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1. Bevezetés

A kronikus veseelégtelenség (KVE) eléfordulasa vilagszerte gyors iitemben novekszik, amely
jelentés mértékben hozzajarul a morbiditashoz €s a mortalitashoz. KVE-rdl beszéliink akkor,
ha a betegeknél legalabb 3 honapja fennall rendellenes vese struktra és/vagy funkcio
(glomerularis filtraciés rata [GFR] <60 ml/min/1,73 m?). A KVE prevalencija vilagszerte 7-
12% koz6tt mozog, és folyamatosan ndvekszik a leggyakoribb elsddleges okok, koztiik a magas
vérnyomas €s a cukorbetegség novekvo eléfordulasa miatt. A korai KVE-stadiumok (G1-G3,
GFR>30ml/min/1,73 m?) életkor szerinti globalis prevalencidja magasabb a néknél, mint a
férfiaknal. Fontos megjegyezni, hogy a nék korében nemcsak a csékkent GFR-rel jaro KVE-
stadiumok, hanem a normal GFR-rel jaré albuminuria esetén is magasabb KVE prevalenciat
talaltak. A halalozés a férfiak korében magasabb, a predializis el6tti KVE minden stadiuméban,
mig a dializis kezelésben részesiilo betegek haldlozasa hasonlé a férfiak és a nék esetében.

A KVE jelenléte a kardiovaszkularis szovodmények fiiggetlen kockazati tényezdje. A KVE-
ben és a végstadiumt veseelégtelenségben (ESRD) szenvedd betegeknél 5-10-szer nagyobb a
sziv- és érrendszeri betegségek kialakulasanak kockazata, mint a hasonld életkorti kontroll
populacidban. Nagy populacios vizsgalatok arrdl szamoltak be, hogy a KVE minden stadiuma
hajlamosit a korai halalozasra, foként a sziv- és érrendszeri betegségek (CVD) miatt, és ez nem
korlatozodik az ESRD-re. Erdekes médon a kardiovaszkularis halalozas eléfordulasa sokkal
magasabb a G2 és G3 stadiumi KVE betegeknél, mint az ESRD betegeknél. Tovabba, a sziv-
¢s érrendszeri események gyakrabban halalos kimenetelieck a KVE betegeknél, mint a nem
vesebeteg egyéneknél.

Az urémias kardiomiopatiat (azaz a 4-es tipusu kardiorenalis szindromat) a sziv strukturalis,
funkcionalis és elektrofiziologiai atalakulasaként hatarozzak meg KVE-ben. Az urémias
kardiomiopatiat a bal kamrai hipertrofia (LVH) és fibrozis, diasztolés és szisztolés diszfunkcio,
endotél diszfunkcid €s a tovabbi sziv- és érrendszeri megbetegedésekre - beleértve az akut
szivinfarktust (AMI) és a ritmuszavarokat - valo fokozott hajlam jellemzi. Epidemiolégiai és
képalkotdé vizsgalatok bizonyitottdk, hogy az urémids kardiomiopatia elsddleges
manifesztacioja az LVH, el6fordulasa a KVE progresszidjaval n6 (G3 stadium: 31%, G4: 50%,
G5 és ESRD: 90%). Az urémias kardiomiopatia kezdeti stadiumat a LVH mellett diasztolés
diszfunkcio jellemzi, majd kés6bb sulyos kardialis fibrozis és szisztolés diszfunkcid jelenik
meg szivelégtelenséghez vezetve. A makrovaszkularis karosodas feltételezhetéen fontosabb a
KVE korai szakaszaban, a mikrovaszkularis karosodas pedig inkdbb a KVE kés6i szakaszaban

jatszhat jelentésebb szerepet. Ezért az AMI inkabb a KVE korai stidiumaiban gyakori



halalozasi ok. Ezzel szemben az a KVE kés6i stadiumaiban ill. ESRD-ben a betegek
hajlamosabbak a hirtelen szivhaldlra az LVH ¢és szivelégtelenség, az eldrehaladott
atheroszklerozis és az elektrolitzavarokkal 6sszefliggd ritmuszavarok miatt.

Preklinikai és klinikai vizsgalatok egyarant bizonyitottak, hogy a KVE-vel kapcsolatos
tényezok (beleértve az urémias toxinokat és a renalis anémidt) a KVE és a CVD-k kozos
kockazati tényez6in tul (mint példaul a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer [RAAS] és a
szimpatikus idegrendszer tulzott aktivalasaval jar6 nyomas- és térfogattulterhelés, magas
vérnyomas, endothelkarosodas, gyulladas €s fokozott nitro-oxidativ stressz) elsésegitik az LVH
kialakulasat. Az urémias kardiomiopatia kialakuldsanak pontos molekularis mechanizmusai
azonban még mindig nem tisztazottak. Az LVH sulyossaga és fennallasa erésen dsszefiigg a
kardiovaszkularis eseményekkel és a haldlozasi kockazattal KVE és ESRD betegeknél. Annak
ellenére, hogy az alapbetegségek - beleértve a magas vérnyomast, a cukorbetegséget €s a
hiperlipidémiat - kezelésére széles korben rendelkezésre allnak a standard gydgyszerek, a KVE
betegek korében a kardiovaszkularis morbiditas és mortalitds még mindig magas. Ezért az
urémias kardiomiopatia és az LVH kialakuldsaban szerepet jatszo specifikus, mechanizmusok
felderitésére van sziikség, hogy 1 terapias célpontokat lehessen azonositani az urémias
kardimiopatia kezelésében.

Az endogén mikroRNS-ek (miR) révid (kb. 22 bp), nem kdédoldo RNS-ek, poszttranszkripcios
szabalyozok, amelyek specifikus mRNS-eket c€loznak, és komplementer kotddésen keresztiil
a fehérjeszintézist gatoljdk vagy az mRNS degradicid fokozodasat eredményezik, igy
betegségben kulcsfontossaghi koroki tényezoként tartjak szamon. A miR-212/132 klasztert a
nyomastulterhelés okozta LVH és szivelégtelenség kialakulasdnak kdzponti szabéalyozdjaként
azonositottak, mely az antihipertrofias transzkripcios faktor forkhead boxprotein O3 (FOXO3)
repressziojan keresztiil fejti ki hatasat. Tovabba a miR-132-t6] fiiggetleniil a miR-212 fokozott
kifejezddésérdl azt talaltdk, hogy az LVH és a szivelégtelenség kialakulasaban jatszik szerepet,
amagzati génexpresszios program jboli aktivalasan keresztiil emberi szivben. Tovabba a miR-
212 hipertrofias potencialjat primer Ujszilott patkany kardiomiocitakban is megerdsitették. A
FOXO3-on tulmenden a miR-212 egyéb LVH-val kapcsolatos, prediktalt ill. validalt célpontjait
is azonositottak. Ezek kozé tartozik példaul az extracellularis jel altal szabalyozott 2-es kinaz
(ERK2) és az adenozin-monofoszfat (AMP) altal aktivalt fehérje kindz (AMPK). Eddig nem

allt rendelkezésre irodalmi adat a miR-212 és a sziv hipertréfidval és fibrozissal kapcsolatos

crer



A sziv egyik leger6sebb endogén adaptiv mechanizmusa az iszkémias prekondicionalas (IPRE),
amelynek soran rovid iszkémias és reperfuzios (I/R) periddusokat alkalmazva jelentsen
fokozhato a sziv ellenalloképessége egy késObbi hosszabb iszkémias sériiléssel (pl. AMI)
szemben. Az IPRE klinikai megfelel6jének tekintik az infarktus el6tti anginat, a bemelegedési
jelenséget (,, warm-up phenomenon”) és a transzluminalis koszoraér-angioplasztikat. Bar az
IPRE figyelemre méltd kardioprotekciot biztosit szamos fajban, beleértve az embert is,
munkacsoportunk és masok preklinikai és klinikai vizsgalatokban korabban kimutattuk, hogy
az IPRE hatékonysagat csokkenti az ¢letkor ¢és néhany tarsbetegség, példaul a
hiperkoleszterinémia és a cukorbetegség. Ugyanakkor néhany him allatokon végzett preklinikai
vizsgalat azt feltételezi, hogy a KVE-ben bekovetkezd Osszetett —szisztémas
anyagcserevaltozasok ellenére az IPRE altali kardioprotekcid tovabbra is fennmarad. Korabban
arr6l szamoltak be, hogy az IPRE a RISK és SAFE utvonalakon keresztiil biztositja
kardioprotektiv hatasat 4 hétig fennallo 5/6-0d nefrektomiaval vagy adeninnel dusitott diétaval
kivaltott szubakut veseelégtelenséghben him patkanyokban. A rovid tava veseelégtelenség
kisérleti modelljei azonban nem feltétleniil tiikrozik megfelelden a Klinikai helyzetet, mivel a
KVE gyakran hosszu ideig diagnosztizalatlan marad. Kutatécsoportunk azt taldlta kordbban,
hogy az IPRE még 30 héttel az 5/6-0d nefrektomia utan is csokkenti az infarktus méretét

urémidban him patkanyokban.

2. A disszertacio célkitiuzései

Jelen disszertacioban céljaink a kdvetkezdk voltak:
i) a miR-212 szerepének vizsgalata

i) ill. LVH-val és a fibrozissal kapcsolatos néhany kivalasztott targetjének (FOXO3 és ERK?2)
az urémids kardiomiopatia kialakuldsaban betoltott lehetséges szerepének a vizsgélata him

patkanyokban,

1i1) az urémids kardiomiopatia sulyossaganak, az I/R-karosodas és az IPRE potencidlis

kardioprotektiv hatasanak az dsszehasonlitasa him és néstény patkanyokban KVE-ben,

iv) tovabba, a RISK és a SAFE utvonalak lehetséges szerepének a vizsgalata az IPRE altal

kivaltott kardioprotekcidoban kisérletes KVE modelliinkben mindkét nemben.

3. Anyagok és modszerek
A disszertacid két kiilonb6zd tanulményon alapul. Az els6 a miR-212 és kivalasztott

targetjeinek, a FOXO3-nak és az ERK2-nek a szerepét vizsgalja az LVH és a fibrozis



kialakulasaban KVE-ben him patkanyoknal. Erre az elsé tanulmanyra a tézisben miR-212
tanulmanyként hivatkozunk. A masodik tanulmany az urémids kardiomiopatia sulyossagat, az
I/R karosodast, az IPRE altal nyujtott kardioprotekciot, valamint az IPRE altal kivaltott
kardioprotekcioban a RISK és SAFE jelutak lehetséges szerepét vizsgalta KVE-ben mindkét
nemben patkany modellben. Erre a masodik tanulmanyra a tézisben nemi kiilonbségek

tanulmanyként hivatkozunk.

3.1. Etikai Engedély: A vizsgalat megfelel a National Institutes of Health Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals (NIH Publication No. 85-23, Revised 1996) utmutatdjanak. A
kisérleti engedélyt Csongrad Megyei Korményhivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi ¢és
Allategészségiigyi Igazgatosaga (XV.1181/2013-2018) adta ki. A laboratoriumi allatok
gondozasara ¢és felhaszndldsara vonatkozo valamennyi intézményi és nemzeti irdnyelvet

betartottuk.

3.2. Allatok: A mIiR-212 tanulmdnyban 66 felndtt him Wistar patkanyt (250-300 g)
hasznaltunk. 30 allaton aloperacidt végeztiink, 36 allat pedig 5/6-0d nefrectomian esett at a
KVE kivaltasa érdekében. A nemi kiilonbségek tanulmanyban 196 azonos kort néstény (n=110,
9 hetes, 180-200 g) ¢s him (n=86, 9 hetes, 300-350 g) Wistar patkanyt hasznaltunk. 90 allat (46
him ¢és 44 néstény) aloperacion esett at, 106 (40 him és 66 néstény) pedig 5/6-0d nefrectomian
a KVE kivaltasa érdekében.

3.3. Részleges (5/6-0d) nefrektomia: A kisérletes KVE-t 5/6-0d nefrektomiaval idéztiik el
két iilésben pentobarbitalis altatasban. Eldszor a bal vese 1/3-at mindkét végén eltavolitottuk,
majd egy héttel késébb a teljes jobb vesét tavolitottuk el. Az aloperaciok soran csak a
vesetokokat tavolitottuk el. Mindkét miitét utan povidon-jodot alkalmaztunk a bérfeliiletre, és
posztoperativ  gyogyszerként nalbufin-hidroklorid fajdalomesillapitot ¢€s enrofloxacin

antibiotikumot adtunk 4 napig.

crer

echokardiografiaval itéltiik meg, a -1, 4 €s 8. kovetési héten a miR-212 tanulmdny esetében, ill.
a nemi kiilonbségek tanulmdny esetében csak a 8. héten. A patkanyokat 2%-os izoflurannal
altattuk, és 2D, M-modu, Doppler, széveti Doppler illetve négyiiregi felvételeket készitettiink
GE Vivid7 (miR-212 tanulmany) ill. GE Vivid 1Q (nemi kiilonbségek tanulmany) ultrahang
késziilek segitségével phased array transzducerrel (GE 10S, 5,5-12 MHz a miR-212 tanulmdany



ill. GE 12S-RS, 5.0-11 MHz nemi kiilonbségek tanulmany esetén). Harom egymast kovetd
szivciklus adatait egy tapasztalt vizsgalo elemezte vakon. A harom mért adat 4tlagat hasznaltuk

fel a statisztikai analizishez.

3.5. Szérum és vizelet laboratéoriumi paraméterek: A szérumparaméterek méréséhez
mindkét vizsgalatban vért vettiink, a véna saphenabdl (csak a miR-212 tanulmdanyban a -1. és
4. héten) ill. a mellkasi aortabol a 9. héten. Az allatokat a 8. héten 24 6rara metabolikus ketrecbe
helyeztiik, hogy a vizeletbdl kreatinin- és fehérjeszinteket mérhessiink. A szérum karbamid- és
kreatininszinteket kinetikus UV-modszerrel, urcaz és glutamat-dehidrogendz enzimek
felhasznalasaval, illetve Jaffe-mddszerrel hataroztuk meg. A f6 vesefunkcids paramétert, a
kreatinin clearance-t, egy standard képlet szerint szamoltuk ki (vizelet kreatinin koncentracio
[UM]x 24 oras vizeletmennyiség [ml])/(szérum kreatinin koncentracio [uM]x24x60 perc). A

reagensek és a platform analizdtorok a Roche Diagnostics-t6l szarmaznak.

3.6. Ex vivo szivperfuziok és szoveti mintavétel: A miR-212 vizsgalatban a sziveket izolaltuk
¢és 5 percig Langendorff szerint perfundaltuk oxigénnel dusitott Krebs-Henseleit oldattal.
Ezutén a szivek tomegét megmeértiik, a bal és jobb kamrat szétvalasztottuk, és a bal kamrabol a
papillaris izom magassagaban keresztmetszetben mintat vettiink, és ezt 10%-os pufferelt
formalinban fixaltuk késobbi szovettani elemzéshez. A bal kamrak tobbi részét frissen
lefagyasztottuk és -80 °C-on taroltuk a tovabbi biokémiai mérésekig. A nemi kiilonbségek
tanulmany soran az izolalt sziveket vagy nem kondicionald, vagy prekondicionald perfizios
protokollnak vetettiik ala. A nem kondicionalt sziveket (45 perc) aerob perfizionak tettiik ki,
amelyet 35 perces globalis iszkémia kovetett. A prekondicionalt sziveket 5 perc iszkémia €s 5
perc reperfiizionak vetettiik ala 3 intermittaléd ciklusban a 35 perces globalis iszkémia el6tt. A
2 oras reperfuzio végén a szivek tomegét megmértiik, majd infarktusméret meghatarozasara

vagy biokémiai mérések elvégzésére hasznaltuk fel dket.

3.7. Az infarktusméret meghatarozasa: A reperfizio befejeztével a szivek egy alcsoportjaban
a pitvarokat eltavolitottuk, és a teljes kamrakat hasznaltuk az infarktusméret meghatdrozasara.
Roviden, a fagyasztott kamrakat 7-8 egyenld szeletre vagtuk, és trifenil-tetrazolium-klorid
oldatba helyeztiik, majd formaldehides fixalas és foszfatpufferes mosasi 1épések kovetkeztek.
Ennek eredményeként a taléld teriiletek vorosre festddtek, mig a nekrotikus teriilet fehéres
maradt. A festett szivszeletekrdl késziilt digitalizalt képeket planimetridval értékeltiik, és a

szivizom elhaldsdnak mértékét a rizik6zdna szazalékaban fejeztiik ki.



3.8. A nemi ciklus meghatarozasa nostény patkanyoknal: A néstény allatok nemi ciklusat a
szivperfuzios protokollok eldtt vizsgaltuk, mivel az Osztrogén- és progeszteronszintek
ingadozasa befolyasolhatja az infarktus méretét és a fehérje expresszios szinteket. Célunk az
volt, hogy a ndstény patkanyokat a diosztrusz fazisban valasszuk ki, amikor a hormonszintek a
legalacsonyabbak. A nemi ciklust 12 oraval a szivperfuziok eldtt hataroztuk meg. A
hiivelykenetet iiveglemezekre helyeztilk, Giemsa-oldattal festettiik, a targylemezeket
fénymikroszkopiaval vizsgaltuk 40x-es nagyitason. Ertékeltik a hiivelyi hamsejtek

mennyiségét, morfologidjat és a limfocitak jelenlétét.

3.9. Hematoxilin-eozin (HE) ill. picrosirius voros és fast green (PSFG) festés: A bal kamrak
papillaris izom magassagabodl szarmaz6 részét formalinban fixaltuk, majd paraffinba agyazott
blokkokat készitettiink beldliik. A blokkokbol 5 um vastagsagi metszeteket vagtunk és ezeket
HE-nal vagy pedig PSFG-vel festettiik. A szovettani metszeteket Panoramic Midi II szkennerrel
(3DHistech, Budapest, Magyarorszag) digitalizaltuk, és a digitalis képeket 10x, 40x%, ill. 100x
nagyitason értékeltiik. A digitalis HE-festett metszeteken megmértiik mintanként 100
kardiomiocita keresztmetszeti keriiletét. A kardialis fibrozist a PSFG-festett metszeteken egy

sajat fejlesztésli programmal értékeltiik.

3.10. A bal kamrai miR-212 expresszidjanak vizsgalata RT-QPCR segitségével: A miR-
expresszid meghatarozasara RT-gPCR-t végeztiink miR-specifikus primerekkel. Az RNS-t a
bal kamrabdl izolaltuk. A miR-212 kvantitativ kimutatasdhoz a TagMan MicroRNA Reverse
Transcription Kit, TagMan miRNA-212 ill. snoRNA (U64702) Assay-ket és Absolute Blue
gPCR Mixet (Abgene, #AB-4136/B) hasznaltunk a gyarto utasitasai szerint. A normalizalashoz
a SNORNS U64702 haztartasi génkt hasznaltuk.

3.11. Az mRNS-expresszio profilozasa RT-qPCR segitségével: A miR-212 vizsgalatban az
RNS-t a Qiagen RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit segitségével izolaltuk szivszovetbdl. Roviden,
a teljes RNS-t a High Capacity cDNS Reverse Transcription Kit segitségével CDNS-re irtuk at,
¢s a Foxo3-ra specifikus primereket és FastStart Essential DNA Green Master mixet
hasznaltunk a gyartd utasitasai szerint. A gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (Gapdh), a
hipoxantin-foszforibozil-transzferaz 1 (Hprtl), a peptidil-proilizomeraz A (Ppia) és a
riboszomalis fehérje oldalso szar P2 alegység (Rplp2) haztartasi gének kontrollként szolgaltak

a normalizalashoz. A nemi kiilonbségek tanulmany soran a teljes RNS-t a bal kamrabol Biozol



teljes RNS extrakcios reagens €s kloroform 5:1 aranyu keverékével izolaltuk. A vizes fazist
tartalmaz6 RNS-t izopropanollal csaptuk ki. Ezutan 100 pg teljes RNS-t cDNS-re irtuk at az
IScript™ ¢DNS Synthesis Kit segitségével. Specifikus primereket (Nppa: A-tipusu
natriuretikus peptid és Nppb: B-tipust natriuretikus peptid) és SsoAdvanced™ Universal
SYBR® Green Supermixet hasznaltunk a gyart6 utasitasai szerint. A peptidil-prolil izomeraz

A (Ppia) haztartasi gént kontrollként hasznaltuk a normalizalashoz.

3.12. Western blot: A miR-212 tanulmdnyban standard Western blot technikat alkalmaztunk a
FOXO3, a protein kinaz B (AKT), az extracellularis jel szabalyozott kinaz 1/2 (ERK1/2) teljes
¢s foszforilalt (p) formainak kimutatasara GAPDH-t hasznalva kontrollként. A nemi
kiilonbségek tanulmdny soran az AKT, az ERK1/2 és a signal transducers and activators of
transcription 3 (STAT3) teljes és foszforilalt (p) fehérjeszintjét vizsgaltuk GAPDH kontroll
hasznélataval. Mindkét vizsgdlatban a bal kamrai szovetmintdkat homogenizaltuk, majd a
gélelektroforézist végeztiink, majd a fehérjéket nitrocelluldz membranra vittik at. A
membranokat blokkoltuk, majd egy éjszakan at primer antitestekkel inkubaltuk. A miR-212
tanulmanyban a membranokat tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt kecskében termeltetett anti-
nyul masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk. A foszforilalt fehérjék mennyiségének a
meghatarozasa utan a membranokat strippeltiik, és ujra felhasznaltuk 6ket a total fehérjék
mennyiségének a meghatarozasahoz. A kemilumineszcens jeleket a Quantity One szoftverrel
elemeztiik és értékeltiik. A nemi kiilonbségek tanulmdny soran a membranokat IRDye® 800CW
kecskében termeltetett anti-nyul és IRDye® 680RD kecskében termeltetett anti-egér
masodlagos ellenanyaggal (Li-Cor) inkubaltuk 1 6ran keresztiil szobahémérsekleten, 5% BSA
oldatban. A fluoreszcens jeleket Odyssey CLx késziilékkel detektaltuk, a digitalis képeket pedig

a Quantity One szoftverrel elemeztiik ¢s értékeltiik.

3.13. Statisztikai elemzés: A statisztikai elemzést a Sigmaplot 12.0 for Windows (Systat
Software Inc.) segitségével végeztilk. Minden értéket atlag = SEM értékben adtunk meg. A
P<0,05 értéket statisztikailag szignifikans kiilonbségnek tekintettiik. A miR-212 tanulmdanyban
kétmintas t-probat (az adatok normalis eloszlasa esetén) vagy Mann Whitney U-tesztet (az
adatok nem normalis eloszldsa esetén) alkalmaztunk az egyes kovetési idépontokon beliil
minden mért paraméterekre. A nemi kiilonbségek tanulmdny soran a kiindulasi és a kiillonb6z6
kovetési adatokat, koztiik a szérum metabolit koncentraciokat és az echokardiografias,

szovettani ¢és RT-qPCR adatokat, kétutas varianciaanalizis (ANOVA) segitségével
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hasonlitottuk 6ssze. Az infarktusméretet és a Western blot mérési adatokat haromutas ANOVA

segitségével hasonlitottuk Gssze.

4. Eredmények
4.1. AmiR-212 tanulmany eredményei

4.1.1. A KVE és az urémias kardiomiopatia kialakuldsa

A szérum karbamid- ¢és kreatininszintek a 4. héten és a végponton szignifikdnsan
megemelkedtek az 5/6-od nefrektomizalt csoportban a kiindulasi értékekhez és az aloperalt
allatok értékeihez képest minden kovetési idopontban, ami a folyamatosan romlé vesefunkciot
¢s a KVE kifejlodését jelzi. Tovabba az 5/6-od nefrektomizalt patkanyokban a vizelet
fehérjekoncentracidja jelentésen megnovekedett, jelezve a glomerularis funkcié karosodasat.
Ennek megfelelden a kreatinin clearance is szignifikansan csokkent az 5/6-0d nefrectomizalt
patkanyoknal mind a 4., mind a 8. héten az aloperalt csoporthoz képest, ami a KVE kialakulasat
jelzi. Ezzel szemben a kreatinin clearance a végponton a kiindulasi értékekhez képest
szignifikdnsan megemelkedett az aloperalt csoportban, valoszinilileg az egészséges allatok
normalis novekedésének kdszonhetden.

A transztorakalis echokardiografia a -1. héten nem mutatott kiilonbséget a mért paraméterekben
a két csoport kozott. A 4. héten a KVE csoportban a diasztolés eliilso és a szeptalis falvastagsag
szignifikansan megndvekedett az aloperalt csoporthoz vagy a kiindulasi értékekhez képest,
amely kezd6dé LVH-ra utal. A 8. héten a bal kamra falvastagsagai, koztiik a szisztolés és a
diasztolés eliilsé és a szeptalis falak, szignifikansan megndvekedtek a KVE csoportban az
aloperalt csoporthoz és a kiindulasi értékekhez képest, amely LVH jelenlétére utal. Az ejekcios
frakcio valtozatlan maradt a KVE csoportban a 4. és a 8. héten az aloperalt csoporthoz és a
kiindulési értékekhez képest. A korai aramléasi sebesség (E) és a szeptalis mitralis gylri
elmozdulasi sebesség (e') aranya a 8. héten jelentésen megnétt a KVE csoportban, amely
diasztolés diszfunkciora utal. A sziv tomege €s a sziv tomegének a testtdomeghez viszonyitott
aranya szignifikansan megnovekedett a KVE allatokban a kontrollokhoz képest, amelyek a
hipertrofia makroszkopos jelei. A teljes bal vese tomege az aloperalt csoportban kisebb volt,
mint a remnant bal vese tomege a KVE csoportban, amely a KVE allatokban kifejezett vese
hipertrofidra utal kompenzatorikus mechanizmusként.

A keresztmetszeti kardiomiomiocita atmérdk szignifikdnsan megndvekedtek a KVE csoportban

az aloperalt csoporthoz képest, igazolva az echokardiografias felvételeken és a boncolaskor
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latott LVH kialakulasat. Tovabba a KVE csoportban jelentds kardialis fibrozis alakult ki az

aloperalt csoporthoz képest.

4.1.2. Bal kamrai miR-212 ¢s targetjeinek expresszios valtozdsa mRNS és fehérjeszinten
urémidas kardiomiopadtiaban

A miR-212 bal kamrai expresszioja szignifikansan megndtt KVE-ben az aloperalt csoporthoz
képest. A bal kamrai FOXO3 szintje mRNS- és fehérjeszinten nem csokkent a KVE-csoportban
az aloperalt csoporthoz képest. Jelen vizsgalatunkban a bal kamrai pFOXO3 szint és a
pFOXO03/FOXO03 arany nem emelkedett meg KVE-ben az aloperalt csoporthoz képest. Az
AKT bal kamrai expresszidja fehérjeszinten nem kiillonbozott a két csoport kozott. A pAKT
expresszidja azonban novekvé tendenciat mutatott a KVE csoportban az aloperalt csoporthoz
képest. A pAKT/AKT arany szignifikansan nétt KVE-ben az aloperalt csoporthoz képest. A
bal kamrai ERK1- és ERK2 szint, a pERK1 és pERK2, a pERK 1/tERK 1 arany, a pPERK2/ERK2

arany nem valtozott szignifikansan a KVE-ben az aloperalt csoporthoz képest.

4.2. A nemi kiilonbségek vizsgalat eredményei

4.2.1. A nemi kiilonbségek hatdsa a KVE kialakuldsdra és az urémids kardiomiopdtidra

A szérum karbamid és kreatinin szintek kozel egyezdek voltak az aloperalt him és néstény
allatokban, de az 5/6-0d nefrektomizalt patkanyoknal mindkét nemben szignifikans emelkedést
mutattak az aloperalt allatokhoz képest. A szérum kreatinin szint szignifikdnsan magasabb volt
az 5/6-od nefrektomizalt him és ndstény patkanyokban, mint az azonos nemil aloperalt
allatokban. A vizelet fehérje koncentracidja szignifikdnsan alacsonyabb volt az aloperalt
nostényekben, mint a himekben. A vizelet fehérje koncentracidja szignifikansan
megndvekedett a him és ndstény 5/6-0d nefrektomizalt patkanyokban az azonos nema kontroll
allatokhoz képest.

A transztorakalis echokardiografia soran a legtobb bal kamrai falvastagsag nem kiilonbozott
szignifikdnsan a himek €és ndstények k6zott az dloperalt csoportokban. A falvastagsagok koziil
a diasztolés eliilsé €s a szeptalis falvastagsag szignifikansan Kkisebb volt az aloperalt
ndstényekben az aloperalt himekhez képest, kisebb testméretiik miatt. A bal kamra
végdiasztolés és végszisztolés atmérdje szignifikansan csokkent az dloperalt ndstényekben az
aloperalt himekhez képest. A KVE hatasara a szisztolés ¢€s diasztolés eliilsd falvastagsag
mindkét nemben szignifikdnsan megndtt az azonos nemil aloperalt allatokhoz képest. A KVE
himeknél a diasztolés inferior, poszterior és szeptalis, valamint a szisztolés szeptalis

falvastagsagok szignifikansan megnovekedtek az aloperalt himekhez képest. Ezzel szemben a
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KVE néstények falvastagsdg ndvekedése kisebb volt, mint a KVE himeké. A KVE
néstényeknél a diasztolés inferior, diasztolés és szisztolés szeptalis falvastagsagok
szignifikansan megnodvekedtek az aloperalt ndstényekéhez képest. A bal kamrai végdiasztolés
€s veégszisztolés atmérok nem mutattak szignifikéns kiilonbséget a KVE-re adott valaszban
egyik nemnél sem. A bal kamrai végszisztolés atméré azonban a himekben a KVE hatasara
csOkkend tendenciat mutatott, valosziniileg a silyosabb LVH miatt. A bal kamrai végdiasztolés
térfogat, a verOtérfogat és a perctérfogat szignifikansan csokkent a KVE himeknél az aloperalt
himekhez képest. Ezzel szemben ezek a paraméterek nem valtoztak szignifikansan a KVE
nostényekben az aloperalt ndstényekhez képest. A f6 szisztolés funkcionalis paraméter, az
ejekcios frakcid nem valtozott szignifikidnsan a csoportok kozott. A diasztolés funkcid
echokardiografias értékelésére megmértiik az E- ill. e' sebességet. Az E- ill. az e' sebességek
szignifikdnsan megemelkedtek az aloperalt és a KVE ndstényeknél az aloperalt KVE himekhez
képest. Az E nem valtozott szignifikdnsan KVE hatdséara egyik nemnél sem. Ezzel szemben az
¢' szignifikansan csokkent KVE hatasara mindkét nemben, amely a diasztolés diszfunkciod
jelenlétére utal a KVE-ben. Mind a himeknél, mind a ndstényeknél szignifikansan
megndvekedett a kardiomiocitak atmérdje KVE-ben az azonos nemti aloperalt csoportokhoz
képest, amely mikroszkoposan bizonyitja a kardiomiomiocita hipertrofia kialakulasat. Azonban
a KVE vagy az éaloperalt csoportokon beliil nem volt szignifikdns iilonbség a kardiomiocita
atmér6kben nemiek kozott. A him KVE csoportban a bal kamra kollagéntartalma
szignifikansan megndvekedett a him aloperalt csoporthoz képest, amely bizonyitja a kardialis
fibrozis kialakulasat KVE-ben. A kollagéntartalomban nem volt kiilonbség a him és a néstény
allatok kozott az aloperalt csoportokban. A ndstények testtomege és tibiahossza szignifikansan
alacsonyabb volt mind az aloperalt, mind a KVE néstényeknél az aloperalt és a KVE himekhez
képest. A KVE himek ill. néstények testtomege és tibiahossza szignifikansan alacsonyabb volt
az azonos nemil aloperalt allatokhoz képest, ami a mindkét nemben hasonl6 stilyossagli urémids
cachexia kialakuldsara utal. A sziv, a bal kamra, a tiid6 és a vese tomege a ndstényeknél
szignifikansan alacsonyabb volt, mint a himeknél a KVE-tdl fiiggetleniil a ndstények kisebb
testmérete miatt. A bal kamra tomege KVE esetén mind a himeknél, mind a ndstényeknél
szignifikdnsan megnovekedett az aloperalt himekhez, illetve ndstényekhez képest, amely
alatamasztja az LVH kialakulasat. Erdekes médon a bal vese tdmege az aloperalt himeknél ill.
néstényeknél jelentdsen nagyobb volt, mint a remnant bal vese tomege a KVE himeknél ill.

ndstényeknél, ami kompenzacios vese hipertrofiara utal a KVE allatokban.
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4.2.2. Az IPRE kardioprotektiv hatisa és a SAFE és RISK utvonalak szerepe urémids
kardiomiopadtiaban

Az IPRE szignifikdnsan csokkentette az infarktus méretét az aloperalt és a KVE himeknél és
néstényeknél is. A KVE azonban egyik nemben sem befolyasolta szignifikansan az infarktus
méretét. Kiemelend6, hogy az infarktus mérete szignifikdnsan kisebb volt mind az I/R
alcsoportban az aloperalt, mind a KVE néstényeknél, szemben az I/R alcsoportban az aloperalt
¢s a KVE himekkel, amely a jelzi néi nem kifejezett kardioprotektiv hatasat a KVE
fennallasatol fliggetleniil. Az IPRE szignifikdnsan megnovelte a pPSTAT3/STAT3 aranyt az
aloperalt himek ¢s ndstények esetében az azonos nemi I/R alcsoportokhoz képest, de nem
valtoztatta meg szignifikansan a pPSTAT3/STAT3 aranyt a KVE himek és ndstények esetében
a KVE I/R alcsoportokhoz képest. A ndstény aloperalt I/R és IPRE alcsoportokban a
PSTAT3/STAT3 arany szignifikansan alacsonyabb volt, mint az aloperalt him I/R és IPRE him
alcsoportokban. A KVE megsziintette a n6i nem € pSTAT3/STAT3 aranyt csokkentd hatasat
az I/R és IPRE alcsoportokban a him I/R és IPRE KVE alcsoportokhoz képest. Erdekes modon
a foszfo-STAT3/STAT3 arany szignifikansan magasabb volt a KVE himek és ndstények
esetében az I/R alcsoportokban, 6sszehasonlitva az aloperalt, azonos nemii I/R alcsoportokkal.
A KVE e pSTAT3/STAT3 aranyt ndveld hatdsa nem volt kimutathatd az IPRE szivekben az
aloperalt IPRE alcsoportokhoz képest egyik nemben sem. A pAKT/AKT és pERK1/2/ERK1/2

aranyok tekintetében nem volt szignifikans kiilonbség a csoportok kozott.

5. Kovetkeztetések

Eredményeinkbdl az alabbi kovetkeztetéseket vonhatjuk le:

i) Az LVH ¢és a fibrozis bal kamrai miR-212 overexpresszioval jar egyiitt KVE-ben him
patkanyokban.

ii) Ezzel szemben a kivalasztott hipertrofiaval és fibrozissal kapcsolatos miR-212 target gének
(a FOXO03 és az ERK2) bal kamrai expresszidja nem valtozott szignifikansan urémias
kardiomiopatiaban. Ezért ugy tlinik, hogy az LVH ¢és a fibrozis kialakuldsanak molekularis
formaktol.

iii) A szérum karbamid- és kreatininszint, valamint a kreatinin clearance alapjan nem volt
kiilonbség a KVE stlyossagaban a him €s ndstény patkanyok kozott.

IV) Az echokardiografias és a szovettani eredmények alapjan a himekben stlyosabb bal kamrai

hipertrofiaval és fibrozissal jaro urémids kardiomiopatia alakult ki a néstényekhez képest.
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v) Az infarktus mérete szignifikdnsan kisebb volt a ndstényekben, mint a himekben mind az
aloperalt, mind a KVE csoportokban.

vi) Az IPRE infarktusméretet csokkentd hatasa mindkét nemben megtartott maradt KVE-ben,
annak ellenére, hogy a him KVE patkanyoknal sulyosabb urémias kardiomiopatia alakult ki.
vii) Az IPRE szignifikansan novelte a pSTAT3/STAT3 aranyt az aloperalt csoportokban
mindkét nemben, viszont KVE-ben ez nem volt megfigyelhetd. Ezért tovabbi kutatasokra van
sziikség azon kulcsfontossagu molekularis mechanizmusok azonositdsdhoz, amelyek szerepet

jatszhatnak az IPRE KVE-ben kifejtett kardioprotektiv hatasaiban.

6. Tamogatok

Projektjeink megvaldsitasat és a publikaciokat a GINOP-2.3.2-15-2016-00006, GINOP-2.3.2-
15- 2016-00040, NKFIH K115990, NKFIH FK129094, EFOP-3.6.2-16-2017-00006 (LIVE
LONGER), valamint az Emberi Er6forrasok Minisztériuma (20391-3/2018/FEKUSTRAT)
palyazatok tdmogattdk. Marvanykovi Fanni a Szegedi Tudds Akadémiai Program
tdmogatasaban részesiilt. A Szegedi Tudds Akadémia Program a Szegedi Biomedicinalis
Tudomanyok Jovojéért Alapitvany Szegedi Tudos Akadémia Programja az Emberi Er6forrasok

Minisztériumanak tamogatasaval valosult meg (TSZ:34232-3/2016/INTFIN).

7. Koszonetnyilvanitas

Ezuaton szeretném kifejezni halamat azoknak, akik a tudomanyos munkam soran tdmogattak és
hozz4jarultak a kutatasi eredményekhez. Koszondm Prof. Dr. Dux Laszlonak az SZTE SZAOK
Multidiszciplinaris  Orvostudomanyok Doktori Iskola vezetdjének és a SZTE SZAOK
Biokémiai Intézet korabbi vezetdjének, ill. Dr. Csont Tamasnak az SZTE SZAOK Biokémiai
Intézet jelenlegi vezetdjének, akik lehetdvé tették szamomra, hogy az intézetiikben folytassam
tudomanyos munkamat az elmult években. Tovabba szeretnék kdszonetet mondani a Szegedi
Tudoés Akadémianak, ahol Szent-Gydrgyi hallgatd voltam 2016-2019 kézott Dr. Csont Tamas
¢s Dr. Sarkdozy Marta mentoralasa alatt. Szeretném koszonetemet kifejezni PhD
témavezetOmnek, Dr. Sarkozy Martanak, aki segitségével és lelkesedésével végigkisért a
disszertaciom elkésziiléséig.

Haélas vagyok tovabba Dr. Sziics Gergdnek, Dr. Dajka Dalménak és Ungi Ilonanak a KVE
projektekben végzett munkajukért. Szeretném kifejezni kdszonetemet a Biokémiai Intézet
minden munkatarsanak a kisérleteink soran nyujtott folyamatos tamogatasukért. Szeretnék

kiilon kdszonetet mondani Dr. Kovacs Zsuzsannanak és Dr. Kovacs Monikanak, felsébb éves
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hallgatotarsaimnak majd PhD hallgatoknak, akik mindig megmutattak a helyes utat és
segitették munkéamat.

Koszonetemet szeretném kifejezni a Laboratoériumi Medicina Intézetbdl Dr. Foldesi Imrének és
Siska Andreanak a szérum ¢s vizelet paraméterek leméréséért, valamint a Patologiai Intézetbodl
Prof. Dr. Cserni Gabornak és Dr. Kévari Bencének, hogy lehet6vé tették a fibrozis elemzd
szoftver hasznalatat. Halas vagyok a Hannoveri Orvostudomanyi Egyetem Molekularis és
Transzlacios Terapias Stratégiak Intézetébdl (IMTTS) Prof. Thomas Thumnak és Dr. Batkai
Sandornak a miR-212 és a targetek mérése soran nyujtott segitségiikért.

Nagyon halas vagyok tovabba klinikai munkatarsaimnak, Dr. Buzogany Istvannak, Dr. Be6the
Tamasnak, Dr. Fazekas Fruzsinanak, Dr. Dombovari Péternek és Dr. Maté Kinganak, hogy
tamogattak a PhD disszertaciom befejezését. Mindezek mellett, kiilon halaval tartozom egész

csaladomnak és kedves paromnak, mert mindez nélkiiletek nem valosulhatott volna meg.

Roviditésjegyzék

AKT: protein kinaz B

AMI: akut miokardialis infarktus
AMPK: AMP-aktivalt protein kinaz
ANOVA: varianciaanalizis

BNP: B-tipusu natriuretikus peptid
KVE: kronikus veseelégtenség

CVD: sziv- és érrendszeri betegség
ERK1/2: extracellularis jel-szabalyozott
kinaz 1/2

ESRD: végstadiumu veseelégtelenség
FOXO3: Forkhead Box O3
GAPDH:gliceraldehid-3-foszfat-
dehidrogenaz

GFR: glomerularis filtracios rata

HE: hematoxilin-eozin

I/R: iszkémia/reperfiizid

IPRE: iszkémias prekondicionalas

LVH: bal kamrai hipertrofia

PSFG: pikrosziriusz vords és fast green
festés

RISK: reperfusion-induced salvage kinase
RNS: ribonukleinsav
RT-gPCR: wvalés ideji  kvantitativ
polimeraz lancreakcio

SAFE: survivor

enhancement

activating  factor

STATS3: signal transducers and activators

of transcription 3



