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1 BEVEZETES

1.1 A kronikus veseelégtelenség

1.1.1 Epidemiologia

A kronikus vesebetegségben (CKD) szenved6 betegek szama vilagszerte exponencialisan
novekszik. A CKD a feln6tt populacio 10-14%-at érinti, a vese progressziv strukturalis
¢s funkcionalis karosodasaval jar. A CKD kialakulasa hosszt ideig tartd, lassu folyamat,
Klinikai tiineteket mar csak az eldrehaladott stddiumokban okoz 2. A CKD incidenciéja,
prevalencidja €s a betegség progresszidja eltérést mutat tarsadalmi-gazdasagi szinten. A
legalacsonyabb szocio-okondmiai fejlettségi szinten éléknek 60 %-kal nagyobb a
kockazata progredialdo CKD-ra, mint azoknak, akik magasabb fejlettségi szinten élnek.
Az Egyesiilt Allamokban a diabéteszes nefropatia (DN) a leggyakoribb vesebetegség,
amely vesepotld kezeléshez vezet 3, ezzel szemben Kinaban a primer glomerulonephritis
a leggyakoribb oka a végstadiumu vesebetegségnek (ESRD) *. A CKD prevalenciaja a
metaanalizisek szerint a 65 év felettiek korében 23,4-35,8%. Magyarorszagon nincsenek
de feltehetéen ennél is tobb °. A dializisprogramba keriilé 1j megbetegedések szdma
2010-t612015-ig 10,5%-kal (évente 1,75%-kal) nétt, a dializisprogramban kezelt betegek
szama hat év alatt 8,4%-kal (évente 1,4%-kal) nétt °.

1.1.2 Etiolégia

A vesét karositd tényezok széles skalaja (immunoldgiai, hipertonia, diabétesz mellitusz
(DM), korabbi akut vesekarosodas) okoz gyulladast és fibrozist, majd késébb ESRD-t ’.
Az akut vesekarosodas altalaban visszafordithato folyamat, amelynek hatterében
kiilonféle okok allhatnak, de leggyakrabban immunolégiai, hypoxias és toxin medialt
eseteket figyelhetjiik meg. A CKD kialakulasban a genetikai és a kornyezeti hatasok (pl.
mezbgazdasagi vegyi anyagok, ipari hulladékok, cukros tiditék, sos ételek, sth.) egyarant
szerepet jatszhatnak ® °, ugyanakkor a CKD hatterében leggyakrabban a DM és a
hipertonia all. A tovabbi okok kozott szerepel a glomerulonephritis, az intersticialis
nephritis, a policisztas vesebetegség, a hugyutak elfolyasi zavarai (pl. vesekd, prostata

megnagyobbodas, daganatok), visszatérd hugyuti fertdzések, a vesekarositdo gyogyszerek
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tartos szedése (pl. nem szteroid gyulladascsokkentdk) 1. A vese felépitése dsszetett, mely
szovettanilag harom kompartmentbél all: glomerulusok, tubulointersticium ¢és a
vaszkularis rendszer 1. Az egyes kompartmentekben kiilonbozé bazalis membran és
extracellularis matrix (ECM) talalhat6, melyeket érinthet a fibrozis folyamata. A CKD
legfontosabb szovettani jellemzOje a gyulladas és a Kkiterjedt fibrozis, amely a
vesetubulusok fokozatos elvesztésével és a veseparenchyma hegszovetté torténd

atépiilésével jar 1213,

1.1.3 A CKD definicidja

A vesemiikodést a glomerulus filtracios rata (GFR) kiszamitasaval jellemezhetjiik,
amelynek normal 4tlagértéke egészséges fiatal felnéttekben 120 ml/min/1,73 m? értéke
az életkor elérehaladtaval csokken, valoszintileg a nefronszam csokkenése miatt. A CKD
diagnézisat akkor lehet kimondani, ha a GFR értéke <60 ml/min/1,73 m?, vagy normalis
GFR mellett a vesekarosodas egyéb strukturalis és funkcionalis jelei mutathatok ki
(albuminuria, koros vizelet liledék els6sorban haematuria, tubularis vesefunkcid
karosoddsa miatt elektrolit és egyéb eltérések, szovettani elvaltozasok, képalkotd
modszerekkel észlelt strukturalis karosodasok, korabbi vese transzplantacid), ¢és
igazolhato, hogy a vesebetegség tobb mint 3 honapja fennall 4. A kezdeti stadiumra
jellemzd nem specifikus tiinetek megnehezitik a CKD felismerését, igy gyakran késon,
mar a betegség sulyosbodasakor keriil diagnosztizalasra. A CKD stadiumbeosztasanal a
vesebetegség okat, a GFR-t, valamint a proteinuria/albuminuria mértékét javasolt

figyelembe venni *°.

1.1.4 Szovédmények

A hiperténia €¢s a CKD szorosan kapcsolodnak egymashoz, mivel mindegyik okozdja
lehet a masiknak. A hipertonia kezelése nagyon fontos pillére a CKD megel6zésének,
mivel a vérnyomas normalizalasa csokkenti a sziv- és érrendszeri betegségek, valamint

az ESRD kialakuldsanak az esélyét 117,

Az eritropoietint az intersticialis fibroblasztok termelik a peritubularis kapillarisok és a
proximalis kanyarulatos csatorndk koriil. A vesefunkcio besziikiilése miatt csokken a

vorosvértestképzést serkentd eritropoietin termelése CKD-ben 18,
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A rekombinans eritropoietin készitmény képezi a haemodializalt betegek gyogyszeres
rise 14

A csontképzodés - és asvanyianyagesere zavara (,renalis osteodystrophia”) gyakori
szovodménye a CKD-nek, amely a kalcium, a foszfor, a mellékpajzsmirigy altal termelt
hormon, a parathormon (PTH) és a D-vitamin metabolizmusanak zavara miatt jelentkezik
19 Az FGF23 (fibroblaszt novekedési faktor-23) a szérum foszfat és kalcitriol (D-vitamin
aktiv formaja) szintjének legfontosabb szabalyozdja. Osteocitak és oszteoblasztok
valasztjak ki, az oralis foszfat terhelés vagy a megnovekedett szérum kalcitriol szintre
adott valaszként. Human vesebetegségekben a vesefunkcid besziikiilése emeli a szérum
foszfat szintet, mivel az FGF23 érzékeny biomarkere a plazma foszfat koncentraciojanak
emelkedésének, ezért az FGF23 szintje is emelkedik. A magas FGF23 novelné a foszfat
kivalasztasat, igy csokkentené a szérum foszfat szintet egészséges vesefunkcio mellett.
Az FGF23 csokkenti az 1a-hidroxilaz aktivitasat, ezaltal gatolja a Kalcitriol szintézisét és
kozvetve fokozza a PTH termelését 2°. A renalis hyperparathyreoidizmus fokozott
kardiovaszkularis morbiditassal és mortalitassal jar 2. CKD-ben a glomerulusok
pusztulasa, a beszlikiilt vesefunkcido miatt s6- és vizretencid kovetkezik be. CKD-ben
metabolikus acidozis alakulhat ki, mivel csokken a filtralt bikarbonat visszaszivasa és a

H* kivalasztasa.

Az urémia a vesefunkcié romlasaval jaro klinikai allapot, folyadékhaztartasi-, elektrolit
egyensulybeli-, hormonalis- és anyagcserezavarok jellemzik 22, Ebben az allapotban, a
vese mar nem képes a fehérje bomlastermékeket kivalasztani, Urémias tiinetek
jelentkeznek (cachexia, viszketés, hanyinger, fejfajas, almatlansag, ,,nyugtalan lab”
szindréma, stb.) 2. Az urémia leggyakrabban a CKD szovédményeként jelentkezik, de

eléfordulhat akut vesekarosodas kovetkeztében is 22.

10
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1.2 A vesefibrozis

1.2.1 Korélettan

Az utobbi években a fibrozissal tarsuld betegségek kiemelt figyelmet kaptak, mivel az
epidemiologiai adatok azt mutattdk, hogy a fejlett orszdgokban a kronikus
fibroproliferativ betegségek a haldlesetek 45%-4t okozzak 2*. Mar korabban ismertté valt
a sebgyogyulas, a kronikus fibrézis és a tumorok progresszidja kozotti kapcsolat 2° 26, A
fibrozist egy diszregulalt sebgyogyuléasi folyamatnak tekintjiik, amely tobb hetet vagy
honapot meghaladd kronikus sériilés vagy mas kronikus betegség kovetkezményeként
jelentkezik 27. A fibrozis tulajdonképpen egy helyreallitasi és gyogyulasi folyamat, egy
kezdddd vesebetegségre adott valasz 3. Jelen ismereteink szerint a fibrozis egy
visszafordithatatlan folyamat 2. A vesefibrozis a kronikus vesebetegségek végs6 kozos
tja, amely a veseparenchyma folyamatos pusztulisa révén ESRD-t eredményez 2°.
ESRD-ben a vesefunkcioé a normal vesemiikodés 10-15%-a, amely nem elég a szervezet
napi sziikségleteinek kielégitésére, ezért az ESRD dializis vagy vese transzplantacid
nélkiil halalos kimenetelii ** %, A CKD soran fellépd gyulladasos valasz és szoveti
atépiilés a renin-angiotenzin rendszer legfontosabb peptidjének az angiotenzin Il-nek is
tulajdonithatd, amelynek kdzponti szerepe van az értonus-, a vérnyomas- ¢€s az elektrolit
homeosztazis szabalyozasaban is 3'. Az angiotenzin II kozvetleniil aktivalja a renalis
glomerularis és tubularis sejteket, valamint a lokalis fibroblasztokat és immunsejteket
citokinek (pl. transzformalé novekedési faktor-p (TGF-B), monocita kemoattraktans
protein 1(MCP-1)), illetve gyulladasos és fibrotikus faktorok expresszidjanak fokozasara
serkenti 323, Az angiotenzin Il fokozza a TGF-P expressziot a mezangialis sejtekben 34,

a proximalis tubularis epitél sejtekben *° és a renalis intersticialis fibroblasztokban in vitro
36

crevs

CKD-ben, amelyet a gyulladas folyamata jellemez. A gyulladas egy természetes valasz a
vesét ért sériilésre, mivel a kdrosodott veseszovet igyekszik helyredllitani a bekdvetkezett
valtozasokat. Altaldban a sériilt glomerularis vagy tubularis sejtek ,vészjeleket”
bocsatanak ki, majd a kemotaktikus ingerek hatdsara megjelennek a gyulladast kozvetitd
leukociték 3%, A gyulladasos sejtek egyik csoportja a csontvel8bél szdrmazo neutrophil

granulocytak, makrofagok, fibrocitak és hizdsejtek, a masik csoport pedig lokalisan a

11
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vesébol szarmazd sejtek, mint példaul mezangialis sejtek, podocitak, tubularis hamsejtek,
endotél sejtek és fibroblasztok. Ezek az aktivalt sejtek profibrotikus citokineket és
novekedési faktorokat termelnek, amelyek a miofibroblasztok aktivalodasat és
felszaporodasat okozzak. Az ECM egy dinamikus halozat, amelyet érint a remodeling
folyamata, kiilondsen fibrozis soran !. Fibrozis soran felborul az ECM fehérjék
szintézisének €s lebontdsdnak egyensulya, amelyet az ECM bontd enzimek (matrix-
metalloproteinazok, MMP-k) és inhibitoraik (szoveti MMP-inhibitorok, TIMP-ek)
szabalyoznak. Az MMP-TIMP rendszer egyensulyanak felborulasat latjuk arthritisben,
atheroszklerézisban, valamint kiilonbozé daganatos betegségekben is 3. A fibrézishoz
Osszetett, tobblépcsds folyamatok vezetnek: gyulladasos sejtek infiltracidja a sériilt
vesébe, a vesesejtek aktivaléddsa, proliferacidja, karosodasa (nekrdzis, apoptodzis,
mesangiolysis €s podocytopenia révén), az ECM-et termeld miofibroblasztok ¢&s
fibroblasztok aktivacidja és proliferacioja, ezaltal az ECM tulszaporulata, amely
megvaltoztatja az egészséges vesére jellemzd szovet felépitését “°. A renalis ECM
kollagének, elasztin, valamint szdmos glikoprotein és proteoglikdn komplex haldzata,
amelyek a bazalis membrant és az intersticialis teret alkotjak. A kollagének az ECM
leggyakoribb alkotdelemei, amelyek a test fehérjéinek kb. 30%-4t teszik ki **. Az l-es és

a ll1-as tipusu kollagén fokozott expresszidja koran elkezdédik a vesefibrozis soran 42,

1.2.2 Miofibroblasztok, a fibrozis fo effektorsejtjei

A miofibroblasztok a fibrozis 6 effektorsejtjei, ép vesében nem fordulnak el6,

felszaporodasuk a vesefibrozis progresszidjanak kritikus lépése *3

, neviiket az alpha-
simaizom aktin expresszioja (a-SMA, Acta2) és a fibroblasztokhoz valé hasonldésaguk
miatt kaptak ** 4°. A miofibroblasztok felszaporodasa a vesében talalhaté intersticialis
fibroblasztok, a csontvel6bdl szarmazd progenitor sejtek, tubularis epitelialis sejtek és a
peritubularis endotelialis sejtek ECM-et szintetizaldé mesenchymalis sejtekké torténd
atalakuldsa révén kovetkezik be vesefibrozisban 2. Az a-SMA pozitiv miofibroblasztok
nagy szamban jelennek meg de novo a beteg vese intersticiumban, és az ECM kiilonféle
komponenseit (pl. kollagének, fibronektinek, elasztinok, fibrillinek, TGF-B koto fehérjék,
tenaszcinok, proteoglikdnok) termelik, ezaltal jarulnak hozza a fibr6zishoz és a gyulladas

fenntartdsdhoz 68, A fibronektin nagy molekulatdmegii adhézios glikoprotein, amely

megtalalhatd a  glomerularis mesangiumban, a Bowman tokban ¢és a
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tubulointersticiumban is, jelentds szereppel bir a sebgyogyulas folyamataban, és az ECM

kialakulasaban % 59,

Vesefibrozisban az l-es tipusi kollagén akkumulacioja a
leggyakoribb, de mas kollagének is felhalmozddhatnak (pl.: 111, V., VI., VII., XV-6s
tipust kollagén) °*. Altalanosan elfogadott elmélet, hogy a vesében taldlhato fibroblasztok
TGF-PB1 hatésara differencialodhatnak miofibroblasztokka °* %3, A TGF-p a vesefibrozis
kialakulasaban és fenntartasaban kulcsszerepet jatszik **. Egyre tobb bizonyiték van arra
nézve, hogy a fibrocitdk nagy mennyiségii kollagént képesek termelni kozvetleniil a TGF-

B1 stimulusra adott valaszként >% %6,

A miofibroblasztok eredetével kapcsolatban szamos teoria 1étezik (1. abra). A vesében
talalhato fibroblasztokbdl, a vesébe aramlo vérképzo sejtekbdl, a pericytakbol, valamint
epithel vagy endotél sejtekbdl is szarmazhatnak 4" °>°, Egyes feltételezések szerint az
intersticidlis miofibroblasztok f& forrasa a pericytak a fibrozis soran °® %°, A pericytak
fontos szerepet jatszanak az angiogenezisben, valamint a vese véraramlasanak a
szabalyozdsaban a vesekéregben €s a veseveloben. A pericytdk kiillonbozd jelatviteli
utvonalakon keresztiil képesek kapcsolatba 1épni az endotél sejtekkel. Majfibrozisban is
a pericytakat tartjak a miofibroblasztok f6 forrasanak . A kronikus mikrovaszkuléris
sériilés a pericytak miofibroblasztokka torténd differencialodasat eredményezi diffaz
cutan szisztémas szklerozisban ®. A pericytak aktivalodasa, valamint a kapillarisokrol
torténd levalasuk akut vagy kronikus vesekarosodas soran jelentOs szereppel birhat a
CKD progresszidjaban 2. LeBleu és mtsai. arrol szamoltak be, hogy a miofibroblasztok
50%-a a vesében talalhato intersticialis fibroblasztok proliferacioja révén jon létre és a
tovabbi 50% pedig a csontveldi sejtek differenciacidjabol (35%), az EMT-bd1 (5%) és az

endotélialis-mesenchymalis tranziciobol (EndMT, 10%) szarmazik 3.
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1. abra A miofibroblasztok lehetséges eredete vesefibrozisban. A miofibroblasztok
legalabb 6t kiilonb6zé forrasbdl szadrmazhatnak kiilonféle mechanizmusok révén:
intersticialis fibroblasztokbol, a vascularis pericytak differenciaciojabol, az endotélialis-
mesenchymalis atalakulasbol és a tubularis epitelialis-mesenchymalis tranziciobol. A
miofibroblasztok eredete nem kelléen ismert és ellentmondasos vesefibrozisban. A
rezidens fibroblasztok aktivacioja lehet a miofibroblasztok kialakulasanak elsédleges
forrasa a sériilt vesében, dontden a fibrozis korai szakaszaban. Ezzel szemben az EMT
késOi esemény lehet, és hozzajarulhat a fibrozis irreverzibilis progresszidojahoz. aSMA
(alpha-smooth muscle actin), EndoMT (endothelial to mesenchymal transition), EMT
(epithelial to mesenchymal transition), ECM (extracellular matrix) (Kép forrdsa: Liu, Y.,
Cellular and molecular mechanisms of renal fibrosis. Nat Rev Nephrol, 2011. 7(12): p.
684-96.)

1.2.3 Az epitelidlis-mesenchymalis tranzici6

A tubulointerstitalis fibrozis (TIF) kialakulasaért az epitelialis-mesenchymalis tranziciot
(EMT) is feleléssé teszik, amelynek soran az epitelialis sejtek ECM-et szintetizalo
mesenchymalis sejtekké alakulnak. A TGF-p az EMT egyik legfontosabb induktora
Az EMT el6segiti a fibrozis progresszidjat, mivel a miofibroblasztok szamanak

nagymértékii ndvekedésével parhuzamosan csdkken az epitelidlis sejtek szdma, amely a
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vese szerkezetének karosodasihoz vezet 2’. Az EMT a tubularis epitelidlis sejtek
proliferacios képességét karositja, ezaltal hozzajarul a vese parenchyma csokkent
mitkddéséhez 2. Az EMT dinamikusan zajlik, az epitelidlis sejtek elveszitik
polaritasukat, sejt-sejt kapcsolataikat (példaul az E-kadherint és a zonula occludens
fehérje 1-t), képessé valnak a migraciora, osztodasra, differencialédasra, fibroblaszt
specifikus és mesenchymalis eredetii fehérjéket (példaul fibroblaszt specifikus fehérje-1-
t és plazminogén aktivator inhibitor-1-t), valamint ECM-t kezdenek termelni. A folyamat
végén a-SMA pozitiv miofibroblasztokka differencialodnak 27. Felsziniikon
mesenchymalis eredetli sejtmarkerek jelennek meg, koztiik az N-kadherin, a fibronektin

€s a vimentin.
Az EMT-t harom csoportra oszthatjuk fel:

- 1. tipust EMT kovetkezik be az embrioképzddés és az organogenezis soran
65-67

- 2. tipust EMT megy végbe a sebgyogyulds, a szoveti regeneracié ¢€s a
kiilonb6zé szervek fibrozisa (vese, maj, tiid6, béltraktus, pajzsmirigy,
szemlencse, valamint reumas betegségek) soran %74,

- A 3. tipusu EMT a tumor progresszioban €és a metasztazis képzésben jatszik

szerepet 6% 7576,

Az epitelialis sejtek a gyulladasra adott valaszként kiilonboz6 sejteket (makrofagok,
lymphocitak, dendritikus sejtek, hizdsejtek) ,toboroznak™ az intersticiumba, amelyek
EMT-t valtanak ki azaltal, hogy enzimeket, matrixfehérjéket, kiilonboz6 ndévekedési
faktorokat szabaditanak fel, mint példaul a TGF-p, vérlemezke-eredetii n6vekedési faktor
(PDGF), epidermalis novekedési faktor (EGF) és a fibroblaszt novekedési fakor-2 (FGF-
2), amelyek eldsegitik és fenntartjak a fibrozis folyamatat (2. abra) 2 % 77, Ezenkiviil
kiilonboz6 profibrotikus és gyulladast segit citokin is felszabadul, mint példaul a tumor
nekrozis faktor-lalfa (TNF-la) és az interleukin-6 (IL-6) 8. A felsorolt faktorok
aktivaljak a fibroblasztokat és a tubularis epitelialis sejteket (2. abra). A makrofag

infiltracid, mely a vesét ért karosodasra kdvetkezik be, a velesziletett immunvalasz egyik

kulcsfontossagli lépése, az NF-kB utvonal aktivéaciéjaval jar . A makrofagok altal

kivalasztott TGF-B feltehetden szerepet jatszik a profibrotikus hatas kdzvetitésében .

Ugyanakkor egy 2013-ban késziilt tanulmany ezt az eredményt cafolja, mivel a TGF-3
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delécidja makrofagokban nem befolydsolta a vesefibrozis sulyossagat sem az ischaemia-
reperfiizios karosodas, sem az UUO (unilateralis ureter obstrukcio) egérmodelljeiben 8.
A makrofagok ¢és az aktivalt fibroblasztok a fent felsorolt faktorokon kiviil kemokineket
¢s MMP-ket, MMP-2-t, MMP-3-t és MMP-9-t is felszabaditanak. Az epitelialis sejtek,
amelyek ezeknek a ,,jelad6” molekuldknak a hatasa alatt allnak, a gyulladasos sejtekkel
egylttmikodve okozzék a bazalis membran karosodésat, valamint a laminin és a IV-es

tipusa kollagén fokdlis degradaciojat ®

. A delaminalt epitelidlis sejtek ezutan a
novekedési faktorok és mas kemokinek hatdsara az intersticialis térbe vandorolnak 2.
Mivel a szoveti plazminogén aktivator (t-PA) indukalja az MMP-9 gén expresszidjat, igy
a t-PA degradaciojaval az MMP-9 gén expresszidjat gatolhatjuk, ezaltal az epitelidlis
sejtek atalakulasat akadalyozhatjuk meg in vivo 8. A TGF-B Smad2/3- és MAPK
(mitogén-aktivalt protein kinazok) fliggd ttvonalakon idézheti el6 az EMT-t. A csont
morfogenikus fehérje-7 (BMP-7) a TGF-B endogén inhibitora, igy a TGF-p hatasanak
gatlasaval védbszerepet jatszik a vesefibrozisban, mivel gyulladasellenes-, antioxidans-
és antifibrotikus hatast fejt ki 8. A TGF-B indukalta EMT jelentdségét a fibrozis
progresszidjaban a BMP-7 hatasa igazolta, mivel gatolta az EMT-t a vese, ma4j, epeutak,

84, 85

tid6 és a bélrendszer betegségeinek egérmodelljeiben , és javitotta a tubularis-

epitelialis sejtek javitd mechanizmusat és visszaforditotta a kronikus vesekarosodast .

A parcialis EMT soran a renalis tubularis epitelialis sejtek nem transzdifferencialdédnak
intersticialis fibroblasztokka, hanem a tubulusokban maradnak és szignalizaciojuk segiti
az egyéb forrasbol szarmazd miofibroblasztok Iétrejottét. A parcialis EMT az egyik

legfontosabb folyamat a vesefibrozis progresszidjaban 2.
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2. abra A renalis intersticialis fibrézis fébb eseményei 1., A fibrozis korai eseménye a
gyulladasos sejtek, els6sorban a T-sejtek és a makrofagok peritubularis infiltracioja; 2.,
A miofibroblasztok aktivacidja €s expanzidja kiilonb6zd forrasokbdl. A matrix termeld
miofibroblasztok nagy része wvalosziniileg az intersticialis fibroblasztok lokalis
aktivaciéjabol szarmazik; 3., A tubularis sejtek apoptdzisa, valamint az EMT, ami
tubularis atrophiajahoz vezet. Ang Il (Angiotensin 1), TBM (tubular basement
membrane), TNF (tumour necrosis factor), MCP1 (monocyte chemoattractant protein-1),
CCL5 (C-C Motife Chemokine Ligand 5), TGF-pB1 (transforming growth factor 1),
CTGF (connective tissue growth factor), MMPs (matrix metalloproteinases), PAIl
(plasminogen activator inhibitor 1), EMT (epithelial to mesenchymal transition), PDGF
(platelet-derived growth factor), FGF2 (fibroblast growth factor 2), tPA (tissue
plasminogen activator), aSMA (alpha-smooth muscle actin) Kép forrasa: Youhua Liu.
Cellular and molecular mechanisms of renal fibrosis. Nat Rev Nephrol, 2011. 7(12): p.
684-96.
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1.2.4 A fibrozis molekularis mechanizmusa

1.2.4.1 A transzformalé novekedési faktor-béta (TGF-p)

A fibrozis folyamataban szamos jelatviteli utvonal jatszik szerepet (pl.: TGF-f/Smad,
Wnt/ B-catenin, Jagged/Notch, EGF-R, JAK/STAT). A TGF- egy tobb mint 40

citokinbél 4116 szupercsalad tagja &

. A TGF-P szupercsalad tagjai a kovetkezdk: aktivin,
inhibin, BMP-k, novekedési differencialodasi faktorok (growth differentiation factor,
GDF) és a glia sejtvonal eredetii ndvekedési faktor (glial derived neurotrophic factors,
GDNF). Ezek a pleiotrop molekuldk a vesebetegségekben, a fibrozisban, a sejt
apoptozisban és a proliferdcioban meghatarozo szerepet toltenek be . Az emlésokben
harom TGF-f izoformat azonositottak TGF-B3 1, 2 és 3 elnevezéssel, ezek koziil a TGF-
B1 a legelterjedtebb, amelyet a vesében 16vS dsszes sejt képes eldallitani . Mindharom
TGF-p izoforma fokozza a vesefibrozist &°. A TGF-B1 multifunkcionalis citokin, szimos
biologiai hatassal rendelkezik. A TGF-B1 az EMT stimulalasan és a fibroblasztok
osztodasanak serkentésén keresztiil a fibrozis fo szabalyozoja, valamint fokozza az
ECM-szintézist (I-es, Il1-as, V-0s tipusu kollagének, proteoglikdnok, lamininek ¢és a
fibronektin), tovabba egyidejlileg gatolja a kollagenazok és a ECM-et lebonté MMP-k
szintézisét %, amellyel szintén hozzajarul az ECM akkumulaciohoz. Tovabba, a TGF-B1
serkenti a sejtproliferaciot, a sejtdifferencialodast, az apoptozist, az autofagiat stb. % A
TGF-B1-t a makrofagok, mononuklearis sejtek és a fibroblasztok is képesek szintetizalni
92 A TGF-B1l mRNS és fehérje fokozott expresszidjat latjuk fibrozissal jaro
vesebetegségekben, mint példaul az IgA nefropatia, a fokalis szegmentalis
glomerulonephritis, a lupus nephritis, valamint a DN és a human immundefficiencia virus

asszocialt nefropatia .

Exogén TGF-B1 noveli a vese ECM fehérjék termelését, transzfekcidja utan
glomeruloszklerdzis és tubulointersticialis fibrozis szovettani képe alakul ki in vivo
kisérleti koriilmények kozott %, Az ECM expanzidjaval jard vesebetegségek (DN,
lupus nephritis, fokalis és szegmentalis glomerulonephritis, IgA nefropatia) a TGF-p1
fokozott expressziojaval tarsulnak, azonban azokban a vesesebetegségekben, amelyekben
nincs jelen az ECM felhalmozddasa (,,minimal change” betegség - vékony bazalmembran
betegség) nem detektalhatd fokozott TGF-B1 expresszio . A fokozott TGF-BI
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expresszio ¢és a kering6 aktiv TGF-B1 emelkedett szintje a vesebetegség progresszidjahoz
is hozzajarul. A TGF-B1 noveli a IV-es tipust kollagén, a laminin és a biglycan termelését
glomerularis epitelialis sejtekben %. A TGF-B1 géatolja az ECM lebomlasat, mivel az
MMP-k szintézisét csokkenti, a TIMP-ek szintézisét fokozza % *°. A tubuléris epitelialis
sejtekben eldsorban az I-es, I11-as, V-0s tipusu kollagén szintézisét fokozza 1%, A TGF-
B1 vizelet kivalasztasa emelkedik proteinuriaban szenvedd betegeknél a glomerularis
diszfunkcidé miatt, 6sszehasonlitva az egészséges kontrollokkal, valamint a proteinuria
nélkiili glomerularis betegségben szenvedd betegekkel. Tovabba, a proteinuria
immunszuppressziv kezeléssel torténd remissziojat koveti a vizelet csokkent TGF-p
iiritése 1% 192, A TGF-p fokozhatja a korai novekedési valasz fehérje 1 (EGR-1) és az
aktivator fehérje 1 (AP-1) transzkripcidjat is, igy fokozodik az ECM termelése is 193104,
Az AP-1 komplex (c-Jun, c-Fos) az ECM akkumulaciojat a TIMP-1 expresszidjanak
fokozodasaval is eléidézheti 1%, Ezenkiviil a TGF-Bl az egészséges fibroblasztok
stimuldldsaval ndveli a c-Jun és a c-Fos expressziojat mRNS és fehérje szinten, igy
fokozodik az AP-1 aktivitas 1%, Ezek a megfigyelések dsszhangban vannak azokkal a
korabbi megallapitasokkal, mely szerint az AP-1 komponensek a TGF-B jelatvitel

célpontjai 106-109,

1242 A TGF-B receptorok és a TGF-B1 aktivacioja

A TGF-B jelatvitel kanonikus (Smad alapt) és nem kanonikus (nem Smad alapt)
utvonalakon keresztiil torténhet. A Smad fehérjecsaladot harom csoportba oszthatjuk: R-
Smad (receptor regulated Smad proteins, receptor aktivalt Smadok, Smadl, Smad2,
Smad3, Smad5 és Smad8), az R-Smadokkal kapcsolédo co-Smad (k6z6s Smad mediator,
Smad4), 1-Smad (gatlé6 Smadok, Smad6, Smad7) *°. A TGF-B1 a Smad2-t és a Smad3-t
aktivalja, a BMP pedig a Smadl-et, a Smad5-t és a Smad8-at. Az R-Smad fehérjék
(Smadl, Smad2, Smad3 ¢és a Smad5), egy kozds Smad4-el (Co-Smad) Ilépnek
kapcsolatba, majd a sejtmagban az R-Smad/Co-Smad komplex transzkripcios
faktorokhoz kotddik, majd megvaltoztatjlk a célgének transzkricpciojat . A
progressziv vesefibrozis mechanizmusa még nem teljesen ismert, de a kutatdsok
kimutattak, hogy a TGF-B1 a Smad jelatvitel Gtjan a vesefibrozis kialakulasat segiti eld.
A szintézis utan a TGF-B1 rejtett formaja szabadul fel 1atens asszocialt peptidként (LAP),
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amely a latens TGF- kot6 proteinhez (LTBP) kotddik és egy nagy latens komplex (LLC)
jon létre, mely az ECM-ben raktarozodik (3. abra) 8112,

(A) (B) LAP TGFp1
[ |
S S S S
S S S S
|
Mature TGF-B1 25 kDa small latent complex (SLC)
(©) LAP TGFpBI

\ ]
s S S
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\ ]
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3. abra A TGF-p fehérje szerkezete. A TGF-$ 25 egy kDA tomegii fehérje (A); A TGF-
B-nak két latens formaja van: az egyik a LAP-TGF-B1, amely a kis latens komplex (SLC)
(B); a masik a LAP-TGF-B1-LTBP, amely a nagy latens komplex (LLC) (C). A szintézis
utan a TGF-B1 latens asszocialt peptidként (LAP) felszabadul, amely az LTBP-hez (latens
TGF-B kot6 protein) kotodik, és egy nagy latens komplex (LLC) jon 1étre, amely az ECM-
ben raktarozodik. Kép forrasa: Qi, W., et al., Transforming growth factor-beta/connective
tissue growth factor axis in the kidney. Int J Biochem Cell Biol, 2008. 40(1): p. 9-13.

A Smad3-medialt TGF-Bl stimulacio fokozott kollagén termelést és az ECM
lebomlasanak gatlasat eredményezi 2. A TGF-B1 termelését szamos faktor serkenti,
koztiik az angiotenzin I, endotélin-1, iszkémia, gliikoz, inzulin, inzulinszerti novekedési
faktor-1 (insulin-like growth factor 1 - IGF-1), pitvari natriuretikus peptid (ANP),
vérlemezke-aktivalo faktor (platelet activating factor - PAF), tromboxan *2. Kiilénb6z6
stimulusok hatasara (reaktiv oxigén szarmazékok, integrinek, proteazok, MMP-2, MMP-
9, plazmin, acidézis % 113116 3 TGF-B1 felszabadul a LAP-bol és az LTBP-bél, majd
aktivva valik in vitro. Az aktiv TGF-B1 ezutan kotédik a TB1RII-hoz (I1. tipusu TGF-p
receptor), amely egy allandéoan aktiv szerin/treonin kinaz tipust receptor,
autofoszforilalodik ¢és felveszi a TPRI1-t (I. tipusi TGF-B receptor), majd ezutan
foszforilalja a receptorral tarsitott Smad 2/3 komplexet *’. A TGF-B1 e két medidtoron

(Smad2/3) keresztiil fejti ki bioldgiai hatasat, mint példaul az ECM termelés serkentését
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118 Ezutan a foszforilalt Smad2/3 oligomer komplexet képez a Smad4-el, a sejtmagba
transzlokalodnak és megvaltoztatjak a célgének transzkripcidjat (a-SMA, kollagének,
Smad7) (4. abra) 11912 Fontos megemliteni, hogy a Smad2-nek anti-fibrotikus a Smad3-
nak pedig profibrotikus szerepe van vesefibrozisban, igy a Smad2/3/4 komplexen

keresztiil lehetévé valhat a TGF-B1/Smad jelatvitel megvaltoztatasa 88,

A Smad7 egy Smad3 fiiggé mechanizmuson keresztiil aktivalodhat, igy gatolja a TGF-
B1 jelatvitelt 122124 A TGF-B1 hatasara a Smad?7 szintje szignifikansan csokken CKD-
ben. A Smad7 hianya tovabba a sziv és a vese mikodési zavarahoz,
immunszuppressziohoz, ndvekedési retardacidohoz vezetett egerekben, amely soran a
fokozott TGF-B1 jelatvitelt emelkedett foszfo-Smad2/3 szintek jelezték 2. A Smad7
fokozott expresszidja gatolta a TGF-B1 indukalt vesefibrozist UUO vagy STZ-indukalt
DM-ban, amibdl az kovetkezik, hogy a Smad7 hianya a vesefibrozis progressziojat

eredményezi 118 126,

A Smad?7 és a TGF- kozotti jelatvitel molekularis mechanizmusai csak részben ismertek.
A Smad6/7 gatolja a Smad2/3 foszforilacidjat, ezaltal a TGF-f jelatvitelt is. Ebisawa ¢és
mtsai. altal kozolt tanulmany szerint a Smad7 a Smurfl (SMAD specifikus E3 ubikvitin
fehérje ligaz 1) altal csokkenti a TGF- jelatvitelt, amely proteoszomalis €s lizoszomalis
uton bontja le az I-es tipusut TGF-P receptort 124, Lin és mtsai. beszamoloja szerint a
Smurf2 kapcsolatba 1ép a Smad2-vel, valamint mas R-Smad-okkal is, és a Smad2
proteoszoma fiiggd degradacidjat okozza, ezaltal gatolja a TGF-B jelatvitelt 127, Tovabba,
Kavsaket és mtsai. kutatasa alapjan a Smurf2 a Smad7-en keresztiil kotédik a TGF-f
¢s a Smad7 kozott fenndlld egyensulyhiany a fibrozis 1étrejottének egyik {0
mechanizmusa, ezért a Smad3 gatlasa és a Smad7 aktivalasa a vesefibrozis hatékony

t88

kezelése lehet *°. Li és mtsai. arr6l szamoltak be, hogy az EndMT tranzicié gatlasa Smad3

inhibitorral védi az endotéliumot és csokkenti a vesefibrozist DN-ban %, A Smad7

delécidja felgyorsitja a fibrozist obstruktiv nefropatiaban, DN-ban, valamint hipertenziv

118,126,129

nefropatiaban is , ezért a Smad7 hasznalata a CKD kezelésének terapias eszkoze

lehet 118, 130-133
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4, abra A TGF-p1 jelatvitel szabalyozasa (modositott abra). Az aktiv TGF-B1 kotodik
a TPRII-hoz, autofoszforilaloédik, felveszi a TPR1-t (ALKS), foszforilalja a Smad2/3-t,
amely komplexet képez a Smad4-el, a sejtmagba transzlokalodnak, és megvaltoztatjak a
célgének transzkripciojat. Kép forrasa: Tecalco-Cruz, A.C., et al., Transcriptional
cofactors Ski and SnoN are major regulators of the TGF-beta/Smad signaling pathway

in health and disease. Signal Transduction and Targeted Therapy, 2018. 3: p. 15

A TGF-B1 Smad fiiggetlen utvonalon keresztiil is ki tudja fejteni a hatasat, ideértve a
tumor nekrozis faktor (TNF) receptor asszocialt faktor 4 és 6 (TRAF4, TRAF6), TGF-
aktivalt kinaz 1 (TAK1), p38, ERK (extracellularis szignal-regulalt kinazok, extracellular
signal-regulated kinase), MAPK (mitogén-aktivalt protein kinazok), Rho-GTP-azok,
Rac, Cdc42, ILK (integrin-kapcsolt kinaz), c-jun N-terminalis kinaz (JNK), nuklearis
faktor kappa B (NF-kB) jelatviteli itvonalakat 134139, Bar a Smad fiiggetlen utvonalak is
kozvetitik a TGF-P altal medialt fibrozist, 140 a TGF-B tobbnyire Smad fliggd jelatvitelen

keresztiil fejti ki fibrotikus hatasat 4%,
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1.2.43 A TGF-p1 jelatvitel gatlasa

A TGF-B pleiotrop hatdsai miatt a TGF-B-nak, a receptorainak vagy fobb jelatviteli
molekulainak farmakologiai gatlasa nehézséget okoz. A vesefibrozis enyhitésére szamos
probalkozas tortént a TGF-P jelatvitel gatlasan keresztiil: (1) a TGF-p kozvetlen gatlasa
antiszensz oligonukleotiddal 42, (2) a TGF-B gatlasa neutralizalé antitesttel 143, vagy a
TGF-B természetes inhibitoraval a decorinnal '** 4% (3), szolubilis kiméra TGF-B
receptorral 16, amely kompetitiv médon gatolja a TGF-B kotddését a receptorhoz. Az
anti-TGF-B1 antiszérum csokkenti az ECM produkciot a TGF-f fokozott termelésével
jard akut mezangialis proliferativ glomerulonephritis allatmodelljében, tovabba dramai
modon mérsékelte a betegség szovettani jellemzdit 143 144, A TGF-BRII ellenes antitesttel
végzett kezelés is csokkentette a mezangialis matrix expanziojat, a proteinuriat,
Osszehasonlitva a  mezangialis  proliferacios  glomerulonephritis  kontroll
patkanymodelljeivel **’. A pirfenidon egy szajon 4t adhat6 kis molekula, amely gatolja a
TGF-B1 gén és fehérje expresszidjat. A  pirfenidon hatékonysaganak és
biztonsagossaganak megitélésére klinikai vizsgalatokat végeztek kiillonbozé fibrotikus
betegségekben, beleértve a tiidéfibrozist is 148, A pirfenidon idiopathias tiidéfibrozisban
szenvedd Dbetegekben csokkentette a betegség progressziojat a placeboval kezelt
betegekhez képest. A gyomor-bélrendszert-, valamint a bért érintd nemkivanatos
mellékhatasok gyakoribbak voltak a pirfenidon csoportban, mint a placebo csoportban,
de a mellékhatasok tobbnyire ,toleralhatoak” voltak %8, Nyilt (open-label) klinikai
vizsgalatot végeztek fokalis szegmentalis glomeruloszklerdzisban (FSGS) szenvedé
betegeknél is. A pirfenidon kezeléshez kotheté mellékhatasok a kovetkezOk voltak:
dyspepsia, hasi diszkomfort, szedacid, faradtsag. A pirfenidon-nak a vérnyomasra és a
proteinuriara nem volt hatasa. Randomizalt, kettés-vak, placebo-kontrollos vizsgalat
soran felmérték a pirfenidon hatasait DN-ban szenved6 betegekben, akiknél csokkent
GFR és fokozott albuminuria allt fenn %°. A pirfenidon-nak nem volt hatdsa a
proteinuridra és a vérnyomadsra, de a tubulointersitiumban csokenthette a fibrozis
mértékét, anélkiil hogy javitana a glomerularis sériilést, bar ennek a mechanizmusa nem

volt egyértelmdl.

DN-ban szenvedd paciensek kezelésére hasznalt TGF-B ellenes human monoklonalis

neutralizalod antitest (LY2382770) nem befolyasolta a szérum kreatinint, az eGFR-t és a
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proteinuriat **°. Tovabb4, a TGF-B mindharom izoformajat gitlo> human monoklonalis
antitest, a Fresolimumab, nem csokkentette a proteinuriat FSGS-ben szenvedd
betegekben 1% 152 ami azt bizonyitja, hogy a TGF-B kozvetlen gatldsa nem alkalmas a
CKD kezelésére. Elképzelhetd, hogy a TGF-f altalanos hatasanak a gatlasa (beleértve a
TGF-p latens formajat is) lehet az oka a klinikai vizsgalatok sikertelenségének. A latens
TGF-B-t fokozott mértékben expresszalo transzgenikus egerek ellenallobbak a
gyulladassal és a fibrozissal szemben, UUO nefropatia és a glomerularis bazalis membran
ellenes glomerulonephritis 4llatmodelljében *°% 1%, Mivel a keringd TGF-B tdbbnyire
latens formaban van jelen, ezért a TGF-B ellenes antitestek hasznalata nagymértékben
blokkolhatja a latens TGF-B protektiv hatasat 3. Osszegezve a fentieket, a CKD-ben
szenved6 betegek antifibrotikus kezelésére inkabb a TGF-p jelatviteli utvonal molekulait

kell megcélozni, szemben a TGF-J altalanos hatasanak blokkolasaval.

1.2.4.4 A kotoszoveti novekedési faktor (CTGF)

A CTGF a TGF-p profibrotikus hatasainak downstream kozvetitéje. A CTFG a CCN
fehérje csalad tagja (CCN fehérjék az ECM-hoz tarsitott fehérjék, amelyek részt vesznek
az intercellularis jelatvitelben), amely négy domént tartalmaz, amelyek mas-mas
novekedési faktorokat szabalyoznak, és eldsegitik a fibrozist. A CTGF expresszioja
normal koriilmények kozodtt alacsony, vesefibrozisban megemelkedik *°. A CTGF
mRNS a kronikus tubulointersticidlis karosodas helyén expresszalodik €s szintje aranyos
a karosodas mértékével ™. A CTGF kiilonféle gyulladasos medidtor (citokinek,
kemokinek) expresszidjat szabadlyozza kiilonb6zd jelatviteli utvonalon keresztiil. A
CTGF gatlas hatékonysagat korabban kiilonféle allatmodelleken figyelték meg, jelenleg
klinikai vizsgalatok folynak ebben az iranyban. A CTGF serkenti a fibroblaszt
proliferaciot, az ECM szintézisét és az integrin expresszidjat 32, valamint szerepe van a
1%6, Igarashi és mtsai. eredményei alapjan a CTGF-et a TGF-p aktivalja a sebgyogyulas
sordn, valamint a bort érintd szkler6zis és a dermalis fibroblasztok CTGF expresszioja
kozott szoros a kapcsolat szisztémas szklerézisban szenvedé betegekben 7 %8, A TGF-
B kiilonféle sejtekben képes CTGF expressziét indukalni 292 (mivel a CTGF egy TGF-
B valasz elemet tartalmaz a promoteren), de legféképpen a fibrozissal Osszefiiggd

folyamatokban. A CTGF négy doménnel rendelkezik, amelyek novekedési faktorokkal,
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ECM fehérjékkel, az LDL-receptorhoz kapcsolt fehérjékkel és az integrinekkel 1épnek
kolcsdnhatésba 1°6:163.164 A CTGF von Willebrand-tipustt C doménje lehet a kozvetitdje
a TGF-PB szupercsaladdal (BMP, TGF-p) kialakult interakcionak. igy a CTGF a BMP és
a TGF-pB ligandokhoz kotédik, ami a BMP jelatvitel gatlasahoz, és a TGF-P jelatvitel
fokozodasahoz vezet 1®®. A CTGF hidnya csontvaz diszmorfolégidhoz vezet, amely

porcfejlédési rendellenességet és szajpadhasadékot okoz egerekben 169,

1.2.5 A matrix metalloproteinazok szerkezete és tipusai

Sz4amos progressziv human vesebetegségben 167168 valamint ezek kisérleti modelljében
169171 figyelhetd meg emelkedett TIMP-1 expresszi6. TGF-B1 hatasara fokozodik az
ECM alkotoelemeinek szintézise % 172173 valamint csokken a matrix lebontasa (fokozott
TIMP-1, csokkent MMP expresszio) 1’4, Ugyanakkor maig sem teljesen ismert a TGF-p
indukalta TIMP-1 expresszi6 mechanizmusa. A matrix metalloproteinazok csoportjaba a
cink fliggd endopeptiddzok tartoznak, amelyek az ECM lebontasaban jatszanak fontos
szerepet 1>, Az MMP-k vagy szolubilis fehérjékként szabadulnak fel, vagy a sejtfelszinen
expresszalodnak, igy szabalyozzak a sejtek és az ECM kozotti kapcsolatot 176, Az MMP-
k kulcsszabalyozoi az ECM atépiilésének normalis és patologias allapotokban egyarant.
A fejlodés, szoveti matrix atépiilés, sejtndvekedés, tumorsejt invazid és a metastasis
képzddés szakaszaiban vesznek részt, de szerepet jatszanak proinflammatorikus és
profibrotikus folyamatokban is " 178 Profibrotikus hatdsuk az EMT-t indukalé
képességiikon alapszik. Az MMP-k a vesefibrozis minden szakaszaban szerepet jatszanak
(mononukleéris sejtek infiltracidja, sejtproliferacio, hegesedés) '’°. Az dsszes MMP
inaktiv proenzim formajaban szintetizalédik. A propeptid doménjiik egyik cisztein
oldallanca kotédik az aktiv centrumban 1évé katalitikus cink-k6t6 doménhez, igy az
enzim inaktiv marad. Az MMP-k aktivacidja soran a cink atom disszocial a fehérjérdl, a
cisztein-Zn kolcsonhatas megsziinik, a propeptid domén autoproteolizissel lehasad, az

enzim konformécids valtozason megy keresztiil, igy aktivva vélik 180 181,

CKD-ben szenvedd betegek plazma- és vizeletmintaiban magasabb az MMP-2 és az
MMP-7 szintje, igy ennek mérése fontos adat lehet vesebetegekben 82, A proteindzokat
hat csoportba soroljuk, aszerint hogy az ECM-nek melyik részét bontjak: kollagenazok
(MMP-1, MMP-8 és az MMP-13), zselatinazok (MMP-2 és MMP-9) (1. tablazat),

amelyek denaturalt kollagéneket, IV-es tipust kollagéneket a bazdlis memranban és
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néhany kemokint hasitanak, stromelizinek (MMP-3, MMP-10, MMP-11 és az MMP-19),
amelyek szamos ECM elemet képesek bontani, mint példaul a fibronektint és a laminint,
de nativ kollagént nem képesek bontani, matrilizinek (MMP-7 és MMP-26), amelyek a
laminint és az entactint bontjak, a sejtmembran kiilsé oldalan elhelyezkedd membran
tipusd MMP-k (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24 ¢s az MMP-25) ,
tovabba egyéb sejt- vagy szovetspecifikus MMP-k 1818 Henger és munkatarsai
megfigyelték, hogy tobb MMP gén (MMP-3, MMP-13, MMP-14) expresszidja
emelkedett a fibrozis kiilonbozd szakaszaiban 8. A gyulladas folyamata soran a
kiilonboz6 MMP-k eltéréen, gyakran egymassal ellentétesen mitkkodnek. Az MMP-7 és
az MMP-9 a gyulladds progresszidjaban jatszik szerepet 8" 188 MMP-7 knockout
egerekben csokkent a vesefibrozis mértéke UUO modellben 8. Ezzel szemben a
feltételezések szerint az MMP-13 és az MMP-17 gyulladasgatlé mediatorként mikodik
190 Az MMP-3 elésegitheti az EMT-t, az epitelialis szovet atalakuldsat olyan szovetté,
amelyben a fibroblasztok jelennek meg, ezéltal felgyorsithatja a fibrozist 1. Az MMP-k
aktivitdsat szoveti inhibitoraik, a TIMP-ek szabdlyozzak. Aktivaljak vagy gatoljdk az
MMP-k miikodését, mivel tobb olyan kotéhellyel rendelkeznek, amelyek Iehetévé teszik
kapcsolodasukat az MMP-khez %2, Az MMP-k és a TIMP-ek kozotti dinamikus
egyenstly hianya az ECM elemek megvaltozott felhalmozodasaban és lebontasaban
észlelhetd, amit patkany és huméan modellekben is leirtak %319, Az MMP-1 csokkent
expresszidja, a TIMP-1, az MMP-2, az MMP-7 ¢és az MMP-9 fokozott expresszidja
profibrotikus, valamint a vese parenchyméra destruktiv hatdssal bir %% 19 A
zselatinazokat, az MMP-2-t és az MMP-9-t a glomerularis és a tubularis sejtek is
expresszaljak 1% 197 Az MMP-2 és az MMP-9 fokozott aktivitdsa a tubularis bazalis
membran szerkezeti valtozasat okozhatja, amely az EMT-n keresztiil tubularis atrophiat
és fibrozist eredményez 19 1% Ezenkiviil a latens TGF-p komplex proteolitikus

degradaciojan keresztiil tudjak aktivalni a TGF-B-t 2%,
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1. tablazat A matrix-metalloproteinazok (MMP-K) bizonyos tipusai (7abldazat forrasa:
Ahmed, A.K.H., Matrix Metalloproteinases and Their Inhibitors in Kidney Scarring:
Culprits or Innocents. Journal of Health Science, 2009. 55(4): p. 473-483.)

Zselatinaz tipusu matrix metalloproteinazok
MMP tipusa szubsztrat termelo sejtek a vesében

MMP-2 (zselatinaz A) kollagén-3, -4, -5, -7, -10, | mezangialis-, epitelialis-,
zselatin, fibronektin, | endotél- és tubulus sejtek,
laminin, elasztin, | fibroblasztok, makrofagok
proteoglikan

MMP-9 kollagén-3, -4, -5, zselatin, | u.a., mint az MMP-2

(zselatinaz B) proteoglikan, elasztin

1.26 A matrix metalloproteinazok szoveti inhibitorai (TIMP-ek), a

multifunkcionalis fehérjék

A TIMP-ek csoportjaban eddig négy fehérjét azonositottak, amelyeket TIMP-1-el, TIMP-
2-vel, TIMP-3-al és TIMP-4-¢l jelolnek. A négy fehérje koziil a TIMP-1, a TIMP-2 és a
TIMP-3 expresszalodik a vesében 8 201 A fehérjék N- és C-terminalis doménnel
rendelkeznek, amelyek képesek egymastol fliggetleniil miikodni. Az N-terminalis domén
az MMP-ket gatolja, a C-terminalis domén a proenzimekkel (proMMP-K) képez
komplexet 22, A TIMP-eket szamos sejt képes termelni (fibroblasztok, makrofagok,
tubularis epitelialis sejtek) és a legtobb human szovetben és testfolyadékban
megtalalhatok 3220, A TIMP-1 az 6sszes ismert MMP-t képes gatolni és kulcsszerepet
jatszik az ECM lerakodésa és lebontasa kozotti egyensiuly fenntartdsdban kiilonbdzd
élettani folyamatokban 2%, A TIMP-ek az MMP-k aktiv centruméaval lépnek
kolcsonhatasba nem kovalens kotéssel, 1:1 sztdchiometrikus aranyban és reverzibilisen
gatoljdk az MMP-k proteolitikus aktivitasat 24 2%, A TIMP-1 a proMMP9-re hat, mig a
TIMP-2-nek a proMMP-2-héz nagy az affinitdsa 2. A TIMP-2 szamos sejt novekedését
segiti eld, koztiik a erythroid progenitor sejtekét 2% és a metanephricus mesenchymalis

sejtekét is a nefron morfogenezise soran 27
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A TIMP-1 MMP gatl6 hatasat az 1970-es évek elején fedezték fel kollagenaz inhibitor
formajaban human bér fibroblasztok 2°8, human szérum 2%, valamint szarvasmarha porc
és aorta izolatumokban 2%, A csdkkent MMP expresszi6 és/vagy az emelkedett TIMP-1
expresszi6 az ECM lebontasanak gatlasat, igy az ECM felhalmozodasat okozza ™. A
TIMP-1 expresszioja alacsony egészséges vesében, viszont a legtobb vesebetegség
kisérleti modelljeiben (az eloregedett vesékben is) szignifikansan emelkedik, és a

novekedés mértéke dsszefiigg a fibrozis sulyossagaval 211214,

A TIMP-1 mRNS fibrézissal 6sszefliggd fokozott expresszidjat eddig vesében, tiiddben
215 ¢s majban 2'® figyelték meg. A TIMP-eknek az MMP-ktél fiiggetlen biologiai
aktivitasa is van. Serkentik a sejtndvekedést, sejtdifferencialodast és a sejtmigraciot,
gatoljdk az angiogenezist, és az apoptozist 2’. A TIMP-1 serkenti a sejtnovekedést
keratinocytakban 28, fibroblasztokban #'°, chondrocytdkban, epitelidlis sejtekben,
valamint kiilonféle leukaemids sejtvonalakban is 2. A TIMP-1-et a TGF-B-n kiviil
aktivalhatjak mas novekedési faktorok, koztiik az epidermalis ndovekedési faktor (EGF),
PDGF, TNF-o, citokinek (IL-1, -6, -10), oncostatin M, endotoxin és a thrombin 2, A
TIMP-1 pleiotrop hatasai a CKD progresszidjaban is szerepet jatszanak, mivel
szabalyozza a kronikus gyulladast, a megvaltozott immunvalaszt, a fokozott apoptozist
és a kardiovaszkularis komorbiditast 2. A TIMP-1 expresszidja emelkedett kiilonboz6
daganatos megbetegedésekben, szivelégtelenség progresszidjaban pedig biomarker
szerepét toltheti be 222223, Maig vitatott, hogy vesefibrozisban a TIMP-1 altal kozvetitett
ECM lebontas korlatozasa az MMP gatlasa révén, vagy az MMP-tdl fliggetlen modon
torténik-e.

1.3 Transzkripcids faktorok szerepe a vesefibrézisban

A transzkripcids faktorok olyan fehérjék, amelyek specifikus DNS szekvencidkhoz
képesek kotddni és igy szabalyozzdk a gének DNS-r81 RNS-re torténd atirasat 224,

1.3.1 Az aktivator protein komplex-1 (AP-1 komplex)

A heterodimer AP-1 transzkripcios faktor felépitésében a Jun-, Fos-, ATF (activating
transcription factor, aktivald transzkripcids faktor) - és Maf fehérje csaladok kiilonb6z6

tagjai vesznek részt, aktivitasat ezek expresszioja, valamint az AP-1 DNS k6t6 oldala
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hatarozza meg. Az AP-1 aktivitasat kiilonb6z6é stimulusok széles skaldja szabalyozza,
ideértve a novekedési faktorokat, a bakterialis és virusfert6zéseket, a citokineket, az UV
sugarzast 2°22' Az AP-1 szamos biologiai folyamat kozvetitésében vesz részt, mint
példaul a sejtproliferacio, a sejtdifferencialodas, a sejtek tulélése és a sejthalal 228229, A
kiilonbozé AP-1 dimerek aktivitasa a sejttipustol és a sejt differencialodasi allapotatol is
fiigg. Kiilonbozoé kiilsé stimulusok (pl.: novekedési faktorok, gyulladasos citokinek)
hatasara a MAPK (mitogén-aktivalt protein kinaz, mitogen-activated protein kinase)
noveli és szabalyozza az AP-1 dimerek mennyiségét és aktivitasat 2, Munkacsoportunk
vizsgalati eredményei alapjan a hyperosmolaritds noveli az AP-1 expressziot patkany
vese veléallomanyanak sejtjeiben 2. A Jun csalad tagjaival (c-Jun, Jun-B, Jun-D)
ellentétben, a Fos csalad tagjainak (c-Fos, Fra-1, Fra-2 és Fos-B) heterodimerizalodniuk
kell a Jun csalad tagjaival a transzkripcionalisan aktiv komplex Ilétrejottéhez. A
dimerizalodas utan az AP-1 komplexek a DNS megfelel6 helyeihez kotédnek, ideértve a
12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) valasz elemet (TREs) és a cAMP valasz
elemet a célgének promoéter és enhancer régidiban 232 23 A TIMP-1 transzkripciot
részben az AP-1 komplex szabalyozza. A c-Fos, a JunD és a c-Jun elengedhetetlenek a
TGF-B indukalt TIMP-1 expressziohoz 234, A proinflammatorikus és a genotoxikus
stressz leginkabb a JNK és a p38MAPK tutvonalon keresztiil okozza az AP-1 komplex

aktivalodasat 2.
1.3.2 A JNK utvonal (c-Jun amino terminalis Kinaz)

A JNK szignalizacio, amely egyike a harom mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK)
utvonalnak, kulcsfontossagu tényez0 a tubulointersticidlis sériilés ¢és fibrozis
kialakulasiban human és a kisérleti vesebetegségekben. A tubulointersticialis sejtekben
torténé JNK aktivacid soran romlik a vesefunkcio, infiltralodnak a makrofagok, a
tubulusok karosoddsat és az intersticialis fibrozis képét latjuk 2°® 237, A JNK ttvonal
aktivalodasa soran foszforilalodik tobbek kozott a c-Jun, a JunD, az ATF 228, A JNK
utvonal proinflammatorikus ¢és profibrotikus vélaszok aktivalodasat eredményezi,
tovabba olyan fehérjék foszforilaciojat idézi eld, amelyek apoptdzist, sejtproliferaciot
vagy transzforméciét indukalnak a sejtek tipusatol és a stimulustol fiiggden "+ 238, A INK
utvonal aktivalodasa a TGF-f latens formajat aktivaldo enzimek expressziojat idézi eld,

kozvetleniil foszforilalja a Smad3-at, igy fokozza a profibrotikus molekulak
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transzkripcidjat ’. Emellett a JNK aktivaciot a glomerularis betegségek kiilonbdzo
allatmodelljeiben  is  megfigyelték, koztik  félhold  képzddéssel  jard
glomerulonephritisben, DN-ban, minimalis elvaltozassal jaré (minimal change)
glomerulonephritisben, Alport szindroémaban és ,,s6érzékeny” hypertonidban 229243, JINK
aktivaci6 az oregedd vesékben is kimutathatd . A JINK-gitlok hatdsosak akut
vesekarosodasban, tovabba mérséklik a glomeruloszklerozis és a tubulointersticialis

fibrozis kialakulasat *.

1.3.3 A Janus kinaz (JAK) és szignal transzducer transzkripcio aktivator (STAT)

jelatvitel szerepe vesefibrozisban

A JAK/STAT fttvonalat szamos novekedési faktor és citokin aktivalhatja. Ennek az

crers

az ECM akkumulaciojaban, a tubulointersticialis fibrozis kialakulasaban 245

A STAT-0k az EGF (Epidermal growth factor, epidermalis ndvekedési faktor), PDGF,
ERK (extracellularis szignal-regulalt kinazok, extracellular signal-regulated kinase),
protein kinaz C és a MAPK-ok 4ltal is képesek aktivalodni, amelyek JAK-t61 fiiggetlen
utvonalak 246, A JAK csalad tirozin kinaz tipust fehérjékbol all, emlésokben négyféle
JAK (JAK1, JAK2, JAK3 és a TYK?2) ismert 24", A STAT fehérjék hét tagbol allnak
(STAT1-STAT4, STATSA, STATSB és a STAT6) 2*°. Lu és mtsai. streptozotocinnal
indukalt DM-ban vizsgaltak a STAT3 szerepét. Azokban az egerekben, amelyekben 25%-
0s volt a STAT3 aktivitas szignifikinsan kisebb mértékii proteinuriat, mezangialis
expanziot, glomerularis sejtproliferaciot és makrofag infiltraciot lattak, mint azokban az
egerekben, amelyekben 75%-0s volt a STAT3 aktivitas 2*8. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a STAT3 fontos szerepet jatszik az intersticidlis fibrozis gyulladasos
JAK/STAT aktivacio szerepét a vesebetegségekben elsdsorban UUO és DN modellekben
vizsgaltdk 2*°, Pang és mtsai. kimutatték, hogy a STAT3 inhibitor gatolta az a-SMA és a
fibronektin expresszidjat intersticidlis fibrolaszt sejttenyészetben, ¢€s csokkentette az
ECM akkumulaciot, valamint az intersticialis fibroblasztok szaporodasat UUO
modellben, egerekben 2°. A vesebetegségek koziil a DN minden bizonnyal a JAK/STAT
aktivacio legjobb példaja. DN-ban a JAK/STAT utvonal angiotenzin II altal kozvetitett

aktivacioja a glomerularis mezangialis sejtekben fokozza a TGF-B, a IV-es tipust
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kollagén és a fibronektin termelését °1, amelyek fokozzak az ECM akkumulaciojat és
hozzajarulnak a glomeruloszklerézis kialakulasdhoz DN-ban. Kuratsune és mtsai. az
aktivalt STAT3 (Tyr705-foszforilalt STAT3; pSTAT3) szignifikdns emelkedését
figyelték meg patkany renalis tubularis intersticialis sejtekben és miofibroblasztokban
UUO soran, ami arra utal, hogy a STAT3 hozzajarulhat az intersticialis fibrozis
progresszidjahoz 2%2. A kisérleti eredmények arra vildgitanak ra, hogy a JAK/STAT
jelatviteli ut, kiilonosen a JAK2 és a STAT3 gatlasa csokkentheti a vesefibrozis mértékét
¢s javithatja a vesefunkciot, ugyanakkor tovabbi vizsgalatok sziikségesek a fibrdzissal
jar6 vesebetegségekben szerepet jatszo specifikus JAK/STAT tagok jelatvitelének

megismeréséhez 24°,

1.3.4 Az EGR transzkripcios faktor csalad

Az EGR-1 (NGFI-A, Krox24), EGR2 (Krox20), EGR-3 (PILOT) és az EGR-4 (AT133)
cink-ujj transzkripcios faktorok, amelyek szamos, a sejtdifferencialodasban, a
novekedésben és az extracellularis szignalra adott valaszban érintett gén expressziojat
szabalyozzak 2%2%, Az EGR csalad tagjainak expresszidjat (mely alacsony vagy
Kimutathatatlan nyugvo sejtekben) szamtalan extracellularis szignal aktivalhatja, koztiik

citokinek, novekedési faktorok, T sejt receptor aktivacio és toxikus anyagok 257261,

Az EGR-1 (korai novekedési valasz fehérje 1, early growth response protein 1) egy korai
transzkripcios faktor, amelynek a gyulladadsban és fibrozisban betoltott szerepe mar
ismert, de a veseelégtelenségben betoltott szerepe még nem teljesen egyértelmii. A
bioldgiai folyamatok kozil részt vesz a sejtndvekedésben, a proliferacioban,
differencialodasban és a matrix atépiilésben %2, Az EGR-1 fokozott expressziojat latjuk
minden olyan folyamatban, amely a szovetek sériiléséhez kapcsoldodik. A vaszkularis
sériilésre adott valaszként az EGR-1 aktivalhatja a profibrotikus és a matrix atépiilésben
résztvevd géneket, példaul a TGF-B-t és a PDGF-t %3, Az EGR-1 expressziét a TGF-p
aktivalja normal fibroblasztokban 2%, EGR-1 KO egerek embriondlis fibroblasztjaiban a
TGF-B nem képes stimuldlni a kollagén szintézist, ami arra utal, hogy az EGR-1
nélkiilozhetetlen a TGF-B indukdlt kollagén szintézishez 2*°. Az EGR-1 kdzvetleniil
fokozza a tumor nekrézis faktor alfa (TNF-a), NF-kB, TGF-$, TIMP-1, MMP-2, 1-es, 111-
as, IV-es tipust kollagén expresszidjat, igy a matrix akkumuldcidjanak, valamint a

miofibroblasztok differenciacidjanak fokozasaval is hozzajarul a vesefibrozishoz 103 266-
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210 Az EGR-1 kulcsfontossagt szerepet jatszik a szovetek akut sériilésre adott PDGF, a
CTGF, a VEGF (vaszkularis endotelialis novekedési faktor - vascular endothelial growth
factor), a PAI-1 (plazminogén aktivator inhibitor-1) és a TGF-p expresszios valaszaban
264 Az EGR-1 tovabba eldsegiti a gyulladas kialakulasat kolesztatikus majkarosodas 2%,

263 &s az atherogenezis allatmodelljeiben 272 A

ischemia-reperfuzios tiidokarosodas
vesében, az ischemia-reperfuzios karosodas soran az EGR-1 fehérje expresszidja gyorsan
megndvekszik és akkumulalodik a vese vastag felszallo szaranak €s gylijtécsatornajanak
sejtjeiben 273, Ezenkiviil TGF-p vagy mas fibrogén stimulusra bekovetkezd EGR-1
expressziot tapasztaltak scleroderma, tiidéfibrozis és colitisz allatmodelljeiben 274276, A
fibrozisban betoltott szerepét az is igazolja, hogy EGR-1 hianyaban enyhébb lefolyasa a
bleomycinnal kivéltott bor- és tiidéfibrozis egerekben 2”7, Emellett az aktivalodott EGR-
1 az intersticialis fibroblasztok és a tubularis epitelialis sejtek stimulalasaval stlyosbitja
vesefibrozist 2’8279, Az EGR-1 profibrotikus szerepét bizonyitja, hogy a fokozott EGR-1
igy tovabb sulyosbitja a veseelégtelenséget. EGR-1 knock out (KO) egerekben
ugyanakkor enyhébb vesefibrozis és csokkent gyulladasos valasz alakult Ki, tovabba az
EGR-1 hianya enyhitette a TGF-p és TNF-a indukalta gyulladast és profibrotikus
vélaszreakciot huméan proximalis tubularis epitelialis sejtekben 2%°, Munkacsoportunk
bizonyitotta, hogy az ozmotikus stressz hatasara is fokozodik az EGR-1 termelése
patkany vesében 2!, Az EGR2 fontos szerepet jatszik az immunregulaciéban, mivel
gatolja a T-sejt aktivaciot, valamint kritikus fontossaga szerepe van az immuntolerancia
fenntartisaban 2>°. Elengedhetetlen tovabba az agy fejlédéséhez, valamint a periférias
idegek myelinizaciojahoz is. Az EGR2 KO egerek vizsgalata arra a felfedezésre vezetett,
hogy az EGR2 a Schwann sejt myelinizaciojanak elsédleges szabalyozoja. Bar a legtobb
EGR2 KO egér sziiletése utan elpusztul, néhany EGR2 KO egér legfeljebb 2 hétig marad
életben, és idegeik hypomyelinizaltak. 2% 281282 A7 EGR2 a kollagén gén intracellularis
stimulaléo mediatoraként is miikodik, valamint részt vesz a TGF-p altal indukalt fibrotikus
folyamatokban 283, EGR2 kézvetleniil eldidézi szamtalan profibrotikus gén expresszijat
fibroblasztokban, igy részt vesz az ECM atépiilésének szabalyozasdban és a

fibrogenezisben 28,
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1.3.5 A Runx transzkripciés faktorok (Runt-related transcription factors)

A Runt domén transzkcripcids faktorok (RUNX1, RUNX2, RUNX3) szerves részei mind
a TGF-B, mind a BMP indukalt jelatvitelnek szamos fontos bioldgiai folyamatban. Az R-
Smad fehérjék és a Runx transzkripciés faktorok kozvetlen kapcsolatban allnak
egymassal 2%, A BMP RUNX2 expressziot 0koz a mesenchymalis progenitor sejtekben
Smad-fiiggé mdédon. A RUNX2 a Smadl-el és a Smad5-el Iép kolcsonhatasba és az
oszteoblaszt differencidlodasban részt vevd célgének expresszidjat szabalyozza 28 286 A

RUNX2 nélkiilozhetetlen az oszteoblasztok éréséhez és az oszteogenezishez 287,

A RUNX3 fehérje a gasztrointesztinalis traktus epitelialis sejtjeiben termel6dik. RUNX3
hianyaban csokken az epitelidlis sejtek érzékenysége a TGF-B apoptozist indukalo €s
novekedésgatld hatasdval szemben, igy a RUNX3 tumorszuppresszor szerepet tolt be
minden olyan malignus folyamatban, ahol a TGF- jelatviteli utvonal aktivalodik 2. A
RUNXI1 transzkripcios faktornak kiemelked6 szerepe van az endotélialis-hematopoetikus
tranzicioban (EHT), amely elméletben hasonlit az EMT-hez, &m az EMT-ben ¢és a
vesefibrozisban betdltott szerepe még nem egyértelmii. A RUNX1 nélkiilozhetetlen a
végleges haemopoezishez, igy ha funkcioja elveszik, nem alakulnak ki a haemopoetikus
ossejtek 2. Az akut leukémiak 30%-aban megtalalhato a RUNX1 gén valamilyen
pontmutacidja, valamint szamos kromoszoma transzlokaci6 is gyakran érinti a Runx1-et
kodolo régiot 2°°. A RUNXI sziikséges a myeloid prekurzor sejtek differencialédasahoz,
igy a RUNXL1 funkciokiesése éretlen proliferalo sejteket eredményez. Ebben a
kontextusban a RUNX1 tumorszuppresszor szerepet tolt be 2°1. Zhou és mtsai. arra a
megallapitasra jutottak, hogy a RUNXI eldsegiti a renalis tubularis EMT-t és a
vesefibrozist. Eredményeik szerint a TGF- indukalt RUNXI expresszi6 Smad3 fiiggd,
ami azt jelezheti, hogy a Smad3 részben eldsegitheti az EMT-t a RUNX1-en keresztiil,
illetve a RUNXI delécidja szignifikansan csokkenti a vesefibrozist renalis tubularis
epitelialis sejtekben 22, Korabbi vizsgalatok kimutattdk, hogy a RUNX2 kdzvetitia PTH
anti-apoptotikus hatasat a proximalis tubularis vesesejtekben 2%, a RUNX3 részt vesz az
angiotenzin-1l 1-es tipust (ATI1) receptorral asszocialt fehérjék expressziojanak
szabalyozasaban a vese disztalis kanyarulatos csatornajinak sejtjeiben 2%, Bertrand és
mtsai. @ RUNX1 és RUNX2 transzkripcios faktorok TIMP-1 expressziora gyakorolt
hatasat vizsgaltdk madjsejtekben, és megallapitottak, hogy ezek a fehérjék képesek
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aktivalni a TIMP-1 gén promoterét, igy fokozzik expressziojit >*. Vesében még nem

irtak le hasonlo Osszefliggést.

1.3.6 A PPAR-y (peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor-y) lehetséges szerepe

a fibrozisban

A PPAR-0k ligand aktivalt transzkripcios faktorok, amelyek a nukledris receptor
szupercsaladhoz tartoznak. A PPAR-t 1990-ben fedezték fel peroxiszoma
proliferatorokra adott valasz kozvetitdjeként ragcsalokban. A PPAR-0k szdmos ¢élettani
folyamatban vesznek részt, példaul a lipid anyagcsere szabalyozasaban, gyulladasos
valaszban, a gliilkoz homeosztazisban és a sejtek differencidlodasaban. A mai napig
harom PPAR izotipust jellemeztek: PPAR-a, PPAR-B és a PPAR-y 2%6:297 A PPAR-y egy
a sejtmagban taldlhatd anti-fibrotikus €és vasoprotektiv hatassal rendelkezdé nukleéris
hormon receptor és transzkripcios faktor 2%,

A PPAR-y expresszid6 szamos szOvetben ¢€s sejtben megfigyelhetd (zsirszovet,
izomszovet, pancreas szigetsejtjei, endotélsejtek, makrofagok) 2°% 300 A PPAR-y a
vesében foleg a veldallomany gyiijtécsatorndiban 30! talalhaté meg, emellett a nefron

302

tobbi szegmensében is expresszalodik, mint példaul a podocitakban *7¢, a mezangialis

303 g5 a proximalis epitelialis sejtekben 302 3% Mindez felveti, hogy a PPAR-y

sejtekben
agonistak kozvetleniil is befolyasolhatjak a vese miikodését. A thiazolidindionoknak
(TZD-k; troglitazon, pioglitazon, rosiglitazon), amelyek a PPAR-y agonistak eddig
klinikai hasznalatba Kkeriilt csoportja, az inzulin érzékenység javitasaban és az
adipogenezis fokozasaban van kozponti szerepiik. A TZD-k csokkentik a triglicerid
szintet harantcsikolt- és szivizomsejtekben, valamint a pancreas-szigetsejtekben, a HDL-
koleszterin szintet pedig novelik 3%5-3%°, A TZD-k ko~ziil a troglitazon és a rosiglitazon mar
nincs klinikai forgalomban. A troglitazon a potencialisan sulyos hepatikus szovédmények
(méajelégtelenség, transzplantacio sziikségessége, haldllal végzédé esetek) miatt 310311
rosiglitazon a cardiovascularis mellékhatasok miatt keriilt kivezetésre 312, A PPAR-y
agonistdk bizonyitottan csOkkentik a vesekarosodas mértékét ischaemia-reperfiizios
kéarosodas, autoszomalis dominans policisztas vesebetegség (APKD), illetve nem DM
okozta CKD-ben 33, A PPAR-y agonisték terdpias hatasat eddig féleg T2DM-ban (2-es
tipusu diabétesz mellitusz, type 2 diabetes mellitus) szenvedd betegekben vizsgaltak,

mivel novelik az inzulinérzékenységet, csokkentik a maj glikoz termelését, HbAic
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szintjét, valamint megakadalyozzak a pancreas B-sejtjeinek apoptozisat 2% 310, Mivel a
PPAR-y receptor nagy mennyiségben expresszaldodik az erek simaizomsejtjein, valamint
az endotélsejteken is, igy a TZD-k az endotélvédo tulajdonsaguk miatt csokkentik a DM
okozta vaszkuldris szovédmények kialakulasat is 3°, A PPAR-y agonistak ezenkiviil anti-
fibrotikus hatéssal is rendelkeznek, csokkentik a 1V-es tipust kollagén és a fibronektin
termelést, valamint a TIMP-1 és a TIMP-2 aktivitdsat 3%, tovabba glomerulusokban
mérséklik a DM indukdlta TGF-B expressziot is 314,

Ezenkiviil gatoljdk az AP-1 ¢és az NF-kB altal medialt gyulladdsos vélaszt kiilonb6zd
szovetekben 2°’. A PPAR-y agonistdk nem csak az endotélsejtek TNF-o altal indukalt
apoptozisat gatoljak, hanem megakadalyozzak az endotélsejtek spontan apoptdzisat és
csokkentik a glomerulus kapillarisok endotéliumanak karosodasat 1°. A pioglitazon és a
troglitazon anti-fibrotikus és renoprotektiv hatasat a T2DM patkanymodelljében 3¢ és
UUO egérmodellben 317 is megerdsitették. A rosiglitazonnal végzett kisérletek igazoltak,
hogy hatékonyan gatolja a TGF-f altal kivaltott fibrozist és enyhiti a bleomycin indukalt
bér fibrozist in vivo 38, A PPAR-y agonistak ezenkiviil gitoljsk a TGF-p/SMAD
jelatviteli utvonalat, amellyel mérséklik a vese fibroblaszt aktivacidjat, csokkentik a

CTGF expressziot és az ECM szintézist, igy lassul a vesefibrozis progresszidja 322,

A fentieken tul a PPAR-y agonistak gatoljak az NF-kB, a STAT ¢és az AP-1 utvonalakat,
csokkentik a gyulladasos faktorok expressziojat a monocytakban és a makrofagokban 31°,
A T2DM patkanymodelljében a pioglitazon szignifikansan csokkenti a makrofag
infiltraciét a veseszovetben, emellett csokkenti a gyulladasos és fibrotikus faktorok (NF-
kB, TGF-B, PAI-1, VEGF) szintjét is 31, A PPAR-y agonistakkal torténd kezelés nemcsak
a vesefibrozist, hanem a maj- és a sziv fibrozisat is mérsékelte 32°, Kawai és mtsai. a CKD
UUO modelljében vizsgaltak a PPAR-y kezelés (troglitazon) vesefibrozisra gyakorolt
hatasat. A kezelés hatasara szignifikansan csokkent a TGF-B-szint, igy az intersticialis
vesefibrozis és a gyulladas is mérsék1ddott 1. Ugyanakkor Zhang és mtsai. eredményei

nem tamasztottak ala a pioglitazon kezelés gyulladascsokkent6 hatasat vesefibrozisban,

mivel a kezelés nem mérsékelte jelentdsen az UUO-indukalta vesefibrozis progresszidjat
321
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1.4 A CKD Kkezelése

A CKD-s betegek jelenlegi kezelése magaban foglalhatja a renin gatlasat (aliskiren), a
renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer gatlasat, amely az angiotenzin konvertalé enzim
gatlokat (ACE-gatlok, ACEi), (kaptopril, enalapril, lizinopril, perindopril stb.), az
angiotenzin 1l receptor blokkolokat (ARB), (losartan, valsartan, telmisartan stb.),
valamint az aldoszteron antagonistakat (eplerenon, spironolakton) foglalja magéaba 322,
Szamos klinikai vizsgalat igazolta az ACE-gatlok renoprotektiv hatasat human DM-ban
823, 324 valamint a kisérleti 4llatmodellekben is 32% 326, Tovidbba a DM kisérleti
modelljében a renin-angiotenzin rendszer blokkolasa nemcsak a glomerularis karosodas
327 ¢s az ECM transzkripcidjanak mérséklését eredményezi a glomerulusban, hanem a
TGF-B és a kollagén felhalmozddasa is csokken a tubulointersticiumban 32, Az ACE-
gatlok ECM felhalmozoddasara gyakorolt hasonldo hatasar6l human DN-ban is

beszamoltak 3%°,

Az ACEV/ARB terapia csokkenti a proteinuriat, mérsekli a glomerularis hiperfiltraciot,
igy csokkenti a dializist igényld diabéteszes betegek szamat is 324 325 330. 331 - A
spironolakton ¢és eplerenon szintén hatékonyan mérséklik a vérnyomast, és az
albuminuriat DN-ben, azonban hiperkalémiat okozhatnak 332 333, Mindezek ellenére a
renin-angiotenzin-aldoszteron blokad renoprotektiv hatasa a becslések szerint minddssze

20%-kal csokkenti a CKD progresszidjanak kockazatat >34,

A natrium/gliikoz kotranszporter 2 (SGLT2) gatlasat mar vizsgaltdk a T2DM kezelésére,
azoknal a betegeknél, akiknél nefropatia is fennall. Az ACEI/ARB-t kezelt betegeknél
alkalmazott SGLT2 gatlas tovabb mérsékelte az albuminuriat és lassitotta a vesefunkcio
romlast 3% 3% Mivel az albuminuria csdkkenése szorosan Osszefligg a javuld
vesefunkcioval 3% ezért varhatd, hogy ez a gyodgyszercsoport csokkenti az ESRD
kockazatat. Az empagliflozin kezelésrdl bebizonyosodott, hogy drdmai médon csokkenti
a sziv-és érrendszeri szovédmények eléforduldsat magas kockazati DM esetén %8
valamint ACEi/ARB kezeléssel szemben (az eddig eredmények alapjan) az empagliflozin
kezelés nem okoz hiperkalémiat 3*°. Ugyanakkor az SGLT2 gatlok alkalmazasa
ellenjavallt alacsony eGFR mellett és stilyos vesekarosodds esetén **°. A SGLT2 gatlok

alkalmazasa a fokozott glikozuria miatt kedvezé novekedési kornyezetet biztosithat a
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kommenzalis mikroorganizmusok szamara ¢€s ezaltal novelhetik a vulvovagintisz és a

balanitisz kockazatat 341

1.5 A genetikai kiilonbségek hatasa

A kronikus vesebetegségek azonos etiologia mellett is (pl. DN, hipertenziv nefropatia)

eltérd Klinikai progressziot mutatnak, ami felveti a genetikai kiilonbségek valoszintiségét
342

Ugyanakkor maig sem ismertek azok a molekularis mechanizmusok, amelyek feleldsek
lehetnek az eltérd genetikai fogékonysagért, valamint a kiilonb6zé mértéki

progresszidért.

Szamos tanulmany ismertette mar €s kiemelte annak fontossagat, hogy az allatkisérletek
soran a vesebetegségek kialakulasa és progresszioja torzs fiiggd patkanyokban 343346 gg
egerekben 346350, Ennek hatterében htizodé mechanizmus még nem ismert, de a vizsgalati
eredmények alapjan a C56B1/6 (B6) torzsek, egyéb egértorzsekhez képest ellenallobbak
a vesefibrozissal szemben, mint a Balb/C, CBA vagy DBA/2 térzsek. Human betegekben
ugyanugy megfigyelték, hogy a DN-ban vagy a hipertenziv nefropatiaban szenvedd
betegekben eltérd a vesebetegség progresszidja 342 351, A progresszié heterogenitasa azt

sugallja, hogy a genetikai kiilonbségek, mind a human betegekben, mind az

allatmodellekben rendkivil fontosak.
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2 CELKITUZESEK

A genetikai hattér altal befolyasolt vesefibrozis progresszié mechanizmuséanak tisztazasa

érdekében célunk volt:

1. Tobb vesefibrozis modellben vizsgalni a genetikai hattér Osszefliggését a betegség

progresszidjaval és a TIMP-1 expresszioval.
2. A TIMP-1 vesefibrozisban betoltott kozponti szerepének bizonyitasara

a) Létrehozni fibrozisra érzékeny (CBAxB6) genetikai hattéren TIMP-1 hianyos
egereket, majd vizsgalni a szubtotalis nefrektomia (SNX) indukalt vesefibrozis

lefolyésat,

b) Gyors progressziot mutaté (CBAxB6 hatterti) TGF-p transzgenikus egerekben

vizsgalni a TIMP-1 neutralizacié hatasat a vesefibrozisra.

3. Tisztazni, hogy a TIMP-1 transzkripcios szabalyozasanak genetikai kiilonbségei
magyarazzak-e a kiilonb6zo beltenyésztett egértdrzsek vesefibrozisanak eltérd lefolyasat

in vivo és primer mezangialis sejtekben in vitro.

4. Annak tisztdzasa, hogy PPAR-y agonista kezelés befolyasolja-e a TGF-f indukalt

vesefibrozis lefolyasat, valamint a transzkripcids szabalyozasi utvonalakat.
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3 MODSZEREK

3.1 Felhasznalt egérmodellek

A kisérleti allatokat specifikus patogén mentes (SPF) koriilmények kdzott tartottuk 10/14
oras fény/sotétség ciklus alatt a Semmelweis Egyetem NET GMO 4llathazban. Az egerek
standard ragcsalotapot és tisztitott csapvizet kaptak. Az allatok vérvétele és ledlése
isoflurane narkoézis alatt tortént. A kisérleteket a Semmelweis Egyetem Munkahelyi
Allatjoléti Bizottsag, valamint Pest Megyei Kormanyhivatal engedélyezte (engedély
szam: PE/EA/948-4/2018).

3.1.1 A TGF-p transzgenikus modell

Mivel a TGF-p elsddleges szerepet jatszik a vesefibrozis pathogenezisében, egy magas
keringd TGF-p szinttel rendelkezé allatmodell alkalmas lehet a vesefibrozis
modellezésére ¥'. A kutatocsoportunk altal is hasznalt eredeti transzgenikus egérmodell,
a CBA.B6-AIb/TGF-B transzgenikus egér *2 33 amelyben a sertésbdl nyert TGF-B
transzgén teljes cDNS szekvenciaja egér albumin promoéterhez kapcsolt, igy ezen allatok

plazma TGF-B szintje magasabb %2 3%,

A transzgén szekvenciaja két aminosav cserét (223-as és a 225-0s szerin —> cisztein)
tartalmaz, igy a TGF-p aktiv formajat kodolja 32, Mivel a transzgén az Y kromoszoémaba
épiilt be, ezért csak a him egerek transzgenikusak. Az albumin promoter segitségével a
transzgén expresszidjat sikeriilt a majsejtekre korlatozni, tovabba a promoter biztositja,
hogy csak sziiletés utan kezd el expresszalodni a TGF-f3 transzgén, igy nincs befolyassal
az intrauterin fejlodésre, viszont sziiletés utdn folyamatosan a fiziologias szinteket
meghaladd TGF-B koncentracid6 mérhet6 az egerekben (5. abra). A transzgenikus torzs
létrehozasakor a transzgén konstruktot B6CBA (C57BL6 x CBA F1 egerek) zigotaba
injektaltuk, és a transzgenikus vonalakat sorozatos visszakeresztezéssel tartottuk fenn
B6CBA egerekben. A TGF-B transzgenikus egerekben progressziv vesefibrozis és
veseelégtelenség alakul ki, amelynek kovetkeztében az allatok 25%-a 15 hetes korukra
elpusztult ***. A transzgenikus egerekben 5 hetes korukra két élesen elkiiloniilé fenotipus
alakult ki *3. A stlyos fenotipusti transzgenikus allatokban gyorsan progredial6

vesefibrozis alakult ki, amit 6déma, szovettanilag sulyos glomeruloszklerozis,
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megemelkedett karbamid nitrogén (BUN: blood urea nitrogen), valamint az endogén
(renalis) TGF-B és a TIMP-1 mRNS expressziojanak szignifikdns ndvekedése kisért. Az
allatok masik ,,enyhe” fenotipusi csoportjaban 1-2+ Kismértékii glomeruloszklerdzis
mellett 6déma nem jelentkezett, amit a TGF-B, valamint a TIMP-1 mMRNS
expressziojanak csak minimalis (nem szignifikans) emelkedése kisért. Ezek az adatok azt
mutatjak, hogy a genetikai hattérnek jelentds szerepe van a TGF-f altal indukalt
vesefibrozis progresszidjaban. A genetikai hattér fibrozist befolyasold hatasat mar tobb

egérmodellen bizonyitottak 348 3%,

Sac 1 Sac 1
ERP P BN,
Xb/Nh
Not 1 (Xb/Nh) Sph 1 m Bgl 11 | Sal1
‘_ Alb enhancer Pr L
)
hGH

5. abra A mikroinjektalt TGF-p transzgén cDNS szerkezete. Albumin promoterhez
kapcsolt teljes sertés ¢cDNS az Y kromoszoman. A Not I-Sal | vektor nélkiili DNS-
fragmentek sematikus dbrazolasa, amelyeket a zigdotaba injektaltak. C57BL6 x CBA F1
egerek, Alb: albumin, Pr: prométer, hGH: a human ndvekedési hormon gén hatarold
régidja, Sac | fragment: sertés TGF-B1 cDNS. (Kép forrdasa: N Sanderson, V Factor, P
Nagy, J Kopp, P Kondaiah, L Wakefield, A B Roberts, M B Sporn, S S Thorgeirsson.
Hepatic expression of mature transforming growth factor beta 1 in transgenic mice
results in multiple tissue lesions. Proc Nat Acad Sci USA 1995. 92(7): p. 2572-2576)

3.1.1.1 A TGF-B1 transzgén visszakeresztezése B6 genetikai hattére (kongenikus
B6-TGFp egerek), valamint hibrid CBAxB6-TGFp (F1) transzgenikus

egerek létrehozasa

A fentebb ismertetett inhomogén, CBAxB6 hibrid genetikai hattéren fenntartott CBA.B6-
Alb/TGF-B transzgenikus egereket *** 3% munkacsoportunk 22 generacion keresztiil
visszakeresztezte B6 genetikai hattére, az igy kapott kongenikus B6-TGF-B himeket
hasznaltuk vizsgalatainkhoz. A B6-TGFf him egereket CBA ndstényekkel keresztezve
CBAXB6-TGFB (F1) transzgenikus egereket hoztunk létre, melyek talélése 2 hetes
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korban csak 50-60%-os volt. Emiatt kisérleteinkben 14 napos transzgenikus egereket

vizsgaltunk.

3.1.2 TIMP-1 knockout egérmodell

A C57BI6/J genetikai hatter(i n6stény TIMP-1 KO egereket (B6.129S4-Timpltm1Pds/J,
Jackson Laboratories, Stock No:006243) CBA him egerekkel kereszteztiik, igy jott 1étre
a hibrid genetikai hatterii CBAXB6-TIMP17 F1 torzs (TIMP17), amelyet kisérleteinkben
hasznaltunk.

3.1.3 Unilateralis ureter obstrukcio (UUQO) és szubtotalis nefrektomia (SNX)
modellek

Izofluran altatasban 25-30 gramm testtomegli him B6 és CBA egereken alkalmaztunk
UUO-t vagy SNX-et. Az UUO elvégézése soran a bal vesét és uretert median
laparotomiaval értiik el, majd a bal uretert a vese alatt kb. 1 cm-re proximalisan és 2 cm-
re distalisan lekotottiik, €s a ligaturak kozott atvagtuk. A mitét utan 24 6raval éter altatas
mellett az egereket sziven keresztiil perfundaltuk jégen hiitott fiziologias sdoldattal, majd
a lekotott (UUQO) és az ellenoldali (kontroll, CTL) veséket eltavolitottuk tovabbi
vizsgalatok elvégzése céljabol. Az alabbi kisérleti csoportokat vizsgaltuk: B6 CTL, B6
UUO, CBA CTL, CBA UUO (n=5/csoport). Az SNX elvégzése soran a jobb vese jobb
oldali dorsalis lumbotomia elvégzésével keriilt eltavolitasra, majd ezutan megmértiik a
tomegét. Egy hét mulva eltavolitottuk az enyhén hipertrofizalt bal oldali vese
kéregallomanyanak kétharmad részét. A bal oldali vesehilust 20 mm-es DeBakey
bulldoggal rogzitettilk. Miitét kdzben a kivagott veseszovet mennyiségét, a korabban
eltavolitott ellenoldali vese sulyanak 60%-ig tavolitottuk el. A vese sebfelszinekre
Gelaspon csikokat helyeztiink (BauschtLomb, Berlin, Németorszag), hogy
megakadalyozzuk a vérzést az artéria felengedése utan. A bal oldali eltavolitott
kéregallomany jobb vese stulydhoz vald viszonyitdsaval hataroztuk meg a veseablacid
mértékét, ami 60-65% kozott volt. Az aloperalt egerek veséit csak dekapszulaltuk, negativ
kontrollként szolgaltak. A miitét utan hat héttel vizelet mintakat gy{ijtottiink, a veséket

eltavolitottuk szovettani és mRNS expresszios vizsgalatokhoz.
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3.1.4 TIMP-1 neutralizacio, in vivo

8 napos korban CBAxB6-TGF- him egereket (n=5) kezeltiink intraperitonealisan kecske
poliklonalis TIMP-1 neutralizalo antitesttel (2 pg/nap, #AF980, R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) vagy IgG-vel (n=4, 2 ug/nap) 5 egymast kdvetd napon keresztiil.
Két egér elpusztult a neutralizacios kezelés alatt. A kecske 1gG-vel kezelt vad tipusu
(n=5) és a CBAXxB6-TGFp him egerek (n=12) negativ és pozitiv kontrollként szolgaltak.
A kisérleti csoportok az alabbiak voltak: 1gG kezelt CBAxB6 F1 (vad tipust, n=5), IgG
kezelt CBAXB6-TGFp F1 (IgG kezelt TGF-p transzgenikus, n=12) és anti-TIMP-1 kezelt
CBAXxB6-TGFB F1 egerek (anti-Timpl TGF-B transzgenikus, n=7). A retencios
paramétereket, a vizelet protein/kreatinin hanyadost és a vesék szdvettanat 14 napos

korban vizsgaltuk.

Egy masik kisérletben az altalunk keresztezett (Isd. TIMP-1 knockout egérmodell)
CBAXB6-Timp” F1 him egerek veséjét szubtotalis nefrektomia utan (SNX) hasonlitottuk
a kontroll CBAxB6 F1 him SNX egerek veséjéhez.

3.1.5 In vitro kisérletek

10 % FBS-t (fetal bovin serum) és 100 IU/ml penicillint/100 pg/ml streptomycint
tartalmaz6 DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) médiumban tenyésztett
human embrionalis vese sejteket (HEK293) (ATCC CRL-3216) 24 lyuku sejttenyészto
lemezekre osztottuk 90 000 sejt/lyuk siirtiséggel, majd OptiMEM médiumban (Gibco,
Thermo Scientific, USA) 48 oran at tranziensen transzfektaltuk 750 ng EGR2-t vagy
EGFP-t (fokozott zo61d fluoreszcens fehérje; enhanced green fluorescent protein) kodolo
plazmiddal, Lipofectamine 3000 (Invitrogen, Thermo Scientific, USA) felhasznalasaval,
a gyarto protokollja szerint. A sejtekb6l RNS-t és fehérjét izolaltunk TriZol (Invitrogen,
Thermo, USA), illetve protedaz  inhibitort tartalmaz6  RIPA  puffer
(Radioimmunoprecipitation assay buffer: 50mM TRISpH 7-8; 150mM NaCl; 0,1% SDS;
0,5% Na-deoxikolat; 1% NP-40; EDTA-free complete mini proteaz inhibitor, Roche)
segitségével. Az RNS atirast, nagy kapacitasi cDNS készlettel (Thermo) végeztiik a
gyart6 protokollja szerint (High Capacity cDNA Synthesis Kit, Applied Biosystems).
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3.1.6 Vese biopszia szovetmintak

Az EGR2 ¢és a TIMP-1 mRNS expresszidjanak mérésére, valamint az allatkisérletek és
az in vitro eredmények alatamasztasara fagyasztott human vesemintakat elemeztiink. A
vese szovetek a Semmelweis Egyetem 2-es szama Pathologiai Intézetében diagnosztizalt
FSGS mintdkbol szdrmaztak a Semmelweis Egyetem Etikai Bizottsdganak jovahagyasa
utan (TUKEB 228/2014). A vesekéreg mintak FSGS-sel diagnosztizalt betegekbdl, ill.
vesesejtes carcinoma miatt nephrectomizalt vesék egészséges szovetébdl szarmaztak,
amelyekb6l RNS izolalast kovetden génexpresszid vizsgalatot végeztink qPCR

segitségével.

3.1.7 A renalis transzkriptom elemzése cDNS chip (microarray) segitségével

Héarom-harom 14 napos B6-TGFP ¢s CBAxB6-TGFB egér veséibdl izolaltunk teljes
RNS-t SV Total RNA Kit segitségével (Promega, Madison, WI, USA) a gyartd
protokollja szerint, majd az RNS-ek mindségét Agilent Bioanalyzer-en értékeltiik
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). A jeloléseket és a chip-re torténd
hibridizaciot az NIDDK (National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney
Diseases) Microarray Core facilitasa végezte el Affymetrix Mouse GeneChip 430 2
segitségével, amely a teljes egér transzkriptomot vizsgélja. A szignifikansan expresszalt
gének ANOV A elemzés alapjan kertiltek kivalasztasra a Partek Genomics Suite szoftver
segitségével (Partek, St. Charles, MO, USA) az NIDDK Core Facility munkatarsai altal.

A gének ontologiai elemzéséhez azon géneket vettiik alapul, amelyek p<0,05
szignifikancia szinten legalabb abszolat +1,5 log2 expresszios érték valtozast mutattak,
beleértve mind a felfelé, mind a lefelé szabalyozott géneket, amelyhez a Thomson Reuters
GeneGo szoftverét hasznaltuk. A szabalyozasi Utvonalak elemzését Ingenuity Pathway

Analysis (Ingenuity Systems, Redwood, CA) szoftverrel végeztiik.

3.2 Pioglitazon kezelés TGF-p indukalt vesefibrozisban

3.2.1 Kisérleti csoportok

Kisérletiinkben 10 hetes him C57BL/6 vad tipusu (kontroll, C) és a TGF-f transzgenikus
egereket (TGFb) két csoportba osztottuk az aldbbiak szerint. Az egerek elsé csoportja
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normal tapot kapott (kontroll és TGF-f, n=7/csoport). A masodik csoportot tapba kevert
pioglitazonnal kezeltik (20 mg/kg/nap) 5 héten keresztiil (kontroll+Pio és TGF-B+Pio,
n=7/csoport). 15 hetes korban izofluran (2%) anesztézia alatt steril punkcioval vizelet
mintat vettlink, vérnyomast mértiink (lasd: 3.2.3) és narkozisban intrakardialis kaniilon
keresztiil 20 percig 4%-os fiziologids sooldattal perfundaltuk az allatokat. A kezelés
végén a vesekbol szovettani vizsgalatokat végeztiink, valamint meghataroztuk az mRNS

expressziokat.

3.2.2 Genotipizalas

A TGF-p transzgenikus egerek genotipizalasahoz 1-2 mm-es farok mintdkbol kivontuk a
genomikus DNS-t Tris-NaOH modszer segitségével, majd PCR-t végeztiink specifikus
primerek segitségével %2, A mintdkat mikrocentrifugacsében 200 ul 0.1 N NaOH-ban
inkubaltuk 10 percen keresztiil 96 °C-os termosztatban, ezutan vortexeltiilk és jégen
lehtitottiik. A mintakhoz 50 ul Tris-t (pH=8) adtunk, vortexeltiik és 20000 rpm-en 6 percig
4 °C-on lecentrifugaltuk. Az igy nyert feliilliszot uj csovekbe pipettaztuk és 2.5 pl-t
hasznaltunk fel az egyes PCR reakcidkhoz.

A PCR reakcidhoz a kovetkez6 Alb/TGFb primer szekvenciakat hasznaltuk: szenz: 5°-
GGCAAACATACGCAAGGGA-3’; antiszenz: 5’-AGAATCTGGCCGCGAATGG-3".
A PCR reakciok az alabbiak szerint zajlottak: kezdeti denaturalas 95 °C-on 2 percig, majd
35 cikluson keresztiil 95 °C-on 50 s-ig, 65 °C-on 50 s-ig és 72 °C-on 75 s-ig. A PCR
termékeket ezek utan 1.5%-o0s agar6z gélen szeparaltuk, hogy detektaljuk a transzgén 370

bazispar termékét 3%,

3.2.3 Vérnyomasmeérés

A szisztémas vérnyomast invaziv mdédon mértiik a kisérlet termindldsa eldtt az
izoflurannal altatott egereken. A 1.4F microtip katétert (Millar Instruments, USA)
helyeztiink a jobb oldali a. carotisha, és az aortaivig bevezettiink. A vérnyomas gorbéket
PowerLab regisztralo egység és LabChart szoftver segitségével rogzitettiik és elemeztiik
(AD Instruments, Colorado Springs, USA).
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3.2.4 Plazma TGF-p szint meghatarozasa

A Kkisérletek végén, a szemzugbol vett EDTA-s vérmintakat (100 pl/egér) szilikonizalt
1,5 mL-es mikrocentrifuga csdvekbe gyljtottiik, ezutan a vérmintdkat 1000 g-n
centrifugaltuk 20 percig, majd az izolalt plazmat egy masik szilikoncsében 10000 g-n 10
percig Gjracentrifugaltuk, hogy leiilepitsiik a trombocitakat. Végiil a feliiliszo 10 ul-bol
meghataroztuk az egerek plazma TGF-B1 koncentraciojat kereskedelmi forgalomban
kaphato ELISA kit segitségével (R&D Quantikine TGF-p ELISA, Minneapolis, USA).

3.2.5 A proteinuria meghatarozasa

Kozvetleniil a szervek kivétele el6tt steril holyagpunkcioval nyert vizeletbdl hataroztuk
meg az iiritett fehérje (BCA kit, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) ¢és kreatinin
koncentraciot (Creatinine Kit, Diagnosticum Zrt). A GFR-re normalizalt vizelettel {iritett

fehérje mennyiségét a vizelet protein/kreatinin hanyadosaval allapitottuk meg.

3.2.6 Génexpresszios vizsgalatok (q-PCR)

20-30 mg teljes vese homogenizatumbdl izolaltuk az RNS-t, fenol-kloroform extrakcio
segitségével (Trizol, Thermo Fisher) a gyarto protokollja szerint. Az RNS koncentraciot
fotometriasan mértiik meg (NanoDrop, Thermo Fisher). Reverz transzkipciot dsszesen
10 pl oldatban 1 pg RNS-sel és kiilonb6z6 primerekkel végeztiink az Applied Biosystems
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit felhasznalasaval (Applied Biosystems,
Forster City, CA, USA). Mindegyik PCR reakciohoz a BioRad CFX96 (BioRad, USA)
késziiléket hasznaltuk Bioline Sensi Fast SYBR Green PCR Master Mix (Bioline,
Németorszag) felhasznalasaval. A PCR reakciok specificitdsat és hatékonysagat az

olvadasi gorbék analizise igazolta.

Minden minta mérése duplikdtumban tortént, €s riboszoémalis 18S RNS expressziora
normalizaltunk, a 2 képlet segitségével. A primer szekvencidk a 13. tablazatban
lathatok.
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13. tablazat A kvantitativ PCR-hez hasznalt primer szekvencidk (5° — 3°).

Gének szensz primer antiszensz primer

Acta2 ATAACCCTTCAGCGTTCAGC ACATAGCTGGAGCAGCGTC
Bgn CGAATCCATGACAACCGTATC GGTTCAAAGCCACTGTTCTC
Collal CATAAAGGGTCATCGTGGCT TTGAGTCCGTCTTTGCCAG
Col3al TGGAAAAGATGGAACAAGTGG CCAGACTTTTCACCTCCAAC
CTGF CCCGAGTTACCAATGACAATAC CTTAGCCCTGTATGTCTTCAC
Dcn GTTCTGATCTGGGTTTGGAC CCTCTGGACTGATTTTGCTG
Egr2 AACGGAGTGGCCGGAGAT ATGGGAGATCCAACGACCTCTT
Fos TTTCAACGCCGACTACGAGG GCGCAAAAGTCCTGTGTGTT
Jun GCACATCACCACTACACCGA GGGAAGCGTGTTCTGGCTAT
Lcn2 ACGTCACTTCCATCCTCGTC CCTGGAGCTTGGAACGAATG
MMP2 GGACAAGAACCAGATCACATAC CGTCGCTCCATACTTTTAAGG
MMP9 TGGATAAGGAGTTCTCTGGTG CCACCTTGTTCACCTCATTTT
Rn18s TGGTTGCAAAGCTGAAACTTAAAG | AGTCAAATTAAGCCGCAGGC
Smad2 TCACAGACCCATCAAACTCG ACTCAGCAAACACTTCCCC
Smad3 GCCTACTGTCCAATGTCAAC CGAAAATAGCACTGTCACTGAG
Smad4 CATTCCAGCCTCCCATTTC CCCAAGCAAAAGCGATCTC
Smad6 GCAACCCCTACCACTTCAG GCCTCGGTTTCAGTGTAAGAC
Smad7 TGTGCAAAGTGTTCAGGTG CATTGGGTATCTGGAGTAAGG
Tgfbl CACCATCCATGACATGAACC TCATGTTGGACAACTGCTCC
TIMP1 CACCAGAGCAGATACCATG GTGGTCTCGTTGATTTCTGG
TIMP2 CAGGAAAGGCAGAAGGAGATG GATCATGGGACAGCGAGTG
TIMP3 TGAAGGCAAGATGTACACAGG GAGGTCACAAAACAAGGCAAG

TGFB

CACCATCCATGACATGAACC

TCATGTTGGACAACTGCTCC
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3.3 Primér mezangialis sejtek izolalasa

Elozetes eredményeink szerint a CBA egértorzs érzékenyebb a vesefibrozisra, ezért 6
hetes CBA him egerekbdl primér mezangialis sejteket izolaltunk. Mivel a B6 egértorzs
rezisztensnek bizonyult a fibrozis kialakulasara, igy kontrollként szintén 6 hetes B6 him
egerekbol izolalt mezangidlis sejteket hasznéltunk. A mezangialis sejtek izolalasa
magneses mikrogydngy szeparacios modszerrel tortént 36, A glomerularis sejttenyészetet
szelektiv médiumban (RPMI 1640 medium, 10% FBS, streptomycin, penicillin) tartottuk
fent 21 napig standard koriilmények kozott (37°C-on, 5% COz tenzio mellett). A szelektiv
médium hatasara elsoként az endotél sejtek, majd a podocitak, végiil a fibroblasztok
pusztultak el, igy végiil tiszta mezangialis sejttenyészetet kaptunk. A P2 sejteket
zselatinnal bevont 8 lyuku kamrakra és 6 lyuku lemezekre osztottuk, ezutan 24 oran at
novesztettilk 6ket, majd a tenyészet tisztasagat mezangialis markerekkel (E-cadherin,

vimentin, fibronektin) ellendriztiik immuncitokémia és immunoblot modszerrel.

a b

6. abra Izolalt glomerulus (a) (200x nagyitas). Az orsOszeri sejtek glomerularis

novekedése a 21. napon (b) (400x nagyitas)

Az izolalt primér mezangialis sejteket P5 és P8 passzazsok k6zott 24 lyuku sejttenyésztd
lemezekre osztottuk le, majd a B6 és a CBA mezangialis sejtek (n=6/csoport)
génexpresszidjat 48 oraval a PBS (foszfatpufferolt sdoldat) vagy TGF-B kezelés (10
ng/ml) utan mértikk. A mezangialis sejtek vizsgalatahoz az alabbi antitesteket hasznaltuk
fel: nyul fibronektin (Sigma), nyul vimentin (CST), nytl E-kadherin (CST), egér tubulin
(Millipore).

47



DOI:10.14753/SE.2023.2723

Immunoblottal a B6 és CBA primér mezangialis sejtek pozitiv reakciot mutattak

fibronektin és vimentin antitestekkel, illetve negativ reakciot az E-kadherin antitesttel.

a B6 CBA
200 kD —_—— —— Fibronektin
52 kD e G Vimentin
- — — -
135 kD : E-kadherin
54 kD S — Tubulin
b

B6 CBA

7. abra Primér mezangialis sejtek vizsgalata. (a) Mind a B6, mind a CBA primer

Fibronektin

Vimentin

sejtek immunoblot vizsgalata pozitiv reakciot mutatott fibronektin és vimentin antitesttel
(mezangialis markerek), illetve negativ reakciot E-kadherin antitesttel (epitelialis
marker). (b) Immuncitokémia soran az antigéneket specifikus elsédleges antitesttel és Cy-
3 (anti-egér IgG antitest) konjugalt masodlagos antitesttel (piros) festettiik meg, a
sejtmagokat DAPI-val (univerzalis DNS-hez k6t6d6 fluoreszeens festék) jeloltiik (kék)
(400x nagyitas).
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3.4 Immunoblot

A vesemintdkat (20 mg) protedz inhibitort tartalmazd RIPA lizis pufferben (Roche,
Mannheim, Germany) homogenizaltuk. A fehérje koncentraciot bicinkoniniksavas
modszerrel mértiikk meg (BCA Assay, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Futtatas
el6tt a mintdkhoz Laemmli puffert adtunk, majd 100 °C-on 5 percig forraltuk. A mintdkat
(40 pg) 12%-os natrium-dodecil-szulfat (SDS)-poliakrilamid gélen szeparaltuk, majd
ezutan nitrocelluloz membranra transzferaltuk. A membranokat 1 6ran keresztiil tejport
¢és 0,1% Tween-20-at tartalmazé TBS (trissel pufferelt sooldat, tris-buffered saline)
oldatban blokkoltuk 1 oran keresztiil, majd 4°C-on egész €jszakan at inkubaltuk az
els6dleges antitestet tartalmazo oldatban. Masnap a membranokat a TTBS-oldattal
torténd mosas utan peroxidaz konjugalt masodlagos antitest segitségével hivtuk eld

kemilumineszcens detekcioval (ECL kit, Thermo).

3.5 Szovettan és immunhisztokémia

A formalinban fixalt és paraffinba dgyazott vesemetszeteket Masson trikrom festés utan
értékeltiik. A glomeruloszklerdzis és a tubulointersticialis karosodas mértékét
szemikvantitativ skala segitségével hataroztuk meg *%’. A glomeruloszklerozis indexet
(GSI) 0-4 fokozati pontozasi rendszer szerint értékeltiik (E1 Nahas). 0. fokozat: nincs
eltérés, egészséges glomerulus; 1. fokozat: a kapillarisok kitapadnak a Bowman-tokhoz;
2. fokozat: a mezangialis matrix felszaporodasa a glomerulusok 25%-ban; 3. fokozat: a
mezangialis matrix felszaporodasa a glomerulusok 50%-ban, valamint kapillaris
elzarddasok; 4. fokozat: a mezangialis matrix felszaporodasa a glomerulusok tobb mint
75%-ban. Minden allat GSI-jét 400x-os nagyitas mellett hataroztuk meg fénymikroszkop
alatt 100 kiértékelt glomerulus pontjainak szamtani kdzepébdl. A tubulointersticialis
karosodas mértékét 100x nagyitas mellett értékeltiik az alabbiak szerint: 0. fokozat: nincs
eltérés; 1-5 fokozat aszerint, hogy az aldbbiak koziil hany eltérés teljesiilt az adott
latotérben: tubulustagulat, tubularis atrophia, hyalin a tubuluslumenben, a mononuklearis

sejtek intersticialis infiltracidja, intersticialis fibrozis.

A paraffinba agyazott metszetek immunhisztokémiai festését avidin-biotin modszerrel

végeztiik 37,
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A metszetek rehidralasa az alabbiak szerint tortént: 5-5 perces mosas xilollal, majd 100%,
90%, 70%-os etil alkoholba helyezés, végiil mosas desztillalt vizben. A metszetek
rehidralasat kovetéen pH 6,0-os citrat pufferrel 20 perces forralassal végeztiink antigén
feltarast mikrohullamt stitében. Fibronektin (1:1000, nyal poliklondlis antitest, anti-
fibronektin, Sigma-Aldrich, Budapest) és EGR-1 (1:500, nytl poliklonalis antitest, anti-
EGR-1, Cell Signaling, USA) primer antitesteket hasznaltunk egy éjszakan keresztiil.
Masodlagos antitestként a gyartd eldirasanak megfeleléen Super Sensitive Link-et
(BioGenex, San Ramon, CA, USA) hasznaltunk. A metszeteket Vulcan Red szubsztrattal
hivtuk eld (Biotium, Németorszag). Az immunhisztokémiai reaktivitast 400x-0S
nagyitdson fénymikroszképpal vizsgaltuk szemikvantitativ pontozasi modszer
segitségével. 0 pont: nincs festddés; 1 pont: gyenge festddeés; 2 pont: mérsekelt festodés;
3 pont: erds festédés; 4 pont: nagyon erds festddés. A renalis EGR-1 expresszio
kiértékelésekor minden egyes latotérben megszamoltuk a pozitiv sejteket 400x-0S

nagyitas mellett és pozitiv sejt/latotér formaban értékeltiik.

3.6 Statisztika

Az adatokat atlag + szords formdjaban jelenitettilk meg és a statisztikai analizist SPSS
10.0 Windows szoftverrel végeztiik (IBM, USA). Az adatokat egyszempontos variancia
analizis (ANOVA) és Tukey post-hoc segitségével, illetve Kruskal-Wallis ANOVA-val
¢s tObbszoros Osszehasonlitd Dunn teszttel elemeztiik p<0.05 szignifikancia szint mellett.
A pioglitazon kezelt allatkisérlet adatait kétszempontos ANOV A-val és Sidak-féle poszt
hoc teszttel dolgoztuk fel. A tulélési gérbe meghatarozasahoz Kaplan-Meier analizist
hasznaltunk. Két minta tGlélési eloszlasanak Osszehasonlitisara log-rank tesztet
végeztiink. Az adatok és a statisztikai elemzések megfelelnek a kisérlet tervezésére és

elemzésére vonatkozo farmakolégiai ajanldsoknak 3°8,
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4 EREDMENYEK

4.1 A kongenikus B6-TGF-B és a CBAxB6-TGF-§ F1 transzgenikus egerek

osszehasonlitasa

4.1.1 A kongenikus B6-TGF-p transzgenikus egértorzs jellemzése

Annak érdékében, hogy megerdsitsiik a genetikai hattér szerepét a vesefibrozis
progresszidjaban ~ CBA.B6-AIb/TGF-B1  transzgenikus  egereket  elkezdtiik
visszakeresztezni a C57BI6 (B6) és CBA torzsekre, mivel ennek a transzgenikus
vonalnak az alapit6 torzse CBAxB6 F1 hibrid volt.

Az Alb/TGF-p transzgén visszakeresztezése CBA egerekre nem sikeriilt, mivel az 6sszes

CBA-TGEFp F1 egér elpusztult még 6 hetes kor eldtt (8. abra).

-

Eredeti torzs: Visszakeresztezés: Uj kongenikus Uj TGF-B tg.
TGF-B torzs: F1 egerek:
B6  mmmmmmmmg B6-alb/TGF-}1 memmmmmmi CBAXB6-alb/TGF-81 F1
/ Zglstfae:;észlett gg.ng% homogén 23’7]/9 B6 + 50% CBA hattér

hattér vesselégtelenség 4 hetes korban

CBA.B6-alb/TGF-R1

F2, F3, Fn...him
\ CBA

inhomogén hattér
néstény

beltenygsztett

veseelégtelenség
korai haldlozas

8. abra A genetikai hattér szerepe a vesefibrozis progressziéjaban

Ezzel szemben az AIb/TGF-B transzgén visszakeresztése a B6 genetikai hattérre 22
nemzedéken keresztiil drdmai modon megnovelte a tulélést az eredeti transzgenikus
torzshez képest, amely 100%-os halalozast mutatott 52 hetes korra. Kisérletiinkben a B6-
TGFp egerek 72%-a élte tul a 15 hetes kort; 39%-a az 52 hetes kort (n=91), szemben a
B6 vad tipusu kontroll egerek 100%-os tlélésével (n=33, log-rank teszt, p<0,001). Négy
és kilenc honapos korban mértitk a plazma TGF-B koncentraciot, a test és a szervek
tomegét, a fehérjeiiritést, tovabba elvégeztiik a vesék szovettani elemzését. A plazma
TGF-B koncentraci6 kétszer magasabb volt a B6-TGF-B transzgenikus egerekben,

Osszehasonlitva a hasonlé korti B6 kontroll egerekkel (3. tablazat).

51



DOI:10.14753/SE.2023.2723

3. tablazat. 4 és 9 honapos B6-TGF-B1 transzgenikus egerek €s a hasonlo életkora B6
kontroll egerek adatainak Gsszehasonlitasa (n=8-15/csoport). p<0.05 vs B6 4 honapos;
br<0.05 vs B6 9 honapos; °p<0.05 vs B6-TGF-B 4 honapos; 9p<0.05 vs B6-TGF-p 9
honapos. A glomeruloszkler6zis indexet (GSI) és a tubulointersticilis karosodas indexet

(TDI) Masson trikrom festéssel értékeltiik.

B6 B6-TGF-p1 ANOVA/
Kruskal-
Wallis
4 honapos | 9 honapos | 4 honapos | 9 honapos

Testtomeg (g) 28.5+1.7% | 34.6+2.5% | 30.2+2.4% | 35.2+4.7% | p<0.0005

Vesetomeg/ 6.85+1.01 | 7.30+1.23 | 7.62+0.88 | 7.41£1.72 | n.s.

testtomeg (Mg/q)

Plazma 1.97+0.62° | 1.79+0.61° | 4.41+1.61?% | 4.39+2.23% | p<0.0005

TGF-p1 (ng/mL) | ¢ d b b

Proteinuria 6.58+2.19 | 6.83+0.86 | 6.70+1.52 | 6.28+2.76 | n.s.

(fehérje/

kreatinin, g/g)

GSI (pontszam) 9.1zio.o7° ((1).1110.050 3.1210.65*‘ f}).77ﬂ:o.41a p<0.0001

TDI (pontszam) | 0.23+0.09 | 0.28+0.18 | 0.55+0.50 | 0.44+0.28 | n.s.

A B6 ¢és a B6-TGF-f egerek testtomege emelkedett az életkorral, ugyanakkor a hasonlo
kora B6 ¢és B6-TGF-B egerek testtomege nem mutatott szignifikans kiilonbséget (3.
tablazat). A normalizalt vesesulyban és a vizelet fehérje/kreatinin hanyadosban nem volt
kiilonbség az egyes csoportok kozott. Vese hypertrophiat nem lattunk, azonban enyhe, de
szignifikans glomeruloszklerozist figyeltiink meg a B6-TGF-3 vesékben 4 és 9 honapos
korban, 6sszehasonlitva a hasonlo kori B6 kontrollokkal (3. tablazat, 9. abra). A B6-
TGF-B egerekben egyetlen vizsgalt ¢letkorban sem figyeltiink meg tubulointersticialis

karosodast.
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B6-TGFR

9. abra A B6 és a B6-TGF-p egerek veséinek szovettani osszehasonlitasa 4 és 9
hénapos korban. Vese hypertrophiat nem lattunk, azonban gyenge, de szignifikans
glomeruloszklerdzist figyeltiink meg a B6-TGF-f vesékben 4 és 9 honapos korban,
0sszehasonlitva a hasonlé kort B6 kontrollokkal. Masson trikrom festés. 400x nagyités;

kalibracios skala: 50 pm.

412 A hasonlo plazma TGF-B szintek ellenére a CBAxB6-TGF-§ F1
transzgenikus egerekre szignifikans proteinuria, valamint rovidebb élethossz

jellemzo

A kering6é plazma TGF-B koncentracié 10-14x magasabb volt a transzgenikus-, mint a
vad tipust egerekben (4. tablazat). A transzgenikus egerek és a kontroll egerek testtomege

hasonl6 volt (4. tablazat).
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4. tablazat A TGF-B1 transzgenikus egerek ¢és a kontroll egerek adatainak
osszehasonlitasa 14 napos korban. p<0.05 vs B6; °p<0.05 vs B6-TGF-B; ©p<0.05 vs
CBAXB6 F1; 9p<0.05 vs CBAXB6-TGF-p F1.

B6 (n=10) | CBAxB6 B6-TGF-p1 CBAXB6- ANOVA
F1 (n=8) (n=14) TGF-p1  F1
(n=15)

Testtomeg | 7.25+0.629 | 8.45+0.95% | 7.21+0.87¢ 8.54+1.06% p<0.0001
(@)
Vesetomeg/ | 7.60+ 1.039 | 7.40+0.79¢ | 7.14+0.55¢ 9.94+1.033¢ p<0.0001
testtomeg
(ma/g)
Plazma 4.04+2.01° | 3.10£1.76* | 57.61£16.77% | 44.49+£19.15° | p<0.0001
TGF-p1
(ng/mL)

A CBAXBG6-TGF-B F1 egerek élettartama dramaian lecsokkent, az F1 egerek 60%-a érte

el a 2 hetes kort, és az dsszes egér elpusztult 12 hetes koraig (n=34, p<0.0001, 10. abra
a). Mind a B6-TGF-p és a CBAxB6-TGF- F1 torzsekben mért hasonld plazma TGF-3

szintek ellenére, csak a CBAxB6-TGF-B F1 egerekben alakult ki szignifikans proteinuria,

amit a magasabb vizelet fehérje/kreatinin arany mutatott (10. abra b). A vesetomeg és a

szérum urea szint is szignifikdnsan magasabb volt a CBAxB6-TGF-B F1 egerekben a B6-

TGF-p és a kontroll egereckhez képest (4. tablazat, 10. abra c).
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10. abra Tulélés (%), vizelet fehérje/kreatinin arany (mg/mg), szérum urea (mg/dL),
tubulointerstitalis karosodas- és a glomeruloszklerézis mértéke TGF-p
transzgenikus- és kontroll egerekben 14 napos korban. A CBAXB6-TGF-f3 egerek
¢lettartama (n=34) () dramaian rovidebb volt a B6-TGF- egerekhez képest (n=91) (=)
(Kaplan-Meier analizis, p<0.0001) (2). A proteinuria, a szérum urea szint szignifikansan
magasabb volt a CBAxB6-TGF-f egerekben a B6-TGF-f3 és a kontroll egerekhez képest
(b, ). A glomeruloszklerozis (e) és a tubulointersticialis karosodas (d) hisztomorfologiai
kiértékelése jelentds vesefibrozist mutatott mezangialis expanzidoval a CBAxB6-TGF-f3
F1 egerekben, Osszehasonlitva a B6-TGF-f és a kontroll egerekkel. n=7-14/csoport.
Kruskal-Wallis teszt, * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.
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4.1.3 TGF-B transzgenikus egerekben torzs fiiggé a vesefibrézis kialakuldsa és

progresszidja

A szOvettani vizsgalatokat 5 és 14 napos egerek vese metszetein végeztiik. A B6-TGF-
egerekben a kontroll egerekhez hasonldé normal vese morfologiat lattunk ebben az
¢letkorban. Ezzel szemben nagymértékii glomeruloszklerozis és tubulointersticialis
fibrozis alakult ki CBAXB6-TGF-f3 egerekben (11. abra jobb oldal). A glomerulusok t6bb
mint 60%-ban észleltiink glomerularis hypertrophiat mezangialis expanzioval, valamint

a kapillarisok pusztulasat (11. abra jobb oldal, 5. tablazat).
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11. abra A vese reprezentativ mikroszkopos képe 5 és 14 napos TGF-p transzgenikus
és kontroll egerekben. B6-TGF- vesékben nem lattunk szdvettani elvaltozasokat a
kontroll vesékhez képest. A CBAxXxB6-TGF-B F1 vesék néhany glomerulusaban enyhe
hipertrofiat és szklerozist lattunk 5 napos korban, azonban 14 napos korban sulyos
glomerularis hipertrofiat és szklerozist észleltiink. Masson trikrom festés. 400x nagyitas;

skala: 50 um.

A  CBAxB6-TGF-B egerekben 14 napos ¢letkorban mar kialakult enyhe
tubulointersticialis fibrozis, valamint proteinuriara utal6 tubularis hyaline is megjelent a

metszeteken (11. abra jobb oldal, 5. tablazat).
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12. abra A IV-es tipusu kollagén immunfestés értékelése 14 napos TGF-§
transzgenikus és kontroll egerekben. A IV-es tipusu kollagén expresszid mikroszkdpos
képe fokozott festddést mutatott a CBAxB6-TGF-f vesékben, mind a glomerulusban,
mind a tubulointerstitiumban (a). (Masson trikrom festés. 400X nagyitas; kalibracio: 50
pm.) A IV-es tipusi kollagén szignifikansan magasabb glomerularis és
tubulointersticialis expressziojat csak a CBAXB6-TGF-f vesékben lattuk (b, c). n=7-
14/csoport. Kruskal-Wallis teszt, * p<0.05.

A fibronektin (13. abra a, b), valamint a TGF-f fehérje (13. abra c, d) szignifikansan
emelkedett glomerularis - és tubulointersticialis expressziojat csak a 14 napos CBAxXB6-
TGF-B egerekben lattuk.
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13. abra A fibronektin és a TGF-B immunfestés értékelése 14 napos TGF-f
transzgenikus és kontroll egerekben. A renalis fibronektin (a, b) és TGF-B (c, d)

immunfestés eredményei is megerdsitik a sulyos vesefibrozist CBAxB6-TGF-3

vesékben. n=7-14/csoport. Kruskal-Wallis teszt, * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.

A vesék szovettani értékelését 0 és 5 napos korban is elvégeztiik TGF-f transzgenikus
egerekben. Ujsziilott egerekben szovettani elvaltozast nem lattunk. Ezzel szemben, a
glomerulus mérete és a mezangialis matrix kiterjedése szignifikdnsan emelkedett az 5
napos CBAXB6-TGF- egerekben (GSI B6-TGF-B: 0.05+0.01 vs. CBAxB6-TGF-f:
0.45+0.21, p<0.05; 11. &bra, bal oldal).
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5. tablazat. Kontroll és TGF-B transzgenikus egerek szovettani értékelése 14 napos
korban. A majfibrozist van Gieson festéssel értékeltiik (n=6-10/csoport). A
glomeruloszklerdzis indexet (GSI) és a tubulointersticialis karosodas indexet (TDI) PAS
festéssel értékeltiik (n=8-15/csoport). 2p<0.05 vs B6; °p<0.05 vs B6-TGF-p; ©p<0.05 vs
CBAXB6 F1; 9p<0.05 vs CBAXB6-TGF-p F1.

Maj-fibrozis (%) Vese szovettan (Trikrom)
GSI TDI
B6 0.04+0.09* 0.05+0.02¢ 0.0+0.4¢
CBAXB6 F1 0.0120.02" 0.0620.02¢ 0.1 0.09¢
B6-TGF-p 0.82+0.40% 0.09+0.04¢ 0.1+ 0.10¢
CBAXB6-TGF-p | 0.65+0.25% 2.32 £0.35%¢ 1.1 0.55%¢
F1

A génexpresszio értékelésekor 14 napos életkorban az I-es tipusu kollagén (Collal) és a
I11-as tipust kollagén (Col3al) mRNS expresszidja enyhén emelkedett a B6-TGF-
vesékben a kontroll egerekhez képest, mig a CBAxB6-TGF-f F1 hibrid egerekben

szignifikans, négyszeres, 6tszoros emelkedést lattunk (14. abra a, b).
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14. abra A Collal (a) és a Col3al (b) renalis mRNS expresszioja 14 napos kontroll
és TGF-p transzgenikus egér torzsekben. A Collal és Col3al mRNS expresszidja
enyhén emelkedett a B6-TGF-f vesékben a kontroll egerekhez képest, mig a CBAxB6-
TGF-B F1 hibrid egerekben szignifikans emelkedést lattunk. n=7-14/ csoport. Kruskal-
Wallis teszt, * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.
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Ezzel parhuzamosan emelkedett a vesék Tgfbl és a Ctgf mRNS expresszidoja a CBAxB6-
TGF-p F1 egerekben (6. tablazat), amelyet a TGF- természetes inhibitorainak, a
biglycan és decorin expresszio emelkedése kisért (6. tablazat). Az MMP-2 expresszioja
hasonl6 volt mind a vad tipust, mind a transzgenikus vesékben (6. tablazat). A TGFBRII,
a vizsgalt Smad molekulak (Smad2, 3, 4, 6, 7) expressziojaban (6. tablazat), illetve a
Smad3 foszforilacioban (15. abra) jelentds valtozas nem tortént 14 napos életkorban.
Erdekes modon az MMP-9 szintek a B6 és a B6-TGF-B vesékben hasonloak voltak, mig
a CBAxB6 és a CBAxB6-TGF-f vesékben az MMP-9 harom-négyszeres expresszid
fokozodasat lattuk (6. tablazat).
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6. tablazat. A TGF-B1 transzgenikus egerek és a kontroll egerek renalis mRNS
expresszidjanak értékei 14 napos korban. Az egyes gének expressziojat 18S RNS-re
normalizaltuk a 244¢ képlet alkalmazasaval. p<0.05 vs B6; ’p<0.05 vs B6-TGF-B;
p<0.05 vs CBAXB6 F1; 9p<0.05 vs CBAXB6-TGF-B F1

Gén B6 CBAxB6 F1 | B6-TGF-p | CBAxB6- | Kruskal-

jelolése (n=5) (n=5) (n=7) TGF-p F1 | Wallis teszt
(n=7)

Tgfbl 1.14+£0.20 | 1.16£0.13 |0.92+0.20 | 1.83 + | p<0.0001
0.48%¢

Ctgf 0.68+0.13 [ 0.52+0.06 |0.20+0.05 | 1.80 + | p<0.0001
0.872¢

Bgn 0.82+0.27 [0.32+0.04 [0.89+0.19 | 1.58 + | p<0.0001
0.47130¢

Dcn 0.96+0.21 [0.39+0.15 | 1.16+£0.29°| 1.96 + | p<0.0001
0.45%¢

Mmp2 1.17+£0.34 [ 0.52+£027 |1.05+0.18 [ 0.99+0.28 |ns.

Mmp9 1.08 +0.32 | 3.44+0.53% | 0.89 +0.34° | 4.03 + 1.52%° | p<0.0001

Timpl 0.92+0.53 | 0.49+0.27 |1.49+068 |101.81  + | p<0.0001
26.70%°

Timp2 0.89+0.18 | 0.58+0.06 |0.88+0.08 | 1.29+0.19° | p<0.05

Timp3 0.75+0.16 [0.93+0.11 |0.87=0.05 [0.93+0.21 |n.s.

Tgbr2 0.90+0.12 [0.82+0.14 |[0.93+0.31 |1.04+0.15 |n.s.

Smad?2 0.66 £0.23 [0.56+0.07 |0.57+0.09 |0.75+0.17 |n.s.

Smad3 0.94+0.07 [0.78+021 [0.80=0.13 [0.99+0.20 |n.s.

Smad4 1.42+0.39 [ 1.20+£037 |[1.37+0.16 | 1.29+0.34 |n.s.

Smad6 1.93+0.90 [2.16+0.36 |1.83+0.74 |2.13+1.15 |n.s.

Smad7 1.02+0.10 [0.76+0.13 |[0.88+0.12 [ 0.98+0.15 |n.s.
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A Timp2 mRNS expresszidja hasonldo volt a kontroll és a B6-TGF-f vesékben,
ugyanakkor a CBAXB6-TGF- egereckben emelkedést mutatott (6. tablazat).

A Timp3 mRNS szintje nem mutatott kiilonbséget az egyes csoportok kozott (6. tablazat).
ATimpl mRNS expresszioja szazszorosan emelkedett a CBAxB6-TGF-f vesékben a B6-
TGF-PB és a kontroll egerekben észlelt expressziohoz képest (6. tablazat, 16. abra a).
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15. abra Smad3 foszforilacio 14 napos kontroll és TGF-p transzgenikus egerekben.
A Smad3 foszforilacioban nem volt kiilonbség az egyes csoportok kozott. n=7-14/

csoport, Kruskal-Wallis teszt.

A traszgenikus egerek 5 napos életkoraban az EQr2 és a Timpl mRNS expresszioja
szignifikansan magasabb volt (a Timpl mRNS expresszidja 50%-kal) a CBAXB6-TGF-j
vesékben, mint a B6-TGF-B egerekben (7. tablazat). Ugyanakkor a Tgfbl mRNS
emelkedett renalis expresszidjat nem kisérte fokozott kollagén termel6dés (7. tablazat).
A Ctgf mRNS expresszidja hasonlo volt a kontroll és a B6-TGF-p vesékben, a CBAXB6-
TGF-B egerekben enyhe emelkedést mutatott (7. tablazat).
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7. tablazat A TGF-p1 transzgenikus egerek és a Kkontroll egerek renalis mRNS
expresszidjanak értékei 5 napos korban. Az egyes gének expressziojat 18S RNS-re
normalizaltuk a 244 képlet alkalmazasaval. p<0.05 vs B6; ’p<0.05 vs B6-TGF-B;
p<0.05 vs CBAXB6 F1; 9p<0.05 vs CBAXB6-TGF-B F1

Vizsgalt B6 (n=4) | CBAxB6F1|B6-TGF- | CBAxB6- | Kruskal-
gén (n=4) B1 TGF-p1 F1 | Wallis teszt
(n=6) (n=6)

TGF-B1 0.96+0.199 0.91 £ 0.05¢ | 0.84+0.159 | 1.31 + | p<0.01

(1.5x) 0.25%¢

CTGF 0.21+0.06 | 0.22+0.04 |0.23+0.05 | 0.31+0.20 |ns.

l-es tipust | 2.02+0.45 | 1.68£0.53 |2.90+0.90 |2.86=0.44 |n.s.

kollagén

ll-as tipusa | 2.26 £0.60 | 1.68 £0.21 [243+1.14 [2.75+0.52 |ns.

kollagén

MMP2 1.35+£0.16% | 1.18 £0.19% | 1.33£0.279 | 1.95 + | p<0.001
0.48%¢

MMP9 0.97+031 [0.92+021 |0.79+041 [0.92+0.24 |n.s.

TIMP-1 2.69+0.70% | 2.95+0.67% | 2.73+£0.72% | 4.17 + | p<0.001

(1.5%) 0.79%¢

Az immunoblot vizsgalatban tizszer magasabb TIMP-1 fehérje expressziot talaltunk (16.
abra b) CBAXB6-TGF-f vesékben a B6-TGF-f ¢és a kontroll egerekben mért
expressziokhoz képest 14 napos korban, ami immunfestéssel féleg a tubulusokra
lokalizalodott (16. abra c).
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16. abra A Timpl mRNS és TIMP-1 fehérje renalis expressziéja (a, b), illetve a
TIMP-1 immunfluoreszcencia értékelése (c) 14 napos kontroll és TGF-p
transzgenikus egér torzsekben. A Timpl mRNS expresszidja szazszorosan emelkedett
a CBAXB6-TGF-p vesékben a B6-TGF-f és a kontroll egerekben mért expressziokhoz
képest. A TIMP-1 immunoblot vizsgalat (n=5/csoport) tizszeres novekedést mutatott
CBAXB6-TGF-p vesékben, amely immunfestéssel foként a tubulusokra lokalizalodott (b,
c). 400x nagyitas, skala: 50 um, g: glomerulus. n=7-14/ csoport. Kruskal-Wallis teszt, *
p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.

Az Egrl mRNS expresszid szignifikdnsan emelkedett a 14 napos CBAxB6-TGF-3
egerekben a kontroll egerekhez képest, azonban a B6-TGF-B egerekben expresszidja
alacsony maradt (17 a abra). Az Egr2 mRNS expresszidja szignifikansan emelkedett a
CBAXBG6-TGF-B egerekben, de hasonld volt a B6-TGF-f és a kontroll egerekben (17 b
abra). A Runxl mRNS expresszid szignifikdnsan emelkedett a CBAxB6-TGF-f
egerekben a kontroll egerekhez képest, azonban a B6-TGF-f3 egerekben a kontrollhoz
hasonl6 volt (17 ¢ abra).
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17. abra Egrl, Egr2, Runxl mRNS expresszi6 14 napos kontroll és TGF-§
transzgenikus egerekben. Az Egrl és az Egr2 mRNS expresszio szignifikansan
emelkedett a CBAXB6-TGF-B egerekben a kontroll és a B6-TGF-p egerekhez képest (a,
b, ¢). n=7-14/ csoport. Kruskal-Wallis teszt, * p<0.05, ** p<0.01.

Annak kideritésére, hogy mely egyéb, vesebetegségekkel kapcsolatos gének valtozasai
lehetnek felelések a fent emlitett fenotipusért, cDNS Chip (microarray) vizsgalatokat
végeztiink B6-TGF-B és CBAxB6-TGF-f vesékben. A microarray 311 gén szignifikans
valtozasat jelezte az XX csoportban a YY csoporthoz képest (18. abra, 8-9. tablazat), és

megerdsitette, hogy a matrix atépiiléssel kapcsolatos gének koziil a TIMP-1 gén
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tultermelddése bizonyult az egyik legmagasabbnak.
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18. abra Génexpresszid mintazat a 14 napos CBAXxB6-TGF-f és a B6-TGF-B
transzgenikus egerekben. Az adatok a cDNS chip eredményeib6l szarmaznak az adatok
sziirését kovetéen (Thomson Reuters Metacore; Timpl pirossal jelolve). A 311 gén
szignifikdns  expresszio-valtozadsdnak  hétérképe CBAxB6-TGF-B, B6-TGF-B
transzgenikus egerek veséiben (jobb oldalon) (> 2x (log2) expresszid valtozasok; kék

downregulécid, piros upregulacio).

Csoportonként harom allat veséit értékeltiik microarray modszerrel. A kivalasztott gének
qPCR validalasahoz csoportonként 8 mintat hasznaltunk. FC: szignifikans (p<0.05)
expresszio valtozas (linearis skalan) a CBAXB6-TGF-f3 vs B6-TGF-f csoportok kozott.
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8. tablazat A microarray adatokbdl kivalasztott gének qPCR validalasa

Gén elnevezése | Gén Entrez Gene ID | FC p érték | FC p érték
jelolése array |array |gPCR | gPCR

matrix Timpl | NM_001044384 | 159.8 | 0.0004 92.4 | p<0.001

metalloproteinaz

szoveti inhibitor

1

I11-as tipust | Col3al | NM_009930 2.9 | 0.0055 2.3 | p<0.001

kollagén alpha 1

I-es tipust | Colla2 | NM_007743 2.7| 0.0401 2.8 | p<0.001

kollagén alpha 2

transzformald Tgfbl NM_011577 2.6 | 0.0152 16| p<0.01

novekedési

faktor beta 1

Decorin Dcn NM_007833 2.3 | 0.0192 1.7 | p<0.01

matrix Mmp9 | NM_013599 2.2 | 0.0209 34| p<0.01

metalloproteindz

9

Ezen feliil 27 transzkripcios faktor expresszidja mutatott szignifikans valtozast, amelyek
koziil 6 faktor legalabb 2x-es (log2) eltérést mutatott (9. tablazat). Koziilik az EGR2
expresszidja 35x emelkedést mutatott a CBAxB6-TGF-B vesékben a B6-TGF-f3
egerekhez képest, amelyr6él kordbban mar leirtdk, hogy szerepet jatszik bor- ¢és

tiid6fibrozisban 28% 284,
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9. tablazat A microarray transzkripcios faktorok qPCR validalasa

Gén neve Gén Entrez ID FC p érték | FC p érték
jelolése array | array gPCR | gPCR

early growth | Egr2 NM_010118 35.2 0.0041 27.5 | p<0.001
response
protein 2
runt related | Runxl | NM_001111023 6.9 0.0038 44| p<0.01
transcription
factor 1
early growth | Egrl NM_007913 2.9 0.0920 4.5 p<0.01
response (ns)
protein 1 -
CAMP Creb5 | NM_172728 3.5 0.0060 2.1 | p<0.05
response
element
binding
protein 5
signal Stat3 NM_213659 29| 0.0243 2.6 | p<0.01
transducer
and activator
of
transcription
3

AP-1 Fos NM_010234 25| 0.1429 2.7 | p<0.05
transcription

factor (ns.)
subunit

414 Az EGR2 és a TIMP-1 fokozott expressziéja megel6zi a manifeszt fibrozist
TGF-B transzgenikus egerekben

Mivel a szdvettani vizsgalat végstadiumt glomeruloszklerdzishoz kozeli allapotot
mutatott a CBAXB6-TGF- (F1) vesékben 14 napos életkorban, az mRNS expresszio
elinditasaban szerepld folyamatot. Ezért az mRNS expresszids szinteket megvizsgaltuk 5
napos ¢életkorban is, amikor a transzgenikus egerek veséiben még nem lattunk jelentds
matrix felhalmozodast (11. abra bal oldal). A TGFB mRNS renalis expresszidja
szignifikdnsan magasabb volt az 5 napos CBAxB6-TGF-f egerekben, mint a B6-TGF-3
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vagy a kontroll egerekben (11. tablazat), ugyanakkor ebben az életkorban a Ctgf, a
Collal, Col3al mRNS expresszidja hasonld volt minden csoportban (11. tablazat).
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20. abra Az Egr2 és a Timpl mRNS expressziéjanak kinetikaja 0 és 14 napos életkor
kozott. A 0 napos B6-TGF-p és CBAxB6-TGF-f egerek veséiben kozel azonos volt a
Timpl, Egr2 mRNS expresszio. A B6-TGF-f3 és a CBAxB6-TGF-$ F1 transzgenikus
egerek posztpartum renalis Timpl, Egr2 mRNS expresszi6é szintjének (a) kinetikaja 0
(n=3/csoport), 5 (n=5/csoport) és 14 napos (n=6/csoport) korban csak a CBAxB6-TGF-
F1 egerekben mutatott korai expresszidé fokozodast. Kruskal-Wallis teszt, * p<0.05; **
p<0.01; *** p<0.001.

A Timpl mRNS expresszioja ebben az ¢életkorban 50%-kal magasabb volt a CBAxB6-
TGF-pB vesékben, mint a B6-TGF-p és kontroll vesékben (11. tablazat), és emelkedett az
Egr2 mRNS expresszio is (11. tablazat). Ezzel szemben az ujsziilott B6-TGF-p és a
CBAXB6-TGF-p egerek veséiben azonos volt a Timpl mRNS (B6-TGFp: 3.82+0.52 vs.
CBAXB6-TGF-B: 3.26+0.91) és az Egr2 mRNS expresszioja (20. abra).
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11. tablazat A vesefibrozissal kapcsolatos gének mRNS expresszidjanak értékei 5 napos

TGF-B1 transzgenikus és kontroll egerekben. A Timpl és az EQr2 expresszidja mar
megemelkedett ebben a korai életkorban a CBAxB6-TGF- egerekben. p<0.05 vs B6;
bp<0.05 vs B6-TGF-B; ©p<0.05 vs CBAXB6 F1.

Gén jelolés | B6 CBAXB6 B6-TGF-p | CBAXB6- Kruskal-
(n=4) F1 (n=6) TGF-p  F1 | Wallis teszt
(n=4) (n=6)

Tgfbl 0.96+0.19 | 0.91+0.05 | 0.84+0.15 | 1.31+0.25% | p<0.0001
Ctof 0.22+0.07 0.22+0.05 0.23+0.04 0.32+0.21 n.s.
Colla 2.224+0.59 1.68+.53 2.92+1.02 2.86+0.44 n.s.
Col3al 2.27+0.61 1.84+0.12 2.43+1.14 2.75+0.53 n.s.
Mmp2 1.35+0.16 1.184+0.19 1.334+0.28 2.06+0.50 | p<0.0001
Mmp9 1.11+0.39 0.92+0.21 1.07+0.72 1.23+0.72 n.s.
Timpl 2.69+0.71 | 2.95+0.67 2.74+0.72 4.17+0.80% | p<0.0001
Egr2 0.19£0.05 | 0.18+0.06 0.18+0.05 0.42+0.08%° | p<0.001

Az Egr2 és a Timpl mRNS expresszidjanak kinetikaja 0 és 14 napos életkor kozott felveti

az EGR2 ¢s a TIMP-1 kozponti szerepét a vesefibrozis patofiziologiai folyamataiban,

ebben a modellben.
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415 A TIMP-1 neutralizacié csokkentette a vesefibrézist CBAxB6-TGF-p F1
transzgenikus egerekben

Mivel el6z6 eredményeink a TIMP-1 kozponti szerepére utaltak TGF-B indukalt
vesefibrozisban, ezért 8 napos CBAxB6-TGF-3 F1 egereket 5 egymast kdvetd napon
kezeltiink intraperitonealisan TIMP-1 neutralizalé antitesttel, majd 14 napos életkorban
keriilt sor a vesék vizsgalatara. A korai szisztémas TIMP-1 gatlas hatasara 20%-kal
csokkent a vesék tomege a CBAxB6-TGF-p F1 vesékben az IgG-vel kezelt
alomtarsakhoz képest (21. abra a). A proteinuria (21. abra b) és a szérum urea
koncentracié (21. abra c) 50%-kal csokkentek. Az anti-TIMP-1-el kezelt egerekben
enyhébb volt a glomerularis és a tubularis karosodas, mint az IgG-vel kezelt
alomtarsakban (21. abra d), ami alatdmasztja a TIMP-1 szignifikans szerepét ebben a

modellben.
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21. abra TIMP-1 neutralizacié hatasa CBAXB6-TGF- F1 transzgenikus egerekben.
A TIMP-1 gatlas hatasara 20 %-kal csokkent a vesék tomege a CBAxB6-TGF-B F1
vesékben az IgG-vel kezelt alomtarsakhoz képest (a). A proteinuria (b) és a szérum urea
koncentraci6 (c) 50%-kal csokkent. Az anti-TIMP-1-el kezelt egerekben enyhébb volt a
glomerularis és a tubularis karosodas, mint az IgG-vel kezelt alomtarsakban (d, e, f).
Kisérleti csoportok: CBAxB6 F1 (vad tipust, n=5), IgG kezelt CBAxB6-TGF-$ F1 (nem
kezelt TGF-p transzgenikus, n=12) és anti-TIMP-1 kezelt CBAXB6-TGF-p F1 egerek
(anti-Timpl TGF-p transzgenikus, n=7). * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 (Kruskal-
Wallis teszt és ANOVA). (Masson trikrom festés, 400x nagyitas; skala: 50 pm.)
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A vizelet fehérje/kreatinin hanyados jelentdsen alacsonyabb volt a TGF-p anti-TIMP-1
csoportban a TGF-B csoporthoz képest (21. abra b). A kontroll csoportban minimalisan
volt alacsonyabb a hanyados a TGF-p anti-TIMP-1 csoporthoz képest (21. abra b). A
szérum urea szint szignifikansan csokkent a TGF-B anti-TIMP-1 csoportban,
Osszehasonlitva a TGF-P csoporttal (21. abra ). TIMP-1 antitest hatasara mérsékl6dott a
glomeruloszklerdzis (21. abra d, e) és a tubulointersticialis fibrozis (21. abra d, f),
Osszehasonlitva az IgG kezelt CBAxB6-TGF-B F1 egerekkel. Osszegezve
eredményeinket a TIMP-1 gatlas a proteinuria, a szérum kreatinin €s urea szint, valamint
a glomeruloszkler6zis csokkenéséhez vezetett a CBAxB6-TGF-p egerekben. Eldzetes
eredményeink azt bizonyitjak, hogy a TIMP-1 neutralizacios antitesttel torténd gatlasa
jelentésen enyhitette a TGF-B-val indukalt vesefibrozist a transzgenikus

egérmodelliinkben.

4.1.6 Az EGR2 és a TIMP-1 korai fokozott expresszidja osszefiiggést mutat az

UUOQ és az SNX utani vesefibrozis progresszioval

Annak eldontésére, hogy a vesefibrozis torzsfiiggd korai kialakuldsa Osszefligg-e az
EGR2 ¢s a TIMP-1 fokozott expresszidjaval mas fibrozis modellekben, B6 ¢s CBA
egereket vizsgaltunk UUO és SNX utan. A szdvettanilag igazolhatd vesefibrozis
altalaban az UUO utéani 3-5. napon alakul ki %°. Kisérletiinkben elészor fiatal B6 és CBA
him egerek veséit vizsgaltuk 24 6raval az UUO utan. A lekotést kdvetden mind a B6,
mind a CBA egerekben megemelkedett a vizsgalt transzkripcios faktorok mennyisége,
azonban a CBA egereknél mar a kontroll mintdkban is magasabb szinteket lattunk, és a
miitét utan is joval nagyobb mértékii mRNS expresszid ndvekedés kovetkezett be. A
vesék szOvettani vizsgalata sordn csak néhany dilatalt tubulust észleltiink, egyebekben

normal vese szerkezetet lattunk és a matrix akkumulacionak sem lattuk jelét (22. bra).
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22. abra B6 és CBA him egerek veséinek szovettani képe 24 éraval UUO utan. A
vesék szovettani vizsgalata soran csak néhany dilatalt tubulust észleltiink, egyebekben
normal vese szerkezetet lattunk és nem lattuk jelét matrix akkumulacionak sem (Masson

trikrom festés, 400x nagyitas; kalibracio: 50 pm, * dilatalt tubulus)

A Collal mRNS expresszioja kétszer magasabb volt a CBA UUO vesékben, mint a B6
UUO vesékben (23. abra a). Emellett szignifikans mértékben fokozodott az EQr2 és a
Timpl mRNS expresszioja (23. abra b, ¢), amit a TIMP-1 fehérje kétszeres expresszid
fokozodasa kisért a CBA UUO vesékben (23. abra d). A Timpl mRNS expresszio mértéke
mind a CBA, mind a B6 torzsben igen alacsony volt, a mitétet kovetden mindkét
egértorzsben emelkedett az expresszidja az ellenoldali kontroll vesékhez képest, azonban

a CBA egerekben nagyobb mértékben (23. abra c).
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23. abra Collal, Egr2, Timpl mRNS és TIMP-1 fehérje expresszio kontroll és UUO
vesékben 24 éraval az UUO utan. A Collal mRNS expresszidja kétszer magasabb volt
a CBA UUO vesékben, mint a B6 UUO vesékben (a). Szignifikdns mértékben fokozodott
az Egr2 és a Timpl mRNS expresszidja (b, ¢), amit a TIMP-1 fehérje kétszer nagyobb
expresszié fokozoddasa kisért a CBA UUO vesékben (d). n=5. Kruskal-Wallis teszt, *
p<0.05; ** p<0.001.

A Runx1 mRNS szintjének minimalis emelkedését lattuk a B6 egerekben az UUO miitétet
kovetden, azonban a CBA-UUO vesékben szignifikdns expresszio fokozodast

tapasztaltunk a kontroll vesékhez képest (24. abra a).
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24, abra Runxl és Egrl relativ mRNS expresszié kontroll és UUO vesékben 24
oraval a miitét utan. A CBA-UUO vesékben a Runx1 és az Egrl mRNS expresszi
jelentésen emelkedett a B6-UUO vesékhez képest. n=5-7/csoport. Kruskal-Wallis teszt,
* p<0.05; ** p<0.01,

A masik kisérletben stlyos intersticialis fibrozist és glomeruloszklerdzist lattunk a CBA

egerek veséiben 6 héttel az SNX utan, dsszehasonlitva a B6 egerekkel (25. abra a, b).
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25. abra Kontroll és SNX vesék szovettani képe hat héttel miitét utan. Sulyos
glomeruloszklerozist és intersticialis fibrozist lattunk a CBA egerek veséiben hat héttel
SNX utan, 6sszehasonlitva a B6 egerekkel (a, b). n=4. Kruskal-Wallis teszt, * p<0.05, **
p<0.01. Masson trikrom festés, 400x nagyitas; kalibracio: 50 um.

A CBA SNX egerek szignifikdns vesefibrozisa jelentds vizelet fehérje/kreatinin arany
emelkedéssel (26. abra a), valamint a Collal (26. abra b), az Egr2 (26. abra c) és a Timpl
mRNS és TIMP-1 fehérje (26. abra d, e) fokozott expresszidjaval jart.
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26. abra A vizelet fehérje/kreatinin arany, Collal, Egr2, Timpl mRNS expresszio és
TIMP-1 fehérje expresszio kontroll és SNX egerekben a miitét utan hat héttel. A
vizelet fehérje/kreatinin arany jelentés emelkedését (a), a Collal (b), az EQr2 (c abra) és
a Timpl mRNS, valamint a TIMP-1 fehérje (d, e) fokozott expressziojat lattuk a CBA
SNX egerek veséjében. n=4/csoport. Kruskal-Wallis teszt, * p<0.05; ** p<0.01.

4.1.7 TIMP-1 knockout SNX egerekben enyhébb a vesefibrozis

Annak érdekében, hogy megerdsitsik a TIMP-1 kdzponti szerepét a vesefibrozis
kialakulasaban és progresszidjaban, 6sszehasonlitottuk a TIMP-1 deficiens és a CBAXB6
F1 vad tipusu egerek vesefunkciojat SNX utan. A vad tipust egerek veséiben a tubularis
atrophia és az intersticialis matrix akkumulécidjat lattuk 6 héttel az SNX utan, ezzel
szemben a TIMP-17" SNX vesékben enyhe, de nem szignifikans glomeruloszklerézist és
intersticialis fibrozist lattunk (27. dbra a, b). A proteinuria mértéke dramaian kiilonb6zott

az egyes csoportokban, mivel a TIMP-17- SNX egerekben a fehérje/kreatinin arany enyhe
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emelkedését lattuk a vad tipust SNX egerekben észlelt nagymértékii emelkedéshez

képest (28. abra a).
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27. abra Timpl” deficiens és vad tipusi egerek veseszovettani valtozasainak
ossszehasonlitasa SNX utan. Az SNX csak enyhe glomerularis és tubulointersticialis
fibrozist okozott Timpl” deficiens egerekben (a, b), 6sszehasonlitva a vad tipusu egerek
szignifikdns glomerularis hegesedésével és intersticidlis fibrozisaval (a, b). n=5-
7/csoport. Kruskal-Wallis teszt, * p<0.05; ** p<0.01. Masson trikrom festés. 400x

nagyitas; kalibracio: 50 pm.
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Erdekes modon, bar a Collal és a Col3al mRNS expresszidja enyhén emelkedett a
Timpl” SNX vesékben (28. abra b, ¢), a szovettani kép mégis hasonlé volt a kontroll
vesékhez. Ugyanakkor tizszeres Collal és Col3al mRNS expresszio fokozodast lattunk
a vad tipusi SNX vesékben, amit a Tgfbl mRNS expresszidjanak kétszeres ndvekedése
kisért. Ezzel szemben Timpl” SNX vesékben nem fokozodott a Tgfbl mRNS

expresszidja, a vad tipusu vesékhez hasonld expressziot lattunk (28. dbra d).
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28. abra A proteinuria mértéke, a Collal, a Col3al és a Tgfbl mRNS expresszié
TIMP-17 deficiens és vad tipusii egerekben SNX utan. A Collal és a Col3al mRNS
expresszidja enyhén emelkedett a TIMP-17- deficiens SNX vesékben (b, c). A
fehérje/kreatinin arAny minimalisan emelkedett a TIMP-17" deficiens SNX vesékben (a).
Az emelkedett Collal, Col3al mRNS expresszio fokozodasat a Tgfbl mMRNS
expresszidjanak novekedése kisérte a vad tipusit SNX vesékben. Ezzel szemben Timpl”
SNX vesékben nem fokozodott a Tgfbl mRNS expresszidja (d). n=5-7/csoport. Kruskal-
Wallis teszt, * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.
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4.1.8 A mezangialis sejtek TGF-p, RUNX1, EGR-1 és EGR2 expressziéjanak

vizsgalata, in vitro

A B6 és CBA egerekbdl izolalt primer mezangialis sejtekben vizsgaltuk a genetikai
hattért6l fliggé TIMP-1 expresszio szabalyozast, valamint a Tgfbl, Egrl, Egr2, Collal,
Runx1l mRNS expressziojat TGF-f adasat kovetden. A CBA mezangialis sejtekben TGF-
B kezelés hatasara megemelkedett mind a Tgfbl, Egrl, Collal, Timpl, Runxl mRNS
expresszi6, mig a kontroll sejtekben, valamint a B6-TGF-f3 mezangialis sejtekben e
faktorok szintje alacsony maradt (29. abra a-d abra). Az Egrl mRNS transzkripcidja
kétszeresére emelkedett a CBA sejtekben, amit szignifikans Collal mRNS expresszid
novekedés kisért (29. abra b, ¢). CBA sejtekben a Runxl mRNS expresszidja tobb mint
Otszorosére emelkedett TGF-B hatasara, azonban expresszidoja a B6 sejtekben TGF-B

kezelés utan is alacsony maradt (29. abra e).
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29. abra TGF-B kezelés hatasa a Tgfbl, Egrl, Collal, Timpl és Runxl mRNS
expressziora CBA és B6 egerekbdol izolalt mezangialis sejtekben. A CBA mezangialis
sejtekben TGF- kezelés hatasara megemelkedett mind a Tgfbl, Egrl, Collal, Timpl, és
Runxl mRNS expresszi6, mig a kontroll sejtekben, valamint a B6-TGF-3 mezangialis
sejtekben e faktorok szintje alacsony maradt (29. abra a-d). Kruskal-Wallis teszt, *
p<0.05; ** p<0.01. (PBS: foszfatpufferolt sdoldat)

A kontroll B6 és a CBA egerek veséiben az EGR2 immunpozitiv sejtek szama alacsony

volt. A kezelés hatasara az EGR2 transzlokalddott és nagy mennyiségben volt jelen a
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CBA sejtek magjaban, ezzel ellentétben B6 sejtekben csak a citoplazmaban észleltiink

EGR2 festodést (30. abra).

kontroll 24 h TGF-f

B6 - -
: - -
30. abra EGR?2 fehérje festédése kontroll primér mezangialis sejtekben, valamint 24
oraval TGF-p kezelés utan. Az EGR2 pozitiv sejtek szama alacsony volt a kontroll B6
¢s CBA egerek veséiben. TGF-f kezelés hatasara az EGR2 nagy mennyiségben volt jelen

a CBA sejtek magjaban, ezzel szemben a B6 sejtekben dontéen a citoplazmaban észleltiik

az EGR2 festddést. Kék: sejtmag (DAPI) Piros: EGR2. 630x nagyitas.

4.1.9 EGR?2 tultermelése HEK293 (Human Embryonic Kidney Cells, embrionalis

vese sejtvonal) sejtekben fokozza a TIMP-1 expressziéjat, in vitro

Egy lehetséges EGR2-TIMP-1 szabalyozasi tengely in vitro bizonyitasahoz a HEK293
sejteket teljes hosszusagi EGR2 gént (pEgr2, n=5) vagy EGFP-t (pEGFP, n=5)
tartalmazo citomegalovirus plazmiddal (pCMV) transzfektaltuk, a nem transzfektalt
negativ kontrollokat Lipofectaminnal (Lipo, n=5) kezeltiik. ()EGR2, IDT DNA, USA).
A kontroll sejteket EGFP fluoreszcens fehérjét kodolo cDNS-t tartalmazo plazmiddal
(PEGFP) transzfektaltuk. A pEgr2 transzfekcid (24h) az EGR2 fehérje expressziojanak

szignifikans emelkedését eredményezte (31. abra b, ), ami 2,5-szeres Timpl mRNS (31.
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abra a) és 4-szeres TIMP-1 fehérje (31. abra b) expresszid fokozddast okozott. Tovabba

az EGR2 ¢és a TIMP-1 expresszio szorosan korrelalt mind mRNS, mind fehérje szinten
(31. abra a, b).

EGR-2 mRNS expresszio TIMP-1 mRNS expresszié EGR-2 és TIMP-1
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31. abra EGR2- és TIMP-1 mMRNS és fehérje expresszio EGR2 gén transzfekcio
(PEgr2) utan. A HEK293 sejteket teljes hosszasaga EGR2 gént (pEgr2, n=5) vagy
EGFP-t (pEGFP, n=5) tartalmazo citomegalovirus plazmiddal (pCMV) transzfektaltuk,
a nem transzfektalt negativ kontrollokat Lipofectaminnal (Lipo, n=5) kezeltiik. A pEgr2
transzfekcio az EGR2 fehérje expressziojanak szignifikans emelkedését eredményezte,
ami a TIMP-1 mRNS ¢és fehérje expresszio fokozodasat okozta (a, b). Az EGR2 és a
TIMP-1 expresszio szorosan korreldlt mRNS és fehérje szinten is (a, b). Az EGR2 ¢és a
TIMP-1 immunoblotjai (c). Az EGR2 gén transzfekcio az EGR2 fehérje expresszidjanak
szignifikans emelkedését eredményezte, ami a TIMP-1 fehérje expresszid fokozddasat

okozta. (n=5/csoport)
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4.1.10 Magasabb EGR2 és TIMP-1 expresszié figyelhet6 meg human FSGS

vesebiopsziakban

Annak eldontésére, hogy van-e human klinikai jelent6sége az egerekben és a HEK293
sejtekben megfigyelt EGR2-TIMP-1 kapcsolatnak, FSGS betegek és kontrollok (nem
FSGS-ek) vesebiopsziaiban vizsgaltuk az mRNS expressziokat. A kontroll mintak

daganat miatt eltavolitott vesék egészséges kéregallomanyabol szarmaztak.

o

-

kontroll FSGS

S = N W b 0 O
S = N W » O O

kontroll FSGS

Egr2 mRNS relativ expresszio W
TIMP1 mRNS relativ expresszio o

32. abra Egr2 és Timpl mRNS expresszio human kontroll (n=4) és FSGS mintakban
(n=4). Human FSGS vesebiopszidkban az Egr2 és a Timpl mRNS fokozott expressziojat
lattuk. n=4/csoport. Mann-Whitney teszt, * p<0.05.

Az Egr2 és a Timpl mRNS t6bb mint kétszeres expresszid fokozdodasat figyeltilk meg a
human FSGS mintédkban a kontrollokhoz képest (32. abra).

4.2 A PPARYy agonista pioglitazon kezelés hatasa a TGF-p-val indukalt

vesefibrozisra kontroll és TGF-p transzgenikus egerekben

4.2.1 Plazma TGF-p koncentracio, testsuly és vérnyomas

A kontroll egerekben csak az endogén TGF-f szekvencia, mig a transzgenikus egerekben
az endogén mellett a disznd6 TGF-f cDNS szekvencia amplifikdciojat is lattuk
genotipizalas soran (33. abra). A plazma TGF-B-szintje szignifikansan magasabb volt

TGF-p transzgenikus egerekben, mint a kontroll egerekben.
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¢és 5-6s mintak vad tipusu kontrollok) (a). A keringd TGF-f1 koncentracié B6 kontroll
egerekben (CTL) és transzgenikus egerekben (TGF-PB) a vizsgalat elején egyértelmiien

azt mutatja, hogy a plazma TGF-B1 szint haromszorosara emelkedett a transzgenikus

TGF

o o 7

4

egerekben. (n=14/csoport, p <0.001, Mann-Whitney teszt) (b)

A pioglitazon kezelés nem befolyasolta sem a kontroll sem a TGF-f transzgenikus egerek

testtomegét (34. abra a), valamint artérids kozépnyomasat (14. tdblazat)

14. tablazat. Artérias kozépnyomas pioglitazonnal kezelt és kezeletlen egerekben

(Hgmm, atlag+/-szoras). Az emelkedett TGF-f plazma szintnek, valamint a pioglitazon

kezelésnek sem volt hatdsa az egerek artérids kdzépnyomasara

CTL

CTL+Pio

TGFp

TGFp+Pio

Atlag+/-széras | 80.00 + 4.509

82.00+£3.958

78.00+4.504

79.14+7.010

ANOVA

ns

ns

ns

ns
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A vizelet fehérje/kreatinin hanyados (34. abra b) emelkedett a kezeletlen TGF-f:

transzgenikus egerekben, és a pioglitazon kezelés hatasara szignifikansan csokkent.

d

o
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o

*
—
(3,

S
o
1
]*
*

Testtomeg (g)
UPCR
(mg fehérje / mg kreatinin)

-
o
1

g S

:
:

N
o
1
(3]
1

-
o
1

o
o

CTL CTL TGFp TGFp CTL CTL TGFp TGFp
+Pio +Pio +Pio +Pio

34. abra A testtomeg és a vizelet fehérje/kreatinin hanyados értékei pioglitazonnal
kezelt és kontroll egerekben. A pioglitazon kezelés nem befolyasolta sem a kontroll,
sem a TGF-B transzgenikus egerek testtomegét, de a TGF-B transzgenikus egerek
testtomege kisebb volt, mint a kontrolloké. A TGF-p transzgenikus egerekben észlelt
emelkedett vizelet fehérje/kreatinin hanyados a pioglitazon kezelés hatasara
szignifikdnsan csokkent. UPCR: vizelet fehérje/kreatinin hanyados (urine protein to
creatinine ratio). (n="7/csoport, * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001, Kruskal-Wallis

teszt)

4.2.2 A pioglitazon csokkenti a TGF-B-val indukalt proteinuriat és vesefibrozist

Az UPCR hasonlé volt, mind a pioglitazonnal kezelt kontroll, mind a kezeletlen kontroll
egerekben. Ezzel szemben a kezeletlen TGF-B transzgenikus egerekben a fehérjetirités
40%-kal volt magasabb a kontroll egerekhez képest, ugyanakkor a pioglitazonnal kezelt

transzgenikus egerekben kontroll szintre csokkent (34. abra b).

A kontroll allatok veséje mind a kezeletlen, mind a kezelt csoportban egészséges
szovettani képet mutatott, nem lattuk sem a glomerularis, sem a tubularis karosodas jeleit
(38. 4bra a, b). Ezzel szemben, dsszhangban az UPCR eredményekkel, a kezeletlen
TGF-B transzgenikus egerek veséi extenziv glomeruloszklerdzis ¢és jelentds
tubulointersticialis karosodas képét mutattak (38. abra a), amelyet a szovettani metszeten

erds fibronektin immunoreaktivitds kisért. Ezzel szemben, a pioglitazon kezelés
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csOkkentette

a

TGF-B

transzgenikus

egerekben

észlelt

glomeruloszklerdzist és tubulointersticialis karosodast (35. abra b), valamint normal

értékre csokkentette a fibronektin expressziot (35. abra c).

3.0 1

2.0 Y

1.04

Glomerularis
fibronectin score

0.5 %1 —
0.0
CTL CTL TGFp TGFp
+Pio +Pio
Csoportok

T o T T
CTL CTL TGF3 TGFp
+Pio +Pio

Csoportok

Tubulointerstitialis karosodas score Glomerulosclerosis score

-

o

CTL CTL TGFp TGFp
+Pio +Pio
Csoportok

CTL CTL TGFp TGFp
+Pio +Pio

Csoportok

35. abra Kezelt és kezeletlen egerek veséjének szovettani megjelenése, fibronektin

expresszidja. Szignifikans glomeruloszkler6zist és tubulointersticialis kdrosodast lattunk

a kezeletlen TGF-B1 egerekben (a, b), ami a pioglitazon kezelés hatasara csokkent. A

pioglitazon kezelés normal szintre csokkentette a fibronektin expressziot. (Masson

trikrom festés, 400x nagyitas, kalibracio: 50 pm). Kruskal-Wallis teszt (n= 7/csoport), *
p< 0.05; ** p< 0.01, *** p< 0.001, Kruskal-Wallis teszt.
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Szovettani eredményeinkkel 6sszhangban a Lipocalin-2 mRNS expresszi6 (Lcn2, a
tubularis karosodas érzékeny biomarkere 3%°) hasonld volt a kezelt és a nem kezelt
kontroll egerekben. Ugyanakkor az Lcn2 mRNS expresszio szignifikansan magasabb volt
a kezeletlen TGF-B transzgenikus egerekben, de kozel normal szintre csokkent a

pioglitazonnal kezelt transzgenikus egerekben (36. abra a).

a b

Lcn2 Acta2
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o ) x| * ] n—**n .
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[ - o 2.0
2 L u v, 2] 15
€ 1.0 5- X
S S 4 g L. :
g T R IR S
’ & 0.5 v
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36. dbra Fibrozissal kapcsolatos molekuldk génexpresszidja. Osszehasonlitva a
kontroll egerekkel, Lcn2 (a), Acta2 (b), Tgfbl (c) és a Ctgf (d) renalis mRNS expresszidja
emelkedett a kezeletlen TGF-B1 transzgenikus egerekben, de pioglitazon kezelés hatasara
kontroll szintre csokkent. Kruskal-Wallis teszt (n = 7/csoport), * p< 0.05; ** p< 0.01; ***
p<0.001.

90



DOI:10.14753/SE.2023.2723

4.2.3 A pioglitazon mérsékli a TGF-p-val indukalt profibrotikus transzkripcios

faktorok tultermelését TGF-p transzgenikus egerekben

A TGF-B1 transzgenikus egerekben az Acta2 mRNS expresszioja kétszerese volt a
kontroll vesékben mérheté értéknek, de pioglitazon kezelés hatasara az Acta2
expresszidja kozel kontroll szintre csokkent (36. abra b). A profibrotikus faktorok koziil,
mind a Tgfbl, mind a Ctgf mRNS expresszidja szignifikansan csdkkent pioglitazon
hatasara (36. abra c, d). Az EGR-1 transzkripcids faktor er6s immunreaktivitast mutatott
kezeletlen TGF-B transzgenikus egerekben, amely a pioglitazon kezelés hatasara
mérséklodott (37. abra a, b). Fokozott STAT3 foszforilaciot lattunk a kezeletlen TGF-f
transzgenikus egerek veséiben, Osszehasonlitva a kontroll csoportokkal, melyet

visszaszoritott a kronikus pioglitazon kezelés (37. abra c).

EGR-1
a b
s —=— Gth:".o" Ctl+Pio
g5 12 2 y "\ "
bt - i Py, . . ;
§§;:t_!£_ ¥ 25 ym - Ay, ¥ |25um
0TS o Tom tom i T :
+Pio +Pio
Cc Csoportok
g pSTAT3
.50 pm : 50 pm
i TGFR & % %, | TGFR+Pio
ak § p 0"
Gg 1 Ny @
E 0 % ® . B 4 : *.
g cTL fgll‘; TGFp T‘(;:" . ‘ 5 * > 25 <
Csoportok .l 4 25 pm ° AN L 22 4m ¥
PSTAT3! - - 79 kD e “* . ] P A OO
STATS| = e e s [79 kD | y * v : X * o
50 pm : 50 pm
e a— L : _

37. abra EGR-1 immunreaktivitas, STAT-3 foszforilacio kezelt és kezeletlen egerek
veséiben. A kezeletlen TGF-B1 egerek veséiben szignifikansan tobb volt az EGR-1
pozitiv sejt a kontrollokhoz vagy a pioglitazonnal kezelt TGF-f:1 egerekhez képest (a, b)
(400x nagyitas, kalibracio 50 pum; 630x nagyitds, kalibracido 25 pum, * erds EGR-1
immunreakciot ad6 tubulus sejtek, Masson trikrom festés) Az erds fibrotikus valaszt
jelentds STAT3 foszforilacio kisérte a TGF-B1 vesékben, mely a kronikus pioglitazon
kezelés hatasara jelentésen mérséklédott (c). Kruskal-Wallis teszt (n=7/csoport), *
p <0.05; ** p<0.01; *** p <0.001.
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Osszhangban a keringé TGF-B profibrotikus hatdsaval, kezeletlen transzgenikus
egerekben a Collal és a Col3al renalis expresszidja haromszor magasabb volt, mint a
kontroll csoportokban, azonban ezek szignifikansan csokkentek a pioglitazonnal kezelt
allatokban (38. abra a, b). Az ECM alkotoelemek fokozott termelését tizszeres Timpl
MRNS expresszio novekedés kisérte kezeletlen transzgenikus egerekben (38. abra c).
Emellett jelentdsen csokkent a renalis MMP-9/TIMP-1 hanyados kezeletlen
transzgenikus egerekben (38. abra d). A transzgenikus egerek pioglitazon kezelése
csokkentette a Timpl mMRNS expresszidjat és normalizalta az MMP-9/TIMP-1 hanyadost
(38. abra d). A kezelés nem befolyasolta a kontroll csoportok Timpl mRNS expressziojat
(38. abra c).
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38. abra Az extracelluliris matrix komponensek génexpresszioja. Az ECM
komponensek fokozott termelését tizszeres Timpl mMRNS expresszio novekedés kisérte
kezeletlen transzgenikus egerekben. A transzgenikus egerek pioglitazon kezelése
csokkentette a Timpl mRNS expresszidjat és normalizalta az MMP-9/TIMP-1 hanyadost.
Kruskal-Wallis teszt (n = 7/csoport), * p<0.05; ** p <0.01.
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A magasabb TIMP-1 expresszidval parhuzamosan a TGF-B transzgenikus egerek
veséiben megfigyeltiik az AP-1 komponensek (cFos és cJun) fokozott mRNS
expressziojat (39. abra a, b), ami a pioglitazon kezelés hatasara a kontroll csoportokban

mért szintre csokkent (39. abra a, b).

A

-

Fos mRNS expresszio
w L
Jun mRNS expresszio
i

CTL CTL TGFp TGFp CTL CTL TGFp TGFg
+Pio +Pio +Pio +Pio
Csoportok Csoportok

39. abra Az aktivator-protein 1 (AP-1) komponensek expresszioja. A kezeletlen TGF-
B transzgenikus egerekben megfigyelt fokozott cFos és cJun mMRNS expressziot a
pioglitazon kezelés a kontroll csoportokban észlelt szintre csdkkentette. Kruskal-Wallis
teszt (n=7/csoport), * p<0.05; ** p<0.01.
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5 MEGBESZELES

Az elmult évtizedekben a human- és allatkisérletek a TGF-P kdzponti szerepét igazoltdk
vesebetegségek (pl. DN, hipertenziv nefropatia) progresszidja eltérd, ez valdsziniileg az
eltéré genetikai hattér miatt lehetséges. A TGF-B transzgenikus egér a magas keringd
TGF-B koncentracié miatt alkalmas a vesefibrozis modellezésére. A genetikai hattér
vesefibrozisban betdltott szerepének vizsgalatahoz a TGF-f transzgént CS7BL/6
egerekre visszakereszteztik, és igy kongenikus B6-TGF-3 egereket hoztunk Iétre. Bar a
TGF-PB transzgén visszakeresztezése a beltenyésztett B6 torzzsel (kongenikus B6-TGF-f
egerek) nem valtoztatta meg a plazma TGF- koncentraciot, ennek ellenére a B6-TGF-f
egerekben csak enyhe glomeruloszklerozis alakult ki tubulointersticialis karosodas
nélkiil, proteinuria sem jelentkezett, és az egerek talélése is jelentdsen hosszabbodott az
eredeti, vegyes genetikai hatteri CBA.B6-Alb/TGF-B1 egerekhez képest. Vizsgalatunk
alatdmasztja azt a korabbi eredményt, mely szerint ezek a B6 egerek rezisztensek

vesefibrozisra 348 350, 361

Feltételezve, hogy a CBA hattér okozhat rovidebb tulélést, vizsgaltuk a CBA
genetikai hattérnek a vesefibrozis progresszidjara gyakorolt hatasat. A C57BL/6 (B6)
hatter TGF-B transzgenikus egereket (B6-TGF-B) CBA egerekkel kereszteztik, igy
CBAXB6-TGF-B F1 egerek sziilettek. A CBA hattérre torténd tovabbi visszakeresztezés
meghiusult, mivel a vesebetegség progresszidja jelentdsen felgyorsult, €s a tulélés dramai
modon lerdvidiilt annak ellenére, hogy a CBAXB6-TGF-f F1 transzgenikus (hibrid)
egerek plazma TGF-f koncentracioja hasonléan magas volt, mint a B6-TGFf egerekben
mért érték. A CBAXB6-TGF-f F1 egerek veséjében mar 5 napos korban glomerularis
matrixfelhalmozddast lehetett megfigyelni, és uraemia miatt legkésébb 21 napos
korukban elpusztultak. Az ivarérettség elérése elotti nagyszamu elhullds miatt meghiasult
a homogén CBA hattérre torténd visszakeresztezés. Ezért a stlyosabb progresszid
vizsgalatara CBAxB6 hibrid hatter(i transzgenikus egereket hasznaltunk, biztositva, hogy

ezen egerek mindegyike azonos ardnyban tartalmaz CBA és B6 géneket.

A szovettani eredmények alapjan a fibrozissal kapcsolatos molekuldk (TGF-B,
kollagének) mRNS expresszioja CBAxB6-TGF-f egerek veséiben tobbszords

novekedést mutatott mar 14 napos korban, Gsszehasonlitva a B6-TGF-f3 vesékkel. A
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torzsek kozott megfigyelt kiillonbségek nem hozhatok 0Osszefliggésbe a TGF-
természetes inhibitorainak ** %2 vagy a TGF-B jelatvitelben szerepet jatsz6 Smad
molekuldk megvaltozott expresszidjaval 3. A TGF-B befolyasolja az ECM atépiilését,
mivel csokkenti az MMP-k és indukalja a TIMP-ek miikodését %%, Az MMP-2 a
fibronektint, az I-es és a Ill-as tipusu kollagént 3% hasitja, mig az MMP-9-nek a IV-es
tipust kollagénhez nagyobb az affinitdsa . Az MMP-k inhibitorai koziil a TIMP-1,
TIMP-2 és TIMP-3 expresszalodik a vesében %6, A TIMP-1 mRNS sz4zszoros, a TIMP-
1 fehérje tizszeres expresszido fokozodast mutatott CBAxB6-TGF-f  vesékben,
Osszehasonlitva a B6-TGF-B vesékkel. A TIMP-1 szintje megemelkedik progressziv

human vesebetegségekben (DN 7 vagy glomerulonephritis %), valamint a lupus

169 170

glomerulonephritis kisérleti modelljében **°, fehérje terheléses proteinuriaban *'°,
tovabba obstruktiv uropathidban 't. Ez felvetheti azt a kérdést, hogy a magas TIMP-1
expresszi6 CBAxB6-TGF- egerekben kovetkezménye-e vagy része-e a Kiterjedt
vesehegesedésnek, illetve a jelentdsen emelkedett TIMP-1 expresszionak ok-okozati
szerepe van-e a vesefibrozis kialakulasaban a TGF-f transzgenikus modellben. Ezért a
renalis génexpressziot 5 napos korban is elemeztiik, és enyhe glomerularis hypertrophiat
¢s a glomerulusok kb. 30%-ban észleltiink mezangidlis expanziét a CBAxB6-TGF-f
vesékben. Felmertilt a kérdés, hogy milyen genetikai faktor lehet felelds az eltéré TIMP-1

expresszid szabalyozasaért. gy tovabbi vizsgalatunk olyan transzkripcids faktorokra

iranyult, amelyek fibrotikus betegségekben bizonyitottan szerepet jatszanak.

Transzgenikus modelliinkben a TIMP-1 mellett legerdsebben valtozé
transzkripcios faktornak az EGR2 bizonyult. Az EGR2 expresszidja dramai modon 35-
szorosére nétt CBAxXxB6-TGF- vesékben, és jol korrelalt a TIMP-1 expresszioval.
Sclerodermaban szenvedd betegek bdr- és tiiddbiopszidiban, valamint scleroderma
egérmodelljeiben emelkedett EGR2 expresszio észlelhetd, amely megerdsiti az EGR2

szerepét a TGF-P hatasanak kozvetitésében 2%,

Fontos szerepét bizonyitja, hogy
Vollmann és mtsai. vizsgalataban az EGR2 géncsendesités csokkentette a majfibrozist
egerekben in vivo %7, Annak érdekében, hogy tisztazzuk oki tényezé-e a megfigyelt
EGR2 novekedés a 14 napos életkorra erésen fibrotikussa valo vesékben, vagy mar egy
terminalis allapot kovetkezménye, sokkal korabbi életkorban is vizsgaltuk mind az
EGR2, mind a TIMP-1, valamint tovabbi fibrozissal asszocialt gének expresszidjat, a

transzgenikus egerek 5 napos életkoraban, amikor még szovettanilag nem lathatd
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szamottevo vesefibrozis. A vizsgalt gének koziil CBAxB6-TGF-f vesékben az EQr2 és a
Timpl mRNS expresszidja szignifikansan magasabb volt mar ebben a korai életkorban (a
Timpl mRNS expresszidja 50%-kal), mint a B6-TGF-f3 egerekben. Ugyanakkor a Tgfbl
MRNS fokozott renalis expresszidjat nem kisérte fokozott kollagén termelédés. Kizartuk
annak lehetdségét, hogy a vesefibrozis progresszidjaban észlelt kiilonbségnek mar egy
ujsziilottkori EGR2 és/vagy TIMP-1 expresszidofokozodas kdvetkezménye lenne, mivel
hasonlé Egr2 és Timpl mRNS expresszios szinteket talaltunk a CBAxB6-TGF-f3 és a B6-
TGF-B ujsziilott egerek veséiben. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a korai renalis
EGR2 ¢és TIMP-1 expresszio CBAxB6-TGF-f egerekben megel6zi az ECM
komponensek fokozott expressziojat, igy feltehet6leg oki szereppel birnak a felgyorsult
fibrozis patogenezisében. Vizsgalatunk megerdsitette azt a feltételezést, miszerint a

genetikai hattér jelent6sen befolyasolja a TGF- profibrotikus hatasat ebben a modellben.

Annak kizéarasara, hogy ez a megfigyelés csak a transzgenikus egerekre jellemzo-
e, két masik széles korben hasznalt vesefibrozis modellben (UUO, SNX) is vizsgaltuk a
CBA vs B6 genetikai hattér hatasat a vesefibrozis progresszidjara. A genetikai

kiilonbségek jelentoségét ebben a két klasszikus vesefibrozis modellben is megfigyeltiik.

Az UUOQ kisérleti modellt alkalmazzdk a leggyakrabban a fibrozis vizsgalatara, hiszen
altalaban 7 napon beliil tubulointersticialis fibrozis alakul ki ebben a modelloen 39,
Kisérleteinkben ezért korai (1 napos) €s késdi (7 napos) UUO hatésait egyarant vizsgaltuk
CBA és B6 egerekben. Az SNX a miikodé nefronszam csokkenése miatt glomerularis
hiperfiltraciot okoz a megmaradt glomerulusokban, mely glomeruloszkler6zishoz és
intersticialis fibrozishoz vezet, ennek kovetkeztében stlyos veseelégtelenség alakul ki a
massziv fibrozis miatt 15-20 héten beliil *°8. Kisérleteinkben emiatt korabbi iddpontban,

6 héttel a miitét utan hasonlitottuk 6ssze a CBA és B6 egerek veséit.

Hasonléan a transzgenikus egerekben latottakhoz, a vad tipusit B6 és CBA
egerekben az UUO ¢és SNX hatasara mind az EGR2, mind a TIMP-1 renalis expresszio
korai fokozodasat lattuk a fibrozisra érzékeny CBA egerekben. Tanulmanyunk az elsé
olyan vizsgalat, amellyel bizonyitast nyert, hogy a vesefibrozisra valo genetikai
fogékonysag Osszefligg(het) az EGR2 és a TIMP-1 expresszioval, nemcsak a TGF-f

transzgenikus modellben, hanem UUO vagy SNX modellben is.
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A TIMP-1 vesefibrozisban betoltott kdzponti szerepének tovabbi bizonyitdsara
CBAxB6 hatteri TIMP-1 hianyos egerekben SNX hatdsara kialakuld vesefibrozis
mértékét hasonlitottuk vad tipusu egerekéhez. Az SNX miitétet kovetden a CBAxB6 vad
tipust egerekben szignifikansan emelkedett a vese kollagén és Tgfbl mRNS expresszioja,
jelentds proteinuria mellett, ami megfelel az irodalombol is ismert hatdsainak 359 370,
Ugyanakkor nem alakult ki sem szignifikans vesehegesedés, sem proteinuria a TIMP-1
knockout SNX egerek veséiben. Egy tovabbi kisérlet soran CBAxB6-TGF-3
transzgenikus egereket kezeltink TIMP-1 neutralizacios antitesttel. A TIMP-1
neutralizalé antitesttel enyhiteni tudtuk a TGF-B erds profibrotikus hatdsit CBAxB6-
TGF-p egerekben, amit a kisebb mértékii vesefibrozis, proteinuria és alacsonyabb szérum
urea szint is jelzett. Ezekkel a kisérletekkel is megerdsitettiik, hogy a TIMP-1 a
vesefibrozis egyik f0 mozgatorugoja.

Ezen kiviil in vitro kisérletben bizonyitottuk, hogy EGR2-t kddold plazmiddal
tortént transzfekcid hatasara jelentésen megndvekedett intracellularis EGR2 expresszio
HEK?293 sejtekben a TIMP-1 fehérje koncentracio jelentés emelkedését eredményezte.
Az EGR2 ¢s a TIMP-1 szorosan korrelalt mind mRNS, mind fehérje szinten ezekben az
in vitro kisérletekben is. Tovabbi vizsgalatunkban human FSGS vesebiopszidkban is
fokozott EGR2 és TIMP-1 expressziot talaltunk, ami felveti az EGR2 és TIMP-1 klinikai
jelentéségét vesefibrozisban, valamint ramutat arra, hogy az EGR2 10j célpontként
szolgalhat a fibrozis jovobeni kezelésében.

Vizsgaltuk tovabba a TGF-B-nak a B6 és CBA egerekbdl izolalt primér mezangialis
sejtekre gyakorolt hatasat is. A B6 és CBA egerekbdl izolalt primér mezangialis sejtekben
figyeltiik meg a genetikai hattértél figgé TIMP-1 szabalyozast, valamint a Tgfbl, Egrl,
Egr2, Collal, Runxl mRNS expressziojat TGF-p adasat kovetdéen. Eredményeink
megerdsitették a mar kordbban leirt megfigyeléseket, miszerint TGF-B hatdsara
megndvekszik az Egrl és Egr2 mRNS expresszioja 2'% 283, és ezzel egy idében a Timpl,
Collal, Runxl mRNS expresszidja is emelkedik, ami hozzajarul a fibrozis
kialakulasahoz 2%°. Vizsgalatainkban az ujdonsag az, hogy ez a hatas csak a fibrozisra
érzékeny CBA egértorzsekben figyelheté meg, mivel a B6 egerek, illetve a B6 egerek
veséibdl izolalt mezangialis sejtek nem igy reagaltak in vitro kisérleteink soran. A nem
kezelt sejtekben, valamint a TGF-p kezelt B6 mezangialis sejtekben a fenti faktorok

szintje alacsony maradt. Immuncitokémiai vizsgalatunk eredménye alapjan a nem kezelt
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B6 ¢és a CBA sejtekben alacsony volt az EGR2 expresszio. TGF-p kezelés hatasara az
EGR2 transzlokalodott és nagy mennyiségben volt jelen a CBA sejtek magjaban, ezzel
ellentétben B6 sejtekben csak a citoplazmaban észleltink EGR2 fest6dést a kezelés

hatasara.
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40. abra A genetikailag meghatarozott vesefibrozis progressziojanak feltételezett
mechanizmusa. Az AIb/TGF-B:1 transzgenikus egerek emelkedett keringé TGF-B1
szintje glomeruloszklerozis és tubulointersticialis fibrozis kialakulasat eredményezi. A
glomerularis vagy a tubulointersticialis karosodastol fiiggetleniil a profibrotikus TGF-f3
¢€s mas profibrotikus faktorok egymast kdvetd szintézise inditja el a fibrozis folyamatat.
Az eredmény vagy a normalis TIMP-1 szint miatti lassu progresszid (pl.: fibrdzis
rezisztens B6 egerek) vagy a vesefibrozis gyors progresszioja a magas TIMP-1 expresszio

miatt (pl.: fibrozisra hajlamos CBA egerek).

Osszefoglalva, vizsgalati eredményeink alapjan a genetikai hattér jelentdsen
befolyasolja a profibrotikus TGF-f hatasat. A genetikai hattér meghatdrozza a korai
renalis EGR2 és TIMP-1 expressziot, amely az altalunk vizsgalt egér torzsekben
rezisztenciat (B6) vagy érzékenységet (CBA) jelent a vesefibrozis progressziojaval

szemben (40. abra). Kisérleteink tovabba az EGR2 és TIMP-1 tengely altal indukalt uj

98



DOI:10.14753/SE.2023.2723

szabalyozasi utat is felvetnek. Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a vesefibrozis
elleni rezisztencia vagy érzékenység Osszefiiggésben lehet az EGR2 és a TIMP-1

profibrotikus gének torzsfliggd expressziojaval.

A magas TIMP-1 expresszid mellett csokkent PPARy aktivitds észlelhetd
vesefibrozisban. A PPAR-y a sejtmagban talalhatd vasoprotektiv és anti-fibrotikus
hatassal rendelkez6 nuklearis hormon receptor €s transzkripcios faktor, amelyet els6ként
a sejtek lipid- és glukéz metabolizmusat befolyasold faktorként azonositottak. A
leggyakrabban hasznalt PPARy agonistak, a tiazolidindionok (TZD-k, troglitazon,
pioglitazon, rosiglitazon) intracellularis metabolikus Gtvonalakon keresztiil fokozzak az
inzulin hatasat, valamint novelik az inzulin érzékenységet a szdvetekben 3’1, Ezentiil a
TZD-k, amelyeket ,glitazonoknak™ is neveznek, emelik az adiponektin szintet,
csokkentik a maj glikoneogenezisét, novelik az inzulin-dependens gliikozfelvételt az
izomban és a zsirszovetben 372 373, A TZD-k csokkentik a triglicerid szintet harantcsikolt-
¢és szivizomsejtekben, valamint a pancreas-szigetsejtekben, a HDL-koleszterin szintet
pedig ndvelik 3%53%°, A PPARy agonistakat (pl.: pioglitazon) széles korben hasznaljak a
DM elétti allapot és a DM kezelésére 3% 374 A metabolikus hatasokon til a glitazonok
képesek kozvetleniil gatolni a TGF-B expressziojat, valamint csokkenthetik az
intersticialis miofibroblasztok felhalmozodasat Y. A TZD-k koziil a troglitazon és a
rosiglitazon mar nincs forgalomban. A PPARy agonistak koziil a pioglitazon anti-

fibrotikus és antiproliferativ hatasat korabbi eredmények is alatamasztjak. Pozitiv hatasat

375 376

igazoltak 5/6 nephrectomia °’°, passziv Heymann nephritis °°, akut mezangialis
proliferativ glomerulonephritis, UUO 37 ¢s az iszkémia-reperfuzios karosodas
allatmodelljeiben 31> 377 Ugyanakkor még nem teljesen ismert, hogy a PPARYy agonistak
vesefibrozisra gyakorolt kedvezd hatdsa milyen transzkripcids szintli valtozdsoknak
koszonhetd. Eziranyu kisérletiinkben azt feltételeztiik, hogy a pioglitazon kezelés gatolja
a TGF-pB-val indukalt vesefibrozist és annak progresszidjat a profibrotikus transzkripcios
faktorok expresszidjanak megvaltoztatasaval TGF-f transzgenikus egerekben.
Vizsgalatunkban sem az emelkedett TGF-f plazma szintnek, sem a pioglitazon
kezelésnek nem volt hatdsa az egerek artérias kozépnyomaséara. Ez ellentmond azon
eredményeknek, amelyek szerint a PPARy agonistdk csokkentik a vérnyomast az
endotélialis NO szint emelésével és az ANGII gatlisaval 3’8, Mindemellett szamos

tovabbi vizsgalat szerint a PPARy agonista rosiglitazon kezelés nem befolyasolja a
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szisztémas vérnyomdst C57BI6/] egerekben 37°, Eredményeink ugyanakkor alatamasztjak
a PPARYy agonistak jotékony hatasat a proteinuria csokkentésére. Proteinuriat csokkentd

317 valamint

hatasat mar korabban bebizonyitottak a hipertonia és a DM allatmodelljeiben
T2DM-es betegekben 378, A pioglitazon szignifikdnsan mérsékelte mind a glomerularis,
mind a tubulointersticidlis fibrotikus valtozasokat TGF-B transzgenikus egerekben. A
tubularis karosodas érzékeny biomarkere a lipocalin-2 csokkent expresszidja is igazolja,
amit Viau és mtsai. is leirtak, miszerint a lipocalin-2 gén inaktivalasa (Lecn27") véd a
glomeruloszklerozis és az intersticialis fibrozis ellen a nefronszam 75%-os csokkentése
utan egerekben 30 A fibronektin, a Collal, a Col3al, a Tgfbl mRNS expresszidja is
csokkent a kezelés hatasara. A CTGF, mely a TGF-f mediatora, a fibroblaszt
proliferdciéban és az ECM termelésében vesz részt 313, Kisérletiinkben a szajon 4t adott
pioglitazon gatolta a TGF-p altal aktivalt Ctgf mRNS expressziot. Munkacsoportunk
korabban mar leirta, hogy a pioglitazon mérsékli a TGF-p-val indukalt pulmonalis artérias
hipertoniat és a matrix atépiilést, mivel csokkenti a Tgfbl, Ctgf, Acta2 mRNS
expresszidjat a pulmonalis artéria simaizomsejtjeiben 3. Jelen kisérletiinkben a csokkent
Acta?2 és renalis Tgfbl mRNS expresszi6 alatamasztja a PPARy agonistak korabban leirt

gatlo hatasat a miofibroblaszt aktivaciora és az ECM termelésre fibrotikus vesékben 382,

Vesefibrozisban a TGF-B nem csak az ECM szintézisét fokozza, hanem a TIMP-ek
expresszidjanak fokozasaval a degradaciojat is csokkenti 32, Kisérletiinkben a PPARYy
agonista pioglitazon kezelés csokkentette a TIMP-1 expressziojat, normalizalta az
MMP/TIMP egyensulyt, ezaltal is mérsékelve a vesefibrozist. Masrészrdl a pioglitazon
indirekt modon, transzkripcionalisan is befolyasolhatja az MMP/TIMP egyensulyt. Mivel
a TIMP-1 transzkripciot részben az AP-1 komplex szabalyozza, vizsgaltuk az AP-1
komponensek kéziil a cFos és cJun expresszidjat 24, Mind a cJun-, mind a cFos mRNS
expresszioja szignifikansan magasabb volt a kezeletlen TGF- transzgenikus egerekben,
¢s normalizalodott pioglitazon kezelés hatdsira. Eredményeink nem csak az AP-1
transzkripcios komplex jelent0ségét tamasztjak ald a vesefibrozisban, hanem azt is, hogy

a PPARy megakadalyozza az AP-1 aktivaciot.

Mas, TGF-p altal is indukalt korai transzkripcids faktorok, mint példaul az EGR-1
(melyet szamos fibrotikus stimulus aktivalhat), kdzvetleniil serkenti a kollagén termelést,

a matrix akkumulaciot és a miofibroblasztok differenciaciojat 231 2%, Az Egrl mRNS
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expresszidja is emelkedett a kezeletlen TGF-f transzgenikus vesékben, amit a pioglitazon
kezelés mérsékelt. Korabban az EGR-1 és a PPARy kozotti kapcsolatot nem vizsgaltdk
vesékben, egyediil a PPARy agonista rosiglitazon borfibrozist, és az EGR-1 expressziot
csokkentd hatasat ismertiik a scleroderma egérmodelljében 38, Ez alatamasztja a vesében
tapasztalt eredményeinket, valamint felveti, hogy a PPARYy agonistak anti-fibrotikus

hatasanak egy uj feltételezhetd célpontja az EGR-1.

A fokozott TIMP-1 és a korai EGR-1 valasz mellett a JAK/STAT fttvonal
aktivacioja is okozhat fokozott miofibroblaszt transzdifferenciaciot a sériilt vesében 382,
A STAT3 maga is kivalthatja a TGF-p expresszié fokozodasat 22, tovabba a STAT3
gatlasa mérsékli a tubulointersticialis fibrozist UUO modellben 2°. A fentebb leirtak
mellett a TGF-P indukélja a STAT3 foszforildciot, amit a pioglitazon képes gatolni 38,
Jelen kisérletiink a STAT3 és a PPARy kozott tovabbi lehetséges kapcsolatra mutat ra
vesefibrozisban, mivel a pioglitazon kezelés gatolta a STAT3 aktivaciot TGF-$
transzgenikus egerek veséjében. Tanulmanyunk alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk,
hogy a PPARY agonista pioglitazon anti-fibrotikus hatasaban fontos szerepet jatszik, hogy
gatolja a STAT3 aktivaciot, illetve csokkenti az Egrl és az AP-1 komponensek (cFos,
cJun) mMRNS expresszidjat (41. abra). Eredményeink megerdsitik azon korabbi vizsgalati
eredményeket, amelyek egyiittesen felvetik a PPARYy agonistdk hasznalatat kronikus

vesebetegek jovobeni kezelésében.
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TGF-B4

41. abra A PPARy agonista pioglitazonnak a TGF-pi—val indukalt vesefibrozist
csokkenté hatasanak feltételezett mechanizmusa. Eredményeink alapjan a PPARYy
agonista pioglitazon csokkenti az EGR-1, EGR2, STAT3 és AP-1 transzkripcios faktorok
expresszidjat, melyek a TGF-B:1 indukalt vesefibrozis fontos jelatviteli medidtorai. A
korai renalis EGR2-TIMP-1 expresszié fokozodas feltehetben itt is oki szerepet jatszik a

vesefibrozis patogenezisében.
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6 KOVETKEZTETESEK

Tobb vesefibrozis modellben (UUO, SNX, TGFp transzgenikus egerek) is igazoltuk,
hogy az egerek genetikai hattere (B6 vagy CBA) szorosan 0sszefligg a dramai moédon
megvaltozott korai EGR2, és az ebbdl kovetkezd TIMP-1 expresszioval, amely
meghatarozza a fibrozis progressziojat.

Transzgenikus modelliinkben a TIMP-1 mellett leger6sebben valtozo
transzkripcios faktornak az EGR2 bizonyult. A transzgenikus egerek veséiben 5 napos
korban a TIMP-1 mRNS expresszidja 50%-kal volt magasabb a CBAxB6-TGF-3
vesékben, mint a B6-TGF-B vesékben, valamint a kontroll egerekben észlelt TIMP-1
mRNS expresszio, amelyet fokozott EGR2 mRNS expresszio6 kisért, és ami jol korrelalt
a TIMP-1 expresszioval. Ezzel szemben az 0jsziilott B6-TGF-p és a CBAxB6-TGF-
egerek veséiben azonos volt a TIMP-1 mRNS és az EGR2 mRNS expresszioja.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a korai renalis EGR2 és TIMP-1 expresszio
CBAXB6-TGF-B egerekben megel6zi az ECM komponensek fokozott expressziojat, igy

feltehetdleg oki szereppel birnak a felgyorsult fibrdzis patogenezisében.

Hasonlo6 torzsfiiggd korai EGR2 és TIMP-1 expresszio valtozasokat figyeltiink meg UUO
vagy SNX utan. UUO-t kovetden mind a B6, mind a CBA egerekben megemelkedett a
vizsgalt transzkripcios faktorok (Collal, EGR-1, EGR2, TIMP-1, RUNX1) mennyisége,
azonban a CBA egereknél mar a kontroll mintdkban is magasabb szinteket lattunk, és a
miitét utdn is joval nagyobb mértékli volt az mRNS expresszido novekedés. A TIMP-1
mRNS expresszio alacsony volt mind a CBA, mind a B6 térzsben, és az UUO mitétet
kovetden mindkét egértorzsben megemelkedett a szintje az ellenoldali kontroll vesékhez
képest, de a CBA egerekben nagyobb mértékii emelkedést lattunk.

A TIMP-1 vesefibrozisban betoltott kdzponti szerepének tovabbi bizonyitasara
vizsgaltuk TIMP-1 hidnyos CBAxB6 egerekben SNX hatéaséra kialakulo vesefibrozist,
valamint a TIMP-1 neutralizacié hatasat gyors progressziot mutaté TGF-f transzgenikus
egerekben. TIMP-17 SNX vesékben enyhe, de nem szignifikans glomeruloszklerdzist,
intersticialis fibrozist lattunk. A TIMP-1 neutralizal6 antitesttel enyhiteni tudtuk a TGF-
B erés profibrotikus hatdsit CBAxB6-TGF-B egerekben, amit a mérsékeltebb
vesefibrozis, proteinuria és alacsonyabb szérum urea szint is igazolt. Ezzel bizonyitéast

nyert, hogy a vesefibrozisra vald genetikai fogékonysag erdsen Osszefligg az EGR2 és a
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TIMP-1 expresszidjaval, nemcsak a TGF-f transzgenikus modellben, hanem UUO vagy
SNX modellben is.

B6 és CBA egerekbdl izolalt primér mezangialis sejtekben is vizsgaltuk a genetikai
hattért6l fliggd TIMP-1 szabalyozast. A CBA mezangialis sejtekben TGF-B kezelés
hatasara megemelkedett mind a Tgfbl, Egrl, Collal, Timpl, Runxl mRNS szintje, mig
a kontroll sejtekben, valamint a B6-TGF-f mezangialis sejtekben e faktorok szintje
alacsony maradt. Tovabba az EGR2 tultermelése HEK293 sejtekben fokozta a TIMP-1
expressziojat in vitro. A pEGR2 transzfekci6 az EGR2 fehérje expresszidjanak
szignifikdns emelkedését eredményezte, amely a TIMP-1 mRNS ¢és fehérje expresszid
fokozodasat okozta. fgy alatamasztottuk, hogy primér egér mezangialis sejtekben a TGF-
B indukalt TIMP-1 termelése is a genetikailag meghatarozott EGR-1 és EGR2
transzkripcios faktorok szabalyozasatol fligg B6 és CBA torzsekben, valamint az EGR2

tultermelése in vitro 6nmagaban képes TIMP-1 valaszt indukalni.

Ezenttl vesefibrozisban csokkent PPAR-y aktivitas figyelhetd meg. Célunk volt
annak vizsgalata, hogy a PPAR-y agonista pioglitazon kezelés hogyan befolyasolja a
TGF-B indukalt vesefibrozist, valamint a transzkripcids szintii szabalyozasi tvonalakat
transzgenikus egerekben. A kronikus pioglitazon kezelés jelentésen csokkentette a TGF-
B profibrotikus hatasat a vese interstitiumaban, gatolta az EGR-1, STAT3 ¢és az AP-1
transzkripcios faktorokat. Eredményeink segithetnek tisztazni a PPARy ¢és a
tubulointersticialis fibrozis kapcsolatat, valamint arra utalnak, hogy a PPARy agonistak
hatékonyak lehetnek a CKD kezelésében.
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7  OSSZEFOGLALAS

A kronikus vesebetegség évek, évtizedek alatt végstadiumi veseelégtelenséghez vezet,
amelynek hatterében a progressziv vesefibrozis all. A betegség progresszidja egyéni
eltérést mutat emberekben és allatokban egyarant, ennek valoszini oka a kiilonbdzd
genetikai hattér. Maig sem ismertek azok a molekularis mechanizmusok, amelyek
felelosek az eltérd genetikai fogékonysagért. Megvizsgaltuk a genetikai hattér, valamint
az UUO (unilateralis uréter obstrukcio) és a SNX (szubtotalis veseablacio) vesefibrozisra
gyakorolt hatasat TGF-B1 transzgenikus egerekben, ill. fibrozisra fogékony és arra
rezisztens egértorzsekben. A B6-TGF-f egerek enyhe vesekarosodasaval és hosszabb
talélésével szemben a CBAXB6XTGF-3 egerek tulélése rovid volt és benniik sulyos
vesefibrozis alakult ki, aminek a hatterében fokozott EGR2 és TIMP-1 expressziot
talaltunk. Korai EGR2 és TIMP-1 expresszi6 valtozasokat figyeltiink meg UUO és SNX
utan is. A TIMP-1 neutralizacioja ill. hianya szignifikdnsan enyhitette a vesefibrozist,
mind a transzgenikus egerekben, mind SNX modellben in vivo. Az EGR2 szerepét
mutatja, hogy in vitro az EGR2 taltermelése aktivalta a TIMP-1 expressziojat HEK293
sejtekben. Megfigyeléseink a genetikai hattér és vesefibrozis progresszidja kozotti szoros
kapcsolatot tamasztjak ald, melyben fontos szerepet jatszik a korai fokozott EGR2 ¢és a
TIMP-1 expresszid. Az eredmények transzlacios jelentdségét mutatja, hogy huméan FSGS
vesebiopsziakban szintén fokozott EGR2 ¢s TIMP-1 expressziot mutattunk ki.

Vesefibrozisban csokkent PPAR-y (peroxisome proliferator-activated receptor-vy)
aktivitas figyelheté meg. A PPAR-y anti-fibrotikus hatassal rendelkez6 ligand aktivalt
transzkripcios faktor és nuklearis hormon receptor. A PPAR-y agonista kezelés
(pioglitazon) noveli az inzulin érzékenységet, csokkenti a glukoneogenezist, és a
vércukorszintet 2-es tipusit DM-ban, tovabba mérsékli a vesefibrozist a DN ¢és az
ischaemia/reperfiizios karosodas allatmodelljében. A TGF-B, a PPAR-y és egyéb
transzkripcios faktorok kozotti kapcsolat még nem ismert vesefibrozisban. Célunk volt
annak vizsgalata, hogy a PPAR-y agonista pioglitazon kezelés hogyan befolyasolja a
TGF-B-val indukalt vesefibrozist, valamint a transzkripciés szintii szabalyozasi
utvonalakat transzgenikus egerekben. A kronikus pioglitazon kezelés jelentdsen lassitotta
a TGF-Bl-val indukalt vesefibrozist az EGR-1, a STAT3 és az AP-1 transzkripcios
faktorok gatlasan keresztiil. Eredményiink arra utal, hogy a PPARy agonistak hatékonyak
lehetnek a CKD kezelésében.
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8 SUMMARY

Chronic kidney disease (CKD) is characterized by progressive renal fibrosis and leads to
end-stage renal disease over the years. The progression shows variability in both humans
and animals, probably due to differences in genetic susceptibility. However, the
molecular mechanisms responsible for differences in genetic susceptibility and the speed
of progression are still unknown. We examined the effect of genetic background on renal
fibrosis in TGF-PB1 transgenic mice as well as in UUO (unilateral ureter obstruction) and
SNX (subtotal renal ablation) models using fibrosis-susceptible and resistant strains. In
contrast to the mild renal damage and longer survival in B6-TGF-3 mice, CBAXB6-TGF-
B mice had short survival and severe renal fibrosis with increased EGR2 and TIMP-1
expression. Similar strain-dependent changes were observed in early EGR2 and TIMP-1
expression after UUO or SNX. TIMP-1 neutralization and deficiency significantly
alleviated renal fibrosis both in transgenic and SNX models, respectively. Furthermore,
overexpression of EGR2 resulted in elevated TIMP-1 expression in HEK293 cells.

These results confirmed the strong relationship between genetic background and renal
fibrosis progression, in which early interplay of increased EGR2 and TIMP-1 plays an
important role. The translational significance of these experimental results is underscored

by the increased EGR2 and TIMP-1 expression found in human FSGS renal biopsies.

Furthermore, reduced PPAR-y activity is detected in renal fibrosis. PPAR-y is a
transcription factor and nuclear hormone receptor with anti-fibrotic effects,
predominantly found in the renal collecting ducts, proximal tubules, podocytes and
mesangial cells. PPAR-y agonist treatment (eg. pioglitazone) increase insulin sensitivity,
reduce gluconeogenesis and blood glucose levels in T2DM and reduce renal fibrosis in
animal models of diabetic nephropathy and ischaemia/reperfusion injury. Still, the
relationship between TGF-f, PPAR-y and other transcription factors in renal fibrosis were
poorly investigated. We aimed to study the effect of PPAR-y agonist pioglitazone
treatment on TGF-B induced renal fibrosis and transcriptional regulatory pathways in
transgenic mice. Chronic pioglitazone administration significantly reduced TGF-B1
induced renal fibrosis via the attenuation of EGR-1, STAT-3 and AP-1 transcription
factors in transgenic mice. Thus, our results further suggest that PPARy agonists might

be effective in the future treatment of CKD.
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