A perinatalis id6szak viz- és elektrolytforgalménak, valamint

az Ujsziilottek urogenitalis tractusanak allatkisérletes és klinikai vizsgalata

PhD értekezés
Dr Nyul Zoltan

Pécs, 2007



Tartalomjegyz€k
By S st ieses st st st es s et e es et e e e e s e Re et s e e e AL DA h et et et s kb b bn ks kaes ek sssetais 5
2 VL8O ALAEOK euuii i icaiiiisiiiis i ittt ittt e s eatt e oo e tat b e et oA et s e ke Bt s e eathda L be st ennttse it athebet st shnsbasbas 7
2.1 Az endogén ouabain-szerii anvag cstkkent renalis kivalasztasa NaCl szupplementalt

|0 Ry AtL (811 2 = | RTTRUTOT RO TR PO T OO T T U TS T U TN U RO TT U TP T OTOT DTV TP TP 7
2 H B T ittt e e st bee it beeseiodheeesyeAnestseAentee oAt t b oA seimnns et cei e nesietenenesres 7
2. 0.2 ANIVAZ 88 00 SZEE tutuurtiisiesiiiesusrersttss e aie s sresreeseestatasseransseseressesessstotes craonnnnnnnsnsnssestssssnastnss 8
2.1.2.1 Vizsgalati cSOPOTIOK Luiiiiiieiiiririiiiisieesiieransirerssersstressssen e s nrseststr e st sse s r i et et st 8
B VOO it res e e it e e et T e £ L LRt E L s L e LA e s sete 8
21,22, ] MIntaelOKESZIIES L rurrii it iiiiieitrree e e eisiesieteeetetsssearssssas e sansnnssnssssebsnns s shesgesmnsiesseses 8
2.1.2.2.2 ANtIESt ClOKESZIIES ©1iiiieiieiriiesriiees et ientesiessesssesens einsssssststesrsssesssesssssnssseasen 8
2.1.2.2.3 RAGIOUMIMIUNOASSAY .iivrrrsisiirsessirsanss st ias s es sttt s sssseassbiss et smsssssesssenasnsnsbssssssnsmnse 9
2 2 P Lo it iieeihuutes s ntetneattes e sieans b e st et e e At s e o henn it A i bansieseis 9
2023 ANAIIZIS 1 ceiii i ieeisrer s ie sttt as ettt e e e te s et e se s s g sr e s s et 10
2L D et e e Lt s eastreene et eretietiene et bt s st rreesteietes it taiattrertas e trent et i e sees 10

2.2 A tudé és az agyszovet viztartaimanak H1-NMR relaxacios vizsgalata foetalis és neonatalis
nyulakban: a szovetl hvaluronsav 1elemiO S e, . i i it e e e ereiesesaassrnsssnrseeeneesonsnsssssseenss 13
2 L T T st ests e et e et e e et et e e s e tres e onee o ens st s et e s s e st et s et e et s aan 13
2.2 ANIVAD €8 TN 20T oo tiiiiiii i iiiiiertiiets it i treetiertenesieen e et et e et e e e e A s 14
2.2, 2.1 VIZSBAIATE COODOIT «iuivisiiitsesssinrsssssnnsss et ss s o8 s s s s st bs st s s ohn b s s ssasnnbsbsbssseiatsasssens 14
222 D IV OO oot it eeeeeieaieesisiaestsieestsesetehantntetitisiititisiisbomssetisiiisiicsesiisiiissioses 14
2.2.2.2.1 HA meghaldrozas ....ooovevvereneeiienns ffthniissnieiteriittrisstirtirresessstssstssesescriiessisesesras 14
2.2.2.2.2 NMER SDECH OSCODIA . iteiitiiiiisssisisiaesistietresesstesiosanennnzaaseeseraetesossoasssonaasasnseraesnsenns 15
2.2.2.2.3 Matematikal 911800208 1 oiiirrireireisieierererescrrreettserssiesassinsresssrsesssssssisesststssimsninrssss 15
2.2.2.3 Statisztikal QaliZIS .ooiiiieiiiisieneiirsiietieiesee s ieeie s rrre s et e st ass ettt et 15
2 3 B et I K o iiiiiiiisi it ey e e LA L A e £ EE SR L e A 16
2.2.3.1 Az agvszovet viztartalmanak H1-NMR relaxacios vizsgalata. e, 16
2.2.3.2 A tidd viztartalmanak H1-WMR relaxacios vizspalata ... iierieniiisiinieiiesneneeens 20

2.3 Pyeloureteralis obstructidval sziiletett evermekek stenoticus ureterszakaszainak vizsgalata:
emelkedett endothelin-1 és csikkent adrenomedullin mRINS exXpressziod. coviiiieiiniierieenieenienss 23
23 T AT e ittt i ieesteeeieaes s eent et e e es ettt eee st e e raeiaanebeseentrntesesseanrrrnresaesirrtresesasnns 23
23 D A AL €8 T O Sl Lrsireeiirtsiissstieesessis s e et et e st es b e e s £ £t e A £ e e B 24
2.3 2] VIZS A Al OO ODIOI & e iiiiittettiiruistiaiosransssieasrsee s sesansbees s ehm bt te ehea e s st eaatmbesbe s s enn tnnsiasas 24
2.3.2.2 RNS-ex11actio €5 reverse tranSCriPLIO L. . uu i rreversiereeeeeesesnraeserernsrerarsennesizneensss 24
2.3, 3 Rt PO R ittt it et ittt e et a et e r s et e e e s s et s 24
2.3.2.4 ImMUNDISZIOKEIMIA L. .o iiiiiiitiiiiuistesiesiistieessiostistetsionisinssssiissbessassansstestssaabbsnsbesiasoatas 25
2.3.3 EredMEnVEK L.uueeieeiiiiriieriiesiesiiaeiee ettt et e s e ta et e s e ta st sesaesae et etee s e et renrns 27
2.3 3 ] TN eSS ZI0 sttt teteeetues s et st tee et ceeaye e e e eomos e e ot L oes s aessan e teee it eeeees ettt ne gt ne et se apeeers 27
2.3.3.2 Immunohistochemia .ooooeerieeeererieeee e et iresiirriiesesensrisssesiisiessesiiesiistsenssisiieseisasiid
2.3.3.2.1 Kontroll SZOVEIIMINIAK .oveviierrereriirresiirernesieessereresesioissseeeesessassesasassesseeseansszesas 27
2.3.3.2.2 Stenoticus ureter SZOVEtMINtAK. .. eoreerrriieieirireeeeiienrerereisissees ftrteriisnerarssissesseess .28
2.4 Vizelet aquaporin-2 kivalasztas korasziilott és érett Gjszilottekben ..eerriienrcieinnieicenne. 29
2.4. 1 ANVAL €S MIOUSZEL 1 uuuiiiiriiiiiirrrsirreeiaiiiranrestirerresisreassissaasnsssnreserrersssinsinsssessssassezsenessranions 29
2.4, 1.1 VIZSOALAL COODOTE 1iuurreiiisrsissiszssirasassessss st ers s s st s ssss s sssss et sh At sbes e s se s sasstsabsn ibasassn 29

2 ] M O ST oot £ e is A £ S s £ Las seen R Aseasnseteresger o tennsnnnnnsanne gangcpeeress 30




R T T — 30

D42 ErEAIMBIIVEK oo eiisiessisesssesseasessetesssssissonssssassenessaneseae s sane s et s e s eennssarsbeennsseastessasessnsssesaerszss 3U

2.5 Az éretlen vese csokkent koncentraloképessége és a szoveti hvaluronsav (HA)......ooooeeeeneen 34
L I 3

i e A 39




ADH
AM
AQP
AVP
EDLF
ET-1
GAG
GAPDH
HA
HPLC
NMR
NOS
NPY
PGP 9.5
PUS
RIA

Roviditések jegyzéke

antidiureticus hormon

adrenomedullin

aquaporin

arginin-vasopressin

endogén digoxin-szerl faktor
endothelin-1

glycosaminoglycan
glyceraldehid-3-phosphat dehydrogenase
hyaluronan, hyaluronsav
high-performance folyadék kromatografia
nuclear magnetic resonance
nitrogen-monoxid synthase
neuropeptid-Y

protein gen product 9.5

pyeloureteralis stenosis
radio-immunoassay



1 Bevezetés

A korasziilések gyakorisaganak cstkkentésére irdnyuld eredményes sziilészeti torekvések mellett a
csecsemdhalalozas javitdsaban fontos szerepe van azoknak az erbfeszitéseknek, melyeket a
gyermekgyogyaszok az Ujsziilottek ¢lettani sajéto.sségainak megismerésére, az ujsziildttkori
patolégias allapotok kortandnak tisztazasara €s a kéros allapotok megeldzésére és kezelésére
végeznek. Ezen torekvések eredményeképp az utobbi évtizedekben a korasziilottek és ezen belill is
az igen kis stlyd korasziilsttek neonatologiai ellatasaban igen jelentds haladas tértént.

A Pécsi Orvostudomanyi Egyetemen kiemelkedd hagyomaényai vannak az vjsziilttkori sav-bazis
egyenstly szabdlyozdsa és ehhez kapcsolodoan az elektrolitforgalmi zavarok kutatdsanak. E
vizsgalatok eredményeképp sikeriilt feltdrni az Gjsziilttkori elektrolitforgalom renalis €s endokrin
szabalyozasanak legfontosabb elemeit, a sav-bazis egyensuly €s az elektrolithaztartas sajatos
kapesolatat és az érés soran bekovetkezd véltozasokat.

A vizsgalatok igazoltak, hogy alacsony silyu korasziilsttekben élettani korililmények kozott is
renalis sévesziés kovetkezik be, melynek eredményeképp negativ natrium egyenleg ¢s a plazma
natrium koncentraciojanak csokkenése, az tdgynevezett ,Kkésdi hyponatraemia” alakul ki. Az
egészséges korasziildttekben azonos életkorban kialakulo késéi hyponatracmia és metabolikus
acidosis hatterében az elégtelen rendlis H+-Na+ csere pathogenetikai szerepét igazoltak s els6ként
mutattdk ki, hogy NaCl szupplementélassal az elektrolitforgalom dtmeneti, de a korasziilottek
margindlis szomatikus stabilitésat jelzb zavara megelozhetd, illetve korrigalhato.

A munkacsoport a késébbiek sorin a rendlis viztranszport érési mechanizmusit és a kiilonbdz6
mobilitdsu széveti vizfrakeiok - a fizikai vizterek - é1ettani és klinikai jelentoségét tanulmanyozta.
Az Frtekezésben Osszefoglalt vizsgélatainkkal az endogén ouabain-szerG anyag neonatalis
elektrolitforgalmi jelentéségét, a tidd és az agyszovet fizikai viztereinek perinatdlis valtozasait

valamint a rendlis AQP-2 iirités és az Gjsziilott vese koncentralé képessége kozotti kapcsolatot



kivantuk tisztazni. Kiilonds figyelmet forditottunk annak megismerésére is, hogy a hugyutak
normalis miikddésének fenntartdsaban milyen szerepet jatszanak azok az autokrin/parakrin médon
hat6 vasoaktiv anyagok, melyek expresszidja az egészséges ureterben kimutathaté (endothelin-1,
adrenomedullin, nitrogén monoxid, neuropeptid-Y). Vizsgalatainkat modern laboratériumi
médszerek  felhasznalasaval (RIA, HPLC, HI-NMR spectroscopia, real-time PCR,
immunohistochemia) széleskoril hazai és nemzetk6zi egylittmiikodésben végeztiik.

Eredményeink hozzajarulhatnak a perinatalis id6szak élettani folyamatainak ¢s kéros torténéseinek
teliesebb megismeréséhez és alapjaul szolgilhatnak a korabbiaknal eredményesebb terapias
eljarasok bevezetésének. Az ureterben kimutathaté vasoaktiv hormonok quantitativ analizisével a
hugyuti fejlédési rendellenességek kialakuldsdnak mechanizmusdhoz €s a késébbi oki kezelés

megtervezéséhez nytjthatunk hasznos informaciot.



2 Vizsgalatok

71 Az endogén ouabain-szer(i anyag csokkent rendlis kivalasztasa NaCl szupplementalt

korasziilsttekben.

2.1.1 Hattér

Korabbi tanulményok igazoltdk az endogén digoxin-szerli faktor (EDLF) létezését [1, 2], mely
legnagyobb valészinliséggel a mellékvesekéreg éltal szekretalt ouabainnal vagy annak valamely
izomerjével azonosithats. A ouabain a Na+/K+-ATP-ase gétldsa révén a vascularis
vese tubularis Na reabsorptiojanak csokkentésével natriuresist eredményez [3, 4, 5]. Szamos
klinikai megfigyelés és kisérletes adat arra utalt, hogy'az EDLF elvélasztas elsddleges kivalto
tényezGje a natrium és volumen retencidja [6, 7, 8, 9], ugyanakkor mas tanulmanyok
megkérddjelezik az extracellularis volumen és az EDLF produkcié kozotti kozvetlen kapcsolatot
[10]. A ouabain hatdsmechanizmuséra vonatkozéan lényeges megfigyelés, hogy a plasmaban
szignifikAns mennyiségben alig detektdlhatd, ugyanakkor a vizeletben ezt joval meghalado
mennyiségben iiriil és koncentracidja aranyos a veseszdvetben mért EDLF tartalommal [11].

A plasma EDLF koncentracié forditott ardnyossadgot mutat a gestatiés és postnatalis korral és
egyenes aranyban allt a fractionalt natrium excretioval [12]. Ezen megfigyelésekre alapozva,
feltételezve, hogy az endogén ouabain szerepet jatszik az extracellularis folyadéktobblet postnatalis
cstkkentésében, alacsony és emelt natrium klorid bevitel mellett korasziildttek ouabain excretidjat

vizsgaltuk.



2.1.2 Anyag ¢s mbdszer

2.1.2.1 Vizsgalati csoportok

A NaCl szupplementacidban részesiilé csoport /Group S, dtlagos sziiletési suly: 1578g (1280-
1750g), gestatios kor: 30,4 hét (29-33 hét)/ és a kontroll csoport /Group NS, étlagos sziiletési suly:
1537g (1250-1810g), gestatios kor: 30,8 hét (28-34 hét)/ egyarant 9-9 yjsziilottet foglalt magaban.
A NaCl szupplementécié protokollja [13] szerint a vizsglt koraszillsttek a 8-21 nap kozoéit 3-5
mmol/kg/nap, 22-35 napos korban 1.5- 2.5 mmol/kg/nap NaCl-ot kaptak. A kontroll csoport NaCl
szupplementaciéban nem részesiilt. Taplaldsuk gyijtott anyatejjel tortént, a masodik hét végere a
napi folyadékbevitel 150-180ml/kg-ig emelkedett. Valamennyi korasziilsit zavartalan terhesseégb6l,
per vias naturales, jo allapotban sziiletett; perinatalis asphyxia, infectio vagy cardiopulmonalis
distress klinikai vagy laboratoriumi jelei nem voltak észlelhetéek és a vizsgdlatsorozat egész
tartama alatt tlinetmentes maradt.

A vizsgalat ctikai bizottsagi hozzajarulas és minden Ujszillsttnél tdjékoztatast kovetd sziildi

beleegyezés birtokaban tortént.
2.1.2.2 Modszer

A vizsgalt korasziilotteknél a 7. életnapon, majd 5 hetes életkorig hetente 24h-s vizeletgytijtés
tortént &s a gyijtott mintdbol meghatarozasra keriilt a rendlis Na, K (langfotometria), kreatinin
(médositott Jaffé-reakcid) valamint ouabain (RIA, HPLC) koncentracio. Folyamatosan ellendriztik

a plasma elektrolitok szinteket is.
2.1.22.1 Mintael8készités

1 ml vizelet és metanol keverékét 30 percig 0°C-ra hiitsttiik majd 3000g-vel 10 percig 4 0°C-on
centrifugaltuk. A feliiliszéhoz 8 ml ecetsavat adtunk és elokészitett C18 oszlopra vittik (Sep-pak,
Waters Konigstein, Németorszag). Az oszlop eldkészitése 10ml H0, 10 ml metanol, 10 ml H,0

alkalmazéasaval tortént. A frakciokat Sml 86%-os metanollal és 4%-os ecetsavval nyertiik.



2.1.2.2.2 Antitest elOkészités

Butler és Tse-Eng médszere szerint eldallitott albumin-ouabain conjugatummal New Zealand fehér
nyulak - alapimmunizilasbol és 6 hdénapig havonta booster adasabdl allé - immunizélasa tortént
[14]. Az antitest specificitisat sorozathigitassal killonbozo steroidokkal végzett proba jelezte, mely
elhanyagolhatdo  (<0.1%) keresztreakciét adott digoxinnal, digitoxinnal, aldosteronnal,

hydrocortisonnal és rhamnossal.
2.1.2.2.3 Radicimmunoassay

Az assay elegy 1:80000 higitasi antiserumot tartalmazott 100mM natrium phosphat, 50mM NaCl,
10mM ethylendiamintetraammonium (EDTA), 0.01% Na-azid §sszetételd pufferben, melynek 100
ml-éhez 100ul TritonX, 0.3g szarvasmarha serum albumint és triciummal jeldlt ouabaint
(Amersham, Braunschweig, Németorszag) adtunk. Jeldletlen ouabain hidnydban a teljes
radioaktivitdas 60%-at kotdtte az antiserum. 24h-s inkubdcié utdn, kecske és nyal gamma-
globulinnal (Sigma, Miinchen, Németorszag) és nyul serummal 0jabb 24h-s inkubacid tértént. A
kotott és szabad ouabain szétvalasztasa céljabol 4°C-on polyethylenglikollal 30 percig inkubaltuk.
3000g-vel (30 perc) tortént szeparaciot kovetben a feliiluszot eltavolitva a pelletet 0.1 M NaCl és
0.IM HCI oldataban oldottuk. Scintillatios folyadékhoz (Quicksafe A, Zinser, Frankfurt,
Németorszag) vald hozzzaadas utan Beckman szamlaloval mértiik az aktivitast. A vizelet ouabain

interassay és intraassay variatios coefficiense 8.4% (n=10) és 5.6% (n=10) volt.
2.1.2.24 HPLC

A ouabain-szerli immunreactivitds meghatdrozasa céljabsl isopropanol/propanol és/vagy
acetonitril/trifluorecetsav gradiensit reverz fazisu HPLC-t hasznaltunk. Az
isopropanolol/propanolol gradiensen futott mintak c:hromatographiéjéhoz C 18-as ogzlopokat
(Merck, Darmstadt, Németorszag) haszndltunk, a preequilibrati6t 0.1% heptafluorobutirat oldataval

végeztiik. A bifazisos gradiens programmal (1.8 ml/perc 4ramlési sebességgel 10 percig 0-10%-0s



10

propranolol és 50 percig 10-30% isopropyl alkohol) térténd chromatographia 1 perces frakcioi
ouabain-szerll immunreaktivitisanak mérésére RIA-t alkalmaztunk. Az acetonitril/trifluorecetsav
gradiensti chromatographidhoz Analytical C 18-as oszlopot (Nucleosil, Latex, Heidelberg,
Németorszag) hasznaltunk, melynek preequilibratioja 0.1% trifluoroecetsavval (TFA) tortént. A
.chromatographiét 1 ml/perc dramlasi sebességgel 0.1%-os TFA-t tartalmazd 90%-os acetonitril

linearis gradiensével végeztitk és hasonléképpen 1 perces fractiokat gytjtottink [15].

2.1.2.3 Statisztikat analizis

A statisztikai elemzéshez Student tesztet hasznaltunk.

2.1.3 Eredmények

Alacsony sobevitel esetében negativ Na egyensuly alakult ki a 4. hét végére, melyet a plasma Na-
szint szignifikins esése és folyamatosan cstkkend excretio jelzett. Ezzel szemben, a NaCl
szupplementicioban részesiild korasziiloit njsziilottek plasma Na szintje a normal tartomanyban
maradt, ugyanakkor a Na excretio fokozddott.

A szupplementiciét megelézéen mindkét vizsgalati csoportban hasonldé ouabain excretiot
észleltiink. A kontrollesoportban (Group NS) a vizelet ouabain az 1. héten mért 180+9.7 pg/kg/h-rél
szignifikinsan emelkedett a 3. héten regisztralt 260.1£11 pg/kg/h-ig (p<0.01), ezt kovetden
azonban ezen a szinten maradt. A sobevitel novelése a vizelet ouabain iirités jelzett, de nem
szignifikans cstkkenésével jart az elsé két héten (146+16.8 pg/kg/h az 1. héten és 92.1+16.6
pg’kg/h a 2. héten), a vizsgalat kés6bbi szakaszaiban tovabbi valtozasokat nem észleltlink.
Szignifikdnsan eltéré ouabain lrités (p<0.001) mutatkozott a 2- 5. kozott a két vizsgalt cS,oportban

(1. &bra).
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1. abra. A vizelet ouabain- (a.) és kreatininre korrigalt ouabain iirités (b.) megndvelt és
normal sébevitelben részesiild korasziildttekben.
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A fenti megfigyelésekhez hasonlénak bizonyultak a kreatininre korriglt ouabain excretio
postnatalis véltozasai is és a 2-5 hét kozotti intervallumban hasonloképpen szignifikansan
magasabb értékeket (p<0.001) talaltunk a NaCl szupplementacioban nem részesiilt korasziilsttek
esetében. Mig alacsony sobevitel mellett a ouabain és a Na-excretio kozott Osszefliggés nem volt
észlelhetd, a NaCl szupplementacioban részesiilé korasziilottek esetében a két paraméter szoros
korrelaciot mutatott (1=0.66, p<0.001), felvetve ouabainnak a fokozott sobevitel elimindci6jaban

jatszott szerepét.
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72 Atiidé és az agyszovet viztartalmanak H'-NMR relax4cids vizsgilata foetalis és neonatalis

nyulakban: a széveti hyaluronsav jelentdsége.

22.1 Hatter

A foetalis élet sordan a tiid6alveolusokat folyadék tolt ki, melyet aktiv klorid transzport
mechanizmussal folyamatos epithelialis szekrécio tart fenn. A gestatio elérehaladtaval a szekrécio
csdkken és a natriumdependens folyadék reabsorptio kerill talstilyba, mely folyamat a csticspontjat
permeabilitdsat a viz transmebran transzportjaért felelds fehérjék, az aquaporinok biztositjak,
ugyanakkor fontos tényez$ a tiidé széveti viztartaimanak fizikai &llapota, szabad vagy
makromolekulakhoz kététt statusa is.

A praenatalis életben az agy folyadéktereiben bekovetkezd valtozdsok hatterében lévo
mechanizmusok kevésbé tisztazottak. A gestatio elérehaladtaval cstkken az agy teljes viztartalma,
amelyet az intracellularis folyadéktérnek az extracellularis tér rovasara térténd novekedése kisér
[16, 17].

A sejtk6zotti matrixot alkoté és a folyadék motilitdst meghatdrozé glycosaminoglycan (GAG)
molekulék f6 komponense a hyaluronsav, amely nagyszamu hydrofil ktéhelye a sejtkozotti tér
vizmozgéasanak legfontosabb tényczdjének tinik [18, 19, 20]. Ezt a szerepét erdsiti a pracnatalis,
perinatalis id6szakban az a megfigyelés, hogy a foetalis, neonatalis szdvetben nagy mennyiségit
hyaluronsav detektalhatd; a megsziiletés elbtt az agy teljes GAG tartalmanak 60%-at teszi ki €s ezt
kovetden fokozatosan csokken a felnéttre jellemzo 30%-os értékre [21, 22].

Az ismertetett tanulmanyban allatkisérletes modellben NMR spectroscopiaval (H'-NMR
relaxometria) vizsgaltuk kiilonbozé szovetek (tiid6 és agy) viztartalmanak és ezen beliil a k{tott €s
szabadon mozg6 vizfrakcidinak perinatalis valtozasait és ezek Osszefiiggéseit a szdveti hyaluronsav

tartalommal.
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722 Anyag ¢és modszer

2.2.2.1 Vizsgélati csoport

A vizsgalatot 25 (n=17), 27 (n=14), 29 (n=17) és 31 (n=12) napos gestati6és koru, electiv sectio
caesaredval sziiletett Pannon fehér nydlfoetusokon végeztik. A kisérlet masik csoportjat 18,

terminusra (31 nap) sziiletett, 4 napos postnatalis korii nyul képezte.

2.2.2.2 Moddszer

Az dllatokat letalis ddzisti subcutan pentobarbitallal elaltattuk, majd az &sszes viztartalom
meghatarozas, NMR relaxatios id6 és sz6veti hyaluronan (HA)-mérés céljabol agymintakat illetve
tiid6 szévetmintakat nyertiink. A vizterekben lezajlé postmortem valtozasok elkeriilése céljdbol az
NMR vizsgalatot kdzvetleniil az allatok ledlését kovetden végeztik, a HA meghatdrozasig a

mintakat -70°C-ra fagyasztva tartottuk.

2.2.2.2.1 HA meghatarozas

A szévetmintakat sulymérés utan lefagyasztottuk es fagyasztva-széritottuk 72h-n 4t. Az ismételt
silymérés utdan a viztartalmat nedves/széaraz suly hanyadosaként hataroztuk meg. A szaraz
szévetmintat 2.5 U/m! puffer oldatban (0.05 M Tris aminomethan, 0.01 M CaC12, pH 7.2) pronase-
val (protease p-5147, streptomyces griseus, Sigma, St Luis) kezeltiik. Az enzimet 1 U/10mg szovet
koncentracioban alkalmaztuk. Az enzimkezelés leallitasa 10 perces, 100°C-os vizflirddvel tortént,
majd a HA tartalmat radiometrias assay kit (HA 50, Pharmacia, Uppsala, Svédorszag) segitségével

]

hataroztuk meg [23].
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2.2.2.2.2 NMR spectroscopia

A 200 mg sulyl szévetmintdkat 5 mm atmérdjii NMR ivegesdvekbe helyezve 40°C-on 5 percig
inkubaltuk. A magneses rezonancia vizsgilat (MRS) komputerizalt Bruker Minispec PC 140
hordozhaté 0.96 T-s (40MHz) MR spectroscoppal tortént. 180° és 90° pulzusok kozott 8 killonbdzo
mérést végezve keriilt meghatarozdsra a T, relaxatios id0. Az ismétlési id6t a Ti 5-sz0rosének
tekintettiik. A T» relaxatios idét a Carr-Purcell-Meiboom-Gill sequencia hasznalatival nyertiik;
1000, 1 ms idejii echo alkalmazdsival. Mindegyik pontot 5 mérés atlaga képezie. Az adatok

tarolasa é€s analysise PC-n tortént.

2.2.2.2.3 Matematikai analizis

A széveti vizfrakciék mobilitdsuk szerinti mennyiségi meghatarozasira a T relaxatios gorbék
multiexponencialis analysisét alkalmaztuk, a nem linearis legkisebb négyzetek moédszerének
felhasznalasaval [24]. A szabad inductioju proton relaxatio exponencialis mintit mutat.
Amennyiben a vizsgalt szovetminta killonbozé relaxatios hanyadossal rendelkezé, egymdstél
fiiggetlen viztereket tartalmaz, ezen fliggvény multiexponencialis egyenlettel leirhatd. A (T2 €s Tx
relaxatios gorbével jellemzett) kotott és szabad vizkompartmentek meghatarozasara biexponentialis
illesztést hasznaltunk. A T, relaxatios gérbék két komponensét az alabbi egyenlettel kaptuk.

F=klx e-thzl +k2x e-t/T22

2.2.2.3 Statisztikai analizis

A statisztikai elemzéshez Mann-Whitney tesztet és a legkisebb négyzetek médszerével Tinedris

regresszid szamitast alkalmaztunk.
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2.2.3 FEredmények

223.1 Az agyszdvet viztartalmanak H'-NMR relaxdcids vizsgilata

A gestatio elérehaladtaval a nedves/szaraz sily hdnyadossal jellemzett agyszoveti viztartalomban
fokozatos, lassu csokkenést regisztraltunk a kezdeti, 25. napon mért 9.6+0.3-t6l a 9.3+0.2 (27. nap,
p<0.01), 9.2+£0.2 (29. nap, p<0.001), 9.1+0.3 (31. nap, p<0.001) értékekig, melyet a 4. postnatalis
napon mért 8.7+0.3-as (p<0.001) kifejezett esés kovetett. A Ty, T» relaxatios id6k hasonld trendet
mutattak; a T, 1524+£101 ms és 1494=50 ms kozott valtozott a foetalis periddusban, majd
1382+84ms-ra csbkkent postnatalisan (p<0.001). A T, relaxatids idé postnatalis es€sét
(200.6+7.1ms, p<0.001) azonban mér a 25-29. gestatios naphoz képest (229+10.4 ms - 233=7.1 ms)
a 31. napon (220+21.9 ms) megfigyelhetd szignifikdns cskkenés vezette be (p<0.05) (1. Tablazat).
A T, relaxatios gorbe biexponencialis elemzése lehetévé teszi a kotott és szabad vizfrakciokat
jellemz6 gyors (Tyy) illetve lasst (Tx) komponensekre vald bontédst. Az 1. Tébldzatban tiintettiik fel
a relaxatios idéket és a T, gorbe biexponencidlis illesztésébol levezethetd agyszdveti szabad €s
kotott vizfrakcidkat, Lathato, hogy a T a gestatiés iddvel parhuzamosan emelkedett 102.4+40.6
ms-rél (25. nap) 135.5+64.3 ms-ig (31. nap), amit 92.6+28.8 ms-ra (4. nap) torténd postnatalis
csbkkenés kovetett, A Ty a 25. napon mért 234.24+9.7 ms-os értékrdl a 29. napig 293.4+130.9 ms-ig
emelkedett, majd folyamatos csokkenést mutatott a 224.2+19.2 ms-os (31. nap, p<0.001) ¢és
206.0+8.4 ms-os (postnatalis 4. nap, p<0.001) értékekig. Ennek eredményeképp, a Ty relaxatios
komponenssel reprezentalt kotott vizfrakcié a 25. napon a teljes agyszoveti viztartalom 4.4+1.8%-
at tette ki, majd a 29. napon elérve a 19.3£26.2%-0s maximalis értéket (p<0.01) fokozatosan

stillyedt 6.8+8.0%-ig (31. nap) illetve 4.6+5.3%-ig (postnatalis 4. nap, p<0.05).

» v
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1. Tablazat. Az agyszidvet viztartalma, hyaluronsav koncentrcidja, a T, és T, relaxatiés idok
valamint a T, relaxatids 1d6 gyors (T,1) és lasst (1) komponense korasziildtt Gjsziilott nyulakban
(mean+SD).

Nedves/szaraz suly Hyaluronsav T, T,
arany (ng/g szaraz suly) (ms) (ms)

Gestatiés kor
(nap)

25 96 £+ 0.3 2005 + 2734 1524 = 101.0 229 + 104

27 93 + 027 1541 + 168.8™ 1494 = 5057 233 + 7.1

29 92 = 02™ 1527 + 316.0™ 1512 + 72.87 231 = 17.7

31 91 + 3™ 1826 £ 292,07 1508 £ 96.8 220 + 21.9°
Postnatalis kor '
(nap)

4 87 £ 03 1144 = 126.3™ 1382 + 839™ 201 £ 7.1

A 25. napos gestatiés kor értékeihez viszonyitott szignifikanciaviszonyok:

+ p<0.05
# p<0.01
5% p<().001

Mikdzben az agyszovet teljes viztartalma a gestatios idészakban a 29-31. nap kozott minddssze
0.8%-kal mérséklodott, az ennek megfeleld T, relaxatiés id6 csdkkenése 4.6%-o0s volt. A Tz-bél
szarmaztatott kotott vizfrakeid négyszeresére emelkedett a gestatio 29. napjara, amit a 4. postnatalis
napra a kezdeti értékre torténd gyors esés kovetett. Ezen eredményekb6l az agyszoveti
viztartalomnak a gestatio el6rehaladtaval fellépd atrendezédésére kovetkeztethetiink.

A korasziilstt nyal agy HA-koncentracidjanak gestatidval Gsszefiiggd valtozasait a 2. Tablazatban
tlintettiik fel. A 25. napon észlelt 2095+273.4 ug/g magas HA koncentracid jelentosen csokkent a
27. (1541+168.8 ug/g, p<0.001) és a 29. napra (1527+316.0 ug/g, p<0.001); ezt kovetben dtmeneti
emelkedést regisztraltunk (1826+£292.0 ug/g, p<0.05) a 31. napon. Az érett {ijsziildtt nyulak
agyszdvetének HA-koncentricidja Osszehasonlitva a Kkorasziilotiekével postnatalisan -extrém

alacsony értéket (1144+126.3 ug/g, p<0.001) ért el.
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2. Tablazat. Az agyszovet viztartalma, hyaluronsav koncentracidja, a T, és T, relaxatiés id6k
valamint a T, relaxati6s id6 gyors (T2) és lassti (T2) komponense érett Ujsziilott nyulakban
(mean+SD).

T2 T Ty Ta
(ms) (%) (ms) (%)
Gestatios kor
(nap)
25| 1024 + 40.6 44 & 13 2342 + 100 956 + 1.8
27 1274 £ 40.1 10.8 =+ 254 256.1 £+ 69.3 - 892 £ 254
29 1297 + 36.0 155 & 262" 2933 &+ 130.9™ 80.7 = 262
31 1355 £+ 64.3 6.8 + 8.0 2242 + 19.2 932 £+ 8.0
Postnatalis kor
(nap)
4 926 £+ 28.8 46 + 537 206.0 + 8.4 954 + 537

A 25. napos gestatios kor értékeihez viszonyitott szignifikanciaviszonyok:

*  p<0.05
# p<0.01
ek p<0.001

A teljes agyszoveti viztartalom és a relaxatios idokre kifejtett hatdsanak megéallapitasa céljabol
elemeztik a kozottik fennallé 6sszefiiggést. Pozitiv korrelaciot talaltunk a teljes viztartalom €s a T,
(r=0.37, p<0.01) és a T, relaxatiés id6kkel (r=0.56, p<0.001), azonban Osszefiiggés nem volt

megallapithat6 a T, gyors komponensével jellemzett kotott vizfrakcioval (2. Abra).
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2. abra Az agyszivet teljes viztartalma és a Ty, T és T (T2 gyors komponense) relaxatios
id6k Osszefiiggései.
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2.2.3.2 Atidé viztartalmanak H'-NMR relaxdcios vizsgélata

A tiidészovet nedves/szaraz suly hanyadossal szamitott viztartalma a 25. gestatios nap (8.8=0.5) és
a 29. nap (8.8£0.4) ko&zott lényegében valtozatlan, é 31. napt6! azonban mérsékelt (7.7+0.7,
p<0.001), majd a 4. életnapon kifejezett csdkkenés (5.910.3, p<0.001) volt mérhetd. Hasonld
tendenciak észlelheték a Ty, T, relaxéaciés id6k vonatkozasaban, amennyiben atmeneti emelkedést
(1300=100 ms T, és 191.5425.8 ms T, a 25. praenatalis napon; 1430£80 ms T; /p<0.001/ és
248.5419.2 ms T, /p<0.001/ a 27. napon) kdvetéen mindkét érték csokkent (3. Tablazat).

A T, relaxatiés gdrbe biexponencidlis analizisével eclkiilonitett kotétt (Ta) és szabad (Tox)
viztérfrakeiok a 27. napig novekedtek, majd a vizsgalati periddus végéig progressziv csokkenést
mutattak. A 25-29. napig terjedd gestatios iddszakban a teljes tiid8szoveti viztartalom 31-34%-at
tette ki a kotott fractio, amely a 31 napon 21.6+8.0%-ra (p<0.001), a postnatalis 4. napon
16.6+9.4%-o0s hanyadra csokkent (p<0.001). A 3. tablazatban tiintettiik fel a hyaluronsav éréssel
kapcsolatos valtozasait. A gestatio elérehaladtaval a szaraz szdvetre vonatkoztatott HA-concentratio
fokozatos csdkkenését regiszirdltuk (870.8£205.2 ug/g a 25.napon, 162.6=32.4pg/g a 31 napon
/p<0.001/), megsziiletést kévetden azonban - a tiddszoveti viztartalom, kiilondsen a kotott fractio
parhuzamosan bekdvetkez6 esése ellenére - a HA kétszeresére (347.3£708 ug/g /p<0.001/)
emelkedett. A tiddszoveti viztartalom pozitiv korrelaciét mutatott a T; (1=0.87, p<0.001) és a T,
(t=0.93, p<0.001) relaxatios id6kke! valamint a T, analizisével szamitott k6tott (Ta) vizfractioval

(r=0.67, p<0.001).
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3. Téblazat. A tiid6 viztartalma, hyaluronsav koncentracidja, a T; és T, relaxatios idok valamint a
T, relaxatios id6 gyors (Ta) és lassu (Ty) komponense korasziilott €s érett jsziilott nyulakban
(mean+SD).

Nedves/szaraz suly Hyaluronsav T, T,
arany (ng/g széraz suly) (ms) (ms)
Gestatios kor
(nap)
25 89 £ 0.5 870.8 + 2052 1300 £ 100 1914 + 25.8
27 10.1 £+ 0.5 5732 + 2192™ 1430 + 80 248.5 + 192%%*x%
29 88 =+ 04 2749 £ 5627 1400 + 507 2150 £ 16.8**
31 77 + 0.7 162.6 + 324™ 1290 + 130 1652 £ 15.4%*
Postnatalis kor
(nap)
4 59 + 0.3 3473 £+ 70.8™ 1030 = 80™ 109.3 £ 12.2%**
Ta T Ty Txn
(ms) (%) (ms) (%)
Gestatios kor
(nap)
25 97.7 £ 11.7 327 & 13 246.6 + 394 673 £ 7.3
27 1136 = 9.77 340 + 55 3253 = 412 66.0 £ 5.5
20 102.6 = 79 31.8 = 6.1 2717 £ 271 682 + 6.1
31 73.5 + 13.3™ 216 + 8.07 1903 + 24.0" 785 + 7.97
Postnatalis kor
(nap)
4 50 £ 134" 16.6 + 94™ 1212 + 206™ 83.4 + 94™

A 25. gestatios kor értékeihez viszonyitott szignifikanciaviszonyok:

£ p<0.05
¥ p<0.01
Rk p<0.001

A HA-koncentracié csak a teljes szdveti viztartalommal korrelalt (r=0.39, p<0.001), a T, (r=0.15,

n.s.), T, (=0.22, n.s.) relaxatios id6kt6l és a T»; komponenst6l (r=0.24, n.s.) fliggetlennek bizonyult

M

(3. Abra).
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2.3 Pyecloureteralis obstructidval sziiletett gyermekek stenoticus ureterszakaszainak vizsgalata:

emelkedett endothelin-1 és csokkent adrenomedullin mRNS expresszio.

2.3.1 Hattér

A velesziiletett pyeloureteralis stenosis (PUS) aetiopathogenesise nem tisztézott, az Wabb adatok
abnormalis peptiderg, nitrerg ureteralis beidegzésre utalnak, ami a legelterjedtebb elképzelés szerint
a mechanikus stimulusra adott csdkkent relaxatiés képességhez vezet [25]. Masok a hyperplasticus
stenoticus szdvet slirli innervéaci6jat irtak le és a lokalisan szekretalt neuropeptid-Y (NPY) szerepét
vetik fel [26]. A paracrin fiton haté tényezokre iranyithatjdk a figyelmet, azok a megfigyeleések is,
melyek a gastrointestinalis tractus egyéb fejlddési rendellenességeiben, a pylorus stenosis [27, 28]
és a Hirschsprung betegségben a nitrogen-monoxid synthase csokkent akfivitisat mutattak ki [29,
30].

Ezek az irodalmi adatok vetették fel a kérdést, hogy pyeloureteralis stenosisban, a stenoticus
szivetben kimutathaté-e a simaizomténus szabalyozasdban szerepet jatszé egyes peptiderg ¢és
nitrerg hormonok génexpresszi6janak megvaltozasa. Real-time quantitative PCR moédszerrel
mértiik a NPY, az endothelin-1, a kdzelmiliban felfedezett, simaizomrelaxdns hatdssal rendelkezd
adrenomedullin (AM), valamint a kiilénb6z6 nitrogén-monoxid synthase izoformok, a neuronalis
(nNOS), endothelialis (¢NOS) és indukalhaté (iNOS) génjének mRNS expressziojat. Kontroltként
glyceraldehid-3-phosphat dehydrogenase (GAPDH), CD31, simaizom-actin (Smactin) ¢és a
neuronalis marker protein gén termék 9.5 (PGP) housekeeping gének szolgaltak. A génexpresszid

meghatdrozasat immunhisztokémiai vizsgalat egészitette ki.
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2.3.2  Anyag és mddszer

2.3.2.1 Vizsgalati csoport

Congenitalis pelviureteralis stenosis miatt, Anderson-Hynes szerint mit6tt 8 gyermek /atlagéletkor:
4,1 év (6 hét-12 év)/ stenoticus ureterszakaszai képezték a vizsgalati mintat. A diagnosis a
radiologai, scintigraphiai leletekre alapult. Kontrollszovetként tumor nephrectomian /n:7,
stlagéletkor: 73 ev (56-84 év)/ vagy hélyagtumor resectién ateseit felnéit paciensek uretermintai
szolgaltak. A szovetmintakat kozvetlenill a kimetszés utédn folyékony nitrogénban lefagyasztottuk

és a feldolgozasig -70°C-on taroltuk.
2.3.2.2 RNS-extractio es reverse transcriptio

RNA-zol kit hasznalatival (WAK Chemie, Medical GmbH, Bad Homburg, GFR) a
szovetmintdkbol total RNS-t izolaltunk, majd spectrophotographidval meghatdroztuk a
koncentraciéjukat. Az igy nyert RNS 2pg-jat 40 ul volumeni elegyben 39C°-on 60 percig reverse

transcriptidénak vetettitk ala.
2.3.2.3 Real-time PCR

A génexpresszié monitorizilasara real-time PCR analizist [31] haszndltunk. A quantitativ
génanalizisben 1j megkozelitésnek szamitd modszer a Tag-polimerdz 5' exonukledz aktivitasan
alapul. Az eljaras sordn a specifikus oligonukleotid primerpérok altal meghatérozott génszakaszhoz
egy fluorescens festékkel kettésen jelolt komplementer szekvenciat [32] alkalmazunk. Amig ez az
oligonukleotid szakasz (proba) intakt, az 5' végén elhelyezkedd fluorescens (reporter) festék (6-
carboxy-fluorescein, FAM) fényemisszidjat a 3' végen levo mdsik festék (quencher, pi. 6-carboxy-
tetrametil-rodamid, TAMRA) absorbedlja. A PCR extenzi6és fazisaban a Taq-polimerdz. a probat
lehasitja, felszabaditva a reporter festék fényemisszios i(épességét. Specialis szoftverrel kor;lbinélt,

automatizalt detektor méri és elemzi a névekvd reporter fluoreszcein emissziot. Az analizis célja

meghatérozni az un. kiiszéb ciklus szamot (CT), amelynél a jelintenzitis eléri az alapvonal
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ingadozasanak tizszeres standard sz6rasat. Ezt az értéket egy kiilsé referenciaként hasznalt templat
higitasi sorabol szerkesztett gorbére interpolaljuk, igy méd nyilik a kiilonboz6 vizsgalati mintakbol
nyert adott génszakaszok (target) mennyiségi Osszehasonlitisara. A mérbeszkoz gyartdja altal
javasolt reagenseket (Tag Man PCR Reagens kit, Perkin Elmer) és protokollt hasznaltuk. A 25 ul
reakeié elegy (master mix) 300 nM primert, 200 nM Tag Man hibridizécios probat, valamint 2,5 ul
¢cDNA-t (reverse transcriptios elegy) tartalmazott. A vizsgalt cé1szekvencidkhoz (target) a Primer
Express (Perkin Elmer) program segitségével valasztottunk oligonucleotidokat, azonos PCR
kondicidkat eredményezé paraméterek bedllitasaval. A PCR paraméterei az alabbiak voltak: 50C°-
os inkubacié 2 percig, majd 95C°- os 10 percig, amit 15 sec-ig 95C°-0s €s 1 percig 60C°-o0s
hémérsékletek valtakozasabol allo 40 ciklus kovetett. Kiilsd referenciaként a target-gén PCR

termékének sorozathigitasa szolgalt.
2.3.2.4 Immunhisztokémia

A szovetmintékat egy &jszakan 4t 15% picrinsavat és 4% paraformaldehydet tartalmaz6 phosphat
pufferben (pH 7,4) fixaltuk (Zamboni fix4lo [33] ), majd 0,1 M phosphat pufferben torténd mosas
és 18% sucroset tartalmazd azonos pufferbe merités és fagyasztas utan 10- 14 um-s metszeteket
készitettiink (Frigocut 2800 E, Leica, Bensheim, Németorszdg). A metszeteket krém-aluminiummal
bevont lemezeken rogzitettik ¢s a  biotin-streptavidin  hid technikat alkalmazva
immunohisztokémighoz készitettiik elé. Nyul (anti-adrenomedullin, code 2912, 1:400 higitds, Dr
R.E.Lang, Marburg; anti-NOS-I /nNOS/, 1:1000, Dr B.Mayer, Graz, Ausztria; anti NOS-III
/eNOS/, Dr B.Mayer) vagy birka (anti-NPY, code E210, 1:1000, Dr W.W.Blessing, Bedford,
Ausztrélia) polyclonalis antiserum és egér monoclonalis antitestekkel (antiCD31, lot CBLA478,
DIANOVA, Hamburg; anti-NOS-II /ANOS/, code SA200, lot#K2018, Biomol, Hamburg,
Németorszdg; anti-PGP9.5, clone 31A3, lot 961212C, Biotrend, Koln, Német‘orszég)
szobahémérsékleten egy éjszakan 4t inkubaltuk, amit detektalas céljabol biotinilalt fajspecifikus

antiserummal (szamar-anti-nyal Ig, 1:1200; szamar-anti-birka Ig, 1:400; birka-anti-egér Ig, 1:200;
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Amersham Buchler, Braunschweig, Németorszag) térténd inkubdciés fazis kovetett. Negativ
kontroll céljabol az antiserumot nonimmun serummal cseréltik ki, a pozitiv kontrollnal az
antiserum megfeleld antigénnel torténd elbzetes preabsorptiéjat alkalmaztuk. A véletlenszeriien
kédolt metszeteket BX60 epifluorescens mikroszkoppal (Olympus, Hamburg, Németorszag)

értékeltiik.



27

2.3.3 Eredmények

2.3.3.1 Génexpresszio

CD31-hez (endothel-specifikus housekeeping marker) viszonyitva szignifikdnsan emelkedett
endothelin-1 (ET-1) és GAPDII-re (altalanos housekeeping gén) vonatkoztatva csokkent
adrenomedullin (AM) expressziot észleltiink a stenoticus ureterszakaszokban. Az nNOS, eNOS,
INOS és NPY mRNS tartalom tekintetében nem kiilénbézott a stenoticus és a kontroll szdvetminta
(3. Tablézat). Az egyéb peptiderg és nitrerg rendszerekkel dsszehasonlitva az NPY-expresszio

lényegesen alacsonyabbnak adodott.

3. Tablazat. A stenoticus &s kontroll uretermintak endothelin-1, adrenomedullin, nNOS, eNOS,
iNOS, NPY és Smactin expresszioinak housekeeping génre vonatkoztatott értékei.

Kontroll Stenoticus ureter

n atlag SEM n atlag SEM p
ET-1/CD31 12 049 =+ 0.065 9 1.106 =+ 0.151 0.0038%*
AM/GAPDH 13 10.9x10° = 2.42x10° 9 531x10° = 0.77x10° 0.046*
nNOS/PGPO.5 13 456x10% = 0.49x10° 8 5.81x10° + 2.24x10° n.s.
eNOS/CD31 13 0556 = 0.09 9 0592 + 0.16 n.s.
INOS/GAPDH 13 5.61x10° + 09x107 6 2.68x10° + 1.39x10° n.s.
NPY/PGP9.5 11 3.423x10° + 1.16x107% 6 431x10% + 3.36x10° n.s.
Smactin/GAPDH 13 0.162 + 0.017 9 0259 = 0.025 0.0059%**
* p<0.05
ok p<0.01
¥*x p<0.001

2.3.3.2 Immunchistochemia

2.3.3.2.1 Kontroll szovetmintak

Az urothelium AM, NOS-I és PGP9.5 ellen mutatott immunoreactivitdst. nNOS és AM- reactivitds
elsdsorban a basalis sejirétegben mutatkozott, gyengén vagy egyaltaldn nem volt észlelhetd a

szuperficialis sejtekben. Fzzel szemben a PGP9.5 jel616dés pontozott mintdzatot adva, a felszines
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sejtrétegekben jelentkezett. Az urotheliumban eNOS, iNOS és NPY immunoreactivitds nem volt
kimutathat6. PGP9.5-immunoreactiv ganglionok az adventitialis rétegben elszortan a teljes
vizeletelvezet6 rendszer (pelvis, ureter, hélyag) vizsgélt szegmentjeiben fellelhetdk voltak. A
neuronok tobbsége nNOS és NPY pozitivitdst is mutatott. Az adventitidban rendszeresen
abrazolodo vastag idegrost kotegek kovetkezetes PGP9.5 immunoreactivitds mellett szamos NPY-
pozitiv idegrostot és kevésbé gyakori nNOS-pozitiv axont tartalmaztak. Csak egyes idegrostok
jellédtek eNOS-sal, mig a tobbi antitestekkel idegelemek nem adtak reaktivitast. Az idegrostok
tekintetében egy cranio-caudalis gradiens volt megfigyelhetd. Az arterioldk, arteridk ¢s vénak
endothel sejtjeiben a sejtmembran és a Golgi-apparatusnak megfelel6 paranuclearis képletek eNOS
aktivitast mutattak. A CD31 antitest jéval intenzivebb és foképp a kisebb erekben kifejezett

immunreaktivitast adott.
2.3.3.2.2 Stenoticus ureter szévetmintak

Alapvetéen hasonlé immunreaktivitasi mintdzat volt megfigyelheid az obstructios
ureterszakaszokon is, mint a kontrolloknal, eltekintve azon eltéréstdl, hogy az urothelium erdteljes
eNOS immunoreaktivitast mutatott. A 6 kiilsnbség a két vizsgélati csoport kozott a stenoticus
ureter innervécios siirfiségének dramai csokkenése. Az érintett szegmensek vagy egyaltalan nem
vagy csak kevés NPY- és PGP9.5-pozitlv idegvégzodést tartalmaztak a simaizom rétegben, nNOS
immunreaktiv axonok csaknem teljesen hidnyoztak. Az adventitidban ugyan még megfigyelhetok
voltak vastag idegrost kétegek, de lényegesen kisebb szdmban. Ganglion nem &brazolédott az

érintett szakaszokon.
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2.4 Vizelet aquaporin-2 kivalasztas korasziilott €s érett Gjsziilotiekben
2.4.1 Anyag és modszer

2.4.1.1 Vizsgalati csoport

A vizsgalati csoportokat per vias naturales sziiletett 5 egészséges korasziildtt (atlagos gestatios kor
30.6 hét /30-32/; dtlagos sziiletési suly: 1570g /1480-1670/) és terminusra sziiletett 9 egészseges
fijsziilstt (atlagos gestatios kor 39.2 hét /37-40/; atlagos sziletési suly: 3218g /2760-4270/) képezte.
Mindkét csoport Usziildttjeinek teststilya a gestatiés korra szamitott 10-es és 90-es percentil koze
esett. A gestatids idétartam meghatdrozésa az UH- vizsgilattal megerdsitett anyai menstruacios
anamnesisen illetve a fnegsziiletést kiveten vizsgilt éretiségi jeleken (Dubowitz-score) alapult.
Minden esetben az 1 perces Apgar érték 7-nél magasabb volt, a cardiorespiratoricus adaptatio
zavartalan volt és a perinatalis id6szak eseményteleniil zajlott. Az édesanydk normal étrendet
kaptak, nem részesiiltek diureticus terdpidban, kérelézményiikben nem szerepelt renalis vagy
cardiovascularis megbetegedés.

Az érett ujsziilttek vizsgalatara az 1., 3. és 5 életnapon keriilt sor, 62ml/kg, 86ml/kg €s 116ml/kg
megfeleld napi folyadékbevitel biztositisa céljabdl 5%-os glucose oldattal kiegészitett anyatejes
taplalas mellett. A korasziilott Gjsziilottek a vizsgalatsorozatban a 7. €letnapon majd hetente 6 hetes
korig vettek reszt. A napi folyadékbevitel (158-195mlkg) eléréschez az anyatejes taplalas
kiegészitésere szinten 5%-os glucose oldatot kaptak. A vizsgalat soran mindkét csoport alanyait6l
osmolalitas, kreatinin és AQP-2 meghatarozas céljabol az utolsé taplalast kovetéen 3-4 h-val

reggeli vizeletmintavételre kertilt sor.



30
2.4.1.2 Modszer

A vizelet osmolalitds Knauer osmometerrel [34], a kreatinin mérése médositott Jaffé¢ modszer [35]
szerint tortént. A vizelet aquaporin-2 (AQP-2) szint meghatérozasat magas szenzitivitasi

radioimmunoassay-val végeztiik [36].
2.4.1.3 Analizis

A vizelet AQP-2 excretiét fmol/mg creatininban fejeztiik ki. A statisztikai értékeléshez Student

tesztet és Mann-Whitney tesztet hasznaltunk.

2.4.2 Eredmények

Az érett Gjsziilttek vizelet AQP-2 koncentrécija az 1. postnatalis napon volt a legmagasabb
(74+20 nmol/ul), a 3. és az 5. napon 30+12 nmol/ul illetve 44£13 nmol/ul szintre esett. Alapvetoen
hasonlé valtozasokat mutatott a vizelet creatinin excretio is, azonban kifejezettebb csokkenést
mértunk (470+83 mg/l az 1. napon vs. 132+8 mg/l az 5. napon; p<0.001). Ennek eredményeképpen
a kreatinire korrigalt AQP-2 kivalasztas a 1., 3. €s 5. napon 194+45 fmol/mgCr, 121£36 fmol/mgCr
és 322490 fmol/mgCr értékeknek adédott. Ezzel ellentétes trend volt megfigyelhetd a vizelet
osmolalités tekintetében; a postnatalis kor el6rehaladtaval fokozatos csokkenést észleltiink (1. nap

260+39 mOsm/l, 3. nap 188+55 mOsm/1 /p<0.05/, 5. nap 69 mOsnv/1 /p<0.01/) (4. abra).
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4. 4bra. Frett tjsziilottek vizelet kreatinin, AQP2 koncentracioja, a kreatininre korrigalt AQP2
kivalasztas és vizelet osmolalitasa.
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Korasziilottekben a vizelet AQP-2 koncentracié és excretio az elsé 4 élethét soran nem valtozott
szignifikansan (25+11 nmol/ul - 6933 nmol/ul illetve 20984 fmol/mgCr - 438+158 fmol/mgCr).
Ezt kivetden azonban az AQP-2 koncentraci6 jelentds emelkedését észleltiik; az 5. héten 112+22
nmol/ul (p<0.05) majd a 6. héten 168+28 nmol/ul (p<0.01) értékeket mértiink illetve hasonlo
valtozast regisztraltunk az AQP-2 excretiojdban is (8134233 fmol/mgCr /p<0.05/ az 5. héten és
934+168 a 6. héten /p<0.01/). A vizsgalt idészakban a vizelet kreatinin koncentracio ¢s osmolalitas
gyakorlatilag allandé maradt, az AQP-2 excretiéjdban megfigyelt postnatalis valtozasokhoz hasonld

eltéréseket nem észleltiink (5. abra).
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5. abra. Korasziilsttek vizelet kreatinin, AQP2 koncentracidja, a kreatininre korrigalt AQP2
kivéalasztas €s vizelet osmolalitésa.
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2.5 Az éretlen vese csokkent koncentraloképessége €s a széveti hyaluronsav (HA)

Irodalmi adatok alapjan els6ként vetettitk fel annak lehetéségét, hogy a foetalis/neonatalis vese
csokkent koncentraloképességéért részben a vese papilla €s belsé medulla magas HA tartalma a
felelos. A kozelmultban igazoltdk, hogy folyadékterhelést és a diuresis kdvetkezményes
novekedését a vese papilla HA tartalmanak jelentés ndvekedése kiséri, mig folyadék depletio a
papilla HA tartalménak cstkkenéséhez vezet. Ennek megfelelden szignifikans pozitiv korrelaciot
talaltak a papilla HA tartaima és diuresis mértéke kozott, mig a HA tartalom és a vizelet
osmolalitdsa negativ korrelaciot mutatott [37]. A megfigyelés arra utal, hogy a vese papilla magas
interstitialis HA tartalma akadéalyozza a renalis tubularis szabadviz-reabszorptidt és gatolja a magas
osmolalitasd vizelet létrehozasat.

A test hidraltsaganak véaltozdsa kdvetkeztében kialakulé renopapillaris HA tartalom valtozas
medialasdban az antidiuretikus hormonnak (ADH) tulajdonitanak kitiintetett szerepet. Ezt a
feltételezést alatamasztja Ginetzinsky megfigyelése, miszerint a HA-t bonté enzim, a HA-ase
aktivitasa indukalt vizdiurésis esetén rendkiviil alacsony, ezzel szemben az antidiuresist az enzim
aktivitasanak jelents mértékii fokozddésa kiséri. Tovabbi bizonyiték, hogy ADH adasat kdvetben a
vizelet HA-ase aktivitdsa fokozédik annak kovetkeztében, hogy a renomedullaris/renopapillaris
sejtek ADH hatasara novelik a HA-ase szekrécidt [38]. A vese medulla/papilla interstitiumaban
taldlhaté makromolekuldk (HA) és a dipolus tulajdonsdgt vizmolekuldk kozoétti interakcid
jelentéségét mutatja a rendlis koncentralds mechanizmusaban, hogy laina és mtsai ADH-kezelt
allatokban a vese medulla H'-NMR spektroszkopias vizsgalataval a T, relaxacios idd megnyuldsat
és a kotott szoveti vizfrakeid szignifikans csokkenését figyelték meg [39].

Ezen klinikai és kisérletes megfigyelésck, valamint az a tény, hogy az éretlen vese, kiiléndsen az
éretlen rendlis papilla és bels6 medulla HA tartalma réndkivﬁl magas, megalapozni létszil; azt a
feltételezésiinket, hogy az eddig is ismert alapmechanizmusok mellett (csskkent cortico-papillaris

osmotikus gradiens €s az éretlen vese cstkkent ADH-reaktivitdsa) a foetalis/neonatalis vese magas
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HA tartalma a renalis vizreabszorpcié é€s koncentralds fontos limitaldé tényezdje. A felismerés
élettani és klinikai jelentdségét az adja meg, hogy a folyadékterek perinatalis atrendez6dése soran
folyamatnak meghatarozé eleme lehet a vese magas HA tartalma kovetkeztében besziikiilt rendlis
koncentralo képesség [40]. Az indirekt adatok alapjan feltételezett mechanizmust folyamatban lévé
vizsgélatainkkal kivanjuk igazolni. Egyrészt egyidejlileg meghatarozzuk a kiilonbdzd gestatios és
postnatalis kort 4llatok rendlis koncentraloképességét és HA tartalmat, masrészt kiilonbdzé
hidraltsagi allapoth allatokbdl nyert vese papilla/medulla szvetmintdkbol a HA anyagcsere fontos
paramétereit hatirozzuk meg (HA-ase és HA szintdz isoenzimek mRNS ¢és fehérje szintje, valamint

az enzimek aktivitasa).
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3 Osszefoglalas

Az Frtekezés elsd részében kiilonbozd soébevitel mellett a korasziilsttek ouabain (EDLF)
excretiéjanak vizsgalatait ismertettiik. Kimutattuk, hogy a NaCl-szupplementalt korasziildtiek
ouabain iiritése szignifikinsan alacsonyabb a kontrollcsoportéhoz képest. Eredményeink azon
irodalmi adatokat er6sitik, melyek szerint nincs kdzvetlen okozati 6sszefliggés a volumenexpansio
és az adrenalis ouabain produkeié kozott. Szamos korabbi kisérleti megfigyelésre tdmaszkodva
els6ként feltételeztik, hogy korasziildttekben az EDLF termelése illetve secretidja a renin-
angiotensin-II rendszer szabélyozésa alatt 4ll. A NaCl- szupplementécidban részestild csoportban a
ouabain és a NaCl excretio kizott kimutatott pozitiv korreldeié az EDLF-nek az excessiv sobevitel
elimincidjdban jatszott szerepére utal.

A perinatalis idészak vizforgalménak megértéséhez elengedhetetlen a viz molekuldns szintd
viselkedésének ismerete. Munkacsoportunk az agy ¢és a tidé viztartalménak, H'-NMR
spectroscopidval elkiilonithetd, killonbdz8 motilitasi tulajdonsdggal rendelkezé vizfractidinak,
valamint az igen jelentds vizkotd tulajdonsaggal rendelkezd hyaluronsavnak a gestatio és a
kozvetlen postnatalis élet soran bekovetkezd érési valtozdsait és Osszefliggéseit kutatta.
Eredményeink alapjan az agyszovetet a foetalis id6szakban emelkedett HA-koncentracid ¢s
viztartalom, ezen beliil is a szabad motilitast fractio tulsilya jellemzi. Ezen paramétereknek a
postnatalis életben bekovetkez6, de mar a gestatio végén megkezd6dd csokkenése fiiggetlennek
bizonyul a kotstt vizfractio valtozasaitol, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a foetalis agy
viztartalmanak atrendezddésében a hyaluronsav nem jatszik lényeges szerepet.

A tiidészovet vizsgalata megerfsiti azon korabbi megfigyelést, hogy a tiidébdl torténd
folyadékeltdvolitas az effektiv postnatalis gdzcsere biztositdsa ¢rdekében mar a sziiletést
megel6z6en megindul. Fredményeink tovibba adatokkal szolgélnak a tiidd viztartalmanak fizikai

sajdtossagait illetben, kimutatva a kotott vizfractio csokkenését €s a szabad motililtasa
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komponensnek a perinatalis id6szakban bekdvetkezé parhuzamos emelkedését. Az agyszovet
vizsgalatakor kapott eredményhez hasonl6an a tidé vonatkozisdban sem taldltunk dsszefiiggést a
kotott motilitasu vizfractio és a HA-tartalom kézot,

A koraszilstt és érett tjsziilottek AQP-2 tiritésének vizsgalata megerdsiti az elozetes megfigyelést,
hogy az AQP-2 az tjsziilottek vizeletében alacsony koncentricidban firiil, tovabba excretidja az
érés soran valtozik., Korasziilttekben és érett njsziildttekben az élet elsé hetében megfigyelheto
AQP-2 excretio nem mutat szignifikans kiilonbséget, mely az AVP éltal regulalt AQP-2 szintézis és
intracellularis transzport érésének postnatalis faktoraira hivja fel a figyelmet. Vizsgalataink a
tengely és AVP-tdl fiiggetlen tényez0k egymastol aszinkron érését, valtozasat.

Ramutattunk arra, hogy az éretlen vese magas HA tartalma a renalis koncentraloképesség fontos
limitald tényezéje és szerepet jatszhat az wjszilott excessziv vizkészleteinek kiliritésében és a
sikeres postnatalis adaptaci6 feltételeinek biztositasaban.

Szamos paracrin/autocrin modon haté vazoaktiv hormon, peptid illetve ezek szintézisét végzd
enzim mutathatd ki az urogenitalis tractusban, melyek szerepe még tisztazatlan. A congenitalis
ureter obstructiéval operalt betegek stenoticus szdvetmintdin végzett molekuldris genetikai
vizsgalataink ralatast engedhetnek egyes korélettani vonatkozasaikra. Vizsgalataink az endothelin-1
fokozott és az adrenomedullin csokkent génexpresszidjat igazolték, mely eitérések, tekintetbe véve

physiologiai hatasukat, j61 korrelalnak a stenoticus segmensekben megfigyelhetd microanatomiai

elvaltozasokkal.
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