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BEVEZETES

A diabétesz  vilagszinti népegészségligyi  probléma
napjainkban; azonnali, tobb agazatra kiterjedd stratégiak ¢és
intézkedések nélkiil 2045-re a cukorbetegek szdma elérheti a 700
milliét. A diabéteszes betegekben magasabb a kiilonb6zo
szovodmények, els6sorban a kardiovaszkularis megbetegedések
kialakulasanak kockazata, mely nagyobb mortalitast, rosszabb
¢letmindséget, és magasabb orvosi ellatasi koltségeket eredményez.

A diabéteszes vesebetegség (DKD) a kronikus vesebetegség
(CKD) vezetd oka, az Egyesiilt Allamokban az esetek kb. 50 %-aért,
Magyarorszagon 30-40 %-aért felelds. Altaldban a diabétesz 10 éves
fennallasat kovetéen jelentkezik 1-es tipusu diabéteszben (T1DM),
azonban a 2-es tipust diabéteszes (T2DM) betegeknél mar a
diagnosztizalaskor jelen lehet.

A DKD 0sszetett korkép, mely szamos metabolikus ¢és
hemodinamikai  Utvonal aktivacidjanak  kovetkezménye. A
hiperglikémia a legtobb vesesejtet érinti, azonban egyes sejttipusok
érzékenyebbek a magas gliikdzkoncentraciora. A proximalis
tubulussejtek gliikozfelvétele inzulinfiiggetlen, ezért nem képesek
megfelelden szabalyozni a gliikéz transzportot, igy kiilondsen
érzeékenyek a gliikoztoxicitasra.

A kronikus hiperglikémids allapot a késéi glikacios
végtermékek felhalmozodasat, illetve a hex6zamin és poliol titvonalak
aktivalasat eredményezi, tovabba fokozza a vazoaktiv renin-
angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) aktivitast és a hipoxiat.

Diabéteszben emelkedik az angiotenzinogén és renin szintézis,
né azangiotenzin Il (Ang Il) termel6dés a vesében. A magas Ang 1l
szint és a tulaktivalt RAAS hipertonidhoz, mezangialis
sejtkontrakcion keresztiil a filtraciés feliilet csokkenéséhez, a
extracellularis matrix (ECM) termelédéshez és fibrozishoz vezet.

Az O-GlcNAcilacio a glikéz hex6zamin bioszintézis
utvonalon (HBP) torténd atalakulasanak végterméke. A protein O-



GlcNAcilacié egy poszttranszlacios modosulas, mely fontos szerepet
jatszik a sejtek szabalyzo folyamataiban (pl. jelatvitel, transzkripcio,
citoszkeletalis funkciok), azonban a klasszikus glikacioval ellentétben
enzimatikusan szabalyozott. Ismert, hogy a fokozodé O-GIcNAC
hozzajarul az inzulinrezisztencidhoz ¢s a gliikkdztoxicitashoz
diabéteszben. Mindemellett az O-GlcNAcilacié részt vesz a
vesefibrozis kialakulasaban.

A tubularis hipoxia a DKD progresszidjanak egyik {6
tényezdje. Diabéteszben a glomerularis hiperfiltracio és a Na*/glikoz
kotranszporteren (SGLT) torténé megnovekedett glitkkoz reabszorpcio
fokozza a Na*/K*-ATPaz aktivitast, ami fokozott O fogyasztashoz
vezet. A sejteknek szdmos mechanizmussal védekeznek a hipoxias
karosodas ellen. A hipoxia-indukalt faktor (HIF)-lo aktivalasa az
egyik legfontosabb tényez6 a hipoxiahoz torténd alkalmazkodasban.
A hipoxia soran a HIF-a stabilizalodik és transzlokélodik a sejtmagba,
ahol dimerizalodik a HIF-B-vel. A HIF komplex ezutan a cellularis és
szoveti Oz homeosztazis fenntartasaért felelés gének aktivaciojaban
vesz részt.

Az aktualis iranyelvek szerint DKD esetén az ACE-gatlok,
illetve az ARB-k az els6dlegesen valasztandd szerek. Azonban, a
RAAS gatlok csak enyhitik a vesekarosodast, de a veseelégtelenség
kialakulasat nem akadalyozzak meg, illetve a prevencio sem
megoldott. Mindezek alapjan Uj terapias stratégiak fejlesztésére és
gyogyszertamadaspontok azonositasara van sziikség.

A vese kiemelt szerepet jatszik a szervezet szénhidrat
metabolizmusaban. Egészséges emberekben a filtralt gliikoz 99 %-a
visszaszivodik a proximalis tubulusban talalhato SGLT transzporterek
révén, igy a vizelet alapvetden gliikkozmentes. Diabéteszben a gliikoz
filtracidja és tubularis reabszorpcidja harom-, négyszeresére
emelkedhet naponta. Az SGLT-k renalis transzportmaximuma 11,1
mmol/I-t meghalad6 vércukorszint esetén kovetkezik be, mely soran a
filtralt gliikoz egy része a vizelettel tdvozik, ez az oka a gliikozaridnak

Az 10 generacids antidiabetikumok, az SGLT2 inhibitorok
(SGLT2i) alkalmazasat a kézelmultban engedélyezték. Az SGLT2i



inzulin-fiiggetlen modon fejtik ki hatasukat. Gatoljak a gliikkoz
reabszorpcidjat a vese proximalis tubulusaiban, ezaltal fokozzdk a
gliikkozariat, mellyel parhuzamosan csokkentik a vércukorszintet. Az
SGLT2i-t évek oOta rutinszerien alkalmazzak T2DM betegekben,
azonban eddig csak a dapagliflozint (DAPA) és a sotagliflozint
engedélyezték T1DM-ben.

Az EMPA-REG, CANVAS és DAPA-TIMI 58 multicentrikus
klinikai vizsgalatok azt mutatjadk, hogy az SGLT2i jelent6sen
csokkentik a DKD progresszigjat. Az SGLT2i ¢és mads
antidiabetikumok renoprotektiv hatasat (pl. GLP anal6gok)
Osszehasonlitd klinikai vizsgalatok arra utalnak, hogy az SGLT2i
nagyobb mértékben csokkenti a vesefunkcié romlasat. Ezt egy masik
tanulmany is altamasztja, amelyben a csokkent albuminiirités
fiiggetlen a HbA1c, a vérnyomas vagy a testtomeg valtozasaitol DAPA
kezelt T2DM betegekben. Mindezek alapjan felmeriil, hogy a
renoprotekcio nemcsak az alacsonyabb vércukorszintnek koszonhetd,
hanem az SGLT2i mas mechanizmusainak, mint a TGF gatlasa,
gyulladascsokkentd vagy antifibrotikus hatasok.

Tekintettel az SGLT2i vércukorcsokkentd hatasan tGlmutato
vesevédd hatasara, alapvetd fontossagu a renoprotektiv hatds mogott
htz6d6é molekuldris mechanizmusok azonositasa.



CELKITUZES

1. A monoterapiaban alkalmazott, non-depresszor dozisu kiillénb6zo
RAAS gatlok renoprotektiv és antifibrotikus hatdsanak vizsgélata.

2. A dapagliflozin vesevédd ¢és antifibrotikus hatasanak
tanulmanyozasa.

3. Az SGLT2 gatlok hatékonysadganak  Gsszehasonlitasa
monoterapiaban és lozartannal kombinalt kezelésben.

4. A DAPA ¢s DAPA+lozartan hatdsanak vizsgalata a fehérje O-
GlcNAcilacio folyamatara és a hipoxias Gtvonalakra.



MODSZEREK

Allatkisérleteinket a Semmelweis Egyetem Munkahelyi
Allatjoléti Bizottsaganak jovahagyasaval (PEI/001/1731-9-2015),
valamint a Magyarorszagon hatalyban [év0 allatvédelemre ¢és
allatkisérletekre vonatkozo etikai engedélyek (1998/XXVIIL)
betartasaval végeztiik.

Diabétesz patkanymodell

Kisérleteink soran 8 hetes him Wistar patkanyokat (Rattus
norvegicus) hasznaltunk. A patkanyokat milanyag ketrecekben,
allando hémérsékleten (24+2 °C), 12 dranként valtakoz6 megvilagitas
mellett tartottuk. A kisérlet teljes idOtartama alatt a patkdnyok
standard ragcsalotapot és vizet fogyaszthattak.

Diabéteszt indukaltunk citratban oldott (0,1 M; pH=4,5),
egyszeri intraperitonealisan beadott streptozotocinnal (65 mg/ttkg). 72
ora elteltével harom random méréssel ellendriztik a patkdnyok
vércukor szintjét. A patkanyokat akkor tekintettiik cukorbetegnek, ha
a periférias vércukorszint meghaladta a 15 mmol/l értéket. Két
kisérletsorozatot hajtottunk végre.

1. kisérletsorozat

A diabétesz 5 hetes fennallasat kovetden a patkanyokat
véletlenszeriien osztottuk be az egyes kezelési csoportokba (n=7-
8/csoport) majd 2 hétig per o0s kezeltik minden nap az aldbbi
hatéanyagok valamelyikével:

1. izotonias sooldat, mint vivéanyag (D)

2. enalapril (D+ ENA; 40 mg/ttkg/nap)

3. lozartan (D + LOS; 20 mg/ttkg/nap)

4. spironolakton (D + SPI; 50 mg/ttkg/nap)

5. eplerenon (D + EPL; 50 mg/ttkg/nap)

A RAAS-gitlok dozisat korabbi vizsgalataink és az irodalmi
adatok  alapjan gy  valasztottuk, hogy antihipertenziv



tulajdonsaguktol fliggetleniil hatékonyan gatoljdk a RAAS egyes
elemeinek expressziojat, illetve aktivitasat.

2. kisérletsorozat
A diabétesz kialakulasat kovetden a patkanyokat véletlenszerlien
osztottuk be az egyes kezelési csoportokba (n=6/diabétesz csoport és
n=7/kezelt csoport) majd per os kezeltik minden nap az alabbi
hatéanyagok valamelyikével:
1. izotonias sooldat, mint vivéanyag (D)
2. DAPA (D + DAPA; 1 mg/ttkg/nap 6 hétig)
3. DAPA + lozartan (D + DAPA + LOZ; 1 mg/ttkg/nap DAPA 6
hétig + 20 mg/ttkg/map lozartan a protokoll utolsd6 harom
hetében)

Mindkét protokollban a kontroll csoportban korban és nemben
illesztett, azonos testtomegii allatok ckvivalens mennyiségii citrat
puffert kaptak, majd a gavage kezelést vivOanyaggal a protokoll
szerint rajtuk is elvégeztik.

In vitro kisérletek
Minden in vitro kisérletink soran human proximalis
tubulussejtet alkalmaztunk (HK-2).

Hiperglikémia modell

A hiperglikémia hatasat 5,5 mM gliikoztartalmi DMEM-ben
tenyésztett HK-2 sejteken vizsgaltuk és magas glikozzal (MG; 35
mM) vagy manitollal (35 mM) kezeltiik 24 6ran keresztiil. A magas
gliikozon tartott sejteket 10 uM DAPA-val (MG + DAPA) vagy 10
uM DAPA kombinalva 10 uM LOZ-zal (MG + DAPA + LOZ)
kezeltilk 24 6ran at. Kontrollként 5,5 mM gliikozon tartott sejtek
szolgaltak, illetve mannitol kezelt sejteken vizsgaltuk a per se
hiperozmolalitast.



Hipoxia modell

A hipoxiat bold line stage top CO2/O; inkubatorral indukaltuk,
melyben a sejteket 1% O szinten tartottuk két oran keresztiil. HK-2
sejteket normal, 25 mM gliik6z tartalmi DMEM-ben tenyésztettiik és
kezeltiik: 10 uM DAPA (H + DAPA) vagy 10 uM DAPA kombinalva
10 uM LOZ-zal (H + DAPA + LOZ) 24 6ran at. A sejteket a 24 6ras
protokoll utols6 két ordjaban helyeztiik a hipoxias kamraba.
Kontrollként normoxias sejtek szolgaltak.

Metabolikus és renalis paraméterek

A szérum (gliikoz, fruktdz, koleszterin, GOT, GPT, kreatinin,
BUN) és vizelet paramétereket (kreatinin clearance, albumintria,
gliikozuria) a protokoll végén meghataroztuk. A tubularis karosodast
jelz6é markeret, a kidney injury molecule-1 (KIM-1) and neutrofil
gelatinaz-asszocialt lipokalin (NGAL) szinteket a vizeletb8l mértiik.

Vese szovettan és immunocitokémia

A mezangialis matrix expanziot Perjodsav - Schiff festett
metszeteken értékeltiik. A tubulointersticialis fibrozist Masson
trikrom, a kollagén felhalmozodast Picrosirius red festett veséken
vizsgaltuk. A fibronektin mennyiségét fluoreszcens
immunohisztokémival tanulmanyoztuk. Az O-GIcNAc és HIF-1a
proximalis tubularis valtozasait immunocitokémidval detektaltuk.

ECM képzddés és lebontas biomarkerek mérése

A kollagén III formacié (rPRO-C3), MMP-9-medialt III-as
tipust kollagén degradacio (UC3M) és IV-es tipusu kollagén (TUM)
1j biomarkerek mennyiségét a vizeletbdl mértiik.

gRT-PCR

Meghataroztuk a Tgfbl, Ctgf, Pdgfb, Fnl, Havcrl, Lcn2,
Rn18S, TGFB1, CTGF, PDGFB, HIF1A, GAPDH ¢és RN18S mRNS
expressziokat. A célgéneket Rn18S vagy RN18S mRNS vagy GAPDH
haztartasi génekre korrigaltuk.



Western blot

Western blottal vizsgaltuk a kovetkezd fehérjéket: a-SMA,
CTGF, EPO, HIF-1a, OGA, O-GIcNAc, OGT, PDGF, VEGF-A. A
kapott jelet denzitometraltuk és a Ponceau S festés altal kapott
Osszfehérje mennyiségre és belso kontrollra korrigaltuk.

Statisztikai elemzés

Az eredményeket atlag+SD vagy atlagt95% konfidencia
intervallum adtuk meg. Az adatok statisztikai kiértékeléséhez
GraphPad Prism statisztikai programot hasznaltunk. Normal eloszlas
esetén egyutas ANOVA-t és Holm-Sidak post hoc tesztet hasznaltunk.
A nem parametrikus adatoknal Kruskal-Wallis ANOVA és Dunns féle
korrekciot hasznaltunk. Statisztikailag szignifikansnak a p<0,05
értéket tekintettiik.



EREDMENYEK

A RAAS gatlok javitjAk a vesefunkciot és mérséklik a
tubulointerticialis fibrozist

Az artérids kozépnyomads értékek nem valtoztak egyik
csoportban sem, mely igazolja a RAAS gatlok helyesen megvalasztott
non-depresszor  dodzisait,  tehat  hatasukat  antihipertenziv
tulajdonsaguktol fiiggetleniil értékeltiik. A  diabétesz-indukalt
metabolikus valtozasok eredményeként a testsuly csokkent, a szérum
gliikoz, fruktézamin, lipid és majenzim szintek emelkedtek. A RAAS-
gatlok nem befolyasoltak a metabolikus paramétereket.

A DKD kialakulasat a vesefunkci6 romlasa igazolta. 7 héttel a
diabétesz kialakulasat kovetden csokkent a kreatinin clerance, mig
emelkedett a szérum kreatinin és BUN ¢értéke, illetve fokozodott az
albuminiirités. Az ENA, SPI and EPL javitotta a kreatinin clearancet,
mig az Osszes RAAS gitlo kezelés csokkentette a BUN-t és az
albuminuriat. A RAAS gatlok mérsékelték a tubulointersticialis
fibrozist.

A DAPA Kkivédi a diabétesz-indukalt metabolikus paraméterek
romlasat és lassitja a vese funkcidvesztést

A DAPA kezelés jelentosen mérsékelte a diabétesz-indukalt
metabolikus paraméterek romlasat. A DAPA kezelt diabéteszes
csoportban a vércukorszint 47 %-kal csokkent a kisérlet végére és
ezzel parhuzamosan fokozddott a gliikoztria. Eredményeink igazoljak
az SGLT21 hatasmechanizmusat ¢és alatdmasztjdk a DAPA
hatékonysagat T1DM patkanymodellben.

A DAPA javitotta a kreatinin clearancet, csokkentette a
szérum kreatinin és BUN szintet, illetve mérsékelte az albuminuriat a
hat hetes protokoll végére. A vizelet és rendlis KIM-1 és NGAL
szintek megemelkedtek a diabéteszes allatokban, amit a DAPA 50 %-
kal csokkentett, ami mérsékeltebb tubularis karosodasra utal.
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A PAS-festett metszetek igazoltuk a glomerularis hipertrofiat,
mezangialis matrix expanzidt és bazalis membran vastagodasat a
diabéteszes vesékben. A DAPA mérsékelte a strukturalis karosodast,
minimalizélta a mezangialis matrix expanziot.

A renalis fibrogenezist kivédi a DAPA kezelés

Az rPRO-C3, uC3M ¢és TUM az ECM atépiilésének 1 vizelet
biomarkerei, amelyek  igéretesek a  vesefibrézis  korai
diagnosztizalasaban és progndzisaban. Kisérleteinkben, a vizelet
rPRO-C3, uC3M ¢és TUM szintje megemelkedett a diabéteszes
csoportban. A DAPA kezelés csokkentette az rPRO-C3 és TUM
mennyiségét. Az 0j biomarkerek mellett vizsgaltuk a profibrotikus
novekedési faktorok (Tgfbl, Pdgfb és Ctgf) renalis mRNS
expresszidjat, amelyeket megemelkedtek a diabéteszes vesében. A
DAPA a Pdgfb-t és a Ctgf-et a kontroll szintjére csokkentette, azonban
meglep6 modon a Tgfbl expresszidjara nem volt hatassal.

A diabétesz-indukalt miofibroblaszt marker a-SMA
emelkedését a DAPA minimalizalta. Ezzel parhuzamosan a
diabéteszes vesékben latott tubulointersticialis fibrozist és tubulus
dilataciot a DAPA csokkentette.

Mindezek mellett gyenge kollagén festddést észleltink a
kontroll vese glomerulusaiban és az erek koriil, mig nagymértékii
intersticialis kollagén lerakodast figyeltink meg a diabéteszes
vesékben. A kollagén depozicio kisebb volt a DAPA kezelt csoportban
a diabéteszhez képest.

Emelkedett fibronektin-pozitiv festédést detektaltunk a
glomerulusokban ¢€s kisebb mértékben a tubulointersticiumban a
diabéteszes vesékben, amelyet mindkét kezelés csokkentett. A
szovettani vizsgalatokkal parhuzamosan a renalis fibronektin mRNS
expresszio is novekedett diabéteszben, amit 50 %-kal csokkentett a
DAPA kezelés.

Korrelacio analizist végeztink az ECM remodeling vizelet
markerei és a fibrozis kozott. Pozitiv korrelaciot taldltunk a
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tubulointersticialis fibr6zis (Masson trikrom festett vesemetszetek) €s
az rPRO-C3 (R?=0,4459, p=0,0003), uC3M (R?=0,1922, p=0,0364) és
a TUM (R?=0,2228, p=0,0182) kozott. Kisérleti eredményeink
tamogatjdk a  biomarkerek  alkalmazasat a  vesefibrozis
diagnosztizalasaban.

A DAPA megakadalyozza a hiperglikémia altal kivaltott O-
GlcNAcilaciot és a fibrozis kialakulasat HK-2 sejtekben

Tekintettel arra, hogy az SGLT2i proximalis tubulussejteken
hat, a DAPA direkt hatasat az O-GlcNAcilaciora hiperglikémias
korilmények kozott tenyésztett HK-2 sejtekben vizsgaltuk. Mind a
Western-blot, mind az immunocitokémiai mérések azt mutattak, hogy
a protein O-GlcNAcilacio indukalodik 24 6ras magas glikoz (MG)
kezelés hatasara. A DAPA kivédte a HG-indukalt protein O-
GlcNAcilaciot. A valtozasokat a mannitollal kezelt sejtekben nem
észleltiik, ami igazolja, hogy a megfigyelt jelenség a hiperglikémia
kovetkezménye, nem pedig a hiperozmolalitasé.

Ezzel parhuzamosan az O-GIcNAc csoport transzferért felel6s
enzimek, az ncOGT és az sOGT szintje megemelkedett a 24 6ras HG
kezelés utan. A DAPA megakaddlyozta a HG-indukalt ncOGT ¢és
sOGT novekedsét a proximalis tubulussejtekben. Az OGA-L, amely
az O-GIcNACc csoportok eltavolitasaért felelGs, valtozatlan maradt az
0sszes csoportban.

Kimutattuk, hogy a cukorbetegség altal kivaltott renalis
profibrotikus ndvekedési faktor emelkedést a DAPA enyhitette.
Ugyanezt észleltiik in vitro hiperglikémia modellben. Az 6sszes
novekedési faktor TGFB1, PDFGB és CTGF mRNS expressziora
novekedett; a DAPA csokkentette a CTGF szintjét, mig a TGFB1 ¢és
PDGFB valtozatlan maradt.
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A DAPA enyhiti a hipoxiara adott tubularis valaszt

A DAPA vércukorcsokkentd hatasatol fliggetlen protektiv
hatasat 25 mM gliikkoz tartalmtt DMEM-ben tenyésztett HK-2 sejteken
vizsgaltuk, majd hipoxias kamraba helyeztiik a sejteket (1% O 2 6ran
at). A hipoxias karosodast harom kiilonb6z6 modszerrel ellendriztiik
(QRT-PCR, Western blot, immunocitokémia). A hipoxiara adott
valaszként fokozodott a HIF-1a mRNS expresszidja és fehérjeszintje
(Western blot és immuncitokémia alapjan is). A DAPA mindkét
kisérletben kivédte a HIF-la emelkedést, ami enyhébb hipoxias
karosodast jelez. Mindemellett, a DAPA kezelés megakadalyozta a
aktivaciot.

Az EPO a vesében szintetizdlodik és a vordsvértestek
termelddését szabalyozza, tehat a fizioldgias O, homeosztazis egyik
meghataroz6 tényezdje. Az angiogenikus faktor VEGF a glomerularis
és tubularis epitél sejtekben termelddik és segitheti a vese
vaszkularizacidjat, ezaltal csokkentheti a hipoxias karosodast. A HIF
a kozponti transzkripcios regulatora a sejt adaptacios folyamatainak
hipoxia esetén, ezért az EPO és VEGF-A downstream elemeket
vizsgaltuk. Mind az EPO, mind a VEGF-A mRNS expresszioja és a
fehérje szintje megemelkedett valaszként a hipoxids inzultusra és a
DAPA gatolta az EPO indukciojat.

A hipoxia indukalja a fibrotikus folyamatokat, ezért vizsgaltuk
a TGF-B, PDGF és CTGF mRNS expressziot. A TGFB1, PDGFB és
CTGF mRNS expresszidja megnovekedett a hipoxias sejtekben. A
DAPA kivédte a TGFB1 és PDGFB emelkedést, azonban nem volt
hatassal a CTGF-re.
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KOVETKEZTETESEK

1. A non-depresszor dozisi RAAS gatlok monoterapias alkalmazasa
javitja a vesefunkciot és antifibrotikus hatasi TIDM patkany
modellben.

2. Az SGLT2 gatld6 DAPA kezelés hatékony a T1DM-indukalt
vesekarosodas kivédésében. A DAPA csokkenti a vese a funkcionalis
¢és strukturalis karosodasat.

3. In vivo és in vitro kisérleteikben kimutattuk, hogy a DAPA
antifibrotikus hatasu. Csokkenti az ECM atalakulas vizelet
markereinek szintjét, a profibrotikus novekedési faktorokat, valamint
az ECM komponensek felhalmozodasat.

4. A hiperglikémia altal kivaltott fokozott protein O-GlcNAcilaciot a
DAPA minimalizalja a proximalis tubulusokban.

5. A DAPA mérsékeli a hipoxiara adott tubularis valaszt, fiiggetlentil
a vércukorcsokkentd hatasatol.

6. A DAPA monoterapiaban is ugyanolyan hatékony az in vivo és in

vitro kisérletekben, mint a non-depresszor dézist lozartannal torténd
kombinalt kezelésben.
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