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1. Bevezetés

A vesetranszplantaciot tartjak a legjobb kezelési modnak azon betegek esetén, akik végstadiumt
vesebetegségben szenvednek. Az ischaemia-reperfizidos karosodas (IRI) egy elkeriilhetetlen
folyamat a donor transzplantacié soran €s befolyasolja mind a rovid-, mind pedig a hosszatava
graft funkciot. Vesetranszplantaciot kovetden a fO kovetkezmény a DGF (késleltetett graft
funkcié — delayed graft function), akut és kronikus graftkilokddés és kronikus graft diszfunkcio.
Az IRI mechanizmusok jobb megérthetdsége segitséget jelent a tovabbi fejlesztéseket illetden az
atiiltetett szervek tulélése tekintetében. Hozzavetdlegesen a DGF 30%-a vesetranszplantaciot
kovetd IRI miatt alakul ki. A kaszpazok, az apoptozis klasszikus effektor enzimei, képesek
gyulladést indukalni IRI-t kdvetéen, mely az egyik legfontosabb nem-specifikus szabalyozé
faktora nem csupan a DGF-nek, de a kés6bbi allograft diszfunkcionak is. IRI folyaman
felszabadult medidtorok felelések a helyi és a tdvolabbi szervekben bekovetkezd
mikrocirkulacios valtozasokért, citokinek felszabadulasaért (TNF-alfa, IL-1 és IL-6), melyek

sulyos sejtvalaszt indukdlnak és akar a sejtek nekrozisat vagy apoptdzisat okozhatjak.

A transzplantalt vesék karosodott szerveknek tekinthetéek ¢és gyodgyszerek hasznalhatdoak
egyediil, vagy kombindlva arra, hogy az ischaemia és reperfuzid okozta kérosodéasokat

mérsekeljiik. Erre alkalmasak a perfuzios oldatok €s modszerek is.

1.1. Endoplazmas retikulum stressz
Az eukariota sejtek fobb jellemzdje, hogy autoregulacidval rendelkeznek. Az endoplazmas
retikulum (ER), Golgi apparatus, mitokondrium, peroxiszémak ¢€s a sejtmag mind sajat
funkciéval bir. Ez az alapja a helyes sejtes miikodésnek ¢és ezen folyamatok szigortian
szabalyozottak annak érdekében, hogy fenntartsdk a sejt homeosztazisat. Az ER egy sejtalkoto,
mely szekrécids és membran fehérjeszintézisért és foldingért felelds. A megfelelden foldingolt
fehérjék a Golgi apparatusba transzportalodnak. A nem megfeleld foldingon atesett fehérjék
pedig az ER-asszocialt degradacio (ERAD) altal lebontasra keriilnek. Szamos élettani stressz
okozhatja a megbomlott homeosztazist €s egyensulyi allapotot, mely az ER stresszt (ERS)
eredményezi. Az UPR (unfolded protein response) a gyijténeve a szignal transzdukcids
utvonalaknak, melyek az ERS érzékelésében és a megfeleld valaszreakcioban szerepelnek. Ezen

utvonal koziil a leginkabb konzervélt az IRE1, mely az XBP1 fehérjét érinti. Ezen fehérje



befolyasolja az ER protein folding mechanizmusat és kapacitasat, tovabba a helytelentil
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Az IRE1 szignalizacido képes serkenteni a sejthalalt ERS-t kovetden kaszpazok aktivaldsan
keresztiil. A TRAF2 adapter molekula kapcsolatba 1ép a prokaszpaz-12-vel, és az ERS
megzavarja ezt az interakciot, és feltehetdleg az IRE1 kinaz domén a TRAF2-hoz kapcsolddva a
prokaszpdz-12 aktiv enzimmé vald konverziojat okozza. A kaszpaz-12 szerepe a sejthalal
eldsegitésében vitatott, ugyanis Nakagawa és munkatarsai tanulmanya szerint, melyben ragcsalo
Caspase-127 sejtek nagymértékben rezisztensek voltak ERS indukalta sejthalalra és egy masik
csoport nem szignifikans rezisztenciat mutatott ERS-re, amikor Caspase-127 sejteket allitottak

elo.

1.2. Pioglitazone
A peroxiszoma proliferator aktivaldo receptor-y (PPARY) a molekularis receptorok csaladjaba
tartozik, melyek a nagyszdmu gének expresszidjanak kontrolljaért felelosek és szenzorként
miitkddnek hormonok, vitaminok, endogén metabolitok és xenobiotikus vegyiiletek tekintetében.
A thiazolidinedione (TZD) csoport a legszéleskoriibben tanulmanyozott PPARy ligandok. A
PPARYy aktivacié inzulin szenzitizacidt okoz, mellyel ellentétes hatast valt ki a TNF -alfaval
kifejtett, adipocitakat érint6 befolyassal és fokozza a gliik6z metabolizmust. A PPARY agonistat,
a Pioglitazont (Pio) antidiabetikus gydgyszerként hasznaljak a 2-es tipusu cukorbetegség
kezelésében, mint hatékony inzulinérzékenyitét. A legjabb tanulmanyok azt mutatjak, hogy a
Pio védi a veseéket, a szivizomot €s az agyat az [RI-vel szemben. A Pio és mas PPARY agonistak
potencialis szerepét nefroprotektiv szerekként a vesekarosodas nem diabéteszes modelljeiben
(példaul IRI és gyodgyszerek vagy kémiai szerek altal kivaltott vesetoxicitas) bizonyitjadk. A Pio
renoprotektiv tulajdonsagai az endothelium-fliggd értagulat megkonnyitésével mutatkoznak meg
az NO-termelés rendellenességeinek modositasaval, az antioxidans profil fejlesztésével, valamint

a gyulladasos mediatorok expresszidjanak kontrolljaval és apoptotikus faktorokkal.



2. Célkitiizés
Otletiink szerint hdrom modszerrel tudjuk modellezni a transzplantacié folyamatat. Az elsd
részben a Pio-t egy koncentracidban teszteljiik - amelyet az irodalom tobbnyire ajanl - és az
ischaemia-reperfuzio kiilonbozo stadiumaiban alkalmazzuk IRI modellben. A masodik részben a
Pio-ra koncentralunk tobb dézisban és a lehetséges toxikus hatasra, és a leghatékonyabb dozis
kivalasztasa a célunk. A harmadik részben a fent emlitett két modszerbdl keveréket készitiink,
amelynek célja a gydgyszer kiilonbozé koncentracidkban torténd tesztelése perfuzio-reperfuziods

modellben, amely a legkdzelebb all a klinikai alkalmazashoz.

1. Célunk a PPAR-y agonista Pioglitazone hatasanak vizsgalata ischaemia-reperfuzios
karosodasban. A paraméterek a szuperoxid-dizmutaz aktivitas, a TNF-alfa, az IL-1p,
az IL-6 ¢és a katalaz aktivitas. Szeretnénk bebizonyitani, hogy a Pio csokkentheti az
IRI-t a gyulladdsos citokinek szintjének mérséklésével, és segit fenntartani az
egyensulyt az ROS ¢és az antioxidansok kozott. Eldszor a szovettani valtozasokat
szeretnénk megvizsgalni hematoxylin-eozin festéssel. Elsé kisérleti modszeriinknél
dontd kérdés, hogy van-e kiilonbség a kezelés iddzitésében. A cél annak bemutatésa,
hogy a Pio pozitiv hatassal van a sériilt vesére.

2. Feltételezziik, hogy a Pio kiilonb6z6 hatassal van a vesékre és a majra. A cél ennek az
eltérésnek a megallapitasa az in situ teljes test perfazioval kapcsolatban. A modszer
tovabbi célja az endoplazmas retikulum stressz mértékének vizsgalata maj és vese
esetén. Arra szamitunk, hogy a Pio csokkenti az ER stresszt. Ennek mérésére
szeretnénk Western blot elemzést végezni.

3. Osszehasonlitanank az in situ perfaziét az in situ perfuzid-reperfuziés modellel.
Ennek a kiilonbségnek a bemutatdsdra ugyanazokat az eszkozoket és kisérleti
koriilményeket alkalmazzuk, és meg szeretnénk mérni a katalaz és SOD aktivitast és a
gyulladésos citokinek szintjét, tovabba a szovettani paramétereket a vesék lathato
valtozasainak értékelésére. Célunk, hogy megvalaszoljuk a kérdést, hogy az in situ

perflzio, vagy az in situ perfuzio-reperfizié ad jobb eredményt vesék esetén.



3. Anyagok és modszerek

3.1.  Ischaemia-reperfiizios karosodas modell

3.1.1. Allatmodell
Harminc hasonl6 koru, 250-300 g kozotti Wistar patkanyt hasznaltunk fel erre a vizsgalatra. A
patkanyokat standardizalt ketrecekben, normal koriilmények kozott (a hémérséklet 25 + 2 ° C
volt, 1égszlrt helyiségben), 12/12 6ras vildgos és sotét ciklusban helyeztiik el, és standard
patkany tappal és vizzel etettiik ad libitum. A vizsgalati protokollt az Allatkisérleti Tudoméanyos
Etikai Tanacs hagyta jova. (BA02/2000-38-2019.)

3.1.2. Kisérleti protokoll
Az éllatokat harom csoportra osztottuk (mindegyik csoportban 10 patkany). Az elsd csoport a
kontrollcsoport volt, a miitétet és az ischaemias allapotot kivaltottuk, de a gyogyszer olddszerét
(PBS + 10% DMSO) adtuk intraperitonealisan (i.p.) egy oraval az ischaemias periodus eldtt. A
masodik csoportot Pioglitazonnal (20 mg/kg) kezeltiik egy ordval az ischaemids periddus elott,
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Ebben a két csoportban 60 perces ischaemia utan 90
percen at megkezdtiik a reperfuziot. A harmadik csoportot el6szor elaltattuk, majd ischaemiat
valtottunk ki, és a reperfuzidé kezd6pontja el6tt 20 mg/kg Pioglitazont adtunk be i.p. ezt kovetéen
kivaltottuk a reperfuziot. A vizsgalat egységesitése érdekében az Osszes eljarast minden
csoportban hasonld idépontokban hajtottuk végre. A beadast megel6zden a gyodgyszert frissen

PBS + 10% DMSO oldatba oldottuk. (1. abra)



PBS + 10 % DMSO Ischemia Reperfusion (90
mins)

Pioglitazone Ischemia Reperﬂ-jsmn (50
mins)

Ischemia Pioglitazone RePerﬂ_‘S'D“ (0
mins)

1. abra: Kisérleti csoportok: 1: kontroll, 2: IR prekondicionalas Pio-val, 3: IR poszkondicionalas Pio-val (IR -

ischaemia-reperfuzié; Pio - Pioglitazone)

3.1.3. Elvégzett beavatkozas ismertetése
A patkényokat preoperativ médon altattuk ketamine (2,7 ml/kg) és diazepam (2,7 ml/kg) keverék
intraperitonedlis (i.p.) alkalmazasaval. Az ardny 1:1 volt. A has borét allati szortelenitdé géppel
szortelenitettiik. A miitét sordn az 4allatokat fitott parnara helyeztiik, és EKG-monitorozast is
alkalmaztunk. A median laparotomia utan heparint adtunk be a mesenterialis vénaba, majd a bal
vese vérellatasat kis méretli bulldog érfogd segitségével elzartuk. Az érfogot a lefogas utan 60
perccel eltavolitottuk, és a patkanyt 90 percig figyeltiik a reperfuzids periodus alatt. 90 perc
elteltével az 4llatokat terminaltuk, és vese- és vérmintdkat gyljtottiink. A vérmintakat
centrifugaltuk, a plazmat 6sszegyiijtottiik €s -80 © C-on taroltuk. A vesemintakat azonnal -80 ° C-

on taroltuk kiilonallo edényekben.

3.2. In situ teljes test perfiizios modell

3.2.1. Allatmodell
Hatvan hasonld kort, 250-300 g kozotti Wistar patkdnyt hasznéltunk fel erre a vizsgélatra. A
patkanyokat standardizalt ketrecekben, normal koriilmények kozott (a hdmérséklet 25 + 2 ° C
volt, légszlirt helyiségben), 12/12 6rés vildgos és sotét ciklusban helyeztiik el, és standard
patkany tappal és vizzel etettiik ad libitum. A vizsgalati protokollt az Allatkisérleti Tudomanyos
Etikai Tanacs hagyta jova. (BA02/2000-38-2019.)



3.2.2. Kisérleti protokoll
Az éllatokat hat csoportra osztottuk, mindegyik csoportban tiz patkany volt. Az els6 csoport a
kontroll (sham operalt) volt. A masodik csoport a KH kontroll volt (KH - Krebs-Henseleit
puffer), a harmadik csoport a KH + Pio 10 mg/kg, a negyedik a KH + Pio 20 mg/kg, az 6todik a
KH + Pio 30 mg/kg, a hatodik csoport pedig a KH + Pio 40 mg/kg volt. A vizsgalat egységesitése
érdekében az 0sszes eljarast minden csoportban hasonl6 idopontokban hajtottuk végre. A beadast
megelézéen a gyogyszert frissen PBS + 10% DMSO oldatba oldottuk. A perfaziés oldat

hémérsékletét az egész vizsgalat alatt 20 ° C-on tartottuk. (1. tablazat)

1. tablazat: A vizsgalati csoportok és a hozzajuk tartozé kezelések

Csoportok (n=10 minden csoportban) Kezelések

1. csoport kontroll (sham operalt)

2. csoport perfundalt KH

3. csoport perfundalt KH + 10 mg/kg Pio
4. csoport perfundalt KH + 20 mg/kg Pio
5. csoport perfundalt KH + 30 mg/kg Pio
6. csoport perfundalt KH + 40 mg/kg Pio

3.2.3. Elvégzett beavatkozas ismertetése
A patkanyokat preoperativ modon altattuk ketamine (2,7 ml/kg) és diazepam (2,7 ml/kg) keverék
intraperitonedlis (i.p.) alkalmazasaval. Az ardny 1:1 volt. A has borét allati szortelenitdé géppel
szortelenitettiik. A miitét soran az 4allatokat fitott parnara helyeztiik, és EKG-monitorozast is
alkalmaztunk. A median laparotomia utan az infrarenalis hasi aortat és a vena cava-t preparaltuk,
majd heparint (400 NE / kg) adtunk a mesenterialis vénaba. Néhany perc mulva a vena cava-t
katétereztiilk (22-es méret), és megkezdtilk az in situ teljes test perfuziét. Minden kisérleti
csoportban 200 ml perfuzios oldatot hasznaltunk. A perfizios berendezést 150 ml/h-ra allitottuk
be, és egy allat eset¢ben a perfuzi6 minden kisérleti csoportban 80 percig tartott. A véna
katéterezésével egyidejlileg az aortan kis bemetszést ejtettiink, és a perfuzid kidramlasat a
hasiiregbdl tavolitottuk el szivassal. (2. abra) A kontroll csoportot kezelt csoportnak tekintettiik

perfuzié nélkiil, amelyben a vérkeringés sértetlen volt. A kisérlet sordan az 4llatokat



Kivéreztetéssel felaldoztuk. A perfuzids protokoll végén a veséket és a majat kivettiik, és azonnal
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2. abra: Az in situ perfazios allatmodell sematikus abrazolasa

3.3. In situ perfazié-reperfizios modell

3.3.1. Allatmodell
Hatvan hasonld kort, 250-300 g kozotti Wistar patkdnyt hasznéltunk fel erre a vizsgélatra. A
patkanyokat standardizalt ketrecekben, normal koriilmények kozott (a hdmérséklet 25 + 2 ° C
volt, légszlirt helyiségben), 12/12 6ras vildgos és sotét ciklusban helyeztiik el, és standard
patkany tappal és vizzel etettiik ad libitum. A vizsgalati protokollt az Allatkisérleti Tudomanyos

Etikai Tanacs hagyta jova. (BA02/2000-38-2019.)



3.3.2. Kisérleti protokoll
Az allatokat tiz csoportra osztottuk, mindegyik csoportban hat patkdny volt. A vizsgalat
egységesitése érdekében az Osszes eljarast minden csoportban hasonld idépontokban hajtottuk
végre. A beadast megel6zen a gyogyszert frissen PBS + 10% DMSO oldatban oldottuk. A

perfuzios oldat hdmérsékletét az egész vizsgalat alatt 20 © C-on tartottuk. (2. tablazat)

2. tablazat: Kisérleti csoportok, minden csoportban 10 allattal

Kontroll csoportok kezelt csoportok

KH kontroll KH perfundalt

KH + 10 mg/kg Pio_kontroll KH + 10 mg/kg Pio perfundalt
KH + 20 mg/kg Pio_kontroll KH + 20 mg/kg Pio perfundalt
KH + 30 mg/kg Pio_kontroll KH + 30 mg/kg Pio perfundalt
KH + 40 mg/kg Pio_kontroll KH + 40 mg/kg Pio perfundalt

3.3.3. Elvégzett beavatkozas ismertetése
A patkanyokat preoperativ modon altattuk ketamine (2,7 ml/kg) és diazepam (2,7 ml/kg) keverék
intraperitonedlis (1.p.) alkalmazasaval. Az arany 1:1 volt. A has borét allati szortelenitdé géppel
szOrtelenitettiik. A miitét soran az allatokat fitdtt parnara helyeztiik, és EKG-monitorozast is
alkalmaztunk. A median laparotomia utan a hasi és suprarenalis aortat és a vena cava-t
preparaltuk, és heparint adtunk a mesenterialis véndba. Ezutdn a szuprarenalis aortit egy
mikrosebészeti érfogoval lefogtuk, mellyel elzartuk a vér Gtjat, és a hasi aortat katétereztiik (22-es
méret). A perfizids gépet csatlakoztattuk a katéterhez, és az aramlast mindegyik csoportban 110
ml/h sebességgel tartottuk fenn. A perfuzatum térfogata 55 ml volt. 30 perc mulva az perfuzid
befejezddott, a katétert eltavolitottuk, és keletkezett kivezetd nyilast lezartuk. (3. ébra) A
reperfuzios szakasz 60 percig tartott. Ezt kdvetden az allatokat kivéreztetéssel terminaltuk. A vér-

¢és vesemintakat azonnal -80 ° C-ra helyeztiik kiilonallo edényekben.
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3. abra: Az in situ perfazié-reperfazios allatmodell sematikus abrazolasa

3.4. Analitikai modszerek

3.4.1. Biokémiai analizis

Az eredmények igazolasa érdekében mértiik a vesemintdkbol az IL-1B, IL-6, TNF-a, SOD és
katalaz szintjét és aktivitasat. A vese- és majmintakbol in situ perfizidos modell alapjan mértiik a
SOD ¢s a katalaz aktivitast (a gyulladasos citokineket nem elemeztiik a reperfiizié hidnya miatt).
Az IL-1PB, az IL-6 és a TNF-a a gyulladasos valasz f6 mutatoi, és a vér- €s szovetmintdkban
mutatott szintjiiket Rat IL-1 béta ELISA Kit, Rat IL-6 Elisa Kit, Rat TNF alfa ELISA Kit
segitségével mértiik (Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kiradlysdg) a gyartd6 protokolljanak
megfeleléen. Az oxidativ stressz szintjének méréséhez a gyartdé protokolljat kovetve a
szuperoxid-diszmutaz-aktivitas vizsgalati reagenseket és a Kkatalaz-aktivitas-vizsgalati Kitet

(Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag) hasznaltuk.



3.4.2. Hisztopatolégiai analizis

Hematoxylin-eozin jeldlés protokollja

A szoveteket 10% neutralis formalinban fixaltuk, paraffinba agyaztuk, 3 mikrométer vastag
szeletekre vagtuk rotaciés mikrotommal (Microm HM 325, Thermo Scientific Ltd.), és bevonatos
iivegmikroszkop targylemezekre helyeztiik. Deparaffinizalas és rehidratdlas utdn a mintakat
hematoxilinnal festettiik, csapvizzel kékitettiik, a szOveteket eozinnal festettiik, alkoholban

dehidrataltuk, xilolban tisztitottuk és allando rogzité kozeggel szereltiik fel.

3.4.3. Western blot protokoll

A vese- és majszovet mintdkat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd kézzel mozsarban
poritottuk és jéghideg lizispufferben oldottuk (amely 50 mM Tris-t (pH 7,4), 150 mM NaCl-ot, 1
mM EGTA-t, 1 mM Na3VO4-et, 100 mM NaF, 5-et tartalmazott. uM ZnCl2, 10% glicerin és 1%
Triton X-100 plusz 10 pg/ml proteazinhibitor aprotinin). A lizatumokat 40 000x g-vel 4 °C-on 30
Dye Reagent Concentration (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, Kalifornia, USA) segitségével
(abszorpciomérés 595 nm-en) 30 pg denaturalt teljes fehérjét tartalmazo mintakat készitettiink és
10% poliakrilamid gélekbe mértiik. A méret alapjan elvalasztott fehérjéket fél oran at elektro-
blottoltuk a PVDF membranokra a Trans-Blot Turbo félszaraz rendszerrel (Bio-Rad Laboratories,
Inc., Hercules, Kalifornia, USA), majd blokkoltuk 3% BSA-ban oldva 0,2% Tween 20-at
tartalmazd Tris-pufferolt sooldatban. A membranok vizsgalata az elsddleges antitestekkel
(kaszpaz-12 és XBP1 [Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA]) 1:1000 aranyban higitva a
blokkol6 oldatban, majd 4 °C-on egy ¢jszakéan 4t. Az antitestek membranhoz vald kotodését egy
torma-peroxidazhoz konjugalt szekunder anti-nyul IgG-vel (Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Dallas, Texas, USA) higitottuk, 1:10 000 aranyban. A fokozott kemilumineszcens jelet egy
G:box gél dokumentacios rendszer (Syngene, India) segitségével jelenitettiik meg. Ezutdn az
0sszes membrant levalasztottuk az antitestekrdl, és a fentiek szerint a GAPDH elleni elsédleges
antitest (Cell Signaling Technology, Danvers, Massachusetts, USA) alkalmazasaval 1: 3000
higitasi sebességgel ismételten kimutattuk az esetleges terhelési kiilonbségeket. A blotok
elemzéséhez Imagel szoftvert hasznéltak, a statisztikai értékeléshez Bonferroni korrekcidval

egyiranyu varianciaanalizist (ANOVA) hasznaltak.



3.4.4. Statisztikai analizis

A statisztikai értékeléshez egyiranyu varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztunk, majd megfeleld
post hoc teszteket (Dunnett's, Sidak) végeztiink tobbszords dsszehasonlitas céljabol. Az Gsszes
Western-blotot egymastol fiiggetleniil, harom ismétlésben késziilt. A statisztikai értékelés
tekintetében egyiranya ANOVA-t alkalmaztunk, amelyet Bonferroni post-hoc elemzése kovetett.
Minden adatot atlag + SD értékként jelenitettink meg. A kiilonbséget akkor tekintettiik
statisztikailag szignifikansnak, amikor a p-érték kevesebb, mint 0,05, ¢s csillaggal osztalyoztuk
az alabbiak szerint: p <0,05 (*); p <0,001 (**); p <0,0001 (***). A statisztikai elemzést a

GraphPad Prism for Windows szoftverrel (5.03 verzid) szamoltuk.

4. Eredmények és diszkusszio

4.1. Ischaemia-reperfizios karosodas modell

4.1.1. Eredmények

El6szor, arra a kérdésre valaszolva, hogy a Pio melyik beallitassal csokkenti jobban az oxidativ
stresszt, SOD ¢és katalaz aktivitast, vizsgalatokat végeztiink. Az kontrollcsoport szignifikans
kiilonbséget mutat az ischaemias csoportokhoz képest. A két kezelt csoport kozott azonban nem

észlelhetok donto eltérések.

Az IL1-béta, IL6 ¢és TNF-alfa expressziojat ELISA-val detektaltuk. A kontrollmintak
statisztikailag szignifikans kiilonbséget mutattak a kezelt csoportokhoz képest, és a kezelés
leghatékonyabb id6pontja az IL1-béta esetén a Pio kezelés a reperfuzios periodus megkezdése
el6tt (pre-Pio reperfuzids ischaemia). Az ischemias periddus kivaltasa el6tti Pio-kezelés azonban
hatékonyan csokkentette az IL6 €s TNF-alfa expressziot a kontroll ischaemias csoporthoz képest.
A két kezelt csoport, a pre-Pio 1h ischaemids €s a pre-Pio reperfiizios ischaemia kozott azonban

nem volt szignifikans kiilonbség.

A hisztopatologiai elemzés nem mutatott apoptotikus vagy onkotikus jeleket a kontroll
csoportokban. Az alapvetd szovetszerkezetet megtartott maradt. A kontroll ischaemias
csoportban azonban a duzzadt tubulusok és Bowman-tokok, valamint az eozinofilia mutattak a
veseszOvet karosodasat. A kezelt csoportok kozotti kiilonbség a megduzzadt endothelidlis
tubulusok meglétében lathatd. A Pio 1h el6tti ischaemias csoportban a duzzanat lathato, de nem

ugyanolyan mértékben, mint az el6z6 csoportban, a Pio lh el6tti ischaemiaban. A pre-Pio



reperfuzios ischaemia korreldl a kontroll szdvetszerkezetével. A hisztopatologiai eredmények

korrelalnak az ELISA és a Western blot eredményekkel.

A kaszpaz-12 expresszidjat Western blot alkalmazasaval mértiik. A kontrollmintak séavjai
gyengébbek és a kezeletlen, de az ischaemias (kontroll ischaemids) csoport pixelstiriisége
szignifikdnsan magasabb a kontroll és a Pio 1h el6tti ischaemias csoporthoz képest. A reperfuzio
iniciacio eldtti Pio-beadds (pre-Pio reperfuzios ischaemids csoport) azonban csokkentheti a

kaszpaz-12 expresszidjat, statisztikailag nem szignifikans mértékben.

A kezelt csoportok csokkentették az XBP1s expressziot a kontroll ischaemias csoporthoz képest.
A kontroll ischaemias és a kezelt csoportok szignifikdnsan kiilonboztek a kontrolloktol. XBP1u
esetén a kontrollcsoportok szignifikans eltérést mutatnak a nem kezelt, de az ischaemias (kontroll
ischaemids) ¢és a kezelt csoportoktol. A leghatékonyabb idOpont a Pio beadasa volt egy oraval az
ischaemia megkezdése eldtt, Osszehasonlitva a kontroll ischaemids csoporttal az XBPlu
expresszid csokkenésében. A savok mintazata azonban a korabbi eredményekhez hasonldan azt
mutatja, hogy a kontroll ischaemias és a pre-Pio reperfuzids ischaemids csoportok kozotti

kiilonbségeket statisztikai elemzéssel nem sikeriilt megéllapitani.

4.1.2. Megbeszélés

Az IRI stilyos problémakat okozhat a mikrocirkulacidban, és a beteg magasabb morbiditdsdhoz és
hosszan tartd korhdzi kezeléshez vezethet. Sejtdiszfunkcid, interstitialis 6déma, gyulladédsos
citokin expresszio sejtpusztulashoz vezethet. Az ischaemias iddszak hossza nagy jelentdséggel
bir az okozott karok szempontjabol. IRI modelliink esetében a 45 perces ischaemids és 90 perces
reperfiizios periodusokat alkalmaztuk, mivel a nemzetkozi szakirodalomban ajanlott. A hosszabb
ischaemids periodus (60 percnél hosszabb ideig) visszafordithatatlan sériilést és jelentds sejthalalt

okoz, amely karos hatdssal van a szerv miikodésére és veseelégtelenséghez vezethet.

Nemzetkozi szakirodalom alapjan a nemi és/vagy szexualis szteroidok szerepet jatszhatnak az
ischaemias sériilésektdl valo felépiilésben a nem vese szervekben, a posztischaemias Szervi
diszfunkciokat pedig a nem és a nemi szteroidok befolyasoljak. Miiller és mtsai cikket publikalt
errdl a kérdésrdl, és a kozolt tanulmanyok kovetkeztetései szerint a jelen tézisben bemutatott
Osszes kisérlet soran him Wistar patkanyokat valasztottak. Arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a

ndstény patkdnyok viszonylag védettek a posztischaemids veseelégtelenséggel szemben, tovabba



himeknél ugy tiint, hogy az androgének ischaemids vesekarosodasra gyakorolt hatdsat az
endothelin altal kivaltott érrendszeri valtozasok kozvetitik. Robert és mtsai megvizsgaltak a
nemek kozotti kiilonbséget és a nemi hormon termelését ragesalok vese ischaemia reperfizios
sériilésében és javitasaban. Osszességében elmondhatd, hogy az ischaemia utdn a vesefunkcio
helyredllitdisa és a szovetkarosodds nemtdl fiiggdtt, és a kiilonbségek a nemi hormon

e yey

modositasaval tarsultak.

Az IRI moédszer sokféle alkalmazast kinal. Hatalmas szamt gyogyszert teszteltek, fiiggetlentil
attol, hogy antioxidans, gyulladascsokkentd vagy vese védd szerek-e vagy sem. Célunk az volt,
hogy jellemezziik a Pio alkalmazasdnak hatasat egyetlen dézisban, de eltérd id6pontban. Ezért
SOD ¢és katalaz aktivitast, gyulladasos citokineket (IL1-béta, IL6, TNF-alfa) mértiink,
hisztopatologiai valtozasokat és endoplazmas retikulum stressz markereket (kaszpaz-12, XBP1s
¢s XBPlu) elemeztiink. A tovabbi kisérletekhez eldszor a kovetkeztetést vontuk le, és az
ischaemias periodus megkezdése el6tt egy oraval a Pio kezelést részesitettiik eldnyben, mivel ez
a kisérleti csoport képviselte elvarasainkat és valaszul szolgalt a hipotézisekre. A Pio 1h el6tti
ischaemias csoport nemcsak az oxidativ stressz és gyulladasos citokinek, hanem az ERS
markereket is csokkenti. Feltételezziik tehat, hogy a Pio protektiv hatassal bir az IRI-ben az

oxidativ stressz, a gyulladas és az ERS, valamint az ebbdl kovetkezd sejthalal ellen.

Az IRI modszert az 1980-as évek Ota alkalmazzdk, és szamos gyogyszert és szert alkalmaztak
hatasuk és alkalmazhatosaguk meghatarozasara. Intézetiink szamos publikacioval rendelkezik és
mas kutatokkal kozremiikodott az IRI indukcid, valamint a pre- ¢€s posztkondicionalas

modszereinek kombinalasaval.

A nemzetkozi szakirodalom szerint a Pio gyulladascsokkentd, antioxidans €s vesét védd hatasait
bizonyitottak. Az ERS-ben az IRI patkany vesemodelljével kapcsolatos jotékony funkciot
azonban még nem vizsgaltak. Ezért, hogy Osszehasonlitsuk a két kezelt csoport hatasat a fent
emlitett markerekre, kisérleti tanulményként fontosnak tartottuk azok hatdsainak Gsszevetését,
amelyek eredményei tovabbi kisérletek alapjaul szolgaltak, mint példaul az in situ perfazios

modell és az in situ perfuzié -reperfizios modell.



Korabban, mint fent emlitettem, megvizsgaltak és bebizonyitottdk a Pio oxidativ stressz és
gyulladas elleni védohatasat, azonban az ERS markereit még nem vizsgaltak IRI kornyezetben
Pio-val. Az NRK-52E sejteket azonban hipoxia/reoxigenizacids sériilésnek tették ki, és

deklaraltdk a Pio citoprotektiv hatasat.

Osszegzésként elmondhatd, hogy a hisztopatoldgiai eredmények korrelalnak az ELISA és a
Western blot eredményekkel, mivel a Pio-nak nem volt toxikus hatdsa a beadott dozisban, és
csOkkentette a gyulladast azaltal, hogy mérsékelte a vizsgalt citokinek expresszidjat és az
oxidativ stresszt. Az ERS markerek azt abrazoltak, hogy a Pio véd6 hatassal van az organellum
IRE1 ttvonalra gyakorolt stresszére. Tovabbi kisérletekre van azonban sziikség a Pio

leghatékonyabb mennyiségének meghatarozasahoz az IRI és mas modelljeink tekintetében.

4.2. In situ teljes test perfuziéos modell
4.2.1. Eredmények

4.2.1.1. Patkany vese eredmények

SOD és katalaz aktivitas ELISA-kat végeztiink a beadott Pio leghatékonyabb adagjanak
meghatarozasara az in situ perfiziés patkany modell tekintetében. Dozisfiiggd mintazatot
figyeltink meg. A 10 mg/kg Pio csoport kivételével szignifikans kiilonbség nemcsak a KH
(perfuzid nélkiil Pio) és a kezelt csoportok kozott volt (20, 30, 40 mg/kg Pio), hanem a 10 mg/kg
Pio ¢és a 30, 40 mg/kg Pio csoportok, tovabba a 10 és 20 mg/kg Pio csoportok szignifikdnsan
magasabb SOD és katalaz aktivitast mutattak, mint a 40 mg / kg Pio csoport.

A hematoxylin-eozinnal festett hisztopatologiai elemzések azt mutattak, hogy a kontrollcsoport
f6 szovetszerkezete megmaradt, és nem észleltiik az apoptdzis jeleit vagy a tubulusok vagy
Bowman-kapszulak duzzadasat. A Krebs-Henseleit-kezelt csoportban (KH) azonban a tubulusok
¢s Bowman-tok duzzanata lathaté volt. Dozisfiiggé modon megfigyeltiik a gyogyszer pozitiv
hatasat, mivel a KH + 40 mg/kg Pio csoportban a szovet szerkezete korrelalt a kontroll

mintéjaval.

A Pio ERS-csokkentd hatasanak megallapitasahoz kaszpaz-12 és XBP1 Western blotokat
végeztliink. A Pio pozitiv hatasa dozisfliggdé mintazatot mutatott. Western-blot-analizist végeztiink
a kaszpaz-12-re és XBP1-re vonatkozo fehérje expresszid megvizsgalasara, mind maj-, mind

vesemintakbol, és feltartuk a kiilonb6zé Pio doézisok hatasat. A kaszpaz-12 expresszidja



alacsonyabb volt, mely fiiggott a gydgyszer koncentraciojatol a vesemintak tekintetében. A Pio
mind a négy beadott dozisban hatékony volt. A Western blot elemzés szignifikans kiilonbségeket
mutatott ki a vesemintak XBP1 expresszidjaban. A pixelsiirliség mintdzata hasonlonak tlinik az
XBP1s és az XBP1u esetében, azonban az XBP1u gyengébb savokkal rendelkezik, és ezeknek a
fehérjéknek az expresszidja is alacsonyabb. Mindazonaltal a Pio 40 mg/kg dézisa jelentOsen

hatékonyan csokkentette mind az XBP1, mind az XBP1u expressziojat.

4.2.1.2. Patkany maj eredmények

Patkdny méj mintakat is elemeztiink, és megmértiik a Pio SOD ¢és katalaz aktivitdsra gyakorolt
hatasat. Megfigyelhet6 a fent emlitett dozisfiiggé tendencia. A kontrollcsoport szignifikansan
alacsonyabb SOD és katalaz aktivitast mutatott, mint az Gsszes tobbi kisérleti csoportban. KH +
30 és 40 mg/kg Pio dozisok jelentdsen csokkentették az oxidativ stressz markerek aktivitasat a
KH csoporthoz képest. KH + 10 mg/kg Pio csoport, hasonléan a KH csoporthoz, szignifikansan
magasabb SOD és katalaz aktivitassal rendelkezett, mint a KH + 40 mg/kg Pio csoport.

A kiilonb6z6 kezelt csoportokbol szarmazd patkdny mdj metszeteit hematoxylinnal és eozinnal
festettiik. A kontroll csoport normal megjelenést adott. A nem kezelt ischaemias csoportban (KH)
hipertrofikus hepatocitakkal és a majsejtek duzzadasaval tudtuk kimutatni a parenchima kifejezett
nodularis fibrézisat. A KH + 20 Pio és a KH + 30 Pio csoportokban az alapvetd szoveti struktura
megtartott volt. A kezelt csoportok kozott nem észleltiik az oncosis vagy apoptozis jeleit. Az
Osszes mintat a majbol nézve nagyon jol kimutathatd a beadott gyogyszer protektiv hatdsanak

tendenciaja.

A kaszpdz-12 majmintdk expresszidja 10 és 20 mg/kg Pio koncentraciondl szignifikdnsan

alacsonyabb volt a KH csoporthoz képest.

A mijmintdkat illetden a sdvok mintdzata hasonlonak tlint, azonban a Pio szignifikdnsan

hatékony dozisa a 30 és 40 mg/kg volt, az XBP1 és XBP1u elemzése alapjan.

4.2.2. Megbeszélés

Megfeleld gyogyszer alkalmazasa az IRI altal okozott karok csokkentésére dontd szerepet jatszik
a transzplantacioban és a miitétek soran. A vesetranszplantaciot kovetdéen a DGF kortilbeliil 30%
-a kapcsolodik az IRI-hez. Kisérletiink sordan a Pio gydgyszert valasztottuk, amelyet

inzulinérzékenyitd szerként alkalmaznak a 2-es tipusu cukorbetegség kezelésében, €és a publikalt



irodalom szerint gyulladascsokkentd ¢és antioxidans hatasu, valamint véd a kérosodas és
apoptozis ellen. A kezdeti ERS valasz egy védekez6é mechanizmus a kibontakozott és rosszul
Osszehajtott (foldingolt) fehérjék detektalasara és az ER homeosztazisanak fenntartasara. Az ER
hosszan tartdé rendellenes miikodése aktivalja az adaptiv jelatviteli utat, amelyet UPR-nek
neveziink. Az UPR hossza tavu aktivaladsa apoptotikusan programozott sejthaldlhoz vezethet.
Jelen vizsgalatunkban bemutattuk a Pio antioxidans szerként torténd alkalmazdsat, amely
elnyomhatja az ERS markerek expressziojat. Az IRE1 aktivaldsa megvaltoztatja a
kommunikéciot az ER és a mitokondriumok kozott, ami a mitokondrium diszfunkcidjahoz,

metabolikus egyenstlyhianyhoz és sejthalalhoz vezet.

A vese- és majmintak SOD-janak és kataldz-aktivitasanak eredményei alapjan dozisfiiggése
figyelheté meg. Ezért a Pio ujszer(i in situ perfuzidés modelliinkben megtartotta antioxidans

aktivitasat, és megvédte a veséket és a majat a sejthalaltol.

A kontroll csoportban az XBP1 és a kaszpaz-12 fokozott expresszidjat figyeltik meg, és
dozisfiiggd modon a Pio csokkentette ezen ERS markerek szintjét. Ezek a megallapitasok a Pio-t
mint terapias célpontot jelentik az ERS és végso soron a sejthalal védelmében. Az XBP1s/XBP1u
aranya mutatja az IRE1 utvonalak aktivitdsat, azonban kiilonb6zé géleket és membranokat

hasznaltunk az XBP1s és XBP1u kimutatasara, ezért az arany kiszamitasa nem megbizhato.

Kisérleti modelliinkben az in situ teljes test perfuzids rendszert alkalmaztuk a vesék és a maj
perfundalasara Krebs-Henseleit oldattal, amelyet kiilonb6z6 Pio dézisokkal mddositottunk. Az
alkalmazott koncentraciok a 10, 20, 30 és 40 mg/kg Pio voltak. Az irodalom szerint ezek a
koncentraciok megvédhetnek a sejtkdrosodastol és az apoptozistdl, és a magasabb dozisszint
hatékonyabb. Ez az in situ perfizios modell alkalmas a vese- vagy majtranszplantacio
utdnozasara, amikor a klinikusok a szervet szervkonzervald oldattal perfundaljak, amely segit
megodrizni a szerv milkodOképességét €és nem modositja a sejt szerkezetét. Ez a folyamat
elkeriilhetetleniil sziikséges a DGF ¢és az ennek kovetkeztében ismételt transzplantacid
csokkentéséhez. Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a Pio alkalmas a sejtkarosodas

csokkentésére, valamint a potencialis ERS és az apoptozis csokkentésére.

Az alkalmazott koncentraciokat a publikalt irodalom alapjan hataroztuk meg. Singh és mtsai

kisérletiik soran 20 és 40 mg/kg Pio-t adtak oralisan 1 d6raval az IRI indukcio el6tt az allatoknak.



Eredményeik szerint a 40 mg/kg dozis csokkentette a szérum vizeletsav, a vér karbamid-nitrogén,
a szérum nitrogén ¢és a mikroproteinuria koncentracidjat. Ezenkiviil a Pio nagyobb
koncentracioban csokkenti a myeloperoxidase aktivitast a szovetek tekintetében. Kiemelik a Pio

renoprotektiv hatasat diabéteszes és nem diabéteszes modellekben, vesekarosodas tekintetében.

A perfazidos 1d6 és a perfuzatum térfogatanak bedllitasdhoz perfuzids rogzitési protokollt
hasznaltunk és modositottuk, mivel a vena cava-t hasznaltuk bearamlasként, a hasi aorta
szakaszat pedig kiaramlasként. A protokoll szerint a patkdny hasi aortajan athaladva 100 ml/h
aramlasi sebességre van sziikségiink, igy kisérletiinkben 100 ml/h sebességrél inditottunk
perfuzidt, majd lassan noveltiikk az aramlasi sebességet, amig a vese és a mé4j nem valt opalossa

vagy fehérré. A protokoll szerint 250-300 ml perfuzatum oldat optimalis egy patkany szamara.

A thiazolidindionok (TZD) csoportja a legszélesebb korben tanulmanyozott PPARy ligandumok.
A PPARy aktivalasa inzulin-szenzitizaciot eredményez azaltal, hogy szembeszall a TNFa
hatdsaval az adipocytdkban, és fokozza a gliikdz metabolizmusat. A legijabb tanulmanyok
szerint a Pio védi a veséket, a szivizomot és az agyat az IRI-vel szemben. A Pio és mas PPARy
agonistak potencidlis szerepe: nefroprotektiv, és a vesekarosodas nem diabéteszes modelljeiben
(példaul IRI és gyogyszer vagy vegyszer altal kivaltott vesetoxicitds) bizonyitjdk. A Pio
renoprotektiv tulajdonsagai az endothelium-fiiggd vazodilataci6 megkonnyitésével mutatkoznak
meg a NO-termelés rendellenességeinek modositasa révén, fejlesztve az antioxidans profilt €s
szabalyozva a gyulladdsos mediatorok expresszidjat és apoptotikus tényezdket. Ezenkiviil a Pio
inzulin-szenzitizald hatasat tekintve csokkentheti az IRI modellben az oxidativ stressz okozta
gyulladast és kovetkezményeit. Hypoxids koriilmények kozott végzett kisérletek NRK-52
sejteken bebizonyitottdk, hogy a Pio novelte a sejtek talélési aranyat és csokkentette a
hipoxia/reperfuzié okozta karosodast. A TUNEL assay szerint megallapitottak, hogy a Pio
csokkentheti az apoptotizalt sejtek aranyat a kezelt csoportokban a kezeletlen, hipoxia/reperfuzios
kontroll csoporthoz képest. Ezenkiviil a Pio rendelkezik endothel protektiv funkcioval, amellyel a

metotrexat (MTX) terapia mellett alkalmazhato.

Korabban a Pio hatasat IRI patkany modellekben tanulmanyoztak, in situ perfuziés modszerre
azonban nem taldlunk eredményt. Legjobb tudomasunk szerint ez az elsé olyan vizsgalat,

amelyben a Pio hatasait alaposan megvizsgaltak egy in situ perfuziéos modell vonatkozasaban az



ERS és a szdvettani valtozasokra hivatkozva. Megallapitottuk, hogy a Pio a leghatékonyabb akut

hasznélatban és nagyobb koncentracioban.

4.3. Insitu perfuzié-reperfiizios modell

4.3.1. Eredmények

Egy 1j, in situ perfuzio-reperfuzidés modellt dolgoztunk ki a Pio hatasanak tesztelésére kiilonbozo
dozisokban. A jelen PhD tézis tobbi kisérleti modelljéhez hasonldan az oxidativ stressz markerek
aktivitasat és a gyulladasos citokinek expressziojat mértik és elemeztiik, Gsszehasonlitva a
kontrollokat és a perfuzios csoportokat. KH + 40 Pio perf. csoport volt a leghatékonyabb, és a

legalacsonyabb a SOD ¢és a katalaz aktivitasa.

A gyulladéasos citokinek expressziojat ELISA-val mértiik, és a csoportokat Osszehasonlitottuk
egymassal. A perfuzalt, de nem kezelt és a kezelt csoportok statisztikai viszonya kozotti
kiilonbségre 0sszpontositottunk. A legnagyobb koncentracié az IL1-béta, az IL6 és a TNF-alfa

expressziojat csokkentette a legmarkansabban.

A kontroll szévettani metszetekben semmilyen onkozis vagy apoptdzis nem mutathato ki, az alap
szOveti struktura megmarad. A KH perf. csoportban megduzzadt Bowman-tokok és endothelialis
tubulusok, valamint eozinofilia figyelheté meg. A metszetek szerint a KH + 20 és 30 mg/kg Pio-
val végzett perfiizid kevesebb szovettani rendellenességet abrazol, szoveti szerkezetiik korrelal a

kontroll csoportokkal.

A kaszpaz-12 fehérje expressziojat Western-blottal mértiik. Korabbi eredmények szerint a KH +
40 Pio perf csoport csokkentette a kaszpaz-12 expresszidjat, azonban jelentds kiilonbség

figyelhet6é meg a KH perf és a KH 20, 30 és 40 Pio perf kozott.

Az XBP1s (56 kDa) fehérje expresszioja a KH perf. csoport eredményei szerint azt lattuk, hogy a
KH + 30 és 40 mg / kg Pio perf. csoportok jelentdsen csokkentették az XBP1 expressziojat. Az
XBP1u (29 kDa) fehérje expressziojanak pixelstirlisége szerint az dsszes kezelt csoport, a KH +
10 Pio perf. kivételével, csokkentheti az XBP1 fehérje expressziojat, €s a KH + 40 Pio perf. adta
a legnagyobb mértéki eltérést a KH perthez képest.



4.3.2. Megbeszélés

Az IRI csokkenésének fontossdga megkérddjelezhetetlen, amelyet fontos tényezének tekinthetd a
magas morbiditds ¢és mortalitds meghatdrozadsdban szamos betegségben, mint példaul a
szivinfarktus, ischaemias stroke, AKI ¢s trauma. Kiilondsen a szervatiiltetésben, valamint a nagy
mitétben az IRI sulyos szovodményeket okoz és befolyasolja a klinikai kimenetelt. Mint fentebb
emlitettem, az ischaemias periddus lassitja az anyagcserét az ischaemids szerven beliili
kereslethez képest. A sulyos hipoxia miatt mikrovaszkularis diszfunkci6 alakul ki. Ezenkiviil a
reperfuzios fazisban a normalis koriilmények helyreallitasa helyett a tovabbi karosodasok szdmos
mechanizmus (velesziiletett és adaptiv immunvalasz és sejthalal-program) aktivalodasat idézik

elé.

Az emberi transzplantacids protokoll modellezésében ezek a megallapitdsok fontosak, mivel a
konzervalé oldat perfundalhatd, és reperfuzids peridodus alatt fenntarthatja a sejtek €s szovetek
szerkezetét. Ezzel a modszerrel csokkenteni lehet a DGF el6fordulasat és ndvelni a talélési

aranyt.

Tobb mint 5 évtizede sikeresen alkalmaztdk a szervmegOrzésben torténd hiitést (a konzervalod
oldat perfuzidja a szervbe, és a szerv hipotermikus koriilmények kozott torténd tarolasat), mely
csokkentette a szervelégtelenséget, mivel a modszer mérsékelte a szervek anyagcseresziikségletét
¢s gyengitette az ischaemias sériilést. Szamos tartésitd oldat all rendelkezésre a klinikai
gyakorlatban, és az effektivitas egyre jobb. A University of Wisconsin (UW)/Viaspan és
Histidin-triptofan-ketoglutarat (HTK)/Custodiol oldat a leggyakoribb tartdsitd oldatok, és a hasi
szervek megdrzésében hasonld hatékonysagtiak. A HTK azonban ellentmondéasos eredményeket
mutat a hasnyalmirigy sejtes 6démaja tekintetében, szdmos tanulmany megallapitotta, hogy
elonydsebb a hatasa a majtranszplantacioban az epeuti szovodmények ellen, mint az UW oldaté.
Vese esetén a HTK magasabb graftvesztéssel és megnovekedett DGF-rel tarsul. Az UW
referenciamutatoként szolgal a multiorganikus helyreallitasok sordn, de megvannak a maga

versenytarsai, kiilonosen a HTK oldat.

A mitokondrium fontos szerepet jatszik az oxidativ stresszben €és az ERS a gyulladasos és az
autofdgia a 2-es tipusu cukorbetegségben. Az ER egy alapvetd funkcioval rendelkezd
organellum, mely funkcidi kozé tartozik a fehérjeszintézis és -feldolgozas. Az UPR meginditasa
utan az ERS héarom {6 jelatviteli tvonalon aktivalodik: IRE1, ATF6 és PER. Tudomasunk szerint



az ERS tobbféle vesebetegségben vesz részt, példaul vesefibrozisban, diabéteszes

nephropathiaban, AKI-ban, CKD-ben.

crer

oldattal, Pio-val modositva, kiilonbozé dozisokban. Az in situ perfuzio-reperfiziés modell az IRI
¢és az 0j in situ perfazids patkanymodell kombinacidja. Célunk az volt, hogy meghatarozzuk a Pio
optimalis dozisat, amely megegyezik a dolgozat masodik fejezetében leirtakkal. A hipotézis az
volt, hogy a reperfuzios szakasz hogyan modositja a Pio hatdsit. Az eredmények szerint a
gyogyszer legnagyobb dozisa (KH + 40 mg/kg Pio perf. csoport) az oxidativ stressz, a
gyulladasos citokinek és az ERS markerek hatékony csokkentd tényezdje volt. A hisztopatoldgiai
eredmények korrelalnak az ELISA és a Western blot eredményekkel, azonban a HE-vel festett

vese metszeteken a 20 és 30 mg/kg Pio perf. csoportok kevesebb szovetkarosodast mutattak.



5. Kovetkeztetés

A Pio egy klinikailag alkalmazhat6 és nem toxikus szer, amely novelheti a szévetek ischaemias
toleranciajat az endoplazmas retikulum stresszt és az ebbdl kdvetkezé apoptozist csokkenti. Az
eredmények aldtdmasztjak azt a megallapitast, hogy a Pio ERS-csokkentd hatasi magasabb
dozisok esetén, mind vese, mind maj perfizid esetén. Ezenkiviil nem tudtunk kimutatni a Pio-val
kapcsolatos nekrotikus hatast, amely utalhat arra, hogy ennek a PPARy agonistanak, a
Pioglitazone-nak, egy akutan alkalmazott nagyobb dozisa segithet az alapvetd szervszerkezet
fenntartdsaban mind a vese, mind a m4dj esetében. Tovabbi kisérletekre van sziikség az e
modszertani készletre hivatkozd6 mas PPARy agonistdk megvizsgalasahoz és az ischaemidban és
a szervek in situ perfuzidval torténé megérzésében jatszott potencialis szerepiik bizonyitasahoz.
Elézetes vizsgalatunkban tjszert, in situ perfundalt patkanymodelliinkben a Pio véd6hatasanak
megerdsitését tlztilk ki célul. Mas ERS ttvonalakat kell megvizsgalni ebben a kisérleti
bedllitasban, hogy szélesebb korli ismereteket szerezziink a Pio ERS csokkentd aktivitasarol.
Megallapithatjuk, hogy a legnagyobb dozisnak gyulladascsokkentd, antioxidans és ERS gatlo

hatasa van, rdadasul a hisztopatoldgiai eredmények igazoljak Pio hatékonysagat.

Harmadik célunk a vizsgalat masodik €s harmadik kisérleti sorozatanak Osszehasonlitasa volt, a
Pio beadott dozisai hasonldak voltak, a perfuzid periddusai azonban nem. Ezért gondosan meg

kell allapitanunk a két modszer kozotti 6sszefliggést.

Az enzim polimorfizmusa miatt az embereken torténd alkalmazas eltér a Pio altalunk alkalmazott
protokolljaitol, dozisaitdol és idotartamaitol. Ezért egy valds ideji patkdny vesedatiiltetés
modellezését tervezziik, ahol egyesithetjilk kisérleteinket, és tesztelhetjik és javithatjuk az

id6tartamokat, a Pio beadott dozisait €s a miitéti eljarast.



6. Uj eredmények

1. Elso vizsgalatunkban megvizsgaltuk és bebizonyitottuk a Pio véddéhatasat gyulladasban,
oxidativ stresszben és ERS-ben, amely az egy o6raval az ischaemias periodus megkezdése
elott volt detektalhaté. A hagyomanyos IRI kisérleti beallitisban az ERS markereket
el0szor elemeztiik €s megalapoztuk a tobbi kisérleti beallitast.

2. A masodik fejezet alapjan kiilonbség volt a vese- és a majmintak k6zott a Pio anyagcserét
illetéen, mivel a veseszovet esetében a nagyobb dozis volt a protektiv, azonban a
majmintak esetén a kozépsé dozisok (20 és 30 mg/kg Pio) rendelkeztek pozitivabb
hatassal. Ismereteink szerint és Osszehasonlitva a nemzetk6zi szakirodalommal, egy 0j, in
situ perfuzios rendszert vizsgaltunk, amely felveti a Pio klinikai transzplantacios
protokollban torténd alkalmazasanak lehetdségét.

3. A vizsgalat harmadik részében az eredmények korreldltak a masik két elvégzett
protokollal, és a 40 mg/kg Pio dozis az IRI ellen védé hatast mutatott a KH-val perfundalt
csoporthoz képest. Ismereteink alapjan ez az 0j kisérleti kornyezet alkalmas a preklinikai
gyogyszervizsgalatra és az IRI elleni eszkdztarunk bovitésére.

4. Osszességében megallapithatjuk, hogy a Pio nagyobb doézisokban alkalmazhato, és
kedvezé hatassal van a vese- és majmintakra IRI-ben, in situ perfizidban és in situ

perfuzid-reperfuzios modellekben.
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