szakmai életemben mindenekeltt kiemelt koszonettel tartozom Vér Agota tanarnének,
Friedhelm Hildebrandt, Palinkas Jozsef és Mandl Jozsef professzor uraknak, akik sokszor

mar azel6tt hittek bennem, miel6tt én elhittem. ..

Kiilon koszonet illeti Szabo Attila professzor urat, akit 6rok fonokomnek tekintek, elsé TDK
hallgatojaként, majd els6é doktoranduszaként bevezetett a tudomanyos gondolkodésba, és
éveken 4t iranyt mutatott. K6szondm azt is, hogy hosszu ideje fliggetlenséget ad, bizik

bennem ¢és szamithatok ra.

Ko6szonom kozvetlen munkatarsaimnak, akik koziil tobben az évek alatt baratsagukkal is
megtiszteltek, hogy végtelen lendiilettel, kitartoan dolgoznak, szamtalanszor ujrakezdve. A
,.szenioroknak” Bdnki Fanni, Balogh Déra, Hodrea Judit, Hossziit Adam, Léndrt Lilla koszondm
az alazatot, ahogy a tudomanyos kérdésekhez alltok, a példamutat6 elkotelezettséget, ahogy
kutatocsoportunk fiataljaival foglalkoztok, a sok vidamsagot és néha vigasztalast.

Minden eredményem koziil Ratok vagyok a legbiiszkébb.

Koszonettel tartozom a lehetdségért Varkonyi Attilanak, Lantos Csabanak és Duda Ernonek.
Altaluk egy ij szemléletmodot ismertem meg, ahol a szakmaisag és a gazdasagi
hasznosithatosag egylitt szamit és kozosek a célok. Tapasztalt biotech befektetokként szabad
kezet adva alltak a szabadalmaink mogé, bizalmuk még jobban motival, hogy klinikailag is

fontos dolgot hozzak Iétre.

Ko6szondm Tulassay Tivadar professzor urnak, hogy majd két évtizede a Klinikéra hivott
egy nemzetkdzi szintli szakmai muihelybe. Konzervativ eleganciaja, reneszansz miiveltsége

maig lenyligdz.



dc 1685 19
Koszoném Vannay Addmnak az elmult hiisz év kozos munkajat, kisérleteit, eréfeszitéseit,

nélkiile sok eredmény nem sziiletett volna meg.

Ko6szonom régebbi, Gellai Rendta, Karoly Eva, Koszegi Sandor, Molnar A,gnes, Rosta
Kldra, Szkibinszkij Edgar és jelenlegi tanitvanyaimnak, Lakat Tamdas (kiilon koszonom az
értekezés abrait), Minh Tran, Toth Akos az érdekl3dést, szorgalmat, hogy hétvégén vagy este
sem probléma egy kisérlet befejezése. JO, hogy ilyen fiatalokkal dolgozhatok egyiitt.

Ko6szonom azoknak a szakmai kivalosagoknak, akikkel egy-egy kisérletben egyiittmiikddtiink,
az inspirald gondolkozast és onzetlen segitséget. Dénes Addam, Mikics Eva (KOKI), Orfi
Laszlo (SE Gyogyszerészi Kémiai Intézet), Kovdcs Illés (SE Szemészeti Klinika), Szigeti
Krisztian (SE Biofizikai és Sugarbiologiai Intézet), Hamar Péter (SE Elettani Intézet),
Nemcsik Janos (SE Csaladorvosi Tanszék), Reusz Gyérgy (SE 1.sz. Gyermekgyogyaszati
Klinika), Sebestyén Anna (SE Patologiai Intézet), Chris Baylis (University of Florida), Jenny
Sasser (University of Georgia), Degrell Péter (PTE), Vasarhelyi Barna (SE Labormedicina
Intézet), Chris Wilcox (University of Washington), Heymut Omran (Universitatsklinikum

Freiburg) sokat tanultam, tanulok toliik.

Vannak olyanok is, akikkel nincs szoros szakmai kapcsolatunk, de egyfajta médon
példaképek; figyelni Oket, beszélgetni veliik sokat jelent: Szabo Miklos, 1Veres Gabor,
Nusser Zoltan, Kovacs Mihaly, az ETT-TUKEB szakmai kollégiumanak tagjai, koszonom.

Koszonettel tartozom a Lendiilet Programnak és az MTA-ban a programot tdmogato
munkatarsaknak, a Semmelweis Egyetem I. sz. Gyermekklinikdjan, a freiburgi Albert
Ludwigs Universitat Gyermekklinikdjan és a University of Gaineswille Elettani Intézetében

dolgozo6 kollégaknak, hogy tdmogato 1égkorben végezhettem tudomanyos munkamat.

Ko6szonom a Semmelweis Egyetem és MTA Nephrologiai Kutatocsoport korabbi és jelenlegi

tagjainak, kiemelve Bernath Mariat, hogy husz éve egy segitd, barati kdzeg részese lehetek.

Végiil koszonom a kutatasok anyagi hatterét ado szervezeteknek: MTA-Lendiilet Program,
NKFIH, OTKA, ETT, Magyary és Bolyai Osztondijak, Semmmelweis Egyetem, Zsigmond
Diabetes alapitvany, Magyar Nefrologus Tarsasag, Pfizer Foundation, Richter Gedeon Zrt.

Koszonom!
Budapest, 2020. szeptember 22.

Fekete Andrea
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ROVIDITESJEGYZEK

(Amennyiben a magyar kifejezést az Orvosi Helyesirasi Szotar tartalmazza vagy elterjedten hasznalt,

az angol feloldast nem tiintettem fel, ahol nincs magyar megfeleld, ott csak az angol verzi6 szerepel.)

ACE: Angiotenzin II-konvertal6 enzim (angiotensin converting enzyme)
ACTH: Kortikotropin (adrenocorticotropic hormone)

ADA: American Diabetes Association

AGE: Elérehaladott glikacios végtermék (advanced glycation end-product)
AKI: Akut vesekarosodas (acute kidney injury)

Akt: Protein kinaz B

ANGTI: Angiotenzin |

ANGII: Angiotenzin II

ARB: Angiotenzin II receptor blokkol6 (angiotensin receptor blocker)
ATP: Adenozin-trifoszfat

ATRI: 1-es tipusu angiotenzin receptor

ATR2: 2-es tipusu angiotenzin receptor

Bax: Bcl2-associated X protein

Bcl-2: B-cell lymphoma 2

BDNF: Brain-derived neurotrophic factor

BMP: Bone morphogenetic protein

BNP: B-tipusu natriuretikus peptid

BSA: Borju szérum albumin (bovine serum albumine)

CaMK: Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase

c¢DNS: Komplementer DNS

CIT: Hideg iszkémiés id6 (cold ischemic time)

CREB: cAMP response element-binding protein

CRH: Kortikotropin-serkentd hormon (corticotropin-releasing hormone)
CTGF: Kotoszoveti novekedési faktor (connective tissue growth factor)
DAG: Diacil-glicerol

DAPA: Dapagliflozin

DGF: Megkésett graft funkci6 (delayed graft function)

DHEA: Dehidroepiandroszteron

DKD: Diabéteszes vesebetegség (diabetic kidney disease)

DM: Diabétesz mellitusz

DMEM: Dulbeco’s Modified Eagle Medium

ECM: Extracellularis matrix (extracellular matrix)

EGFR: Epidermalis ndvekedési faktor receptor (epidermal growth factor receptor)
EGTA: Etilén-glikol-tetraecetsav

EMT: Epitélialis-mezenhimalis tranzicio (epithelial mesenchymal transition)
ENA: Enalapril

EndoMT: Endotélialis-mezenhimalis tranzici6 (endothelial mesenchymal transition)
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eNOS: Endotelialis nitrogén-monoxid szintaz

EPL: Eplerenon

ER: Endoplazmatikus retikulum

ERK: Extracellularis szignal-szabalyozott kinaz (extracellular signal regulated kinase)
ESRD: Végstadiumu veseelégtelenség (end-stage renal disease)

FBS: Foetal bovine serum

FDA: Federal Drug Administration

FLU: Fluvoxamin-maleat

FN: Fibronektin

FST: Erdltetett tiszasteszt (forced swim test)

Gabl: GRB2-associated-binding protein 1

GFR: Glomerularis filtracios rata

GLUT: Gliikk6z transzporter

GOT: Glutamat-oxalacetat aminotranszferaz

GPT: Glutamat-piruvat transzaminaz

Grb2: Growth factor receptor-bound protein 2

HbAlc: Hemoglobin Alc (glikalt hemoglobin)

HBP: Hexdzamin bioszintézis utvonal (hexosamine biosynthesis pathway)
HDL: Magas denzitasu lipoprotein (high density lipoprotein)

HK-2: Human kidney immortalised cell line

HLA: Human leukocita antigén

HPA: Hipotalamusz-hipofizis-mellékvese (hypothalamic—pituitary—adrenal)
HSF: Hésokk-faktor

HSP: Hésokk protein

IDF: International Diabetes Federation

IFG: Emelkedett éhomi vércukor (impaired fasting glucose)

IGT: Csokkent gliikoztolerancia (impaired glucose tolerance)

IL: Interleukin

IP: Intraperitonedlis

IRE1: Inositol requiring enzyme - 1

IRI: Iszkémia/reperfuzios karosodas (ischemia/reperfusion injury)
IRS1/2: Inzulin receptor szubsztrat 1/2 (Insulin receptor substrate 1/2)
JNK: c-Jun N-termindlis kinaz (c-Jun N-terminal kinase)

KIR: Kozponti idegrendszer

KVE: Krénikus veseelégtelenség

LAP: Latency-associated peptide

LOZ: Lozartan

MAP: Artérias k6zépnyomas (mean arterial pressure)

MCP-1: Monocita kemoattraktans protein-1 (monocyte chemoattractant protein 1)
MEK: Mitogén aktivalt protein kinaz (mitogen-activated protein kinase)
MMP: Matrix metalloproteindz (matrix metalloproteinase)

MR: Mineralkortikoid-receptor
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MRI: Magneses rezonancia képalkotas

mTOR: Mammalian target of rapamycin

NE100: N,N-dipropil-2-[4-metoxi-3-(2-feniletoxi)-fenil]-etilamin monohidroklorid
NF-xB: Nuklearis faktor - kappa B (nuclear factor-kappaB)

NKA: Na*/K* ATPaz

nNOS: Neuronalis nitrogén-monoxid szintaz

NO: Nitrogén-monoxid

NOS: Nitrogén-monoxid szintaz

NRK-49F: Normal rat kidney fibroblast immortalized cell line

OFT: Nyilt porondteszt (open field test)

OGTT: Oralis gliikdztolerancia-teszt

OGA: O-GlcNAc-az

OGT: O-GlcNAc transzferaz

O-GIeNAc: Oxigén-kapcsolt B-N-gliik6zamin (O-linked N-acetylglucosamine)
OVX: Ovariektomia

p75Ntr: Neurotrophin receptor p75

PAI-1: Plazminogén aktivator inhibitor - 1

PAS: Perjodsav-Schiff

PBS: Foszfat-pufferelt sboldat (phosphate buffered saline)

PCNA: Proliferating cell nuclear antigen

PDGEF: Vérlemezke eredetii novekedési faktor (platelet-derived growth factor)
PFC: Prefrontalis kortex

PGDFR: PDGF receptor

PI3K: Foszfoinozitid 3-kinaz

PKC: Protein kinaz C

PLC: Foszfolipaz C

PMSEF: Fenil-metanszulfonil-fluorid

RAAS: Renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (renin—angiotensin—aldosterone system)
RAAS:I: Renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer gatloszerek

Raf: Serine/threonine-specific protein kinases

RAM: Ramipril

Ras: Small GTPase proteins

RIP2: Receptor interacting protein-2

Rn18s: 18s riboszomalis RNS

ROS: Reaktiv oxigén vegytiletek (reactive oxygen species)

RT-PCR: Valoés idejii reverz transzkripcids polimeraz lancreakcio (real-time polymerase chain reaction)
S1R: Sigma-1 receptor

SDS: Natrium-dodecil szulfat

SGLT?2: Na-gliikoz kotranszporter -2

SGLT2i: Na-gliikdz kotranszporter -2 gatloszerek

SMAD: Sma and Mad related family

SPI: Spironolakton
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SSRI: Szelektiv szerotonin visszavétel gatlo (selective serotonin reuptake inhibitor)
STZ: Streptozotocin

T1DM: 1-es tipust diabétesz mellitusz

T2DM: 2-es tipusu diabétesz mellitusz

TBS: Tris-pufferelt sooldat (tris-buffered saline)

TGF-B: Transzformald novekedési faktor béta (transforming growth factor beta)
TIMP: Tissue inhibitor of metalloproteinases

TNF-a: Tumor nekrozis faktor alfa (tumor necrosis factor alpha)

TRIS: Tris(hidroximetil)-aminometan

TrkB: Tropomiozin receptor kinaz B (tropomyosin-receptor kinase B)

USA: Amerikai Egyesiilt Allamok

VCAM-1: Vaszkularis sejtadhézidos molekula-1 (vascular cell adhesion molecule -1)
VEGF: Vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor (vascular endothelial growth factor)

WHO: World Health Organization
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TABLAZATOK ES ABRAK JEGYZEKE

Abrak

1. abra A cukorbetegség prevalencidja vilagszerte

2. abra Depresszios hangulatzavar életkorra standardizalt prevalenciaja vilagszerte
3. abra Szisztémas és agyi lokalis RAAS

4 dbra A BDNF szignalizacios utvonalai

5. dbra A SIRI receptor transzmembran szerkezete

. bra A cukorbetegség és depresszid kozotti patofiziologiai dsszefliggések

. abra Az egészséges ¢és a diabéteszes vese strukturalis jellemzoi

. abra A DKD lefolyasa

O 0 3

. abra Glikozfelvétel a vesében

10. abra A DKD kialakulasanak mechanizmusai

11. abra Az O-GlcNAcilaci6 folyamata

12. abra A HIF-1a utvonal szabalyozasa a hipoxids valaszra

13. A renalis fibrozis részfolyamatai

14. abra Szervdonaciok szama Magyarorszagon (1997-2019)

15. abra A peritubularis kapillarisokban €s a proximalis tubulusban iszkémias karosodasra bekdvetkezo valtozasok

16. abra Egészséges ¢€s streptozotocin indukalt cukorbeteg patkany fenotipusos jellemzdi

17. abra A streptozotocin indukalt diabéteszes allatmodellben alkalmazott protokollok

18. abra Iszkémia/reperfiizios karosodas miitéti modelljének l1épései és az alkalmazott protokollok

19. dbra Vesetranszplantacié miitéti modelljének 1épései és az alkalmazott protokoll

20. abra Két-foton mikroszkopos felvétel

21. abra Er0ltetett uszas teszt

22. abra Porond teszt

23. abra A S1R géncsendesités hatékonysaganak ellenérzése HK-2 sejtekben

24. abra Az eréltetett Gszas teszt és a porond teszt értékelése

25. abra Bdnf és Sigmarl mRNS illetve fehérjeszintek

26. abra Erdltetett tiszastesztet €s porondteszt

27. dbra Artérias kdozépnyomads vizsgalata és agyi véraramlas mérése T1DM asszocialt depresszidbam

28. abra A neuroinflammacié valtozasa

29. dbra A DM indukalt BDNF csokkenést és lokalizacié valtozast a LOZ normalizélja

30. abra A LOZ hatasa a mBDNF - TrkB jelatviteli utvonalra

31. abra Agtrl és Agtr2 mRNS expresszio

32. abra RAASI kezelések hatasa az agyi perfuziora és a neuroinflammaciora

33. abra proBDNF, mBDNF ¢és atalakitdé enzimek illetve szignaltranszdukcioban résztvevd faktorok valtozasa
cukorbetegségben illetve RAASi kezelés hatasara

34, abra Vizelet uC3M, TUM és rPRO-C3 szintek

35. dbra Mezangialis matrix kiterjedése

36. abra Fibrotikus szovet felszaporodasa

37. abra Kollagén-dus szdvet felszaporodasa

38. abra Fibronektin-dus szdvet felszaporodasa

13
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39
40
41

42.
43.
44,
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.

65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.

76.

. abra Profibrotikus faktorok és fibrozis markerek mRNS expressziojanak valtozasa

. abra a-SMA lokalizacidja és mennyisége

. abra RAAS komponensek mRNS expresszioja

abra Profibrotikus faktorok mRNS expresszidja

abra Morfologiai valtozasok kontroll, PDGFB és CTGF/CCN2 kezelt NRK-49F sejteken

abra Pcna és Ki67 proliferacios markerek mRNS expresszidja

abra PDGFR-f lokalizacid és aSMA fehérjemennyiség valtozasa fibroblasztokon

abra Fehérjék O-GlcNAcilacigja, OGT és OGA izoformak

abra RAASI kezelés hatasa az O-GIcNAcase hosszu izoformajanak fehérje szintjére

abra eNOS és Akt, illetve foszforilalt formajuk fehérje szintjeinek valtozasa

dbra Na'/K* ATPaz és HSP72 fehérje mennyiségének valtozasa

abra Az O-GlcNAciléacio, OGT és OGA izoformak fehérje mennyiségeinek valtozasa

abra eNOS és Akt, illetve foszforilalt forméjuk fehérje szintjeinek valtozésa

abra Na'/K* ATPaz fehérje mennyiség és lokalizacio valtozasa

abra HSP72 fehérje mennyiség és lokalizacid valtozasa

abra HSP72 és Na/K* (NKA) kolokalizacidja

abra A DAPA kezelés lassitja a DKD kialakulasat

abra A DAPA kezelés csokkenti a kollagén és fibronektin felhalmozodast

abra A DAPA kezelés csokkenti az O-GlcNAcilaciot

abra A DAPA kezelés csokkenti a hiperglikémia indukalt O-GlcNAcilaciot proximalis tubulus sejteken

abra A DAPA csokkenti a tubularis hipoxiat

abra A S1R receptor rendlis lokalizacioja

abra A FLU kezelés csokkenti a mezangialis matrix expanzi6 kiterjedését

abra A FLU csokkenti a vesefibrozist

abra A S1R agonista hatéanyagok: fluvoxamin, SA-4503 és a PRE-084 gatoljak a renalis miofibroblasztok TGFRB —

abra A S1R és a h6sokk valasz aktivalodasa 17p-0sztradiol hatasara

abra Renalis funkcionalis és strukturalis valtozasok

abra SIR-pAkt-HSP-NKA utvonal fehérjéinek valtozasa

abra A DHEA eldkezelés protektiv a rendlis iszkémia/reperfuzios karosodassal szemben

abra A FLU eldkezelés protektiv a renalis iszkémia/reperfuzios karosodassal szemben

abra A FLU el6kezelés csokkenti a vese struktiralis sériilését renalis iszkémia/reperfiizios karosodast kovetéen

abra A SIR lokalizacidjanak és jelatviteli Utjanak valtozasa oxidativ stressz illetve FLU hatasara

abra A FLU a SIR —NO medialt vazodilatacion keresztiil javitja a renalis perfuziot IRI kapcsan

abra A S1R agonistak mérsékelik a hideg iszkémids szoveti karosodast

abra A S1R agonistak mérsékelik a hideg iszkémia okozta apoptdzist

abra Veseautotranszplantaciot kovetden a S1R agonistak protektivek a rendlis funkionalis, struktaralis és gyulladasos
kéarosodasokkal szemben

abra A RAAS:I feltételezett hatdismechanizmusa DM-hez tarsuld depresszioban

14
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Tablazatok

1

2
3
4
5
6
7
8
9

. tablazat T1DM ¢és T2DM tipust cukorbetegség jellemzdi

. tablazat Hiperglikémias in vitro modell kezelési csoportjai

. tblazat Streptozotocin-indukalt diabéteszes modellben alkalmazott kezelési csoportok
. tablazat Immunhisztokémiai festéshez hasznalt antitestek

. tablazat PCR vizsgalatokhoz hasznalt primerek

. tdblazat Western blot vizsgalatokhoz hasznalt antitestek

. tdblazat. Metabolikus laborparaméterek

. tdblazat Neuroendokrin paraméterek

. tablazat Porond teszt és erdltetett iszasteszt

10. tablazat: Metabolikus paraméterek valtozasa

1

1. tablazat: Renalis laborparaméterek

12. tablazat DAPA kezelés hatdsa a metabolikus paraméterekre

13. tablazat A FLU javitja a vesefunkcios paramétereket
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I. ELOZMENYEK ES IRANYVONALAK

Tudomanyos fokozatot 2004-ben szereztem, doktori értekezésem témaja a vese iszkémias
karosodasat kiséré molekularis bioldgiai valtozasok és nemi kiilonbségek vizsgalata volt. Doktori
védésemet kdvetden tovabbra is a nefroldgia hatarozta meg klinikusi és kutatéi érdeklddésemet. Az
akut vesekarosodds mellett, egyre inkdbb a kronikus vesekarosodds patomechanizmusaval
foglalkoztam, kiilonods tekintettel a renin-angiotenzin aldoszteron rendszer (RAAS) szerepére. 2008-
ban egy évet Prof. Chris Baylis laboratoriumaban toltdttem, ahol a renalis nitrogén-monoxid rendszer
szerepét vizsgaltam a vesekdrosodas kialakuldsdban. Az itt szerzett modszertani ismeretek

meghatarozoak voltak a renalis perfuzio tanulmanyozéasahoz tovabbi itthoni kisérleteim soran.

2011-ben Lendiilet 0sztondijat nyertem, kutatasaim innent6l a diabétesz (DM) okozta
sokszervi szovédmények, elsdsorban a vesekarosodas Uj patomechanizmusainak leirdsara és Uj
terapias lehetdségek felfedezésére iranyultak. MTA doktori értekezésem — néhany korabbi kisérleti

eredménnyel kiegészitve — ezt a témat mutatja be részletesen.

A DM a lakossag kozel 10%-at érinti; hatalmas egészségligyi €s gazdasagi €s terhet jelent
vilagszerte. A DM szovOdményei hatarozzak meg a betegek életmindségét és varhato élettartamat. A
vesekarosodas a kronikus veseelégtelenség {6 tényezdje, a kardiovaszkularis események a vezetd
haldlokok k6zott szerepelnek, a depresszid eléfordulasa az atlagpopulacié tobbszordse. Napjainkban
a szoros vércukor-kontroll jelenti a terapia alapjat, de a szovédmények kezelés nem megoldott, a
pszichés zavarok pedig sokszor diagnosztizélatlanok maradnak. A veseelégtelenség progresszioja

transzplantaciot tehet sziikségessé, ahol a graftmiikodés hosszitavi megdrzése elsddlegesen fontos.

Az értekezés targyalja a cukorbetegséghez tarsuld depresszidé patomechanizmusat, kiilonos
tekintettel a Sigma-1 receptor és egyes neuroplaszticitasban fontos fehérjék valtozasaira. Részletesen
vizsgalja a RAAS szerepét a depresszidhoz kapcsolddd neuroinflammaécidban, illetve bemutatja a
RAAS gatlok antidepresszansként torténd alkalmazasanak lehetOségeit. A dolgozat leirja a
diabéteszes vesekarosodas funkcionalis és strukuralis eltéréseit, kozéppontba allitva a renalis fibrozis
folyamatat, tanulmanyozza tobb kezelési lehetdség: a RAAS gatlok, az SGLT inhibitor dapagliflozin,
¢s a Sigma-1 receptor agonistak lehetséges renoprotektiv hatdsait. A kisérletek harmadik része a
transzplantacié soran jelentkezé, a beiiltetett szerv késébbi funkcidjat meghatarozo
1szkémia/repefzids karosodas csokkentésének 1j lehetdségeit elemzi, elsdsorban a prezervacios

folyadék S1R agonistakkal torténd kiegészitését.

Kisérleteim sordn mindig azt tartottam szem eldtt, hogy alapkutatasi eredményeim lehetdleg
anem olyan tavoli jovében klinikailag alkalmazhato, terapiaban hasznalhat6 eredményt hozzanak. A

dolgozatban bemutatott adatokon alapul6 két szabadalom hasznositasaval erre teszilink kisérletet.
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II. IRODALMI ATTEKINTES

I1.1. Diabétesz mellitusz
11.1.1. A DM epidemiologidja

A diabétesz mellitusz (DM) és tarsuld szovodményei napjaink kiemelkedd fontossag
népegészségiigyl problémaja, mely gazdasagi és szocialis szempontbdl jelentds terhet ro az
euroatlanti tarsadalmakra. Az International Diabetes Federation (IDF) statisztikai szerint vilagszerte
kozel 463 millio cukorbeteg ¢él, szamuk 2045-re elérheti a 700 milliot (1. abra) [1]. A globalizacio és
a nyugati tipusu életmdd terjedése miatt a fejlédod orszagokban, Indidban, Kindban, Dél-Amerikaban
fokozott prevalencia-ndvekedés varhato, a World Health Organization (WHO) akar 150%-os
emelkedést josol. Az Osszképet tovabb rontja, hogy a becslések szerint tovabbi 200 millio a

diagnosztizalatlan esetek szama [2].

Magyarorszagon nincs felndtt regiszter, a legutols6 hazai keresztmetszeti vizsgalat alapjan a
felndttek k6zott a cukorbetegség eléfordulasa 7,75% [3]. Az IDF 2019-es felmérései szerint az arany
6,4%, de igy is Eurdpa magas incidenciaji régioi kozé tartozunk [4]. A novekedés hatterében a
populaciok oregedésén kiviil az elhizas és a metabolikus szindroma mar-mar jarvanyszeri elterjedése

all, mely jelentsen noveli a szovédmények kialakulasat is.

Eszak-Amerika &

Karib-térség

GLOBALIS

700 millié 1\
578 millio  :

PIE) 63 millié

51%-0s
56 millio ’]\33%_05

i emelkedés
€D 48 milli6 i emelkedés PIIE) 463 millio
Dél- & Kozép-Amerika Eurdpa
49 millié B 68 millié
. 1 55%-0s a1 15%-08
2030 : 2030 :
€D 40 millis emelkedés 3 - Emills emelkedeés
32 milli6 / 59 milli
Afrika Kozel-Kelet & Eszak-Afrika Délkelet-Azsia Kelet-Azsia & Oceénia
47 millio /I\ 108 millié /T\ 153 millié /I\ 212 millié /I\
— 143%-0s Zemilis 96%-0s 115 millie 74%-0s 197 millis i 31%-0s
i emelkedés Mo £ amelkedés MO emelkedés Mo ¢ omelkedés
19 millié 55 millio 88 millio 163 milli6
1. 4abra A cukorbetegség prevalencidja vilagszerte a 20-79 éves korosztalyban (Cho abraja alapjan modositva) [1]
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A DM magas mortalitasti korkép, a feln6tt lakossag haldlozasanak 11,3% -a kapcsolatba

hozhaté a cukorbetegséggel. A magas haldlozds hatterében els6sorban a fokozottabb
kardiovaszkularis mortalitas, szepszis, infekciok és tumorok gyakoribb eléfordulasa, illetve a renalis

szovédmények allnak.

A betegek ellatasanak koltsége a hosszan tarto korlefolyas és a szdmtalan tarsbetegség miatt
rendkiviil magas. Magyarorszagon tobb, mint a GDP 0,65%-a, de az Amerikai Egyesiilt Allamokban
(USA) ennek akar a haromszorosa is lehet. Az elmult évben a kiadasok Osszege vilagszinten
meghaladta a 825 millard (csak az USA-ban a 427 millidrd dollart), mely az 0sszes egészségiigyi
koltség 13%-a [5]. A DM miatt bekovetkezd korai halalozés, illetve a csokkent keresdképesség
tovabbi negativ gazdasagi kovetkezményekkel jar, melyet gyakran a cukorbetegség indirekt

egészseégligyi koltségeiként definidlnak.

11.1.2. A DM etiologidja, klasszifikacioja, diagnozisa

A cukorbetegség a szénhidrat anyagcsere kronikus zavara, melynek oka az inzulin
viszonylagos vagy teljes hidnya (l-es tipus, TIDM), illetve a szervezet inzulinnal szembeni
érzéketlensége (2-tipus, T2DM). T1DM soran a hasnyalmirigy B-sejtjeinek apoptozisa autoimmun
folyamatok kovetkezménye, melynek pontos oka egyeldre tisztazatlan, de a genetikai prediszpozicio
¢s kornyezeti faktorok szerepe feltételezhetd [6]. A klinikai tiinetek altaldban kisgyermek vagy
adoleszcens korban kezdddnek, azonban az autoimmun folyamatok (és az autoantitestek megjelenése

a keringésben) mar joval kordbban elindulhat [7].

A T2DM jellemzden felndttkorban (>40 év) manifesztalodik, legtobbszor az elhizas, illetve a
metabolikus szindroma részjelenségeként. Az utdbbi évtizedekben a gyermekkori elhizassal
parhuzamosan, a gyermek ¢és serdiilé korosztalyban is egyre nagyobb szamban alakul ki inzulin-
rezisztenciaval tarsuld T2DM. Japanban ¢és Tajvanban a 18 év alatti friss diabéteszesek mar tobb mint
fele; az USA-ban egyharmada T2DM-be tartozik [8]. A betegség hosszu tava progndzisa igen
kedvezdtlen, a 10 éves kor eldtt diagnosztizalt esetekben a varhato €lettartam kozel 20 évvel csokken,

a halalozas a normal populéacié négyszerese [9].

Bar a szénhidrat anyagcsere zavara T2DM-ben komplex folyamat, az elhizas kovetkeztében
a megnovekedett viszceralis zsirszovet szerepe egyértelmiinek latszik a B-sejt diszfunkcid és az
inzulinrezisztencia kialakulasaban [10]. A genetikai hattér itt is meghatarozo, a cukorbetegség az
elséfoku rokonok kozott szinte minden esetben eléfordul. Mindezek mellett szamos kornyezeti hatas,
mint a dohdnyzas és a mozgasszegény ¢letmod is 6nallo rizikdfaktorként azonosithatd. Az alabbi

tablazat dsszefoglalja a két o tipus jellegzetességeit (1. tablazat).
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Szempontok T1IDM T2DM
Oka az inzulin viszonylagos vagy teljes az inzulinhatds elmaradasa,
hianya inzulinrezisztencia
Eletkor barmikor, gyakrabban gyermek- vagy inkabb felndttkor (40. életévtdl), de a
fiatal feln6ttor korhatar csokken, gyermekkor is!
Gyakorisaga Osszes eset kb. 8-10%-a az esetek kb. 90%-a
Testsuly altalaban normalis normalis vagy obezitas

Tiinetek megjelenése

altalaban gyors, par-hét honap

lasst, atipusos

B-sejtek szama

kevesebb mint 10%

kezdetben normalis, késobb csokken

Inzulin hiany teljes altalaban részleges, valtozo
Autoantitestek igen nem

Ketozis kifejezett nem jellemzo
Inzulinterapia sziikséges nem feltétleniil sziikséges

1. tablazat TIDM és T2DM tipusi cukorbetegség f6 jellemzo6i

A két f6 csoport mellett tovabbi koroki tényezd ismertek (gesztacios DM, neonatalis DM,

monogénes formak, stb.), melyek az értekezésben nem keriilnek részletes bemutatasra.

A cukorbetegség korisméje T1DM-ben 4altalaban mar a klasszikus klinikai tiinetek
(polidipszia, poliuria, egyéb okkal nem magyarazhat6 jelentds fogyas) alapjan igazolodik. T2DM
esetében akar évtizedekig tiinetmentesen alakulhat a betegség és gyakran csak szlirOvizsgalat vagy
egyéb korallapot soran végzett vércukor meghatarozds eredményeként keriil felismerésre. A
diagnozis felallitdsdhoz a random vércukorérték (> 11,1 mmol/l), az ¢éhomi vércukorszint (> 7,0
mmol/l), vagy az oralis gliikdztolerancia-teszt (OGTT) soran mért kétoras érték (> 11,1 mmol/l)

egyarant alkalmas [11].

DM Aéllapithatdé meg, ha (i) az ¢homi (az utolso energiafelvételt kovetden min. 10 oraval a
vércukor értéke vénds plazmaban, enzimatikus modszerrel mérve eléri, vagy meghaladja a 7,0
mmol/I-t vagy (ii) random mért vércukorszint eléri, illetve meghaladja a 11,1 mmol/l értéket.
Klasszikus tiinetek hianyaban (iii) az ¢homi vércukorszint két kiilonb6zd alkalommal mért értéke
eléri vagy meghaladja a 7,0 mmol/I-t vagy (iv) OGTT kapcsadn az €¢homi vércukor eléri vagy
meghaladja a 7,0 mmol/l -t és/vagy a 120 perces érték eléri vagy meghaladja a 11,1 mmol/l értéket

(a koros terhelési eredmény egy masik iddpontban végzett méréssel megerdsitendo).

A glikdlt hemoglobin (HbAlc) mérése alapjan is lehetdség van a cukorbetegség
diagnosztizalasara. A HbAlc az utols6 2-3 honap vércukorértékeinek atlagat tiikkrozi, és 6,5% feletti
érték esetén tekinthetd korosnak [12]. Az amerikai ajanlasokban a 6,5% f616tti HbAlc érték, mint
6nallod diagnosztikus paraméter is szerepel: HbAlc > 6,5% két mérés alkalmaval vagy HbAlc > 6,5%

¢s az ¢homi plazma gliik6z koncentracié (FPG) > 7 mmol/I [13].
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Az egészséges szénhidratanyagcesere és a DM kozotti atmeneti allapot az emelkedett ¢homi

vércukorszint (IFG) és a csokkent gliikoztolerancia (IGT). IFG akkor all fenn, ha az ¢homi
vércukorszint 6,1 - 6,9 mmol/l és a két 6ras OGTT < 7,8 mmol/l. IGT igazolhato, ha az OGTT két
oras értéke 7,8 - 11 mmol/l és az éhomi vércukorszint értéke < 7 mmol/l [14]. A betegek folyamatos
kovetése és ellendrzése mindkét esetben indokolt, hiszen a krénikus hiperglikémia szdmos szerv

funkcidzavarat s strukturalis karosodasat eredményezheti [15].

11.1.3. A DM szovodmeényei

A cukorbetegség egyes tipusainak patogenezise alapvetden kiilonbozd, mégis a
szovodmények gyakorisagat €s megjelenési formait tekintve nagyon hasonldéak. A DM kdvetkeztében
akut és kronikus szovodmények jelentkezhetnek, a dolgozatban csak a kronikus eltérések keriilnek

részletesebb ismertetésre.

A tartés hiperglikémia makro- és mikrovaszkularis szovodmények kialakuldsahoz vezet,
melyek masodlagos sokszervi karosodast eredményeznek. Makroangiopdtia sordn a nagyerek
ateroszklerotikus elvaltozdsai fokozzdk a kardiovaszkularis €s cerebrovaszkularis kéarosodas
kockézatat, rontjdk a kognitiv funkcidét és hangulatzavarokat okozhatnak. A mikroangiopatids
elvaltozasok nyoman diabéteszes vesekarosodas (DKD), neuropatia és szemészeti szovodmények

alakulhatnak ki [16].

A DM tarsbetegségeként gyakran jelentkezd depresszio tovabb rontja a betegek életmindségét
¢s egylittmiikddését, az instabilla valo szénhidrat anyagcesere kdvetkeztében jelentdsen nd a mortalitas
[17]. DKD esetén tobbszorosére emelkedik a kardiovaszkularis szovodmények kockazata [18],
ugyanakkor a szisztémas ateroszklerdzis fokozza a vesekarosodas progressziojat. Mig a
cukorbetegség dnmagaban 3-6-szoros, addig a DKD 15-20-szoros kardiovaszkularis kockazattal jar
az egészséges populacidhoz viszonyitva. A tovabbiakban a szovodmények koziil a cukorbetegséghez

tarsuld depresszio és vesekarosodas keriilnek részletesebb ismertetésre.

I1.2. Diabétesz és depresszio

11.2.1. Depresszio epidemiologidja

A depresszid népbetegség: vilagszerte 320 milliéo embert érint, a nék kozott a negyedik, mig
a férfiaknal a hetedik leggyakoribb korkép (2.abra). Foldrajzi eloszlastol és életkortol fliggben a vilag
lakossaganak 2-15%-a szorul az élete soran legalabb egy évig kezelésre depresszid miatt. A life-time
prevalencia, vagyis a depresszios epizod eléforduldsa a teljes ¢€let soran joval magasabb, egyes

becslések szerint akar 40-50% is lehet [19]. A magyarorszagi adatok szerint a 44 évnél fiatalabbak
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18%-a, a 45-64 évesek 31%-a, mig a 65 év felettick 41%-a szenved depresszidra utalo tiinetektol,
ezzel hazank elsé a régidoban [20]. A gyakorisdg azonban bizonyosan nagyobb, hiszen a betegek

jelentds része panaszaival nem fordul orvoshoz vagy nem kap diagndzist és megfelel6 kezelést.

Napjainkban a depressziéo a munkaképesség-csokkenés masodik leggyakoribb oka, 2030-ra
varhatoan a betegségteher legnagyobb részét képezi majd [8]. A depresszid gazdasagi vonzata 21,5%-
kal nétt az USA-ban az elmult 6t évben, a direkt egészségiigyi kiadas koltsége kozel 100 milliard
dollar évente [21].

Mincs adat 2% 2.5% 3% 3.5% 4% 4.5% 5% 5.5% &% >6H.5%

2. abra Depresszios hangulatzavar életkorra standardizalt prevalenciaja vilagszerte (az abra egészségiigyi és

epidemioldgia kérddives felméréseken és metanaliziseken alapuld becslést mutat) [22]

11.2.2. A depresszio tiinetei, diagnozisa

A depresszid magatartasbeli, szomatikus és vegetativ tlinetegylittesének diagnosztizalasa a
Diagnostic and Statistical Manual-IV (DSM-1V) kritériumrendszer, valamint az International
Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems (ICD-10) protokollok alapjan
torténik [23, 24]. Aszerint, hogy a tiinetek koziil mennyi van egyszerre jelen, enyhe, kozepes és sulyos

(major) depresszids epizddrol beszélhetiink [25].

Major depresszid igazolhato, ha az alabbi tiinetek koziil legalabb 6t minimum két hétig fennall,
¢s a negativ hangulati eltolodas vagy a csokkent érdeklddés mindenképpen jelen van: negativ

hangulati eltolodas, érdeklddés elvesztése, jelentds sulyvaltozas, alvaszavar, motoros nyugtalansag
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vagy gatoltsag, faradtsag, értéktelenség vagy biintudat érzése, besziikiilt gondolkodas, szuicid

szandek, terv vagy kisérlet [25]. A betegség sziirése a mindennapi gyakorlatban a Beck-, illetve Zung-

féle depresszio kérddivvel vagy a Korhazi szorongas- és depresszidskalaval torténik [26-28].

A depressziora jellemzé tiinetegyiittesek kialakitdsdban szamos agyi teriilet vesz részt. A
hippokampusz és a prefrontalis kortex (PFC) egyes kognitiv tlinetek, mint a memoria zavar, a
blintudat és a reménytelenség érzés kialakitasaért felelds. A stridtum és az amigdala érintettsége
okozza az anheddniat €s a csokkent motivaciot, mig a hipotalamikus valtozasok az étvagytalansag és
az alvaszavar megjelenés¢hez vezetnek. Funkciondlis mdgneses rezonancia képalkotds (MRI)
vizsgalatokkal igazoltdk, hogy depresszioban a PFC és a hippokampusz neuronalis dsszekottetései
funkciondlisan ¢és morfologiailag megvaltoznak, ami a limbikus rendszer adott teriiletein az
emocionalis, kognitiv, illetve autondém idegrendszer zavarait okozza [29]. Strukturalis valtozasok,
mint a hippokampusz térfogatdnak csokkenése és a GABAerg neuronok szamanak valtozasa korrelal

a depresszi6 sulyossagaval, illetve a betegség iddtartamaval [30, 31].

A DM-ben jelentkezd depresszio gyakorisdga, oka és patomechanizmusa kevéssé ismert. A
jelenség multifaktorialis, amelyben a pszichoszocialis tényezok szerepe egyértelmii, azonban egyre
tobb kutatadsi eredmény utal arra, hogy a DM és komorbid depresszid kialakulasaban kozds

molekularis biologiai folyamatok is részt vesznek.

11.2.3. A DM és depresszio kozotti kapcsolat - attekintés

Meglepd, de a DM ¢és depresszio kozotti kapesolatot felvetd elsé gondolat mar kdzel 400 éves.
Thomas Willis neuroanatomus - amellett, hogy el6szor azonositotta a gliikozuriat a cukorbetegség
tiineteként, illetve leirta az agyban a circulus arteriousus Willisi-t - mar 1686-ban feltételezte, hogy a
cukorbetegség oka a ,,szomorusag ¢és hosszan tarté banat” [32]. Mindezek ellenére az ezt kdvetd
évszazadokban nem tortént eldrelépés az Osszefiiggés tanulmanyozasdban. A vizsgalatok zome
epidemiologiai megfigyelésekre alapozva allapitotta meg, hogy a cukorbetegek ko6zott nagyobb a
hangulatzavarok eléfordulasa, illetve depresszid esetén a DM gyakorisdga emelkedik, azonban az
esetek zOmében tovabbra is az életmindség romldsat és a pszichoszocialis tényezOk szerepét

valdszinisitették.

Az ¢életmdd jelentOsége vitathatatlan mindkét betegség kialakulasaban. Jol ismert, hogy a
depresszioban szenveddk tobbet dohanyoznak, tobb alkoholt fogyasztanak, egészségteleniil étkeznek,
valamint fizikai aktivitdsuk csokken. Ezek a tényezék mind a DM ismert, rizikofaktorai. Mas
vizsgélatok szerint azonban, a depresszid csak azokban az esetekben ndveli a cukorbetegség

kockazatat és rontja a glikémias kontrollt, ha mar eleve csokkent a gliikkoztolerancia [33].

22



dc_1685 19
Az ezredforduld kornyékén jelentek meg az elsé olyan tanulméanyok, melyek statisztikai

adatokkal is alatamasztottak a két betegség gyakoribb egytitt allasat. Anderson és mtsai. 21 000 beteg
keresztmetszeti vizsgélataval igazolta, hogy DM-ben kétszer gyakoribb a depresszi6 eléfordulasa
kortdl és nemtdl fliggetleniil [34]. Kimutattak azt is, hogy a depresszio és az antidepresszansok
hasznalata gyakrabban fordul el a késdbbiekben cukorbetegséggel diagnosztizalt személyekben,
azaz nem Oonmagaban a DM, a betegségtudat vagy a kezeléssel kapcsolatos negativ ¢letesemények
novelik a depresszid kockazatat, hanem mas patologiai tényezok is allhatnak a jelenség hatterében
[35]. Egy tanulmany szerint a mar fenndllo depresszid esetén masfélszeres a cukorbetegség
kialakuldsdnak kockazata [36]. Tovabba kimutattdk, hogy a depresszio jelenléte nemcsak a
hiperglikémia ¢és a DM eléfordulasat noveli, de fokozza szdmos szovOdmény, mint a

kardiovaszkularis események, a neuro- és retinopatia, illetve a DKD gyakorisagat is [37].

Mindezek alapjan egyértelmii a kétiranyu kapcsolat, azonban tovdbbra sem tisztazott a
komorbiditas mogott huzodd patomechanizmus. Napjaink kutatdsai molekuléris szinten keresik a
valaszt a két betegség bioldgiai kapcsolatara: hasonlo gyulladasos folyamatok, oxidativ és nitrozativ
stresszre adott valaszok, neuroendokrin, neurodegenerativ és vazoaktiv folyamatok vizsgalataval,
melyek teljes ismertetése a dolgozat kereteit meghaladja. Részletesebben csak a sajat kutatdsaink
szempontjabol jelentds kozos neuroinflammacids, vazoaktiv, és neurotrép valtozasok keriilnek

bemutatasra.

11.2.3.1. Neuroinflammadacios hipotézis

A kozelmult preklinikai és human vizsgalatai alapjan maéra egyértelmii, hogy mind a
cukorbetegséget, mind a depresszidt kronikus, szubklinikus gyulladas jellemzi: a keringésben
emelkedik a pro-inflammatorikus citokinek szintje, az agyban n6 az aktivalédott immunsejtek szama.
T1DM-ben egyrészt a pankreasz B-sejtjeinek elhaldsaval mar a korai szakaszban nd az interleukin
(IL)-1, IL-4, IL-6 ¢és a tumor nekrdzis faktor alfa (TNF-a) mennyisége [38, 39], melyet az
inzulinhiany kovetkeztében kialakuld hiperglikémia tovabb emel [40]. T2DM-ben elsdsorban a
felszaporodott viszceralis zsirszovetben, a nuklearis faktor kappa-B (NF-kB) és a c-Jun N-terminalis
kindz (JNK) szignalizacidés utvonalakon keresztiil torténik a pro-inflammatorikus kaszkad
aktivacidja, mely visszahatva hozzajarul az inzulin rezisztencia kialakuldsahoz [41]. Megnd a kering6
leukocitdk szama is, a monocitak, limfocitdk €s a neutrofilek aranya pozitiv korrelacidot mutat az

inzulinrezisztencidval €s a zsirszovet mennyiségével [42].

Hasonl6 folyamatokat latunk depresszidban is, a szisztémas keringésben emelkedik az IL-1,
IL-6, TNF-a szintje [43]. Az irodalom allaspontja megosztott azt illetden, hogy akar az aktivalodott

immunsejtek, akar a keringd citokinek atjutnak-e a vér-agy gaton. Egyes vizsgalatok szerint a pro-
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inflammatorikus citokinek pl. a TNF-a megnovelik a vér-agy gat permeabilitasat, és igy az aktivalt

monocitak bejutnak a kdzponti idegrendszerbe (KIR) [44]. Mdas adatok azt mutatjak, hogy ezek a

sejtek még ha at is mennek a membranon nem jutnak be a parenchiméba [45].

A kozelmult allatkisérletes adatai alatamasztottdk, hogy a PFC ¢és a hippokampusz teriiletén
aktivalodé mikroglia 6nmaga is képes citokin termelésre. A lokalisan felszaporodo gyulladésos
mediatorok kézvetleniil csokkentik a neuronok plaszticitasat [46] és a depresszio jellegzetes tiineteit
(kimertiltség, étvagytalansag, alvaszavar) idézik el [47]. Ugyanakkor ezek a citokinek a vér-agy
gaton keresztiil kijutva a szisztémas keringésbe keriilve gyulladdst okozhatnak, igy hozzéjarulnak a
pankreasz  f-sejteinek  csokkent ~miikddéséhez, az inzulinrezisztencia ¢és a T2DM

kialakulasdhoz/progressziojahoz [48]. Tehat a kétiranyu hatas molekularis szinten is tetten érhetd.

11.2.3.2. Hipoperfizios hipotézis - renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer

Az agyi perfuzidt a szisztémas hemodinamikai hatasok €s a cerebrovaszkularis autoregulacié
hatdrozza meg. Az agyi erek allapota az artérids vérnyomas fiiggvényében valtozik, a két rendszer
depresszidoban szenvedd betegekben igazoltdk, hogy a lateralis és medialis PFC ¢és a hippokampusz
fokozottan érzékenyek az autoregulacids zavarokra, ami magyarazza, hogy mar a teriilet enyhe fokt
hipoperfuzidja is depresszidra jellemzo klinikai tiineteket okozhat [49]. A kardiovaszkularis rendszert
érintd betegségekben, koztilk DM-ben is, az aktivalodott renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer
(RAAS) és a fokozott ateroszklerozis kovetkeztében a csokkend érfal rugalmassag és endotél

diszfunkcio miatt az agyban lokalis hipoperfuzio és vazokonstrikcié alakul ki [50, 51].

A ,klasszikus” RAAS-ban, a vesében termelédd renin a hepatocitdkbdl szarmazo
angiotenzinogént hasitja és angiotenzin I (ANGI) keletkezik. A tiidé endotél, illetve a rendlis epitél
sejtekben kifejez6dd angiotenzin II konvertald enzim-1 (ACE1) altal bioaktiv ANGII képzddik [52],
melynek elsddleges receptorai az angiotenzin receptor (ATR) 1 és az ATR2. Az ANG II alternativ -
ACE fiiggetlen - tton is kialakulhat kiméazok, kaboxipeptidaz, katepszin G vagy tonin enzimatikus
aktivitasa révén [53]. Az ACE masik izoformdja, az ACE2 ANGI-b6l ANG (1-9)-et, illetve ANGII-
b6l ANG (1-7)-et hasit [54], melyek részben az ATR2 és Mas receptoron keresztiil hatnak (3. dbra).

Egyre nyilvanvalobb, hogy a RAAS miikddése komplexebb, mint feltételezték, a vérnyomas
¢€s a sO- ¢s vizhaztartas szabalyozasa mellett szamos mas hatasért felelés. Az ANGII az ATR1-en
keresztiil vazokonstrikciot, gyulladast és fibrozist indukal [55], emellett fokozza a vazopresszin, az
kevésbé tisztazott, egyes vizsgalatok szerint az ATRI1 aktivacidjaval ellentétes hatast, vagyis

leginkabb anti-proliferativ, vazodilatativ és gyulladascsokkentd folyamatokat kdzvetit [56].
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A RAAS elemei a szisztémas keringésbdl a KIR-be a harmadik és negyedik agykamra koriili

cirkumventrikularis szervek fenesztralt kapillarisain keresztiil keriilhetnek be, mert a vér-agy gaton
nem jutnak at. Ugyanakkor bizonyitott, hogy az agyban lokalisan is miikodik a klasszikus RAAS
elemeit termeld agyi RAAS [57, 58]. Az agyi RAAS a vérnyomas, testhdmérséklet és lokomotoros
aktivitds szabdlyozasa mellett részt vesz a memoria, a viselkedés és a tanulas folyamatiban.
Vazomotor hatdsan kiviil az ANGII neurohormonalis és transzmitter funkciokat is ellat, indukalja a
katekolaminok és az aldoszteron szintézisét, stresszhatasra fokozza a hipotalamusz-hipofizis-

mellékvese (HPA) tengely aktivitasat, mely kdzponti szerepet jatszik a vazoreguldcioban.

Az agyban a renint és az angiotenzinogént féleg a hipotalamikus és hipofizealis asztrocitak,
illetve a gliasejtek és neuronok termelik. Az enzimek mennyisége joval kisebb, mint a szisztémas
rendszerben, ¢s aktivitdsuk az életkorral csokken [59-61]. Az ANGII a hipotalamusz, hipofizis,
kortex, amigdala, cerebellum és a hippokampusz teriiletén szintetizalodik [62]. A klasszikus RAAS
elemek mellett, az ACE2, ANG (1-7), ANG IV, ATR4 és Mas-receptor is kifejezddik az agyban [63],
melyek miikodése két £6 tengely: az ACE2/ANG (1-7)-Mas1 és az ANG IV-IRAP utvonalak mentén
rendezodik. Ezek az utak, inkdbb az anti-inflammatorikus és az antioxidativ mechanizmusok

aktivalasa révén a neuroprotekcioban jatszhatnak szerepet, de szerepiik egyeldre kevéssé feltart.
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3. abra Szisztémas és lokalis agyi RAAS (sajat abra, roviditések feloldasat lasd a szdvetben feljebb)
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11.2.3.3. Neuroendokrin hipotézis

Az immunologiai €s vazoregulacios faktorokon kiviil mindkét betegség kialakulasanak k6zos
endokrinologiai/metabolikus oka a szénhidrat anyagcsere zavara: a hiperglikémia, az

inzulinhidny/rezisztencia, melyek DM-ben jatszott szerepét sziikségtelen részletezni.

Ismert, hogy az inzulin az agyban jobban kotddik a kognitiv és érzelmi funkcidkért felelds
teriiletekhez [64]. Diabéteszes allatmodellben kimutattdk, hogy az inzulin hidnya - a karosodott
triptofan transzport kovetkeztében - csokkenti az agy szerotonin termelését [65], ami depresszid-szeri
viselkedésmintat eredményez. A szerotonin rendszer miikodésének zavarat cukorbeteg
gyermekekben is leirtdk [66]. Mas feltételezések szerint ezekben a betegekben az ismétlodod
hipoglikémias allapotok is kognitiv zavarokhoz vezethetnek, azonban a rendelkezésre all6 adatok
ellentmondasosak és a patomechanizmus sem tisztazott [67]. T2DM-ben végzett metaanalizisek
bizonyitottak, hogy inzulinrezisztencia esetén a depresszios tiinetek megjelenése gyakoribb [68] és
né az Ongyilkossdg kockazata [69]. Kimutattdk tovabbd, hogy az antidepresszans kezelés az
inzulinrezisztencia csokkentésében is hatékony [70], ami szintén a bidirekcionalis Osszefliggést

tamasztja ala.

A HPA tengely hiperaktivitasa kozos jellemzdje mindkét betegségnek. Depresszidban a HPA
tengely funkciondlis zavarai jol ismertek: a hipofizis hipertrofizal, n6 a plazma és a likvor kortizol és
kortikotropin-serkenté hormon (CRH) szintje [71]. DM-ben a megemelkedett pro-inflammatorikus
citokin szintek (pl. IL-1, IL-6) a HPA tengely aktivacidja révén fokozzdk a CRH mennyiségét,
novelik a kortizol szekréciot igy hozzajarulhatnak a depresszid kialakulasdhoz, romlasahoz [72]. A
tartos talmiikodés kovetkezményeként a HPA tengely késobbi stresszfaktorokra, mint példaul az

inzulin-indukalta hipoglikémiara adott valasza is csdkken [73].

11.2.3.4. Neurotrofikus hipotézis

A neurotrofikus elmélet szerint, molekularis szinten a két betegség kozotti kapcsolatot a
neurotrofinok, elsésorban a brain-derived neurotrophic faktor (BDNF) jelentheti, mely neurotrofikus

szerepe mellett, immunotrofin és metabotrofin tulajdonsadgokkal is bir.

A BDNF a neurotrofinok csaladjaba tartozo fehérje, mely féként a kozponti és periférias
idegrendszerben termelddik, azonban nem-neurogén szovetekben is kimutathatd. Fiziologas
koriilmények kozott a neuronok szintetizaljdk, de stresszhatasra (gyulladds, iszkémia,
antidepresszansok, stb.) az asztrocitakban is fokozodik az expresszioja [74].

A BDNF elsdsorban az idegsejtek tulélésében és novekedésében jatszik szerepet, de szamos
tanuldsi és memoria folyamatban is részt vesz. Eldszor prekurzor formaban termelddik az

endoplazmatikus retikulumban (ER), melybdl az érett forma proteolitikus hasitas révén alakul ki. A
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prekurzorbol az érett forma atalakulasa intracelluldrisan furin és konvertaz enzimek révén torténik,

valamint extracellularisan plazmin €s matrix metalloproteinaz 2 és 7 segitségével [75]. A keletkezett
érett forma a tropomiozin receptor kindz B (TrkB)-hez kotédik, ezaltal elinditja a foszforilacios
kaszkadot, mely soran aktivalodnak az extracellularis szignal-szabalyozott kinaz (ERK), a
foszfoinozitid 3-kindz (PI3K) ¢és a foszfolipaz C (PLC) utvonalak. Ezek a szignaltranszdukcios
mechanizmusok hozzéjarulnak az axonok és dendritek novekedéséhez, a neurotranszmitterek
szintézis€¢hez €s felszabaduldsahoz [76], valamint a pre- és a posztszinaptikus sejtek aktivalodasi

hatékonysaganak noveléséhez [77] (4. abra).

A korabbiakban ugy gondoltak, hogy az extracellularis térbe kijutd prekurzor forma inaktiv,
biologiai folyamatokat nem modulal. Késébb kimutattdk, hogy a prekurzor BDNF kotédve a p75
neurotrofin receptorhoz (p75Ntr) [78] az NF-xB és JNK utvonalakon keresztiil apoptozist és
csokkent szinaptikus hatékonysagot idéz eld [79]. Ez a hatés ellentétes az érett BDNF-TrkB altal

aktivalt mechanizmusokkal.
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4. abra A BDNF szignalizaciés utvonalai (BDNF: brain-derived neurotrophic factor, TRAF4/6: TNF receptor-
associated factor 4/6, RIP2: receptor interacting protein-2, JNK: c-Jun N-terminal kinase, NF-kB: nuclear factor kappa-
B, , Shc: adaptor protein 1, Grb2: growth factor receptor-bound protein 2, SOS: son of sevenless, Gabl: GRB2-
associated-binding protein 1, IRS1/2: Insulin receptor substrate 1/2, Ras: small GTPase proteins, Raf: serine/threonine-
specific protein kinases, MEK: mitogen-activated protein kinase kinase, ERK: extracellular signal-regulated kinases,
PI3K: phosphoinositide 3-kinase, Akt: protein kinase B, mTOR: mammalian target of rapamycin, , CREB: cAMP
response element-binding protein, Cunha abraja alapjan modositva) [77].
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A BDNF szerepét a depresszid patomechanizmusdban egyre tobb allatkisérletes és klinikai

adat tamasztja ala. Fontos kiemelni, hogy a kozponti idegrendszer kiilonbozo tertiletein a BDNF
kifejez0dése €s hatasa eltérd: mig a hippokampuszban és a prefrontalis régidban gatolja a depresszio

tiineteit, addig a nucleus accumbensben és az amigdalaban facilitalja a betegség kialakuldsat [80].

A hippokampuszban és a prefrontélis régioban lokalizalddoé neuronokra élettani koriilmények
kozott magas BDNF és TrkB szint jellemzd, azonban depresszid soran ez jelentdsen csokken [81].
Depresszids, illetve ongyilkossagot elkovetd betegek szérumédban és plazméjaban is alacsonyabb
BDNF szinteket detektaltak [82], amely azonban a tiintetek enyhiilésével ismét emelkedik a kezelés
iddtartalmatol és az antidepresszans tipusatol fliggéen [83]. A kozelmultban végzett, 10 000
depresszioban szenvedd beteg bevonasaval késziilt metaanalizis soran is hasonld kovetkeztetéseket

vontak le [84].

Bér a BDNF legnagyobb mennyiségben az idegrendszerben szintetizalodik, az endotél sejtek,
izomszdvet, maj, zsirszovet, s6t az aktivalt immunsejtek is termelik. Neurotrofikus szerepe mellett
egyre inkabb el6térbe kerililnek metabolikus funkcidi is. Az inzulin, leptin, ghrelin és egyes
gyulladasos citokinek aktivitdsanak szabalyozasan keresztiil befolyasolja a taplalékfelvételt, testsulyt,
vércukrot és az inzulin szenzitivitast, igy fontos szerepet jatszik a T2DM és obezitas patogenezisében
[85]. db/db egerekben kimutattdk, hogy a BDNF mérsékli az inzulinrezisztenciat, csokkenti a
vércukorszintet és protektiv hatast a hasnyalmirigy szigetsejtjeire [86]. Patkanymodellben igazoltak,

hogy a magas zsirtartalmu diéta kovetkeztében lecsokkent BDNF és TrkB fehérje szintje [87] rontja

crcr

T2DM betegek plazmdjaban is alacsonyabb BDNF szinteket mértek, mely forditott
korrelacidt mutatott a vércukor értékével és a HOMA-indexszel [89]. Ezeket az eredményeket mas
klinikai vizsgalatok is megerdsitették [90, 91], sot leirtak, hogy azokban a demenciaban és kognitiv
zavarokban szenvedd betegekben, akik cukorbetegséggel is kiizdenek, a BDNF szintje jelentésen
alacsonyabb, mint a normoglikémids csoportban [92]. Mindezek tekintetében megalapozottnak
latszik a BDNF 0sszekotd szerepe a DM ¢és depresszid kapcsolatdban, és felmeriil a TrkB-BDNF

utvonal jovdbeli terapias potencialja.

11.2.4. A Sigma-1 receptor

A BDNF upstream szabalyozéasaban egyre inkabb elétérbe keriil a Sigma-1 receptor (S1R)
szerepe. A SIR egy 25 kDa molekulasulyu transzmembran polipeptid, két izoforméja ismert, a SIR
¢s a S2R, melyek szoveti specificitdsa és ligandkotd profilja eltérd. A tovabbiakban csak a
kutatdsunkban résztvevd SIR keriil részletesebben ismertetésre. A S1R-ban két hidrofob o-hélix

alkotja a transzmembran részt, és mind az N-, mind a C-terminalis vég az ER-ban van. A BDNF-hez
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hasonloan legnagyobb mennyiségben az idegrendszerben a hippokampuszban, prefrontalis kortexben

¢és a stridtumban expresszalodik, de kifejezddik a periférias szervekben is, mint a maj, a sziv, a

hasnyalmirigy ¢€s a vese [93] (5. abra).

Elsdsorban a plazmamembranban ¢és szubcelluldris membranokban, foként az ER-ben
helyezkedik el, ahol nyugalmi allapotban komplexet képez a chaperone binding immunoglobulin
fehérjével (BiP). Kozvetlen vagy kozvetett hatdsa van szamos fehérjére, pl.: G-protein kapcsolt
receptor (GPCR), ioncsatornara (Ca?*-, Na'-, K*- és Clcsatornakra), lipidre [94]. Hatasat protein-
kindz A, C, valamint B (Akt) enzimeken keresztiil is kifejtheti, aktivalja az Akt-NOS jelatviteli
utvonalat, serkenti a nitrogén-monoxid (NO) szintézist [95]. Az ER protein-egyensulyaban szerepet
jatszo6 enzimek koziil az inozitolt igényld kinaz 1 (IRE1) stabilizalasaval részt vesz az IP3-Akt titvonal
aktivalasdban [96]. Emellett szerepe van a sejt tulélésében a szintén az ER-ban talalhat6 anti-
apoptotikus Bcl-2 protein, és az apoptotikus hatast bcl-2 associated X-protein (Bax) és kaszpaz-3

gatlasa révén [97].

Citoszol

citoszol vagy
SBDL 11 extracellubaris tér

fl‘.lni'n‘l-ll'l'llhl'ﬂll
a-hélixek

ER lumen vagy
intracelluliris tér

N-termimsilis

ER lumen

5. abra A SIR transzmembran szerkezete Monomer (a) és homotrimer (b) (SIR: sigma-1 receptor, ER:

endoplazmatikus retikulum, SBDL: steroid binding domain like régio, Ossa abraja alapjan modositva) [98]

A receptornak szamos endogén (neuroszteroidok, dehidroepiandroszteron, progeszteron) €s
farmakologiai  szempontbol  jelentds  exogén  (neuroleptikumok,  antidepresszansok,
antipszichotikumok) liganduma ismert [99]. Agonista hatasu ligand kotddésekor fokozodik a receptor
mRNS expresszidja fokozodik és nd a fehérje mennyisége, illetve a receptor kihelyezédik a
plazmamembranba, ahol a Ca** dependens foszforilacié révén az intracellularis jelatvitelt is

befolyasolja [100].

Az idegrendszerben a S1R agonistdk javitjak a szinaptikus plaszticitast €s az idegsejtek
talélését, nagyrészt a BDNF-TrkB szignalizacidés ut befolyédsoldsa révén. In vitro és in vivo
vizsgalatok alapjan egyes S1R agonista kezelés hatdsara (pl. SA4503 vagy PRE-084) a BDNF

mennyisége nd a hippokampuszban [101], a prefrontdlis kortex asztrocita ¢s mikroglia sejteiben
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[102], illetve aktivalodnak a fentiekben ismertetett TrkB medidlt Gtvonalak. Ezzel parhuzamosan a

SIR a jelatviteli folyamatokat mas tirozin-kinaz receptorokon, pl.: az epidermalis ndvekedési faktor
receptor (EGFR) [103] és a vérlemezke eredetli novekedési faktor receptor (PDGFR-B) [104]
keresztiil is aktivalhatja, ami esetleges patofiziologiai szerepét mas korfolyamatok kapcsan is

felveti/megerdsiti (pl.: fibrozis).

A S1R és a hangulatzavarok Osszefiiggése az elmult évtizedben meriilt fel el0szor, amikor
tobb antidepresszansrol (fluvoxamin, fluoxetin, bupropion) igazoltak, hogy kétédnek a SIR-hoz, és
az antidepresszans hatdsuk SIR antagonistaval felfiiggeszthetd. Kimutattak, hogy egyes endogén
neuroszteroidok, mint a dehidroepiandroszteron (DHEA) vagy pregnolon antidepresszans
tulajdonsaga is részben S1R medidlt [105]. A SIR szerepe akkor valt egyértelmiivé, amikor
megfigyelték, hogy a SIR knock-out (KO) egerek depresszidra jellemzo6 tlineteket mutatnak [106],

azonban a pontos molekularis mechanizmus tovabbra sem egyértelmdi.

Az egyik lehetséges szabalyozasi utvonal a neutrofinokon keresztiil valosulhat meg; szamos
szelektiv szerotoninvisszavétel gatld (SSRI) noveli a BDNF expressziojat €s aktivalja a jelatviteli
mechanizmusokat. A S1R agonista SA4503 ¢és PRE-084 kezelés noveli a BDNF expressziojat a
depresszioért felelds agyi teriileteken, a hippokampuszban és a prefrontalis kéregben és a TrkB
jelatvitelen keresztiil serkenti az idegsejtek mitkddését [107]. Mindezek arra utalnak, hogy kézvetlen
szabdlyozas is van a SIR-BDNF kozott, de a kapcsolat szerepe a hangulatzavarok

crer

ismeretlen. Ennek a folyamatnak a feltérképezése kutatdsaink egyik {6 célja (6. dbra).

/ Hiperglikémia \‘
Inzulin deficiencia/
rezisztencia
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Diabetesz mellitusz Bcsc oo

Immuno-inflammatorikus
faktorok

Depresszio

Genetikai tényezdk
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6. abra A cukorbetegség és depresszio kozotti patofiziologiai oOsszefiiggések (HPA: Hipotalamusz-hipofizis-

mellékvese tengely, BDNF: brain-derived neurotrophic factor, sajat abra alapjan moédositva) [108]
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I1.3. Diabéteszes vesekarosodas
A cukorbetegeknél jelentkezd depresszid nem csupan az életmindséget és a glikémias kontrollt

rontja, de jelentdsen noveli a tobbi szovodmény, igy a vesekarosodas eléfordulasat és stilyossagat is.

11.3.1. A DKD epidemiologiaja

A cukorbetegség a felnottkori kronikus veseelégtelenség (KVE) legfébb oka. A DKD talajan
kialakuld6  KVE prevalencidja az utobbi évtizedben megduplazodott [109]. A vesemiikodés
besziikiilése esetén tobbszordsére nd a kardiovaszkularis szovéddmények kockazata, tovabba a
dializaltak 5 éves tulélése minddssze 34%. [110]. A DKD 30-40%-ban felelés a felndttkori
végstadiumu veseelégtelenség (ESRD) kialakulasaért. A vesekarosodas T1DM-ben a betegek 30-
40%-aban, T2DM-ben 20-30%-ban 1ép fel, atlagosan 10-15 évvel a cukorbetegség megallapitasat
kovetden. A vesekarosodds T2DM-ben mar a cukorbetegség diagnosztizalasanak pillanatdban jelen

lehet [111].

11.3.2. A DKD tiinetei, diagnozisa

Kozel 50 éve jelentek meg az irodalomban a hiperglikémiaban észlelt megndvekedett albumin
exkréciordl szolo elsé kozlemények. A mikroalbumitria (MA) kifejezést elsoként Viberti hasznalta
1982-ben, a standard tesztcsikkal nem detektalhatdo mennyiségii albuminiirités megnevezésére [112].
Igazolta tovabba, hogy a MA megjelenése cukorbetegekben a vesekéarosodas fiiggetlen prediktoranak

tekintendo.

A DKD klinikai képének ¢€s a szovettani valtozasainak dsszefiiggését Gellman irta le els6ként
1959-ben diabéteszes betegek vesebiopszidinak kapcsan [113]. Ennek alapjdn napjainkban a
strukturalis elvaltozasok szerint a DKD alébbi 6t stadiumat kiilonitjiik el [114]. (1) A korai szakban
(Lst.) rendlis hiperfiltracio és hipertrofia figyelhetd meg, a glomerularis filtracids rata (GFR) n6 a
glomerulusok hipertréfizalnak, de a bazdlmembran és mezangium még ép szerkezetli. A masodik

stddiumédban (ILst.) intermittdld MA (30-300 mg/nap), szdvettanilag a glomerulusok

bazdlmembranjanak megvastagodasa és a mezangialis matrix felszaporodasa figyelheté meg. Tartds

MA a betegség harmadik stadiumdara (IIlst.) jellemzd, ilyenkor a vérnyomas mar hatarérték

hipertoniat jelezhet, a GFR csokkenni kezd. A bazdlmembran vastagodds és mezangialis matrix
felhalmozddas tovabbi progresszidja jellemzd. A vesekarosodas eldrehaladtaval glomeruloszklerdzis
¢s az extracellularis matrix (ECM) fehérjék (kollagén I, III, IV ¢és fibronektin) nagymértéki

akkumulacioja figyelhetdé meg. A 7. abra bemutatja a DM-re jellemz0 strukturalis valtozasokat.
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7. abra Az egészséges és a diabéteszes vese strukturalis jellemzdi Az abra fels6 része a diabéteszes, az also része az

egészséges glomerulust jelli. (Thomas abraja alapjan modositva) [115]

A negyedik stadiumban (IV. st.) n6é az albuminvesztés (> 300 mg/nap, makroalbuminuria) és

non-szelektiv proteinuria jelenik meg. Szovettanilag a glomeruloszklerdzis, ateroszklerdzis és a
kréonikus tubulointersticialis karosodas tovabb sulyosbodik, mely az €p struktira kiszoritasa révén a
vesefunkcio6 besziikiiléséhez vezet. A glomerularis funkcié romldsa miatt csokken a vizeletképzés és

a kivalasztas, ezaltal emelkedik a szérum kreatinin szint és nd a vérnyomas. Az 6todik stddiumban

(V.st.) a miikodod nefronok szama jelentdsen lecsokken, ami végiil urémidhoz és veseelégtelenséghez
vezet. A vese karosoddsa miatt lecsokkent eritropoetin termelés anémiat okoz. Zavart szenved a D-
vitamin aktiv formava alakulasa, ami csokkent intesztinalis kalcium felszivodassal és fokozott
csontvesztéssel jar. A lipid szintek (koleszterin, triglicerid) emelkednek [116]. A napi vizelet

mennyisége egyre kevesebb, jellemz6 az 6déma, faradékonysag, kialakul az ESRD (8. dbra).
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8. abra A DKD lefolyasa (GFR- glomeruldris filtracids rata, ESRD-végallapotu veseelégtelenség, RAAS-renin-

angiotenzin-aldoszteron rendszer, NTx-vesetranszplantacio, sajat abra) [117]

A DKD diagnézisa kimondhatd, amennyiben cukorbetegségben szenvedd betegnél 6 honapon
beliil, h&rombol min. 2 alkalommal, éjszakai vagy a 24 oras gylijtott vizeletben koros albuminiiritést
(<30mg/24 ora), vagy besziikiilt vesefunkcidt észleliink és egyéb eredetii vesebetegség kizarhato. A
mérést 1z, infekcid, menstruacio, hematuria, hipertonia vagy ACE gatlok (ACEi) hasznélata esetén
el kell halasztani, illetve kizarand6 az ortosztatikus vagy mars-proteinuria jelenléte is. A legfrissebb
ajanlasok szerint a MA sziirésének megkezdése T1DM-ben korfliggd: (1) a pubertast megelézéen
kialakult DM 2 éves betegségtartama esetén 11 éves kortol, (ii) 5 éves betegségtartam esetén 9 éves
kortol indokolt. (iii) A pubertas idején manifesztalodo betegség esetében a diagndzis utan 2 évvel
végzendd el a MA sziirés, rizikdcsoportokban (lanyokban, dohanyzokban, csaladi halmozodas
esetén) elobb. A DKD sziirése T2DM diagndzisakor azonnal elvégzendd, tekintettel arra, hogy a

cukorbetegség ilyenkor akar mar 5-10 éve fennallhat [118].

Az utobbi években egyre tobb vizsgalat kérddjelezi meg a MA prediktiv értékét a DKD
kialakulasat illetden [119, 120] és intenziv kutatasok zajlanak j biomarkerek felfedezésére. Az egyik
ilyen lehetdség a podocitak kimutatasa a vizeletben. A podocitdk szdmanak csdkkenése és a podocita
citoszkeleton karosodasa bizonyitottan kulcsszerepet jatszik a DKD patogenezisében. Cukorbetegek
vizeletében a podocitak mennyisége aranyos az albuminuria mértékével [121]. Allatkisérletekben
mar sikertilt aramlasi citométerrel is kimutatni a podocitékat a vizeletben, azonban mddszer klinikai

validalasa még folyamatban van, rutin diagnosztikai gyakorlatra egyeldre nem alkalmas.
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Az akut vesekarosodasban korabban mar megbizhaté markerként azonositott neutrophil

gelatinase associated lipocalin (NGAL) és kidney injury molecule-1 (KIM-1) a kézelmult eredményei
alapjan a DKD igazoldsara is megfeleld lehet. TIDM-ben kimutattak, hogy mindkét fehérje
mennyisége az albumindria stlyossdgaval aranyos mértékben megemelkedik [122]. Igazoltak
tovabba, hogy ACE:I lizinopril adasat kovetden a vizeletben {iriild NGAL mennyisége csokken [123].
Mindezek arra utalnak, hogy az 0j biomarkerek potencialisan kordbban jelezhetik a vesekarosodas
meglétét, mint a jelenleg hasznalt mérési modszerek. Mindaddig, azonban mig az 0j markerek
validalasa zajlik, az albuminuria és a kreatinin rendszeres mérése, illetve a GFR meghatarozasa jelenti

a DKD szlirésének alapjat mind a gyermek, mind a felndtt cukorbetegek kdrében.

11.3.3. A DKD patogenezise

A vese a gliikdz homeosztdzisdnak szabalyozéasaban elsdsorban a rendlis gliikdz reabszorpcid
révén vesz részt, melynek jelentds része a proximalis tubulusokban a natrium-gliikoz
kotranszportereken (SGLT) keresztiil, inzulintdl fiiggetlen médon valdésul meg [124]. A proximalis
tubulus sejtek a gliikozt energiaforrasként nem hasznositjak, igy a visszaszivott gliilkoz csaknem teljes
mennyisége visszakeriil a peritubularis- €s szisztémas keringésbe és cukor a vizeletben nem jelenik
meg [125]. A proximalis tubulusban a gliikkoz 90-97%-anak visszaszivasat az S1 szegmens luminalis
membranjan lokalizalodo SGLT2 végzi. Ez a nagy kapacitast, de alacsony affinitasu gliikoz
transzporter a natriumot és a gliikozt 1:1 aranyban széllitja. A maradék 3-10% gliikéz visszaszivasa
a kis kapacitasu, magas affinitasu gliikz/galaktéz transzporter, az SGLT1 révén zajlik. Az SGLT1 a
proximalis tubulus S2/S3 szegmensének luminalis membranjan fejezddik ki és 2 Na'-ot, illetve egy

gliikozt transzportal [126].

Az SGLTI és SGLT2 transzportereken keresztiil zajlé gliikdz reabszorpcid a Na'/K ' -ATPaz
(NKA) altal generalt koncentracio gradiens mentén torténik (9. dbra. Az apikalis membranon térténd
visszaszivas utan, a gliikkdz passziv transzporttal atjut a bazolaterdlis membranon, amit az S1
szegmensben a gliikkdz transzporter-2 (GLUT?2), illetve az S2/S3 szegmensben a gliikoz transzporter-
1 (GLUT1) medial [127].

Hiperglikémids allapotban megndvekszik a filtralt glikéz mennyisége, igy a reabszorpid
mértéke is, ami az SGLT2 mennyiségének ¢és aktivitasanak novekedésével jar. [128]. DM-ben az
transzporterek maximalis reabszorpcids kapacitasa kb. 20%-al n6. A kivalasztott gliikkoz mennyisége
akar 500-600 g/nap is lehet 10-12 mmol/l vércukorszint és normal GFR mellett [129]. Ha a filtralt

gliikoz mennyisége meghaladja az SGLT-k transzportmaximumat, gliikkozuaria 1ép fel [130].
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9. abra Gliikozfelvétel a vesében (SGLT: natrium-gliik6z kotranszporter, Dr. Balogh Déra PhD disszertaciojabol engedéllyel)

A DKD kialakuldséhoz szdmos, egymassal is 0sszefliggd metabolikus és hemodinamikai it
vezet. Kisérletes €s klinikai tanulmanyok sora bizonyitja a DKD komplex folyamatat, melyek

ismertetése joval meghaladja még egy doktori disszertacio kereteit is.

A kronikus hiperglikémia csaknem minden rendlis sejttipust érint, bar egyes sejtek
érzékenyebbek a magas gliikdz koncentracio okozta karosodasra. Mivel a proximalis tubulusok gliik6z
felvétele inzulintdl fiiggetlen ez kiilondsen érzékennyé teszi Oket a hiperglikémias koriilményekkel
szemben [131]. A korai szakaszban a gliikozterhelés hatasara fokozodik a proximalis tubulusban a
gliikéz reabszorpcid, a tubulusok hiperplaziaja és hipertrofidja kovetkezik be. A késdbbiekben a
hiperglikémia, a késoi glikacios végtermékek (AGE) altal indukalédé hexdézamin €s poliol utvonalak,
a fokozott RAAS aktivitas és a tubularis hipoxia hatasara gyulladasos citokinek, novekedési faktorok
¢s ECM komponensek termelddnek. Mindezek egyiittesen jelentés hemodinamikai valtozasokhoz
vezetnek, tubulointersticialis gyulladést és végsd soron a fibrézis kialakuldsat okozzak [131-133]. Az
alabbi abra Osszegezi a legfontosabb mechanizmusokat, részletes ismertetésre tovabbiakban csak a

sajat kisérleteink soran tanulmanyozott Gtvonalak keriilnek (70. dbra).
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10. abra A DKD kialakulasanak mechanizmusai (RAAS: renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer, IC: intracellularis,
ROS: reaktiv oxigéngydkok, AGE: elérehaladott glikozilalt végtermékek, PKC: protein kinaz C, TGF-8: novekedési faktor
béta, PDGFB: trombocita eredetli novekedési faktor, NF-kB: Nuklearis faktor-kappa B, ECM: extracellularis matrix, MCP-

1: Monocita kemoattraktans protein-1) [117]

11.3.3.1. A DKD és RAAS aktivacio

A keringd RAAS mellett a vesében az 6sszes RAAS elem kifejezddik és szabalyozasa a
szisztémas RA AS-t6l fiiggetleniil is torténhet. A hiperglikémia mar 6nmagéaban kivalthatja a lokalis
RAAS ,tilaktivalédasat”, amit az is bizonyit, hogy a proximalis tubulus sejtek 24 6ran at tarté magas
gliikozzal torténd kezelése serkenti az angiotenzinogén mRNS expressziojat [134]. A DM korai
szakaszaban a proximalis tubulusban szelektiven fokozddik a renin expresszid, ami a tubularis ANGII
emelkedéséhez vezet [135]. A lokdlisan megnovekedett ANGII direkten fokozza a renalis

angiotenzinogén mRNS expressziojat, az igy kialakulo 6rdogi kor tovabb ndveli a RAAS aktivaciojat.

A tulaktivalodott ANGII hatasara emelkedik a rendlis transforming growth factor béta (TGF-
B) expresszid, ami karositja az afferens arterioldk autoreguléciojat, igy emelkedik a glomerularis
intrakapillaris nyomas €s a bazdlmembran fehérjeatereszto képessége. Az ATR1-en keresztiil noveli
a vaszkularis rezisztenciat, csokkenti a vese vérataramlasat, serkenti az ECM expanziot és hozzajarul
az epitél sejtek hipertrofidjahoz, melyek mind a tubulointersticidlis fibrozis, mind a

glomeruloszklerézis kialakuldsat triggerelik. A TGF- mellett mas profibrotikus faktoroknak, mint a
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kotdszoveti ndvekedési faktor (CTGF) és PDGFB, a plazminogén aktivator inhibitor (PAI-1) medialt

utvonalaknak, illetve kiilonb6z6 pro-inflammatorikus citokineknek is jelentds patognomikus szerepe

van.

Az ANGII és hiperglikémia serkenti az aldoszteron termelddését is, ami tovabb stlyosbitja az
ANGII kéros hatasait [136]. DM-ben normalis plazma aldoszteron szintek mellett is emelkedett a
renalis aldoszteron mennyisége, ami dnmagaban is lokalis gyulladast €és fibrozist indukal, illetve
fokozza az albuminuriat [137]. Emellett hozzajarul a kollagén termelddés és endotélidlis diszfunkcio

kialakuldasdhoz tovabb rontva a DKD progresszidjat [138].

11.3.3.2. A DKD és O-GlcNAcildcio

Az O-GlcNAcilécio az egyik leggyakoribb poszttranszlacios modosulds, melyet az 1980-as
évek elején irtak le eldszor. Mivel ugyanazonon az oldalldncon megy végbe, mint a foszforilacio,
ezért szamos fehérje esetében (pl. eNOS) kompeticioba 1ép vele.

A folyamat sordn a gliik6z a hex6zamin utvonal (HBP) 1épésein keresztiil atalakulva a fehérjék
szerin ¢és treonin hidroxil csoportjaihoz kapcsolodik, mely a klasszikus glikacidval ellentétben
enzimatikusan szabalyzott. A reakci6 soran egyetlen O-GlcNAc csoport helyezddik at a fehérjékre az
O-GlcNAc-transzferaz (OGT) segitségével, mig az eltavolitast az O-GlcNAcaz (OGA) katalizélja.
Mindkét enzimnek tobb izoforméja létezik, melyek mind funkcidjukban, mind lokalizaciojukban
kiilonboznek. A két enzim dinamikus egyensulyban tartja a glikozilaciot és deglikozilaciot, illetve
finom hangolja a kiilonb6z6 folyamatok jelaviteli utvonalait (11. abra) [139].

Fiziologiés koriilmények kozott a felvett gliikoz kb. 2-5%-a halad 4t a HBP-n. DM-ben, illetve
tartdos hiperglikémia hatasidra ez az arany jelentdsen megnd, ami fokozott ¢és elhtiz6do O-
GlcNAcilaciohoz vezet. Ez nemcsak a foszforilacio altal szabalyozott jelatviteli utvonalak gatlasaval,
hanem a transzkripci6 ¢és fehérjefunkcio befolyédsolasaval is kérositja a sejtfolyamatokat [ 140].

Az O-GlcNAcilacio a DM patogenezisében szamos helyen szerepet jatszik. A megnovekedett
HBP-n keresztiili gliikozaramlas csokkent inzulinérzékenységet valt ki [141]. Hasnyalmirigy B-
sejtekben a megndvekedett O-GlcNAcilacio csokkenti az inzulinszekrécidt és B-sejt apoptozist
indukal [142, 143]. Kimutattadk, hogy az inzulinkaszkad fobb alkotéinak (Akt, inzulin receptor

szubsztrat-1) O-GlcNAcilalodasa dsszességében rontja az inzulin jelatvitelt [144].
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11. abra Az O-GIcNAcilacié folyamata (Gln: glicin, Glu-gliikoz, Acetil-CoA: acetil-koenzim A, UTP: gliik6z-1-foszfat
uridiltranszferaz, UDP: gliikoz-1-foszfat uridintranszferaz, OGT: O-GIcNAc transzferaz, GlcNAc: B-N-glik6zamin,
Ngoh abraja alapjan modositva) [145]

Az O-GlcNAcilacio szamos renalis transzkripcidos faktor és profibrotikus fehérje
termelddésének szabalyozasaban fontos szerepet tolt be; nagyjabol mindegyik RNS polimeraz 11
transzkripciods faktor O-glikozilalodhat. Mezangium sejtekben a magas gliikoz altal 1étrejott HBP
aktivacio a TGF-B, PAI-1 ¢és fibronektin termelés fokozddasdhoz vezet [146-148]. Az NF-Kf O-
GlcNAcilalodasa megndvekedett TNF-a és vaszkularis sejtadhéziés molekula-1 (VCAM-1)
termelddését okozza, ami hozzajarul a gyulladés és fibrozis kialakulasdhoz DKD-ban [149].

Bar az eredmények zome T2DM-re vonatkozik, az adatok egyértelmiien alatdmasztjak az O-
GlcNAcilacio kozponti jelentdségét a DM ¢és a gliikotoxicitas indukalta rendlis szovédmények

kialakitasaban.
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11.3.3.3. A DKD és hipoxia

A vese oxigén ellatasa a rendlis vérataramlas, a GFR, az oxigén felhasznalds és az
arteriovenozus oxigén shunt komplex egyiittmiikodésének eredménye. Bar a vese a testtomeg
kevesebb, mint 1%-a, oxigénfelhasznaldsa meghaladja a teljes fogyasztas 10%-4t, igy igen érzékeny
a hipoxias karosodassal szemben. Az O: jelentds részét a proximalis tubulusokban lokalizaloédé NKA

hasznalja fel, mely a szervezet homeosztazisanak egyik f6 regulatora.

A hipoxia jelentéségét a DKD kialakuldsdban szamos tanulmény aladtdmasztja, és a jelenség
az utobbi évtizedben még inkabb az érdeklddés kozéppontjaba keriilt. Koérner Anna és mtsai. mar
1994-ben leirtdk, hogy a streptozotocin (STZ) indukalt TIDM-ben szenvedd allatokbol izolalt
proximalis tubulusok O felhasznaldsa jelentésen meghaladja a kontrollokét. [150]. Az elmult
években szamos modellben és kiilonb6zo technikékkal hasonld eredményekre jutottak. Palm és mtsai.
mikroelektrodak segitségével kimutattak, hogy a cukorbeteg patkanyokban lecsokken az O2 nyomas
[151]. A legujabb képalkoté technika, a blood oxygenation level-dependent (BOLD) MRI
segitségével igazoltak, hogy a hipoxia nem csak a kortikalis teriiletet, de a kiils6 medullat is érinti
[152]. A renalis hipoxiara torténd valaszként emelkedik a GFR, az SGLT-ken keresztiil n6é a natrium
¢s gliikdz visszaszivas, ami az NKA fokozott aktivitdsahoz és kovetkezményesen a megnovekedett
O: felhasznalashoz vezet. Mindezek mellett a hiperglikémia miatt csokken a peritubularis kapillarisok
denzitdsa, ezaltal karosodik a tubulus sejtek O, ellatottsaga, ami még érzé¢kenyebbé teszi dket a

hipoxias karosodasra. Ezek a folyamatok egyiittesen vezetnek a szoveti O, nyomas csékkenéséhez.

A hipoxia kivédésére a sejtek kiilonbozo védekezd mechanizmusokkal reagalnak (fokozodo
eritropoézis, angiogenezis, stb.). Bar szamos transzkripcios faktor és titvonal szerepe igazolddott, a
hipoxia-indukalt faktor (HIF) altal medialt folyamatok kulcsfontossdgiiak [153]. A HIF egy
heterodimer, mely élettani koriilmények kozott degradalodik. Hipoxidban a degradéacio gatlodik,
ezaltal a HIF-1a alegység a citoplazmabol athelyezddik a sejtmagba és ott a P alegységgel
dimerizalodik. Az igy képzddott komplex szamos gén (EPO, VEGF, GLUT-1) promoterén
megtalalhatd hipoxia responisve elementhez kotddik, melyek szerepet jatszanak a szoveti

oxigenizacioban (12.abra).
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12. abra A HIF-1a utvonal szabalyozasa a hipoxias valaszra (HIF: hypoxia-inducible factor, FIH: Factor-inhibiting
hypoxia-inducible factor, HRE: hypoxia responsive elements, PHD: prolyl 4-hydroxylases, VHL: von Hippel-Lindau-E3,
Dr. Balogh Déra PhD disszertacidjabdl engedéllyel)

Szamos tanulmany veti fel a ,kronikus tubuldris hipoxia hipotézist”, mint a DKD
kialakuldasdnak kulcsmomentumat, mely nemcsak a karosodas progresszidjaban, de a vesemiikodés
zavaranak kezdeti szakaszaban is kiemelt fontossagt [154-156]. Az oxigénhiany a tubulointersticialis
tenzid kovetkeztében nd a kollagén I termelddése, csokken az matrix metalloproteinaz (MMP)-2
expresszidja, ami az ECM felszaporodasahoz vezet [157]. A HIF aktivacioja a tubulointersticialis
fibrézis indukaldsaban is Iényeges faktor, mivel kdzvetleniil szabalyozza a PAI-1, a TGF-f és a CTGF

transzkripcidjat, ezaltal hozzéjarul a tubularis atréfia €s az intersticialis fibrozis kialakuldsahoz [158].

Mindezek a folyamatok Osszességében, a tartds hiperglikémia okozta gliikoztoxicitas, a
korosan aktivalt RAAS, a hipoxia, az oxidativ stressz és a pro-inflammatorikus citokin hatasok 6rdogi
kort kialakitva a vesében rendlis fibrozis kialakuldsdhoz, teljes strukturdlis €s funkcionalis

karosodashoz vezetnek.

11.3.4. A DKD és fibrozis

A tubulointersticium egészséges vesében néhany sejttipusbdl (pl. rezidens fibroblasztok,
limfocitak), vaszkularis és ECM komponensekbdl all. A fibroblasztok és a tubularis epitél altal
termelt ECM kollagénekbdl, retikularis rostokbodl és a tubularis bazdlmembranbdl épiil fel. A fibrozis
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a természetes sebgyodgyulds része, a szervezetnek a sériilésre adott olyan valasza, melynek célja az

eredeti szovet strukturalis és funkcionalis helyreéllitésa. A fibrézist gyulladés elézi meg, amely
fibrotikus szovettel valo kitdltéséhez [159]. A szdveti sériilésre adott gyulladdsos valasz elindithat
egy természetes szovetgyogyulasi folyamatot vagy akér abnormalis, kontrollalatlan

szovetproliferaciot is, ami a szovet eredeti integritasanak elvesztésével fibrozishoz vezet.

A DKD korai szakaszdban a glomerularis elvaltozasokat tubuldris atrofia és
tubulointersticidlis fibrozis el6zi meg vagy kiséri. A kezdeti szakaszban a tubularis, perivaszkularis
¢s mononukledris sejtek szaporodni kezdenek, profibrotikus faktorokat termelnek (TGF-B, CTGF,
PDGFB) eziltal a rezidens fibroblasztok miofibroblasztokka transzformalddva felhalmozodnak az
intersticlumban. A miofibroblasztok a fibroblasztok differencidlodasan kiviil szdrmazhatnak a
hepatocitakbol, epitél sejtekbdl (EMT: epitelidlis-mezenchimalis tranzicio), endotéliumbdl
(EndoMT: endotelidlis-mezenchimalis tranzicid), pericitakbol ¢és fibrocitdkbol is [160]. A
miofibroblasztok kontraktilis sejtek, melyek nagy mennyiségii a-simaizom aktint (a-SMA)
expresszalnak, megjelenésiikkel parhuzamosan az ECM komponensek (pl. kollagén-1-I1I,
fibronektin, MMP-k) szintézise is fokozodik, az egészséges struktirdk helyén funkcioképtelen

hegszovet keletkezik (13. dbra) [161].

Karos stimulus
(proteinuria, TGF-R1, Angll, magas glikoz, hipoxia

/\

Tubutaris ~ [[WAIRAARAY Wlﬂﬂfﬂﬂﬂﬁjli

epitél

sejtek O O O O
TBM Apoptozis

TNF, MCP1, CCL5, ‘ =
TGF-1, CTGF, MMPs, PAii“H
TGF‘ﬁi PDGF, Interst

' v icialis
GTaF fibroblaszt
_ @ sejtek
@ aSMA
@ Miofibroblaszt sejtek

13. abra A renalis fibrézis részfolyamatai (TNF: Tumor nekrozis faktor, CCLS: Chemokine ligand 5, PAI-1:
Plazminogén aktivator inhibitor-1, EMT-epitelidlis mesenchimalis tranzicio, aSMA: o simaizom aktin, TGF-8:
névekedési faktor béta, PDGFB: trombocita eredeti névekedési faktor, CTGF: kotészoveti eredetli novekedési faktor,
ANGII: angiotenzin II, MMP: matrix metalloproteindzok, Zhou abraja alapjan modositva) [162]
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Az ECM képzddése ¢és lebomlasa soran specifikus pro-kollagén termindlis fragmentumok ¢és

ugynevezett fehérje neo-epitopok keletkeznek, melyek a vizeletbe szekretalédva non-invanziv
biomarkerként alkalmasak lehetnek a vesefibrozis korai diagnosztizalasara [163]. A neo-epitdp
fehérjék kozé tartozik az MMP-9 medialta Ill-as tipusi kollagén degradacidjabol szarmazéd
fragmentum (C3M) és a [V-es tipusu kollagén a3 lanca a tumstatin, melyek klinikai kiprobalasa és
az USA Elelmezési és Gyogyszeriigynokség (FDA) engedélyeztetése folyamatban van és tovabbi

kisérletes megerdsitésekre var [163].

11.3.5. A DKD kezelése

Mivel a DKD kialakuldsanak elsddleges oka a kronikus hiperglikémia, ezért a terapia {6 célja
az euglikémiara (normalis vércukor - €¢s HbA 1c — értékre) valo torekvés [164]. Az American Diabetes
Association (ADA) ajanlasok alapjan a glikémids célértékek kijelolésénél figyelembe kell venni a
beteg korat, a tarsbetegségeket €s a varhato élettartamot. A Kidney Disease Improving Global
Outcomes (KDIGO) és ADA iranyelvei szerint a HbA 1c célértéke 7%. A vérnyomast tartosan 140/90
Hgmm alatt kell tartani, bar idedlisabb a 130/80 Hgmm célérték kijeldlése. Mindezek
figyelembevételével akar 50%-kal is csokkenthetdé a mikrovaszkuldris komplikaciok (retinopatia,

neuropatia, de féleg a DKD) kialakulasanak esélye [165].

A hazai és nemzetkozi ajanlasok szerint mikro- vagy makroalbumintria esetén hipertonia
hidanyaban is javasolt az ATIR blokkolok (ARB) vagy ACEi adasa; mindkét gyogyszer alkalmas a
DKD progressziojanak lassitasara [166]. ARB vagy ACEi intolerancia esetén az egyik készitmény
helyettesithetd a masikkal. A proteintria hatékonyabb csokkentésének érdekében felmeriilt az ARB
¢és ACEi egyiittes addsa, azonban az Ujabb tanulmanyok szerint a kombindlt terapia nem
eredményesebb a vesebetegség kezelésének szempontjabdl. Ezzel szemben a kombinacié fokozhatja
egyes mellékhatasok, mint hiperkalémia, hipotenzio, szivelégtelenség kialakuldsanak valoszinliségét

¢és novelheti az 6sszmortalitast [167, 168].

T1DM ¢és T2DM betegen végzett vizsgalatok alatdmasztjak, hogy a RAAS-gatlok korébe
tartoz6 mineralokoritokoid receptor (MR) antagonistak hatékonyan csokkentik az albuminuriat és
lassitjak a vesefunkcié romlasat [169]. Az MR antagonistdk monoterapids alkalmazasarol egyeldre
kevés adat van. Makhlough ¢és mtsai. utankdvetéses vizsgalatban igazoltdk, hogy a spironolakton
monoterapiaban is ugyanolyan haté¢konyan csdkkenti a mikroalbumintriat DKD-s betegekben, mint
ARB-vel kombinécioban [5], de a monoterapias alkalmazas egyeldre nem keriilt be sem a hazai, sem
a nemzetkozi ajanlasokba. Az MR antagonistdk alkalmazésa esetén hiperkalémizalo hatasuk miatt a

szérum kalium szint fokozott ellendrzése sziikséges.
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A gyogyszeres terapia mellett a kezelés fontos eleme a fehérje- és sdbevitel csokkentése (napi

fehérjebevitel: <0,8 g/idedlis testsuly kg, sobevitel: 3g/nap). Tekintettel arra, hogy a dohanyzas a DM
¢és a vesekarosodas fiiggetlen rizikofaktora, a dohényzas elhagyasa és az alkoholfogyasztés

mérséklése is ajanlott [14, 170].

Ezek a szerek csak lassitjdk a progressziot, megel6zésre, a mar meglévd karosodas
visszaforditdsara kevéssé alkalmasak, ezért folyamatos kutatas zajlik dj célmolekulak
azonositasara, és dj terapias megoldasok felfedezésére, sajat vizsgalataim jelentos részének is

ez az elsédleges célja.

11.3.5.1 Uj szerek kisérleti fazisban a DKD terdpidjdban

Antifibrotikus szerek (TGF-f inhibitorok): Az egyik legigéretesebb gyogyszercsoportot a
TGF-B gatlok jelentik, elsésorban a pirfenidone, melyet eredetileg idiopatids pulmonaris fibrozis
kezelésére torzskonyveztek. Allatkisérletes és in vitro vizsgalatokban ez a kis molekulasalyt
szintetikus molekula mar négy hetes kezelés sordn hatékonyan csékkentette az ECM expanzidt és az
albuminuriat [171]. Az els6 fazis vizsgalatokban 77 DKD betegen végeztek 54 héten keresztiil tartd
placebo-kontrollalt, kettds-vak tanulmanyt kis dozist (1200 mg/nap) és nagy dozist (2400 mg/nap)
vesemiikddés szamottevo javulasa a kezelés megkezdése utdn 3-6 honappal jelentkezett, ami arra
utal, hogy nem hemodinamikai hatasrdél van sz6. Idén kezdédik a TOP-CKD fazis II vizsgalatba
betegekben értékelik a pirfenidone hatékonysagat a renalis fibrozis kivédésében. Az elsé eredmények
négy év mulva varhatok.

Anti-inflammatorikus szerek: Az anti-inflammatorikus és antioxiddns hatasti szintetikus
triterpenoid bardoxolone allatkisérletekben gatolta a DKD kialakuldsat. A kozelmultban lezérult
fazis-11 (BEAM) vizsgalatban T2DM-ben egy éven at per os adott bardoxolone-metil mar 8-12 héttel
a kezelés megkezdését kovetden novelte a GFR-t [172]. A kovetkezd fazis-III tanulmanyt
(BEACON), id§ elétt le kellett zarni, mert bar a GFR csokkent, a betegek szamottevd részében nott
a vérnyomas ¢és fokozddott a kardiovaszkularis események szama [173]. Mindezek ellenére, sajat
korabbi fazis II vizsgalatai sikereikbdl kiindulva Japanban 2018-ban 1j fazis III kisérletet inditottak
(AYAME), melybe 1000 DKD harmadik, negyedik stddiuméaban szenvedd, negativ kardiovaszkularis
anamnézissel, illetve normalis B-tipusu natriuretikus peptid (BNP) szinttel rendelkez6 egyént vontak
be. A vizsgalat sikerrel lezarult, az elsé eredmények jovo év elejére varhatok.

SGLT2 gatlék (gliflozinok): Uj antidiabetikum bevezetése esetén, 2008-0ta az FDA
megkoveteli a kardiovaszkularis biztonsagossag kimutatasat. Ezen multicentrikus vizsgalatok soran
(EMPA-REG OUTCOME - empagliflozin, CANVAS - canagliflozin, DECLARE-TIMI -
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dapagliflozin) deriilt ki, hogy ezek a szerek a vércukorszint csokkentése mellett mérsékelik a

szivelégtelenséget €s javitjak a vesefunkciot. Mindezekbdl kiindulva elinditottdk a CREDENCE
vizsgalatot, ahol T2DM mikroalbuminurids cukorbetegekben igazoltadk, hogy a bazisterapiaként adott
RAAS gétlo mellett canagliflozint is kapd betegekben az ESRD kialakuldsa lassabb ¢és a veseeredetli
halalozas 34%-kal csokken [174]. Az Ujabb vizsgdlat a dapagliflozinnal végzett DAPA-CKD
varakozason feliili jo6 eredményeket hozott, ezért id6 elott leallitottdk. A 4200 DKD-ban ¢és mas
nyilvanossagra hozatalat 2020 dszére igérik. Bar a pleiotrop, vércukorcsokkentd hatastol fliggetlen
protektiv molekuldris mechanizmusok még nem egyértelmiiek, a biztatd adatok alapjan ugy tlinik,
hogy az SGLT2 gatlok a vesekarosodds megeldzésének hatékony 1j szerei lehetnek a kdzeljovoben,

akar nem csak cukorbetegekben.

Mindaddig, mig ezek az 0 készitmények nem keriilnek bevezetésre, a nagyszamui randomizalt
vizsgalat alapjan gy tlinik, hogy az aktudlis protokollokkal kell6 mértékben nem lassithaté a DKD
progressziodja, a betegek jelentés hanyadanal ESRD alakul ki. Ha a GFR 20 ml/min/1,73m? ala
csokken, akkor vesepotlo kezelés, dializis, illetve vesetranszplantacio (KTx) valik sziikségessé.
Amennyiben DM 4ll a veseelégtelenség hatterében, akkor mar 30 ml/perc/1,73 m? érték alatt is

vesepotlo kezelés indokolt.

I1.4. Vesetranszplantacio

Napjainkban vildgszerte kozel 5 millié (95% CI 4,438-5,431 milli6) ember részesiil vesepotlo
kezelésben, de még a konzervativ szdmitasok szerint is ez csak a fele a terapiara szoruloknak [111].
A nemzetkozi trendekkel parhuzamosan Magyarorszagon is folyamatosan nd a vesepotld kezelésre
kényszeriild betegek aranya, szamuk az elmult 15 évben megduplazdodott, napjainkra eléri a 15 000-
et [175]. A dializis a jelentOs ¢letmindségbeli csokkenés mellett, szignifikdnsan néveli a mortalitast;
a betegek haldlozdsa 6,7-8,5-szerese az azonos ¢letkoru atlagpopulaciéénak, mig transzplantalt
betegek esetében csak 1,3-1,6-szor nagyobb.

A betegek tobbségének kezelésére a dializis valamelyik modja hasznalhatd, KTx-re mégis
csak mintegy 15-20%-uk alkalmas. Az elmult évtizedben folyamatosan nétt a varolistan 1évok aranya,
mig az atiiltetések szama nagyjabdl stagnalt. Biztaté eredmény, hogy ez a tendencia az elmult harom
évben vilagszerte lassulni, megallni latszik, mely részben az élddonoros KTx ndvekedésének és az 1j
szabalyozasok (donorkritériumok kiterjesztése) bevezetésének koszonhetd [111].

Az ¢élédonoros transzplantacid kimenetele kedvezdbb. A hideg iszkémias id6 (CIT) az elore
tervezhetd atiiltetés miatt rovidebb, kevesebb az akut rejekcido és a graft mikodés megkésett

beinduldsa (delayed graft function, DGF), valamint a donorok jellemzden fiatalabbak ¢&s
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egészségesebbek. Az USA-ban és a skandindv orszagokban az atiiltetések tobb, mint harmada,

Nyugat-Eurdépaban 20%-a, Magyarorszdgon 10-12%-a ¢él6donécio (14. abra). Hazank 2012-ben
csatlakozott az Eurotranszplant hal6zathoz, ekkor volt a legtobb ¢l donoros Ktx [171]. Az
egyértelmii elonyok mellett ugyanakkor egyre tobb irodalmi adat veti fel az él6donaci6d hosszatava

egészségkarositd hatasat a donor szempontjabol [176].
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14. abra Szervdonaciok szama Magyarorszagon (1997-2019) (OVSZ abraja alapjan modositva) [177]

A KTx sikerét a vese hosszutavia mitkodése hatarozza meg leginkabb. Bar az akut kilokddések
szama jelentésen csokkent kdszonhetden a sebészi technika fejlédésének és az immunszuppressziv
terapia fejlodésének, a hosszu tava kimenetel érdemben nem javult az elmult évtizedekben. A
hosszutava talélést szdmos alloantigéntdl fliggd (humén leukocita antigén (HLA) kompatibilitas,
immunizacid), illetve alloantigéntdl fliggetlen faktor (donor neme, kora, dializisen elt6ltott ido,
tarsbetegsége stb.) hatdrozza meg. Az alloantigéntdl fliggetlen tényezok koziil talan az egyik
legfontosabb a graft iszkémia/reperfuzios karosodasa (IRI), mely a szallitas alatti hideg iszkémias,
illetve a Tx soran elszenvedett meleg iszkémids karosodas kdvetkezménye. Az IRI elkertilhetetlen és
egyértelmiien befolyasolja a graft miitkdését: a CIT hossza korreldl a DGF gyakorisagaval [178].

A hideg iszkémids karosodas mérséklésére a graftot a donorbol térténd eltavolitast kovetden
prezervacids folyadékkal perfundéljak majd a beiiltetésig abban taroljak, igy a graft akar 24-35 6ran
at ¢letképes maradhat. Tobb folyadék van hasznélatban a vilagon, a legelterjedtebb a University of
Wisconsin (UW) és a hisztidin-triptophan-ketoglutarat (HTK), az Gjabbak ezek eldnyeit probaljak

kombindlni [179]. Szédmos torekvés zajlik a prezervacios oldat tokéletesitésére, probalkoznak a
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hémérséklet emelésével, a folyadék Osszetételének megvaltoztatasaval, folyamatos perfuzidval.

Minden 1) megoldas fontos eldrelépést jelent a hideg iszkémias karosodas csokkentésére.

11.4.1. Az iszkémia/reperfuzios karosodas

Az IRI kozvetleniil az atiiltetést kovetéen a primer nem mikodd graft, a DFG, illetve a
karosodast kisérd pro-inflammatorikus citokin valasz miatt kialakuld akut antitest-medialt rejekcio
egyik legfontosabb meghataroz6 tényezdje. A karosodas miatt hosszatdvon a graftban progressziv
intersticidlis fibrozis és tubularis atréfia alakulhat ki, mely a graft kronikus diszfunkcidjdhoz, akar
kilokddésehez vezet.

Rendlis IRI a keringés centralizacid kovetkeztében a KTx-en kiviil szdmos esetben
kialakulhat, mint stilyos hipotenzid (intraoperativ vagy vérzés okozta), volumenhidny (profiiz hanyas,
hasmenés, kiterjedt €gési sériilés), szivelégtelenség, vagy szupraaortikus miitétek soran is. Az IRI
karosodas mérseklésére iranyulod torekvések tehat nem csak az atiiltetések sikerességének javitasa
szempontjabol fontosak, de elektiv nagy mutéteknél (pl. tumor rezekcid) is jelentds haszonnal birnak.
Kutatasaink egyik f6 érdeklddési teriilete a vese IRI folyamatanak megismerése, kiilonos tekintettel

az iszkémias inzultussal szemben tapasztalt nemi kiilonbség hatterének felderitésére.

11.4.2. Az IRI patofiziologidja

A IRI komplex patofiziologiai folyamat, melyet endotél diszfunkcio, fokozott sejthalal, a
velesziiletett és az adaptiv immunvalasz aktivaldédasa €s szamos transzkripcios atalakulas jellemez.
Az iszkémids periddusban a mitokondridlis funkcidk irreverzibilis kdrosodéasa és a vese véraramlas
csokkenése kovetkeztében a sejtek adenozin-trifoszfat (ATP) raktarai kimeriilnek, ez az ATP igényes
folyamatok csokkenéséhez, illetve ledllasdhoz (membrantranszport folyamatok, protein szintézis,
lipogenezis) vezet. Az ATP szint csokkenéssel parhuzamosan né az intracellularis Ca* koncentracio.
A transzportfolyamatok gatlasa Na™ retenciot és kovetkezményes vizbearamlast okoz, ami az
endotélsejtek duzzadasat eredményezi. Ez lokalis hemokoncentracidhoz, fokozott viszkozitashoz és
a hemodinamikai viszonyok megvaltozasdhoz vezet. A kapillaris keringést tovabb rontja a vér sejtes
elemeinek acidozis okozta csokkent rugalmassaga. Ezek a valtozasok egyiittesen akdr a

kapillarisaramlas megsziinését is okozhatjak [180].

Az iszkémia okozta szdveti kdrosodds mértéke fligg az iszkémids periddus hosszatol és az azt
kovetd reperfuzidtol. A reperfuzid ugyan elengedhetetlen az iszkémids szovetek talélése
szempontjabol, paradox mdédon mégis sulyosbitja a szoveti karosodast, ugyanis a reperfiizid soran
keletkezd reaktiv oxigéngyokok lipidperoxidaciot, DNS-degradaciot, illetve a poliszacharid-
depolimerizacidé novekedését okozzak. Tehat a kezdeti iszkémiéds kéarosodast a reperfuzidé okozta
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karosodas sulyosbitja [181].

Mig az iszkémids periodus foként a kapillarisok vérataramlasat csokkenti, addig a reperfiizid
soran elsésorban az endotél sériilése dominal. A felszabadulo6 lokalis vazokonstriktorok (endotelin),
illetve a leukocitak aktivacidja és a posztkapillaris venuldk endotéljéhez valo kitapadasa az endotél
oxigéngyokok (ROS) aktivaljak a neutrofil granulocitakat és a trombocitakat. Az aktivalt leukocitak
tovabbi oxidansokat ¢és mediatorokat szabaditanak fel (platelet activating factor, citokinek,
hisztamin), amik circulus vitiosust alkotva tovabb csokkentik az endotél integritasat, fokozzak az

intersticidlis 6démat és a gyulladast [181].

Az iszkémia, valamint a kovetkezményes vazokonstrikcid és érelzarodas az oxigenizacid
csokkenésével a tubulus sejtek karosodasdhoz vezet. Az iszkémiara a proximalis tubulusok ¢és a
felszallo vastag szegmentum a legérzékenyebbek, ugyanis élettani koriilmények kozott is itt a
legalacsonyabb az oxigénellatottsag, valamint az itt talalhatd, a tubulus mikodésében
kulcsfontossagu enzim, az NKA mikodése is igen energiaigényes. A karosodas miatt 1étrejott ATP-
hidny, a bazolateralis membran szétesése ¢s a ROS toxikus hatasa kovetkeztében az NKA miikodése
zavart szenved. Korabbiakban igazoltuk, hogy az NKA a bazolateralis membranrol a citoplazméba
helyezddik at, ezaltal deaktivalodik és a hozzéa kapcsolt masodlagos transzportfolyamatok szintén
leallnak, a tubulus sejtrdl eltiinik a kefeszegély, sériil a sejt polaritasa és integritdsa [182]. A

karosodott tubulus sejtek egy része nekrdzison, illetve apoptozison megy keresztiil.

A peritubularis kapillarisokban pro-inflammatorikus citokinek és vazoaktiv mediatorok
(intercelluléaris adhéziés molekula-1 (ICAM-1), vascular cell adhesion molecule (VCAM), IL-18)
szabadulnak fel, valamint eleinte neutrofil és makrofag, késdbb T-limfocita infiltracié figyelhetd
meg. A gyulladasos mediatorok hatasdra az intersticialis térben taldlhato fibroblasztok egy része
miofibroblasztta transzformalddva fibrotikus folyamatokat indit el [183]. A tubulus sejtek 6nmaguk
is termelnek pro-inflammatorikus citokineket (TNF- a, IL-18, IL-6, IL-8, monocita kemoattraktans

protein-1) és profibrotikus faktorokat (TGF-f), mely tovabb fokozza a karosodast.

A sériilt sejtek fehérje fragmentumai Gsszecsapzodva a tubulus lumenébe jutnak, ahol a
tubulus elzarddasat, az intratubularis nyomas emelkedését, a GFR csokkenését és a vesefunkcio

romlasat eredményezik. A fenti folyamatokat a /5. abra 6sszegzi.
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15. abra A peritubuliaris kapillairisokban és a proximalis tubulusban iszkémias karosodasra bekovetkezo

valtozasok (DC: dentritikus sejt, Bonventre dbraja alapjan modositva) [183].

11.4.3. Citoprotektiv mechanizmusok az IRI-vel szemben

A karosodés helyredllitasdban a citoprotektiv mechanizmusok aktivalodnak, de szédmos
tényezd és a pontos hatdsmechanizmus részleteiben még nem tisztazott. Az alabbiakban csak a sajat

vizsgélataink szempontjabdl fontos faktorok keriilnek részletesebb bemutatasra.

A vazodilatitor hatasti nitrogén-monoxid (NO), nitrogén monoxid szintdz (NOS) enzim
hatdsara termelddik, melynek harom izoformédja ismert, a konstitutiv endotelialis és neurondlis
(eNOS, nNOS), valamint az indukdlhato (iNOS). A vesében mindharom NOS izoforma
expresszalodik, eltéré mennyiségben és lokalizacioban. Az eNOS a glomerularis endotél sejtekben,
a proximalis tubulusokban, a gylijtécsatorndkban, valamint a Henle-kacs felszallo vastag
szegmentumaban taldlhatd. Az nNOS elsésorban a makula denzaban ¢és az idegsejtekben
expresszalodik, az iNOS pedig a mezangialis és proximalis tubulus sejtekben, illetve a medullaris
felszalld vastag szegmensben fejezddik ki [184]. Az eNOS és nNOS Ca?'-fiiggd, mig az iNOS Ca?*-
fiiggetlen. Az eNOS inaktiv allapotban a heat shock protein-90-hez (HSP-90) kotve van jelen a
citoplazmaban, aktivalasaban az Akt jelatviteli itvonalnak fontos szerepe van, melynek hatdsara a

HSP-90-rdl levalik és foszforilalodik.
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A szerin/threonin-kinaz csaladba tartozd Akt, az IP3 utvonalon keresztiil foszforilaloédik, az

igy aktivalodott fehérje, a citoplazmabol a sejtmagba kertil, ahol tovabbi fehérjék foszforilaciojaval
szamos downstream utat indukal. IRI kéarosodast kovetden az egyik legfontosabb szerepe a sejt
apoptodzisanak gatlasa, a kaszpaz-9 és a Bax/Bcl-2 foszforilacioja révén [185]. A termelddd NO noveli
arenalis perfuziot, a renin elvalasztas gatlasan keresztiil csokkenti a vérnyomast, valamint natriurézist

¢s diurézist okoz. A trombocita aggregacié, a leukocita adhézid6 és az ér simaizomsejt

crer

Az apoptozis folyamata pro- és anti-apoptotikus faktorok expresszids egyensulyanak
eredménye. IRI hatdsara a mitogén aktivalt protein kindzok (MAPK) is indukalédnak. A MAPK
csaladba négy parallel szerin/threonin kaszkad tartozik, az ERK1/2, a JNK, a p38 és az ERKS. Ezek
a vesén beliill eltérd mennyiségben ¢és lokalizdcioban expresszalodnak, funkciojukat illetéen az
irodalom igen ellentmondasos. Osszességében tigy tiinik, hogy az ERK1/2 és az ERKS5 elsésorban a
sejtek tulélésében, mig a p38 és a JNK utvonal az apoptdzisban jatszik szerepet, de a folyamatokat

szamos mas szignalizacids utvonal, igy a p53, a PI3K/Akt ¢és az NF-kB is befolyasolja [187].

A tubularis hipoxiara adott valaszként aktivalodik a HIF utvonal is, mely a 3.3.3 alfejezetben
ismertetésre keriilt. Ezzel parhuzamosan az ATP hidny kovetkeztében megnd a hdsokk-faktor-1
(HSF-1) expresszidja. A hdsokk valasz kdzponti regulatora a HSF-1, mely fiziologids koriilmények
kozott a citoszolban HSP-90-hez kotve talalhato, stimulus hatdsara a sejtmagba vandorol és beinditja
a HSP-k transzkripciojat. Iszkémias karosodast kovetden a legtobb fehérje szintézise gatlodik, ezzel
szemben a HSPk mRNS ¢és fehérje szintje gyorsan ¢€s jelentdés mértékben (15-25%-kal) megnd [95].
A stresszfehérjék chaperone funkcidjuk révén részt vesznek a mitokondriumok karosoddsanak
kivédésében és a sejtszerkezet megdrzésében [185]. IRI soran, ATP hianyaban a HSP72 a karosodott
proteinek hidrofob felszinéhez kot és ezaltal mintegy ,.kivonja a forgalombol” a denaturalt fehérjéket.
A véraramlas megindulasaval az ATP hidrolizise soran keletkezd energiat felhasznalva, a HSP72
konformaciovaltozason megy at és képessé valik a kérosodott proteinek térszerkezetének
stabilizalasara, valamint a helyreéllitott fehérjék elengedésére [188].

A HSP-27 a kis molekulasulya HSP-k csaladjaba tartozo, egy aktin-specifikus chaperon, mely
tulélésében jatszik szerepet. Elsdsorban a vazizomban és a szivben fejezddik ki, de kisebb
mennyiségben a vese kortikalis és medullaris allomanyaban is megtalalhatd. Kérosité noxa (iszkémia
vagy hiperglikémia) hatdsara szintézise megnd, immunhisztokémiai vizsgalatok a proximalis
tubulusok teriiletén detektaltdk a legnagyobb expresszid novekedést [189]. Egyes pro-

inflammatorikus faktorok (TNF-o, macrophage inflammatory protein-2) gatldsaval csokkenti a
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neutrofil granulocita infiltraciot, a kaszpaz-rendszer gatlasa révén pedig elsddleges szerepe van az

apoptozis megeldzésében is [190]

crer

szintén a kis molekulastlyt chaperonok csaladjaba tartozik, és fontos szerepe lehet az IRI-t kovetd
citoprotektiv folyamatokban. Tobbféle oligomer formaban is jelen van, feltehetden a monomer vagy
a dimer alak az aktiv, mig a tetramer €s az oktamer formdk inaktivak. Dajkafehérje tulajdonsagara
utal kozponti jelentdsége a Ca’" homeosztazis szabilyozasiban, az oxidativ stresszel szembeni
védekezésben, illetve a sejtek (elsdsorban a neuronok) novekedési és érési folyamataiban. A legtobb
nagymolekuldji chaperonnal (pl. HSP70, HSP90) szemben, nem kotédik az ATP-hez,
transzmembran lokalizacidja és ioncsatornakat, illetve mas molekulakat (G-protein kapcsolt fehérjék)
szabalyozd tulajdonsaga pedig megkiilonbozteti a tobbi kismolekulastlyu dajkafehérjétdl. Mindezek
alapjan ugy tlinik, hogy az evolucids szempontbdl igen konzervalt struktiraja, szdmos regulacios
folyamatban kozponti szerepet betdltd SIR specialis chaperonként jellemezhetd [191]. Tobb
utvonalon zajlik a szabalyozésa, részleteiben egyik sem ismert. Inaktiv allapotban egy masik
chaperonhoz, a BiP-hez (HSP70-5) kotédik, agonistdi a BiP-rdl levalasztva aktivaljak. Az ER-ban
talalhato Ca®" erdsiti a SIR-BiP kapcsolatot, mig IP3 hatasara a Ca®" szint csokken, a SIR levalik a
BiP-rdl és aktivalodik [95].

Tekintettel arra, hogy funkciojat a kdzponti idegrendszeren kiviil a kozelmultig szinte
egyaltalan nem vizsgaltak, nem meglepd, hogy protektiv szerepét az IRI karosodassal szemben is az
agyban tanulmanyoztdk elsdként. Az arteria cerebri media elzarasaval eldidézett sztrok modellben
kimutattak, hogy SIR agonista (dimemorfan) adasa csokkenti az infarktusos teriilet nagysagat, javitja
a sejt tulélést és csokkenti a gyulladasos valaszt [192]. Patkany embolizacids sztrok modellben
szelektiv S1R agonista PRE-084 adasaval hasonl6 eredményre jutottak, a kezelést kovetden nott az
anti-inflammatorikus citokinek (IL-10, IL-4) mennyisége, csokkent a kdrosodott teriilet kiterjedése

¢s a neurologiai deficit [193].

A kozelmultban egy-egy kisérletben mar periférias szervekben is vizsgaltak a SIR agonistak
protektiv szerepét. Nyomasterheléses kardialis hipertréfia modellben kimutattdk, hogy az Akt-eNOS
utvonal indukaldsaval a kezelés csokkenti a miokardium karosodasat [194]. Egy masik, aorta
leszoritas indukalta iszkémias modellben a fluvoxamin védd hatdsat sikeriilt igazolni [195]. M§j
hipotermias iszkémias modelljében nem szelektiv S1R agonista addsiat kovetdéen enyhébb
mitokondrialis karosodast €s jobb majfunkcidt detektaltak [196]. Mindezek az eredmények arra
utalnak, hogy a SIR relevans 0j célmolekula lehet a vese IRI kdrosodasanak kivédésében ¢és ezaltal

sikerrel alkalmazhatd a veseatiiltetések sikerének novelésében.
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III. CELKITUZESEK

In vitro koriilmények kozott, illetve ragecsalémodelleken az aldbbi kérdésekre kerestiik a valaszt a f6
vizsgalati témakordkben:

10.

11

15.

16.
17.

18.

19.

T1DM és DEPRESSZIO

T1DM-ben a kronikus hiperglikémia kovetkeztében kialakul-e depresszio az allatokban?
Szerepet jatszik-e a SIR-BDNF jelatviteli utvonal a T1DM indukélta depresszid
mechanizmuséban?

Hatékony-e a S1R agonista fluvoxamin T1DM asszocialt depresszio kezelésében?

A T1DM-ben aktivalodo RAAS rendszer hozzéjarul-e a depresszids tiinetek kialakuldsahoz?
Milyen ANG-medialt molekularis utvonalak jatszhatnak szerepet a TIDM asszocialt

depresszio patomechanizmusaban?

crer

T1DM és DKD

A RAASIi-k monoterapidban renoprotektiv hatastiak-e a DKD kezelésében?
Csokkentik-e a RAASI-k a renalis fibrozis kialakulasat DKD-kapcsan?

Milyen mechanizmusok jatszhatnak szerepet a RAASi antifibrotikus hatasaban?

Csokkenti-e az SLGT2 gatlé dapagliflozin a TIDM indukalta vesekdrosodas kialakuldséat?

. Milyen hatdsmechanizmusok allhatnak a dapaglilflozin renoprotektiv hatasanak hatterében?
12.
13.
14.

RAASI és SGLT gatlé kombinacié hatékonyabb-e a monoterapianal?
Megtalalhato-e a S1R a vesében?

Az S1R agonista fluvoxamin hatékony-e a DKD mérséklésében?

VESETRANSZPLANTACIO

Van-e nemi kiilonbség a renalis S1R fehérje jelenlétében, funkcidjaban fiziologias
koriilmények kozott, illetve rendlis IRI karosodast kovetden?

Renoprotektiv hatdsi —e a S1R agonista kezelés a vese IRI kdrosodéasaval szemben?
Milyen molekularis mechanizmusok jaszhatnak szerepet a SIR agonista hatas
kialakitasaban?

Mérsékelhetd-e a vese hideg iszkémia alatt elszenvedett karosoddsa S1R agonista tartalmu
prezervacids folyadékban torténd tarolassal?

Javitja-e a SIR agonista tartalmu prezervacios folyadék a beiiltetett graft allapotat KTx-et
kovetden?
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IV. KISERLETI MODELLEK ES MODSZEREK

Munkank soran kiilon figyelmet forditunk a kisérleti allatok szdmanak csokkentésére az
allatkisérletek. Ahol lehetett, a kezelési szerek hatékonysdgat, az alkalmazhatdé dozisokat és
toxicitasukat eldzetes kisérletekben in vitro vizsgaltuk human és allati eredetii sejtvonalakon.
Elsésorban human kidney 2 (HK-2) proximalis tubulus sejteket (LGC Standards, ATCC Cat# CRL-
2190) vagy normal rat kidney fibroblasztokat (NRK-49F) (LGC Standards, ATCC Cat. No. CRL-
1570, RRID:CVCL 2144) hasznaltunk a molekularis tUtvonalak feltérképezéséhez. A kezelési
protokollokban alkalmazott doézisok, tenyésztési koriilmények egyéb tényezdk meghatarozasahoz
sziikséges elOkisérletek (dozis-hatasgorbe, toxicitas mérése) eredményeinek ismertetése meghaladja

a dolgozat terjedelmi kereteit, igy nem keriil bemutatésra.

Az in vivo kisérletek elkezdése eldtt power analizissel meghatdroztuk a minimalisan
szlikséges allatszamot. Kisérleteinket a Magyar Koztarsasag allatvédelmi és allatkisérletekkel
kapcsolatos torvényeinek (1998/XXVIIL.) betartasaval és a Semmelweis Egyetem allatkisérletekre
vonatkoz6 iranyelvei alapjan, etikai engedélyek birtokdban (PEI001/121/2007 PEI001/380/2013,
PEI/001/1731-9/2015) hajtottuk végre.

IV.1. In vitro modellek

1V.1.1. Sejttenyésztés

Kisérleteinkben immortalizalt human kidney 2 (HK-2) proximalis tubulus sejteket (LGC
Standards, ATCC Cat# CRL-2190) vagy patkany normal vese fibroblaszt (NRK-49F) sejteket (LGC
Standards, ATCC Cat. No. CRL-1570) hasznaltunk. Mindkét sejvonalat 5,5 mM gliiko6zt tartalmazo
Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM)-ben (GIBCO, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
tenyésztettiik, melyekhez 10% Fetal bovine serum (FBS)-t (GIBCO Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA), 1% penicillin/sztreptomicin antibiotikum oldatot (Sigma-Aldrich, Budapest,
Magyarorszag) és 1% L-glutamint (Sigma-Aldrich) adtunk. A sejteket 95%-os paratartalom, 5% CO>
mellett, 37°C-os termosztatban tenyésztettiink. A sejtek passzaldsdhoz ¢és mintagyiijtéshez 0.25%
trypsin-EDTA-t (Gibco Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) hasznaltunk, és a kisérleteket a 2-12
passzazsok kozott végeztiik el. A kezelések el6tt a sejteket minden eseteben 24 Orara szérummentes
tapfolyadékba helyeztiik és a kezelések is szérummentes kozegben torténtek (n = 6-8 lyuk/csoport

minden kezelés esetében).
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1V.1.2. Hiperglikémia in vitro modellezése
A hiperglikémia kozvetlen hatasanak vizsgdlatara HK-2 és NRK49F sejteken 24 o6ra utdn a

szérummentes tapfolyadékot lecseréltik (i) normal (5,5 mM), (i) magas gliikoz (35 mM)

crer

crer

mannitol) koncentracioji tapfolyadékra tovabbi 24 ordig vagy 48 oraig. Az egyes
kisérletsorozatokban kiilonb6z6 kezelési protokollokat hasznéltunk, melyeket a 2. tablazat foglal
0ssze. A kontroll sejteket DMSO vivdanyaggal kezeltiik (n = 6 lyuk/csoport). A hatéanyagokat, ahol
nincs masképpen feltiintetve a Sigma Aldrich Kft-tdl (Budapest, Magyarorszag) rendeltiik. A
hatékony dozisokat irodalmi adatok alapjan hataroztuk meg [197-199].

Kezelési csoport Kezelési koncentracio
Kontroll 5,5 mM gliikoz
HG 35 mM gliikoz
Mannitol 5,5 mM gliik6z + 29,5 mM mannitol
HG+ENA 35 mM gliikkéz + 10 uM ENA
HG+RAM 35 mM gliikkoz + 10 uyM RAM
HG+LOS 35 mM gliikkoz + 10 uM LOS
HG+SPI 35 mM gliikk6z + 200 nM SPI
HG+EPL 35 mM gliikkoz + 10 uM EPL
HG+DAPA 35 mM gliikkoz + 10 uM DAPA
HG+DAPA+LOS |35 M glitkdz + 10 uM LOS + 10 uM DAPA

2. tablazat Hiperglikémias in vitro modell kezelési csoportjai (HG: magas gliikéz, HG+ENA: Magas gliikoz +
Enalapril, HG+RAM: Magas gliikkoz + Ramipril, HG+LOS: Magas gliikoz + Lozartan, HG+SPI: Magas gliikoz +
Spironolakton, HG+EPL: Magas gliikk6z + Eplerenon, HG+DAPA: Magas gliikkoz + Dapagliflozin, HG+DAPA+LOS:
Magas gliik6z + Dapagliflozin + Lozartan)

1V.1.3. Fibrozis in vitro indukcidja
NRK-49F sejteket vérlemezke eredetti novekedési faktorral (PDGFB) (10 ng/ml) vagy
kotészoveti novekedési faktorral (CTGF/CCN2) (10 ng/ml) kezeltiik kombinalva a fenti RA ASi-kal,

ugyanazon doézisokat alkalmazva szérummentes tapfolyadékban 24 oraig.

1V.1.4. Hipoxia in vitro indukcioja

A hipoxiat ,,bold line stage top” CO2/O2 hipoxids kamraban indukaltuk (Okolab, Ottaviano,
Olaszorszag), melyben a HK-2 sejteket 1% O: szint mellett tartottuk két 6rdn at. A sejteket normal,
25 mM gliik6z tartalmi médiumbantenyésztettiik és (i) 10 uM DAPA (H+ DAPA) (ii) 10 uM DAPA
+ 10 uM LOS kombinacidval, iii) 10 nM 17B-6sztradiollal, (iv) 10 nM 17B-6sztradiollal + 3 uM
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NE100 (Tocris Bioscience, Bristol, Egyesiilt Kiralysag). 24 6ran at kezeltiik. A sejteket a 24 oras

protokoll utols6 két orajaban helyeztiik a hipoxias kamraba. Kontrollként normoxiés koriilmények

kozott tartott sejtek szolgaltak.

1V.1.5.Oxidativ stressz in vitro indukcidja

Az oxidativ stressz hatasat HK-2 sejteken hidrogén-peroxid (H>O»; 400 uM) hozzéadasaval
vizsgaltuk, a reakcidt 30 perc utan allitottuk le, mivel az el6kisérletek alapjan ezt kdvetden mar
szignifikans sejtpusztuldst detektaltunk. Az aldbbi kezelési protokollokat hasznaltuk: (i) 10 uM
fluvoxamin (FLU); (ii)) FLU + 3 uM N,N-dipropil-2-[4-metoxi-3-(2-feniletoxi)-fenil]-etilamin
monohidroklorid (NE100) (ii1) FLU + 10 uM AktVIII inhibitor (AktVIII; Santa Cruz Biotechnology,
Budapest, Magyarorszag); (iv) FLU + 2 pM AktIV inhibitor (AktIV; Santa Cruz Biotechnology,
Budapest, Magyarorszag), (v) 10 nM 17B-6sztradiollal, (vi) 10 nM 17B-6sztradiollal + 3 uM NE100
(Tocris Bioscience, Bristol, Egyesiilt Kiralysag).

IV.2. In vivo modellek

IV.2.1. Kiserleti allatok

Kisérleteinket beltenyésztett 6-8 hetes, 180-230 g sulyu, ivarérett, ndstény, illetve him Wistar
patkdnyokon végeztilkk (Toxi-Coop, Dunakeszi, Magyarorszdg). Az allatokat ketrecenként
harmasaval, alland6 hémérséklet (22 + 2°C), 40-60% paratartalom és 12 oranként valtakozo

megvilagitas mellett tartottuk, standard ragcsalotapot €s friss csapvizet ad libitum biztositottunk.

1V.2.2. Streptozotocin-indukalt diabétesz modell

T1DM tipust cukorbetegséget citratban (0,1 M; pH=4,5) oldott, egyszeri, nagy dozisu
streptozotocin (65 mg/ttkg, STZ, Sigma Aldrich Kft, Budapest, Magyarorszag) intraperitonealis (ip.)
adasaval indukaltunk. A STZ injekcid beadéasat kovetden 72 oraval az allatok vércukorszintjét Dcont
Trend stix-es vércukormérdvel ellendriztiikk (77 Elektronika Kft, Budapest, Magyarorszag). A
patkanyokat akkor tekintettiik cukorbetegnek, ha harom fliggetlen mérés soran a periférias vér gliikoz
koncentracioja meghaladta a 15 mmol/l értéket. Ennél alacsonyabb vércukorszint esetén az allatokat
kizartuk a tovabbi kisérletekbdl. A kezelések megkezdése eldtt az allatokat vércukorértékeik alapjan
randomizaltuk, hogy minden kezelési csoport atlagos vércukorértéke kozel azonos legyen (n=4-

12/csoport, protokolltol fiiggden, pontos szam az egyes kisérleteknél feltiintetve).

A korban illesztett, azonos testtomegii, kontroll allatok ekvivalens mennyiségl citrat puffert

kaptak. A kezeléseket minden nap azonos iddben, reggel 10:00-kor végeztiik, a kezelések hossza és
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menete, a viselkedési mintazatok vizsgalata, valamint az allatok és szervek feldolgozasa mindegyik

kisérlet soran, azonos médon zajlott.

Tekintettel arra, hogy ezek az allatok inzulinkezelésben nem részesiilnek a DM-re jellemzd
metabolikus elvaltozasok tiinetei (fogyas, rossz altalanos allapot, sebek, szérborzolas, gliikozuria
stb.) folyamatosan, felgyorsulva alakulnak ki. Az éllatok allapotat naponta ellendriztiik és adatlapon
rogzitettiik: az allatok altaldnos allapotat, mozgast, testtartast, szOr borzolast, bor allapotat, 1€gzést,
taplalkozast, vizeletiiritést (16. dbra). Indokolt esetben, amennyiben barmely allat fizikai allapota

szamottevoen romlott, az allatot elaltattuk.

16. abra Egészséges és streptozotocin indukalt cukorbeteg patkany fenotipusos jellemz6i

Kiegészito kisérletként a kezeléseket minden esetben elvégeztiik kontroll, egészéges allatokon
is. A gyogyszerek az egészséges allatok laboratoriumi paramétereiben, viselkedésében, illetve egyeb
molekuléris vizsgalatokban semmilyen hatast nem eredményeztek, ezért a disszertacioban ezek az

eredmények nem keriilnek bemutatésra.

A RAASI dozisait korabbi vizsgalataink és az irodalmi adatok alapjan ugy valasztottuk, hogy
antihipertenziv tulajdonsaguktol fliggetleniil hatékonyan gatoljak a RAAS egyes elemeinek
expressziojat, illetve aktivitasat [200-205]. A FLU hatékony dozisat eldkisérletekben hataroztuk meg.
Human gyo6gyaszatban a FLU SSRI-ként torténd alkalmazasakor (Fevarin, Luvox) a betegek 50-300
mg-os dozisban kapjak tartosan, akar évekig a készitményt, igy ez az adagolas figyelembe véve a
patkany/ember testfeliilet konverzios szamoldsokat [206] (Patkany: 20 mg/ttkg / 6,2 = 3,22 mg/ttkg.
Human: 2,7-3,22 x 70 kg = 190 -225 mg) megfelel a terapias dozistartomanynak. A DAPA ¢és az
NE100 kezelési adagjat irodalmi adatok alapjan éllitottuk be. A hatéanyagokat a Sigma Aldrich Kft-
tdl szereztiik be, kivéte]l NE100 (Tocris Bioscience, Bristol, Egyesiilt Kiralysag). A kisérleti dozisokat

a 3. tablazat fogalja Ossze.

Ebben a modellben 3. héttdl jelennek meg a korai vesekarosodas jelei, 5 hetesen az allatok

kréonikus, 7 hetesen ESRD-ben szenvednek. Vizsgalataink soran az allatokat tobb alkalommal 17-18
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oOréara anyagcsere ketrecbe helyeztiik vizeletgytijtés céljabol, mivel a fehérje, ill. cukortirités gytijtott

vizeletbdl pontosabban meghatarozhato.

Kezelési csoport Kezelési koncentracio Idétartam
Egészséges kontroll izotonias sooldat, mint vivoanyag 6 ill. 7 het
Diabétesz (D) D + izotonias sooldat, mint vivoanyag 6 1ll. 7 het
D + Enalapril D + 40 mg/ttkg/nap ENA 2 het

D + Ramipril D + 10 ng/ttkg/nap RAM 2 hét

D+ Lozartan D + 20 mg/ttkg/nap LOS 2 heét

D + Spironolakton D + 50 mg/ttkg/nap SPI 2 hét

D + Eplerenon D + 50 mg/ttkg/nap EPL 2 hét

D + Dapagliflozin D + 1 mg/ttkg/nap DAPA 6 het

D+ Dapagliflozin + Lozartan | D + I mg/ttkg/nap DAPA + 20 mg/ttkg/nap LOS | 6 hét

D + Fluvoxamin-maleat D + 20 mg/ttkg/nap FLU 2 hét
D + Fluvoxamin-maleat D + 2 mg/ttkg/nap FLU 2 het
D + Fluvoxamin-maleat + | D + 20 mg/ttkg/nap FLU + NE100 2 hét
NE1000
D + Fluvoxamin-maleat + | D+ 2 mg/ttkg/nap FLU + NE100 2 hét
NE1000

3. tablazat Streptozotocin-indukalt diabéteszes modellben alkalmazott kezelési csoportok (ENA: enalapril, RAM:
ramipril, LOZ: lozartan, SPI: spironolakton, EPL: eplerenon, FLU-fluvoxamin-maleat, NE100: N,N-dipropil-2-[4-

metoxi-3-(2-feniletoxi)-fenil]-etilamin monohidroklorid)

A kisérleti protokollok végén az allatokat 60 mg/ttkg ketamin (Richter Gedeon Nyrt.
Budapest, Magyarorszag) és 5 mg/ttkg xylazin (Medicus Partner Kft. Biatorbagy, Magyarorszag)
keverékkel elaltattuk és 4% wt/vol parafolmaldehiddel perfundaltuk. Az a. abdominalisbol vért
vettlink, a szervek (agy, timusz, mellékvese, sziv, vese) tomegét megmértiik, a hippokampuszt és
prefrontalis régiot elvalasztottuk, a vese kortex, medulla és pyelon rétegeit elkiilonitettiik. A
szovetmintakat gyorsfagyasztast kovetden —80°C-on taroltuk, vagy 4% pufferolt formalinban

(pH=7.4) fixaltuk. A kiilonboz6 kisérletsorozatok kezelési protokolljait az alabbi /7. abra mutatja.
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17. abra A streptozotocin indukalt diabéteszes allatmodellben alkalmazott protokollok STZ: streptozotocin, DM:
Diabetes mellitus, RAAS: renin-angiotenzin aldoszteron rendszer, FLU: fluvoxamin, LOZ: lozartan, OFT: nyilt porond

teszt (open field test), FST: er6ltetett Uiszas teszt (forced swim test)
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1V.2.3. Vese IRI patkanymodell
A mitéteket him és ndstény Wistar patkdnyokon (20015 g) pentobarbital-natrium (50
mg/ttkg; Nembutal, Abbott Laboratories, Budapest, Magyarorszag) vagy izofluran (1,5 %;

Eickemeyer Veterinary Equipment Ltd., Twickenham, Egyesiilt Kirdlysag) anesztézidban végeztiik.

Altatast kovetden rektalis mért testhdmérséklet ellenérzés mellett, hdmérséklet-szabalyozott
operacios padon median laparatomiat végeztiink. A bal vesét ellatd artériat és vénat kipreparaltuk,
majd 50 percre leszoritottuk. Az iszkémids periddus lejarta eldtt az ellenoldali vesét eltavolitottuk. A
fogd felengedését kovetden a reperfiizid sikerességét a vese szinvaltozasanak kovetésével
ellendriztiik, majd a hasfalat és a bort véglegesen zartuk, végiil az 4llatokat a teljes éberség
visszanyerését kovetden ketreceikbe helyeztiik. Kontrollként aloperalt allatok szolgéltak (n = 6-

12/csoport) kezelési protokolltdl fliggden.

A kisérletek végén (2 (T2), illetve 24 oraval (T24) az IRI-t kdvetden) az allatokat terminalisan
60 mg/ttkg ketamin (Richter Gedeon Nyrt. Budapest, Magyarorszag) és 5 mg/ttkg xylazin (Medicus
Partner Kft. Biatorbagy, Magyarorszag) keverékkel elaltattuk. Az a. abdominalisbol vettiink vért, a
vesét begyljtottik, megmértilk, majd a kortex, medulla és pyelon rétegeit elkiilonitettiik. A
szOvetmintakat szdrazjégen torténd gyorsfagyasztast kovetden —80°C-on taroltuk, vagy 4% pufferolt

formalinban (pH=7,4) fixaltuk a tovabbi vizsgalatokig.

A nemi hormonok vizsgalatdit him és ndstény, illetve ovariektomizalt (OVX) éllatok
csoportjain végeztiik. Ehhez az OVX-t a nemzetkdzi gyakorlatnak és sajat tapasztalatainknak
megfeleléen 7 nappal az iszkémids inzultus eldtt végeztiikk el median laparotomiabol, altalanos
érzéstelenitésben [207], igy biztositva az 4llat felépiilését és Osztrogén szintjének biztos
lecsokkenését. Mivel az irodalmi adatok szerint az OVX utan 1 héttel az allatok szérum 17f3-

Osztradiol szintje detektalasi hatar alatt van, szérum hormonszint méréseket nem végeztiink.

A SI1R agonista FLU hatdsat masik kisérletsorozatban vizsgaltuk. A FLU dozisat
elOkisérletekben hataroztuk meg a vesefunkcid (kreatinin, urea nitrogén (BUN)) ¢és a tubulus
karosodas hisztologiai értékelésével. A 2 mg/ttkg-os dozis a tubulusok karosoddsanak kivédésében
még nem bizonyult elég hatasosnak, a 40 mg/ttkg-os dézis pedig mar nem javitotta tovabb a hatést,

igy a 20 mg/ttkg-os dozist alkalmaztuk.
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18. abra Iszkémia/reperfuziés karosodas miitéti modelljének 1épései és az alkalmazott protokollok (a) bal oldalon
az ép jobb vese (j) jobbra a klippel (k) lezart hilust, elhalvanyodott bal vese (b); (b) 50 perc iszkémia elteltével a bal vese
sotét szind; (c) a jobb vese eltavolitasa és a klip levétele utan jol lathato a bal vese reperfuzioja, melyet élénk szine mutat.

Kisérlet soran késziilt sajat felvételek (Dr. Hosszi Adam, Dr. Antal Zsuzsanna).
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1V.2.4. Vese izograft autotranszplantacios patkanymodell

A miutétet HUND Wetzlar SM33 operacios mikroszkoppal a fent ismertetett anesztéziaban
hémérseklet-szabalyozott operacios padon végeztilk. Median laparatomiabdl az a. és v.renalist és az
uréter kiprepardldsa utan a vesét az artériaba helyezett kaniilon keresztiil 0°C-os Custodiol HTK
prezervacids oldattal vagy Custodiol + 10 uM fluvoxamin, vagy Custodiol + 10 uM SA-4503 (Dr.
Franz Kohler Chemie Gmbh., Bensheim, Németorszag) atmostuk, mig a vese teljesen elhalvanyult.

Az eltavolitott vesét eltavolitottuk, két oran at, ugyanebben az oldatban 4°C-on taroltuk (CIT)
majd visszahelyeztiik az allatba, a rendlis ereket vég-a-véghez anasztomozissal sszevarrva. A klipek
felengedésével ellendriztiik a reperfuziot. A meleg iszkémias 1d6 mindig 35 perc volt. Az urétert is
Osszevarrtuk és eltavolitottuk az ellenoldali vesét. A hasfalat és a bort zartuk, végiil az allatokat a
teljes éberség visszanyerését kovetden ketreceikbe helyeztiik. Kontrollként aloperalt allatok
szolgaltak (n = 6/csoport). Az allatokat 24 6raval (T24) a reperfuzidt kovetden leodltiik, a mintavétel

az IRI modellben ismertetettek szerint zajlott.

l 1 24 h
1 1 | /L |
I T I ALl 1
1 t 1
Donor vese perfuzioja Reperflzio T24
Kontralateralis nefrektomia Vese begyljtese

19. abra Vesetranszplanticié miitéti modelljének lépései és az alkalmazott protokoll (a) A hideg iszkémias id6
leteltével a vese visszahelyezése az allatba. Lathatok a szeparaltan leszoritott artéria (a) és véna (v) csonkok, valamint az
atvagott ureter (u), (b) A véna anasztomozis varrasa: a csonkvégek fent és lent egy-egy varrattal 6sszedltve, kifeszitve,
(c) Az artéria anasztomozis varrdsa: csomos Oltések. (d) Az anasztomdzisok megvarrasa utan a klipek eltavolitasa.

Kisérlet soran késziilt sajat felvétel (Dr. Hosszi Adam, Dr, Antal Zsuzsanna)

1IV.2.5. Vese hideg iszkemias patkanymodell

A hideg iszkémia miatt kialakulé kdrosodds vizsgalatdra kiilon modellt alkalmaztunk.
Anesztéziat kovetden a vesét az artéridba helyezett kaniilon keresztiil 0°C-os Custodiol HTK vagy
Custodiol + 10 uM FLU, Custodiol + 10 uM SA-4503 vagy Custodiol + 10 uM PREO084 tartalmu
prezervacids oldattal (Dr. Franz Kohler Chemie Gmbh., Bensheim, Németorszag) atmostuk, majd 2
vagy 3 vagy 8 vagy 24 6rara ugyanebben az oldatban jégre helyeztiik. A hideg iszkémias periodust

kdvetden a vesemintakat a korabbiak szerint feldolgoztuk.
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IV.3. In vivo funkcionalis vizsgalatok

1V.3.1. Képalkoto vizsgalatok

1V.3.1.1. Két-foton mikroszkopos mérések

A két-foton mikroszkopos mérésekhez a Femto 2D High Sensitivity Galvanoscanner-Based
Two-Photon Microscope (Femtonics Kft., Budapest, Magyarorszag) konfokalis, lézerpasztazd
fluoreszcens rendszert hasznaltuk. Pentobarbital-natrium anesztézidban (50 mg/ttkg; Nembutal,
Abbott Laboratories, Budapest, Magyarorszag) a vesét egy 1-2 cm-es dorzalis bemetszésen at
kiemeltiik. Az a. carotisba adott 70 kDa Rodamin Dextran festi az ereket, a Texas Red az ¢ép
kefeszegélyt jeloli, Hoechst 33342- vel kékeka sejtmagok (fluroforok: LifeTechnologies, Carlsbad,
CA, USA). A tubulusok autofluoreszcenciajukbdl adédoan zdldek (20. abra). Elemeztiik az intakt
kefeszegély jelenlétét, a sejtmagok integritasat, és a tubulusok lumenében felhalmoz6do nekrotikus
szovettormelék eléforduldsat. A pertibuldris kapillarisok atmérdjének valtozasat egy 30 perces
peridodusban kovettiik nyomon, a folyamatos mérés soran percenként készitettiink képet ugyanarrol a
latotérrol, majd ugyanazokat az ereket mértiik le. Az 1., 10., 20. és 30. percben mért ératmérdk kozti
kiilonbséget kvantifikaltuk. Allatonként kb. 150 kapillarist mértiink le. A képeket Matlab (Femtonics
Kft, Budapest, Magyarorszag) és Image J (The National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)
szoftverek segitségével értékeltiik ki (20. abra).

20. abra Két-foton mikroszkopos felvétel Az allat a két-foton mikroszképban, (B) peritubularis kapillarisok
ératmérdjének mérése (C) Tubulus képe Piros: vesekapillarisok, kék: sejtmag zdld: autofluoreszcencia, 1épték: 200 um.

Kisérlet soran késziilt sajat felvétel (Dr. Hosszi Adam)
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IV.3.1.2. SPECT- MRI

Az agyi perfuzié és mikroglia aktivacid egyideji vizsgalatira Single Photon Emission
Computed Tomography-Magnetic Resonance Imaging (SPECT-MRI) képalkotd eljarast
alkalmaztunk a Biofizikai és Sugarbiologiai Intézettel Kooperacioban. A méréseket Dr. Mathé
Domokos ¢és Dr. Szigeti Krisztidn végezte. A vizsgalat soran az allatokat izofluran-oxigén elegyével
végig altatasban tartottuk (amig el nem aludt az allat 3,5-4% izoflurant alkalmaztunk, majd ezt
lecsokkentettiik 1,5%-ra a képalkotas idejére). A mérések eldtt 14 mg/ttkg kalium-perkloratot
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ip. injektaltunk az allatokba, hogy elkeriiljiik pajzsmirigy
szabad [125I]-iodine felvételét. Az allatoknak eldszor 9.35+2.00 MBq 1251-jeldlt 6-kloro-2-(4'-
1odofenil)-3-(N,N-mmetiletil)imidazo[ 1,2-a]pyridine-3-acetamie ~ ([125I]JCLINME)  radioaktiv
izotopot adtunk (Progressio, Budapest, Magyarorszag), majd 30 perccel késébb
135.86 £ 6.84 MBq 99mTc-jelolt hexametil-propilénamin. oxim ([99mTc]HMPAO) (Medi-
Radiopharma, Erd, Magyarorszag) izotopot juttatunk be. A [99mTcJHMPAO injektalasa utan
végeztiik el az MRI mérést nanoScan 1T MRI rendszerrel (Mediso, Budapest, Magyarorszag), mely
soran T1-sulyozasu GRE 3D szekvenciat alkalmaztunk (460 pum in-plane felbontas, metszet

vastagsag 500 um, TR/TE 1262 ms, TD 20 ps €s négy excitatiés eredmény egy 9,5 perces mérésnél).

A SPECT-CT méréseket NanoSPECTCT PLUS gépen (Mediso, Budapest, Magyarorszag)
végeztiik el, és az eredmények kiértékelését a MBg/ml-ben mért radioaktivitas egységeként (0,33
mm, izovoxel) hataroztuk meg. Az MRI mérések sordn egy atlasz-alapi modszert alkalmaztunk az
egyes agyi régiok (kamrak, kisagy, kortex, hippokampusz, stridtum, bulbus olfactorius) €s az egyes

kivalasztott kisebb teriiletek (VOI) vizsgalatara.

A [99mTc]HMPAO jelolés soran mértiik az egyes agyi szegmensek standardizalt felvétel
értekeit (SUV). A [1251]CLINME jeldlés esetében meghataroztuk a szovetben mért aktivitas €s az
artérias vérben mért aktivitas ardnyat a vizsgalt kivalasztott agyi szegmenseknél. Ehhez a kép-alapt
artérias vérben mért aktivitasi koncentraciot vettiik alapul. A kapott adatokat a sajat régioban mért
[99MTc]HMPAO SUYV értékekre normalizaltuk. A 3D SPECT VOI képeinek elemzését VivoQuant
1.22 patch2 szoftverrel (InviCRO, Boston, MA, USA) végeztiik.

1V.3.2. Vérnyomas- és pulzusmérés

Az allatok artérids vérnyomasat és pulzusat CODA Standard tail-cuff monitoring™ (EMKA
Technologies, Parizs, Franciaorszag) modszerrel mértiik 37°C-os melegitéparnan 3% izoflurdn és
szintetikus levegdelegy (Eickemeyer Veterinary Equipment Ltd., Twickenham, Egyesiilt Kiralysag)
belélegeztetésével végzett altatdsban. A vérnyomas ¢és pulzusmérésre alkalmas gylris

mandzsettdkkal mértiik a szisztolés €s a diasztolés vérnyomast, valamint a pulzust. Az artérias
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kozépnyomas értékét a szisztolés és diasztolés értékekbdl szdmoltuk ki. Minden allatnal tobb

alkalommal, legalabb 3 mérést végeztiink. A tail-cuff monitoring rendszer eldnye, hogy nem invaziv,
igy kisebb megterhelést jelent az allatoknak, emellett pontossaga kozel 95%-ban egyezik a gold

standardként hasznalt telemetrids eljarassal.

1V.3.3. Viselkedeési tesztek

A depresszi6 tanulmanyozasara akut és kronikus allatmodellek is rendelkezésre allnak. Mivel
a stressz a depresszids epizddok kialakulasanak fontos kivaltd tényezdje, a depresszid
allatmodelljeiben foként kronikus enyhe stressz (nedves alom, megbillent ketrec), szocialis stressz
vagy farmakoldgiai szerek révén idézik eld a depresszid-szerti viselkedést [208]. Az akut modelleket
leginkdbb az 1) antidepresszans gyogyszerek tesztelésére fejlesztették ki, ahol sokszor stresszhatas
nélkiil vagy akut stressz kivaltdsat kovetden vizsgdljak a gyogyszerekre adott mozgasmintazat
valtozasokat. A depresszid neurobioldgiai elvaltozasainak tanulmanyozasat kronikus stressznek kitett
allatokon vizsgaljak, mely alkalmas a kialakuldé kozponti idegrendszeri strukturalis elvaltozasok
feltarasara is. Ilyen kronikus stresszallapot okozta depresszid alakul ki DM hossztava fennallasa

soran is, bar a cukorbetegség nem klasszikus modellje a depresszionak.

A depresszid komplex viselkedésmintazat, tanulmanyozasara tobbféle tesztet kifejlesztettek,
melyek mindegyike a depresszio egy-egy jellegzetes tiinetének megftigyelésére alkalmas. DM-ben
egyes tesztek hasznalhatosaga limitalt, hiszen pl. az egyik legelterjedtebb viselkedési teszt a cukor
preferencia teszt — melyben az anhedonia jelenségét pozitiv megerdsitésre, jutalomra csokkent
valasszal modellezik — cukorbeteg allatokban nem hasznalhat6. Az STZ-indukalt T1DM
patkanymodellben a depresszio megallapitasara leginkabb alkalmazott viselkedési teszt a Porsolt-féle

erdltetett uszas teszt [209]; vizsgalataink soran mi is ezt hasznaltuk.

1V.3.3.1. Evdltetett uszds teszt

A magatartasteszteket erre a célra elkiilonitett, gyengén megvildgitott (15W), 21°C
hémérsékletii szobaban végeztiik. Az allatokat randomizaltuk, mivel a nagy elemszam miatt nem volt
lehetdség az Osszes allat egy napon torténd vizsgalatdra. A méréseket minden nap ugyanabban az

idépontban végeztiik, minimalisra csokkentve a kdrnyezeti valtozok variabilitdsanak hatasat.

A Porsolt-féle erdltetett Gszas teszt sordn az allatokat 24 + 1°C-os csapvizzel feltoltott
tiveghengerekbe (atmérd: 30 cm; magassag: 60 cm, vizszint: 40 cm) tettiik. Az el6zetes tesztnél 15
percig, a teszt periodusban pedig 5 percig Sony DCR-SX21E digitalis videokameraval rogzitettiik a

viselkedésiiket. A hengereket minden vizsgalat utan kioblitettiik és friss vizzel toltottiik fel (21. abra).
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Elemzéskor két fliggetlen vizsgdlé vakon értékelte ki a négyféle viselkedési paraméter

1doszazalékat a Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet altal fejlesztett és validalt H77 szoftverrel.
Viselkedési paraméterek: lebegés (az allat nem mozog azon kiviil, ami sziikséges a fej vizszint folott
tartdsdhoz), kapalozas (az éllat erdteljes végtagmozgasok, a mellsé végtagok megtorik a vizfelszint
¢s kaparo-szerli mozgést végeznek a henger falan), uszds (koordinalt, aktiv helyvaltoztato mozgas,
mely sordn a végtagok nem torik meg a vizfelszint), illetve buvdrkodas (az allat egész testével lebukik
a vizfelszin ald) [210]. Az adatok kiértékeléskor a mozgasformakat két nagyobb csoportra osztottuk,
ahol a kapaldzas, uszas és buvarkodas idészazalékanak 0sszege a mobilitasi, mig a lebegés ideje az

immobilitasi paramétert jellemzi (11. dbra).
Mobilitis

Kapalozas Uszas Buvirkodas Lebegés

= 60cm

- 40cm)

21. abra Eréltetett Giszas teszt Kisérlet soran késziilt sajat felvétel (Dr. Lénart Lilla)

1V.3.3.2. Porond teszt

A porond teszt a legelterjedtebb modszer a laboratoriumi ragesalok lokomotoros aktivitadsanak
¢s felderitd magatartdsinak meghatarozasara [211]. A vizsgalatokat egy 100 x 100 x 60 cm-es,
atlatszo plexilapokkal koriilvett dobozban végeztiik, melynek alja 10 x 10 cm-es négyzetekre van
osztva. A patkanyokat kdzépre tettiik és 10 percen at videdra rogzitettiik a viselkedésiiket. Az elemzés

soran a vonal atlépések szdmat hatdroztuk meg. (22. dbra).

— 100cm

22. abra Porond teszt Kisérlet soran késziilt sajat felvétel (Dr. Lénart Lilla)
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IV.4. Szérumbol, vizeletb6l laboratériumi végzett mérések

1V.4.1. Fotometrias merések

Az allatok ledlésekor vett vérbdl szérumot izoldltunk (6 min centrifugélas, 3600 rpm).
Fotometrids modszerrel (Roche Hitachi -712, Basel, Svéjc) meghataroztuk a szérum gliikoz,
fruktézamin, kreatinin, BUN, natrium, kélium, klorid, albumin, 0&sszfehérje, triglicerid,
Osszkoleszterin ¢és magas denzitasu lipoprotein (HDL) koleszterin, glutamat-oxalacetat-
aminotranszferaz (GOT) és glutamat-piruvat-transzaminaz (GPT) értékeket. Az alacsony denzitast
lipoprotein (LDL)-koleszterin szamitasara a Friedewald képletet hasznaltuk: LDL-koleszterin =
Osszkoleszterin -(HDL-koleszterin + triglicerid/2,2). A 24 6rés gytijtott vizeletet 3600 rpm fokozaton,
6 percig centrifugdltuk, majd kreatinin, BUN, fehérje ¢s gliikkoz mennyiségi meghatdrozast
végeztliink. A szérum ¢és vizelet kreatinin értékekbdl testsulyra vonatkoztatott kreatinin-clearencet
szamoltunk a kovetkezd képlettel: (vizelet kreatinin x vizeletmennyiség / szérum kreatinin) /
vizeletgylijtési id0 percenként / allat silya x 100. A vizeletiiledéket mikroszkoposan vizsgaltuk,
illetve probaleoltasokat végeztiink az esetleges infekcio kizardsara. A kreatinin clearance értékét
vizelet kreatinin x vizeletmennyiség / szérum kreatinin) / vizeletgytijtési 1d6 percenként / allat sulya

x 100 képlettel becstiltiik.

1V.4.2. ELISA mérések

crer

szendvics ELISA moédszerrel hataroztuk meg (R&D System, Minneapolis, MN, USA). A kisérletet
szobahOmérsékleten végeztikk és az egyes 1épések kozott haromszor mostuk a platet. A 96-lyuka
platet el6szor az elsédleges antitesttel 24 o6ran keresztiil inkubaltuk. Ezt kovetden a BDNF, KIM-1 ¢és
NGAL esetében 1% BSA-PBS-sel, az albumin mérésénél 1% BSA-TBS-sel 1 oraig blokkoltuk. A
mintakat duplikatumban alkalmaztuk és a blokkold oldatban BDNF-nél 1:10; albuminnal 1:1000,
NGAL-nal 1:100 aranyban higitottuk, majd 2 6ran keresztiil inkubaltuk. Ezt kovetden, hozzdadtuk a
megfelel6 masodlagos biotinilalt antitesteket. Két 6ras inkubacidt kovetden a mintakra sztreptavidin-
tormaperoxiddz konjugatumot mértiink. 20 perces inkubéciot kdvetden hozzaadtuk a szubsztratként
alkalmazott tetrametil-benzidint, mely soran a peroxidaz aktivitads eredményeként kék szinreakciot
tapasztatunk. Ot perc elteltével leallitottuk a reakciot 2N HoSO4 oldattal. A mintak optikai denzitasat
spektrofotométerrel (Chameleon V Florometer-Luminometer Photom, Hidex, Turku, Finnorszag) 450

gorbe alapjan kiszamitottuk a relativ koncentracidkat.

A renalis fibrotikus folyamat biomarkereiként hasznalhato uC3M, rPRO-C3, TUM, FBN és

PRO-C4 meghatarozasahoz a Nordic Bioscience (Herlev, Dania) sajat fejlesztést kitjét hasznaltuk
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kooperacioban. A kit human hasznalatra engedélyeztetés alatt van az FDA-nél, igy a mérések

referenciamérésként a kooperéacios partner Dr. Federica Genovese Nordic Bioscience, Dania

laboratoriumaban torténtek vizeletbdl és HK-2 ill. NRK-49F sejtek feliiluszdjabol.

IV.5. Hisztolégiai vizsgalatok

A hagyomdanyos hisztologiai vizsgalatokhoz a vesék kozépsd részét 4%-os formalin fixalast
kovetden paraffinba dgyaztuk, majd 5 pm vastag metszeteket készitettiink. A metszeteken perjodsav
Schiff (PAS), hematoxilin-eozin, Masson-féle trichrome ¢és PicroSirius Red festést végeztiink. A
megfestett metszeteket digitalis metszet szkenneld automataval (Panoramic 250 Flash 3, 3D Histech
Kft, Budapest, Magyarorszag) digitalizaltuk, kiértékelésiiket kodolva, két egymastdl fiiggetlen

vizsgalo végezte.

1V.5.1. Hematoiylin-eozin festés

A hematoxilin- eozin (HE) festést referenciaeljarasként hasznaltuk a szoveti struktira
épségének ellendrzésére, mert jol festddnek a sejtmagvak (kékeslila), a citoplazma az eozintdl piros

szinu lesz.

1V.5.2. Perjodsav-Schiff festés

A Perjodsav-Schiff (PAS) festett metszeteken tobbféle kiértékelést végeztiink.

(1) DKD: A mezangidlis matrix expanzid mértékét vizsgaltuk a DM modellben, mert a
mezangialis matrix, mely a glomerulus belsejében talalhatd erésen PAS-pozitiv szdvet
felszaporodasa a DKD kialakulasara utal [212]. Allatonként 15 db 400x nagyitasu digitalis metszeten
Scion image (Scion Corporation, http://scion-image.software.informer.com/) szoftverrel értékeltiink.

(11)) Az IRI okozta karosodas: értékelését korabbiakban is mar hasznalt pontskala [182, 207]
alapjan végeztiik. A glomeruldris kdrosodast a hipercellularitds és a kollapszus mértéke alapjan
hataroztuk meg 0-3-ig terjed6 skalan, ahol O-nincs, 1 - enyhe (a sejtek <30%-aban), 2 - kdzepes (a
sejtek 30-60%-aban), 3 - sulyos (a sejtek tobb mint 60%-aban) hipercellularitds/kacslumen kollapszus
lathato. A tubularis karosodas mértékét az epitélium kérosodas — a PAS metszeten rozsaszinnel
festodo kefeszegély eltlinése, a hamban és a tubulusban 1év6 hialin mennyisége alapjan irtuk le. Az
epitélium kérosodés fokat 0-4-ig mindsitettiik a kovetkezOk szerint: 0-nincs karosodas, 1 - tubulus
sejt duzzadas, vakuolizacio, kefeszegély eltlinés, 2 - tubulus sejt nekrozis <1/3 aranyban, 3 - tubulus
sejt nekrozis 1/3-2/3 ardnyban, 4 - tubulus sejt nekrézis tobb mint 2/3 ardnyban. A hdmban ¢és a
tubulusban talalhaté hialin mennyisége: 0 - nincs, 1 - kevés, 2 - sok. Az IRI-ben szerepet jatszo

inflammacids folyamatok sulyossagat a leukocita infiltracio értékelésével hataroztuk meg: O - nincs
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infiltracio, 1 - kevesebb mint 10 infiltralé sejt/ 1atdtér, 2 - 11-50 infiltralo sejt/ latotér, 3 - 51-100

infiltralo s sejt/ latotér, 4 - tobb mint 101 infiltrald sejt/ 1atotér.

(111) KTx mintainak értékeléséhez a tubulus karosodasakor észlelhetd tubularis lumen kitagulésat
értékeltiik [213], melyet az epitél sejtek nekrozisa és degradacioja, valamint a sériilt viz visszaszivas
miatt a lumenbe juté nagyobb mennyiségii folyadék és tormelék okoz. Allatonként 6 latotérben 20-
20 tubulus lumen teriiletét mértiik le Adobe Photoshop szoftver (Adobe Systems, San José¢, USA)
hasznalataval, az allatonként mért Ossz-teriilet nagysagat pm2-ben adtuk meg. A nagyobb lumen

teriilet stilyosabb karosodast jelez.

1V.5.3. Masson-féle trichrome festés

A kollagénben dus kotdszovet felhalmozodast Masson-trichrome eljarassal vizsgéltuk, mely a
citoplazmat és a vorosvértesteket vorOsesre, a sejtmagokat feketére, az ECM alkotorészeket
(kollagént, fibrint, simaizom-aktint) kékre festi. Vesénként 200x nagyitassal 10 képet értékeltiink,
mind a kéregbdl, mind a veldallomanybdl (kizarva a glomerulusokat és a nagyobb ereket). A
tubulointersticialis fibrozis mértékére a kék szin mennyiségébdl kovetkeztettiink, Scion Image

szoftverrel végeztiik az értékelést.

1V.5.4. Sirius-red festés

A Sirius-red festés a kollagén I, II és IlI-at pirossal [214], a sejtmagot és a citoplazmat sargan
festi. A fibrotikus teriilet kvantifikédlasara minden allat vesé€jérdl egyenként tiz, 100x nagyitast
teriileten felvételt készitettlink, a piros szinl teriilet szazalékos aranyat Scion Image szoftverrel

kiszamitottuk, ebbdl kovetkeztettiink a felszaporodo6 kollagén mennyiségére.

IV.6. Immunhisztokémia

1V.6.1. Agy immunhisztokémiai festés

Agyszovet szabadon-sz6 25 um vastagsagu, szagitalis metszeteit 67°C-on torténd epitop-
feltarast kovetden, vagy 5-10% szamdar szérummal torténd blokkolas utan a megfeleld elsddleges
antitestekkel (4. tabldazat) (4°C, overnight) inkubaltuk. Moséasokat kovetden a megjelenitéshez
masodlagos anti-AlexaFluor 488, 647, vagy 594 antitesteket (ThermoFischer Scientific, Waltham,
MA USA) hasznaltunk. A metszeteket Ni-E C2+ (Nikon, Tokid, Japan) konfokalis mikroszkoppal, a
képfeldolgozast NIKON NIS Elements Viewer 4.20 (Auroscience, Budapest, Magyarorszag)
szoftverrel végeztiik. Minden metszetbdl harom random kivalasztott latoteret értékeltiink, Dr. Dénes

Adam Lendiilet munkacsoportjaval egyiittmiikddve a Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézetben.
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1V.6.2. Vese immunhisztokémiai festés

A xilolban deparaffinizalt 2-5 pm vastag metszeteket rehidrataltuk, majd 93°C-on tartuk fel

az epitopokat (Hisztopatologia Kft, Pécs, Magyarorszag). A nem specifikus kotddéseket BSA-val

blokkoltuk. A elsddleges antitestekkel (4. tablazat) inkubaltunk (4°C, overnight), mosasok utan

hozzéadtuk a BiotinylatedLink masodlagos antitesteket (DakoCytomation, Glostrup, Déania) (15 min,

szobahd). A megjelenités standard avidin-biotin peroxidazzal (ABC system, DakoCytomation,

Glostrup, Dénia) tortént, majd a metszeteket HE-nal kontrasztfestettiik és Zeiss Axiolmager Al light

microscope (Zeiss, Jena, Németorszag) fénymikroszkoppal vizsgaltuk.

A masodlagos fluoreszcens jeloléshez anti-AlexaFluor 488, 594, 647, antitesteket

hasznaltunk. A vizualizalat Carl Zeiss LSM 510 Meta konfokalis 1ézermikroszkoppal (Carl Zeiss

Gmbh., Jéna, Németorszag) 200x-os €s 630x-0s nagyitasson, a kiértékelést QuPath szoftverrel (Cell

Biology, Queen’s University, Belfast, Egyesiilt Kiralysag) végeztiik.

Célfehérje Gyarté Kat.szam Faj Higitas
aSMA Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA A2547 egér-monoklonalis 1:100
Aquaporin2 Santa Cruz BiotechnologySanta Cruz, CA, USA sc-9882 kecske- poliklonalis 1:50
BDNF Abcam, Cambridge, MA, USA 108319 nyul-monoklonalis 1:500
Fibronektin Abcam, Cambridge, MA, USA ab2413 nyul- poliklonalis 1:100
GFAP Synaptic Systems, Gottingen, Németorszag 173006 csirke-poliklondlis 1:500
GGT1/2 Santa Cruz Biotechnology Santa Cruz, CA, USA sc-23823 kecske- poliklonalis 1:50
GRP94 Invitrogen, Carlsbad, California, USA MA3-016 patkany- monoklonalis 1:250
HIF-1a Abcam, Cambridge, MA, USA ab2185 nyul - poliklonalis 1:50
HSF-1 Novus, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag NBP1-97475 nyul - poliklonalis 1:100
ICAM-1 R&D Systems, Minneapolis, MN, USA AF796 egér - poliklonalis 1:500
IL-1a R&D Systems, Minneapolis, MN, USA AF-400-NA kecske-poliklonalis 1:500
Na+/K+ ATP-az | Santa Cruz Biotechnology Santa Cruz, CA, USA sc-21712 egér- monoklonalis 1:100
NHE3 Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA MAB3136 egér-monoklonalis 1:50
P2Y12 AnaSpec, Fermont, CA, USA 55043A nyul-poliklonalis 1:500
p-CREB Cell Signaling, Danvers, MA, USA 87G3 kecske-monoklonalis 1:500
PDGFR-p Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA sc-432 nyul-poliklonalis 1:100
PGP9.5 Abcam, Cambridge, MA, USA 72910 csirke-poliklonalis 1:500
SIR Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA 137075 egér-monoklonalis 1:50
S1R Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 423300 nyul-poliklonalis 1:50
SGLT1 Abcam, Cambridge, MA, USA ab14686 nyul-poliklonalis 1:50
SGLT2 Abcam, Cambridge, MA, USA ab37296 nyul-poliklonalis 1:50
Alexa Fluor 488 | Jackson ImmunoResearch, Cambridgeshire, UK | 703-546-155 | kecske-poliklonalis 1:200
Alexa Fluor 594 Thermo Fisher Scientific Waltham, MA USA A11058 kecske-poliklonalis 1:200
Alexa Fluor 647 Jackson ImmunoResearch, Cambridgeshire, 715-605-150 | kecske-poliklonalis 1:500
Alexa Fluor 568 Thermo Fisher Scientific Waltham, MA USA A-11036 | kecske- poliklonalis 1:200
Alexa FIor 346 1 rpe o Fisher Scientific Waltham, MA USA | A22283 | - 1:40
phalloidin
bisBenzimide H Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA B2261 |- 1:1000
trihydrochloride

4. tablazat Immunhisztokémiai festéshez hasznalt antitestek
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1V.6.3. TUNEL proba

8%-o0s formalinban fixalt, paraffinba &4gyazott patkanyvesékbdl 5 pm-es metszeteket
készitettiink. Paraffin mentesitést kdvetéen az Apoptag® Peroxidase In situ Apoptosis Detection
Kitet (Millipore, Billerica, MA, USA) hasznaltunk. A mintdk 15 perces Proteindz K eldkezelését
majd mosasokat kdvetden az endogén peroxidaz aktivitast 3%-os H>O2 — metanol eleggyel blokkoltuk
(5 min, szobahd), majd 30% TdT enzimet tartalmazo reakcio pufferben 1 6ran at, végiil a reakciot
leéllitottuk. A targylemezeket ezutan 30 percig inkubdltuk szobahOmérsékleten anti-Dioxigenin
Conjugate reagenssel, majd DAB peroxidaz szubsztratot adtunk hozza. A TUNEL proba pozitivitisa
a kortexben, valamint a kortikomedullaris régioban detektalt pozitiv sejt szazalék szoftveres

meghatarozasa alapjan tortént. A kiértékelést QuPath-szal végeztiik.

IV.7. Molekularis biologiai médszerek

1V.7.1. RNS izolalas és valos idejii kvantitativ polimeraz lancreakcio

Az eltavolitott szervek azonos tomegii szovetminta darabjabol vagy a sejtszuszpenziobol total RNS-
t izolaltunk Total RNA Mini Kit-tel (Geneaid Biotech Ltd., New Taipei City, Thaifold). Az RNS
mennyiségét és tisztasdgat NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel (BCM, Huston, TX, USA)
allapitottuk meg. Mintanként 500 ng RNS-b6l komplementer DNS-t szintetizaltunk Maxima First
Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) kittel.

A valos idejii PCR méréseket Light Cycler 480 SYBR Green I Master enzyme mix (F. Hoffmann-La
Roche Ltd, Bézel, Svéjc) reagensekkel LightCycler 480 (F. Hoffmann-La Roche Ltd, Bazel, Svajc)
gépen végeztiik. Az egyes génekre specifikus forward és reverse primereket terveztiink az NCBI
nukleotid adatbazisban talalhat6 szekvencidk alapjan (5. tdblazat). A primereket az Integrated DNA
Technologies (IDT, Coralville, IA, USA) cég szallitotta. A PCR reakcidohoz 20 pl végtérfogatban 10
pl LightCycler 480 SYBR Green Master enzyme mix, 1 pl cDNS, 7 pl nukleindz-mentes vizet és az
adott célfehérjére specifikus 1-1 ul forward és reverse PCR primert tartalmazo elegyet hasznaltunk.
A kiilonbozo célfehérjék mRNS expressziojat a 18s riboszomalis RNS (Rn/8s) haztartdsi gén
aranyaban hataroztuk meg az x= 2-ACp képlet alapjan.
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Cénmeve | NCBI azonosits Dk ssekvincia Termék hossz (bp)
CON2 | NMLOOWOLS | prmm o GGATCOGOCGTCGGTACATACT ¥ 136
RNALISNS | NR 0032864 | T GTGGTAGCOGTITCTCAGE 3 136
POGFR N Dl | O GACATCIOGAACACCEY 163
TGFBL | NMLONGEOT  |prem s N ACGOGOCCGGOTTATECY 174
B |NMOIT0392 |po s o OCGCTCCOGOACGAAGTCCAGS 295
B2 |NMLOI6931 | o CGACAAGGOGCCETAGAGE S -
Banf NM_001270630.1 E‘;‘Ej : %ﬁggﬁ%ﬁaﬁ*m 157
Cel2 NM,_031530.1 El“ﬁ jﬁfﬂ%ﬁmﬁfﬁﬁg; 167
Gapdh | MM 0170084 El“ﬁ :‘ %ﬁ%ﬁ%&fﬁw 3‘| 158
Iila NM_017015.1 E;“Ej ﬁg&“‘ﬁﬁ%g%ﬂﬁgﬁcm 3 152
nie NM,_ 0315122 El“ﬁ :gﬂﬂcﬁmﬁcﬁﬁa 5 177
o M 0191781 | Farward: 5 AAATGGCAATCCTTATCAATCATTAG 3 ;
= Reverse: 5 CTGATATCCTCTCTGTTGGTAGTTA 3 107
T NS | CCTIGG TGO TICCEACCAL S 150
| NI | R AGACGTCTAGTTCCOGA S 214

5. tablazat RT-qPCR vizsgalatokhoz hasznalt primerek
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IV.7.2. Géncsendesités
A géncsendesitéshez hasznalt reagenseket az Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) szallitotta. A
HK-2 sejteket 10 nm SIR specifikus vagy negativ kontroll siRNS-el transzfektaltuk Lipofectamine
2000-rel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A sikeres transzfekciot 10 nm
fluoreszcensen jeldlt siRNS-sel, Olympus IX81 fluoreszcens mikroszkoppal (Olympus, Tokid, Japan)
vizsgaltuk. A géncsendesités hatékonysagat Western blottal ellendriztiik (23. dbra).
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23. abra A Sigma-1 receptor géncsendesités hatékonysaganak ellenérzése HK-2 sejtekben (S1R: Sigma-1 receptor,

+p<0,05 vs negativ kontroll, atlag = SEM, N=6/csoport, Hosszi Adam PhD dolgozatabol engedéllyel)

IV.7.3. Western blot

A megfeleld szOvetminta vagy sejtszuszpenzid azonos mennyiségli részébdl fehérje
homogenizatumot készitettiink. A NKA, illetve a S1R szubcellularis lokalizacidjanak vizsgalatdhoz
a sejtlizatumot eldszor frakcionaltuk Subcellular Protein Fractionation Kit for Cultured Cells
(Thermo Scientific, Waltham, MA, US) segitségével. A citoplazmatikus, membran, szolubilis
nukledris, kromatin-kapcsolt nuklearis és citosztkeletdlis részek szétvalasztdsa utan a tovabbi

feldolgozas a tobbi szuszpenzioval azonos mddon tortént az alabbiak szerint.

A mintakat 4°C-os lizis pufferben [(pH 7,4) 1 M tris(hidroximetil)aminometan, 0,5 M
etilénglikol-tetraecetsav, 1% Triton X-100, protedz és foszfatdz inhibitorok: 1 mg/ml approtinin, 5
mg/ml leupeptin, 0,5 M fenilmetanszulfonil fluorid, 0,25 M natrium-fluorid, 0,5 M néatrium
orthovanadat; (Sigma Aldrich Kft. Budapest, Magyarorszag)] Fastprep RP120 homogenizatorral
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) homogenizaltuk. A mintdk 0&sszfehérje
koncentraciojat Bio Rad Protein Assay Kit-tel (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
hataroztuk meg és 10 pg/pl-re allitottuk be.

A fehérjeizolatumot 4x-es Laemmli pufferben (12,5 mM TRIS-HCI pH=6,7, 4% natrium
dodecil szulfat (SDS), 4% merkaptoetanol, 15% glicerol, 0,01% bromfenolkék) denaturaltuk, majd a
detektalando fehérje nagysagatol fiiggden (7-12%) SDS-poliakrilamid gélen (Bio-Rad Laboratories.
Hercules, CA, USA) szobahdmérsékleten, 200 V aramerdsségen futtattuk. A blottolas sordn a
fehérjéket az SDS-poliakrilamid gélrél nitrocellul6z membranra transzferaltuk gyorsblottolo
késziilekkel (Bio-Rad Laboratories Inc. Hercules, CA, USA). A fehérjetranszfer sikerességét 1%
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Ponceau-S (Sigma Aldrich Inc, St. Louis, MO, USA), 25% ecetsav (Reanal Kft. Budapest,

Magyarorszag) tartalmt festékkeverékkel ellendriztiik. Ezutdn a membrant szobahdmérsékleten 1

oréan keresztiil blokkol6 oldatban (5% BSA- tris-pufferelt sooldat, TBS) inkubaltuk. Blokkolas utan

a membrant egy éjszakan keresztiil, 4 °C-on inkubaltuk a kiilonb6z6 elsddleges ellenanyagokkal (6.

tablazat) Mésnap

ismételt mosasokat (TBS-0,05%

Tween20) kovetéen a membranokat

szobahOmérsékleten, 1 oran at inkubaltuk az elsddleges antitestre specifikus torma-peroxidaz

enzimmel konjugalt masodlagos antitesttel (6. tabldzat). Az eléhivast ECL plus reagenssel (Millipore

Corporation, Billerica, MA, USA) kemilunineszcens modszerrel Versa Doc késziilékkel végeztiik

(Bio-Rad Laboratories Inc. Hercules, CA, USA). A jelet Quantity One szoftverrel (Bio-Rad

Laboratories Inc. Hercules, CA, USA) denzitometraltuk és a Ponceau-S festés altal kapott 6sszfehérje

mennyiségre €s belso kontrollra korrigaltuk.

Célfehérje neve Gvirté Katszdm Fajt Higitis
oSMA Sicma Aldrich i Lowis, MO, USA | A2547 | esérmengklonalis. | 1500
BDNF Abcam, Cambridge, MA, USA 108319 | nyilmepgklondlis | 1-1000
CTGF santxEms 'CA, melogy Santa Oz, | 5¢ 14939 | kecske- poliklondlis. | 1:500

Endothelin | Aheam, Cambridge, MA, USA 117757 | nyil polidenilis | 1:1000
EPO Santafme 'CA, molagy Santa Oz, | 505200 | egér- mongklopalis. | 1:500
Fasin Abcam, Cambridge, MA, USA 183495 | nyil- mongklondlis | 1:2000
HIF-la Abcam, Cambridge, MA, USA 2185 | nyil poliklondlis | 1:1000
HSF.1 gt Co ﬁi@éﬁ%&i&m Cruz, | 303677 | egir momoklonalis | 1:1000
HSP27 Nowus, Cambridge, UK NEP2-32972 | egér mansklandlis. | 1:1000
HSPT0 Cell Signaling. Danvers, MA, USA 48725 nyil policlondlis | 1:1000
\MP3 Abcam, Cambridge, MA, USA 52915 | nyil- mopoklonglis | 1:1000
NE-xB Cell Signaling Danvers, MA.USA | C2B4 | nyil mopgklonalis | 1:1000

NaHK+ATPjg | SantaCruz ﬁi@éﬁ%&i&m Cruz, | 2112 | egér momokiondlis | 1:1000
5NOS Rt C: W&m Cruz, | ecs302 | egir momokdomalis | 1:1000
0GA Protsinioch EmopeManchesier, UK | 14711-1AP | nyil poliklomalis | 1-1000

O-GleNA: Sigma Aldrich §f. Lowis, MO, USA | 07764 nyil polilonalis | 1-1000
0GT Sigma Aldrich. §f Lowis, MO, USA | 06264 | mydl peliklomdlis | 1:1000
pTsNtr Abcam, Cambridge, MA, USA 52987 | mydlmopgklondlis | 1:500
p-Akt Cell Signaling. Danvers, MA, USA 9271 nyil policlondlis | 1:1000

p-CREB Cell Signaling. Danvers, MA, USA 87G3 | kecske-mopoklondlis | 1:500
peNOS Cell Signaling. Danvers, MA, USA 9571 nyil policlondlis | 1:1000
PDGF Rani G ﬁi@éﬁﬁ%ﬁg&i&m Cruz, | ecrmve | myil polidonilis | 1:500
p-ERK Sant Cran ﬁ%ﬁ%ﬁﬁ* SamtaCrmz | 9383 | estr-moncklondlis | 1:500
p-INK Cell Signaling. Danvers, MA, USA 9251 nyil polidonalis | 1-1000
SGLTI Abcam, Cambridge, MA, USA 14686 | nyil-poliklomdlis | 150
SGLT2 Abcam, Cambridge, MA, USA 37296 | nyil-poliklosdlis | 150
TPA Abcam, Cambridge, MA, USA 157460 | nyil-mongklonalis | 1-1000
THkB, Santxlmr ﬁwé%fb%%lﬁ SamtaCruz | 6316 | nyil poliklondlis | 1:500
VEGF-A Abeam, Cambridge, MA, USA 46154 | myil-poliklosalis | 11000
KecskeJgg | SontaCrz ﬁ’%%fbﬁ%lﬁﬁl SantaCruz | . 3020 kecske 1:3000
Eger laG Cell Sigaaling. Danyers, MA, USA 7076 kecske 13000
Nyl [g: Cell Signaling. Danvers, MA, USA 7074 kecske 1:3000

6. tablazat Western blot vizsgalatokhoz hasznalt antitestek
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IV.8. Statisztikai kiértékelés
A megfeleld statisztikai erd eléréséhez sziikséges csoportonkénti minimalis mintaszamot
elézetes power analizissel szamoltuk ki, az egyes kisérletekben ezekkel az esetlegesen eltérd
mintanagysagokkal dolgoztunk. Az adatok kiértékelését (ahol nincs masképp feltiintetve) GraphPad
statisztikai szoftverrel végeztiik (6.0; GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Elsdként
normalitastesztet végeztiink Kolmogorov és/vagy D’Agostino modszerrel, majd ha az adatok a
tesztek alapjan normadl eloszlast mutattak, akkor egyutas ANOVA (Analysis of variance) és
Bonferroni post-hoc tesztet hasznaltunk. Amennyiben nem normal eloszlasu volt az adatsor Kruskal-
Wallis és Dunns féle post-hoc tesztet alkalmaztunk. Az allatok tulélését Kaplan-Mayer analizissel
(Log-rank teszt) értékeltiik. Az eredményeket az egyes ujsagok kovetelményéhez igazodva atlag +
SD vagy atlag = SEM illetve median + range formaban adtuk meg. Statisztikailag szignifikansnak a

p<0,05 értéket tekintettiik.
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V. EREDMENYEK

Ez a fejezet részletesen targyalja azokat a kisérleteket, melyeket az elmult évtizedben
munkacsoportommal végeztiink a bevezetésben ¢és a célkitlizésekben megfogalmazott kérdések
megvalaszolasara. Az eredmények mindegyike nemzetkdzi publikdcioban megjelent, egyes
kisérletsorozatoknal nem a teljes cikk, hanem csak egyes adatok keriilnek bemutatasra a dolgozatban.
Tekintettel arra, hogy a kozlemények szamos komplex abrat, tobb esetben kiilfoldi kollaboratorral
kozosen publikalt eredményt tartalmaznak, egyes abrakat eredeti formdban angolul tiintettem fel, az

abramagyarazatban szerepel az idegen kifejezések feloldésa.

V.1. Diabétesz és depresszio

V.1.1. SIR agonista fluvoxamin (FLU) kezelées T1DM asszocialt depresszio allatmodelljében

A kisérletsorozat célja annak igazolasa, hogy (i) TIDM-ben a kronikus hiperglikémia
kovetkeztében depressziora jellemzd viselkedés alakul ki (i1) a depressziot a SIR agonista FLU-
kezelés mérsékli (iii) a folyamatban a SIR-BDNF utvonal szerepet jatszik. A kisérletek jelentds részét

Dr. Lénart Lilla PhD hallgatom végezte.

V.1.1.1. A FLU kezelés hatasa a metabolikus és neuroendokrin paraméterek valtozasara

Hét héttel az STZ injekciot az emelkedett vércukor- €s fruktézamin szintek, illetve a kisebb
sulyndvekedés igazoltdk a DM kialakulasat, a magasabb koleszterin és triglicerid szintek a DM
okozta lipidanyagcsere zavarat jelezték. A FLU kezelés a vércukor és fruktézamin értékeket nem
befolyasolta, a szérum lipid-szinteket mindkét dézisban csokkentette. A majfunkcids értekek (GOT,

GPT) egyik csoportban sem valtoztak (7. tablazat).

Kontroll |Diabétesz (D)| D+FLU20 |D+FLU20+NE100| D+FLU2 D+FLU2+NE100
S“IY“(‘;Vge)kedes 136£9,05 | 66,8£9,49% | 912+12,6* |  67,1+14,7* 85+12,5* 87.5+5,90*
Gliikéz 123£0,59 | 44,55322% | 3455227% |  48,042,08* 30,2461 39,7+2,67*
(mmol/l)
Frukeozamin | 5.5 17 | 254:348% | 2524758* 267+7,66* 242+4.86* 264+11,1*
(nmol/l)
Koleszterin | | 67,009 | 243+0,08% | 1,96+0,06# 2,09+0,11 1,720,124 1,84+0,11
(mmol/l)
Triglicerid | 75,009 | 2,79:043* | 1.2620,09% 1,800,20* 1,260,254 1,78+0,43*
(mmol/l)
GOT (UN) 184+14,6 188+25,7 209+26,4 179+21,4 203+20,5 189+11,6
GPT (UN) | 52,5+1,89 | 6844801 | 74,5+3,18 72,6+7,14 74,046,70 72,6+13,8

7. tablazat Metabolikus laborparaméterek kontroll, kezeletlen (D), ill. 20 mg/ttkg (D+FLU20) vagy 2 mg/ttkg
(D+FLU2) vagy FLU + 1 mg/ttkg NE100-zal kezelt allatokban, FLU: fluvoxamin, GOT: glutamat-oxalacetat
aminotranszferaz, GPT: glutamat-piruvat-transzaminaz (atlag + SEM,"p<0,05 vs. Kontroll; *p<0,05 vs. D; N=7-8/csoport)
[215]
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Depresszio és kronikus stressz allatmodelljében jellegzetes neuroendokrin elvaltozas a timusz

tomegének csokkenése €s a mellékvese megnagyobbodadsa [216], melyet kisérleteinkben mi is
¢észleliink. DM hatasara a timusz tomege csokkent, a mellékvese hipertrofizalt, melyet sem a FLU,
sem az antagonista NE100 nem befolyésolt. Klinikai vizsgalatokbdl ismert, hogy depresszidban,
illetve cukorbetegségben alacsonyabb a szérum BDNF mennyisége [217, 218]. Kisérleteinkben
visszaigazoltuk, hogy DM-ben jelentdsen csokken a szérum BDNF szintje, melyet az egyes kezelések

nem valtoztattak (8. tablazat).

Kontroll Diabétesz (D) D+FLU20 D+FLU20+NE100 D+FLU2 D+FLU2+NE100
Mellékvese relativ(g 112000 0,18+0,01°  0,20+0,01" 0,20+0,02" 0,19+0,01" 0,20+0,02"
sulya (g/ttkg)
Timusz relativ|] 640,14 0,82+0,12°  0,80+0,07" 0,73+0,08" 0,69+0,06" 0,64+0,16"
sulya (g/ttkg)
Szérum BDNF|7 780,78 3,78+0,21*  3,66+0,43" 3,62+0,30" 4,61+0,45" 2,89+0,38"
szint (ng/ml)

8. tablazat Neuroendokrin paraméterek (mellékvese, timusz testtomegre vonatkoztatott tomege) és szérum BDNF
szintje, kontroll, kezeletlen (D), ill. 20 mg/ttkg (D+FLU20) vagy 2 mg/ttkg (D+FLU2) vagy FLU + 1 mg/ttkg NE100-
zal kezelt 4llatokban, BDNF: brain-derived neurotrophic factor, FLU: fluvoxamin (4tlag + SEM, *p<0,05 vs. Kontroll;
N=7-8/csoport) [215]

V.1.1.2. A FLU mérsékli a DM-indukadlt depresszio-szerii viselkedeést TIDM allatmodellben

A 7-hetes DM sorén az allatokban depressziora jellemzd viselkedésmintazat alakult ki, melyet
az eroltetett uszasteszt soran a lebegés idétartamanak novekedése jellemzett. Ezzel parhuzamosan
csokkent a mobilitashoz kapcsolodd mozgasok ardnya. Kiilon vizsgalva az uszéas és a kapaldzas
id6tartama szignifikansan alacsonyabb volt. A FLU kezelés antidepresszans hatasa dozisfiiggden
jelentkezett, 20 mg/ttkg adagban javitotta a depressziora jellemz6 mintazatot, mig a 2 mg/ttkg dozis
nem valtoztatott a paramétereken. Az SIR antagonista NE100 felfiiggesztette a FLU hatasat (12.

abra), ami arra utal, hogy az antidepresszans hatas — legalabbis részben — S1R medialt.

Annak elkiilonitésére, hogy a mobilitds csokkenése a DM-hez kapcsolodo rosszabb fizikai
allapot kovetkezménye-e, az Gszasteszt mellett elvégeztiik a nyilt porond tesztet, mellyel az allatok
lokomotoros aktivitdsa vizsgalhatd. A lokomotoros aktivitds, (mely a vonalatlépések szamaval
mérheté) DM-ben csokkent, azonban sem a FLU, sem az NE100 kezelés ezen a paraméteren nem
valtoztatott, vagyis nem eredményezett fizikai allapotjavuldst. Mindez bizonyitja, hogy a nagyobb
dozist FLU-val kezelt allatok fokozott mobilitasa, nem a jobb fizikai allapotuk, hanem a készitmény

S1R-medialt antidepressziv hatdsanak kovetkezménye.
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Mobilitas idész4zalék (%) | Kontroll | Diabétesz (D) | D+FLU20 |D+FLU20+NE100| D+FLU2 |D+FLU2+NE100
Kapildzis 313,11 | 17,8+0,87 21,0+1,90 17.7£3,06" 24,542,52 26,4+3,58
Uszis 49,143,50 | 28,8+6,36" 4434231 28,143,68° 2534385 | 27,146,24"
Biivirkodis 0,42+0,18 |  0,33+0,22 2,26+1,31 0,11+0,11 1,2240,37 0,34+0,21
Vonal-dtlépések szima 3984524 | 156+482° 91+25,9" 142434,6° 87,0:41,9 | 60,5+21,9"

24. abra Az erdltetett tiszas teszt és a porond teszt értékelése Az also tablazat részletesen mutatja az egyes mobilitasi
paraméterek id6szazalékat és a vonalatlépések szamat kontroll, kezeletlen (D), ill. 20 mg/ttkg (D+FLU20) vagy 2 mg/ttkg
(D+FLU2) vagy FLU + 1 mg/ttkg NE100-zal kezelt diabéteszes allatokban, FLU: fluvoxamin (4tlag + SEM, "p<0,05 vs.
Kontroll; N=7-8/csoport) [215]

V.1.1.3. A FLU aktivalja a SIR-BDNF jelatviteli tengelyt

A depresszid és a cukorbetegség kialakulasa soran elsddlegesen érintett agyi teriiletek a
hippokampusz ¢és a prefrontalis kortex [219], ezért a BDNF és SIR mRNS ¢és fehérje szinteket
ezekben az agyi régidkban hataroztuk meg. Mivel az elsddleges végpontként tekintendd depresszio-
szerll viselkedés kivédésében a 2 mg/ttkg FLU dozis hatastalan volt, ezért a fehérjeszinteket csak a

20 mg/ttkg FLU dozis esetén vizsgaltuk.

Mig a Bdnf és a Sigmarl mRNS expresszidjat, sem a DM, sem a kezelések nem valtoztattak

(14. abra), addig a prekurzor és érett BDNF, valamint a S1R fehérje mennyisége is csokkent a DM

crcr

mennyisége emelkedett, a novekedést az NE100 felfliggesztette (25. dbra). Az RNS és fehérje szintek

valtozasa kozotti eltérés a fehérjeszintézist kdvetd poszttranszlacios modosuldsara utal.
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25. abra Bdnf (A, B) és Sigmarl (C, D) mRNS illetve fehérjeszintek kontroll, kezeletlen (D), ill. 20 mg/ttkg (D+FLU20)
vagy FLU + 1 mg/ttkg NE100-zal kezelt diabéteszes allatok hippokampuszéaban és prefrontalis régidjaban. (Bdnf: brain-
derived neurotrophic factor, Sigmarl: Sigma-1 receptor, Rni8s: 18S riboszémalis RNS, FLU: fluvoxamin, (N=7-
8/csoport, atlag + SEM, “p<0,05 vs. Kontroll, “p<0,01 vs. Kontroll, **p<0,001 vs. Kontroll; #p<0,01 vs. D, #p<0,001
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V.1.2. A RAASi kezelés T1DM indukalta depresszioban

A cukorbetegséghez tarsulé komorbiditasok kezelésében (hipertonia, DKD) a RAASi-k az
elsoként valasztand6 szerek. Egyes klinikai megfigyelések szerint azok a T1DM-ben szenvedd
betegek, akik RAASi kezelésben részesiilnek, 1ényegesen kevesebb antidepresszanst igényelnek
[220]. Egy masik vizsgélat alapjan az ARB candesartan szedése mellett a cukorbetegek depressziods
tiinetei enyhiiltek és javult a kognitiv funkcidjuk [221]. Mindezek alapjan kisérletsorozatunk célja
annak igazoléasa, hogy (i) a TIDM-ben kialakult depressziot a RAAS gatlok mérséklik, (i1) milyen
mechanizmusok jatszanak szerepet a hatas kialakitasaban (vazoregulacio, BDNF utvonal, gyulladas?)
(ii1) altaldnos RAASi csoporthatasrdl van-e szd, vagy eltérd az egyes gydgyszercsoportok

hatékonysaga. A kisérletek vezetd kutatoi Dr. Lénart Lilla és Dr. Balogh Déra PhD hallgatok voltak.

V.1.2.1. A LOZ csokkenti a diabéteszes allatok depresszioszerii viselkedesét

crer

hogy melyik kedvezébb a DM betegek kezelésében. Kisérleteinket anyagi, allatetikai, human
er6forras szempontok figyelembevételével el0szor csak lozartannal (LOZ) végeztiik, azzal, hogy ha

a kezelés hatasara torténik valtozas, akkor kiterjesztjiik a vizsgalatokat a tobbi csoportra is.

Korabbi kisérleteinkkel 6sszhangban cukorbeteg allatokban kialakult a depressziora jellemzd
mozgasmintazat az szasteszt soran. A LOZ kezelés csokkentette a lebegés iddszazalékat és ezzel
parhuzamosan ndvelte a mobilitasban t61tott idot. Kiilon vizsgalva az egyes mobilitasi paramétereket,
a kapalozas id0szazaléka szignifikansan ndvekedett a LOZ kezelt csoportban (26. dbra). Hasonloan
a FLU-val végzett kisérletekhez porondteszt soran a DM ¢s a DM+LOZ csoportban csokkent a

vonalatlépések szama, ami gyengébb lokomotoros aktivitast, rosszabb fizikai allapotot jelez [222].
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1007 Ly _qlo_ - 26. 4bra  FErdltetett uszastesztet és
g ek o) 1 re w ¥ ’ .
e X < o1 et . 4]_ porondteszt eredményei kontroll, kezeletlen
@ *
E 60 - # £ 6oy = . , L,
= Jr M z N Tiy (DM) és lozartan  kezelt diabéteszes
£ 404 y Z 404 ﬂ:
gl " AN g (DM+LOS) patkanyokban (A-C). A lebegés
= ]
oLl 5o . 0 ' (floating), Uszds (swimming), kapal6zas
> "y
& st S\P" ey S é,&" (struggling) és bavéarkodds (diving) a
o O . . 7 r r ..
c D mozgasidé teljes szazalékdban  keriiltek
T 5091 feltlintetésre. A porond tesztben a lokomotoros
Parameters| Control DM DM+LOS

(time%)
Struggling | 31.248.81 18.4£2.09*" 27.4110.1%
Swimming | 49.249.90 27.1£13.6"* 34.4£7.00
Diving 0.4240.53 0.43+0.61 0.80+1.39

ot aktivitast a vonalatlépések szama (number of

grids crossings) jelzi. (N=6-8/csoport, atlag
207 +SD, *p<0,05 vs. C; **p<0,01 vs. C; #p<0,05

T
0 LIOF wo

Number of grid crossings (count)

crer

Az agyi perfuzio csokkenése experimentalis DM-ben ismert jelenség (22). Mivel a szisztémas
vérnyomas nem valtozott egyik csoportban sem, a LOZ agyi vérataramlast befolydsold hatadsanak
vizsgalatara [99mTc]HMPAO [223] felvétel modszerét valasztottuk. A [99mTc]HMPAO felvétel a
valtozatlan agyi vérataramlast jelez (27.dbra). Az eNOS ¢és az endotelin-1 a cerebralis véraramlés f6
szabalyozoi. Az aktiv foszforlilalt eNOS fehérjeszint (Serl1177; peNOS) mindegyik csoportban
azonos maradt, mig az endotelin-1 mennyisége nétt a DM allatok hippokampuszéban. A LOS kezelés
egyik paramétert sem befolyasolta. Az ICAM-1, mely a cerebrovaszkularis aktivacié egyik ismert

markere, a DM allatok agyaban megnétt, szintjét a LOZ kezelés nem befolyasolta [222].
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27. dbra Artérias kozépnyomas
vizsgalata (A) és agyi véraramlas
mérése kontroll, kezeletlen (DM) és
diabéteszes
(DM+LOS) patkanyokban SPECT-
MRI-vel (B-C). (D-E) peNOS ¢és

lozartan kezelt

endothelin-1 fehérjeszintek Ponceau
S-ra  normalizdlva  (F-G). A
cerebrovaszkularis aktivacio
értekelése  ICAM-1 - gyel. SUV:
standardizalt felvett érték
(standardized uptake value), peNOS:
foszforilalt endotelidlis nitric oxid
szintaz, ICAM-1: intercellularis
adhézidés molekula 1, LOS: lozartan,
MAP: mean arterial pressure,
(nagyitas: 630x, lépték: 50 um, atlag +
SD, N=4-5/csoport képalkoto
vizsgalatok és N=6-8/csoport
gyulladdsos markerek, p<0,05 vs. C;
"p<0,01 vs. C; #p<0,05 vs. DM, NS:

nem szignifikans)
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V.1.2.3. A TIDM-ben aktivalodo neuroinflammacios folyamatokat a LOZ csékkenti

A mikroglia aktivaciot in vivo SPECT-MRI vizsgalattal TSPO ligand [1251] CLINME
izotoppal hataroztuk meg. A totdl TSPO felvétel DM-ben megnovekedett, a LOZ kezelés nem

valtoztatott az aktivitdson. Hasonl6 mintdzatot lattunk, ha az egyes agyi régiokat elkiilonitve mértiik

crer

crer

melyet a LOZ nem valtoztatott. Ugyanakkor a GFAP - pozitiv asztrocitdk szama LOZ hatasara
csokkent (), ami arra utal, hogy a kezelés vagy kozvetleniil vagy indirekt modon befolyasolja az
asztrocitak aktivaciojat. Mivel az agyi neuroinflammatorikus vélasz a mikroglia-asztrocita kétiranyu
interakcion alapul, [224], kovetkezOkben a proinflammatorikus citokin termelddést és jelatvitelt
tanulmanyoztuk a depresszioért felelos hippokampusz teriiletén. DM-ben emelkedett //1a, 116 és Tnf
mRNS szinteket detektaltunk és megnétt a az IL-1 és TNF szignalizaciojaban fontos NF-xB
fehérjeszintje. A LOZ kezelés mindegyik faktor mennyiségét csokkentette (28. abra) [222].

28. abra A neuroinflammacio valtozasa
DM+LOS

kontroll, kezeletlen (D) és lozartan kezelt

% diabéteszes (DM+LOS) patkanyokban.
(A-B) A mikroglia aktivici6t CLINME
I S felvételen SPECT-MRI-vel mértiik. (C) A
Sao{ ¢ o 2 " nyilak a P2Y12-pozitiv mikrogliara
%ém ':}' : -%v : ;:' T % o pontrel (megvastagodott sejttest ¢és  csokkent
”; gf' %-'% gi' . q;,..', gi‘l‘ q,ﬁ S, nyulvanyok) mutatnak (nagyitds 630x,
5 o P P P P Iépték: 50 pm). (D) GFAP immunfestés

az asztrocita valasz (Iépték: 100 pm). (E)
NF-«B fehérje és llla, 116 és Tnf mRNS
szintek. Baloldali panel reprezentativ

gélkép. A fehérjét Ponceau-S-re, az

mRNS-t Rnl8s expressziora

normalizaltuk. NF-«B: nuklearis faktor

Control

kappa-konnytilanc- aktivalt B sejtek, ///a:
interleukin 1 alfa, //6: interleukin 6, Tnf:

tumor nekrézis faktor alfa, LOS: lozartan

(atlag=SD, N = 4-5/csoport képalkoto

% 0 [ . — . vizsgalatok és N = 6-8/csoport tobbi

Protein level of NF-xl|
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mérés; “p<0,05 vs. C; “p<0,01 vs. C;
"p<0,001 vs. C; *p<0,05 vs. DM;
#1<0,01 vs. DM; #p<0,001 vs. DM)

[
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V.1.2.4. A LOZ fokozza a BDNF szintézisét

A proBDNF-bdl intracellularis (pl. furin) és extracellularis (MMPK, serin protedz-plazmin)

rer

TPA végzi. A DM patkanyok hippokampuszéban csdkkent a proBDNF és az mBDNF fehérjeszintje,

a csokkenést a LOZ visszaforditotta. A LOZ novelte a furin és az MMP3 mennyiségét, mig a TPA-t

nem valtoztatta. Mindez arra utal, hogy a LOZ az atalakitd6 enzimek termelésének novelésével

facilitdlja a BDNF érését (29. dbra).

A gyrus dentatusban a BDNF termelddéséért felelds sejteket BDNF, asztrocita (GFAP) ¢és

mikroglia (IBA1) harmas immunfestésével mutattuk ki. A BDNF legnagyobb mennyiségben az

asztrocitakban lokalizalddott (29. abra). A BDNF csokkent mennyiségével parhuzamosan, a BDNF

pozitivan festddo asztrocitak szama is kevesebb volt a DM patkanyok agyaban [222].

TPA

o
»
o

-
n

Protein level of furin
o -
o o

Cc
Contrel DM DM+LOS
*kx
i
PrOBDNF W s g 35kDa w20 ik \ 20 Gy
g 7 8 :
MBONF W S W 14kDa O 1.5 - 21.5 v
B o "jl' - *k v
- o
.E 1.0 ol i o 1.0 % " v
Furin W wwes gwww 87kDa @ 000 3 O%D
2 5
£05 £os
MMP3 | e S 5002 5 5
oo . . %00 . :
— “ 75kDa & & & & & &
i ~ <P° Q“: (;°° *\4
E F @
- 27.5 # 25 NS
= ¥ <Lap "
T Esn E
% 3 3 T.
[ X
de] 3 I_ 3| &Fn [ T
v £25 ’ v e i g
A e ] B '
a o
0.0 = : 0.0 v x .
N N N
& & & & N & & &

29. abra A DM indukalt
BDNF csokkenést és
lokalizacié valtozast a LOZ
normalizalja (B) pro, (C) érett
BDNF és (D-F) hasit6 enzimek
fehérjeszintje kontroll,
kezeletlen (DM) ¢és lozartan
kezelt diabéteszes (DM+LOS)
patkanyok hippokampuszéaban.
Baloldalon reprezentativ
gélképek. A fehérjét Ponceau S-
re normalizaltuk. BDNF: brain-
derived neurotrofikus faktor,
MMP: matrix metalloproteinaz,
TPA: tissue-plazminogén
aktivator, LOS: losarta, (atlag +
SD, N=6-8/csoport, ““p<0,01 vs.
C; "™p<0,001 vs. C; *p<0,05 vs.
DM; #p<0,001 vs. DM. NS:
nem szignifikans) (G) Harmas
immunfestés BDNF, GFAP-
pozitiv asztrocita és Ibal-
pozitiv aktivalt mikroglia. A
nyilak BDNF pozitiv asztrocitat
jelolnek. (Nagyitas: 1000x,

1épték: 200 pm)
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V.1.2.5. A LOZ hatasa a hippokampalis BDNF jelativiteli utvonalra

A proBDNF a p75Ntr utvonalon keresztiil fokozza a neuronsejtek apoptozisat és csokkenti a
szinaptikus aktivitast. A p75Ntr, pJNK ¢és a proapoptotikus Bax szintje valtozatlan maradt, ami arra
utal, hogy ez az utvonal DM hatasara nem aktivalodik (30. dbra). A mBDNF szignalizacios
mechanizmusok a TrkB receptoron keresztiil segitik a neuronsejtek talélését. A TrkB, pERK, pCREB
fehérje mennyisége €s az anti-apoptotikus Bc/2 mRNS expresszidja csokkent DM-ben, a LOS kezelés

mindegyik fehérje és a Bc/2 mRNS szintjét is jelentésen megnovelte (30. abra).

A Western blot eredményeket a gyrus dentatus immunhisztokémiai festése is megerdsitette, a
pCREB szintje LOZ hatasara megndtt, mig a DM nek onmagaban nem volt hatasa. A pCREB a
neuronokban lokalizalédott, ahogy ezt a neuronalis marker PGP-9.5 torténd kol-festddés is
alatdmasztotta. A pozitiv mikrogliat jelolo P2Y 12, vagy az erekhez hasznalt tomato lectinnel nem
lattunk kettds jelolodést, ami arra utal, hogy a pCREB valtozasok nem a hippokampalis neuronok
aktivacigjanak a kovektzménye. Mindezek alapjan ugy tlinik, hogy a LOZ a BDNF szignalizacid
serkentésén €s a neuroinflammacié csokkentésén keresztiil enyhiti a DM karosité hatasait és igy

mérsékelheti a depresszio tiineteit a patkanyokban [222].
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mikrogliaval (z61d) vagy az erekkel (kék) nem
kolokalizalédik. LOS: lozartan; BDNF: brain-
derived neurotrofikus faktor, p75Ntr: p75
neurotrofin receptor, pJNK: phosphorylated c-
Jun N-terminal kinases, TrkB: tropomyosin

receptor kinase B, pERK: phosphorylated

pCREE Int Den
(fold change over C)

extracellular  signal-regulated  kinases,

pCREB: phosphorylated cAMP response

100 pm &

element-binding  protein, Bax:  Bcl-2-
associated X protein, Bcl2: B-cell lymphoma 2 (atlag+SD, N=6-8/csoport, “p<0,05 vs. C; *p<0,01 vs. C; *p<0,05 vs. DM;
#p<0,01 vs. DM; #¥p<0,001 vs. DM. nagyitas: 1000x, 1épték: C: 100 um; D: 50 um, NS: nem szignifikans)
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B V.13 Egyeéb RAASI kezelések neuroprotektiv hatasa T1DM indukalt depresszioban
Kovetkez6 kisérletsorozatunkban azt vizsgéltuk, hogy RAASi csoporthatasrol van-e szo,
illetve, hogy a RAASI kiilonb6z0 tipusai (ACEi, MR antagonistak) eltéré6 modon befolyasoljak-e a
fenti folyamatokat? Tekintettel arra, hogy az agyi perfuzioban a RAASi hatastalanok voltak, ebben a
kisérletsorozatban SPECT-MRI és agyi immunhisztologiai méréseket nem végeztiink, mert az
jelentdsen novelte volna a koltségeket €s a kisérletekhez hasznalt allatok szamat. A kisérletek jelentds

része Dr. Balogh Déra PhD hallgatdém munkaja.

V.1.3.1. RAASiI-k envhitik a DM okozta depresszioszerii tiineteket

A korabbi kisérletsorozathoz hasonléan a mobilitasi id6 lecsokkent, a DM allatokban. A
RAASI gatlok mindegyike novelte a mobilitas idejét, kiilonb6zé mozgasmintdzatokat egyesével
vizsgalva bar tendencidjaban az 0sszes paraméter nott, szignifikdns javulast csak a RAM kezelés
eredményezett. A porond teszt a korabbi eredményeinket megerdsitette, vagyis a DM-ben csokkent

vonalatlépések (rosszabb lokomotoros aktivitas) szamat a kezelések nem valtoztattak (9. tabldazat).

Viselkedes teszt | troll | Diabéteszes (D) | D+ENA D+RAM D+SPI D+EPL
idoszazalék

Lebegés 19.2+10.1 54.1412.2%%% 36.4£14.1% | 30.2+12.6% 34.0£18.28 37.8+4.5%
Mobilitas 80.8+10.1 45.9:£]12 2%k 63.7+ 4.1 69.8+12.6% 65.9+18.2% 62.2+4.5%
Kapalozas 31.248.8 18.442.1% 23.545.3 23.847.9 27.5+16.2 25.1+£8.8
Uszis 49.249.9 27.1£13.6%* 39.0£10.9 45.8+13.48 36.7£10.2 33.847.1
Biwvarkodds 0.4+0.5 0.4+0.6 1.1£1.2 0.2+0.3 0.9+0.4 2.1+0.7
Vonal-atlépések | 364.5+£161.0 | 156.7+127.5%* 56.5428.5 166.2£95.3 147.7£37.0 | 158.3+58.6

9. tablazat Porond teszt és erdltetett uszasteszt kontroll, kezeletlen cukorbeteg (D), enalapril (D+ENA) vagy ramipril
(D+RAM) vagy spironolakton (D+SPI) vagy eplerenon (D+EPL) kezelt DM patkanyokban. Az egyes mozgasmintazatok
a teljes mozgasi-id6 %-ban keriiltek feltiintetésre (atlag + SD, N=8 kontroll és D csoport és N=6 kezelési csoport; *p<0,05

vs. kontroll; *p<0,01 vs. kontroll; ***p<0,001 vs. kontrol; $p<0,05 vs. D; $¥p<0,01 vs. D) [225]

V.1.3.2. Az AT1 és AT2 receptorok kifejezédése a diabéteszes patkanyok agyaban

Az Agtr] mRNS expresszi6 a DM patkanyok hippokampuszdban magasabb volt, az Agtr2
nem valtozott. A kezelések koziil az ENA ¢és a SPI novelte az Agtr2 mRNS expresszidjat (31. dbra).

31. abra Agtrl és Agtr2 mRNS expresszié

1 B
20- A s 8 §§§ kontroll kezeletlen (D), enalapril (D+ENA) vagy
%:—f 15+ . E ‘g o ramipril (D+RAM) vagy spironolakton (D+SPI)
9 gm . E‘é 54 vagy eplerenon (D+EPL) kezelt diabéteszes
é % o ﬁ ’5 % l!b ) %g il patkanyok hippokampuszaban. Az mRNS-t
E‘;’ * op e i . < Rnl18S expressziora normalizaltuk. (atlag+SD,
5 , : 0

N=8 kontroll és D csoport és N=6 kezelési
csoport, “p<0,05 vs. kontroll; p<0,05 vs. D;
$8p<0,01 vs. D; $%%p<0,001 vs. D)
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V.1.3.3. A RAASI-k az agyi vérataramlast nem valtoztatiak, de csokkentik a neuroinflammaciot

A MAP-ot a RAASI —k egyike sem valtoztatta, igy abbol indultunk ki, hogy a gétldészerek
hatdsa a szisztémas vérnyomastol fiiggetlen. (32. dbra). A kordbbiakhoz hasonldan a vazoregulator
eNOS/nNOS-endotelin-1 utvonal elemei koziil csak az endotelin-1 emelkedett DM-ben, a RAASI
nem valtoztattak a fehérjeszinten. Mindez megerdsiti a korabbi eredményt, vagyis, hogy a RAASi

antidepresszas tulajdonsaga ebben a DM modelben fiiggetlen az agyi vazoregulacios hatasuktol.

A hiperglikémia indukalta neuroinflammaéciot a LOZ-hoz hasonléan a tobbi RAASI is
mérsékelte. A DM-ben megemelkedet hippokampalis NF-kB fehérjeszintet, valamint az 1//a, 116 és
Tnf mRNS expresszidjat a RAASi-k csokkentették (32. dbra E-H).
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32. abra RAASI kezelések hatisa az agyi perfiiziora és a neuroinflammaciora (A) Artérias k6zépnyomas (MAP)

kontroll, kezeletlen (D), enalapril (D+ENA) vagy ramipril (D+RAM) vagy spironolakton (D+SPI) vagy eplerenon
(D+EPL) kezelt diabéteszes patkanyokban. (B-D) foszforilalt eNOS (p-eNOS), foszforilalt nNOS és endotelin-1 protein
szintek a hippokampuszban (E) Hippokampalis NF-kB fehérje (F-H) interleukin-1a (///a), interleukin-6 (/I6) és tumor
nekrozis faktor-o (7nf) mRNS szintek. A fehérjéket Ponceau-S —ra, az mRNS-t Rn18S expressziora normalizaltuk. (atlag
+ SD, N=8 kontroll és D csoport és N=6 kezelési csoport,”p<0,05 vs. kontroll; “p<0,01 vs. kontroll; “*p<0,001 vs.

kontroll; $p<0,05 vs. D; $9p<0,01 vs. D; ¥%p<0,001 vs. D) [225]

V.1.3.4. A hippokampadlis BDNF szintet a RAASi kezelések novelik és aktivaliak a TrkB jelatviteli

utvonalat.

Mind a proBDNF, mind az érett forma fehérje szintje alacsonyabb volt a DM patkanyok
hippokampuszaban, a csokkenést a RAASI kezelések kivédték (33. dbra). Erdekes eredmény, hogy
a kiilonbo6z6 gatloszerek eltéréd modon befolyasoltak a hasitoenzimek expresszidjat, mig az ACEi az

extracellularis MMP3, addig az MRi spironolakton és eplerenon a furin termelddést ndvelte. A TPA
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mennyiségét egyik kezelés sem befolyésolta (33. dbra). A downstream utvonalak koziil a p75SNTr

kaszkad nem valtozott, mig a TrkB jelatviteli it a RAASi kezelések hatdsara aktivalodott.
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33. abra proBDNF, mBDNF és atalakitéo enzimek illetve szignaltranszdukciéban résztvevo faktorok valtozasa
cukorbetegségben illetve RAASi kezelés hatasara (furin, MMP3 és szerint) fehérjeszintje kontroll, kezeletlen (D),
enalapril (D+ENA) vagy ramipril (D+RAM) vagy spironolakton (D+SPI) vagy eplerenon (D+EPL) kezelt diabéteszes
patkdanyokban. A fehérjéket Ponceau S —ra, az mRNS-t Rnl8S expressziora normalizaltuk. BDNF: brain-derived
neurotréfikus faktor, p75Ntr: p75 neurotrofin receptor, pJNK: phosphorylated c-Jun N-terminal kinases, TrkB:
tropomyosin receptor kinase B, pERK: phosphorylated extracellular signal-regulated kinases, pCREB: phosphorylated
cAMP response element-binding protein, Bax: Bel-2-associated X protein, Bel2: B-cell lymphoma 2. (atlag = SD, N =8
kontroll és D csoport és kezelések N=6 /csoport; “p<0,05 vs. kontroll; “p<0,01 vs. kontroll,”*p<0,001 vs. kontroll;
$p<0,05 vs. D; ¥p<0,01 vs. D; $¥¥p<0,001 vs. D) [225]
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V.2. A DKD kezelésének uj lehetdségei
V.2.1. RAASi kezelés renoprotektiv, antifibrotikus hatasa DKD allatmodelljéban

Bar torekvésiink volt csoportonként tobb RAASi alkalmazéasa (ACEi: ramipril, enalapril,
MRi: spironolakton, eplerenon) anyagi megfontolasbdl eléfordult, hogy nem minden paraméter
mérése tortént meg az dsszes csoportban. A kisérletek nagy részét Kdszegi Sandor és Dr. Molnar

Agnes PhD hallgatéimmal végeztiik.

V.2.1.1. A RAASI-k hatasa a metabolitikus paraméterekre DKD dllatmodellben

Korabbi kisérleteinkhez hasonloan hét hét elteltével a DM-re jellemz6 koros metabolikus
laborparamétereket mértiink, melyet a /0. tdblazat Osszegez. Lassult a testtomeg-novekedése,
emelkedtek a szérum vércukor, fruktézamin és lipid-szintek. A vérnyomas nem valtozott, mely
egyrészt igazolja a RAAS-gatlok helyesen megvalasztott non-depresszor dozisait, masrészt a nem
kezelt diabéteszes allatoknal mutatja a Wistar torzs jellegzetességét. Ebben a modellben nem alakul
ki hipertonia és kompenzatorikus tachikardia [226], feltehetden a DM kovetkeztében kialakulo
neuropatia miatt, mely a vese mind szimpatikus, mind paraszimpatikus beidegzését karositja [227,
228].

P — K D D+ D+ D+ D+ D+
SR ENA RAM LOZ SPI EPL
MAP (Hgmm) | 002315 | 69.42593 | 6622233 [712.322.79 | 7032765 | 77.448.16 | 7232548
Pulzus BPM) | 350830 | 3874109 | 355297 |362%.76 | 3712613 | 346+158 |33326.75
k% k% k% k% k% k%

Testtdmeg ®) | 410,53 | 2672114 | 2012133 | 2752768 | 263212, | 294162 | 2842125
S"llvna‘-ekedés h% k% % . h% k% %
(Ag) 232115 | 664=11, | 90£157 | 707,07 | 714211 79.7:11 | 955+ 12.1
Szémm gluko'z k% .§ k% k% “‘§ %%
(mmol) 1272059 | 473240 | 353232 | 388216 | 43.8:24 3952 | 43,8+245
Fruktézamin - e - - *$ *§
(umol/l) 150+2,09 | 268+6.86 | 250+5.09 | 246510 | 249:745 | 239587 | 229+6.85
Koleszterin o § §§§ § §
(mmoll) 1694004 | 235205 | 1.80+.12 | 221201 | 152005 | 1.66:0.1 | 1.88+0.08
HDL-koleszterin * . *
(mmol) 221+010| 155202 | 177202 | 183207 | 1.8720.1 130,13 | 1,32+0,08
Triglicerid . *s *§ *§ N *§
(mmol/) 0,42+0,03 | 1,90%0,50 | 1,49+045 | 09803 | 131203 | 1,37£020 | 1,51+0,33

GOT (UN) 168 + 8.2 221+27| 186+21 | 194+30 | 15831 156 = 12 160 = 14
GPT (UN) 539153 | 745292 | 762+11 | 82+114| 89147 | 709267 | 743741

10. tablazat: Metabolikus paraméterek valtozasa kontroll (K), kezeletlen (D), illetve enalaprillal (ENA), ramiprilel
(RAM), lozartannal (LOZ), spironolaktonnal (SPI) vagy eplerenonnal (EPL) kezelt diabéteszes allatokban. HDL: magas
denzitas lipoprotein (atlag + SEM, N = 7-8/csoport, "p<0,05; “p<0,01; **p<0,001 vs. Kontroll, $<0,05 vs. D, $p<0,001
vs. D; $%3p<0,01 vs. D)
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V.2.1.2. A RAASI kezelés mérséklik a vesemiikddés besziikiiléset DKD-ban

A vizsgalat végére a cukorbeteg allatokban a DKD-ra jellemz6é funkciondlis kdrosodasok
jelentkeztek: nott a vese/testtdmeg arany, a szérum kreatinin, karbamid szint, csokkent a kreatinin-
clearence, fokozodott a gliikéziirités és a mikroalbumintria. A RAASI kezelések altaldban (eltérd
mintdzattal) de csokkentették a vese hipertrofiat, mérsékelték a vesefunkcid besziikiilését és a cukor

ill. fehérjetiritést (11. tablazat).

Parameéterek K D D+ENA D+RAM D+LOZ D+SPI D+EPL
Vese/testtomeg x 100 071+0,05 | 1,61=0,32* | 1422032 | 1,332021# | 13520124 | 1,310,084 | 1,33 +021#
Se- kreatinin (umol/l) 5534140 | 663 +2,25% | 66,3+341*% | 60,5+1.83 | 67.6+3,08% | 65.0+2,51% | 65,1 +2.95%
Se-Karbamid (mmol/l) 8,09 £0,18 | 283 =3,08%% | 18,8=224%% | 103 £120%% | 18,1=1,84%% | 21,0=1,04%# | 18,6 =1,39%#
Glitkoztiria (mmol/l) DN 371 £283% | 312+223% | 300440,8% | 374+26,7% | 312432,6% | 314 +24,5%
Mikroalbumintria (mg/24h vizeletben) DN 95,8 £15,9% | 99,6+11,0% | 964 £12,7% | 81,9+293% | 712+6,04%# | 69,3 +14 4%#
Kreatinin-clearence (ml/min) 1,02+0,04 | 0,64+0,08% | 1,0840,16% | 0,98+0,04% | 0,89+0,10 | 0,98 £0,10%# | 1,08 +0,10%

11. tablazat Renalis laborparaméterek kontroll (K), kezeletlen (D), illetve enalaprillal (ENA), ramiprilel (RAM),
lozartannal (LOZ), spironolaktonnal (SPI) vagy eplerenonnal (EPL) kezelt diabéteszes allatokban. Se-szérum (atlag +
SEM, N= 7-8/csoport, ‘p<0,05 vs. Kontroll; #p<0,05 vs. D)

A vizelettel iiril6 ECM atalakulds markerek non-invaziv mérése kiilfoldi kollaboracidban
torténd, draga vizsgalat, ezért az ACEi1 csoportok esetében csak a ramipril csoportban végeztiik el,
mert ez a konvenciondlis vesefunciés paraméterek esetében kedvezObb hatist mutatott, mint az
enalapril. DM-ben mindegyik marker mennyisége megemelkedett — jelezve a fibrozis kialakulasat —

a kezelések koziil csak az eplerenon volt hatékony (uC3-nal) (34. dbra).
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34. abra Vizelet uC3M, TUM és rPRO-C3 szintek kontroll (K), kezeletlen (D), illetve ramiprilel (RAM), lozartannal
(LOZ), spironolaktonnal (SPI) vagy eplerenonnal (EPL) kezelt diabéteszes allatokban. (uC3M: collagen type III
degradation fragment, TUM: tumstatin, rPRO-C3: N-terminal pro-peptide of rodent type III collagen) (atlag + SEM, N=
7-8/csoport, “p<0,05 vs. Kontroll; *p<0,05 vs. D) [229]

V.2.1.3. RAASI kezelések mérsékelték a vese szovettani kdarosodasdt DKD-ban

A kontroll allatok veséje egészséges strukturat mutatott, mig a DM-ben a kapillaris lumenek
besziikiiltek ¢s a glomerulusok belsejében az ECM mennyisége megemelkedett. A RAAS-gatlok
jelentdsen csokkentették az ECM felhalmozddasat (37. abra).
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35. abra Mezangialis matrix Kkiterjedése kontroll, kezeletlen (D), illetve enalaprillal, ramiprilel, lozartannal,
spironolaktonnal vagy eplerenonnal kezelt diabéteszes allatokban (atlag £ SEM, N = 7-8/csoport, 400x nagyitas; 1épték:
50 pm, — mezangialis matrix (piispoklila), “p<0,05 vs. Kontroll; #p<0,05 vs. D)

A DKD-ban kialakul6 fibrozis soran felszaporodé kollagénben dus kotdszoveti lerakddast
Masson- Trichrommal és Sirus Reddel vizsgaltuk, utobbi specifikusan kollagén I-et és kollagén III-
at fest. DM-ben a vese intersticiumban jelen 1év6 kollagén mennyisége ndtt, melyet az 6sszes RAASi

jelentdsen csokkentett. Hasonlo jelenséget lattunk Sirius-red festett metszeteken is. (36-37. abra).

D + Lozartin

Kontroll D + Spironolakton

3

i Bawzes Perliletd
-

Vv iMavon+

36. abra Fibrotikus szovet felszaporodasa kontroll, kezeletlen, illetve enalaprillal, ramiprilel, lozartannal,
spironolaktonnal vagy eplerenonnal kezelt diabéteszes allatokban (atlag £ SEM, N= 7-8/csoport, 400x nagyitas; 1épték:
50 pum, fibrotikus szdvet (kék), p<0,05 vs. Kontroll; *p<0,05 vs. D)
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37. abra Kollagén-dus szovet felszaporodasa kontroll, kezeletlen (D), illetve enalaprillal, ramiprilel, lozartannal,
spironolaktonnal vagy eplerenonnal kezelt diabéteszes allatokban (atlag £ SEM, N= 7-8/csoport, 400x nagyitas; 1épték:
50 pm, — kollagén dus szdvet (piros), “p<0,05 vs. Kontroll; *p<0,05 vs. D)

A kollagén mellett az ECM masik f6 komponense a fibronektin, mely DM-ben a
glomerulusokban jelentds megemelkedett és emellett a tubulointersticiumban is megjelent. Mig a
fibrotikus szovet 0sszmennyiségét (Masson), ill a kollagének felszaporodasat az egyes RAASi
kezelések hasonlé mértékben csokkentették, a fibronektin felszaporodds mérséklésében az

aldoszteron antagonistak jelentésen hatékonyabbnak bizonyultak (38. abra).
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38. abra Fibronektin-dus szovet felszaporodasa kontroll (K), kezeletlen (D), illetve enalaprillal (ENA), ramiprillel
(RAM), lozartannal (LOZ), spironolaktonnal (SPI) vagy eplerenonnal (EPL) kezelt diabéteszes allatokban (atlag + SEM,
N= 7-8/csoport, 400x nagyitas; 1épték: 50 um, “*p<0,001 vs. Kontroll; #p<0,05 vs. D, ##p<0,001 vs. D)
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V.2.1.4. A RAASI kezelés csokkentik fibrozis indukalt novekedési faktorok szintiét DKD-ban

A profibrotikus novekedési faktorok, mint a TGF-B1, PDGFB, CTGF kulcsfontossagu a DKD
soran kialakuldé hegesedés folyamatdban. DM hatasara a rendlis Tgfbl, Pdgfb és Ctgf mRNS
expresszidja egyarant megemelkedett. A Tgfbi-et egyik RAASI sem, a Pdgfb és Ctgf szinteket az
aldoszteron antagonistak csokkentették (39. dbra). Az ECM fehérjék felépitését és bontasat
(turnover-t) az MMP-k és inhibitoraik (TIMP) szabalyozzék [230]. Az MMP2, ¢és a TIMP1 mRNS
expresszioja emelkedett a diabéteszes allatok vesé€jében, jelezve a fokozott ECM atépiilést (39. abra).
A RAASI-k (kivétel ramipril) csokkentették az MMP2 mRNS expressziot, legkifejezettebb hatast az
aldoszteron antagonistak mutattak. A TIMP1 mRNS expressziojat a lozartan és eplerenon mérsékelte.

Az Mmp?9 és a Timp2 egyik csoportban sem valtozott (abra bemutatasra nem kertil).

A
c
S 44 _E 44 5 44
é * H * H .
2 2 8
83
H
3 3 E:
Z -
% 24 ‘E 2] % 24
2 3 &
= < L
é " é i é " %
3 ~ ~
= e -
S0 So 8o
o : ' ' v v
> N & o @ & > N o e e > 3N D o & @
<a$° ‘,‘9 6@ }{@ b\é\ o°° Q‘o ,,‘9\ &\Q ‘b(@ & (\o“ o\‘o 9\0 &\Q\ & G@t‘ N
o oé'a & \.,b & \w& o ® 4 \,°g 0\9“ \0@ o K & Vo" & \5«“
& & &
& o ¢ & o o o & & F o o & F
Foo & N Q
Q Q Q
H s
2 54 3 304 *k
£ ** g 25
g 44 s “1
b b3
@ @
2 3 ES
[ [
E E
£ 29 3
T E
4 &
B B
-4 =

39. abra Profibrotikus faktorok (A) és fibrozis markerek (B) mRNS expresszidjanak valtozasa kontroll, kezeletlen
(D), ramiprillel, lozartannal, spironolaktonnal vagy eplerenonnal kezelt diabéteszes allatok veséjében. Az mRNS szinteket
Rnl18S expressziora normalizaltuk. 7gfb: Transforming growth factor -1, Pdgfb: platelet-derived growth factor, Ctgf:
connective tissue growth factor (atlag + SEM, N = 7-8/csoport, “p<0,05, **p<0,01 vs. kontroll; $p<0,05, $$p<0,01,

$$p<0,001 vs. D) [229]
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DKD-ban renalis fibroblasztok aktivalddnak és miofibroblasztokkd differencialddnak és de

novo, nagy mennyiségi a-SMA-t expresszalnak ¢és [231], mely a leggyakrabban alkalmazott
miofibroblaszt marker. DM-ben az a-SMA mennyisége a tubulointersticidlis térben jelentésen

megn6tt, a novekedést a RAASI kezelés mérsékelte (40. abra).

Kontroll Diabeétesz (D) D + Lozartan D + Spironolakton

D + Eplerenon

D + Enalapril D + Ramipril
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40. abra a-SMA lokalizaciéja és mennyisége kontroll, kezeletlen (D), illetve enalaprillal (ENA), ramiprillel (RAM),
lozartannal (LOZ), spironolaktonnal (SPI) vagy eplerenonnal (EPL) kezelt diabéteszes allatokban. Bal oldali panelen a-
SMA fehérjemennyiség valtozasa reprezentativ gélképekkel kiegészitve. A fehérjét Ponceau S-re normalizaltuk (atlag +
SEM, N= 7-8/csoport, 630x nagyitis; 1épték: 20 um, “p<0,001 vs. Kontroll; *p<0,05 vs. D) Készegi Sandor PhD

disszertaciojabol engedéllyel
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V.2.2. A hiperglikémia és a RAASi kezelés in vitro hatdsa a profibrotikus folyamatokra

A hiperglikémia és a RAASI direkt, a szisztémas RAAS aktivaciotol fiiggetlen, profibrotikus
hatdsanak vizsgalatira és a szignaltranszdukcids utak valtozasainak tanulméanyozésara in vitro

kisérleteket végeztiink HK-2 és NRK-49 sejteken.

V.2.2.1. RAASI-k hatdsa a RAAS elemek expressziojara hiperglikemias HK-2 és NRK-49 sejtekben

Elsé Iépésben meghataroztuk az egyes RAAS komponensek expresszidjanak valtozasat
hiperglikéma is RAASi kezelést alkalmazasat kovetden. Hiperglikémia hatasara HK-2 sejtekben nott
az angiotenzinogén, renin, és ATIR mRNS expresszidja, az ACE]l nem valtozott. A fibroblaszt

sejteken egyik csoportban sem tortén valtozas (41. abra).
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41. abra RAAS komponensek mRNS expresszioja (A) HK-2 proximalis tubuléris epitél; B) NRK-49F renalis
fibroblaszt sejteken kontroll, kezeletlen (HG), ill. ramiprillel, lozartdnnal, spironolaktonnal vagy eplerenonnal kezelt
hiperglikémias sejteken. Az mRNS szinteket Rn18S expressziora normalizaltuk. HG: high glucose, (atlag = SEM; N=6
well/csoport; “p<0,05, “p<0,01 vs. kontroll; $p<0,05, ¥p<0,01, ¥p=0,056 vs. HG)

V.2.2.2. RAASI-k hatdsa a RAAS elemek expressziojara HK-2 és NRK-49 sejtekben

In vitro kisérleteinkben a magas cukorkoncentraci6 okozta hiperozmolalitas és a
hiperglikémia hatasainak elkiilonitésére a HK-2 sejteket, normal, hiperglikémias és mannozzal
indukalt hiperozmoldris koriilmények kozott tenyésztettiik. Mind a TGFB 1, PDGFB és CTGF mRNS
expresszio emelkedett a HG csoportban. A manno6z kezelt csoportban a TGFBI és a PDGFB nem
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valtozott, mig a CTGF itt is n6tt (42. dbra). Mindez arra utal, hogy a TGFBI és a PDGFB emelkedése

inkabb a hiperglikémia, mig a CTGF indukcio a hiperozmolalités és a hiperglikémia k6zos hatasdnak
az eredménye. A RAASIi kezelések a PDGFB ¢és CTGF mRNS expressziot a kontroll szintjére
csokkentették, mig a TGFBI-t nem valtozott. Mivel a TGFB1 expresszio a kezelések hatasara sem in
vivo mintabdl a vesehomogenizatumban, sem in vitro koriilmények kozott nem valtozott, a tovabbi

vizsgalatokat csak a PDGF-re ¢s a CTGF-re vonatkozoan végeztiik el.

=
®
3

&

5 -

e
S

TGFB1/RN18S mRNA expression I>
= 2 =
o w @
’ “
PDGFB | RN18S mRNA expression
s wk e
o = N
(!
o 4
CTGF/RN185 mRNA expression
N W

- -
® @ o

-
3

TGFB1/RN185 mRNA expression w

PDGFB / RN18S mRNA expression
- aNN
o o o o
»,,
e, %, E
s,
o, | HEEH
wn
CTGF/RN18S mRNA expression
S - a0
o o » o

42. adbra Profibrotikus faktorok mRNS expresszidja (A) hiperglikémids (high glucose) és hiperozmolaris (mannitol)
koriilmények kozott tenyésztett, illetve (B) kontroll, kezeletlen (HG) vagy ramiprillel, lozartannal, spironolaktonnal vagy
eplerenonnal kezelt hiperglikémidas HK-2 proximalis tubulus sejteken Az mRNS szinteket Rnl8S expressziora
normalizaltuk. (atlag £ SEM; N=6 well/csoport; “p<0,05 vs. kontroll, “*p<0,001 vs. kontroll, ¥p<0,05, NS: nem
szignifikans vs. HG) [229].

Tekintettel arra, hogy a proximalis tubulusok altal termelt profibrotikus faktorok kézvetleniil
hatnak a rendlis fibroblasztok proliferacidjara, migraciojara, morfologidjara, illetve az ECM
komponensek termelésére, kovetkezd 1€pésben — elsdként az irodalomban - ezeket a folyamatokat

igyekeztiink egymastol fiiggetleniil vizsgalni.

V.2.2.3. RAASI kezelések hatasa a profibrotikus faktorok indukalta morfologiai valtozdsra

A morfologiai valtozasokat és a citoszkeleton atrendezddését az aktin filamentumokhoz (F-
aktin) nagy specificitassal k6tddo falloidin festéssel vizsgaltuk. A kontroll NRK-49 sejtek elnyujtott
alakuak, az F-aktin vékony diffuz, halozatos elrendezdédésti. Mindkét kezelés hatdsara a megnytltabb
sejtek longitudindlis tengelye mentén az F-aktin mennyisége megnoétt, stressz kotegek és csomok
alakultak ki elsésorban a fibroblasztok széleinek kornyékén. A PDGFB kezelés hatdsa

kifejezettebbnek tlint a morfologia valtozas és a mennyiségi novekedés tekintetében is (43. dbra).
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43. abra Morfologiai valtozasok kontroll, PDGFB és CTGF/CCN2 kezelt NRK-49F sejteken Reprezentativ falloidin
fluroeszcens immuncitokémiai képek, Piros — F-aktin, kék — sejtmag. A nyilak az aktin csomokat jeldlik (400x és 1000x

nagyitas, lépték: 50 ill. 20 um)

V.2.2.4. RAASI-k hatasa a profibrotikus faktor-indukdlt sejtproliferaciora

A sejtproliferaci6 meghatarozasat proliferating cell nuclear antigen (PCNA) és Ki67
mérésével értékeltiik. A PCNA a DNS szintészisben és repair-ben jatszik szerepet €s részt vesz a
sejtciklus szabalyozasaban. Nyugalmi allapotban szinte detektalhatatlan, a sejtciklus G1 és S
fazisaban emelkedik a mennyisége [232]. A Ki67 csak az S, G1, G2 és M fazisban 1évo proliferald
sejtek magjaban mérhetd, nyugalmi fazisban nincs jelen.

Kisérleteinkben az NRK-49F sejtek proliferalni kezdtek mindkét profibrotikus faktorral

torténd elokezelést kovetden, de szignifikdns emelkedést csak a PDGFB esetében észleltiink. A

RAASI kezelés a PCNA expressziot csokkentette, a Ki67 nem valtozott (44. dbra)
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44. abra Pcna és Ki67 proliferaciés markerek mRNS expresszidja kontroll, (A) PDGFB - ill. (B) CTGF -indukalt,
kontroll ill. ramiprillel, lozartannal, spironolaktonnal vagy eplerenonnal kezelt NRK-49F renalis fibroblaszt sejteken. Az

mRNS szinteket Rn18S expresszidra normalizaltuk (atlag = SEM; N=6 well/csoport; “p<0,05 vs. kontroll, $p<0,05 vs.
PDGF, %%p<0,01 vs. PDGF)
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V.2.2.5. A RAASI kezelés mérsékli a PDGF és CTGF/CCN2 indukadlta oSMA termelést

A PDGFB ¢s a CTGF egyarant a PDGFR-B-hoz kot, ezért legelszor azt igazoltuk, hogy az NRK-
49F sejtek expresszaljak a receptort. Ezt kdvetden kimutattuk, hogy a renalis fibroblasztok a-SMA
termelése mindkét profibrotikus ndvekedési faktorral torténd kezelést kovetden emelkedik. A fehérje

mennyiségét a RAASI-k a kontroll szintjére csokkentik vissza (45. dbra).
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45. abra PDGFR-p lokalizacio és oSMA fehérjemennyiség valtozasa fibroblasztokon (A) Reprezentativ
immuncitokémia: 1000x nagyitas; 1épték: 20 pm, piros — PDGFRp, kék — nucleus, a-simazizom aktin (aSMA)
fehérjeszintek kontroll, (B) PDGFB-vel ill. (C) CTGF/CCN-nel kezelt, ill. ramiprillel, lozartannal, spironolaktonnal vagy
eplerenonnal kezelt NRK-49F renalis fibroblaszt sejteken. A fels6 paneleken reprezentativ gélképek. A fehérjeszinteket

Ponceau-S-re normlizaltuk. (N=6 well/csoport; “p<0,05 vs. kontroll (control), $¥%p<0,01 vs. PDGF vagy CTGF)

V.2.3. RAASI kezelés és az O-GlcNAcilacio, mint lehetséges patomechanizmus

Egyre tobb adat all rendelkezésre az O-GlcNAcilacio szerepérél a DKD kialakulasédban és
progressziojaban, azonban az eredmények zome T2DM-re vonatkozik. A patomechanizmusban
kulcsfontossagu intrarenalis RAAS és megnovekedett O-GlcNAcilacio kézotti kapesolatra utal, hogy
proximalis tubulus sejtekben gliikoz vagy gliikozamin adagoldsaval aktivalodik a hexdzamin
bioszintézis €s nd az angiotenzinogén ¢és renin MRNS-expresszid [134]. Hiperglikémias
mezangiumsejtekben az NF-KB O-GlcNAcildlodasa megnovekedett TNF-o ¢és vaszkularis
sejtadhézios molekula-1 (VCAM-1) termelddéshez vezetett, ami hozzajarult a gyulladas és fibrozis

kialakulasahoz [149].

Mindezek alapjan logikus kérdések, hogy a (i) hogyan hat a hiperglikémia a proximalis
tubulusok fehérjéinek O-GlcNAcilacidjara, (i) valtozik-e az O-GlcNAcilacio DKD-ban (ii1) a RAASI

kezelések — 0j renoprotektiv mechanizmusként - mérsékelhetik az O-GlcNAcilaciot.

Kovetkezo kisérletsorozatunkban Dr. Banki Nora Fanni és Dr. Gellai Renata PhD

hallgatéimmal ezt vizsgaltuk.
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V.2.3.1. A hiperglikémia hatdsa a proximalis tubulus fehérjék O-GlcNAcildcidjara és az enzimek

mennyiségeére

A hiperglikémia hatésait vizsgalva mind 24 6ras, mind 48 Oras tenyé€sztést kdvetden megdtt a
proximalis tubulus sejtekben a fehérjék O-GlcNAcilacioja, koztiikk az 140 kDa molekularis tomegli
tartoményba tartozd eNOS proteiné is. Mannitol hatdsara hasonl6 valtozast nem észleltiink, ez arra

utal, hogy a novekedés kozvetleniil a hiperglikémia, és nem a magas gliikozkoncentracié okozta

hiperozmolaritas kovetkezménye.

Els6ként mutattuk ki proximalis tubulus sejtekben a kiilonb6zd szubsztrat-specifitassal és
intracelluldris funkcidkkal rendelkezé nukleocitoplazmatikus és mitokondrialis OGT izoformakat.
Igazoltuk, hogy hiperglikémia hatasara az OGT 1d6fliggd ¢€s izoforma-specifikusan valtozik: az
ncOGT szintje HG24 sejtekben nétt, majd 48 orara normalizalédott. Az mOGT nem valtozott 24

oréanal, azonban 48 6réra a kontrollhoz képest csokkent (46. dbra).
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46. abra Fehérjék O-GlcNAcilacidja, OGTés OGA izoformak HK-2 proximalis tubulus sejteket mannitol illetve
magas gliikdz tartalmu tapfolyadékban tenyésztettiik 24 (HG 24) vagy 48 6ran (HG 48) keresztiil. Reprezentativ gélképek
és fehérjemennyiségek valtozasa (A) O-GlcNAcilacio, (B) nukleocitoplazmatikus OGT (ncOGT) és mitokondrialis OGT
(mOGT), (C) OGA hosszt (L-OGA) és rovid (S-OGA) izoforma. A fehérjemennyiségeket Ponceau-S-re normalizaltuk.
(atlag £ SEM, N = 12 well/csoport, **p< 0,01 vs kontroll, “*p < 0,001 vs. kontroll, **p < 0,001 vs. mannitol; *p < ,05,
$$p < 0.01 HG24, %%%p < 0,001 vs. HG24, NS — nem szignifikéns) [233]
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A RAASI-k nem befolyasoltak a hiperglikémia-indukalt fehérje O-GlcNAcilaciot (és OGT

kifejez0dést a proximalis tubulus sejtekben (abra bemutatasra nem keriil). Az OGA-S sem valtozott,

viszont az OGA-L novekedett 24 6ras enalapril €s lozartdn kezelés utan (47. abra).

kb - e 47. abra RAASI kezelés hatasa az O-GlcNAcase hosszu izoformajanak

E 1.5 (OGA-L) fehérje szintjére HK-2 proximalis tubulus sejteket magas gliikoz

g tartalmu tapfolyadékban tenyésztettik 24 oran (HG 24) keresztil. A HG

g-w' sejteket enalaprillal (HG24+Enalapril; 1uM), lozartannal (HG24+Lozartan;

f 10uM) és eplerenonnal (HG24+Eplerenon; 10uM) kezeltiik. Reprezentativ

§ " gélképek ¢s OGA-L fehérjemnnyiségek valtozasa. A fehérjemennyiségeket

% 0.0— Ponceau-S-re normalizaltuk. (atlag + SEM; N = 12 well/csoport, **p< 0,01 vs.
+°¢\.*°\\ Kontroll; $p<0,05; $%p<0,001 vs. HG24) [233]

V.2.3.2. A hiperglikémia hatasa a proximalis tubulus Akt-eNOS-NKA-HSP72 utvonalra

A pAkt fehérjemennyisége megnott HG24 sejtekben valtozatlan Akt szint mellett. 48 orara a
pAkt mennyisége visszaallt a kontroll szintjére, az Akt pedig megemelkedett (48. dbra) Az eNOS
Ser(1177)-n torténd foszforilacidjat pAkt katalizalja, mely kulcsfontossagl az enzim aktivacidjaban
[234]. Az emelkedett pAkt szint ellenére az aktiv peNOS szint HG24-ben lecsokkent, ami arra utal,

hogy az enzim foszorilaciojat (48. dbra) a hiperglikémia (esetleg a kovetkezményesen fokozddo O-

GlcNAcilécio) gatolja.
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48. abra eNOS és Akt, illetve foszforilalt formajuk fehérje szintjeinek valtozasa Reprezentativ gélképek és (A)
peNOS, (B) eNOS, (C) peNOS/eNOS arany, (D) pAkt, (E) Akt, (F) pAkt/Akt arany fehérjemennyiségek valtozasa HK-2
sejtekben magas gliikéz tartalmu tapfolyadékban 24 (HG24) és 48 oran (HG48) at tartd tenyésztés utan
fehérjemennyiségeket Ponceau-S-re normalizaltuk. (dtlag + SEM; N = 12 well/csoport, *p< 0,05; “p< 0,01 vs. Kontroll;
$p<0,05 vs. HG24. NS: nem szignifikans) [233]

98



dc_1685_19

A NKA mennyisége kezdetben nétt, majd 48 orara minimalisan csdkkent a kontrollokhoz
képest. A HSP72 valtozasa hasonld dinamikat mutatott, bar a mérséklédés a HSP72 esetében
kifejezettebb volt, HG48-ra a kontroll szintre csokkent. Mannitollal tenyésztett sejtekben egyik
idéponban sem valtozott a fehérjék mennyisége, a hiperozmolaritds nem befolyasolta az expressziot

(49. abra).
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49. abra Na/K ATPaz (NKA) és a hésokk protein (HSP)72 fehérje mennyiségének valtozasa Reprezentativ gélképek
¢és (A) NKA (B) HSP72 fehérjemennyiségek valtozasa magas gliikdz, illetve mannitol tartalmu tapfolyadékban 24 (HG24)
¢és 48 oran (HG48) at tartd tenyésztés utan HK-2 sejtekben A fehérjemennyiségeket Ponceau-S-re normalizaltuk. (atlag
+ SEM; N = 12 well/csoport, “p<0,01 vs. Kontroll; #p<0,01 vs. Mannitol; $¥p<0,01 vs. HG24)

V.2.3.3. A RAASI kezelés hatasa az O-GleNAcildciora és az enzimek mennyiségére DKD-ban

A DM allatok veséjében fokozodott a fehérjék O-GlcNacilacidja, melyet az 6sszes RAASI
kezelés csokkentett. Az irodalomban elséként mutattuk ki a vese kortikéalis allomanyaban a
kiilonbozé OGT ¢és OGA izoformékat. A rendlis ncOGT és mOGT mennyisége a cukorbeteg

allatokban lecsokkent, a RAASI kezelés nem valtoztatott a fehérjeszinteken.

Az O-GlcNacilacio fokozodasaval parhuzamosan az eltavolitasért felelés OGA-L lecsokkent,
mig a lipid-cseppekhez asszocialt OGA-S mennyisége, emelkedett a diabéteszes patkanyokban. Az

OGA-L csokkenését csak a lozartan védte ki, az OGA-S valtozasat mindegyik RAASI kezelés a

kontroll szintjére mérsékelte (50.abra).

99



dc_1685_19

D+ D+ D+

A. Kontroll D Ena  LOS EPL
350 kDa ®
B
>
150 kDa £
5
. -
100 kDa 2
2
oo e
g
75 kDa S
- -
9
[0}
50 kDa g
B. 110kDa we— v | | 78 KDa w—— | |
] 5
= 1.59 0 154
c >
= =
2 5
g E
= 2 1.04
Q L™
= @
] =
2 8
= -
8 © 0.5
3 o
c E
@ A
g 2 0.0
&
C.
130 kD2 w s s s S— 75kDa —
E‘ 3- Tk
(-4
@
£
-
-
i)
£
2
®
¢
<
)
o
@
&
s

50. abra Az (A) O-GlcNAcilacié, (B) OGT és (C) O- OGA izoformak fehérjemennyiségeinek valtozasa kontroll,
kezeletlen (D), enalaprillal, lozartannal vagy eplerenonnal kezelt diabéteszes allatok veséjében. A fehérjemennyiségeket
Ponceau-S-re normalizaltuk. (atlag £ SEM, N = 7-8/csoport, “*p<0,01 vs. kontroll, “*p<0,001 vs. kontroll; $ p<0,05vs.
D, $%5p<0,001 vs. D) [233]

V.2.3.4. Az Akt-eNOS-NKA-HSP72 utvonal valtozasa RAASI kezelést kovetden DKD-ban

A kezeletlen cukorbeteg allatokban mind a peNOS mennyisége, mind a peNOS/peNOS arany
csokkent. A RAASI kezelések novelték a peNOS szintjét, legkifejezettebb hatasa a lozartannak és az
eplerenonnak volt. Ezzel parhuzamosan a DM-ben emelkedett eNOS szint a kezelések hatasara
csokkent (57.dbra). Sem az Akt, sem a pAkt, sem az arany nem valtozott a cukorbeteg allatokban,

illetve a RAAS-kezelés hatasara sem.
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51. 4bra eNOS és Akt, illetve foszforilalt formajuk fehérje szintjeinek valtozasa kontroll, kezeletlen (D), enalaprillal,
lozartannal vagy eplerenonnal kezelt diabéteszes allatok veséjében. (A) peNOS, (B) eNOS, (C) peNOS/eNOS arany, (D)
pAkt, (E) Akt, (F) pAkt/Akt A fehérjemennyiségeket Ponceau-S-re normalizaltuk. (atlag = SEM, N=7-8/csoport, ““p<0,01
vs. kontroll, *p<0,001 vs. kontroll; * p<0,05 vs. D, % p<0,05 vs. D, $¥5p<0,001 vs. D, NS-nem szignifikéns) [233]

Korabbiakban igazoltuk, hogy experimentalis DKD-ban n6 a renalis NKA szintje, melyet az
ANGII tovabb novel. Kimutattuk azt is, hogy bar az enzim mennyisége nd, kevésbé aktiv, mert DKD-
ban fiziologias helyérdl, a bazdlmembran karosodasa miatt a citoszolba, illetve az apikalis membranra
helyezddik at €s ezaltal funkcidképtelenné valik [235]. Jelen kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy (i)
a RAASi kezeléssel megakadalyozhato-e a kihelyezddés, illetve, hogy (ii) a citoszkeleton
integritasaért felelés HSP72 véltozik-e a kezelések hatasara.

DM-ben (korabbiakkal egyezden) emelkedett a fehérje mennyisége, melyet az enalapril nem;
de a lozartan €s eplerenon kezelés jelentésen —a kontroll szintjére - csokkentett. Az immunhisztologiai
vizsgalat soran kontrollokban a NK A a tubularis bazalmembran mentén helyezkedett el. A diabéteszes
csoportban megjelent a fehérje az apikalis membranon is, az athelyezddést (melyet a citoplazmatikus

festodés kiszélesedése jelez) az enalapril kivételével a RAASI kezelések mérsékeltek (52. abra).
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52. abra Na*/K* ATPaz (NKA) fehérje mennyiség és lokalizacié valtozasa (A) kontroll, (B) kezeletlen (D), (C)
enalaprillal, (D) lozartannal vagy (F) eplerenonnal kezelt diabéteszes allatok veséjében. Reprezentativ
immunhisztokémiai képek Az egyes csoportokban a felsd bal kép a fénymikroszkoppal késziilt kép, a bal also az
immunfestéssel késziilt kép, a jobb als6 diagram a jelintenzitas valtozasat mutatja a bal alsé képen 1év6 piros nyil mentén.
Z5ld — NKA, kék — sejtmag. Nucl — sejtmag, Lu — lumen, Bm — bazdlmembran. 630x nagyitas, 1épték: 10 um (E) A NKA
fehérjemennyiségeket Ponceau-S-re normalizaltuk. (atlag + SEM, N= 7-8/csoport, “p<0,05 vs. kontroll, * p<0,05 vs. D)
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A cukorbeteg allatokban lecsokkent HSP72 fehérje mennyiségét a RAASi kezelések

mérsékelten, de nem szignifikansan emelték. A HSP72 a tubulusokba lokalizalddott. Konfokalisan

metszeteken értékelve a NKA a HSP72- vel jol lathatoan kolokalizalddott (53-54. abra).

A Kontroll B Diabétesz (D) C D + Enalapril
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53. abra HSP72 fehérje mennyiség és lokalizacié valtozasa (A) kontroll, (B) kezeletlen (D), (C) enalaprillal, (D)
lozartannal vagy (E) eplerenonnal kezelt diabéteszes allatok veséjében. Reprezentativ immunhisztokémiai (Piros —
HSP72, kék — sejtmag, 630x nagyitas, Iépték: 10 um) (F) A HSP72 fehérjemennyiségeket Ponceau-S-re normalizaltuk.
HSP: hésokk fehérje, (atlag = SEM, N= 7-8/csoport, “p<0,05 vs. kontroll, NS — nem szignifikans)

A Kontroll B Diabétesz (D) E

54. abra HSP72 és Na*/K* ATPaz kolokalizacioja (A) kontroll, (B) kezeletlen (D), (C) enalaprillal, (D) lozartannal
vagy (E) eplerenonnal kezelt diabéteszes allatok veséjében. Reprezentativ fluroszcens immunhisztokémia, z6ld -NKA,
piros — HSP72, kék — sejtmag, sarga - kolokalizacio (nagyitas: 630x, 1épték: 10 pm) HSP: hésokk fehérje
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V.2.4. Az SGLT2i DAPA kezelés renoprotektiv hatasanak vizsgalata DKD-ban

Kisérleteink megkezdésekor még nem voltak nyilvanosak azok a klinikai tanulmanyok
(EMPA-REG OUTCOME, CREDENCE stb), melyek mostanra mar egyértelmiien alatdmasztottak
az SGLT2 gatlok renoprotektiv tulajdonsagat. Ezen klinikai eredmények fényében talan még inkabb
magatol értetddd korabbi kivancsisagunk (i) javitja-e a dapagliflozin (DAPA) a DM kd&vetkeztében
kialakuldé vesekarosodast (ii) hasznéalhato-e T1DM esetén is, (iii) milyen mechanizmus allhat a
renoprotekcid hatterében. Az irodalomban TIDM-hez tarsuld6 DKD-ban elsdként végzett

kisérleteinket Dr. Hodrea Judit és Dr. Balogh Dora segitségével végeztiik.

V.2.4.1. A DAPA kezelés mérsékeli a TIDM-ben kialakulo anyagceserezavart

A varakozasoknak megfelelden a DAPA kezelés mérsékelte a magas vércukorszint okozta
metabolikus valtozésokat, a testtomeg ndvekedés elmaradisat, a vércukor és fruktdozamin és
lipidszinteket. A vércukorszint mar a kezelés els6 hetében alacsonyabb volt, majd a masodik hét
végére 41%-kal csokkent. A kisérleti periodus végére a kezeletlen csoport vércukorszintje kozel
kétszerese volt a DAPA-kezeltekének. DAPA hatdsara az allatok anémidja megszlint. A LOZ-zal

torténd kombinécios terapia szinergista hatassal nem jart. (/2. tablazat)

Metabolikus paraméterek Kontroll Diabéteszes (D) D + DAPA D + DAPA + LOS

Testtomeg (g) 434437.9 256426.7%* 3334392788 312437.8%*%

Nem éhomi vércukorszint (mmol/L) 6.52+0.57 33.0+1.12%* 17.745.63%*88 18.146.16%**58

Fruktézamin (umol/L) 142+4.12 274+£13.6%* 20634 27%%8 217427.8%*
Koleszterin (mmol/L) 1.98+0.14 2.69+0.41%* 1.96+0.36% 2.26+0.34%
Triglicerid (mmol/L) 1.39+0.58 2.84£1.26%* 1.08+0.58% 0.91+0.20%
LDL-C (mmol/L) 0.44+0.15 0.84+0.12%%* 0.51+0.14% 0.774£0.13%*
GOT (U/L) 127+£17.5 347+£170%* 191425.43 214+88.68

GPT (U/L) 42.8+7.54 166+82.2%* 84.6+16.3%% 65.24+10.8%%
Hemoglobin (g/L) 155+16.0 88.3+£9.50** 149+9.45% 15348.08%%
Glikozaria (mmol/L) ND 346+£47.1%* 479491.8%%*8 401+£105%*

12. tablazat DAPA Kkezelés hatisa a metabolikus paraméterekre Kontroll, kezeletlen (D), dapagliflozin (D+DAPA)
vagy DAPA+lozartan (D+DAPA+LOS) kezelt diabéteszes allatok metabolikus paramétereink valtozasai MAP: artérias
koézépnyomas, LDL-C: alacsony denzitasu lipoprotein-koleszterin, GOT: szérum glutamat-oxaloacetat transzaminaz,
GPT: szérum glutamat-piruvat transzaminéaz (atlag + SD, N=6 kontroll és a D csoport, N=7 kezelt csoport, “p<0,05 vs.

kontroll, *"p<0,01 vs. kontroll, $p<0,05 vs. D, $¥p<0,01 vs. D. ND: nem detektalhat6) [236]
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V.2.4.2. A DAPA kezelés mérsékeli a vesefunkcio besziikiilését DKD-ban

A DAPA kezelés jelentdsen javitotta a vesefunkcid beszlkiilését, a retencids paraméterek
(szérum kreatinin, BUN) romlasat, és a proteintriat. A vizelettel iirtil6 KIM-1 ¢s NGAL emelkedett
szintjét a DAPA kezelés tobb, mint 50%-kal csokkentette, ez joval enyhébb tubularis kdrosodast jelez.
A KIM-1 (R2=0.202, p=0.0252) ¢s az NGAL (R2=0.546, p=0.0001) szintek korrelaltak a kreatinin-
clearence értékekkel, ami aldtdmasztja a hasznalhatésagukat, mint a vesemikodés 1j, non-invaziv

biomarkerei.

A hisztologiai valtozasok korrelaltak a vesefunkcid besziikiilésével, a PAS festett metszeteken
a glomerulusok hipertr6fidjat, a bazdlmembran megvastagodasat és a mezangialis matrix expanzidjat
észleltiik, melyek mindegyikét mérsékelte a DAPA kezelés, mig a LOZ hozzaadasa tovabbi elonyt
nem jelentett (55. abra).
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55. abra A DAPA Kkezelés lassitja a DKD kialakulasat (A-D) Kreatinin clearance, szérum kreatinin, urea nitrogén
(BUN) és proteintria kontroll, kezeletlen (D), dapagliflozin (D+DAPA) vagy DAPA+lozartan (D+DAPA+LOS) kezelt
diabéteszes allatokban. (E-F) Vizelet kidney injury molecule-1 (KIM-1) és neutrophil gelatinase-associated lipocalin
(NGAL). (G-H) Creatinine clearance korrelacigja a vizelet KIM-1 ill. NGAL szintekkel (I) Mezangialis teriilet
kiterjedése, nagyitas 400x. 1épték: 50 pm. (atlag + SD, N=6 kontroll és D csoport, N=7 kezelt csoport, *p<0,05 vs.
kontroll, “p<0,01 vs. kontroll, $p<0,05 vs. D, $¥p<0,01 vs. D) [236]
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V.2.4.3. A DAPA kezelés mérsékeli a fibrotikus folyamatokat a vesében

A rendlis fibrézis fentebb ismertetett 1j biomarkerei a kollagén remodellingre jellemzé rPRO-
C3, uC3M ¢s TUM szintek a diabéteszes csoport vizeletében megemelkedett. A DAPA kezelés
csokkentette a rPRO-C3 ¢és TUM szintet, az uC3M valtozatlan maradt. A biomarkerek pozitiv
korrelaciot mutattak a tubulointersticidlis fibrotikus szovet mennyiségével. (rPRO-C3 (R2=0.4459,
p=0.0003), uC3M (R2=0.1922, p=0.0364) and TUM (R2=0.2285, p=0.0182). Bizunk benne, hogy

eredményeink eldsegitik ezeknek a biomarkereknek a validalasat a mindennapi klinikai gyakorlatban.

A rendlis Tgfbl, Pdgfb és Ctgf mRNS expresszidja, magasabb volt, jelezve a profibrotikus
folyamatok aktivitasat. Meglepetésiinkre a DAPA csak a Pdgfb és a Ctgf szintet csokkentette, a 7gfb/
mRNS expresszid nem valtozott (hasonlo jelenséget igazoltunk a korabbi RAASi végzett kisérletek
soran is). A kiterjed tubulointersticidlis fibrozist és ECM felszaporodast a DAPA hatékonyan
csokkentette, amit jol jelez a miofibroblaszt markerként hasznalt a-SMA alacsonyabb fehérjeszintje

is. A LOS-zal torténé kombinécio tovabbi javulast nem eredményezett (56. abra).
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56. abra A DAPA csokkenti a renalis fibrézist DKD-ban (A-C) Vizelet rPRO-C3, uC3M és TUM kontroll, kezeletlen
(D), dapagliflozin (D+DAPA) vagy DAPA+lozartan (D+DAPA+LOS) kezelt diabéteszes allatokban. (D-F) Renalis
platelet derived growth factor subunit B (Pdgfb) and connective tissue growth factor (Czgf) mRNS expresszido Rnl8S
mRNS-re normalizalva. (G) Reprezentativ Masson festett szovettani képek illetve fibrotikus teriilet kvatinfikalasa a teljes
teriilet aranyaban (nagyitas 200x, 1épték: 200 um) (H-J) korrelacio a vizelet markerek és a Masson kiértékelés kozott, (K)
SMA fehérje mennyisége az egyes csoportokban Ponceau-S re korrigalva (atlag + SD, N=6 kontroll és D csoport, N=7
kezelt csoport, “p<0,05 vs. kontroll, “p<0,01 vs. kontroll, $p<0,05 vs. D, $p<0,01 vs. D) [236]
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A kollagén felhalmozodast Picrosirius vOords metszeten értékeltiik, a glomerulusokban az erek

koriil minimalis festddést detektaltunk a kontroll allatokban, mig a cukorbeteg patkanyokban a
kollagén mennyisége a glomerulusokban ¢€s a tubulointersticialis térben is jelentdsen nétt. A kollagén
akkumulaciot a DAPA csokkentette, a LOZ tovabbi jotékony hatdst nem eredményezett.
Péarhuzamosan a kollagénnel a fibronektin mennyisége is nétt a diabéteszes allatokban noha kisebb

mértékben. A fibronektin mRNS expresszidjat a DAPA kezelés kozel felére csokkentette (57. abra).

A Control Diabetic (D) D + DAPA D + DAPA + LOS
T so0um T b0 sovum woun \ g7

B Control Diabetic (D) D + DAPA D+ DAPA + LOS

O
w)
m

6

Fn1/Rn185 mRNA

Fibronectin positive area (%)
Arbitrary units

Picrosirius Red positive area (%)

57. abra A DAPA kezelés csokkenti a kollagén és fibronektin felhalmozédast kontroll, kezeletlen (D), dapagliflozin
(D+DAPA) vagy DAPA+lozartan (D+DAPA+LOS) kezelt diabéteszes allatokban. Reprezentativ (A) Picrosirius Red
(nagyitas 200x, Iépték: 100 pm) és (B) fibronektin (nagyitas 400x, 1épték: 50 pm) festett szovettani képek illetve (C-D)
fibrotikus teriilet kvatinfikalasa a teljes teriilet aranyaban. Renalis fibronektin (Frn/) mRNS expresszié Rnl8S mRNS-re
normalizélva. (atlag + SD, N=6 kontroll és D csoport, N=7 kezelt csoportok, ““p<0,01 vs. kontroll, $p<0,05 vs. D, $¥p<0.01
vs. D) [236]

V.2.4.4. A DAPA csokkenti a feherjék O-GleNAcilaciojat a vesében és HK-2 proximalis tubulus

sejteken

Korabbi kisérleteink aldtdmasztottak, hogy a fehérjék O-GlcNAcilaciojanak fokozodasa
fontos mechanizmus a direkt gliikotoxicitds okozta renalis fibrozis kialakitasdnak DKD-ban. A
DAPA kezelés dnmagéaban és a LOZ-zal torténd kombinécioban is csokkentette az ncOGT ¢és az
sOGT szintjét, ezaltal a megemelkedett O-GlcNacilacid is mérséklodott a kezelt csoportokban. A
glikozilalt oldallancok eltavolitasaért felelds OGA szintek nem valtoztak (58. abra).
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58. 4bra A DAPA kezelés csokkenti az O-GleNAcilaciét (A-D) O-GleNAcildcié, O-GIcNA transzferdz (OGT) és O-
GlcNAcase (OGA) fehérjeszintek kontroll, kezeletlen (D), dapagliflozin (D+DAPA) vagy DAPA+lozartan
(D+DAPA+LOS) kezelt diabéteszes allatokban. A fehérjét Ponceau-S-re normalizaltuk (E) Reprezentativ O-GIcNAc
immunhisztokémiai festés a vesében. (nagyitas 400x, 1épték: 50 pm, atlag + SD, N=6 kontroll és D csoport, N=7 kezelt
csoportok, “p<0,05 vs. kontroll, “p<0,01 vs. kontroll, $p<0,05 vs. D, $p<0,01 vs. D) [236].

Proximalis tubulus sejteken végzett vizsgalataink bizonyitottdk, hogy hasonloan az in vivo
eredményekhez, a fehérjék O-GlcNAcilacidja fokozodik hiperglikémids kortilmények kozott, és
ezzel parhuzamosan n6é az ncOGT ¢és az sOGT szintje is. A kezelések az OGT szinteket és az O-
GlcNAcilacio mértékét csokkentették, az OGA nem valtozott. A mannitolos csoportban valtozasokat
nem észleltiik. A profibrotikus faktorok szintje hiperglikémids koriilmények kézott nott, a DAPA
kezelés a CTGF expressziot csokkentette, a TGFB1 és PDGFB szintet nem valtoztatta (59. dbra).
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59. abra A DAPA Kkezelés csokkenti a hiperglikémia indukalta O-GlcNA cilaciot proximalis tubulus sejteken A HK-

2 sejteket normal (5,5 mM) magas (35 mM) gliikoz vagy mannéz (35 mM) tenyésztettiik 24 6ragi. (A-D) O-GlcNAcilacio,
O-GlcNA transzferaz (OGT) és O-GlcNAcase (OGA) fehérjeszintek kontroll, mannitol, kezeletlen magas cukor (HG)
dapagliflozin (HG+DAPA) vagy DAPA+lozartin (HG+DAPA+LOS) kezelt HG sejteken. (E) Reprezentativ O-GIcNAc
fluroeszcens immuncitokémia és integralt denzitds (nagyitas 200x, 1épték: 50 um, z6ld: O-GIcNAc, kék: sejtmag) (F-H)
Transforming growth factor B (TGFBI), platelet-derived growth factor (PDGFB) és connective tissue growth factor
(CTGF) mRNS expresszio, RNI8S ra normalizélva (atlag = SD, N=6 well/csoport, “p<0,05 vs. kontroll, “p<0,01 vs.
kontroll, $p<0,05 vs. HG, $%p<0,01 vs. HG) [236]

V.2.4.5. A DAPA hatasa a proximalis tubulus sejtek hipoxias karosodasara

A DAPA hiperglikémiatol fiiggetlen, hipoxiat javito hatasat hipoxias kamraval (1% O, 2 dra)
vizsgaltuk. Hipoxia hatdsara a HIF-la mRNS és fehérje szintje kozel kétszeresére emelkedett, a
fehérjemennyiség novekedése a sejtek magjaban volt a legkifejezettebb. A DAPA kezelés
csokkentette a HIF-1 a szinteket és mérsékelte a nuklearis transzlokaciot. A hipoxia hatasara a HIF-
lo utvonal downstream elemei: EPO, VEGF-A, CTGF and PDGFB indukalddtak. A kezelések az
EPO és a CTGF szintj ¢t csokkentették és mérsékelték a PDGFB emelkedést (p=0.06) (60. dbra)
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60. abra A DAPA csokkenti a tubularis hipoxiat (A) Hypoxia-inducible factor-1-alpha (HIF-la) fluroeszcens
immuncitokémia, (B) mRNS expresszio, (C) fehérjeszint, (D) integralt denzitas, (E) sejtmag/citoszol arany (nagyitas
200x, 1épték: 50 pum, zold: HIF-1a, kék: sejtmag) HK-2 sejtekben. (F-1) EPO,VEGF-A, CTGF és PDGFB mRNS
expresszid, RN18S-ra, a fehérje Ponceau-S-re normalizalva (atlag + SD, N=5-6 well/csoport, “p<0,05 vs. kontroll ““p<0,01
vs. kontroll, §p<0,05 vs. hipoxia, §§p<0,01 vs. hipoxia) [236]
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V.2.5. SIR agonista fluvoxamin kezelés, mint a DKD uj terapias lehetosége

V.2.5.1. A SIR jelen van a vesében

Igazoltuk, hogy a SIR jelen van a vesében, elsdsorban a kortexben, de kisebb mértékben a

medulldban ¢és a papillaban is, a proximalis tubulus sejtek és a rendlis fibroblasztok is expresszaljak

(60 abra).

61. abra A SI1R renalis lokalizaciéja (A)

o sin e S Reprezentativ.  immunhisztokémiai (IHC) képek
- pacin NS el patkany vese S1R (barna) (6x-DAB). 1épték=500 pm.
g (B) renalis SIR fehérjeszintek Ponceau-S-re
g normalizdlva. (*p<0.05 vs. papilla és medulla;
i N=6/csoport). (C) PAS kontrasztfestett SIR (barna)
3 reprezentativ. IHC képek. Vékony, fekete nyil: a
;é proximalis tubulusban kifejez6d6 S1R, tomor fekete
< nyil: kefeszegély (D) Fluoreszcens IHC (sejtmag —
® Papila  Medula  Cotex  kék és SIR — piros. nagyitas: 400x, lépték: 50 um)

D

Kettés festések a pontos lokalizacido kimutatasara
sejtmag (kék), SIR (piros) minden képen. Zold:
proximalis tubulus specifikus gamma-GT, disztalis
tubulus  specifikus Na'/K*-ATPaz, eNOS -
glomerulus nNOS- macula densa.

Fluroeszcens immuncitokémia: HK-2 proximalis
tubulus sejtben ¢s NRK-49F renalis fibroblasztban,
(sejtmag - kék, SIR - zold ill. piros, nagyitas: 600x,
Iépték: 50 pm)

Macula densa

Glomerulus

NRK-49F renalis fibroblaszt
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A SIR agonista kezelések renoprotektiv hatdsdnak vizsgalatara tobb kisérletsorozatot

végeztliink. A 2 hetes kezeléssel vizsgaltuk, hogy (i) megallitja-e, visszaforditja-e a fluvoxamin
kezelés a mar kialakult vesekarosodast (ii) dozisfiiggd-e a hatds (2 mg/tskg ill. 20 mg/tskg adagolast
alkalmaztunk), (iii) S1R-medialt hatésrol van-e szé (kombindcidban az egyik csoport antagonista
NE100-at is kapott). A 7-hetes kezelést a TI1DM kialakulasatol kezdve preventiv céllal adtuk a DKD
kialakulasanak megakadalyozasara. A kisérleteket Dr. Vannay Adam, Dr. Banki Noéra Fanni

munkatarsaimmal, Veres-Székely Apor €s Kdszegi Sandor PhD hallgatokkal végeztiik.

A vizsgalatokat jelenleg is folytatjuk, kiegészitjiikk a folyamat tovabbi tisztazasra. Az itt
bemutatott eredmények a SIR agonistdk antifibrotikus hatasat igazolo, elfogadott nemzetkozi

szabadalmunk kiindulasi alapjaiként szolgaltak.

V.2.5.2. A FLU kezelés javitja a vesefunkciot DKD-ban

A korabbi kisérletsorozatokkal megegyez6 modon, az STZ utan 7 héttel a vércukorszint és
fruktézamin szintek emelkedése mellett az allatokban a DKD-ra jellemzd vesefunkcié besziikiilés
laboratériumi eltéréseit észleltiik: a retencids paraméterek nottek, a kreatinin-clearence csokkent,
fokozodott a frakcionalt natriumiirités és az albumintria (/3. tablazat). A FLU kezelések a renalis
paramétereket kiilonb6z6 mértékben javitottak. A 7-hetes hosszutava kezelés volt a leghatékonyabb
a vesemiikodés megdrzésében, az Osszes vesefunkciot jellemzd érték javult. A kéthetes kezelések

soran az NE100 a paraméterek egy részének javulasat felfliggesztette.

Kontroll |Diabétesz(@) |D7FLU |D+FLU20 | PPFLU20 gy | DAFLUZ

TR +NE-100 +NE-100
Vércukor (mmol/L) 1732095 |46.652.85* | 50.3143.7 | 36.6£2.625 | 48,522,408 | 36.453.117 | 40,8%3 00
Fruktozamin (umol/L) 152+11.0 | 254+8.52%  |276+11.2% | 2524185 26747,66 |242+12.8 | 264+11,1
Se-karbamid (mmol/L) 7.06£0.19 | 26.6£2.42*% | 17.3£1.495| 17342308 | 24,342,275 | 18.81.68% |22,3+1,43
Se-kreatinin (umol/L) 22.0+0.93 |42.02.39% | 27.082.24| 34.542.74% | 37,004,39 | 31.822.94% | 40,0+3,72
kreatinin-clearence (mL/min/100g) | 12.820.57 | 3.152020% | 6.77=1.158| 3.73=0.49 3255025 | 4732069 |4,060,58
Frakcionalt natriumirités (%) 0.22+0.02 | 3.1220.75% | 0.40=0.037| 0.9020.238 | 1,3320,39 | 0.62%0.128 |0,96=0,12
Albuminiria (mg/mL) 3255239 | 42.56638% | 20.8£0515| 21544 995 | 73321585 | 2432577 | 42,8792

13. tablazat A FLU javitja a vesefunkciés paramétereket kontroll, kezeletlen (D); 7 hétig 20 mg/tskg (D7FLU) vagy
a diabétesz 6todik hetétdl 2 hétig 20 mg/tskg (D+FLU20), vagy 20 mg/tskg FLU + 1 mg/tskg NE100 (D+FLU20 +NE100)
vagy 2 mg/tskg FLU-val (D+FLU2), 2mg/tskg FLU + 1 mg/tskg NE100 (D+FLU2+NE100) kezelt diabéteszes
patkanyokban, FLU: fluvoxamin (4tlag+ SEM, N=6-8/csoport “p<0,05 vs. kontroll; ¥p<0,05 vs. D)
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V.2.5.3. A FLU kezelés mérsekli a mezangidlis matrix expanziot DKD-ban

A DKD-ban megemelkedett mezangialis matrix expanzio mértékét a glomerulusokban a FLU
kezelések mindegyike mérsékelte. A héthetes, ill. a 20 mg/tskg dozissal torténd kéthetes kezelés
majdnem a kontroll szintjére csokkentetett a szovetszaporulatot. Az antagonista kezelés a protektiv

hatast felfiiggesztette, alatdmasztva a S1R szerepét (62. dbra).

D + 20 mg FLU 7 weeks

Diabetes induced
Mesangial Matrix Expansion
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Vv - mesangial/glomerulal space (% control)
=

62. abra A FLU kezelés csokkenti a mezangialis matrix expanzié kiterjedését kontroll, kezeletlen (D), kezeletlen (D);
7 hétig 20 mg/tskg (D7FLU) diabétesz 6tddik hetétdl 2 hétig 20 mg/tskg (D+FLU20), vagy 20 mg/tskg FLU + 1 mg/tskg
NE100 (D+FLU20 +NE1000) vagy 2 mg/tskg FLU (D+FLU2) vagy 2 mg/tskg FLU + 1 mg/tskg NE100 kezelt
diabéteszes patkanyokban. Reprezentativ PAS festett szovettani metszetek ill. mezangialis matrix expanzi6 kvatinfikalasa
a teljes glomerulus teriilet aranyaban. FLU: fluvoxamin, (atlag =+ SEM, N=6-8/csoport, nagyitas: 200x, 1épték: 50 pm
“p<0.0001 vs. kontroll *p<0,0001 vs. D, $p<0,05 vs. D+2mg FLU 2 weeks, “p<0,001 vs. D+20mg FLU 2 weeks)
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V.2.5.4. A FLU kezelés csokkentette a rendlis fibrozist DKD-ban

A DM miatt felszaporodott ECM mennyiségét a FLU kezelések mérsékelték, a hosszutava €s
a 20 mg/tskg dozist kezelés a fibrozis csokkentésében is hatékonyabbnak bizonyult, mint a 2 mg/tskg
adag. A fibrozis markereként hasznalt SMA szintje a kisebb dézisu FLU-val kezelt csoportban nem

csokkent. Az antagonista kezelt csoportokban a protektiv hatasat nem észleltiik (63.dbra).

Control Diabetes (D) D + 20 mg FLU 7 weeks

Vv - Masson+/Toral Area (% control

42kDa - e — —

63. abra A FLU csokkenti a vesefibrozist kontroll, kezeletlen (D), kezeletlen (D); 7 hétig 20 mg/tskg (D7FLU) diabétesz
6todik hetétdl 2 hétig 20 mg/tskg (D+FLU20), vagy 20 mg/tskg FLU + 1 mg/tskg NE100 (D+FLU20 +NE1000) vagy 2
mg/tskg FLU (D+FLU2) vagy 2 mg/tskg FLU + 1 mg/tskg NE100 kezelt diabéteszes patkanyokban. Reprezentativ
Masson festett szovettani metszetek illetve fibrotikus teriilet kvatinfikalasa a teljes teriilet ardnyaban. A fehérje
mennyiséget Ponceau-S re korrigaltuk. FLU-fluvoxamin. (atlag + SEM, N=6-8/csoport, nagyitas:200x, 1épték: 50 um
*p<0.0001 vs. kontroll "p<0.0001 vs. D, 5p<0,05 vs. D+2mg FLU 2 weeks, p<0,001 vs. D+20mg FLU 2 weeks)
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crer

Elvégeztiink néhany pilot kisérletet annak igazolasara is, hogy a S1R agonistdk direkten

gatoljak-e a fibrozis kialakulasat. Ehhez a FLU-n kiviil, egy€b, specifikus, mas hatassal nem biro S1IR
agonistat alkalmaztunk (SA4503, PRE-084). Vizsgaltuk a rendlis fibroblasztok proliferaciojat MTT

assay segitségével, illetve mértik az ECM termelddést picrossirius Reddel. A S1R agonistak

mindegyike gatolta a PDGFB indukalt fibroblaszt proliferaciét (az SA és a FLU dozisfiiggd mdodon),

illetve csokkentette az ECM termelddését. Az NE100 felfiiggesztette a FLU hatésat, ez is megerdsiti

a S1R szerepét az antifibrotikus hatas kialakitdsdban (64. dbra).
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64. abra A Sigma-1 receptor agonista hatéanyagok: fluvoxamin (FLU), SA-4503 és a PRE-084 gatoljak a renalis

miofibroblasztok TGFf — indukalta extracellularis matrix (ECM) termelddését és PDGFB indukalt proliferaciojat

Az NRK-49F sejteket kiilonb6z6 koncentracioju hatoanyagokkal 24 éraig kezeltiikk PDGFB (10 ng/ml) illetve TGF-8 (0,5
nM) indukci6t kdvetden. (atlag = SEM, N=6 well/csoport, n, *p<0,001 vs. kontroll, “p<0,05 vs. TGF ill. PDGF, $p<0,01
vs. PDGF+FLU)
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V.3. Uj stratégiak a vesetranszplantacio kimenetelének javitasara
Amennyiben a DKD talajan vagy mas okbdl kialakulo6 renalis fibrozis folyamata nem allithaté
meg az hosszutdvon a vesefunkcio elvesztéséhez, ESRD-hez vezet, melyben vesepotld kezelés,
lehetségek szerint KTx valik sziikségessé. A beiiltetendd vese optimalis allapotanak elérése, a
hosszatavu graftmiikodés fenntartdsa kiemelt jelentdségli a vardlistan 1évok szdmanak csokkentése

¢s a transzplantalt betegek tulélése szempontjabol.

Az IRI a veseatiiltetés soran a graftmiikodés egyik legmeghatarozobb, alloantigéntdl fiiggd
faktora. Munkacsoportunkban két évtizedes hagyomanya van az IRI patomechanizmusat feltaro, a
nemi kiilonbségek jelentOségét vizsgald, a karosodas csokkentésére iranyuld kisérleteknek.
Korabbiakban kimutattuk, hogy a ndstény allatok védettebbek a renalis IRI okozta akut
vesekarosodassal szemben (AKI), jobb a posztiszkémias rendlis perfiizid, enyhébb a strukturalis
karosodas [207], melyet sok mas tényez0 mellett a ndstények alacsonyabb endothelin-1 expressziodja,
illetve magasabb NO szintje [237] magyaraz. Leirtuk, hogy ndstényekben a NKA aktivitasa is

megtartottabb részben a citoszkeletalis struktira enyhébb karosodasa miatt [182] .

A kovetkezOkben csak az elmult 6t évben sziiletett legijabb eredményeink kerlilnek
bemutatdsra, melyben azt vizsgaltuk (i) részt vesznek-e a HSPk a nemi kiilonbség kialakitasaban (ii)
a SIR, mint molekularis chaperon szerepet jatszik-e az IRI folyamatdban (iii) protektiv-e a S1R
agonista FLU kezelés az IRI-vel szemben (iv) KTx sordn hasznalhato-e a FLU a graftmiikodés
javitasara. A kisérleteket Dr. Banki Néra Fanni, Dr. Hosszii Adam és Dr. Antal Zsuzsanna korabbi

munkatarsaimmal végeztiik.

V.3.1. Nemi kiilonbségek a SIR valtozasaban IRI sordn

V.3.1.1. Az osztrogén szerepe a SIR medialt hosokkvalasz kialakitasaban in vitro

17B-0sztradiollal (E2) kezelt HK-2 proximalis tubulus sejtekben vizsgaltuk a SIR aktivaciojat
¢és a hdsokk valasz valtozasat. A kezelési dozisokat, tenyésztési koriilményeket eldkisérletek soran

viabilitas és proliferacios assaykkel allitottuk be, részletes adatok nem keriilnek bemutatésra.

Bar a SIR fehérje mennyisége azonos maradt az E2 kezelést kdvetden is, a receptor
lokalizacioja megvaltozott. Mig kontroll sejtekben a SIR perinuklearis lokalizacidt mutatott, az E2
kezelt sejtekben intracellularisan és a sejtmagban is jelentds festodést detektaltunk, mely a receptor
aktivalodasat jelzi. Ezzel parhuzamosan valtozott a HSF-1 lokalizacidja is: E2 hatdsara a fehérje a
sejtmagba transzlokalodott, ami a hdsokk valasztban szerepet jatszo gének transzkripcdjanak
novekedésére utal. A S1R antagonista NE100-zal torténd kezelés a transzlokaciot mindkét fehérje

esetében csokkentette.
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A HSF-1 aktivalodéasaval a hdsokk valaszban résztvevo fehérjék mennyisége is emelkedett E2
kezelést kovetden, a HSP72 szintje szignifikansan, a HSP27 tendenciajaban magasabb volt a kontroll

csoportnal. Az NE100 megakadalyozta az E2-indukalt fehérjszint ndvekedést (65. dbra).
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65. abra A Sigma-1 receptor és a hosokk vilasz aktivalédasa 17p-osztradiol hatasara Bal oldali panel: Sigma-e
receptor (S1R) és hdésokk faktor (HSF)-1 fluroeszcens immuncitokémia reprezentativ képei kontroll (Control), 17p-
Osztradiol elokezelt (E2) és 17p-0sztradiol és NE100 elékezelt (E20+NE100) HK-2 proximalis tubulus sejteken. Zold:
S1R, piros: HSF-1, kék: sejtmag. (A piros nyilak a citoplazméban talalhaté6 S1R-t, a fehér nyilak a sejtmagban talalhato
HSF-1-t jeldlik. nagyitas:100x; 1épték: 50 um), Jobb oldal: SIR b: HSF.-1, c: hésokk fehérje-72 (HSP72), d: hdsokk
fehérje-27 (HSP27) fehérje szintek, reprezentativ gélképekkel. A fehérjemennyiségeket Ponceau-S-re normalizaltuk
(atlag=SEM, n=6 well/csoport "p<0,05 vs. K, 7p<0,01 vs. K, $¥p<0,01 vs. E2, NS.: nem szignifikans) [238].

V.3.1.2. Az osztrogén szerepe a SIR medialt hosokkvalasz kialakitasaban IRI indukalt AKI-ban

IRI-t kovetden a retencios paraméterek mindegyik csoportban emelkedtek, T24-re kozel
tizszeresére is noéttek az értékek, jelezve az AKI kialakulasat. NOstényekben a vesefunkcios értékek
mérsékeltebb emelkedést mutattak, mind az Ovx ndstényekhez, mind a himekhez képest. A
funkcionalis besziikiilés mellett, sulyos strukturalis kdrosodas jelentkezett, elsésorban a vese kortiko-

rrrrrr

ki mar T2 idépontban, mely T24-re tovabb romlott (66. dbra).
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66. abra Renalis funkcionalis (fels6 panel)

és strukturalis (kozépsé ¢és alsd panel)

valtozasok aloperalt (sham), illeve 2 (T2) és

24 (T24) oraval IRI utan him, néstény és

patkdnyokban.  (fehér

oszlop: ndstény, fekete: him, kockas: Ovx,

N =8/csoport, "p<0,001 vs.

SHAM,; ##p<0,001 vs. T24 I/R ndstény)

-2 b
< 60- . 400- I
: T3
o
E’ § 300-
) 40 o
£ £ 200- ovariektomizalt
c 3
S 20- S .
@ o
5 NS. 100+ .
o E ﬂ.ﬂ_ﬂ'& atlag + SEM,
8 @
o 0 @ o
SHAM T2I/R T24 IR SHAM T2I/R T24IR
Glomerulus | Tubuléris | Tubulus Leukocita |Intersticialis|
kollapszus |nekrézis |hialinizacié |infiltracio |[1ézi6
ndstény | 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
Sham 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)7 1(1-2)" 0 (0-1)
5121 him 202" | 1027 | 1(0-1) 10-1)" | 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)} 2 (1-2)3 1(1-2) 1(0-2)
}?; him 2 (2-2) 3 (2-4)} 2 (2-2)3 2 (1-3)*% 3 (0-3)"
ovx 0 (0-2) 3(1-4)8 | 2(1-2) 1(1-2) 0 (0-2)

Hisztologiai értékelés

szemikvantitativ skala:
(glomerulus kollapszus (0-3),
tubulus nekroézis (0-4), tubulus
hialinizacié (0-2), leukocita
infiltracio (0-3) és intersticialis
1ézi6 (0-4)) (median + range,
N=8/csoport, p<0,05 vs. K;
*p<0,05 vs. T2 I/R. néstény;
#p<0,05 vs. T24 /R ndstény;

$p<0,05 vs. T2)

PAS  festett  reprezentativ
képek. Fekete nyil glomerulus
kollapszus, fehér nyil
nekrotikus tubulus, piros nyil a
hialin halmozédas (Nagyitas:

400x, 1épték: 500 pm)
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V.3.1.3. Nemi kiilonbségek a SIR, pAkt, HSF-1, HSP72, HSP27 és NKA fehérjeszintekben

A renalis S1R fehérjeszintje a kontroll ndstényekben a magasabb volt (p=0.057). a him és az
Ovx csoporthoz képest. Mig himekben és Ovx ndstényekben a SIR mennyisége nem valtozott,

néstényekben T2-re megemelkedett, majd T24-re visszatért a kiindulasi szintre (67. dbra).

A pAkt (Ser473) fehérjemennyisége a ndstényekben mar kontrollokban is magasabb volt a
masik két csoportndl, T2-re még kifejezettebb lett. Himekben és Ovx-ben a pAkt lassabban és
kevésbé emelkedett, maximumat csak T24-ben érte el. Hasonldé dinamikat mutatott a HSF-1 és a
HSP72: mar kontroll néstényekben jelentdsen magasabbak voltak a fehérjeszintek, és az inzultust
kovetden gyorsabban és nagyobb mértékben emelkedtek a him és az Ovx csoporthoz képest. T24-

ben a kiilonbség csokkent, de valtozatlanul ndstényekben volt a legmagasabb.

A tobbi fehérjéhez hasonldoan a NKA is magasabb volt ndstényekben mar a sham operalt
kontrollokban is, ez a kiilonbség T2-re tovabb ndvekedett. Bar T24-ben csokkent a fehérje
mennyisége, de még tovabbra is meghaladta a himekét. A himek és az Ovx ndstények csoportjaban

a NKA szamottevoen nem valtozott.

A HSP-27 a tobbitdl eltérden valtozott. Bar kontrollokban néstényekben magasabb volt, T2-
re lecsokkent a himek/Ovx éallatok szintjére. T24-re mindhdrom csoportban jelentds emelkedést

mutatott, a ndstények fehérjeszintje ismét magasabb volt a masik két csoportnal.

a b c
SIR = = = == e -——— pAkt _-_-i&i.i HSF-1 [ e B o o
2.0 @ 1.5 o 2.5-
+ g +
[] w
2 1.64 g 3 2.0 s
o & 1.0 ?
g = == - S 1.5-
g 107 " 2 < -
= - T bt = = 1.0
[vd [ o 0.5 il b - |
% 0.5 - L. b bt : 5 Eeee
i £ : : | T 0.57
F 3 : z %
0.0- = 0.0 =z :
SHAM T2I/R T24 IR SHAM T2I/R T24 IR SHAM T2I/R T24 IR
dHSP?Z --=k Y R '
TSRS O HP - e eea NKA = — - | = — =
2.0+ 40 - T e 1.5
w w
g 1.5 a 04 # w X
8 g # 8 204 mE g -
< 1.0- g "1 i S all—
5 : » N 207 & it
X o 1.5 = 0.5
& 0.5 3 " 7] g 0°
T : : T .09 =
: - 0.5
0.0- 0.0- 0.0-
SHAM T2VR T24 1R SHAM T2I/R T24IR SHAM T2I/R T24IR

67. abra SIR-pAkt-HSP-NKA utvonal fehérjéinek valtozasa him, nOstény és ovariektomizalt aloperalt (SHAM), illeve
2 (T2) és 24 (T24) 6raval IRI utan A fehérjemennyiségeket Ponceau-S-re normalizaltuk. (fehér oszlop: ndstény, fekete:

him, kockas: Ovx, atlag 2SEM, N=8/csoport, 'p<0,05 vs. SHAM, "p<0,001 vs. T2; #p<0,001 vs. T24 I/R ndstény) [238].
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V.3.2. SIR agonistak lehetséges protektiv hatdasai IRI okozta AKI karososodas csokkentésében

V.3.2.1. Az endogén S1R agonista DHEA hatdsa a renalis IRl —t kévetden

Korabbi eredményeink [182, 207, 239, 240] soran megallapitottuk, hogy az alkalmazott
szubletalis IRI modellben azok az allatok melyek az elsd posztiszkémids hetet talélik, késdbb
felépiilnek az AKI-bdl és a tovabbiakban is €¢letben maradnak. Mindezek alapjan a posztiszkémids

tulélést az elsd hét végeéig kovetjiik csak.

A DHEA eldkezelés javitotta a him allatok posztiszkémias tulélését (median tulélési id6: 72
vs. 36 ora). A DHEA-el6kezelt allatok harmada teljesen felépiilt, mig a kezeletlen allatok mindegyike
elpusztult a posztiszkémids periodust kovetd elsd6 75 ordban. A rendlis retencidés paraméterek
emelkedése €és a hisztologiai karosodds mértéke az Osszes csoportban aldtamasztotta az AKI
kialakulasat. A kezeletlen csoportban T24-ben a tubulusok 75%-a nekrotikus volt, a kefeszegély
teljesen eltlint és jelentds hialinfelhalmozodast lattunk. A peritubuléris kapillarisatmérdk csokkenése
jelezte a posztiszkémids vazokonstrikciot. A DHEA eldkezelés csokkentette a vazokonstrikciot,
gatolta a proximalis tubulus sejtek nekrdzisat, segitett a kefeszegély integritasanak megdrzésében,

ami tiikkr6z6dott a vesefunkceio6 javulasaban is (66. dbra).
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68. abra A DHEA elokezelés protektiv a renalis iszkémia/reperfuziés (I/R) karosodassal szemben aloperalt
(SHAM), vehikulum (I/R) vagy dehidroepiandroszteron DHEA (I/R DHEA) el6kezelt csoportokban (A) Posztiszkémias
talélés. I/R (N=_8/csoport), (B-C) Rendlis retencids paraméterek 24 6raval az I/R karosodast kovetden (N=6/csoport, atlag
+ SEM) (D) Renalis peritubularis kapillarisok atmérdjének valtozasa két foton mikroszkoppal tortént mérés alapjan. (atlag
+ SEM, N=3/csoport; ~150 kapillaris/allat), (E-G) PAS festett reprezentativ képek, 400x nagyitas, 1épték:100 um, fekete
nyil: ép kefeszegély, rovid fekete nyil: nekrotikus tubulus, vékony fekete nyil: hialin felhalmozodasa a tubulusban,
Tubulus karosodas szemikvantitativ értékelelése (0-4), (N=6/csoport, median = range, +p<0,05 vs. SHAM; *p<0,05 vs.
T24 I/R) [241].
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V.3.2.2. A FLU renoprotektiv hatasu renalis IRI-t kovetoen

A S1R agonizmus protektiv hatasanak alatamasztasara kovetkez6kben a DHEA-hoz képest
nagyobb affinitdsu szelektiv agonista, FLU eldkezelést alkalmaztunk. A FLU kezelt (I/R F) csoport
posztiszkémias talélése kozel masfélszerese volt a vehikulum (I/R), illetve FLU+NE100
antagonistaval (I/R FN) kezelt csoportoknak (median talélési id6: 67 vs. 36 ill. 49 ora,). Az /R F
allatok harmada teljesen felépiilt, mig az I/R, illetve I/R FN 4allatok mindegyike elpusztult a
posztiszkémias periddus elsdé 70 orajaban. A FLU javitotta a vesefunkciot, a tal€lo allatok (T168 I/R
F) retencids paraméterei az elsé hét végére csaknem normalizalodtak. A tubulusok kédrosodéséra is
jellemzd szelektiv AST emelkedés is a sham operalt csoport értékére csokkent vissza a T168 /R F
csoportban (69. dbra). A fenti paraméterek a T24-ben is alacsonyabbak voltak a FLU-kezelt
allatokban (T24 I/R F); a renoprotektiv hatast az NE100 (T24 I/R FN) felfiiggesztette.

A hipoxiara indukalodo és a sejtregenereativ folyamatokban aktivan résztvevé Hif-1a mRNS
expresszio a reperfuzi6 2 6rajaban husszorosara nétt (T2 I/R), az emelkedés a FLU kezelt csoportban
volt a legkifejezettebb (T2 I/R F). A tubuluskarosodasra specifikus Ngal és Kim-1I mRNS szintek
jelentdsen néttek, az Gsszes csoportban T24-re, a FLU kezelt allatokban kisebb mértékben, ami

enyhébb tubularis karosodast jelez.
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69. abra A FLU el6kezelés protektiv a renalis iszkémia/reperfuziés (I/R) karosodassal szemben aloperalt, (SHAM)

vehikulum (I/R), fluvoxamin (I/R F) vagy fluvoxamin+NE100 (I/R FN) el6kezelt csoportokban (A) Posztiszkémias

tulélés. I/R (B-C-D) Renalis retencios paraméterek €s aszpartat-aminotranszferaz (AST) 24 oraval ill. 168 oraval az I/R
karosodas utan (E-G) Renalis Hif-1a, Kim-1 és Ngal mRNS expresszié Gapdh-ra normalizalva. (N=8/csoport, atlag =

SEM, p<0,05 vs. SHAM; "p<0,05 vs. T24 I/R; $P<0,05 vs. T24 I/R F) [241]

V.3.2.3. A FLU mérsékli az IRI indukdlta szisztéemds gyulladast

Az IRI indukélta szisztémas gyulladést jelezte a magasabb fehérvérjsejtszdm és egyes
proinflammatorikus citokinek megemelkedett rendlis fehérjeszintje. A FLU kezelés a
fehérvérsejtszamot 30%-kal, az IL-1a és IL-6 mennyiségét 70%-kal csokkentette. A TNF-nem

valtozott, mig az anti-inflammatorikus IL-10 15%-kal n6tt a FLU kezelés hatasara (14. tablazat).

14. tablazat A FLU elokezelés csokkenti a

SHAM T24IR | T24URF | T24URFN
IL-1a (pg/mL) | 0.170.16 | 587+163" | 16.1:4.82° | 11.4#633 = (IR) kérosodist kvetéen vehikulum (IR),

gyulladast renalis iszkémia/reperfuzios

TNF-a (pg/mL)| 106+2.07 138+16.4 149+8.67 135+8.76 | (/R FN) elékezelt csoportokban
IL10 (pg/mL) | 75.6+1.61 | 98.0+587 | 113:7.95" | 86.6:254° | (N=6/csoport, dtlag + SEM, +p<0,05 vs.

IL-4 (pg/mL) | 874+1.11 | 9.88+0.80 | 10.6+0.11 10.1£0.15 | SHAM; *p<0,05 vs. T24 IR; §p<0,05 versus
T24 /R F)

V.3.2.4. A FLU csokkenti a vese posztiszkémids szoveti sériilését

A vese szoveti szerkezete a korabbiakhoz hasonlé képet mutatott mind a hagyomanyos PAS
festett mintakon, mind két-foton mikroszkoppal vizsgalva. Az IRI kovetkeztében massziv leukocita
infiltraciot, tubularis nekrézist, a kefeszegély pusztulasat €s hialin felhalmozddast lattunk. A FLU-
val kezelt csoportban a tubularis nekrdzis joval enyhébb volt, a kefeszegély helyenkét megtartott
maradt 24 o6raval az IRI utdn. A T168 I/R csoportban a posztiszkémids tubularis nekrdzis és a

kefeszegély sériilése felére csokkent, megkezdddott a tubulusok regeneracidja (70. dbra).
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70. abra A FLU elokezelés csokkenti a vese strukturalis sériilését renalis iszkémia/reperfuziés (IR) karosodast
kovetden vehikulum (I/R), fluvoxamin (I/R F) vagy fluvoxamin+NE100 (I/R FN) elékezelt csoportokban (A-E)

Fels6 panel: Reprezentativ PAS-festett szovettani képek (A) aloperalt (SHAM), (B) T24 /R F, (C) T168 I/R F, (D) T24
I/R és (E) T24 I/R FN patkanyokban. fekete nyil: ép kefeszegély, rovid fekete nyil: nekrotikus tubulus, vékony fekete
nyil: hialin felhalmozddasa a tubulusban, (F) Tubulus karosodas szemikvantitativ értékelelése (0-4), (median + range,
N=6/csoport; 200x nagyitas, 1épték: 100 um, p<0,05 vs. SHAM; p<0,05 vs. T24 I/R; *p<0,05 vs. T24 1/R)

Also panel: Reprezentativ két foton mikroszkopos felvételek in vivo. Fels6 sor: fehér nyilak mutatnak a narancssargaval
festddo (Texas Red) ép kefeszegélyre. A sejtmagok integritdsa latszik a k6zéps6 sorban: kék - nukleusz: Hoechst 33342.
Vékony fehér nyil jelzi az ép sejtmagot, tomor kis nyil a kdrosodott szétesett magokat. Alsé sor: nagymennyiségii

nekrotikus szovettormelék a tubularis lumenben fehér nyil mutat ra (N=3/csoport, [épték=25 pm) [241].

V.3.2.5. A FLU SI1R-medialt NO termelddést okoz a proximalis tubulus sejtekben

Bar a S1R mennyisége nem valtozott sem FLU, sem H>O» kezelést kovetden, a lokalizacidja
a normal és az oxidativ stresszt szenvedett proximalis tubulus sejtekben kiilonb6z6. Mig kontroll
koriilmények kozott a SIR perinukledrisan helyezkedett el, mind ligandkotés (FLU), mind kérosito
noxa (H>O») hatasara kihelyez0dott és a receptor az egész intracelluléris térben detektalhato volt
immuncitokémiai festéssel és szubcellularis frakcionalast kovetd western blot vizsgalattal egyarant.

FLU kezelést kovetéen a peNOS (Serl177) fehérjeszintje mind kontrollokban (F) mind
oxidativ stresszben emelkedett (H202> F), az NE100 felfiiggesztette ezt a hatast. Az nNOS a

proximalis tubulusokban nem volt kimutathat6 egyik csoportban sem.
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A SIR eNOS termelésben betdltott direkt hatasat S1R csendesitett sejtekben végzett

kisérletekkel erdsitettilk meg. A géncsendesitett sejtekben a S1R fehérjeszintje 70%-kal csokkent, és

alacsonyabb volt a peNOS mennyisége is.

Az Akt az NO szintézisének egyik legfontosabb regulatora, ennek igazoldsara upstream (Akt
IV) és downstream (Akt VIII) inhibitort alkalmaztunk. Az Akt gatlasa megakadalyozta a FLU

indukalta eNOS emelkedést ¢s NO termelést a proximalis tubulus sejtekben, mely bizonyitja

kozvetlen szabalyoz6 szerepét a SIR —NO hatés kialakitasaban (71. abra).
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- ;1. abra A S1R lokalizaciéjanak és jelatviteli utjanak valtozasa oxidativ stressz illetve FLU hatasara

Fels6 panel: Reprezentativ fluoreszens immuncitokémia (A) kontroll, (B) H202 (C) FLU és (D) H202+FLU kezelt HK-
2 sejtekben (Sejtmag (kék), S1R (zo6ld). 100x nagyitas 1épték=5um), (E) SIR fehérjemennyisége kontroll (C) FLU (F),
FLU+NE100 (FN), H202, H202+FLU (H202 F) és H202+FLU+NE100 (H202 FN) kezelést kovetden; (F) SIR
fehérjemennyiség citoplazma/membran, (G) illetve sejtmag/membran arany az egyes kezelési csoportokban.
Reprezentativ gélképek (N=6 well/csoport, “p<0,05 vs. C, $p<0,05 vs. H202), (H) peNOS (Ser1177) fehérjemennyiség.
*p<0.05 vs. C; §P<0.05 vs. F; "p<0.05 vs. H202; $p<0.05 vs. H202 F). (I) SIR és (J) peNOS fehérjemennyiség SIR
géncesendesitett HK-2 sejtekben siRNA kezelt negativ kontrollokhoz viszonyitva (Neg. C) "p<0,05 vs. Neg.C; (N=6
well/csoport). (K) pENOS fehérjeszintek és (L) nitrit termelés FLU (F), FLU+NE100 (FN), FLU+AktVIII inhibitor
(F+Akt VIII) és FLU+AKktIV inhibitor (F+Akt IV) csoportokban, (4tlag = SEM, N=6 well/csoport, “p<0,05 vs. C, $p<0,05
vs. F, (L) Szérum nitrit koncentracio (atlag + SEM, N=6 well/csoport, "p<0,05 vs. C, $p<0,05 vs. F) [241].

V.3.2.6. A FLU a SIR —NO medialt vazodilatacioval javitia a renalis perfuziot IRl -ben

Két foton mikroszkopiaval in vivo vizsgaltuk a peritubularis kapillarisok ératmérdjének
valtozasat 30 perccel FLU beadasat kovetden. Az elékezelés hatdsara a peritubularis kapillarisok
ératméréje noétt, ezzel parhuzamosan emelkedett a peNOS mennyisége és az NO termelddés. A
vazodilataciot a NOS gatlokkal (non-szelektiv L-NAME, szelektiv nNOS gatlo 7-N1, szelektiv eNOS
gatld L-NIO) torténd kombinalt kezelés felfiiggesztette. A leghatékonyabb az eNOS gatlasa volt.

Hasonlo valtozast detektaltunk IRI kéarosodast kovetden is: FLU hatasdra ndtt az NO
termelddés és ezzel parhuzamosan fokozott peritubularis kapillaris dilataciot mértiink 24 o6raval az
iszkémids beavatkozast kovetéen. A SI1R agonista NE100, és a kiilonbozé NOS gatlok
felfiiggesztették a FLU hatédsat, ami arra utal, hogy a FLU hatdsa — legalabbis nagyrészben - S1R
medialt és NOS dependens.

Tovabb vizsgalva a FLU jelatviteli Utvonalakat, mértiik a SIR, pAkt (Ser473), peNOS
(Ser1177) és nNOS fehérjeszinteket 30 perccel a beadast kovetden kontrollokban, illetve IRI utan is.
A FLU mar 30 perc mulva novelte a pAkt €s peNOS mennyiségét, mig a SIR és az nNOS valtozatlan
maradt. Az IRI inzultust kovetd 24 6rdban mar mindegyik fehérje szintje megemelkedett, jelezve,
hogy az eNOS foszforilalodasa és termelddése szinte azonnal a S1R aktivaciot kdvetden megtorténik,
migy az Nnos késdbb, a reperfuzid alatt kezd szintetizdlodni. A NOS szintézis ndvekedésével

parhuzamosan, megnétt a termelt NO mennyisége is (69 dbra).
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72. abra A FLU a S1R —-NO medialt vazodilaticion keresztiil javitja a renalis perfiziot IRI kapesan (A)
peritubularis kapillarisok ératmérdjének valtozasa 30 perccel FLU (T30’ F), FLU+NE100 (T30’ FN), FLU+non-szelektiv
NOS gatlé L-NAME (T30’ F+NAME), FLU+ szelektiv eNOS gatlo L-NIO (F+NIO) és FLU+ szelektiv NOS nNOS gatlo
7-NI (F+7-NI) kezelést kovetéen aloperalt (SHAM) patlanyokban (4tlag £ SEM, N=3/csoport, ~150 kapillaris/allat,
*p<0,05 vs. SHAM, $p<0,05 vs. T30’ F); (B) A peritubuléris kapillarisok ératmérdjének véltozasa 24 oravai az iszkémias
inzultus utan (+N=3/csoport, ~150 kapillaris/allat) (C) Szérum nitrit koncentracié Renalis (D) pAkt (Serd73), (E) peNOS
(Ser1177) and (F) nNOS fehérje szintek FLU- (T30’ F) és FLU+NE100 (T30’ FN) kezelt aloperalt allatokban, illetve 24
6ravai IRI utan. Fels6é panel reprezentativ gélképek. A fehérjemennyiségeket Ponceau-S-re normalizaltuk (Yp<0,05 vs.

SHAM; * p<0,05 5. T30" I/R F; "p<0,05 5. T24 I/R; $p<0,05 s. T24 I/R F; N=5-7/csoport) [241]

V.3.3. SIR agonistik alkalmazasa vesetranszplantdacio sordan

A fenti kisérletek bizonyitottdk, hogy a S1R agonista kezelés renoprotektiv hatdsu az IRI
karosodassal szemben. Tekintettel arra, hogy az IRI a veseatiiltetés soran a DGF, illetve a hosszatavu
graftmiikddés szempontjabol kiemelten fontos, tovabbiakban azt vizsgéltuk, hogyan befolyéasolja a

beiiltetendd vese S1R agonista tartalmu oldatban torténd taroldsa a KTx sikerét.

V.3.3.1. A SIR agonista tartalmu prezervacios folyadékban torténd tarolas csokkenti a a tarolas alatt

elszenvedett hideg iszkémias karosodast

Kontroll allatok veséit el0szor 2 percen keresztiil perfundaltuk 0°C-os Custodiol HTK vagy
Custodiol + 10 uM FLU, Custodiol + 10 uM SA-4503 vagy Custodiol + 10 uM PRE084 tartalmt
prezervacios oldattal, majd ezekben az oldatokban jégen 2, 3, 8 ill. 24 draig torténd tarolast kovetden

értékeltiik a karosodasokat.
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Mindegyik hatoanyag mérsékelte a hideg iszkémia alatt 1étrejovo szoveti sériilést. A HE

torténd festést az 0sszes csoport esetében elvégeztiik a struktira altalanos megitélésére. A tubularis
dilatdci6 meghatarozasat PAS festett metszeteken értékeltiik. Mar a HE-nal festett metszeteken
latszott, hogy joval kifejezettebb a veseszovet karosodasa a kezeletlen csoportokban, a kiilonbség a
S1R agonistat tartalmazo és a csak Custodiol-ban tarolt vesék szoveti szerkezete kozott az idd
eldrehaladtaval egyre nagyobb lett. A PAS festett metszeteken kiértékelt tubularis dilatdcio mértéke
nagyobb volt a kezeletlen csoportban ¢és a tarolas 8-ik 6rajaig folyamatosan romlott. Ezzel szemben
a SIR agonistat tartalmazé prezervacios folyadékban tarolt szervek vesékben a tubuléris karosodas
jelendsen kisebb volt, az id6 elteltével a kezdeti dilatdcié nem romlott. Kiemelendd, hogy a tubulus
dilatdcio mértéke még 24 ora elteltével sem volt annyira kifejezett, mint a hatéanyagot nem

tartalmazd csoportban mar 2 ora utan (73. abra).

73. abra A S1R agonistak mérsékelik a hideg iszkémias szoveti karosodast fluvoxaminnal (FLU), SA-405 (SA), ill.
CP torténd tarolas alatt CP: hideg perfuzio. Reprezentativ HE és PAS festett szovettani képek (nagyitas 200x, 1épték:
100um, N=6 csoport, atlag = SEM *p<0,05 vs. 2h CP, #*p<0,01 vs,2h CP; **p<0,001 vs. 2h CP; *p<005 vs. 3h CP,
##p<0,01 vs. 3h CP, %%5p<0,001 vs. 8h CP; ¥p<0,01 vs. 24h CP)
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A kiilonbozd SIR agonistakkal kiegészitett prezervacios folyadékban torténd tarolas a FLU

csoportban csokkentette a hideg iszkémia indukalta apoptozist (74. abra)

100+

<]
o
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2]
(=]
1

40-

74. abra A S1R agonistak mérsékelik a hideg iszkémia okozta apoptozist fluvoxaminnal (FLU), SA-405 (SA), ill. CP
torténd tarolas alatt CP: hideg perfuzié. (Reprezentativ Tunel festett szovettani képek, nagyitas 200x, 1épték=100pm, N=6
csoport, atlagt SEM, #p<0,05 vs. 2h CP; #p<0,05 vs. 3h CP; $p<0,05 vs. 8h CP)

V.3.3.2. A SIR agonista kezelés javitia a beiiltetett graft allapotat KTx soran

Az allatok veséjét Custadiol vagy Custadiol +10 uM SIR agonista FLU, vagy 10 pM SA-
4503 (SA) tartalmu oldattal torténd 2 6ras perfundalds utdn visszaiiltettiik az allatba (KTx). 24 ora
mulva az allatokat leoltiik. A KTx-t kovetd besziikiilt vesefunkciot a SIR agonisték javitottdk. A
hagyomanyos retencios paraméterek koziil a BUN-t csak az SA-4503 csokkentette T24-ben. A
tubularis karosodasra specifikusabb AST, illetve Kim-1 és Ngal mRNS expresszidja mindkét kezelési
csoportban alacsonyabb volt, mint a csak Custadiolban tarolt graftot kapd allatokban. A szérum

cytstatin-C szintben nem volt kiilonbség a csoportok kozott.

A hideg iszkémias karosodas kovetkeztében jelentdsen tubularis dilataciot figyeltiink meg, a
tubulusok lumene csaknem haromszorosara nétt. A struktiralis karosodast mindkét SIR agonista
mérsékelte. KTx-et kovetden kiterjedt apoptotikus elvaltozasokat detektaltunk mindegyik
csoportban, a Tunel pozitiv sejtek szama a FLU tartalmu prezervacios folyadékban tarolt vesében
minimalisan kevesebb volt, mint a c¢sak Custadiolt tartalmazd oldatban tarolté.
Az atiiltetést kovetden a proinflammatorikus citokinek szintje a graftban emelkedett, a FLU az I//a,

116 szintjét és IL10 szintjét csOkkentette, a TNFa nem valtozott (75. abra).
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75. abra Veseautotranszplantaciot (ATx)-et kovetéen a S1R agonistik protektivek a renalis funkionalis,
struktiralis és gyulladasos karosodasokkal szemben (A) Szérum kreatinin, (B) karbamid — nitrogén, (C) aszpartat
aminotranszferaz (AST), (D) cystatin C szintek, (G, I) tubulus lumen dilatacio (PAS), (J,H) apoptdzis mértéke. Renalis
(E) Kim-1 és (F) Len2 és (K) proinflammatoriukus citokinek mRNS valtozasa 24 oraval az ATx-et kdveten csak
Custadiolban fluvoxaminnal (ATXFLU) ill. SA-405 (ATxSA) prezervacios folyadékban torténd tarolas alatt. Az mRNS

expressziot 18S RNS-re normalizaltuk. (N=6/csoport, atlag + SEM ) 7 p<0,001 vs. SHAM; *p<0,05 vs. ATx VEH;
*#p<0,01 vs. ATx VEH)

Vizsgalatainkat jelenleg is folytatjuk, annak tanulmanyozasara, hogy a donor/recipiens
kezelése jelent-e tovabbi eldnyt, a prezervaciés homérséklet aramlés valtoztatdsa befolyasolja-e a
kimenetelt. A dolgozatban itt bemutatott eredmények képezik a S1R agonista prezervacios folyadék
renoprotekiv hatasat igazolo, nemzetkozi fazisban 1évé szabadalmunk alapjat. A kisérleteket Dr.

Hosszi Adam és Dr. Antal Zsuzsanna munkatarsaim és Lakat Tamas PhD hallgatém végzi.
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VI. MEGBESZELES

DIABETESZ ES DEPRESSZIO

A cukorbetegek tobb mint 40%-a depresszios tiinetekkel kiizd, ez rontja a metabolikus
kontrollt és a betegek terapiahtiségét, noveli a halalozast és a DM-indukalta szévodmények
kialakulasat [242, 243]. Bar a két betegség egylittallasanak a pszihoszocialis tényezokon kiviili, egyéb
okait tobb évszazada felvetették, csak az elmult egy-két évtizedben kezdtek komolyabban foglalkozni
a kérdéssel. Cukorbetegekben elsdsorban SSRI-tipusu készitményeket alkalmaznak a kedvezd
klinikai tapasztalatok alapjan [244], azonban kevés adat all rendelkezésre a hatékonysaguk

molekularis mechanizmusairo6l.

Munkacsoportunk vizsgalta els6ként a depressziora jellemzd viselkedést kronikus DM esetén.
A korabbi tanulmadnyok a tiinetegyiittes megjelenését csak a DM kezdeti szakaszdban (<1 ho)
értékelték. Kimutattuk, hogy DM héthetes fennallasat kovetden depresszid-szerii viselkedésmintazat
alakul ki a patkanyokban, jelentdsen emelkedik a lebegés id0szazaléka. A lebegés a Porsolt-teszben
egyfajta passziv megkiizdési (reménytelenség) mechanizmusként értelmezendd [245]. A
gyogyszerek antidepresszans hatdsdnak tesztelésekor kordbbiakban csak a lebegést vették
figyelembe, majd kideriilt, hogy az egyes szerek (SSRI-ok, noradrenalin visszavételt gatlok) eltérden
befolyasoljak az egyes mobilitasi paraméterek id6tartamat. A szerotonin atvitel fokozasa foként az
uszas iddszazalékat noveli, mig a noradrenalin neurotranszmisszid emelkedése a kapalozas idejét

hosszabbitja meg [246].

T1DM Aéllatkisérletekben altaldban csak az immobilitds idejét hatdrozzak meg, az aktiv
szakasz mozgasmintazatait csak két tanulmény részletezi. Nadeem ¢és mtsai altal végzett kisérletekben
2 hetes DM alatt csak az uszési paraméter ideje csokkent [247]. Ezzel szemben Caletti kutatdsaiban
4 hetes DM soran az uszas ¢és a kapaldzas ideje is alacsonyabb volt, mig buvarkodast egyaltalan nem
tudtak detektalni [248]. Sajat eredményeinkben, 7 hetes DM utdn mind az Gszas, mind a kapal6zas
ideje csokkent, a buvarkodas nem valtozott. Mindezek alapjan tgy tlinik, hogy minél hosszabb ideje
all fenn a hiperglikémia, mint tartds stressz €s a hozza tarsuld depresszio, annal erételjesebb a passziv
megkiizdés (lebegés) és ezzel parhuzamosan csokken az aktiv copying (Uszas és kapalozas). A
buvarkodas fiziologias koriilmények kozott is a legkevésbé eléforduld mozgasmintazat, megjelenése

nem konzekvens, statisztikailag értékelhetd kovetkeztetés levonasara nem alkalmas.

Ismert, hogy az SSRI-ok mérséklik a depresszio-szerli viselkedést kronikus stressz altal
kivaltott modellekben [249], azonban cukorbetegségben nagyon kevés experimentalis adat
hozzaférheté az SSRI-ok antidepresszans hatasarol. FLU terapiat egy tanulmanyban hasznaltak, ahol

kéthetes TIDM soran, egyszeri FLU adasa antidepresszans hatast nem eredményezett [250].
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Kisérleteinkkel elséként igazoltuk, hogy a hosszatdva FLU terdpia hatékony a T1DM-hez

tarsuld depresszid kezelésében. Kimutattuk, hogy mig a 2 mg/ttkg FLU hatastalan, a 20 mg/ttkg d6zis
jelentdsen csokkenti a depresszid-szerti viselkedést. Kiilon tanulmanyozva az aktiv mozgésok egyes
tipusait nem talaltunk kiilonbséget a kezelési csoportok kozott. Korabbiakban hasonlé vizsgalat DM-

ben nem tortént, igy az eredményeinket csak mas modellekkel tudjuk 6sszehasonlitani.

Egészséges, ivaréretlen patkanyokban a kronikus FLU adagolds hatastalan volt [251].
Ovariektomizalt allatokban az uszas idoszazaléka emelkedett egyszeri kezelésre, azonban a kapaldzas
nem valtozott, mig kronikus enyhe stressz okozta depresszioban a FLU novelte mind a kapalozas,
mind az Uszas idejét [252, 253]. Sugimoto és mtsai kisérletei soran a FLU kezelés DBA/2 és BALB/c
egértdrzsekben enyhitette a depresszidszert tiineteket, azonban ICR, ddY vagy C57BL6 allatokban
hatastalan volt [254]. Mindezek arra utalnak, hogy az antidepresszans hatas kialakuldsat szamos

tényez0 (allatmodell, torzs, nem, kor, a kezelés id6tartama) befolyasolhatja.

Az Gszésteszt értékelése soran fontos , hogy valoban antidepresszans hatést latunk-e, vagy az
¢lénkebb mozgasmintdzat az allatok altalanos allapotjavulasanak kovetkezménye. Ez a lokomotoros
aktivitast vizsgald porond teszttel eldonthetd. Kisérleteinkben T1DM patkdnyokban a FLU a
lokomotoros aktivitast — tehat a fizikai erénlétet — nem javitotta, de az Gszastesztben csokkentette az

immobilitas idejét, ez alatdmasztja a kezelés antidepresszans hatasat.

A depresszid kialakulasat DM-ben a timusz és a mellékvese strukturalis valtozasai kisérik. A
hiperglikémia, mint kronikus stressz a HPA-tengely tulmikoédését eredményezi, ami a CRH
termel0dés és/vagy a negativ visszacsatolds megsziinése révén — a mellékvese hipertrofidjahoz vezet.
A timocitdk pusztuldsaban a hiperglikémia altal indukalt gyulladasi reakciok és a fokozott
gliikokortikoid termelddés jatssza a f6 szerepet [216, 255]. A FLU kezelés a neuroendokrin szervek
valtozasait nem akaddlyozta meg. Mas (nem DM) tanulmdnyokban enyhe stressznek Kkitett
patkanyokban a fluoxetin kezelés csokkentette mellékvese-hipertrofiat, illetve gatolta a timusz
sulycsokkenését [256, 257], de ezekben a vizsgalatokban a fluoxetint a kisérlet elejétdl, preventiv
jelleggel adtak. Esetiinkben a kezelést a DM 5 hetes fennalldsat kovetden kezdtiik el és azt
feltételezziik, hogy a szervi elvaltozasok visszaforditasara a 2 hetes kezelési periodus nem elegendd.
Erre utalnak Kioukia-Fougia kisérletei is; triciklusos antidepresszans kezelés csak akkor volt
hatékony a szervek méreteit illetden, ha a kezelést a kisérlet elejétdl kezdték [258]. Tekintettel arra,
hogy FLU-t mindeddig az irodalomban nem alkalmaztak, megalapozott v az a feltevésiink, hogy a

FLU hatasa/hatasmechanizmusa részben eltérhet a tobbi SSRI-t6l.

Az eltérd hatékonysag egyik magyardzata lehet, hogy az antidepresszansok koziil néhany, igy
szamos SSRI aktivéalja a SIR-t, de koziilik a FLU kotddik a legnagyobb affinitdssal a receptorhoz

(Ki=36 nM, fluvoxamine > sertraline > fluoxetine > citalopram > paroxetine) [259]. Klinikai
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vizsgélatok nincsenek azt illetden, hogy szelektiv S1R agonistakkal csokkenthet6-e a depresszids

tiinetegylittes, de néhany allatkisérletes adat rendelkezésre all. Szelektiv S1R agonista SA4503 illetve
SKF-10,047 doézisfiiggd modon csokkentette az immobilitas idejét az uszastesztek sordn antagonista
NE100 adasa felfiiggesztette a hatast [260]. Sugimoto és mtsai depresszid genetikai modelljében
mutattak ki, hogy egy masik SIR antagonista (BD1047) adasa szintén megakadalyozza a FLU
antidepresszans hatasanak érvényesiilését [261]. Kisérleteinkben a S1R antagonista NE100
felfiiggesztette a FLU hatdsat, ami szintén megerdsiti, hogy az antidepresszans hatas — legalabbis

részben — S1R medialt.

DM indukalt depresszidban munkacsoportunk igazolta eldszor a FLU S1R-BDNF utvonalon
keresztiil kifejtett antidepresszans hatasat, illetve elsoként detektdltuk az egyes BDNF formak
valtozasat az agyszovetben. Kimutattuk, hogy a vizsgalt agyi régiokban, mind az 6ssz, mind az
izoforma-specifikus BDNF fehérjék szintje megemelkedett, mig az mRNS expresszidé nem valtozott.
Fujimoto és mtsai szintén leirtak, hogy specifikus S1R agonista kutamezin ndvelte a BDNF szintjét,
az mRNS transzkripcio serkentése nélkiil [107]. Mindezek alapjan tgy gondoltuk, hogy a S1R-nak a
BDNF poszttranszlaciés moddosulasaban lehet szerepe, az atalakitd enzimek vagy a szekrécio

serkentése révén. Késobbi kisérleteinkben mar ezt a folyamatot is részletesen vizsgaltuk.

A FLU DM-ben torténé alkalmazasat ismert vagy feltételezett mellékhatasai korlatozhatjak.
Krénikus SSRI kezelés soran az egyik leggyakoribb a hepatotoxicitas. Kisérleteinkben a FLU nem
rontotta a majenzimeket, ez aldtdmasztja azt a klinikai tapasztalatot, hogy a FLU a legkevésbé

hepatotoxikus szer az SSRI-ok kozott [262].

Egyes klinikai esettanulméanyok arrél szamolnak be, hogy az antidepresszans készitmények
befolyasoljak a szénhidratanyagcserét, hiperglikémizald, esetenként hipoglikémizald hatasuak
lehetnek. Kisérleteinkben a FLU sem a vércukor-, sem a fruktézamin szintet nem befolyasolta. Az
irodalom Osszesen két adatot emlit. Yamada ¢és msai egészséges egereknek adott egyszeri FLU
kezelést kovetden atmenetileg magasabb vércukorszintet detektaltak [263]. TIDM-ben nincs adat,
T2DM-ben egyetlen depresszidoban szenvedd nd kapcsan szamoltak be a FLU kezelés vércukoremeld
hatdsarol, mely az antidepresszans elhagyasa utan visszadllt az inzulinnal beallitott eredeti
vércukorértékre [264]. Mindezek alapjan megallapithatjuk, hogy a FLU kezelés DM-ben szoros

vércukorkontroll mellett, biztonsaggal adhato.

A lipoprotein metabolizmus zavara a kardiovaszkularis mortalitas fiiggetlen rizikotényezdje
[265]. A klinikai megfigyelésekkel 6sszhangban [266, 267], igazoltuk, hogy a FLU csékkenti a DM-
indukalt hiperlipidémiat. A FLU lipidcsokkentd hatdsa fiiggetlen a szerotonin visszavétel gatlo

hat4satol, ugyanis mas SSRI, pl. a citalopram emeli a szérum triglicerid szintet [268]. Eredményeink
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arra utalnak, hogy a hatés hatterében egyrészt a SIR agonizmus 4llhat, ugyanis az NE100-zal kezelt

csoportban nem csOkkentek a vérzsirok, de a molekularis hatteret nem vizsgaltuk.

Els6 kisérletsorozatunkat 6sszefoglalva megallapithatjuk, hogy T1DM-ben a cukorbetegség
depressziora jellemz6 viselkedést és neuroendokrin valtozasokat indukal, melyek hatterében a S1R -
BDNF jelatviteli ut szerepe feltételezhetd. A FLU antidepresszans hatdsdban részben a S1R

aktivacidja vesz részt.

A RAASI cukorbetegségben mutatott pleiotrop (antihipertenziv, nefroprotektiv) tulajdonsaga
mara mar jol ismert jelenség. Bar hipertonias allatkisérletes és human adatok egyarant beszamolnak
a RAASI antidepressziv hatasarol, DM kapcsan alig van adat. TIDM-ben szenvedd kozel ezer
betegen végzett vizsgalat szerint, azok, akik a tarsuld veseszovodmények miatt RAASi kezelést
kaptak, kisebb dozisu antidepresszanst (SSRI vagy monoamino-oxidaz gatlot) igényeltek [269]. Az
egyetlen allatkisérletes vizsgélatban telmizartdnnal végzett harom hetes kezelés antidepresszans

hatasu volt STZ-indukalt T1DM korai szakaszaban [270].

Kisérleteinkben els6ként mutattuk ki a RAASi-k antidepresszans tulajdonsagat kronikus
T1DM-ben, melyet igazolt, hogy az immobilitds a RAASi csoportokban csokkent. Az aktiv szakasz
egyes mintazatainak vizsgalatakor csak a ramipril volt hatékony és csak az Uszasi paraméter
tekintetében. Feltételezziik, hogy az egyes RAASi csoportok antidepresszans hatasa — az altalunk
vizsgalt jelatviteli utvonalakon kiviil is — részben kiilonbozik, ez magyardzza eltéré hatasukat a
mozgasmintazatokat illetden. Fontos kiemelni, hogy bar kisérleti adataink szerint az MR antagonistak
antidepresszans hatdsuak, az MR gatlasa miatt a szervezet ,relativ aldoszteron/kortikoszteron
hianyként” érzékeli, ezért a HPA-tengely aktivitasat noveli. Mindezek miatt a depresszio klinikai

kezelésében talan nem az MR antagonistak az idealis szerek.

A vaszkularis hipotézis alapjan, melyet in vivo SPECT-MRI vizsgélataink is megerdsitettek,
DM-ben az endotelin-1 és az aktivalodott RAAS lokalis vazokonstrikciot eredményez és csokken az
agyil véraramlas. Kisérleteinkben a RAASi-k sem a véraramlast, sem az eNOS/nNOS utvonal
enzimeit nem valtoztattdk. Annak fényében, hogy non-depresszor dozist haszndltunk ezek az
eredmények nem meglepdek, és arra utalnak, hogy a RAASi kezelések antidepresszans hatdsa

fliggetlen a szerek vérnyomascsokkentd tulajdonsagatol.

A RAAS aktivaloédasa szamos neuropszihidtriai betegségekben (pl. Alzheimer- kor,
depresszid) és DM-ben is Osszefliggésbe hozhaté a neurodegenerativ és a gyulladasos folyamatok
erosodésével. Az ANGII hatasara fokozddo proinflammatorikus valasz jol ismert jelenség. Kevés a
mineralokortiodokra vonatkoz6 irodalom, egy cikkben irjak le, hogy az aldoszteron noveli a
proinflammatorikus citokinszinteket depresszidoban [271]. Kisérleteinkben a DM allatokban detektalt
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fokozott CLINME-TSPO felvétel a mikroglia aktivacigjat jelzi, melyet a hippokampuszban NF-kB-

medialt gyulladasos valasza kisért. A DM-ben emelkedett ///a, 1l6 és Tnf szinteket a RAASI
csokkentették [272]. Hasonlo vizsgalatok eddig nem torténtek, de LPS indukalt gyullad4sos és
hipertonids modellekben kimutattdk, hogy az ARBk csokkentik az asztrocitdk és a mikroglia
aktivaciojat [273, 274]. Eredményeink els6ként irjak le, hogy mindegyik RAASi, az ACEi, ARB és
MR antagonistdk a DM-ben jelentkezd neuroinflammacido mérséklésével a depresszids tiinetek

csokkentésének 11j lehetdségét jelenthetik a jovoben.

A proinflammatorikus ///a szint emelkedése LPS-indukalt modellben csékkentette a BDNF
szintet és kognitiv zavarokat okozott, a tiineteket a telmizartan, és az ACEi perindopril adasa
mérsékelte [275, 276]. Depresszios modellben vagy DM-ben a BDNF jelatvitel valtozasat mi
vizsgaltuk elsOként. Kimutattuk, hogy az 6sszes RAASiI megakadalyozza a DM-indukéalt BDNF
csokkenést. Immunhisztokémiai vizsgalataink alapjan ugy tlinik, hogy RAASI kezelések nem a DM
altal aktivalt mikroglia, hanem az asztrocitdk BDNF termelddésének novelésén keresztiil fejtik ki
protektiv hatasukat. Ez érdekes, uj megfigyelés, az irodalom a neuronokat és a mikrogliat tekinti a

BDNF elsédleges termelési helyének.

Mivel mind a FLU-val végzett korabbi kisérleteink, mind az irodalmi adatok alapjan
depresszioban a BDNF szintje a prefrontéalis kéregben és a hippokampuszban azonosan valtozik, a
RAASI szerek hatdsait molekularis szinten mar csak a hippokampuszban vizsgaltuk. A BDNF érési
folyamata sordn intracellularis és extracellularis hasitdo enzimek szintetizaljak az éretlen (pro)
formabdl az aktiv, érett BDNF alakot, mely a TrkB-ERK-CREB tutvonalon keresztiil segiti az anti-
apoptotikus utvonalakat. Figyelemremélté eredményiink, hogy az egyes RAASi kezelések eltérd

moddon befolyasoljak az atalakitd enzimek expressziojat.

Mig az ACEi az MMP3, az ARBk mindkettd, az MR antagonistak az intracellularis furin
szintézisét segitették. A hasitdenzimek aktivalasa, akar a RAASI kezelés potencidlis targetje is lehet
a jovoében és felveti a kombinacids terdpia szinergista hatdsanak lehetdségét az antidepresszans

hatékonysag novelése érdekében.

Osszességében igazoltuk, hogy a DM-hez tarsulé depresszié patomechanizmusaban a pro-
apoptotikus utvonal kevésbé jelentds és a RAASI antidepresszans hatasa is fiiggetlen a prekurzor
BDNF - p75Ntr -JNK -Bax szignaltranszdukcios utvonaltol. Kimutattuk tovabba, hogy mindegyik
RAASI noveli a hippokampuszban a TrkB - Erk - CREB - Bcl2 jelatviteli utvonal fehérjéinek
mennyiségét, eldsegitve az idegsejtek tulélését, regeneralodasat és a szinapszisok formalodasat. A

mechanizmusokat a 76. abra 6sszegzi.
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73. abra A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) gatloszerek feltételezett hatismechanizmusa DM-hez

tarsulé depresszioban (BDNF — brain derived neurotrophic factor)

Eredményeink relevans uj adatokkal szolgalnak a cukorbetegséghez tarsuld depresszio kozos
patomechanizmusanak megértéséhez, alaitimasztjak a neuroinflammacioé és BDNF jelatviteli utvonal
jelentéségét a komorbiditas kialakitasaban, illetve ) megvilagitasba helyezik a SIR agonistadk ¢és

RAASI alkalmazésat a depresszid jovobeli terapiajaban.
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DIABETESZES VESEKAROSODAS KIALAKULASANAK UJ PATOMECHANIZMUSAI

ES KEZELESI LEHETOSEGEI

A cukorbetegekben jelentkezd depresszid nemcsak a szénhidratanyagcsere zavarat
sulyosbitja, de jelentésen noveli a szovodmények gyakorisagat. A DM kovetkeztében 1étrejovo
szamos tarsbetegség koziil, munkacsoportunk részletesen a DKD patomechanizmusat és 0j kezelési

lehetdségeit vizsgalta in vitro és in vivo koriilmények kozott.

A proximalis tubulusokban, illetve a rendlis fibroblasztokban expresszalodd6 RAAS
komponensek jelenléte még nem teljesen tisztdzott. Az in vivo aktivalodd komplex szabalyozasi
folyamatok ¢és szamtalan visszacsatolasi mechanizmus miatt fontos hangstlyozni, hogy az in vitro
eredmények extrapolalhatosaga igen limitalt, kiilonosen annak fényében, hogy az adatok nagyban

fiiggnek a kisérleti koriilményektdl és kezelési protokolloktol.

Tekintettel arra, hogy kevés irodalmi adat all rendelkezésre a RAAS és a proximalis tubulus
sejtek, még kevesebb a fibroblasztok vonatkozasidban, elsé 1épésben azt vizsgaltuk, hogyan
valtoztatja a hiperglikémia, illetve az egyes RAASi terdpidk a RAAS rendszer elemeinek
expresszidjat. Az irodalmi adatokkal Osszhangban igazoltuk, hogy hiperglikémia hatdsira nd a
proximalis tubulus sejtek angiotenzinogén, renin [272] és AT1R expresszioja [277], mig az ACE és
szintje nem valtozik. Ezzel szemben a fibroblasztokban sem a magas gliikkdz, sem a kezelések nem

valtoztattak az egyes komponensek mennyiségét.

A kronikus hiperglikémia okozta gliikkotoxicitds ¢és a fokozott RAAS aktivacio két
kulcsfontossagu patognomikus tényezd. A vesekarosodas megeldzésében a szoros vércukor-kontroll
mellett, az ajanldsokban mikroalbumintria esetén szerepel a RAASi (ACEi vagy ARB) adasa.
ESRD kialakuldsat, a monoterapias hatékonysag igazolasa — kiilondsen az MR antagonistak esetében
— illetve a vérnyomdascsokkentd hatastol fiiggetlen renoprotekiv tulajdonsdg hatterében allo

molekuléris utvonalak, kisérleteink kezdetén még messze nem voltak tisztazottak.

Az MR antagonistak (mint a spironolakton vagy eplerenon) tovabbi lehetdséget jelentenek az
ARB-k és ACEi-k mellett. Ezzel a gyogyszercsoporttal hatékonyan csokkenthetd az aldoszteron-
escape (aldoszteron —szokés) jelensége, mely a betegek 20-40%-ban jelentkezik [278]. ACEi, vagy
ARB adasa esetén egyes betegeknél eléfordul, hogy az ACE gatldsa miatt felhalmozodo ANGI
alternativ utakon keresztiill megndvekedett aldoszteron temeléshez vezet. Ez tovabb fokozza az

proteinuriat, noveli a TGF-f indukalta fibrézist és rontja a vesemiikddést [279].

A spironolakton széleskdrli haszndlatat anti-androgén (impotencia, ginekomasztia,

menstruaciés zavarok) mellékhatasai limitaljak [280]. Az eplerenon joval szelektivebb,

135



dc_1685 19
mellékhatasprofilja is kedvezObb és csokkenti a kardiovaszkularis mortalitast; ennek ellenére még

nincs torzskonyvezve DKD kezelésére [281]. Tobb vizsgalat mar kimutatta a kombinacios terdpia
eldnyeit pl. a proteiniria mérséklésében [282], s6t egy-egy klinikai tanulméany igazolja, hogy
monoterapias hasznalatuk is javitia a DKD progresszidjat [283-285], azonban a direkt

mechanizmusokrol kevés az adat.

Kisérleteinkben a RAASi vérnyomasgatlastol fliggetlen renoprotektiv hatdsanak vizsgalata
volt a célunk, ezért a dozisokat ugy valasztottuk meg, hogy a vérnyomas véaltozatlan maradjon. Az
egyes csoportokban az allatok pulzusa kiilonbozott; a kezeletlen DM allatokban a paraszimpatikus
tulstily bradikardidhoz vezetett. Ez ellentétes a human adatokkal: cukorbeteg emberekre inkabb
nyugalmi tahikardia jellemz6 a paraszimpatikus beidegzés karosodasa kovetkeztében [286]. Az MR
agonistak a pulzust normalizaltdk, melyet magyarazhat, hogy ezek a szerek kivédték az aldoszteron

fokozott baroreflexet gatlo hatasat.

A metabolikus paraméterek valtozasa jol jellemezte az STZ indukalt TIDM kialakuldsat:
elmaradt a sulyndvekedés, nott a vércukor ¢és fruktozamin, emelkedtek a lipidszintek.
Cukorbetegségben a zsiranyagcsere zavara, fokozza az ateroszklerdzis kialakuldsat és jelentosen
noveli a kardiovaszkularis rizikot. Kisérleteinkben a RAASI csokkentették a lipidszinteket, az MR
antagonistak csaknem minden értéket mérsékeltek, az ACEi illetve ARB hatidsa kevésbé volt
kifejezett [287]. Az MR angtagonistakrol bizonyitottak, hogy a hepatocitak inzulinrezisztencidjanak
csokkentésével stabilizaljdk az adiponektin és a lipoproteinek szintézisét. Gatoljak a fehér
zsirszovetben a proinflammatorikus citokinek termelddését, igy mérséklik a zsirszovet karosodasat
ezaltal is javitjdk a zsiranyagcserét [288]. A spironolaktonrol ismert, hogy DM-ben mérsélik a
lipidszinteket, de eplerenon esetében munkacsoportunk irta le els6ként a készitmény lipidcsokkentd
hatasat [289]. Bar a cikk megjelenése 6ta tobb experimentalis adat megerdsitette az eredményeket,
az elso, tavaly lezarult, randomizalt, placebo-kontrollalt vizsgalat (MIRAD trial) DKD betegekben a

jotékony hatést ebben a vonatkozasban egyelére nem igazolta [290].

A klinikumban is elvart és tapasztalt renoprotektiv hatassal 0sszhangban, a RAASi kezelések
mérsékelték a vesefunkcid besziikiilését, a mikroalbuminuriat, csokkent a vesehipertrofia, javultak a
retencios paraméterek €s nott a kreatinin-clearence. Bar ez magatdl értetddonek tlinhet, fontos ismét
kihangstlyozni, hogy kisérleteinkben elsdként a RAASi szereket a klinikumban alkalmazott
dozisoknal alacsonyabb adagban adtuk, kifejezetten azzal a céllal, hogy a vérnyomas valtozasatol
fliggetlen hatékonysagot értékeljiilk. Lényeges tovabbi megfigyelés, hogy a MR antagonistak
monoterapias hatékonysaga megegyezett, sot egyes paraméterek esetében meghaladta a tobbi RAASi

készitményét, melynek hatterében az aldoszteron-escape gatlasa is feltételezhetd. Elsé cikkiink
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(2012) megjelenését kovetden klinikai adatok is igazoltak, hogy az MR antagonistak monoterapidban

a kombinacids adagolassal megegyezd renoprotektiv hatékonysaggal birnak [291].

A funkcionalis karosodasokkal parhuzamosan kialakultak a DKD-ban jellemz6 strukturalis
elvaltozasok. A glomerularis, tubulointersticidlis 1éziok és endotélsériilés kozos eleme az ECM
mennyiségének megnovekedése. Ezzel parhuzamosan a citoszkeleton remodelling és a
miofibroblaszt differenciacié kovetkeztében nagy mennyiségli aSMA keletkezik, a funkcionalis

szovet helyén fibrotikus hegszovet képzodik.

Kisérleteinkben a RAASI csokkentette a mezangialis expanzidt, a tubulointersticidlis fibrozist
¢s az aSMA mennyiségét. Eredményeink 0sszhangban vannak az irodalmi adatokkal, ahol STZ-
indukalt DKD-ban 8 hetes ramipril kezelés csokkentette a proteinuriat és a mezangialis matrix
expanziot [292], illetve az aSMA expresszidjat [293]. Masik tanulméany T2DM-ben igazolta, hogy
enalapril és MRi adasaval mérsékelhetd a mikroalbumindtria és a glomeruloszklerozis [294], valamint
a kollagén IV expresszio [295]. Mindezek az eredmények alatdmasztjak, hogy a DKD-ben a renalis
fibrozis csokkentése a RAASI kezelés egyik sarokpontja.

Egyelore a klinikai gyakorlatban a biopszia az egyetlen lehetdség a renalis fibrozis
diagnosztizalasara, mely invazivitisa miatt nagy koriltekintéssel ¢és komoly indikéacioval
alkalmazand6. Munkacsoportunk hasznalta eldszor a non-invaziv, vizelettel tiriild6 ECM atalakulésra

jellemz6 0j biomarkereket, az un. Protein Fingerprint™

peptideket DKD-ban az antifibrotikus terapia
hatékonysaganak kovetésére. Kimutattuk, hogy ezek a jelenleg FDA elfogadas alatt 4116 biomarkerek
jol korrelalnak a hisztologia karosodassal €s megfelelden jelzik a renalis fibrozis jelenlétét. DM-ben
mindharom biomarker szintje megemelkedett, az eplerenon csokkentette a kollagén-II turnover
(UC3M) mennyiségét. Az ECM komponensek lebontasanak és felépiilésének egyenstlyat (turnover)
elsésorban az MMP-k medidljak, melyek mikodését a TIMP-ek szabalyozzak. A TIMPI1 és
kompenzatorikusan az MMP2 mennyiségének novekedését tobbfajta DM ragcsalomodellben is
kimutattak [296, 297] és sajat kisérleti eredményeink is ezt tdmasztjak ald. A cukorbeteg allatokban
megnovekedett Mmp2 expressziot a kezelések csokkentették, leghatékonyabban az MR antagonisték,
csakiigy mint a Timpl mennyiségét.

A profibrotikus faktorok, mint a TGF-B, CTGF/CCN2, ¢és a PDGFB a fibroblasztok

komponensek (kollagén I-I11I, MMP-k) szintézisét, igy vezetnek a fibrozis kialakulasahoz [298].

A profibrotikus faktorok koziil a TGF-P a leginkdbb tanulmanyozott, igazoltak a szerepét a

fiziologias szoveti regenerativ folyamatokban, csakiugy, mint a fibrotikus atlalakuldsban. A

------

jarul hozza az ECM felszaporodasahoz [299]. Az irodalmi adatokkal egyezden [300], kisérleteinkben
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fokozott Tgfbl/TGFBI mRNS expressziot taldltunk mind a diabéteszes allatok veséjében, mind a

hiperglikémias proximalis tubulus sejtekben. Az emelkedésért a hiperglikémia okozta gliikotoxicitas
¢s nem a hiperozmolalitas felelds, mivel az izozmotikus kontroll - mannéz kezelt - csoportban a
TGFBI expresszié nem emelkedett. A per os adott RAASi-k a 7gfb! szintet nem csokkentették sem

az allatokban, sem a sejteken.

A RAASI ¢és TGFB kozotti kapcsolatot csak néhany kozlemény targyalja. Noha egyesek
kimutattak, hogy a RAASI terapia STZ-diabéteszes patkdnyokban csokkenti a TGFBI expressziot, a
valsartan [301], illetve az aliskiren [302] adagolasa ezekben a vizsgalatokban a DM kezdetétdl,
szubkutan vagy direkt a vesébe tortént. Mindezek alapjan ugy tiinik, hogy a hatas nagymértékben
protokoll-fiiggd és az altalunk hasznalt kisérleti rendszerben a RAASi kezelések nem a TGF-
gatlasaval fejtik ki antifibrotikus hatasukat.

Mas profibrotikus faktorok (PDGFB és a CTGF) aktivacioja TGF-f fiiggd és fiiggetlen médon
egyaran megvalosulhat. Mindkettd a fibroblasztok citoplazméjaban lokalizdlod6 PDGFR-B-hoz
kotédik, ahogy azt rendlis fibroblasztokban mi is kimutattuk a kisérletek soran. A PDGFB homo- és
heterodimerekbdl 4ll, a kdrosodott vesében az epitél sejtekben fokozodik a termelése. Hiperglikémids
koriilmények kozott tenyésztett mezangialis sejtekben emelkedett PDGFB expressziot irtak le, ami
irbesartan és spironolakton kezelés csokkentette a PDGFB mennyiségét hepatikus [304], miokardialis
[305] fibrozisban és ciklosporin nefrotoxicitas experimentalis modelljében [306], de DKD-ban

munkacsoportunk vizsgalta elsoként a RAASi hatasat a PDGFB valtozasaira.

A CTGF/CCN2 egy celluldris matrix fehérje, mely az angiogenezisben, gyulladasban, szoveti
regeneracioban és fibrézisban jatszik szerepet [307]. A CTGF fokozott termelddése a fibrotikus
aktivitds kulcsmarkere. Experimentalis DM-ben és human mintdkon egyarant igazoltdk, hogy a
diabéteszes vesében megnovekedett CTGF expressziot [308] a lozartan [309] és a spironolakton
csokkenti [310]. Sajat rendszeriinkben mind a cukorbeteg allatokban, mind a magas gliikézon
tenyésztett sejtekben megnovekedett a Pdgfb és a Cigf expresszidja, melyet a RAASI kezelések
mérsékeltek. Fontos hangsulyozni, hogy a kezelések in vitro koriilmények kozott is hatékonyak
voltak, tehat a RAASi kdzvetleniil, lokalisan a proximalis tubulusokon hatva képes csokkenteni a

profibrotikus gének PDGFB és CTGF (de nem a TGFBI) termelddését.

A patkany rendlis fibroblasztokban profibrotikus PDGFB vagy CTGF/CCN2 indukciot
kovetden az aktin citoszkeleton atrendezddését figyeltiik meg. Hasonlo jelengséget irtak le humén
fibroblaszt [311] és simaizom sejteken [312] PDGFB hatasara; illetve podocitakban CTGF/ CCN2
kezelés utan [313]. Kimutattuk, hogy a citoszkeletalis struktira megvaltozasaval parhuzamosan nétt

a fibroblaszt sejtekben a miofibroblaszttd torténd atalakulds markereként értelmezhetd aSMA
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termelése is. Az irodalomban elséként igazoltuk, hogy a RAASI kezelés kozvetleniil csokkenti a

fibroblaszt/miofibroblaszt transzformacidt, ami felveti, hogy ezek a sejtek a RAASI terdpia primer

célpontjaként is szolgalhatnak a jovében.

DM-ben a kréonikus hiperglikémia kovetkeztében fokozodnak az alternativ anyagcsere utak,
igy aktivalodik a hexdézamin bioszintézis is, melynek sordn a feleslegben 1évo gliikoz, kiilonb6z6
metabolitokon keresztiil a fehérjék O-GIlcNAcilacidjara hasznalodik fel. Az O-GlcNAcilalt fehérjék
szamos jelatviteli utvonal befolyasoldsan keresztiil (TGF-a és B-1, PAI-1 aktivalas, eNOS és
szarkoplazmas retikulum kalcium ATP-az-SERCA2a gétlas) jarulnak hozzéd a gliikotoxicitashoz,

illetve valoszinlisithetden szerepet jatszanak a fibrozis kialakulaséban.

Vizsgalataink soran STZ-indukalt DKD-ben, illetve proximalis tubulus sejtekben igazoltuk,
hogy a tartos hiperglikémia hatasara az O-GlcNAcilalt fehérjék mennyisége megnd. Bar a folyamat
enzimeinek (OGT és OGA) szubcelluléris lokalizacioja, szubsztratspecificitasa és funkcidja igen
kiilonbozd, nagyon kevés tanulmanyban vizsgaljak elkiilonitve az egyes izoenzimeket. In vitro
kisérleteinkben megallapitottuk, hogy a sejtmagban és a citoplazmaban megtalalhatdé ncOGT
izoforma szintje hiperglikémia hatdsdra dtmenetileg megemelkedik, majd 48 ora elteltével a hatas
lecseng. Hasonl6 dinamikaji cs6kkenést lattunk a mitokondriumba lokalizalodé mOGT esetében is,
mind a tubulusokban, mind a DM vesehomogenizatumban. Adataink arra utalhatnak, hogy
kronikusan magas gliikozszint mellett atmenetileg fokozodik az O-GIcNAc szintézis, azonban
hosszabb tdvon a szintetizal6 enzim mennyisége kompenzatérikusan lecsokken a tulzott O-
GlcNAcilacio elkeriilése érdekében. Ugyanezt a szabalyzasi mechanizmust irtdk le cukorbeteg

emberek vorosvérsejtjeiben is [314].

Az OGA kevésbé érzékeny a gliikozkoncentracio valtozéasaira, mint az OGT, inkabb a cellularis
O-GlcNAc szintek szenzoraként értelmezhetd. Atmeneti csokkenést kovetéen az OGA-L a
proximalis tubulusokban nétt, mintegy valaszreakcioként az O-GIlcNAcilacid fokozddasara. Hasonld
jelenséget figyeltek meg prediabéteszes betegek vordsvérsejteiben, ahol a magasabb OGA-L
szinteket az emelkedett vércukorszintre adott adaptiv valaszként magyaraztak [314]. Kisérleteinkben
ugyanakkor a cukorbeteg allatok veséjében az OGA-L szintje alacsony volt, igy felmeriil, hogy
krénikus hiperglikémia mellett az enzim aktivitas egy id6 utdn eléri a maximumat és nem reagal
tovabb a megndvekedett O-GIcNAc szintekre. Hasonld megfigyeléseket tettek hasnyalmirigy rakban,
ahol az enzim csokkenése korrelalt az allapot rosszabbodéséaval [315]. Mindezek alapjan az OGA-L
nem reguldtora, mint inkdbb a betegség progressziojanak O-GlcNAc-szinttdl fliggetlen mutatdja

lehet.

Az OGA-S izoforma az OGA-L-hez képest alacsonyabb aktivitast, ezért kevésbé vesz részt az

O-GlcNAc csoportok eltavolitdsaban [316]. A proximadlis tubulus sejtekben az OGA-S mennyisége
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szinte detektalhatatlan volt, mig a teljes vese homogenizatumban magas enzimmennyiséget mértiink.

Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a vesében nem a proximalis epitélsejt az OGA-S {6 expresszids
helye. Irodalmi adatok figyelembevételével, melyekben leirjdk, hogy a DM-ben megsokszoroz6do
lipid-depozitumok nodvelik az OGA-S mennyiségét [317] feltételezziik, hogy kisérleteinkben az

izoforma emelkedése a DM-indukalt lipidfelhalmozddas kdvetkezménye is lehet.

Az intrarendlis RAAS ¢és az O-GlcNAcilacié kozott bidirekcionalis a kapcsolat. Az ANGII
fokozza a hex6zamin bioszintézis kulcsenzimének a GFAT-nak az aktivitasat, ezaltal ndveli a fehérjék
O-GIcNAcilacigjat [318]; illetve forditva a magasabb O-GIcNAcilacido serkenti az ANGII
expresszidjat és a proximalis tubulus sejtek hipertrofidjahoz vezet [319]. Mindezek alapjan joggal
feltételeztiik, hogy a RAAS gatldsa mérsékelheti az O-GIcNAcilaciot és ezaltal protektiv a

vesekarosodassal szemben.

Eredményeink szerint a RAASI kezelés a fehérjék O-GlcNAcilaciojat csokkenti. Kimutattuk,
hogy a hatasért nem az OGT szint csokkenése, hanem inkdbb az oldallancok eltdvolitasat végzo
OGA-L mennyiségének ndvekedés felelés. A RAASi-k a cukorbeteg allatok veséjében
megemelkedett OGA-S szintjét is csokkentették. Mivel az OGA-S expressziod €s a lipidszintek kozott
pozitiv korrelacié van [317], az enzim szintjének csokkenéséhez a RAASI lipidcsokkentd hatasa is

hozzajarulhat.

Egyre tobb adat utal arra, hogy a kronikusan emelkedett O-GlcNAcilacid karos hatdsaival
szemben, az akut emelkedés serkenti a sejtek tilélési folyamataiban résztvevo (prosurvival) jelatviteli
utakat [320]. A hiperglikémiat a tubulus sejtekben hipoxia, celluldris endoplazmatikus és oxidativ
stressz kiséri. Ismert, hogy az O-GlcNAcilacié protektiv a hipoxiaval szemben [321], tovabba a
magas O-GIcNAc szint fokozza a hésokk-valaszt (a HSF-1 transzlokéciojat és a HSP72 expressziojat)
a proximalis tubulus sejtekben [322]. Mindezek alapjan feltételeztiik, hogy az O-GlcNAcilacio akut

emelkedése a magas gliikoz szint altal indukalt cellularis stresszvalaszt is befolyasolja.

Kisérleteinkben, hiperglikémia hatdsara a HSP72 fehérjeszint atmeneti gyors emelkedést
kovetden 48 oOra utan lecsokkent. Ezzel parhuzamosan valtozott a NKA fehérje mennyisége is. A
diabéteszes vesékben - 6sszhangban az irodalmi adatokkal - a HSP72 termelddése csokkent [323]. A
NKA szintje pedig bar megemelkedett, az enzim a bazdlmembranbdl az apikélis membranra
transzlokalodott, igy Osszességében az enzimmilkddés karosodott. Mindezek az eredmények arra
utalnak, hogy kronikus hiperglikémidban karosodik a stresszvalasz, csokken a HSP72 szintézise,
kevésbé érvényesiil, a chaperon-funkcio. A citoszkeletalis ¢és membranstrukturak sériilése, illetve a

fokoz6do hipoxia miatt a NKA mitkodése zavart szenved €s tovabb romlik a vesefunkcio [324, 325].
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Bar a RAASI terapidk a HSP72 szintjét érdemben nem valtoztattak, a kezelések - legnagyobb

mértékben az MR antagonisték - csokkentették a NKA fehérje mennyiségét és megakadalyoztak az
hiperglikémia 6nmagéaban, ozmolaris hatasatdl fliggetleniil fokozza a NKA expresszidjat, amit az
egyes RAASI kezelések kivédenek. Korabban leirtdk, hogy az ANGII gatolja az Akt-eNOS medialt
NKA bazolateralis lokalizaciot [326], igy az is elképzelhetd, hogy a RAASI terdpia ezen az titvonalon

keresztiil segiti a natrium pumpa fiziologids lokalizacidjanak fenntartasat.

Az elmult évtizedek kutatdsai alapjan napjainkra mar egyértelmii, hogy a NOS rendszer,
elsésorban az eNOS kdrosodéasa és az NO hiany a DKD kialakuldsdnak patognomikus faktora. Az
NO jelentéségét még mindig elsésorban a vese vaszkularis endothéliumaban hangsulyozzak, az
elmult par évben vetddott fel a szerepe a tubularis karosodéds folyamatdban. Kisérleteinkben
igazoltuk, hogy a hiperglikémia gatolja az eNOS foszforilacidt, mind a proximalis tubulus sejtekben
mind a cukorbeteg allatok veséjében. Hasonld eredményre jutottak endotél sejtekben is, ahol a
hiperglikémia ndvelte az eNOS O-GlcNAcilaciot, mig az eNOS foszforilacidé csokkent [327].
Diabéteszes allatok aortdjaban pedig az O-GlcNAcilacido emelkedésével parhuzamosan az eNOS
foszforilacidja alacsonyabb volt [328, 329]. Tekintettel arra, hogy a foszorilacidé az O-
GlcNAcilacioval gyakran azonos oldallancokon megvaldsuld kompetitiv folyamat, feltételezziik,
hogy DM-ben a fokozott O-GIlcNAcilacié felelds az eNOS csokkent Ser-1177 foszforilacidjaért (A
folyamat bizonyitasara vesében tobbszor tettlink immunprecipitacioval kisérletet, technikai okokbol

sajnos nem sikeriilt a hipotézist kisérleti adatokkal egyértelmiien alatamasztanunk).

Az eNOS Ser-1177 oldallancon torténd foszforilasaban a pAkt, mely onmaga is O-
GlcNAcilalodhat kulcsfontossag [234]. Eredményeink azt mutatjak, hogy hiperglikémidban az Akt
foszforilacidja is zavart szenvedett, hiszen a magasabb Akt szintek ellenére a pAkt mennyisége nem
valtozott a cukorbeteg allatok veséjében. Mindezek alapjan az is felmeriil, hogy nem csak a peNOS
direkt O-GlcNAcilacidja, hanem az Akt O-GlcNAcilalodasa is gatolja az eNOS foszforilaciojat és
aktivacigjat. Adataink megmagyardzhatnak szdmos korabbi kutatdsi eredményt, melyben az

Akt/eNOS foszforilacio csokkenését talaltak diabéteszes vesében [330, 331].

Osszegezve kisérleteinkkel igazoltuk, hogy a monoterapiaban alkalmazott RAASI terapia
hat¢kony a DKD altal kivaltott vesekarosodds csokkentésében ¢és a fibrotikus folyamatok
mérséklésében. Eredményeink alapjan az MR antagonistak legalabb olyan effektivek a DKD
progressziojanak lassitasdban, mint a rutinszeriien hasznalt ACEi-k vagy ARB-k. Adataink uj
molekularis mechanizmusok, a PDGFB/CTGG-medialt RAAS gétlas, illetve az O-GlcNAcilacio

jelentdségét tamasztjak ald a hiperglikémia indukalta renalis fibrozis korfolyamataban.
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Mindezen igéretes adatok ellenére a klinikai tapasztalatok és a nagyszamii kohorszon végzett

multicentrikus vizsgalat alapjan egyértelmii, hogy a RAASi-k 6nmagukban nem jelentenek
megoldast a DKD kezelésére, ezért folyamatosan zajlik a kutatas 1 terapids lehetdségek

feltérképezésére.

Az SGLT2i a legujabb tipusu antidiabetikumok, melyek attorést hoztak nemcsak a
szénhidratanyagcsere mérséklésében, de a szovodmények kezelésében is. A mar lezart klinikai
tanulmanyok (EMPA-REG OUTCOME trial [332], CANVAS Program [333] és legutobb a
DECLARE-TIMIS8 [334] egyértelmilen bizonyitottdk, hogy az SGLT2i-k mérséklik a GFR
besziikiilését és csokkentik az ESRD kialakulasanak rizikojat. Az eredményeket mar tobb célzottan a
veseszovodményekre iranyuld vizsgalat a CREDENCE [174] ¢és a legiijabb CVD-REAL 3 [335] is
megerdsitette. Mindezek alapjan gy tlinik, hogy nem specifiusan egy készitményrdl, hanem a

gliflozinok csoporthatasardl van szo.

Az eddigi klinikai tanulmanyok T2DM betegeken késziiltek, TIDM-ben nincs még adat a
DAPA-val, és szamos ponton feltaratlan a hatasmechanizmus is. Ezeknek a nyitott kérdéseknek a
megvalaszolasa volt az elsédleges célunk STZ-indukalt DM-ben végzett kisérleteink soran, illetve
kivancsiak voltunk arra, hogy a lozartannal torténd kombinacids kezelés jelent-e tovabbi elényt a

renoprotekcid szempontjabol.

Kimutattuk, hogy a DAPA kezelés hatékonyan és biztonsagosan (stlyos hipo, ill.
hiperglikémidas epizodok nélkiil) csokkenti a vesefunkcio romlasat és a vese struktaralis karosodasat.
A klasszikus retencios paraméterek mellett, a vizelettel iiriilo KIM-1 és NGAL szintek is kozel felére
csokkentek és korreldltak a vesefunkcié javulasaval. Egy kozelmultban megjelent tanulmanyban

hasonlo valtozast mértek DAPA-val kezelt T2DM patkdnyokban is [336].

Az SGLT2i antifibrotikus vesevédd hatasa az elmult egy-két évben a figyelem kdzéppontjaba
keriilt. Tavaly megjelent kozleménylikben T2D-ben szenvedd betegekben Heerspink és mitsai
halézatelemzési modszerek adatait korreldltatva vesefunkciés paraméterekkel és biopszids
eredményekkel kimutattak, hogy a canagliflozin megallitja a DM-indukalt ECM atalakulést és lassitja
a fibrézis kialakulasat [337].

Vizsgalatainkban igazoltuk, hogy a DAPA hatékonyan csokkenti a DM indukalt fibrotikus
valaszt, gatolja a profibrotikus Citgf és Pdgfb termelddését, ezéltal mérsékli a miofibroblaszt
atalakulast és az ECM komponensek (kollagének és fibronektin) termelddését. Kozleményiink
megjelenése 6ta hasonld eredményekrdl szamoltak be DAPA kezelt TIDM egerekben is [338]. A
DAPA antifibrotikus hatéasa tiikroz6dott a vizeletben detektalhatd Protein Fingerprint™ fehérjék
mennyiségében: csokkent a rPRO-C3 és a TUM szintje, a javulas korrelalt a szovettani mintdkon

észlelt eltérésekkel. Adataink tovabb validaljak és referenciaként szolgalnak a Protein Fingerprint™
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fehérjék alkalmazhatosagat illetéen és reméljiik, hogy segitik a modszer miel6bbi bevezetését a

klinikai diagnosztikai gyakorlatba.

Mivel a RAASI és az SGLTi hatasmechanizmusa eltér, logikusan vetddik fel az igény a
kombinacios terapia alkalmazasara a varhatd szinergista hatas elérésre érdekében. Ennek ellenére
tudomasunk szerint T1DM-ben nem tortént ilyen jellegli vizsgalat. Meglepetésiinkre kisérleteinkben
sem a cukorbeteg allatokban, sem az in vitro modellben nem észleltiik a kombinacios terapiaban adott

lozartan szinergista hatésat.

A kombindcios kezelés eldnyeir6l T2DM-ben sincsen til sok adat, egy-két vizsgalat elérhetd
csak, de ezek mindegyikében mar hipertonias betegek kaptak RAASI kezelést, igy az eredmények
Osszehasonlithatosaga igen korlatozott. DAPA+RAASi kezelt T2DM betegekben csokkent az
albuminuria, de nem vizsgaltdk, hogy a hatas fliggetlen-e a vércukor vagy a vérnyomas
csokkenésétdl, illetve nem tanulmédnyoztdk a kombinacio hatdsat mas kezelésekkel 6sszehasonlitva
[339]. Egy masik tanulmany arrol szamol be, hogy RAASI kezelt hipertonias betegekben a DAPA

adasa ugyan csokkentette a teststlyt és a vérnyomast, de az albuminuriat nem mérésékelte [340].

A preklinikai eredmények sem egyértelmiiek. T2DM modellben kimutattak, hogy DAPA +
irbesartan kezelés hatékonyabb a retencios paraméterek és a hisztologiai karosodas csokkentésében,
mint barmelyik szer monoterapiaban. Ugyanakkor kiemelendd, hogy a vizsgalat célja nem a mar
kialakult kérosodas progressziojanak lassitasa volt, hanem a prevencid, ezért a terapiat mar a DM
adaptalhatd, hiszen T2DM-ben a betegség akar egy évtizedig is tlinetmentes lehet [341]. Egy masik
tanulmanyban Dahl-sensitive hipertonids STZ patkanyokban luseogliflozin és ACEi kombinalt
gatlasrol igazoltdk, hogy a vérnyomascsokkentd és hiperfiltraciot gatld hatasa kedvezébb, mint a
monoterapianak. A proteintridban, illetve a szovettani karosodasban nem volt kiilonbség, ez arra utal,
hogy renoprotekcio tekintetében nem egyértelmii a kombinécids terapia szuperior hatasa [342].
Osszességében megallapithato, hogy egyelére nagyon kiilonbozé és kevés kisérleti eredmény 4ll
rendelkezésre, tovabbi vizsgalatok sziikségesek a kombinacids terdpia 1étjogosultsaganak

értékeléséhez.

Az SGLT2i renoprotektiv hatdsanak hatterében szamos komplext mechanizmust
feltételeznek. A legkézenfekvdbb, hogy a vércukorszint csokkentése mérsékli a hiperglikémia
indukalta alternativ anyagcsere utak aktivalodasat, a gyulladast és oxidativ stresszt, de az elmult
években a proximalis tubulusok hipoxiaja is Gjra a kutatasok, igy sajat vizsgalataink érdeklddésének

is kozéppontjaba keriilt.

RAASIi-val végzett kisérleteink sordn mar kimutattuk, hogy a proximalis tubulusokban ill a

diabéteszes vesében megndvekedettt O-GlcNAcilacid hozzajarul a vese karosoddsdhoz és a fibrozis
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kialakulasédhoz. Tekintettel arra, hogy a DAPA kozvetleniil a proximalis tubulusok gliikozfelvételét

gatolja feltételeztilk, hogy a DAPA kezelés befolydsolja a fehérjek O-GIcNAcilaciojat és a
profibrotikus faktorok termelddését. HK-2 sejteken ¢€s a teljes vesében egyaran kimutattuk, hogy a
DAPA kezelés csokkenti a hiperglikémia indukalt O-GIcNAcilaciot, elsésorban az OGT — vagyis a
szintézisért felelds enzim gatlasan keresztiil. Ezzel pairhuzamosan DAPA hatéséra a vesében csokkent
a Ctgf és Pdgfb mRNS expresszio, a HK-2 sejtekben csak a CTGF, mig a TGFB mennyisége DAPA
kezelés hatasara nem valtozott. Ez 6sszhangban van korabbi RAASi eredményeinkkel, ahol a kezelés

szintén nem befolyasolta a TGFB expresziojat.

A klinikai adatok arra utalnak, hogy az SGLT2i renoprotektiv hatdsa meghaladja a vércukor
csokkentése alapjan varhatot, azonban a kiilonb6z6 mechanizmusokat komplex in vivo rendszerekben
nehéz elkiilonitve vizsgalni. Kisérleteinket ezért elvégeztiik hipoxias sejtes modellben is, a tubularis

hipoxia szerepének tanulmanyozésara.

A tubuldris hipoxia a DKD progresszidjanak meghatarozoé tényezdje [343]. A megndvekedett
oxigén felhasznalast DKD-ban a glomerularis hiperfiltracio, illetve a fokozott, SGLT2 medialt gliikk6z
reabszorpcid magyarazza [344]. Korner és mtsai mar 1994-ben leirtadk, hogy az STZ-allatokbdl izolalt
proximalis tubularis sejtek oxigén felhasznaldsa joval meghaladja a kontrollokét [150]. Bar ez a
felismerés majd két évtizedig érdemtelentiil hattérbe szorult, az utobbi par évben megerdsitették a
kezdeti eredményeket. Palm és mtsa. Clark-tipusti mikroelektroddk segitségével kimutatta, hogy
cukorbeteg patkdnyok veséjében alacsonyabb az oxigén-nyomas [151]. Ajelenséget masok fMRI

képalkotéssal is alatamasztottak [345].

A hipoxidhoz torténd adaptacioban a HIF-1a aktivacidja elengedhetetlen. Hipoxiat kdvetden
a HIF-1a a sejtmagba transzlokalddik, ahol a HIF-1p-val dimerizdlodva szamos — a cellularis oxigén
homeosztazisban szerepet jatszd - gén promoteréhez kot €s jelatviteli folyamatokat indukal [346].
Sajat kisérletiinkh6z hasonlo beallitasok (1% 02, 5% CO2 and 94% N2) mellett proximalis tubulus
sejtekben és mas sejttipusban is leirtak a HIF-1o aktivaciojat [347-349]. Vizsgalatainkban tobb
modszerrel (QRT-PCR, Western blot, immunocitokémia) visszaigazoltuk, hogy a hipoxiat kovetden
a HIF-1a szintje jelent6sen megemelkedik ¢és a fehérje a proximalis tubulusok sejtmagjaba helyezddik
at. A nuklearis transzlokalizacid aktivalja az EPO termelést és a VEGF - medialt angiogenetikus

utvonalat.

Ismert, hogy a kronikus hipoxia a HIF-1a medialt ECM termelés szabalyozasan keresztiil

fokozza a tubulointerticidlis fibrozis kialakulasat is [350, 351]. A hipoxia 6nmagdban serkenti a

crer

[353,354], CTGF [355] és PDGFB termelését [356]. In vitro kisérleteinkben igazoltuk, hogy a DAPA
csokkenti a hipoxia-indukalt CTGF és PDGF termelést, ami arra utal, hogy a DAPA antifibrotikus
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hatdsa direkt kapcsolatban lehet a hipoxids kdarosodédssal. Bar az SGLT2i hipoxids karosodast

befolyasolo hatasa komplex folyamat, és tovabbi vizsgalatokat igényel, eredményeink felvetik ennek

a gyogyszercsoportnak az alkalmazasi lehetdségét mads, hipoxidval Osszefliggd vesekarosodas

crer

Kisérleteink alatamasztjak, hogy a DAPA biztonsaggal alkalmazhaté T1DM-ben a DKD
funkciondlis ¢és szoveti karosodasanak megelézésére. A renoprotektiv hatas hatterében az O-
GlcNAcilacio gatlasa az egyik feltételezett mechanizmus. A hiperglikémidval parhuzamosan
jelenlévd hipoxia miatt kialakuld profibrotikus faktorokat a DAPA kezelés csokkenti, igy masik
utvonalon, az oxigénhidny okozta karosodas mérséklésével is hozzajarul a fibrozis megeldzéséhez ¢és

a vesefunkci6 javitasahoz.

A DKD mérséklésre a rendlis fibrozis kezelésére iranyuld kisérleteink harmadik részében S1R
agonistakat alkalmaztunk a karosodas csokkentésére. A S1R agonistadk kdzponti idegrendszeren
kiviili hatasair6l, lokalizacigjarol, vizsgéalataink megkezdésekor szinte nem allt rendelkezésre
irodalmi adat. A receptor szerepét kizarolag az agyban vizsgaltak kognitiv folyamatokban, sztrokban,
Alzheimer és Parkinson kérban. Bar ezek a kozlemények leirtdk, hogy a S1R aktivacidja
neuroprotektiv hatasu, egyrészt a gyulladas mérséklése, masrészt az eNOS - nNOS medialt perfuzid
javitasa altal, senkiben nem vetddott fel, hogy jelen van-e, szerepet jatszik-e ez a receptor a periférias

szervekben.

Kisérleteink soran elséként vizsgaltuk a SIR jelenlétét az egyes nefronszegmensekben.
Igazoltuk, hogy a S1R expresszalodik a vesében, legnagyobb mennyiségben a kortexben, de jelen
van a medullaban és a papillaban is. Immunohisztokémiai vizsgéalatokkal kimutattuk, hogy leginkabb
a proximalis tubulusokba lokalizalodik. Tekintettel arra, hogy a renalis fibrozis folyamatdban a
gyulladas, a hipoxia kulcsfontossagu, €¢s a S1R agonista kezelés ezeket a korfolyamatokat gatolja az

agyban feltételeztiik, hogy hasonld protektiv hatdsokat észleliink a vesében is.

Harom protokollt hajtottunk végre. Egyrészt az SSRI-ként alkalmazott szokdsos per os 20
mg/tskg dozist adtuk rogton a cukorbetegség kezdetétdl 7 héten at (itt a prevencios hatast vizsgaltuk),
illetve 2 hétig, ahol azt tanulmanyoztuk, hogy mennyiben lassitja a mar kialakult kdrosodast a FLU
kezelés. A kéthetes protokollt megismételtiik a szokasos dozis tizedével (2 mg/tskg), illetve NE100-

zal torténd kombindcioban, a SIR medialt hatas bizonyitasara.

Az alacsonyabb dozis kiprobalasat tobb érv tdmasztotta ald. A FLU SSRI készitmény, a vér-
agy gaton keresztiil bejut az agyba, ezért a minimalisan hatékony dézis meghatarozasa kiilondsen

fontos az esetlegesen jelentkezd kozponti idegrendszeri hatdsok minimalizalasara. Noha a gyogyszer
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tobb évtizede piacon van, és egészséges emberekben nem irtak le komoly mellékhatasokat, kiilonds

koriiltekintéssel akartunk eljarni. Szabadalmaztatasi szempontbol is fontos egy uj dozis alkalmazasa:
amennyiben generikumként a piacon 1évo szerrdl sikertiil igazolni, hogy a szokasos adagolastol eltérd
dozisban, mas formulacioban is hatasos, az indikaciobdvitésnek minosil. Ez esetben a

szabadalmaztatas - engedélyeztetés folyamata joval egyszertiibb.

Kisérleteinkben igazoltuk, hogy a SIR agonista FLU hatékony a DKD-ban jelentkezd
vesefunkcio6 besziikiilés lassitasara, javitja a retencios paramétereket, mérsékeli a mikroalbuminuriat.
A funkcionalis karosodas mellett a kezelés csokkentette a mezangialis matrix proliferaciot és a rendlis
fibrézist, az NE100 a javulast felfliggesztette. A renoprotektiv hatas dozisfliggd modon érvényesiilt:
a szokasos SSRI-ként hasznalt dozisban (20 mg/ttskg) a kezelés minden paramétert javitott, mig a
kisebb 2 mg/tskg adag a szovettani kdrosodas megeldzésében nem volt hatékony. A preventiv céllal
adott hosszutavu kezelés kedvezdbb, szinte minden paraméter tekintetében kétszer olyan hatékony
volt, mint a kéthetes kezelés.

Néhany pilot vizsgalatban TGF-p, illetve PDGFB indukalt fibroblasztokon igazoltuk, hogy a
termelését. Kimutattuk, hogy nem csak FLU, de mas, specifikusabb S1R agonista (SA4503, PRE-
084) adasat kovetden is csokken a fibroblasztok proliferacidja és kollagén termelddése. Tovabbi
allatkisérleteket is végeztiink bleomicin-indukalt tiidéfibrézis modelljében, ahol a SIR agonista
kezelés mérsékelte a gyulladast és csokkentette a fibrotikus szovet felszaporodasat a tiidében (az

adatok bemutatasa meghaladja a dolgozat kereteit).

Kisérleteink jelenleg is zajlanak a molekuldris mechanizmus tovabbi tisztdzasara. Az itt
bemutatott, a SIR agonistak antifibrotikus hatasat leird6 eredményeinkbdl nemzetkdzi szabadalom
sziiletett, melyet mostanra az USA-ban (US10,124,006,B2), Kinaban (162686/CN-DAN-1),
Izraelben (247143), Japanban mar bejegyeztek, Eurépaban mar elfogadtak és bejegyzés alatt all.

A tiidében kimutatott hatas alapjan, a dolgozat beadasaval egyidében az OGYEI engedélyezte
egy fazis IIb klinikai vizsgalat elinditasat, mellyel Sars-CoV 19 betegekben vizsgalhatjuk a FLU
kezelés hatékonysdgat ¢és biztonsagossagat a tiidégyulladdssal Osszefiiggd akut tiinetek

mérséklésében, illetve a hosszutavu szovédmények, elsdsorban a tiid6fibrozis megeldzésében.
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A nemi kiilonbségek szerepe a vesebetegségek patomechanizmuséban, az AKI-val szembeni
érzékenységben, a veseatiiltetést kovetd rovid- €s hosszutavu graft-funkcioban régota tanulmanyozott
¢s vitas kérdés. Kimutattak, hogy 45 évnél idésebb nékben rosszabb a hosszutavu graftmiikodés mint
férfiakban [357]. Mas adatok szerint a n6i nem (akar a donor, akar a recipiens oldalarol) csokkenti az
az akut rejekcidt, vagy a DFG-t, bar a nemi kiilonbség 65 év felett eltlinik [358]. Hasonlo
kovetkeztetéseket vontak le egy masik vizsgalatban, ahol a férfi nemet a IRI karosodas okozta AKI

gyakorisaganak ¢és mortalitasanak fiiggetlen prediktoraként azonositottak [359].

Munkacsoportunk szamos kdzleményben targyalta a nemi kiillonbségek jelentdségét az AKI
patomechanizmusaban ¢és kimenetelében. Masokkal 6sszhangban megéllapitottuk, hogy a néstények
posztiszkémias tulélése és vesefunkcidja jobb, mint a himeké [207, 360-362], a jelenség
magyarazataként szamos molekuléris tényezét azonositottunk. Ugy gondoljuk, hogy az dsztrogén
szerepe kulcsfontossagi, a him allatok Osztrogén kezelése javitja a tulélést és csokkenti a
vesekarosodast, mig a kasztracido hasonlod hatassal nem jar [207]. Mas vizsgalatok ugyanakkor a
kiilonbség hatterében inkabb a tesztoszteron jelenlétét, mint az 0sztrogén hidnyat feltételezik [363].
Olyan adatok is vannak, ahol Osztrogén receptor knock-out ndstényekben kardidlis iszkémiat
kovetden enyhébb karosodast irtak le, ami felveti az Osztrogének, Osztrogén receptortol fliggetlen,
mas mechanizmussal kifejtett védo hatasat [364]. Mindezek alapjan egyértelmii a nemi hormonok
jelentdsége az IRI-vel szembeni érzékenységben, de az Osztrogén szerepe, esetleg egyéb faktor

jelentdsége részleteiben nem tisztazott [365].

Korabbi, nemi kiilonbséget vizsgald kisérleteink soran kimutattuk, hogy a DHEA eldkezelés
csokkenti egyes proinflammatorikus citokinek és a VEGF expressziojat [239]. Feltételeztiik, hogy a
jelenség a DHEA 0sztrogénszeri hatasaval magyarazhatd, azonban a kezelési csoportokban mért
hormonszintek nem tamasztottdk ald a hipotézisiinket: a DHEA kezelt csoport 0sztrogénszintje
azonos volt a himekével. Kisérleteinket kevéssel megeldzden jelentek meg azok a kdzlemények,
melyek felvetették, hogy a DHEA neuroszteroid hatdsanak kozvetitésében a SIR fontos lehet [366,

367], igy ebben az irdnyban indultunk tovabb.

A S1R szerepét iszkémias karosodas kapcsan tobb tanulmény igazolta. Els0sorban az agyban
irtak le, hogy a receptor serkentése mérsékli a posztiszkémids 16zi6 nagysagat és a neurologiai
deficitet, javitja a tanulast és a memoriat [368, 369]. In vitro endotélsejtkulturaban kimutattak, hogy
az Osztrogén - sajat receptoratol fliggetleniil - a SIR-on keresztiil csokkenti az endotélsejtek

endotelin-1 termelését, ami felveti a S1R a szerepét a nemi hormonok hatasanak kézvetitésében [370].

Korabbiakban leirtuk, hogy a S1R a vesében jelen van, a proximalis tubulus sejtekben

expresszalodik. Ismert, hogy fizioldgias koriilmények kozott a receptor az ER-on lokalizalodik,
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ligand-stimulacidt kovetden a citoplazmaba és a magba transzlokaldodva chaperonfunkciot 1at el és

szamos szignaltranszdukciés utvonalat aktival [371]. Jelen vizsgalatainkban bizonyitottuk, hogy az
Osztrogén, mint a SIR endogén ligandja proximalis tubulus sejtekben a receptor perinuklearis
régiobol citoplazmaba torténd athelyezddését indukalja. Ezzel parhuzamosan a HSF-1 intracellularis
lokalizacidja is megvaltozott az dsztrogén kezelés hatasara, a citoszolbol a sejtmagba helyezddott at,
ahol fokozta a hdsokk valaszban résztvevd fehérjék (HSP72 és kisebb mértékben a HSP27)
termelddését. A fehérjék emelkedését in vitro az NE100 kezelés felfiiggesztette, ami a S1R medialt

hatést tdmasztja ala.

In vivo a nOstényekben magasabb HSF-1 és HSP szinteket mértiink, mint himekben, illetve az
ovariektomizalt csoportban, mar a kontrollokban, illetve a posztiszkémias periddusban is. Hasonlo
jelenséget detektaltak szivizomsejtekben, ahol az 6sztrogén kezelés ndvelte az HSF-1 expressziojat
¢s aktivalta a tobbi hdsokk fehérje termelését, mig a hatas tesztoszteron kezelést kovetden elmaradt
[372]. Voss és mtsai arrdl szdmoltak be, hogy ovariektomiat kdvetden ndstény allatok szivében a
himekéhez hasonléan alacsony szintre csdkkent a HSP72 mennyisége, ami Osztrogénpotassal

helyreallithato volt [373].

A HSP72 és a HSP27 komoly szerepet tolt be a citoszkeleton struktijanak fenntartasaban,
inzultust kdvetéen a membranfehérjék szerkezetének helyredllitasaban, a karosodott proteinek gyors
eliminacigjaban. A HSPk a membranstruktira helyreéllitasaval fontosak a NKA miikodésének
megorzésében is. A NKA a szervezet ion-, és viz homeosztazisanak kulcsenzime, miikodése
nagymértékben ATP igényes, ezért az enzimfunkcid kiillondsen érzékeny a hipoxids inzultusra. IRI-t
kdvetden az enzim a bazolateralis membranrdl transzlokalodik, a pumpafunkci6é zavart szenved,
részben ez okozza a natrium retenciot és a szoveti 6démat. Kisérleteink soran mind az 6sztrogén
kezelt sejtekben, mind a ndstény allatokban a NKA lokalizacioja megtartottabb maradt. Mindezek az
eredmények arra utalnak, hogy az 6sztrogén jelenléte — részben a S1R-on keresztiil — aktivabb hdsokk
valaszt, ezaltal kedvezObb chaperonfunkcidt eredményez fizioldgias és patofizioldgias koriillmények

kozott egyarant.

Kovetkez6 célunk az volt, hogy S1R agonista kezeléssel a himek posztiszkémids talélését
javitsuk és a renalis karosodast mérsékeljiik, ehhez endogén ligandként DHEA-t, illetve masodik

1épcsében nagyobb affinitasa FLU-t hasznaltunk.

A DHEA az elmult évtizedben, mint az 1j ,,anti-aging hormon” a figyelem kdzéppontjaba
keriilt. Anti-inflammatorikus, anti-apoptotikus tulajdonsagait szamos kozleményben targyaltak.
Felvetddott a jotékony hatas obezitdsban, DM-ben, a kardiovaszkularis mortalitas csokkentésében és
depresszidoban [367, 374-376] is. A ndékben a menopauza idején, az Osztrogénnel egyiitt a DHEA

szintje is jelentdsen csokken, amit Osszefliggésbe hoztak a sztrok novekedésével [377]. IR —vel
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szemben kifejtett védd hatasat tobb szervben is leirtak, igy az izomban [378], bélben [379], szivben

[380].

Az irodalmi adatokkal 6sszhangban [239, 381] elsé kisérletsorozatunkban igazoltuk, hogy
DHEA eldkezelés hatasara az IRI-t kdvetd posztiszkémids talélés javult, a retencids paraméterek
mérséklddtek, a hisztologiai karosodéas enyhébb volt. Két-foton mikroszkdpos mérésekkel DHEA
hatdsara a peritubularis kapillarisok ératmérdjének novekedését detektaltunk. Kordbbi szivben [382],
illetve endotélsejtekben [383] végzett vizsgalatok egyértelmiien beszamolnak a DHEA -
Osztrogénreceptoroktdl fiiggetleniil megvalosulé — eNOS aktivaciot kivaltd hatdsarol. Mindezek
alapjan feltételeztiik, hogy a peritubularis kapillarisok dilatacioja és a kedvezdbb renalis perfuzid a
DHEA kezelés S1R-NO jelatviteli aton keresztiil megvalosuld kovetkezménye. Masodik

kisérletsorozatunkban ezt kivantuk részletesen bizonyitani.

A FLU eldkezelés legfontosabb kemény végpontjaként a posztiszkémids talélés jelentds
javulasat észleltiik, az allatok egyharmada talélte a beavatkozast kdvetd elso hetet és teljesen felépiilt
az iszkémias karosodasbol. A retencios paraméterek (kreatinin és BUN) csokkenése 24 oraval az
inzultust kdvetden bar szignifikans volt, de messze nem olyan meggy6z0, mint a talélésben latott
kiilonbség. Fontos kihangsulyozni, hogy a posztiszkémias karosodas az inzultust kovetd 24-48 draban
a legkifejezettebb, igy kisebb, vagy mérsékelt eltérések esetenként nem tiikr6zédnek latvanyos
statisztikai eredményben. Ugyanakkor egyre tobb klinikai tanulmany hivja fel a figyelmet arra, hogy
AKI sordn, vagy a korai posztiszkémias szakaszban a kreatinin minimalis (akar szubklinikai)

emelkedése is erds korrelaciot mutat a fokozott mortalitassal [384, 385], komolyan kell venni.

Mindez inkabb arra utal, hogy a jelenleg hasznalt hagyomanyos paraméterek nem kelléen
szenzitiv jelz6i a vesekarosodédsnak, ezért mértiik a tubulusok sériilését joval specifikusabban jelzd
KIM-1, NGAL ¢s izolalt AST valtozasokat is. Az NGAL, mely els6sorban a disztalis tubulusok
specifikus markere, anti-apoptotikus tulajdonsadgokkal is bir [386]. A KIM-1 egészséges vesében
szinte nem expresszalodik, de hipoxia vagy iszkémia hatasara fokozddik a termelése, a proximalis
tubulus oxigénhianyra legérzékenyebb S3 szegmentjében. A KIM-1 fontos szerepet tolt be a
regenerativ folyamatokban is, részt vesz az elhalt nekrotikus sejttormelék eltavolitasaban [387].
Mindegyik paraméter megemelkedett IRI-t kdvetden és alacsonyabb volt a FLU kezelt csoportban
[388, 389]. A HIF-la nem csupan a hipoxids karosodas markere, de, ahogy a kordbbiakban mar
Elképzelhetd, hogy a FLU kezelést kovetden detektalt emelkedett HIF-1a hozzajarul a tubulusok
tuléléséhez.

Mind a hagyomanyos hisztologiai vizsgalat, mind az in vivo két-foton mikroszkdpos képek

alapjan latszik, hogy a FLU kezelés jelentdsen mérsékelte a tubularis karosodast. Egy héttel az IRI
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inzultus utdn a vese struktiraja csaknem a kontrollokra jellemzd, intakt képet mutatta, enyhe leukocita

infiltracio utalt csak a lezajlott gyulladasra.

Bar patkanyokban bizonyos modellekben gyengébb szisztémas gyulladasos valasz
indukalodik, mint egerekben, kisérleteinkben IRI-t kovetden egyes proinflammatorikus citokinek
mennyisége szamottevoen emelkedett a vesében. Az IL-1a —rdl az agyban a kozelmultban irtdk le,
hogy az egyik legkordbban aktivalodé proinlfammatorikus citokin ¢és kulcsfontossdgi a
cerebrovaszkularis gyulladas beinditdsaban/szabalyozasaban [390, 391]. Munkacsoportunk vizsgalta
els6ként a szerepét a vesében. Kimutattuk, hogy IRI-t kdvetden FLU hatasara az IL-la szintje
kevésbé emelkedett, mint a kezeletlen allatokban, mig a masik fontos szabalyozo citokin az IL-10
szintje nott. Az IL-10 gatolja egyes proinflammatorikus citokinek szintézisét és a leukocitak
aktivaciojat, egyes vesekarosodas modellekben mar igazoltak az IL-10 kezelés protektiv hatasat [392,
393]. A szisztémas gyulladas kovetkeztében kialakuld, az AKI-t kisérd tobbszervi karosodas
(multiorgan failure) mind a klinikai gyakorlatban, mind experimentalis modellekben jol ismert
jelenség, mely jelentdsen fokozza a mortalitast [394]. Adataink alapjan, illetve a korabbi agyi, illetve
kardialis iszkémiaban végzett vizsgalatok eredményeibdl kiindulva [195, 395] feltételezziik, hogy a
FLU kezelt allatok jobb tulélésében a renoprotekcid mellett fontos szerepe van a S1R agonistak

szisztémas anti-inflammatorikus hatdsanak.

Osztrogénnel végzett kisérleteinkhez hasonléan FLU kezelést kdvetéen is a SIR
athelyezddését figyeltiik meg a perinuklearis régiobol a citoszélba és a sejtmagba fizioldgias
allapotban ¢és H»O, indukalta oxidativ stressz kapcsan egyarant. A transzlokaci6 pontos
mechanizmusa nem ismert, elképzelhetd, hogy az athelyez6dés soran az inositol requiring enzyme —

1(IRE1) protein kinaz indukalodik, ami aktivalja a PI3K/Akt foszforilacids titvonalat.

Az Akt-NO jelatviteli ut az IRI karosodasban ¢s a vazoregulacioban szerepet jatszo egyik
legdsszetettebb szignaltranszdukciés mechanizmus. Néhany eleme, pl. az Akt-eNOS aktivacié mar
részleteiben is feltart, mig szamos komponens tovabbra is ismeretlen. Az NO rendlis termelddésért
legnagyobb részben az eNOS, kisebb mértékben ¢€s elsésorban patologias koriilmények kozott, az
nNOS a felelds. Feltételezziik, hogy kisérleteinkben a FLU kezelt csoportban észlelt kedvezobb
renalis perfizié a S1R-Akt-NO medialt vazodilatacié kovetkezménye. Hipotézisiinket alatamasztotta,
hogy peNOS szintje mind a SIR géncsendesitett sejtekben, mind az Akt inhibitor kezelések hatasara

lecsokkent a proximalis tubulus sejtekben.

Eredményeinket irodalmi adatok is megerdsitik. Fukunaga €s mtsai. tobb publikacidban is
beszamolnak a szivben a S1R aktivacidé szerepérdl az eNOS termelddésében €s az iszkémias
karosodas csokkentésében [194, 195, 396-398]. Mas vizsgalatok neuropatids fajdalom esetén

igazoltdk a SIR medidlt NO termelddés szerepét. Hippokampalis neuronokban a DHEA novelte az

150



dc_1685 19
nNOS medialt NO termelddését spinalis neuronalis hiperszenzitivitasban [399]. Mindezek alapjan

ugy tlinik, hogy relevans jelatviteli utvonalrol van szd, de tovabbi kisérletek sziikségesek, kiilondsen

a periférian a molekularis mechanizmusok tisztdzéasara.

A FLU altal kivaltott NOS termelddés renalis perfuziora kifejtett hatdsanak vizsgalatara in
vivo mértiik a peritubularis kapillarisok atmérdjének valtozasat. A pericitak révén, melyek minden
kapillaris, illetve a kis arteriolak és venuldk falaban megtalalhatok, a peritubularis kapillarisok
vazoaktiv mediatorok (pl. NO) hatasara aktiv kontrakciora képesek [400, 401]. Kisérleteinkben az
NO termelddéssel parhuzamosan a peritubuldris kapillarisok dilatacioja a FLU kezeléssel szinte
azonos idében, rogton jelentkezett. Hasonloképpen gyorsan reagaltak a kiserek az IRI okozta

vazokonstrikciora, amit a FLU kezelés megakadalyozott.

Ismert, hogy a vesében az nNOS termelés f0 helye a macula densa, de az enzim kisebb
mennyiségben a proximalis és disztalis tubulusokban is megtalalhatd, szerepe kevéssé tisztazott
[402]. Mig FLU kezelésre azonnali gyors eNOS termelést detektaltunk, az nNOS szint csak a
reperfuzio késobbi szakaszaban emelkedett. Ezek az adatok Osszhangban vannak korabbi, mas
vesekarosodas modellekben talalt eredményeinkkel, melyek szintén az eNOS és nNOs kiilonb6z0
expresszios profiljat és aktivalédasi dinamikdjat vizsgaltdk [403]. A vazodilatacidé nem kdvetkezett
be, ha a FLU kezelést S1R agonista, vagy NOS gatlé adasaval egészitettiik ki. Mindez alatamasztja,
hogy a kedvezdbb rendlis vérellatas és enyhébb posztiszkémids karosodas hatterében a SIR medialt

fokozott NO termelés szerepe igazolhato.

Eredményeink értékelésekor fontos figyelembe venni, hogy a FLU elsédlegesen a depresszid
kezelésére hasznalt SSRI, mely befolyasolja az agyi szerotonerg és noradrenerg rendszereket is. A
S1R-to6] fliggetlen, ezen rendszereken megvaldsuld hatds még az NE100 adagolasaval sem zarhato
teljesen ki. Ugyanakkor ismert, szivben €s az agyban mar bizonyitott, hogy a szintén SSRI csoportban
tartozo, de nagyon alacsony S1R affinitiassal rendelkez6 paroxetin kezeléssel a FLU-hoz hasonlo

protektiv hatdsok nem valthatok ki [195, 404].

Vizsgalatainkkal elséként bizonyitottuk a S1R agonista FLU kezelés renoprotektiv hatdsat a
vese IRI karosodasanak kivédésében. Eredményeink 1) molekularis utvonal, a SIR transzlokacioén
keresztiill megvalosulo, Akt - NO medidlt vazodilatacid szerepét igazoltdk a kedvezdbb

posztiszkémids talélés és vesefunkcid hatterében, ami felveti a S1R, mint 0j igéretes gyogyszer

crer

Az IRI karosodas a KTx soran a grafttulélés egyik legfontosabb faktora, a DGF meghatarozé
tényezdje. A kiterjesztett donorkritériumok alapjan eltavolitott szervek még érzékenyebbek az IRI-

re, és bar elkeriilhetetlen, de kiemelt fontossagl a tarolas alatt bekdvetkezd karosodas csokkentése.
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A S1R agonista kezelés igéretes eredményeibdl kiindulva, a S1R agonistak alkalmazasi lehetdségét

autotranszplantalt KTx modelljében is vizsgaltuk. Az autotranszplantacios modell Iényege, hogy az
eltavolitott szervet ugyanabba az allatba helyezziik vissza, igy elkeriilheté az immunvalasz, illetve a
késébbi immunszuppressziv terapia okozta nefrotoxicitas hatasa, melyek jelentésen befolyasolhatjak
a graft miikodését és tulélését. Ebben a modellben az IRI kérositd hatasa elkiilonitve, mas faktoroktol
fliggetleniil vizsgalhato.

Irodalmi adatok alapjan kisérleteinkben a CIT-et 2 6raban allapitottuk meg, mert emellett az
1d6 mellett, a visszaiiltetést kovetden jelentdsen csokkentek a vesefunkcids paraméterek [405]. A KTx
kimenetelének javitasara fejlesztendo eljarasoknal elterjedten hasznaljak a donor allatok elékezelését
[405, 406]. Mi szandékosan a prezervacids folyadék Osszetételének valtoztatasat céloztuk meg, mert
a donor kezelése cadaver donacid esetén - ami még mindig az atiiltetések kozel 80%-a - nem
hasznalhat6. Mindemellett a donor kezelése szisztémdas beavatkozds, mig a S1R agonista
prezervacios folyadékba torténd adasaval csak lokalis, a graftot érd hatéast idéziink eld.

Az adagolast az IRI vizsgélatokban alkalmazott haté¢kony d6zisbol (20 mg/tskg) extrapolalva
szamoltuk ki. MS-HPLC méréssel vesehomogenizatumbol visszaigazoltuk, hogy a FLU egyszeri 20
mg/tskg intraperitonedlis adagolast kovetéen 0,846 ug/ml koncentracidban, mig a prezervacios
folyadékban 2 oran at torténd tarolas utan ezzel Osszemérhetdé mennyiségben, 0,643 ug/ml
koncentracidban mutathato ki.

A klinikai gyakorlatban a maximalis CIT hosszanak megallapitasa nagymértékben szerv,
orszag - ¢és centrumfiiggd: vese esetében maximum 48 oOran beliil, de optiméalisan 16 ora alatt sor kell
keriiljon a KTx-re [407]. Irodalmi adatok alapjan a graftok szovettani karosodasa 6-8 oras hideg
iszkémiat kovetden a legkifejezettebb [405] kisérleteinkben ezért tobb iddintervallumot (2, 3 8, és 24
orat) alkalmaztunk az optimalis €s a még toleralhato ideig tartd CIT okozta karosodas vizsgalatara.

Kimutattuk, hogy a S1R agonistat tartalmaz6 folyadékban (FLU, SA-4502, PRE) torténd
tarolds jelentdsen csokkenti a beiiltetésre vard vese struktiralis kdrosoddsat, enyhébb a tubularis
dilatacié, mérsékeltebb az apoptdzis. Kiemelendd, hogy a S1R tartalmt folyadékban tarolt vesék
esetében még 24 ora elteltével sem detektaltunk olyan mértéki széveti karosodast, mint a kontroll
oldatban mar 2 oras tarolast kovetden. Ez tobb szempontbol is nagyon fontos kiilonbség, egyrész a
S1R tartalmt oldat hosszabb tarolast tesz lehetévé, a szerv sziikség esetén messzebbre szallithato,
tobb 1d6 van a legmegfelelobb donor-recipiens egyezés felkutatdsara, a mutéti felkészitésre. Méasik
oldalrdl ugyanannyi id6 alatt enyhébb karosodas alakul ki a FLU-tartalmt oldatban. Ez azért
kiilonosen jelentds, mert a populacid idésodésével nem csak a varodlistan 1évo betegek altalanos
allapota rosszabb, de a donorok életkoranak novekedésével a betiltetésre varo graftok is esetenként
rosszabb allapotuak, tehat nem mindegy, hogy milyen tovéabbi karosodast szenvednek el a hideg

tarolas alatt.
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A SIR agonistdk renoprotektiv hatdsa megmaradt a KTx-et kdvetden is. A FLU tartalma

prezervacids folyadékban tarolt veséket kapo allatokban 24 6réval az atiiltetést kovetden alacsonyabb
volt a retencidos paraméterek €s az AST szintje, csOkkent a Kim-I és NGAL renalis mRNS
expresszidja. Ebben a modellben nem a vizelettel iirtild KIM-1 és NGAL fehérje mennyiségét mértiik,
hanem a rendlis expresszidt, mert néhany esetben (kiilondsen a kezeletlen csoportban) az els6 24
oraban még nem volt elegendd vizelete az allatoknak.

A funkcionalis €s hisztoldgiai karosodasok javulasa mellett, a SIR prezervacids folyadékban
tarolt graftokban enyhébb volt az apoptozis és alacsonyabb volt egyes proinflammatorikus citokinek
szintje is, ami a korabbi vizsgalatainkkal megegyezden a S1R agonistak anti-inflammatorikus hatasat
tamasztja ald. Az SA-4502 kezelés sok parameter tekintetében kedvezébbnek bizonyult a FLU-nal.
A beiiltetett graftban a perfuzio két-foton mikroszkoppal torténd vizsgalataval tobbszor sikertelentil
probalkoztunk, kdvetkezékben Doppler ultrahanggal vagy rendlis fMRI-vel tervezziik tanulmanyozni
a véraramlas valtozasat. A vizsgalatok jelenleg is folynak, tovabbi méréseket végziink egyrészt a
molekularis mechanizmus tisztazasara, masrészt valtoztajuk a tarolasi koriilményeket, emeljiik a
homérsekeletet €s tervezziik egy egy perfuzids késziilék beszerzését, mellyel a folyamatos machine-
perfusion megvalosithato.

Allatkisérleteink bizonyitottak, hogy a S1R agonista kezelés javitja a beiiltetett vese rovid, és
kozéptava mikodését, csokkenti a mutét kovetkeztében létrejovd oxigénhiany okozta szoveti
karosodast, elosegitve ezzel a KTx sikerét. A dolgozatban bemutatott adatokbol késziilt “medical
device” tipust szabadalmi beadvany (PCT/HU2017/050051), mely a S1R agonistdk prezervacios
folyadékban torténd alkalmazasanak jotékony hatasait irja le mar nemzetkdzi fazisban van,

bejegyzése az egyes orszagokban 2020 végén kezdddik.
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VII. OSSZEFOGLALAS, UJ MEGALLAPITASOK

Doktori értekezésemben a cukorbetegség sokszervi szovédményeit, elsésorban a depresszio ¢és a

DKD uj patomechanizmusait és kezelési lehetdségeit vizsgaltam. Az in vitro modellekben ¢és

diabéteszes, iszkémids illetve transzplanticios kisérletekben tett legfontosabb megéllapitasaim a

kovetkezok:

1.

Megallapitottuk, hogy TIDM-ben a hiperglikémia depressziora jellemzd viselkedést és
neuroendokrin valtozasokat indukal. Els6ként igazoltuk a S1R - BDNF jelatviteli titvonal, illetve

a kiilonb6z6 BDNF izoformak szerepét a depresszid patomechanizmuséaban.

Kimutattuk, hogy a hosszitavii FLU terapia hatékony a T1DM-hez tarsuldo depressziod
kezelésében. Alatamasztottuk, hogy a FLU antidepresszans hatdsaban a SIR aktivacioja részt

VESZ.

Els6ként bizonyitottuk, hogy az ARB-k mellett, az ACEi-kel és MR antagonistakkal végzett

crer

Igazoltuk, hogy mindegyik RAASi noveli a hippokampuszban a TrkB - Erk - CREB - Bcl2
szignaltranszdukci6s tutvonal fehérjéinek mennyiségét, eldsegitve az idegsejtek tulélését,
regeneralodasat €s a szinapszisok formalodasat. Kimutattuk tovabba, hogy a depresszid
patomechanizmusdban a pro-apoptotikus utvonal kevésbé jelentds és a RAASI antidepresszans

hatésa is fiiggetlen a prekurzor BDNF - p75Ntr - JNK -Bax jelatviteltol.

Leirtuk, hogy a non-depresszor dodzisban, monoterdpiaban adott RAASi kezelések
renoprotektivek, mérsékelik a vesefunkcid besziikiilését ¢s antifibrotikus hatasuiak T1DM
indukalt DKD patkanymodellben. Kimutattuk, hogy az MR antagonistdk monoterapias
hatékonysadga megegyezik, sét egyes paraméterek tekintetében meghaladja a tobbi RAASI

készitményét, melynek hatterében az aldoszteron-szokés gatlasa is feltételezhetd.
Elséként hasznaltuk a non-invaziv, Protein Fingerprint™ peptideket DKD-ban az antifibrotikus

terapia hatékonysaganak kovetésére. Kimutattuk, hogy ezek a biomarkerek jol korreldlnak a

hisztoldgia karosodassal és megfelelden jelzik a rendlis fibrozis jelenlétét.

154



dc_1685_19
7.

10.

11.

12.

13.

14.

Igazoltuk, hogy a RAASi kezelés kozvetleniil gatolja a fibroblaszt/miofibroblaszt
transzformaciot, ami felveti, hogy ezek a sejtek a RAASi primer terdpids célpontjaként is

szolgalhatnak.

Leirtuk, hogy DKD-ban a gliikotoxicitas kozvetitésének egyik kulcsmehanizmusa a fehérjék
fokozott az O-GlcNAcilacidja. Elsdként mutattuk ki az O-GlcNacilacio enzimeinek kiillonb6zo
izoformait és azok mennyiségének 1dofiiggd valtozasait. Bizonyitottuk, hogy hiperglikémia
hatdsara a peNOS szint csokken, melynek hatterében részben az enzim fokozott O-

GlcNAciléciojat feltételezziik.

Megallapitottuk, hogy a RAASI kezelés a fehérjék O-GIlcNAcilacidjat csokkenti. Kimutattuk,
hogy a hatasért nem az OGT szint cs6kkenése, hanem az oldallancok eltavolitasat végz6 OGA-

L novekedése felelbs.

Igazoltuk, hogy hiperglikémidban a NKA funkcidja karosodik, mert az enzim fizioldgias helyérdl

athelyezddik a citoplazmaba. A vele kolokalizaltan elhelyezkedd HSP72 szintje csokken, ami a

crer

kivédik.

Kimutattuk, hogy a DAPA kezelés hatékonyan és biztonsagosan (sulyos hipo, ill. hiperglikémiés
epizodok nélkiil) csokkenti a vesefunkcid romlasat és a vese strukturalis karosodasat. A
tubuluskarosodasra specifikus (KIM-1 és NGAL) szintek, valamint a vizelettel iiriilé fibrézis

biomarkerek (rProC3 és TUM) szintje szintén mérséklodik.

Megallapitottuk, hogy a DAPA hatékonyan csokkenti a DM indukalt fibrotikus valaszt, gatolja
a profibrotikus Ctgf és Pdgfb termelddését, ezaltal mérsékli a miofibroblaszt atalakulast és az

ECM komponensek (kollagének és fibronektin) termelddését.

Proximalis tubulus sejteken és a teljes vesében egyarant kimutattuk, hogy a DAPA kezelés
csokkenti a hiperglikémia indukalt O-GlcNAcilaciét, elsdsorban a szintézisért felelds enzim, az

OGT —gatlaséan keresztiil.

Bizonyitottuk, hogy a hiperglikémidval parhuzamosan jelenlévd hipoxia miatt indukalodo
profibrotikus faktorokat a DAPA kezelés csokkenti, igy mésik itvonalon, az oxigénhiany okozta

karosodas mérséklésével is hozzajarul a fibrozis megeldzéséhez és a vesefunkcio javitasahoz.
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Megallapitottuk, hogy a DAPA monoterapidban ugyanolyan hatékony az in vivo és in vitro

kisérletekben, mint a non-depresszor dozisu lozartannal torténd kombinalt kezelésben.

Elsoként irtuk le a SIR expresszids mintdzatat kiilonbozd nefronszegmensekben. A receptor
legnagyobb mennyiségben a kortexben, kisebb mennyiségben a medullaban és a papillédban is

megtalalhato.

El6szor bizonyitottuk a S1R agonistak antifibrotikus hatasat a vesében. Kimutattuk, hogy a FLU
dozisfiiggd modon, hatékonyan csdkkenti a DKD-ban jelentkezé vesefunkcié romlést, mérsékli

a mikroalbuminuriat, és az ECM felszaporodast.

Leirtuk, hogy nem csak a FLU, de mas, specifikusabb SIR agonistdk (SA4503, PRE-084) is

crer

antagonista NE100 felfiiggesztette a javulast, ez alatdmasztja a S1R medialt renoprotektiv hatast.

Kimutattuk, hogy az 0sztrogén, a SI1R perinuklearis régiobol citoplazmaba torténd
athelyezddését indukalja. A transzlokacio kovetkeztében fokozodik a hdsokk valasz fehérjéinek
(HSF, HSP72, HSP27) termelddése. NOstényekben a NKA miikddése, az enzim lokalizécioja az
iszkémids inzultust kdvetden megtartottabb, ami részben az aktivabb chaperon-hatasnak

tulajdonithato.

Bizonyitottuk a FLU kezelés védé hatasét a renalis IRI-vel szemben. Uj molekularis utvonal, a
S1R transzlokacion keresztiil megvalosuld, Akt - NO medialt vazodilatacid szerepét igazoltuk a

kedvezdbb posztiszkémias talélés és vesefunkcid hatterében, ami felveti a SIR, mint 0 igéretes

crer

Leirtuk, hogy a S1R agonista kezelés javitja a beiiltetett vese rovid, €s kozéptava mitkodését,
csokkenti a mutét kovetkeztében 1étrejovo oxigénhidny okozta szoveti karosodast, eldsegitve

ezzel a vesetranszplantacio sikerét.

156



dc_1685_19
VIII.

SUMMARY AND NOVEL FINDINGS

. We determined that hyperglycemia provokes depressive-like behavior and neuroendocrine

alterations in TIDM. We established the roles of the SIR-BDNF signaling pathway and

various BDNF isoforms in the pathomechanism of depression.

We showed that long-term FLU therapy is effective in the treatment of T1DM-associated

depression. We verified the role of SIR activation in the antidepressant action of FLU.

. We were the first to prove that long-term treatment with ARBs as well as ACEi and MR

antagonists is effective in the therapy of T1DM-associated depression.

We determined that the pro-apoptotic pathway is less significant and the antidepressant effect
of RAASI is independent of precursor BDNF - p75Ntr - JNK - Bax signaling. Moreover, we
showed that all RAASI increase protein levels of the TrkB - Erk - CREB - Bcl2 signaling
pathway in the hippocampus, thereby promoting neuronal survival, regeneration and synapsis

formation.

We demonstrated that RAASI are renoprotective in monotherapy, in a non-depressor dose.
They mitigate renal functional decline and have an antifibrotic effect in the rat model of
T1DM-induced DKD. We showed that efficacy of MR antagonists in monotherapy is similar,
or in certain parameters superior to other RAASi, possibly due to the blockade of aldosterone-

escape.

We introduced Protein Fingerprint™ peptides to follow the efficacy of anti-fibrotic therapy
in DKD. We confirmed that these biomarkers correlate well with histological damage and are

ample indicators of renal fibrosis.

We verified that RAASI treatment directly inhibits fibroblast/myofibroblast transformation,

which suggests that these cells may be a primary therapeutic target of RAASI.

We showed that increased protein O-GlcNAcylation is a key mechanism of glucotoxicity. We
determined various isoforms of O-GlcNAcylation enzymes and their temporal alterations. We
established that peNOS levels decrease in response to hyperglycemia, possibly due to its
increased O-GlcNAcylation.

157



dc_1685_19

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

We determined that RAASI treatment reduces protein O-GlcNAcylation. This effect is not
caused by decreased levels of OGT, but rather by OGA-L increment, which is responsible for

the removal of O-GlcNAc moieties.

We confirmed that NKA becomes dysfunctional in hyperglycemia due to translocation from
its physiological location to the cytoplasm. HSP72 is co-localized with NKA and its decreased
quantities lead to wvulnerability to glucotoxicity. RAASi treatment prevents NKA

translocation.

We showed that DAPA effectively and safely (without severe hypo- or hyperglycemic
episodes) diminishes renal functional decline and structural deterioration. Levels of specific
tubular injury markers KIM-1 and NGAL, as well as urinary biomarkers of fibrosis (rProC3
and TUM) also decreased.

We demonstrated that DAPA effectively abates DM-induced fibrotic response. DAPA blocks
pro-fibrotic Crtgf and Pdgf production, thus curtailing myofibroblast transformation and the

production of ECM components (collagens and fibronectin).

We showed both in proximal tubular cells and whole kidneys that DAPA treatment reduces
hyperglycemia-induced O-GlcNAcylation primarily by inhibiting OGT, the enzyme

responsible for synthesis.

Hypoxia develops in parallel with hyperglycemia and induces pro-fibrotic factor production
in the kidney. We demonstrated that DAPA treatment reduces these factors, and is thus

involved in the prevention of fibrosis and renal functional deterioration by mitigating hypoxic

injury.

We established that DAPA is similarly effective in monotherapy as in combination with a

non-depressor dose of losartan in both in vivo and in vitro experiments.

We were the first to describe the expression pattern of S1R in various nephron segments. The
receptor can be found in the cortex in high quantities and to a lesser extent in the medulla and

papilla.
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17.

18.

19.

20.

21.

We demonstrated the anti-fibrotic effect of S1R agonists in the kidney. We showed that FLU
effectively mitigates renal functional deterioration in DKD, reduces microalbuminuria and

ECM production in a dose-dependent manner.

We showed that not only FLU, but also other more specific SIR agonists (SA4503, PRE-084)
directly inhibit fibroblast proliferation and ECM component production. Addition of an
antagonist suspended the improvement, which confirms that the renoprotective effect is S1R-

mediated.

We verified that estrogen induces S1R translocation from the perinuclear region to the
cytoplasm. Due to this, production of heat shock response proteins (HSF-1, HSP72, HSP27)
is promoted. In females NKA function and localization are more preserved after an ischemic

insult, which can in part be attributed to more robust chaperone activity.

We demonstrated the protective role of FLU treatment against renal IRI. We described a novel
molecular pathway where S1R translocation induces Akt - NO mediated vasodilation.
Activation of this pathway improves post-ischemic survival and kidney function, which

suggests that S1R could be a promising new target for the treatment of AKI.
We demonstrated that irrespective of the original preservation fluid, addition of S1R agonists

improves short- and mid-term graft function and minimizes hypoxic tissue injury, thereby

improving KTx outcomes.

159



dc_1685 19
IX. A DISSZERTACIO ALAPJAUL SZOLGALO, A PHD ERTEKEZEST

KOVETOEN MEGJELENT ELSO - VAGY UTOLSOSZERZOS
KOZLEMENYEK
Angol nyelvii:

1. Balogh DB, Molnar A, Hosszu A, Lakat T, Hodrea J, Szabo AJ, Lenart L, Fekete A. Antidepressant
effect in  diabetes-associated depression: A  novel potential of RAAS inhibition.

Psychoneuroendocrinology. 2020 Aug;118:104705. IF: 4,732

2. Hodrea J, Balogh DB, Hosszu A, Lenart L, Besztercei B, Koszegi S, Sparding N, Genovese F, Wagner
LJ, Szabo AJ, Fekete A. Reduced O-GlcNAcylation and tubular hypoxia contribute to the antifibrotic
effect of SGLT?2 inhibitor dapagliflozin in the diabetic kidney. Am J Physiol Renal Physiol. 2020 Apr
1;318(4):F1017-F1029. IF: 3,114

3. Lenart L, Balogh DB, Lenart N, Barczi A, Hosszu A, Farkas T, Hodrea J, Szabo AJ, Szigeti K, Denes
A, Fekete A. Novel therapeutic potential of ATIR blockade in a rat model of diabetes-associated
depression parallels altered BDNF signalling. Diabetologia. 2019 Aug;62(8):1501-1513. IF: 7,518

4. Koszegi S, Molnar A, Lenart L, Hodrea J, Balogh DB, Lakat T, Szkibinszkij E, Hosszu A, Sparding N,
Genovese F, Wagner L, Vannay A, Szabo AJ, Fekete A. RAAS inhibitors directly reduce diabetes-
induced renal fibrosis via growth factor inhibition. J Physiol. 2019 Jan;597(1):193-209. IF: 4,984

5. Hosszu A, Antal Z, Veres-Szekely A, Lenart L, Balogh DB, Szkibinszkij E, Illesy L, Hodrea J, Banki
NF, Wagner L, Vannay A, Szabo AJ, Fekete A. The role of Sigma-1 receptor in sex-specific heat shock
response in an experimental rat model of renal ischaemia/reperfusion injury. Transpl Int. 2018

Nov;31(11):1268-1278. IF: 3,526
6. Nemcsik J, Laszlo A, Lénart L, Eorsi D, Torzsa P, Kordsi B, Cseprekal O, Tislér A, Tabak A, Gonda
X, Rihmer Z, Hodrea J, Nemcsik-Bencze Z, Fekete A. Hyperthymic affective temperament and

hypertension are independent determinants of serum brain-derived neurotrophic factor level. Ann Gen

Psychiatry. 2016 Jul 29;15:17. IF: 1,785

7. Hosszu A, Antal Z, Lenart L, Hodrea J, Koszegi S, Balogh DB, Banki NF, Wagner L, Denes A, Hamar
P, Degrell P, Vannay A, Szabo AJ, Fekete A. c1-Receptor Agonism Protects against Renal Ischemia-
Reperfusion Injury. J Am Soc Nephrol. 2017 Jan;28(1):152-165. IF: 8,655

8. Gellai R, Hodrea J, Lenart L, Hosszu A, Koszegi S, Balogh D, Ver A, Banki NF, Fulop N, Molnar A,
Wagner L, Vannay A, Szabo AJ, Fekete A. Role of O-linked N-acetylglucosamine modification in
diabetic nephropathy. Am J Physiol Renal Physiol. 2016 Dec 1;311(6):F1172-F1181. IF: 3,611

9. Lenart L, Hodrea J, Hosszu A, Koszegi S, Zelena D, Balogh D, Szkibinszkij E, Veres-Szekely A,
Wagner L, Vannay A, Szabo AJ, Fekete A. The role of sigma-1 receptor and brain-derived neurotrophic

160



dc_ 1685 19
factor in the development of diabetes and comorbid depression in streptozotocin-induced diabetic rats.

Psychopharmacology (Berl). 2016 Apr;233(7):1269-78. IF: 3,308

10. Banki NF, Ver A, Wagner LJ, Vannay A, Degrell P, Prokai A, Gellai R, Lenart L, Szakal DN, Kenesei
E, Rosta K, Reusz G, Szabo AJ, Tulassay T, Baylis C, Fekete A. Aldosterone antagonists in monotherapy
are protective against STZ-induced diabetic nephropathy in rats. PLoS One. 2012;7(6):¢39938. IF: 3,730

11. Fekete A, Rosta K, Wagner L, Prokai A, Degrell P, Ruzicska E, Vegh E, Toth M, Ronai K, Rusai K,
Somogyi A, Tulassay T, Szabo AJ, Ver A. Na+K+-ATPase is modulated by angiotensin II in diabetic rat
kidney-another reason for diabetic nephropathy? J Physiol. 2008 Nov ;586(22):5337-48. IF: 4,650

Magyar nyelvii:

12. Hodrea J, Balogh DB, Lénart L, K6szegi S, Hosszl A, Vannay A,Wagner JL,Reusz Gy,Szabo AJ ,
Fekete A. A natrium-gliik6z-kotranszporterek szerepe a diabeteses nephropathiaban. Hypertonia Nephrol

2015 19(4):153-158.

13. Fekete A, Vannay A. A diabeteses nephropathia jelentdsége gyermekkorban. Klinikum és alapkutatas
az elmult évtizedekben Importance of diabetic nephropathy in childhood. Clinical findings and basic

research in recent decades. Orv Hetil. 2014 Jan 26;155(4):141-50.

14. Hodrea J, Lenart L, Gellai R, Koszegi S, Wagner LJ, Banki NF, Ver A, Vannay A, Tulassay T, Fekete
A. A diabeteshez tarsuld depresszi6 patomechanizmusa. Belorv Arch. 2013;(4):198-203.

15. Banki NF, K6szegi S, Wagner L. Lénart L, Varga D, Gellai R, Hodrea J, Vér A, Szab6 AJ, Tulassay
T, Fekete A. Uj terapias tampontok a diabéteszes nephropathia kezelésében: a renin-angiotenzin—

aldoszteron-rendszer €s a Na/K ATP-az szerepe. Gyermekgyogyaszat 2013;64:70-73.
15. Fekete, Andrea ; Rusai, Krisztina ; Miiller, Veronika ; Prokai, Agnes ; Vannay, Adam ; Vér, Agota ;
Béanki, Nora ; Gal, Krisztina ; Tulassay, Tivadar ; Reusz, Gyorgy; Szabd AJ. Iszkémia/reperfuzios

vesekarosodas patomechanizmusanak experimentalis vizsgalata Gyermekgyogyaszat 2009;(60):1; 14-20.

16. Fekete A, Vannay, A, Tulassay T, Végh E, Szabo AlJ, Vér A. Nemi kiilonbségek az ischaemia-
reperfuzios karosodas okozta akut veseelégtelenségben: a Na/K-ATPaz szerepe. Hypertonia Nephrologia

2005;(1); 53-54.

KONYVFEJEZETEK:

14. Hosszu A, Kaucsar T; Seeliger E, Fekete A. Animal Models of Renal Pathophysiology and Disease,
In: Pohlmann, Andreas (szerk.) Preclinical MRI of the Kidney: Methods and Protocols, New York (NY),
Amerikai Egyesiilt Allamok: Springer US, (2021) pp. in-press.

161



dc_1685_19
15. Hosszu A, Kaucsar T; Seeliger E, Reimann HM, Fekete A. Preparation and Monitoring of Small

Animals in Renal MRI In: Pohlmann, Andreas (szerk.) Preclinical MRI of the Kidney: Methods and
Protocols, New York (NY), Amerikai Egyesiilt Allamok: Springer US, (2021) pp. in-press.

16. Fekete A, Szab6 AJ, Banki NF, Gyorffy B, Vasarhelyi B, Tulassay T. Chapter VIII- Pooling Analysis
of Genetic Data: Heat Shock Protein HSPA1B (1267) G Allele: A Possible Selection Factor for
Civilization Diseases?! In: E, Morel; C, Vincent (szerk.) Heat shock proteins : New Research New York

(NY), Amerikai Egyesiilt Allamok : Nova Science Pub, (2008) pp. 153-163, Scopus

17. Szabo AJ, Fekete A. Kisérletes transzplantacid, In: Perner, Ferenc; Petranyi, Gyoz6 (szerk.)

Szervatiiltetés, Budapest, Magyarorszag: Medicina Konyvkiadé Zrt.,(2013) pp. 455-463.

SZABADALMAK

14. Fekete A, Vannay A. Use of Sigma-1 receptor compounds US-2016346290-A1
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/patent/US2016346290

15. Fekete A, Hosszi A, Vannay A. Composition for organ preservation W02018096376
https://patentscope.wipo.int/search/en/detail

162



dc_1685 19
X. TUDOMANYOS TEVEKENYSEG OSSZEGZESE

Fekete Andrea tudomanyos és oktatasi kdzleményeinek dsszefoglalasa
MTA V. Orvostudomanyi Osztaly (2020.09.28)
Szama Hivathorasok!

Osszesan Részlatezve Fiiggetlan Dsszes
I. Folydirateikik? 79 = = 22

srakcikk mamzetkazi folydiratban, idegen nyalvi — 55 1433 16886

srakcikik, hazai idegen myaelvi - 1 1 2

szakcikk, magyar nyelvi - ] B G

Tudomanyos s oktatasi kizlemenyek

srakcikk, soksrerzds, érdemi szerzikent? R o
dsszefoglald kozlamény - 15 144 153
rivvid kdelamény -

Il Kinyw L] -— -— -
a) Szakkdnyv, kézikdnyy, lankimyv szerzdként 1]

idegan nyelvl -

0
magyar nyahi - [}
aa) Felsdoklalasi lankdnyy — o

b} Szakkinyv, kézikdnyv, konferenciakotet, tankdnyv
szerkeszioként
idegen nyehd —

=
|
i
I
|

magyar nyelvi -
b} Felsdoktatasi lankanyy -
Ill. Kinyraszlet Fi
idegen nyelvl -

o|lo|o
i
I
|

magyar nyehi -
cc) Felsdoklatasi lankanyviejezet -

IR

V. Konferenciakzlemény? a —
Oktalasi kdzlemények bsszesen (Il.aa.bb-lll.cc) —
Tudomanyos kbzlemanyek dsszesan (1-1V.) —
Tudomanyos és okialas| kizleményeak dsszesan [-IW.)

O pa
g
i
g

=
|
2
B
g

V. Tovabbi tudomanyos miivek a5 — = s

Towvabbi tudomanyos mivek, ide értve a nem Leljas
falydiralcikkekel &5 a nem ismerd lekloraltsagd folydiratokban — a2 0 1]
megjalant laljes folydiralckkakel s

Srarkeszibségl levelazés, hozzasrolasok, valaszok - [} 1] 1]
Ditalmak. szabadalmak — 3 0 1]

V1. Hivatkozott absztraktok? 1 — 1 1
Osszes hivatkozas' — — 1585 1848
Hirsch index® 23 — — =
g index® 43 — — _

Specialis tudomanymetriai adatok Szama Osszes hivatkozas
Elsd szerzds teljes folydiratcikkek szama® 1 301

Utalsd szerzis teljes folydiratcikkek szama® 114 102

A tludomanyos fokozat (PhD) elnyerése utani (2004) teljes
tudomanyos folyoiratcikkek szama

Az utolsd 10 év (2010 - 2020) tudomanyos, teljes, lektoralt
tudomayos folyoiratcikkeinek szama

A legmagasabb hivatkozottsaga kbzlemény hivatkozasainak
szama (az dsszes hivatkozas szazalekaban)

Hivatkozasok szama, amelyek nem szerepeinek a WoSiScopus
rendszerben

Jelentés, guideline a o
Csoportos (multicentrikus) Kizleményben kollaboracios
kozremikads’

0 1

48 524

383 21.27%

— 138

0 4]

163



dc_1685 19
XI. IRODALOMJEGYZEK

1. Cho, N.H., et al., IDF Diabetes Atlas: Global estimates of diabetes prevalence for 2017 and projections for 2045.
Diabetes Res Clin Pract, 2018. 138: p. 271-281.

2. Whiting, D.R., et al., IDF diabetes atlas: global estimates of the prevalence of diabetes for 2011 and 2030. Diabetes
Res Clin Pract, 2011. 94(3): p. 311-21.

3. Jermendy, G., et al., Prevalence rate of diabetes mellitus and impaired fasting glycemia in Hungary: cross-sectional
study on nationally representative sample of people aged 20-69 years. Croat Med J, 2010. 51(2): p. 151-6.

4. Jermendy, G., et al., 4 diabetes mellitus korismézése, a cukorbetegek kezelése és gondozdsa a felndttkorban, in A
Magyar Diabétesz Tarsasag szakmai iranyelve. 2011: Diabetologia Hungarica. p. 5-72.

5. American Diabetes, A., Economic Costs of Diabetes in the U.S. in 2017. Diabetes Care, 2018. 41(5): p. 917-928.

6. American Diabetes, A., Diagnosis and classification of diabetes mellitus. Diabetes Care, 2004. 27 Suppl 1: p. S5-
S10.

7. Alberti, K.G. and P.Z. Zimmet, Definition, diagnosis and classification of diabetes mellitus and its complications.
Part 1: diagnosis and classification of diabetes mellitus provisional report of a WHO consultation. Diabet Med, 1998.
15(7): p. 539-53.

8. Pinhas-Hamiel, O. and P. Zeitler, Acute and chronic complications of type 2 diabetes mellitus in children and
adolescents. Lancet, 2007. 369(9575): p. 1823-31.

9. Narayan, K.M., et al., Lifetime risk for diabetes mellitus in the United States. JAMA, 2003. 290(14): p. 1884-90.
10. Scheen, A.J., Pathophysiology of type 2 diabetes. Acta Clin Belg, 2003. 58(6): p. 335-41.

11. Tulassay, Z., A belgyogydszat alapjai 2. 2010.

12. Wittmann, 1., Diabetologia jegyzet orvostanhallgatok szamara.

13. Zendjabil, M., Biological diagnosis of diabetes mellitus. Pathol Biol (Paris), 2015.

14.Gaal, Z., et al., Egészsegiigyi szakmai iranyelv — A diabetes mellitus korismézésérdl, a cukorbetegek
antihyperglykaemids kezelésérdl és gondozasardl felndttkorban Diabetologia Hungarica, 2017. 25(1): p. 3-77.

15.Szollar, L., 4 szénhidrat anyagcsere zavarai. Korélettan. 2005, Budapest: Semmelweis Kiado. 187-207.
16. Kikkawa, R., Chronic complications in diabetes mellitus. Br J Nutr, 2000. 84 Suppl 2: p. S183-5.
17.IDF Diabetes Atlas 4th. 2009.

18.Foley, R.N., et al., Chronic kidney disease and the risk for cardiovascular disease, renal replacement, and death in
the United States Medicare population, 1998 to 1999. ] Am Soc Nephrol, 2005. 16(2): p. 489-95.

19. Andrade, L., et al., The epidemiology of major depressive episodes: results from the International Consortium of
Psychiatric Epidemiology (ICPE) Surveys. Int ] Methods Psychiatr Res, 2003. 12(1): p. 3-21.

20. Kopp, M., Berghammer, R.,, Orvosi Pszichologia. 2005: p. 309-321.

21.Dieleman, J.L., et al., US Spending on Personal Health Care and Public Health, 1996-2013. JAMA, 2016. 316(24):
p. 2627-2646.

22. Collaborators, G.B.D.U.H.C., Measuring universal health coverage based on an index of effective coverage of health
services in 204 countries and territories, 1990-2019: a systematic analysis for the Global Burden of Disease Study
2019. Lancet, 2020.

23. APA, Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders. 2000: Washington, DC.

24. WHO, Classification of Mental and Behavioural Disorders: Clinical Descriptions and Diagnostic Guidelines. 1992:
Geneva, Switzerland.

25.Kollégium, P.S., Az Egészségiigyi Minisztérium Szakmai Protokollja. 2008.
26.Zung, W.W., A Self-Rating Depression Scale. Arch Gen Psychiatry, 1965. 12: p. 63-70.

27.Zigmond, A.S. and R.P. Snaith, The hospital anxiety and depression scale. Acta Psychiatr Scand, 1983. 67(6): p. 361-
70.

28.Beck, A.T., et al., An inventory for measuring depression. Arch Gen Psychiatry, 1961. 4: p. 561-71.

29.Hidasi, Z., P. Salacz, and E. Csibri, Depresszié neuropszichiatriai betegségekben - Osszefoglalé kozlemény.
Ideggyogy Sz, 2012(65(1-2)): p. 6-15.

164



dc_1685_19

30. Sheline, Y.L, et al., Hippocampal atrophy in recurrent major depression. Proc Natl Acad Sci U S A, 1996. 93(9): p.
3908-13.

31.Sanacora, G., et al., Targeting the glutamatergic system to develop novel, improved therapeutics for mood disorders.
Nat Rev Drug Discov, 2008. 7(5): p. 426-37.

32. Willis, T., Diabetes: A Medical Odyssey. New York: Tuckahoe 1971.

33. Rubin, R.R. and M. Peyrot, Was Willis right? Thoughts on the interaction of depression and diabetes. Diabetes Metab
Res Rev, 2002. 18(3): p. 173-5.

34. Anderson, R.J., et al., The prevalence of comorbid depression in adults with diabetes: a meta-analysis, in Diabetes
Care. 2001. p. 1069-78.

35.Eaton, W.W., et al., Depression and risk for onset of type Il diabetes. A prospective population-based study. Diabetes
Care, 1996. 19(10): p. 1097-102.

36. Mezuk, B., et al., Depression and type 2 diabetes over the lifespan: a meta-analysis. Diabetes Care, 2008. 31(12): p.
2383-90.

37.de Groot, M., et al., Association of depression and diabetes complications: a meta-analysis. Psychosom Med, 2001.
63(4): p. 619-30.

38. Foss-Freitas, M.C., et al., Evaluation of cytokine production from peripheral blood mononuclear cells of type 1
diabetic patients. Ann N'Y Acad Sci, 2008. 1150: p. 290-6.

39. Rapoport, M.J., et al., THI/TH2 cytokine secretion of first degree relatives of TIDM patients. Cytokine, 2005. 30(5):
p- 219-27.

40.Li, J., M. Huang, and X. Shen, The association of oxidative stress and pro-inflammatory cytokines in diabetic patients
with hyperglycemic crisis. J Diabetes Complications, 2014. 28(5): p. 662-6.

41.Maury, E. and S.M. Brichard, Adipokine dysregulation, adipose tissue inflammation and metabolic syndrome. Mol
Cell Endocrinol, 2010. 314(1): p. 1-16.

42. Trottier, M.D., et al., Enhancement of hematopoiesis and lymphopoiesis in diet-induced obese mice. Proc Natl Acad
Sci U S A, 2012. 109(20): p. 7622-9.

43.Felger, J.C. and F.E. Lotrich, Inflammatory cytokines in depression: neurobiological mechanisms and therapeutic
implications. Neuroscience, 2013. 246: p. 199-229.

44.Chandler, S., et al., Matrix metalloproteinases, tumor necrosis factor and multiple sclerosis: an overview. ]
Neuroimmunol, 1997. 72(2): p. 155-61.

45.Menard, C., et al., Social stress induces neurovascular pathology promoting depression. Nat Neurosci, 2017. 20(12):
p- 1752-1760.

46. Valdearcos, M., et al., Microglial Inflammatory Signaling Orchestrates the Hypothalamic Immune Response to
Dietary Excess and Mediates Obesity Susceptibility. Cell Metab, 2018. 27(6): p. 1356.

47.Raison, C.L., L. Capuron, and A.H. Miller, Cytokines sing the blues: inflammation and the pathogenesis of depression.
Trends Immunol, 2006. 27(1): p. 24-31.

48. Stuart, M.J. and B.T. Baune, Depression and type 2 diabetes: inflammatory mechanisms of a psychoneuroendocrine
co-morbidity. Neurosci Biobehav Rev, 2012. 36(1): p. 658-76.

49.Jarnum, H., et al., Longitudinal MRI study of cortical thickness, perfusion, and metabolite levels in major depressive
disorder. Acta Psychiatr Scand, 2011. 124(6): p. 435-46.

50. Tiemeier, H., et al., Cerebral haemodynamics and depression in the elderly. J Neurol Neurosurg Psychiatry, 2002.
73(1): p. 34-9.

51.Direk, N., et al., Cerebral hemodynamics and incident depression: the Rotterdam Study. Biol Psychiatry, 2012. 72(4):
p- 318-23.

52.Mirabito Colafella, K.M., D.M. Bovée, and A.H.J. Danser, The renin-angiotensin-aldosterone system and its
therapeutic targets. Exp Eye Res, 2019. 186: p. 107680.

53.Johnston, C.I. and J. Risvanis, Preclinical pharmacology of angiotensin Il receptor antagonists: update and
outstanding issues. Am J Hypertens, 1997. 10(12 Pt 2): p. 306S-310S.

54. Welches, W.R., K.B. Brosnihan, and C.M. Ferrario, 4 comparison of the properties and enzymatic activities of three
angiotensin processing enzymes: angiotensin converting enzyme, prolyl endopeptidase and neutral endopeptidase
24.11. Life Sci, 1993. 52(18): p. 1461-80.

165



dc_ 1685 19
55.Weber, K.T. and C.G. Brilla, Pathological hypertrophy and cardiac interstitium. Fibrosis and renin-angiotensin-
aldosterone system. Circulation, 1991. 83(6): p. 1849-65.

56. Steckelings, U.M., E. Kaschina, and T. Unger, The AT2 receptor--a matter of love and hate. Peptides, 2005. 26(8): p.
1401-9.

57.Sakai, K. and C.D. Sigmund, Molecular evidence of tissue renin-angiotensin systems: a focus on the brain. Curr
Hypertens Rep, 2005. 7(2): p. 135-40.

58. Ganten, D., R. Boucher, and J. Genest, Renin activity in brain tissue of puppies and adult dogs. Brain Res, 1971.
33(2): p. 557-9.

59.Schelling, P., et al., A micromethod for the measurement of renin in brain nuclei: its application in spontaneously
hypertensive rats. Neuropharmacology, 1982. 21(5): p. 455-63.

60.Iwai, N. and T. Inagami, Quantitative analysis of renin gene expression in extrarenal tissues by polymerase chain
reaction method. J Hypertens, 1992. 10(8): p. 717-24.

61. Hermann, K., et al., Presence of renin in primary neuronal and glial cells from rat brain. Brain Res, 1987. 437(2): p.
205-13.

62. Phillips, M.I. and B. Stenstrom, Angiotensin I in rat brain comigrates with authentic angiotensin Il in high pressure
liquid chromatography. Circ Res, 1985. 56(2): p. 212-9.

63.Iovino, M., et al., Brain Angiotensinergic Regulation of the Immune System: Implications for Cardiovascular and
Neuroendocrine Responses. Endocr Metab Immune Disord Drug Targets, 2020. 20(1): p. 15-24.

64. Craft, S. and G.S. Watson, Insulin and neurodegenerative disease: shared and specific mechanisms. Lancet Neurol,
2004. 3(3): p. 169-78.

65. Crandall, E.A., M.A. Gillis, and J.D. Fernstrom, Reduction in brain serotonin synthesis rate in streptozotocin-diabetic
rats. Endocrinology, 1981. 109(1): p. 310-2.

66. Manjarrez, G., et al., 4 low brain serotonergic neurotransmission in children with type 1 diabetes detected through
the intensity dependence of auditory-evoked potentials. Diabetes Care, 2006. 29(1): p. 73-7.

67.Rosenthal, J.M., et al., The effect of acute hypoglycemia on brain function and activation: a functional magnetic
resonance imaging study. Diabetes, 2001. 50(7): p. 1618-26.

68.Kan, C., et al., 4 systematic review and meta-analysis of the association between depression and insulin resistance.
Diabetes Care, 2013. 36(2): p. 480-9.

69. Mann, J.J., et al., Suicide prevention strategies: a systematic review. JAMA, 2005. 294(16): p. 2064-74.

70.Okamura, F., et al., Insulin resistance in patients with depression and its changes during the clinical course of
depression: minimal model analysis. Metabolism, 2000. 49(10): p. 1255-60.

71. Nemeroff, C.B., et al., Adrenal gland enlargement in major depression. A computed tomographic study. Arch Gen
Psychiatry, 1992. 49(5): p. 384-7.

72.Yudkin, J.S., et al., Inflammation, obesity, stress and coronary heart disease: is interleukin-6 the link?
Atherosclerosis, 2000. 148(2): p. 209-14.

73.Roy, M.S,, et al., The ovine corticotropin-releasing hormone-stimulation test in type I diabetic patients and controls:
suggestion of mild chronic hypercortisolism. Metabolism, 1993. 42(6): p. 696-700.

74.Barde, Y.A., D. Edgar, and H. Thoenen, Purification of a new neurotrophic factor from mammalian brain. EMBO J,
1982. 1(5): p. 549-53.

75.Lu, B., P.T. Pang, and N.H. Woo, The yin and yang of neurotrophin action. Nat Rev Neurosci, 2005. 6(8): p. 603-14.

76. Sairanen, M., et al., Brain-derived neurotrophic factor and antidepressant drugs have different but coordinated effects
on neuronal turnover, proliferation, and survival in the adult dentate gyrus. J Neurosci, 2005. 25(5): p. 1089-94.

77.Cunha, C., R. Brambilla, and K.L. Thomas, 4 simple role for BDNF in learning and memory? Front Mol Neurosci,
2010. 3: p. 1.

78.Lee, R., et al., Regulation of cell survival by secreted proneurotrophins. Science, 2001. 294(5548): p. 1945-8.

79. Hempstead, B.L., Brain-Derived Neurotrophic Factor: Three Ligands, Many Actions. Trans Am Clin Climatol Assoc,
2015. 126: p. 9-19.

80.Yu, H. and Z.Y. Chen, The role of BDNF in depression on the basis of its location in the neural circuitry. Acta
Pharmacol Sin, 2011. 32(1): p. 3-11.

166



dc_1685_19

81. Castren, E., V. Voikar, and T. Rantamaki, Role of neurotrophic factors in depression. Curr Opin Pharmacol, 2007.
7(1): p. 18-21.

82. Schroter, K., et al., Longitudinal multi-level biomarker analysis of BDNF in major depression and bipolar disorder.
Eur Arch Psychiatry Clin Neurosci, 2020. 270(2): p. 169-181.

83. Matrisciano, F., et al., Changes in BDNF serum levels in patients with major depression disorder (MDD) after 6
months treatment with sertraline, escitalopram, or venlafaxine. J Psychiatr Res, 2009. 43(3): p. 247-54.

84. Molendijk, M.L., et al., Serum BDNF concentrations as peripheral manifestations of depression. evidence from a
systematic review and meta-analyses on 179 associations (N=9484). Mol Psychiatry, 2014. 19(7): p. 791-800.

85.Rao, A.A., etal., Bioinformatics analysis of functional protein sequences reveals a role for brain-derived neurotrophic
factor in obesity and type 2 diabetes mellitus. Med Hypotheses, 2008. 70(2): p. 424-9.

86. Yamanaka, M., et al., Intermittent administration of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) ameliorates glucose
metabolism and prevents pancreatic exhaustion in diabetic mice. J Biosci Bioeng, 2008. 105(4): p. 395-402.

87.Yu, Y., Q. Wang, and X.F. Huang, Energy-restricted pair-feeding normalizes low levels of brain-derived neurotrophic
factor/tyrosine kinase B mRNA expression in the hippocampus, but not ventromedial hypothalamic nucleus, in diet-
induced obese mice. Neuroscience, 2009. 160(2): p. 295-306.

88.Park, H.R., et al., 4 high-fat diet impairs neurogenesis: involvement of lipid peroxidation and brain-derived
neurotrophic factor. Neurosci Lett, 2010. 482(3): p. 235-9.

89.Krabbe, K.S., et al., Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and type 2 diabetes. Diabetologia, 2007. 50(2): p.
431-8.

90.Li, B., N. Lang, and Z.F. Cheng, Serum Levels of Brain-Derived Neurotrophic Factor Are Associated with Diabetes
Risk, Complications, and Obesity: a Cohort Study from Chinese Patients with Type 2 Diabetes. Mol Neurobiol, 2016.
53(8): p. 5492-9.

91.Boyuk, B., et al., Relationship between levels of brain-derived neurotrophic factor and metabolic parameters in
patients with type 2 diabetes mellitus. J Diabetes Res, 2014. 2014: p. 978143.

92. Passaro, A., et al., Brain-derived neurotrophic factor plasma levels: relationship with dementia and diabetes in the
elderly population. J Gerontol A Biol Sci Med Sci, 2015. 70(3): p. 294-302.

93.Kekuda, R., et al., Cloning and functional expression of the human type 1 sigma receptor (hSigmaR1). Biochem
Biophys Res Commun, 1996. 229(2): p. 553-8.

94. Maurice, T., C. Grégoire, and J. Espallergues, Neuro(active)steroids actions at the neuromodulatory sigmal (sigmal)
receptor: biochemical and physiological evidences, consequences in neuroprotection. Pharmacol Biochem Behav,
2006. 84(4): p. 581-97.

95.Hayashi, T. and T.P. Su, Sigma-1 receptor chaperones at the ER-mitochondrion interface regulate Ca(2+) signaling
and cell survival. Cell, 2007. 131(3): p. 596-610.

96. Bhuiyan, M.S., H. Tagashira, and K. Fukunaga, Dehydroepiandrosterone-mediated stimulation of sigma-1 receptor
activates Akt-eNOS signaling in the thoracic aorta of ovariectomized rats with abdominal aortic banding. Cardiovasc
Ther, 2011. 29(4): p. 219-30.

97.Su, T.P., et al., The sigma-1 receptor chaperone as an inter-organelle signaling modulator. Trends Pharmacol Sci,
2010. 31(12): p. 557-66.

98.0ssa, F., J.R. Schnell, and J.L. Ortega-Roldan, A Review of the Human Sigma-1 Receptor Structure. Adv Exp Med
Biol, 2017. 964: p. 15-29.

99. Maurice, T., F.J. Roman, and A. Privat, Modulation by neurosteroids of the in vivo (+)-[3H]SKF-10,047 binding to
sigma 1 receptors in the mouse forebrain. ] Neurosci Res, 1996. 46(6): p. 734-43.

100. Fukunaga, K. and S. Moriguchi, Stimulation of the Sigma-1 Receptor and the Effects on Neurogenesis and
Depressive Behaviors in Mice. Adv Exp Med Biol, 2017. 964: p. 201-211.

101. Peviani, M., et al., Neuroprotective effects of the Sigma-1 receptor (SIR) agonist PRE-084, in a mouse model of
motor neuron disease not linked to SOD1 mutation. Neurobiol Dis, 2014. 62: p. 218-32.

102. Kikuchi-Utsumi, K. and T. Nakaki, Chronic treatment with a selective ligand for the sigma-1 receptor
chaperone, SA4503, up-regulates BDNF protein levels in the rat hippocampus. Neurosci Lett, 2008. 440(1): p. 19-22.

103. Takebayashi, M., T. Hayashi, and T.P. Su, 4 perspective on the new mechanism of antidepressants:
neuritogenesis through sigma-1 receptors. Pharmacopsychiatry, 2004. 37 Suppl 3: p. S208-13.

167



dc_1685_19

104. Yao, H., et al., Platelet-derived growth factor B chain is a novel target gene of cocaine-mediated Notchl
signaling: implications for HIV-associated neurological disorders. ] Neurosci, 2011. 31(35): p. 12449-54.

105. Dhir, A. and S. Kulkarni, /nvolvement of sigma (sigmal) receptors in modulating the anti-depressant effect of
neurosteroids (dehydroepiandrosterone or pregnenolone) in mouse tail-suspension test. J Psychopharmacol, 2008.
22(6): p. 691-6.

106. Sabino, V., et al., Sigma-1 receptor knockout mice display a depressive-like phenotype. Behav Brain Res, 2009.
198(2): p. 472-6.

107. Fujimoto, M., et al., Sigma-1 receptor chaperones regulate the secretion of brain-derived neurotrophic factor.
Synapse, 2012. 66(7): p. 630-9.

108. Hodrea, J., et al., A diabeteshez tarsulo depresszio patomechanizmusa. Magyar Belorvosi Archivum, 2013. 66:
p- 5.

109. U S Renal Data System, USRDS 2010 Annual Data Report: Atlas of Chronic Kidney Disease and End-Stage
Renal Disease in the United States. 2010, National Institutes of Health, National Institute of Diabetes and Digestive
and Kidney Diseases, Bethesda, MD.

110. Vallance, P. and J. Leiper, Cardiovascular biology of the asymmetric dimethylarginine:dimethylarginine
dimethylaminohydrolase pathway. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2004. 24(6): p. 1023-30.

111. Saran, R., et al., US Renal Data System 2019 Annual Data Report: Epidemiology of Kidney Disease in the United
States. Am J Kidney Dis, 2020. 75(1 Suppl 1): p. A6-AT.

112. Viberti, G.C., et al., Microalbuminuria as a predictor of clinical nephropathy in insulin-dependent diabetes
mellitus. Lancet, 1982. 1(8287): p. 1430-2.

113. GELLMAN, D.D., et al., Diabetic nephropathy: a clinical and pathologic study based on renal biopsies.
Medicine (Baltimore), 1959. 38: p. 321-67.

114. Mogensen, C.E., How to protect the kidney in diabetic patients: with special reference to IDDM. Diabetes, 1997.
46 Suppl 2: p. S104-11.

115. Thomas, M.C., et al., Diabetic kidney disease. Nat Rev Dis Primers, 2015. 1: p. 15018.

116. Wada, J. and H. Makino, Inflammation and the pathogenesis of diabetic nephropathy. Clin Sci (Lond), 2013.
124(3): p. 139-52.

117. Fekete, A. and A. Vannay, 4 diabeteses nephropathia jelentésége gyermekkorban. Orvosi Hetilap, 2014. 155: p.
9.

118. Donaghue, K.C., et al., ISPAD Clinical Practice Consensus Guidelines 2006-2007. Microvascular and
macrovascular complications. Pediatr Diabetes, 2007. 8(3): p. 163-70.

119. Tabaei, B.P., et al., Does microalbuminuria predict diabetic nephropathy? Diabetes Care, 2001. 24(9): p. 1560-
6.

120. Perkins, B.A., et al., Microalbuminuria and the risk for early progressive renal function decline in type 1
diabetes. ] Am Soc Nephrol, 2007. 18(4): p. 1353-61.

121. Nakamura, T., et al., Urinary excretion of podocytes in patients with diabetic nephropathy. Nephrol Dial
Transplant, 2000. 15(9): p. 1379-83.

122. Bolignano, D., et al., Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) and progression of chronic kidney
disease. Clin J] Am Soc Nephrol, 2009. 4(2): p. 337-44.

123. Nielsen, S.E., et al., Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin (NGAL) and Kidney Injury Molecule 1 (KIM1)
in patients with diabetic nephropathy: a cross-sectional study and the effects of lisinopril. Diabet Med, 2010. 27(10):
p. 1144-50.

124. Wright, E.M., B.A. Hirayama, and D.F. Loo, Active sugar transport in health and disease. ] Intern Med, 2007.
261(1): p. 32-43.

125. Gerich, J.E., Role of the kidney in normal glucose homeostasis and in the hyperglycaemia of diabetes mellitus:
therapeutic implications. Diabet Med, 2010. 27(2): p. 136-42.

126. Vallon, V., et al., SGLT2 mediates glucose reabsorption in the early proximal tubule. ] Am Soc Nephrol, 2011.
22(1): p. 104-12.

127. Wood, 1.S. and P. Trayhurn, Glucose transporters (GLUT and SGLT): expanded families of sugar transport
proteins. Br J Nutr, 2003. 89(1): p. 3-9.

168



dc_ 1685 19
128. Vallon, V., The mechanisms and therapeutic potential of SGLT2 inhibitors in diabetes mellitus. Annu Rev Med,
2015. 66: p. 255-70.

129. Mogensen, C.E., Maximum tubular reabsorption capacity for glucose and renal hemodynamcis during rapid
hypertonic glucose infusion in normal and diabetic subjects. Scand J Clin Lab Invest, 1971. 28(1): p. 101-9.

130. Tahrani, A.A., A.H. Barnett, and C.J. Bailey, SGLT inhibitors in management of diabetes. Lancet Diabetes
Endocrinol, 2013. 1(2): p. 140-51.

131. Vallon, V., The proximal tubule in the pathophysiology of the diabetic kidney. Am J Physiol Regul Integr Comp
Physiol, 2011. 300(5): p. R1009-22.

132. Vallon, V., et al., Glomerular hyperfiltration in experimental diabetes mellitus: potential role of tubular
reabsorption. ] Am Soc Nephrol, 1999. 10(12): p. 2569-76.

133. Vallon, V. and S.C. Thomson, Renal function in diabetic disease models: the tubular system in the
pathophysiology of the diabetic kidney. Annu Rev Physiol, 2012. 74: p. 351-75.

134. Hsieh, T.J., et al., High glucose stimulates angiotensinogen gene expression via reactive oxygen species
generation in rat kidney proximal tubular cells. Endocrinology, 2002. 143(8): p. 2975-85.

135. Zimpelmann, J., et al., Early diabetes mellitus stimulates proximal tubule renin mRNA expression in the rat.
Kidney Int, 2000. 58(6): p. 2320-30.

136. Mazak, 1., et al., Aldosterone potentiates angiotensin Il-induced signaling in vascular smooth muscle cells.
Circulation, 2004. 109(22): p. 2792-800.

137. Siragy, H.M. and C. Xue, Local renal aldosterone production induces inflammation and matrix formation in
kidneys of diabetic rats. Exp Physiol, 2008. 93(7): p. 817-24.

138. Rentoukas, E.I., G.A. Lazaros, and P.N. Zirogiannis, Aldosterone in Heart and Kidney Diseases. Hellenic Journal
of Cardiology, 2005(46): p. 408-419.

139. Wells, L., S.A. Whelan, and G.W. Hart, O-GIcNAc: a regulatory post-translational modification. Biochem
Biophys Res Commun, 2003. 302(3): p. 435-41.

140. Hart, G.W., et al., Cross talk between O-GlcNAcylation and phosphorylation: roles in signaling, transcription,
and chronic disease. Annu Rev Biochem, 2011. 80: p. 825-58.

141. Marshall, S., V. Bacote, and R.R. Traxinger, Discovery of a metabolic pathway mediating glucose-induced
desensitization of the glucose transport system. Role of hexosamine biosynthesis in the induction of insulin resistance.
J Biol Chem, 1991. 266(8): p. 4706-12.

142. Akimoto, Y., et al., Elevation of the post-translational modification of proteins by O-linked N-acetylglucosamine
leads to deterioration of the glucose-stimulated insulin secretion in the pancreas of diabetic Goto-Kakizaki rats.
Glycobiology, 2007. 17(2): p. 127-40.

143. Liu, K., et al., Glucose stimulates protein modification by O-linked GlcNAc in pancreatic beta cells: linkage of
O-linked GIcNAc to beta cell death. Proc Natl Acad Sci U S A, 2000. 97(6): p. 2820-5.

144. Whelan, S.A., M.D. Lane, and G.W. Hart, Regulation of the O-linked beta-N-acetylglucosamine transferase by
insulin signaling. ] Biol Chem, 2008. 283(31): p. 21411-7.

145. Ngoh, G.A,, et al., O-GIcNAc signaling in the cardiovascular system. Circ Res, 2010. 107(2): p. 171-85.

146. Kolm-Litty, V., et al., High glucose-induced transforming growth factor betal production is mediated by the
hexosamine pathway in porcine glomerular mesangial cells. J Clin Invest, 1998. 101(1): p. 160-9.

147. Goldberg, H.J., J. Scholey, and 1.G. Fantus, Glucosamine activates the plasminogen activator inhibitor 1 gene
promoter through Spl DNA binding sites in glomerular mesangial cells. Diabetes, 2000. 49(5): p. 863-71.

148. Wolf, G., et al., High glucose stimulates expression of p27Kipl in cultured mouse mesangial cells: relationship
to hypertrophy. Am J Physiol, 1997. 273(3 Pt 2): p. F348-56.

149. James, L.R., et al., Flux through the hexosamine pathway is a determinant of nuclear factor kappaB- dependent
promoter activation. Diabetes, 2002. 51(4): p. 1146-56.

150. Korner, A., et al., Increased renal metabolism in diabetes. Mechanism and functional implications. Diabetes,
1994. 43(5): p. 629-33.

151. Palm, F., et al., Reactive oxygen species cause diabetes-induced decrease in renal oxygen tension. Diabetologia,
2003. 46(8): p. 1153-60.

152. Ries, M., et al., Renal diffusion and BOLD MRI in experimental diabetic nephropathy. Blood oxygen level-
dependent. ] Magn Reson Imaging, 2003. 17(1): p. 104-13.

169



dc_ 1685 19
153. Semenza, G.L., Hypoxia-inducible factor 1: master regulator of O2 homeostasis. Curr Opin Genet Dev, 1998.
8(5): p. 588-94.

154. Fine, L.G., D. Bandyopadhyay, and J.T. Norman, Is there a common mechanism for the progression of different
types of renal diseases other than proteinuria? Towards the unifying theme of chronic hypoxia. Kidney International,
2000. 57: p. S22-S26.

155. Kang, D.H., et al., Role of the microvascular endothelium in progressive renal disease. ] Am Soc Nephrol, 2002.
13(3): p. 806-16.
156. Eckardt, K.U., et al., Role of hypoxia in the pathogenesis of renal disease. Blood Purif, 2003. 21(3): p. 253-7.

157. Orphanides, C., L.G. Fine, and J.T. Norman, Hypoxia stimulates proximal tubular cell matrix production via a
TGF-betal-independent mechanism. Kidney Int, 1997. 52(3): p. 637-47.

158. Higgins, D.F., et al., Hypoxic induction of Ctgf'is directly mediated by Hif-1. American Journal of Physiology-
Renal Physiology, 2004. 287(6): p. F1223-F1232.

159. Wynn, T.A., Common and unique mechanisms regulate fibrosis in various fibroproliferative diseases. J Clin
Invest, 2007. 117(3): p. 524-9.

160. Meran, S. and R. Steadman, Fibroblasts and myofibroblasts in renal fibrosis. Int J Exp Pathol, 2011. 92(3): p.
158-67.

161. Karihaloo, A., Anti-fibrosis therapy and diabetic nephropathy. Curr Diab Rep, 2012. 12(4): p. 414-22.

162. Zhou, D., et al., Kidney tubular beta-catenin signaling controls interstitial fibroblast fate via epithelial-
mesenchymal communication. Sci Rep, 2013. 3: p. 1878.

163. Genovese, F., et al., The extracellular matrix in the kidney: a source of novel non-invasive biomarkers of kidney
fibrosis? Fibrogenesis Tissue Repair, 2014. 7(1): p. 4.

164. Strippoli, G.F., et al., Clinical and therapeutic aspects of diabetic nephropathy. J Nephrol, 2003. 16(4): p. 487-
99.

165. Ohkubo, Y., et al., Intensive insulin therapy prevents the progression of diabetic microvascular complications
in Japanese patients with non-insulin-dependent diabetes mellitus: a randomized prospective 6-year study. Diabetes
Res Clin Pract, 1995. 28(2): p. 103-17.

166. Baltatzi, M., C. Savopoulos, and A. Hatzitolios, Role of angiotensin converting enzyme inhibitors and

angiotensin receptor blockers in hypertension of chronic kidney disease and renoprotection. Study results.
Hippokratia, 2011. 15(Suppl 1): p. 27-32.

167. Bilous, R., et al., Effect of candesartan on microalbuminuria and albumin excretion rate in diabetes: three
randomized trials. Ann Intern Med, 2009. 151(1): p. 11-20, W3-4.

168. Phillips, C.O., et al., Adverse effects of combination angiotensin Il receptor blockers plus angiotensin-converting
enzyme inhibitors for left ventricular dysfunction: a quantitative review of data from randomized clinical trials. Arch
Intern Med, 2007. 167(18): p. 1930-6.

169. Schjoedt, K.J., et al., Beneficial impact of spironolactone on nephrotic range albuminuria in diabetic
nephropathy. Kidney Int, 2006. 70(3): p. 536-42.

170. Chamberlain, J.J., et al., Diagnosis and Management of Diabetes: Synopsis of the 2016 American Diabetes
Association Standards of Medical Care in Diabetes. Ann Intern Med, 2016. 164(8): p. 542-52.

171. RamachandraRao, S.P., et al., Pirfenidone is renoprotective in diabetic kidney disease. ] Am Soc Nephrol, 2009.
20(8): p. 1765-75.

172. Pergola, P.E., et al., Bardoxolone methyl and kidney function in CKD with type 2 diabetes. N Engl J Med, 2011.
365(4): p. 327-36.

173. de Zeeuw, D., et al., Rationale and trial design of Bardoxolone Methyl Evaluation in Patients with Chronic
Kidney Disease and Type 2 Diabetes: the Occurrence of Renal Events (BEACON). Am J Nephrol, 2013. 37(3): p.
212-22.

174. Perkovic, V., et al., Canagliflozin and Renal Outcomes in Type 2 Diabetes and Nephropathy. N Engl J Med,
2019. 380(24): p. 2295-2306.

175. Kulcsar, 1., et al., Dializiskezelés Magyarorszagon: 2003-2009. Hypertonia és Nephrologia, 2010. 14: p. 247-
253.

176. Ponticelli, C., Renal transplantation 2004: where do we stand today? Nephrol Dial Transplant, 2004. 19(12): p.
2937-47.

170



dc_1685 19
177. Szolgalat, O.V., Nemzeti Szervdondacios Regiszter. 2019.

178. Legendre, C., G. Canaud, and F. Martinez, Factors influencing long-term outcome after kidney transplantation.
Transpl Int, 2014. 27(1): p. 19-27.

179. Catena, F., et al., Kidney preservation: review of present and future perspective. Transplant Proc, 2013. 45(9):
p. 3170-7.

180. Ponticelli, C., Ischaemia-reperfusion injury: a major protagonist in kidney transplantation. Nephrol Dial
Transplant, 2014. 29(6): p. 1134-40.

181. Nieuwenhuijs-Moeke, G.J., et al., Ischemia and Reperfusion Injury in Kidney Transplantation: Relevant
Mechanisms in Injury and Repair. J Clin Med, 2020. 9(1).

182. Fekete, A., et al., Sex differences in the alterations of Na(+), K(+)-ATPase following ischaemia-reperfision
injury in the rat kidney. J Physiol, 2004. 555(Pt 2): p. 471-80.

183. Bonventre, J.V. and L. Yang, Cellular pathophysiology of ischemic acute kidney injury. J Clin Invest, 2011.
121(11): p. 4210-21.

184. Forstermann, U. and W.C. Sessa, Nitric oxide synthases: regulation and function. Eur Heart J, 2012. 33(7): p.
829-37, 837a-837d.

185. Basile, D.P., M.D. Anderson, and T.A. Sutton, Pathophysiology of acute kidney injury. Compr Physiol, 2012.
2(2): p. 1303-53.

186. Betz, B., et al., Rosiglitazone affects nitric oxide synthases and improves renal outcome in a rat model of severe
ischemia/reperfusion injury. PPAR Res, 2012. 2012: p. 219319.

187. Luo, F., et al., Mitogen-Activated Protein Kinases and Hypoxic/Ischemic Nephropathy. Cell Physiol Biochem,
2016. 39(3): p. 1051-67.

188. Aufricht, C., HSP: helper, suppressor, protector. Kidney Int, 2004. 65(2): p. 739-40.

189. Smoyer, W.E., et al., Ischemic acute renal failure induces differential expression of small heat shock proteins. J
Am Soc Nephrol, 2000. 11(2): p. 211-21.

190. Chebotareva, N., I. Bobkova, and E. Shilov, Heat shock proteins and kidney disease: perspectives of HSP
therapy. Cell Stress Chaperones, 2017. 22(3): p. 319-343.

191. Chu, U.B. and A.E. Ruoho, Biochemical Pharmacology of the Sigma-1 Receptor. Mol Pharmacol, 2016. 89(1):
p. 142-53.

192. Ajmo, C.T., Jr., et al., Sigma receptor activation reduces infarct size at 24 hours after permanent middle cerebral
artery occlusion in rats. Curr Neurovasc Res, 2006. 3(2): p. 89-98.

193. Allahtavakoli, M. and B. Jarrott, Sigma-1 receptor ligand PRE-084 reduced infarct volume, neurological
deficits, pro-inflammatory cytokines and enhanced anti-inflammatory cytokines after embolic stroke in rats. Brain Res
Bull, 2011. 85(3-4): p. 219-24.

194. Bhuiyan, M.S., et al., Targeting sigma-1 receptor with fluvoxamine ameliorates pressure-overload-induced
hypertrophy and dysfunctions. Expert Opin Ther Targets, 2010. 14(10): p. 1009-22.

195. Tagashira, H., et al., Sigmal-receptor stimulation with fluvoxamine ameliorates transverse aortic constriction-
induced myocardial hypertrophy and dysfunction in mice. Am J Physiol Heart Circ Physiol, 2010. 299(5): p. H1535-
45,

196.  Klouz, A, et al., Protection of cellular and mitochondrial functions against liver ischemia by N-benzyl-N'-(2-
hydroxy-3,4-dimethoxybenzyl)-piperazine (BHDP), a sigmal ligand. Eur J Pharmacol, 2008. 578(2-3): p. 292-9.

197. Fukami, K., et al., Ramipril inhibits AGE-RAGE-induced matrix metalloproteinase-2 activation in experimental
diabetic nephropathy. Diabetol Metab Syndr, 2014. 6(1): p. 86.

198. Zhang, L., et al., Lefty-1 alleviates TGF-betal-induced fibroblast-myofibroblast transdifferentiation in NRK-
49F cells. Drug Des Devel Ther, 2015. 9: p. 4669-78.

199. Xiao, X., et al., Aldosterone induces NRK-52E cell apoptosis in acute kidney injury via rno-miR-203
hypermethylation and Kim-1 upregulation. Exp Ther Med, 2016. 12(2): p. 915-924.

200. Failli, P., et al., Losartan counteracts the hyper-reactivity to angiotensin Il and ROCK1 over-activation in aortas
isolated from streptozotocin-injected diabetic rats. Cardiovasc Diabetol, 2009. 8: p. 32.

201. Taira, M., et al., Spironolactone exhibits direct renoprotective effects and inhibits renal renin-angiotensin-
aldosterone system in diabetic rats. Eur J Pharmacol, 2008. 589(1-3): p. 264-71.

171



dc_1685_19

202. Coppey, L.J., et al., ACE inhibitor or angiotensin Il receptor antagonist attenuates diabetic neuropathy in
streptozotocin-induced diabetic rats. Diabetes, 2006. 55(2): p. 341-8.

203. O'Sullivan, J.B. and S.B. Harrap, Resetting blood pressure in spontaneously hypertensive rats. The role of
bradykinin. Hypertension, 1995. 25(2): p. 162-5.

204. Hao, L., et al., Effects of eplerenone on heart and kidney in two-kidney, one-clip rats. Am J Nephrol, 2004. 24(1):
p. 54-60.

205. Banki, N.F., et al., Aldosterone antagonists in monotherapy are protective against streptozotocin-induced
diabetic nephropathy in rats. PLoS One, 2012. 7(6): p. €39938.

206. Nair, A.B. and S. Jacob, 4 simple practice guide for dose conversion between animals and human. J Basic Clin
Pharm, 2016. 7(2): p. 27-31.

207. Miiller, V., et al., Sexual dimorphism in renal ischemia-reperfusion injury in rats: possible role of endothelin.
Kidney Int, 2002. 62(4): p. 1364-71.

208. Pittenger, C. and R.S. Duman, Stress, depression, and neuroplasticity: a convergence of mechanisms.
Neuropsychopharmacology, 2008. 33(1): p. 88-1009.

209. Porsolt, R.D., M. Le Pichon, and M. Jalfre, Depression: a new animal model sensitive to antidepressant
treatments. Nature, 1977. 266(5604): p. 730-2.

210. Slattery, D.A. and J.F. Cryan, Using the rat forced swim test to assess antidepressant-like activity in rodents.
Nat Protoc, 2012. 7(6): p. 1009-14.

211. Bronikowski, A.M., et al., Open-field behavior of house mice selectively bred for high voluntary wheel-running.
Behav Genet, 2001. 31(3): p. 309-16.

212. Kolset, S.0., F.P. Reinholt, and T. Jenssen, Diabetic nephropathy and extracellular matrix. J Histochem
Cytochem, 2012. 60(12): p. 976-86.

213. Nasri, H., et al., Ameliorative effect of melatonin against contrast media induced renal tubular cell injury. Pak J
Med Sci, 2014. 30(2): p. 261-5.

214. Junquiera, L.C., L.C. Junqueira, and R.R. Brentani, 4 simple and sensitive method for the quantitative estimation
of collagen. Anal Biochem, 1979. 94(1): p. 96-9.

215. Lenart, L., et al., The role of sigma-1 receptor and brain-derived neurotrophic factor in the development of
diabetes and comorbid depression in streptozotocin-induced diabetic rats. Psychopharmacology (Berl), 2016. 233(7):
p. 1269-78.

216. Zelena, D., et al., Hypothalamic paraventricular nucleus, but not vasopressin, participates in chronic
hyperactivity of the HPA axis in diabetic rats. Am J Physiol Endocrinol Metab, 2006. 290(2): p. E243-50.

217. Polyakova, M., et al., BDNF as a biomarker for successful treatment of mood disorders: a systematic &
quantitative meta-analysis. J Affect Disord, 2015. 174: p. 432-40.

218. Liu, W., et al., Brain derived neurotrophic factor in newly diagnosed diabetes and prediabetes. Mol Cell
Endocrinol, 2016. 429: p. 106-13.

219. Korczak, D.J., et al., Type 1 diabetes mellitus and major depressive disorder: evidence for a biological link.
Diabetologia, 2011. 54(10): p. 2483-93.

220. Ahola, A.J., et al., Renin-angiotensin-aldosterone-blockade is associated with decreased use of antidepressant
therapy in patients with type 1 diabetes and diabetic nephropathy. Acta Diabetol, 2014.

221. Pavlatou, M.G., et al., Chronic administration of an angiotensin II receptor antagonist resets the hypothalamic-
pituitary-adrenal (HPA) axis and improves the affect of patients with diabetes mellitus type 2: preliminary results.
Stress, 2008. 11(1): p. 62-72.

222, Lenart, L., et al., Novel therapeutic potential of angiotensin receptor 1 blockade in a rat model of diabetes-
associated depression parallels altered BDNF signalling. Diabetologia, 2019. 62(8): p. 1501-1513.

223. Suzuki, C., et al., Quantitation of rat cerebral blood flow using (99m)Tc-HMPAO. Nucl Med Biol, 2017. 47: p.
19-22.

224. Carson, M.J., J.C. Thrash, and B. Walter, The cellular response in neuroinflammation: The role of leukocytes,
microglia and astrocytes in neuronal death and survival. Clin Neurosci Res, 2006. 6(5): p. 237-245.

225. Balogh, D.B., et al., Antidepressant effect in diabetes-associated depression: A novel potential of RAAS
inhibition. Psychoneuroendocrinology, 2020. 118: p. 104705.

172



dc_ 1685 19
226. Maeda, C.Y ., et al., Streptozotocin diabetes modifies arterial pressure and baroreflex sensitivity in rats. Braz J
Med Biol Res, 1995. 28(4): p. 497-501.

227. Hashimoto, M., et al., Investigation on diabetic autonomic neuropathy assessed by power spectral analysis of
heart rate variability in WBN/Kob rats. J Electrocardiol, 2001. 34(3): p. 243-50.

228. Dias, L.D., et al., Renal denervation in an animal model of diabetes and hypertension: impact on the autonomic
nervous system and nephropathy. Cardiovasc Diabetol, 2011. 10: p. 33.

229. Koszegi, S., et al., RAAS inhibitors directly reduce diabetes-induced renal fibrosis via growth factor inhibition.
J Physiol, 2019. 597(1): p. 193-209.

230. Du, X., etal., Involvement of matrix metalloproteinase-2 in the development of renal interstitial fibrosis in mouse
obstructive nephropathy. Laboratory Investigation, 2012. 92: p. 1149.

231.  Hinz, B. and G. Gabbiani, Mechanisms of force generation and transmission by myofibroblasts. Curr Opin
Biotechnol, 2003. 14(5): p. 538-46.

232. Keshav, R. and U. Narayanappa, Expression of Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) in Oral Submucous
Fibrosis: An Immunohistochemical Study. Journal of Clinical and Diagnostic Research : JCDR, 2015. 9(5): p. ZC20-
ZC23.

233. Gellai, R., et al., Role of O-linked N-acetylglucosamine modification in diabetic nephropathy. Am J Physiol
Renal Physiol, 2016. 311(6): p. F1172-f1181.

234. Dimmeler, S., et al., Activation of nitric oxide synthase in endothelial cells by Akt-dependent phosphorylation.
Nature, 1999. 399(6736): p. 601-5.

235. Fekete, A., et al., Na+,K+-ATPase is modulated by angiotensin Il in diabetic rat kidney--another reason for
diabetic nephropathy? J Physiol, 2008. 586(22): p. 5337-48.

236. Hodrea, J., et al., Reduced O-GlcNAcylation and tubular hypoxia contribute to the antifibrotic effect of SGLT2
inhibitor dapagliflozin in the diabetic kidney. Am J Physiol Renal Physiol, 2020. 318(4): p. F1017-F1029.

237. Rusai, K., et al., Effect of inhibition of neuronal nitric oxide synthase and L-arginine supplementation on renal
ischaemia-reperfusion injury and the renal nitric oxide system. Clin Exp Pharmacol Physiol, 2008. 35(10): p. 1183-
9.

238. Hosszu, A., et al., The role of Sigma-1 receptor in sex-specific heat shock response in an experimental rat model

of renal ischaemia/reperfusion injury. Transpl Int, 2018. 31(11): p. 1268-1278.

239. Vannay, A., et al., Dehydroepiandrosterone pretreatment alters the ischaemia/reperfusion-induced VEGF, IL-1
and IL-6 gene expression in acute renal failure. Kidney Blood Press Res, 2009. 32(3): p. 175-84.

240. Vannay, A., et al., Effects of histamine and the h2 receptor antagonist ranitidine on ischemia-induced acute
renal failure: involvement of IL-6 and vascular endothelial growth factor. Kidney Blood Press Res, 2004. 27(2): p.
105-13.

241. Hosszu, A., et al., sigmal-Receptor Agonism Protects against Renal Ischemia-Reperfusion Injury. J Am Soc
Nephrol, 2017. 28(1): p. 152-165.

242, Islam, S.M., L.B. Rawal, and L.W. Niessen, Prevalence of depression and its associated factors in patients with
type 2 diabetes: A cross-sectional study in Dhaka, Bangladesh. Asian J Psychiatr, 2015. 17: p. 36-41.

243, Egede, L.E. and C. Ellis, Diabetes and depression: global perspectives. Diabetes Res Clin Pract, 2010. 87(3): p.
302-12.

244, Markowitz, S.M., et al., 4 review of treating depression in diabetes: emerging findings. Psychosomatics, 2011.
52(1): p. 1-18.

245. Cryan, J.F., R.J. Valentino, and 1. Lucki, Assessing substrates underlying the behavioral effects of
antidepressants using the modified rat forced swimming test. Neurosci Biobehav Rev, 2005. 29(4-5): p. 547-69.

246. Detke, M.J., M. Rickels, and 1. Lucki, Active behaviors in the rat forced swimming test differentially produced
by serotonergic and noradrenergic antidepressants. Psychopharmacology (Berl), 1995. 121(1): p. 66-72.

247. Nadeem, R.I., H.I. Ahmed, and E.E. El-Denshary, Effect of Imipramine, Paroxetine, and Lithium Carbonate on
Neurobehavioral Changes of Streptozotocin in Rats: Impact on Glycogen Synthase Kinase-3 and Blood Glucose Level.
Neurochem Res, 2015. 40(9): p. 1810-8.

248. Caletti, G., et al., Antidepressant effect of taurine in diabetic rats. Amino Acids, 2012. 43(4): p. 1525-33.
249, Sanchez, C. and E. Meier, Behavioral profiles of SSRIs in animal models of depression, anxiety and aggression.
Are they all alike? Psychopharmacology (Berl), 1997. 129(3): p. 197-205.

173



dc_1685_19

250. Kamei, J., et al., Effects of selective serotonin reuptake inhibitors on immobility time in the tail suspension test
in streptozotocin-induced diabetic mice. Pharmacol Biochem Behav, 2003. 75(2): p. 247-54.

251. Benmansour, S., et al., Comparison of the effects of estradiol and progesterone on serotonergic function. Biol
Psychiatry, 2012. 71(7): p. 633-41.

252. de Jong, T.R., et al., Effects of chronic treatment with fluvoxamine and paroxetine during adolescence on
serotonin-related behavior in adult male rats. Eur Neuropsychopharmacol, 2006. 16(1): p. 39-48.

253. Lyttle, K., et al., Repeated fluvoxamine treatment recovers juvenile stress-induced morphological changes and
depressive-like behavior in rats. Brain Res, 2015. 1616: p. 88-100.

254, Sugimoto, Y., et al., Mouse strain differences in immobility and sensitivity to fluvoxamine and desipramine in
the forced swimming test: analysis of serotonin and noradrenaline transporter binding. Eur J Pharmacol, 2008. 592(1-
3):p. 116-22.

255. Zelena, D, et al., The role of vasopressin in chronic stress studied in a chronic mild stress model of depression.
Ideggyogy Sz, 2007. 60(3-4): p. 196-200.

256. Cai, L., et al., Antidepressant-like effect of geniposide on chronic unpredictable mild stress-induced depressive
rats by regulating the hypothalamus-pituitary-adrenal axis. Eur Neuropsychopharmacol, 2015. 25(8): p. 1332-41.

257. Freire-Garabal, M., et al., Effects of fluoxetine on the immunosuppressive response to stress in mice. Life Sci,
1997. 60(26): p. PL403-13.

258. Kioukia-Fougia, N., et al., The effects of stress exposure on the hypothalamic-pituitary-adrenal axis, thymus,
thyroid hormones and glucose levels. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry, 2002. 26(5): p. 8§23-30.

259. Narita, N., et al., Interactions of selective serotonin reuptake inhibitors with subtypes of sigma receptors in rat
brain. Eur J Pharmacol, 1996. 307(1): p. 117-9.

260. Matsuno, K., et al., Sigma [ receptor subtype is involved in the relief of behavioral despair in the mouse forced
swimming test. Eur ] Pharmacol, 1996. 312(3): p. 267-71.

261. Sugimoto, Y., et al., Involvement of the sigmal receptor in the antidepressant-like effects of fluvoxamine in the
forced swimming test in comparison with the effects elicited by paroxetine. Eur ] Pharmacol, 2012. 696(1-3): p. 96-
100.

262. Voican, C.S., et al., Antidepressant-induced liver injury: a review for clinicians. Am J Psychiatry, 2014. 171(4):
p. 404-15.

263. Yamada, J., Y. Sugimoto, and K. Inoue, Selective serotonin reuptake inhibitors fluoxetine and fluvoxamine
induce hyperglycemia by different mechanisms. Eur J Pharmacol, 1999. 382(3): p. 211-5.

264. Oswald, P., D. Souery, and J. Mendlewicz, Fluvoxamine-induced hyperglycaemia in a diabetic patient with
comorbid depression. Int ] Neuropsychopharmacol, 2003. 6(1): p. 85-7.

265. Reddy, V.S., et al., Relationship between serum low-density lipoprotein cholesterol and in-hospital mortality
following acute myocardial infarction (the lipid paradox). Am J Cardiol, 2015. 115(5): p. 557-62.

266. Tse, L., et al., Pharmacological treatment of antipsychotic-induced dyslipidemia and hypertension. Int Clin
Psychopharmacol, 2014. 29(3): p. 125-37.

267. de Zwaan, M. and D.O. Nutzinger, Effect of fluvoxamine on total serum cholesterol levels during weight
reduction. J Clin Psychiatry, 1996. 57(8): p. 346-8.

268. Beyazyuz, M., et al., Relationship between SSRIs and Metabolic Syndrome Abnormalities in Patients with
Generalized Anxiety Disorder: A Prospective Study. Psychiatry Investig, 2013. 10(2): p. 148-54.

269. Ahola, A.J., et al., Renin-angiotensin-aldosterone-blockade is associated with decreased use of antidepressant
therapy in patients with type 1 diabetes and diabetic nephropathy. Acta Diabetol, 2014. 51(4): p. 529-33.

270. Aswar, U., et al., Telmisartan attenuates diabetes induced depression in rats. Pharmacol Rep, 2017. 69(2): p.
358-364.

271. Dinh, Q.N., et al., Aldosterone-induced oxidative stress and inflammation in the brain are mediated by the
endothelial cell mineralocorticoid receptor. Brain Res, 2016. 1637: p. 146-153.

272. Nagayach, A., N. Patro, and 1. Patro, Astrocytic and microglial response in experimentally induced diabetic rat
brain. Metab Brain Dis, 2014. 29(3): p. 747-61.

273. Bhat, S.A., et al., Angiotensin Receptor Blockade by Inhibiting Glial Activation Promotes Hippocampal
Neurogenesis Via Activation of Wnt/beta-Catenin Signaling in Hypertension. Mol Neurobiol, 2018. 55(6): p. 5282-
5298.

174



dc_ 1685 19
274. Bhat, S.A., et al., Angiotensin Receptor Blockade Modulates NFkappaB and STAT3 Signaling and Inhibits Glial
Activation and Neuroinflammation Better than Angiotensin-Converting Enzyme Inhibition. Mol Neurobiol, 2016.
53(10): p. 6950-6967.

275. Kishi, T., Y. Hirooka, and K. Sunagawa, Telmisartan protects against cognitive decline via up-regulation of
brain-derived neurotrophic factor/tropomyosin-related kinase B in hippocampus of hypertensive rats. J Cardiol, 2012.
60(6): p. 489-94.

276. Ali, MR, et al., Tempol and perindopril protect against lipopolysaccharide-induced cognition impairment and
amyloidogenesis by modulating brain-derived neurotropic factor, neuroinflammation and oxido-nitrosative stress.
Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol, 2016. 389(6): p. 637-56.

2717. Ali, Q., R. Sabuhi, and T. Hussain, High glucose up-regulates angiotensin II subtype 2 receptors via interferon
regulatory factor-1 in proximal tubule epithelial cells. Molecular and cellular biochemistry, 2010. 344(0): p. 65-71.

278.  Nakagawa, T., Diabetic nephropathy: Aldosterone breakthrough in patients on an ACEI Nat Rev Nephrol, 2010.

6(4): p. 194-6.

279. Schjoedt, K.J., et al., Aldosterone escape during blockade of the renin-angiotensin-aldosterone system in
diabetic nephropathy is associated with enhanced decline in glomerular filtration rate. Diabetologia, 2004. 47(11):
p. 1936-9.

280. Epstein, M., Aldosterone blockade: an emerging strategy for abrogating progressive renal disease. Am J Med,
2006. 119(11): p. 912-9.

281. Dhillon, S., Eplerenone: a review of its use in patients with chronic systolic heart failure and mild symptoms.
Drugs, 2013. 73(13): p. 1451-62.

282. Alexandrou, MLE., et al., Effects of mineralocorticoid receptor antagonists in proteinuric kidney disease: a
systematic review and meta-analysis of randomized controlled trials. ] Hypertens, 2019. 37(12): p. 2307-2324.

283. Goenka, L., R. Padmanaban, and M. George, The Ascent of Mineralocorticoid Receptor Antagonists in Diabetic
Nephropathy. Curr Clin Pharmacol, 2018.

284. Kato, S., et al., Anti-albuminuric effects of spironolactone in patients with type 2 diabetic nephropathy: a
multicenter, randomized clinical trial. Clin Exp Nephrol, 2015. 19(6): p. 1098-106.

285. Nielsen, S.E., et al., Spironolactone diminishes urinary albumin excretion in patients with type 1 diabetes and
microalbuminuria: a randomized placebo-controlled crossover study. Diabet Med, 2012. 29(8): p. €184-90.

286. De Angelis, K., M.C. Irigoyen, and M. Morris, Diabetes and cardiovascular autonomic dysfunction: application
of animal models. Auton Neurosci, 2009. 145(1-2): p. 3-10.

287. Guo, C., et al., Mineralocorticoid receptor blockade reverses obesity-related changes in expression of
adiponectin, peroxisome proliferator-activated receptor-gamma, and proinflammatory adipokines. Circulation, 2008.
117(17): p. 2253-61.

288. Matsumoto, S., K. Takebayashi, and Y. Aso, The effect of spironolactone on circulating adipocytokines in
patients with type 2 diabetes mellitus complicated by diabetic nephropathy. Metabolism, 2006. 55(12): p. 1645-52.

289. Goyal, B.R., et al., Investigation into the cardiac effects of spironolactone in the experimental model of type 1
diabetes. J Cardiovasc Pharmacol, 2009. 54(6): p. 502-9.

290. Johansen, M.L., et al., Effect of the mineralocorticoid receptor antagonist eplerenone on liver fat and metabolism
in patients with type 2 diabetes: A randomized, double-blind, placebo-controlled trial (MIRAD trial). Diabetes Obes
Metab, 2019. 21(10): p. 2305-2314.

291. Makhlough, A., et al., Effect of spironolactone on diabetic nephropathy compared to the combination of
spironolactone and losartan. Nephrourol Mon, 2014. 6(1): p. e12148.

292, Mavrakanas, T.A., et al., Effect of ramipril alone compared to ramipril with eplerenone on diabetic nephropathy
in streptozocin-induced diabetic rats. Pharmacology, 2010. 86(2): p. 85-91.

293. De Blasio, M.J., et al., The superoxide dismutase mimetic tempol blunts diabetes-induced upregulation of
NADPH oxidase and endoplasmic reticulum stress in a rat model of diabetic nephropathy. Eur J Pharmacol, 2017.
807: p. 12-20.

294, Han, S.Y., et al., Spironolactone prevents diabetic nephropathy through an anti-inflammatory mechanism in type
2 diabetic rats. ] Am Soc Nephrol, 2006. 17(5): p. 1362-72.

295. Kang, Y.S,, et al., Effect of eplerenone, enalapril and their combination treatment on diabetic nephropathy in
type 11 diabetic rats. Nephrol Dial Transplant, 2009. 24(1): p. 73-84.

175



dc_ 1685 19
296. Wang, J., et al., Effect of miR-21 on renal fibrosis by regulating MMP-9 and TIMPI in kk-ay diabetic
nephropathy mice. Cell Biochem Biophys, 2013. 67(2): p. 537-46.

297. Takamiya, Y., et al., Experimental diabetic nephropathy is accelerated in matrix metalloproteinase-2 knockout
mice. Nephrol Dial Transplant, 2013. 28(1): p. 55-62.

298. Powell, D.W., et al., Myofibroblasts. 1. Paracrine cells important in health and disease. Am J Physiol, 1999.
277(1 Pt 1): p. C1-9.

299. Leask, A. and D. Abraham, TGF-f signaling and the fibrotic response. The FASEB Journal, 2004. 18(7): p. 816-

827.

300. Yamamoto, T., et al., Expression of transforming growth factor beta is elevated in human and experimental
diabetic nephropathy. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 1993. 90(5):
p- 1814-1818.

301. Huang, J., L.C. Matavelli, and H.M. Siragy, Renal (pro)renin receptor contributes to development of diabetic
kidney disease through TGFpI1-CTGF signaling cascade. Clinical and experimental pharmacology & physiology,
2011. 38(4): p. 215-221.

302. Feldman, D.L., et al., Effects of aliskiren on blood pressure, albuminuria, and (pro)renin receptor expression in
diabetic TG(mRen-2)27 rats. Hypertension, 2008. 52(1): p. 130-6.

303. Di Paolo, S., et al., High glucose concentration induces the overexpression of transforming growth factor-beta
through the activation of a platelet-derived growth factor loop in human mesangial cells. The American Journal of
Pathology, 1996. 149(6): p. 2095-2106.

304. Li, X., et al., ACEI attenuates the progression of CCl(4)-induced rat hepatic fibrogenesis by inhibiting TGF-f1,
PDGF-BB, NF-kB and MMP-2,9. World Journal of Gastroenterology : WJG, 2005. 11(31): p. 4807-4811.

305. Nishioka, T., et al., Eplerenone attenuates myocardial fibrosis in the angiotensin II-induced hypertensive mouse:
involvement of tenascin-C induced by aldosterone-mediated inflammation. J Cardiovasc Pharmacol, 2007. 49(5): p.
261-8.

306. Macunluoglu, B., et al., Effects of Spironolactone in an Experimental Model of Chronic Cyclosporine
Nephrotoxicity. Transplantation Proceedings, 2008. 40(1): p. 273-278.

307. Lipson, K.E., et al., CTGF is a central mediator of tissue remodeling and fibrosis and its inhibition can reverse
the process of fibrosis. Fibrogenesis & Tissue Repair, 2012. 5(Suppl 1): p. S24-S24.

308. Murphy, M., et al., Suppression Subtractive Hybridization Identifies High Glucose Levels as a Stimulus for
Expression of Connective Tissue Growth Factor and Other Genes in Human Mesangial Cells. Journal of Biological
Chemistry, 1999. 274(9): p. 5830-5834.

309. Andersen, S., et al., Reduction of urinary connective tissue growth factor by Losartan in type 1 patients with
diabetic nephropathy. Kidney International, 2005. 67(6): p. 2325-2329.

310. Han, K.H., et al., Spironolactone ameliorates renal injury and connective tissue growth factor expression in type
11 diabetic rats. Kidney International, 2006. 70(1): p. 111-120.

311. Hedberg, K.M., et al., PDGF and neomycin induce similar changes in the actin cytoskeleton in human
fibroblasts. Cell Motil Cytoskeleton, 1993. 24(2): p. 139-49.

312. Kuzuya, M., et al., Pitavastatin, a 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase inhibitor, blocks vascular
smooth muscle cell populated-collagen lattice contraction. J Cardiovasc Pharmacol, 2004. 43(6): p. 808-14.

313. Fuchshofer, R., et al., Connective tissue growth factor modulates podocyte actin cytoskeleton and extracellular
matrix synthesis and is induced in podocytes upon injury. Histochemistry and Cell Biology, 2011. 136(3): p. 301.

314. Park, K., C.D. Saudek, and G.W. Hart, Increased expression of beta-N-acetylglucosaminidase in erythrocytes
from individuals with pre-diabetes and diabetes. Diabetes, 2010. 59(7): p. 1845-50.

315. Ma, Z., D.J. Vocadlo, and K. Vosseller, Hyper-O-GlcNAcylation is anti-apoptotic and maintains constitutive
NF-xB activity in pancreatic cancer cells. J Biol Chem, 2013. 288(21): p. 15121-30.

316. Li, J., et al., Isoforms of human O-GlcNAcase show distinct catalytic efficiencies. Biochemistry (Mosc), 2010.
75(7): p. 938-43.

317. Kiss, E., et al., Lipid droplet accumulation is associated with an increase in hyperglycemia-induced renal
damage: prevention by liver X receptors. Am J Pathol, 2013. 182(3): p. 727-41.

318. James, L.R., et al., Angiotensin I activates the GFAT promoter in mesangial cells. Am J Physiol Renal Physiol,
2001. 281(1): p. F151-62.

176



dc_ 1685 19
319. Hsieh, T.J., et al., High glucose stimulates angiotensinogen gene expression and cell hypertrophy via activation
of the hexosamine biosynthesis pathway in rat kidney proximal tubular cells. Endocrinology, 2003. 144(10): p. 4338-
49.

320. Chatham, J.C., et al., Hexosamine biosynthesis and protein O-glycosylation: the first line of defense against
stress, ischemia, and trauma. Shock, 2008. 29(4): p. 431-40.

321. Suh, H.N., et al., Glucosamine-induced Sp1 O-GlcNAcylation ameliorates hypoxia-induced SGLT dysfunction
in primary cultured renal proximal tubule cells. J Cell Physiol, 2014. 229(10): p. 1557-68.

322. Kazemi, Z., et al., O-linked beta-N-acetylglucosamine (O-GlcNAc) regulates stress-induced heat shock protein
expression in a GSK-3beta-dependent manner. J Biol Chem, 2010. 285(50): p. 39096-107.

323. Arambasi¢, I, et al., Alpha-lipoic acid upregulates antioxidant enzyme gene expression and enzymatic activity
in diabetic rat kidneys through an O-GlcNAc-dependent mechanism. Eur J Nutr, 2013. 52(5): p. 1461-73.

324. Padmalayam, 1., The heat shock response: its role in pathogenesis of type 2 diabetes and its complications, and
implications for therapeutic intervention. Discov Med, 2014. 18(97): p. 29-39.

325. Oksala, N.K., et al., Alpha-lipoic Acid modulates heat shock factor-1 expression in streptozotocin-induced
diabetic rat kidney. Antioxid Redox Signal, 2007. 9(4): p. 497-506.

326. Isenovic, E.R., et al., Ang II attenuates IGF-1-stimulated Na+, K(+)-ATPase activity via PI3K/Akt pathway in
vascular smooth muscle cells. Int J Mol Med, 2004. 13(6): p. 915-22.

327. Federici, M., et al., Insulin-dependent activation of endothelial nitric oxide synthase is impaired by O-linked
glycosylation modification of signaling proteins in human coronary endothelial cells. Circulation, 2002. 106(4): p.
466-72.

328. Du, X.L., et al., Hyperglycemia inhibits endothelial nitric oxide synthase activity by posttranslational
modification at the Akt site. J Clin Invest, 2001. 108(9): p. 1341-8.

320. Beleznai, T. and Z. Bagi, Activation of hexosamine pathway impairs nitric oxide (NO)-dependent arteriolar
dilations by increased protein O-GlcNAcylation. Vascul Pharmacol, 2012. 56(3-4): p. 115-21.

330. Toba, H., et al., Chronic treatment with recombinant human erythropoietin exerts renoprotective effects beyond
hematopoiesis in streptozotocin-induced diabetic rat. Eur J Pharmacol, 2009. 612(1-3): p. 106-14.

331. Kim, H.W., et al., Long-term blockade of vascular endothelial growth factor receptor-2 aggravates the diabetic
renal dysfunction associated with inactivation of the Akt/eNOS-NO axis. Nephrol Dial Transplant, 2011. 26(4): p.
1173-88.

332. Wanner, C., S.E. Inzucchi, and B. Zinman, Empagliflozin and Progression of Kidney Disease in Type 2 Diabetes.
N Engl J Med, 2016. 375(18): p. 1801-2.

333. Neal, B., et al., Canagliflozin and Cardiovascular and Renal Events in Type 2 Diabetes. N Engl J Med, 2017.
377(7): p. 644-657.

334.  Wiviott, S.D., I. Raz, and M.S. Sabatine, Dapagliflozin and Cardiovascular Outcomes in Type 2 Diabetes. Reply.
N Engl J Med, 2019. 380(19): p. 1881-1882.

335. Heerspink, H.J.L., et al., Kidney outcomes associated with use of SGLT?2 inhibitors in real-world clinical practice
(CVD-REAL 3): a multinational observational cohort study. Lancet Diabetes Endocrinol, 2020. 8(1): p. 27-35.

336. Oraby, M.A., et al., Dapagliflozin attenuates early markers of diabetic nephropathy in fructose-streptozotocin-
induced diabetes in rats. Biomed Pharmacother, 2019. 109: p. 910-920.

337. Heerspink, H.J.L., et al., Canagliflozin reduces inflammation and fibrosis biomarkers: a potential mechanism of
action for beneficial effects of SGLT2 inhibitors in diabetic kidney disease. Diabetologia, 2019. 62(7): p. 1154-1166.

338. Huang, F., et al., Dapaglifiozin Attenuates Renal Tubulointerstitial Fibrosis Associated With Type I Diabetes by
Regulating STAT1/TGFbetal Signaling. Front Endocrinol (Lausanne), 2019. 10: p. 441.

339. Heerspink, H.J., et al., Dapagliflozin reduces albuminuria in patients with diabetes and hypertension receiving
renin-angiotensin blockers. Diabetes Obes Metab, 2016. 18(6): p. 590-7.

340. Weber, M.A., et al., Effects of dapagliflozin on blood pressure in hypertensive diabetic patients on renin-
angiotensin system blockade. Blood Press, 2016. 25(2): p. 93-103.

341. Abdel-Wahab, A.F., et al., Renal protective effect of SGLT2 inhibitor dapagliflozin alone and in combination
with irbesartan in a rat model of diabetic nephropathy. Biomed Pharmacother, 2018. 103: p. 59-66.

342.  Kojima, N, et al., Renoprotective effects of combined SGLT2 and ACE inhibitor therapy in diabetic Dahl S rats.
Physiol Rep, 2015. 3(7).

177



dc_ 1685 19
343. Singh, D.K., P. Winocour, and K. Farrington, Mechanisms of disease: the hypoxic tubular hypothesis of diabetic
nephropathy. Nat Clin Pract Nephrol, 2008. 4(4): p. 216-26.

344. Gullans, S.R., S.I. Harris, and L.J. Mandel, Glucose-dependent respiration in suspensions of rabbit cortical
tubules. ] Membr Biol, 1984. 78(3): p. 257-62.

345. Edlund, J., et al., Reduced oxygenation in diabetic rat kidneys measured by T2* weighted magnetic resonance
micro-imaging. Adv Exp Med Biol, 2009. 645: p. 199-204.

346. Kallio, P.J., et al., Activation of hypoxia-inducible factor lalpha: posttranscriptional regulation and
conformational change by recruitment of the Arnt transcription factor. Proc Natl Acad Sci U S A, 1997. 94(11): p.
5667-72.

347. Yu, W.M,, et al., Transcriptomic changes in human renal proximal tubular cells revealed under hypoxic
conditions by RNA sequencing. International Journal of Molecular Medicine, 2016. 38(3): p. 894-902.

348. Fernandez-Martinez, A.B., et al., Mutual regulation of hypoxic and retinoic acid related signalling in tubular
proximal cells. Int J Biochem Cell Biol, 2011. 43(8): p. 1198-207.

349. Leonard, M.O., et al., The role of HIF-1 alpha in transcriptional regulation of the proximal tubular epithelial
cell response to hypoxia. ] Biol Chem, 2003. 278(41): p. 40296-304.

350. Haase, V.H., Hypoxia-inducible factors in the kidney. Am J Physiol Renal Physiol, 2006. 291(2): p. F271-81.

351. Higgins, D.F., et al., Hypoxia promotes fibrogenesis in vivo via HIF-1 stimulation of epithelial-to-mesenchymal
transition. J Clin Invest, 2007. 117(12): p. 3810-20.

352. Ng, Y.Y., et al., Tubular epithelial-myofibroblast transdifferentiation in progressive tubulointerstitial fibrosis in
5/6 nephrectomized rats. Kidney Int, 1998. 54(3): p. 864-76.

353. Sanchez-Elsner, T., et al., Synergistic cooperation between hypoxia and transforming growth factor-beta
pathways on human vascular endothelial growth factor gene expression. Journal of Biological Chemistry, 2001.
276(42): p. 38527-38535.

354. Sanchez-Elsner, T., et al., A cross-talk between hypoxia and TGF-beta orchestrates erythropoietin gene
regulation through SP1 and Smads. Journal of Molecular Biology, 2004. 336(1): p. 9-24.

355. Higgins, D.F., et al., Hypoxic induction of Ctgf is directly mediated by Hif-1. Am J Physiol Renal Physiol, 2004.
287(6): p. F1223-32.

356. Yoshida, D., et al., Hypoxia inducible factor 1-alpha regulates of platelet derived growth factor-B in human
glioblastoma cells. J Neurooncol, 2006. 76(1): p. 13-21.

357. Lepeytre, F., et al., Association of Sex with Risk of Kidney Graft Failure Differs by Age. ] Am Soc Nephrol,
2017.28(10): p. 3014-3023.

358. Authauser, D.D., Jr., et al., Improved renal ischemia tolerance in females influences kidney transplantation
outcomes. J Clin Invest, 2016. 126(5): p. 1968-77.

359. Xue, J.L., et al., Incidence and mortality of acute renal failure in Medicare beneficiaries, 1992 to 2001. ] Am
Soc Nephrol, 2006. 17(4): p. 1135-42.

360. Fekete, A., et al., Sex differences in heat shock protein 72 expression and localization in rats following renal
ischemia-reperfusion injury. Am J Physiol Renal Physiol, 2006. 291(4): p. F806-11.

361. Fekete, A., et al., Sex differences in the alterations of Na(+), K(+)-ATPase following ischaemia-reperfusion
injury in the rat kidney. J Physiol, 2004. 555(Pt 2): p. 471-80.

362. Hu, H., et al., Gender differences in the susceptibility to renal ischemia-reperfusion injury in BALB/c mice.
Tohoku J Exp Med, 2009. 218(4): p. 325-9.

363. Park, K.M., et al., Testosterone is responsible for enhanced susceptibility of males to ischemic renal injury. J
Biol Chem, 2004. 279(50): p. 52282-92.

364. Hutchens, M.P., et al., Estrogen is renoprotective via a nonreceptor-dependent mechanism after cardiac arrest
in vivo. Anesthesiology, 2010. 112(2): p. 395-405.

365. Wyatt, C.M., P.T. Coates, and W.B. Reeves, Of mice and women: do sex-dependent responses to ischemia-
reperfusion injury in rodents have implications for delayed graft function in humans? Kidney Int, 2016. 90(1): p. 10-
3.

366. Liu, P.S. and P.Y. Wang, DHEA attenuates catecholamine secretion from bovine adrenal chromaffin cells. J
Biomed Sci, 2004. 11(2): p. 200-5.

178



dc_ 1685 19
367. Maninger, N., et al., Neurobiological and neuropsychiatric effects of dehydroepiandrosterone (DHEA) and
DHEA sulfate (DHEAS). Front Neuroendocrinol, 2009. 30(1): p. 65-91.

368. Sanchez-Blazquez, P., et al., The Sigma-1 Receptor Antagonist, SIRA, Reduces Stroke Damage, Ameliorates
Post-Stroke Neurological Deficits and Suppresses the Overexpression of MMP-9. Mol Neurobiol, 2018. 55(6): p.
4940-4951.

369. Xu, Q., et al., Sigma-1 receptor in brain ischemia/reperfusion: Possible role in the NR2A-induced pathway to
regulate brain-derived neurotrophic factor. J Neurol Sci, 2017. 376: p. 166-175.

370. Wilbert-Lampen, U., et al., Female sex hormones decrease constitutive endothelin-1 release via endothelial
sigma-1/cocaine receptors: an action independent of the steroid hormone receptors. Endothelium, 2005. 12(4): p.
185-91.

371. Hayashi, T. and T.P. Su, Sigma-1 receptor chaperones at the ER-mitochondrion interface regulate Ca(2+)
signaling and cell survival. Cell, 2007. 131(3): p. 596-610.

372. Knowlton, A.A. and L. Sun, Heat-shock factor-1, steroid hormones, and regulation of heat-shock protein
expression in the heart. Am J Physiol Heart Circ Physiol, 2001. 280(1): p. H455-64.

373. Voss, MR, et al., Gender differences in the expression of heat shock proteins. the effect of estrogen. Am J
Physiol Heart Circ Physiol, 2003. 285(2): p. H687-92.

374. Labrie, F., et al., Pure selective estrogen receptor modulators, new molecules having absolute cell specificity
ranging from pure antiestrogenic to complete estrogen-like activities. Adv Protein Chem, 2001. 56: p. 293-368.

375. Buvat, J., Androgen therapy with dehydroepiandrosterone. World J Urol, 2003. 21(5): p. 346-55.

376. Feldman, H.A., et al., Low dehydroepiandrosterone and ischemic heart disease in middle-aged men: prospective
results from the Massachusetts Male Aging Study. Am J Epidemiol, 2001. 153(1): p. 79-89.

3717. Jimenez, M.C., et al., Low dehydroepiandrosterone sulfate is associated with increased risk of ischemic stroke
among women. Stroke, 2013. 44(7): p. 1784-9.

378. Ayhan, S., et al., Dehydroepiandrosterone protects the microcirculation of muscle flaps from ischemia-
reperfusion injury by reducing the expression of adhesion molecules. Plast Reconstr Surg, 2003. 111(7): p. 2286-94.

379. Pelissier, M.A., et al., Antioxidant effects of dehydroepiandrosterone and 7alpha-hydroxy-
dehydroepiandrosterone in the rat colon, intestine and liver. Steroids, 2004. 69(2): p. 137-44.

380. Mannic, T., J. Viguie, and M.F. Rossier, In vivo and in vitro evidences of dehydroepiandrosterone protective
role on the cardiovascular system. Int ] Endocrinol Metab, 2015. 13(2): p. €24660.

381. Aragno, M., et al., Oxidative stress and kidney dysfunction due to ischemia/reperfusion in rat: attenuation by
dehydroepiandrosterone. Kidney Int, 2003. 64(3): p. 836-43.

382. Hayashi, T., et al., Dehydroepiandrosterone retards atherosclerosis formation through its conversion to
estrogen: the possible role of nitric oxide. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2000. 20(3): p. 782-92.

383. Simoncini, T., et al., Dehydroepiandrosterone modulates endothelial nitric oxide synthesis via direct genomic
and nongenomic mechanisms. Endocrinology, 2003. 144(8): p. 3449-55.

384. Chertow, G.M., et al., Acute kidney injury, mortality, length of stay, and costs in hospitalized patients. J] Am Soc
Nephrol, 2005. 16(11): p. 3365-70.

385. Smith, G.L., et al., Worsening renal function: what is a clinically meaningful change in creatinine during
hospitalization with heart failure? J Card Fail, 2003. 9(1): p. 13-25.

386. Zang, X., et al., Neutrophil gelatinase-associated lipocalin protects renal tubular epithelial cells in hypoxia-
reperfusion by reducing apoptosis. Int Urol Nephrol, 2014. 46(8): p. 1673-9.

387. Mussap, M., et al., Emerging biomarkers and metabolomics for assessing toxic nephropathy and acute kidney
injury (AKI) in neonatology. Biomed Res Int, 2014. 2014: p. 602526.

388. Bolignano, D., et al., Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) as a marker of kidney damage. Am J
Kidney Dis, 2008. 52(3): p. 595-605.

389. Han, W.K., et al., Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1): a novel biomarker for human renal proximal tubule injury.
Kidney Int, 2002. 62(1): p. 237-44.

390. Hacham, M., et al., Different patterns of interleukin-1alpha and interleukin-1beta expression in organs of normal
young and old mice. Eur Cytokine Netw, 2002. 13(1): p. 55-65.

391. Luheshi, N.M., et al., Interleukin-1lalpha expression precedes IL-1beta after ischemic brain injury and is
localised to areas of focal neuronal loss and penumbral tissues. J Neuroinflammation, 2011. 8: p. 186.

179



dc_ 1685 19
392. Deng, 1., et al., Interleukin-10 inhibits ischemic and cisplatin-induced acute renal injury. Kidney Int, 2001. 60(6):
p. 2118-28.

393. Jung, M., et al., Infusion of IL-10-expressing cells protects against renal ischemia through induction of lipocalin-
2. Kidney Int, 2012. 81(10): p. 969-82.

394. Yap, S.C. and H.T. Lee, Acute kidney injury and extrarenal organ dysfunction: new concepts and experimental
evidence. Anesthesiology, 2012. 116(5): p. 1139-48.

39s. Allahtavakoli, M. and B. Jarrott, Sigma-1 receptor ligand PRE-084 reduced infarct volume, neurological
deficits, pro-inflammatory cytokines and enhanced anti-inflammatory cytokines after embolic stroke in rats. Brain Res
Bull, 2011. 85(3-4): p. 219-24.

396. Bhuiyan, M.S., H. Tagashira, and K. Fukunaga, Sigma-1 receptor stimulation with fluvoxamine activates Akt-
eNOS signaling in the thoracic aorta of ovariectomized rats with abdominal aortic banding. Eur J Pharmacol, 2011.
650(2-3): p. 621-8.

397. Tagashira, H., et al., Distinct cardioprotective effects of 17beta-estradiol and dehydroepiandrosterone on
pressure overload-induced hypertrophy in ovariectomized female rats. Menopause, 2011. 18(12): p. 1317-26.

398. Bhuiyan, M.S., H. Tagashira, and K. Fukunaga, Crucial interactions between selective serotonin uptake
inhibitors and sigma-1 receptor in heart failure. J Pharmacol Sci, 2013. 121(3): p. 177-84.

399. Roh, D.H., et al., Spinal neuronal NOS activation mediates sigma-1 receptor-induced mechanical and thermal
hypersensitivity in mice: involvement of PKC-dependent GluN1 phosphorylation. Br J Pharmacol, 2011. 163(8): p.
1707-20.

400. Chaigneau, E., et al., Two-photon imaging of capillary blood flow in olfactory bulb glomeruli. Proc Natl Acad
SciU S A, 2003. 100(22): p. 13081-6.

401. Crawford, C., et al., An intact kidney slice model to investigate vasa recta properties and function in situ.
Nephron Physiol, 2012. 120(3): p. p17-31.

402. Smith, C., et al., Splice variants of neuronal nitric oxide synthase are present in the rat kidney. Nephrol Dial
Transplant, 2009. 24(5): p. 1422-8.

403. Szabo, A.J., et al., Renal neuronal nitric oxide synthase protein expression as a marker of renal injury. Kidney
Int, 2003. 64(5): p. 1765-71.

404. Nishimura, T., et al., Potentiation of nerve growth factor-induced neurite outgrowth by fluvoxamine: role of
sigma-1 receptors, IP3 receptors and cellular signaling pathways. PLoS One, 2008. 3(7): p. €2558.

405. Shihab, F.S., W.M. Bennett, and T.F. Andoh, Donor preconditioning with a calcineurin inhibitor improves
outcome in rat syngeneic kidney transplantation. Transplantation, 2009. 87(3): p. 326-9.

406. Cicora, F., et al., Donor preconditioning with rabbit anti-rat thymocyte immunoglobulin ameliorates ischemia
reperfusion injury in rat kidney transplantation. Transpl Immunol, 2012. 27(1): p. 1-7.

407. Krezdorn, N., et al., Tissue conservation for transplantation. Innov Surg Sci, 2017. 2(4): p. 171-187.

180



