A KUTATASI TEMA BESZAMOLOJA

A téma cime: A hdsokk-proteinek és genetikai faktorok szerepe a rendlis
iszkémia/reperfizids karosodas okozta akut veseelégtelenség patomechanizmusdban.

A Kkutatas idétartama: 2004-2008 (F48842)
1. Bevezetés, kutatasi elézmények, a munkatervben vallalt célkitiizések

Kisérleteink célja az  iszkémia/reperfiziés (I/R) kéarosodds okozta  akut
veseelégtelenségben észlelt nemi kiillonbségek €s genetikai faktorok pathomechanizmusanak
vizsgalata volt, kiillonos tekintettel a h6sokk proteinek (HSP)k szerepére.

Klinikai méréseink sordn a HSP72 fehérje termeléséért felelos, HSPAIB gén polimorfizmus
vizsgalatat végeztiik el kronikus veseelégtelenségben szenvedo, illetve vesetranszplantacion

atesett gyermek és felndtt populacidban.

Az 4tiiltetett szervek hosszitavua tilélésérdl, az I/R karosodés jelent0ségérdl az ismereteink az
utébbi években boviiltek, de a multifaktoridlis folyamat pontos etiol6gidja mindmdig nem ismert.
Ezzel péarhuzamosan természetesen a hatdsos kezelés sem megoldott. Munkacsoportunk
kordbbiakban igazolta, hogy a ndstény allatok tilélése és posztiszkémids vesemiikodése jobb, a vese
strukturdlis kérosoddsa enyhébb, mint a himeké [1,2,3,4]. Kimutattuk tovabba, hogy
nostényekben a Na/K ATP4az (NKA) a karosodast kovetden is fizioldgids, bazalmembranhoz
kotott helyén marad és az enzimfunkcié megtartott. Ezzel szemben himekben a NKA
idofiiggden kihelyezddik a citoszélba és az apikdlis membrdanra, mely az enzim
inaktivaci6jdhoz vezet [5].

Mivel az I/R kérosodds patomechanizmusa rendkiviil osszetett, igy szamos mads faktor és
mechanizmus, koztik a membrdn dezintegracid, protein degradicid, stb. véltozdsat is
figyelembe kell venni a NKA iszkémids véltozasainak értékelése sordn, melyek tovabbi
tanulmanyozdsa képezte jelen OTKA palyazatunk f0 részét.

2. EXPERIMENTALIS VIZSGALATOK: A nem és nemi hormonok hatssanak vizsgalata
a NKAés a HSP72 expresszigjara renalis I/R karosodast kovetéen

2.1. Elozmények

Az I/R kéarosodds sordn a felszabadulé reaktiv oxigéngyokok hatdsara a legtobb
membréan- és transzportfehérje denaturdlédik. A tonkrement fehérjék aggregdtumokat
képeznek, elimindldsuk nehéz. A sejtmembran kéarosoddsa miatt a membran-kapcsolt
transzportfolyamatok, igy a NKA mikodése is zavart szenved. Az iszkémids inzultust
kovetden, a karosodott proteinek struktirdjanak helyredllitdsa, illetve elimindldsa tehat
kulcsfontossagi a szovetek tilélése szempontjabol. Ezekben a helyredllité folyamatokban a
HSPk kozponti szerepet toltenek be [6].

A HSP70 csalad tagjai élettani koriilmények kozott szerepet jdtszanak a frissen
szintetizdlodott fehérjék térszerkezetének kialakitdsdban, a részlegesen karosodott vagy hibds
fehérjék atalakitdsdban és a denaturdlédott proteinek degraddcidjdban [7]. A citoszdlban és a
sejtmagban kimutathaté egy dllandéan jelenlevd konstitutiv forma a HSP73 és egy stressz-
indukalt (hdmérsékletemelkedés, hipoxia, hiperoxia, gyulladds, toxikus kédrosodds) forma a
HSP72 [8].

Human és allatkisérletes vizsgalatok egyardnt igazoltdk a HSP72 jelentdségét a vese I/R
karosodasdban. Vicencio €s mtsai bizonyitottdk, hogy a HSP72 expresszidja rendlis iszkémiat



kovetden fokozodik, tovabba, hogy az elégtelen HSP72 szintézis az iszkémids tolerancia
csokkenéséhez és a vesefunkcidk romlasahoz vezet [9]. A rendlis iszkémia hatasara indukalt
és expresszalt HSP72 fehérjék segitik a citoszkeleton struktirdjdnak reintegracidjiat és a
tubuléris epithel polaritdsanak megoérzését. Immunhisztokémiai vizsgédlatok sordn igazoltdk,
hogy az expresszalt HSP72 lokalizacidja megegyezik az iszkémia hatdsdra eredeti helyérdl a
citoszdlba keriilt NKA elhelyezkedésével [10].

Béar a HSP72 szerepe egyre tobb hormonmedialt patofizioldgiai folyamatban felmertil, a
nem és a nemi hormonok HSP72 expressziét befolydsold hatdsait igen kevesen vizsgaltdk.
Ezek a tanulményok is elsdsorban leird jellegliek, a vesét illetden nincs rendelkezésre allé
adat. Az eddigi, kiilonboz6 szoveteken végzett vizsgadlatok szerint ndstényekben, illetve
Osztrogén hatdsra a HSP72 expresszid6 novekedése észlelhetd, bar a nemi hormonok
feltételezett hatdsmechanizmusa tovédbbra is tisztdzatlan.

2.2. Kérdésfeltevés- A kutatds célja

A. Hogyan valtozik a HSP72 expresszigja néstény és him allatokban renalis I/R
karosodast kovetéen?

B. Befolyasolja-e a HSP72 valtozasa a NKA miikodését és lokalizacidjat renalis I/R
karosodast kovetéen? Eszlelhet-e nemi kiilonbség?

C. A nemi hormonok befolyasolasa (gonadektomia, illetve dehidroepiandoszteronnal
(DHEA) torténo elokezelés) hogyan hat a fenti folyamatokra?

2.3. Modszerek

2.3.1. Kisérleti dllatok, vizsgdlati csoportok

Kisérleteinket ivarérett ndstény (N) (240 + 30g), és him (H) (300 = 35g) Wistar
patkdnyokon végeztiikk. A nemi hormonok vizsgdlatira gonadektomizilt és DHEA kezelt
(4/mg/tskg/nap, ip., 1 nappal az I/R eldtt és utdna 7 napig) allatokat hasznaltunk. Kontrollként
minden kisérletben uninefrektomizdlt, dloperélt, nem-iszkemizdlt ndstény és him d&llatok
szolgaltak (tulélés-vizsgalatok: N=12/csoport, egyéb mérések: N=8/csoport)

A patkanyokat dllando, 21°C homérsékleten, 75% paratartalom és 12 6ranként valtakozo
megvilagitds mellett tartottuk. Az allatok szabadon fogyaszthattak standard ragcsalé tapot és
csapvizet. A kisérleteket a Magyar Koztarsasdg (1998/XXVIII) allatvédelmi torvényei
alapjan, a Semmelweis Egyetem dallatkisérletekkel kapcsolatos irdnyelveinek megfeleléen
végeztiik.

2.3.2. I/R miitéti beavatkozds és tiilélés

Homérséklet szabdlyozott operdciés padon ip. natrium-pentobarbitdl (50 mg/ttkg,
Nembutal, Abbott Laboratories,) anesztézidban, medidn laparatomidbdl a bal vesét ellatéd
artériat és vénat 55 percre klippel leszoritottuk (Biemeier, Aesculap). Az iszkémids periddus
alatt a hasfalat ideiglenesen zartuk. Az iszkémids 1d0 lejarta el6tt, az ellenoldali jobb vesét
eltavolitottuk. A klip felengedése utdn a miitéti nyilast véglegesen zartuk. Az allatok tulélését
7 napig kovettiik.

2.3.3. Funkciondlis, szovettani és molekuldris biologiai vizsgdlatok

A veseszovet funkciondlis, szovettani és molekuldrbioldgiai analiziséhez kisérleteinket
megismételtiik néstény és him ivarérett, gonadektomizalt Wistar patkdnyok csoportjaival. A
fenti miitéti beavatkozast kovetden, az egyes posztiszkémids idépontokban (2 6ra, 16 6ra, 24
ora) az éllatokat djra elaltattuk, vizelet és vérmintédt vettiink, majd kivéreztettiik. Az izolalt
szérumot és az eltavolitott vesék egy részét -80 °C-on taroltuk. A hisztoldgiai vizsgalatokhoz



a vesék taroldsara 4% pufferolt formalint (pH=7,4), fluroreszcens immunhisztokémidhoz
30%-o0s szukrézoldatot hasznaltunk.

2.3.3.1. Funkciondlis mérések
A plazma illetve a vizelet urea nitrogén (BUN), kreatinin, natrium (Na) és kélium (K)
koncentraciét fotometrids tton hagyomdanyos teszt kittel, az dllatok nemi hormon szintjét
szérumbdl ELISA kittel (Stressgen) mértiik.

2.3.3.2. Hisztologia és immunhisztologiai analizis

Az eltavolitott vesék egy részét paraffinba dgyazast kovetéen hematoxilin/eozinnal illetve
perjodsav-Schiff reagenssel festettik meg. Fénymikroszkoppal értékeltiik a tubuléris
(nekrdzis, lumenvéltozas, felold6dds, magatitpia, vakuolizicid), glomerularis (szklerdzis,
0déma) és az intersticialis (6déma, infiltracid) karosodas mértékét.

Az immunhisztokémiai vizsgdlatokhoz szukrézban tarolt, majd fagyasztva metszett
veséken primer anti-egér, monoklondlis NKA (1:200, Upstate Biotechnology) és anti-nyul
poliklonélis HSP72 (1:1000, Dr. Laszl6 Lajos, ELTE, Allatszervezettani tanszék) antitesteket
alkalmaztunk. Mdésodlagos antitestként torma-peroxiddzzal konjugélt, fluoreszencens anti-
egér Alexa 488 (1:2000, illetve anti-nydl Alexa 546 (1:2000, Invitrogen) anti-IgG
ellenanyagot, magfestésre Hoechst 33342 (1:3000, Sigma) haszndltunk. Az eredményeket
konfokdlis 1ézermikroszkoppal értékeltiik ki (Zeiss Axiovert, LSM 640), mely lehetdvé teszi
az egyes sejtkompartmentek kiilon-kiilon torténd vizsgdlatat, illetve a kolokalizacié
megitélését.

2.3.3.3. RT-PCR

A veseszovetet guanidin-isotiociandt lizispufferben homogenizaltuk, az RNS-t RNeasy™
Mini Kittel (Qiagen) izoldltuk. Minden mintdbdl 1 pg totdl RNS-t konvertaltunk cDNS-€ 20
ul végtérfogatban, 200 U SuperScript [I™ RNase H™ reverz transzkriptdz, 20 U RNaseOUT™
inhibitor és 3,75 pg/ul oligo dTiz.1s primer hozzdaddsaval (Gibco/BRL). A reverz
transzkripciét 20°C, 10 min, 42°C, 45 min, 99°C, 5 min. végeztiik.

A szemikvantitativ PCR reakcidkat 50 pl végtérfogati [10% 10x PCR puffer, 2 mM
MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,4 uM primer, 1,5 U rekombindns Taq polimerdz (Qiagen),
reakcidelegyben végeztiik (PE, Model 2400), 2 ul cDNS felhasznél4saval.

A PCR reakcidkat a primerekre jellemz6 annealing homérsékletek kivételével, azonos
modon vittiik véghez. A kezdeti 5 perces 94 °C-on végzett denaturaciot kovetden, a templétot
35 cikluson [94 °C, 15 sec (denaturici6), 58 °C (NKA al, B1), 66°C (HSP72), 55 °C
(GAPDH ) 30 sec (annealing), 72 °C 30 sec (extenzid)] keresztiil amplifikaltuk, végiil egy 7
percig tarté 72 °C-on torténd inkubacidval fejeztiik be a PCR reakciét. A keletkezett terméket
ethidium-bromiddal festett 2,5%-os agardz gélen szepardlva tettiik lathatova (Invitrogen). A
PCR reakcidk eredményeit Gel-Pro™ szoftverrel denzitometraltuk és értékeltiik. A patkany
specifikus primerek adatait az aldbbi tdbldzatban foglaltuk Gssze:

Gén Primerszekvencia Annealing h6é °C | Termék hossz (bp)
NKA aol | 5’-aga ttt gag ccg agg cct aac acc-3’ 58 418
5’- tce gee ctt cac cte cac cag at -3’
NKA B1 | 5’-gcc ccg cca gga ttg aca c-3 58 444
5’-ctc atc geg ctt gee agt g-3’
HSP72 | 5’-cgc cge tgt cge tgg gte tgg ag—3’ 66 327
5’-ggc ggc cct tgt gtc tgg tga tgg—3’
GAPDH | 5’-ggt gaa ggt cgg agt caa cg-3’ 55 496
5’-caa agt tgt cat gga tga cc-3’

1. tablazat. A szemikvantitativ PCR-ek soran hasznalt primerek adatai




2.3.3.3. Western blot

100 mg veseszovetet hiitott lizalé pufferben [10 mM TRIS-HCI (1 M) pH=8,0, 60 mM
HEPES, 100 mM NacCl, 0,75 mg/I leupeptin, 1 mM/l EDTA, 1 mM/l EGTA (0,5 M), 0,5 mM
PMSF, 0,1 mM dithiotreitol] (Sigma) homogenizaltunk. A magfrakciot centrifugaltuk (680 g,
5 min, 4°C), az igy nyert feliilusz6t (TOT) - 80°C-on téroltuk.

Kisérletes koriilmények kozott a NKA iszkémia hatdsara bekovetkezd kihelyezddése a
Triton X-100 extraktibilitdssal jellemezhetd. A detergens hozzdadasit kovetden egyszerii
centrifugdldssal elvdlaszthaté a Triton-inszolubilis citoszkeletélis frakcid, a sejt Triton-
szolubilis egyéb elemeitdl. Ez a mddszer elfogadott eszkoz a posztiszkémids redisztribucid
megitéléséhez [4]. A citoszkeletdlis (pellet-PEL) és a non-citoszkeletdlis (szupernatans-SUP)
frakcidk elkiilonitésére a feljebb leirt extrakcids pufferhez 0,1% Triton X-100-at adtunk. 100
mg veseszovetet homogenizaltunk, majd 35 000g centrifugdltuk 15 min, 4°C-on. A
keletkezett Triton-inszolubilus PEL frakciét az extrakcids pufferben reszuszpendaltuk, a
Triton-szolubilis SUP frakciéval egyiitt -80°C-on taroltuk, a fehérje koncentracidjat
spektrofotometrids médszerrel, Bradford szerint hataroztuk meg.

A  mintdkb6l 15ug Osszfehérje-mennyiséget 12,5 % SDS-poliakrilamid gélen
elektroforetizéltunk (2 h, 120V, 20 mA) hiittt rendszerben, majd nitrocellul6z membrinra
(Hybond™ ECL™, AP Biotech,) elektroblottoltuk (70 V, 220 mA, 80 perc), TRIS-HCI,
glicin és metanol tartalmu standard transzfer pufferben. A fehérjetranszfer sikerességét 1%
Ponceau S (Sigma), 25 % ecetsav festékkeverékkel ellendriztilk. A blottmembrant
szobahOmérsékleten, 1 6rdn keresztiil blokkold oldatban (5% zsirmentes tejpor, 10% PBS
puffer) inkubéltuk.

Az immunoblottoldshoz sziikséges ellenanyag koncentrdcidkat eldzetesen dot-blot
technikdval hataroztuk meg. A membréanokat az immunhisztoldgiai mdédszereknél ismertetett
antitestekkel (NAK al 1:750, NAK 861 1:2000, HSP72 1:10000 higitasban) 1 oraig
inkubaltuk. Majd 3x10min mosds utin a masodik, torma-peroxiddzzal jelolt ellenanyaggal
(1:2000 anti-rabbit IgG illetve 1:5000 anti-mouse IgG higitdsban) a membranokat 30 percig
inkubaltuk, és djra mostuk (3x20min).

Az immunoreaktiv helyek kemolumineszcens szigndljait Amersham Pharmacia protokoll
szerint ECLplus reagenssel (AP Biotech,) detektaltuk, majd Gel-Pro™ szoftverrel
denzitometréltuk.

2.3.3.3. Statisztikai analizis
Az adatokat atlagérték = SD (standard szords) értékként adtuk meg. Statisztikailag
szignifikdnsnak a P<0.05 értéket tekintettilk. A statisztikai elemzést a STATISTICA.6
szoftverrel (StatSoft® Inc., USA) végeztiik. Az dllatok tilélésének jellemzéséhez Kaplan-
Mayer analizist (Log-rank test), a hisztoldgiai vizsgélatokhoz Kruskal-Wallis és Dunns féle
post-hoc teszttel hasonlitottuk 6ssze. A csoportok 0sszehasonlitdsdra kétmintds t-probat vagy
ANOVA tesztet haszndltunk Newman-Keul post-hoc teszttel kiegészitve.



Serum BUN (mM/L)

2.4. Eredmények

2.4.1. Nemi kiilonbségek a posztiszkémids kdrosoddsban és a HSP72 expressziojaban

2.4.1.1. A vesefunkcids értékek valtozasa
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*1. abra A BUN és a szérum Kkreatinin valtozasai renalis I/R karosodast kovetden.
P<0.05 versus M; * P<0.05 versus T2, Y P<0.05 versus T16;* P<0.05 versus T24

Nemi kiilonbség mutathaté ki a BUN és a kreatinin értékeiben T2, T16 és T24
idopontban (P< 0.05 H vs. N). Mindkét paraméter folyamatosan emelkedett a reperfizid

folyamata sordn, mely az akut veseelégtelenség kialakulésat jelzi (P< 0.05).

2.4.1.2. A veseszovet strukturalis karosodasa

A rendlis erek leszoritisa mindkét nemben a veseszovet jelentds karosoddsat
eredményezte, melyet a hisztoldgiai paraméterek (tubularis nekrozis, tubulussejt feloldodas,
perivaszkularis leukocita infiltraci6) valtozdsa is tiikroz (kontroll vs. T2, és T2 vs. T16;
P<0,05). Glomerularis karosodast, intersticidlis ©6démat, illetve intersticidlis limfocita
infiltraciét egyik csoportban sem észleltiink. T2 idOpontban nem volt szignifikdns nemi
kiillonbség a vizsgdlt hisztoldgiai paraméterekben. T16 és T24-ben ndstényekben a tubuldris
nekrozis és a tubulussejt feloldodas mértéke kevésbé volt kifejezett, mint himekben, mely
enyhébb karosodast jelez (P< 0.05).

1dé6 (h) Csoport Tubularis nekrozis Tubularis dissolving Leukocita infiltracio
Kontroll N 0.0 (0-0) ™ 0.0 (0-0) ™ 0.3 (0-1) ™
H 0.0 (0-0) * 0.0 (0-0) * 0.3 (0-1)™
T2 N 1.0 (1-H™ 0.6(0-1) ™ 1.2(1-2)%
H 1.0 (1-2)% 1.0 (0-DH ™ 0.8 (0-1)™
T16 N 2.7 (2-4) 2.7 (1-4) 1.8(1-2)
H 4.0 (4-4) 4.0 (4-4) 2.4 (2-3)
T24 N 2.1 (1-3) 2.3 (1-3) 2.3 (1-4)
H 4.0 (4-4) 4.0 (4-4) 3.0 (2-4)

2. tablazat A veseszivet hisztolégiai analizise rendlis I/R karosodast kovetéen. P<0.05
versus H; © P<0.05 versus T2, Y P<0.05 versus T16;* P<0.05 versus T24



2. abra Nostény és him allatok PAS-sal festett veséjének hisztopatolégiai analizise renalis
I/R utan 2 (A, B) és 24 éraval (C, D).

2.4.1.3. A renalis I/R karosodas hatasa a HSP72 mRNS expresszidjara patkdnyvesében.

GAPDH = =
1,5 4 *

*+§ X

X
0,5 A

kontroll T2 T16 T24

O ndstény
M him

HSP72/GAPDH arbitrary units
(e —_




3.abra Fels6 kép: A HSP72 és a GAPDH RT-PCR eredményének reprezentativ képe. Alsé
kép: A HSP72 mRNS GAPDH mRNSre vontatkoztatott relativ jelintenzitdsa. = P<0,05 versus
H; *P<0,05 versus T2, §P<O,05 versus T16; *P<0,05 versus T24

A HSP72 mRNS expresszidja ndstényekben magasabb, mint himekben mar a kontroll
csoportokban is, ez a nemi kiilonbség a reperfizié alatt is végig megmaradt (P< 0,05). Mig
ndstényekben az iszkémidt kovetden a HSP72 mRNS expresszié azonnal és jelentOsen
novekedett (kontroll vs. T2: P<0.05), addig himeknél ez az expressziovaltozas kisebb mértékii
és lassabb volt. Himekben a HSP72 mRNS szintje csak 24 6raval az iszkémia utdn érte el a
kontroll néstényekben mért szintet.

2.4.1.4. A renalis I/R karosodas hatdsa a HSP72 fehérjeszintjére patkanyvesében.
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4.abra A rendlis I/R Kkarosodas hatasa HSP72 fehérje mennyiségére patkany
veseszovetében. Felso kép: A HSP72 Western blot vizsgélat reprezentativ képe. Alsé kép: A
Western blot képeket belsd standardra ill. beta-aktinra vonatkoztatva értékeltiik. *P<0,05
versus H; "P<0,05 versus T2, §P<0,05 versus T16; *P<0,05 versus T24

A HSP72 protein mennyisége magasabb volt ndstényekben, mint himekben mér a kontroll
allatokban és a vizsgalt (T2, T16, T24) idOpontok mindegyikében (P<0.05 N vs. H). Az
mRNS-hez hasonléan az iszkémids inzultust néstényekben jelentés HSP72 szint emelkedés
kovette, mely mar T2-ben elérte maximumat (P<0.05 vs. kontroll). Himekben az emelkedés
iteme lassabb volt és kisebb mértékii, csak T16-ra érte el a kontroll ndstényekben mért
kiindulési értéket.

2.4.1.4. A HSP72 és a NKA alfa-1 alegység lokalizaci6ja vesében rendlis I/R kdrosodds utdn
A kontroll néstény és him (4A-B.) allatok proximadlis tubuldris sejteiben a HSP72 és a

NKA a sejtek bazolaterdlis membranjan ko-lokalizdlédott, a fehérjék csak minimalis

mennyiségben jelentek meg a citoszélban vagy az apikdlis doménen. Nemi kiilonbség a




kontroll vesékben nem volt. Mig a ndstény allatok posztiszkémids veséjében (4C.) mindkét
fehérje tovabbra is foként a bazolaterdlis membranra lokalizdlédott, himek esetében az
apikalis membrdnra illetve a citoszolba torténd kifejezett kihelyezodést figyeltiink meg (4D.)

Fluoreszcens immunhisztokémiai értékelés konfokalis 1ézer scanning mikroszkoppal:
Nucleus | NKA alphal

B.

NKA alphal

0
2]
.NKA alphal ,
5. abra Reprezentativ képek a HSP72 (piros) és a NKA alfa-1 (zold) ko-lokalizacigjarol
A sejtmagokat kékkel festettiik. A HSP72 (piros) és NKA alfa-1 (z6ld) fluoreszcens jeleinek
intenzitdsat a nyilnak megfelelo horizontélis metszetben az abrak jobb felsd sarkdban 1évo

|
\
aﬁ'hﬁ%zw_ o)
HSP72
(sarga) kontroll N (A) és H (B) illetve postiszkémias N (C), és H (D) allatok vesemintaibol.
képek mutatjak.

2.4.2. DHEA kezelés és gonadektomia hatdsdnak vizsgdlata a rendlis I/R érzékenységre

Ugyanebben az dllatmodellben a nemi hormonok vizsgdlatira a kordbbi mitéti
technikdval I/R karosodast modelleztiink gondadektomizalt (24 kasztralt him) (Gkaszt) illetve
DHEA-val (i.p. 4mg/kg/nap az iszkémia el6tt egy nappal, majd a beavatkozast kovetd 7
napon at), mint 0sztrogén hatdsi hormonnal el6kezelt him (Gppga) Wistar patkdnyon. Elsd
1épésben vizsgdlatuk az dllatok 7-napos tilélését, masodik 1épésben az allatokat a reperfizié 2
(T2) és 24 (T24) ordjaban frakciondltan ledltiikk, a mintdkat a kordbbi molekularis bioldgiai
modszerekkel értékeltiik. Kontrollként dloperdlt, propilén-glikol vivéanyaggal kezelt him
allatok szolgéltak (Gg).



2.4.2.1. A talélés vizsgalata

Mind a DHEA kezelés, mind a kasztracié szignifikdnsan javitotta az dllatok tulélését az
ivarérett himekhez viszonyitva. A kasztracié hatdsa még protektivebbnek bizonyult mint a
hormonkezelés. (6. abra)
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6.abra 7-napos talélés renalis I/R karosodast kovetéen ivarérett kontroll him, kasztralt
és DHEA kezelt allatokban *P<0,05 versus ivarérett kontroll

2.4.2.2. A vesefunkcids értékek valtozasa DHEA kezelést €s kasztraciot kovetoen rendlis I/R
karosodas utin

Bar a szérum BUN és kreatinin értékek progressziv romldsa a rendlis I/R kirosodast
kovetden akut veseelégtelenség kialakuldsara utal, a posztiszkémids vesefunkcié kevésbé
romlott és a vesemilkodés relative megtartottabb volt a Gpgga €s Ggase csoportokban a
kontroll dllatokhoz képest, mind T2, mind T24 id6épontban.

Szérum BUN Szérum kreatinin
80 - .
5 500 1 ¥ s
60 - 0O Gkont |
@ Gkaszt 400
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E 20 +
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7. abra A BUN és a szérum Kreatinin valtozasai renalis I/R Kkarosodast
kovetden.* P<0,05 versus Gpuga, Grasz; P <0,05 versus TO; p <0,05 versus T2.



NAK alphal/GAPDH arbitary units

2.4.2.3. A veseszovet hisztologiai analizise DHEA kezelést €s kasztraciot kovetden renalis
I/R karosodads utan

A veseszovet tubuldris, glomeruldris €s intersticidlis kdrosoddsa enyhébb volt a DHEA
kezelt és a kasztrdlt dallatok csoportjaiban a kontrollokhoz viszonyitva T2 és T24
idOpontokban egyarant. A vese posztiszkémids strukturdlis karosoddsat tekintve a kasztraci
€s a DHEA kezelés hatdsa nem kiilonbozott az egyes idOpontokban.

Csoport Glomerularis Tubulz’ujis ".Fupqléri‘s ‘Lir.nfoci‘ta Intersticialis
0sszeesés nekrézis |hialinizacio infiltracié karosodas
TO Gk 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
TO Gyaszt 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0(0-0) 0 (0-0)
T2 Gk 2 (0-2)** 1(0-2)* 1(0-1) 1(0-1)* 1(0-2)%
T2 Gyasnt 0(0-1) 1(0-1) 1(0-1) 0.5 (0-1) 0(0-1)

T24 Gk 2(2-2)% 322-4)8 | 2(2-2)" 2 (1-3)" 3(0-3)"

—
wn
|

=
wn
|

(s

T24Grasx 0(0-1) 3(2-3)" 2(2-2)% 1(1-2) 1(0-1)F

3.tablazat A veseszovet hisztolégiai analizise renalis I/R karosodast kovetéen. *P<0,05
versus Gpura, Gkaszt; TP<0,05 versus TO; $P<0,05 versus T2

2424. A NKA mRNS expresszidoja €s fehérijeszintje patkany vese kortikalis
homogenizatumban rendlis I/R karosodds utin

A NKA posztiszkémids véltozdsanak dinamikdja minden csoportban azonos volt, T2-ben
atmeneti gyors csOkkenést, T24 idOpontra ismételt emelkedés kovetett. Gpuga éllatokban
mind az mRNS, mind a protein szintje meghaladta a Gy, csoportban mért szinteket mar az
iszkémia el6tt is, a kasztrélt dllatokban csak a protein szint mutatott jelentds eltérést a vizsgalt
idépontokban.
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8. dbra. NKA mRNS expresszio és protein szint vese kortikdlis homogenizdtumban
*P<0,05 versus Gpuea, Gkaszt; “P<0,05 versus Gpyea $P<0,05 versus T2
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24.2.5. A HSP72 mRNS expresszidja €s fehérijeszintje patkdny vese kortikalis
homogenizatumban DHEA kezelést és kasztraciot kovetoen, renalis I/R karosodas utan

A HSP72 mRNS és proteinszintje minden iddpontban, mind Gpgga, mind Gy, dllatokban
meghaladta a kezeletlen kontrollokét. Mig Gkont csoportban a HSP72 a reperfizié iddszaka
alatt szamottevé mértékben nem valtozott, addig a Gpyga €s Gyasx cSOportban progressziv
emelkedést észleltiink.
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9. abra. HSP72 mRNS expresszio és protein szint vese kortikdlis homogenizdtumban
*P<0,05 versus Gpuea, Gkaszt; “P<0,05 versus Gpyea $P<0,05 versus T2

2.4.2.6. A NKA és a HSP72 immunhisztokémiai lokalizacidoja DHEA kezelést és kasztraciot
kovetden, rendlis I/R karosodds utan

Gpugea €s Gyasy dllatokban a NKA posztiszkémids transzlokacidja kevésbé volt kifejezett,
mint a kezeletlen kontrollokban. A HSP72 ezekben a csoportokban kolokalizélt festddést
mutatott a NKA alfa-1 alegységgel.
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10. abra A HSP72 (piros) és a NKA alfa-1 (zold) lokalizaciéja kontroll, kasztralt és
DHEA kezelt TO illetve T24 allatok vesemintaiban.



2.5. Megbeszélés-Kovetkeztetések

Az I/R kérosodéds sordn a NKA eredeti bazilmembranhoz kotott helyérdl a citoszdlba
keriil ki, ezaltal atmenetileg gatlddik az enzim miikodése. Kordbbi kisérleteinkben kimutattuk,
hogy nemi kiilonbség van a NKA posztiszkémids transzlokdcidéjdban, ami egyiitt jar az
ionpumpa aktivitdsanak kiilonbségeivel és igy kozvetve hozzdjarulhat a vese nemek kozott
eltérd posztiszkémids regeneracidjahoz.

Eldzetes vizsgdlatok aldtdmasztottdk, hogy HSP72 segit a sejtmembrin
fehérjeszerkezetének megdrzése révén a NKA pumpafunkcidjanak fenntartdsaban. Kimutattak
tovabbd, hogy a denaturédlédott proteinek nem csupdn szubsztratjai a HSPk-nek, de serkentik
is a hdésokk valaszt [10]. Mindezek alapjan kisérleteinkben azt vizsgéltuk, hogy a NKA
expresszidjdban €s mikodésében megfigyelt nemi kiilonbségek hétterében nem a HSP72
himekben és ndstényekben kiillonb6zé mértékli expresszidja all-e.

Els6ként igazoltuk, hogy nemi kiilonbség van a vese posztiszkémids HSP72 mRNS és
fehérje expresszi6jaban. Kimutattuk, hogy mar intakt koriilmények kozott is a kontroll
nostény allatok HSP72 mRNS és fehérje szintje mintegy masfélszerese a himekének [11].
Korabbi vizsgalatok alapjan ismert, hogy azok a szervek, illetve szovetek, melyek nagyobb
mértékben expresszaljak a HSP72-t cellularis stresszel szemben ellendllobbak, tovabba, hogy
intakt szervek/szovetek megnovekedett HSP72 expresszidja fokozott stresszrezisztenciét jelez
[12]. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a kontroll néstényekben észlelt magasabb HSP72
mRNS szint az iszkémids karosoddssal szembeni nagyobb tolerancidra utal.

Az iszkémids inzultus utdn 2 O6rdval ndstényekben a HSP72 mRNS szintje mintegy
dupldjara nétt, mig himekben joval kisebb mértékii expresszié novekedést észleltiink. Az
expresszalt HSP72 mRNS mennyiségében észlelt kiilonbség mellett, nemi kiilonbséget
észleltiink az expresszié dinamikdjéban is. Mig ndstények esetében mar 2 éraval az iszkémids
inzultus utdn a kontrollokhoz képest szignifikdnsan magasabb mRNS értékeket detektaltunk,
himek esetében a HSP72 mRNS szintje kevésbé emelkedett maximumat késobb, 16 ora
elteltével érte csak el. A HSP72 protein értékek véltozasai jol korrelaltak az mRNS szintekben
észlelt eltérésekkel. A HSP72 fehérje mennyisége ndstényekben a vizsgdlt periddus sordn
végig magasabb volt, mint himekben.

Feltételezhetjiik tehat, hogy ndstényekben az iszkémids inzultust kovetéen gyorsabban
megkezd0dott €s nagyobb mennyiségli HSP72 expresszidonak koszonhetden, hamarabb indul
be a kdrosodott proteinek helyredllitasa, illetve a membranstruktirdk regeneracidja.

Az iszkémia hatasdra a NKA a kdrosodott membrinbdl a citoszdlba diszlokalddik és
ezaltal karosodik a mikodése. Van Vhy és mtsai immunhisztokémiai vizsgdlatai szerint, a
posztiszkémids szakban a HSP72 lokalizaciéja és granuldris mintdzata megegyezik az
iszkémia hatdsara transzlokdlédott NKA molekuldk elrendezédésével [13]. Sajat
immunhisztokémiai vizsgdlataink sordn elsOként mutattuk ki, hogy nemi kiilonbség van a
HSP72 és a NKA posztiszkémids elhelyezkedésében. NOstényekben a HSP72 inkébb a
proximdlis tubulussejtek bazolaterdlis membranjan lokalizalddik, az iszkémia hatdsara sem
mozdul el onnan, mig himekben gyengébb festédést lattunk, foleg a citoszdl teriiletén.
Mindezek az eredmények aldtdmasztjdk az irodalmi adatokat, hogy a HSP72 chaperone
funkciéja révén részt vesz a NKA molekuldk visszarendezésében és ezaltal az enzim
funkcigjanak helyredllitasaban.

A nemi hormonok vizsgdlatira kisérleteinket megismételtiik kasztralt és DHEA, mint
Osztrogén hatdsi hormonnal kezelt dllatok csoportjain. A nemek kozott megfigyelt kiillonbség
elsésorban a himekben meglévd androgén hormonok szintézisével éllhat Osszefiiggésben,
minthogy a kasztraci6 és a DHEA kezelés javitotta a tulélést €s csokkentette a vesekdrosodast.
Hasonl6an az ivarérett ndstény dallatokhoz, a NKA és a HSP72 mind bazilis, mind
posztiszkémids szintje -a DHEA kezelt és a kasztralt csoportokban egyardnt- meghaladta az
ivarérett kontrollokét, bar a kasztracié jotékony hatdsa kifejezettebbnek bizonyult. Kordbbi



eredményeinket figyelembevéve felmeriil, hogy a kezelt csoportok esetében a vese enyhébb
strukturdlis és funkciondlis kdrosoddsanak, illetve a kedvezdbb posztiszkémids tilélésnek a
hatterében a NKA funkcié megtartdsa fontos faktor lehet.

A ndi nem ismerten protektiv szdmos szervben az I/R karosoddssal szemben. ElsOsorban
az Osztrogének hatdsanak tulajdonitjdk ezt a protektiv hatdst. Béta-0sztradiol addsaval javitani
lehet a miokardidlis iszémia okozta hemodinamikai elvéltozdsokat és csokkenteni lehet a
kialakult infarcerdlodott teriilet nagysdgat. Kisérletinkben a him 4llatok nem kaptak
Osztradiol kezelést. Ugyanakkor az androgén hormonok szintjének csokkenése a kasztraciot
kovetden, illetve az 0Osztrogén hatdisi DHEA hormonnal tortént kezelés az androgén-
Osztradiol ardny megvaltozadsit is okozhatta. Feltételezhetd, hogy az iszkémids kérosodds
csokkentésében nem onmagédban az egyik hormon tilsilya, vagy a masik hidnya, hanem e
hormonok ardnya jatszhat szerepet.

3. KLINIKAI VIZSGALATOK: A HPS72 gén (HSPAIB) polimorfizmusok jelentésége
vesebetegségekben

3.1. Elozmények

A hormondlis és kornyezeti hatdsok mellett egyes fehérjék expresszidjit genetikai
polimorfizmusok is nagymértékben befolydsoljdk. A HSP70-s csaldd hiarom tagjat (HSP72,
HSP73 és HSP70-hom) kédol6 gének a 6-os kromoszoma révid karjan, a 6p21 lokuszon talalhatok.
Ez a teriilet felelés a HSP70 fehérjecsalad mellett az MHC I (HLA-DRB1, HLA-DQB1) valamint
MHC 1III régi6t alkotd (TNF-a, TNF-B) fehérjék kodolasaért is. A régid fehérjéinek fontos szerepe
van az antigének felismerésében és a T-sejt medidlt immunvalasz beinditdsaban is. A HSP72
chaperone funkcidjan kiviil, toll-like receptorok (TLR) serkentésén keresztiil részt vesz a
proinflammatorikus kaszkad aktivalasdban

A HSP70 csalad legfontosabb genetikai polimorfizmusait az aldbbi tdbldzat foglalja 6ssze.

gén fehérje polimorfizmus | pozicié funkcio
HSPAIB HSP72 Al1267G kodol6 szakasz | G hordozdas a HSP72 mRNS
szint csokkenésével jarhat
G1538A promoter régié | ?
HSPAIA HSP73 G190C 5’ UT régi6 silent mutécié, szerepe még
ismeretlen
A110C promoter régié | szerepe még ismeretlen
HSPAIC HSP70-hom | T2437C peptidkotd Metionin —Threonin csere,
régio szerepe még ismeretlen

3. tablazat. A human HSP70 csalad génpolimorfizmusai

Bér sem kisérletes, sem klinikai tanulmdnyok nem tdmasztottdk ald egyértelmiien a genetikai
polimorfizmusok HSP70 mRNS, illetve fehérje expresszidra kifejtett kozvetlen szabalyozo szerepét,
a HSP70 gének polimorfizmusainak jelentdségét szamos immunmediélt folyamatban kimutattdk. A
HSP72 genetikai varidciéi szdmos esetben jelentdsen befolyédsoljdk egyes korfolyamatok
morbiditasat és a kimenetelét. Az 1267G allélt hordozok gyakrabban betegszenek meg asztmaban,
Basedow-Graves korban, reumatoid artritiszben valamint SLE-ben [14]. Kimutattdk tovabbda, hogy
az (1267)GG genotipust hordozé nok kozott szignifikdnsan nagyobb az emldrdk és egyes
nogyodgyaszati daganatok el6fordulasanak rizikdja [15].




Tobb vizsgélat igazolta az (1267)G allél hordozas karos hatdsat iszkémids karosodas sordn is.
Akut miokardidlis infarktust és agyi hipoxidt kovetden jelentds kiilonbség mutatkozott a tilélésben
€s az iszkémias teriilet kiterjedésében az egyes HSPA IB genotipusok hordoz6i kozott [16].

A TLR-r6l Agnese és mtsai a TLR4 A(896)G helyen egy A-G szubsztiticiot irtak le, mely
egy aszpartamsav-glicin cserét eredményezve a Gram negativ infekciok fokozott kockazataval
[18], csokkent gyulladdsos valaszreakcidval és proinflammatorikus citokin-termeléssel jéar [17]

El6z6 vizsgédlatainkban kimutattuk, hogy az akut veseelégtelenség eléforduldsanak
rizikdja, minden egyéb hajlamosito tényezdtdl fliggetleniil szignifikdnsan nagyobb a HSPA1B
(1267)GG genotipust korasziilottek kozott [19], ami tovdbbi kérdéseket vet fel a HSP72
polimorfizmusok és a vesebetegségek Osszefiiggését illetden.

3.2. Kérdeésfeltevés- A kutatds célja

A. Vesetranszplantalt és egészséges populaciéban (felnétt ill. gyermek) kozott van-e
kiilonbség a HSPAIB A(1267)G, valamint a TLR4 A(896)G polimorfizmusok
eloszlasaban?

B. Kimutathato6-e osszefiiggés HSPAIB A(1267)G, a HSPAIA G(190)C és a TLR4 A
(896)G genetikai polimorfizmusai valamint a vesetranszplantatum tulélése felnott
illetve gyermek populacioban kozott?

C. Van-e osszefiiggés fenti polimorfizmusok és a végallapoti veseelégtelenség
kialakulasahoz vezeto recidiv hagyiiti infekciok illetve anatémiai malformaciok
kozott?

3.3. Modszerek

3.3.1. Vizsgdlati csoport, betegek jellemzése

1. Vesetranszplantdlt populdciok

Vizsgalatainkba a Semmelweis Egyetem Transzplantacids €s Sebészeti klinikdjan, az I.sz.
Gyermekklinikdn és a pragai Egyetem Transzplanticiés Centrumdban gondozott
vesetranszplantalt beteget vontunk be. A betegek klinikai adatait, a beleegyezd nyilatkozatok
kitoltése utan adatbdzisban rogzitettiik: kor, nem, korabbi csalddi, transzplantaciés és egyéni
anamnézis, vérnyomds, szérum BUN, kreatinin, vérzsir értékek, rejekciok szdma,
alapvesebetegség, dializis moddja, idotartama, donor kora, iszkémids id0 hossza,
Immunszuppressziv terapia.

Felnottek

Tx15 csoport: 48 kadaverbdl szarmazd vesetranszplanticion datesett beteg, 15 éven
keresztiil j61 miikodo grafttal és megtartott vesefunkcidval (kor: 54.1 £ 11.0 év; ffi/nd: 22/26).
Immunszuppresziv kezelés: azathioprin és prednizolon, kivétel 2 esetben, akik mdjbetegség
miatt azathioprin helyett mycofenolat mofetil-t kaptak.

Tx csoport: 105 beteg (kor: 54.8 + 12.6 év; ffi/nd: 73/32) koziiliikk 95 kadaver és 10 beteg
élédonoros transzplanticidban részesiilt. Az immunszuppressziv terdpia standard harmas
kezelésen alapult: ciklosporin, azathioprin és prednizolon. Az akut rejekcidkat metil-
prednizolonnal vagy rezisztenica esetén T-sejt ellenes antitestekkel kezelték. Mindegyik Tx
beteg stabil vesefunkcidkkal rendelkezett a transzplantaciét kovetd 12 hénapban.

Akut rejekcid (AR) csoport: 19 kadaver és 2 €16 donoros transzplantalt beteg (kor: 45.6 +
11.0 év; ffi/nd: 12/9), akik a transzplantaciot kovetd els évben vesebiopszia altal bizonyitott
akut rejekcio miatt vesztették el a graftjukat. Az immunszuppressziv terdpia megegyezett a Tx
csoportéval.




Gyermekek

1991 és 2006 kozott gondozott, 41 vesetranszplantdlt gyermek keriilt be a vizsgalatba
(kor: 18.5 = 5.8 év; fit/lany:25/16). Immunszuppressziv kezelésként standard harmas terdpiat
kaptak: ciklosporin vagy tacrolimus, azathioprin és prednizolon. Két beteg részesiilt
rapamicin terdpidban. Az akut rejekciokat metil-prednizolonnal kezelték.

2. Recidiv hiigyiti fertozésben (UTI) szenvedo gyermekek

Vizsgdlatainkban a Hetényi Géza Korhaz Gyermekosztilydn UTI-val gondozott 103
gyermek (kor: 7.3 + 6.9 év; fid/lany:22/81) adatai keriiltek feldolgozasra. UTI-t pitria,
szignifikdns bakteritria egyiittes fenndlldsakor diagnosztizaltak. A vesehegesedés, illetve a
veseparenhimalézié kimutatdsara az akut gyulladds lezajldsa utdin minimum 5 hoénap elteltét
kovetden keriilt sor DMSA alkalmazasdval.

Vezikoureterdlis refluxot (VUR) 50 betegnél (38 lany/12fiq) észleltek, 28 esetben
unilateralis (bal 13, jobb 15), mig 22 gyermeknél bilateralis refluxot mutattak ki. Magasfoku
VUR-t (IV-V) 19 betegnél, mig 31 esetben enyhe (I-III) VUR-t detektéltak. 38 betegnél keriilt
sor sebészi beavatkozasra, mig a tobbiek konzervativ terdpidban részesiiltek.

A veseparenhima hegesedése 40 betegnél alakult ki (30 lany/10fid), els6sorban a
sulyosabb fokii VUR-ban szenvedd betegek esetében, fiiggetleniil attdl, hogy uni-, vagy
bilaterdlis VUR dllt a hattérben. Azokban az esetekben, ahol a betegeknek visszatéré hugytti
infekcidja alakult ki, a vesehegesedés kialakulasa a VUR fokéatdl fiiggetleniil hasonld
prevalencidt mutatott.

3. Egészséges kontrollok

A feln6tt populédcié kontrolljaként 130 egészséges véradd (kor: 58.5 + 11.3 év; ffi/né:
71/60), mig a gyermekek esetében 235 egészséges ujsziilott vérmintdi és adatai keriiltek
feldolgozasra.

3.3.2. A HSPAIB A(1267)G és TLR4 A(299)G polimorfizmus meghatdrozdsa

A genomidlis DNS-t periférids vérmintakbol standard fenol-kloroformos eljarassal
vontuk ki. A PCR-reakcidkat 50 pl végtérfogati reakcidelegyben (5 pl 10x PCR puffer, 2
mM MgCl,, 0,2 mM dNTP mix, 1,5U Taq polimerdz (Gibco) és 0,5-0,5 uM primerek
végeztiik, majd etidium-bromiddal festett 3%-os agaréz gélen detektaltuk.

A HSPAIA G(190)C PCR detektalasat 61°C anellaciéos homérsékleten (38 ciklus) 5°-
CGACCTGGGCACCACCTACTCC-3’ és 5'-AATCAGGCGCTTCGCGTCAAAC-3’, majd 196bp
nagysagu terméket BsrBI (Sigma l) restrikcids endonukledzzal emésztettiik

A HSPAIB A(1267)G genetikai polimorfizmus detektdldsahoz a DNS mintdkat 66°C-
on (40 ciklus) specifikus: 5'-CGC CGC TGT CGC TGG GTC TGG AG-3’ és 5’-GGC GGC
CCT TGT GTC TGG TGA TGG-3' primerekkel amplifikaltuk, majd a keletkezett 327 bp
nagysagu terméket Pst I (Sigma) enzimmel emésztettiik.

A TLR4 A(299)G genetikai polimorfizmus vizsgdlatdhoz: 5’-CTT ATA AGT GTC
TGA ACT CCC-3' és: 5’- TAC CAG CAC GAC TGC TCAG- 3" primereket hasznéltunk,
59°C-on (35 ciklus). A 249 bp nagysagui DNS terméket Ncol (Sigma) enzimmel hasitottuk.
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reprezentativ képe. Az 4bra bal oldaldn az egyes fragmentumok nagysdgat jelz6 molekulasuly
markert tiintettiik fel.

3.4. Eredmények

3.4.1. A HSPAIA GU90)C, HSPAIB A(1267)G és a TLR4 A(299)G genotipusok
megoszlasa feln6tt vesetranszplantalt populaciéban

HSPAIA G(190)C genotipusok megoszldsdban és az allélfrekvencidban nem volt
kiilonbség az egyes csoportok kozott (4. tdabldzat).

A HSPAIB (1267)AA genotipus ritkdbban fordult el6 a Tx csoportban a kontrollokhoz és
a Tx15 csoporthoz viszonyitva. A HSPAIB (1267)GG nagyobb ardnyban jelentkezett mind a
Tx, mind a Tx15 csoportban a kontrollokhoz képest. A HSPAIB (1267)G allél gyakoribb volt
a Tx csoportban a kontrollokhoz (P=0.024; OR: 1.46; CI: 1.01-2.11) és a Tx15 csoporthoz
viszonyitva (P=0.02; OR:4.31; CI: 1.19-15.25).

A TLR4 A(299)AG genotipus gyakoribb volt és a TLR4 (299)G allél gyakrabban fordult
elé a Tx15(P=0.02; OR: 4.531; CI: 1.156-14.19), mint a Tx15 csoportban.

Polimorfizmus HSPAIA G(190)C | HSPAIB A(1267)G | TLR4 A(299)G
Genotipus n| GG GC CC|AA AG GG | AA AG GG
Egészséges 131] 2 8 121 | 24% 93 145 [ 120 11 0
kontrollok 2%)  (6%) (92%) | (18%) (70%) (12%) | (92%) (8%)  (0%)
- 105 0 5 100 | 6% 81 18% | 101 4 0

(0%) 5%) O95%) | (6%) (77%) (17%) | (96%) (4%) (0%)
Tx15 48 0 6 42 9 36 3 41 7 0

(0%) (12%) (88%) | (18%) (76%) (6%) 86%) (14%) (0%)
AR 21 0 3 18 3 13 5 21 0 0

(0%) (14%) (86%) | (14%) (62%) (24%) 0%) (0%) (0%)

4. tablazat A HSPAIA G(190)C, HSPAIB A(1267)G és a TLR4 A(869)C genotipusok
megoszlasa felnott vesetranszplantalt populaciéban
*P=0,004 versus Tx: AA versus AG (OR: 3.4; CI.: 1.35-8.94); *P=0,002 versus Tx: AA
versus GG (OR: 5.1; CI: 1.65-16.0); &P=0,02 versus Tx15: AA versus AG (OR: 0.29; CI:
0.09-0.89); *P< 0,005 versus Tx15: AA versus GG (OR: 0.11; CL 0.02-0.55); *P=0,02
versus Tx15 (OR: 4.31; CI: 1.19-15.25).



3.42. A HSPAIA G(90)C, és a TLR4 A(299)G genotipusok illetve a klinikai és

demografiai adatok kozotti Osszefiiggések felnott vesetranszplantalt populdcidoban

A recipiensek klinikai mutatoit az alabbi tablazatok mutatjdk. A HSPAIA G(190)C
genotipus esetében nem taldltunk 6sszefiiggést, ezért az adatokat nem mutatjuk részletesen.

HSPAIB A(1267)G AA AG GG
Csoportok Tx Tx15 AR Tx Tx15 AR Tx Tx15 AR
n 6 9 3 81 36 13 18 3 5
Férfi/N6 3/3 6/3 2/1 58/23 16/20 517 12/6 0/3 2/3
Kor (év) 48 15 5412  46%13 | 53+13  54+10 45+12 |53 +11 48+12  34+20
Kreatinin (wmol/L) 108 £16*  140+£63* 600+101 | 147+49* 152+86* 607£220 [159+48%* 115+42% 800+250
Proteindria, g/day 1.4+0.5%  1.3x0.2* 3.1£1.7 | 1.1£0.4* 1.6+0.8% 3.2+#2.1 | 1.1+04 1.3+0.7 ND
Koleszterin (mmol/L) 6.3+1.1 5.840.8 3.8+2.1 | 6.0£1.3 59+1.6 6.0£1.7 |6.0£1.3 5.6x1.1 5.6+2.8
Triglicerid (mmol/L) 1.8¢1.0 2.240.7 ND 25412  1.840.8 2.5+09 |2.8+1.5 1.240.1 2.5%1.5
BMI (kg/mz) 25.7¢4.1 24.1£2.1 22143 | 27.2452 24.7+4.0 24+1.0 |27.1£4.8 25.5£1.5 22421
Hipert6nia % 333" 77 30" 329*% 75 90" 33% 44 66"
Akut rejekcio, % 16.7 33 100 24.7 27 100 39 0 100
5. tablazat A HSPAIB A(1267)G genotipusok és a klinikai adatok osszefiiggése *P<0,05
versus Tx15 és AR; *P<0,05 versus AR
TLR4 A(299)G AA AG GG
Csoportok Tx Tx15 AR Tx Tx15 AR Tx TxI5 AR
n 100 41 21 5 7 - - - -
Férfi/N6 69/31 19/22 12/9 5/0 3/4 - - - -
Kor (év) 53+12 54+12 45+12 57+13 49+11 - - - -
Kreatinin (umol/L) 147+48*%  150+80*  645+220 139438 130+£32 - - - -
Proteindria, g/day 1.1204%  1.5+0.7% 2.9+2.6 | 0.920.2 1.4+0.3 - - - -
Koleszterin (mmol/L) 6.0+1.2 5.8+1.4 5.0+1.2 6.4+0.8 6.4+3.4 - - - -
Triglicerid (mmol/L) 2.5+1.3 1.8+£0.8 2.240.9 2.5+1.7 2.4+1.4 - - - -
BMI (kg/m®) 27.0+4.6 24.8+4.7  24+0.7 | 29.8+6.4 23.8+2.9 - - - -
Hipert6nia % 35% 63 80 50* 85 - - - -
Akut rejekcio, % 31 26 100 25 28 - - - -

6. tablazat TLR4 A(299)G genotipusok és a klinikai adatok osszefiiggése

Tx15 és AR, *P<0,05 versus AR

*P<0,05 versus

3.4.3. A HSPAIA GU90)C, HSPAIB A(1267)G és a TLR4 A(299)G genotipusok

megoszlasa gyermek vesetranszplantalt populaciéban

A HSPAIA G(190)C illetve a TLR4 A(299)G genotipusok megoszldsdban és az
allélfrekvencidban - feltehetéen a kis esetszdimok miatt - nem volt kiillonbség az egyes
csoportok kozott (7. tdbldzat).

A HSPAIB (1267)GG genotipus gyakoribb volt mind Tx (p=0,014), mind a VUR-os
(p=0,0072) csoportban a kontrollokhoz képest. A heterozigéta AG genotipus ritkdbb volt a
VUR-osokban, mind a nem VUR-osok (0,007), illetve az 6sszes transzplantdlthoz (p=0,045)
képest. Ezzel szemben a HSPAIB (1267)GG homozigéta genotipusndl ez pont forditva
érvényesiilt. A TLR4 esetében nem taldltunk szignifikans eltérést. (7. tdbldzat)




Polimorfizmus HSPAIA G(190)C | HSPAIB A(1267)G TLR4 A(299)G
Genotipus n GG GC CC AA AG GG AA AG GG
Egészséges 65 1 2 62 17% 39 9* 59 6 0
kontrollok (1.5%) @B%) (95.5%) | 26%) (60%) (14%) | (90%) (10%) (0%)

§
Tx gyerek a0 0o 0o 4 | 1 29 1Y |39 2 0
0%) (0% (100%) | Q%) T1%) (27%) | (96%) (4%) (%)
&
NincsVURGa |26 0 0 26 | 0 23 3% |25 1 0
0%) (0%) (100%) | (0%) (12%) (88%) | (96%) (4%)  (0%)
Van VUR-a 50 0 0o 15 | 1 6 8 |14 1 0
0%) (0%) (100%) | (6%) (40%) (54%) | (94%) (6%)  (0%)

7. tablazat A HSPAIA G(190)C, HSPAIB A(1267)G és a TLR4 A(869)C genotipusok
megoszlasa gyermek vesetranszplantalt populaciéban
*P=0,004 versus Tx: AA versus AG (OR: 12.6; CI: 1.58-100); *P=0.014 versus Tx: AA
versus GG (OR: 20.8; CI: 2.3-187); &P:0,07 versus VUR: AG versus GG (OR: 0.1; CIL
0.09-0.48); §P=O,045 versus VUR: AG versus GG (OR: 3.5; CI: 0.99-12.46)

3.44. A HSPAIA G(90)C, és a TLR4 A(299)G genotipusok illetve a klinikai és
demografiai adatok kozotti Osszefiiggések gyermek vesetranszplantalt populaciéban

A transzplantdlt gyermekek életkora 18.6+6 év volt (nincs VUR: 18.2+5, van VUR:
19.947) nemi megoszlds lany/fid: 17/24 (nincs VUR:12/14, van VUR:5/10). A klinikai
mutatokban kizdrdlag a sz€rum triglicerid szint mutatott eltérést: nincs VUR versus van VUR:
1.6+0.7 versus 2.3+1.1 P<0.05.

3.4.5. A HSPAIB A(267)G és a TLR4 AR99)G genotipusok és allélfrekvencidk
megoszlasa recidiv higvuti infekcidban szenved6 gyvermekek kozott

A HSPAIB A(1267)G és a TLR4 A(299)G genotipusok és az egyes allélfrekvencidk
megoszlasit az aldbbi hdrom tablazat (8.9.10) mutatja.

A HSPAIB (1267)GG genotipus és a HSPAIB (1267)G allél gyakrabban fordult el6 az
UTT betegekben, mint a kontrollokban és mind a GG genotipus, mind a G allél hordozasa
novelte a vesehegesedés rizik6jat. A GG genotipus és a hegesedés kozotti Osszefiiggés
szignifikdns maradt akkor 1is, ha a magasfoki VUR fenndlldsara, mint elsddleges
rizik6tényezOre vonatkoztattuk.

A TLR4 (896)AG genotipus és a TLR4 (896)G allél szintén gyakoribb volt az UTI
paciensek kozott. Mind az AG genotipus, mind a G allél hordozds gyakrabban fordult el
azokban az UTI paciensekben, akiknél nem 4llt VUR az infekcidk hatterében.

HSPAIB A(1267)G TLR4 A(299)G
Csoport N AA AG GG AA AG GG
Egészséges kontroll 235 93 119 23 218 17 0
(40%) (50%) (10%) (92%) 8%) (0%)
UTTI betegek 103 12 77 14* 88 15+ 0
(11%)  (75%) (14%) | 86%) (14%)  (0%)
Vesehegesedés van 40 2 29 Ok 35 5 0
5%) (72%) (23%) (12%) (88%) (0%)
Vesehegesedés nincs 63 10 48 5 53 10 0
(16%)  (16%) (18%) | (84%) (16%)  (0%)
VUR van 50 9 39 5 46 4 0
(18%)  (72%) (10%) | (92%)  (8%)  (0%)
VUR nincs 53 3 38 9 42 11% 0
6%)  (16%) (18%) | (80%)  (20%)  (0%)




8. tablazat. HSPAIB A(1267)G and TLR4 A(299)G genotipusok megoszlasa recidiv
higyiti infekciéban (UTI) szenvedé gyermekekben
*P=0,0001 versus egészséges kontroll (P=0.0001 (OR:1.92, CI:1.38-2.68); **P=0,012 versus
vesehegesedés van; "P=0,031 versus egészséges kontroll (OR:2.18, 95% CI:1.46-4.56),
*P=0.05 versus VUR van (OR:3.01 95% CI:0.99-10.1))

HSPAIB A(1267)G | TLR4 A(299)G

Csoport N A G A G
Egészséges kontroll 235 305 165 453 17
UTI betegek 103 101 105* 191 157
Vesehegesedés van 40 33 477%%* 75 5

Vesehegesedés nincs 63 68 58 116 10
VUR van 50 51 49 98 4

VUR nincs 53 44 62 93 11%

9. tablazat. HSPAIB A(1267)G and TLR4 A(299)G allélfrekvenvciak megoszlasa

recidiv hagyiiti infekciéban (UTI) szenved6 gyermekekben
kontroll (OR:1.92, CI:1.38-2.68);

*P=0,0001

versus egészséges

**p=0,049 versus

vesehegesedés nincs (OR:1.67, 95% CI:1.0 -2.94); 7P=0,041 versus egészséges kontroll
(OR:2.71, 95% CI:1.33-4.12); +P=0,03 versus VUR van (OR:2.89, 95% CI.:0.92-9.82)

HSI;;;I: j:(égng ©s Egészséges kontroll(%) UTI betegek (%)
N 235 103
(1267)AA+(896)AA 41 (17%) 10 (10%)
(1267)AA+(896)AG 6 2%) 2 (2%)
(1267)AA+(896)GG 0 (0%) 0 (0%)
(1267)AG+(896)A A 151 (64.5%) 66 (65%)
(1267)AG+(896)AG 13 (5%) 11 (10%)*
(1267)AG+(896)GG 0 (0%) 0 (0%)
(1267)GG+(896)AA 22 (9.5%) 11 (10%)
(1267)GG+(896)AG 2 (1%) 3 (3%)
(1267)GG+(896)GG 0 (0%) 0 (0%)

10.tablazat Az UTI kialakulasanak kockazata a HSPIAB A(1267)G és TLR4

A(299)G polimorfizmusok kiilonb6z6 kombinalt genotipusaiban.
*P=0,05 versus egészséges kontroll (OR:1.93, 95% CI1:0.97-4.54)

Az UTI kialakuldsanak kockazata azokban a betegekben volt a legnagyobb, akik mindkét
polimorfizmus esetében a G allélt hordoztdk.

3.5. Megbeszélés-Kovetkeztetések

Napjainkban népegészségiigyi problémat jelent és egyre nd a kronikus veseelégtelenség
(CRF) miatt nefroldgiai kezelésre — vesepotlo kezelésre vagy vesedtiiltetésre szorul6 betegek
szama. Szdmos, a beszamold elején is vizsgalt alloantigéntdl fliggetlen faktor (iszkémids
karosodas, immunszuppressziv terdpia stb.) mellett, a genetikai predispozicié meghatirozé
jelentdségli a vesetranszplantatum tdlélésében.

Klinikai vizsgdlatainkban vesetranszplantdlt felnott és gyermek populdcidban, illetve
visszatéré UTI-ban szenvedd gyermekekben vizsgdltuk a CRF patomechanizmusdban
kulcsszerepet jatsz6 HSP72 fehérjét koédoldé HSPAIB A(1267)G és a TLR4 fehérjét kodold
TLR4 A(896)G genetikai polimorfizmusok eléforduldsat.



Ezek a fehérjék alapvetd fontossaguak a szervezet nativ védekezOképességében. A TLR4
a Gram-negativ baktériumok okozta fertdzések lekiizdésében nélkiilozhetetlen [20], a HSP72
pedig a veseszovet regeneralédasaban bir kiemelkedd szereppel [21]. A HSP72-r6] kimutattak
tovabbd, hogy a transzplanticié sordn is fellépd iszkémia hatdsdra expresszidja megno,
jelenléte elengedhetetlen a tubulussejtek I/R  kédrosoddsanak kivédéséhez. In vivo
transzplantaciés modellen igazoltdk, hogy elnyujtott iszkémids iddszakot kdvetden, a graftok
talélése korrelalt a HSP72 szintjével, ami aldtimasztja a HSP72 protektiv szerepét a
vesetranszplantdcio kimenetelében.

Mindkét fehérje esetében ismertek genetikai polimorfizmusok, melyek befolyasoljdk a
vizsgélt fehérje mRNS expresszidjat. A HSPAIB A(1267)G polimorfizmus a HSP72 mRNS
expresszid csokkenését eredményezi [14], melynek kovetkeztében a HSP72 védo funkcidja
karosodhat. A TLR4 A(299)G polimorfizmusrdl ismert, hogy csokkent immunvalaszt
eredményez [17]. Bar a HSPAIB A(1267)G polimorfizmus szerepét szamos iszkémidval
Osszefiiggd kordllapotban leirtdk, munkacsoportunk els6ként mutatott ki Osszefiiggést
vesetranszplantdlt betegekben a HSPAIB A(1267)G és TLR4 A(896)G genetikai
polimorfizmusok és a rendlis graftok hosszutavu tulélése kozott.

Vizsgélataink sordn igazoltuk, hogy a HSPAIB (1267)AA genotipus gyakoribb az
egészséges €s a hosszutdvon jol milkkodd grafttal €16 Tx15 populdcidban, mint a tdbbi
vesetranszplantalt betegben. Ezzel szemben a csokkent HSP72 szinttel jaré (1267)GG
genotipus a transzplantéltak kozott €s az akut rejekciot elszenvedo betegek kozott fordult eld
nagyobb ardnyban. Mindez arra utal, hogy nem csak az (1267)AA genotipus csokkent
el6forduldsa, hanem 6nmagéban a (1267)GG gyakoribb jelenléte is jelentdsen befolydsolja a
graft tilélését és az akut rejekcié kialakuldsat. Eredményeink azt mutatjdk, hogy az
egészséges kontroll populdci6 és a hosszi tdvon jol miikddo grafttal €16 Tx 15 betegek hasonld
genetikai mintdzattal birnak a HSPAIB A(1267)G genotipust illetden. Ez arra utal, hogy 6k az
egészségesekéhez hasonld, fiziologids védekezoképességgel rendelkeznek a transzplanticid és
az akut rejekcidhoz vezetd rizik6faktorokkal szemben.

A HSP72-rdl ismert, hogy aktivélja a TLR2, TLR4 és interleukin-2 ttvonalakat is, melyek
fontosak a gyulladdsos vdélaszreakcié kivaltdsdban. Kimutattuk, hogy TLR4 (299)AG
genotipus illetve a G allél jelenléte gyakoribb a hosszu tdvon jol miikodd grafttal €16k kozott,
mint a tobbi vesetranszplantilt, illetve akut rejekcion atesett betegben. Mindezek alapjan
feltételezhetd, hogy transzplanticiét kovetden a csokkent immunoldgiai valaszkészséggel jard
(299)AG genotipus hordozdsa elonyt jelenthet a graft tdlélésének szempontjabol.
Hipotézisiinket tdmasztja ald az is, hogy a TLR4 (299)G allélrdl a kozelmdiltban igazolték,
hogy csokkent gyulladdsos valaszkészséggel, proinflammatorikus citokin-expresszidval és
akut fazis fehérje indukcidval jar [22].

Az is valészinii, hogy a TLR-k 6nmagukban szerepet jatszanak az allograft rejekcidban,
mivel TLR knock out modellben az 4llatokndl egyaltalin nem alakult ki kilokddés, még
inkompatibilis graft esetében sem [23,24]. Tiid6transzplantalt betegeknél kimutattdk, hogy a
TLR4 (299)AG genotipusu betegek esetében csokkent az akut rejekcidk szdma [25], ami
megegyezik az dltalunk vesetranszplantdltakban észlelt eredményekkel. Felndtt transzplantalt
betegeken végzett vizsgdlataink tehat arra utalnak, hogy a recipiens genetikai predispozicidja
a HSP72 csokkent termelésére, illetve a TLR4 aktivacidjara vonatkozdan befolydsolhatjdk a
graftok hosszutavu tulélését.

Gyermekkorban a vesetranszplantiaciéhoz vezetd leggyakoribb ok a kongenitalis fejlodési
rendellenesség talajan kialakul6 CRF, melynek hatterében az obstruktiv uropétia, az aplazia,
hipoplédzia, diszplazia, illetve a VUR kovetkeztében kialakul6é reflux-nefropatia [26] all.
Eurépédban a gyermekkori CRF 10-24%-t az UTI szovOdményeként fellépd vesehegesedés
okozza [27].

Gyermeken végzett vizsgdlataink sordn kimutattuk, hogy a HSPAIB (1267)G allélt
hordozék gyakrabban szenvednek el UTI-t, s6t a veseparenhima 1€zi6 prevalencidja is



nagyobb ezekben a betegekben. Eredményeink tovabb erdsitik azt a kordbbi feltételezést,
hogy a csokkent HSP72 fehérjeszinttel jaré HSPAIB (1267)GG genotipust, illetve a HSPAIB
(1267)G allélt hordoz6 egyedekben csokken a HSP72 mennyisége és/vagy protektiv
funkciéja, ami fogékonyabbd teheti ket egyebek mellett, a higyuti infekcidkkal szemben is
[28].

A HSP72 fehérje mésik jelentOs szerepe a mar tobbszor emlitett regenerdlé képessége,
ami kiilonosen a vese esetében kifejezett. Ha a G allélt hordozékndl ez a protektiv faktor
kiesik, akkor a veseszovet jobban kirosodik a gyulladdsos mechanizmusok sordn, ami végso
soron a vese hegesedését eredményezheti. Ez a feltevés magyardzza a rendlis parenhima
1ézidban szenvedd betegeinkben a HSPAIB (1267)GG genotipus, illetve a HSPAIB (1267)G
allél gyakoribb eldforduldsat.

Vizsgalatainkban a HSPAIB (1267)GG genotipus, és a HSPAIB (1267)G allél hordozéasa
gyakrabban fordult el6 mind a transzplanticiéra keriild, mind az UTI-ban szenvedd
gyermekeknél az egészségesekhez viszonyitva. Ezzel elsOként vildgitottunk ra arra, hogy ez a
genetikai polimorfizmus is szerepet jatszhat UTI és CRF kialakuldsdban. Feltehetden a
HSP72 védelmezd mechanizmusdnak kiesése vezet a higyutak nagyobb érzékenységéhez
fertdzésekkel és egyéb vesekarosité dgensekkel szemben.

Mindezek alapjan a HSPAIB (1267)GG genotipusu illetve a HSPAIB (1267)G allélt
hordozé UTI-s, illetve egyéb vesét érintd betegségben szenvedOknél az irreverzibilis
vesekdrosodas megeldzésére agresszivabb kivizsgdlasi és kezelési elvek mérlegelése meriilhet
fel.

A TLR4 kozponti szereppel bir elsdsorban az E.coli dltal kivaltott pielonefritisz elleni
védelemben. Erre utal, hogy a vesetubulusok epitélsejtjei TLR-okat expresszdlnak
gyulladasos betegségekben. Inaktiv TLR4-et hordoz6 egértorzs és vadtorzs E.coli infekcidja
kapcsdn bizonyitottdk a vesetubulus hamsejtek aktiv részvételét az immunvélaszban,
elsdsorban TLR4 szignalizacids uton [29]. A HSP72, a TLR4 bels6 aktivitoraként [30] segit
fertdzések lekiizdésében. Felmeriil, hogy a HSP72 mellett, a TLR4 genetikai polimorfizmusai
is szerepet jatszhatnak a higyuti fertdzésekkel szemben mutatott eltérd védekezoképességben.

Kimutattuk, hogy a TLR4 (896)AG genotipus és a TLR4 (896)G allél hordozas is
emelkedett UTI kockdzattal jar, és elsosorban a VUR nélkiili UTI-s betegeket jellemzi. Ez
arra utal, hogy a TLR4 polimorfizmusa, az anatomiai tényezoktdl fiiggetleniil is, befolyédsolja
a szervezet védekezOképességét a higyuti fertézésekkel szemben. Feltehetéen a TLR4 (896)G
allél hordozésa esetén, a Gram-negativ baktériumok elleni csokkent valaszkészség okozza az
infekcidval szembeni nagyobb fogékonysdgot. Adataink is arra utalnak, hogy ezen genetikai
variacié hordozéi - a vese- ¢és hugyutak anatomiai eltérései nélkiill is - fokozottan
veszélyeztetettek a higyuti gyulladdsokra. Homozigéta GG genotipust a TLR4 esetében nem
taldltunk sem ebben a kisérletben, sem kordbbi vizsgédlataink sordn és irodalmi adat sem all
rendelkezésre. FeltehetOen ez a genetikai varidcié az immunrendszer sulyos foku kdrosodasa
miatt az élettel 6sszeegyeztethetetlen.

Eredményeinkbdl kideriil, hogy a HSPAIB (1267)AG és a TLR4 (896)AG genotipus
egylittes hordozdsa fokozottan hajlamosit UTI kialakuldsara, 6sszehasonlitva az dsszes tobbi
genotipus-kombindcidval. Ez arra utal, hogy mindkét fehérje esetében mar elegend6 a G allél
hordozasa a csokkent fehérjefunkcio kialakuldsahoz, ugyanakkor a homozigéta vad genotipus
protektiv a homozigéta mutanshoz képest.

Mig az UTI vizsgélati csoportban mindkét fehérje polimorfizmusa kiilonbséget mutat a
kontrollokhoz képest, addig a vesetranszplantilt gyermekeknél csak a HSPAIB A (1267)G
esetében taldltunk eltérést az egyes vizsgdlati csoportok kozott. A HSPAIB (1267)GG
genotipus gyakrabban fordult el6 a transzplanticidéra keriilld gyermekeknél az
egészségesekhez képest. Feltételezhetd az egészséges gyermekek esetében az AA genotipus
protektiv szerepe barmilyen vesekdrositd dgenssel szemben. Ugyanakkor a GG genotipus,



valészintileg a csokkent védekezdképesség miatt, vezet a vese korai kdrosoddsahoz, CRF-hez,
és végiil vesetranszplantaciohoz.

A TLR4 A(896)G polimorfizmus esetében nem volt kiilonbség a kiilonbozd csoportok
kozott. Ez azzal magyardzhatd, hogy a TLR4 elsOsorban fert6zo, illetve gyulladasos
folyamatokban jétszik szerepet, a HSP72 ugyanakkor a hipoxidval, iszkémidval, hiperoxidval
€s egyéb noxdval szembeni védelemben, a veseszovet regenerdcidjiban is kulcsfontossagu.

Hasonl6an az UTI-ban észlelt kiilonbségekhez, a transzplantdlt gyermekeknél is
megfigyeltik, hogy a VUR-osok kozott nagyobb volt a HSPAIB (1267)GG genotipus
prevalencidja a kontrollokhoz képest. Erre magyarazatot adhat a UTI kovetkeztében kialakult
vesehegesedéssel kapcsolatban taldlt eredményiink, mely szerint gyakrabban alakul ki
vesehegesedés ezen G allél hordozdsa esetén. A VUR pedig egyértelmii rizikétényezoként
szerepel az UTI-k patomechanizmusdban. Tovdabba maga a VUR is hajlamosit
vesekdrosoddsra, €s reflux-nefropétia kialakulasdval CRF-hez is vezethet.

Transzplantalt betegeinknél tehdt kimutattuk, hogy a HSPAIB (1267)G allél hordozédsa
CREF kialakuldsdra hajlamosit. Ezt is tdmasztja ald az az elképzelés, mely szerint a csokkent
HSP72 szintet jelentd G allél hatdsdra a vese regenericids képessége is csokkenhet. Nem
talaltunk kiilonbséget a fejlodési rendellenességgel rendelkezd gyermekek €s az ép anatomiai
felépitésti hugyutakkal rendelkez6 gyermekek kozott a HSPAIB A(1267)G polimorfizmusat
illetéen, ami arra utal, hogy ezen polimorfizmus hordozdsa nem a kérosité alapbetegségre,
jelen esetben a hugyuti malformaciora hajlamosit, hanem a higyutakban csokkent védekezo-
és regeneraloképességet eredményez.

Osszefoglalds-jovobeli tervek:

Vizsgdlataink djabb 1épéssel vihetnek kozelebb az akut veseelégtelenségben leirt nemi
kiillonbségek pathomechanizmusdhoz. Minél pontosabban tarjuk fel a folyamatot, anndl
célravezetobben tervezhetjik meg kezelési stratégidnkat. Elképzelhetd, hogy a jovoben,
tervezett beavatkozdsok eldtt (pl. szivmitétek, vesetranszplanticid) direkt hormonkezelést
tudunk alkalmazni, melynek célpontja a HSP70 csalad lehet (graft génterdpidja, HSP gazdag
prezervacios folyadék, stb.).

Tekintettel az I/R kédrosodas jelentdségére a transzplantacié kimenetelében, kisérleteink
hozzasegithetnek uj kezelési protokollok, mddszerek (nemi hormonok bevezetése, kiilon
kezelési algoritmusok ndk és férfiak szamadra) tervezéséhez, kidolgozasdhoz. Ezek az
eredmények nem csupdn a transzplantdlt betegek életkilatdsait javithatjdk, de jelentOsen
csokkenthetik az dtmeneti vesepotld kezelések sziikségességét I/R karosoddssal jaré egyéb
esetekben, pl. nyitott szivmitétek, sulyos klinikai dllapotok kapcsan is. Bar szdmos egyéb
szempont is felmeriil a kezelés kialakitdsakor, ezek az eredmények ujabb adalékkal
szolgdlhatnak a minél optimdlisabb terdpidhoz, javithatjdk a betegek életmindségét,
csokkenthetik a posztiszkémids mortalitdst és mérsékelhetik az egészségiigyi ellatds
koltségeit.

Klinikai vizsgalataink alapjan mérlegelniink kell a HSPAIB és TLR4 polimorfizmusok
klinikai jelent0ségét. Adataink igazoljak, hogy a HSPAIB (1267)G allél hordozasa
rizikotényezot jelen UTI, VUR, ezeknek kovetkeztében kialakulé hegesedés, és CRF
1étrejottére. A TLR4 (896)G allél hordozdsa pedig, VUR jelenlététdl fiiggetleniil, ndveli a UTI
lehetéségét. Ha egy gyermek vizsgalata soran fény deriil ezen polimorfizmusok hordozaséra,
a jovOben felmeriilhet benniink a terdpia valtoztatisa, a megel6zés céljabdl radikalisabb,
illetve egyénre szabott kezelési médok valasztasa.
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