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1. Bevezetés

A transzplantdlandd szerv keringésének ledllitdsa elengedhetetlen a transzplantacié
folyamdn. Ezen iszkémias periddus alatt a szervben komplex patofizioldgiai valtozdsok
kovetkeznek be. Bar a szerv vérellatasanak helyreadllitasa létfontossagu az iszkémias
karosodds megakadalyozasaban, reperfuzié kapcsan tovabbi karosoddsok |éphetnek fel. Ezt
az iszkémids karosoddsra adott, reperfuzidkor fellép6 paradox valaszt hivjuk iszkémias-
reperfuzids karosodasnak (I/R). A vese I/R-a a f6 oka az akut veseelégtelenségnek egészséges
és transzplantalt vesében egyarant.

Ezen kdrosodasok nem csak transzplantdacio, de szamos olyan érsebészeti eljaras kapcsan is
kialakulhatnak, ahol a vese vérellatdsat biztositd arteria eredésének szintje feletti aorta
leszoritas sziikséges. Szepszis illetve Ujraélesztés kapcsan kialakuld szisztémds hipoperfuzié is
kéreredetként szerepelhet. A vese I/R patofiziologiaja komplex folyamat s részleteiben még
nem teljesen ismert. Szamos tanulmdny igazolta a gyulladasos kaszkad, reaktiv oxigén
szabadgyokok(ROS), citokinek, kemokinek, aktivalt leukocitdk altal okozott sejtkdrosodast. A
vese tubulussejtek, endotelidlis sejtek specifikus valaszokat mutatnak mind az iszkémias,
mind a reperflzids szakban, melyek végeredményben sejtkarosoddshoz vezetnek.

A vese I/R folyamatainak megértésére irdnyuld kutatasok nemcsak a transzplantacio rovid és
hosszutavu eredményeire lehetnek jétékony hatassal, de szamos egyéb klinikai
korfolyamatot is kedvez&en befolydsolhatnak.

1.1. vese iszkémias —reperfuzios karosodas

A vese I/R karosodas generalizalt, vagy lokalis oxigén és tapanyag ellatasi zavar, illetve a
sejtanyagcsere végtermékek eltavolitasi zavaranak kovetkezménye. A kett6 kozt fellépd
egyensuly zavar kdvetkeztében a tubularis epitelidlis sejtek karosodast szenvednek, sulyos
esetben apoptdzis, nekroézis 1ép fel (akut tubuldris nekrézis [ATN]), kezdetben funkcionalis
elégtelenséget okozva. Szamos gydgyszer illetve patofizioldgiai allapot vezethet generalizalt,
vagy lokalis vérellatasi zavarhoz.

1.1.1. Endotél a vese iszkémids-reperfazios karosodasban

Az endotél és a szimaizom sejtek kritikus szerepet jatszanak az akut veseelégtelenség
reakcidkat. Endotél karosodas és posztiszkémias karosodas esetén a vese arterioldk
fokozottabb vazokonstrikcidot mutatnak az egészséges vese arterioldkhoz képest, a
megnovekedett endotelin-1, angiotenzin-Il, tromboxan A2, prostaglandin H2, leukotrién C4
és D4, adenozin,fokozott szimpatikus stimuldcié miatt. A vazodilatativ anyagok( acetilkolin,



bradikinin, NO) csokkent volta szintén a vazokontrikcid irdnyaba tolja el az egyensulyi
allapotot. Az értdnus vazokonstrikcid iranydba torténd elmozduldsat vazoaktiv citokinek
(TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18, IL-32) és az iszkémidsan karosodott érben fokozottan
létrejott endotél-leukocita adhézid és leukocita aktivacio erdsiti, mely tobbek kozott
sejtfelszini adhézidés molekuldk( ICAM-1 ) fokozott expresszidjanak a kdvetkezménye. Az
aktivalédott leukocitakbdl, endotél sejtekbdl felszabaduld citokinek hatasara ,,circulus
vitiosus” tovabb fokozédik a leukocita aktivacié és endotél-leukocita adhézié, melynek
eredményeképpen a kapillaris keringés romlik, elzarddik. A felszabadulé citokinek emllett
gyulladasos reakcidt aktivalnak, tovabb rontva az iszkémia altal okozott keringészavart. A
karosodott endotélben a sejt-sejt kdzti kapcsolddds megbomlik, az aktin citoszkeleton
felszakadasa, a perivaszkularis matrix bomldsa kdvetkeztében fokozott permeabilitas Iép fel,
kovetkezményes intersticidlis 6démaval, mely tovabb rontja a meglévé keringészavart.

1.1.2. gyulladas a vese iszkémias-reperfaziés karosodasban

Az iszkémias karosodasban mind a természetes, mind az adativimmunvaélasz fontos szerepet
jatszik. A természetes, nem antigén specifikus immunvalasz a neutrofil sejtek, monocitak,
makrofagok, dendritikus sejtek( DC ), természetes 616 sejtek aktivalédasat foglalja magdba.
Az adaptivimmunvalasz specifikus antigén jelenlétében drakon belil aktivalddik és napokig
is eltarthat, melyben a dendritikus sejtek érése, antigén presentdcio, T-limfocitak
profilefaridja és aktivacidja, T- és B- limfocitak kdzotti kdlcsénhatds a donté jelentdségl. Az
iszkémia kdvetkeztében aktivalodott fehérvérsejtek mar a reperflzié elsé fél 6rajdban nagy
szamban kapcsolddnak a vese kilsé medullaban Iévé peritubularis kapillarisok endotéljéhez.
Protedzokat, mieloperoxiddzt, reaktiv oxigén szabadgyokoket, citokineket termelnek, melyek
fokozott permeabilitdshoz, tubularis epitél és endotél sejtintegritas csokkenéséhez, fokozott
vesekdarosoddshoz vezetnek.

1.1.3.Komplement aktivacié a vese iszkémias-reperfuzids karosodasban

A komplement aktivacié fontos meghatdrozdja a vese I/R kialakult gyulladasnak. Vesében
csaknem dontéen alternativ utdn torténik. Hatasara fokozddik az endotél sejtek sejtfelszini
adhéziés molekuldinak expresszidja. A keringésben legnagyobb szamban |évé,
makrofagokbdl szarmazé C3 komplement fehérjéket a DC-k kovalensen megkotik
felszinlikdn, ami T sejt aktivacidhoz vezet.

1.2. I/R diabéteszes vesében

Az anyagcserezavarok, mint a diabétesz, hiperkoleszterinémia, hipertonia mind névelik az I/R
kockazatat. Human vizsgalatok és allatkisérletek is igazoltak, hogy kdzepes szintd
kiperkoleszterinémia is csokkentette az arteriolak endotél fliggé relaxaciojat, mely
szuperoxid dizmutaz ( SOD ) adasaval kivédhetd volt. Allatkisérletek igazoltak hogy az



arteriolak endotéljében megnoévekedett SOD szint fokozott NO termeléshez vezet, és a
posztiszkémids venulakban fokozddik a fehérvérsejtek kitapaddasa, migracidja, albumin
extravazacidja LDL receptor hianyos egerkeben, ami csokkenthet koleszterin szegény
diétaval. Az diabéteszes szovetek I/R —ban a fokozott szabadgyok termelés és a
fehérvérsejtek ,gordilése”, kitapadasa, albumin kidramlas szintén fontos szerepet jatszik.
Egyes sejtfelszini molekuldk fokozott expresszidja a ,,rolling”(P-selectin), mig mas molekulak
a fehérvérsejtek kozotti interakcidk fokozddasat idézi el (CD11/CD18, ICAM-1). Diabéteszes
patakanyokban az I/R-ban jellemzd fokozott leukocita-endotél interakcié csokkenthetd PAF
receptor antagonista vagy leukotrién bioszintézist gatld szer adasaval. I/R-ban a diabéteszes
allatok venulaiban és az azokat korilvevé szovetekben fokozott oxidativ stressz figyelhetd
meg. J6l ismert, hogy a diabétszes allatok posztiszkémias venulaiban felszaporodd lipid
mediatorok képezik a szabad gyokok 6 forrdsat, melyben xantin-oxidaz kulcsszerepet jatszik.
Az I/R-ra adott valasz kiildnbozik a hiperkoleszterinémias és diabéteszes allatokban. Ugy
tlnik, hipetrkoleszterinémia esetén a megnovekedett albumin extravazacié a fokozott
leukocita-endotél interakcié kovetkezménye, mig diabéteszben a leukocita fliggetlen
folyamatok jatszanak kozponti szerepet az I/R-ban létrejott endotél diszfunkcidban. A lényeg
az endogén adaptacids folyamatok csokkenése.



2. CELKITUZES

Munkank alapjat két kisérlet képezte. Az els6 sorozatban 45 perces bal vese iszkémiat
idéztlnk el6 patkanyokban, melyet 90 perces reperfuzié kdvetett. Ebben a kisérletben a
natrium petozan poliszulfat (PPS) I/R-ra adott lehetséges védd hatasat kivantuk igazolni mind
diabéteszes, min egészséges dallatokban. Vizsgaltuk az oxidativ stressz mértékét, a
gyulladdsos vélaszreakcidkat, a lehetséges strukturalis karosodasokat és kiilonb6z6
apoptétikus és antiapoptoétikus jelatviteli utakat.

A kovetkez6 kérdésekre kerestiink valaszt:

2.1 Képes-e egy hosszantartd intravénas PPS el6kezelés csokkentei egy késGbbi vese I/R
egészséges patkanyok esetén?

2.2 Milyen hatdsa van a hosszantarté I/R el6tt intravénasan adott PPS egy késGbbi vese
iszkémias kdrosodas lefolydsara diabéteszes allatok esetén?

2.3 Van-e hatdsa az iszkémiat kovetSen egyszeri nagy ddzisban adott PPS-nak az I/R-ra
normal patkanyokban?

2.4 Csokkenthet6-e a diabéteszes allatok I/R karosodasa a reperfizid elétt adott nagy dozisu
PPS addasaval?

A masodik kisérletben vese perfuzids rendszert készitettiink patkany vese eltavolitast
kovetben.

Transzplantacidkor az eltavolitott szervet miel6bb perfundalni és szallitnai kell, hogy a szerv
funkcidjat megbrizziik. A transzplantatum életképességének meghatarozasa nagy
gondossagot igényel. Az eltavolitott szervek miikod6képességének vizsgalatat a perfuzids
rendszerek alkalmazasa megkonnyiti.

2.5 Kisérletiinkben arra a kérdésekre kerestiik a valaszt, hogy milyen karosodas éri a vese
szovetet iszkémia alatt, és hogy lehet ezen karosodasokat kivédeni, megel6zni biztositva
ezzel a transzplantalandd szerv jobb tulélését.



3. VESE I/R INDUKALT OXIDATIV STRESSZ ES GYULLADASOS VALASZ
CSOKKENTESE PPS ADASAVAL KISERLETES ALLATMODELLBEN.

Az akut veseelégtelenség (AVE) leggyakoribb oka az I/R mind a szervezetben lév6, mind a
transzplantacié céljabdl eltavolitott vese esetén. Az akut veseelégtelenség hagyomanyosan
egy gyors lefolyasu (6raktél par hénapig tartd) vesefunkcié romlds, melyet a megnévekedett
szérum kreatinin szint jellemez. Ujabb definicié szerint a vesefunkcié egy rapid, par 6ra alatt
bekodvetkez6 romlasa, melyet specifikus labor és klinikai paraméterek segitségével
diagnosztizalhatunk.

Az AVE tovabbra is 6ndlléan képez jelent6s morbiditasi és mortalitasi veszélyt olyan
betegeknél, akik killonb6zG6érsebészeti beavatkozdsokon estek at, ahol a mellkasi aortan,
vagy dirrekten a veséket ellatd artéridkon, vagy barmilyen kismedencei, alsé végtagi
verBeken tortént a beavatkozas, mely veseerek folotti aortakirekesztést igényelt. Ezen
beavatkozasok a kirekesztési idg fuggvényében okoznak vese I/R, mely AVE-hez vezethet. A
vese sejtszintl, vagy molekuldris vélasza egy I/R-ra komplex folyamat és még nem tisztazott
teljes egészében. Szamos tanulmany vizsgalta a I/R-ban a kiilonb6z6 gyulladasos folyamatok,
a jelatviteli utak szerepét. Ugy hissziik, a gyulladasos folyamatoknak kézponti szerepe van az
AVE patofizioldgidjaban. Tobben igazoltdk a kilonb6z6 gyulladas ellenes szerek , mint pl:
mikofenolat, alfa-melanocita stimuldlé hormon vesevédé hatdsat AVE-ben. Az I/R a gyulladas
mellett sejtelkdrosodast is okoz az érintett vesében. Legérzékenyebben a vese tubulus sejtek
reagalnak az iszkémidra, mely egy ponton tul apoptodzishoz, sejtelhaldshoz vezethet ( ATN-
akut tubularis nekrézis).

A PPS szemiszintetikus szulfatalt polianion, mely az USA-ban egy gyulladasos betegség, az
intersticidlis cisztitis kezelésére van térzskonyvezve. Gyulladds csokkents hatdsa nem
teljesen ismert, bar leirtak, hogy csokkenti a lipopoliszacharid medidlt nukledris faktor (NFkB)
aktivacioét, csdkkenti a leukocita elasztaz és komplement aktivitast. Bizonyitottan
csOkkentette a tubulointersticidlis gyulladast megdérizve a vesefunkciot kisérletes 5/6
nefrektdmizalt patkanyokban, ill. csokkente az albuminuria mértékét, a vesekarosodas
mértékét, a tubuloinztersticialis gyulladast diabéteszes egerekben. Ezek alapjan
feltételeztiik, hogy a PPS gyulladasellenes hatdsa el6ny06s lehet az AVE-ben jelentkez6
sejtkarosodas csokkentésében, a veserek endotél stabilizacidja az I/R kivédésében.

3.2. célkitlizés:

Jelen kisérlet célja a vese I/R karosodas folyamatanak sejtszint( monitorizalasa, tovabba a
PPS vese I/R karosoadsra gyakorolt hatasanak vizsgalata hosszUtavu preoperativ és egyszeri



intraoperativ adagolas esetén egészséges és diabéteszes patkdnyban. Osszehasonlitottuk a
két kiilonb6z6 PPS adagolas apoptdtikus (bax) és antiapoptotikus (bcl-2) jelatviteli utakra, az
oxidativ stressz mértékét meghatarozé plazma malondialdehid (MDA), redukalt glutation
(GSH), tiol csoportra (-SH), szuperoxid dizmutaz sintre gyakorolt hatdsat. A gyulladasos vélasz
mértékét a szérum tumor nekroézis faktor (TNFa), interleukin 1 (IL-1), a DNS karosodas
mértékét a foszfo p53 (p-p53) meghatarozdsdval végeztik. A szerkezeti eltérések
vizsgdlatdra szbvettani vizsgalatokat végeztiink.

3.3. Anyag és modszer

3.3.1. Allatmodell

60 darab 200-250g kozotti sulyu Wistar patkanyt hasznaltunk a kisérlethez, melyeket a
Charles River Breeding Laboratories-t6l szereztlink be. Az allatokat egyéni ketrecekben,
szabalyozott h6mérséklet és fényviszonyok kozott, légkondicionalt teremben tartottuk.
Tapldlékhoz, folyadékhoz szabadon juthattak, melyet 12 érdval a vizsgdlatok el6tt
megvontunk az allatoktdl.

Diabéteszes allatok:

A diabétesz kialakulasat egyszeri (50mg/kg) streptozotocin (STZ) adasaval értik el, melynek
ismert a hasnyalmirigy Bsejtjeire gyakorolt irreverzibilis toxikus hatdsa.

3.3.2. Renal ischaemia-reperfusion model

Az allatok altatdsa intraperitonedlisan adott ketamin (500 mg / 10 ml) és diazepam (10 mg /
2 ml) 1:1(0.2 ml / 100 g = 5 mg ketamine + 0.5 mg diazepam / 100 g) ardnyu keverékével
végeztik. EKG felhelyezés és artéria karotisz kanilalds tortént a vérnyomas monitorizalasa
céljabdl. BérfertGtlenitést kovet6en median laparotdmidt végeztiink, a folyadékhaztartas
fenntartasa érdekében 2 m | meleg fiz. sdoldatot fecskendeztiink a hasiiregbe. A
gyogyszerbeadas, vérvétel cljabdl a v. mesenterica inf-t kipreparaltuk, kanalaltuk. A
bélkacsok évatos jobbra tartasaval latotérbe hoztuk a hasi aortat, mindkét oldali art. renalist.
Ovatos preparalast kdvetSen mikroklipp segitségével a bal vesét ellatd artériat 45 percre
leszoritottuk (I). A hasiireget ezutan reverzibilisen zartuk és meleg fiz. séoldatos torl6t
helyeztiink a sebre. Az iszkémia létrejottét flowméter segitségével ellndriztiik. Az iszkémias
idé leteltével a hasiireget megnyitottuk, majd a mikroklippet eltavolitva a veseérrél a
reperflzid fazisa kdvetkezett 90 percig, melyet a vese szinvaltozasa, és a flowméterrel
detektalt aramlas igazolt.



3.3.3. A PPS adagolasa

A PPS ddzisdt a human ddézisbol szamoltuk. Az adagolds kétféle mddon tortént: preoperativ
hosszantarté , alacsony ddézisu (25mg/kg naponta) intravénas adagolas mitét el6tt és nagy
dozisu (100mg/kg), egyszeri intravénas adagolas mitét alatt, az iszkémias fazist kovetben a
reperfluzids fazis kezdetén.

3.3.4. Kisérleti csoportok

1. csoport: kontroll dloperdlt csoportnal csak median laparotmoémiat végeztiink.

2. csoprot: kontroll I/R csoportndl laparotomiat kvetGen 45 perces bal vese iszkémiat 90
perces reperfuzid kisérte egészséges patkanyokban (I/R)

3. csoport: iszkémiat kovetben a reperfuzio el6tt egyszeri, nagy dozisu PPS adasa tortént
egészséges allatokban (I/PPS/R).

4. csoport: I/R el6tt 1 hétig, alacsony dozisu PPS kezelés jellemzi az egészséges allatokat.
(PPS/I/R)

Ugyanezen csoprotokat Iétrehoztuk diabeteszes allatok esetén is, igy 6sszesen 8 csoportot
vizsgaltunk:

. kontroll dloperalt diabéteszes csoport
. (DM I/R)

. (DM I/PPS/R)

. (DM PPS/I/R)

00 N O U

3.3.5. Az oxidativ stressz parametereinek vizsgalata

A malondialdehid (MDA) mérése: Az MDA a sejtmembranok lipid-peroxidaciéjanak mértékét
jelzé marker. Meghatarozasa teljes, alvadasgatolt vérvérbdl torténik fotometrids modszerrel
placer, Cushman és Johnson nyoman.

A redukalt glutation (GSH) és plazma tiol-csoport (-SH) szintjének meghatarozasa: Teljes,
EDTA-val alvadasgatolt vérbdl Ellman-reagens felhasznaldsaval Sedlak és Lindsay protokollja
alapjan tortént.

A szuperoxid dizmutdz (SOD) enzim aktivitds Superoxide Dismutase Assay ELISA Kit-tel
(Trevigen Inc., Gaithersburg, USA) végeztiik a gyarté protokollja szerint. Ez a mddszer a
bioldgiailag aktiv SOD meghatarozasara alkalmas.



3.3.6. Szérum TNF- a és IL-1 meghatdrozas

Szérum TNF- a és IL-1 meghatarozas céljabdl RAT TNF- a és RAT IL-1 ELISA kitet hasznaltunk
(R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA) a gyarto protokolljat kbvetve.

3.3.7. A proapoptotikus (bax) és antiapoptotikus (bcl-2) jelatviteli utak, és a DNS
karosoddas mértékének (p-p53) western blot vizsgalata

50 mg bal vese szovetet homogenizaltuk jeges TRIS pufferben (50 mM, pH 8.0). A felliliszé
fehérjetartalmat bicinchorinicic savval deritettik, hogy a Laemmli oldat 1 mg/ml fehérjét
pufferben taroltuk. A fehérjéket 12%-os SDS poliakrilamid gélben futtatuk és valasztottuk
szét, majd nitrocelluléz membranra blottoltuk. ezt kdvetéen egy éjszakdn at 4°C-on az
elsédeleges antitestekkel inkubaltuk a membranokat (polyclonal Bax antibody, 1:1000
dilution), pospho-p53 MAPK (Thr'®/Tyr'®2, 1:1000 dilution), (polyclonal bcl-2 antibodly,
1:1000 dilution) (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA). A membranokat ezt
kovetben hatszor 5 percig mostuk Tween-es TBS-ben, majd hozzdadtuk a tormaperoxidazzal
jelélt masodlagos antitesteket (1:3000 dilution; Bio-Rad, Budapest, Hungary). Ismét hatszor 5
percig mossuk a membranokat Tween-es TBS-ben, majd kemilumineszcens oldattal
l[athatova tettiik a blottot. Az eredményeket Scion Image 4.02 programmal kvantifikaltuk.
Minden vizsgalatot négyszer ismételtink.

3.3.8. Szovettani vizsgalatok

A kisérlet végén terminalt allatokbdl szovettani vizsgalat céljdbdimintakat vettiink a bal
vesébdl. A szovetmintak nem tartalmaztak vesekoriili zsirszOvetet vagy fasciat. A szévettani
vizsgalatok célja a csoportok kozti szerkezeti valtozasok vizualizaldsa volt. Csoprotnként 5-6
paraffinba agyazott blokkot készitettlink, majd metszést kévetéen hematoxylin-eozin festést
végeztink.

3.3.9. Statisztikai analizis

Minden értéket atlag + SEM-mel fejeztiink ki. A csoportok variancidja kozotti eltéréseketone-
way ANOVA analizissel vizsgaltuk, majd szignifikans eltérés esetén a tobbszoros
Osszehasonlitasok érdekében adekvat post-hoc teszteket végeztiink. az eltéréseket
szignifikansnak tekinetteik, ha p kisebb volt, mint 0,05.



3.4. Eredmények

3.4.1. Plazma MDA szintek

Az MDA koncentracidja szignifikansan nagyobb volt minden csoportban a kontrollokhoz
képest. Szignifikdnsan kisebb MDA szint volt mérhet6 a 3. (I/PPS/R) csoportban a nem
diabéteszes kontrollhoz képest (2. csop —I/R). Diabétszes allatokban a 8. csoport (DM
PPS/I/R) mutatott szignifikdns csokkenést a kontrollhoz ( 6. csoport DM I/R) képest.

3.4.2. Redukalt glutation szintek (GSH)

A GSH szintek szignifikdnsan alacsonyabbak voltak minden csoportban az aloperalt
csoportokhoz képest. A 4. csoportban magassab értéket mértiink a kontroll 2. csoporthoz
képest, de ez nem érte el a szignifikancia hatdrat. Ugyanakkor a 3. csoportban szignifikdnsan
magasabb értéket mértiink a kontroll 2. csopothoz képest. A diabéteszes allaotknal a 8.
csoportban mértiink szignifikdnsan magasabb értéket a diabéteszes kontroll 6. csoporthoz
képest.

3.4.3. Plazma tiol csoportok (-SH)

A plazma tiol szintek szignifikansan alacsonyabbak voltak minden csoportban az aloperalt
csoportokhoz képest. Mindkét kezelt, nem diabéteszes csoportban (3.4.) magasabb plazma
tiol csoport szintet mértlink a kontroll 2. csoporthoz képest, de ez nem érte el a
szignifikancia hatarat. Ugyszintén nem volt szignifikans eltérés a kezelt diabéteszes
csoprtoknal ( 7.8.) a diabéteszes kontroll csoporthoz képest.

3.4.4. Szuperoxid dizmutaz (SOD) enzim aktivitasa

Szignifikdnsan magasabb SOD aktivitast mértiink a PPS el6kezelt(4.) és magasabb , de nem
szignifikdns emelkedést az egyszeri dézisban kezelt (3. ) nem diabéteszes csoportban a
kontrollhoz képest(2.). A diabéteszes csoportokban nem taldltunk szignifikans eltérést.

3.4.5. Szérum TNF-a szintek

A kisérletben megmértiik a csoprtok TNF-a szintjeit. Szignifikdnsabb alacsonyabb értéket
mértiink egy egészséges (3.) és egy diabéteszes (8.) csoprtban a kontroll csoportokhoz
képest. Az iszkémia el6tt, tartdsan adott PPS véd6 hatdsa nem mutathatd ki egészséges
allatokban, mig diabéteszes allatokban ezen hosszantartd adas szignifikansan csokkentette a
szérum TNF-a szintet a kontrollhoz képest.
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3.4.6. Szérum interleukin-1 (IL-1)

I/R szignifikdnsan emelte a plazma IL-1 szintjét mind az egészséges, mind a diabéteszes
allatokban az dloperalt csoportokhoz képest.zignifikansan alacsonyabb érték volt mérhet6 a
3. csoprotban és a 8. csoportban a megfelel6 kontrollokhoz képest. A hosszantarté
el6kezelés szignifikdnsan csokkentette a plazma IL-1 szintjét diabéteszes allatokban(8.). Az
értek megkozelitette az aloperalt (5.) allatokban mérhet6 IL-1 szintet. A reperfuzié el6tt
adott PPS (7.) szdamottevéen nem csokkentette az IL-1 értékét a kontrollhoz képest (6.).

3.4.7. A proapoptotikus (bax) és antiapoptotikus (bcl-2) jelatviteli utak, és a DNS
kdarosodas mértékének (p-p53) western blot vizsgalati eredményei

A proapatotikus (bax) és antiapoptétikus (bcl-2) szigndlmfehérjék meghatarozasahoz
western bléot analiziost végeztlink. Ugyancsak vizsgaltuk a DNS kdrosodas mértékére
jellemzd p-p53 szintet. Eredményeink azt mutattak, hogy jelentésen magasabb volt az
expresszio a preoperativ adagolds(4.) esetén egészséges allatokban, mig diabéteszes allatok
esetén mindkét adagolas (7.8.) csokkent expressziét eredményezett.

A bcl-2 expresszio jelentésen nagyobb volt PPS adagolas esetén mind diabéteszes, mind
egészséges allatokban.

A p-p53 expresszié csokkent az el6kezelés hatasara normal és diabéteszes allatokban is. Ez a
csokkenés, azonban nem volt észrevehets egyszeri PPS adagolas esetén az egészséges
csoportban.

3.4.8. Szovettani eredmények

Az 1/R kontroll csoportban a vese alap strukturaja valtozatlan, fibrézis nem tapasztalhato.
Szoveti elhalas is biztonsaggal kizarhaté. A tubulusok kivezet6csoveiben acidofil cilinderek
lathatdak, melyek fest6d6 fibrint jelentenek: az I/R kdvetkeztében létrejové plazmavesztés
eredményei. A 3. kezelt csoportban szoveti eltérés nem tapasztalhatd, mig a 4. csoportban
az el6kezelés mellékhatasaként felfoghatd bevérzések lathatdak.

Diabéteszes dallatokban a tubulus epitél sejtek duzzanata észlelhetd (7.), el6kezelés hatdsara
pedig (8.) mucinosus valadék retencidja észlelhetd elhalds jelei nélkiil.
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3.5. Megbeszélés

Iszkémids szerv revaszkularizacidja reperfuzids karosoddshoz vezet, mely az iszkémiat kovetd
vérellatas helyrealldsara adott integralt valasz. Szamos faktor képes befolyasolni ezt a
vdlaszt, az oxidativ stressz mértékét és a kovetkezményes gyulladasos reakciot. Fligg az
iszkémia id6tartamatdl, az érintett szovetek milyenségétd, mennyiségétdl, az altalanos
metabdlikus allapottdl ( diabétesz, kronikus iszkémia, gydgyszerek stb.)

Az iszkémia az intracellularis ATP szint csokkenéshez, kovetkezményes hypoxantin szint
emelkedéshez vezet. Kisérletes bizonyitékok szolgdlnak az ATP pdtlas iszkémias
vesekarosodast csokkent6 hatasardl nyulakban. Ismertették, hogy az ATP védé hatdsat NF-
kB aktivacié utjan hozza létre a proximalis tubulus sejtek P2Y receptorain keresztil. Jelent8s
intracelluldris ATP és az oxigén szint csokkenése a kdlcium szint egyidejd intracellularis
emelkedésével képezia f6 tengelyét a vese I/R-nak.

Iszkémidban az endotél sejtek vazoaktiv anyagokra adott valasza is valtozik. Szdmos
szubsztrattal probaltak mar az I/R mértékét csokkenteni, kozilik jonéhany a NO szint
befolyasolasaval fejtette ki hatasat. Egyes hatdanyagok, mint a sildenafil el6ny6s protektiv
hatdst mutattak miokardium I/R-val szemben. Feltevések szerint a sildenafil endotelidlis
endogén mediatorok felszabaditdsaval-mint a bbradikinin, adenizin- vazodilataciét okoz,
mely NO szintdz foszforilacidja és kovetkezményes NO felszaporodas eredménye.

A reperflzios kdrosodas, egy iszkémia altal kivaltott kaszkad, mely oxigén szabad gydkok
(ROS) termelédése altal végsé soron aktiv gyulladashoz vezet. A ROS kulcserepet jatszanak az
I/R. A reperfuzid korai szakdban megjelen oxigén hatasdara a xantin oxidaz dltal katalizalt
hypoxantin-xantin atalakulds toménytelen szabadgyodk képz6déshez vezet.A lipidperoxidacié
kapcsan keletkez6 ROS membran, fehérje, DNS kdrosodashoz vezet. Az endogén antioxidans
rendszerek ezeket a karosodasokat prébaljak kompenzalni, kivédeni.

Gyakorlatilag az 6sszes sejt vagy szovetféle kdrosodhat a ROS altal. Az egyik legérzékenyebb
sejttipus a vorosvérsejt (vvt). I/R alatt a RBC membran lipidperoxidacidja fokozddik, mely
kovetkezményes sejt deformitasokhoz vezet. A vvt-k deformabilitdsa létfontossagu a
normal keringés, oxigén ellatas fenntartasahoz: el6segiti a vvt-k sz(ik kapillarisokon torténé
atjutdsat, csokkenti a vér viszkozitasat és a nyirdfesziiltséget a nagyobb erekben.

Az I/R a mikrovaszkularis apparatus szintjén két f6 patomehanizmus altal okoz karosodast.A
Lreflow” fenomént a megnovekedett ROS-k, aktivalt gyulladdsos kaszkad, fokozott endotél-
leukocita aktivacié, adhézié és a fokozott kapillaris szivargas kovetkeztében létrejott 6déma
jellemzi. Emellett fellépé ,,no-reflow” fenomén részben az el6bbi, részben pedig a
kapillarisok dirrekt I/R létrejott karosodasa. Végeredményben intravaszkularis
hemokoncentracid, trombdzis, leukocita ,, dugdk” jonnek létre,az endotél sejtek duzzadasa,
fellép6 vazomotor diszfunkcié tovabb rontja a meglév6é 6démat. Ebben a folyamatban az
endotél sejtek integritdsanak megbomldsa kulcsfontossagu, a megnovekedett intersticialis
folyadék pedig a keringés tovabbi romlasahoz vezet.

Kisérletlink célja a PPS vese I/R-ra gyakorolt hatasanak vizsgalata volt patkany modellben.
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Ebben a tanulmanyban igazoltuk el6szér, hogy az iszkémiat kdvetben, reperfuzié el6tt adott
nagyddzisu PPS képes volt csokkenteni a vese I/R-t egészséges patkany modellben. Tovabba
az is bizonyitast nyert, hogy hosszantarté PPS adagolas egy késGbbi I/R-t hatasosan
csokkentett diabéteszes patkanyokban. Az , el6kezelés” el6nyds hatdsat az oxidativ stressz
paraméterek valtozasa igazolta, mely nem volt észlelhets egészséges patkanyokban.

A gyulladdsos valasz reakcidk hasonldan alakultak. TNF-a, IL-1 szint szignifikans valtozasai az
endotél diszfunkcio kovetkezménye.

Korabban mar igazoltdk a PPS pozitiv, agyi erek endoteliumadra kifejtett védé hatasat
bakterialis infekcidkkal szemben. Mas tanulmany az aterogenezis folyamatdval szembeni
protektiv hatdsat igazolta, az endotél regeneraciéo mértékének névelése altal.

Jin Wu és tarsai igazoltak, hogy a PPS képes volt a streptozotocin altal indukalt diabéteszes
nefropatia progresszidjanak csokkentésére az albumindria, makrofag infiltracid, TNF-

a expresszio csOkkentése révén. Véleménylink szerint a hosszantartd PPS “el6kezelés”
jelentds elényokkel bir egy késébbi vese I/R kivédésében diabétesz allatok esetén, mig
normal, egészséges dallatokban ez a pozitiv hatds nem észlelhet6. Mdsrészrél egy esetleges
iszkémia alatt, reperflzié el6tt adott nagy ddzisu PPS jeletGsen csokkentette az I/R-t
egészséges patkanyokban.

Mindkét allatcsoportban észlelhet6 pozitiv hatas magardzata a gyulladasos valasz és oxidativ
stressz paraméterek csokkenésében kereshetd. A kiillonbségek oka feltételezéslink szerint az,
hogy diabétesz esetén a fennallé folyamatos gyulladas, oxidativ stressz nem csékkentheté
egyetlen ddézisu PPS adasaval, mig a hosszantartd kezelés mar hatdsosnak bizonyul.

A csokkent SOD enzim aktivitds is hasonléképpen magyarazhato a diabéteszes
allatcsoportban.

A tiol csoportok nem szignifikans valtozasai az I/R periodus révid idejével magyarazhato.

3.6. Kovetkeztetés

A vese I/R karosoddasa a mai napig jeletés morbiditasi és mortalitasi tényezd, veseerek szintje
folotti aorta leszoritast igényld, rekontsruktiv érm(itétek esetén. Szamos gydgyszeres és nem
gyogyszeres eljarast prébaltak mar, hogy csokkentsék a vese I/R-t, azonban a nem
gyogyszeresz, un. mitét tehnikai eljarasok, (mint pl:pre-, posztkondicionalds) nem terjedtek
el széles korben a klinikumban. Oka valdszin(ileg a m(itéti id6 megndvekedésében, igy
egyrészt a betegre mért fokozott terhelésben, masrészt a gazdasagi hatranyaiban keresheté.
A farmakoldgiai kondiciondlas elénye pont ebben kereshet6: nem noveli a mdtéti id6t, nem
jelent Ujabb tehnikai kihivast az operalé személyzet felé. PPS az eurdpai klinikai
gyakorlatban mint ordlis antikoagulans terjedt el, mig az USA-ban az intersticalis cisztitis
hatékony gyodgyszere. Kisérletes bizonyitékok szolgalnak az oszteoartritiszes elvaltozasok
csokkentésére is. Az altalunk végzett kisérletek is aldtamasztjak jelentds gyulladast
csOkkentd hatasat, mely az ismert antikoagulans hatasa mellett effektiv az I/R
csokkentésében.
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4. PPAR-gamma agonista hatasa izolalt perfundalt vesében kialakult

iszkémias karosodasra

4.1. BEVEZETES

4.1.1. Transzplantacid, szervkonzervalas

Napjainkban a szervatiiltetés a legkoltséghatékonyabb kezelés végstadiumban |évé
veseelégtelenség esetén, mig olyan szervek végstadiumu elégtelensége esetén, mint a maj, a
tlidé és a sziv, az egyetlen rendelkezésre allé kezelés.

A cadaver szervkivételek esetén altalaban sziikséges a szerv(ek) mikodGképességét
megGrz6 eljarasokat alkalmazni. Ennek egyik oka, hogy bizonyos szervek (leginkabb vese)
esetén nem torténik meg a dondcid el6tt a recipiens kivalasztdsa, hiszen a kivalasztashoz
szlikséges immunoldgiai vizsgalatok a szervkivétel sordn eltavolitott Iépdarabbdl torténnek.
Ezért a szervkivételt kovetéen még érdkra van sziikség a beliltetés megkezdéséhez a
recipiens kivalasztdsdara, behivasara és kivizsgalasara. M4aj- és szivtranszplantdcié esetén a
betegek kivalasztdsa mar a donacid el6tt megtorténik vércsoport kompatibilitas és
testméreti hasonldsag alapjan.

Masik oka, hogy a donor és a recipiens foldrajzilag eltérd helyen tartdzkodik, igy a szerv
eltavolitdsa utan a donorkorhazbdl el kell szallitani a belltetésre szant szervet a
transzplantdcios kozpontba. Az atlltetés céljabdl eltavolitott szervek mikodbképességének
fenntartasahoz tobb mddszert kell egylittesen alkalmazni. A szervet hiiteni kell, hogy a sejtek
anyagcseréje a minimalisra csokkenjen a kivétel és belltetés kozotti id6ben. A masik
kotelez6en alkalmazott szervprezervacios eljaras a konzervalé oldatok alkalmazasa. A
szervkivétel soran olyan Osszetétel(i — kifejezetten ilyen célra gyartott oldattal mossak at a
szerveket sajat erein keresztiil — amely hasonlé a szerveket alkotd sejtek belsé
Osszetételéhez. Kilonbozd szervekhez kiilonb6z6 tipusu oldatok hasznalatara van lehet6ség.
A folyamatos gépi perfuzid egyik alternativ formaja a klinikai transzplantacidnak. Szamos
oldat alkalmazhato a szervek prezervélasara, ugymint Euro-Collins, Ross-Marshall, illetve az
University of Wisconsin (UW) oldat. Az UW oldat mondhatni ,,gold-standardnak” mind&siil,
alkalmas maj, vese és pancreas perfuziéjara, és mind klinikai, mind kisérletes modellben
kivalé eredményeket mutatott. Sajnos az UW oldat sem mindsiil a legjobb megoldasnak. Az
oldat hatranya a magas viszkozitds, draga, valamint endothelialis diszfunkciét okozhat. A két
maodszer lehetbvé tette a szervek szallitasat és néhdny érdig torténd tarolasat a
transzplantacioig. Ezt a koztes id6szakot nevezziik hideg ischaemianak, mialatt a szerv h(itott
allapotban és vérkeringés nélkiil keriil tarolasra. Ezt a taroldst a kiilonb6z6 szervek
kiilonb6z6 ideig képesek tolerdlni, ez az Un. ischaemia tolerancia, igy hideg ischaemiaban 0
°C-on a vese 24-36 orat bir ki karosodas nélkil. A hypothermia 6nmagaban is karositd
tényez6, igy riziko faktort jelent a szerv m(ikodésének beinduldsat és hosszu tavu funkcidjat
illetéen, ezért célszerl a lehetd legrovidebb hideg ischaemids id6re torekedni. Veseatiiltetés
esetében a 24 6ras hideg ischaemias id6 elfogadhaté, mert abban az esetben, ha a
beliltetett vese nem kezd el azonnal mikodni, funkcidja dialysissel helyettesithetd.
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Az ischaemids sériilés kovetkeztében kialakulé renalis dysfunctio klinikai megjelenése a vese
érintett részeiben bekovetkez6 sejtelhalds mértékétdl fiigg. Sejt elhalds bekovetkezhet
kozvetlenil a hypoxids allapot hatdsara az ischaemias periddus alatt, azonban sok sejt éppen
a reperfuziot kovetGen pusztul el. Schumer vizsgdlatai rémutattak arra, hogy az ischaemiat
kovet6 reperfuzid alatt létrejott renalis kdrosoddsban az apoptosisnak is szerepe van.
Elmondhato, hogy az atliltetés sikeréhez tehat nagyban hozzdjarul a szerv kivételi technikaja,
a szerv megfelel6 konzervdlasa, mert mindez alapvetSen befolydsolhatja a transzplantdacio
rovid illetve hosszu tavu kimenetelét. A megfelel6 technikdk alkalmazasaval minimalizalni
lehet az ischemias, valamint a reperfuzids kdrosoddsokat, ezzel javitva a graftként
alkalmazott szerv utdlagos funkciéjat, élettartamanak progndzisat.

4.1.2. 1zolalt vese perfuzids rendszer

Az izolalt vese perfuzids rendszerrel (IVPR) kapcsolatos tanulmdanyok a 20. szazad elsé
évtizedeire vezethet6ek vissza. Az IVPR alkalmazdsdval lehetGség nyilik a vese fizioldgidjanak,
amely talan a legkdénnyebben perfunddlhatd, ami anatémiai sajatsagabdl addédik, mivel
egyetlen nagy és j6l hozzaférhetd artéria vezet hozza. Az IVPR egy olyan kisérleti modell,
amely lehet6vé teszi, a vesén keresztiil dramlé perfuziés nyomds kontrollalasat, valamint
szabalyozhatd a rendszerbe juttatott anyagok koncentracidja is. Az elmult évtizedekben az
IVPR alkalmas modellnek bizonyult a vesék transzplantacidjanak kisérletes vizsgdlatara, hogy
olyan eljarasokat fejlesszenek ki, amik a szervatiiltetés utan a szerv funkcidjanak javitasara
szolgdlnak, valamint hasznos lehet a donorokbdl kivett szerveken végzett kiilonb6z6
prezervacids technikak felallitasaban is. Az IVPR készitése soran torekedniink kell arra, hogy
a perfundalni kivant vese mindvégig intact maradjon, megdérizve ezzel a funkciéjat a perfuzid
soran. Az IVPR soran alkalmazott tipusos perfuzidos médium a Krebs-Henseleit oldat (KHO). Az
oldat iondsszetételének kvalitative és kvantitative is le kell képeznie a szervezet
extracellulris ionmiliGjét, kulénos tekintettel a Na*, a K™ és a Ca®*ionokra. A perfuzids
oldatnak ezen tulmendéen megfelel6 ozmolaritasunak (300 mosmol) kell lenni, valamint
pufferkapacitassal (CO2, HCO3 rendszer) kell rendelkezni a fiziolégias 7,40+0,05-as pH
fenntartasadhoz. Az oldat egyenletes 37°C-os hGmérsékletét a termosztalérendszer biztositja.
A médium egyik legnagyobb elénye, hogy az elkészitéséhez sziikséges komponensek szinte
minden laboratériumban elérhetGek, igy gazdasagosan el lehet késziteni magat az oldatot.

4.1.3. PPAR- y agonista

Szintetikus PPAR-y agonistak (PPAR- y Ago) a nem inzulinfliggé diabetes mellitus kezelésében
hasznalt ordlis antidiabetikumok egy csoportja is.

Uj kelet( evidenciaként tartjuk szamon, hogy a PPAR-y aktivacié képes szabalyozni a
gyulladasos valaszreakcidkat, receptor-fliggd transzrepresszid révén képes szamos
proinflammatérikus molekula expresszidjat gatolni. A reaktiv oxigén eredet(i szabadgyokok
f6 forrasa a mitokondrium, ezen belll is a |égzési lanc I-es és lll-as komplexe. Nemrégiben
bizonyitast nyert, hogy a rosiglitazon és a pioglitazon képes gatolni a légzési lanc I-es és lll-as
komplex aktivitasat. A PPAR- y Ago részlegesen szétkapcsolja a mitokondridlis 1égzési l[ancot,
ez érinti az elektrontranszportot és a szuperoxid termelést is. A legfrissebb kutatasok leirtak
egy Uj mitokondridlis célfehérjét, melyen a PPAR- y Ago-k kifejthetik hatasukat (mito-NEET).
A mito-NEET-r6l bizonyitdst nyert, hogy kapcsolatban all a lll-as komplex komponenseivel, ez
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magyardzhatja a PPAR- y Ago-k kot6dési képességét a mito-NEET-hez, igy szelektiven
képesek blokkolni kiilonb6z6 mitokondrialis célmolekuldkat. A PPAR- y Ago-k ezen hatasa,
hogy képesek befolydsolni a mitokondriumok funkciojat, magyarazhatja reaktiv oxigén
intermedierek hatdsukra torténd csokkent képzédése.

Ezen folyamatok mellett a PPAR- y Ago-dk iszkémia-reperfuzios kdrosoddsokkal szembeni
jotékony hatasardl tobb kozlés is szliletett a bél, tidg, sziv, vese és agy tekintetében.

4.2. CELKITUZES

Kisérletiinkben izoldlt vese perfuzids rendszer alkalmazasdval arra a kérdésre kerestlink
vdlaszt, hogy az ischaemia alatt milyen kdrosodasok érik a vesét, és milyen médon lehetne
ezeket a folyamatokat megel6zni, megakadalyozni, ezdltal az atiltetendé szerv minél
tokéletesebb korai és késdi funkcidjat biztositani a transzplantacié soran. A perflzios
rendszerben alapoldatként Krebs-Henseleit oldatot alkalmaztunk, és az oldathoz PPAR-y
agonistat, valamint PPAR- y agonista inhibitort adtunk. El6zetes kutatasokat kovetéen olyan
ischaemias id6t valasztottunk, amelynek soran a vese tubulusaiban mar megfigyelhetd
minimalis karosodas, de a tubulus sejtek nagy része még ép. Ezt az id6tartam 30 percnek
felel meg, az altalunk alkalmazott perflzids id6 60 perc volt, igy a mintdink értékelésénél
biztosan szamithatunk ischaemias kdrosodasra.

Jelen kisérletlink célja az, hogy a vesének a transzplantdciéban is kulcsfontossdgu hideg
ischaemia tolerancidja javithaté-e a szerv folyamatos, kontrollalt nyomasu, oxigenizalt

Az ischaemia okozta strukturalis karosoddsokat fénymikroszkoéppal, az
apoptotikus/antiapoptotikus jelatviteli utak soran expresszalddott fehérjéket Western-
blottal kivanjuk vizsgalni.

4.3. ANYAGOK és MODSZEREK
4.3.1. M(itéttechnikai modszer

A vizsgalatokhoz 40 darab feln6tt, him Wistar laboratériumi patkdnyt haszndltunk. A
narkdzist intraperitoneadlisan bélusban adott ketamin és diazepam 1:1 aranyu keverékével
végeztik. A kisérleti dllatot hatara fektetve, laparotémiat kovetéen mobilizaltuk a
mezenteridlis gyokot, meggydzédtiink a vesék kb. azonos nagysagardl, illetve azonositottuk
az ellato ereket (a. és v. renalis), majd az infrarenalis aortardl a kot6szovetes réteget
levalasztottuk, igy mobilizaltuk a v. cava inferiortdl. Na-heparint juttattunk a keringésbe,
majd egy percet vartunk.

A bifurcatio aortae magassagaban kirekesztettiik a keringést, majd atraumatikus microklipp
segitségével az a. renalis oszlasa alatt lefogtuk az aortat, retrograd médon kaniilt helyeztiik a
lumembe és rogzitettiik. A kanll behelyezését kovetben a jobb oldali vesét lekotottiik, majd
a suprarenalis aortat is alaoltottik. A jobb oldali a. és v. renalist, a v. cava inferiort, az
urethereket, valamint a suprarenalis aortat a lekotés felett atvagtuk, igy teljes mértékben
mobilizalhatéva valt a bal oldali vese, az allatbdl kiemeltiik és azonnal jeges vizbe helyeztiik,
majd a kanllon keresztiil a perfuzidt meginditottuk. A jeges viz hGmérsékletét (0 °C),
valamint a perfuziés nyomast (125-135 Hgmm) folyamatosan ellendériztiik és fenntartottuk.

4.3.2. Kisérleti csoportok
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Az allatokat a perfuzidra haszndlt médium alapjan négy csoportba osztottuk és 1 6ran
keresztil tartd perflziét inditottunk:

1.csoport: az dllatok veséjét 1 oran keresztiil a jeges vizbe tettlik, itt perfuzid nem tortént
(kontroll csoport).

2.csoport: az allatok veséjét jeges vizbe tettilik, majd KHO-t perfundaltunk keresztil rajtuk.
3.csoport: a veséket jeges vizbe tettlik, a perfuzié soran a perfunddlt médium KHO-t és
PPAR-y Ago-t (1ImM) tartalmazott.

4.csoport: a veséket szintén itt is jeges vizbe tettik, a perfuzids oldat KHO-t, PPAR-y Ago-t
(ImM) és PPAR-y Ago Inh-t (ImM) tartalmazott.

4.3.3. Mintavétel
Az egy 0Oras perfuziét kovetGen az egyes csoportokon belil két részre osztottuk a

vesemintainkat. A vesék egy részét 10%-os neutralis formalinba fixaltuk, mig a masik részét
homogenizaltuk.

17



4.3.4. Fénymikroszkopos vizsgalat

Csoportonként a veséket 10%-os neutralis formalinban fixaltuk, majd felszallé alkoholsorban
viztelenitettiik és paraffinba dgyaztuk. A paraffinba agyazott blokkokbdl a vese
keresztmetszete mentén készillt 5um vékony metszeteket haematoxilin-eosinnal (HE)
festettik meg és fénymikroszkdéppal vizsgaltuk.

4.3.5. Fehérje-expresszids vizsgalat

A Western-blot vizsgalat sordn apoptotikus és antiapoptotikus fehérjék kimutatdsat
végeztik. Az apoptotikus fehérjék koziil a Bax és p53 fehérjék expresszidjat, mig az
antiapoptotikusak kozil a Bcl-2 fehérjét vizsgaltuk.

4.4, EREDMENYEK

4.1. Fénymikroszkopos vizsgalat eredményei

A csoportok fénymikroszkdpos kiértékelését kovetéen megallapitottuk, hogy féként a korai,
reverzibilis ischaemias karosodas jelei lathatdak, a vesék strukturdja részben megtartott.
Sulyos morfolégiai véltozasokat nem lehetett kimutatni.

A PPAR-y Ago kezelés érzékelhet6en képes volt a strukturalis kdrosodasokat enyhiteni. A
rendszerhez adott PPAR-y Ago kezelés mellett minimalis eosinophilia megfigyelhetd a
tubularis epithelsejtekben, azonban a cellularis vakuolizacid, sejtduzzadas nem lathaté.

4.2. Western- blot

Bax (23 kDa)

A Bax fehérje esetében az 1. csoportban, ahol nem tortént perfuzid, jol kivehetd a
nagymértékl fehérje expresszid. Ezzel szemben a 3. csoportban, ahol PPAR-y Ago kezelés
tortént, jelentésen csokkent a fehérje expresszidja. A 2. és 4. csoportban kozel azonos
mértékd volt a fehérje megjelenése.
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p53 (53 kDa)

Az apoptotikus fehérje expresszidja hasonloképpen viselkedett, mint a kordbban leirt Bax
fehérje. Itt is megfigyelhet6 a fehérje dominans megjelenése az 1. csoportban. Hasonlé
mennyiségl fehérje expresszalddott a 2. és a 4. csoportban. A PPAR-y Ago kezelésben
részelilt 3. csoportban szintén kisebb mértékd volt az apoptotikus fehérje kimutatasa.

Bcl-2 (26 kDa)
Az antiapoptotikus Bcl-2 expresszidja nem valtozott az egyes kisérleti csoportoknak
megfelelen. A fehérje mennyisége viszonylag azonos maradt a kisérlet ideje alatt.

4.5. MEGBESZELES

Az altalunk végzett kisérletben izolalt vese perfluzids rendszerben dolgoztunk, ahol a
transzplantacidkor is kulcsfontossagu ischaemias karosodast vizsgaltuk patkdnyokbdl kivett,
majd perfundalt veséken. Kisérletlink célja az volt, hogy miként tudjuk a vese ischaemia
toleranciajat novelni, valamint szerkezetét intact médon megdrizni. A rendszerben az
alapperfuziés médiumként a Langerdorff dltal kidolgozott Krebs-Henseleit oldatot
hasznaltuk, amihez a csoportoknak megfelel6en PPAR-gamma Ago-t és PPAR-gamma Ago
Inh.-t adtunk. A perfuziét 1 éran keresztil folytattuk.

A rendszerlink feltételezett egyetlen noxaja az ischaemia volt. Az 1 éras perfuziét kovetéen
fénymikroszkdpos és fehérjeexpresszids vizsgalatottal mutattuk ki az ischaemia szerkezeti
valtozasait, valamint az ishaemia indukalta preapoptotikus/apoptotikus/anti-apoptotikus
fehérjék expressziojat.

A kezeletlen (kontroll) csoportban, ahol nem tortént perfizid, a szovetmintak esetén
jelentGs eltérést taldltunk, szévettanilag detektdlhatdan sulyosabb karosodast szenvedtek.
Itt a korai (reverzibilis) ischaemia szovettani megjelenése volt fellelheté a metszeteken. A 2.
és 4. csoportban enyhébb karosodas volt megfigyelhetd: fokozott eosinophilia jelenik meg a
tubularis sejtek citoplazmajaban tubulusok sejtduzzaddasa nélkiil.

A reverzibilis sejtkarosodds f6 oka az oxigén hiany. Oxigén hidanydban a mitokondriumok
mUkodése lecsokken, nem termel&dik ATP, a membranpotencialt fenntarté pumpak
m(ikodése ATP hidnydban ledll. A pumpa mikodés megszlinésének masik kovetkezménye

a sejtduzzadas, mivel a bedramlé natriumot koveti a viz is. HE-festéssel kimutathaté a
fokozott eosinophilia. Ennek az oka az, hogy a cytoplasma RNS mennyisége csokkent, illetve
a proteinek denaturdldédnak.

Az altalunk PPAR-y agonistdval kezelt csoport (3. csoport) szovettani képén nem lathato
durva eltérés a vese egészséges hisztologiai képéhez képest. Helyenként |athatd egy-két
eosinophil sejt a tubularis epithelsejtek kozott. Sejtduzzadas, 6déma azonban nem figyelhetd
meg. Az szOvettani elemzéskor durva, necrotikus morfolégiai eltéréseket nem taldltunk. A
hisztoldgiai metszetek tanulmanyozasakor kifejezetten a reverzibilis, azaz a korai ischaemia
jeleit kerestiik, hiszen ezek a valtozasok koriilbelll az ischaemia kezdetétdl 30-40 perc mulva
biztosan kimutathatdak.

A Western-blot soran harom kiilonb6z6 fehérje expresszidjat vizsgaltuk: a proapoptotikus
Bax, az apoptotikus p53 és az anti-apoptotikus Bcl-2 fehérjét. Az apoptotikus sejthaldl
kiemelkedé szerepet jatszik a vese ischaemia indukdlta karosoddsa esetén (Saikumar és
Venkatachalam, 2003). A renalis ischaemia esetén mar 5-10 perccel a reperfuzié utdn
aktivalédnak a kilénb6z6 proapoptotikus és apoptotikus jelatviteli utak (pl: p38 MAPK és
JNK atvonalak) (Yin et al., 1997).
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A kontroll csoportnadl (1. csoport) domindns megjelenés( volt a Bax és p53 fehérjék
expresszidja. A 2. és 4. csoportban valamelyest kevésbé expresszalddtak ezek a fehérjék. Az
antiapoptotikus Bcl-2 fehérje a kisérlet sorozat alatt nem mutatott eltérést. A fehérje
mindegyik csoportban egyformdan expresszaldédott. A Bcl-2 expresszidja nem feltétlendl
valtozik azonnal az ishaemia kialakuldsat kovetéen az egyéb apoptotikus jelatviteli
folyamatokkal egylittesen.

A vese izoldlt rendszerben térténd perfizids modell soran létrejové ischaemias karosodas
utan az eltavolitott vesemintak Western-blot vizsgalata azt mutatta, hogy a perfizids
médiumhoz adott PPAR-y agonista kezelés képes volt csokkenteni az ischaemia indukalta
preapoptotikus, valamint apoptotikus Bax és p53 fehérje szintjét.

Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a PPAR-y agonista alkalmazdsa izolalt vese
perfuzids rendszerben a kialakult ischaemiat kdvet6en csokkentette az ischaemia indukalta
reverzibilis, strukturdlis elvaltozasokat, valamint az ischaemia indukalta apoptotikus
jelatviteli folyamatokat.

Az altalunk adott PPAR-y agonista nem fokozta a Bcl-2 expresszidjat.

Az alapmédiumként alkalmazott Krebs-Henseleit oldat szdmottevéen nem befolyasolta a
korai (reverzibilis) ischaemias karosodds szerkezeti megjelenését a 2. és 4. csoportban.

4.6. KOVETKEZTETES

A szervtranszplantdcié klinikai megvaldsuldsa a XX. szazad orvostudomanydnak egyik
legfontosabb el6relépéseként értékelhetd, melynek sikeréhez mind az alapkutatasok
eredményei, mind a klinikai kutatdsok hozzajarultak. A szervtranszplantdcié soran
ugyanakkor karos mellékhatdsokkal is kell szamolnunk, melyek a transzplantdcié sikerét
dontéen befolydsoljak. A legjelentdsebb pathophysioldgiai jelensége az ischaemia-
reperfusio, vagy akar az ischaemia 6nmagaban is, mely elkerilhetetlen velejardja, mind az
graftot ért iszkémias karosodas mai ismereteink szerint a korai és késdi graftmiikodés egyik
legfontosabb Un. nem-alloantigén fligg6 rizikéfaktora. A donorbdél eltavolitott szerv az
azonnali h(ités és gondos perfundalas ellenére is az iszkémias kdrosodas jeleit mutatja. Az
iszkémia okozta akut vesekdrosoddas egymassal 6sszefligg6 kaszkad mechanizmusok sorabdl
all, melyek akut és krénikus kovetkezményekkel jarhatnak. Vesetranszplantacié esetén
szamos faktor tehet6 felel6ssé azért, hogy a vese m(ikédése azonnal vagy csak késve indul
meg. Ezek kozil egyik legfontosabb faktor az ischaemia, melynek sordn a vese tubulus sejtek
karosodnak. A tubulus sejtek funkcionadlis kapacitdsa szignifikdnsan hozzdajarul az adequat
vesemUkodéshez. Ez azt jelenti, hogy a vesetranszplantacidé sikere érdekében torekedniink
kell a tubulus sejtek épségének megdbrzésére. A szervdonacid sordn az ischaemias kdrosodas
kialakulasanak megakadalyozasara talan az egyik legjobb mddszernek a szervek perfuzidja
bizonyul. A gyakorlatban hasznadlt perfuzids folyadéknak szamos kovetelménynek kell
megfelelnie. Legfontosabb, hogy biztositsa a perfundalt szerv tovabbélését az izolacid utan.
Ehhez tartalmaznia kell egyrészt megfelel6 mennyiségl oldott oxigént, valamint a szerv
funkciéjdhoz nélkiilozhetetlen tapanyagokat és ionokat.

Jelen kisérletlinkben bal oldali patkany veséket izolaltunk és perfundaltunk. Az altalunk
alkalmazott perfuzios folyadék Krebs-Henseleit oldatot, PPAR-y agonistat, és PPAR-y agonista
inhibitort tartalmazott.

A PPAR-y a nuklearis receptor szupercsalad tagja és olyan transzkripcios faktor, mely a

«sez
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elementjeihez k6tédik. Szamos folyamatban vesznek részt, mint példaul a zsirsejt
differenciacid iranyitdsaban, az inzulin- szenzitivitas és gyulladasos folyamatok
szabalyozdsaban, valamint a makrofagok proinflammatdrikus medidtor-termelésének down-
regulacidjaban. A PPAR- y Ago-ak iszkémia-reperfluzids karosodasokra gyakorolt hatdsat mar
kozolték vékonybélen, tidén, sziven , vesén és agyszoveten, valamint nem régen
demonstraltak a PPAR- y Ago-dk iszkémia-reperfuzios kdrosoddsokra gyakorolt pozitiv
hatasat in-vivo alsé végtagi vazizom modellen. (Nagy T. és mtsai., 2015.)

Az apoptosis igen fontos szerepet jatszik a teljesen kifejl6dott organismusok sejtjeinek
egyensulydnak fenntartdsdban. Kimutatott tény, hogy az apoptosis el6fordul a renalis
tubularis epithelialis sejtjeiben rovid vese ischaemiat kévetd reperfusios fazisban.
Kisérletiinkben egyrészrél vizsgaltuk a PPAR-y agonista hatdsat izoldlt vese perfuzids
rendszerben, hogy miként hat az ischaemia indukalta stukturalis karosodasokra, ilyen mdédon
novelhet6-e a transzplantacidban is kulcsfontossagu szerepet jatszo vese szovet ischaemia
toleranciaja. Masrészrél az apoptosist megjelenését kivantuk kivédeni a rendszerbe juttatott
PPAR-y agonistaval.

A kisérletlink eredményei alapjan megallapithatjuk, hogy a PPAR-y agonista alkalmazasa
izolalt vese perfuzids rendszerben torténd perfluziot kovetéen csokkentette az ischaemias
karosoddsok mértékét. Fénymikroszkdpos vizsgalataink igazoltak, hogy a PPAR-y agonista
képes csokkenteni az ischaemia okozta strukturalis szoveti kdrosoddsokat. A proapoptotikus,
valamint az apoptotikus fehérjék expresszidjat is csokkentette a PPAR-y agonista
alkalmazasa.

A fent 6sszefoglalt eredményeink alapjan megallapithatjuk a PPAR-y agonista renoprotektiv
hatdsat az ischaemia indukalta strukturalis kdrosodds, valamint apoptotikus folyamatok
visszaszoritasaval izolalt vese perfuziés rendszerben.
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5. UJ EREDMENYEK

Els6 kisérletlinkben a kiilonb6z6 mddon adagolt pentozan poliszulfat natrium, vese
iszkémids-reperfuzids karosodasra gyakorolt hatdsaitt vizsgaltuk allatmodellen. Kisérletlink
masodik felében természetes PPAR gamma agonista vese hideg iszkémids-reperfuzids
karosoddsra gyakorolt hatdsait vizsgaltuk izoldlt szervperfuziés modellen.

Kisérleteink végeztével 5 fontos kdvetkeztetést vonhattunk le:

Els6ként demonstraltuk in- vivo allatkisérletben, hogy alacsony dézisu, hosszantarté,
intravénas PPSN addsa jétékony hatasu egy késébbi, akut vese iszkémids karosodas
csokkentésében diabéteszes patkanyok esetén,

mig ez az elény nem észlelhetd nem diabéteszes, normal patkanyoknal.

Els6ként irtuk le, hogy iszkémids karosodast kovetSen, reperfuzio el6tt adott egyszeri, nagy
ddzisqy, intravénds PPSN csokkenteni képes az iszkémias-reperfuzids karosoads
kovetkeztében kialakuld lipid peroxiddaciot, gyulladasos valaszreakciét normal, nem
diabéteszes patkany esetén,

azonban iszkémids-reperfuzids karosoddast megel6z6en, hosszantarto, alacsony dézisu
intravénas PPSN nem képes befolyasolni egy késébb bekovetkezd iszkémias-reperfuzios
karosoddst ezen normal patkanyok esetén.

Els6ként demonstraltuk, hogy nem szintetikus PPAR gamma agonista alkalmazasa izolalt
vese perfuzios rendszerben képes csokkenteni a hideg iszkémia altal kivaltott, korai
reverzibilis, strukturdlis eltéréseket és az iszkémia altal aktivalodott apoptdtikus szignal
jelatviteli fehérjék mennyiségét.

Igazoltuk, hogy a standard Krebs-Henseleit oldat hasznadlata szignifikdnsan nem befolydsolja
az iszkémids vese korai, reverzibilis kdrosodasat izolalt vese perfuzids allatmodellben.
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