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Roviditések jegyzéke

All angiotenzin 11.

ACCORD Action to Control Cardiovascular Risk in Diabetes

ACE angiotenzin konvertalé enzim

ACR albumin/kreatinin hanyados (albumin to creatinine ratio)

ADVANCE Action in Diabetes and Vascular Disease: Preterax and Diamicron MR
Controlled Evaluation

AVOID  Aliskiren in the Evaluation of Proteinuria in Diabetes

AGE glikozilalt végtermék (advanced glycation end product)
ARB angiotenzin receptor blokkold (angiotensin receptor blocker)
CAMP ciklikus adenozin monofoszfat

cGMP ciklikus guanozin monofoszfat
CKD kronikus vesebetegség (ckronic kidney disease)
CTGF kotdszoveti ndvekedési faktor (connective tissue growth factor)

DCCT Diabetes Control and Complication Trial

DM diabétesz mellitusz

DN diabéteszes nefropatia

ECM extracellularis matrix

EDIC Epidemiology of Diabetes Interventions and Complications

EMT epitelialis mezenchimalis atalakulas (epithelial to mesenchymal transition)
eNOS endotelialis nitrogén monoxid szintaz

EPHESUS Eplerenone in Patients with Heart Failure Due to Systolic Dysfunction
Complicating Acute Myocardial Infarction

ESRD végallapotu veseelégtelenség (end stage kidney disease)

GAPDH  glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz

GBM glomerulus bazalis membran

GC guanilat ciklaz

GFR glomerularis filtracios rata

GSlI glomeruloszkler6zis index

Hb hemoglobin

MAP atlagos artérias vérnyomads (mean arterial blood pressure)
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NO
PAS
PCR
PDE
PDGF
PKC
PKG
RAGE

RAS
RhoA
RPF
SCAI

SMA
Smad

SRF
STZ
T1DM
T2DM
TGF-B1
TSP-1
UAER
VEGF
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miokardinszerli transzkripcidos faktor (myocardin related transcription
factor)

nitrogén monoxid

perjodsav Schiff (periodic acid Schiff)

polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction)

foszfodiészteraz

vérlemezke irdnyitott novekedési faktor (platelet derived growth factor)
protein kinaz C

cGMP dependens protein kinaz G

glikozilalt végtermékek receptora (receptor for advanced glycation end
products)

renin-angiotenzin rendszer

Ras homolog gene family member A

rendlis plazma dramlas ( renal plasma flow)

invasion)

alfa-simaizom aktin

a Drosophila MAD (mothers against decapentaplegic) és a Caenorhabditis
elegans SMA (small body size) fehérjéinek homologja a human Smad
fehérje, a név a kettd 6sszevonasabol jott

szérum valasz faktor (serum response factor)

streptozotocin

L. tipust diabétesz mellitusz

II. tipust diabétesz mellitusz

transzformald ndvekedési faktor-béta 1 (transforming growth factor-beta 1)
trombospondin-1

vizelet albumin exkrécids rata (urinary albumin excretion ratio)

vaszkularis endotelialis novekedési faktor (vascular endothelial growth

factor)
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1 Bevezetés

A glomerulushan talalhaté viszceralis epitelialis sejtek, vagyis a podocitak
fontos szerepet jatszanak a glomerularis filtracios barrier szerkezetének és funkcidjanak
megtartdsaban. Huméan és kisérleti modelleken végzett vizsgalatok demonstraljak, hogy
a podocita sejtek megfogyatkozasa egyike a diabéteszes vesében legkorabban kialakulo
sejtkarosodasnak (1-3). A podocitadk morfologiai valtozasa mellett a csokkent
glomerularis  podocitaszam  fontos  eldérejelz6je a  diabéteszes  nefropatia
progressziojanak, miszerint minél kevesebb a podocita, annal gyorsabb a progresszio
(1,4). Ezen megfigyelések a podocita karosodast a diabéteszes nefropatia egyik korai
indikatoraként azonositjak, azonban a podocita karosodas molekularis mechanizmusai

nem teljesen ismertek.

1.1 Diabéteszes nefropatia

1.1.1 Epidemioldgia

A diabétesz mellitusz (DM) eléfordulasa az egész vilagon né, és a jelenlegi
trendek szerint hamarosan a legfontosabb halaloki tényezévé valik. A 2010-es
Egészségligyi Kozlony adatai szerint a 20-69 év kozotti magyar populacidban a DM
gyakorisaga 7,47%-ra becsiilhetd. A magasabb életkorti lakossag korében a 2-es tipusu
DM (2TDM) prevalenciaja elérheti a 15-20%-ot (5).

A diabétesz mellitusz novekvd gyakorisagaval egyiitt exponencialisan
gyarapszik a diabéteszes nefropatia (DN) incidencigja. A II. tipusu, nem-inzulin-
dependens diabéteszes betegek alkotjdk a legnagyobb és leggyorsabban ndvekvo
vesepotlo kezelést igényld csoportot (6,7).

Nemzetkozi statisztikai 6ssze-hasonlitasok alapjan 2009-ben és 2010-ben az esetek 51-
63%-aban diabétesz mellitusz volt az Gjonnan kialakult végstadiumu veseelégtelenség
elsédleges kivalto oka Mexikoban, Szingapurban, Malajziaban és Uj-Zélandon. Tobb,
mint az esetek 40%-ban volt felelds a diabétesz végstadiumi veseelégtelenség
kialakulasaban az Egyesiilt Allamokban, Hong Kongban, Taiwanon, Koreaban,
Izraelben, Japanban és Kolumbidban. Husz szdzalék alatti az arany Norvégiaban,

Oroszorszagban, Romanidban és Hollandiaban (8) (1. abra).
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Magyarorszagon a végstadiumu
veseelégtelenség eléforduldsa atlagosan 6-
7%-kal novekszik évente (9). Amikor a
kronikus vesebetegség (CKD) progresszioja
végallapoti veseelégtelenségbe torkollik, a
betegeknek kezelésre

vesepotlo van

sziikségik, ami dializist vagy
transzplantaciot jelent. Szomoru jelenség,

vilagszerte ¢€s  hazankban s

hogy
feltartoztathatatlanul novekszik a dializisre
szoruld betegek szama (2. abra). Amellett,
hogy a rendszeres hemodializis kezelés
jelentés életmindség valtozassal, valamint
fokozott kardiovaszkularis morbiditasi ¢és
mortalitasi kockdzattal jar, szamottevéen

megugranak a terapia soran felmeriild
koltségek is. Egy 2008-as felmérés szerint,
attol fliggéen, hogy milyen Ilehetdségek
adottak a betegellatds soran, a dializis
megkezdésének elsd honapjaban 14500 -
29000 amerikai dollarba (3,5 — 6 millid

forint) keriil egyetlen beteg kezelése (10).

Jalisco (Mexico)
Singapore*
Malaysia

Morelos (Mexico)*
New Zealand
Hong Kong
Taiwan

Rep. of Korea
Israel

United States
Japan

Colombia
Thailand
Australia
Argentina
Canada

Czech Republic
Finland

Portugal

Turkey

Austria

Croatia

Greece

UKA

Uruguay

Spain
Bosnia/Herzegovina
Sweden

Scotland
Denmark

France

Belgium, Dutch sp.
Belgium, French sp.
Norway

Russia

Iceland

Romania
Netherlands

0

Percent of patients
1. abra Diabétesz mellitusz miatti végstadiumu veseelégtelenség incidenciaja
szazalékosan az oOsszes végstadiumu veseelégtelenség incidencidajahoz képest.

(Forras: United States Renal Data System, 2012 (www.usrds.org))
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2. abra. Dializalt betegek szamanak alakulasa Magyarorszagon 1991-2009
kozott (Forras: Kulcsar et al. Dializis kezelés Magyarorszagon: 2003-2009,
Hypertonia és Nephrologia, 2010;14(5))

1.1.2 Klinikai lefolyds

A diabéteszes nefropdatia olyan klinikai tiinetegyiittes, amelynek egyik jellemzdje a
tartosan fennalld albuminuria, amit legalabb két alkalommal mértek 3-6 honap
eltéréssel. A betegséghez rendszerint tarsul magasvérnyomas, sulyosbodo proteinuria és

a glomerularis filtracios rata (GFR) progressziv hanyatlasa (11).

1.1.2.1 | tipusu diabéteszhez tarsulo nefropatia

Mogensen szerint 6t stadiumot kiilonitiink el az 1. tipust diabétesz mellituszhoz
(T1DM) tarsul6 nefropatia progresszidjaban (12). Az 1. stadiumot a vese hipertrofiaja és
hiperfiltracié jellemzi, amelyek az 1. tipusu cukorbetegség diagnosztizaldsakor mar
fennallnak. A cukorbetegség kezdete utan rovidesen atlagosan 15%-kal n6é meg a vesék
tomege, ezzel parhuzamosan ndvekszik a vesék fehérje- és RNS tartalma és a DNS
szintézis. Megjelenik a mikroalbuminuria és fokozodik a vizelet albumin exkrécios rata
(UAER), a GFR és a vese plazma aramlas (RPF) (11). A II. stadium klinikailag ,,néma”.
A GFR tovabbra is emelkedett (hiperfiltracid), a vizelet albumin és a vérnyomas
normalis. Ebben a fazisban korai szoveti elvaltozasok jelennek meg: a bazalis membran

nem-specifikus megvastagoddsa észlelhetd és a mezangidlis matrix néhol kiszélesedik
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(13). A hiperfiltacio mértéke 14 mmol/l szérum glukdzszintig aranyos a hiperglikémia
sulyossagaval. E szint folott a GFR csokkenni kezd. A III. stddium a mikroalbumiuria
¢s a kezdddo nefropatia allomasa. A GFR lehet normalis vagy emelkedett, az UAER
megemelkedik. A mikroalbuminuria kialakuldsdhoz enyhe, de észrevehetd vérnyomas
emelkedés tarsul. Progredidlnak a szoveti elvaltozasok: a bazalis membran tovabb
vastagszik, a mezangium kiszélesedése a glomeruluson beliil tovabb csokkenti a
filtracios feliiletet. Ahogy vastagodik a glomeruldris bazilis membran és nd az
intersticialis térfogat, ezzel aranyosan csokken a GFR (14). A IV. stadiumban a
nefropatia manifesztalodik. A szoveti elvaltozasok egyértelmiien megfigyelhetok és a
legtobb betegnek magas a vérnyomadsa. A proteinuria mértéke exponencidlisan nd, a
GFR pedig folyamatosan és visszafordithatatlanul csokken. A GFR csokkenése erdsen
korreldl a vérnyomdas emelkedésével. Az V. staddium a végallapotu veseelégtelenség
stadiuma. A vesefunkcid progressziv beszikiilésével parhuzamosan, a fibrézis

kovetkeztében a vesék fokozatosan, szimmetrikusan zsugorodnak (15).

1.1.2.2 Il. tipusu diabéteszhez tarsul6 nefropatia

A II. tipust diabétesz mellituszhoz (T2DM) tarsuldé nefropatia
patomechanizmusa sok hasonlosagot mutat a T1DM-ben el6forduld nefropatiaval. Az
ujonnan diagnosztizalt I1. tipusu cukorbetegek tobb, mint harmadanal emelkedett a GFR
(16), fuggetleniil a vérnyomastol, a vércukorkontrolltol és a szérum lipid szintektol. Az
effektiv RPF nem nagyobb, igy a filtracids frakcio (GFR/RPF) emelkedett II. tipusu
cukorbetegeknél (13). Az emelkedett filtracios frakcid magaban foglalja a kapillaris
nyomas novekedését (glomerularis hipertenzio), ami feltételezhetden egy fontos tényezo
a diabéteszes nefropatia kialakulasaban és progressziojaban (17). A hatékony kezelés és
a szoros vércukor kontroll hozzéjarul a GFR normalizal6dasahoz.

Az T1DM-hoz hasonldan, a GFR stabil marad a mikroalbuminuria kialakulasaig,
vagy akar még mikroalbuminuria mellett is, ameddig magasvérnyomas vagy perzisztald
proteinuria nem alakul ki. Manifeszt nefropatidban a GFR csokkenésének a mértéke
ingadozobb, mint T1DM-ben, mert T2DM-ben inkabb egyénre specifikus, emellett

korrelal a vérnyomas értékekkel is (18).
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Figyelembe kell venni azt a tényt is, hogy a T2DM legtobbszor kés6bbi életkorban
alakul ki, mint a TIDM. A T2DM miatt kialakult hiperglikémia mellett az életkor
elorehaladtaval a vesében zajlo természetes Oregedés, vagy egyéb tarsbetegségek
nagyobb kialakulasanak valoszinlisége (mint példaul elhizas, artérias hipertenzio,
diszlipidémia, dohanyzas), mind negativan befolyasoljak a vesék allapotat. Ezért
lehetséges, hogy idésebb betegeknél a T2DM fellépése mellett gyakran aspecifikus,
vaszkularis és tubulo-intersticialis elvaltozasokat észleliink makroalbuminuriaval,

hosszu ideje fennallo artérias hipertoniaval és korai veseelégtelenséggel (19).

1.1.3 Diabéteszes nefropatia patologiaja
Az esetlegesen eltérd korelézmények ¢€s etiologia ellenére a diabéteszes
nefropatia osztalyozasanal a TIDM és T2DM egy csoportba keriil, mert jelentds atfedés

van kozottiik a szovettani elvaltozasok és renalis szovodmények tekintetében (20).

I.  osztidly: Glomerularis bazdlmembran megvastagodas ndknél >395nm, férfiaknal
>430nm 9 évnél iddsebb betegek esetén (csak elektronmikroszkopos felvételen
észlelhetd).

II/A. osztaly: Enyhe mezangialis kiszélesedés: extracellularis matrix felhalmozodasa a
mezangiumban, amely nem nagyobb mértékii, mint egy Kkapillaris lumen
keresztmetszete, illetve a glomerulus teriiletének kevesebb, mint 25%-a érintett.

II/B. osztaly: Stulyos mezangidlis kiszélesedés, nagyobb mértékii, mint egy kapillaris
lumen keresztmetszete, de itt is csak a glomerulus teriiletének kevesebb, mint 25%-
a érintett.

III osztaly: Nodularis szklerézis (Kimmelstiel-Wilson 1ézid), kevesebb, mint a
glomerulusok 50%-a esetén. A Kimmelstiel-Wilson 1ézi6 a glomerulusban egy
fokalis, kerek vagy ovalis, sejtmentes, hialin-tartalmu, mezangialis massza.

IV osztaly: Globalis glomeruloszklerozis a glomerulusok tébb, mint 50%-ban a
glomerulusban az extracellularis matrix fehérjék (kollagén I, III, IV; fibronektin)
rendkiviil nagymértékben felhalmozddnak.

A glomerularis elvaltozasokon kiviil kialakulhatnak arteriolaris 1éziok, ahogy a
hialin progressziven atveszi az egész érfalstruktura helyét az afferens és efferens

szakaszon egyarant. Mig az afferens arteriola hialinizacidja diabéteszen kiviil mas
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allapotokban is el6fordul, mint példaul magasvérnyomas betegségben, addig az efferens
arteriola érintettsége kifejezetten diabéteszre specifikus (22).

A tubulusok ¢és az intersticium valtozatos, nem-specifikus elvaltozasokat
mutathat. Gyakori lelet a tubulussejtek vakuolizacidja €s a kollagén felhalmozodés az
intersticiumban (23). A hiperglikémia kovetkeztében kialakuld Armanni-Ebstein 1éziok
jellemzden a tubulussejtek patologids duzzadtsagéaval jarnak, a sejtek elvesztik eredeti

alakjukat, a citoplazma feltisztult, és a citoplazmaban glikogén halmozodik fel (24).

1.1.4 Podocitak szerepe diabéteszes nefropatiaban

1.1.4.1 Podocitak és a glomerularis filtracios barrier

A podocitak magas fokon specializalt, terminalisan differencialt epitél sejtek a
vese glomerulusokban. A podocitak a glomerularis kapillaris hurok kiils6 részén tilnek,
egész pontosan a kapillarist boritd glomerularis bazdlmembran (GBM) illetve a vizeleti
tér kozt nyulnak el. A podocitak hosszi labnytlvanyokat terjesztenek ki a GBM felé,
amelyhez sejtfelszini adhézios fehérjékkel, integrinek (féként a3f1) és o— valamint B-
disztroglikan segitségével kotddnek (25,26) (3. abra.) A podocita labnyalvanyok
citoszkeletonja elsésorban aktin filamentumokbol épiil fel, illetve a hozza-asszocialt
fehérjékbol, mint példaul miozin, alfa-aktinin-4 és vinkulin, amelyek alkalmassa teszik
a podocitait a GBM-hez kotédéshez (27). A szomszédos podocitak labnyulvanyai
interdigitalnak egymassal, és a kozottiikk 1évo vékony sejtkozotti tér egy 30-40 nm-es
porézus membranszeri egyediilallo szerkezet, amit rés-diafragmanak hivnak (28). A
rés-diafragma egyik meghatarozé alkotoja a nefrin, amely egy transzmembran fehérje.
Az egymas melletti nefrin molekuldk nagy extracellularis részei cipzarszer(i alakzatban
kapcsolodnak egymashoz (29). A podocin, az intracellularis CD2AP (CD-2-asszocialt
protein), a vimentin és dezmin haldzatok horgonyozzak ki a rés-diafragmat az aktin
citoszkeletonhoz (30) (31). Ezen fehérjék kolcsonhatasai felelnek a glomerularis

filtracid szerkezeti €s funkcionalis integritasaért.

12



DOI:10.14753/SE.2015.1803

vizeleti tér

Actin
cytoskelton

synaptopodin

3. abra A podocita labnyilvanyok és a rés-diafragma. A podocita labnyulvany
aktin-citoszkeletonbdl épiil fel, a glomerularis bazalmembranhoz o3,B1-integrin és a-
¢s B-disztroglikan segitségével kapcsolddik. A labnyalvanyok kozotti rés-diafragma 6
alkotdja a nefrin, cipzarszeri alakzatot hoz létre a két sejt kozott, és podocin és
CD2AP segitségével rogziil a citoszkeletonhoz.

(Forrds doi:10.1053/j.ajkd.2011.03.033.)

A podocita labnyalvanyok kozotti rés-diafragma, a GBM és az arteriolak
fenesztralt endotélsejtei képezik a glomerularis filtraciés barriert, amely a viz- és
elektrolit filtraciot biztositja, de megakadalyozza a nagyobb fehérjék atjarasat, az
albuminvesztést. A glomeruldris arteriola belsd felszinének 20-50%-a fenesztralt,
azonban ezek a porusok joval nagyobbak, mint az albumin. Tehat elsdsorban, mint
ateresztd, és nem pedig szlir6ként funkcional. Az endotéliumot boritd glikokalix képes
lehet az albumin és mdas plazma proteinek kisziirésére, és igy része a glomerularis
filtraciés barriernek (32). A glomerularis bazdlmembran egy sejtmentes matrix,
amelyhez a podocitak és az endotél sejtek hozza tudnak tapadni. A GBM f6 alkotdi

(kollagén 1V, laminin és proteoglikanok) foként a kapillaris szerkezeti megtartasat
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segitik, de a laminin valdszintileg fontos alkotdja a filtraciés barriernek. Végil a

podocita labnyalvanyok kozotti rés-diafragma képezi a filtracids barrier utolsd, és

egyben az egyik legfontosabb elemét (33).

1.1.4.2 A podocitak feladata

A podocita sériilés kovetkezményeit jobban megérthetjilk a podocitak miikodésének

feltérképezésével:

1.

Glomeruléris filtracioés barrier: A podocitdk a GBM-mel ¢és a fenesztralt
kapillaris endotélsejtekkel egyiitt képezik a glomerularis filtracios barriert,
amely elvalasztja egymastol a kapillarisokban folyd vért ¢és a filtralt
folyadékot a Bowman-tokban, illetve a vizet és elektrolitokat atereszti, mig
az albumin nagy részét €s mas plazma fehérjéket visszatartja (34).

A glomerularis kapillaris gomolyag szerkezeti stabilitasa: A podocitak aktin
citoszkeletonja a simaizomsejtek kontraktilis képességére emlékeztetd
milkodéssel ruhazza fel a podocitakat, amely segitséget nyajt a
kapillarisokban uralkodé hidrosztatikai nyomas ellentartasahoz, ami itt kb.
60 Hgmm, nagyobb mint mashol a szervezetben (35).

A GBM szintézise és javitdsa: A GBM-et képezd kollagén a3oadaS(IV)
halézatot a podocitak termelik (36).

Interakcio mas glomerularis sejtekkel: citokinek, noévekedési faktorok
termélésével a podocitdk hatnak mas sejtekre. Példaul a podocitak altal
termelt VEGF a filtracioval elleniranyba atjut a GBM-en és a kapillaris
endotél sejteket segiti az egészséges fenesztracid fenntartdsaban. A
podocitak termelte PDGF pedig a mezangialis sejtekre hat (37).
Immunoloégiai szerep: A podocitdk részt vesznek a Bowman-tokban
megjelend patogének ¢és abnormalis fehérjék kisziirésében. A podocitak Toll-
like 4 receptorokat expresszalnak, amely patogén jelre kemokin-képzddést
indukdl. A Gram negativ baktériumok sejtfalanak lipopoliszacharid
komponense B7-1 képzésre serkenti a podocitat, amely egyrészt aktivaljaa T
sejteket, masrészt elinditja a podocitak aktin-citoszkeleton és a rés-diafragma

atrendez6dését, hozzajarulva a proteinuria kialakulasahoz (38).
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1.1.4.3 A podocitak karosodasa proteinuridhoz vezet

A podocita sériilés klasszikus klinikai tiinete a proteinuria, vagyis nagyobb
mennyiségli fehérje Uritése a vizelettel. A glomerulus mas sejteinek sériilése, mint
példaul az endotél sejtek (de a mezangialis sejtekrdl is ezt allitjak), amelyek kozvetlen
kontaktusban vannak a vérrel (fehérvérsejt, komplement és lobfehérjék tartalma miatt),
glomerularis gyulladashoz vezetnek. Ezzel szemben a podocitak a kapillarisokon kiviil
helyezkednek el, sériilésiik nem
vezet fehérvérsejtek
toborzasahoz, gyulladashoz,
hanem inkdbb a glomerularis
filtracidés barrier karosodashoz,
és ezaltal proteinuridhoz. A
podocitak funkcionalis
karosodasa bekovetkezhet a rés-
diafragmat  alkotdé  fehérjék
integritdsanak  megbomlasabol
vagy a podocita alakjanak vagy

toltésének megvaltozasa miatt.

A podocitdk aktiv folyamat
révén képesek a 4. abra A glomerularis filtraciés barrier sériil
labnytlvanyaikat a kiterjesztett — diabéteszben. Balrol jobbra lathato a fenesztralt
allapotbodl visszavonni, kapillaris endotél, a glomerularis bazalmembran
eltintetni, az aktin citoszkeleton €s a podocita labnyulvanyok. (Forrds: The Visual
Ujraitrendezése altal (35). Arés- MD

diafragma sériilése miatt igy az  http://www.thevisualmd.com/media_gallery_slice.
albumin  szabadon atjut a php?idu=11019&idc=991)

vizeleti térbe.
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1.1.4.4 Podocitaszam csokkenés diabéteszes nefropatidban

Mind TIDM és T2DM esetén kimutattak, hogy a glomerulusokban jelentsen
megfogyatkozik a podocitak szama (4,39). A podocitakrol alkotott altalanos nézet
szerint - 1évén terminalisan differencialt sejtek - nem tudnak regeneralddni, ennek
kovetkeztében a podocitaszam csokkenése tartdsan modositja a filtracios barrier
mitkodését. A podocitaszam csokkenhet egyrészt amiatt, hogy a podocitak levalnak a
GBM-rdl és a vizeleti térbe keriilnek (40,41), masrészt a podocitak apoptdzisa miatt.
Susztak €és mksai. kimutattak, hogy hiperglikémia hatdsara a podocitidkban apoptozis
indul, illetve TIDM és T2DM egérmodellben egyarant megfigyelték, hogy a
hiperglikémia hatasara beinduld podocita apoptézis megelézi a vizeletbe torténd
albumin kivalasztast és a mezangialis matrix expanziot (3). A podocitaszam csokkenése
tehat a diabéteszes nefropatia egy korai jelzéje. A podocitdk levalasdnak mértéke a
GBM-r6l korrelal a TIDM-mel jaré proteinuria, csokkent vesefunkcid és nefropatia
sulyossagaval (42).

A hiperglikémia nem csak kozvetleniil karositja a podocitakat, de kozvetetten a
novekd oxidativ stressz és glikozilalt végtermékek, protein kindz C ¢és a renin-
angiotenzin rendszer aktivalasaval, valamint névekedési faktorok, mint TGF-3 és VEGF

termelése altal is.

1.15 Terapias lehetoségek diabéteszes nefropatiaban

A diabéteszes nefropatia korai fazisainak kialakulasat a kovetkezd négy alapvetd
beavatkozéssal lehet késleltetni:

e kdozel normoglikémia bedllitasa

e vérnyomas csOkkentése

e renin-angiotenzin rendszer gatlasa

e dohanyzas felhagyasa (11).
A hatdkonyabb DN prevenci6 ¢€s kezelés érdekében jelenleg is folynak kutatasok egyéb

terapias megkozelitésekkel.
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1.1.5.1 Vércukor kontroll diabéteszben

A HbA;c szint korreldl az albuminuria mértékével. Klinikai vizsgalatok
kimutattak, hogy megfeleld vércukor kontroll lassitja a mikroalbuminuria progressziojat
mind T1DM-ben és T2DM-ben (43). A DCCT (Diabetes Control and Complication
Trial) vizsgalatban az intenzifikalt vércukor kontroll a hagyoményos terapiaval szemben
szignifikansan jobban csokkentette a mikroalbuminuria kialakulasanak kockazatat (44).
Sulyosabb vesebetegség esetén azonban a vércukor szint nem egyértelmiien
befolyasolja a nefropatia progressziojat. Az ACCORD, az ADVANCE ¢és mas, T2DM-
es beteg bevonasaval tortént vizsgalatok szerint az intenziv glukéz kontroll nem javitja a
nefropatia progressziojat T2DM-ben (45). A DCCT folytatasa, az EDIC (Epidemiology
of Diabetes Interventions and Complications) tanulmény tovéabbra is arra a kérdésre
keresi a valaszt, hogy rossz metabolikus kontroll utan helyreallitott gluk6z kontroll
mellett miért progredidlnak diabéteszben a vese és egyéb szovodmények, vagyis a

,metabolikus emlékezet” jelenségét kutatja (46).

1.1.5.2 Antihipertenziv terapia

A mikroalbuminuria kialakulasa utan rendszerint 2-5 évvel magasvérnyomas
betegség tarsul a diabéteszhez. Jelenleg ugy tlinik, hogy a szisztémas hipertenzio
folyamatos kontrolldldsa a legfontosabb beavatkozasi moddszer a proteinuria
mérséklésében és a veseelégtelenség progressziojanak lassitasaban mindkét tipust
cukorbetegség esetén (47). A hatodik Joint National Committee, az egyik legfébb
amerikai hipertonologus tarsasag iranyelve szerint a diabéteszes betegek 130/85 Hgmm-
t meghaladd vérnyomadsat erdteljes antihipertenziv terapiaval kell csokkenteni, a
proteinurias betegek célvérnyomasértéke pedig 125/75 Hgmm legyen (48). A legutobbi
ADVANCE tanulmanyban a vizsgalatban résztvevé alanyok egy csoportjanal a
vérnyomast joval a jelenleg ajanlott érték alatt allitottdk be, és az eredmények alapjan
ugy tlnik, hogy a vérnyomascsokkentd kezelés elinditdsanak nincs egyértelmi
kiiszobszintje T2DM-ben. Szintén az ADVANCE tanulméanyban figyelték meg, hogy a
betegek esetleges vérnyomasatol fiiggetleniil adagolt fix dézisu angiotenzin-konvertald

enzim (ACE) inhibitor, perindopril és tiazid diuretikum, indapamid kombinécids
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kezelés jotékony hatast volt (49). A fix kombinalt terapia lathatolag mérsékelte a
mikrovaszkularis eseményeket, 21%-kal kevesebb esetben Iépett fel mikroalbuminuria,
ami fontos bizonyitékul szolgal arra, hogy ez a kezelési stratégia lassitja vagy akar
megeldzi a még elérehaladottabb vesebetegség kialakulasat. A kedvezd vesehatdsok a
teljes és kardiovaszkularis betegségprogresszid csokkenéssel 0sszefliggésben adodtak.
Egyeldre azonban nem tisztdzott, hogy ezen specifikus gyogyszerkombindcid vagy
egyszerlien a vérnyomads csokkentése okozta-e a nyilvanvalo pozitiv kardiovaszkularis

és renalis eredményeket (50).

1.1.5.3 Renin-angiotenzin rendszer

Habar diabéteszben a vérnyomdscsokkentés onmagaban vesevédd hatasu, a
renin-angiotenzin rendszer (RAS) gatlasa ezen felill is szolgalhat elényokkel. Az
angiotenzin II (AIl) a RAS {6 effektor molekuldja. Vazokonstriktor hatasat leginkabb a
posztglomerularis arteriolakon fejti ki, igy noveli a glomerularis hidrosztatikus nyomast
kronikus vesekdrosodas kialakuldsaban és progresszidjdban. Ezen tilmenden az All
elosegiti a sejtproliferaciot, a gyulladast és a fibrozist, amelyek fokozzédk a
vesekarosodast (51). Human és kisérleti adatok egyarant fokozott intrarenalis RAS
miikodést mutatnak diabéteszben. Erdekes, hogy metabolikus stimulusok, mint pl.
magas vércukorszint és az AGE fokozza a mezangidlis sejtek angiotenzin II termelését
(52). Végso soron igy a cukorbetegségre jellemz6 metabolikus milié, az angiotenzin 11
hatéasai révén, fontos mediatora a diabéteszes vesekarosodasnak (53).

A legtobb tanulmany szerint az ACE-gatlok 40-50%-kal képesek mérsékelni
valasztando a RAS rendszer gatlaisa ACE gatloval vagy angiotenzin receptor
blokkoloval (ARB, angiotensin receptor blocker) a proteinuria és a progresszio lassitasa
érdekében (54). Azonban még mindig tisztazatlan, hogy a vesevédé mechanizmus

mennyire fliggetlen a vérnyomascsokkentd hatastol.

1.1.5.3.1 Angiotenzin-konvertalé enzimgatlok és angiotenzin receptor blokkolok
Az elmult évtizedben az a hipotézis meriilt fel, hogy ACE-gatlo ¢s ARB
egylittesen, mint ,kettds blokad” még teljesebb RAS gatldst biztosithat, és a
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monoterapiaval szemben hatékonyabb lehet a proteinuria és vérnyomas csokkentésében.
Azonban a legtobb klinikai vizsgalat, beleértve a jelenleg folyd nagy tanulmanyokat és
meta-analiziseket, nem szamolt be semmilyen elényosebb végkifejletrél, st felmeriilt a
vesefunkciora vonatkozo kedvezétlen hatas is. Emiatt egyesek szerin az ACE-gatlo és
ARB kombinacié mellézend6 a klinikumban, a most zajlé vizsgalatok ezzel kapcsolatos

eredményeinek megjelenéséig (55).

1.15.3.2 Nagyon magas ddzisu angiotenzin-konvertaldo enzimgétlé vagy angiotenzin
receptor blokkolok

Egy masik népszeri stratégia a klinikai indikécié szerint ajanlottnal joval
nagyobb dozisi RAS-gitlo szerek alkalmazasa. Hollenberg és mk. egy kisebb
tanulmanyaban 391 T2DM-es, hipertonids és albuminurias beteg kapott 640 mg/nap
valsartan kezelést. Hat honapos kezelési id6 utan a magas és a normal dézist (160
mg/nap valsartan) kapd csoportok Osszehasonlitisa szerint az albuminuria jobban
csokkent a magas dozisi kezelés hatdsdra, a vérnyomastol fliggetleniil. Ezen
eredmények alapjan eldnyben részesithetok a magas do6zisi monoterapidk (esetleg

diuretikummal kiegészitve) a kettés blokaddal szemben (53).

1.15.3.3 Aldoszteron antagonistak

A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer gatlas tovabbi lehetséges modja az
aldoszteron antagonista kezelés. Az aldoszteron gyulladast, fibrozist és nekrozist
indukal a szivben és a vesében. A mineralokortikoid receptor antagonista spironolakton
tobb kisebb tanulméanyban hatdsosnak bizonyult a diabéteszes nefropatia kezelésében.
Egy specifikusabb mineralokortikoid antagonista, az eplerenon (amelynek a
spironolaktonnal szemben nincs anti-androgén mellékhatasa) az EPHESUS
tanulmanyban kardioprotektivnek bizonyult (56). Preklinikai vizsgalat soran Fekete és
mksai. az aldoszteron antagonista monoterapiat hasonlonak vagy még hatékonyabbnak
talaltak, mint az ACE-gatl6 vagy ARB kezelést a streptozotcinnal indukalt diabéteszes

nefropatiaban, patkanyban (57).

1.1.5.3.4 Reningatlok
A reningatlok, mint az aliskiren megjelenése egy j alternativ stratégiat jelent a

RAS gatlasban, akéar diabéteszben is. Az AVOID (Aliskiren in the Evaluation of
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Proteinuria in Diabetes) tanulméany eredményei szerint az aliskiren-losartan kombinacid
csokkenti a proteinuriat, kiilondsen elhanyagolt vércukor kontroll esetén (58). Az
ALTITUDE (Aliskiren Trial in Type 2 Diabetes Using Cardio-Renal Endpoints)
tanulmany azt vizsgalta, hogy aliskiren kiegészités a sztenderd ACE gatlo vagy ARB
mellé csokkenti-e a mortalitast és a nefropatia progresszidjat T2DM-ben. Azonban a
tanulmanyt felfliggesztették, mivel az aliskiren kiegészitést kapo betegek csoportjaban
megnétt az agyi infarktus, vesefunkcid hanyatlds, hipotenzid6 és a hiperkalémia

incidenciaja (59).

1.1.5.4 Dohanyzas szerepe

Tobb, mint két évtizede ismert, hogy a dohanyzas fokozza a diabéteszes
nefropatia kialakulasanak a kockazatat mind T1DM-ben, mind T2DM-ben. Masfélszer
akkora a GFR hanyatlasa a dohanyosoknal, mint a nem-dohanyzoknal, vagy az ex-
dohényosoknal. Ez a kiilonbség igazolja, hogy miért fontos a dohanyzas elhagyasara
biztatni a cukorbetegeket (60,61).

1.1.5.5 Tovabbi terapias stratégiak

Mivel a RAS blokad és a szoros vércukor kontroll nem tudja a diabéteszes
nefropatiat megelézni vagy visszaforditani, szamos alternativ startégia is felmeriilt,

amelyek jelenleg preklinikai vagy klinikai tesztelés korai fazisaiban vannak.

1.1.5.5.1 Csokkent fehérje bevitel
Az urémias tlinetek mérséklése mellett a fehérje megszoritdsok tobb, kis
1étszamt cukorbeteget bevond kisérlet szerint csokkentik a vesefunkcid karosodas

progresszidjat (62).

1.1.5.5.2 Lipid szintek csokkentése

A lipidcsokkentd kezelés is fontos szerepet jatszhat a vesevédelemben
diabéteszes betegeknél. Tobb tanulmany is utalt ra, hogy a koleszterin szintézis
kulcsenzimét, a hidroxi-metil-glutaril koenzim-A (HMG-CoA) reduktazt gatlo kezelés
megakadalyozza a kezd6dé és manifeszt DN progresszidjat, de ezek az eredmények

még nem altalanosithatoak (63).
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1.1.5.5.3 AGE felhalmozo6dast csokkentd szerek

A vesevédelem nem csupan a vérnyomds- ¢és vércukorkontrollon alapszik,
azonban feltétleniil Osszefliggésbe hozhaté az AGE képzddés és az oxidativ stressz
csokkentésével. Noha ez sem elégséges kitétel, mivel az inzulinkezelés amellett, hogy
csokkenti az AGE képzOédést ¢és az oxidativ stresszt, mégsem renoprotektiv,
valosziniileg az alland6 hiperinzulinémia és a TGF-f taltermel6dés miatt (64). Az AGE
képz6dés gatlasa vagy degradaciojuk serkentése érdekében szamos gyogyszert
terveztek. Az egyik els6 AGE képzodést gatldo szer, az aminoguanidin alkalmazasa
diabéteszes allatmodellekben csokkentette az AGE lerakodast, a mezangialis marix
kiszélesedését €s az albuminuridt, azonban a szérum kreatinin megduplazodasat nem
tudta késleltetni, illetve lupusszert tiineteket valtott ki (53). Az angiotenzin receptor
blokkolok kozvetleniil csokkentik az AGE képzddést, mas vegyiiletek, mint a kobalt
pedig kozvetetten. Vizsgalat alatt all az alagebrium, amely eddig reménnyel teli
eredményeket hozott az albuminuria ¢és a renalis strukturdlis kérosodasok
visszatartasaval diabéteszes allatmodellekben. Miyata €s mk. altal Gjonnan kifejlesztett
TM2002 is igen kedvezé mechanizmusu AGE inhibitornak tiinik, mely a vérnyomas

valtoztatasa nélkiil csokkenti az AGE szintet és az oxidativ stresszt (64).

1.1.5.5.4 Protein kinaz C gatlas

Hiperglikémia kovetkeztében fokozddik a PKC aktivitds, amely szamos olyan
sejten Dbeliili folyamatot medial, amelyek részt vesznek a progressziv vese ¢és
érbetegségek kialakuldsdban. A kiilonb6zé PKC izoformak koziil a PKCa és a PKCp
tinik leginkdbb relevansnak nefropdtidban, igy az 0j terapids stratégidk ezeket az
izoformakat célozzak meg. Ruboxistaurin, szelektiv PKCP inhibitor rovidebb (1 év)
kovetéses klinikai vizsgalatban csokkentette az albuminuriat, a vizelet TGF-} szint nem
nétt és tendencidjaban a vesefunkcido romldsat is lassitotta. Egy hosszabb (3 éves)
kovetéses vizsgalat soran azonban, ahol elsésorban a retinopatidban kifejtett jotékony
hatdsat vizsgaltak, nem taldltak eltér6 eredményeket a ruboxistaurin és a placebo

csoport k6z6tt a renalis paraméterek tekintetében (65).
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1.1.5.5.5 Sulodexid

A sulodexid egy glukozaminoglikdn molekula, amirdl azt feltételezik, hogy a
glomerulusokban az ionhaztartds fenntartasat segiti el6 ¢és emellett csokkenti a
diabéteszes vesében a sejtproliferacidt és a fibrozist. Diabétesz modellben igazoltdk a
sulodexid endotélium protektiv hatdsat, igy segithet a kardiovaszkularis szovoédmények

csokkentésében. Renoprotektiv hatasat még vizsgaljak (66).

1.1.5.6 Egyéb gatloszerek

Az endotelin receptor gatlas, az érdiszfunkcid csokkentése révén, 0j tamadasi
pont a DN kezelésében (67).

A magas vércukorszint aktivalja a RhoA/Rho-kinazokat a mezangialis sejtekben,
ami indukalja a fibronektin expresszidt. Az Rho kindz utvonal gétldsa vesevédd hatasu
kisérleti DN-ben (68).

Uj lehetdség a hiszton deacetildz inhibitorok alkalmazasa is. E gatloszerek
klinikai alkalmazéasat jelenleg tumor ellenes hatdsuk miatt tesztelik. Ezeknek a
szereknek diabéteszes vesében antifibrotikus és renoprotektiv hatdsa van, ami felveti az

alkalmazasuk lehetéségét DN-ben (69).

crer

megkozelitését, a foszfodiészteraz gatlok rendlis hatasat vizsgaltuk.

1.2 Foszfodiészterazgatlok

1.2.1 Miért meriilhet fel a foszfodiészterazgatlok alkalmazasa a diabéteszes nefropdtia

kezelésében?

A diabéteszben fokoz6do intraglomerularis nyomas (70) és ennek kovetkeztében
kialakulé glomerularis hipertenzié (71) csokkentése a ciklikus guanozin monofoszfat
(cGMP) — nitrogén monoxid (NO) tengely befolyasolasa révén is lehetséges. NO

hatasara a vese erei dilatalnak, beleértve az afferens arteriolakat is (72). Az NO hatasat

crer

valtja ki (73,74). Foszfodiészteraz-5 (PDE5) enzim bontja a cGMP-t, PDE5 gatlokkal
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pedig a vaszkularis CGMP-NO utvonal serkenthet6 (75). A PDES gatlok (szildenafil,
tadalafil, vardenafil) a cGMP szint emelkedését teszik lehetové, és elsdsorban erektilis
diszfunkcio kezelésére hasznaljak, minthogy a pénisz ereinek elernyedését eldsegitve a
barlangos test konnyebben telitddik (76) (77). A PDES enzim kimutathatd a vesében is
(78). Nefropatiaban fokozodik a foszfodiészterazok aktivitdsa, ennek kovetkeztében
lecsokken a c¢GMP mennyisége, ¢és igy kozvetve csokken az NO hatasa is.
Foszfodiészterazgatlokkal a cGMP szint normalizalhato. A megnovekedett cGMP szint
feltehetéleg fokozza az NO hatast, és emiatt a glomeruloszkler6zis kialakulasa lelassul
(79). Ezen az elgondolason alapszik szamos kutatas napjainkban, amelyek a PDE
inhibitorok miikddését vizsgaljak a kiilonbozd nefropatidkban. Vesefibrozist modellezd,
unilateralis uréter obstrukcid egérkisérlet soran a szildenafil fibrozist csokkentd hatasat
irtak le (80). Ujabban pedig kimutattak PDES gatlo kezelés jotékony hatésat a potocita
motilitas karosodas kezelésében (81). Diabéteszes nefropatidban még kevés adat all
rendelkezésre a foszfodiészterazok aktivitasara vonatkozoan (82), de azok eredménye,
illetve mas nefropatiakban (83,84) valo jotékony hatasa alapjan a foszfodiészterazgatlo

kezelés diabéteszes nefropatiaban is 1étjogosultsagot kaphat.

1.2.2 A fobb ciklikus nukleotidok szerepe

A ciklikus adenozin-monofoszfat (¢cAMP) és a ciklikus guanozin-monofoszfat
(cGMP) sejten beliili masodlagos hirvivé molekulak, amelyek részt vesznek fontos
vesefunkcios folyamatokban, mint példaul az intracellularis transzport, az értonus
szabalyozasa, a parenchimasejtek proliferacidja és a gyulladas (85). kozremiikodik Az
altaluk szabalyozott szamos jelatviteli folyamat szerepet jatszik a vesebetegségek
kialakulasdban, elésegitve a mitogenezist, gyulladast és extracellularis matrix
felhalmozodasat (83,86). Az intracellularis cAMP és ¢cGMP tartalom és biologiai
hatékonysag elsésorban a szintézisiik €s lebontdsuk egyensulyatdl fligg. A szintézisiiket
adenilat illetve guanilat cikldz enzimek végzik, a lebontasukat pedig ciklikus-3’,5’-
nukleotid foszfodiészterazok (PDE). A PDE-ek a ciklikus nukleotidok 3’-foszfoészter
kotését hidrolizaljak, amelynek eredménye egy-egy biologialag inaktiv nem-ciklikus 5°-
AMP ¢és 5°-GMP lesz. A ciklikus nukleotidok szintézisének kapacitasa tized akkora,
mint a PDE-k hidrolizisének a kapacitasa. A PDE-k igy szabalyozzak a ciklikus
nukleotidok hatasainak idGtartamat (78).

23



DOI:10.14753/SE.2015.1803

1.2.3 Nitrogén monoxid - ciklikus guanozin monofoszfat tengely a vesében

Az NO-cGMP szabalyozo6 tengely egyensulyat az NO képzddés hatarozza meg
annak fliggvényében, hogy mekkora a bioldgiai felhasznalhatésaga ¢s milyen a cGMP
katabolizmus mértéke. Az NO endotelialis nitrogén monoxid szintaz (eNOS)
kozremiikddésével szintetizalodik az ér endotél sejtjeiben L-argininbdl. Passzivan
atdiffundal az ér membranjan és a célsejtek guanilat ciklaz (GC) enzimét aktivalja. A
keletkez6 cGMP komplex ttvonalat aktival, és kifejti a sejtre specifikus hatasokat (87).
A cGMP a sejten beliili folyamatokat ugy szabalyoza, hogy hozzakét a PDE-k
allosztérikus kotéhelyekhez és a cGMP-dependens-protein-kinazhoz (PKG). Az aktivalt
PKG elsddleges modulatorként szolgadl az értdonus, a sejttalélés, az endotelialis
permeabilitas, érhomeosztazis €s -proliferacié szabalyozasaban (88), illetve bizonyos
PDE-t (pl. PDES) foszforilal, ezaltal aktivalja azt (89). A cGMP ezen kiviil
ioncsatornakra is hat. Lecsokkenti az intracellularis kalcium ion koncentraciét, a miozin
foszfataz aktivitasat serkenti, ennek kovetkeztében a kalcium ion iranti érzékenység
lecsokken. A rovid tavi kovetkezmény a simaizomsejt relaxéacid (vazodilatacio).
Hosszabb tavi valaszok is kialakulnak. Az egyik az, hogy az alland6 guanilat ciklaz
stimulacid serkenti a PDE-k expressziojat, ami csokkent cGMP hatékonysaghoz vezet.
Ez a legfobb oka az NO-felszabadité szerekkel szembeni tolerancidnak. Emberi
sejtekben a cGMP indukalja a PDE1C-t; ami a simaizomproliferaciot serkenti. Tovabbi
NO hatas a vaszkularis leukocita toborzas és a trombozisképzdodés gatlasa (90,91).

A nitrogén monoxid (NO) — ciklikus guanozin monofoszfat (cGMP) tengely
egyensulyi miikodése elengedhetetlen a vese perfizio €s a glomeruléaris filtracio €lettani
miikodéséhez (92). Diabéteszes nefropatiaban az NO-cGMP rendszer homeosztazisa
tobb ponton karosodik: az oxidativ stressz miatt elégtelenné valik az eNOS miikodése
(93); az NO-t reaktiv oxigén gyokok (ROS) hatastalanitjak (94), a megvastagodott
endothelialis bazalis membranon keresztiil csokken az NO penetralo képessége (95).
Tovabba a ¢cGMP degradacio felgyorsul, amint az oxidalt sGC funkciézavara miatt
csokken a cGMP szintézis (96), illetve a cGMP-t katabolizalé6 PDE-k aktivitasa megné
(78) Végeredményben lecsokken az NO-fliggé cGMP hatas (97).
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1.2.4 A foszfodiészterdz rendszer

A sejtekben expresszalodo kiilonbozd ciklaz és PDE enzimek széles palettdja ad
magyarazatot a ciklikus nukleotidok valtozatos miikodésére. Emlésokben 10 kiilonb6zd
adenilat cikldz gént és koriilbeliil 20 kiilonb6z6 PDE gént azonositottak, valtozod
szabalyozéssal, ¢lettani jellemzOkkel. Egy emberi sejt 1-2 fajta ciklazt expresszal és 3-4
féle PDE-t, a lehetséges kombindciok szama nagyon nagy. Jelenleg 11 PDE géncsaladot
ismeriink (98). A PDE enzimekre két fontos régio jellemzo. A C-terminalis részen
helyezkedik el az erdsen konzervativ katalitikus régi6. A PDE-k katalitikus
doménjeinek szekvenciaja 30%-ban homolog (99). Az N-terminalis részen a szabalyozo
domének helyezkednek el. Ez a régi6 erdsen valtozékony. Katalitikus doménjeik
hasonlosaga miatt tehat a PDE-k ugyanazokat a reakciokat katalizaljak, kiilonb6zdségiik

a szabalyozas modjaban rejlik (100).

1.2.5 PDE5

A foszfodiészteraz-5 enzim szubtrat molekuldja a cGMP, s6t a PDES a legfébb
CGMP-t hidrolizal6 foszfodiészteraz. A PDE5S-nek harom izoformdja ismert, Al, A2 és
A3. Ezek az izoformak csak az N-terminalis szabalyoz6 doménjeikben kiilonboznek
egymastol. Az A3 forma simaizomsejt specifikus, a masik kettd nem mutat
sejtspecificitast (101).

A PDES sokféle szovetbdl izolalhatd, példaul megtaldlhaté a barlangos
testekben (102), vérlemezkékben, tiidében, simaizomsejtekben (103-105), agyban (106),
vesében (107), hiivelyi szovetekben (108), 1épben, endotél sejtekben (109),
idegrendszeri Purkinje-sejtekben (110), kisagyban, retinaban, timuszban, szivben,
majban, nyeldcs6ben, gyomorban, hasnyalmirigyben, vékonybélben, vastagbélben, a
proszatataban és a hugycsében (99).

A glomerulusok a foszfodiészterazok koziil PDES-ben bovelkednek leginkébb
(111). A megnovekedett PDES aktivitashoz kotott NO elégtelenség szerepe szamos
vesebetegségben bizonyitott (79).

A PDES inhibitorokat vildgszerte alkalmazzak erektilis diszfunkcid kezelésére.
Ezen hatoanyagokat ijabban vesebetegségek kisérleti modelljeiben is tesztelik, példaul
indukalt natrium retencié intravénas sildenafil kezelése patkanyban (83,112);

transzplantaci6 utani meleg-ischaemias vesék kezelése szintén sildenafillal malacokban
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(84). Kuno ¢és mtsai. hatékonynak talalta a sildenafil kezelést II. tipust diabéteszes
nefropatidban, patkanyokban (113). Lau és mtsai. I tipust diabéteszes nyulak
cukorbeteg allatok vesefunkcidjat (82). PDES inhibitorok hatasar6l diabéteszben egyre
tobb kutatas szol (114), a molekularis mechanizmusrél azonban egyelére kevés
informacio all rendelkezésiinkre.

Kutatasunk tdrgya a PDES inhibitor vardenafil hatdsdnak jellemzése streptozotocin-
tanulmanyok eredményei alapjan varhatd volt, a modelliinkben a vardenafil kezelés
megorizte a vesefunkciot, emelte a vese cGMP tartalmat. Ezzel Osszhangban,
csokkentette a profibrotikus faktorok expressziojat és megeldzte a glomeruloszklerozist.
Ezek alapjan felvetddik a PDES inhibitorok klinikai alkalmazhatdésaganak lehetdsége a

DN megeldzésében, ill. kezelésében.
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5. abra: Vardnafil hipotézis.

Fent: Az NO-cGMP tengely fiziologias
allapotban.Az  NO  szintéziséért a
haromféle —endothelialis, neuronalis és
indukalhat6- NOS enzim felelés. Az NO
aktivalja az sGC-t, mely a GTP-t cGMP-vé
alakitja. A ¢cGMP hozzakét a PKG-hoz,
amely az értonus ¢és érhomeosztazis
szabalyozasaban elsddleges modulator. A
cGMP katabolizmusat a PDES végzi.

Lent: Diabétesz hatasara karosodikaz NO-
cGMP tengely, A csékkent NO expresszio
egyik oka, hogy az oxidativ stressz miatt
elégtelen az eNOS miikddése. A csokkent
NO mellett, az oxidalt sGC funkcidzavara
¢s a fokozott PDES aktivitas kozrejatszik a
karosodott cGMP szintézisben. Végiil a
csokkent cGMP miatt a PKG nem latja el
biologiai  funkcidjat.  Hipotézisiinkben
vardenafil kezelésre, mely a PDES
szelektiv gatloszere, a cGMP szintje
normalizalédhat, és képes végrehajtani a

szerepét a vese fiziologias miikodéséért.
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1.3 A SCALI fehérje szerepe diabéteszes nefropatiaban

1.3.1 A TGF-f és a Wnt/f3-katenin utvonal diabéteszben

A TGF-B/Smad jelatviteli utvonal egy jol ismert profibrotikus utvonal, mely
kulcsszerepet jatszik a DN patogenezisében. A TGF-/Smad jelatviteli utvonal mellett
mas Utvonalak is hozzajarulank a DN progressziojahoz, mint példaul a PI3K/Akt, p38
MAPK, JAK/STAT ¢és Wnt/B-katenin (115) (116). Annak ellenére, hogy ezek az
utvonalak és molekuldk Osszefliggésbe hozhatok a DN patogenezisével, még mindig
nincs teljes mértékben feltérképezve a DN patomechanizmusa, és a kezelés
megnyugtaté megoldasa még eldttiink all. Eképp a DN kutatasokban sok figyelmet kap
szuprimalé molekula (suppressor of cancer cell invasion)- egy Ujonnan azonositott
transzkripcids kofaktor, amelynek szabalyozasa kulcsfontossaginak igérkezik a rékos
megbetegedésekben (117,118). Chen és mtsai. a SCAI és a Wnt/B-katenin Utvonal
szoros kapcsolatat irta le a glioma patogenezisében, illetve a SCAI expresszid
befolyasolasaval a glibma progresszidja is aranyosan valtozik (118). A biztatd
eredmények felvetik a kérdést, hogy ha a SCAI és Wnt/B-katenin utvonal egymassal
Osszefiigg, a DN patomechanizmusaban miként alakul ennek az ujonnan leirt, igéretes
SCAI molekuldnak a mitkddése.

Diabéteszes nefropatiaban aktivalodik a Wnt (a név egy Drosophilaban leirt
mutaciobol szarmazik: ,,wingless”= szarny nélkiili) jelatviteli utvonal (119). A Wnt
jelatviteli Utvonal tobbféle élettani folyamatban jatszik fontos szerepet, igy a
sejtproliferacio, a sejt-differenciacio, Ossejt fenntartas, angiogenezis, gyulladés, fibrozis,
¢és karcinogenezis (120). A Wnt utvonal aktivalodasanak elsé 1épése, hogy a Wnt
ligandok extracellularisan egy receptorkomplexhez kotddnek, amelynek {6
komponenese a frizzled (FZD) receptor és az alacsony-denzitasu-lipoprotein-
receptorhoz kotéddé protein 5 vagy 6 (LRPS vagy LRP6). Az LRP5 vagy az LRP6
ezutan intracelluldrisan tovabbitja a jelet, melynek eredményeként inaktivalodik a
glikogén szintdz kindz 38 (GSK38), axin és adenomatdzus polipdzis fehérje (APC)
alkotta ,,destruktiv komplex”. Az inaktivalt destruktiv komplex ezutdn nem serkenti a B-

crer

mint példaul a ciklinD1 mellett, a VEGF és CTGEF- atirasat szabalyozhatja (121). Zhou
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¢s mtsai. megfigyelték, hogy a rdkos folyamatokban tulmikodé Wnt jelatviteli titvonal
1-es és 2-es tipusu cukorbetegségben szintén tulmiikodik (119). A magas vércukorszint
¢s az oxidativ stressz kozvetlen kivalto szerepet jatszik a Wnt jelatvitel aktivacidjaban.
Tovabba a Wnt/B-katenin jelatvitel gatlasa LRP6 elleni antitesttel javitotta a diabéteszes
nefropatia progressziojat.

Brandt és mtsai. 2009-ben irtak le —a korabban hipotetikus- SCAI fehérjét,
amely az invaziv sejtmigracié szabalyozasaban jatszik szerepet (117). A SCAI ersen
konzervalt szerkezetet és széleskorli szoveti megoszlast mutat a gerinceseknél. SCAI
hianyaban extrém mértékeben né a B1-integrin gén expresszidja, amely egy adhézios
sejtfelszini receptor. Az integrinek hatasara fokozodik az aktin felhalmozodas,
kozvetlenill aktivaljak az aktin polimerizaciot, illetve az aktin citoszkeletonhoz kotik az
extracellularis matrixot (122,123). Az a-simaizom-aktin (a-SMA), az aktin hatféle
izoformaja koziil az egyik, a fibrozisban jelentés szerepet jatszé miofibroblasztok
legjellemzobb markere. Vesében az a-SMA intersticidlis upregulacioja aktivalja a
miofibrolasztokat, mindez pedig korrelal az intersticialis fibrozis mértékével (124). A
Wnt/B-katenin jelatvitel ugyancsak érintett a mezangialis sejtek epithelidlis-
mezenchimalis atalakulasanak (EMT) folyamataban, diabéteszben (116). A TGF-B
fontos kozvetité molekula a magas vércukorszint okozta EMT kialakulasaban, melyben
a mikroRNS-ek (miR) is szerepet jatszanak. A miR-ek rovid, koriilbeliil 20-24 nukleotid
hosszusagu, fehérjét nem kodold, egyszali RNS molekulak, melyek a veliik részlegesen
komplementer szekvencidgju mRNS-hez kapcsolodva a célmolekuldk lebontasat
eredményezik, igy gatolva az expressziot. A miR-215 célpontja a B-katenin-kozvetito-
fehérje-1 (CTNNBIP1). Diabéteszben a fokozott miR-215 expresszi6 gatolja a
CTNNBIP1-et, és aktivalja Wnt/B-katenin Utvonalat, amelynek kovetkeztében
fokozddik a TGF-8 kozvetitette EMT a mezangidlis sejtekben és megnovekszik a
fibronektin és az a-SMA expresszio (125). Az integrinek expresszioja és az a-SMA-
pozitiv miofibroblasztok szdma megnovekszik és dontd szerepet jatszik a vesefibrozis
patomechanizmusaban, azonban a feltételezhetéen mindezt feliilrdl (upstream)

befolyasolo SCAI expresszidjanak alakulasat vesefibrozisban még nem vizsgaltak

eddig.
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1.3.2 f3l-integrin szerepe a glomerulus ép strukturdajanak fenntartdsaban

SCAI hidnyaban extrém mértékben n6 a B1-integrin expresszidja. Az integrinek
azonban nemcsak a rakos sejtmigracié fontos szerepl6i, hanem a podocitak B1-integrin
expressziojanak kritikus jelentésége van a glomerulus strukturalis integritdsanak
fenntartasaban (126).

Az integrinek szerepét leginkabb olyan sejtfolyamatokban irtak le, mint a sejt
adhézio, sejt vandorlas, és novekedési folyamatok (127). Az integrinek transzmembran
receptorok, extracellularisan a fokalis adhézid helyén keriilnek kolcsonhatasba a
kollagénekkel. Intracelluldrisan pedig szamos aktin-k6t6 fehérjéhez kapcsolddnak, mint

az o-aktinin, talin, vinkulin, és kotik ezeket az aktin-citoszkeletonhoz.
Kollagén
Fibronektin

| Integrin dimér

Sejt membran

PRTIRRR, S
Aktin @ SRR 5 gaotor fehérjek

6. abra Az integrinek kotik oOssze az ECM-et az aktin citoszkeletonnal. A
transzmembran integrin receptor extracellularis oldaldn fibronektin segitségével kot
hozza az ECM-et alkoté kollagénhez. A fibronektinek az ECM glikoproteinjei. Az
integrin intracellularis oldalan pedig sejtvdzkomponenseket kot, adaptor fehérjéken
keresztiil (vinkulin, talin, a-aktinin) kapcsolodik az aktin sejtvazhoz, 1étrehozva a
fokalis adhézionak nevezett sejtkapcsolo strukturat. Ezen komplexnek fontos szerepe

fenntartasaban. (Forras: http:/lwww.nature.com/scitable/content/integrin-connects-the-
extracellular-matrix-with-the-14707425)

Az integrinek kapcsolata a citoszkeletonnal tobbféleképpen létrejohet. Az

integrin el6szor hozzakot a talinhoz, amely utana hozzakoét a vinkulinhoz, ez az a-
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aktininhoz, az a-aktinin végiil az aktin-citoszkeletonhoz (128) (129) (130). igy az
integrin harom fehérjén keresztiil kotddik az aktinhoz. Emellett a talin kozvetleniil is tud
kotddni az aktinhoz, tehat képes 1étrehozni kapcsolatot az integrin és az aktin k6zott a
masik két fehérje nélkiil (131). Hasonloképp, az a-aktinin is képes a B1-integrinhez
kozvetleniil kot6dni (132) (6. abra).

Az integrinek heterodimer szerkezetii receptorok, két alegységbdl épiilnek fel:
egy a és egy B alegységbdl. A szerevezetben legbdségesebben expresszalodo alegység,
a B1- integrin, legalabb 12-féle o alegységgel tud heterodimert képezni, amelyek a sejt-
sejt kolcsonhatasok létrehozdsdban vesznek részt az extracellularis matrix (ECM)
alkotoival. Az 03,81- és a6,B1-integrin jelentds laminin-ko6té receptor, mig az al,B1- és
a2,B1-integrinek predominans kollagén-koté receptorok (133). Ezen integrinek tobb
szervrendszerben elofordulnak, koztilk a vesében is, ahol mind a tubulusok, mind a
glomerulusok egyarant expresszaljak (133).

A podocita labnytlvany aktin-citoszkeletonbol ¢épiil fel, a glomerularis
bazdlmembranhoz a3,B1-integrin segitségével kapcsolodik. Az a3,B81-integrinrdl
Kimutattak, hogy fontos szerepet jatszik glomerulusok fejlédésében in vivo. Az egerek
elpusztulnak a3 alegység hianyaban még a neonatalis iddszakban, jellemzd kép a
glomerularis kapillaris hurkok abnormalis fejlodése, dezorganizalt GBM és podocita
labnyulvany (134). Specifikusan podocitakban hianyz6 o3 alegység massziv proteinuria
¢és nefrozis szindroma kialakulasahoz vezetett az egerek 5-6 hetes korara. A hathetes
egerek veséjében szklerotizalt glomerulusok, dezorganizalédott GBM, a tubulusokban
hialin volt lathaté fénymikroszkoppal. Elektron-mikroszképpal a podocita
labnyulvanyok levalasa volt megfigyelhetd (135). Specifikusan a B1 alegység torlése
podocitakban még elérehaladottabb glomerulus degeneracidhoz vezetett, mint az a3
alegység torlése. Az egerek 3-5 hetes kordra veseelégtelenség alakult ki a nagymértéki
podocita veszteség miatt (126).

A podocitak csokkent o3,81-integrin expresszidjat kimutattak szdmos human ¢€s
patkany diabétesz modellben (136) (137). Tovabba human és patkany podocyta
sejtkulturaban is csokkent o3,81-integrin expressziét mutattak ki hiperglikémias
koriilmények kozott (138). A podocitak csokkent a3,B1-integrin expresszidjat Szoros
Osszefiiggésbe hozzak a podocitdk GBM-rdl torténd leszakadasaval, amelyek aztan a

vizeletbe keriilnek (139).
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1.3.3 Miofibroblasztok eredete és miikodése vesefibrozisban

A miofibroblasztok a simaizomsejtekhez hasonld, kontraktilis sejtek, amelyek
jellemzéen a- SMA-t expresszalnak (140). A miofibroblasztok a legfébb kollagén-
képzd sejtek kiillonbozd koros allapotokban, mint a sebgydgyulas, a fibrozis és a rdk
(141,142). A miofibroblasztok mikodése azonban valtozatosan alakul a betegségek
progresszidja soran. Sebgyogyuldskor, amikor a szovetek helyreéllitasa befejez6dott, a
miofibroblasztok is eltlinnek (141). Fibrozis esetén a miofibroblasztok folyamatosan
jelen vannak, folyamatos az extracellularis matrix akkumulacio, mignem a mikodo
parenchima helyét elfoglalva a folyamat szervi elégtelenségéhez vezet. Jelenleg a
fibrozisra nincs specifikus gyogymod. A miofibroblaszt miikodés jobb megértése
segithet a hatékony, célzott terapiak megtalalasaban.

A miofibroblasztok fizioldgiads allapotban, endogén mdédon nem fordulnak eld a
szovetekben, hanem fibrozishoz vezetd folyamatok soran differencidlédnak mas
sejtekbdl. A miofibroblasztokat fejlddéstanilag mezodermalis eredetieknek tekintjiik,
azonban a fibrozis soran megjelend miofibroblasztokat tobbfel6l eredeztetik a
kiilonb6z6 kutatasok.

1. Rezidens fibroblasztokbol szarmazé miofibroblasztok

2. Vaszkularis pericita-eredetii miofibroblasztok

3. Epithelialis-mezenchimalis tranziciéo (EMT) eredetii miofibroblasztok

4. Endothelialis-mezenchimalis tranzicido (EndMT) eredetii miofibroblasztok

5. Csontvel6 eredetli miofibroblasztok(143)

A pericitak, elhelyezkedésiiket tekintve, a kapillaris endothélt olelik kortl,
részlegesen a bazalis membranba agyazodnak. A vesében a pericitak nyulvanyai hidat
képezhetnek a tubularis epithél sejtekkel, igy altaluk kétiranyu jelatviteli folyamatok
jonnek létre a kapillaris endothél és a tubuléris epithél kozott. Vesekarosodas esetén a
pericitadk azonmod levalnak a kapillarisok falarol és az intersticialis térbe vandorolnak.
Ott a pericitak aktivalédas utdn heg-képz6 miofibroblasztokka differencidlodnak. A
peritubularis kapillarisok destabilizalodnak pericitdk hianyaban, és ez vaszkularis
regresszidhoz vezet. Eképp szorosan Osszefligg a vesekdrosodéas soran bekovetkezd

vesefibrozis és kapillaris artalom (144).
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Az EndMT kutatasanak az a megfigyelés szolgalt kiindulépontjaul, hogy egyre tobb
tanulmany talalt szoros Osszefliggést a diabéteszben kialakuld mikroalbuminuria és az
endothelidlis diszfunkcid kozott. Li és mtsai. endothelidlis sejtvonalat kovethetd
egereken végzett kisérletében kimutatta, hogy 1 honappal a diabétesz fellépése utan a
kapillarisok endothél sejtjeib6l miofibroblasztok differencialodtak (145).

EMT soran a tubulussejtek eleresztik az egymas kozti sejt-sejt kontaktust, elveszitik
epithél jellegiiket és az epithelidlis sejtekre jellemzd markereket, és de novo
mezenchimalis markereket kezdenek el expresszdlni. Egy vesefibrézist modellez6
transzgenikus egereken végzett kutatas az EMT egyértlemii fontossagat mutatta ki,
amelyben a miofibroblasztok kozel 40%-a szarmazott epithél sejtekbdl (146,147).

Csontveld eredetli sejtek hozzajarulnak a vesekarosodast kovetd regeneracidohoz.
Gyulladéasos jelekre csontveld eredetli sejtek vandorolnak a vesébe, ¢és renalis
tubulussejtek, mezangialis sejtek és endothelialis sejtek jellemz6 markereit kezdik
expresszalni. A vesefibrozis sordn felszaporodd miofibroblasztok egy része
kimutathat6an csontvel6i eredetii. (148-150).

LeBleu és mtsai. kisérletiikben azt irtdk le, hogy renalis fibrézisban a rezidens
fibroblasztokbol szarmaz6 miofibroblasztok az 50%-at teszik az  Osszes
miofibroblasztnak, és proliferacié révén jonnek létre. A maradék 50% nem-proliferald,
¢s csontveld, EMT ¢és EndMT eredetli 35-10-5% aranyban. A vaszkularis pericita
eredeti miofibroblasztokat elhanyagolhatd mértékiinek talaltak vesefibrozisban (151)
Ezzel ellentétben Humphreys €s mtsai. kisérletiikkel kétségbe vontdk az EMT szerepét a
miofibroblaszt képzddésben, és a pericita eredetli differencidciot talaltdk a
legjelentésebbnek  vesefibrozis soran  (152). Vitatott eredetiik ellenére a
miofibroblasztok kulcsfontossagu szerepet jatszanak a vesefibrozis kialakuldséban.

Szoveti sériilés hatasara a miofibroblasztok aktivalédnak és oa-SMA-fehérjét
tartalmaz6 stressz rostokat kezdenek termelni. A miofibroblasztok szekretdlnak tovabba
extracellularis matrix komponenseket, kollagént és matrix metalloproteazokat, amelyek

eredményeként a hegszovet kialakul (153).

1.3.4 Kapcsolat a SCAI és az a-SMA kozott

A miofibroblaszt képzddés {6 markere az Ujonnan megindulé a-SMA
expresszio. Az a-SMA expresszid szabalyozasa rendkiviil 0sszetett, €s szamos jelatviteli
1épést foglal magaba.
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A miofibroblasztok a-SMA expresszidjanak feltétele az aktivalt szérum valasz
faktor (serum response factor, SRF) regulaci6. Az SRF elsddleges szerepet jatszik

majdnem minden simaizom-

specifikus  gén  expresszidjanak

szabalyozéasaban. Az SRF
hozzakotédik a simaizom-specifikus
gének [CC(A/T)6GG]
szekvenciajahoz, mely régiot

roviden CArG boxnak hivnak
(154,155). Az SRF transzkripcids

aktivitaisa megnovekszik, amikor ‘ R1-integrin |
miokardinszeri transzkripcids b
faktorokhoz (myocardin-related

transcription factor, MRTF) kotodik
(156). Az MRTF-ek széleskori

7. abra. A SCAI szabalyozasanak
feltételezett modellje az a-SMA

eloszlast mutatnak a szervezetben,

szabalyozasuk szubcellularis szinten

. . i expresszioban, vesefibrézis soran. A TGF-
torténik az aktin citoszkeletonnal
kolcsonhatasban. Az  MRTF-ek
rendelkeznek egy  N-terminalis

RPEL-doménnel. Az RPEL-domén

B1 jelatviteli utvonal aktivalédasa stimuldlja
az MRTF kotodését az SRF-hez, mely
komplexet alkot a B1 integrin CARG-
elemével €s serkenti az a-SMA expressziot. A

SCAI, hozzakotédve az  MRTF-hez,

aktin kotésére szolgal, tehat az

RPEL révén kotodik az MRTF a G-

aktinhoz. mbsrésat & N gatolhatja ezt a folyamatot.
citoplazmabol a sejtmagba szekvresztalodik. Szoveti stressz hatasara aktivalodnak a
TGF-B1 és a kis GTPazok (RhoA, Racl, Cdc42); megkezdddik az aktin citoszkeleton
reorganizacio; és az MRTF-ek nukledris transzlokacidja, mely Osszekoti az aktin
dinamikat az SRF-fliggd géntranszkripcioval. (157). Az aktivalt kis GTPaz RhoA, Racl
¢s Cdc42 és az utanuk kovetkezd (downstream) jelatviteli komponensek, a miozin

konnytilanc és a p38 foszforilacio (158-160) serkentik a miofibroblasztokban az ECM
komponens és a-SMA kodolo gének transzkripciojat (158,161).
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Brandt és mtsai. 2009-ben irtak le a SCAI fehérjét, amely az MRTF-et gatolja,
ugy hogy az MRTF-hez és az SRF-hez kotédik egy harmas komplexet képezve (117). A
SCAI miukodésének feltérképezése még hianyos. Vesefibrozisban az o-SMA
expresszald miofibroblasztok fontos szerepet jatszanak. Ha a SCAI gatolja az MRTF-et,
¢s ezaltal az a-SMA expressziot, ugy feltételeztiik, hogy olyan allapotokban, ahol
magas a-SMA expressziot talalunk (vesefibrozis), a SCAI expresszionak alacsonynak
kellene lennie (7. abra). Ezt a hipotézist megvizsgalandé diabéteszes nefropatia
modellben tanulményoztuk a SCAI mRNS és fehérje expresszidjat, valamint a szoveti
lokalizacigjat. Kisérleteink arra engednek kovetkeztetni, hogy a SCAI részt vesz a

vesefibrozisban, a jelentds miofibroblaszt marker, a-SMA expresszio gatlasa révén.
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2 Célkitizések

Jol ismert, hogy a diabéteszes nefropatia patogeneziséhez a vese csokkent NO
termelése tarsul. A podocita karosodds molekularis mechanizmusainak feltardsa, és Uj
tipusu kezelési modszerek tesztelése érdekében kisérleteinket az alabbi célkitizésekkel

veégeztiik:

- Befolyasolhato-e a I. tipusu diabéteszes nefropatia progresszidja patkanyban az
NO-cGMP utvonal farmakoterapias timogatasaval, vardenafillal?

- Milyen valtozasokat eredményez a vardenafil kezelés a diabéteszes vesében
szoveti és molekularis szinten?

- Hogyan alakul a podocitdk cGMP expresszidja diabéteszben kezelés nélkiil,

illetve vardenafil kezelés hatasara?

A diabéteszes nefropatia patomechanizmusdnak fontos Szerepldi tovabba az a-
SMA-pozitiv miofibroblasztok, amelyek aktivalodasaban az MRTF-eknek jelentds
szerepe van A SCAI fehérjét az MRTF-ek gatlojaként a tumorsejt invazid fontos
szerepldjének irtak le. Kressner és mtsai. azon tulmenden, hogy tumor szuprimalod
molekulaként irja le a SCAI-t, kisérleteikben a SCAI knock-out egerekben azt
vizsgaljak, hogy SCAI hianya spontan tumorgenezist valthat ki (162). Diabéteszben, a
tumorgenezishez  hasonléoan kdzponti fontossagun az  extracellularis  matrix
felhalmozodas, ugyanakkor a SCAI expresszidé alakuldasa eddig még nem ismert.
Tovabba a SCAI széles korti szoveti eloszlasa ellenére nem ismert a podocitak SCAI

expresszid mintazata.

Mindezek alapjan tovabbi célunk volt annak vizsgalata,

- Hogyan alakul a SCAI expresszi6 diabéteszes vesében?

crer
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3  Modszerek

3.1 Allatok

Kisérletliinket fiatal, harom honapos him Sprague-Dawley patkanyokkal (250-
300 gramm), valamint him 8 hetes FVB/N egerekkel (25-30 gramm) végeztiik (Charles
River, Sulzfeld, Németorszag). Az allathazban biztositott volt szdmukra az allando
2242°C homérséklet, 12 oras vilagossag/sotétség ciklusok, emellett hagyomanyos
ragesalotapot és ivovizet kaptak, ad libitum. A kisérlet megfelelt a laboratoriumi allatok
gondozasardl meghatarozott, Guide for the Care and Use of Laboratory Animals cimii
amerikai szabvanynak (US, National Institutes of Health NIH Publication No. 85-23,
javitott kiadas 1996). A helyi Allatkisérleti Etikai Bizottsag feliilvizsgalta, és

jovahagyta az 0sszes beavatkozast és kezelést a kisérletet megel6zden.

3.2 Diabétesz indukcié patkanyokban

Az allatok szallitast kovetden egy hétig akklimatizdlodtak. Ezutdn a
patkdnyokban I. tipust diabétesz mellituszt indukaltunk streptozotocin (STZ, 60mg/kg)
egyszeri intraperitonealis injekciojaval. Az STZ-t frissen oldottuk fel citrat pufferben
(0,2 mol/L, pH 4.5), és feloldas utan 15 percen beliil beadtuk az allatoknak. A kontroll
allatok tisztan pufferoldatot kaptak. Pontosan 72 ordval késébb digitalis
vércukormérovel ¢€s tesztcsikokkal (Accu-Chek® Sensor, Roche Inc., Mannheim,
Németorszag) meghataroztuk a vércukor értékeket. Azokat az allatokat, amelyeknek a
vércukor értékei 15 mmol/l felettick voltak, diabéteszesnek tartottuk, és bevontuk a

kisérletbe.

3.3 A patkanyok kisérleti csoportjai és kezelési protokoll

A vardenafilos kisérletben a cukorbetegség indukcio sikerének megéllapitasa
utan két csoportra osztottuk a diabéteszes patkanyokat, az egyik lett a pozitiv kontroll
csoport (STZ, n=6), a masik pedig a vardenafil kezelést kapo csoport (STZ-Vardenafil,
n=8). Azok a patkanyok, amelyek csak citrat puffer injekciot kaptak, szolgaltak
egeészséges kontroll csoportként (Kontroll, n=7; 7. abra). A csoportbeosztas utan 8 hétig
kezeltiik az allatokat, a nem-betegeket és a diabéteszes kontroll allatokat citrat puffer

vivoanyaggal (0.01 mol/L), a masik diabéteszes csoportot per os szelektiv
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foszfodiészteraz-5 inhibitor vardenafillal (10 mg/kg/nap) ivovizben feloldva. A napi
folyadékfogyasztast rogzitettiik és a vardenafil dozist folyamatosan hozzaigazitottuk.

A kisérlet végén ismét megmértiik a testtomeget, ezzel egyiitt a vesetomeget is.
A vese mintakat el6szor folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd -80°C-on &riztiik
hiitészekrényben.

A SCAI molekularis szerepének vizsgalatahoz a patkanyokat a diabétesz
indukcidt kotetéen két csoportra osztottuk: Diabéteszes, n=4, és Kontroll, n=4. A

Kontroll csoport allatai streptozotocin helyett csak citrat puffer injekciot kaptak.

3.4 Diabétesz indukcié egerekben

Lévén még nem ismert a patkdny SCAI mRNS szekvencidja, a rendlis SCAI
génexpresszio vizsgalatahoz FVB/N egerekben (n=10) diabéteszt indukaltunk 8 hetes
korban. Ehhez 5 napon keresztiil naponta egyszeri intraperitonealis streptozotocin
injekciot kaptak (STZ, 50 mg/kg/map dozisban, pH 4,5 citrat pufferben frissen oldva
/6sszdozis 250 mg/kg/). A kontroll egerek (n=5) csak citrat puffert kaptak. Egy hét
mulva, négyoras ¢heztetés utan, megmértiik az éhgyomri vércukorszinteket Accu-Check
tesztcsikkal és azokat az STZ-injektalt egereket, akiknek az éhomi vércukor szintje
kisebb volt, mint 20 mmol/l, kihagytuk a kisérletbdl (n=3). Az egereket 8 héttel a

diabétesz indukci6 utan felaldoztuk, és feldolgoztuk a veséjiiket.

3.5 Vérnyomasmérés patkinyokban, vér- és vizeletvizsgalat

A kezelési iddszak leteltével intraperitonealis ketamin (100mg/kg) és xilazin
(3mg/kg) adasaval a patkanyokat elaltattuk, és melegité padra helyeztik oket. A
maghdmérsékletiiket 37°C-on tartottuk. 2F mikrohegyli nyomés-volumen katétert (SPR-
838, Millar Instruments, Houston, TX, USA) illesztettiink a jobb carotis artéridba ¢és az
aszcendald aortdba vezettilk. 5 percnyi stabilizacié utdn rogzitettiik az artérias
vérnyomasértékeket. Az atlagos artérias nyomast (MAP) egy specialis szoftver (PVAN,
Millar Instruments, Houston, TX, USA) segitségével szamitottuk ki.

A vérnyomasmérés végeztével vért vettiink a vena cava inferiorbol, a vérbdl
szérumot készitettlink és ezt hasznaltuk fel a tovabbi mérésre. Steril vizeletmintat

hugyholyag punkcio6 révén nyertiink, kozvetlentil a szervek kivétele elott.
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A szérum és vizelet glukdz, a szérum urea értéket és a vizelet kreatinin
koncentraciot fotometridsan hataroztuk meg Reflotron késziilekkel (Roche, Boehringer-
Mannheim, Mannheim, Németroszag). A vizelet fehérje koncentracio-méréshez BCA
Protein Assay-t (Pierce Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) hasznaltunk. A mért
értekekbdl meghataroztuk a vizelet protein/kreatinin hanyadost (UPCR).

A szérum ciklikus guanozin monofoszfat (cGMP) szinteket kereskedelmi
forgalomban kaphatdé enzim immun-assay (EIA) kittel hataroztuk meg (Amersham
cGMP EIA Biotrak System, GE Healthcare, Buckinghamshire, Egysiilt Kiralysag), a

gyart6 utasitdsainak megfelelden.

3.6  Vese szovettan és immunhisztokémia

A vesemintakat 10%-os pufferolt formalinban fixaltuk 16-24 6rén keresztiil. A
dehidralast és paraffin beagyazast kovetéen 4 pum-es metszeteket készitettiink. A
paraffinos metszetek szovettani kiértékele perjodsav Schiff (PAS) festést kovetden

értékeltiik tortént (PAS staining kit, Merck Chemicals, Darmstadt, Németorszag).

3.7 Glomeruloszklerozis index

A vesekarosodast glomerulosclerosis és tubulointersticialis karosodas mértéke
szerint pontoztuk. Pontozasi rendszeriinkhoz (0-4 fokozat) EI Nahas (163)
glomeruloszkler6zis index (GSI) beosztdsat alkalmaztuk:. 0. fokozat: nincs eltérés,
egészséges glomerulus; 1. fokozat: a kapillarisok kitapadnak a Bowman-tokhoz; 2.
fokozat: mezangidlis matrix felgyiilemlés a glomerulus 25%-4ban; 3. fokozat:
mezangialis matrix felgyiilemlés a glomerulus 50%-aban ¢s kapillaris elzar6dasok; 4.
fokozat: mezangialis matrix felhalmozdodas a glomerulus tobb mint 75%-aban. Minden
allat GSI-jét fénymikroszkopban, 400x-os nagyitds mellett hataroztuk meg 100
kiértékelt glomerulus pontjainak szdmtani kozepébdl. A mintdk kiértékelését vakon

veégeztiik.

3.8 Tubulointersticialis karosodas mértéke

A tubulointersticialis karosodas mértékét masik pontozasi rendszer szerint

becsiiltik meg a fénymikroszkép 100x-0S nagyitasa alatt: 0. fokozat: nincs eltérés; 1-5.
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fokozat aszerint, hogy az aldbbiak koziil hany kritérium teljesiilt az adott latétérben:
tubulustagulat, tubularis atrofia, hialin a tubuluslumenben, mononukleéaris sejtek
intersticialis  infiltracidja, intersticialis fibrozis. A mintdk tubulointersticialis

kiértékelését szintén vakon végeztik.

3.9 Immunhisztokémia lépései

Az immunhisztokémiai festéseket avidin-biotin modszer segitségével paraffinos
metszeken végeztiik. A metszetek rehidralasa leszallo alkohol sorral tortént, 5-5 perces
mosas xilol, 100%-, 100%-, 90%-, 70%-os etil alkohol, végiil desztillalt vizes kadakban.
Ezt kovetéen pH 6,0-os citrat pufferrel torténd forraldssal 20 percig végeztiink antigén
feltarast, mikrohulldmu siitdben. A 20 perces forralast kovetden a metszetek 20 percig
hiilltek szobahdn. Ezutan desztillalt vizes, majd TBS (Tris-buffered saline) pufferben
torténté mosast kovetéen a mintakat TBS-ben oldott 5%-os kecske szérummal
blokkoltuk 30 percig. A blokkolast kdvetéen a metszeteket 4°C-on inkubaltuk egy
¢jszakan keresztiil az alabbi primer antitestekkel:

o fibronektin (anti-fibronektin, nyal poliklonalis antitest, 1:1000, Sigma-
Aldrich, Budapest),

e transzformald novekedési faktor-bétal (anti-TGF-B1 nyul poliklonalis
antitest, 1:100; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA),

e dezmin (anti-dezmin, egér monoklonalis antitest, 1:50, Dako, Frank
Diagnosztika, Budapest),

e nefrin (anti-nefrin, nyul poliklonalis antitest, 1:200, Abcam, Cambridge,
MA, USA),

e nitrotirozin  (anti-nitrotirozin, nyGl poliklonalis antitest, 1:200,
Chemicon/Millipore, Billerica, MA, USA),

e CGMP (anti-cGMP, nyul poliklonalis antitest, 1:2000, AbD Serotec,
Diisseldorf, Németorszag).

e SCAI (anti-SCAI, nyul poliklonalis antitest, 1:1000, Sigma-Aldrich,
Budapest)

Masodlagos antitestként biotinilalt kecske anti-nyal SuperSensitive Link-et (Biogenex,

San Ramon, CA, USA) hasznaltunk, a gyarté eldirdsanak megfeleléen 30 perces
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inkubécids id6vel. Ezt kovetden alkalikus foszfatazzal konjugalt streptavidinnel (AP
Link, Biogenex) inkubaltuk a mintdkat Gjabb 30 percig. Végiil alapos TBS mosast
kovetden a metszeteket Fast Red szubsztrattal hivtuk el¢ (Dako, Frank Diagnosztika,

Budapest).

Az immunhisztokémiai reaktivitdst fénymikroszkoppal vizsgaltuk 400x-0S
nagyitason, Szemikvantitativ pontozasi modszer segitségével. A desmin, TGF-B és
SCAI festédést az alabbi pontozasi (score) rendszerrel értékeltiik ki: O pont: nincs
festddés; 1 pont: gyenge festddés; 2 pont: mérsékelt festddés; 3 pont: erds festodés.

A fibronektin festddést és a glomerularis cGMP tartalmat Hirschberg és mtsai.
nyoman a kovetkezoképp értékeltiik (164): intenzitas érték (1 pont: gyenge festddés; 2
pont: mérsékelt festddés; 3 pont: erds festddeés) €s teriileti kiterjedés érték (1 pont: O-
10%-nyi teriileten pozitiv festddo sejtek; 2 pont: 11-50%-nyi teriileten pozitivan festédod
sejtek; 3 pont: 51-80%-nyi teriileten pozitivan fest6dé sejtek) meghatarozasa utan
latoterenként atlagot szdmoltunk, majd az intenzitds értéket Osszeszoroztuk a teriileti
kiterjedés értékekkel.

A nefrin és cGMP kett6s festést fagyasztott metszeteken végeztiik. Az acetonban
fixalt metszteket PBS oldatban rehidraltuk, majd 5%-os kecske szérummal blokkoltuk.
Az els6dleges antitestekkel (anti-cGMP, 1:4000, AbD Serotec, és tengeri malac
poliklonalis anti-nephrin, 1:500, Fitzgerald Industries, Acton, MA, USA) egy éjaszakan
at inkubaltuk 4 °C-on. PBS oldatos mosast kovetden a masodlagos antitestekkel
(Dylight-488 konjugalt szamar anti-tengeri malac és Cy3 konjugalt szamar anti-nyul,
mindkettd 1:500 higitasban, Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA)
inkubéltuk 2 dran keresztiil szobahdmérsékleten. Mosas utan lefedtiik a metszeteket és
fluoreszcens mikroszkop alatt értékeltiik ki dket.

A minték kiértékelését vakon végeztiik.

3.10 Western-blot

Allatonként 20 mg teljes vese mintat homogenizaltunk protedz inhibitort
tartalmazo, jéghideg RIPA lizis pufferben (radioimmunoprecipitation assay buffer:
50mM TRIS pH 7-8; 150mM NaCl; 0,1% SDS; 0,5% Na-deoxikolat; 1% NP-40;

EDTA-free complete mini proteaz inhibitor, Roche), 2 ml-es szovet homogenizald
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e yey

modszerrel mértiik meg (BCA Protein Assay kit Pierce, Rockford, IL, USA): 10 ul
mintdhoz 1 ml BCA reagenst adtunk, majd 37°C-on 30 percig inkubaltuk a mintakat,
majd ,.blank” ellenében 562 nm-en spektrométerrel (Victor Multilabel plate reader,
Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) meghataroztuk az abszorbanciat. Az egyes
abszorbancia értékekhez tartoz6 fehérje koncentraciokat marha szérum albumin higitasi
sor alapjan készitett standard gorbe segitségével hataroztuk meg.

Futtatas el6tt a mintakhoz 2x Laemmli puffert adtunk (375 mM TRIS (pH 6,8),
10% SDS, 20% glicerin, 0,005% bromfenol kék és 2% B-merkaptoetanol) és 100 °C-on
5 percig forraltuk szaraz blokkmelegitd segitségével (dry block heater, Thermo
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).

A mintdkat 10%-os redukaldo natrium-dodecil-szulfat (SDS)-poliakrilamid
géleken szeparaltuk Mini Protean II és III apparatusok (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA) segitségével. A mintakbol azonos mennyiségli (40 ng) fehérjét toltottiink a
gélekre, majd 160 V fesziiltségen futattuk a kovetkezé pufferben (50 mM TRIS (pH
8,3), 196 mM glicin, 0,1% SDS). A fehérjéket szeparalédas utan nitrocelluloz
membranra (Bio-Rad) transzferdltuk Towbin-féle transzfer pufferben (25 mM TRIS,
192 Mm glicin, 20% metanol, pH 8,3) 100 V fesziiltséggel, 90 percig. A transzferalas
hibdit a membran Ponceau S festésével ellendriztiik. A membranokat 5% tejport és
0,1% Tween-20-at tartalmazd TBS oldatban (20 mM TRIS, 137 mM NaCl) blokkoltuk
1 oran keresztiil. Majd révid T-TBS-sel végzett mosas utan, a membranokat 4 °C-on
egy egész ¢jszakan keresztiil inkubaltuk az elsddleges antitestet tartalmazé oldatokban:

e nyul poliklonalis anti-PDE5a antitest (1:1000, Enzo, Plymouth Meeting,
PA, USA); vagy
e cgér monoklonalis anti-SMA (1:1000, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)
e cgér monoklonalis anti-glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH)
antitest (1:2000, Millipore, Billerica, MA, USA).
Masnap a membranokat 6-szor 5 percig mostuk T-TBS oldattal, majd peroxidaz
konjugalt méasodlagos antitest oldatban (anti-nytl 1gG vagy anti-egér IgG, 1:2000, Cell
Signaling, Danvers, MA, USA) inkubaltuk a membranokat egy 6ran keresztiil. Végiil a

membranokat alaposan mostuk T-TBS-sel, ¢és a peroxiddz-pozitiv csikokat
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kemilumineszcens reakciéval (ECL, Pierce Thermo) jelenitettik meg. Az
immunoreaktiv csikok felett a reakcio altal emittalt fényt GeneGnome (Syngene,
Frederick, MD, USA) képalkotoval és a hozzatartozo szoftverrel detektaltuk és

analizaltuk.

3.11 Kvantitativ RT-PCR (gPCR)

100 mg teljes vese homogenizatumbol izolaltuk az 6ssz RNS-t, SV Total RNA
kit (Promega, Madison, WI, USA) segitségével a gyarté protokollja szerint. Az RNS
koncentraciot fotometriasan hataroztuk meg 260 nm-en (NanoDrop, Thermo). Az RNS
integritdst 1%-os agardz gél-elektroforézissel ellendriztiik. A mintdkat etidium
bromiddal festettiik meg, majd mintanként 1 pg RNS-t toltottiink a gélre, végiil UV
fényben vizualizaltuk a megjelend 28S és 18S rRNS csikokat (G-Box, Syngene).
Minden tovabbi vizsgalatot csak intakt RNS esetén végeztiink, ahol a 28S és a 18S
rRNS-ek aranya 2:1.

Mindegyik PCR reakcié egy BioRad CFX thermal cycler (BioRad, Hercules,
CA, USA) késziilékben tortént, Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Forster City, CA, USA) felhasznalasaval, 95°C-on 15 s és 60°C-on 60 s 40
cikluson keresztiil. A reverz transzkipciot az Applied Biosystems High Capacity cDNA
Reverse Transcription kit (Applied Biosystems) segitségével végeztiik 2ug RNS-sel és
random primerekkel Gsszesen 25ul térfogatban. A qPCR reakcidk specificitasat és
hatékonysagat az olvadéasi gorbék és standardok analizise igazolta. Minden mintat
duplikatumban mértiink, és GAPDH expressziora normalizaltunk, a 2 formula
segitségével. A felhasznalt primer szekvencidk a kovetkezok:

Patkany: TGF-B1 szenz: 5S-CACCATCCATGACATGAACC-3;
TGF-B1 antiszenz: 5S-TCATGTTGGACAACTGCTCC-3;
eNOS szenz: 5-TGACCCTCACCGATACAACA-3;
eNOS antiszenz: 5- CTGGCCTTCTGCTCATTTTC-3;
nNOS szenz: 5-GACAACGTTCCTGTGGTCCT-3
nNOS antiszenz: 5-TCCAGTGTGCTCTTCAGGTG-3
Nefrin szenz: 5-GCCTCTTGACCATCGCTAATG-3
Nefrin antiszenz: 5-GACAACCTTCAGTCCCAGTG-3
Podocin szenz: 5-TCCCTTTTCCATCTGGTTCTG-3
Podocin antiszenz: 5-CTTGTGATAGGT-GTCCAGGC-3;
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GAPDH szenz: 5-CAATGACCCCTTCATTGACC-3
GAPDH antiszenz: 5-CGCCAGTAGACTCCACAACA-3;
Egér: SCAIl-szenz: 5-ACCCCTGTTCATCGTTGTG-3,
SCAl-antiszenz: 5-CGAGTGGCTGTCCAAACAA-3;
GAPDH-szenz: 5-CTTTGTCAAGCTCATTTCCTGG-3,
GAPDH-antiszenz: 5-TCTTGCTCAGTGTCCTTGC-3.

A PCR kondiciok a kovetkezok voltak: patkany GAPDH: 95 °C 10 s, 57 °C 10 s, 72°C
20s; TGF-b1: 95°C 105,54 °C 10's, 72 °C 18 s; eNOS: 95°C 10 s, 62 °C 10 s, 72 °C
12 s, egér SCAI és GAPDH: 95°C-on 15 s és 60°C-on 60 s. A PCR reakciok
specificitasat az olvadasi gorbe analizisével igazoltuk. Minden mintat génspecifikus
standard gorbével kvantifikaltunk, és az eredmények kiértékelésében minimum harom

parhuzamos mérés atlagértékét vettiik figyelembe.

3.12 Egér podocita sejtvonal vizsgalata

Kisérletiinkben immortalizalt termoszenzitiv SV40-T génnel transzfektalt egér
podocita sejteket hasznaltunk (Mundel et al., 1994, Jeffrey Kopp, NIH). A podocitikat
33°C-on permissziv koriilmények kozott novesztettiik fel, kollagén 1 oldattal
feliiletkezelt sejttenyészté flaskdban, RPMI 1640-es médiumban (Sigma-Aldrich),
amely tartalmazott még 1 x PenStrep (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 10%
FBS-t (fetal bovine serum) (PAA Laboratories, Eotbicoke, Ontario, Kanada), és 30
U/ml egér interferon-y-t (Miltényi Biotec, Bergisch Gladbach, Németorszag). A
negyedik passzalast kovetden, amikor a sejtek elértek a 70%-os konfluenciat, két
csoportra osztottuk a plate-eket (n=5 plate/csoport), megvontuk az interferon-y-t, és
37°C-on nem-permissziv koriilmények kozott differencialtattuk a sejteket. Ot napos
differencialodast kovetden az egyik csoport az SmM glukdzt tartalmazoé médiumot kapta
tovabbra is (Normoglikémias), a masik csoport 25mM glukézt tartalmazé médiumot
kapott (Hiperglikémids). A sejtekbdl 48h és 7 nap utan RNS-t izolaltunk Trizol oldattal
(Invitrogen) a gyarto eldirasa szerint. A reverz transzkripciot és a PCR reakciot a mar

el6zbleg emlitettek szerint végeztiik.
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3.13 Statisztikak

Minden adatot atlag + szoras (SD) formaban tiintettiink fel. A csoportok kozotti
kiilonbségek kiértékelésére eldszor normalitds vizsgalatot végeztiink. A normal
eloszlasu funkcionélis mérések €s a vér laborértékek eredményeit ANOVA segitségével
hasonlitottuk 6ssze Tukey post-hoc teszttel. A nem normal eloszlast mutatd szdvettani,
immunhisztokémiai és qPCR eredményeket Kruskal-Wallis teszttel vizsgaltuk. A
szignifikancia szintet p<0,05 értéken hataroztuk meg, a kiértékelést SPSS 10.0 szoftver
segitségével végeztiik (SPSS Inc, IBM, Armonk, NY, USA).
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4  Eredmények

4.1 A ciklikus GMP szint emelése szelektiv foszfodiészteraz-5 gatloval csokkentette a

podocita kdrosodds mértékét diabéteszes patkdanyban

4.1.1 Vardenafil kezelés hatisira megemelkedett a szérum cGMP szint diabéteszes

allatokban

454

| 3
|
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35-
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0

Kontroll STZ STZ - Vard

8. abra: A szérum cGMP valtozasa
vardenafil hatasara. #:p<0.05 vs. STZ
(ANOVA). Diabétesz hatasara tendencidjaban
csokkent a c¢cGMP szint, mig a vardenafil
kezelés szignifikdnsan megemelte a cGMP
szintet. (Kontroll, n=7; STZ, n=6; STZ-Vard,
n=8)

A szérum cGMP szint a
kezeletlen diabéteszes csoportban
tendenciajaban alacsonyabb volt,
mint az  egészséges  kontroll
csoportban, de a kiilonbség nem volt
szignifikans feltehetéen a kontroll
allatok nagy szorasa miatt. A
vardenafillal kezelt allatok
széruméban ezzel szemben mindkét
csoportnal szignifikdnsan magasabb
CGMP értéket mértiink, ami igazolja
a PDES gatlo kezelés hatdsossagat
(8. abra).

412 A vardenafil kezelés nem
befolyasolta a metabolikus
paramétereket, a veSehipertofiat és a

vérnyomast

Diabétesz indukcié utan az érintt csoportokban (STZ és STZ-Vardenafil) a

szérum glukéz szintek és a napi vizfogyasztas jelentésen megnovekedett (9. abra). A

vardenafil kezelés nem befolyasolta ezeket a paramétereket.
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9. abra A szérum glukoz szint (balra) és a napi vizfogyasztas (jobbra) diabétesz
indukci6 utan. *:p<0.05 vs. Kontroll (ANOVA) (Kontroll, n=7; STZ, n=6; STZ-Vard,
n=8)

A csoportokban mért atlagos testtomeg nem kiilonbozott szignifikdns mértékben,
bar a diabéteszes allatok testtomege tendenciajaban kisebb volt, mint a nem diabéteszes
kontrolloké. Ugyanakkor szignifikans vese hipertrofia alakult ki a cukorbeteg
allatokban, amelyet a megnovekedett vesetomeg/testtomeg arany is mutat. A vardenafil
kezelésnek nem volt hatisa sem a testtomegre, sem a vesetomegre, a kezeletlen

diabéteszes csoporthoz képest (10. abra)
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10. abra: A testtomeg (balra, gramm) és a testtomegre normalizalt vesetomeg
(jobbra, milligramm vese/gramm testsuly) a kezelési csoportokban. *:p<0.05 vs.
Kontroll (ANOVA) (Kontroll, n=7; STZ, n=6; STZ-Vard, n=8)

47



DOI:10.14753/SE.2015.1803

A szérum urea szintek a diabéteszes allatokban magsabb volt, mint a kontroll
csoportban. A vardenafil kezelés nem volt hatassal a szérum urea szintekre. Az artérias

kozépnyomas (MAP) értékei azonban nem kiilonboztek a harom csoportban (1.

tablazat).
Szérum urea (mmol/l) | Artérias kozépnyomas MAP (Hgmm)
Kontroll 53.1+ 9.8 772+ 8.1
STZ 73.2 +£16.7* 72.8 £5.1
STZ-Vard 64.1 +13.9* 77.6 +12.8

1. tablazat: A szérum urea (balra, mg/dl) és artérias kozépnyomas (MAP)
(Jobbra, Hgmm) a kezelési csoportokban. *:p<0.05 vs. Kontroll (ANOVA)
(Kontroll, n=7; STZ, n=6; STZ-Vard, n=8)

4.1.3 Diabéteszes dllatokban vardenafil kezelés hatasdra csokkent a proteinuria, a

glomerularis remodelling, a fibronektin és a TGF-f1 expresszio

A cukorbetegség kovetkeztében glomeruldris és tubularis karosodas jott 1étre,
amit a kezeletlen allatoknal (STZ) mért emelkedett vizelet protein/kreatinin hdnyados
(UPCR) jellemez. Vardenafil kezelés hatasara szignifikansan csokkent a vizelet
protein/kreatinin hanyados (11. abra F).

Az allatok veséjébdl késziilt metszeteket PAS festés utan vizsgéltuk meg
fénymikroszkoéposan. A nem diabéteszes kontroll allatok veséje egészséges volt. Az
STZ-Kontroll allatok vesé€jében glomerularis hipertrofiat, enyhe mezangialis
kiszélesedést, és a Bowman-tokhoz vald kitapadast talaltunk. A tubulointersticialis
karosodast az STZ allatokban tubularis dilatacio és atrofia jellemezte. Vardenafil
kezelés hatisara szignifikdnsan csokkent a kezelt diabéteszes patkanyok
glomeruloszklerdzisa és a tubulointersticialis elvaltozasok mértéke (11. abra ABCDE).
Mononuklearis sejtek besziirddése nem volt tapasztalhaté a nem diabéteszes kontroll
vesékben, és a diabéteszes vesékben is kezeléstdl fiiggetleniil csak minimalis

mértékben.
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11. abra Vesék szovettani kiértékelése és vizelet protein/kreatinin hanyados.
Fent: reprezentativ képek (400x nagyitas) a PAS-festett vesék metszeteibdl. Normalis
glomerularis struktara lathatod a kontroll vesében (A), enyhe mezangialis expanzid és
Bowman-tokhoz kitapadas az STZ csoportnal (B), és normal struktara az STZ-Vard
csoportban (skala: 50 um), D, E: glomerularis és tubularis karosodas kiértékelésének
grafikonjai. F: vizelet protein/kreatinin hanyados (mg/mg). *:p<0.05 vs. Kontroll, #:
p<0.05 vs. STZ (Kruskal-Wallis) (Kontroll, n=7; STZ, n=6; STZ-Vard, n=8)

Immunhisztokémiai vizsgalatok soran az STZ-Kontroll éallatok veséje fokozott

fibronektin expressziot mutatott az egészséges kontrollhoz viszonyitva. A vardenafillal
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12. abra Fibronektin immunfestés. Reprezentativ mikrofényképeken (400x-0S
nagyitdsban) lathatjuk a glomerulus és a tubulointersticium enyhe fest6dését a
Kontroll csoportban (A), erésebb festédést az STZ csoportban (B), és enyhe
festodést az STZ-Vard csoportban. Skala: S50pm.
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kezelt csoportban a festddés szignifikansan gyengébb volt, ami a kezelés antifibrotikus

hatasara utal. (12. és 13. abra)
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13. abra Glomerularis és tubulointersticialis fibronektin immunfestés pontozas

grafikonjai. *:p<0.05 vs. Kontroll, #: p<0.05 vs. STZ (Kruskal-Wallis) (Kontroll,

n=7; STZ, n=6; STZ-Vard, n=8)

A teljes vese homogenizatumbol mért TGF-f1 mRNS expresszié szignifikansan

magasabb volt a kezeletlen cukorbeteg (STZ-Kontroll) allatokban, mint az egészséges

kontrollokban. A vardenafil kezelés
(STZ-Vardenafil) normalizalta a
TGF-B1 mRNS expressziot (14.
abra), amely szintén a kezelés
antifibrotikus hatasat mutatja.

A TGF-B1 fehérje
expresszidjanak immunhisztokémids
kiértékelésénél az STZ-Kontroll
allatoknak mind a glomerulusaiban,
mind a tubulointersticiumaban
fokozott expressziot talaltunk a
kontrollokhoz képest. Ezzel
szemben a vardenafillal kezelt
csoportban a  festddés  joval
gyengébb volt (15. abra ACE, 16.
abra AB), ami jol korrelal az mRNS

expresszios vizsgalat eredményével.
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14. abra: TGF-f1 mRNS expressziéo a
vesében. *:p<0.05 vs Kontroll, #: p<0.05 vs.
STZ (Kruskal-Wallis) (Kontroll, n=7; STZ,
n=6; STZ-Vard, n=8)
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15. abra: TGF-p1 és dezmin immunhisztokémia reprezentativ képei. Kontroll
(A, B), STZ-Kontroll (C, D) és STZ-Vard (E, F). A, C, E: TGF-f1 fehérje

expresszio. B, D, F: dezmin expresszid a podocitdkban. (400x nagyitas)
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16. abra. TGF-p1, dezmin és nefrin immunexpresszio kiértékelésének grafikonos
megjelenitése. TGF-p1 fehérje expresszidé mind a glomerulusokban (A), mind a
tubulo-intersticiumban (B) fokozodott kezeletlen diabéteszes patkanyokban, amit a
vardenafil kezelés szignifikansan csokkentett. A podocita dezmin (C) és nefrin (D)
expresszid a podocitakarosodast egymashoz képest forditott modon jelzik. A dezmin
expresszio megndvekedett diabéteszben, és vardenafil kezelésre csokkent az
expresszioja. A nefrin expresszio lecsokkent diabéteszben, és vardenafil kezelésre
normal szintre emelkedett. Szemikvantitativ kiértékelés. *:p<0.05 vs. Kontroll,
#: p<0.05 vs. STZ (Kruskal-Wallis) (Kontroll, n=7; STZ, n=6; STZ-Vard, n=8)
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4.1.4 Vardenafil kezelés hatasara helyredllt a podocitak cGMP tartalma és csokkent a
podocita kdarosodas mértéke

Immunblott segitségével fokozott PDES expressziot talaltunk mind a kezeletlen,

mind a kezelt diabéteszes allatok veséjében az egészséges kontrollokéhoz képest

(p<0.05, 17. abra).
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17. abra A vesék PDES5 expressziojanak immunoblot analizise. Balra a PDES
(132kDa) és GAPDH (38kDa) reprezentativ blotjai lathatok (n=2/csoport). A PDES
expressziot minden csoport esetén harom gél eredményeinek 4tlagabdl szdmoltuk
(n=2/csoport/gél). A PDES5-t expressziot GAPDH-hoz normalizaltuk, és egy, a
kontroll csoportba tartozé kalibrator minta expresszidjahoz (amit 1-nek vettiink)
hasonlitottuk minden tdbbi minta expresszidjat. *:p<0.05 vs. Kontroll (Kruskal-
Wallis) (Kontroll, n=7; STZ, n=6; STZ-Vard, n=8)

Immunfestéssel jelentds mértékii glomerularis cGMP-t talaltunk az egészséges
kontroll vesékben, nagyrészt a podocitak citoplazmajaban (19. abra A, nyilakkal jelolve,
illetve a mellékképecskén) és kisebb mértékben az endotél sejtekben. A kezeletlen
diabéteszes patkanyok glomerulusaiban alacsonyabb volt a cGMP festddés intenzitasa,

amely vardenafil kezelésre szinte teljesen normalizalodott (18. abra B, C). Hasonlo
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eredményt tapasztaltunk a tubularis cGMP festés kiértékelésekor. Mindez arra utal,
hogy a vardenafil kezelés a PDES gatlasa révén segit megdrizni az intracellularis cGMP

tartalmat diabéteszes vesékben.
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18. abra ¢GMP immunfestés reprezentativ mikrofényképei és kiértékelése. A
mikrofényképek 630x-os nagyitasban, illetve a mellékképecskén a podocitak 1000x-
es nagyitasban lathatok. Az intenziv cGMP festddés a nyilakkal jeldlt podocitakban
¢s endotélsejtekben (A), az STZ-csoportban csaknem eltiinik (B), az STZ-Vard
csoportban helyreéll (C). Skdla: 50um. Aldbb a glomerularis és tubulointersticidlis
cGMP fest6dés kiértékelésének grafikonjai. *:p<0.05 vs. Kontroll, #: p<0.05 vs.
STZ (Kruskal-Wallis) (Kontroll, n=7; STZ, n=6; STZ-Vard, n=8)

Fluoreszcens kettés immunfestés segitségével a ¢cGMP és a nefrin jelentds
glomerularis kolokalizacidjat talaltuk az egészséges kontroll és az STZ-Vard vesékben.
Ezzel szemben a kezeletlen diabéteszes patkanyok veséiben a cGMP fest6dés
gyakorlatilag hianyzott a nefrin-pozitiv sejtekbdl. (19. abra). A cGMP-pozitiv teriiletek
2-5%-aban nem volt nefrin kolokalizacio a kapillaris kacsokban, amely feltehetéen az

endotél sejtek cGMP festését mutatta (20. abra).

54



DOI:10.14753/SE.2015.1803

Nefrin cGMP Nefrin + cGMP

Kontroll

STZ
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19. abra Nefrin és ¢cGMP lokalizacidja kettés immunfluoreszcens festéssel. A
nefrin festéssel a podocitak abrazolédnak a kontroll, az STZ és az STZ-Vard
csoportokban (zold szin, bal oszlop). Bdséges cGMP festddés figyelhetd meg a
kontroll és STZ-Vard glomerulusokban, mig az STZ csoportban szinte nincs cGMP
festédés (piros szin, kozépso oszlop). Kettds festéssel lathatdo a cGMP és a nefrin ko-
lokalizécioja (sarga szin), miszerint a diabétesz és a vardenafil kezelés befolyasolja a
podocitak cGMP tartalmat. (630x-os nagyitas, skala: 50 um) (Kontroll, n=7; STZ,
n=6; STZ-Vard, n=8)
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20. abra Nefrin és c¢GMP kettés immunfluoreszcens festés kiértékelése: a
pozitivan festddott teriilet hogyan aranylik az G6ssz-glomerularis teriilethez képest
kontroll (A), STZ (B) és STZ-Vard (C) csoportokban. (Z6ld nefrin, sarga nefrin +
cGMP, piros cGMP) Diabéteszben kevesebb podocita és cGMP rajzolodott ki, de
vardenafil kezelésre normalizalodott. *:p<0.05 vs. Kontroll, #: p<0.05 vs. STZ
(Kruskal-Wallis). (Kontroll, n=7; STZ, n=6; STZ-Vard, n=8)

Mivel az egészséges podocitak jelentds mennyiségli cGMP-t tartalmaztak, a
podocita karosodas mértékét is vizsgalni kivantuk a ¢cGMP tartalom valtozasanak
tikrében. Ehhez dezmin és nefrin immunfestést végeztink. A kezeletlen STZ
csoportban szignifikdnsan magasabb volt a dezmin expresszio, mint a nem-diabéteszes
patkanyok veséjében. A vardenafil kezelés szignifikansan csokkentette a dezmin
expresszio mérteket, a nem-diabéteszes és az STZ csoportban mérthez képest egy koztes
szintre allitotta be (15. abra BDF és 16. abra C). Ezzel szemben a nefrin expresszid

szignifikansan lecsokkent az STZ-csoportban a nem-diabéteszes csoporthoz képest,
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amely a vardenafil kezelés hatdsara normalizalodott (16. abra D). A vesekdrosodas
progresszidja soran altalaban a podocitak nefrin és podocin expresszidja csokken, amely
fokozodo proteinuriaval jar egyiitt. Kisérletiinkben mind a nefrin, mind a podocin
mRNS expresszidgja megkozelitdleg 50%-kal csokkent diabétesz hatdsara a nem-

diabéteszes csoporthoz képest, amely vardenafil kezeléssel visszaallt a normalis szintre
(21. abra).
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21. abra Nefrin (balra) és podocin (jobbra) MRNS expresszi6 a harom
csoportban. A nefrin és podocin fontos, rés-diafragmat alkotdé fehérjék,
expressziojuk  lecsokkent  diabéteszben,  vardenafil = kezelésre  azonban
normalizalodott. *:p<0.05 vs. Kontroll, #: p<0.05 vs. STZ (Kruskal-Wallis teszt)
(Kontroll. n=7: STZ. n=6: STZ-Vard. n=8)

4.1.5 A vardenafil kezelés nem befolydsolta az oxidativ stressz markereit diabéteszes

patkanyokban

A lokalis oxidativ stressz egyik lehetséges markereként nitrotirozin
immunfestést végeztliink. A szemikvantitativ kiértékelés a kezeletlen diabéteszes allatok
(STZ-Kontroll) glomerulusaiban ¢és tubulointersticiumaban emelkedett nitrotirozin
festédést mutatott, az egészséges kontrollokhoz képest. Ugyanakkor a vardenafil
kezelés nem befolyasolta a nitrotirozin képzodést (2. tablazat).

Az NO szintaz (NOS) valtozas detektalashoz mindharom izoforma (NNOS,
eNOS ¢s iNOS) mRNS expressziojat megvizsgaltuk. Az nNOS expresszié a kezeletlen
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¢és kezelt diabéteszes allatokban szignifikansan emelkedett volt, azonban a vardenafillal
kezelt allatokban szignifikansan kisebb mértkében emelkedett a kezeletlenekhez képest.
Az eNOS expresszi6 tendencidjaban magasabb volt a diabéteszes allatokban a kontroll
csoporthoz képest, de a kiilonbség statisztikailag nem szignifikdns. A vardenafil kezelés
nem befolyasolta az eNOS expressziot. Az iNOS mRNS expresszidja mindharom

csoportban hasonloan alakult (2. tablazat).

Nitrotirozin qPCR NO szintaz izoformak
glomerularis tubularis eNOS nNOS INOS
Kontroll 0.19+0.08  0.18+0.15 | 0.66+0.12 0.81+0.39  0.63+0.17
STz 0.64+£0.07" 0.56+0.11" | 0.96+0.16 9.68£3.28"  0.65+0.24
STZ-Vard 0.56+0.14" 0.59+0.07" | 0.93+0.28 529+2.09% 047+0.19

2. tablazat Nitrotirozin immunfestés és NO szintaz izoformiak qPCR eredményei.
*:p<0.05 vs. Kontroll, #: p<0.05 vs. STZ (Kruskal-Wallis) (Kontroll, n=7; STZ, n=6;
STZ-Vard, n=8)
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4.2 SCAI expresszio vizsgalata diabéteszes nefropdtiaban

4.2.1 Diabéteszes nefropatia patkanymodellben szignifikansan csékkent a SCAI

fehérje expresszio a tubulusokban

Diabétesz indukcio hatdsara megemelkedett a vizelet protein/kreatinin hanyados,

a szérum glikoz, és a szérum urea érték a diabéteszes patkdnyokban a nem-

diabéteszesekhez képest. (22. abra A, B, C)
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22. abra Vércukor (A) szérum urea (B) és vizelet protein/kreatinin hanyados (C). *:

p<0.05 vs. Kontroll (Kruskal-Wallis) (Kontroll, n=4; Diabéteszes, n=4)
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23. abra Vesék szovettani Kkiértékelése. Balra: glomeruloszkler6zis-, jobbra:

tubulointersticialis karosodas mértéke *: p<0.05 vs. Kontroll (Kruskal-Wallis)

(Kontroll, n=4; Diabéteszes, n=4)

59



DOI:10.14753/SE.2015.1803

A diabéteszes allatokban glomerularis és tubulointersticialis karosodas alakult Ki:
mezangialis kiszélesedés és tubularis atréfia, hialin lerakodasok és enyhe mononuklearis
sejtes beszlirddés, amely a korai diabéteszes nefropatiara jellemz6 (23. abra).

kontroll DM

GAPDH = e e cne ess ess e e 38 kD

24. abra Patkanyvese SCAI és a-SMA expresszioja diabéteszes és kontroll
csoportban. Bels6 kontroll fehérjeként GAPDH-t hasznaltunk. A kontroll csoportban
er6s SCAI és gyenge a-SMA expresszido mutatkozott. Diabéteszben (DM) a SCAI

expresszio szignifikansan lecsokkent, mig az a-SMA expresszidja megnott.

SCAI festddés intenzitas
o
(=]

Kontroll Diabéteszes

25. abra SCAI immunfestés kontroll (A) és diabéteszes (B) vesében. A kontroll
vese tubulus sejtjeiben (nyilak) intenziv SCAI fest6dés lathatd, az interkalaris
sejtekben még erdsebb a festddés. A diabéteszes vese tubulus sejtjeiben (nyilak)
gyengébb SCALI festddés lathatd, de az interkalaris sejtek festddése itt is intenziv.
Als6 abra: SCAI immunfestés szemikvantitativ kiértékelése. *: p<0.01 vs. Kontroll

(Kruskal-Wallis) (Kontroll, n=4; Diabéteszes, n=4)
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Hogy alatdmasszuk az elképzelésiinket, Western blottal ellendriztiikk, hogy
fennall-e a SCAI és az SMA expresszi6 forditott ardnyossdga a kontroll és beteg
vesékben. Ehhez a kontroll és diabéteszes patkdnyok vese medulldjat hasznaltuk fel. A
Western blot csokkent SCAI expressziot mutatott ki a diabéteszes patkanyokban, mely
szignifikans o-SMA taltermelddéssel parosult a Kontrollhoz képest. Tehat fennallt a
forditott aranyossag a SCAI és az SMA expresszio kozott (24. abra).

A kontroll vesék tubulus sejtjeiben intenzivebb sejtmagi SCAI festédés volt
lathatd, mint a diabéteszes vesék tubulus sejtjeiben (25. abra).

A podocitak mindkét csoportban hasonldan festddtek, bar a diabéteszes
glomerulusokban tendencidjaban erdsebb SCAI festddés volt megfigyelhetd, mint a

Kontroll csoportban (26. abra).

26. abra Kontroll vese (bal oldali) és diabéteszes vese (jobb oldali) reprezentativ
glomerulusanak SCALI festése. A diabéteszes vese podocitaiban hasonld mértékii a

SCALI expresszi6 a kontrollhoz képest.

4.2.2 Diabéteszes egerek teljes veséjében csokken a SCAI mRNS expresszioja

Annak érdekében, hogy ne csak a fehérje, de mRNS expressziordl is képet
kapjunk, diabéteszes egerek veséjében megvizsgaltuk a SCAI mRNS expresszio
mértékét. A SCAI mRNS expresszio szignifikansan, mintegy 50%-al alacsonyabb volt a
diabéteszes egerek veséjében az egészséges kontroll csoporthoz képest (27. abra). Ez az
eredmény megfelel a diabéteszes patkanyok veséjében Western blottal és

immunfestéssel talalt SCAI fehérje expresszio csokkenésének.
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27. abra Teljes vese SCAI mRNS expresszié csokken diabéteszben. Kruskal-Wallis,
*p=0,01. (Kontroll, n=5; Diabéteszes, Nn=3)

4.2.3 Hiperglikémia hatasara fokozodik a podocitak SCAI mRNS expresszidja in Vitro

Mivel a glomerularis, ezen belil is a podocita SCAI immunfestddés
tendencidjaban erdsebb volt diabeteszes patkdnyokban, a podocitdk hiperglikémidra
adott valaszat in vitro is megvizsgaltuk. Egér podocita sejtekben a hiperglikémias (25
mmol/l glukéz) csoportban 48 oOra utan enyhén, mintegy 20%-ak magasabb SCAI
expressziot mértiink, mely 7 nap utdn még tovabbi 40%-al emelkedett a

normoglikémias (5 mmol/l) csoporthoz képest (28. abra).
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28. abra: Podocita SCAI mMRNS expresszio qPCR vizsgalattal. Hiperglikémia
hatdsara a SCAI expresszid 48 ora mulva (bal grafikon) enyhén novekszik, 7 nap
elteltével (jobb grafikon) jelentdsen megndvekedett *:p<0.05 vs. Normoglikémias

(n=5 plate/csoport)

Osszefoglalva az eredményeket, az egészséges vesében jelentés SCAI mRNS és
fehérje expressziot talaltunk. Diabétesz hatdsara a renalis SCAI génexpresszio, illetve a
tubulussejtek SCAI fehérje mennyisége lecsokkent. Ezzel szemben, in vitro
korilmények kozott podocitdkban mind korai, mind késdbbi hatasként a hiperglikémia

novelte a SCAI génexpresszido mértékét.
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5 Megbeszélés

A diabéteszes nefropatiaban jelenleg hasznalt prevencids és terapias stratégiak
ugyan lassitjdk a vesekarosodas progressziojat, ugyanakkor egyik kezelés sem nyujt
megnyugtatd védelmet a proteinuria kialakulasa illetve a nefropatia progresszioja ellen.
Emiatt fontos, hogy a pathomechenizmus jobb megértése révén 1j, kiegészitd terapidkat
talaljunk a DN progresszidjanak hatékonyabb lassitasa érdekében.

Kisérletiink legfontosabb eredménye, hogy a szelektiv PDES gatlo vardenafil
kezelés, amelyet a szérum cGMP szint ndvekedése is kisér, lassitja a vesekarosodas
progresszidjat diabéteszes patkanymodellben. A vardenafil napi adagolasa a
hiperglikémia diagnosztizalasakor kezdddott egy héttel a diabétesz indukcid utén, és a
két honapon at tartd kezelés végén a vesefunkcio kisebb besziikiilése mellett enyhébb
szovettani elvaltozasokat talaltunk a nem kezelt diabéteszes allatokhoz képest.

A DN jellegzetességei koz¢é tartozik az oxidativ stressz, a podocita karosodas és
a glomeruloszklerézis. Diabéteszben mindezt emelkedett PDE-5 aktivitas kiséri, és ez a
CGMP intenzivebb elbontisa révén fokozza az NO-cGMP utvonal diszfunkcidjat. A
PDE-5 gatlas jotékony hatasat kisérletes DN-ban mas munkacsoportok is kimutattak
nyulban és patkanyban (82,113), de a szelektiv PDES gatlas podocitakra gyakorolt
hatasa korabban még nem volt ismert. Kutatasunk elsdként szolgal in vivo bizonyitékkal
arra, hogy a szelektiv PDE-5 gatlas csokkenti TIDM-es patkanyok vesekarosodasat a
podocitak intracellularis cGMP szintjének emelése révén, amelyet a nefrin és podocin
expresszio helyredllitasa kisér. Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a fokozott
PDE-5 aktivitas miatt a NO-cGMP tutvonal zavaranak fontos szerepe lehet a podocita
karosodas patomechanizmusaban.

A vardenafil egy szelektiv PDE-5 inhibitor, amely a cGMP lebontasanak gatlasa
révén az NO-fliggd cGMP szintet emeli. Sikeresen alkalmaztdk a vardenafilt
cukorbetegek erektilis diszfunkcidjanak gyogyitasaban (165), a podocitakra kifejtett
hatasat azonban még nem vizsgaltak. Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy
cukorbetegségben a csokkent NO termelddés hozzdjarul a glomerularis karosodashoz,
ezek molekularis mechanizmusa viszont még nem ismert (166). Az egyik legerésebb
profibrotikus hatassal rendelkezé citokin, a TGF-B1 fontos szerepet jatszik a
glomeruloszklerézis progresszidjaban (167,168), amely soran az extracellularis matrix

alkotoelemei, mint példaul a fibronektin, felhalmozodnak (169,170). A mezangialis
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sejtekben a hiperglikémia latens TGF-B1 (171) és trombospondin-1 (TSP-1, latens TGF-
B1 aktivator molekula) (172) képzOodését idézi eld. Kisérletiinkben vardenafil hatasara
csokkent a mezangialis expanzid, a tubularis karosodas, valamint a TGF-B1 és a
fibronektin expresszi6. Ezek egybehangzd eredmények Kuno és mtsai. szildenafillal
végzett kisérletével 2-es tipust diabéteszes patkanymodellen (113).

Egyre tobb kutatdsi eredmény utal arra, hogy a podocitdknak fontos szerepiik
van a DN patogenezisében (40,173). A magas vércukorszint altal stimulalt podocitak
serkenthetik a mezangialis sejtekben az Angll-fliggé TGF-p1 expressziot (40),(174). A
podocitak TGF-B1 termelését az albumin kozvetleniil indukalja (175), mig a
hiperglikémia fokozza a podocitak TGF-B1-re vald érzékenységét (176) és a podocitak
TSP-1 termelését (177). A mezangialis sejtek extracellularis matrixaban tarol6do,
fibrillinhez vagy a latens TGF-B kot6 fehérjéhez (LTBP-hez) kapcsolodo inaktiv TGF-
B1 eképp aktivalodhatnak a podocitak altal termelt TSP-1 hatasara. A diabéteszben
kialakul6 mezangialis TGF-f1 tultermelédés (171,176,178) pedig visszahat a
podocitakra, annak karosodasat, pusztulasat (179), illetve apoptdzisat (180) okozva.

Diabéteszben a podocitak citoszkeletonja, illetve a labnyalvanyok morfoldgiaja
megvaltozik, amely csokkent nefrin és podocin expresszioval jar egyiitt (40,173). A
nefrin €s a podocin a ldbnyulvanyok ko6zotti résmembran fontos elemei, és csokkenésiik
hozzajarul a patologias filtracidhoz, a proteinuria kialakulasahoz (181,182).
Kisérletiinkben csokkent nefrin és podocin expresszidt, illetve szignifikans proteinuriat
talaltunk a kezeletlen diabéteszes patkanyok vesé€jében, mikozben a vardenafil kezelés
helyreallitotta a nefrin és podocin expressziot, és jelentdsen csokkentette a proteinuriat.
A vardenafil podocitdkra kifejtett in vivo jotékony hatdsdnak hatterében felvetddik az
immunfestés sordn kimutatott intracellularis c¢GMP szint megemelkedésének
jelentésége. Az endotelidlis ¢cGMP immunreaktivitds a glomerulusokban csak
minimalisan valtozott vardenafil hatdsidra, ha Osszevetjilk a podocitdkban talalt
eredményekkel, feltételezhetéen elhanyagolhatdo szerepe lehetett a vardenafil
glomeruléris hatasaiban. Podocitdkban a ¢cGMP szabédlyozza a filtracids barriert a
résmembran modulacidja és a citoszkeletalis fehérjék reorganizacidja révén (27,183).
Mezangialis sejtekben a ¢cGMP-dependens protein kindz (PKG) gatolja a glukdz-
indukalta TSP-1 expressziot (184), tovabba leirtdk a vardenafilrol, hogy anti-Thyl
nefritikus egerekben csokkenti a TSP-1 expressziot (185). Igy a diabéteszben
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tapasztalhaté csokkent cGMP szint fontos szerepet jatszhat a podocita karosodas, a
csokkent nefrin és podocin expresszio, illetve a proteinuria kialakulasaban. A podocitak
cGMP szintjének fenntartasa, ugy véljiik, szignifikansan hozzajarul a nefrin és podocin
expresszio helyreallitasahoz. Tovabba, a keringd és az intracellularis (podocita) cGMP
szintek helyreallitasa csokkentheti a latens TGF-B1 aktivaciojat a glomerulusokban,
amit a csokkent glomerularis TGF-B1 immunfestddés is mutatott.

A PDE-5 gitlas potencidlis gyulladdscsokkentd, anti-oxidativ = vagy
hemodinamikai tton is javithatja a diabéteszes nefropatia kimenetelét. Kisérletes
vesetomeg csokkentést kovetden kimutattadk, hogy szildenafillal —egy masik PDE-5
inhibitor- csokkentheté a gyulladasos infiltracié és az oxidativ stressz (79). Azonban a
mi kisérletiinkben a vardenafil nem befolydsolta a mononukledris sejt infiltraciot.
Egyrészt modelliinkben a tubulointersticialis infiltrdcid nem volt szignifikans a
kezeletlen diabéteszes csoportban. Masrészt lehetséges, hogy a kiilonb6z6 PDE-5
inhibitorok kiilonbozoképpen hatnak a gyulladasra (186). Ezt tamasztja ala Hohenstein
¢s mktsai. kisérlete, amelyben a vardenafil kezelés nem befolyasolta a renalis lobsejt
infiltraciot kisérletes glomerulonefritiszben (185).

Nemcsak a magas vércukorszint, hanem a cukorbetegségben képzddd reaktiv
oxigén gyokok is hozzajarulhatnak a podocitak fokozott Angll termeléséhez (40), amely
szintén a mezangialis TGF-8 fokozott termelddéséhez vezet. Az intracellularis cGMP
felhalmozodasrol leirtak, hogy csokkenti az oxidativ karosodast diabéteszben (186),
illetve a szildenafil kezelés csokkenti a szuperoxid képzddést (187). Ezért feltételeztiik,
hogy a vardenafil is csokkentheti az oxidativ stressz mértékét a vesében, illetve a
lipidperoxidaciot a keringésben. Elvarasainkkal ellentétben nem tudtuk bizonyitani a
vardenafil antioxidans hatasat modelliinkben. Sem a szérum TBARS koncentracid, sem
pedig a renalis nitrotirozin immunfestés nem mutatott szignifikans kiilonbséget a kezelt
¢s kezeletlen diabéteszes csoportokban.

PDE-5 gatlas hatasara feltételezhetjiik azt is, hogy hemodinamikai valtozasok
zajlanak a vesében. Feltettik a kérdést, hogy vajon a megvaltozott cGMP szintek
befolyasoljak-e a vérnyomast, illetve ennek kovetkezményeként volt-e hatdssal a
vesekarosodasra. Kisérletiinkben az atlagos artérias vérnyomas (MAP) értékek nem

valtoztak szamottevden a kezelt és kezeletlen csoportokban.
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A nitrogén monoxid vazodilataciot okoz az afferens arteriolakban (188). Szamos
tanulmany leirja a NO csokkent termelddését diabéteszes nefropatidban. STZ-
diabéteszes patkdnyokban megelézhetonek taldltdk a diabéteszben kialakulo
hiperfiltraciot és csokkenthetének talaltak a proteinuriat egy NO prekurzor, L-arginin
adagolasaval (189). Tovabba, az étrend hosszatava kiegészitése argininnel fokozta az
NO termelést, és eldsegitette a vesefunkcid megdrzését szintén STZ-diabéteszes
patkanyokban (190). Masrészrol pedig Kamijo ¢és mtsai. azt talaltak, hogy L-arginin
nem befolyasolta a glomerularis filtraciot 2-es tipusu diabéteszben (191). A PDES
inhibitorok hatasair6l is ellentmond6 eredmények sziilettek a glomerularis filtracié
tikrében. A szildenafilrol leirtak, hogy csokkenti a hiperfiltraciot 2-es tipusu
diabéteszben (113). Lau ¢és mktsai. kisérletében (82) azonban a vardenafil kezelés nem
befolyasolta a hiperfiltraciot diabéteszes nyulakban. Kisérletiinkben nem zarhatd ki,
hogy a vardenafil kezelés a hiperfiltaracio befolyasolasaval egyiitt javitotta a
diabéteszes nefropatia progresszidjat, azonban ilyen jellegi mérési adatok nem allnak
rendelkezésiinkre. Eredményeink alapjan nem egyértelmii, hogy miként hatott a
vardenafil kezelés hemodinamikai paraméterekre a diabéteszes vesében. Azonban, a
vardenafil kezelés soran a podocitak megemelkedett intracellularisan cGMP tartalma és
diabéteszes nefropatiadban  megfigyelt jotékony hatasok vildgosan kitlinnek
vizsgalatainkbol.

Megallapitjuk, hogy STZ-diabétesz modelliinkben a PDE-5 farmakolégiai
gatlasa vardenafillal megemelte a keringd cGMP szinteket, megdrizte a podocitak
intracellularis cGMP szintjét és a podocita miikodést a nefrin és podocin expressziok
fenntartasa altal. A szelektiv PDE-5 gatlas DN progresszidban megfigyelt jotékony
hatasai fliggetlenek voltak a vérnyomas és a nitro-oxidativ stressz mértékétol. Kisérleti
eredményiink a podocitakat olyan célsejtekként hatarozza meg, amelyekben az NO-
cGMP tengely kéarosodast szenved diabéteszben. Megfigyelésiink alapjan, mely szerint

a podocitdk cGMP szintjének helyreallitdsa jotékony hatdsu 1-es tipusu diabéteszben

crer

A SCAI egy Ujonnan azonositott fehérje, amelynek mikodését eddig csak
invaziv rakos folyamatokban irtdk le. A rakos folyamatok soran fokozott MRTF ¢és B1-

integrin expressziot szoros Osszefiiggésbe hoztak a SCAI fehérje csokkenésével.
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Feltételezhetéen a SCAI szabalyozas sériil és emiatt né extrém mértékben a fibrozishoz
fontos MRTF ¢és a sejtmigraciohoz sziikséges B1-integrin fehérjék expresszidja (117).
Kisérletiinkben a renalis SCAI expressziot l-es tipust diabétesz mellitusz in vivo
patkany és egér modellen, valamint in vitro podocita sejttenyészetben vizsgaltuk.
Feltételezésiink szerint a SCAI expresszid diabéteszben is valtozik, mivel az MRTF-ek
szerepe jelentds a diabéteszben kialakulo vesefibrozisban, méghozza a miofibroblasztok
a-SMA expresszidjanak aktivalédasahoz.

Fiziologias allapot esetén a sejtmagban miikodéo SCAI gatolja az MRTF- ¢és
SRF-dependens a-SMA promoter aktivaciot. Diabéteszben azonban fokozodik a TGF-
31 és a kis GTPazok jelatviteli Gtvonalanak aktivacioja (192,193), az emelkedett TGF-
31 szint pedig serkenti az a-SMA expressziot (194), végiil a SCAI a-SMA-t gatl6 hatasa
nem érvényesiil a miofibroblasztokban, illetve fibrozisban. Eredményiink szerint
diabéteszes nefropatiaban, mikozben fokozodott az extracellularis matrix mennyisége és
megnovekedett a-SMA fehérje expresszio, csokkent rendlis SCAlI mMRNS ¢és fehérje
expressziot figyeltiink meg. SCAI hianyaban fokozodott az a-SMA expresszio, amely a
miofibroblasztok, ezaltal vesefibrdzis markere.

Sejtszinten a SCAI expresszid valtozasa azonban eltéréseket mutatott.
Diabéteszes vese SCAI immunfestése soran a tubulusokban csOkkent intenzitast, a
glomerulusban azonban valtozatlan SCAI fehérje expressziot tapasztaltunk a
kontrollhoz képest. In vitro a podocitakban magasabb SCAI génexpressziot mértiink
hiperglikémids koriilmények kozott. Az eltéré SCAI mintdzat az eltérd sejtkarosodasi
mechanizmusokra utal diabéteszben. Mindez egybehangzik Essawy ¢és mitsai.
eredményeivel, miszerint az a-SMA expresszio fOként az tubulointersticiumban
jelentkezik diabéteszes nefropdtia soran, és a glomerulusokban csak kisebb mértékben
(195). A podocitakban nem jellemz6 az a-SMA expresszio, viszont a 31-integrin fontos
csokkent B1-integrin expresszio hozzajarul a podocitak levalasahoz a GBM-rél, amely
kozvetleniil rontja a glomerulus filtraciot, és proteinuria kialakulasat segiti eld. Brandt
¢és mtsai. (117) a SCAI és az integrinek szoros kapcsolatat irta le kisérletiikben,
miszerint rakos folyamatban a nagymértékben megnovekedett 31-integrin expresszid a
SCALI expresszid csokkenésével jar egyiitt. Ezzel szemben modelliinkben a podocitak

SCALI expresszioja fokozodott hiperglikémia hatasara. Ez az eredmény magyarazhato6 a
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podocitak feltételezhetden csokkent B1-integrin expresszidjaval hiperglikémias
koriilmények kozott, mint ahogy azt kordbban leirtdk a podocitdk diabéteszes
modelljében (137) (138). Eredményiink egybehangzik Brandt és mksai. allitasaval,
amennyiben a B1-integrin €s a SCAI expresszi6 forditottan aranylik egymashoz, ezittal
azonban a SCAI novekedett a vélhetéen alacsonyabb B1-integrin szint mellett. Tovabbi

kisérletek sziikségesek azonban a podocitdk SCAI - Bl-integrin relacidjanak

feltérképezéséhez.
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6 Kovetkeztetések

A diabéteszes nefropatia patomechanizmusa multifakoridlis. Amikor a
progresszio végallapotli veseelégtelenségbe torkollik, a betegek ¢€letmindsége ¢és
életkilatasai drasztikusan romlanak. Elethosszig tartd vesepotld kezelésnek, dializisnek
vagy transzplantacionak kell alavetnilik magukat, amely végleg meghatarozza a betegek
¢letét, az 4altaldban mellette fenndllo tarsbetegségekkel egylitt. A nefropatia
kivédésének, a progresszid lassitdsanak uj, hatékonyabb lehetdségei ezért fontos
¢letmindségbeli, epidemioldgiai és gazdasagi haszonnal jarhatnak.

A kisérletiink és az irodalmi adatok alapjan a fokozott PDE-5 aktivitasnak fontos
szerepe lehet diabéteszes nefropatia progresszidjaban. Elséként irhattuk le, hogy a PDE-
5 szelektiv gatlasa a ¢cGMP szint emelése révén célzottan védelmezd hatast fejt ki a
podocitakra diabéteszes koriilmények kozott patkanyban. Az egészséges illetve
karosodott podocitdkban zajl6 molekuldris mechanizmusok jobb megértése
hozz4jarulhat a proteinuria, illetve a progressziv vesebetegségek hatékonyabb
kezeléséhez. Allatmodelliink alapjan érdemes lehet tehat a szelektiv PDE-5 gatlok
klinikai alkalmazhatosagat is vizsgalni diabetészes vesebetegség kiegészitd
terapidjaként.

A diabéteszes nefropatia patomechanizmusaban a korabban nem ismert SCAI
Kisérletiinkben az egészséges vese jelentds SCAI mRNS ¢és fehérje expressziot
mutatott, mig diabétesz hatasara a teljes vese, illetve a tubulussejtek tekintetében a
SCAI expresszid lecsokkent, a podocitdkban viszont fokozddott. A SCAI expresszid
kizarolag alfa-SMA termeld tubulussejtekben csokkent, amelyek Osszefiiggésbe
hozhatok a miofibroblasztok kialakulasaval. Erdemes lenne megvizsgalni, hogy a SCAI
expresszio serkentése diabéteszben csokkentené-e az EMT kialakulasat, esetleg

biztosithat-e egyfajta endogén védelmet vesefibrozis ellen.
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7 Osszefoglalas

A diebéteszes nefropatia gyakorisdga vildgszerte exponencidlisan nd, a
prevencio illetve terapidja nem megoldott, ezért patomechanizmusanak részletesebb
feltarasa sziikséges.

Diabéteszben tobbek kozt karosodik a nitrogén-monoxid - ciklikus guanozin
monofoszfat (NO-cGMP) tengely és fokozodik a foszfodiészteraz-5 (PDE-5) aktivitas.
A Kkisérletiink és az irodalmi adatok alapjan a fokozott PDE-5 aktivitasnak fontos
szerepe lehet diabéteszes nefropatia progressziojaban. Az erektilis diszfunkciod
kezelésében széles korben elterjedt PDE-5 gatlo vardenafil korabban ismeretlen
farmakologiai hatasat vizsgaltuk vesében diabéteszes koriilmények kozott. A podocitak
a Vese glomerularis filtracidés barrierjének fontos szerkezeti elemei. Eredményeink
alapjan a PDE-5 szelektiv gatlasa a cGMP szint emelése révén célzottan védelmezd
hatast fejtett ki a vese podocitdira diabéteszben. Az egészséges illetve karosodott
podocitakban zajlé molekularis mechanizmusok jobb megértése hozzajarulhat a
diabéteszes nefropatia hatékonyabb kezeléséhez.

A diabéteszes nefropatia, illetve a podocitdk jobb megértése céljabol egy
szuprimalé molekula) expresszidjat is vizsgaltuk diabéteszben in vivo és in vitro.
Jelenleg a SCAI-rol nagyon kevés adat all még rendelkezésre. A SCAI szorosan hat az
integrinek miikddésére, minthogy SCAI hianyaban extrém mértékeben né a B1-integrin
gén expresszidja. Ezért feltételezésiink szerint nemcsak a rdk, hanem a fibrozis
patomechanizmusaban is szerepe lehet. Kisérletiink eredményei szerint diabétesz
hatdsara a tubulussejtek SCAI expresszidja lecsokken, azonban a podocitakban
fokozodik. Ez felveti, hogy a vesén belill sejttipusonként eltéré lehet a SCAI
szabalyozasa diabéteszes nefropatidban. Az eddigi eredmények azt sugalljak, hogy a

SCAI a fiziologias védekez6 mechanizmusban vesz részt.
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8 Summary

The incidence of diabetic nephropathy (DN) is increasing worldwide, but the
prevention and therapy has not yet been resolved satisfactorily, and a number of
researches is taking place to understand its detailed pathomechanism.

DN is characterized by impaired nitric oxide - cyclic guanosine monophosphate
(NO-cGMP) axis and increased phosphodiesterase-5 (PDES) activity, among others.
Based on our experiment and literature data PDES activity may play an important role
in the progression of DN. The widely used PDE5 inhibitor in the treatment of erectile
disfunction, Vardenafil, was investigated for its previously unknown pharmacological
effect on podocites under diabetic conditions. The podocites are important structural
components of glomerular filtration barrier in the kidney. The present study provides
the first in vivo evidence that pharmacological treatment with a selective PDE-5
inhibitor, Vardenafil attenuates renal damage in type 1 diabetic rats by raising
intracellular cGMP content of podocytes. Deeper understanding of podocites provides
new hope in the therapy of proteinuria and progressive renal diseases. Our results might
suggest the possible use of vardenafil as a new regimen in the treatment of DN.

For the better understanding of diabetic nephropathy we examined a newly
described protein, SCAI (suppressor of cancer cell invasion) and its previously unkown
expression in the diabetic kidney in vivo and in vitro. SCAI expression strongly
corraletes with the functioning of integrins, as the expression of B1-integrin is extremely
increased in the lack of SCALI, therefore, we suggest that it has a role not only in cancer,
but in the pathomechanism of fibrosis as well. We found that SCAI expression
decreased in the whole kidney and tubular cells, but showed an increasing tendency in
podocytes under diabetic conditions. The expected decrease of SCAI expression in
podocytes did not occur.This suggests that SCAI regulation may vary in different cell
types in the diabetic kidney. Currently, very little data is available about SCAI. The

results so far suggest that SCAI is involved in the physiological defence mechanism.
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