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Roviditések jegyzéke:
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ARB
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NF-KB
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OGT
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PKC

Angiotenzin konvertal6o enzim

Elérehaladott glikacios végtermékek (advanced glycation end-products)
Angiotenzin
Angiotenzin receptor blokkold

Bovine serum albumin
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Dimetil-szulfoxid

Diabéteszes nefropatia

Endotelialis nitrogén-monoxid szintéz

Glomerulus filtracios rata
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Hexo6zamin anyagcsere utvonal (hexosamine biosynthetic pathway)
Intergalt optikai denzitas (integrated optical density)
3—(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid
Nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

Nitrogén-oxid

Nuklearis faktor-kappa B

N-acetil gliikozaminidaz

Oxigén-kapcsolt B-N-gliikkdzamin

O-GlcNACc transzferaz
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PAI Plazminogén aktivator inhibitor

ROS Reaktiv oxigén gyokok (reactive oxygen species)
SERCA Szarkoplazmas retikulum kalcium ATP-4z

STZ Streptozotocin

TBS Tris-buffered saline

TIDM 1-es tipusu diabétesz mellitusz

T2DM 2-es tipusu diabétesz mellitusz

TGF-B Transzformald novekedési faktor béta

UDP-GIcNAc Uridin-difoszfo-N-acetilgliikdzamin

VEGF Vaszkularis endothelialis novekedési faktor
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1. BevezetésDiabétesz mellitusz (DM)

Elofordulas:

A cukorbetegség a  szénhidrat-anyagcsere  kronikus < zavara, mely
kovetkezményesen érinti a fehérje- és a zsiranyagcserét, illetve a so-viz €és sav-bazis
haztartést is. Alapvetd oka a hasnyalmirigy Langerhans-szigeteiben 1€v6 bétasejtek altal
termelt inzulin viszonylagos vagy teljes hidnya, illetve az inzulin-hatds elmaradasa.
Ezaltal azok a sejtek, ahol a cukorfelvétel inzulinhatashoz kotott (izom-, zsir- €s majsejtek)
nem képesek gliikoz felvételére, a vércukor megemelkedik, melynek kovetkeztében
létrejove patofizioldgiai eltérések szamos szerv miltkodését karosithatjak b2,

A cukorbetegség napjaink egyik legjelentésebb népegészségiigyi problémadja,
mely sulyos tarsadalmi és gazdasagi terhet jelent a fejlodo és fejlett orszagok szamara
egyarant. A WHO adatai szerint jelenleg 415 millié ember szenved diabéteszben (DM)
vilagszerte, azonban ha az eddigi ndvekedési tendencia folytatoédik, ez a szam 2040-re
642 milliéra emelkedhet - elsésorban a 2-es tipusi DM (T2DM) jarvanyszerti novekedése

miatt 3 (1. dbra).

Ry D .

1. abra: A diabétesz mellitusz becsiilt el6fordulasa a felnétt populacioban 2015-

ben *
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Mindezzel pahuzamosan a DM ¢és szovOdményeinek kezelésére forditott
koltségek is nének, mely fokozott terhet 16 mind a betegekre, mind az egészségligyi
rendszerre, €s jelentds kihivas elé allitja a fejlodé orszagok szocidlis-gazdasagi

rendszerét (2. abra).

milliard dollar milli6 6

Koltség Eléfordulas
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2. abra: A diabétesz varhaté novekedése és a kezelésére forditott koltségek °

Magyarorszagon kozponti regiszter hidnydban nem rendelkeziink pontos
adatokkal a felndttkori DM gyakorisagat illetéen, azonban a nemzetkozi adatok alapjan
hazankban is jelentés ndvekedés varhato. A hazai prevalencia-mutatod 7,6-9,3% kozotti,
azonban a szlirdvizsgalatok adatai alapjan a nem diagnosztizalt betegek aranya
ugyanennyi lehet. Minden ismert betegre egy fel nem ismert diabéteszes beteg

szamolhato *.

Tiinetek:

A betegség klasszikus klinikai tiinetei a poliuria (a vizelet mennyiségének
megnodvekedése a glilkdzuria miatti ozmotikus diurézis nyoman), a polidipszia (fokozott
folyadékfelvétel az alland6 szomjlisagérzet miatt) és az egyéb okkal nem magyarazhato
fogyas, mely kialakulhat atlagos, fokozott (polifagia) vagy rossz étvagy mellett is.
Jelentkezhet faradtsagérzés, hanyinger, ami a ketozisra utalhat, iddnként homalyos latés,

amelyet a szemlencsének a hiperozmolaris csarnokviz miatt megvaltozott fénytorése
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okoz, illetve olykor labikragdrcs, valamint a kézujjakon zsibbadds. Visszatérd, nehezen
gyogyulo infekciok is felhivhatjak a figyelmet a cukorbetegségre. Sulyosabb esetben
hiperglikémias ketoacidozis vagy nem ketotikus hiperozmoléris allapot alakul ki, mely
tudatzavarhoz, eszméletvesztéshez vezethet és kezelés nélkiil halalt okozhat.

A T2DM azonban gyakran tiinetszegény ¢és csak a szovédmények hivjak fel a
figyelmet a betegségre % °.
Diagnozis:

A DM korisméje altalaban a klinikai tiinetek keltette gyant alapjan, méaskor
sziirdvizsgalatok keretén beliil végzett, vagy csaladi halmoz6das miatt indokolt vércukor-

meghatarozas alapjan igazolodik.

DM allapithaté meg, ha:

-az ¢homi (8 6ras €hezés utan mért) vércukor > 7,0 mmol/I,
-tipikus hiperglikémias tiinetek mellett mért alkalmi vércukor > 11,1 mmol/I
-a hemoglobin Alc (HbAlc) értéke > 6,5%,

- oralis gliikéz toleranci teszt (OGTT) 2 6rés értéke > 11,1 mmol/l %°©

Csoportositas:

A betegségnek szamos besorolasa 1étezik.

Etiologiai klasszifikdcio alapjan megkiilonboztetiink 1-es tipusi DM-et (T1DM),
melyben a béta-sejtek karosodasa klasszikus klinikai tiinetekkel manifesztalodik.
Hétterében autoimmun folyamat szerepe, ill. genetikai fogékonysag feltételezhetd, de
idiopatias formak is ismertek. A T2DM a leggyakoribb forma, az 6sszes eset 90%-a. A
periférids inzulinrezisztencia miatt kialakuld relativ inzulinhidny jellemzi, melynek
kialakuldsdban a genetikai fogékonysdg mellett nagy szerepe van a kornyezeti
tényezoknek. Tipusos esetben klasszikus klinikai tiinetek nélkiil, elhizashoz tarsulva, 35
éves kor folott jelentkezik, azonban az euro-atlanti tdrsadalmakban az elhizas és a
metabolikus szindroma terjedésével gyermekkorban is ndvekszik az eléfordulasa.
Jelenleg pontos adatok a gyermekkori T2DM el6fordulasat illetéen hidnyosak ’. Japanban
¢s Taivanon a friss diabéteszesek tobb mint fele, mig az USA-ban kozel egyharmada

T2DM-be tartozik .
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Kiilon entitds a terhességben manifesztalodd geszticios diabétesz és ismertek

egyéb ritkabb, specialis DM formak is, melyeket itt részleteiben nem ismertetiink %>

Szovodmenyek:

A DM kronikus fennalldsa sokszervi szoveti karosodashoz vezet. A nem-
specifikus makroangiopatias szovOdmények alatt a nagyerek ateroszklerotikus
karosodasat értjiik, mely szdmos kardiovaszkularis megbetegedést okoz. A szem, idegek
¢s nem utolsésorban a vese kisereinek (retino-, nefro-és neuropatias) karosodasa soran
1étrejové mikroangiopatias specifikus szovédmények 1-es, ill. 2-es tipusban egyarant
kialakulhatnak. A vesekarosodas a kardiovaszkularis szovodmények kialakulasat is
fokozza 2. Mig DM-ben 3-6 szoros, addig DNP fennalldsa esetén 15-20-szoros a sziv-

érrendszeri szovédmények kialakuldsanak kockazata °.

Patomechanizmus:

Ismert, hogy a tartésan magas vércukorszint kulcsszerepet jatszik a
szOvOdmények kialakuldsdban. A gliikotoxicitds kozvetitéséért szamos molekuléris
mechanizmus feleldssé tehetd: az eldrehaladott glikacios végtermékek (AGE) képzddése,
a protein kindz C (PKC) aktivacid, illetve a poliol és hex6zamin alternativ anyagcsere
utak felerdsddése egyarant hozzijarul a karosodas kialakulasahoz'®. A legfontosabb

folyamatokat az alabbi dbra 6sszegzi. (3. abra)

10
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Glikolizis Hiperglikémia-indukalt utvonalak:
Gliikoz 1'7 Poliol Ut |===» NADH/sorbitol/fruktoz
l 2. : 7
Glikoz-6-P »| Hexdzamin Utvonal |=—» UDP-GIcNAC
Frukt6z-6-P : Diacil-glicerol
l - Dihidroxi-aceton-P = Glicerin-3-P ==| -> PKC aktivaci6
Glicerinaldehid-P » Metilglioxal == | E|Srehaladott glikacids végtermékek
!' (AGE)
Piruvat
|
v 5

Acetil-koenzim A = Citromsavciklus ==» Elektrontranszportlanc —»| Reaktiv oxigén gyokok

3. abra: A kronikus hiperglikémia altal aktivalt fobb molekularis utvonalak.

Tartésan magas vércukorszint esetén a poliol (1) és hex6zamin (2) alternativ
anyagcsere utak feler6sodése, protein kindz C (PKC) aktivacio (3), eldrehaladott
glikécios végtermékek (4) és reaktiv oxigén gyokok képzddése (5) kovetkezik be. A
poliol ut soran a glikéz nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH)
felhasznalasaval fruktozza alakul. A hex6zamin Ut végtermékeként uridin-difoszfo-N-
acetilgliikozamin (UDP-GIcNAc) halmozodik fel. Euglikémias koriilmények kozott
ezeknek az utvonalaknak az aktivitdsa alacsony és a gliikdz a sejtben gliik6z-6-foszfat
(glik6z-6-P) ¢és fruktoéz-6-foszfat (fruktdz-6-P) kozti termékeken keresztiil a
glikolizisbe 1ép és a citromsavcikluson keresztiil hasznalddik fel. (Davidson és mtsai,
modositott dbra)!!

Az AGE-k szarmazhatnak kozvetleniil, nem enzimatikus glikacion keresztiil vagy
kozvetve, dikarbonil metabolitok keletkezése utjan. Az AGE-k olyan jelatviteli
folyamatokat inditanak be (nukledris faktor-kappa B (NF-KB), nikotinamid-adenin-
dinukleotid-foszfat (NADPH) oxiddz aktivacio), melyek szuperoxid képzddésen
keresztiil hozzajarulnak a gliikotoxicitashoz, ill. kdvetkezményesen karosithatjak a
glikalodott fehérjék struktirajat és funkcidit'?. A vese glomeruldris bazdlmembranjaban
az AGE-keresztkdtések a permeabilitas fokozodasahoz vezethetnek'?, a glikacié hatdsara

megvaltozott toltésti albumin pedig konnyebben jut at a bazalmembranon.

11
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A gliikéz noveli a diacil- glicerol szintjét is, mely PKC aktivaciohoz vezet. A PKC
szamos jelatviteli Ut beinditasan keresztiil (endotelialis nitrogén-monoxod szintaz
(eNOS), vaszkularis endothelialis novekedési faktor (VEGF), transzformalo novekedési

faktor béta (TGF-B), NAD(P) oxidaz ndveli a szabadgyokok (ROS) mennyiségét 14,

A poliol ut két 1épésbol allo metabolikus utvonal, melynek soran az aldéz
reduktdz enzim segitségével a gliikoz szorbitolla, majd fruktézza alakul. A folyamat
termékei és a megvaltozott kofaktor egyensuly (NADPH és ezen keresztiil redukalt
glutation csokkenés) fokozza a ROS termelddését és intracelluldris oxidativ stresszt idéz

elé 10,

Végiil a legutoljara taglalt mechanizmus a hexdzamin anyagcsere utvonal
(hexosamine biosynthetic pathway-HBP) feler6sodése, melynek soran a feleslegben 1évo
gliikk6z, fruktdz-6-fosztaton, majd tovabbi metabolitokon keresztiil a fehérjék specifikus
oxigénhez kapcsolt B-N-acetilgliikdzaminnal torténd modosulasara (O-GIlcNAcilacio)
hasznalodik fel, mely dolgozatom kdzponti téméjat adja. Az O-GlcNAcilalt fehérjék
szamos jelatviteli utvonal befolyasolasan keresztiil (TGF-a és B-1, plazminogén aktivator
inhibitor-1 (PAI-1) aktivalds, eNOS ¢és szarkoplazmds retikulum kéalcium ATP-az-
SERCAZ2a gatlas) jarulnak hozza a gliikotoxicitashoz, illetve valosziniisithetden szerepet

jatszanak az inzulinrezisztencia kialakulasaban '°.

1.2. Diabéteszes nefropatia (DNP)

A DNP a végstadiumu veseelégtelenség leggyakoribb oka, eléforduldsa a
cukorbetegséggel parhuzamosan folyamatosan nd. A vesekarosodéas atlagosan 10-15
évvel a DM fennallasa utan 1ép fel. A vesemiikodés besziikiilése T1DM cukorbetegekben
30-40%, '° T2DM-ben 20-30% eséllyel alakul ki '®. T2DM esetében a nefropatia mar a
cukorbetegség diagnozisakor jelen lehet.

A DNP az albuminuria fokozddasaval, a vérnyomas emelkedésével és a
glomerularis filtracioés rata (GFR) csokkenésével jar. Az aluminuria szlirését TIDM

esetén a betegség fennallasatol szamitott 5 évvel, T2DM esetén a diagnozis felallitasakor

12
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kell elvégezni. A DNP diagnozisa kimondhatod, amennyiben a pacienseknél 3 honapon
beliil harombdl minimum 2 alkalommal koros albuminiiritést vagy beszikiilt
vesefunkciot észleliink, és egyéb eredetli vesebetegség, illetve orthosztatikus vagy mars-
proteintria jelenléte kizarhatd. Atmeneti pozitivtas eléfordulhat még 1az, infekcio,
menstrudcid, hematuria, hipertonia és ACE gatlok hasznalata esetén, ilyenkor a mérést az

okok megsziinése utan jbol meg kell hatdrozni %!’

A DNP klinikai képe és a szoveti elvaltozasai alapjan 6t stadiumot irtak le (1. tablazat):

Az elso stadiumban a vese fokozott filtracidja és hipertréfidja figyelheté meg a
GFR novekedésével. A hiperfiltracié oka a hiperglikémia miatt csokkent preglomerularis
vaszkuldris rezisztencia, aminek hatdsdra megemelkedik a glomerularis intrakapillaris

18 ¢s karosodik a normélis autoregulacid '°. A magas vércukorszint ill.

nyomas
felszaporodott szabadgyokok miatt fokozott glikacio és lipidperoxidacio karositjak a
sejteket és transzportereket, ezéltal a kompenzaciés mechanizmusok sériilnek 2°.

A  masodik  stadiumban a fokozott igénybevétel miatt intermittalo
mikroalbuminuria (30-300 mg/nap) jelenik meg és szovettanilag kimutathatova valik a

glomerulusok bazdlmembranjanak megvastagoddsa ¢és a mezangidlis matrix
felszaporodasa 20

Abetegség harmadik stadiumara mar a tartds mikroalbumintiria, a bazdlmembran
tovabbi vastagoddsa és mezangialis matrix fokozott felhalmozodéasa jellemzd. A
vérnyomas normalis diurnalis ritmusa eltlinik, hatarérték hipertonia fordulhat el ¢és a
GFR csokkenni kezd.

A negyedik stidiumban az albuminvesztés tovabb ndé (> 300 mg/nap,
makroalbumintria), amihez proteintria tarsul, nefrozis szindroma alakulhat ki. A vese-
funkci6 besziikiilése miatt csokken a vizeletképzddés, ezaltal emelkedik a szérum kreatinin
szint és ezzel pirhuzamosan nd a vérnyomas 2!,

Az otodik stadiumban a glomerulusvesztés miatt csokken az albuminura, a vese
vizeletkivalaszto €s hormonalis funkcidjanak irreverzibilis besziikiilése pedig kronikus

veseelégtelenséghez vezet 2

. A csokkent eritropoetin termelés anémiat okozhat és zavart
szenved a D-vitamin vesében torténd aktiv formava alakulasa, ami miatt csokken az

intesztinalis kalciumfelszivodas és fokozddik a csontvesztés. A fehérjevesztés miatt a

13
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koleszterin és triglicerid szintek emelkednek 2. A GFR 10 ml/perc ald torténd
besztkiilése, az urémias tlinetek (perikarditis, encephalopathia), a gydgyszeresen nem
kezelhetd 6déma, hiperkalémia, hipertonia, aciddzis, anémia megjelenésével sziikségessé
valik vesepotld kezelés megkezdése 2. A DNP stadiuménak jellemzdit az 1. tablazat

foglalja Ossze.

1.T4blazat: A diabéteszes nefropatia stadiumai ° (GFR: glomerularis filtracios rata)

] S q . vese-és glomerularis a diabétesz
I. Hiperfiltracio T nincs normal . , L
hipertrofia diagnozisakor
bazalmembran
I1. Intermittal6 intermittalo . megvastagodas, ,
N T q Arrf normal : 5-6 év
albuminuria mikroalbuminuria mezangium
expanzid

U, 1/— LIS 0 rogresszio 7-15 év utan
Mikroalbuminiria ’ mikroalbumindria prog

Glomerulo- és

1V. Manifeszt arterioszklerézis,

! massziv proteinaria ™ 15-25 év utan

nefropatia tubulointersticialis
fibrozis
i | a miikodo
V. Urémia M nefronok szamanak m Massziv fibrozis 25-30 év utan
urémia . .z
csokkenésével
Patomechanizmus:

A DNP kialakuldsat metabolikus és hemodinamikai faktorok kolcsonhatdsa
magyarazza. A folyamat elinditdsdban és fenntartasaban kozponti szerepet jatszik a
kontrollalatlan vagy tartés hiperglikémia, a hemodinamikai faktorok kozott pedig

legfontosabb tényezOként a szisztémas ¢és intraglomerularis nyomdas emelkedése,
valamint a RAAS aktivalodasa szerepel 9.

A DNP patomechanizmusaban kiemelt szerepe van a proximalis tubulusok
karosodasanak. Mivel a proximalis tubulusok gliikoéz felvétele inzulintol fiiggetlen,
ezaltal képtelenek kelléen csokkenteni a gliikoz transzport mértékét, hogy megel6zzék az
intracellularis gliikozkoncentracio tulzott novekedését, ami kiillondsen érzékenny¢ teszi
ket a hiperglikémias koriilményekkel szemben 4. A korai szakaszban a gliikdzterhelés

hatasara fokozodik a proximalis tubulusban a gliikdéz reabszorpcid, a tubulusok
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hiperplaziaja ¢és hipertrofidgja kovetkezik be, mely az elsé stddiumban a GFR
novekedéséhez vezet. A késdbbiekben a hiperglikémia, albuminuria és a késoi glikacios
végtermékek altal indukalt oxidativ stressz €s hipoxia hatdsara gyulladasos citokinek,
novekedési faktorok és extracellularis matrix komponensek termelddnek, melyek
fibroblasztokat aktivalnak. Mindezek tubulointersticidlis gyulladas és végsé soron

fibrozis kialakulasat okozzak'® 24 23,

1.2.1. Renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS)

DNP-ban kimutathaté6 a RAAS fokozott aktivitdsa. A rendszer kozponi eleme az
angiotenzin II (Ang II), mely két Iépésben termelddik: az angiotenzinogénbdl a renin
hat4séra elébb angiotenzin I (Ang I) jon 1étre, ami az angiotenzin konvertalé enzim (ACE)
hatasara Ang II-vé alakul. A keringd Ang II a vesében direkt érsziikité hatasan és az
aldoszteron aktivalasan keresztiil segiti a natrium reabszorpciot, ezaltal befolyasolja az
extracellularis folyadékhaztartast és vérnyomast. Az ACE-nek két izoforméaja 1étezik: a
vazodilatator bradikinint is bontd ACE1, és az Ang I-bdl Angl-9-et, ill. az Ang 1I-bol
Ang 1-7-et hasit6 ACE2. Az Ang 1-7 ACE-gatl6 és vazodilatator hatasu, igy az ACE2-
vel endogén inhibitorként miikddve az Ang II talaktivalodasat gatolja 2°. Koros esetben
ez a természetes ellenregulacié nem elégséges és az egyensuly eltolodik. A RAAS {6

elemeit a 4. dbra mutatja be.
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C__ Angiotenzinogén >
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4. abra: A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer
(Ang: angiotenzinogén; ACE: angiotenzin konvertalé enzim; ATi: Ang II 1-es tipust re-

ceptora; AT,: Ang II 2-es tipusi receptora) (Savoia és Roscioni 27 2

abra)

alapjan modositott

A keringd RAAS mellett a vesében a lokalis RAAS az eldbbitdl fliggetleniil
szabalyozodik »°. A vese a RAAS 0Osszes elemét expresszdlja. Mivel a lokélisan
termelddd renin masodlagosan gatolni tudja a juxtaglomerularis apparatusban torténd
renin temelddést *°, a vesében a renin és az Ang II koncentracidja tobb szazszorosa lehet
a szisztémas hormonszinteknek *'. A hiperglikémia mar 6nmagéaban kivalthatja a lokalis
RAAS aktivalodasat, amit az is bizonyit, hogy a proximalis tubularis sejtek 24 o6ran at
tartd magas glilkdzzal torténd expozicidja serkenti az angiotenzinogén mRNS
expresszidjat 2. DM korai szakasziban a proximalis tubulusban szelektiven fokozodik a
renin expresszio, ami a tubularis Ang II szint emelkedéséhez vezet *.

A talaktivalodott Ang I1 hatdsara emelkedik a renélis TGF-B expresszio, ami ka-
intrakapillaris nyomas €s n6 a bazalmembran fehérjeateresztd képessége. AT 1-receptoran

keresztiil noveli a vaszkularis rezisztenciat, csokkenti a vese vérataramlasat, serkenti az
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extracellularis matrix expanziot, és hozzajarul az epitelidlis sejtek hipertrofidjahoz, me-
lyek mind a tubulointersticidlis fibrozis és glomeruloszkler6zis kialakulasat triggerelik.
Az Ang II és hiperglikémia tovabba serkenti az aldoszteron termelddését, ami fo-

t 3. DM-ben normalis plazma aldoszteron szintek mellett is

kozza az Ang Il karos hatasai
emelkedett a rendlis aldoszteron mennyisége, ami Oonmagaban is lokalis gyulladast,
mezangialis métrix expanziét és fibrozist indukal, és fokozza az albumintiriat *>. Emellett
hozzajarul a kollagén termel6dés és endotélialis diszfunkcio kialakulasahoz 3¢, tovabb
rontva a DNP progressziojat.

Végeredményben a talaktivalodott RAAS, a hiperglikémia ¢és a megemelkedett
oxidativ stressz egymas hatdsat fokozva, az inzulin-rezisztencia, magas vérnyomas és
érelmeszesedés kialakuldsan keresztiil 6rdogi kort hoz létre, mely megvaltoztatja a vese

hemodinamikai ¢és anyagcsere-folyamatait és végsd soron stlyos funkciondlis és

strukturalis karosodasahoz vezet.

1.2.2. A Na/ K ATP-4z szerepe (NKA)

A natrium/kalium adenozin-trifoszfataz (NKA) fontos eleme a folyadék- és az
ionhaztartas szabalyozasanak, a Na'-gradiens fenntartasaval biztositja a reabszorpcios
folyamatok energetikai hatterét. A vesében a proximalis tubulusban, a renalis viz- €s
soOhaztartas szabalyozasanak f6 helyén fejezodik ki a legnagyobb mértékben, ahol a
filtralt Na* legnagyobb része visszaszivodik 7.

Szamos transzporter esetében kimutattak, hogy a hiperglikémia kdzvetleniil ka-
rositja az enzimek funkci6jat*®. DM-ben a megndvekedett Ang II koncentraci6, a Na*
reabszorpcio fokozaséaval 1ényegi szerepet jatszik a NKA miikdodésében. Ismert, hogy
mig alacsony koncentracioban az Ang II fokozza, addig magas koncentracioban ga-
tolja a NKA aktivitasat %

Korabbiakban kimutattuk, hogy streptozotocin (STZ) indukélta TIDM pat-
kanymodellben megemelkedik a rendlis NKA expresszidja, ugyanakkor az enzim at-
helyezddik a bazdlmembranbol a citoplazma felé, ezaltal funkciojat veszti. Nagydo-
zisu, szisztémas Ang Il infizi6 alkalmazésa tovabb fokozta ezeket az elvaltozasokat
40 A citoplazmaba helyezédésnek egyik feltételezett mechanizmusa lehet, hogy a

hiperglikémia hatasara keletkezd késoi glikacios végtermékek az arachidonsav- €s
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foszfoinozitol metabolizmuson keresztiil serkentik a NKA klatrin-medialt

endocitozisat 4.

1.2.3. Akt-endotelidlis nitrogén monoxid szintdz (eNOS)

rendszer

Az elmult évtizedekben egyértelmiivé valt, hogy az elégtelenné valo eNOS
miikddése hozzajarul a DNP kialakulasahoz és progresszidjahoz, jollehet szerepét eddig
els@sorban a vese vaszkularis endotéliuméban tanulmanyoztak. Az eNOS a glomerularis
endotél sejtek mellett megtaldlhatd a proximadlis tubulusokban, a gytiijtécsatorndkban,

valamint a Henle-kacs felszalld vastag szegmentumaban is .

Aktivacidjdhoz
kulcsfontossag a szerinl177-en torténd foszforilacdja, melynek f& katalizatora a
foszforilalt Akt (pAkt) **, mely szamos jelatviteli utvonal kdzponti molekulja *4.

A eNOS hatésara termelddd nitrogén-oxid (NO) noveli a renalis perfuziot, gatolja
a renin elvalasztast, ezaltal csokkenti a vérnyomast, a natrium- és vizelet kivalasztast +°.
Emellett részt vesz a trombocita aggregacio, a leukocita adhézid, angio-és atherogenezis
és az ér simaizomsejt proliferacidjanak szabalyozasaban is *°.

A DM-ben kialakulé mikrovaszkularis szovédmények és endotelialis diszfunkcid
létrejottében kulesszerepet jatszik a tartds hiperglikémia és a vele jard metabolikus
valtozasok. Ismert, hogy a vércukorszint emelkedés az eNOS funkciojanak csokkentésén
keresztiil mérsékli az endotél-fiiggd vazodilataciot *’. Az AGE képzédés, PKC, poliol és
TGF-B utvonalak aktivalddasa, ill. a ROS képzédés mind az eNOS aktivitdsdnak
csokkenéséhez vezetnek, a csokkent NO képzddés pedig az oxidativ stressz stulyosbitdsan

keresztiil, tovabb noveli az endotélsejt gyulladast 454,

1.2.4. Hoésokkfehérjék (HSPk)

A stressz-valaszok egyik f6 mediatora a hdsokkfehérje (HSP)72, mely a sejtet ért
kérositd hatast kovetden termelddik °°. Korabbi vizsgalatok alapjan ismert, hogy azok a
szovetek, melyek nagyobb mértékben expresszaljak a HSP72-t, ellenallobbak a sejteket

érd stresszel szemben °!. A vesében a hiperglikémia és az emelkedett glomerularis
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kapillaris nyomas celluldris stresszt idéz el6, mely serkenti a HSP72 termelddését >2, a

N t31;53

A HSP72 részt vesz a a tubularis karosodas kivédésében és a veseparenchima
regeneracidjaban is >*. Protektiv szerepét mutatja, hogy a renélis tubulointersticialis
fibrozis modelljében (unilateralis uréter obstrukcidban), a HSP72 a tubulussejt apoptozis,
intersticialis fibroblaszt infiltracio, ill. a kollagén I lerak6das mérsékléséhez vezetett >,

Mindezek mellett a HSP72 - mint a HSP70 csalad tagja - szerepet jatszik a
részlegesen karosodott vagy hibas fehérjék atalakitasaban és a denaturalddott proteinek
fiziologias helyén, valamint részt vesz a karosodott membranfehérje miikodésének
helyreallitisaban >’

A cellularis sejtvalasz sordn szdmos metabolikus és jelatviteli tvonal aktivalodik,
melynek kozponti molekulaja a HSP72. Ismert, hogy a kétiranyu kapcsolat all fent a
HSP72 ¢és az NO rendszer kozott. A HSP72 az eNOS expresszid novelésén keresztiil
javitja a vaszkularis endothelidlis funkciot 8. A termel6dd NO-nak pedig direkt indukald

hatésa van a hésokkfaktor-medidlt HSP72 kifejezddésére *°. Ezen kiviil stresszvélasz

hatdsara megemelkedd fehérje O-GlcNAcilacié is ndveli a HSP72 expressziojat .

1.2.5. A DNP kezelése

A DNP megel6zésében ¢€s kezelésében elsddleges feladat a megfeleld vércukor-
szint és vérnyomasértékek beallitasa. A HbA . céltartomanya 7-7,5% kortili, a célvérnyo-
mas 130/80 Hgmm, 1g/nap proteintria felett 125/75 Hgmm alatti kell legyen. Ezen kiviil
a szénhidrathaztartas egyensulyban tartdsa és az egyes tapanyag-0sszetevok mennyiségé-
nek és mindségeének biztositdsa érdekében elengedhetetlen a diétas eldirdsok betartasa.
Sziikséges a fehérje-és sobevitel megszoritasa: a napi fehérjebevitel mikroalbumintra
esetén 0,8 g/kg, a sdbevitel 3g/nap lehet. Tandcsos a dohanyzas elhagyasa is, mivel a
dohéanyzas bizonyitottan a DNP 6nallo rizikotényezdjének tekinthetd.

Az oralis antidiabetikumokat besziikiilt vesefunkci6 esetén koriiltekintden és bi-
zonyos esetekben dozisredukcioval kell megvalasztani, figyelembe véve a biguanidok
laktat-acidozist okoz6 kockazatat, €s a vesén at kivalasztodo szulfoniluredk hipoglikémiat

okozo hatésat is. Eldnyben részesitendd az inzulinterapia, annak figyelembevételével,
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hogy a vesefunkci6 romléasaval a napi inzulinigény fokozatosan csdkkenhet.

Ahogy a korabbi fejezetben részletes ismertetésre keriilt az aktivalodé RAAS koz-
ponti faktora a DNP kialakulasanak. Mindezek alapjan nem meglepd, hogy a koros
albuminuria és a vérnyomascsokkentés elsddlegesen valasztantando szerei az ACE-gat-
1ok és az ARB-k, de kitlizott vérnyomasértékek elérése érdekében sulyos esetben tobb-
szO0ros kombinaciodra is sziikség lehet: igy pl. diuretikumok, kalcium-csatorna blokkoldk
vagy béta-blokkolok alkalmazasara.

Jelenleg ACEI-k és ARB-k alkalmazasa jelenti a gydgyszeres terdpia alapjat. Az
Amerikai Diabétesz Téarsasag (ADA) 2015-0s ajanlasa szerint ACE-gatlok vagy ARB-k
alkalmazasa javasolt mikroalbumintiria megjelenése esetén °!. A magyar ajanlasok szerint
az ACEI-k normotenzi6 esetén is javitjak mind a TIDM, mind a T2DM betegek albumin-
tiritését és a DNP progresszidjat, mig az ARB-k esetében TIDM-ben egyenldre csak
makroalbumintria esetén ajanljak °. Az ACEI-k rdadasul csdkkentik a kardiovaszkularis
mortalitast diabéteszes betegekben %2, mig ARB-k esetében ugyanezt a hatast nem sikeriilt
kimutatni ®. Mindkét gyogyszer alkalmazésa esetén sziikséges a kalium szintek szoros
ellendrzése a terdpia kezdetén ill. a veseelégtelenség progresszidjakor. Az ADA az
aldoszteron-antagonistak alkalmazasat csak tarsulo hipertonia esetén tartjak indokoltnak
6.

A RAAS-gitlok kombinacios kezelése, igy az ACEI-k és ARB-k aldoszteron-
antagonistakkal vagy direkt renin-inhibitorokkal torténd egyiittes adasa is femertilt a fo-

t %4 Azonban a kombinacios kezelések nem bi-

kozott albuminuria csdkkent6 hatas miat
zonyultak hatékonyabbnak a monoterapiadhoz képest a veseprogresszid és kardiovaszku-
laris mortalitas szempontjabol, viszont megndvelték a karos mellékhatasok, igy pl. a
hiperkalémia eléfordulasat .

A vesebetegség progresszidjaval tovabbi kiegészitd gyogyszerekre van sziikség a
zsiranyagcsere, anémia ¢s D-vitamin hiany rendezése érdekében, azonban a jelenleg ren-

delkezésre allo terapia ellenére a betegek jelentds hanyadanal kialakul a végstadumu ve-

seelégtelenség, és vesepotlod kezelés valik sziikségessé.
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1.3. A fehérjék O-GlcNAcilacidés modosulasa

Az O-GIcNAcilaciéo az egyik leggyakoribb poszttranszlaciés modosulas, mely
fontos szerepet jatszik a sejtek szabalyz6 folyamataiban. A folyamat soran a gliikoz a
hex6ézamin utvonal Iépésein keresztiil atalakulva a fehérjék szerin ¢és treonin
hidroxilcsoportjaihoz  kapcsolodik, mely a klasszikus glikacioval ellentétben
enzimatikusan szabalyozott. In vitro sejtkulturan végzett tanulmanyok alapjan a sejtekbe
felvett gliikdz 2 - 5%-a halad a4t a HBP-n. Az anyagcsereut {6 szabalyozdja a gutamin:
fruktoz 6-foszfat amidotranszferaz (GFAT), mely az Gtvonal elsd, sebesség-meghatarozo
1épését katalizalja, ezaltal meghatarozza a belépd glikoz mennyiségét. A GFAT
enzimatikus aktivitasat szamos faktor befolyasolja: a gliikkoz és az inzulin az aktivitast
noveli, mig az anyagcserat végterméke az uridin-difoszfo-N-acetilgliikozamin (UDP-
GlcNAc), negativ visszacsatoldsként az aktivitast csokkenti % . Az UDP-GlcNAc
prekurzorként szerepel glikoproteinek, glikolipidek és proteoglikanok szintézisében,
ugyanakkor nélkiilozhetetlen a fehérjék O-GlcNAcil4ciojahoz .

A reakci6 soran egyetlen O-GIcNAc csoport helyezddik at a fehérjékre az O-
GlcNAc-transzferaz (OGT) segitségével, mig az eltavolitast is egyetlen enzim, az O-
GlcNAcaz (OGA) katalizalja. A két enzim dinamikus egyenstlyban tartja a glikozilaciot

és deglikozilaciot, és finomhangolja kiildnbdzé folyamatok jelaviteli Gitvonalait %, (5.4bra)

DP [ UDP-GIcNAc

/
Fehérjék > Fehérjék

GIcNAc

J

U

/
O-GIcNAc

5. abra: A fehérjék O-GlcNAcilacios modosulasa

Az O-GlecNAcilécio soran az O-GlcNAc-transzferaz (OGT) katalizalta reakcidban az
uridin-difoszfo-N-acetilgliikozamin csoportrél (UDP-GIcNAC) egy oxigénhez
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kapcsolt N-acetilgliikozamin (O-GIcNAc) molekula kapcsolodik a fehérjékhez,
aminek eltavolitasat az O-GIcNAcaz (OGA) végzi. (Filop €s mtsai abraja alapjan
médositva)®®

Az O-GlcNAcilacio a foszforilacidhoz hasonléan egy dinamikus és reverzibilis
folyamat, mely ugyanazon oldallancokon megy végbe, ezért szamos fehérje esetében
kompeticioba 1ép a foszforilacioval. Az O-GlcNAcilalt fehérjék tobbsége foszfoprotein
is egyben, igy a két modosulas kozotti kolcsonhatas széleskorli, ami lehetdvé teszi a
fehérjék funkcioinak és jelatviteli itvonalaknak kozds szabalyzasat 7°. A foszforilacidval
ellentétben, melynek szabélyozasaért tobb szaz kindz és foszfataz felelés 7!, az O-
GlcNAcilacio mértékét a fenti két enzim miikodése hatarozza meg.

Az O-GlcNAcilacio mértéke szorosan Osszefligg a HBP-n torténd gliikoz
aramlastol. Mivel az UDP-GIcNAc szintéziséhez az dsszes nagyobb anyagcsere Gtvonal
(gliik6z-, aminosav-, zsirsav- és nukleotid metabolizmus) elemeire sziikség van, ezért a
az OGT katalitikus aktivitasa igen érzékeny az UDP-GIcNAc sejten beliili szintjére, igy
a HBP és O-GlcNAcilécié tdpanyag-szenzorként is miikodik 7.

Aminosav Zsirsav
clikez Metabolizmus  Glakszamin metabolizmus

= S—d

!. Mo |

Glutamin Acetil-KoA

: 5
Glc-6-P mmws) Fru-6-P mmssmsssd GICNH,-6-P msss) GIcNAC-6-P

/ J o y/{w < | Nukleotid
X

, metabolizmus
Glikogén

szintézis Glikolizis

UDP-GIcNAC | == O-GleNAc

("' glikolipidek  glikoproteinek  proteoglikanok

Extracellularis matrix Bazalmembran

6. abra: A hexdozamin anyagcsereut

A hexo6zamin anyagcsereutba (hexosamine biosynthetic pathway, HBP) valo
belépés folyamatat és sebességét az glutamin: fruktdz 6-foszfat amidotranszferaz
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(GFAT) szabalyozza, mely a fruktoz-6-foszfatot (Fru-/-P) alakitja glilkdzamin-6-
foszfattd (GIcNH2-6-P), glutamint hasznalva amino-csoport donorként. A
GIcNH»-6-P 4talakulasa N-acetil-gliikozamin-6-foszfaton (GIcNAc-6P) és N-
acetil-glilkozamin-1-foszfaton (GIcNAc-1P) keresztil az UDP-N-acetil-
gliikozamin (UDP-GIcNAc) szintézisé¢hez vezet. (Fiilop és mtsai abraja alapjan
modositva)® 73

Az OGT-t kodold génbdl alternativ splicing-gal harom kiilonb6z6 izoforma jon
1étre, nukleocitoplazmatikus (ncOGT, 110 kDa); mitokondrialis (mOGT, 103 kDa) és a
rovid (sOGT, 78 kDa) OGT, melyek csupan tetra-trikopeptid ismétlodé szakaszainak
szdmaban (TPR, tetratricopepide repeats) térnek el egymastol, ezaltal eltérd szubsztrat
szelektivitassal rendelkeznek.

Az OGA-nak két izoformaja létezik: a teljes hosszusagu, hiszton-acetiltranszferaz
tulajdonsaggal is rendelkez0 és a citoszolban lokalizalodo hosszi (OGA-L, 130kDa) és a
C-terminalis régié nélkiili, rovid (OGA-S, 70kDa) izoforma '* . Az OGA-L magasabb
enzimaktivitassal rendelkezik, ezért foképp ez felel az O-GlcNAc-csoportok
eltavolitasaért a sejtben, mig az OGA-S kisebb mennyiségben talalhat6 a sejtmagban és
lipideseppekhez kotve 7> 7677,

Az O-GlcNAcilécio szerepe a sejtes folyamatokban nagyon komplex. A sejteket
ért cellularis stressz kivaltotta O-GlcNAc modosulas noveli a sejtek ellenalld képességét
a stressz hatdsokkal szemben. Ugyanakkor a tartds hiperglikémia miatt elhuzodd és
felhalmoz6dd O-GlcNAcilacio nemcsak a foszforilacio altal szabalyozott jelatviteli
utvonalak, hanem a transzkripciod és fehérjefunkcioé befolyasolasaval is képes hosszutavu,
karos valtozasokat létrehozni a sejtfunkciokban 78. Kronikus felhalmozodasat szamos
betegséggel hoztdk Osszefiiggésbe, mint példaul az inzulinrezisztencia ¢és T2DM,
neurodegenerativ betegségek, példaul az Alzheimer kor illetve a daganatok kialakulasa

79; 80

1.3.1. O-GIlcNAcilacio DM-ban

Az 1980-as években torténd felfedezése ota az O-GlcNAcilacidval kapcsolatos
kutatasi eredményeknek koszonhetden egyértelmiivé valt, hogy az O-GlcNAcilacio
szerepet jatszik a gliikkotoxicitas kozvetitésében és az inzulinrezisztencia kialakulasaban,

mely a T2DM ¢és a kontrollalatlan T1DM két alapkdve. Cukorbetegségben a fokozott O-
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GlcNAcilalodast mutatja, hogy a legtobb szovetben, mely érintett a DM késoi
szovédményeinek kialakuldsdban, fokozott GFAT expressziot és aktivitast igazoltak, ami
korrelal a HbA lc, valamint a posztprandialis gliikoz szintjével 3% #2,

Az O-GIcNAcilacido szamos helyen szerepet jatszik a DM patogenezisében.
Elészor patkany adipocitdkban mutattak ki, hogy a megnovekedett HBP-n keresztiili
gliikozaramlas csdkkent inzulinérzékenységet valt ki . Az O-GlcNAcildlodas
kovetkeztében csokken a zsirszovetben taldlhatd glikogén-szintdz enzimaktivitasa 2,
izomsejtekben pedig a GLUT-4 transzporter inzulin-indukalta kihelyezddése ®*, ami a
hiperglikémia elhuz6édasahoz vezet. Pankreasz-sejtekben a megnovekedett O-
GlcNAcilacid csokkenti az inzulinszekrécidt és B-sejt apoptozist indukal 3% 86,
Hepatocitdkban az OGT fokozott aktivacidja csokkenti az inzulin-érzékeny gének
kifejez6dését és inzulinrezisztenciat ill. hiperlipidémiat hoz létre ¥’. Kimutattak, hogy az
inzulinkaszkad fobb alkotdinak (Akt, inzulin receptor szubsztrat-1) O-GIcNAcilalédasa
Osszességében rontja az inzulin jelatvitelt %%, Mindezek az adatok egyértelmiien
alatamasztjak az O-GlcNAcilacido kozponti jelentéségét a DM és a gliikotoxicités

indukalta szovédmények kialakitasaban.

1.3.2. O-GIlcNAcilacio DNP-ben

Egyre tobb adat all rendelkezésre az O-GIlcNAcilacido szerepérél a DNP
kialakulasdban €s progresszidjaban, azonban az eredmények zome T2DM-re vonatkozik.
Kimutattak, hogy mig normal veseszovetben az O-GIcNAc csoportok termelddéséért
felelos HBP kulcsenzime, a GFAT a tubularis epithélsejtekben fejezédik ki és a
glomerulussejtek 1ényegében nem festddnek, addig DNP-ban glomerulus epithélsejtek és
mezangiumsejtek is erds festddést mutatnak, jelezve, hogy manifeszt DM-ben a vesében
GFAT expresszi6 indukalodik 2.

A patomechanizmusban kulcsfontossagu intrarendlis RAAS és megndvekedett O-
GlcNAcilécio kozotti kapesolatra utal, hogy proximalis tubulussejtekben gliikéz vagy
glilk6zamin adagolasaval tortént HBP aktivacio fokozza az angiotenzinogén és renin
mRNS-expresszidjat, ami sejthipertrofidhoz vezetett. A GFAT-gatlo alkalmazasa
felfiiggesztette a magas glilkdéz hatasat, ami gliikbzamin addsa mellett hatastalannak

bizonyult*?. Az aktivalas raadasul a masik irdnyban is megvaldsul, ugyanis mezangium
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sejtekben az Angll is fokozza az O-GIcNAcilaciot a HBP sebességmeghatarozo
enzimének, a GFAT-nak az aktivalasaval %°.

A megnovekedett O-GlcNAcilacid szamos transzkripcios faktor €s profibrotikus
fehérje expresszidjanak novelésével 1is hozzajarul a DNP progressziojahoz.
Mezangiumsejtekben a magas gliikéz altal 1étrejott HBP aktivacio TGF-B, PAI-1 és
fibronektin termelés fokozodashoz vezetett °% °1: 92, Ugyancsak mezangiumsejtekben a
magas gliikoz hatasara O-GlcNAcilalédott ChREBP transzkripcios faktor ndvelte a
fibrotikus lipid szintetizald fehérjék expressziojat . Az NF-KB O-GlcNAcilalodasa
megnovekedett tumornekrozis factor-alfa (TNF-a) és vaszkularis sejtadhézios molekula-

1 (VCAM-1) termelddéshez vezetett, ami hozzajarul a gyulladas és fibrozis
kialakulasahoz DNP-ban *4.

Mindezek az adatok egyértelmiien aldtdmasztjak az O-GlcNAcilacid kdzponti
jelentéségét a DM és a gliikotoxicitas indukalta rendlis szovédmények kialakitasaban,
azonban az eredmények zome T2DM-re vonatkozik.

Kisérleteinkben arra kerestiik a valaszt, hogy az O-GIcNAcilacié milyen szerepet
jatszik a DNP patomechanizmuséaban, kiilonos tekintettel az Akt-eNOS jelatvitelre, a
hdésokkvalaszra és a Na-pumpa miikodésére. Vizsgaltuk tovabba, hogy a terapiaban
elsddlegesen valasztando RAAS-gatlok befolyadsoljak-e a diabéteszes szovOdmények
kialakuldsaban és progresszidjaban részt vevé O-GlcNAcilacio folyamatat és enzimjeit

DNP-ban.
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2. Célkituzések:

1. Az O-GIcNAcilacié mértéke hogyan valtozik in vivo a DNP experimentalis
modelljében és in vitro proximalis tubulussejt-tenyészetben magas gliiko6z kezelés

utan?

2. Miként moédosulnak az O-GIcNAcilacidt szabalyz6 OGT és OGA enzimek

szintjei a modellekben?

3. Hogyan befolyasolja a hiperglikémia és a magas gliikkoz kezelés a foszforilalt
eNOS ¢és Akt mennyiségét experimentalis DNP modellben és a proximalis

tubulussejtekben?

4. Mi a szerepe az O-GlcNAcilacionak a NKA és a HSP72 mennyiségének és

mikodésének valtozasaban in vivo DNP-ban és in vitro a proximalis tubulusokban?

5. A RAAS-gitlok monoterdpiaban alkalmazva hogyan befolydsoljak az O-

GlcNAciléci6 folyamatat és enzimjeit DNP-ban?
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3. Modszerek

3.1. In vitro kisérletek

Kisérletlinkben immortalizalt human kidney 2 (HK2) proximalis tubulussejteket
(Gibco, Life Technologies Corporation, Budapest, Magyarorszag) tenyésztettiink magas
gliikkéz tartalmt (35mM) Dulbeco’s Modified Eagle Médiumban (DMEM), melyhez 10%
magzati borji szérumot (FBS, Gibco, Life Technologies Corporation, Budapest,
Magyarorszag), 1% glutamint és 1% antibiotikum-antimikotikum keveréket adtunk
(Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag).

A sejteket vizzel telitett 95% levegd és 5% COz keverékében, 37°C-on inkubaltuk
majd 24 orara szérum-mentes médiumban 6-well plate-re helyeztiik (5x10° sejt/well).
Ezutan a sejteket kontroll (5SmM) és magas gliikkéz (35 mM) tartalmu tépfolyadékban
tartottuk 24, illetve 48 oran keresztiil. A magas gliikozon tartott sejteket Enalaprillal
(HG+Enalapril; 1uM), Lozartannal (HG+Lozartan; 10uM) és Eplerenonnal
(HG+Eplerenon; 10uM) kezeltikk. Ozmotikus kontrollként magas mannéz (SmM
gliik6z+30mM manndz) tartalmtt DMEM-ben tenyésztett sejteket hasznaltunk.

A sejtviabilitdas meghatdrozasahoz a sejteket Thiazolyl-kékkel (3—(4,5-
Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lium bromid, MTT) inkubdltuk 4 6ran keresztiil,
majd dimetil-szulfoxid (DMSQO)/etanol 1:1 aranyt keverékében lizaltuk. A vizoldékony
hullamhosszon mérve plate Chameleon V Fluorometer-Luminometer-Photom reader-rel

(Hidex, Turku, Finland).

3.2. 1-es tipusu diabétesz (T1DM) patkanymodell

Kisérleteinket 6 hetes, 180-200 gramm sulyu, ivarérett, him Wistar patkanyokon
(Toxi-Coop Kft., Dunakeszi, Magyarorszag) végeztiik. Az allatokat alland6 (21°C)
hoémérsekleten, 75% paratartalom és 12 dranként valtozo megvilagitas mellett tartottuk,

allanddan elérhetd standard ragesalotapot és friss csapvizet biztositottunk.
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Kisérleteinket a Semmelweis Egyetem allatkisérletekre vonatkoz6 irdnyelvei alapjan a
Semmelweis Egyetem Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag etikai engedélyével
végeztik.

T1DM-et egyszeri, citratban (0,1 M; pH=4,5) oldott 65 mg/ttkg dozisu,
intraperitonedlis injekcioban adott STZ-vel (Sigma Aldrich Kft., Budapest, Magyarorszag)
indukaltunk. 72 o6raval az injekciot kovetden az 4allatok éhhomi vércukor értékét
farokvénabol vett vérbol Dcont Trend vércukormérd késziilékkel (77 Elektronika Kft,
Budapest, Magyarorszag) ellendriztiik. A cukorbetegség also hatarértékeként a 15 mmol/l
feletti vércukorértéket fogadtuk el, az ennél alacsonyabb vércukor értékkel rendelkezd
allatokat kizartuk a vizsgalatbol.

5 héttel a TIDM fennallasat kovetden az allatokat négy csoportba osztottuk
(n=8/csoport) és 2 hétig per os kezeltiik izotonids sooldatban oldott:

1. enalaprillal (40mg/ttkg/nap)

2. lozartannal (20mg/ttkg/nap)

3. non-szelektiv aldoszteron antagonista spironolaktonnal (50mg/ttkg/nap) és szelektiv
aldoszteron antagonista eplerenonnal (50mg/ttkg/nap)

4. illetve vehikulumként izotonias sdoldattal.

5. Kontrollként kezeletlen, korban ¢és testtomegben illesztett allatok szolgaltak.

Az eplerenont jelenleg csak szivelégtelenség kezelésére alkalmazzak, azonban,
mivel korabbi eredményeink alapjan a szelektiv aldoszteron antagonista eplerenon
éppolyan hatékonynak bizonyult a DNP progreszidjanak javitasdban, mint a non-szelektiv,
igy tobb mellékhatassal rendelkezd spironolakton, ezért jelen kisérletiink célja annak

A gybdgyszerek dozisat vizsgalataink alapjan gy valasztottuk meg, hogy az
allatok vérnyomasat ne befolyasoljak, de ACE, AT1 és aldoszteron receptor blokkold
hatasukat kifejtsék *°.

A 2 hetes kezelés elteltével az allatokat ip. Ketamin-Xylazin (Calypsol 50mg/ml
oldatos injekcid, Richter Gedeon, Hungary, CP-Xylazin 2%-0s injekcio, Medicus Partner
Kft, Hungary) 8:2 aranyu keverékével elaltattuk, holyagpunkcioval vizeletmintat vettiink,
a veseket eltavolitottuk. A vér egy részét vérképvizsgalatra etilén-diamin-tetraecetsavas

(EDTA) vércsébe raktuk, masik részébodl szérumot izolaltunk. Az eltavolitott veséket
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tovabbi vizsgalatokig 4%-os pufferolt formalinban (pH=7,4) szobahdn vagy szarazjégen

torténd gyorsfagyasztast kovetden -80°C-on taroltuk.

3.2.1. Vérnyomasmérés-¢€s pulzusmérés

Az allatok artérids vérnyomasat és pulzusat a 2 hetes RAAS gatld kezelés és a
ledlés elott a CODA Standard Tail-cuff monitoring rendszerrel (EMKA Technologies,
Périzs, Franciaorszag) végeztiikk. Az allatokat isoflurdn anesztéziaban (3% izoflurén,
levegdvel elegyitve) izofluran vaporizatort hasznalva (Eickemeyer Veterinary Equipment

Ltd., Twickenham, UK) altattuk. Minden allatnal legalabb harom mérést végeztiink.

3.2.2. Laboratoriumi vizsgalatok

Az éllatok ledlésekor vett vérbdl szérumot izoldltunk, mleyben fotometrids
modszerrel Hitachi-712 automatizalt spektrofotométeren (Roche Hitachi, Basel, Svijc)
meghataroztuk a szérum gliikoz, fruktézamin, kreatinin, karbamind, koleszterin, HDL ¢és
triglicerid paramétereket. A gylijtott vizeletbdl kreatinin mennyiségi meghatarozast
végeztiik el. A kreatinin clearance értékét a kovetkezd képlettel becsiiltiik: (vizelet
kreatinin x vizeletmennyiség / szérum kreatinin) / vizeletgyQjtési id6 percenként / allat

stlya x 100.

3.2.3.  Vesék szovettani vizsgalata

A hisztoldgiai vizsgalatokhoz a veséket 10 %-os paraformaldehidben fixaltuk,
parafinnba agyaztuk, majd az 5 pum-es metszeteken hematoxillin-eozin, perjodsav Shiff
(PAS) és Masson trichrome festést alkalmaztunk. A glomerularis matrix expanzi6 és
tubulointersticidlis fibrozis meghatdrozasdhoz minden metszetrdl 10, random kivalasztott
glomerulust ill. glomerulus nélkiili teriiletet valasztottunk ki Panoramic Viewer Program
segitségével (3DHISTECH Ltd., Budapest, Magyarorszag). A 200 x-os nagyitasu

metszeteken kiszdmoltuk a piispoklilan festddé mezangialis matrix ill. kéken fest6dd
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fibrotikus szovet teljes szovethez viszonyitott aranyat Adobe Photoshop és Scion Image

szoftverek segitségével.

3.3. Western blot analizis

A fehérje mennyiségi meghatarozasdhoz a veseszovetet hiitott lizis pufferben [(pH
7. 4) 100 mM tris(hidroximetil)aminometan (TRIS), 1 mM etilénglikoltetraccetsav
(EGTA), 1% Triton X-100, proteaz és foszfatdz inhibitorok: 0,01 mg/ml approtinin,
leupeptin, 1mM fenilmetdnszulfonil fluorid (PMSF), 1mM natrium orthovanadat
(NazVOg4)] Fastprep RP120 homogenizatorral homogenizaltuk. Az O-GlcNAcilacio
vizsgalatahoz elkiilonitett fehérjék lizis pufferét kiegészitettik OGA-gatloval (O-(2-
acetamido-2-deoxi-D-glukopiranozilidén)-amino-N-fenilkarbamat) (PUGNAC), hogy
elkertiljiik az o-glikozil csoportok gyors bomldsat a szovetben. A homogenizatumot
lecentrifugaltuk (10 perc, 13 000 rpm, 4°C), majd a feliilusz6bol Bio Rad Protein Assay
Kit-tel (Bio-Rad, Budapest, Magyarorszag) fehérjekoncentracidt hatdroztunk meg. A
fehérjéket SDS-poliakrilamid géleken megfuttattuk, majd nitrocelluléz membranra
blottoltuk (Bio-Rad, Budapest, Magyarorszdg). A mintdk mellett péarhuzamosan
molekulastly-markert (Precision Plus Protein Standard Dual Color, Bio-Rad Kft,
Budapest, Magyarorszag) futtattunk.

A blottolas utan a membrant 1% Ponceau S (Sigma Aldrich Kft, Budapest,
Magyarorszag), 25 % ecetsav (Reanal Kft, Budapest, Magyarorszdg) tartalmu
festékkeverékkel megfestettiik majd 1 6ran keresztiil blokkoltuk szobahdmérsékleten 1%
TBS és 5% zsirmentes tejpor vagy 3% BSA tartalmt blokkol6 folyadékban az antittesttol
fliggben. Ezt kovetden a membranokat az elsddleges antitesttel inkubaltuk: anti-O-
GIcNAc (1:2000, Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag), anti-OGT (1:1000, Sigma-
Aldrich, Budapest, Magyarorszag), anti-OGA (MGEA-5, 1:1000, Proteintech, Budapest,
Magyarorszag), Akt (1:1000, Cell Signaling Technology, Budapest, Magyarorszag), pAkt
(1:1000, Cell Signaling Technology, Budapest, Magyarorszag), eNOS (1:1000, Abcam,
Cambridge, UK), peNOS (1:1000, Cell Signaling Technology, Budapest, Magyarorszag),
HSP72 (1:9000, Dr. L. Lészlo, Eotvos Lorand Tudomanyegyetem, Budapest,
Magyarorszag). és NKA (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Budapest, Magyarorszag).

A membranok mosasa utdn a megfelel6 masodlagos, tormaperoxidazzal jeldlt
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antitestekkel: goat anti-mouse (1:2000, Santa Cruz Biotechnology, Budapest,
Magyarorszag), goat anti-rabbit (1:2000, 1:3000, 1:5000 and 1:6000 respectively, Cell
Signaling Technology, Budapest, Magyarorszag) inkubaltuk a membrant. A feleslegben
kotott ellenanyagot tovabbi mosasokkal tavolitottuk el.

A membranokat kemilumineszcens technikaval hivtuk elé (ECL; GE Healthcare
Life Sciences, Budapest, Magyarorszag) ¢és Quantity One szofter segitségével,
denzitometriaval értékeltiik ki (Versadoc, Quantity One Analysis software; Bio-Rad,
Budapest, Magyarorszag). Az értékeket integralt optikai stirliségként (integrated optical
density, IOD) a hattér kivonasa utan kaptuk meg. Az IOD-t Ponceau festésre és belsd
kontrollra normalizaltuk, hogy korrigaljuk a fehérje felvitelbdl és a futtatasbol adodo

kiilonbségeket. Az eredményeket kontroll-szdzalékban tiintettiik fel.

3.4. Immunfluoreszcens festés

A fagyasztott vesemetszeteket Shandon cryomatrixba agyaztuk (Life Science Ltd.,
Budapest, Magyarorszag) majd cryostattal 5 pm vastag metszeteket készitettiink. A
kiolvasztott metszeteket 60 percig inkubaltuk szobahdn, nedveskamraban PBS-ben
higitott (1:500) HSP72 ellenes ¢és (1:100) NKA ellenes poliklondlis elsdédleges antitesttel
(1d. western blot). Ezt kovetéen PBS-sel mostuk, majd a méasodlagos nyul-ellenes Alexa
Fluor 568 (1:100, Invitrogen, Budapest, Magyarorszag) antitesttel inkubaltuk és Hoechst
33342-vel (Life Technologies, Budapest, Magyarorszag) festettiik a DNS-t. A metszeteket
szdradds utan Vectashield Mounting Mediummal (Vector Labs., Biomarker Kft.,
Budapest, Hungary) fixaltuk, fedélemezzel fedtiik, majd Zeiss LSM 510 Meta konfokalis
1ézermikroszkoppal (Zeiss, Jena, Németorszag) elemeztiik 200x €s 630x-o0s nagyitas alatt.

A HK2 sejtek immunfluoreszcens festéséhez a sejteket sejttenyésztd kamrakban
(Sarstedt Kft., Budapest, Magyarorszag) tenyésztettiik. Ismételt mosasokat kovetden a
sejteket 4%-os paraformaldehiddel fixaltuk, 0,1%-os Triton X-PBS-sel permeabilizaltuk,
majd 5% BSA-PBS-ben blokkoltuk. Ezutan 60 percig inkubaltuk nedveskamraban a
HSP72-ellenes elsddleges antitesttel (1:200). A 1épések kozott PBS-sel torténd mosasokat
alkalmaztunk, majd a sejteket masodlagos nyul-ellenes Alexa Fluor 488 (Invitrogen,
Budapest, Magyarorszag) konjugattal inkubaltuk és a DNS-t Hoechst 33342-vel (Life
Technologies, Budapest, Magyarorszag) festettiik. A sejteket szaradds utdn Vectashield
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Mounting Mediummal (Vector Labs., Biomarker Kft., Budapest, Hungary) fixaltuk,
feddlemezzel fedtiik, majd Zeiss LSM 510 Meta konfokalis 1ézermikroszkdppal (Zeiss,

Jena, Németorszag) elemeztiik 200x és 630x-o0s nagyitas alatt.

3.5. Statisztikai kiértékelés

Az adatok kiértékelését a GraphPad statisztikai programmal (5.00 verzid;
GraphPad Software, Inc., La Jolla, California, USA) végeztik. Az adatokat a
diagramokon ¢és tabladzatokban 4tlag + SEM-ben adtuk meg. A tobbszoros
Osszehasonlitdsokra faktoridlis variancia analizist végeztiink kiegészitve Bonferroni post-
hoc teszttel. A nem-parametrikus adatokra Kruskal-Vallis tesztet hasznaltunk.

Statisztikailg szignifikdnsnak a p <0,05 értéket tekintettiik.
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4. Eredmények

In vitro kisérletek:

4.1. Hiperglikémia indukalt O-GlcNAcilacio és izoforma specifikus

enzim-termelddés proximalis tubulussejtekben

A magas glikéozon torténd tenyésztés hatdsait vizsgdlva proximalis
tubulussejteken azt tapasztaltuk, hogy mind a 24, mind a 48 6ras kezelés utdn megnétt a
fehérjék O-GlcNAcilacidja, mig a kontroll és mannitol kezelt sejtek nem mutattak
hasonlé emelkedést (7. dbra A-B). Mindez azt mutatja, hogy a névekedés a hiperglikémia

¢s nem a hiperozmolaritas direkt kovetkezménye.
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7. abra O-GlcNAcilacio és sejtviabilitas proximalis tubulussejtekben magas gliik6z

kezelés utan

HK2 proximalis tubulussejteket magas gliikdz tartalmu tapfolyadékban (35mM) te-
nyésztettiik 24 (HG 24) ¢és 48 oran (HG 48) keresztiil.

Az adatokat 4tlag = SEM-ben abrazoltuk; n = 12 well/csoport, 500000 sejt/well.”“p<
0,001 vs. Kontroll; ##p<0,001 vs. Mannitol.

A: Reprezentativ immunoblottok a fehérjék O-GlcNAcilaciés modosulasarol.

B: A blottok denzitometrias kiértékelése a kontrollra valdé normalizéalas utan.

C: Sejviabilitas 24 (HG 24), 48 (HG 48) és 72 6ras (HG 72) magas gliik6z kezelés utan.
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Els6ként mutattuk ki proximalis tubulussejtekben a kiilonb6z6é szubsztrat-
specifitassal és intracellularis funkcidkkal rendelkezd nukleocitoplazmatikus (ncOGT,
110kDa) ¢és mitokondrialis (mOGT, 103kDa) OGT izoformakat. Igazoltuk az OGT
1do6fiiggd és izoforma-specifikus valtozasat: az ncOGT ndovekedett a HG24 sejtekben,
majd HG48 sejtekben normalizalodott. Az mOGT nem valtozott a HG24 sejtekben,
azonban HG48 sejtekben lecsokkent fehérjemennyiség a kontrollhoz képest (8. dbra A-
B).
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8. abra Az OGT izoformak fehérjemennyisége proximalis tubulussejtekben magas
gliikoz kezelés utan

HK?2 proximalis tubulussejteket magas gliikkdz tartalmu tapfolyadékban (35mM) tenyész-
tettiik 24 (HG 24) és 48 o6ran (HG 48) keresztiil.

Reprezentativ immunoblottok a nukleocitoplazmatikus (A: ncOGT, 110 kDa) ¢és a
mitokondrialis OGT-rdél (B: mOGT, 103 kDa). A grafikonok az A: ncOGT és B: mOGT
relativ fehérje mennyiségét abrazoljak a kontroll, HG24 és HG48 sejtekben.

Az adatokat atlag = SEM-ben abrazoltuk; n = 12 well/csoport, 500000 sejt/well. ~p<
0,01; "*p< 0,001 vs. Kontroll; $p<0,05, %5p<0,01 vs. HG24.

Hasonloan az OGT-hez, a két kiilonb6z6é OGA izoforma is kiilonb6zden valtozott
az id6ben. A hosszl izoforma (OGA-L, 130kDa), mely tulnyomorészt a citoplazmaban
talalhato 7, a kontroll szintje ala csokkent a HG24 sejtekben, mig megndvekedett a HG48
sejtekben - egy, a megnovekedett O-GlcNAcilacioé elleni kompenzacidés mechanizmust
sugallva. Magasabb enzimaktivitdsdnak ¢és citoplazmatikus lokalizacidjanak

kdszonhetden ez az izoforma felelds elsdsorban az o-glikozil-csoport eltavolitasaért 7. A
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rovid izoforma (OGA-S, 75kDa) sokkal kisebb mennyiségben volt jelen a sejtben, és nem

mutatott kiilonbséget a csoportok kozott (9. dbra A-B).
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9. abra Az OGA izoformak fehérjemennyisége proximalis tubulussejtekben magas

gliikoz kezelés utan

HK2 proximalis tubulussejteket magas gliik6z tartalmu tapfolyadékban (35mM) tenyész-

tettiikk 24 (HG 24) és 48 oran (HG 48) keresztiil.
Reprezentativ immunoblottok a hosszl (A: L-OGA, 130 kDa) és a rovid (B: OGA-S, 75

kDa) OGA izoformarol.
A grafikonok az A: OGA-L és B: OGA-S relativ fehérje mennyiségét abrazoljak a kont-

roll, HG24 és HG48 sejtekben.
Az adatokat atlag + SEM-ben &brazoltuk; n = 12 well/csoport, 500000 sejt/well. ~p<
0,001 vs. Kontroll; $$$p<0,001 vs. HG24. NS: nem szignifikans.

A RAAS-gatlok egyik idOpontban sem befolyasoltdk a hiperglikémia-indukalt
fehérje O-GlcNAciléaciot és OGT kifejezddést a proximalis tubulussejtekben (adatot nem
abrazoltuk). Az OGA-S sem valtozott, viszont az OGA-L novekedett 24 6ras Enalapril és

Lozartan kezelés utan.
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10. abra RAAS- gatlo kezelés hatasa az OGA-L izoforma fehérjemennyiségére
proximalis tubulussejtekben magas gliikoz kezelés utan

HK?2 proximalis tubulussejteket magas gliikoz tartalmu tapfolyadékban (35mM) tenyész-
tettik 24 o6ran (HG 24) keresztiil. A magas gliikozon tartott sejteket Enalaprillal
(HG24+Enalapril; 1uM), Lozartannal (HG24+Lozartan; 10uM) és Eplerenonnal
(HG24+Eplerenon; 10uM) kezeltiik.

A grafikon az OGA-L relativ fehérje mennyiségét abrazolja a kontroll és a RAAS-gétlo
kezelt sejtekben.

Az adatokat atlag + SEM-ben abrazoltuk; n = 12 well/csoport, 500000 sejt/well.

“p< 0,01 vs. Kontroll; $p<0,05; 5%%p<0,001 vs. HG24.

4.2. A peNOS fehérjemennyiség valtozasa hiperglikémia hatasara

proximalis tubulussejtekben

Az eNOS Ser(1177)-n torténd foszforilaciojat pAkt Kkatalizalja, mely

43 Magas gliikozon tartott proximalis

kulcsfontossaghi az enzim aktivacidjaban
tubulussejtekben valtozatlan eNOS fehérjemennyiség mellett a foszforilalt eNOS
mennyisége lecsokkent, ami azt sugallja, hogy az enzim foszforildlasa karosodott
hiperglikémias koriilmények kozott (10. abra A-C).

A pAkt fehérjemennyisége megnott HG24 sejtekben valtozatlan Akt szint mellett.
Az ennek ellenére alacsony peNOS szint azonban azt jelzi, hogy a megemelkedett pAkt
nem aktiv, vagy katalizal6 funkcidjat nem tudta betdlteni. HG48 sejtekben a pAkt

mennyisége visszaallt a kontroll szintjére, az Akt pedig megemelkedett (11. abra D-F).
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11. abra Foszforilalt és total eNOS és Akt szintek proximalis tubulussejtekben magas

gliik6z kezelés utan

Reprezentativ immunoblottok a foszforilalt eNOS (Ser1177) (A: peNOS; 140 kDa),
eNOS (B: 140 kDa), foszforilalt Akt (Ser473) (D: pAkt; 60 kDa) és Akt (E: 60 kDa)
fehérjékrol.

A grafikonok az A: peNOS, B: eNOS relativ fehérje mennyiségét, C: peNOS/eNOS
aranyt, D: pAkt, E: Akt relativ fehérje mennyiséget és F: pAkt/Akt ardnyt abrdzoljak a
kontroll, HG24 and HG48 sejtekben.

Az adatokat 4tlag + SEM-ben dbrazoltuk; n = 12 well/csoport, 500 000 sejt/well. “p< 0,05;
“p< 0,01 vs. Kontroll; $p<0,05 vs. HG24. NS: nem szignifikéns.

43. A NKA  fehérjemennyiség  valtozasa  proximalis

tubulussejtekbenA magas gliikozon tenyésztett HK2 sejtekben a NKA

mennyisége kezdetben nem valtozott, majd megnétt HG 48 sejtekben a
kontrollokhoz képest. Az ozmotikus kontrollként hasznalt, mannitollal tenyésztett

sejtekben egyik iddponban sem valtozott a fehérje mennyisége.
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12. abra. A natrium/kalium ATPaz (NKA) fehérjemennyisége proximalis
tubulussejtekben magas gliik6z kezelés utin

HK2 proximadlis tubulussejteket tenyésztettiink magas gliikoz tartalmu tapfolyadékban
(35 mM) 48 oran (HG48) keresziil. Kontrollként mannitol (35mM) kezelt sejtek szolgal-
tak.

Felso kép: reprezentativ immunoblottok a NKA szintekrdl. A grafikonok a NKA relativ
fehérjemennyiségét abrazoljak a kontroll, mannitol kezelt és HG48 sejtekben.

Az adatokat atlag + SEM-ben abrazoltuk, “*p<0,001 vs. Kontroll; $*¥p<0,001 vs. Mannéz.

4.4, A HSP72 lokalizacio és fehérjemennyiség valtozasa magas

gliik6z hatdsara proximalis tubulussejtekben

A fehérje lokalizaciojanak meghatarozasdhoz immunfluoreszcens festékkel jelzett
proximalis tubulussejteket vizsgaltunk, és azt tapasztaltuk, hogy mig a HSP72 a kontroll
sejtekben feltlind perinukledris festddést mutatott, addig magas gliikkdéz kezelés utan az
egész citoplazmaban kimutathato volt (13. abra A-C).

HG24 sejtekben a HSP72 mennyiségének novekedését figyeltiik meg, ami azon-
ban 48 oras kezelés utan visszaallt a kontroll szintjére. Az ozmotikus kontrollként hasz-

nalt mannitol kezelés nem befolyasolta az enzim mennyiségét (13. abra D).

38



DOI:10.14753/SE.2017.2274

D ‘, -

72 kDa
o
100- e P il
80 E iy
8 g 207 T
(-]
8 604 F 157
e 8 —
8 404 ~ 10
o %
20 2 o5
0 . g 0.0 — T
N N «© &
<-\6° &‘o o“\ Qg"» ngg’
¢ ¢ «

13. abra. A HSP72 lokalizacidja és fehérjemennyisége proximalis tubulussejtekben

magas gliikoz kezelés utan

HK?2 proximalis tubulussejteket tenyésztettiink magas gliikkoz tartalmu tapfolyadékban
(35 mM) 24 (HG24) ¢és 48 oran (HG48) keresziil. Kontrollként mannitol (35mM) kezelt
sejtek szolgaltak.

HK2 sejtek immunfluoerszcens festett reprezentativ képei hdsokkfehérje 72-re (HSP72,
z61d) kontroll (A) és HG24 (B) sejtekben (630x nagyitas, 1épték: 50 um). A sejtmagok
Hoechst 33342-vel kékkel festddnek. C: A grafikonok a Kontroll és HG24 sejtek korrigalt
total sejt fluorescenciajat (corrected total cell fluorescence-CTCF) abrazoljak. D: Felsd
kép: reprezentativ immunoblottok a HSP72 szintekrdl. A gratikonok a HSP72 relativ fe-
hérjemennyiségét abrazoljak a kontroll, mannitol kezelt, HG24 és HG48 sejtekben.

Az adatokat atlag + SEM-ben abrazoltuk, ““p<0,01 vs. Kontroll; #p<0,01 vs. Mannitol;
$$p<0,01 vs. HG24.
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In vivo vizsgalatok

4.5, DNP kialakulasa T1DM allatokban

7 héttel az STZ-indukalt diabétesz kialakuldsa utan a patkanyokban emelkedett
a szérum kreatinin és karbamid szintje, mig a GFR csokkent.
Akezelések javitottak a rendlis paramétereket, igazolva korabbi eredményeinket
a RAAS-gatlok, kiilonos tekintettel az aldoszteron-antagonista Eplerenon monoterapias
hatékonysagat illetden °°. A hasznalt koncentraciokban a gyogyszerek a vérnyomas
csokkentésétol fiiggetleniil fejtették ki renoprotektiv hatdsaikat. A vérnyomas nem
valtozott egyik csoportban sem, mely egyrészt igazolja a RAAS-gatlok helyesen
megvalasztott non-presszor dozisait, masrészt a nem kezelt STZ-diabéteszes allatoknal
mutatja a Wistar torzs jellegzetességét. Ebben a modellben ugyanis nem alakul ki
hiperténia és kompenzatorikus tachikardia °¢, felteheten a DM kédvetkeztében 1étrejovo
vesekarosodast feliilird6 neuropatia miatt, mely a vese mind szimpatikus, mind
paraszimpatikus beidegzését karositja *7 %8,
A metabolikus valtozasok eredményeként a testsuly csokkenése, a fruktozamin és
lipidszintek emelkedése kovetkezett be. A RAAS-géatlok nem befolyasoltak a metabolikus
paramétereket a Lozartan kivételével, mely csokkentette a szérum koleszterin szintet. A

vérnyomas, a renalis és a metabolikus paraméterek valtozasat az 2. tdblazat mutatja.

2.Tablazat: Kontrol, diabéteszes és RAAS-gatlokkal kezelt diabéteszes allatok
vérnyomas, metabolikus ¢és vesefunkcios paraméterei

A Kontroll, diabéteszes (D), illetve enalaprillal, lozartannal és eplerenonnal kezelt
diabéteszes allatok vérnyomasa, metabolikus és rendlis paraméterei atlag + SEM-ben
megjelenitve. HDL-magas denzitast lipoprotein. n = 8/csoport. *p<0,05; **p<0,01;
**%p<0,001 vs. Kontroll, §§§p<0,001 vs. Diabétesz.
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Paraméterek Kontroll Diabétesz (D) D+Enalapril D+Lozartan D+Eplerenon
Artérias kozépnyomas

70,0+3,15 69,4+5,93 66,2 + 2,33 70,3+ 7,65 72,3+5,48
(Hgmm)
Szisztolés vérnyomas

83,6+4,18 71,9+ 3,66 67,9+2,73 69,9 + 3,50 75,0 + 3,69
(Hgmm)
Testtomeg (g) 418+823 267+114™  291+13,3™  263+£12,6™ 284+ 125"
A sulygyarapodas 223+11,5  66,4+11,0™ 90,0+15,7" 71,4+11,0™" 95,5+12,1""
Szérum gliikoz e . .

12,7+0,59 47,3+3,98 35,3+3,23 43,8 +2,45 34,8 +1,82
(mmol/L)
Fruktézamin (umol/L)  150+2,09 268+6,86™" 25045,09™ 249+7,45" 22946,85
Szérum kreatinin .

52,1+3,90 70,5+ 4,65 66,3 + 3,41 65,5+2,90 62,2+2,29
(numol/L)
Karbamid (mmol/L) 8,75+0,20 26,3+2,80" 17,5+2,10" 18,1 +1,84" 20,2+ 0,82
Kreatinin clearance .

3,28+0,10 1,37+0,09 1,95+0,39 1,66 £ 0,43 2,00+0,24
(mL/min/100g)
Koleszterin (mmol/L)  1,69+0,04 235+005"  1,80+0,12 1544005  1,88+0,08
HDL-Koleszterin . -

221+0,10 1,55+0,18 1,77+0,20 1,87+ 0,07 1,32+0,08
(mmol/L)
Triglicerid (mmol/L) 0,42+ 0,03 1,90+ 0,50 1,49 + 0,45* 1,31+0,37 1,51 +0,33"

A funkciondlis kérosodassal parhuzamosan a szodvettani

vizsgalatok is

megerdsitették a DNP kialakuldsat. A kezeletlen diabéteszes allatok veséi kiterjedt

tubulointersticidlis fibrézist mutattak a tubularis ham ellapulasaval, a kefeszegély

eltinésével és az

intersticialis tér kiszélesedésével.

A RAAS-gatlo kezelések

csokkentették a renalis strukturalis karosodast a tubulointersticialis fibrozis mérséklésén

keresztiil (14. ébra).
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14. abra. Tubulointersticialis fibrozis a kontroll, diabéteszes és RAAS-gatloval kezelt
diabéteszes allatok veséiben

Kontroll (A), diabéteszes (B), Enalapril (D), Lozartan (E), és Eplerenon (F) kezelt
diabéteszes patkanyok Masson trikrom festett vese metszetek reprezentativ képei (200x
nagyitas; 1épték -100 um) of (n=8/csoport). C: A tubulointersticialis fibrézis (Vv) mér-
tékét a Masson festett intersticidlis teriilet/tubulointersticidlis teriilet aranyaval becsiiltiik
meg.

A fibrotikus tubulointersticialis szovetet a tubulointersticiumban 1évé Masson
trikrom-pozitiv és glomerulus-mentes teriiletek kiértékelésével hataroztuk meg. A diabé-
tesz-indukalt tubulointersticialis fibrozis mértékét az osszes RAAS-gatlo javitotta. Az
adatokat atlag = SEM-ben 4brazoltuk. **“p<0,001vs. Kontroll; $¥p<0,001vs. Diabétesz.

A glomeruloszklerdzis jelenlétét a glomeruldris matrix expanzié mértékével
hataroztuk meg. Diabéteszes allatokban a glomerulusokban piispoklilan fest6dd
mezangialis matrix felszaporodasdt mutattuk ki, amit a RAAS-gatld kezelések

csokkentettek (15. abra).
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15. abra. Mezangialis matrix proliferacio mértéke a kontroll, diabéteszes és RAAS-

gatloval kezelt diabéteszes allatok veséiben

Kontroll (A), diabéteszes (B), Enalapril (D), Lozartan (E), és Eplerenon (F) kezelt
diabéteszes patkdnyok Perjodsav-Schiff festett vese metszetek reprezentativ képei (200x
nagyitas; [épték 50 um) of (n=8/csoport). C: A mezangialis matrix expanzid (Vv) mér-
tékét a mezangialis matrix/ glomerulus teriilet aranyaval becstiltiik meg. A diabétesz-in-
dukalt mezangialis matrix expanzié mértékét az 6sszes RAAS-gatlo javitotta.

Az adatokat 4tlag + SEM-ben abrazoltuk. “p<0,05 vs. Kontroll; 3p<0,05 vs. Diabétesz.

4.6. A RAAS-gatlok hatésa a fehérjék O-GlcNAcilacidjara valamint
az enzim izoformakra diabéteszes vesében
A cukorbeteg patkdnyok vesekéreg allomanyabol nyert homogenizatumokat

vizsgalva, megnovekedett fehérje O-GIcNAcilaciot mutattunk ki a kontrollokhoz képest.
Ennek mértékét mindegyik RAAS-gatlo kezelés csokkentette (16. dbra A-B).
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16. abra. O—GlcNAcilacio kontroll, diabéteszes és RAAS-gatlo kezelt diabéteszes
allatok veséjében

A: Reprezentativ immunoblottok a fehérjék O-GlcNAcilacés modosulasarol.

B: O-GlcNAcilalt fehérjék mennyisége a kontroll, diabéteszes (D), Enalapril (D+ENA),
Lozartan (D+LOS) és Eplerenon (D+EPL) kezelt diabéteszes allatok vesehomogenizatu-
maiban kontrollra val6é normalizalas utan.

Az adatokat atlag + SEM-ben abrazoltuk; n = 8/csoport. ~ p<0,001 vs. Kontroll,
$$5p<0,001 vs. Diabétesz.

Els6ként mutattuk ki a vesében az OGT és OGA kiilonboz6 izoformait.
Diabéteszes patkanyokban a rendlis ncOGT és mOGT mennyisége lecsokkent, amit a

RAAS-gatlok nem befolyésoltak (17. dbra A-B).
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17. abra. Az OGT izoformak fehérjemennyisége kontroll, diabéteszes és RAAS-gatlo
kezelt diabéteszes allatok veséjében

Az OGT izoformédk mennyisége a kontroll, diabéteszes (D), Enalapril (D+ENA), Lo-
zartan (D+LOS) ¢és Eplerenon (D+EPL) kezelt diabéteszes allatok vesehomogenizatu-
maiban kontrollra val6é normalizalas utan.

Reprezentativ immunoblottok a A: ncOGT, B: mOGT fehérjékrol.

A grafikonok az ncOGT (A) és az mOGT (B) fehérjék relativ mennyiségét abrazoljak a
kontroll, diabéteszes és RAAS-gatlo kezelt diabéteszes allatok vesehomogenizatumaiban.
Az adatokat atlag = SEM-ben abrazoltuk; n = 8/csoport. " p<0,001 vs. Kontroll.

Ugyancsak alacsony volt diabéteszes vesében az OGA-L mennyisége, mig a
sejtmagban talalhato és lipid-cseppekhez kotott OGA-S ™ 7> mennyisége megnétt. A
RAAS-gétlok koziil egyediil a Lozartdn mérsékelte az OGA-L csokkenését, mig az OGA-

S mennyisége valamennyi kezelés esetében csokkent (18. dbra A-B).
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18. abra. Az OGA izoformak fehérjemennyisége kontroll, diabéteszes és RAAS-gatlo
kezelt diabéteszes allatok veséjében

B: Az OGA izoformak fehérjék mennyisége a kontroll, diabéteszes (D), Enalapril
(D+ENA), Lozartan (D+LOS) és Eplerenon (D+EPL) kezelt diabéteszes allatok veseho-
mogenizatumaiban kontrollra valé normalizalas utan.

Reprezentativ immunoblottok az A: OGA-L és B: OGA-S fehérjékrol.

A grafikonok az OGA-L (A) és OGA-S (B) fehérjék relativ mennyiségét abrazoljak a
kontroll, diabéteszes ¢s RAAS-gatlo kezelt diabéteszes allatok vesehomogenizatumaiban.
Az adatokat atlag + SEM-ben abrazoltuk; n = 8/csoport. “p<0,01; ““p<0,001 vs. Kontroll,
$p<0,05; %%p<0,001 vs. Diabétesz.
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4.7. A RAAS-gatlok hatasa az eNOS foszforilaciora diabéteszes

vesében

Diabéteszes vesében mind a foszforilalt eNOS mennyisége, mind a peNOS/peNOS
arany csokkent. A RAAS-gatlok, kiilonds tekintettel a Lozartan ¢és Eplerenon,
megnovelték a peNOS mennyiségét, illetve mérsékelték az emelkedett eNOS szintet (19.
abra A-C). Az Akt mennyisége kis mértékben emelkedett TIDM-ben, azonban sem a
pAkt, sem a pAkt/Akt ardny nem valtozott a cukorbeteg allatokban, illetve a RAAS-
kezelés hatasara (19. abra D-F).
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19. abra. Foszforilalt eNOS és Akt fehérjeszintek a kontroll, diabéteszes és RAAS-
gatlo kezelt diabéteszes allatok veséjében

Reprezentativ immunoblottok a foszforilalt eNOS (A), eNOS (B), foszforilalt Akt (D) és
Akt (E) szintekrol.

A grafikonok az peNOS (A), eNOS (B) fehérjeszinteket, peNOS/eNOS aranyt (C), pAkt
(D), Akt (E) fehérjeszinteket és pAkt/Akt aranyt (F) abrazoljak a kontroll, diabéteszes és
RAAS-gatlo kezelt diabéteszes allatok vesehomogenizatumaibol.
Az adatokat atlag + SEM-ben abrazoltuk; n = 8/csoport ‘p <0,05; ™
$p<0,05; $8p<0,01; $%%p<0,001 vs. Diabétesz. NS: nem szignifikans.

p <0,001 vs. Kontroll,
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4.8. HSP72 fehérjemennyiség €s lokalizacid valtozasa diabéteszes

vesében

A cukorbeteg allatok veséjében a HSP72 fehérje mennyiségének csokkenését figyeltiik
meg a kontrollokhoz képest, ami a RAAS-gatlokkal torténd kezelés utan egy mérsékelt
ndvekedd tendenciat mutatott. Immunhisztologiai eljarassal kimutattuk, hogy a fehérje a

tubulusokba lokalizalédik (20. abra).

A Kontroll B Diabétesz (D) C D + Enalapril

50 pm

72 kDa gl Nl N

2 1.5

Vese HSP72 fehérjemennyisé

20. abra. HSP72 lokalizacio és fehérjemennyiség a kontroll, diabéteszes és RAAS-
gatlo kezelt diabéteszes allatok veséjében

Vesemetszetek immunfluoreszcens festett reprezentativ képei hdsokkfehérje 72-re
(HSP72, piros) kontroll (A), diabéteszes (B), enalapril (C), lozartan (D) és eplerenon (E)
kezelt diabéteszes patkanyokban (630 x nagyitas). A sejtmagok Hoechst 33342-vel kék-
kel festddnek. F: Fels6 kép: reprezentativ immunoblottok a HSP72 szintekrdl. A grafiko-
nok a HSP72 relativ fehérjemennyiségét abrazoljak a kontroll, diabéteszes és RAAS-
gatlo kezelt diabéteszes allatok vesehomogenizatumaiban.

Az adatokat 4tlag+ SEM-ben 4brazoltuk. ““p<0,01 vs. Kontroll. NS: nem szignifikéns.

47



DOI:10.14753/SE.2017.2274

4.9. A NKA fehérjemennyiség és lokalizacié valtozadsa diabéteszes

vesében

Korabbi eredményeink alapjan a NKA fehérje mennyisége nétt az STZ-indukalt
diabéteszes vesében, ami Angll kezelés hatasira tovabb emelkedett *°. Kisérleteink
alapjan elmondhatd, hogy a diabéteszben megnovekedett NKA fehérjemennyisége az
Enalapril kivételével a Lozartan és Eplerenon kezelések hatasara csokkentek. Kimutattuk,
hogy mig a kontroll allatokban a NKA a fizioldgias helyén, a tubularis bazalmembranhoz
kototten talalhato, addig TIDM-ben megemelkedett mennyiségli fehérje athelyezddik a
citoplazmaba ¢és megjelenik az apikdlis membranon. Immunfluoerszcens festett
metszeteken lathatd, hogy a NKA a HSP72-vel kolokalizaltan helyezkedik el (21. abra).
A — Kontroll B DiabéteszD) (@ D + ENA

.

21. abra. Natrium/kidlium ATPaz (NKA)-HSP72 kolokalizacio és NKA
fehérjemennyisége és a kontroll, diabéteszes és RAAS-gatlo kezelt diabéteszes
allatok veséjében

Kontroll (A), diabéteszes (B), enalapril (C), lozartan (D) és eplerenon (E) kezelt diabéte-
szes allatok veséinek immunfluoreszcens festett reprezentativ képei hdsokkfehérje 72-re
(HSP72, piros) és natrium/kalium ATPaz-ra (NKA, zo6ld). A sejtmagok Hoechst 33342-
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vel kékkel festddnek (630 x nagyitas). F: Fels6 kép: reprezentativ immunoblottok a NKA
szintekrdl. Also kép: a grafikonok a NKA relativ fehérjemennyiségét brazoljak a kontroll,
diabéteszes és RAAS-gatlo kezelt diabéteszes allatok vesehomogenizatumaiban.

Az adatokat atlag+ SEM-ben abrazoltuk. *p<0,05 vs. Kontroll; §p<0,05 vs. Diabétesz;
§§p<0,01 vs. Diabétesz. n=8/csoport.
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5. Megbeszéles

Az O-GlcNAcilaci6 az egyik leggyakoribb poszttranszlaciés modosulas, melynek
a gliikotoxicitas kozvetitésében, ill. a DM ¢és szovodményeinek kialakulasdban jatszott
szerepére az utobbi évtizedben deriilt fény. Fontossadgat bizonyitottdk a T2DM
patogenezisében és diabéteszes kardiomiopatidban, DNP-vel kapcsolatban azonban
pontos szerepe nem ismert.

A DNP-ban a tubulussejtek karosodasa kiemelt fontossagli, mivel a proximalis
tubulus van leginkdbb kitéve a gliikozterhelésnek, ezért in vitro kisérleteinket HK2
proximalis tubulussejtekben végeztiik. In vitro modellben lehetévé valik a magas gliikkéz
szint hatdsainak kozvetlen tanulmanyozasa, az in vivo modellben egyiitt jelentkezd
hipoinzulinémia és hiperozmolaritds hatasaitol elkiiloniilten. Vizsgalataink sordn azt

“ ey

O-GlcNAcilacidjanak megemelkedését valtotta ki. A sejtmagban és a citoplazmaban

megtalalhatd, szintetizaldsért felelés ncOGT izoforma®

mennyisége ugyancsak
megndvekedett a proximalis tubulussejtekben, azonban az emelkedés 48 oras kezelés
hatasara lecsengett. Mindez azt jelzi, hogy a gliikdzterhelés hatdsara az egyensuly az O-
GlcNAc szintézis iranyaba tolodik, azonban hosszabb tavl cukorterhelés kovetkeztében
a szintetizald enzim mennyisége kompenzatorikusan lecsokken a ttilzott O-GlcNAcilacio
elkeriilése érdekében. Hasonld szabalyzasi mechanizmust taldltak cukorbeteg emberek
vordsvérsejtjeiben is 1%,

A mitokondriumba lokalizalt mOGT nem valtozott magas gliitkdzkoncentracio
hatasara, azonban hosszabb kezelés utan az enzim mennyiségének kompenzatorikus
csokkenése kovetkezett be. Korabbi vizsgalatok azt feltételezték, hogy bar az enzim
rendelkezik katalitikus aktivitassal '°!, szubsztratja, az UDP-GIcNAc nincs jelen a
mitokondriumban %2, Azonban a kézelmultban felfedezésre keriilt, hogy az UDP-
GlcNAc a pirimidin nukleotid és a deoxi nukleotid carrierek révén hatékonyan
transzportalodik a belsé membranon keresztiil '°'. Az mOGT funkcidjat tekintve egy
kutatocsoport azt taldlta, hogy az enzim megndvekedett mennyisége apoptdzist idéz eld
a sejtben, ami részt vehet a diabétesszel kapcsolatos programozott sejthalal kialakitasaban
103 Kisérleti modelliinkben az mOGT alacsony szintje az jelzi, hogy az alkalmazott

gliitkozkoncentracio és kezelési id6 nem idézett eld apoptozist, amit alatdmaszt az is, hogy
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a sejtek vialibitdsa normalis volt. Ez 0sszhangban all méas megfigyelésekkel, melyek
szerint a vese tubuldris epithél sejtekben csak 72 6rdnyi magas gliikoz kezelés utan nd az
apoptodzis mértéke 1%,

Az OGT-vel ellentétben az OGA gy tiinik kevésbé érzékeny a gliikozkoncentracid
valtozasaira, annal inkdbb a cellularis O-GlcNAc szintekre. Kisérleteink sordn azt tapasz-
taltuk, hogy egy atmeneti csokkenés utan, az OGA-L emelkedése kovetkezett be a
proximalis tubulusokban, ami egy adaptiv valaszreakio lehet a megnovekedett O-
GlcNAcilaciora. Ez 6sszhangban van azzal a korabbi tanulmannyal, amelyben pre-diabé-
teszes betegek vorosvértestjeiben az OGA-L magasabb volt, azt sugallva, hogy a sejt pro-
bal alkalmazkodni a hiperglikémiihoz a cukorbetegség korai stddiumaban ',

Az OGA-S izoforma az OGA-L-hez képest alacsonyabb enzimaktivitasu, ezért ke-
vésbé vesz részt az O-GlcNAc csoportok eltavolitdsaban 77, Kisérleteink sordn azt tapasz-
taltuk, hogy a proximalis tubulusokban az OGA-S jéval kisebb mennyiségben van jelen,
mint a masik izoforma. Eredményeink megegyeztek egy masik kisérlet adataival, ahol
HelLa sejtekben > azt talaltik, hogy az enzim a proteaszomaban gyorsan lebomlik, ezért
kevéssé detektalhato. Mivel a DM vesében az enzim mennyisége mégis magas, a fentiek
alapjan feltételezhetd, hogy nem a proximalis epithélsejt az OGA-S fehérje {6 expresszios
helye a vesében.

Vizsgalataink soran STZ-indukalt diabéteszes patkanymodellben igazoltuk, hogy a
vesében tartos hiperglikémia hatasara az O-GlcNAcilalt fehérjék mennyisége megnd. A
kiilénboz6 lokalizacidval és szubsztrat specificitassal rendelkezd izoenzimeket 74 10°
tanulmanyozva els6ként mutattuk ki, hogy az emelkedett O-GlcNAcilacié ellenére, a
szintetizald enzim mindkét izoformajanak (ncOGT ¢és mOGT) mennyisége és az
eltavolitast végzé OGA-L szintje alacsony. Ez azt jelzi, hogy kronikus DM-ben az O-
GlcNAcilalt fehérjék magas szintje a nagyfoku felhalmozddas eredménye, amit nem
képes ellenstlyozni a feltehetden kompenzatorikusan csokkent termelddés, melyet az
OGT alacsonyabb szintje jelez. Az eltavolitast végzd OGA-L csokkenése szintén
hozzajarulhat a felhalmozddashoz. Kronikus diabéteszben tovabba az OGA-L csokkenése
azt jelezheti, hogy az enzim nem képes tobbé reagalni a megnovekedett O-GlcNAc
szintekre, igy sokkal inkabb a betegség progresszidjanak O-GIlcNAc-szinttdl fliggetlen
mutatoja lehet. Hasonlé megfigyeléseket tettek hasnyalmirigy rdkban, ahol az

enzimcsokkenés dsszhangban volt az 4llapotrosszabbodassal 1%,
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Az OGA-S izoforma, bar megemelkedett DM-ben, ennek ellenére alacsonyabb

t77

enzimaktivitasa miatt’’ valoszinlileg kevésbé vesz részt az O-GIcNAc csoportok

eltavolitdsaban. Mivel irodalmi adatok alapjan ismert, hogy az OGA-S expresszidjat a

lipidfelhalmozodas emeli '

, ezért feltételezziik, hogy az izoforma emelkedése a DM-
indukalt lipidfelhalmozddas kovetkezménye lehet. A klinikai tapasztalatok alapjan a DM-
ben fellépd zsiranyagcsere karosodas elsésorban hipertrigliceridémiat okoz, de rossz
metabolikus kontroll esetén a koleszterin szint is megné '*. Hasonld valtozasokat
¢észleltiink a DM éllatokban is, ahol magasabb koleszterin és triglicerid szinteket talaltunk.

Egyre tobb bizonyiték jelzi, hogy a kronikus hatdsokkal szemben, az O-
GlcNAcilaci6 akut emelkedése tlélést segitd jelatviteli utakat aktival '%°. Kimutattak,
hogy az O-GlcNAcilaci6 fokozza a hipoxia elleni védelmet proximalis tubulussejtekben
10 Ismert, hogy a magas O-GlcNAc szint elésegiti a hésokk faktor transzlokaciojat és a
HSP72 expresszidjat, ami az egyik legjelentdsebb stressz fehérje a vesében 0 ' A
HSP72 gatolja a renalis epithélsejtek apoptozisat ¢€s javitja a sejtvédelmet a

stressztimulusok ellen % 112

, ezen kiviil NKA-val kolokalizal6dva segit helyreéllitani a
pumpa miikodését 13,

Mivel a hiperglikémia cellularis stresszt indukal, ezért az O-GlcNAcilacio akut
emelkedése a magas gliikoz szint altal indukalt cellularis stresszvalasz része lehet a
proximalis tubulussejtekben. /n vitro kisérleteinkben, hiperglikémia hatasara a HSP72 fe-
hérjeszint atmeneti emelkedést kovetden 48 oOra utdn lecsokkent. Ezzel parhuzamosan
valtozott a NKA fehérje mennyisége is. Irodalmi adatok alapjan feltételezziik, hogy a ma-
gas gliikozkoncentracio hatasara fokozodd Na*-gliikoz kotranszport a Na™ felvétel ndve-
kedését okozza ''*, mely kdvetkezményesen a NKA aktivitdsdnak és mennyiségének no-
vekedéséhez vezet .!°

Az intracellularis Na" indirekt hatasa mellett az Ang II direkt serkentd hatésa is
feltételezhetd 6. Ismert, hogy az Ang 11 elsddlegesesn az AT 1-receptoron keresztiil akti-
valja a PKC-t mely fokozza a NKA miikodését ''7; de ezen kiviil az Ang II hatas
medialdsdban szamos mas utvonal (AT2-receptor/NO/cGMP '8 az Ang (1-7)/ MAS-re-
ceptor/ PKA ' vagy az Ang (1-7)/ AT2-receptor/ PKG titvonal) médosité hatasat is iga-
zoltak 129,

Vizsgalataink soran diabéteszes vesében az irodalmi adatokkal 6sszhangban HSP72

szintje lecsokkent 12!, A NKA szintje pedig bar megemelkedett, azonban lokalizacidja
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megvaltozott, a bazalmembranbol az apikalis membranra helyezddott at, igy funkciojat
vesztette, igy Osszességében az enzimmilkodés karosodott. Mindez azt sugallja, hogy
kronikus hiperglikémiaban karosodik a stresszvalasz, csokken a HSP72 szintézise,
kevésbé érvényesiil, a chaperon-funkci6, a NKA helyreallitasa zavart szenved, igy
fokozodik a DNP progresszioja 2% 123, Hasonlé eredményekrdl szamolnak be egy mésik
STZ-modellben ahol az antioxidans alfa-lipolsav kezelés kivédte a hiperglikémia és az
oxidativ stressz karos hatasat, gy hogy az antioxidans enzimek aktivacidja 0sszefiiggést
mutatott a HSP70 és a HSP90 O-GlcNAcilaciojanak csokkenésével 2!,

Az irodalmi adatok és sajat eredményeink arra utalnak, hogy bar DNP-ban né az
O-GlcNAcilacio, a hiperglikémiara adott stresszvalasz elégtelen és a kontrollalatlanul O-
GlcNAcilalodott fehérjék felhalmozodasa a magas vércukorszint karositd hatésait
kozvetiti. Igy a vese oxidativ stresszel szembeni érzékenysége né.

Az elmult évtizedekben nyilvanvalova valt, hogy a DNP kialakuldsaban és
progressziodjaban a NO rendszer karosodéasa patognomikus jelentdségli, azonban az NO
szerepét mindeddig elsdsorban a vese vaszkuldris endothéliuméban hangsulyozték.
Kisérleteink soran elséként igazoltuk, hogy a hiperglikémia gatolja az eNOS
aktivaciojahoz kulcsfontossagu foszforilaciot proximalis tubulussejtekben. Ezzel
parhuzamosan alacsony eNOS foszforilaciot mutattunk ki a diabéteszes vesében is, annak
ellenére, hogy a foszforildlatlan eNOS enzimszintje emelkedett %% 125, Mindez azt jelzi,
hogy az eNOS rendszer diszfunkcioja 6sszefliggésben lehet az enzim foszforilacigjanak
karosodasaval.

Mivel jol ismert, hogy az O-GIcNAcilacid kompeticioban van a fehérje
foszforilacioval 78, ezért azt feltételezziik, hogy diabéteszben az O-GlcNAcilacid
hiperglikémia-indukalt emelkedése szerepet jatszik az eNOS csokkent foszforilacidjaban.
Hasonl6 eredményre jutottak endothél sejtekben is, ahol a hiperglikémia ndvelte az eNOS
O-GlcNAcilaciét, mig az eNOS foszforildciot ellentétes iranyban valtoztatta '26,
Diabéteszes allatok aortdjaban pedig az O-GlcNAcilacidé emelkedésével parhuzamosan
csokkent az eNOS foszforilacioja 127 128,

Jol ismert, hogy az eNOS aktivacidjanak fo kozvetitdje a pAkt, a szerin 1177-en

torténd foszforilaciojan keresztiil *.

Kimutattdk, hogy az Akt is képes O-
GlcNAcilalodasra, ami gatolja az enzim foszforilaciojat 2% 3%, In vitro kisérleteinkben

azt talaltuk, hogy egy enyhe emelkedés utan az enzim mennyisége visszaallt a kontrollok
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szintjére, annak ellenére, hogy a foszforilalatlan Akt mennyisége megndvekedett. Mindez
arra utal, hogy az Akt foszforildcidja is zavart szenved, igy karosodik az eNOS
foszforilalacidja is. Kimutattuk tovabba, hogy diabéteszes vesében megemelkedett Akt
szint mellett is valtozatlan maradt a pAkt mennyisége. Feltételezéseink szerint
diabéteszes allatokban az alacsony Akt foszforilacié a megnovekedett O-GlcNAcilacio
eredménye lehet. Tovabba az is elképzelhetd, hogy nem csak a direkt O-GlcNAcilécio,
hanem az Akt O-GlcNAcilalodésa is gatolja az eNOS foszforilaciojat, igy aktivacigjat.
Eredményeink magyarazatot adhatnak szamos korabbi kutatasi eredményre, melyben az
Akt/eNOS foszforilacio csokkenését talaltdk diabéteszes vesében 1315132,

Mivel a DNP patomechanizmusaban a RAAS tulaktivalodasa kozponti szerepet

jatszik, ezért a vesekarosodas kezelésében is a RAAS-gatlok az elsddlegesen valasztando

crer

k 133, az aldoszteron géatlasara

fontos patogenetikus faktora a progressziv vesekarosodasna
egyelére csak kombinacidoban van lehetéség. A spironolaktont jelenleg adjuvansként al-
kalmazzédk DNP-ban, melynek széleskorli haszndlatat mellékhatésai (pl. antiandrogén ha-
tas) nagymértékben limitaljak. Mivel a progeszteron és androgén receptorokhoz is kap-
csolodik, ezért férfiakban impotencia és ginekomasztia, premenopauzalis korban 1évo
néknél menstruicios zavarok alakulhatnak ki !**. Az eplerenon struktirdjanak kdszonhe-
tden sokkal szelektivebben kotddik az aldoszteron receptorokhoz €s alacsonyabb az affi-
nitdsa mas szteroid receptorokhoz '*°, ezért kevesebb hatranyos mellékhatassal rendelke-
zik. Mindezek ellenére a gydgysze még mindig nincs torzskonyvezve DNP-ban, szivelég-
telenségben azonban igazoltan csokkenti a kardiovaszkularis mortalitast 136,

Szamos bizonyiték tdmasztja ald, hogy az aldoszteron-blokad hozz4ajarulhat a vese-
karosodas progresszidjanak gatlasahoz, s6t akar monoterapiaban is hatékony lehet. Az
aldoszteron-antagonistakkal torténd kezelés tovabba eredményes lehet a DNP-t kisérd
kardiovaszkularis komplikaciok megel6zésében is >4, mivel az aldoszteron déntd szere-
pet jatszik a kardiovaszkularis kdrosodas kialakulasaban, melynek elédfordulasa DNP-ben
15-20-szor gyakoribb °.

Irodalmi adatok alapjan a spironolakton STZ-indukalt diabéteszeses vesében javitja

a glomeruléris €s tubulointersticialis gyulladéas ill. fibrozis mértékét, feltehetéen a
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makrofig infiltracio, a PAI és a TGF B-1 gatlasan keresztiil *”. Az eplerenon T2DM 4l-
latmodellben alacsony ddzisban csdkkentia profibrotikus citokinek expresszidjat, magas
dézisban pedig javitjaa glomeruloszklerzis mértékét 38,

Kisérleteink soran kimutattuk, hogy az ACE-gatlok vagy ARB-k mellett, az
aldoszteron-antagonistak is hatékonyan javitottdk a vesefunkciot és szoveti karosodast
T1DM-hez tarsul6 DNP-ban monoterapiaban *°. Elséként mutattuk ki tovabb4, hogy a
RAAS-gatl6 kezelések csokkentetik a fehérjék megnovekedett O-GIcNAcilaciojat diabé-
teszes vesében, ezaltal a kronikus akkumulacié karos hatasait enyhiteni képesek.

Feltételezhetd, hogy az intrarenalis RAAS ¢és az O-GIcNAcilacio kozott kétiranyu,
egymast serkentd kapcsolat van. Igazoltak, hogy mezangiumsejtekben az Angll a GFAT

aktivalasan keresztiil noveli a fehérjék O-GleNAcilaciojat 3

. Proximalis tubulussejtekben
pedig a magas gliikoz a HBP aktivalodasan keresztiil fokozza az Ang gén expresszidjat
és sejthipertrofiat okoz. '3°. Mindezekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az oda-vissza hato
aktivalas egy ordogi kort hoz létre, ami hozzéjarul a hiperglikémia altal indukalt kéros
hatasokhoz a vesében.

Eredményeink szerint a RAAS-rendszer gatlasa a fehérjék O-GlcNAcilaciojat
csokkenti. Méréseink alapjan ugy tlinik, hogy ez a hatas nem a szintézist végzé OGT
szintjének csokkentésén, hanem elsddlegesen az eltavolitast végzé OGA-L
mennyiségének novekedésén keresztiil jon létre. A DM-ben megemelkedett OGA-S
esetében az enzim mennyiségének csokkenését figyeltiik meg RAAS-gatldo kezelés
hatasara. Mivel ismert, hogy az OGA-S expresszio €és a lipidszintek kozott pozitiv
korrelacié van ', feltételezhetd, hogy az enzim szintjének csdkkenéséhez a RAAS-
gatlok lipidcsokkentd hatasa is jelentdsen hozzéjarul.

PhD-munkdm soran az O-GIcNAcilacid jelentdségét tanulmanyoztuk a DNP
patomechanizmusaban. Kimutattuk az O-GIcNAcilaciéo enzimeinek, az OGT-nek és
OGA-nak az 1dofliggd és 1zoforma-specifikus valtozasait hiperglikémias koriilmények
kozott. Igazoltuk, hogy az Akt/eNOS foszforilacio és a HSP72 expresszid csokkenése
hozzajarulhat a Na-pumpa zavart miikodéséhez. Végiil kimutattuk, hogy a RAAS-gatlok
javitjdk a kronikusan felhalmozodott O-GIlcNAciladlodott fehérjék mennyiségét.
Mindezekkel az adatokkal a RAAS-gatlok renoprotektiv hatdsanak hatterében allo 1j

hatasmechanizmust sikeriilt igazolnunk.
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A DNP megfeleld és hatékony terdpia nélkiil végstadiumu veseelégtelenséghez
vezet, melynek egyetlen terapids lehetdsége a vesepdtlo kezelés. A vesemiikodés
megodrzésének szempontjabol tehat kulcsfontossaghi a korai valtozasok megértése, a
rendelkezésre 4all6 kezelési modszerek hatasmechanizmusanak megismerése ¢és a
progresszié megakadalyozasat célz6 0j terapias lehetdségek megtalalasa. Eredményeink

ezeknek a céloknak a megvalositasat segithetik eld.
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6. Kovetkeztetések

1. Igazoltuk, hogy az O-GlcNAcilacid6 mértéke megnd magas glikkoéz kezelés

hat4séara proximalis tubulussejekben illetve DNP-ben.

2.  Elsoként mutattuk ki az O-GlcNacilacio enzimeinek kiillonb6z6 izoformait és azok
mennyiségének  1dofliggd  valtozasait.  Gliikozterhelés  hatasara  proximalis
tubulussejtekben az O-GlcNAcilacioban szerepet jatszo ncOGT, majd kompenzatorikus
hatasként az eltavolitast végzé OGA-L mennyisége is megnd. Elhuzodo hiperglikémia
esetén enzimek szintjei lecsokkennek, ami a felhalmozddott O-GlcNAcilaciora adott,

részben karosodott valaszreakcio lehet.

3. Proximalis tubulussejtekben magas gliikkdz kezelés hatasara és diabéteszes
vesében a foszforilalt eNOS mennyisége lecsokkent, mig az eNOS szint valtozatlan
maradt, ami arra utal, hogy az O-GIcNAcilacid6 megemelkedésének egyik karos

kovetkezménye az eNOS foszforilacidjanak gatlasa lehet

4. Magas gliikoz kezelés hatasaira a NKA ¢és a HSP72 fehérjemennyisége
megemelkedik és a HSP72 perinukleéris lokalizacid helyett az egész citoplazmaban
megjelenik. DNP-ben a NKA funkcidja karosodik, mert fiziologids helyérdl athelyezddik
a citoplazmaba, a vele kolokalizaltan elhelyezkedd HSP72 szintje pedig lecsokken, ami

a gliikkotoxicitassal szembeni sériilékenységhez vezet.

5. A RAAS-gatlok csokkentik a DNP-ben megnovekedett O-GlcNAcilaciot
feltételezhetden az OGA-L novelésén keresztiil €s novelik a peNOS ill. a HSP72 szinteket,

ami hozzajarulhat renoprotektiv hatdsukhoz DNP-ben.
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7. Osszefoglalas

A diabétesz mellitusz (DM) és tarsuld szovodményei vilagméretii gondot okoznak,

megeldzésiik és kezelésiik hatalmas terhet jelent a betegeknek és a tarsadalomnak
egyarant. A cukorbetegség szamos szovodménye koziil a diabéteszes nefropatia (DNP) a
felndttkori végallapoti veseelégtelenség leggyakoribb koéroka. Bar a betegek szama
vilagszerte €s hazankban is folyamatosan nd, a DNP pontos patomechanizmusa nem
tisztazott és az oki terapia tovdbbra sem megoldott. A jelenleg rendelkezésre allo
gyogyszerek koziil az angiotenzin konvertaz gatlok (ACE-gatlok) és angiotenzin receptor
blokkolok (ARB) az elsdként valasztandd szerek, melyek ugyan lassitjdk a progresszio
mértékét, de a betegek jelentés hanyada igy is dializisre vagy vesetranszplantacidra
szorul'®?,
Ismert, hogy a hexozamin-bioszintézis fokozott aktivitdsa és a fehérjék
megndvekedett O-GlcNAcilacids poszttranszlacids modosulasa jelentdsen hozzajarul a
diabéteszes karosodasok kialakuldsahoz. Az O-GlcNAcilécios folyamat szerepe azonban
DNP-ben kevéssé vizsgalt.

A disszertaci6 bemutatja DNP patomechanizmusat, kiemelve a renalis O-
GlcNAcilacio - mint jelentds patognomikus faktor — szerepét, targyalja a RAAS gatlok
renoprotektiv hatdsanak hatterében all6 lehetséges patomechanizmusokat, kiilon kitérve
a Na+ pumpa miikodésének valtozasaira.

A diabétesz és a RAAS-gatlok hatisat a kiilonboz6 fehérjékre Enalaprillal,
Losartannal és Eplerenonnal kezelt streptozotocin indukalt diabéteszes patkdnyokon
tanulmanyoztuk. A hiperglikémia direkt hatdsat az O-GlcNAcilaci6 folyamatéara és
enzimjeire, illetve az Akt-nitrogén oxid utvonalra in vitro koriilmények kozott is
vizsgaltuk.

Els6ként igazoltuk, hogy a hiperglikémia a proximalis tubulussejtekben fokozza a
fehérjék O-GlcNAcilaciojat. Ezzel parhuzamosan diabéteszes patkdny modellben a
megnodvekedett O-GIcNAcilaciot az OGT és OGA szintek csokkenése kiséri. A RAAS-
gatlok csokkentik a diabétesz indukalt vesekarosodast, meggatolva az O-GIlcNAcilacio

emelkedését és a pAkt, peNOS és HSP72 fehérjék mennyiségének csokkenését.
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Azt reméljiik, hogy eredményeink hozzajarulnak a DNP patomechanizmusdnak
jobb megértéséhez ¢s segithetik a hatékonyabb megeldzési és kezelési stratégidk

kidolgozasat.
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8. Summary

Diabetes mellitus (DM) and associated complications cause major public health
problems and its prevalence and treatment are an enormous burden both to the patients
and society. Among several complications, diabetic nephropathy (DNP) is the leading
cause of end stage renal failure in the adult population. Although the number of patients
are increasing worldwide as well as in Hungary, the exact pathomechanism of the disease
is still unknown and the causal therapy is lacking. Currenty the first line clinical
treatments are the renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS)- inhibitors, which delay
the progression, but still numerous patients are requiring dialysis or renal transplantation.

It is well known, that the increased activity of hexosamine biosynthesis pathway
and protein O-GlcNAcylation is a known contributor of diabetic complications, however
its relevance in DNP is poorly elucidated.

This work presents the pathomehanism of DNP, underlines the role of renal O-
GlcNAcyation- as a significant pathognomic factor and discusses the possible
pathomechanism of the renoprotective effects of RAAS-blockers by emphasising the
relevance of the sodium-potassium pump.

Here we studied the effects of diabetes and RAAS-inhibitors of the various
proteins in Enalapril, Losartane and Eplerenone-treated streptozotocin-induced diabetic
rats. The direct effects of hyperglycemia on the process and enzymes of O-GlcNAcylation
and on the Akt-nitric oxide pahway were evaluated also on proximal tubular cells. We
firstly demonstrated, that hyperglycemia enhances protein O-GlcNAcylation in proximal
tubular cells. In parallel in vivo in diabetic rat model the increasing O-GlcNAcylation was
accompanied by the decrease of OGT and OGA levels. RAAS-inhibitors inhibited the
diabetes induced renal failure, prevented the increase of O-GlcNAcylation and the
decrease of pAkt, peNOS and HSP72 levels.

We hope that our results significantly promotes the better understanding of the
pathophysiological background of DNP and helps to find more efficient preventing and

treatment strategies.
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