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1. BEVEZETES

A kronikus  vesebetegség  évek, évtizedek leforgasa alatt  végstadiumu
veseelégtelenséghez (ESRD) vezet, melynek hatterében a progressziv vesefibrozis all. A
vesét karositd tényezok széles skalaja (immunologiai, hipertonia, diabétesz mellitusz

(DM), korabbi akut vesekarosodas) okoz gyulladast és fibrozist, majd késébb ESRD-t.

1.1 A vesefibrozis korélettana

A fibrozist egy diszregulalt sebgyodgyulasi folyamatnak tekintjiik, amely tobb hetet vagy
hoénapot meghalado kronikus sériilés vagy mas kronikus betegség kovetkezményeként
jelentkezik. A fibrozis tulajdonképpen egy helyreallitasi és gyodgyulasi folyamat, egy
kezd6dé vesebetegségre adott valasz. A vesefibrozis jelen ismereteink szerint
visszafordithatatlan folyamat. A vesefibrozis a kronikus vesebetegségek végsd kozos
utja, amely a veseparenchyma folyamatos destrukcioja révén ESRD-t eredményez.
ESRD-ben a vesefunkcié a normal vesemiikodés 10-15%-a, amely nem elég a szervezet
napi sziikségleteinek kiegyenlitésére, ezért az ESRD dializis vagy vese transzplantacid
nélkiil halalos kimenetelli. A vesefibrozis progresszioja egyénileg eltérd emberekben ¢és
allatokban egyarant, ennek oka valdszinlileg a kiilonb6zd genetikai fogékonysag.
Ugyanakkor maig nem ismertek azok a molekularis mechanizmusok, amelyek felelések

lehetnek az eltérd genetikai fogékonysagért, €s a kiilonb6zo mértékii progresszidért.

1.1.2 A fibrozis molekularis mechanizmusa

A transzformalé novekedési faktor-B (TGF-B) multifunkciondlis citokin, szamos
biologiai tulajdonsaggal rendelkezik. A TGF-B1 serkenti a sejtproliferaciot, a
sejtdifferencidlodast, az apoptozist, az autofagiat, elsddleges szerepe van a fibrozis, igy a
vesefibrozis patogenezisében. A TGF-f mRNS ¢és fehérje fokozott expresszidjat latjuk
fibrozissal jard vesebetegségekben, mint példaul az IgA nephropathia, fokalis es
szegmentalis glomerulonephritis, lupus nephritis, a diabéteszes nefropatia (DN) és a
human immundefficiencia virus asszocialt nefropatia. A fokozott TGF- expresszio és a

keringd aktiv TGF-f3 emelkedett szintje a vesebetegség progresszidjahoz is hozzajarul.



Fibrozis soran felborul az extracellularis matrix (ECM) fehérjék szintézisének és
MMP-k) és inhibitoraik (szoveti MMP-inhibitorok, TIMP-ek) szabalyoznak. TGF-
hatasara fokozdodik az ECM alkotoelemeinek szintézise, valamint csokken a matrix
lebontasa (fokozott TIMP-1, csokkent MMP expresszio). Ugyanakkor maig nem teljesen

ismert a TGF-f indukalt TIMP-1 expresszi6 mechanizmusa.

Az MMP-TIMP rendszer egyenstlyanak felborulasat latjuk  arthritisben,
atheroszkler6zisban, valamint kiilonb6z6 daganatos betegségekben is. A csokkent MMP
expresszio €s/vagy az emelkedett TIMP-1 expresszi6 az ECM lebontasanak gatlasat, igy
az ECM felhalmozdodasat okozza. Profibrotikus hatasuk az EMT-t (epithelialis
mezenchimalis tranzicid) indukalod képességiikon alapszik. Az MMP-k a vesefibrozis
minden szakaszdban szerepet jatszanak (mononukledris sejtek infiltracidja,
sejtproliferacio, hegesedés). A TIMP-1 expresszioja alacsony egészséges vesében,
viszont a legtobb progressziv human vesebetegség (az eloregedett vesékben is), valamint
ezek kisérleti modelljeiben expresszioja szignifikansan emelkedik ¢és a novekedés
mértéke Osszefligg a fibrdozis sulyossagaval. A TIMP-1 fibrozissal valo dsszefliggését

eddig vesében, tiidoben és a majban figyelték meg.

1.2 TranszKkripcios faktorok szerepe a vesefibrézisban

A TIMP-1 transzkripcidja részben az AP-1 komplex altal szabalyozott. A dimer felépitésii
AP-1 transzkripcios faktor aktivitasat a Jun-, Fos-, ATF (activating transcription factor) -
és Maf fehérje csaladok kiilonbozd expresszidja, valamint az AP-1 DNS kotd oldala
hatarozza meg. A TIMP-1 transzkripciot részben az AP-1 komplex szabalyozza. A c-Fos,
a JunD és a c-Jun elengedhetetlenek a TGF-p indukalt TIMP-1 expressziohoz.

Szamos sériilésre korai transzkripcids faktor aktivacids valasz alakulhat ki, melyben
fontos szerepet jatszanak az EGR (korai névekedési valasz fehérje, early growth response
protein) csalad tagjai. Az EGR-1 gyulladasban és fibrozisban betoltott szerepe mar
ismert, de a veseelégtelenségben betoltdtt szerepe még nem teljesen egyértelmi. A
biologiai folyamatok koziil részt vesz a sejtndvekedésben, a proliferacioban,
differencidlodasban és a matrix atépiilésben. Az EGR2 fontos szerepet jatszik az

immunreguldcioban, mivel gatolja a T-sejt aktivaciot, valamint kritikus fontossagi



szerepe van az immuntolerancia fenntartdsdban. Elengedhetetlen tovabba az agy
fejlédéséhez, valamint a periférias idegek myelinizaciojahoz is. Az EGR2 a kollagén gén
intracellularis stimuldldo mediatoraként is miikddik, valamint részt vesz a TGF-3 altal
indukalt fibrotikus folyamatokban. EGR2 stimulus kozvetleniil el6idézi szamtalan
profibrotikus gén expresszigjat fibroblasztokban, igy hozzédjarul az ECM atépiilésének
szabalyozasahoz és a fibrogenezishez. Az EGR2 a TGF-f hatdsanak kulcsfontossagl
kozvetitéje scleroderma és  tiidofibrozis egérmodelljeiben, valamint human
sclerodermaban. Tovabba az EGR2 gén csendesitése csokkentette a majfibrozist

egérmodellben.

A JAK (Janus kindz)/STAT (szignal transzducer transzkripci6é aktivator) utvonalat
szdmos ndvekedési faktor €s citokin aktivalhatja. Ennek az utvonalnak az aktivacidja
a tubulointersticialis fibrozis kialakuldsdban. STAT3-inhibitor alkalmazasa gatolta az a-
SMA (alpha-simaizom aktin) és a fibronektin expresszidjat intersticialis fibroblaszt
sejttenyészetben ¢és csokkentette az ECM akkumuldciot, valamint az intersticidlis
fibroblasztok szaporodasat UUO (unilateralis ureter obstrukcio) egerekben. A kisérleti
eredmények arra viladgitanak ra, hogy a JAK/STAT jelatviteli ut, kiilonosen a JAK2 és a
STAT3 gatlasa csokkentheti a vesefibrozis mértékét és javithatja a vesefunkciot,
ugyanakkor tovabbi vizsgalatok sziikségesek a fibrozissal jar6 vesebetegségekben

szerepet jatszo specifikus JAK/STAT tagok jelatvitelének megismeréséhez.

A Runt domén transzkcripcios faktorok (RUNX1, RUNX2, RUNX3) szerves részei mind
a TGF-B, mind a BMP (bone morphogenic protein, csont morfogenikus fehérje) indukalt
jelatvitelnek szamos fontos biologiai folyamatban. RUNX1 hianyaban nem alakulnak ki
a haemopoetikus Ossejtek, az akut leukémiak 30%-at jellemzik a RUNX1 gén valamilyen
pontmutacioi, valamint szamos RUNX1-et is érint6 kromoszoma transzlokacio. Szerepet
jatszik tovabba a vese tubulusok epitelialis-mesenchymalis tranziciojaban (EMT)

vesefibrdzis soran.

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

fibrozisban

Vesefibrozisban csokkent PPAR-y aktivitds figyelhetd meg. A PPAR-y agonistdk

bizonyitottan csokkentik a vesekarosodds mértékét ischaemia-reperfuzios karosodas,



autoszomalis dominans policisztds vesebetegség, illetve nem DM okozta kronikus
vesebetegséghben. A PPAR-y agonistak terapias hatasat eddig féleg 2-es diabétesz
mellituszban (T2DM) vizsgaltak, mivel ndvelik az inzulinérzékenységet, csokkentik a
maj gliikéz produkciojat, HbA1C-szintjét, valamint megakadalyozzédk a pancreas [-
sejtjeinek apoptozisat. Ugyanakkor a PPARYy agonistak vesefibrozisra gyakorolt hatasa,

még nem teljesen ismert.



2. CELKITUZESEK

A genetikai hattér altal befolyasolt vesefibrozis progresszio feltarasa érdekében célunk
volt:

1. Tobb vesefibrozis modellben is megvizsgalni a genetikai hattér 6sszefliggését a
fibrézis progresszidjaval és a TIMP-1 expresszioval.

2. A TIMP-1 vesefibrozisban betoltott kozponti szerepének bizonyitasara

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

b) Gyors progressziét mutato (CBAxB6 hatterti) TGF-B transzgenikus
egerekben vizsgalni a TIMP-1 neutralizacid hatésat a vesefibrozisra.

3. Tisztazni, hogy a TIMP-1 transzkripcids szabalyozasanak genetikai kiilonbségei
magyarazzak-e a kiilonb6zd beltenyésztett egértorzsek vesefibrozisanak eltérd
lefolyasat in vivo és primer mezangialis sejtekben in vitro.

4. Annak tisztdzdsa, hogy PPAR-y agonista kezelés befolyasolja-e a TGF-3 indukalt

vesefibrozis lefolyasat, valamint a transzkripcios szabalyozasi utvonalakat.



3. KISERLETI MODSZEREK

3.1 Felhasznalt egérmodellek

Minden allatkisérletet a PE/EA/948-4/2018 szamu etikai engedélynek megfeleléen
végeztiink. CBA.B6-Alb/TGF-f transzgenikus egérmodellre (NIH, USA) jellemz6, hogy
a sertésbol nyert TGF-f transzgén teljes cDNS szekvenciaja egér albumin promoéterhez
kapcsolt, igy ezen allatok plazma TGF- szintje magasabb. A transzgén szekvenciaja két
aminosav cserét tartalmaz, igy a TGF-B aktiv formajat kodolja. Mivel a transzgén az Y
kromoszomaba épiilt be, ezért ebben a modellben csak a him egerek transzgenikusak. Az
albumin prométer kovetkeztében a transzgén csak sziiletés utan kezd el expresszalodni a
majsejtekben. A him transzgenikus egerekben harom-négyszer magasabb a keringd TGF-
B szint, mint a vad tipusi egerekben, ami kettd-négy hetes korban mar

glomeruloszklerozist, ezt kovetden pedig intersticialis fibrozist eredményez.

A CBA.B6-AIb/TGF- transzgenikus egereket munkacsoportunk tobb, mint 22
generacion at visszakeresztezte B6 genetikai hattérre, az igy kapott kongenikus B6-TGF-
B himeket hasznaltuk vizsgalatainkhoz. A B6-TGFP him egereket CBA ndstényekkel
keresztezve CBAxB6-TGFp (F1) transzgenikus egereket hoztunk létre, melyek talélése
2 hetes korban csak 50-60%-os volt. Emiatt kisérleteinkben 14 napos transzgenikus

egereket vizsgaltunk.

A TGF-p transzgenikus egerek genotipizalasahoz 1-2 mme-es farok mintakbol kivontuk a
genomikus DNS-t Tris-NaOH moédszer segitségével, majd PCR-t végeztiink specifikus
primerek segitségével. A PCR termékeket 1.5%-0s agardz gélen szeparaltuk, hogy
detektaljuk a transzgén 370 bazispar termékét. A kisérletek végén, szemzugbodl vett
EDTA-s vérmintakbol plazmat nyertiink centrifugalassal, a feliilisz6 10 pl-bol
meghataroztuk az egerek plazma TGF-B1 szintjét kereskedelmi forgalomban kaphato
ELISA kit segitségével.

Az UUO kisérleti modellben altalaban 7 napon beliil tubulointersticialis fibrozis alakul
ki. Kisérleteinkben korai (1 napos) €és késoi (7 napos) UUO hatasait egyarant vizsgaltuk
CBA ¢és B6 egerekben.



A szubtotalis vese ablacio (SNX) a miik6dé nefronszam csokkenése miatt glomerularis
hiperfiltraciot okoz a megmaradt glomerulusokban, mely glomeruloszkler6zishoz és
intersticialis fibro6zishoz vezet, ennek kovetkeztében sulyos veseelégtelenség alakul ki 15-
20 héten beliil. Kisérleteinkben emiatt korabbi idOpontban, 6 héttel a miitét utan

hasonlitottuk 6ssze a CBA és B6 egerek veséit.

A TIMP-1 vesefibrozisban betoltott kozponti szerepének bizonyitasara, egyrészt C57BI6
genetikai hatteri néstény TIMP-1 hianyos (-/-) egercket CBA him egerekkel
kereszteztiik, igy hoztunk létre hibrid (fibrozisra érzékeny) genetikai hatterii CBAxB6-
Timpl-/- F1 torzset (Timpl-/-) a vizsgalatainkhoz.

Egy tovabbi kisérletben a CBAXB6-Timp-/- F1 him egerek veséjét SNX utan
hasonlitottuk a kontroll CBAxB6 F1 him egerek SNX veséjéhez.

A TIMP-1 szerepének tovabbi bizonyitasara 8 napos CBAxB6-TGF-f him egereket
kezeltiink intraperitonealisan TIMP-1 neutralizalo antitesttel (ill IgG-vel) 5 egymast

kovetd napon keresztiil, majd 14 napos korban vizsgéltuk a megfeleld paramétereket.

Minden egér kisérlet végén vizsgaltuk a szérum urea, vizelet protein/kreatinin hdnyados

értékeit, a vesék szovettanat, illetve a vesék fehérje- €s génexpressziojat.

3.2 In vitro kisérletek

Human embrionalis vese sejteket (HEK293T) 24 lyuku sejttenyészt6 lemezekre osztottuk
90 000 sejt/lyuk siiriiséggel, majd OptiMEM médiumban 48 oran at tranziensen
transzfektaltuk 750ng EGR2-t vagy EGFP-t kodold plazmiddal, Lipofectamine 3000
felhasznalasaval, a gyartd protokollja szerint. A sejtekbdl RNS-t és fehérjét izolaltunk
Trizol ill. RIPA puffer segitségével. Az RNS atirast kereskedelmi forgalomban elérhetd
cDNS atir6 kit-tel végeztiik (Thermo).

3.3 Vese biopszia szévetmintak

Az EGR2 és a TIMP-1 mRNS expressziojanak mérésére, valamint az allatkisérletek és
az in vitro eredmények alatimasztasara fagyasztott human vesemintakat vizsgaltunk

(TUKEB engedély: 228/2014). A vesekéreg mintak fokalis szegmentalis



glomeruloszklerézissal (FSGS) diagnosztizalt betegekbdl, ill. vesesejtes carcinoma miatt

nephrectomizalt vesék egészséges szovetébol szarmaztak.

3.4 Pioglitazon kezelés TGF-$ indukalt vesefibrozisban

3.4.1 Allatmodell

Kisérletiinkben 10 hetes him C57BL/6 vad tipusu (kontroll, C) és a TGF-f transzgenikus
egereket (TGFb) két csoportba osztottuk az alabbiak szerint. Az egerek els6 csoportja
normal tapot kapott (kontroll és TGF-B, n=7/csoport). A masodik csoportot tapba kevert
pioglitazonnal kezeltik (20 mg/kg/nap) 5 héten keresztiil (kontroll+Pio és TGF-f+Pio,
n=7/csoport). 15 hetes korban izofluran (2%) anesztézia alatt steril punkcioval vizelet
mintat vettiink, nark6zisban vérnyomast mértiink (1asd 3.4.1), majd intrakardialis kaniilén
keresztiil 20 percig 4%-os fiziologias sooldattal perfundaltuk az allatokat. A kezelés
végén a vesékbol szovettani vizsgalatokat végeztiink, valamint meghataroztuk az mRNS

expresszidkat.
3.4.1 Vérnyomasmérés

A szisztémdas vérnyomast invaziv modon mértiik a kisérlet terminédldsa eldtt az
izoflurannal altatott egereken. A 1.4F microtip katétert (Millar Instruments, USA)
helyeztiink a jobb oldali a. carotisba, és az aortaivig bevezettiik.

3.4.2 A proteinuria meghatarozasa

A vizelet mintakbol meghataroztuk a kivalasztott fehérje és kreatinin koncentraciot. A
GFR-re normalizalt vizelettel iiritett fehérje mennyiségét a vizelet protein/kreatinin

hanyadosaval allapitottuk meg.

3.4.3 Génexpresszios vizsgalatok

A génexpresszios mérésekhez kvantitativ RT-PCR méréseket végeztiink SYBR Green
segitségével. 20-30 mg teljes vese homogenizatumbdl izolaltuk az RNS-t, fenol-
kloroform extrakci6 segitségével a gyartd protokollja szerint. Az RNS koncentraciot
fotometridsan mértilk meg. A PCR reakciok specificitasat és hatékonysagat az olvadasi
gorbék analizise igazolta. Minden minta mérése duplikdtumban tortént, és riboszémalis

18S RNS expresszidra normalizaltunk, a 22 képlet segitségével.



3.5 Primér mezangialis sejtek izolalasa

Elézetes eredményeink szerint a CBA egértorzs érzékenyebb a vesefibrozisra, ezért 6
hetes CBA him egerekbdl primér mezangialis sejteket izolaltunk. A glomerularis
sejttenyészetet szelektiv médiumban tartottuk fent 21 napig standard koriilmények kozott.
A szelektiv médium hatasara elsdként az endothel sejtek, majd a podocitdk, végiil a
fibroblasztok pusztultak el, igy végiil tiszta mezangialis sejttenyészetet kaptunk, melyet
specifikus markerekre vizsgaltunk (E-cadherin negativ, vimentin és fibronektin pozitiv).
Az izolalt primér mezangialis sejteket P5 és P8 passzazsok k6zott 24 lyuku sejttenyésztd
lemezekre osztottuk le, majd megmértik a B6 és a CBA mezangidlis sejtek

génexpressziojat 48 oraval a PBS (foszfatpufferolt sooldat) vagy TGF- kezelés utan.

3.6 Immunoblot (Western-blot)

A vesemintdkat (20 mg) protedz inhibitort tartalmazd RIPA lizis pufferben
homogenizaltuk, majd meghataroztuk a fehérje koncentraciot. A Laemmli pufferrel
kevert mintakat natrium-dodecil-szulfat (SDS)-poliakrilamid gélen szeparaltuk, majd
nitrocellul6z membranra transzferaltuk. A membranok tejporos blokkolasa utan 4°C-on
egész ¢jszakan at inkubaltuk az elsddleges antitestettel, majd peroxidaz konjugalt

masodlagos antitest segitségével hivtuk el6 kemilumineszcens detekcioval.

3.7 Szovettan, immunhisztokémia

A formalinban fixalt és paraffinba dgyazott vesemetszeteket Masson-féle trikrom festés
utan értékeltiik. A glomeruloszkler6zis és a tubulointersticialis karosodas mértékét
szemikvantitativ skala segitségével hataroztuk meg. A glomeruloszklerdzis indexet (GSI)
0-4 fokozatu pontozasi rendszer szerint értékeltiik (El Nahas). A tubulointersticialis
karosodas mértekét 100x nagyitas mellett értékeltiik. A paraffinba dgyazott metszetek

immunhisztokémiai festését avidin-biotin modszer segitségével végeztiik.
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3.8 Statisztika

Az adatokat atlag + szdoras formdjaban jelenitettiik 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 tobbszords Osszehasonlitdo Dunn teszttel elemeztiik p<0.05 szignifikancia szint mellett.
A pioglitazon kezelt allatkisérlet adatait kétszempontos ANOVA-val és Sidak-féle poszt
hoc teszttel dolgoztuk fel. A talélési gérbe meghatarozasahoz Kaplan-Meier analizist
hasznaltunk. Két minta talélési eloszlasanak Osszehasonlitasara log-rank tesztet
végeztiink. Az adatok és a statisztikai elemzések megfelelnek a kisérlet tervezésére és

elemzésére vonatkozo6 farmakoldgiai ajanlasoknak.
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4. EREDMENYEK

4.1 Allatkisérleti modellek a vesefibrézis és a genetikai faktorok osszefiiggésének

tisztazasara

A B6-TGFp egerekben a kontroll egerekhez hasonlo egészséges vese morfologiat lattunk
14 napos életkorban. Ezzel szemben nagymértékii glomeruloszklerdzis és
tubulointersticialis fibrozis alakult ki 14 napos CBAxB6-TGFp egerekben. A
glomerulusok tobb mint 60%-ban észleltiink glomerularis hipertrofiat mezangialis
expanzioval, valamint a kapillarisok pusztuldsat. A szovettani eredmények alapjan a
fibrézissal kapcsolatos molekuldk (TGF-f, kollagének) mRNS expresszidja CBAxB6-
TGFP egerek veséiben tobbszords novekedést mutatott, 6sszehasonlitva a B6-TGFf
vesékkel. A CBAXB6-TGF-f egereckben mar kialakult enyhe tubulointersticialis fibrozis,
valamint proteinuriara utald tubularis hyalin is megjelent a metszeteken. Immunblot
vizsgalat soran a Timpl mRNS szazszoros, a TIMP-1 fehérje tizszeres expresszio
fokozodast mutatott CBAxB6-TGFp vesékben, 0sszehasonlitva a B6-TGF vesékkel,

amely immunfestéssel foleg a tubulusokra lokalizalodott.

Tovabbi vizsgalataink arra keresték a valaszt, hogy milyen genetikai faktor lehet felelds
az eltér6 TIMP-1 expresszid szabalyozasért. gy figyelmiink olyan transzkripcios

faktorokra iranyult, melyek bizonyitottan szerepet jatszanak fibrotikus betegségekben.

Transzgenikus modelliinkben a TIMP-1 mellett legerésebben valtozo transzkripcios
faktornak az EGR2 bizonyult. Az EGR2 expresszidja dramai modon emelkedett
CBAXB6-TGFp vesékben, és jol korrelalt a TIMP-1-el. Annak érdekében, hogy
tisztazzuk, a megfigyelt EGR2 ndvekedés 14 napos életkorban egy erdsen fibrotikus
vesében oki tényez0, vagy mar egy termindlis folyamat kovetkezménye, sokkal korabbi
¢letkorban (a transzgenikus egerek 5 napos koraban) is vizsgaltuk mind az EGR2, mind
a TIMP-1, valamint tovabbi fibrozissal asszocialt gén expresszidjat, amikor még
szovettanilag nem lathatd szamottev vesefibrozis. CBAxB6-TGFp egerekben az Egr2
és a Timpl mRNS expresszidja szignifikansan magasabb volt mar 5 napos vesékben is (a
Timpl mRNS expresszioja 50%-kal). Mindez arra utal, hogy a korai renalis EGR2 és
TIMP-1 expresszio CBAxB6-TGFf egerekben megel6zi az ECM komponensek fokozott
expressziojat, igy feltételeztiik, hogy oki szereppel rendelkeznek a felgyorsult fibrozis
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patogenezisében. Vizsgalatunk megerdsitette azt a feltételezést, miszerint a genetikai

hattér jelentésen befolyasolja a TGF- profibrotikus hatasat ebben a modellben.

Megfigyeléseink alatamasztasara két masik széles korben hasznalt vesefibrozis
modellben (UUO, SNX) is vizsgaltuk a CBA vs B6 genetikai hattér hatasat a vesefibrozis

progressziojara.

Hasonlo6an a transzgenikus modellben latottakhoz, a kontroll B6 és CBA egerekben UUO
és SNX hatasara mind az EGR2, mind a TIMP-1 korai renalis expresszid fokozddasat

lattuk a fibrozisra érzékeny CBA egerekben.

A TIMP-1 vesefibrozisban betoltott Szerepének tovabbi bizonyitasara CBAxB6 hatterti
TIMP-1 hianyos egerekben SNX hatdsara kialakulo vesefibrozis mértékét hasonlitottuk
vad tipusti egerekéhez. Az SNX miitétet kovetden a CBAxB6 vad tipust egerekben
szignifikansan emelkedett a vese kollagén és Tgfbl mRNS expresszidja, jelentds

proteinuria mellett.

Ezzel szemben sem szignifikans vesehegesedést, sem proteinuriat nem lattunk a TIMP-1

knockout SNX egerekben.

Mindezek mellett TIMP-1 neutralizal6 antitesttel enyhiteni tudtuk a TGF-B erds
profibrotikus hatasait CBAxB6-TGF egerekben is, amit a mérsékl6dott vesefibrozis,
proteinuria €s alacsonyabb szérum urea szint jelzett. Ezzel bizonyitast nyert, hogy a
vesefibrozisra vald genetikai fogékonysag erdsen Osszefiigg az EGR2 ¢és a TIMP-1
expresszioval, nemcsak a TGF-B transzgenikus modellben, hanem UUO vagy SNX
modellben is, tovabba ez a két in vivo kisérlet is bizonyitja, hogy a TIMP-1 a vesefibrozis

egyik f6 mozgatérugoja (1. abra).

4.2 In vitro modellek eredményei

A B6 és CBA egerekbdl izolalt primer mezangialis sejtekben is vizsgaltuk a genetikai
hattértdl fiiggd TGF-B indukalt TIMP-1 szabalyozast. CBA sejtekben TGF-f hatasara
fokozodott az Egrl és Egr2 mRNS expresszidja, ezaltal a Timpl mRNS expresszioja is,
mely hozzajarulhat a fibrozis kialakulasahoz. Azonban vizsgalatainkban Gjdonsag, hogy

ez a hatas csak a fibrozisra érzékeny CBA egerekbdl szarmazo mesangialis sejtekben
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alakult ki, mivel a B6 egerek veséibdl izolalt mezangialis sejtek nem igy reagaltak,

megerdsitve az in vivo kisérleteink eredményeit.

Tovabbi in vitro kisérletben bizonyitottuk, hogy EGR2-t kodolé plazmiddal tortént
transzfekci6 hatdsara, a jelentdsen megnovekedett intracellularis EGR2 expresszio
HEK?293 sejtekben a TIMP-1 fehérje expressziojat is fokozta. Az EGR2 és a TIMP-1

szorosan korrelalt mind mRNS, mind fehérje szinten ebben az in vitro kisérletben is.

4.3 Human vese biopsziak eredményei

Annak eldontésére, hogy van-e human klinikai jelentdsége az egerekben és a HEK293
sejtekben megfigyelt EGR2-TIMP-1 kapcsolatnak, az FSGS betegek és kontrollok
vesebiopszidiban vizsgaltuk az mRNS expressziokat. Az Egr2 és a Timpl mRNS tobb
mint kétszeres expresszid fokozodéasat figyeltik meg a humén FSGS mintakban a
kontrollokhoz képest, ami felveti az EGR2 ¢és TIMP-1 klinikai jelentdségét
vesefibrozisban, valamint ramutat arra, hogy az EGR2 1j célpontként szolgalhat a fibrozis

jovObeni kezelésében.

Kisérletimodell Vese patomechanizmus

Glomerularis
- TGF-B egerek sérllés A profibrotikus faktorok
- Subtotalis Nx (mesangial sejtek, szintézise
podocytak) (pl. TGF-B) Lassu progresszio,

normal TIMP-1

(pl. B6 egerek)

Tubulointerstitialis fibroa
~ TGF-B egerek sériilés A vesefibrozis |
; UUo (tubularis epithelialis sejtek, kezdete Gyors progresszié,
fibroblastok)

magas TIMP-1
(pl. CBA egerek)

>

E Renalis EGR-2
| valasz

Genetikai fogékonysag

1. abra A genetikailag meghatarozott vesefibrozis progressziojanak feltételezett

mechanizmusa. Feltételezéseink szerint, a genetikailag meghatarozott EGR2 valasz
befolyasolja a vesefibrozis lefolyasat: vagy egy normalis TIMP-1 szint melletti lassu
progresszio vagy egy fokozott TIMP-1 valasz miatti gyors progresszio alakul ki. A renalis
EGR2-TIMP-1 tengely a vesefibrozis progresszidjat meghatarozd 10j szabalyozasi
mechanizmus lehet.
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4.4 PPARY agonista kezelés hatasa TGF-p indukalt vesefibrozisra

Feltételeztiik, hogy a pioglitazon kezelés gatolja a TGF-f indukalt vesefibrozist és annak
progresszidjat a profibrotikus transzkripcids faktorok expresszidjanak valtoztatdsaval
TGF-B transzgenikus egerekben. Vizsgalatunkban a kronikus PPARy agonista
pioglitazon kezelés csokkentette a proteinuria mértékét, glomeruloszklerdzis és tubuléris
karosodast is. Csokkentette tovabba a Timpl mRNS expresszidjat, ezaltal mérsékelte a
vesefibrozist. Masrészrél a pioglitazon indirekt modon, transzkripcionalisan is

befolyasolta az MMP/TIMP egyensulyt.

A magasabb TIMP-1 expresszioval parhuzamosan a TGF-f transzgenikus egerek
veséiben megfigyeltik az AP-1 komponensek (cFos és cJun) fokozott mRNS
expresszidjat, ami a pioglitazon kezelés hatasara a kontroll csoportokban mért szintre

csokkent.

Az Egrl mRNS expresszidja emelkedett a kezeletlen TGF-B transzgenikus vesékben,
melyet mérsékelt a pioglitazon kezelés. Ez az eredmény felveti annak lehetdségét, hogy
az EGR-1 a PPARY agonistak anti-fibrotikus hatasanak célpontja lehet. Az EGR-1 fehérje
erds immunreaktivitast mutatott kezeletlen TGF-f transzgenikus egerekben, amely
azonban mérséklédott pioglitazon kezelés hatasara. Emellett fokozott STAT3
foszforilaciot lattunk a kezeletlen TGF-f3 transzgenikus egerek veséiben, 6sszehasonlitva
a kontroll csoportokkal. A kronikus pioglitazon kezelés jelentdsen mérsékelte a TGF-f3
indukalt renalis STAT3 aktivaciot. Jelen kisérletiink a STAT3 és a PPARy kdzott tovabbi
lehetséges kapcsolatra mutat ra vesefibrozisban, mivel a kezeletlen TGF- transzgenikus
egerek veséjéhez képest a STAT3 aktivacio szignifikansan mérséklédott a pioglitazonnal

kezelt TGF-p transzgenikus egerek veséjében.

Kisérletiink bizonyitja a PPARy agonistdk jotékony hatdsat vesefibrézisban fontos
szerepet jatszO tobb transzkripcios aktivacios utvonal (AP-1, STAT3, EGR1, EGR2)

gatlasa révén (2. abra.).
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2. abra A PPARy feltételezett hatasa TGF-P1 indukalt vesefibrozisban.
Eredményeink alapjan a PPARY agonista pioglitazon csokkenti az EGR-1, EGR2, STAT3
és AP-1 transzkripcids faktorok expressziojat, melyek a TGF-B1 indukalt vesefibrozis
fontos jelatviteli mediatorai. A korai renalis EGR2-TIMP-1 expresszid fokozddas

feltehetden itt is oki szerepet jatszik a vesefibrozis patogenezisében.
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5. KOVETKEZTETES:

1. Tobb egér vesefibrozis modellben is bizonyitottuk, hogy a genetikai hattér meghatarozza

a progressziot, mely szorosan Osszefligg a vese TIMP-1 expresszidjaval.

2. Allatmodelljeinkben a beltenyésztett egértdrzsekben latott torzs-fiiggd vesefibrozis

progressziot az EGR2 TIMP-1 szabalyozasi tengely eltérése okozhatja.

3. Igazoltuk, hogy primer egér mezangialis sejtekben a TGF-f indukalt TIMP-1 termelése
is a genetikailag meghatarozott EGR-1 és EGR2 transzkripcios faktorok szabalyozasatol
fligg B6 és CBA torzsekben, valamint az EGR2 taltermelése in vitro 6nmagaban képes
TIMP-1 valaszt indukalni.

4. PPAR-gamma agonista pioglitazon kezelés lassitja a TGF-B1 altal indukalt vesefibrozis
progressziojat az EGR-1, a STAT3 és az AP-1 transzkripcios faktorok gatlasan keresztiil.
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