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Rovid irodalmi hattér: A diabétesz (DM) - az anyagcsere komplex zavara - a populacié kozel 4%-
at érinti. Mikro-, és makrovaszkuléris szév8dmeényei a betegek varhatd élettartamat 5-10 évvel
csokkentik. Mivel az angiotenzin Il (ANGII) a diabéteszes szévédmények kialakuldsaban kdzponti
szerepet tolt be, a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) gatlék hatékony terapiat
jelenthetnek a sokszervi szovédmények megel6zésében. Bar e szerek antihipertenziv hatasa jol
ismert, cukorbetegségben alkalmazasi teruletik és hatasuk nem egyértelmd, a patofiziologiai
hattéer pedig tovabbra is jorészt tisztazatlan.

Nemrégiben merilt fel a RAAS gatlok antidepresszans szerepe is, bar keves irodalmi adat all
rendelkezésre. Egyes vizsgalatok szerint az aktivalt RAAS kapcsan kialakuld
hiperaldoszteronizmus 6sszefiigg a depressziv viselkedéssel, illetve az ARB kezelés enyhitheti a
cukorbetegek depresszidjat.

A DM és kronikus veseelégtelenség tarsbetegségeként jelentkezd depresszié fokozza a
nefropatia progresszidjat. DM-ben az elsédlegesen valasztand6 antidepresszansok a szelektiv
szerotonin visszavételt gatlok, melyekrél a kézemultban derilt ki Sigma-1 receptor (S1R) agonista
hatasuk. A S1R egyes szervekben (pl. szivizom) az Akt foszforilalasa révén az eNOS szintjét
emeli. A S1R a vesében is kifejezddik, ugyanakkor renalis lokalizacioja és funkcidja nem ismert.

A palyazat 3 évében diabéteszes patkanymodellben a RAAS gatlas és a S1R modulacio )
lehetséges hatésait tobb f6 kisérleti utvonalon vizsgaltuk, melyet az aldbbi abra 6sszegez. Mivel
az alkalmazott S1R agonista szer jelenleg szabadalmi bejelentés alatt van, a tovabbiakban FC03
koddal jel6lom a beszamoldban. Tekintettel a szdmos eredményre a beszamol6ban csak a
legfontosabb adatok keriilnek részletes ismertetésre. (A palydzat a Palydzo Dr. Fekete Andrea
bérét fedezte, a kisérletekhez szilkséges dologi és befektetett eszkdzok teljes kdltségét a Palyazo
egyeb kutatasi palyazatai biztositottak).

Célkittizések roviden:

* A RAAS inhibitorok protektiv szerepének tanulmanyoz asa a DM okozta epitelialis
mezenhimalis transzformacio (EMT) és fibrozis kived  ésében.

« A RAAS gatlok hatasanak vizsgalata a DM-hez tarsuld depresszio
patomechanizmusaban.

« A SI1R jelatviteli Gt moduldciéjanak (agonistak, ant agonistak, RAAS gatlok)
tanulmanyozasa a nefropatia és depresszio kialakula  saban.

* A kombinalt S1IR és RAAS gatl6 kezelések hatasanak v izsgélata a fenti folyamatokra.

Diabétesz/Hiperglikémia

ANGII, S1R

v 1 RAAS gatlok hatasai |,
RAAS FCO3-SIRagonista ' <1n modulaci

 vazoregulcio: Akt - NOS ] fibrézis: SMA, PDGF ] depresszi6:. S1R, BDNF ]2
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1. abra A diabétesz, a hiperglikémia és a renin-ang iotenzin-aldoszteron (RAAS) rendszer gatlas potenci  ais
hatasai (ANGll-angiotenzin I, S1R- sigmal receptor, NOS- nitrogén-monoxid szintaz, aSMA-simaizom-aktin, PDGF-
platelet derived growth factor)

A fenti patofiziologia utak vizsgalatahoz tébb k6z06 s modellt hasznaltunk.
Osszehasonlitottuk a DM kovetkezményeit, a kiilonb6z 6 RAAS gatlok és az FC03 hatasat.

Allatmodell: Him Wistar patkanyokban streptozotocinnal (STZ) 1-es tipust DM-et indukaltunk.
Héthetes (D7- DM hosszutava kovetkezménye) STZ-DM fennalldsa utan, két hétig kezeltik az
allatokat per os az alabbi RAAS gatlokkal: enalapril (0.5mg/tskg/nap), ramipril (0.1mg/tskg/nap)
lozartan (5mg//tskg/nap); spironolakton (50mg/tskg/nap); eplerenon (50mg/tskg/nap).

In vitro sejtkultira HK-2 proximalis tubulussejteket 10%-os FBS tartalmd tapoldatban
tenyésztettiink. A sejtek egy részeét fiziolégias (5mM/L), masik részét magas cukortartalmu
(35mM/L) oldatban tartottuk 72 éran at. A RAAS géatlok hatasdnak vizsgalatédra a sejteket a a
kovetkezdk szerint kezeltik: enalapril (végcc. 2.5uM); ramipril (,,,,,,) lozartan (végcc.10uM);
spironolakton (végcc. 1uM) és eplerenon (végcc. 10uM). Ozmotikus kontrollként 35mM/L cc.
Mannoz oldatban tenyésztett sejteket hasznaltunk.

Célkit izés 1. A RAAS gatlds és a FCO3 terapias lehet 6ségeinek tanulmanyozdsa a DM
nefropatia kialakulasaban.

Kisérlet 1. A RAAS gatldk és az FC03 Szisztémas hatasok vizsgalata (1. tAblazat).

Eredmények 1/1.

arameter ontro iabetesz +Enalapri +Lozartan +Spironolakton +Eplerenon
Paramé Kontroll Diabé D D+Enalapril D+Lozarta D+Spironolak D+Epl
Kezelés elétt | 10517 117 20 103 £ 33 110+18 118 £22 118+ 25
Vérnyomas
(MMHG) | oles utan | 100 +14 103 £21 116 + 29 109 +17 108 + 19 125+ 11
Kezelés elétt | 44348 366 + 47* 346 £41 334 £39 349 +32 366 + 42
Pulzus (/perc)
Kezelés utan | 422270 350 + 49* 356 + 26 362 + 43 400 +20° 389 + 35°
Kezelés eléit | 9:24 £1,27 >25 >25 >25 >25 >25
Vércukor
(mmoliL) s utan | ILE+LL 43,643,220 35,6 +5,2° 36,1+5,9° 33,24£2,4% 38,5+ 4°
Kezelés elgtt | 260 £ 12 250 + 41 264 + 48 250 45 290 + 28 290 * 62
Testtdmeg (g)
Kezelés utan | 342 £13 260 + 29%** 256 + 42 250 £ 65 323+ 3459 273 £55

1. tablazat Kontroll, diabéteszes és kezelt diabéteszes allatok vérnyomas, pulzus, vércukor és testtbmeg értékei. *p
< 0,05 vs. Kontroll; ***p < 0,001 vs. Kontroll; 8p < 0,05 vs. Diabétesz; 8§p < 0,01 vs. Diabétesz; 888p < 0,001 vs.
Diabétesz. (n=8/csoport; atlag = SD)
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2. abra Kontroll (KPWV), diabéteszes (DIAB) és kezelt diabéteszes allatok vérnyomas és pulzus értékei (n=8/csoport;
atlag + SD) A. RAAS gatlo kezelések; B. S1R agonista FC03 kezelés

Sem a DM, sem a kezelések nem eredményeztek jelentés vérnyomasvaltozas az egyes
csoportok kozoétt. Mindez arra utal, hogy ezek a szerek az alkalmazott dozisban szisztémas
hipotenziét nem okoznak (1. tablazat), és egyéb észlelt hatdsaik nem vérnyomas-csokkentd
tulajdonsagukbol adédnak.

A DM allatok szivfrekvenciaja alacsonyabb, melyet a csdkkent baroreceptor aktivitasnak
tulajdonitunk. Az aldoszteron-antagonistakkal torténd kezelés a pulzust jelentésen ndvelte, ami
felveti, hogy ez a gyogyszercsoport - a hipertonia indukcioja nélkil - képes a baroreflex aktivitas
visszaallitdsara. Az FC03-ral torténd kezelés a pulzust nem valtoztatta. (data not shown).

A DM-ben a mortalitas egyik kiemelt oka a megnovekedett kardiovaszkuléris riziko, ezért a
pulzushullam-terjedési sebesség (PWV) mérését is elvéegeztik. A PWV a klinikai gyakorlatban
még nem rutin eljarasként, de egyre szélesedd kérben alkalmazott non-invaziv médszer az érfal
rugalmassag mérésére és a kardiovaszkularis rizikd megitélésére. Allatkisérletekben nagyon
kevés adat all rendelkezésre, a RAAS gatldk hatasat pedig egyaltalan nem vizsgaltak.

Eredmények 1/2.

csoport; LS Means csoport; LS Means

Wilks lambda=,61201. F(8, 40)=1.3913, p=.22996 A Wilks lambda=,39257, F(20, 123,66)=2,0137, p=,01075 B-
Effective hypothesis decomposition Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Kimutattuk, hogy a hagyomanyosan és
az Uj ajanlasok szerinti tavolsag, ill. a bel6lik
képzett két PWV érték kivalé egyezést mutat. A
PWV értékét meérés sordn rogzitett testtomeg,
a szisztolés és a diasztolés vérnyomas
befolyasolta. Bar a DM ezen korai id6szakéban
nem mutathato ki szignifikans érfalrugalmassag
csokkenés a diabeteses &llatokban, azonban
az enalapril és losartan a PWV értékét
mérsékli. Bar az FC03 kezelés tendenciajaban
csokkenti a PWV-t, a valtozds nem
szignifikans. Tovabbi vizsgalatokat terveziink
2-es tipusu DM allatmodelljen is, ahol
varhatéan nagyobb az érfali ateroszklerozis.

Kisérlet 2. A RAAS gatlok és az FC03 antidepresszans hatasanak vizsgalata.

B.

A depresszi6 és a szorongas vizsgalatat: kényszeres Uszas teszttel,
illetve open field teszttel végeztik:

Vizzel telt hengerben 10 percig, videdn rogzitjuk az &allatok
viselkedését és elemezzik, a kulonbdz6 magatartdsformékat (Gszas,
lebegés) (A).

1m x 1m-es négyzetracsos alju
dobozban megfigyeljuk az allatok
mobilitasat és helypreferenciajat. A
mozgasmintazatokat statisztikailag
értékeltuk. (B).

a. Kényszeres Uszasteszt a depresszio megitélésére RAAS kezelést kovetden

Eredmények 2/1.
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4, abra Kontroll, diabéteszes (D) és RAAS gatld kezelt diabéteszes allatok kényszeres Uszasteszt eredményei

(n=5/csoport; atlag = SD; *p<0,05)

A kényszeres Uszasteszt soran depresszidra utal a lebegéssel tolt6tt id6 megndvekedése,
illetve ezzel parhuzamosan az Uszas, csokkenése. Azt talaltuk, hogy a D csoportban mindegyik
mozgasmintdzat a depresszidra utalo valtozast mutatta a kontrollokhoz képest, mig a RAAS gatlo
kezelések valtoz6 meértékben, de 6sszességében javitani latszottak a depresszids tlineteket.
Legkifejezettebb hatasa az ACE gatldknal észleltink.

b. Open field teszt a szorongas megitélésére RAAS kezelést kdvetden
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5. abra Kontroll, diabéteszes (D) és RAAS gatlé kezelt
diabéteszes allatok kényszeres Uszasteszt eredményei
(n=5/csoport; atlag + SD;*p<0,05)

DM-ben cstkkent a mozgékonysag, de ezt a
RAAS gétlo kezelések nem befolyasoltak.
Mindez arra utal, hogy az Uszasteszt soran
eszlelt kulonbség az allatok depresszios
viselkedésének tulajdonithaté inkabb, mint
fizikai allapotuk romlasanak.

Metodikai probléma is felmerilt a mérések
kapcsan, igy mas viselkedéstesztet is
alkalmazunk majd a szorongas megitéléseére.

c. Kényszeres Uszasteszt a depresszid megitélésére FC03 kezelést kdvetden
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6. abra Kontroll, diabéteszes (D) és FC qgatl6 kezelt diabéteszes Aallatok kényszeres Uszasteszt eredményei

n=5/csoport; atlag + SD;*p<0,05
p g p

A D csoportban észlelt depressziés mozgasmintazatot az FC03 - elsésorban a nagyobb
(20mg/tskg) dozisban - mérsékelte. Az antagonista kezelés a jotékony hatast felfliggesztette. A
kezelésnek szorongascstkkentd hatasa ebben az esetben sem volt. (Data not shown)
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Kisérlet 3. A RAAS gatlok és az FC03 hatasanak vizsgalata a renalis paraméterek valtozasara

Eredmények 3/1.

Paraméter Kontroll Diabétesz (D) D+Enalapril D+Lozartan D+Spironolakton  D+Eplerenon
Szérum kreatinin (umol/L) | 55,6 +5,4 64,6 +6,7* 57,8+9,8 54,8+7,1% 56,7 +4,5% 67,2+5,8
Szérum karbamid 7,12+0,28 15 +2,8%* 11,9+2,4 11915 8,61 + 1,05% 11,4+2,3°
Natrium (mmol/L) 154 + 8.46 135+3.7" 137.2+3.1 138+ 1 141 + 2% 140 + 2.3%
Kalium (mmol/L) 5.78+ 0.43 7.26 +0.86" 7.24+1.08 6+0.5° 5.34 +1.39% 6.12 +0.84°
Proteinuria (mg/L) B51+187 215¢168" | 11849 101 + 63 431 +167° 32+ 108
Gliik6zuria (mmol/L) ND 396 + 25* 414 + 40 335+32 471 + 358 445 + 198
FeNa 1,09 +0,05 2,57 +0,23* 1,16 £0,08° 0,6 £0,02° 1,2 +0,05° 1,06 +0,06°
Vizelet protein/kreatinin 0,12+0,02 1,77 +0,89** 0,14 +0,03%% 0,21+01%  0,35+0,1% 0,04 +0,02%

2. tablazat Kontroll, diabéteszes és kezelt diabéteszes allatok vesefunkciés paraméterei. *p<0,05 vs.

Kontroll; **p<0,01 vs. Kontroll; 3p<0,05 vs. Diabétesz; **p<0,01 vs. Diabétesz; 3*%°<0,001 vs. Diabétesz.
FeNa — frakcionalt natriumarités, ND — nem detektalhatd. (n=8/csoport; atlag + SD)

Eredmények 3/2.
Paraméter Kontroll Diabétesz (D) D+FC03 D+FCO3+NE100 D+ 2FCO3 D+2FC03+NE100

Szérum kreatinin (umol/L) | 52,6 £5,3 64,6 £6,7* 59,8 £4,2 548 +7,1% 56,7 +4,5% 67,2+5,8
Szérum karbamid 7,72£0,5 17 +3,8** 11,9+2,4 11915 8,61 + 1,05% 11,4+2,3%
Natrium (mmol/L) 147 + 4,46 135+3,17 136 +4,4 138+ 1 141 + 2% 140 + 2.3%
Kalium (mmol/L) 6.05+ 1,23 7.67+1.82"7 7.57+1,38 6+0.5° 5.34 +1.39% 6.12 +0.84°
Proteinuria (mg/L) 402 + 87 187 + 79** _ 153 + 49 177 £ 63 273 +167° 222+ 10°
Glikézuria (mmol/L) ND 319 # 75* 315 +31* 337 +32* 341 + 65° 291 +19°
GFR (ml/min/100g) 3.11+0,13 1.51 +0,97* 1.55 + 0,62 1.21 +0,158 1.93+0,1% 1.33+0,04%

3. tablazat Kontroll, diabéteszes és kezelt diabéteszes allatok vesefunkcids paraméterei. *p<0,05 vs. Kontroll;

*p<0,01 vs. Kontroll; 3p<0,05 vs. Diabétesz; *p<0,01 vs. Diabétesz; %5%°<0,001 vs. Diabétesz., ND — nem
detektalhat6. (n=8/csoport; atlag + SD)

A DM kovetkeztében kialakuld nefropatiat jelzik az emelkedett vesefunkcios értékek, GFR
csokkenése a hiponatrémia, hiperkalémia, a fokozott Na és fehérjelrités (2-3. tablazat). A
kezelések hatasara javult a vesefunkcid, csokkent a natrium és fehérjelrités és az aldoszteron-
antagonista csoportban merséklédétt a hiperkalémia. Mindezek az adatok igazoljak az alkalmazott
kezelések nefroprotektiv hatasat

Kisérlet 4. A RAAS qgétlbk és az FC03 hatdsanak vizsgalata a metabolikus paraméterek
valtozaséara

A kontroll, D7 és kezelt csoportokban meghataroztuk a szérum glikoz, triglicerid, koleszterin,
(atherogén tényez6k) oOsszfehérje, albumin Htk, Hb (DM és veseelégtelenség okozta
anemizalddas jellemzésére) értekét.
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Eredmények 4/1.

Paraméter Kontroll Diabétesz (D)| D+Enalapril D+Lozartan D+Spironolakton D+Eplerenon

Testtomeg (g) 342 +13 260 +29™ 256 + 42 250 + 65 349 + 29558 273 +55

Vércukor (mmol/L) 116+1.1 43.6+327 35.6+52%  36.1+59%  332+24%8 38.5+4%
Ossz koleszterin (mmol/L) | 1.72+0.43  4.1+2.3" 3.13+1.64 272+0.91  1.64+0.32% 2.28 +0.44%

LDL-koleszterin (mmol/L) ND 1.63+1.95 0.65+1 0.48 +0.54 ND® ND®
Triglicerid (mmol/L) 1.32+0.17 4.94+37 454+517 245+151 0.79 +0.29% 216 +1.17°
Osszfehérje (mmol/L) 65,8+2,8 56,4 +3,8%* 59+ 2 60 +1° 60,6 + 3,8° 53+4

Albumin (mmol/L) 428+1,6 33,9+1,8 342+1,8 35+2 3542 35,8+1,6°

4. tablazat_Kontroll, diabéteszes és kezelt diabéteszes allatok metabolikus paraméterei. *p<0,05 vs.
Kontroll; **p<0,01 vs. Kontroll; ***p<0,001 vs. Kontroll; 8p < 0,05 vs. Diabétesz; §§p<0,01 vs. Diabétesz;
$%8p< 0,001 vs. Diabétesz. ND — nem detektalhato. (n=8/csoport; atlag + SD)

Eredmények 4/2.
Paraméter Kontroll  Diabétesz (D) D+FC03 D+FCO03+NE100 D+ 2FC03  D+2FCO03+NE100
Testtomeg (g) 342 +18 276 +407 261 +22 237 +45 267 51 270 £ 45
Vércukor (mmol/L) 11.6 +3.1 424 +4™ 36.6 +6.2% 44.1+12 29.2 +7.4%% 445+ 4%
Ossz koleszterin (mmol/L) | 1.72+0.43  2.2+0.2 1.91+2.1 2.18+1.1 1.63+0.92% 1.79 +0.14%
Triglicerid (mmol/L) 058+0.27 11+27 154+51 2.45+151 0.79 +0.29% 2.16 +1.17
Osszfehérie (mmol/L) 57.8+22 44.4+4,8%* 56 + 2 46 +10 46.6 + 2° 47 + 4

5. tablazat Kontroll, diabéteszes allatok metabolikus paraméterei. *p<0,05 vs. Kontroll; **p<0,01 vs. Kontroll;
=*p<0,001 vs. Kontroll; §p < 0,05 vs. Diabétesz; *p<0,01 vs. Diabétesz; (n=8/csoport; atlag + SD)

Az allatok Hgb és Htk értekei nem kilénboztek az egyes csoportok kozott (anemizaldédast
nem okozott a nefropatia) ). A D7 csoportban a fehérvérsejt-szam jelentésen magasabb volt
(7,85x10% vs. 3,33 x10%/1; p<0,01) a kontroll csoporthoz viszonyitva. Az emelkedett leukocitaszam
jOl tiikrozi a DM hataséra kialakul6 mikroinflammacios folyamatok jelenlétét.

Az STZ indukci6é hatasara az allatok vércukra jelentésen emelkedett és kifejezett glikozuria
alakult ki (4-5. tdblazat). A vércukorértékeket az FC03 kezelések csokkentették, de a cukoriritést
nem mersékelték. A cukorbeteg allatok testtémege csokkent a kontrollokhoz képest. A fogyast
egyik kezelés sem védte ki. Adataink alapjan feltételezhet6, hogy a RAAS géatlé kezelések és
FCO03 - féleg a kisebb dbzisban - az cukorbetegségben renoprotektiv hatasuk mellett, a szénhidrat-
anyagcserét is jotékonyan befolyasoljak. A spironolakton sulynévelé hatadsa hatterében enyhe
dsztrogénszer( hatasa feltételezhet®.
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Kisérlet 5. A RAAS gatlas és a S1IR kombinécio hatds  anak vizsgéalata
Eredmények 5/1.
Paraméterek Kontroll Diabétesz (D) D+RAM+FCO03 | D+LOS+FC03 | D+SPI+FCO03 | D+EPL+FC03
Kezelés el6tt | 119+14 111 +15 108 +23 100 £11 | 108 #13 | 112  #12
MAP (mmHG)
Kezelés utan 116 +25 121 +19 110 +12 112 +14 122 +22
Kezelés el6tt | 397 + 46 374 +68 375 +67 373 +39 358 +43 370 +67
Szivfrekvencia (bpm)
Kezelés utan 352 +40 415 +69 366 +41 365 +25 388 +53
. 3 | .| Kezelés elétt | 141 +21 136 +13 134 +20 127 +14 134 +14 142 +15
Szisztolés Vérnyomas
(mmHG) p .
Kezelés utan 138 +19 147 +20 135 £12 | 139  #13 | 147  #20
. , , .| Kezelés elétt 94 £3 99,3 #16,9 | 96,3 250 | 87,4 9,7 |951 12,8 |97,9 #1055
Diasztolés Vérnyomas
(mmHG) , ,
Kezelés utan 1052 +28 | 109 +20 | 97,5 115 |99,3 151 | 110 24

6. tablazat Kontroll, diabéteszes és kombinacioval kezelt diabéteszes allatok

vérnyomas

és pulzus adatai.

*p<0,05 vs. Kontroll; **p<0,01 vs. Kontroll; p<0,05 vs. Diabétesz; **p<0,01

Diabétesz., ND — nem detektalhaté. (n=8/csoport; atlag + SD)

A kombinacios kezelés a vérnyomas és a pulzus értékét nem befolyasolta, ami
alatdmasztja, hogy a valasztott kezelések non-presszor dézisban torténtek, tehat az észlelt

vs. Diabétesz; 3%%P<0,001 vs.

véltozasok flggetlenek az alkalmazott szerek esetleges antihipertenziv tulajdonsagéatol.

Eredmények 5/2.

Paraméter Kontroll Diabétesz (D) | D+RAM+FC03 D+LOS+FC03  D+SPI+FCO03 D+EPL+FC03
Szérum kreatinin (umol/L) | 52,6 +5,3 64,6 +6,7* 57.8 +3.8% 56.58 + 2.2% 55.1 +3.5% 54,2 +2.8%
Szérum karbamid 7,72£0,5 17 +3,8** 10.4 +1.3% 9.93 +1.3% 8.16 +1.8% 8.5+ 18
Natrium (mmol/L) 147 + 4,46 135+3,17 139+ 4,4 134 +1 136 + 2 135+2.3
Kalium (mmol/L) 6.05+ 1,23 7.67+1.82"7 57+1.27° 6.3+15° 4.74 +1.39% 5.93+0.14°
Proteinuria (mg/L) 402 + 87 1874700 Lo 15349 177 + 63 363 +207° 236+ 170°
Gliikézuria (mmol/L) ND 319 + 75* 102 + 41* 204 + 22% 258 + 46° 268+ 52°

7. tablazat Kontroll, diabéteszes és kombinaciéval kezelt diabéteszes allatok vesefunkcios paraméterei. *p<0,05

vs. Kontroll; *p<0,01 vs. Kontroll; 3p<0,05 vs. Diabétesz; %*p<0,01 vs. Diabétesz; *%%°<0,001 vs. Diabétesz., ND
— nem detektalhatd. (n=8/csoport; atlag + SD)

Eredmények 5/3.
Paraméter Kontroll Diabétesz (D) | D+RAM+FC03 D+LOS+FCO03 D+SPI+FCO D+EPL+FCO03
Testtdmeg (g) 342 +18 276 +407 291 + 22 279 + 34 287+ 565 291 + 54
Vércukor (mmol/L) 11.6+3.1 42.4+4™ 36.6 +2.5% 385+2.2 33.1+6.6% 33.9+45%
Ossz koleszterin (mmol/L) | 1.72+0.43  2.2+0.2" 1.91+2.1 218+1.1 1.63+0.92% 1.79 +0.14°
Triglicerid (mmol/L) 058+0.27 1.1x27 154 +5.17 2.45+1.51 0.79 £0.29% 216 £1.17
Osszfehérje (mmol/L) 57,8422 44,4 +4,8%* 44+ 5 42+3 453 +5.6 46 +£55
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8. tablazat Kontroll, diabéteszes és kombinacioval kezelt diabéteszes allatok metabolikus paraméterei. *p<0,05
vs. Kontroll; **p<0,01 vs. Kontroll; ***p<0,001 vs. Kontroll; 8p < 0,05 vs. Diabétesz; §§p<0,01 vs. Diabétesz;
(n=8/csoport; atlag + SD)

4
egeszseges
6 7. abra GFR valtozasa kontroll,
diabéteszes, ramiprillel, illetve
8 2 ramipril+FC03-mal kezelt
= — . —
E ARB+FC03 diabéteszes allatokban (n=6/csoport)
10 E L
;é FC-03 lgazoltuk, hogy a kombinaciés
s kezelées a vizsgalt renalis
o ARR paraméterek szinte
14 mindegyikében és a veércukor
csOkkentésében is
16 szignifikansan kedvezbbb
healthy 5 weeks 7 weeks hatassal birt, mint a
DM idétartama monoterapia.

Kisérlet 6. A RAAS rendszer DM okozta aktivacidjanak és gatlasanak vizsgalata
- In vivo multifoton mikroszképpal vizsgaltuk a renin szekréciot (renin tartalmu granulumok
megjelenése és renin tartalom mérése)

Eredmények 5/1.

7. abra__Kontroll (A-C) és
diabéteszes (B-D) allatok renin
szekrécidja és renin-tartalmu

granulumok (piros: rhodamin
dextran (ér); z6ld: quinacrin
(renin); séarga: lucifer yellow
(tubulus); kék: Hoechest (mag)
(n=3/csoport). A nyilak a renin-
tartalm( granulmokat jeldlik.

In vivo elséként mutattuk
ki, hogy a kronikus
vesekarosodast kovetben
gyljtécsatornakban is
megjelennek a renin-
tartamu granulumok,
melyek egészséges
allatokban csak a
juxtaglomerularis
apparatusaban (JGA) ill. a
proximalis  tubulusokban
lokalizalédnak. A
vesekarosodas soran
mindkét helyen né a
termelt renin mennyisége,
ami hozzajarulhat DM-ben
a RAAS rendszer
aktivalodasahoz.

gyltécsatarna

Kontroll

Diaétesz

% ot S

n " - =

glomerulus+JGaA
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Kisérlet 7. Plazma renin és ANGII szintek meghatarozasa
Tekintettel arra, hogy az ANGII szint meghatarozasa patkany-szérumban bizonytalan és radioaktiv
mabdszerrel torténhet csak, az ezekkel korrelalé aldoszteron-szinteket hataroztunk meg.

Eredmények 7/1.

Kontroll Diabétesz (D)| D+Enalapril D+Lozartdn D+Spironolakton D+Eplerenon

Plazma-Aldoszteron 12,4+6,9 42,9+21" 26,1+25° 20,4 +6° 29 +128 30,6+ 11°

6. tablazat Kontroll, diabéteszes és kezelt diabéteszes allatok plazma aldoszteron szintje.*p<0,05 vs.
Kontroll; p<0,05 vs. Diabétesz; (n = 8/csoport atlag + SD)

A kulonb6zé tipust RAAS gétlok hatékonyan csokkentették a szérum aldoszteronszintet, az
aldoszteron-antagonistak gatlé hatasaban nem volt killénbség (6. tablazat).

A RAAS inhibitorok és a S1R agonistak protektiv sze  repének tanulmanyozasa a DM okozta
renalis fibrézis kivédésében.

Ismert, hogy a DNP-ban a renalis fibrozis kdzponti jelentéségli a vesekarosodas
szempontjabol, mégis a fibrotikus 1ézidk kialakulasahoz vezet§ mechanizmusok még mindig
kevéssé korvonalazottak, antifibrotikus tergpia egyaltalan nem all rendelkezésre.

Kisérlet 8/1. A DM, a RAAS gatlas és az FC03 hatasa a vese szOvettani elvaltozasaira

Enalapril

D + Ramipril

Vv (Masson+/ésszteriilet)

9. abra_Kontroll (A), diabéteszes (B) és kezelt diabéteszes allatok Masson festett vese szévettani képe Mezangialis
szamitott terdlet (Vv). (n = 8/csoport atlag + SD)

11
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Tubulo-interstitialis fibrozis
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**%p<0,0001 vs K $%5p<0,0001 vs D #p<0,001 vs D + FCO3

10. abra Kontroll, diabéteszes és kezelt diabéteszes FC03 (20 mg/ttskg) ill.2FC03 (2mg/tskq) allatok Masson festett
vese szovettani képe Mezangidlis szamitott teriilet (Vv). (n = 8/csoport atlag + SD)

=Y
o
]

Kontroll Diabétesz (D) = 11. abra Kontroll
N & s o g 0.8 diabéteszes (D) és RAAS
:g, " gatld  kezelt diabéteszes
. g allatok fibronektin veséjének
- ; g reprezentativ_szoveti képe
For S & (n=8/csoport; atlag *
z SD;*p<0,005 vs K; #p<0,05
+ 9 4 ,,Q{\\ @Q‘\\.‘f@o\#@o vs D)
xq’(\ xq? . [ c.'(5.)
0 9 o &
N
D + Enalapril D + Ramipril D + Lozartan D + Spironolakton
N ‘ ",‘ , / 5 4 A
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D + FCO03 + NE100
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12. abra_Kontroll (A), diabéteszes (B) és kezelt diabéteszes FC03 (20 mg/ttskg) ill.2FC03 (2mg/tskg) allatok fibronektin
festett veséjének reprezentativ szévettani képe Mezangialis szamitott teriilet (Vv). (n = 8/csoport atlag + SD)

Az STZ kezelés renalis fibrozist eredményezett, melyet a megndvekedett tubularis atréfia

igazolt.

A DM-ben kialakul6 fibrézisra specifikusabb fibronektin mennyisége is emelkedett a
cukorbeteg allatokban. Mind a RAAS gatl6 kezelések, mind az FC03 mindkét dbzisban jelentésen
csokkentette a strukturdlis karosodast.

Kisérlet 8/2. A DM, a RAAS gatlas és az FC03 hatédsa a rendlis fibrozis molekularis folyamataira.
Az elmult években in vitro igazoltak, hogy a fibrozis folyamata sordn a rendlis tubularis
epitélsejtek miofibroblaszttd transzformélodnak, aktin vazuk a-simaizom-aktin (a-SMA) Altal
Gjrarendezédik. A miofibroblasztok migraciés kapacitassal rendelkeznek, rezisztensek az
apoptozissal szemben és extracellularis matrix dsszetevéket termelnek és fibrézist indukalnak.

Magas cukorkoncentracio (35mmol/l) hatasa az epitélsejtek PDGF termelésére

PDGF / Ponceau S / Bels6 kontroll

154

104
—
5 -
0 T
e
«

11. abra Kontroll, magas glikétartalmi (G) HK2 sejtek
PDGF fehérjeszintje (n=6/csoport; atlag + SD;8p<0,05)

Eredmények 8/2a.

A tubularis epitélsejteknek 24 oOrds magas
glukézon torténé tenyésztést kovetben a
fibrotikus hatasu PDGF termelédése
szamottevéen emelkedett.

13
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Kisérlet 8/2b. RAAS gatlok hatdsa a magas cukor-koncentracié (35mmol/l) tartott sejtek PDGF
termelésére
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12. abra Kontroll, magas glikoétartalma (G) HK2 sejtek
PDGF fehérjeszintie RAAS gatlé kezelést kovetden
(n=6/csoport; atlag = SD;§p<0,05 vs.K; # p<0,05 vs.G)

Eredmények 2/2b. A HK2 sejtek magas
glikoéz hatasara torténd emelkedett PDGF
termelédését a RAAS gatlok mindegyik
csoportja, valtozo meértékben, de
csokkentette.

A HK2 sejtek FCO3 adasat koveté PDGF
termelésének, illetve a teljes vesében a
RAAS és FCO03 kezelést kbévetéen a PDGF
szint valtozasanak mérése folyamatban van.

Kisérlet 82c. A PDGF kezelés hatasanak vizsgalata a pericitak a-SMA termelésére
Bar a bérben, illetve a szemben mar ismert a PDGF pericitak a-SMA termelédését kivaltd hatasa,
a vesét illetéen nincs ilyen irodalmi adat, ezért elsé Iépésben ezt igyekeztlink bizonyitani.

601

aSMA / Ponceau S / Belso6 kontroll

13. abra NRK (pericita) sejtek a-SMA termelése

2na/ml__koncentraciéju 24, illetve 48 6érdas PDGD

kezelést kbvetéen (n=6/csoport; atlag + SD; *p<0,05

vs 24K; #p<0,05 vs. 48K)

termel6dése szamottevéen emelkedett.

mértékét nem befolyasolta.

Eredmények 8/2c A tubuléris epitélsejteknek
24 6ras magas glukdézon torténd tenyésztést
kovetéen a fibrotikus hatasu PDGF

PDGF kezelés id6tartama a novekedés

14
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Kisérlet 8/2d. A RAAS gatlo, illetve FCO3 kezelés hatdsanak vizsgalata a rendlis a-SMA
termelésére

aSMA / Ponceau S / Belsé6 kontroll
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14. abra Teljes vesehomogenizatum a-SMA termelése kontroll, diabéteszes és kezelt diabéteszes allatokban
(n=6/csoport; atlag = SD; *p<0,05 vs 24K; #p<0,05 vs. 48K)

Eredmények 8/3.

Control Diabetes (D) D + Enalapril

D + Losartan D + Spironolactone D + Eplerenone

15. abra Reprezentativ_képek az a-SMA (zold) lokalizacidjarél kontroll illetve diabéteszes és
diabéteszes kezelt allatok glomerulusaiban. A sejtmagokat kékkel festettiik. (63x nagyitas, Zeiss-
LSM konfokalis mikroszkép)

15
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Control Diabetes (D) D + Enalapril

D + Losartan D + Spironolactone D + Eplerenone

16. 4bra Reprezentativ képek az a-SMA (zold) lokalizaciéjarél kontroll illetve diabéteszes és
diabéteszes kezelt allatok tubulusaiban. A sejtmagokat kékkel festettiik. (63x nagyitas,
Zeiss-LSM konfokalis mikroszkop)

Kontrollokban O-SMA kizarélag az erek mentén jelent meg (igy pl. a glomerulus
erhalézataban), DM hatasara glomerulus-szerte, illetve a tubulusok kozétti intersticiumban is
fokozddott a mennyisége.

Eredményeink arra utalnak, hogy DM-ben mar 6nmagaban a megnovekedett vércukorszint
beinditja a vesében a fibrozis eléfolyamatanak tekintheté EMT kialakulasat, melyet a RAAS gatl6
kezelések — els6dlegesen az aldoszteron antagonistak jotékonyan befolyasolnak. Mindezek
alapjan felmerul, hogy a RAAS inhibitorok — antihipertenziv tulajdonsaguk mellett — a fibrotikus
atalakulds direkt gatldsan keresztil is nefroprotektiv hatasiak a DM vesekarosodas
kialakulasdban. A a-SMA termel6désért feltehetéen a vese pericitai felelések. Ez a hatas
potencialisan Uj terapias célpontja - esetleges szabadalmi lehetésége — lehet a RAAS gatlok
alkalmazaséanak.

16
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Kisérlet 9. A RAAS gatlok hatasa az NO rendszer fehériéinek (S1R. Akt, eNOS, nNOS, Na/K
ATP&z valtozasara

Eredmények 9/1.

A. NKA vesehomogenizatumban B. NKA HK-2 sejteken
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17. abra A Na/K ATPaz (NKA) fehérje mennyiséqi valtozasa kontroll, diabéteszes, illetve diabéteszes kezelt
allatok vesehomogenizatumaban (4A). NKA fehérje mennyisége kontroll, magas cukortartalmud (35mmol/l) és
magas cukor+kezelés HK-2 proximalis tubulussejt kultdraban (4B). *p<0,05 vs. Kontroll; §p<0,05 vs.
Diabétesz; **p<0,01 vs. Diabétesz; *%%p<0,001 vs. Diabétesz. (n=8/csoport; atlag + SD)

DM-ben fokozédott a NKA fehérjeszintje a kontrollokhoz képest, a ndvekedést az enalapril
kivételével az 0sszes kezelés mérsékelte, legkifejezettebb hatdsa az eplerenonnak volt (A abra).
Hiperglikémias sejteken hasonlo valtozasokat eészleltiink, bar a lozartan itt nem bizonyult
hatékonynak(B abra). Ez arra utal, hogy az in vivo kérilmények kdzott észlelt valtozas tehat nem
az inzulinhiany, hanem inkabb a hiperglikémia kdvetkezménye (4B abra). Bar a mannoz kezelés
hatdsara is emelkedett a NKA expresszidja, ez jelentésen elmaradt a hiperglikémidban észlelt
novekedéstél. (Data not shown). Mindez arra utal, hogy a ndévekedés nem a glikdéz ozmotikus
aktivitasdnak, hanem a gliikoz direkt toxicitasanak kovetkezménye.

Eredmények 9/2.
az Akt szerin-foszforilacidja elengedhetetlen. Mi arra kerestik a valaszt, hogy hasonlo
patomechanizmus aktivalodik-e a vesében is DM hatasara.
A. S1R B. pAkt C. eNOS
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18. abra_Sigma-1 receptor (Sigma 1R; A), pAkt (B) és eNOS (c) fehérje mennyiséqi valtozasa kontroll, diabéteszes,
illetve diabéteszes kezelt allatok vesehomogenizatumaban.*p<0,05 vs. Kontroll; $p<0,05 vs. Diabétesz; (n=8/csoport;
atlag £ SD)

Kimutattuk, hogy DM hatasara a S1R szintje cstkkent, a csokkenést a kezelések
meérsekeltek és kontroll szintjére allitottak vissza (A abra). Bar DM-ben az Akt 6sszmennyisége
nem valtozott, a fehérje foszforilacioja jelentésen cstkkent (B abra). Az egyes RAAS gatld
kezeléseket kovetben az aktivitas a kontroll szintre tért vissza. A vazodilatativ tulajdonsagan
keresztil nefroprotektiv hatast eNOS mennyisége DM-ben jelentdsen kevesebb (C abra), a RAAS
gatlé kezelések — az enalapril kivetelével — névelik az eNOS szintet. Az eNOS mennyiségét
leghatékonyabban az aldoszteron antagonistak emelték.

Eredményeink felvetik az Akt-eNOS aktivacio szerepét a NKA membranhoz torténd
lokalizaciojaban, valamint a kezelések hatasara torténd fokozott Akt aktivitasra utalnak. A jelenség
hatterében valoszinlileg nem a Sigma-1R valtozasa, hanem mas jelatviteli ut all.

Eredmények 9/3.
Az Akt mellett, chaperon hatasa révén, a HSP72 is szerepet jatszik a membranstabilitas
megdrzésében és igy a NKA bazolateralis lokalizaciojanak és funkciéjanak fenntartasaban.
Meghataroztuk a HSP72 valtozasat DM és RAAS gatl6 kezelés hatasara.

A. HSP72 vesehomogenizatumban B. HSP72 HK-2 sejteken
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19. abra_ A HSP72 fehérje _mennyiséqi valtozdsa kontroll, diabéteszes, illetve diabéteszes kezelt allatok
vesehomogenizatumaban (A). A HSP72 mennyisége kontroll, magas cukortartalmid_(35mmol/l) és magas
cukor+kezelés HK-2 proximalis tubulusseijt kultdraban (B)*p<0,05 vs. Kontroll; §p<0,05 vs. Diabétesz; (n=8/csoport;
atlag + SD)

Kisérleteinkben az STZ-DM okozta karosodas kivédésére a HSP72 szintje nétt, melyet az
0sszes kezelés mérsékelt (A abra). A hiperglikémias modellben nem talaltunk a cukor hatasara
hasonlo valtozast (B abra).

Eredmény 9/4.

Patolégias korulmeények kozott a NKA kifejez6dése és megjelenési helye megvaltozik az enzim
NKA élettani helyérdl, a bazolateralis membranbdl a sejtplazmaba keril at, igy mikodése zavart
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szenved. Fluroeszcens immunhisztokémiaval vizsgaltuk a fenti fehérjék renalis lokalizacigjat,
illetve esetleges kihelyezédését

D7 Kontroll Enalapril Lozartan Spironolakton Eplerenon

20. abra Reprezentativ képek a HSP72 (piros) és a NKA a-1 (z6ld) ko-lokalizacidjarél, diabéteszes, illetve kezelt allatok
proximalis tubulus-sejtjeinn. A sejtmagokat kékkel festettiik. (63x nagyitas, Zeiss-LSM konfokalis mikroszkép)

A tubulus epithelsejtek NKA a-1 alegységének membran lokalizaciéja csbokkent DM-ben, az
enzim &tkerult a citoszoOlba, illetve az apikalis membranra. Ezzel parhuzamosan a HSP72
expresszioja fokozoddott, lokalizacioja a NKA-val megegyezett. Bar kulonb6zé mértékben, de
mindegyik kezelés kivédte a NKA citoszolba, illetve membranra térténd kihelyezédését (20abra).

b. NKA és Sigma-1R kolokalizacio

by

A. Contfol B. Diabefés

C. Enalapril D. Losartan E. Spironolactone F. Eplerenone

21. dbra Reprezentativ képek a Sigma-1R (piros) és a NKA a-1 (z6ld) ko-lokalizacidjarél, diabéteszes, illetve kezelt

allatok proximalis tubulus-sejtjeinn. A sejtmagokat kékkel festettiik. (63x _naqyitas, Zeiss-LSM konfokalis mikroszkép
PT—proximalis tubulus, DT—disztalis tubulus, Bm—bazal membran, Nucl — sejtmag, Lu — tubulus lumen)

A SI1R szerepét és lokalizacidjat a vesében mindeddig kevésbé vizsgéltak. Elséként
mutattuk ki, hogy a S1R a glomerulusokban egyaltalan nem expresszalédik, el6forduldsa inkabb a
vese tubulussejtekre — elsésorban a proximalis tubulusokra korlatozédik (21 abra). DM-ben
minimalis expressziot detektaltunk, mely a RAAS gatlo kezelések hatasara a proximalis
tubulussejtekben jelentésen noévekedett. Ezekben a sejtekben, a S1R az endoplazmatikus

“ sz
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9/5. nNOS alfa lokalizacio

Az nNOS lokalizacioja DM vesében mindeddig ismeretlen volt. Kimutattuk, hogy mig
kontroll vesében az nNOS szinte kizardlag a glomerulusok juxtaglomerularis apparatusanak
megfeleld teriiletre lokalizaloédik (22 abra felsé panel); DM-ben megjelenik a proximalis tubulusok
bazalis membranjanak koérnyezetében (23 abra alsé panel). A RAAS gatlo kezelések hatasanak
ertékelése, illetve az NNOS mennyiségi valtozasanak vizsgalata folyamatban van.

Kontroll glomerulus Diabétesz

tubulus

23 abra Reprezentativ_képek az nNOS (zo6ld) lokalizaciojarél kontroll illetve diabéteszes, allatok
veséjében (proximalis tubulus és glomerulus). A sejtmagokat kékkel festettilk. (63x nagyitas, Zeiss-
LSM konfokalis mikroszkép

Eredmények rovid §sszegzése:

STZ diabéteszes patkanymodellben elséként igazoltuk, hogy a cukorbetegséghez tarsulo
depressziot tlneteit a kulonb6zé6 RAAS gatlo kezelések mérsékelték. A patofizioldgiai hattéer
részletes feltérképezése a kovetkez6 évekre varhatd, azonban ezek az eredmények igéretes
kiindulast jelentenek a depresszid és a DM kozos utvonalanak vizsgalatdhoz, illetve a RAAS
gatldék depresszidban torténé alkalmazasahoz.

Kisérleti modellinkben STZ indukciot kovetéen az allatokban tipusos DNP-re utal6
funkcionalis karosodasok alakultak ki, melyet szovettanilag egyértelmien a renalis fibrozisra
jellemzé strukturdlis valtozasok kisértek. Kimutattuk, hogy a RAAS gatlo kezelés direkten — a vese
pericitaira — hatva csokkenti a renalis fibrozist, mely a RAAS inhibitorok pleiotrop hatasanak uj
irAnyara mutat. Vizsgalataink alapjan megalapozottnak tinik az aldoszteron-antagonistak
monoterapias hatékonysadga a DNP kezelésében. Az eddig kizardlag szivbetegségben haszndlt,
kevés anti-androgén mellékhatassal bird eplerenon igéretes Uj szer lehet a cukorbetegség
veseszovédmeényeinek megelézésében.
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Eredményeink alapjan cukorbetegségben né a tubularis NKA és HSP72 mennyisége,
megvaltozik lokalizaci6ja, melynek hétterében inkdbb a hiperglikémia, mint az inzulinopénia
szerepe feltételezhet6. A RAAS gatlé kezelések, az ACE inhibitorok kivételével, a NKA
mennyiségét csokkentik, citoszllba torténd kihelyez6dését megakadalyozzak, részben az
emelkedett HSP72 okozta fokozott chaperonhatas, részben az Akt-eNOS foszforilacid
serkentésén keresztul. Ezek a valtozasok alatamasztjak ezen fehérjék esetleges szerepét a DNP
kialakulasdban. Az egyes RAAS gatlok kiulonbozé hatas-mintazattal védték ki / gatoltak a DNP
okozta karosodasokat, mely magyarazhatja eltéerd klinikai hatékonysagukat a cukorbetegség
szovédmeényeinek megel6zésében.

Az FCO03 tesztmolekulaval végzett kisérleteink eredményei egy olyan U0 patofiziolgiai
atvonal és antifibrotikus szer jelentdségét tamasztjak al4, mely igéretes U0 szer lehet a
cukorbetegség veseszovédményeinek megelézésében. Igazoltuk, hogy a kombinaciés kedvez&bb
hatasu, mint a monoterapia. Ismerve a két szer eltér§ tamadaspontjat és hatdsmechanizmusat
feltételezzik, hogy szinergista hatasrdl van sz6, ami a késébbi terapia és gyogyszeripari
hasznositas szempontjabal is elényo6s lehet.

A BESZAMOLASI ID OSZAK (2010.0kt - 2013. okt. ) EREDMENYEINEK OSSZEGZ ESE

A Palyazd vezetésével részben az OTKA tamogatasnak koszonhetéen megalakulhatott egy
zObmében PhD hallgatokbol és fiatal posztdoktorokbdl alié - 6nalld kutatdcsoport. Egyéb palyazati
keretbdl, kutatGhelyi tAmogatasbol tobb Uj, nagykoliségli miszer kerllt beszerzésre, jelentdsen
javitva a Kutatolabor infrastruktarajat. Tobb, Gj hazai és nemzetkozi kooperaciét is
kezdeményeztiink (KOKI, SE Elettani Intézet, Sebészeti Klinika, Korélettani Intézet, University of
Washington, ).

A tervezett kisérletek jelentds reszét sikerrel megvalositottuk. A kisérletsorozat eredmeényeit
9 nemzetkdzi, 6 magyar publikacioban, 2 kbnyvfejezetben és szamos nemzetkozi, illetve hazai
el6adas forméjaban mutattuk be. A beszédmolasi idészakban 2 hallgaté szerezte meg PhD
fokozatat, TDK és rektori palyamunkak részesiltek dijazasban, az eredmények jelentds része a
palyadzat kapcsan szlletett. Folyamatban van egy szabadalmi bejelentés is a rendlis fibrozis
géatlaséra. Palyazo a beszamolasi idészakban szamos szakmai dijpban (MTA Miklés Gyorgy dij,
Hugonnai Vilma emlékérem, Talentum akadémiai dij, ERA-EDTA National Grant, EU Masterclass
Grant) részesllt, Lendulet palyazatot nyert és gyermekgyogyaszat szakvizsgat szerzett.
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