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Bevezetés

A kronikus vesebetegség (CKD) a vilag népességének 10%-at érintd stlyos
egészségligyi €s gazdasagi probléma. A human klinikai gyakorlatban a CKD
jelentds hanyadat a magasvérnyomassal €s a cukorbetegséggel Gsszefiiggd,
masodlagos  glomerulopatidk  adjdk, valamint az  elsddleges
glomerulonefritiszek, ezek kozt is a leggyakoribb ¢€s vilagszerte novekvo
eléfordulasu fokalis szegmentélis glomeruloszklerézis (vagy FSGS).
Ritkabban a CKD Ilehet késdi kovetkezménye féleg a tubulointersticialis
szoveteket érintd akut iszkémias karosodasnak, vagy a teljes szervezetet
érintd szepszisnek, illetve allhat hatterében az autoszomadlis dominans
policisztas vesebetegseg, a vese egyeb részeit érintd gyulladas vagy bizonyos
koros vizeletelvezetd-rendszeri elvaltozasok. A koreredettdl fiiggetleniil a
CKD végsO progressziojat meghatarozd kozos Ut a vesefibrozis, amelynek
patomechanizmusarol maig nem rendelkeziink elegendd informacioval, igy
hatasos terdpia sem létezik a lassitdsara vagy visszaforditasara. Ez motivalja
a kisérletes nefroldgiai kutatasainkat.

Glomerulopatidkban a kezdeti karositd hatastol fiiggetleniil a
vesefibrozis vagyis glomeruloszkler6zis kialakulasat és progresszidjat a
glomerulust alkot6d sejtek (podocitdk, parietalis epitél-, mezangidlis- és
endotélsejtek) és kotdszoveti strukturak (alapmembran (GBM), mezangialis
matrix, Bowman-tok) a fiziologiastol eltéré milkodése hatarozza meg a
patologias allapotokban. Az elmult években az egyre szélesebb korben
elérhetdvé valt multiplex vizsgdldo moddszerek (RNS-szekvenalss,
tomegspektrometria) alkalmazésa ugrasszerlien novelte ismerteinket a
veseglomerulusban kifejez6d6 génekrdl és fehérjékrol.

Az elmult évtizedben intenziven vizsgalt glomerularis extracellularis
matrix (ECM) Osszetételével kapcsolatban lassan korvonalazddik, hogy az
alapmembran mechanikai stabilitdsat biztositd kotOszoveti struktar
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fehérjéken kiviil mas fontos, a sejt-sejt €s a sejt-matrix kommunikécioban
résztvevo jelatviteli molekuldkat is tartalmaz, illetve az ECM a szoveti
sériilésre adott valaszdban aktivalodo valtozatos, bonyolult folyamatok
szintere. Napjainkban e tényezOk kozti Osszefiiggések halozat- ¢és
rendszerszintli vizsgalatat tartjuk korszertinek. A glomerularis ECM alkot6i
elemei, ezaltal a glomerulopatidkban kulcsszerephez jutdé folyamatok
alaposabb megismerésével, ¢és ezaltal a jovoben célzott terapids
megkozelitéssel az FSGS kezelésében nagysagrendi elOrelépést
remélhetiink. A kozeljovOben érdemes nyomonkovetni a ECM
struktarfehérjék  megtjulasaért  felelés  enzimrendszerek — (matrix
metalloproteinazok, gatld fehérjéik (TIMP-ek), és a szabalyozasukért felelds
szerin proteaz inhibitorok (SERPINek), a hegesedési folyamat régota ismert
¢pitdeleme, a fibrin halo biztositdsan til szamos mas szereppel bird
fibrinogén utvonal, valamint az erdteljes akut fazis vélasz részeként a
komplement rendszer €s a véralvadasi kaszkadd szerepérdl szerzett 1j

ismereteket az FSGS vonatkozasaban.



Célkitiizés

A disszertacid célja a  glomerulopatidk  patomechanizmusanak
elérehaladott stddiumu allatkisérletes megkozelitésben. Ehhez a kovetkezd
részcélokat thztiik ki:

A zsiretetéssel 1étrehozott elhizéassal €s kezd6do gliikkdz anyagcserezavarral
jellemezhetd Long-Evans patkanyban:

1. jellemezni az elhizas és prediabétesz okozta vesekarosodast, illetve
megfigyeléseink alapjan kovetkeztetni kialakulasdnak legkoraibb
eseményeire;

2. feltdrni a vese érintetteség és mas szervi elvaltozasok kozti
feltételezett Osszefiiggéseket.

A miR-193a tulexpresszioval indukalt FSGS modell egéren (1. abra):

3. Eldrehaladott FSGS-ben potencialisan fontos extracellularis matrix
(ECM) géneket azonositani a glomerularis fehérje tartalom
mindségi és mennyiségi elemzésével,

4. Eredményeinket megerdsiteni ¢€s kiegésziteni egér-ember
glomerularis  génexpresszi6 mintazatok Osszehasonlitdsaval,
valamint a génexpresszid ¢és a fehérje eldéfordulasi adatok
Osszevetésével.

5. Réamutatni olyan kulcs génekre ¢és korélettani folyamatokra,
amelyek terapids megkozelitésétél a jovoben az FSGS

haté¢konyabb kezelése remélhetd.



FSGS indukcié
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Az FSGS patomechanizmusaban fontos gének és folyamatok
azonositasa, terapias javaslatok.

1. abra. Célkitiizések és munka-terv: miR-193a-indukalt FSGS vizsgalat.

Az elhizott, prediabéteszes Long Evans patkdnyok vese €s zsirszoveti
vizsgélata, amelyet a Semmelweis Egyetemen a Farmakologiai és
Farmakoteréapias Intézet, Kardiovaszkularis és Metabolikus
Kutatdcsoportjaval kozosen végeztiink, egy onallo cikk témajat képezte
(tovabba: elhizott, prediabéteszes Long Evans vizsgalat).

Az eldrehaladott FSGS-ben potencialisan fontos extracellularis matrix gének
azonositasa a Bécsi Orvosi Egyetemen, a Klinikai Patologia Intézettel és a
Bécsi Allatorvosi Egyetem, Tomegspektrometria (VetCore)
kutatocsoportjaval egyiittmiikodésben tortént, és egy masik tudomanyos

cikkben keriilt bemutatasra (tovabba: miR-193a-indukalt FSGS vizsgalat).



Modszerek

Az obez, prediabéteszes Long Evans patkany modell

Az elhizas és kezd0dd szénhidratanyagcsere zavar modellezéséhez, him
Long Evans patkanyokat 20 héten at 40% sertészsirral kiegészitett diétan
tartottunk €s a 4. héten, kis dozisban (20mg/ttkg) pankreasz B-sejt toxikus
anyag (streptozotocin; STZ) egyszeri injekciojaval kezeltiink, mikozben a
kontroll csoportnak normal tépot és csak vivOanyag injekciot adtunk. Az
etetési 1ddszak alatt teststly €s vércukorszint monitorozast folytattunk. A
kisérlet végén pentobarbital altatasban az egyik alcsoporton részletes sziv
funkciondlis vizsgalatokat végeztiink (Isd. Koncsos és mtsai., 2016). A
masik alcsoportban vizelet és EDTA-al alvadasgatolt teljes vérmintakat
gyljtottiink. Hutott, fizioldgids sdoldattal végzett direkt veseperfuzio utani
feldolgozéas sordn a szervsulyokat megmértiik, illetve szoveti (sziv, maj,
vese, zsirszovetek) mintakat gyiijtottiink rutin (formalinban fixalt, paraffinba
agyazott), ¢és fagyasztva metszett szdvettani, valamint génexpresszios
vizsgalatokra. A szem makroszképos kontrollja mellett steril sebészi
szikével a vesekérget és vesevelOt szétvalasztva, illetve mdj és zsirszovet
darabokat folyékony nitrogénben gyorsfagyasztva, -80 °C-n taroltunk a
feldolgozasig.

Vesefunkcio meghatarozas

A centrifugéalassal nyert plazma és a vizelet mintak urea és kreatinin
fehérje tiritést kolorimetrias, enzimatikus esszékkel hataroztuk meg. A vese
tubularis epithelsejt karosodas érzékeny markerét, a neutrofil zselatinaz
modszerrel mértiik. Az vizelet Osszfehérje és NGAL koncentraciokat

négyparaméteres logisztikus gorbeillesztéssel szamoltuk ki. (A vesefunkcidt



jellemzd plazma urea szintet (BUN), plazma karbamidként is szokés
targyalni, ehhez a plazma urea értéket 0,467-¢l el kell osztani.)

RNS preparalas

A vesekéreg, -veld és a zsirszoveti mintadkbdl TRI-reagenssel, kloroform-
isopropanol moédszerrel teljes RNS-t nyertiink ki. Az RNS koncentracidjat
260 nm-en, a tisztasagot a 260/280 nm abszorpcids értékek ardnyaval
ellendriztiilk. Az RNS minték integritasat agaroz gélelektroforézissel, a 28S
¢s 18S riboszomalis RNS frakcidk aranyaval vizsgaltuk.

Gén- és mikroRNS-expresszio analizis veseszovetbol

A gének mRNS szintjét reverz transzkripcios 1€pést kozbeiktatva, a dupla
szalu DNS (dsDNS)-specifikus festésén (SYBR Green) alapuldo qPCR-rel
végeztiik. A microRNS expressziot TagMan probakkal és kvantitativ valds
idejli PCR-rel (QRT-PCR) mértiik. Az 6sszes mintat duplikatumban mértiik,
¢s az expresszios értékeket relativ kvantifikdcidos (AACt) modszerrel
szamoltuk ki. A qPCR hatékonysagat standard gorbékkel ellendriztiik.

A miR-193a tulexpresszalo, FSGS-indukalt transzgenikus egér modell
A tetraciklin-kontrollalt transzkripciés aktivacio elvét kihasznélo
genetikailag mddositott egérben az ivovizben adagolt doxiciklin miR-193a
tulexpressziot okoz. A doxiciklint tehat egyfajta kozvetitéként nem pedig
antibiotikus hatdsa, vagy egyéb farmakoldgiai tulajdonsdgai miatt
alkalmaztuk. A miR-193a tulexpresszioja, az altala szabalyozott gének, igy
tobbek kozt a mester regulator transzkripcids faktor Wilms’ tumor fehérje
expresszidt gatolja, és a kovetkezményes podocita sejtvaz fehérjék csokkent
expresszidja miatt podocita vesztéshez vezetett. Az FSGS kialakulédsanak
jeleti elektronmikroszkoppal a 2., fénymikroszkdppal a 4. héttdl észlelhetdek.
Utobbi 1déponttdl kezdve klinikailag jelentds mértékii vizelet albuminiirités
¢szlelhetd, melyet albumin specifikus enzim-kapcsolt immunoszorbens

essz€ (ELISA) moddszerrel kvantifikaltunk, illetve azonos vizelet mintdkon
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kolorimetriés plate mddszerrel meghatarozott kreatinin mennyiség értékekre
normalizaltuk. Kisérletiinkben a 8 hétig tartdé indukcidval jelentds mértékii
ECM felhalmozodast, elorehaladott FSGS-t hoztuk Iétre.

Egér vese glomerulus és ECM izolalas

Az indukciés 1ddszak végén a vese glomerulusokat ketamin-xilazin
altatasban, heparin véralvadasgatlas mellett direkt veseperfuzido soran
magneses gyongyok befecskendezésésel €s az eltavolitott vese ezt kovetd
mechanikus és enzimatikus kezelésével izolaltuk. Ezutan az alkotdelemeire
bontott mintdban a szakirodalombol vett, tobblépcsds eljardssal dusitottuk
fel a glomerularis ECM fehérje komponenseit. Ehhez protedz és foszfataz
gatlokat, detergenst, alkilaldszert €s Dndz enzimet tartalmazé pufferoldatok
sorozatat hasznaltuk.

Glomerularis ECM elokészitése tomegspektrometriai analizisre

A glomerularis ECM mintakat urea pufferben végzett ditiotreitol-redukcid,
jodacetamid alkilalé Iépés, valamint Tripszin/LysC oldatban t6rténd
emésztést kovetden Nano-HPLC/Hybrid Quadrupole—Orbitrap
tomegspektrometria modszerrel vizsgaltuk és elemeztiik. Az LC-MS adat
feldolgozas soran a fehérje azonositast és kvantifikdciot a Proteome
Discoverer szoftverrel végeztiik, az UniProt adatbazisban a Mus musculus
¢s a cRAP (common Repository of Adventitious Proteins:

ftp://ftp.thegpm.org/fasta/cRAP/crap.fasta) ismert fehérjéket véve alapul. A

keresés soran alkalmazott paramétereket az el6kezeléshez (tripszin emésztés,
a cisztein diszulfidhidak alkilalasa) illesztettiik, tehat az azonositaskor
figyelembe vettiink olyan dinamikus fehérje moddosuldsokat, mint a
metioninon-tértént oxidacié és az N-termindlis acetilacid. Egy fehérje
azonositasahoz legalabb 2 peptid alkotéelem azonositdsa volt a minimum
feltétel. A kvantifikdciohoz a nyers adatok normalizaldsa azonos peptid

mennyiségre tortént. A bioldgiai minta adott értékét a technikai replikatumok
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mért értékeinek medidnja adta. A kisérletterv alapjan a statisztikai analizis
u.n. ,,nem egymasba agyazott” (non-nested) megkozelitésben, a két csoport
(kontroll vs. miR193a), négy-négy fiiggetlen biologiai replikdtumat
figyelembe véve, a normalizalt értékek paros 6sszehasonlitasat vettiik alapul.
MRNS adatelemzés egér és human FSGS glomerularis mintakon
Korabbi kozleményekbdl ismert miR-193a-indukalt egér modelliink és
human FSGS glomerularis génexpresszids mintazatok osszehasonlitdsaval
tovabbi, az FSGS patomechanizmusidban potencialisan fontos legaldbb
haromszoros mértékben megvaltozott (csokkent vagy novekedett)
kifejezédésiit ECM géneket kerestiink.

Szovettan és immunohisztokémia

A vese szovetmintdkat pufferolt formaldehiddel fixaltuk, majd dehidralas
utan paraffinba dagyaztuk (FFPE) szovettani ¢és immunhisztokémiai
feldolgozashoz. Az elhizott, prediabéteszes Long Evans vizsgadlatban a
glomerulus atmérdt, matrix fehérje felhalmozddast, proximalis tubularis
hamsejtek kefeszegélyét, lipid lerakddas indirekt jelét az inverz vakuolaris
festést perjodsav Schiff (PAS) festett metszeteken értékeltik. Az
extracellularis matrix osszetétel vizsgalatara kollagén IV, a mezangialis sejt
aktivacié megitélésére aSMA, a podocita stressz észleléséhez dezmin
kimutatasara alkalmas specifikus immunfestéseket végeztiink. Fagyasztva
metszett maj ¢€s vese szovetbol vett mintakon olajvoros festéssel
lipidcseppeket kerestiink. A miR-193a-indukalt FSGS vizsgalatban
elektronmikroszkoppal a podocita allab levalast és fuziot, a GBM
kiszélesedését és mas ultrastrukturalis eltéréseket, a PAS-festett metszeteken
a glomerularis matrixban PAS-pozitiv anyag felhalmozodasat,
glomerulomegaliat, savas fukszin narancs-G festéssel intrakapillaris kasztok
megjelenését értékeltiik fénymikroszkoppal. Specifikus immunfestéssel

fibrinogén/fibrin és kollagén 1 felhalmozddasat megerdsitettiik.
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Statisztikai analizis

Az eredményeket kozépérték + a standard hiba atlagaként (SEM) adtuk meg.
A folytonos valtozok Osszehasonlitdsat kétmintds t-probaval, vagy két-
szempontos ismétléses varianciaanalizissel (ANOVA) és Sidak post hoc
teszttel kiegészitve végeztik. Ahol a Bartlett-teszt a variancidk
inhomogenitasat jelezte logaritmikus transzforméciot végeztiink. A
nullhipotézist akkor vettettiik el, ha a kétoldali p-értek elérte az 5 %-os
statisztikai szignifikanciaszintet. Mindkét tanulmanyban az adatkezeléshez,
a statisztikai elemzéshez és az adbrazoldshoz a GraphPad Prism6 szoftvert
(GraphPad Software, La Jolla, Kalifornia, USA) hasznaltuk. Az abrakon a
szignifikans kiilonbségeket csillagokkal jeleztiik (*: p<0.05, **: p<0.01,
% p<0.001).



Eredmények

Elhizott, prediabéteszes Long Evans patkany vizsgalat

Az elhizott, prediabéteszes Long Evans modell

A 20 hetes zsiros diétaval etetett €s az egyszeri, kis d6zisi STZ-vel kezelt
Long Evans patkdnyokban a teststly és a zsirszovet relativ mennyisége
megnott, a zsirszovet eloszlas megvaltozott, a plazma leptin koncentracio
emelkedett, valamint a tartosan emelkedett a vércukorszint, és enyhe gliikoz
intolerancia €s inzulin rezisztencia alakult ki a kontrollokhoz képest.
Morfolégiai, funkcionalis és molekularis szintii sziv és maj elvaltozasok
A modellt biztosité tarsmunkacsoport in vivo és ex vivo keringési
vizsgalatokkal bal kamrai diasztolés diszfunkciot ¢és hipertrofiat, és
szivizomsejtekben intracelluléris lipid felhalmozodast, a subsarcolemmalis
mitochondriumokban fokozott oxidativ stresszt, mitofagia korai valtozasait
¢s zsirmdj kialakulasat irta le az altalunk is vizsgélt patkanyokban. A
majszovetben a jelentds elzsirosodas ellenére a plazma lipidek (koleszterin,
LDL-C, HDL-C, TG) ¢és a mgjenzimek (GOT, GPT) koncentracidja nem
valtozott (Koncsos és mtsai., 2016).

Zsirszoveti atépiilés gyulladasos jelek nélkiil

Az elhizas mértékével aranyosan, jelentdés mértékben €s tartdsan emelkedett
plazma leptin szint ellenére a viszceralis zsirszovet miikddését szabalyozo
egyes kulcsgének expressziojat szaroproba-szeriien ellendrizve az elhizott,
prediabéteszes allatokban csak a TGF-B1 mRNS expresszid novekedését
tudtuk kimutatni. Nem észleltink a zsirszovet fibrotikus atépiilésre,
gyulladasra, fokozott oxidativ stressz valaszra és megvaltozott metabolikus
aktivitasra utalo jelet. Meglepd mddon a plazma CRP-szint kismértékben, de
szignifikansan csokkent az elhizott, prediabéteszes allatokban, amit csokkent

gyulladasos hajlamként értékeltiink.
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Nagyrészt megtartott vese morfologia és funkcio

Az elhizott, prediabéteszes vesében irodalmi ismereteink szerint az elhizas
okozta glomerulopatia jeleit, glomerulomegalidt, mechanikus stressz
kozvetitésével glomerularis hiperfiltracio okozta podocita karosodast, illetve
a tartés hiperglikémia nyoméan a kotdszoveti matrix felhalmozddasat,
metszeteken azonban ilyen eltéréseket nem tudtunk igazolni, és a
vesefunkci6 1s megtartott volt. A plazma kreatinin koncentracié hasonlé volt
a kontroll és prediabéteszes patkanyokban, és albuminuriat sem lehetett
kimutatni. Az elhizott, prediabéteszes allatokban mért alacsonyabb plazma
urea koncentracié a kafetéria diétdn él6kben ismerten csokkent urea
szintézissel magyarazhato.

A legkorabbi vesekarosodas jelek prediabéteszes elhizasban
Vesemintainkat specifikus immunfestésekkel tovabb vizsgalva a kollagén IV
magasabb ardnyat észleltiik a glomerularis ECM-ban, aminek hatterében
inkdbb a csokkent degradacio allhat, mivel a fokozott termelddés
valosziniitlen volt a mezangialis sejt aktivacié (aSMA festddés) hidnyaban.
Noha a globalis vesefunkcidban eltérést nem talaltunk, az elhizott,
prediabéteszes  patkanyokban a  kontrollokhoz  képest egyarant
megnovekedett vesekérgi és medullaris Len2 mRNS expresszid a tubularis
mikodés kismértékii megvaltozasara utalt, bar a vizelet Len2 fehérje tirités
még nem valtozott. Meg kell azonban jegyezni, hogy a modelliinkben
kimutatott valtozasok jelentdsen elmaradtak a stlyos iszkémids, toxikus

vagy gyulladasos karosoddsok utan tapasztaltaktol.
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2. abra A legkorabbi vesekarosodas jelek prediabéteszes elhizasban. (A)
Reprezentativ immunhisztokémiai felvételek specifikus kollagén IV (fent) és alfa-SMA
(lent); (B) elhizott, prediabéteszes glomerulusban a kollagén IV-el nagyobb mértékben
festodott glomerularis teriilet a fehérje mehnovekedett aranyat mutatja ECM-ban; (C) az
NGAL-t koédold tubularis kdrosodas marker gén expresszidja elhizott, prediabéteszes
fokozott. Adatok: atlag + SEM, n>7/csoport. kétszempontos ismétléses ANOVA;
kétmintas t-proba (B-E); *: p<0.05, **: p<0.01.

Vesefibrozis és gyulladasos utvonalak modelliinkben nem aktivalodtak
A magasabb plazma leptin szint ellenére a vesefibrozist kozvetité TGF-B1
¢s rovid leptin-receptor (Ob-Ra) expresszidja nem valtozott. A gyulladast
jelzd 1L-1B és TNFa citokinek, ¢és az e folyamatok szabalyozasaban részt
vevd mikroRNSek expresszioja nem kiilonbozott a két csoport kozott.
Meglepd, de a fenti zsirszoveti és szisztémas eredményekkel egybecsengd
moédon az IL-1B mRNS-expresszidja az elhizott prediabéteszes
patkanyokban alacsonyabb volt mind a vesekéregben, mind a veseveldben,

mint a kontroll allatokban.
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Mindezek alapjan a meglepden enyhének észlelt veseérintettség
hatterében a  szakirodalomban egyediilall6 modon dokumentalt
diszlipidémia, valamint a szisztémds ¢&s lokalis gyulladds hianyat

feltételezzik a modellunkben.

miR-193a-indukadlt FSGS vizsgalat

A 8 hetes miR-193a-tulexpresszioval indukalt eléorehaladott egér FSGS
A miR-193a-talexpresszaldo egerekben elektron mikroszkdppal FSGS-re
jellemzd ultrastrukturélis eltéréseket, podocita allab vesztést, fuziot és
levalast, fénymikroszkoppal glomerulomegaliat, extracellularis fehérje
lerakodast, intrakapillaris kaszt képzddést, valamint sulyos albuminuriat
mutattunk ki a vad tipust kontrollhoz képest.

A glomerularis extracellularis matrix fehérje osszetétel egér FSGS-ben
Tomegspektrometriai elemzésiinkkel tobb, mint 1500 kiilonb6zé fehérjét
azonositottunk a glomerulusban (ECM), amelyek kozt 111 ECM-hez
kapcsolodo fehérjét észleltiink, ami egy korabbi, egészséges egerek mintait
elemzé kozlemény eredményének nagysagrendileg megfelel. Az erdsen
szignifikdns mennyiségi valtozasokat tekintve az FSGS egerek glomerularis
ECM fehérje preparatumaban 18 fehérje mennyisége megndvekedett, 2
fehérje eléforduldsa csokkent, valamint négy olyan fehérjét (CFP, ITIHI,
PIGR, PSTD) irtunk le, amelyet kizarolag FSGS-ben szenvedd allatok
glomerularis ECM-ban lehetett megtalalni az egészséges kontrollal szemben.
Az FSGS-ben észlelhet6 patofiziologias valtozasok

Kézi feldolgozas (Matrisome adatbazis és Pubmed keresés) és Ingenuity
Utvonal Analizis alapjan a miR-193a-tilexpresszalé FSGS glomerularis
ECM-ban legkifejezettebb jelenség az akut fazis valasz erds aktivacidja volt,
ideértve a komplement komponensek, fibrinogén utvonal és véralvadasi

kaszkdd elemeinek fokozott jelenlétét. Ugyanakkor néhany, az ECM
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turnoverét potencialisan szabalyozo protedz gatld fokozott eléfordulésat is

kimutattuk.

1. tablazat. Szignifikansan megvaltozott eléfordulasti fehérjék miR-193a-

tulexpresszalod glomerulusban.

ID Rovidités Gén név FC
P11680 CFP Properdin *
F8WJO5 ITIH1 Inter-alpha-tripszin inhibitor 1 *
070570 PIGR Polimer Immunglobulin Receptor *
Pulmonaris surfactan-asszocialt
P50404 SFTPD *
protein D

Q56616 CiR Komplement C1r 27,8
A8DUV3 HBA1 Hemoglobin alfal alegység 18,9
Q3UERS FGG Fibrinogén gamma lanc 15,4
Q3TGR2 FGB Fibrinogén béta lanc 10,0
Q91X17 UuMOD Uromodulin 8,8
Q54AH9 HBB-B2 Hemoglobin béta-2 alegység 8,7
Q54213 CRP C-reaktiv protein 7,6
A8DUKO HBB-B1 Hemoglobin béta-1 alegység 7,4
P01029 C4B Komplement C4-B 6,2
P07759 SERPINA3 Szerin proteinaz inhibitor A3K 6,1
AOA2P9DU

SERPINA1 Alpha-1-antitripszin 1 5,6
N6
Q00623 APOA1 Apolipoprotein A-I 5,3
P11087 COL1A1 Kollagén | alfa-1 lanc 4,9
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Q8VBX5 PPT1 Palmitoil-fehérje tioészteraz 1 4,8

Hepatoma-eredetl novekedési
Q9JMG7-2 HDGFL3 -5,2
faktorhoz kapcsolt fehérje 3

055186 CD59A CD59A glikoprotein -5,7

A génexpresszid valtozasokat a miR-193a-talexpresszaldé FSGS-ben
szenvedd ¢és a vad tipust (kontroll) egér glomerulusok kozotti arany
elemzésével vizsgaltuk; * kontroll mintdkban nem azonosithat; ID,
nemzetkozi fehérje azonositdsi szam; FC (fold change) értsd. hanyszoros
valtozds miR-193a versus vad tipus (kontroll) (pozitiv=emelkedett,
negativ=csokkent a kontrollhoz képest).

Az FSGS-re jellemz6 glomerularis ECM valtozasok

Azonos egér modellen kordbban leirt, ¢s egy human FSGS mintak
vizsgalataval masok altal kozolt glomeruldris génexpresszids profilt
osszehasonlitva, illetve ezeket proteomikai eredményeinkkel egyiitt
értekelve az uromodulin, a SERPINAI, valamint a komplement rendszer
kozponti szerepe feltételezhetd FSGS patomechanizmusaban. El6bbi a vese
protedz SERPINA1 az ECM homeosztazisban, véralvadasi kaszkadban
egyarant szerepel. A komplement aktivacio felismerése pedig a velesziiletett
immunitds koéroki szerepére hivja fel a figyelmet a progressziv fibrozis

folyamatéban.
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Kovetkeztetések

Két allatkisérletes modell vizsgélata soran kapott eredményeink alapjan a
kovetkezd megallapitasokat tessziik a glomerulopatia patomechanizmusarol:
A 20 hetes zsirdus diéta és egyszeri, kis dozisu streptozotocin injekcio
miatt enyhe szénhidrdat anyagcserezavaru, elhizott Long Evans
patkanyban

Az obezitassal és prediabétesszel 6sszefiiggd szervkarosodas morfoldgiai €s
funkcionalis jelei korabban jelentkeznek a szivben és a mdjban, mint a
vesében.

A modelliinkben az elhizassal 6sszefiiggd vesekarosodas legkorabbi
jeleinek talaltuk a glomerularis extracellularis matrix atépiilésének részeként
a kollagén IV megnovekedett ardnyéat, és a tubularis érintettséget mar a
vesefunkcié romlast megeldzden jelzé Len2 (NGAL) mRNS expresszio
novekedését.

A kronikusan magas plazma leptin koncentracié dnmagaban nem okoz
obezitdssal Osszefliggd glomeruloszklerdzist vagy tubulointersticialis
fibrozist.

A jelentds elhizds ellenére - a szakirodalomban egyediilalloan
tapasztalt - diszlipidémia, zsirszoveti és szisztémas gyulladas hianya arra
utal, hogy az elhizas és prediabétesz hatasara kialakuld vesekarosodas a fenti
tényezOkkel szoros koéroki dsszefliggésben all. A Long Evans patkanytorzs
alkalmas lehet a vesekdrosodéssal szembeni rezisztencia mechanizmusanak
a vizsgalatara.

A miR-193a talexpresszioval indukalt, elérehaladott FSGS egér
modellben a glomerularis extracellularis fehérjék vizsgalataval
tobb, mint 60, részben mar ismert €s szamos 1j, eddigiekben az FSGS-ben

nem targyalt, megvaltozott expresszioju gént mutattunk ki, valamint
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kizarolag az FSGS-ben észlelhetd fehérjeként a properdint (CFP),
inter-a-tripszin inhibitor 1-t (ITIH1), polimer immunglobulin receptort
(PIGR) ¢és a tiid6 feliiletaktiv anyag-asszocidlt fehérje D-t (SFTPD)
azonositottuk.

Az FSGS patomechanizmusa szempontjabol legjelentdsebb
valtozasok a komplement rendszert, a fibrinogén utvonalat, a véralvadasi
kaszkad elemeit, és néhany, az ECM turnoverét potencialisan szabalyozo
protedz gatlot érintik. A felsorolt tényezdk fokozott figyelmet érdemelnek

egy jovoben kidolgozando primer FSGS terdpia érdekében.
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