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1. Bevezetés

A kronikus veseelégtelenség (chronic kidney disease, CKD) gyakori, stlyos korkép, mely
vesefibrozishoz és végstadiumi vesebetegséghez (end stage renal disease, ESRD) vezet.
Az ESRD egy ¢életet veszélyeztetd allapot, amely vesepotld kezelést (pl. hemodializis,
peritonealis dializis), vagy vese transzplanticiot tesz sziikségessé. Az ESRD
leggyakrabban cukorbetegség talajan alakul ki. A kronikus veseelégtelenség lefolyasanak
gyorsasagat tobbek kozott az alapbetegség, az életkor és a nem befolyasolja, de egyre tobb
tudomanyos adat erdsiti meg a genetikai hattér szerepét a betegség progresszidjaban. Az
elmult évtizedekben nagy eldrelépések torténtek a vesefibrozis kialakulasaban szerepet
jatszd6 molekularis mechanizmusok megismerése terén, de a fibrozis folyamatat
visszaforditani gyogyszeres terapiaval még nem vagyunk képesek.

A kroénikus veseelégtelenség kiilonb6zé formai feloszthatéak aszerint, hogy a kezdeti
karosito hatas a nefron melyik funkcionalis egységét érinteti elsddlegesen. A glomerulus
karosodas a CKD szamos formajanak kialakuldsdban dontd jelent6ségili. Ezen belill is a
visceralis epithel sejtek, vagyis podocytak szerepe igen fontos. Ezen specializalt sejtek
szelektiv toxikus karositdsa dnmagaban elégséges volt az emberi fokalis szegmentalis
glomerulosclerosishoz (FSGS) hasonlo allapot kialakulasahoz patkanymodellben.

A felsorolt szempontok miatt a kutatdcsoportunk tobb kisérletsorozatot végzett a CKD,
kialakulasadban szerepet jatszé molekuldris mechanizmusok vizsgalatara: 1. Vizsgaltuk a
diabétesz mellitusz (DM) kapcsan kialakuldo glomerularis karosodast streptozotocin
indukalta glomerulopathia modellen, 2. Vizsgaltuk tovabba genetikai hattér szerepét a

doxorubicin indukalta toxikus podocyta-karosité modellen.

1.1. Diabétesz nefropatia:

A diabétesz nefropatia (DN) a cukorbetegség egyik, elsdésorban a vesét érintd stlyos
szovodménye. A cukorbetegek kozel 20-30%-at érinti, és a végallapotu vesebetegség
eseteinek kozel a feléért felelds. A DN elsé jele a mikroalbuminuria, amit nefrozis
szindroma kifejlodése kovet magas vérnyomassal ¢és a vesefunkcid fokozodo
beszlikiilésével.

Ujabb irodalmi adatok felhivjak a figyelmet arra, hogy az inzulin hatas hozzijarul a
podocytak megfeleld miikodéséhez. Az inzulin receptor génjének csendesitése

podocytakban albuminuridhoz ¢és a DN-hoz hasonlé szdvettani elvaltozasok
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kifejlodéséhez vezetett normalis szérum glukéz szint mellett is. Inzulin hozzaadasa
podocyta sejtkulturahoz a sejtek aktin-szerkezetének gyors atrendezddéséhez vezetett. A
citoszkeleton épségének dontd jelentésége van a glomerularis barrier-funkcio
fenntartasaban, ezért a citoszkeleton szervezddését szabalyozo fehérjék alkalmas terapids
célpontok lehetnek a DN kezelésére.

Az ezrin egy fontos szabalyz6 molekulaja az aktin halozat atépiilésének. Az ezrin és az
interakcios partnere, az NHERF2 (natrium-hidrogén kicserélé regulacios kofaktor) az
egyes membranfehérjék és az aktin halézat kozott l1étesitenek kapcsolatot. A podocytak
egyik sejtfelszini fehérjéje, a podocalyxin az ezrin és az NHERF2 kozvetitésével
kapcsolodik az aktin citoszkeletonhoz. Emellett az ezrin N-terminalis vége glikozilalt
fehérjékkel is kapcsolatot 1étesit cukorbeteg patkanyokban. Az ezrinnek igy szerepe lehet
DN kifejlodésében.

1.2. A genetikai hattér szerepe kronikus veseelégtelenségben

A kronikus veseelégtelenség lefolydsa igen jelentds kiilonbségeket mutathat azonos
alapbetegséggel rendelkezé paciensek kozott. Csaladokon beliil ezzel szemben igen
hasonld lehet a vesefibrozis kialakuldsanak iiteme. A genetikai hattér szerepét tamasztja
ald az a megfigyelés is, hogy egyes rasszoknal a vesebetegség egyes bizonyos gyakrabban
fordulnak el6 az atlag populaciohoz képest.

Genom szintli asszociacios vizsgalatok, valamint csaladfa analizisek segitségével tobb
olyan gént is sikeresen azonositottak, amelyeknek az elégtelen miikodése kronikus
veseelégtelenség kialakulasat eredményezi. Ilyen gének kozé tartozik tobbek kozott a
nefrozis 1 (NPHS1) gén, amelyik a nephrint kodolja; az o-actinin 4-et kodold gén
(ACTN4) és a miozin nehéz lanc 9 fehérjét kodolo gén (MYH9). A felsorolt gének mind
olyan fehérjéket kddolnak, amelyek fontos szerepet jatszanak a podocytak miikodésében
és a résmembran (slit diaphragm) strukturalis ¢és funkcionalis integritasanak
fenntartasaban.



2. Célkitiizés
A vizsgalataink célja a kronikus veseelégtelenség €s a vesefibrozis kialakuldsaban
szerepet jatszo molekularis folyamatok jobb megértése volt.
El6szor a korai glomerularis folyamatokat vizsgélatuk streptozotocin indukalta diabétesz
nefropatia modellen. Kisérleteinkkel a diabétesz nefropatids vizsgalatban az az alabbi
célokat tiiztiik ki:

1. Megallapitani, hogy milyen fehérje expresszidos valtozasok alakulnak ki a

diabétesz nefropatia korai stddiumaban.
2. A megvaltozott expresszidju glomerularis fehérjék azonositasa.
3. Az azonositott fehérjék szerepének vizsgalata a diabétesz nefropatia

kialakulasaban.

A masodik kisérletsorozat egy, az intézetben végzett korabbi vizsgalat folytatasa volt.
Rowett csuklyaspatkanyok (black hooded, BH) korabban ellenallénak bizonyultak so- és
fehérjeterheléssel kombinalt szubtotdlis nefrektomia modellben. A kisérleteink soran
ennek a rezisztencianak a hatterét szandékoztuk megismerni. A korabbi megfigyeléseink
alapjan felmeriilt annak a lehetésége, hogy az oxidativ stresszre adott valasznak szerepe
lehet a BH patkanyok rezisztencianak kialakulasaban. Vizsgalataink soran a doxorubicin-
nefropatia modellt alkalmaztuk. A toxikus nefropatids vizsgalatban az alabbi célokat
tliztiik ki:
1. Megallapitani, hogy a Rowett patkanyok ellenallénak mutatkoznak-e a podocytak
toxikus karositasaval szemben?
2. Megfigyelni, hogy a vese funkcionalis és strukturalis elvaltozasainak milyen
kiilonbségei alakulnak ki a Doxorubicin kezelés nyoman.
3. Az oxidativ stressz mértékének és lehetséges szerepének vizsgalata a Rowett

patkanyokban.



3. Modszerek

3.1. Kisérleti allatok:

A diabétesz nefropatias vizsgalat soran 230 +/- 10 gramm sulyt, him Sprague-Dawley
(SD) patkanyokat, valamint 12 hetes elhizott (fa/fa) és sovany (fa/+) Zucker patkanyokat
hasznaltunk. A toxikus nefropatias vizsgalatban pedig 8 hetes Rowett csuklyas
patkanyokat (black hooded, BH) hasonlitottunk &ssze a vesefibrozis kialakulasara
érzékeny, 8 hetes Charles Dawley (CD) patkanyokkal.

3.2. A diabétesz nefropatias vizsgalat:

3.2.1. A diabétesz kifejlédése

Him SD patkényokat (n=5) savanyu (pH: 4.5) citrat pufferben oldott streptozotocinnal
(STZ) injektaltunk 60 mg/testsulykilogramm doézisban intraperitonealisan. A kontroll
csoport tagjai (n=5) csak citrat puffert kaptak. A cukorbetegség kifejlédését az STZ
injekcid utan 1 héttel ellendriztiik az éhgyomri vércukor mérésével, valamint az injekcid
utan 4 hét mulva oralis glukdz tolerancia teszttel. A vizelet albumintiritést is 4 héttel az
STZ injekcid utan mértiik meg. A 12 hetes elhizott (fa/fa) és sovany Zucker patkanyokat
az ezrin expresszid megvaltozasanak igazolasara hasznaltuk. Az elhizott Zucker
patkanyok hyperphagiasak, €és 2es tipusu diabéteszre jellemzo elvaltozasok alakulnak ki

benniik spontan az id6 eldre haladtaval.

3.2.2. A vizelet albumin iirités kimutatdsa

24 o6ras vizeletgylijtést végeztiink diurézis ketrecben az STZ és citrat injekcio elott,
valamint az injekcio utan 4 héttel. A vizelet albumin szintjét albumin specifikus ELISA
kit segitségével mértiik meg.

3.2.3. Ledlés és a szervek eltavolitasa

Az STZ-vel, vagy citrattal injektalt patkanyokat ketamin+xylazin keverékkel altattuk el. A
patkdnyokat az aorta bifurcatio megszirasaval kivéreztettik, majd a szerveket 60 ml
hideg, fiziologias sooldattal perfundaltuk. Mindkét vesét eltavolitottuk tovabbi
vizsgalatra. Minden kisérleti allat az egyik vesébdl glomerulust izolaltuk egy specialis

szlir6rendszer segitségével.



3.2.4. Keétdimenzios fluoreszcens differencial gélelektroforézis (2D-DIGE)

s

s

segitségével mértiik meg. A cukorbeteg, vagy a kontrollcsoportba tartozo allatok 50-50 pg
izolalt fehérjemintdjat a CyDye DIGE Fluor Minimal Labeling Kit Cy3, vagy Cy5
festékével jeloltik meg. Bels6é kontrollnak az Osszes allat mintajanak poolozasaval
készitett referencia mintat hasznaltuk, amit Cy2-vel jeloltik. A fehérjék izoelektromos
fokuszalasat linearis pH 3-10, 24 cm Immobiline™ DryStrips segitéségével, a méret
szerinti elvalasztast pedig SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel végeztik. A gélek
festékkel jeldlt pontjainak intenzitasat egy referenciaként kijelolt kontroll gél azonos
pontjaihoz hasonlitottuk a DeCyder 2D 7.0 szoftver segitségével. Az intenzitasértékeket a
poolozott minta Cy2-vel festett azonos pontjainak intenzitdsahoz hasonlitva
normalizaltuk. A normalizalt relativ intenzitasértékeket 0sszehasonlitottuk a csoportok
kozott. Szignifikdnsan kiilonbozoének csak a masfélszeres intenzitds kiillonbségnél
nagyobb értékeket tekintettiik, >95%-o0s konfidencia intervallummal (Kétmintés t-proba és
ANOVA, p <0.05).

A fehérjék azonositasa folyadékkromatografiaval

A vizsgalni kivant pontokat kivagtuk az eldzéekhez hasonldan elokészitett, de eziisttel
jelolt 2D gélekbdl. A gél darabok tripszines emésztésével kapott peptideket
folyadékkromatografiaval vizsgalatuk tovabb. A kapott eredményeket Osszevetettiik a
SwissProt adatbazissal, hogy azonositsuk a peptideket. Az igy azonositott fehérjék koziil
az ezrint és az NHERF2-t vizsgaltuk tovabb.

3.2.5. Immunblottolds

Harom diabéteszes és harom kontroll patkany glomerulus izolatumat hasznaltuk a 2D
gélelektroforézis eredményeinek szemikvantitativ ellendrzésére. Vizsgaltuk tovabba az
ezrin, NHERF2, podocin és podocalyxin expresszio kiilonbségét 12 hetes elhizott és

sovany Zucker patkanyok veséinek glomerulus izolatumaibdl is.

3.2.6. Patkany vesék immunhisztokémiai vizsgadlata
Me¢élyfagyasztott SD patkdny vese metszeteket acetonban fixaltunk. A fixalt

vesemetszeteket egér anti-ezrin, nytl anti-p-ezrin (foszforilalt ezrin), nyal anti-NHERF2
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¢és nyul anti-podocin antitesttel inkubaltuk. A primer antitestek kimutatasat AlexaFluor

555 szamar anti-nyul és AlexaFluor 488 szamar anti-egér immunglobulinnal végeztiik.

3.2.7. Human vesék immunhisztokémiai vizsgalata

Cukorbeteg és nem cukorbeteg paciensektél szarmazo, vesedaganat miatt eltavolitott
vesék immunhisztokémiai vizsgalatat végeztik el. A mintdk a Helsinki és Uusimaa
régioba tartozd korhazakbol szarmaztak. A szdvettani metszeteken csak a daganatos
infiltraciotél megkimélt teriileteket vizsgaltuk. A paciensek cukorbetegségre vonatkozd
adatait a betegdokumentacidé alapjan értékeltik. A vesemintdkat anti-ezrin antitesttel
jeloltiik és ABC-reagenssel festettiik. Mintanként 6 glomerulust vizsgaltuk &sszesen 13
diabéteszes és 14 kontroll pacienstdl. A festddés erdsségét két kutatd egymastol
figgetleniil és a csoportok ismerete nélkiil hatdrozta meg. Szovettani vizsgalathoz
perjodsav-Schiff (PAS) festést hasznaltunk.

3.3. A toxikus nefropatia vizsgalat
3.3.1. Glomerulus karositds doxorubicinnel
A vizsgalt soran az alabbi 2 kisérletet végeztiik el:

1. Vesefunkcios és morfologiai eltérések vizsgalata DXR-indukalt toxikus podocyta

karosodas utan.

2. Hosszu tava talélés vizsgalata azonos mennyiségii DXR injekcio utan.
A funkcionalis és morfologiai kisérletben (1.) 8 hetes BH ¢és CD patkanyoknak (n=8) 5
mg/testsulykilogramm DXR-t adtunk intravénasan, fiziologids séoldatban oldva. A tdrzs
azonos negativ kontroll allatok azonos mennyiségii fiziologias s6oldatot kaptak. A BH és
CD allatok vizelet fehérje és neutrofil zselatinaz-asszocialt lipokalin (NGAL) {iritését 8
héten keresztiil vizsgaltuk, ennek végén az allatokat ledltiik, a szerveiket eltavolitottuk.
A t0léld kisérletben (2.) szintén 8 hetes BH és CD allatokat hasznaltunk. Intravénasan 5
mg/testsulykilogramm DXR beadasa utan a kisérleti allatokat szoros megfigyelés alatt
tartottuk és az uraemia fizikalis jeleinek megjelenése utan az egyes allatokat elaltattuk.
Annak eldontésére, hogy az 1. kisérletben tapasztalt funkcionalis és szovettani eltérések
pusztan az eltéré mértékii fehérjeiirités kovetkezményei lennének, az 1. kisérlet allataibol
két alcsoportot (BH/DXRp, CD/DXRp) hoztunk Iétre. Ebben a vizsgalatban a két,

......

fehérjeiirités  szempontjabdl szignifikans kiilonbséget nem mutatd alcsoportot



hasonlitottuk 0ssze tubuléris, gyulladasos és fibrozisra jellemzé markerek fehérjék

expresszidja szempontjabol.

3.3.2. Vizelet fehérje és NGAL iirités meghatdrozasa

A funkcionalis és morfologiai kisérletben a DXR-el, vagy fiziologias sooldattal injektalt
allatoktol kéthetente 24 oras vizeletgylijtést végeztiink diurézis ketrecben a 8 hétig. A
vizeletmintak fehérjetartalmat pyrogallol-alapti kolorimetrids modszerrel, a vizeletmintak
NGAL tartalmat pedig patkany Lipocalin-2/NGAL DuoSet ELISA kittel mértiik meg.

3.3.3. Ledlés és a szervek eltavolitasa

A DXR-el, vagy fiziologids sooldattal injektalt allatokat a kezelés utan 8 héttel
ketamin+xylazin keverékkel elaltattuk, kivéreztettik a szerveiket pedig perfundaltuk a
diabétesz nefropatias kisérlethez hasonldéan. Mindkét vesét és a szivet eltavolitottuk. A
szivet és az egyik vese harmadat paraffinba agyaztuk szovettani és immunhisztokémiai
vizsgéalathoz. A maradék 2/3-ad vesét pedig folyékony nitrogénben fagyasztottuk, és -80
°C-on taroltuk tovabbi felhasznalasig.

3.3.4. A vesemorfologia vizsgadlata

A paraffinba agyazott vesékbol késziilt metszeteket hematoxylin-eozin (HE), perjédsav-
Schiff (PAS) és Picro-Sirius voros festéssel jeloltiik.

A glomerulosclerosis mértékét egy modositott score-rendszer segitségével (El Nahas és
mtsai. 1987) végeztiik PAS festett metszeteken, 400x-os nagyitason. Minden vizsgalt vese
egy atlagos glomerularis score értéket kapott 100 glomerulus vizsgélata utan.

A tubulointerstitialis karosodast szintén PAS festett metszeteken végeztik egy
szemikvatitativ score rendszer segitségével. 100x-os nagyitassal, a latdtér érintettsége
alapjan, latoterenként 0-4-ig osztalyoztuk a tubulointerstitialis sériilés mértékét. Minden
vizsgalt vese egy atlagos tubulointerstitialis score értéket kapott 15 1atotér vizsgalata utan.
A gyulladdsos sejtes infiltracio értékelését HE festett metszeteken, szintén egy
szemikvatitativ score rendszer segitségével végeztik. 400x-os nagyitassal, a latotér
érintettsége alapjan, latoterenként 0-4-ig osztalyoztuk a gyulladasos infiltracio mértékét.
Minden vizsgalt vese egy atlagos gyulladasos score értéket kapott 120 latotér vizsgalata

utan.



A kollagén depoziciot Picro-Sirius vords festett metszeteken vizsgaltuk. A fibrotikus

terlileteken a festddés mértékét Imagel szoftver segitségével szamszerisitettiik.

3.3.5. Immunblottolds

A DXR-el, vagy fiziologias sooldattal injektalt BH és CD patkanyok kéregdarabjabol
segitségével ellendriztiik. A fehérjekoncentraciot bicinchoninsavas modszerrel hataroztuk
meg. 20-20 pg fehérjét hasznaltunk kisérleti allatonként 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) és
nitrotirozin (NT) meghatarozasra.

3.3.6. Patkany vesék immunhisztokémiai vizsgadlata

Paraffinba agyazott BH és CD patkanyok vesemintait anti-fibronektin antitesttel jeldltiik,
szinreakciot az avidin-bitoin modszerre végeztiink. Szintén paraffinos vese metszeteken
végeztiink HNE és NT immunhisztokémiai vizsgalatot. A szinreakcioét diaminobenzidine
(DAB) kit-tel idéztiik eld.

3.3.7. A sziv fibrotikus elvaltozasainak vizsgadlata

DXR-injektalt BH és CD patkanyokbdl eltavolitott sziveket paraffinba agyaztunk. Azonos
magassagban metszett sziv mintakbol Masson festéssel értékeltiik a kollagén depoziciot.
Direkt immunfluoreszcenciaval a connexin-43 festddést (Cx43) vizsgaltuk. Utobbi

érzékeny markere a cardiomyocyta karosodasnak.

3.3.8. Kiilonb6zd markerek mRNS-szintjének vizsgalata valos idejii, kvantitativ polimerdz
lancreakcio (RT-qPCR) segitségével

Messenger RNS-t 50-80 mg-os vesedarabokbdl izolaltunk TRI reagens segitségével. 1ug
izolalt RNS frakciobol reverz transzkripcioval cDNS-t allitottunk eld random hexamer
primerek és High-Capacity cDNA Archive Kit felhasznalasaval. Az elékészitett mintakbol
NADPH-oxiddz 2 (NOX-2, p9lphox, citokrom b-245 béta polipeptid), l-es tipust
neutrofil citoszol faktor (Ncfl, p47phox), l-es tipusu kollagén alegység (COL1Al),
transforming growth factor B1 ndvekedési faktor (TGF-B1), kot6szoveti ndvekedési faktor
(CTGF) és 1-es tipusu makrofag kemotakikus protein, (MCP-1, chemokine (C-C motif)
ligand 2, Ccl2) mRNS-szinteket mértiink kvantitativ polimeraz lancreakcié (RT-qPCR)

segitségével. A kapott értékeket aktin mRNS szintre normalizaltuk. A nephrin mRNS
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szinteket dupla-szala DNS alapti RT-qPCR-rel mértiik Maxima SYBR Green RT-qPCR
Master Mix-szel. A kapott értékeket gliceraldehid-3-foszfat dehidrogendz mRNS szintre
normalizaltuk. Az értékeket egy kivalasztott referencia kontroll allat értékeihez

viszonyitva abrazoltuk.

3.4. Statisztika

Kétmintas t-probat alkalmaztunk az STZ-vel, vagy citrattal injektalt SD patkdnyok mért
értékeinek, valamint a BH/DXRp ¢és CD/DXRp alcsoportok mért értékeinek
Osszehasonlitasara. Két szempontos variancia analizist hasznaltunk tobbszoros
Osszehasonlitassal, vagy anélkiil, a DXR-el, vagy fiziologias sooldattal injektalt BH és CD
patkanyok mért értékeinek 0sszehasonlitdsara. A poszt-hoc analizist Holm-Sidak teszttel
teszt a variancidk szignifikdns inhomogenitasat jelezte. Tulélést a Kaplan-Meier teszttel
vizsgaltuk. A kiilonbséget szignifikdnsnak értékeltiik, ha P érték kisebb volt, mint 0.05.



4. Eredmények

4.1. A diabétesz nefropatias vizsgalat eredményei

4.1.1. A streptozotocin altal indukalt diabetes megvaltoztatta a glomerularis feherjék
expressziojat

Osszehasonlitottuk a cukorbeteg és a kontroll SD patkanyok glomerularis fehérje frakcidit
kétdimenzids fluoreszcens differencial gélelektroforézis (2D-DIGE) segitségével. A gélek
kiértékeléséhez hasznalt DeCyder szoftver 2274 pontot azonositott, amelyek mindegyik
gélen jelen voltak. Ebbol a 2274 pontbol 29 esetében mértiink szignifikans kiilonbséget a
festodés mértékében a cukorbeteg és a kontroll csoportok kozott. 15 pontban magasabb
(maximum 3.16-szeres novekedés), 14 pontban alacsonyabb (maximum 3.11-szeres
csokkenés) értékeket mértiink a kontrollhoz képest. A gélek 29 pontjanak
folyadékkromatografias vizsgalataval 17 pontban tobbféle-, 12 pontban egyféle peptidet
azonositottunk. A 12 egyediilalld fehérje kozé aktin kotd, az aktin citoszkeletont
szabalyoz6, apoptozissal dsszefliggd, az oxidativ toleranciaval dsszefiiggd, DNS koto és a

DNS javitasban résztvevo fehérjék tartoztak.

4.1.2. Az ezrin és az NHERF?2 down-reguldlodott a cukorbeteg allatok glomerulusaiban
Az ezrin és az NHERF?2 is a folyadékkromatografiaval azonositott 12 egyediilalld fehérje
k6zé tartozott. Az ezrin 2.1-szeres, az NHERF2 1.94-szeres csokkenést mutatott
cukorbeteg SD patkanyokban. Szemikvantitativ Western blott-tal igazoltuk az ezrin 49%-
os, és az NHERF2 42%-os csokkenését az STZ-vel injektalt allatokban. Az ezrin
foszforillacioja az 567-es treoninon szintén 49%-al csokkent. Ez az eredmény arra utal,
hogy nem csak a teljes ezrin mennyiség, hanem ezen beliil a foszforilalt, aktiv ezrin
mennyisége is csokkent a cukorbeteg patkanyok glomerulusaiban. Emellett az
ezrin/NHERF2-komolexen keresztiil az aktin citoszkeletonhoz kapcsolddd podocalyxin
expresszidja is 35%-al csokkent. Ezzel szemben a podocytak felszinén taldlhaté podocin
expresszidja nem valtozott. Immunfestéssel csokkent ezrin, foszforilalt ezrin (p-ezrin) és
NHERF2 expressziot lattunk a cukorbeteg patkanyok glomerulusaiban, de a podocin
festddésében 1ényeges eltérés nem volt megfigyelhetd. (1. abra)
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1. abra: Patkany vese immunhisztokémia: ezrin, NHERF2, foszforilalt ezrin, podocin fest6dés
A-D: Citrat pufferrel injektalt kontroll (ctrl) patkanyok glomerulusai,

E-H: Streptozotocinnal injektalt (stz), cukorbeteg patkanyok glomerulusai.

Lépték =30 pm.

4.1.3. Az ezrin expresszio csékkent az elhizott Zucker patkanyok, valamint a 2-es tipusu
diabéteszben szenvedd paciensek glomerulusaiban.

Szemikvantitativ. Western blott segitségével az elhizott Zucker patkanyok
glomerulusaiban is sikeriilt igazolni az ezrin expresszio csokkenését. A vesedaganat miatt
eltavolitott human vesék tumor altal nem érintett részleteiben is kisebb mértékii ezrin
expresszio volt kimutathatd, amennyiben a paciens diabéteszes volt. Az érintett paciensek
szerepelt. A vesemintdk szOvettani vizsgalatival a diabétesz nefropatiara jellemzd
szovettani eltérések még nem voltak megfigyelhetok.

4.2. A toxikus nefropatias vizsgalat eredményei

4.2.1. Nem volt szamottevd szivkarosodas 8 héttel a DXR injekcio utan.

8 héttel a DXR, vagy fiziologids sooldat beaddsa utan sem a BH, sem a CD allatok
szivének szovettani vizsgalataval 1ényeges kollagén depozicié nem volt megfigyelhets. A
connexin-43 immunfestéssel a cardiomyocytak finom struktirajanak eltérései sem voltak

megfigyelhetoek.
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4.2.2. A CD dllatok haldlozdasa magasabb volt a BH dllatokéhoz képest

A BH patkanyok az 5 mg/testsulykilogramm DXR injekcié utan késobb keriiltek
moribund allapotba a hasonldan kezelt CD allatokkal 6sszehasonlitva. Az atlagos tulélési
idé DXR injekcié utan a CD patkanyok esetében 85 nap, a BH patkanyok esetében 108
nap volt (p<0.05).

4.2.3. A DXR injekcio CD patkanyokban erésebben gatolta a sulygyarapodast

A DXR injekci6 utan 4 héttel a vesebeteg CD patkanyok (CD/DXR) sulygyarapodasa
szignifikansan elmaradt a fizioldgias sooldattal injektalt CD patkadnyokéhoz (CD/c)
képest. A DXR-rel injektalt BH patkanyok (BH/DXR) esetében ez a csokkenés csak a 8
héten ért el szignifikans értéket a kontroll BH patkdnyokhoz (BH/c) képest.

4.2.4. A DXR-rel injektalt BH allatokban kisebb mértékii proteinuria alakult ki

Az 5 mg/kg DXR massziv proteinuriat okozott a kezelt CD patkdnyokban mar 2 héttel az
injekcid utan. A DXR-rel injektalt BH patkanyok esetében proteinuria a 4. hétre fejlodott
ki, és minden vizsgalt idépontban kisebb mértékii volt a CD/DXR csoportban mérthez
képest. A vesetubulusokat béleld hamsejtek karosodasat jelzé vizelet NGAL iirités
mindkét DXR-rel injektalt csoportban megfigyelheté volt a 4. héttél, de a BH/DXR

rrrrrr

képest.

4.2.5. Nagyobb mértékii veseszovet-karosodas alakult ki CD patkanyokban

A DXR-rel injektalt BH és CD allatokban FSGS-szerti szovettani eltérések alakultak ki.
Az elvaltozasok csak a glomerulusok adott hanyadat érintették. A BH/DXR csoport
tagjainak veséiben nagyobb aranyban talaltunk ép glomerulusokat. Gyakoribb volt a
glomerulus sériilés a CD/DXR csoportban, és nagyobb aranyban talaltunk enyhén (Score:
0.5-1.5; CD: 50.7% vs. BH: 28.4%), vagy sulyosan sériilt (Score>2, CD: 13.3% vs. BH:
3.3%) glomerulusokat is ezekben az allatokban. A nagyobb mértéki vizelet fehérje- és
NGAL iiritéssel egybevagoan a tubulointerstitialis karosodas és a gyulladasos infiltracio is
sulyosabb volt a DXR-rel injektalt CD patkdnyokban a DXR-rel injektalt BH
patkanyokhoz képest (1. tablazat).
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1. tablazat: Vese score értékek

CD: Charles Dawley patkanyok, BH: Rowett csuklyas patkanyok, kontroll: fizioldgias soéoldattal injektalt

patkanyok, /DXR: Doxorubicinnel injektalt patkanyok (dozis: 5 mg/kg). n=8/csoport.

Csoport Ep glomerulusok (%) | Glomeruloscler | Tubulus score | Gyulladasos
osis score érték | érték score érték

CD/DXR 36.3+134 0.79 +£0.22 2.01 +0.64 1.61+0.32

BH/DXR 68.3+84 0.32+0.11 0.86 + 0.44 1.06 +£0.20

Kontroll 93.3+4.4 0.06 £ 0.04 0.00 +0.00 0.18 £0.06

P érték <0.001 <0.001 <0.001 <0.01

(CD/DXR

vs.

BH/DXR)

4.2.6. A kisebb mértékii széveti fibrozis mellett az oxidativ kdrosodas és a gyulladasos
markerek szintje is kisebb volt a BH patkanyokban

A Sirius vorossel festett vesemintakon kifejezettebb volt a szdveti kollagén depozicid
mértéke a DXR-rel injektalt CD allatok esetében a DXR-rel injektalt BH allatokhoz
viszonyitva. Fibronektin immunhisztokémiaval csak a metszetek 5.2+0.6%-a festddott a
torzs azonos kontrollcsoportokban. DXR injekcio utdn 8 héttel jelentds fibronektin
fest6édés volt lathatd a CD allatok veséiben, ezzel szemben minimalis a BH allatok
veséiben.

Ezekkel az eredményekkel sszhangban a BH/DXR csoport vesemintaiban a TGF-B1 és a
CTGF mRNS szintje nem kiilonbozott szignifikdnsan a kontroll csoportokétol, de
jelentdsen emelkedett a CD/DXR csoportban. A COLIA1 mRNS szintek mindkét DXR-
rel kezelt csoportban emelkedtek a kontrollhoz képest, de a novekedés alacsonyabb volt a
BH patkanyok esetében.

A nephrin mRNS szintje csokkent a DXR-rel injektalt CD allatok veséiben, ezzel
szemben a BH/DXR csoportban nem kiilonbdzott szignifikansan a kontroll csoporttdl. Ez
alatimasztja a szOvettani vizsgalattal is megfigyelt enyhébb glomerularis karosodast
ebben a csoportban.

Vizsgaltuk tovabba a gyulladasos markerként hasznalt 1-es tipusu monocyta kemotaktikus
protein (MCP-1), valamint az oxidativ stressz markerként hasznalt p91phox és p47phox
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mRNS szinteket is. Mindkét DXR-rel kezelt csoportban emelkedett ezeknek a szintje, de
az emelkedés mértéke a BH/DXR csoportban enyhébbnek mutatkozott.

A nagyfoku proteinuria és strukturalis karosodasok hatterében intenziv HNE és NT
festodést lattunk a DXR-rel injektalt CD patkanyoknal 8 héttel a kezelés utan. A HNE a
lipid peroxidacio, a NT pedig a nitrativ stressz jellemzé markere. A BH/DXR csoportban
enyhébb festddés volt megfigyelhetd, amit a Western blott eredmények is megerdsitettek.

4.2.7. A tubulointerstitialis fibrozis és a gyulladis mértéke enyhébb volt a BH/DXR
csoportban azonos mértékii proteinuria mellett is

A DXR-rel kezelt csoportok allataibdl elkiilonitettiink két alcsoportot (BH/DXRp és
CD/DXRp), amelyek nem kiilonboztek szignifikdnsan a 24 oras vizelet fehérje iirités
tekintetében. Ebben a két alcsoportban mar nem mutatkozott szignifikans kiilonbség a
nephrin mRNS szint és a fibronektin festddés tekintetében. Ezzel szemben az interstitialis
kollagén felhalmozodas, a fibrotikus, gyulladasos, és az oxidativ karosodas jelei jelendsen
enyhébbek voltak a BH patkanyok esetében (2. tablazat).

2. tablazat: A doxorubicinnel injektalt Rowett, és Charles Dawley patkinyok ésszehasonlitisa azonos

mértékii proteinuria mellett (BH/DXRp és CD/DXRp alcsoportok).

CD/DXRp BH/DXRp P érték
(n=4) (n=35)
Vizelet fehérje, 8. hét (mg/24 o6ra) 396.5+82.2 362.5+30.3 0.42
Nephrin 0.68+0.16 0.87+0.19 0.19
Vizelet NGAL, 8. hét (mg/24 6ra) 10.1+2.0 52+1.6 <0.01
Sirius voros festodés (%) 18.0+1.6 11.8+1.0 <0.01
Fibronektin festédés (%) 7.91+2.45 5.55+1.19 0.16
TGF-p1 6.00+2.36 2.13+1.23 <0.05
CTGF 3.71+2.10 0.54+0.11 <0.05
COL1Al 23.09+6.14 5.79 +£2.41 <0.01
p47phox 4.69 +1.51 1.95+£0.36 <0.05
p91phox 10.69 + 2.47 1.94+0.78 <0.01
MCP-1 9.23+3.28 3.46+0.99 <0.05
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5. Kovetkeztetések

A diabétesz nefropatia a cukorbetegség egyik igen sulyos szovédménye. A kialakult
szovetkarosodas visszaforditasara jelenleg nem rendelkeziink megfeleldé terapias
lehetdségekkel. Kétdimenzios fluoreszcens differencial gélelektroforézis és folyadék
kromatografia segitségével azonositottunk tobb olyan fehérjét amelyek expresszidja
megvaltozott cukorbeteg patkanyokban. Az ezrin nevi aktin kot fehérje és az interakcios
partnere, az NHERF2 szintje is csokkent az STZ-vel kezelt patkdnyokban. Nem csak a
teljes ezrin mennyiség, hanem ezen beliil is a foszforilalt, aktiv ezrin mennyisége is
csokkent a cukorbeteg allatok glomerulusaiban. Az ezrin/NHERF2 komplexhez
kapcsolodd podocalyxin szintje is csokkent az STZ-vel injektalt allatokban. Csdkkent
ezrin expressziot talaltunk elhizott, cukorbeteg Zucker patkanyok veséiben és diabéteszes
human nefrektomias mintdkban is. Osszefoglalva, a kapott adatok alapjan az ezrin down-

regulacionak jelentds szerepe lehet a cukorbetegség veseszovodményének kialakulasaban.

A Rowett csuklyaspatkanyok (black hooded, BH) ellenallénak bizonyultak a doxorubicin
okozta toxikus glomerulus karosité modellben. A DXR injekcio hatasara a vesefibrozisra
érzékeny Charles Dawley patkanyoknal igen gyorsan proteinuria alakult ki a nephrin
expresszio csokkenésével és FSGS-szerti szovettani eltérésekkel. A DXR-rel injektalt BH
patkdnyokban a nehrin mRNS szintje hasonldé volt a kontroll allatokéhoz, emellett a
proteinuria és a glomerularis karosodas mértéke is kisebb volt. A nagymértékii proteinuria
hozzajarult a tubuldris atréfia és interstitialis fibrozis kialakuldsdhoz. A BH/DXR
csoportban alacsonyabb vizelet NGAL f{iritést, enyhébb tubulointerstitialis gyulladast és
kisebb mértékii oxidativ karosodast taldltunk a CD patkanyokhoz képest. Erdekes modon
még azonos mértéki proteinuria mellett is nagyobb mértékii tubularis karosodas, szoveti
fibrozis és oxidativ stressz volt megfigyelhetd a DXR-rel injektalt CD patkanyokban. A
BH patkanyok tulélése is hosszabb volt a DXR injekciot kdvetden. Eredményeink
alatamasztjak a fibrotikus és gyulladasos faktorok, valamint az oxidativ/nitrativ stressz

mediatorainak szerepét a vesefibrozis progresszidjaban és a BH allatok rezisztenciajaban.
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