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ROVIDITESEK JEGYZEKE

a-SMA: a-simaizom aktin (alpha-smooth muscle actin)

ACE: Angiotenzin ll-konvertalé enzim (angiotensin converting enzyme)
ANGI: Angiotenzin | (angiotensin I)

ANGII: Angiotenzin Il (angiotensin I1)

AGEK: Eldrehaladott glikacios végtermékek (advanced glycation end-products)
ARB: Angiotenzin II receptor blokkolé (angiotensin Il receptor blocker)
ATI1R: 1-es tipusu angiotenzin receptor (angiotensin Il receptor type 1)

AT2R: 2-es tipusu angiotvlfenzin receptor (angiotensin Il receptor type 2)
BMP: Csont morfogenikus protein (bone morphogenetic protein)

C3M: lll-as tipust kollagén (peptide of helical collagen type 111 degradation)
CTGF: Kotészoveti novekedési faktor (connective tissue growth factor)

DAG: Diacil-glicerol (diacylglycerol)

DKA: Diabéteszes ketoacidozis (diabetic ketoacidosis)

DKD: Diabéteszes vesebetegség (diabetic kidney disease)

DM: Diabétesz mellitusz (diabetes mellitus)

ECM: Extracellularis matrix (extracellular matrix)

EndoMT: Endotélialis-mezenhimalis tranzicié (endothelial to mesenchymal transition)
EMT: Epitélialis-mezenhimalis tranzicio (epithelial-mesenchymal transition)
FN: Fibronektin (fibronectin)

GFR: Glomerularis filtracios rata (glomerular filtration rate)
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HHS: Hiperozmolaris, hiperglikémias allapot (hyperosmolar hyperglycemic state)
IDF: Nemzetkozi Diabetologiai Tarsasag (International Diabetes Federation)
LAP: Latency-associated peptide

LTBT: Latens TGF-B-kot6 protein (latent TGF-B3 binding protein)

MCP1: Monocita kemoattraktans protein 1 (monocyte chemoattractant protein 1)
MMPs: Matrix metalloproteinazok (Matrix metalloproteinases)

PDGF: Vérlemezke eredetii novekedési faktor (platelet-derived growth factor)
PGDFR: PDGF receptor

PKC: Protein kinaz C (Protein kinase C)

RAAS: Renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (renin—angiotensin—aldosterone system)
ROS: Reaktiv oxigén vegyiiletek (reactive oxygen species)

SMAD: Jelatviteli utvonal (sma and mad related family)

STZ: Streptozotocin

T1DM: 1-es tipusu diabétesz mellitusz

T2DM: 2-es tipusu diabétesz mellitusz

TGF: Transzformalo novekedési faktor (transforming growth factor)

TIMP: Matrix metalloproteinazok szdvettani inhibitora (tissue inhibitor of

metalloproteinases)
VEGF: Vaszkularis endothelialis novekedési faktor (vascular endothelial growth factor)

WHO: World Health Organization



DOI:10.14753/SE.2022.2636

ABRAK ES TABLAZATOK JEGYZEKE

Abrak:

1.

©O© o0 ~N O »n K~ W DN

10

11.

12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

abra: Az egészséges vese, valamint a diabéteszes vesebetegség (DKD) soran jelentkezd

strukturalis valtozasok

. abra: Mezangialis matrix expanzid

. abra: A klasszikus renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) kaszkad
. abra: A vese intersticialis fibrogenezisének fobb eseményei

. abra: TGF-p jelatviteli titvonala

. abra: PDGF fehérjecsalad jelatviteli utvonala

. abra: CTGF f{6bb szabalyozé funkcidi

. abra: In vivo kezelési protokoll

. abra: Mezangialis matrix szdvet kiterjedése kontroll, kezeletlen diabéteszes és

RAAS-gatlokkal kezelt diabéteszes allatok veséiben

. dbra: Kollagénben dus kotdszoveti lerakodas kiterjedése kontroll, kezeletlen
diabéteszes és RAAS-gatlokkal kezelt diabéteszes allatok veséiben

abra: Kollagén szdvet kiterjedése kontroll, kezeletlen diabéteszes és RAAS-
gatlokkal kezelt diabéteszes allatok veséiben

abra: Fibronektin kontroll, kezeletlen diabéteszes és RAAS-gatlokkal kezelt
diabéteszes allatok veséiben

abra: a-SMA lokalizacidja kontroll €s kezeletlen diabéteszes allatok veséiben

abra: a-SMA lokalizacidja és mennyisége, PDGF- lokalizacidja kontroll,
kezeletlen diabéteszes és RAAS-gatlokkal kezelt diabéteszes allatok veséiben

abra: TGFB, PDGF és CTGF mRNS expresszi6 kontroll, kezeletlen és RAAS-
gatlokkal kezelt diabéteszes allatokban

abra: MMP2 és TIMP1 mRNS expresszio kontroll, kezeletlen és RAAS-gatlokkal
kezelt diabéteszes allatokban

abra: PDGF fehérje mennyisége 35mM gliik6z kezelést kdvetden a proximalis
tubulus sejtekben

abra: PDGF mRNS expresszio 24 oras 35mM gliik6z és RAAS-gatlo kezelést

kovetden a proximalis tubulus sejtekben



DOI:10.14753/SE.2022.2636

Tablazatok:

1. tablazat:
2. tablazat:
3. tdblazat:
4. tablazat:

5. tablazat:

6. tablazat:

7. tablazat:

8. tablazat:

9. tablazat:

Az 1-es és 2-es tipusu diabétesz mellitusz (DM) Gsszehasonlitasa

A DM diagnosztikai hatarértékei

Kezelés soran alkalmazott gydgyszerek dozisai

A HK-2 sejtek kezelése soran alkalmazott gliikkdz, mannitol, és RAAS-gatlo
gyogyszerek koncentracioi

A reverz transzkripcids polimeraz-lancreakcio soran hasznalt gének €s
primereik

Lizis puffer dsszetétele

Laemmli puffer 0sszetétele

Kontroll, kezeletlen és RAAS-gatlokkal kezelt diabéteszes allatok
vérnyomas értékei a két hetes kezelési periodus végén

Kontroll, kezeletlen és RAAS-gatlokkal kezelt diabéteszes allatok

metabolikus laborparaméterei

10. tablazat: Rendlis laborparaméterek kontroll, kezeletlen és RAAS-gatlokkal kezelt

diabéteszes allatokban



DOI:10.14753/SE.2022.2636

1. BEVEZETES — IRODALMI HATTER

1.1. Diabétesz mellitusz (DM)

A diabétesz mellitusz (DM) korunk egyik legnagyobb népegészségligyi problémaja,
melynek prevalenciaja jelentdsen novekszik. A Nemzetkozi Diabetologiai Tarsasag
(IDF) adatai szerint ma 463 millié ember él cukorbetegséggel, de 2045-re ez a szam a 700
milliot is elérheti[1]. Magyarorszagon jelenleg nincs felnétt diabétesz regiszter, azonban
az IDF 2011-es adatai szerint a DM el6forduldsa a magyar felnéttek (20-79 évesek)
korében 7,6%. Tovabba az IDF adataival 6sszhangban, a magyar epidemiologiai adatok
alapjan 7,21% az ismert diabétesz és 1,44% a fel nem ismert diabétesz[2] magyarorszagi
el6fordulasa, illetve a gyogyszeresen kezelt 2-es tipusu diabétesz prevalenciaja 2016-ban
7,94% volt[3]. A betegség jelentségét jol jelzi, hogy az egészségiigyi koltségek 13%-at
a DM és szovbdményei okozta elvaltozasok kezelése teszi ki[4].

A DM olyan anyagcsere-betegség, amelynek kézpontjaban a szénhidrat-anyagcsere
zavara all, de a korfolyamat a zsir- és a fehérje-anyagcserére is hatassal van. A
cukorbetegség alapvetd oka az inzulin viszonylagos vagy teljes hianya, illetve az
inzulinhatas elmaradasal[5].

A DM korlefolyasa alapjan két {6 tipust kiilonboztetiink meg, az 1-es tipusu (T1DM,
oka az inzulin viszonylagos vagy teljes hidnya) és 2-es tipusti (T2DM, oka az inzulinhatés
elmaradasa, inzulinrezisztencia) DM-et (1. tablazat). A betegek dont6 tobbsége (85-90%)
a T2DM-be tartozik, ahol a betegség leginkabb felndttkorban jelentkezik, gyakran a

metabolikus szindroma részjelenségeként, elhizassal, hipertonidval tarsulva.
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1. tablazat: Az 1-es és 2-es tipusu diabétesz mellitusz (DM) 6sszehasonlitasa

Szempontok 1-es tipusu diabétesz mellitusz 2-es tipusia diabétesz mellitusz
Oka az inzulin viszonylagos vagy teljes az inzulinhatés elmaradasa,
hidnya inzulinrezisztencia
. barmely életkor, gyakrabban felnottkor (40. életévtol), a korhatar
Eletkor > i
gyerek- vagy fiatalkor csokken
Testsuly altalaban normalis normalis vagy elhizott
Kialakuléasa altalaban gyors lassu
Be:;snel{at ek kevesebb mint 10% kezdetben normalis, késGbb csokken
Inzulin alacsony vagy teljesen hianyzik a betegség elején magas
Autoantitestek igen nem
Ketozisra valo kifejezett nem jellemz6
hajlam
Inzulinterapia sziikséges nem feltétlentil sziikséges

Szamos mads alcsoport is létezik, melyek kialakuldsat egyéb tényezdk is
befolyasolhatjak pl. gesztacios diabétesz, a béta-sejt-miikodés genetikai zavarai (MODY,
MIDD), az inzulinhatas genetikai zavarai, gyogyszerek és kémiai anyagok, infekciok,

melyek részletes targyalasatol a dolgozatban eltekintiink.

1.1.1. DM diagnozisa

A WHO ajanlasadban a korjelzd értékii vércukor-kiiszobértékek meghatarozasanal
els6sorban azt veszik figyelembe, hogy mely vércukorszintek folott jelentkeznek
halmozottan a cukorbetegség idillt szovédményei[5]. A gliikozszint mérheté a
plazmaban, vagy a szérumban. Ugyanakkor meg kell emliteni, hogy 11-13%-Kkal

magasabbak a vérplazmaban mért értékek, mint a vérben mért cukorszint[6].

Egészséges szervezetben az éhomi vércukorszint 4,0-6,0 mmol/l kéz6tt van, és az

étkezést kovetden nem haladhatja meg a 8,0 mmol/I-t.

A DM koérisméjének megallapitasara egyarant hasznalhato a random (a nap barmely
szakaban mért) vércukorérték (> 11,1 mmol/l), az éhomi vércukorszint (> 7,0 mmol/l),
vagy az oralis gliikkoztolerancia-teszt (OGTT) soran a két ora elteltével mért vércukor (>

11,1 mmol/l) [5].
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A cukorbetegség klasszikus tlinete a poliaria (vizelet mennyiségének
megnovekedése), a polidipszia (fokozott folyadékfelvétel az allandd szomjusag érzés
miatt) és az egyéb okokkal nem magyarazhaté fogyas. A klasszikus tiinetek foként a
T1DM-re jellemzoek, T2DM esetében akéar évtizedekig tiinetmentesen alakulhat a
betegség és gyakran csak sziirdvizsgalat vagy egyéb korallapot kapcsan keriilhet

felismerésre.

A klasszikus tiinetek megléte mar utalhat DM-re, azonban a diagnézis
megallapitdsdhoz elengedhetetlen a vércukorszint meghatdrozasa. DM allapithatd meg,
ha az éhomi (az utols6 energia-felvételt kovetden minimum 10 6ra malva mért) vércukor
koros, azaz értéke vénas plazmaban, enzimatikus mddszerrel meghatarozva eléri, vagy
meghaladja a 7,0 mmol/I értéket, vagy étkezés utan barmely idépontban mért (random)
vércukorszint eléri, vagy meghaladja a 11,1 mmol/l értéket. Klasszikus tiinetek hianyaban
¢homi vércukorszint értéke két kiilonboz6 alkalommal mérve eléri, vagy meghaladja a
7,0 mmol/l értéket vagy az OGTT kapcsan az ¢éhomi vércukor eléri vagy meghaladja a
7,0 mmol/l értéket és/vagy a 120 perces érték eléri vagy meghaladjaa 11,1 mmol/l értéket

(a koros terhelési eredmény egy masik idopontban végzett méréssel megerdsitendo).

Elsésorban az Amerikai Egyesiilt Allamokban alkalmazott modszer, azonban az
utobbi par évben (2017-es[7] és 2020-as[8] MDT iranyelv alapjan) Magyarorszagon is
elfogadott eljards, a glikalt hemoglobin (HbAic) mérése alapjan diagnosztizalni a
cukorbetegseéget. A glilkozhoz a HbA1c lassan és irreverzibilisen kapcsolodik, kotddve a
hemoglobin egyik vagy mindkét béta-lancanak N-terminalisan 1év6 valinjahoz. A HbA1c
az utobbi 2-3 honap vércukorértékeinek atlagat tiikkrozi, és 6,5% feletti érték esetén

beszéliink cukorbetegségrol[9].

A kiiszobértékek a kovetkezok: HbAic > 48 mmol / mol (= 6,5 %) két mérés

alkalmaval vagy HbAic > 48 mmol/mol egy alkalommal és az ¢homi plazma gliikoz

koncentracié (FPG) 7 mmol/l vagy annal nagyobb[6]. (2. tablazat)
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2. tablazat: A DM diagnosztikai hatarértékei

Ehomi vénas plazma gliikéz A DM diagnozisa klinikai tiinetek
koncentracio (FPG) hatarértékek esetén
Normal 40-6,0 Oralis
vércukorszint mmol/I gliikéztolerancia-
> 11,1 mmol/l
Emelkedett éhomi 6,1-7,0 teszt (OGTT)
vércukorszint mmol/I "2 oras érték"
Glikalt
DM diagnézisa ]
hemoglobin
¢homi > 7 mmol/l >6.5%
koncentracio
vércukorszintbdl
(HbA1c)

1.1.2. DM szovodményeli

Mind a TIDM mind a T2DM szamos szerv miikodését karosithatja. Szovédményeik
hagyomanyos felosztas szerint két csoportra oszthatéak: heveny és idiilt, az utobbi Kis-ér
(mikroangiopatias), illetve nagy-ér (makroangiopatids) eredetli szovodményekre
oszthato.

A mikroangiopatids (mikrovaszkularis) elvaltozasok a kis erek (ératmérd < 500 pum,
morfologiailag prekapillaris arterioldk ¢és kapillarisok) kéarosodasa kovetkeztében
kialakuld szovédmények. Kitlintetett helyei a retina (retinopatia), a vese (diabéteszes
vesekarosodas, melyet részletesebben a kovetkezd fejezet targyal), az idegszovet
(neuropatia) és a kardiomiocitak (kardiopatia). A mikrovaszkularis elvéltozdsok
meghataroz6 koroki tényezdje az elégtelen glikémias kontroll, melynek kovetkeztében
alternativ anyagcsere utak keriilnek elétérbe, reaktiv oxidativ termékek halmozodnak fel,
elérehaladott glikacios végtermékek (AGEs) képzddnek ¢€s a nitrogén monoxid
termelddés csokken.

A diabéteszes retinopatia a munkaképes lakossag latasvesztésének vezetd oka,
azonban a T1DM-ben nem kell szdmolnunk az eléfordulasaval a megjelenésétdl eltelt
elsé ot éven beliil. Létrejottében a kivanttol elmaradt glikémias kontroll a legjelentésebb
tényez6, mindemellett kivaltd szerepe van az intraokularis ataramlasi nyomas

novekedésének és a megnovekedett vérzsirértékeknek is.
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A diabéteszes neuropatia a makroangiopatia mellett a DM masik, a szervezet egészét
érintd betegség. Az esetek egy részében kozvetleniil meghatarozza az alapbetegség
kimenetelét (végzetes ritmuszavarok), maskor az érintett személy szokasos életvitelét
akadalyozo6 (diabéteszes 1ab), vagy az ¢letmindséget rontd tényezo (fajdalmas szenzoros
neuropatia). A diabéteszes neuropatia a cukorbetegség periférias és autondém
idegelemeket érint6 szovédményeinek — klinikai tiineteknek, vagy csak célzott
vizsgalatokkal felismerhetd elvaltozasoknak — az 6sszefoglald neve.

A makroangiopatias szovoédmények az ateroszklerozis kiilonb6z6é formainak
kialakulasat jelentik. A cukorbetegség mindkét fO tipusdban a sziv- és érrendszeri
haldlozasé a vezetd szerep. Ma altalanosan elfogadott az a megallapitas, hogy a T2DM-
ben észlelt keringési kockazat akkora, mint az infarktuson mar atesett egészséges

anyagcseréjli (nem cukorbeteg) személy esetében.

1.2. Diabéteszes vesebetegség (DKD)

A diabéteszes vesebetegség (DKD) a kronikus veseelégtelenség vezeté oka[10].
Gyogyitasara nincs hatékony terapias megoldas, a jelenlegi kezelések csak lassitjak a

progressziot.
A DKD a T1DM betegek 30%-anal, a T2DM betegek 40%-anal jelentkezik[11, 12].

A DKD soran a felgyorsult vesefunkci6 vesztés mellett koros fehérje-, vagy
albuminvizelés all fenn, illetve a vese hisztologiai vizsgalatakor DKD-ra utalo eltérések
lathatoak (3.3. fejezet)[13].

A hisztologiai elvaltozasok soran eldszor a megemelkedett extracellularis matrix
(ECM) szekrécid és sejtmegnagyobbodas kovetkeztében 1étrej6vé mezangialis matrix
expanzi6 figyelheté meg. Elektonmikroszképpal kimutathatdé a bazdl membran
megvastagodasa és a podocitadk szamanak csokkenése[14]. A glomerularis filtracio
funkcionalis integritasaért a podocitak felelnek, melyek strukturalis épsége sériill a DKD
soran és ez proteinuriat (fehérjevizelést) eredményez[14, 15]. A vesekarosodas
elérehaladtaval glomeruloszklerdzis és az ECM fehérjék — példaul kollagén 1, 111, IV és
fibronektin - nagymértékii felhalmozodasa figyelheté meg, ami fibrotikus elvaltozashoz

vezet (1. dbra).
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1. abra: Az egészséges vese, valamint a diabéteszes vesebetegség (DKD) soran
jelentkezo strukturalis valtozasok. Az abra felso része a diabéteszes, az also része az
egészséges vesetestecske allapotadt mutatja. DKD soran a glomeruléris bazalis membran
megvastagoddsa, a mezangialis sejtek szamanak novekedése és a podocita l1dbnytlvanyok
szerkezetének megvaltozasa figyelhetd meg. Thomas abraja alapjan modositva[16]

A T1DM betegek esetében a glomerularis filtracios rata (GFR), albuminuria és a
magas vérnyomas erdsen korreldl a mezangidlis matrix expanziéval, viszont a korrelacio
kevésbé er6s a glomerularis bazal membran megvastagodasaval[17]. A T2DM-ben
szenvedd betegek vesemiikodésének valtozasa hasonlo a T1DM-ben észleltekhez,
azonban heterogénebb képet mutat és kevésbé prediktiv modon kapcsolodik a klinikai
korképekhez[18].

14.
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A DKD koérlefolyasat 6t stadiumra lehet felosztani[19]:

1. stadium:

2. stadium;

3. stadium:

4. stadium:

5. stadium:

A DKD

Hiperfiltraci6 (GFR novekedés) ¢és hipertrofia (a  veseszovet
megnagyobbodasa figyelheté meg, albumintria-mikroalbuminuria még
nem mutathat6 ki).

Kialakulasa tobb évig elhuzodik, atmeneti mikroalbuminurias periodusok
jellemzik.

Stabil albuminuaria-mikroalbuminuria (30-300 mg/nap albuminiirités),
valamint GFR csokkenés figyelhet6 meg.
Albumintria-makroalbuminuria (>300 mg/nap albuminiirités) és jelentds
GEFR vesztés jellemzi.

Végstadiumu veseelégtelenség, a GFR <15 mL/min/1.73 m2. A miik6dd

nefronok szama jelentésen csokken, miivesekezelés indokolt.

tipikus korlefolyasat a folyamatos albuminuaria-mikroalouminuria

megjelenése, proteinuria kialakulasa és az éveken at tartd, egyre sulyosabb renalis
diszfunkcio jellemzi[20].

A jelenlegi kezelési stratégiak csak lassitjak a vesekarosodas progresszidjat, azonban

a kronikus veseelégtelenség kialakulasat nem tudjak meggatolni[21].
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1.3. DKD szovettana

A DM soran fellépd hiperglikémia, hiperfiltracio, glomerularis hipertrofia és az ezzel
egylitt jaro GFR csokkenés kovetkeztében hisztopatologiai elvaltozasok alakulnak ki a
vesében. Sulyossagi fokuk alapjan ezek a szdvettani elvaltozdsok ot osztalyba
sorolhatoak [22]. A DM okozta hiperglikémia ¢és glomerularis hipertrofia
kovetkezményeként eldszor a glomeruldris bazdlmembran (GBM) megvastagodasa (1.
oszaly) kovetkezik be, amely a DM kialakulasat kovetéen 1,5-2,5 évvel detektalhato[23].
A GBM megvastagodasa kezdetben nem feltétleniil jar egyiitt a glomerularis
hemodinamika felborulasaval[24], azonban késébb ez a megvastagodas felboritja az
ECM szintézisének és lebomlasanak egyenstlyat[25], melynek kovetkeztében az ECM
felhalmozoddik a glomerulus mezangiumaban. Ez a felhalmozo6das a kapillaris lumen
atmérdjének, azaz a filtracios felszin folyamatos csokkenését eredményezi[26]. A
mezangialis matrix expanzi6 (2. dbra) el6bb enyhébb formaban van jelen (II. osztaly),
amikor is a mezangialis terlilet kisebb, mint egy glomerulus kapillaris lumene.
Amennyiben a mezangialis teriilet nagyobb, mint egy glomerulus kapillaris lumene, a
mezangialis matrix expanzid stlyosabb formajarol beszéliink (III. osztaly). A GFR
csokkenése és a mezangialis matrix expanzid stlyossaga kozott szignifikans dsszefliggés

van[27-29].

2. abra: Mezangialis matrix expanzio. A perjodsav-Schiff-reakcioval jelolt
glomeruluson nyil jel6li a piispoklila szinli mezangialis teret (sajat abra).

16.
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Ezt kovetéen Kimmelstiel-Wilson 1€ziok jelennek meg a mezangialis térben (IV. osztaly).
A Kimmelstiel-Wilson 1éziok kerekded-ovalis, fokalis, lobularis acelullaris elvaltozast
mutatnak[30]. Végiil, amikor a glomeruloszklerdzis a vesebiopszia tobb mint 50%-aban

megfigyelhetd, elérehaladott diabéteszes glomeruloszklerozisrol beszéliink (V. osztaly).

Egyéb 1€ziok is el6fordulhatnak a DM korlefolyéasa soran, mint példaul: a Bowman-
kapszula kapszularis csepp elvaltozasa, az afferens és az efferens arteriola hialinizacidja,
a glomerularis kapillarisok fibrin ,,sapka” elvaltozasa[31]. Sulyos glomerularis karosodas
esetén a podocitadk GMB-r6l val6 levalasa is gyakran megfigyelhetd. Mivel a podocitdk
alapvetd  ¢épitdéegységei a  glomerularis  filtraciés  barriernek,  sériilésiik
albuminuriahoz/proteinuriahoz, szegmentalis- és globalis-glomeruloszkler6zishoz

vezethet[32].

1.4. DKD patomechanizmusa

A DKD egy tobblépcsds Osszetett folyamat, melynek kialakulasahoz tobb év
sziikséges. A DKD patomechanizmusaban meghatarozo szerepe van az endotél sejteknek,
melyek nem képesek a magas gliikoz szint hatdsara megemelkedett gliikkoz transzport
gatlasara[33]. A nagy mennyiségli intracellularis glikdoz olyan patogenetikus
folyamatokat indit be, melyek hozzajarulnak a DKD kialakulasahoz[16]. A

megemelkedett gliikkoz szint kiilsd €s belso sejtkarosodashoz vezet.

A kiils6 sejtkarosodas nagyrészt a nem enzimatikus glikacioval képz6dd glikacios
végtermékek (AGEK) felhalmozodasanak kovetkezménye. Az AGEK kialakulasakor a
gliikoz szabad gyokké alakul, ami kémiailag sokkal reaktivabb, mint a kiindulasi
molekula. Az ECM fehérjéi felhalmozodnak az AGEK keresztkotésein, ezaltal
mérséklik[34] az ECM degradacidjat[35]. Ennek kovetkeztében az ECM szintézis-
degradacio bioldgiai egyensulya felborul, az ECM felhalmozodik és a bazal membran
megvastagszik. Az AGEK a glomerulalis mezangiumban felhalmozodva kiilonb6z6
novekedési faktorok, ugymint transzformald névekedési faktor-p (TGF-B), kotdszoveti
novekedési faktor (CTGF), vaszkularis endothelialis novekedési faktor (VEGF) és

vérlemezke eredetli novekedési faktor (PDGF) megemelkedését idézik eld. A
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glomerularis és tubulointersticialis elvaltozasokat ezek a novekedési faktorok is
elosegitik[36]. A diabéteszes vesében szamos sejttipuson, pl. podocitakon is fokozodik a
szolubilis AGEs receptoranak (RAGE) mennyisége[37][38]. A fokozott RAGE aktivitas
elésegiti az intracellularis reaktiv oxigén vegyiiletek (ROS) termelését[39], melyek

intracellularis karosodast valtanak ki.

A Dbelsé gliikotoxicitas fiigg attol, hogy az adott szdvet/sejttipus milyen
gliikoztranszporterrel rendelkezik. Az inzulin dependens gliiko6z transzportert kifejezo
sejtekben (pl.: simaizom sejtek), csokkentett a gliikoz intracellularis dramlasa, emiatt
ezek a sejtek részben védettek a gliikoztoxicitastol. A vesében szamos sejttipus talalhato,
melyek kiilonb6z6 gliikéz transzporter csaladba tartozo fehérjéket expresszalnak[40]. Az
endotél sejtek olyan gliikoz transzportereket expresszalnak, amelyek fiiggetlenek az
inzulintdl, igy ezek a sejtek nem képesek magas gliikk6z szint mellett alul szabalyozni a
gliikéztranszportot. Ennek kovetkeztében az endotélsejtek sériilékenyebben reagéalnak a

megemelkedett gliikkdz szintre.

A DKD kialakulasaban kozponti szerepet t6lt be a renin-angiotenzin-aldoszteron
rendszer (RAAS) aktivalodasa is, mely emelkedett angiotenzin (Ang) Il szintet
eredményez, €s ezaltal az efferens arteriola vazokonstrikciojdhoz vezet. A megemelkedett
Angll mennyiségi 0sszefliggést mutat a fokozott albuminuriaval és nefropatiaval[15, 41].
Emellett a RAAS folyamatos aktivacidja, a vese arterioldk 0Osszehtizddasa révén,
megnoveli a periférialis ellendllast, ami a glomerularis kapillarisok nyomasanak
megemelkedéséhez, proteinuridhoz és fokozodo oxidativ stresszhez vezet[42] (NADPH
oxidaz jelatviteli Gitvonalon keresztiil). Mindezek kovetkeztében endotelialis diszfunkcio

crer

jelatviteli utvonalak aktivalodasat[43, 44].

1.5. Renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer

A RAAS alapveto funkcioja a vérnyomads, asvany- €s vizhaztartds szabalyozasa,
valamint a vese homeosztazisanak fenntartasa. A klasszikus RAAS kaszkad (3. dbra) els6
Iépése a prorenin szintézise. A prorenint a juxtaglomelularis sejtek expresszaljak a

csokkend vértérfogat hatasara[45].
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3. abra: A Kklasszikus renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) kaszkad. Zold
téglalap jeloli a RAAS rendszer gatldsanak lehetdségeit: Direkt renin gatlok (pl.:
Aliszkiren), ACE inhibitorok (pl.: Ramipril), ARB: angiotenzin receptor blokkolok (pl.:
Lozartan), és aldoszteron antagonistak (Pl.: Eplerenon, Spironolakton). Roscioni SS
abraja alapjan modositva[46]

A juxtaglomeluralis apparatusban a proreninb6l renin képz6dik, mely proteolitikus
hasitds révén a mdjban termelédd angiotenzinogénbdl Angl-et alakit ki. Az Angl
atalakulasat az Angll-konvertalé enzim (ACE) katalizalja Angll-vé. Az Angll egy
pleiotropikus hormon, mely direkt hatassal van az arteriolaris simaizomsejtekre. Az
alacsony vértérfogat az erek 6sszehuzodasat idézi eld, novelve a vérnyomast. A vesében
az efferens arteriolak 0sszehuzodasa nagyobb mértékil, mint az afferens arteriolaké, ezzel
segitve a vért a glomerulusba, melynek kovetkeztében a glomerularis nyomas
megemelkedik. Az efferens arteriolak ezen tulajdonsaga a GFR fenntartasaban igen
fontos, mert ezaltal a vér filtracidja akkor is folyamatos, amikor a vesében csokkent a
véraramlas[47]. Az Angll az aldoszteron szekréciot is befolyasolja a mellékvesekéreg

Az Angll a RAAS egyik f6 mediatora, két receptora van: 1-es (AT1R) és 2-es (AT2R)
tipust receptor[47]. A vesesejtekben az Angll szamos profibrotikus faktor mennyiségét
megemeli, melyek sejtproliferaciot, ECM felhalmozodast, gyulladast és végeredményben
vesefibrozist eredményeznek. Ezeket a folyamatokat az Angll nagyrészt az AT1R-en
keresztiil medialja[48]. Emellett AT1R medialta folyamat a vazokonstrikcio, aldoszteron
felszabadulas, vaszkularis remodelling €s a megnovekedett oxidativ stressz is. Az Angll

megemeli a TGF béta expressziot[49], tovabba befolyasolja a masodlagos hirvivo
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(példaul a diacil-glicerol (DAG) és ROS-0k[50]) molekuldk mennyiségét is. Az AT2R
aktivitasa ellentétes hatast, mint az AT1R-¢ és példaul vazodilataciot eredményez.[51]
A RAAS gatlasa bizonyitottan renoprotektiv hatast[52, 53], csokkenti a kronikus

veseelégtelenség progressziojat, és ez altal enyhiti a proteinurea mértékét[52-55].

1.6. DKD kezelése

Mind a TIDM mind a T2DM betegeknél a betegség korai szakaszatol alkalmazott
hossz(i tavu, intenziv glikémias kontroll csokkenti a DKD kialakulasanak
valdszintiségét[56, 57] és a mikro- és makroalbuminuria eléfordulasat[58, 59]. A DKD
kialakulasat kovetden a gliikoz, lipid és vérnyomas kontroll, a megfeleld diéta és ¢letmod
kialakitasa lassithatja a betegség progressziojat[60, 61].
angiotenzin-konvertalé6 enzim (ACE) inhibitorok vagy ATR1 blokkolok (ARB) az
els6dlegesen valasztandd szerck. Ezek a gyogyszerek lassitjak a mikroalbuminaria
kifejlédését, a DKD progressziojat, tovabba csokkentik a sziv- és érrendszeri mortalitast
a cukorbetegeknél[62].

A kozelmultban elvégzett vizsgalatok megerdsitették, hogy a proteinuria mértéke
jelentésen csokken egyéb RAAS blokkold szerek (példaul aldoszteron vagy renin
antagonistak) hasznalataval. Emellett az aldoszteron antagonista spironolakton enyhiti a
proteiniria mértékét a diabéteszes és nem-diabéteszes vesebetegségben is[63, 64].
Osszehasonlito vizsgalat kimutatta, hogy a spironolakton eredményesebben csokkenti a
proteinuriat, mint az ACE-gatlo enalapril. Egy masik aldoszteron-antagonista, az
eplerenon, hasonldan a spironolaktonhoz, jelent6sen csokkenti a mikroalbuminuriat[65].
Ennek ellenére az aldoszteron antagonistak monoterapias alkalmazasa DKD kezelésében
még mindig nem szerepel az ajanlasokban.

Linda F. Fried és munkatarsai kimutattak, hogy ACE inhibitor (lizinopril) és ARB
(lozartan) kombinacidja csokkenti a proteinuria mértékét, azonban a kombinalt kezelést
kapo betegek korében a miokardialis infarktusok szama magasabb volt, mint a
monoterapiaban részesiilé betegek esetében. Emellett a sulyos nemkivanatos
események[66] és a hiperkalémia el6fordulasanak gyakorisaga is magasabb volt a

kombinacios kezelés esetében[67].



DOI:10.14753/SE.2022.2636

1.7. DKD és a vesefibrozis

A fibrozis a természetes sebgyodgyulds része, a szervezetnek a sériilésre adott olyan
valasza, mely soran fenntartja az eredeti szoveti struktarat és meg6rzi a funkcionalis
integritast[68, 69]. A fibrozist gyulladas el6zi meg, ami sziikséges a gyogyulasi
valo Kkitoltéséhez[70]. A szoveti sériilésre adott gyulladasos valasz elindithat egy
természetes szovetgyogyuldsi folyamatot, vagy akar egy abnormalis, kontrollalatlan
szovetproliferaciot is, ami a szovet struktarajanak és funkcidjanak az elvesztését okozva

progressziv fibrozist eredményez.

A DKD kovetkeztében a fokozott mezangialis sejt proliferacio mellett intersticialis
fibrozis is megfigyelhetd. A folyamat soran felborul az egyenstly az ECM 6sszetevoinek
(mint pl. T és 11 tipusu kollagén, fibronektin, matrix metalloproteinazok (MMP-K)[71])

szintézisében[72]. Az ECM felhalmozodasa korrelal a vesekarosodas sulyossagaval[73].

A tubuluintersticialis fibrozis legkorabban detektalhatdo szovettani jelensége a
fibroblasztok  kiilonb6zd  forrasbol  torténd  felszabadulasa, differencialodasa
(miofibroblaszt sejtekké) és felhalmozodasa az intersticumban. A miofibroblasztok
kontraktilis sejtek, melyek nagy mennyiségii a-simaizom aktint (a-SMA) expresszalnak.
A miofibroblasztok a fibroblasztok differencialodasan kiviill szarmazhatnak a
majcsillagsejtekbdl (ezek a sejtek aktivalodnak és miofibroblasztta alakulnak), epithél
sejtekbdl (EMT — epitélidlis-mezenhimalis tranzicio), endotéliumbol (EndoMT —
endotélialis-mezenhimalis  tranzicid), pericitakbol és fibrocitakbol is[73]. A
miofibroblaszt sejtek megjelenésével parhuzamosan az ECM Gsszetevok termelddése is

fokozodik, melyek végiil tubularis atrofia kialakulasat eredményezhetik (4. dbra)[74].

Ezeknek az eseményeknek az egyiittes hatasara a veseparenhima erdsen karosodik és

a vesefunkciok nagymértékben romlanak.
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4. abra: A vese intersticialis fibrogenezisének fobb eseményei: 1. A fibrézis korai
fazisaban az endotél sejtek kozott inflammatorikus sejtek (foképp makrofagok és T-
sejtek) jutnak at. 2. Miofibroblasztok differencialodnak és aktivalodnak a helyi
intersticialis fibroblasztokbdl. Ezek a miofibroblasztok termelik a mezangialis matrix
nagy részét a fibrozis soran. 3. A tubularis sejtek apoptozisa végiil tubularis atrofidhoz
vezet. (Roviditések: TNF: Tumor nekrézis faktor, CCLS5: Chemokine ligand 5, PAII:
Plazminogén aktivator inhibitor-1). Youhua Liu abraja alapjan modositva[74]

Az extracellularis matrix Osszetevok képzddése és lebomlasa soran specifikus pro-
kollagén terminalis fragmentumok és ugynevezett fehérje neo-epitdpok keletkeznek,
melyek a vizeletbe szekretalodnak[75]. A vizeletbe valo szekretalddasuk alkalmassa teszi
ezeket a molekulakat, hogy a vesefibrozis korai biomarkereként funkcionaljanak. A neo-
epitdp fehérjék kozé tartozik az MMP-9 medialta I11-as tipust kollagén degradacidjabol

szarmaz6 fragmentum (C3M)[76] és a IV-es tipust kollagén alfa3 lanca a tumstatin[77].

1.8. Vesefibrozis marker molekulai

A vesefibrozissal jar6 vesebetegségeket kiilonb6z6 ndvekedési faktorok (mint példaul

a TGF-B, CTGF, PDGF) fokozott expresszioja jellemzi. A TGF- és a PDGF fibroblaszt
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aktivaciot valt ki, melynek kdvetkeztében jelentés ECM termel6dés figyelhetd meg[78].
A veseszovet fibrotikus atalakulasa soran a fibroblaszt sejtek de novo, nagy mennyiségii
a-SMA-t  expresszalnak  és  miofibroblasztokka  differencialodnak[79]. A
miofibroblasztok felhalmozodasa hozzajarul a kontrolladlatlan ECM termelédéshez a
fibrozis kialakuldsa és progresszioja alatt[80]. A miofibroblasztok detektalasara

leggyakrabban hasznalt molekula az a-SMA fehérje[81].

A fibronektin egy dimer fehérje, amely képes egyidejiileg kotddni a sejt felszini
receptorokhoz, kollagénekhez, proteoglikanokhoz és egyéb ECM 06sszetevokh6z[82]. Az
intersticidlis fibrozis soran a mennyisége felhalmozddik (hasonléan a kollagén I, III

intersticialis matrix fehérjéhez és a kollagén IV bazal membran fehérjéhez)[83].

1.8.1. Transzformalo6 novekedési faktor g (TGF-pB)

A TGF-B szamos bioldgiai folyamatot szabalyoz, tobbek kozott a sejtproliferaciot,
differencidciot és apoptozist. Tovabba, részt vesz az embriogenezis sordn a sejt fejlodési
iranyanak meghatarozasaban[84]. Harom izoformaja 1étezik (TGF-p 1, 2, 3), melyek
szekvenciaja 60-80%-ban homol6g[85]. A harom izoforma koziil csak a TGF-B1 szerepe
ismert a vesefibrozisban, melyet a vesében az Gsszes sejt szintetizal[86]. Szintézise utan,
a prekurzor TGF-B-hoz els6 1épésben egy latencia-asszocialt fehérje (LAP) kapcsolodik.
Ez az tgynevezett kis latens komplex az LTBP-hez (Latent TGF-B8-binding protein)
kotédik és nagy latens formaban lesz jelen a célszovetben. Amikor TGF-B plazmin,
reaktiv oxigén gyokok vagy trombospondin-1 proteolitikus hasitassal levalasztja az
LTBP-r61 és LAP-r6l, a novekedési faktor aktivva valik[87] és kivaltja a SMAD?2 és a
SMAD3 foszforilaciojat. A foszforilalt SMAD2 ¢és SMAD3 egy oligomer komplexet
alkotva transzlokalodik a nukleuszba ¢és  kiilonb6zd  koaktivatorokkal —és
korepresszorokkal célgének transzkripcidjat szabalyozza[84] (5. dbra). Ilyen célgén

crer

¢s ECM felhalmozodashoz vezet[86].

A megemelkedett gliikoz szint a Protein Kinaz C (PKC) aktivalasat is kivaltja, amely
molekula de novo a diacil-glicerolbol képz6dik[88]. A hiperglikémia fokozza a PKC
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utvonal altal szabalyozott TGF-B1 expressziot[89]. A TGF-B1 aktivalasaval, a PKC
hatasara fokozodik a mezangialis sejt ECM termelése[90]. A TGF-B1 a polyol titvonalon
is aktivalodhat. Ennek soran az aldoz reduktaz a gliikozt szorbitolla bontja, majd a
szorbitol dehidrogenaz a szorbitolt frukt6zza alakitja at. A folyamat néveli a NADH/NAD
aranyat, ami oxidativ stresszhez, PKC aktivaciohoz és végiil TGF-B1 aktivaciohoz

vezet[91].

9  proteolitikus

s LAP"’Z’ : hasitas
OO-TGF-1

I_I_I

latens TGF-B1

Epigenetikus modifikaciok

(pl.: DNS metilacio) ‘\ |

[_’ 0-SMA, TIMP stb.
N/N/NIININISISIA

v

Miofibroblaszt aktivacio és
matrix depozicid

5. abra: TGF-B jelatviteli utvonala. A TGF-$ aktivaloddsa utdn a sejtmagba jutva
miofibroblaszt aktivaciot és matrix depoziciot indukal. Xiao-ming Meng abraja alapjan

modositva[92]

Szamos vizsgalat alatdimasztja a TGF-B1 szerepét a vesefibrozisban. TGF-B1
jelatviteli utvonal aktivalasa VEGF és CTGF indukcidhoz vezet, melyek a TGF-f1
parakrin effektorai és kdzponti szerepet jatszanak a GBM megvastagodasaban, a podocita
sériilés és a glomeruloszklerozis kialakulasaban[93]. In vitro kisérletek kimutattak, hogy

a TGF-Bl nem csak az ECM expresszigjat indukalja[94, 95], hanem a matrix
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metalloproteinaz (MMP) gatlason és MMP-k szdvettani inhibitorainak (TIMP)

aktivalasan keresztiil annak gatlasat is szabalyozza[96, 97]

1.8.2. Vérlemezke eredetii novekedési faktor (PDGF)

A PDGF-et el6szor 1974-ben irtak le Ross és mtsai, mint ,,vérlemezke fliggd szérum

crer

rrrrrrrrrrrrrr

szabalyozasaban.

A PDGEF fehérje csaldd 5 dimert tartalmaz (PDGF-AA, -AB, -BB, -CC ¢és DD),
melyek kiilonb6z6 affinitassal kapcsolodnak a PDGF receptorokhoz (PDGFR-aa,
PDGFR-0f ¢s PDGFR-Bf). A PDGFR-aa-hoz legnagyobb affinitassal a PGDF-AA, és
PDGF-CC kotodik. Ez a két dimer azonban alacsonyabb affinitassal a PDGFR-af-hoz is
kapcsolodik. A PDGF-DD az egyetlen nagy-affinitasa ligandja a PDGFR-f receptornak,
A PDGF-CC kis affinitassal a PDGFR-af3 receptorhoz kapcsolodik[100].

--------

tulélését és az ECM termelését szabalyozza (6. abra)[100]. A vesében levé mezenhimalis
sejtek, mint példaul glomerularis mezangialis sejtek, intersticialis fibroblasztok, valamint
a vaszkularis simaizom sejtek PDGF a és  receptort expresszalnak. A vese fibrotikus
elvaltozdsa soran mindkét PDGF receptornak és a receptor Osszes ligandjanak a
mennyisége megemelkedik[101]. T2DM-ben a PDGF-BB ¢és a PDGFR-f mRNS
megemelkedett expresszidjat mutattak  ki[102]. A PGDF fehérjecsalad a
simaizomsejtekkel ¢és a fibroblasztokkal I1étesit kapcsolatot, ezzel vaszkularis

elvaltozasokat és fibrozist okozva[103].
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6. abra: PDGF fehérjecsalad jelatviteli utvonala. A PDGF a receptorhoz valé kotodést
kovetden kiilonbozd jelatviteli ttvonalakon keresztiil sejtproliferaciot és migraciot,
illetve ECM termelédést indukal. (Roviditések: JNK: Jelatviteli utvonal - c-Jun N-
terminal kinases, PI3K: Jelatviteli uitvonal - Phosphoinositide 3-kinase, MAPK: Jelatviteli
utvonal - Mitogen-activated protein kinase, PLC: Jelatviteli itvonal — Phospholipase,
CJAKI/STAT - Jelatviteli utvonal - Janus kinase/signal transducers and activators of
transcription, PKC: protein kinaz C, Akt/PKB: protein kinaz B, tPa: szovet tipust
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plazminogén aktivator, MERM: citoszkeletaris 0sszekotd fehérjék merlin  és
ezrin/radoxin/moezin csaladja, NHERF: Na'/H* csere regulard faktor, FAK: fokalis
adhézio kinaz). Tammo Ostendorf abraja alapjan modositva[100]

1.8.3. Kotoszoveti novekedési faktor (CTGF)

A CTGF egy 396 aminosavbol allo 36-38 kDa nagysagt, cisztein gazdag fehérje,
melyet eldszor 1991-ben izolaltak, human endotelialis sejtekb61[104]. A fehérje a CCN 6
tagi matricellularis protein csaldd egyik tagja. A CCNS5 kivételével, a CCN csaladba
tartozo novekedési faktoroknak négy darab konzervalt doménjiik van[105]:

1. inzulinszer(i novekedési faktort koté domén (domén 1; IGFB),
2. von Willebrand faktor domén (domén 2; vWC),

3. trombospondin 1 tipusit domén (domén 3; TSP1),

4. ¢és a cisztein kotésre alkalmas domén (domén 4; CT).

A CTGEF szabalyozza a mezangialis sejtek ECM termelddését és a makrofag sejtek
kemotaxisat és adhéziojat (7. dbra) [106].

Anti-GMB antitest

' = K
Mesangialis sejt / / ‘\K

O
P
’\*&\

Integrin
Fibronektin
ECM
felhalmozodas \

Félhold alaku
képzédmeény

7. abra: CTGF fobb szabalyozo6 funkcidi: A mezangidlis sejtek ECM termelése ¢€s a
makrofagok kemotexisa és adhézigja CTGF medialt folyamat. Anti-GMB antitest
hatasara a mezangialis sejtekben 1évé CTGF up-regulalodik, amely MCP-1 expressziohoz

27.
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vezet. Ez az MCP-1 expresszié makrofag osztodast és ECM fehérjetermelddést (integrin
¢s fibronektin) eredményez. Naohiro Toda abraja alapjan modositva[105]

A magas gliikkoz szint, AGEk ¢és a TGF- megemelik a CTGF fehérje mennyiségét
[26]. In vivo kisérletek kimutattak, hogy az Angll-vel kezelt patkanyokban, a CTGF a
glomerulusokban, tubulusokban és az arterioldkban overexpresszalodik ¢€és ez a
tultermel6dés fibronektin lerakodasokkal egyiitt jard tubularis karosodast okoz [107,
108]. Tovabba DKD-s betegekben kimutattak, hogy a szérum CTGF, monocita
kemoattraktans protein 1 (MCP-1) és fibronektin szintek szignifikdnsan megemelkednek.
Ezen folyamatok jol mutatjdk a CTGF fehérjék jelentéségét a DKD
patomechanizmusaban[109]. ATR1 blokkoloval torténé kezelés hatasara csokken a

CTGF és a fibronektin mennyisége, valamint a tubularis karosodas mértéke[107].

Mindezen adatok alatdmasztjdk, hogy a DKD patomechanizmusdban k&zponti
szerepet tolt be a vesefibrozis folyamata, melynek kialakuldsdban szamos citokin, MMP
¢s novekedési faktor vesz részt. A novekedési faktorok koziil az irodalomban a TGF-f3
vizsgédlata van talsulyban, de felmeriilt a CTGF és PDGF szerepe is a DKD

patomechanizumsdban, melyek foként a  fibroblasztok proliferacigjat és

differencialodasat serkentik[110].

Munkénk soran célul tiiztiikk ki a DKD indukalta vesefibrozis patomechanizmusaban
szerepet jatszo molekularis utvonalak megismerését, kiillonos tekintettel a novekedési
faktorok szerepére, melyek jelentdsen befolyasoljak a betegség progresszidjat. Mivel a
DKD kezelésében a RAAS-gatlok az elsddlegesen valasztando terapias szerek, vizsgaltuk

tovabba a RAAS-gatlok potencialis antifibrotikus hatasat is.
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2. CELKITUZESEK

. DKD experimentalis modelljében a RAAS-gatlok hogyan befolyasoljak a
funkcionalis paramétereket, valamint a strukturdlis ¢és fibrotikus szoveti

elvaltozasokat?

. A RAAS-gatlok hogyan befolyasoljak a vesefibrozis folyamatat, kiilonds
tekintettel a profibrotikus faktorok (TGF, PDGF, CTGF) expressziéjat DKD

experimentalis allatmodelljében?

. Az alkalmazott RAAS-gatlok koziil melyik a legalkalmasabb a vesefibrozis

progressziojanak lassitasara?

. A PDGF kozponti szerepének igazolasa a vesefibrozis folyamataban in vitro
proximalis tubulussejt-tenyészetben, magas gliikkoz kezelés utan. Hogyan

befolyasoljak a RAAS-gatlok a proximalis tubulussejtek PDGF termelését?
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3. MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok és kezelésiik

Kisérleteinket 8 hetes, ivarérett, him, Wistar patkanyokon (Toxicoop Kft., Budapest,
Magyarorszag) végeztiikk. Az allatokat allando homérséklet (21 °C), paratartalom (75%)
¢s 12 oranként valtakozo megvilagitas mellett tartottuk. Az allatok a vizsgalat soran
korlatlanul fogyaszthattak csapvizet és altalanos ragcsalotapot. A kisérleteket a Magyar
Koztarsasag allatvédelmi és allatkisérletekkel kapcsolatos torvényeinek (1998/XXVIIL.)
betartasaval, a Semmelweis Egyetem allatkisérletekre vonatkoz6 irdnyelvei alapjan

végeztiik el (Etikai engedély szama: PEI/001/380-4/2013).

A T1DM-et mesterségesen indukaltuk citratban (0,1 M; pH=4,5) oldott, egyszeri,
nagy dozisu streptozotocin (STZ, 65 mg/ttkg, Sigma Aldrich Kft, Budapest,
Magyarorszag) intraperitonealis injekcioval (kezelés protokollt lisd: 8. dbra). STZ
nélkili citrat pufferrel a kontroll allatokat is kezeltiik. A vércukor értékét Dcont Trend
digitalis vércukormérd késziilékkel (77 Elektronika Kft, Budapest, Magyarorszag)
farokvénabol vett vérbdl mértiik, 72 6raval az injekcid beadasat kovetden. A patkanyokat
akkor tekintettiik cukorbetegeknek, ha haromszori random mérés utan a periférias vér
gliikdéz koncentracidja meghaladta a 15 mmol/l értéket. Az ennél alacsonyabb

vércukorszint esetén kizartuk az allatokat a tovabbi kisérletekbol.

Megjegyzés: a digitalis vércukormérésen kiviil a spektrofotométerrel tértént szérum

gliikoz és fruktozamin értékek is igazoltak a diabéteszes modell validitasat.

A T1DM kivaltasat kovetd 5. héten az allatokat randomizalva csoportokba osztottuk
(n=7-8 patkany/csoport) és 2 hétig per 0s izotonias sooldatban oldott RAAS-gatlokkal
kezeltiik.

A gyogyszerek dozisat (3. tdabldzat) irodalmi adatok és korabbi kisérleteink
alapjan[111] ugy valasztottuk meg, hogy az allatok vérnyomasat ne befolyasoljak, de
ACE inhibitor, AT1R blokkol6 és aldoszteron antagonsita hatasukat kifejtsék.
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3. tablazat: Kezelés soran alkalmazott gyogyszerek dézisai

Kezelés tipusa

Beadott mennyiség

Kontroll — egészséges allatok

Izotonids sdoldat, mint vivéanyag

Diabétesz (D) — diabéteszes allatok

Izotonias sdoldat, mint vivéanyag

Diabéteszes allatok + Enalapril —
ACE gatlo

Izotonias sdoldatban oldott 40 mg/ttkg/nap

Diabéteszes allatok + Ramipril —
ACE gatl6

Izotonias sdoldatban oldott 10 pg/ttkg/nap

Diabéteszes allatok + Lozartan -
angiotenzin-receptor blokkolo

Izotonias sdoldatban oldott 20 mg/ttkg/nap

non szelektiv aldoszteron antagonista

Diabéteszes allatok + Spironolakton —

Izotonias sdoldatban oldott 50 mg/ttkg/nap

Diabéteszes allatok + Eplerenon -
szelektiv aldoszteron antagonista

Izotonias sdoldatban oldott 50 mg/ttkg/nap

A patkdnyokat a ledlés elotti

napon 24 o6ras vizeletgyijtés céljabol

anyagcsereketrecekbe helyeztilk. A kezelési protokoll végén az allatokat 60 mg/ttkg

ketamin (Richter Gedeon, Budapest, Magyarorszag) és 5 mg/ttkg xilazin (Medicus

Partner, Biatorbagy, Magyarorszag) oldatok elegyével altattuk el.

DM RAAS gitlo
kialakulasa kezelés Terminusz
N J J

| D + ENALAPRIL (40 mg/ttkg/nap op.)

| D + RAMIPRIL (10 pg/ttkg/nap op.)

| D+ LOZARTAN (20 mg/ttkg/nap op.)

|
I
|
I
|
I
1
I
I
I

| D+ EPLERENON (50 mg/ttkg/nap op.)

| DIABETESZ (D)

et l ] ] | |
l U T

-1. T 0. 1 2 3 4.

W == g

| et
6. 7.

8. abra: In vivo kezelési protokoll. Ot héttel a diabétesz mellitusz (DM) kialakulasét

kovetden két hétig kezeltiik az allatokat renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS)

gatlo szerekkel. STZ: streptozotocin.

Minden egyes allattol vérmintat vettiink, eltavolitottuk a veséket, megmértiik a

szervek sulyat, és a szarazjégen torténd gyorsfagyasztast kovetden -80°C-on taroltuk,

vagy 4%-os formalinban fixaltuk a tovabbi vizsgalatokig.

| D + SPIRONOLAKTON (50 mg/ttkg/nap op.)
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3.2. Laboratériumi paraméterek

Az éllatok ledlésekor vett vért 3600 rpm fordulatszamon, 6 percig 4°C-on
centrifugdltuk, majd szérumot izoldltunk. A szérumbdl fotometrids moddszerrel
meghataroztuk a szérum gliikkdz, kreatinin és karbamid paramétereket Hitachi-712
automatizalt spektrofotométerrel (Roche Hitachi, Basel, Svajc). A 24 oras gyljtott
vizeletbdl meghataroztuk a kreatinin mennyiségét, majd a szérum és a vizelet kreatinin

értékeibdl kiszamoltuk a teststilyra vonatkoztatott kreatinin-clearencet.

3.3. Vérnyomas mérés

Az dllatok vérnyomasat CODA standard farokmandzsettds vérnyomasmérd
rendszerrel (EMKA Technologies, Parizs, Franciaorszag) kétszer mértiik, a RAAS-gatlo
kezelés megkezdése eldtt és a kisérleti periodus végén. A mérés altatasban, 3% izofluran
és szintetikus levegdelegy (Eickemeyer Veterinary Equipment Ltd., Twickenham, UK)
belélegeztetésével tortént. Minden allatnal legaldbb harom mérést végeztiink, majd
meghatdroztuk az artérids kozépértéket. Az artérias kozépnyomas értékét a szisztolés és

diasztolés nyomas értékekbdl szamoltuk ki az alabbi képlet segitségével:

(2 * Pszisztolés + Pdisztolés )
3

Artérias kozépnyomas =

3.4. A vese hisztologiai analizise

A hagyomanyos hisztologiai vizsgalatokhoz a vesék kozépso részét 4%-o0s formalin
fixalast kovetden paraffinba agyaztuk, majd 5 um vastag metszeteket készitettiink. A
metszeteken perjodsav Schiff (PAS), hematoxilin-eozin, Masson trichom és PicroSirius
Red festést végeztiink. A megfestett metszeteket digitalis metszet szkenneld automataval
(Pannoramic 250 Flash 3, 3D Histech Kft, Budapest, Magyarorszag) digitalizaltuk,

kiértékelésiiket szamitogépen végeztiik.
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3.4.1. Perjodsav-Schiff (PAS) festés

A PAS festés a makromolekularis szénhidratokat festi piispoklila sziniire. Az eljaras
soran a makromolekularis szénhidratokban 1év6 alkoholos csoportokat perjodsav
segitségével aldehiddé oxidaltuk, majd az aldehideket a Schiff-reagenssel lathatova
tettiik. A PAS festett metszeteken a mezangialis matrix expanzidé mértékét vizsgaltuk. A
mezangialis matrix a glomerulus belsejében taldlhatdé erdsen PAS-pozitiv szovet,
melynek felszaporodasa a DKD kialakulasara utal[71]. Allatonként 15 db 400x nagyitasu
digitalis metszeten végeztik az értékelést.

A PAS-pozitiv szovetet Adobe Photoshop (Adobe Systems Incorporated San Jose,
CA, USA) program segitségével kijeloltiik, majd a kijelolt teriiletet feketére, a
fennmarad¢ teriiletet pedig fehérré alakitottuk at. A fekete-fehér képeken Scion image
(Scion Corporation, http://scion-image.software.informer.com/) szoftver segitségével
elemeztiik a fekete teriiletek aranyat a fehér teriilethez viszonyitva[112]. A kontroll
csoport eredményét 1-re normalizaltuk, a tobbi eredményt pedig ardnyosan viszonyitottuk

hozza.

3.4.2. Masson-féle Trichome festés

A kollagénben dus kotdszoveti lerakddast Masson-féle Trichrome eljarassal
vizsgaltuk meg. A festési eljards a sejtplazmat és a vordsvértesteket vordsre, a
sejtmagokat feketére, a kollagént pedig kékre festi. Vesénként atlagosan 10 darab 200X-
os nagyitasu képet értékeltiink ki, mind a kéregbdl, mind a veldallomanybdl (kizarva a
glomerulusokat és a nagyobb ereket). A mintakat kodoltuk és megvizsgaltuk a
tubulointersticialis fibrozis mértékét, melyre a kék szinben megjelend kollagén
mennyiségébdl kovetkeztettiink. Az Adobe Photoshop (Adobe Systems Incorporated San
Jose, CA, USA) program segitségével kijeloltiik a kékkel dbrazolodo fibrotikus szovetet,
majd ugyanezen program hasznalataval a kijelolt teriiletet feketére, a fennmarado
részeket fehérre alakitottuk at. Az igy kapott fekete-fehér képeken Scion image (Scion
Corporation, http://scion-image.software.informer.com/) szoftver segitségével elemeztiik

a fekete terilletek aranyat a fehér teriilethez viszonyitva[112]. A kontroll csoport
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eredményét 1-re normalizaltuk, a tobbi eredményt pedig aranyosan viszonyitottuk

hozza[111].

3.4.3. Fibronektin immunhisztokémiai jelolés

A xilolban deparaffinizalt 5 pm vastag metszeteket felszallo alkoholsorral és
desztillalt vizzel rehidrataltuk, majd hével torténd epitop feltarast végeztiink 6,0-s pH-ju
citrat pufferrel (Hisztopatologia Kft, Pécs, Magyarorszag) és peroxidazgatoltuk a
mintakat (Hisztopatologia Kft, Pécs, Magyarorszag). A nem specifikus ktddéseket borju
szérum albumin (BSA) fehérjeoldattal (Hisztopatologia Kft, Pécs, Magyarorszag)
gatoltuk. 1:1000-es higitasban els6dleges anti-fibronektin antitesttel (Abcam, Cambridge,
Anglia) jeloltiik a metszeteket. Ez a primer antitest egy nyul poliklonalis ellenanyag, ezért
az alkalmazott masodlagos antitestként a peroxidazzal jelolt anti-nyul egylépcsds polimer
eléhivot (Hisztopatologia Kft, Pécs, Magyarorszag) hasznaltuk. Az eléhivast a HISTOLS
rezisztens amino-etilkarbazol (AEC) kromogén/szubsztrat rendszerrel végeztiik el, majd
a metszeteket hematoxilin oldattal kontrasztfestettiik. 400X-os nagyitason meghataroztuk
a glomerulusok AEC pozitivan festddd barna teriileteinek aranyat a teljes vizsgalt
teriilethez viszonyitva. Adobe Photoshop (Adobe Systems Incorporated, San Jose, CA,
USA) és Scion Image (Informer Technologies, In. Madrid, Spanyolorszag) szoftverekkel.
A kontroll csoport eredményét 1-re normalizaltuk, a tobbi eredményt pedig ardnyosan

viszonyitottuk hozza.

3.4.4. Sirius-red festés

A Sirius-red festési eljaras a kollagén I, II és III[113]-at pirosan, a sejtmagot és a
citoplazmat sargan festi. A fibrotikus teriilet kvantifikélasa érdekében minden allat
veséjérol egyenként, 100x-os nagyitasu teriiletet jeloltiink ki. Az igy annotalt képeket
exportaltuk. Az Adobe Photoshop (Adobe Systems Incorporated San Jose, CA, USA)
program segitségével kijeldltiik a pirossal abrazolodd fibrotikus szdvetet, majd

ugyanezen program hasznalataval a kijeldlt teriiletet feketére, a fennmaradd részeket
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fehérre alakitottuk at. A képek Sirius Red festéssel megjeldlt, piros szinli teriileteinek
szazalékos aranyat Imagel szoftverrel szamittattuk ki. A kontroll csoport eredményét 1-

re normalizaltuk, a tobbi eredményt pedig aranyosan viszonyitottuk hozza.

3.4.5. A vese immunfluoreszcens vizsgalata

A fagyasztott vesemetszeteket Shandon cryomatrixba agyaztuk (Life Science Ltd.,
Budapest, Magyarorszag) majd kriosztattal 10 pm vastag metszeteket készitettiink. A
kiolvasztott metszeteket 2 Oran keresztiil inkubaltuk szobahdhémérsékleten,
nedveskamraban PBS-ben higitott (1:1000) a-SMA ellenes (1d. western blot) és (1:100)
PDGFR-8 ellenes elsddleges antitesttel (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA).
Ezt kdvetden a metszeteket PBS-sel mostuk, majd masodlagos egér-ellenes Alexa Fluor
488 (1:100, Thermo Fisher Scientific, Budapest, Magyarorszag) antitesttel vagy
masodlagos nyul-ellenes Alexa Fluor 568 (1:100, Thermo Fisher Scientific, Budapest,
Magyarorszag) antitesttel inkubaltuk és Hoechst 33342-vel (Life Technologies, Budapest,
Magyarorszag) kontrasztfestettiink, hogy a sejtmagot lathatova tegyiik. Az
autofluoreszcencia elkeriilése érdekében és a specifikussag alatdmasztasara festési
kontrollokat hasznaltunk, amely metszeteket nem inkubéltunk az elsédleges antitesttel. A
metszeteket szdradas utan Vectashield Mounting Mediummal (Vector Labs., Biomarker
Kft., Budapest, Magyarorszag) fixaltuk, fedélemezzel fedtiik, majd Zeiss LSM 510 Meta
konfokalis 1ézermikroszkoppal (Zeiss, Jena, Németorszag) elemeztiik 630x-as nagyitas

alatt.

3.5. In vitro kisérletek

Kisérleteinkben immortalizalt human kidney 2 (HK-2) proximadlis tubulussejteket
(LGC Standards, ATCC Cat# CRL-2190) hasznaltunk. A HK-2 proximalis
tubulussejteket 5,5 mM gliikkozt tartalmaz6 DMEM-ben (Dulbeco’s Modified Eagle
Medium, GIBCO by Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) tenyésztettiik, melyekhez
10% FBS-t (Foetal bovine serum, GIBCO Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), 1%
penicillin/sztreptomicin antibiotikum oldatot (Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag)

és 1% L-glutamint adtunk. A sejteket 95%-0s paratartalom mellett, 5% CO. tartalmu,
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37°C-0s termosztatba tenyésztettiik. A kezelések eldtt, 24 orara a sejteket 6 well-et

tartalmazé lemezekre (5x10° sejt/well), szérummentes tapfolyadékba helyeztiik.

A HK-2 kezelésekor a sejteket normal (5,5 mM), magas glikéz (35 mM)

koncentracioju, illetve ozmotikus kontrollként magas mannitol (5,5 mM gliikk6éz + 29,5

crer

c sy

tapfolyadékban tartott sejteken 24 oran at a 4. tabldzatban talalhatd adott dozisi RAAS-
gatlo kezelést alkalmaztunk. A kontroll sejteket DMSO vivéanyagban tartottuk (n=6

well/csoport).

4. tablazat: A HK-2 sejtek kezelés soran alkalmazott gliikoz, mannitol, és RAAS-
gatlo gyogyszerek koncentracioi

Kezelés tipusa Kezelési koncentracio
Gliiké6z (kontroll sejtek) 55 mM
Magas gliik6z 35 mM
Magas mannitol 5,5 mM gliikkoz + 29,5 mM mannitol
Magas gliik6z + Ramipril 35mM + 10 uM
Magas gliik6z + Lozartan 35mM + 10 uM
Magas gliik6z + Spironolakton 35 mM + 200 nM
Magas gliik6z + Eplerenon 35mM + 10 uM

A letapadt sejteket a tovabbi vizsgalatokhoz 24 vagy 48 vagy 72 6ra utan 0,25%
tripszin-EDTA oldattal (GIBCO Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) felvettiik, majd
azokbol fehérjét és RNS-t izolaltunk.

3.6. RNS-izolalas, cDNS szintézis, RT-PCR reakcio
Az RNS izolélast Total RNA Mini Kit (Geneaid Biotech Ltd., New Taipei City,
Thaifold) gyartoi protokoll szerint végeztiik el.

350 ul 1 % B-merkaptoetanol és RB-puffer elegyét mértiink minden mintara, majd 1

percig homogenizaltuk azokat. A mintakat Filter Column-ba pipettaztuk, amiket 2 ml-es
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gylijtéesébe helyeztiink, és lecentrifugaltuk (13 000 rpm, 30 sec). A feliiliszéhoz 350 pl
70%-o0s etil-alkoholt adtunk, felszuszpendaltuk az oldatot, majd az elegyet az izolalo
oszlopra pipettaztuk és centrifuga (13 000 rpm, 1 perc) segitségével elvalasztottuk az
RNS-t a minta egyéb Osszetevoitdl. A sziiron megtapadt RNS-t eldszor 400 pul W1
pufferrel centrifugaltuk, majd 2x mostuk 600 pul Wash pufferrel. Az RNS eluacidja 30 pl

RNaz mentes vizzel tortént steril Eppendorf-csdvekbe.

A kinyert RNS mennyiségét €s tisztasagat NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel
(BCM, Huston, TX, USA) allapitottuk meg, vakként RNaz mentes vizet hasznaltunk.
Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR reagensekkel (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), a gyarto leirasat kovetve 500 ng RNS-bdl komplementer
DNS-t (cDNS) szintetizaltunk. Az RT-qPCR mérésekhez 18s riboszomalis RNS, TGF-p3,
CTGF, MMP2, TIMP1 és PDGF génekre specifikus forward és reverse primereket
terveztiink az NCBI nukleotid adatbazisban talalhato szekvenciak alapjan (5. tdblazat). A
PCR reakcio lejatszodasahoz a reakcioelegy végtérfogatat 20 pl-re allitottuk be ugy, hogy
10 ul SYBR Green LightCycler 480 SYBR Green I Master enzim mixet (Roche
Diagnostics, Mannheim, Németorszag), 1 pl cDNS mintat, 7 ul nukleinaz-mentes vizet
¢s az adott célfehérjére specifikus 1-1 pl forward és reverse primert pipettaztunk ossze.
A méréseket LightCycler 480 késziilékkel (Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag)
végeztik el és analizaltuk. Az egyes gének mRNS expresszidjanak aranyat a 18s
riboszomalis RNS haztartasi gén expresszdjanak meértékéhez hasonlitva hataroztuk meg.
A kontroll csoport eredményét 1-re normalizaltuk, a tobbi eredményt pedig ardnyosan

viszonyitottuk hozza.

5. tablazat: A reverz transzkripcios polimeraz-lancreakcié soran hasznalt gének és

primereik
Gén NCB! , Primer szekvencia Termék Ta
neve azonosito hossz
Forward: 5'-GCA CCG GAG AGC CCT
' GGA TAC C-3' .
Tofbl | 21803 ~everee. | 5-CCC GGG TG TGTTGG | 27 bp | 60°C
) TTG TAG AGG-3'
Forward: 5-TCG ATC GCA CCA ATG
' CCA ACT TCC-3' .
Pdgfb | 24628 ~everee. | 5-CAC GGG CCG AGG GGT | 2 bp | 62°C
) CACTACTGT-3
. 5-TCC ACCCGG GTT ACC o
Ctgf 64032 Forward: AAT GAC AAT AC-3 195bp | 58°C
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Gén NCBI . . Termék
rox Primer szekvencia Ta
neve azonosito hossz
Reverse: 5'-CTT AGC CCG GTA GGT
CTT CAC ACT GG-3'
Forward: | 2 TC€C XXAC éﬁ‘é ¢ C3:A GAC
Mmpz [ B80T | 5TTG CGG GGA AAG AAG | ot | 30°C
TTGTAGT-3'
] 5'-GGC GCC CTT TGC ATC
_ Forward: TCT GG-3' .
Timpl 116510 N 5.GGC GAA CCG GAA ACC 250bp | 58 °C
TGT GG-3'
Rn18s 100861533 — 5.GCG CGT GCA GCC CCG 105bp | 60 °C
GAC ATC TA-3'
5'-GCG TGC GGC AGC TGT
Forward:
ACA TTG ACT-3' o
TGFB1 7040 evere 5-CGA AGG CGC CCG GGT 174 bp | 60 °C
TAT GC-3'
5-AGA TGG GGC CGAGTT
Forward:
GGA CCT GAA-3' o
PDGFB 5155 Reverse: 5'-GCG CCG GGA GAT CTC 163bp | 62°C
GAA CACCT-3'
5'-GTC CAC CCG GGT TAC
Forward:
CAA TGA CAA-3' o
CTGF 1490 Reverse: 5'-CAG GAT CGG CCG TCG 228Dbp | 58°C
GTA CAT ACT-3
5'-CGC GGA TCC GAA CAC
Forward: | TGC GTT TGC TGG CTT TGA
RN18S | HQ387008.1 TG-3' 136 bp | 60 °C
SR 5-GCG GTGCTCCATTTA
TCA GA-3'

3.7. Aramlasi citometrias mérés

Els6 Iépésben a HK-2 sejteket 10 percig szobahdmérsékleten fixaltuk/permeabilizaltuk
(FACS Permeabilizing Solution 2, BD Pharmingen, San Diego, CA, USA). Ezt kovetden a
sejteket szobahdmérsékleten specifikus elsédleges anti-aSMA (Sigma-Aldrich, Cat#
A2547), valamint anti-PDGF-B antitesttel (rabbit polyclonal 1gG, Santa Cruz
Biotechnology Inc, Dallas, TX, USA) inkubaltuk 30 percen keresztiil, 1:100-as higitasban.
Permeabilizalé pufferrel torténd mosassal a nem kotddott antitesteket eltavolitottuk. A
mosas utan 30 percig szobahOmérsékleten fénytdl elzarva inkubaltuk a sejteket az

elsddleges antitestre specifikus, fluoreszcens festékkel konjugdlt, elsédleges anti-aSMA
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esetén Alexa 488-konjugalt csirke anti-egér, anti-PDGF-B antitest esetén Alexa 488-
konjugalt csirke anti-nyul masodlagos ellenanyaggal, 1:200-as higitasban. A negativ
kontrollokat csak masodlagos antitesttel inkubaltuk. Majd permeabilizal6 pufferrel torténd
mosassal a nem kotédott masodlagos antitesteket eltavolitottuk, ezt kovetéen PBS pufferben
felvettiik a sejteket. A mérést BD FACSAriaTM aramlasi citométerrel (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA) végeztiik. Az €16 sejteket méret (forward scatter) és granulaltsag szerinti
(side scatter) szoras alapjan hataroltuk be. Minden kezelési csoportbol 10.000 sejtet
szamoltunk le. Az eredményeket ezutdan BD CellQuestTM Pro (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA) szoftver segitségével értékeltiik ki.

3.8. Fehérje izolalas, western-blot

A vese szovet vizsgalata esetén a vese cortexbdl szovetmintat vettiink, majd 4 C°-0s,
7,4 pH-ra beallitott lizis pufferben (6. tdbldzat) homogenizaltuk Fastprep RP120
homogenizatorral (Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA).

6. tablazat: Lizis puffer osszetétele

Hatoanyag Koncentracio
Tris(hidroximetil)aminometan (Tris) 1M
Etilénglikol-tetraecetsav (EGTA) 05M
Triton X-100 1%
Natrium-fluorid (NaF) 0,25 M
Fenilmetanszulfonil-fluorid (PMSF) 05M
Natrium-ortovanadat (Naz3VOa) 05M
Leupeptin 5 mg/ml
Aprotinin 1,7 mg/mi
Desztillalt viz 10 ml-re kiegészitve

200 pl lizis puffert pipettaztunk minden egyes homogenizalé golyot tartalmazo
Eppendorf oszlopba, majd belehelyeztiik a cortex darabot. Az eppendorf oszlopot 50
mozdulat/sec sebesség mellett 2 percig razattuk. A razatds utdn 10 percen keresztiil

centrifugaltuk 4 °C-on, 13 000 rpm-en a homogenizatumot.
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A feliiluszobol Bio Rad Protein Assay Kit-tel (Bio-Rad Laboratories Inc. Hercules,
torzsoldatbol higitasi sort készitettlink (0,5 mg/ml; 1 mg/ml, 2 mg/ml, 3 mg/ml, 4 mg/ml
és 5 mg/ml BSA). A 10x-esére higitott fehérje mintakat és a reagenseket gyartoi protokoll
alapjan 96 lyuka ELISA plate well-jeibe 6sszemértiik. Minden mintabdl 3 parhuzamos

mérést végeztiink.

Az abszorbanciat spektrofotometridas modszerrel (Chameleon V Florometer-
Luminometer Photom, Hidex, Turku, Finnorszag) 690 nm-en detektaltuk. A BSA higitési

sorhoz tartozo atlagos abszorbancia értékek alapjan felallitott kalibracidés egyenes

crer

A fehérjelizatumokat 95 °C-on, 5 percig, 4x-es Laemmli pufferben (7. tabldazat)

denaturaltuk.

7. tablazat: Laemmli puffer osszetétele

Hatoanyag Koncentracio
TRIS-HCI (pH=6,7) 12,5 mM
Nétrium dodecil szulfat (SDS) 4%
Merkaptoetanol 4%
Glicerol 15%
Bromfenolkék 0,01%

Ezt kovetéen 4-20 %-0s Mini-PROTEAN TGX poliakrilamid gélen (Bio-Rad
Laboratories Inc. Hercules, CA, USA) gélelektroforézissel szétvalasztottuk a fehérjéket
(200 V, 40 perc, szobahdmérseklet). A gélrdl a fehérjéket nitrocelluloz membranra
transzferaltuk (Bio-Rad Laboratories Inc. Hercules, CA, USA). A blottolast kdvetéen a
membrant 1% Ponceau S (Sigma Aldrich Kft, Budapest, Magyarorszag) és 25 % ecetsav
(Reanal Kft, Budapest, Magyarorszag) tartalmu festékkeverékben inkubaltuk 3 percig,
hogy ellendrizziik a fehérjeatvitel sikerességét. A membrant lefotoztuk, a kiértékelés
soran elvégzett Osszfehérje mennyiség korrigalasa végett. A festék lemosdsa utan a
membrant szobahdmérsékleten, 1 6ran keresztiil inkubaltuk blokkolo6 oldatban (1% TBS
¢és 5% zsirmentes tejpor). Blokkolas utdn a membrant egy éjszakan keresztiil, 4 °C-on a

specifikus elsddleges anti-aSMA (Sigma-Aldrich, Cat# A2547) ellenanyaggal 1:2000
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higitasban inkubaltuk. Masnap TBS-0,05% Tween20-al mostuk a membranokat. Mosast
kdvetden a membranokat az elsddleges antitestre specifikus torma-peroxidaz enzimmel
konjugalt goat anti-mouse IgG (Cell Signaling Technology, Cat# 7076) masodlagos
antitesttel, 1:6000 higitasban TBS-0,05% és Tween20-at tartalmazo6 oldatban inkubaltuk
1 6raig, szobahdmérsékleten. Az 1 ora elteltével a felesleges, be nem kotott ellenanyagot

tovabbi mosasokkal (3x10 perc) tavolitottuk el.

Az el6hivast Versa Doc késziiléken végeztiik (Bio-Rad Laboratories Inc. Hercules,
CA, USA) kemilumineszcens modszerrel, ECL plus reagens (GE Healthcare Life
Sciences, Budapest, Magyarorszag) hozzdadasaval. A jelet denzitometrids modszerrel,
Versadoc Quantity One szoftverrel (Bio-Rad, Budapest, Magyarorszag) értékeltiik ki. A
normalizalt optikai denzitas értékeket a hattér kivonasa utdn, a Ponceau festésre kapott
Osszfehérje eredményekre és bels6 kontrollra korrigalva kaptuk meg. A kontroll csoport

eredményét 1-re normalizaltuk, a tobbi eredményt pedig aranyosan viszonyitottuk hozza.

3.9. Statisztikai kiértékelés

Az adatok kiértékelését Graphad statisztikai szoftverrel végeztiik. Elsd 1épésben
normalitastesztet végeztiink Kolmogorov ¢€s/vagy D’Agostino modszerrel, majd ha az
adatok a tesztek alapjan normalis eloszlast mutattak, akkor One-Way ANOVA (Analysis
of variance) és Bonferroni Post Test-et hasznaltunk. Amennyiben nem normalis eloszlast
volt az adatsor Kruskal-Wallis és Dunns féle post-hoc tesztet alkalmaztunk. Az
eredményeket atlag + SEM vagy median és 5-95 percentilisben adtuk meg. Statisztikailag
szignifikansnak a p<0,05 értéket tekintettiik.
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4. EREDMENYEK

4.1. Invivo eredmények

4.1.1. DKD kialakulasa T1DM allatmodellben

4.1.1.1. RAAS-gatlok non depresszor hatasanak igazolasa

A RAAS inhibitorok dozisait korabbi kisérleteink és irodalmi adatok alapjan [111,
114-118] ugy valasztottuk meg, hogy antihipertenziv hatasuktol fliggetlentil fejtsék ki
renoprotektiv hatdsukat, gatolva a RAAS megfeleld elemeinek expresszidjat, illetve
aktivitasat.

8. tablazat: Kontroll, kezeletlen és RAAS-giatlokkal kezelt diabéteszes allatok
vérnyomas értékei a két hetes kezelési periodus végén . Kontroll (K), diabéteszes (D),
illetve enalaprillal (ENA), ramiprilel (RAM), lozartannal (LOZ), spironolaktonnal (SPI)

¢és eplerenonnal (EPL) kezelt diabéteszes allatok vérnyomas értékei atlag + SEM-ben
megjelenitve (N=6-8).

Paraméterek | Kontroll Diabétesz D+ D+ D+ D+ D+
(D) ENA RAM LOZ SPI EPL
Artérids 66,2 + 72,3 + 70,3 + 77,4 + 723 +
kozépnyomas | 70,0 +3,15 | 69,4593 2:33 2:79 7,’65 8,’16 5,’48
(Hgmm)
Pulzus 355 + 362 + 371+ 346 + 333+
(BPM) 380+830 | 387109 19,7 8,76 6,13 158 6,75

A két hetes kezelési periddus végére a vérnyomas nem valtozott egyik csoportban

sem, ami igazolja a megfeleld, non-depresszor dozisok kivalasztasat (8. tdbldzat).

4.1.1.2. RAAS-giatlok hatisa a  metabolikus paraméterekre T1DM
allatmodellben

Hét héttel az STZ-indukalt diabétesz kialakulasa utan a cukorbetegségre jellemzd

koéros metabolikus laborparamétereket mértiink, melyet a 9. tabldzat 6sszegez.
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A diabéteszes csoportban a megemelkedett szérum gliikkdz- és fruktézamin igazolja
a DM hosszatava fennallasat. Emellett megfigyelhetd a diabéteszes allatoknal a
testsulyndvekedésének elmaradasa, valamint a magasabb koleszterin és triglicerid
szintek, melyek a lipidanyagcsere zavarara utalnak. A RAAS-gatlok koziil a lozartan,

spironolakton és eplerenon szignifikdnsan javitotta a koleszterin szintjét.

9. tablazat: Kontroll, kezeletlen és RAAS-gatlokkal kezelt diabéteszes allatok
metabolikus laborparaméterei. A Kontroll (K), diabéteszes (D), illetve enalaprillal

(ENA), ramiprillel (RAM), lozartannal (LOZ), spironolaktonnal (SPI1) és eplerenonnal
(EPL) kezelt diabéteszes allatok metabolikus paraméterei atlag + SEM-ben megjelenitve.
HDL-magas denzitast lipoprotein. n = 7-8/csoport. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs.

Kontroll, §§§p<0,001 vs. Diabétesz; §§p<0,01 vs. Diabétesz

D+ D+ D+ D+ D+
Paraméterek K D
ENA RAM LOZ SPI EPL
*kk *kk *kk *kk *kk k=3
Testtomeg (8) | 418+823 | 107, 114 | 2012133 | 265:7,68 | 2584128 | 245:162 | 2884125
S[’llynﬁvekedés 223 1115 *kk *kk *kk *kk *kk Kk
(Ag) : 66,4+11,0 | 90,0+157 | 70,0+7,07 | 71,4+11,0 | 79,7£115 | 955+121
Szérum gliikoz ook * * * *
(mmol/l) 1272059 1 4731308 | 3534323 | 4414157 | 438245 | 426+200 | #8245
Fruktézamin 1534209 — ok * * * *
(nmol/l) ’ 243+6,86 | 250+509 | 249+510 | 256+745 | 239+587 | 239+6,85
Koleszterin o §§§ §§
(mmol/l) LO9£004 | 535, o5 | 1L80F0I2 | 2212010 |\ o, (08 | ooy | 188+008
HDL- - * *kk *kk
K(oleszts:‘;n 2,21+0,10 1,55 40,18 1,77+0,20 | 1,83+0,07 | 1,87+0,07 1294013 | 1324008
mmo
Triglicerid o * *
(mmol/l) 0,42 +0,03 1.90 = 0,50 1,49 £0,45 0,98+0,34 1,31 +0,37 1374020 | 1.51+033

4.1.1.3. RAAS-gatlok javitottak a vesemiikodést TLIDM allatmodellben

A vizsgalat végére a diabéteszes allatokban a DKD-ra jellemzd funkcionalis

karosodasok jelentkeztek: megemelkedett a vese/testtomeg arany €s a szérum kreatinin,

karbamid szint, fokozodott a gliikkoziirités és a mikroalbumintria, valamint csokkent a

kreatinin-clearence. A RAAS-gatlok csokkentették a vese hipertrofiat, és a gliikkoz tiritést,

valamint javitottdk az urea nitrogén és kreatinin clearence paramétereket, igazolva

renoprotektiv hatasukat. Tovabba a RAAS-gatlok koziil a lozartan, a spironolakton és az

eplerenon tendencialisan csokkentette a mikroalbuminuria mértékét (10. tabldzat).




DOI:10.14753/SE.2022.2636

10. tablazat: Renadlis laborparaméterek kontroll, kezeletlen és RAAS-gatlokkal
kezelt diabéteszes allatokban. A Kontroll (K), diabéteszes (D), illetve enalaprillal
(ENA), ramiprillel (RAM), lozartannal (LOZ), spironolaktonnal (SPI) és eplerenonnal
(EPL) kezelt diabéteszes allatok metabolikus paraméterei atlag + SEM-ben megjelenitve.
DN: detektalhatatlan. *p<0,05 vs. Kontroll; #p<0,05 vs. D; N=7-8/csoport.

D+ D+ D+ D+ D+
ENA | RAM LOZ SPI EPL
0,71+ | 161+ | 142+ | 133+ | 1,36+ | 1,31+ | 1,33+

0,05 | 0,32 | 0,32 | 0,21# | 0,12# | 0,08# | 0,21#
553+ | 66,3+ | 66,3+ | 605+ | 67,6+ | 650+ | 651+

1,40 | 2,25* | 341* | 183 | 3,08 | 2,51* | 2,95*
8,09+ | 283+ | 188+ | 193+ | 181+ | 21,0+ | 18,6+

0,18 | 3,08*# | 2,24*# | 1,29%# | 1,84*# | 1,04*# | 1,39*#
371+ | 312+ | 300+ | 374+ | 312+ | 314+
28,3* | 22,3* | 40,8* | 26,7* | 32,6* | 24,5*

Paraméterek K D

Vese/testtomeg x 100

Se- kreatinin (pumol/1)

Se-Karbamid (mmol/l)

Gliikozuria (mmol/1) DN

Mikroalbuminuria DN 958+ | 996+ | 96,4+ | 819+ | 71,2+ | 69,3+
(mg/24h vizeletben) 15,9* | 11,0* | 12,7 | 29,3* | 6,04* | 14,4*
Kreatinin-clearence 1,02+ | 0,64+ | 1,08+ | 098+ | 0,89+ | 0,98+ | 1,08+

(ml/min) 0,04 0,08* | 0,16# | 0,04# 0,10 0,10# | 0,10#

4.1.2. A RAAS-giatlok mérsékelték a DKD-ra jellemz6 strukturalis és fibrotikus
elvaltozasokat T1DM allatmodellben

A vesében, a DKD-ra jellemz6 extracellularis matrix expanzié mértékét PAS festett
metszeteken vizsgaltuk. A PAS festés az extracellularis matrix szovetét piispoklilara festi.
A kontroll allatok veséjében egészséges vesestruktirat figyeltiink meg, mig a DM-ben a
kapillaris lumenek besziikiiltek és a glomerulusok belsejében az extracellularis matrix
mennyisége megemelkedett. A RAAS-gatlok jelent6sen csokkentették az extracellularis

matrix felhalmozodasat (8. dbra).

A vesefibrézis folyamata kiemelt jelentdséggel bir a DKD progresszidjaban. A
fibrozis soran felszaporod6 kollagénben dus kotdszoveti lerakodast Masson-féle
Trichrome eljarassal vizsgaltuk meg. Az eljaras soran a sejtplazma és a vorosvértestek
vorosre, a sejtmagok feketére, mig a kollagén kék szintire festédik. A diabéteszes allatok
ves€jében az intersticiumban jelen 1évé kollagénben dus kotdszoveti lerakodas
szignifikans mértékben felszaporodott a kontroll allatok egészséges veseszovetéhez
képest. A RAAS-gatld kezelések csokkentették a kdtdszoveti lerakddasok mennyiségét
(9. dbra).
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Az ECM-ben jelen 1év6 kollagén felszaporodasat a Masson-féle Trichome festési
eljarassal parhuzamosan Sirius-red festéssel is vizsgaltuk. A Masson festéssel ellentétben
(ami egy univerzalis kollagén populaciot fest) a Sirius-red festési eljaras specifikusan a
kollagén I-et és kollagén III-at festi meg pirosra, a sejtmagot és a citoplazmat pedig
sargara. A kezeletlen diabéteszes allatok veséjében megemelkedett kollagén mennyiségét

a RAAS- gatlok jelentdsen csokkentették (10. dbra).

Fibrézis soran felszaporodik az extracellularis matrix, melynek f&6 komponensei a
kollegén ¢és a fibronektin. Nagyfokt fibronektin festddést detektaltunk a diabéteszes
allatok glomerulusaiban. Emellett kisebb mennyiségben a tubulointersticialis régidban is
kimutathat6 volt a fibronektin. A RAAS-gatlok - az enalapril kivételével - a fibronektin
felszaporodast szignifikansan csékkentették, azaz anti-fibrotikus hatasunak bizonyultak
(11. abra).

A RAAS-gatlok kozott nem észleltlink kiillonbséget a mezangialis matrix expanzio €s
kollagén vizsgélat (Masson-féle Trichome és Sirius-red eljarassal) soran, azonban az

aldoszteron antagonistaknak jelentGsebb volt a fibronektin szintézist gatld hatasuk.
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9. abra: Mezangialis matrix szovet Kiterjedése kontroll, kezeletlen diabéteszes és
RAAS-gatlokkal kezelt diabéteszes allatok veséiben. A kontroll, diabéteszes, illetve
enalaprillal, ramiprillel, lozartannal, spironolaktonnal és eplerenonnal kezelt diabéteszes
allatok perjodsav-Schiff festett vese metszetek reprezentativ képei (400x nagyitas; 1épték
50 um). A mezangialis matrix expanzi6 (Vv) mértékét a mezangialis matrix/glomerulus
teriilet aranyaval hatdroztuk meg. A fekete nyilak a piispoklila festédésti mezangialis
matrixot jelolik a glomerulusokban. Az adatokat median és 5-95 percentilisben
abrazoltuk. »p<0,05 vs. Kontroll; #p<0,05 vs. D; N=7-8/csoport.

46.
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10. abra: Kollagénben dis kotoszoveti lerakédas kiterjedése kontroll, kezeletlen
diabéteszes és RAAS-gatlokkal kezelt diabéteszes allatok veséiben. A kontroll,
diabéteszes, illetve enalaprillal, ramiprillel, lozartannal, spironolaktonnal és eplerenonnal
kezelt diabéteszes allatok Masson-féle Trichome festett vese metszetek reprezentativ
képei (200x nagyitas; 1épték 100 um). Az intersticialis fibrozis (Vv) mértékét a masson
pozitiv szovet / Osszes terlilet aranyaval hataroztuk meg. A sarga nyilak jelolik a
kotdszoveti lerakodasokat az intersticiumban. Az adatokat median és 5-95 percentilisben
abrazoltuk. »p<0,05 vs. Kontroll; #p<0,05 vs. D; N=7-8/csoport.
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11. abra: Kollagén szovet Kkiterjedése kontroll, kezeletlen diabéteszes és RAAS-
gatlokkal Kkezelt diabéteszes allatok veséiben. A kontroll, diabéteszes, illetve
enalaprillal, ramiprillel, lozartannal, spironolaktonnal és eplerenonnal kezelt diabéteszes
allatok Sirius-red festett vese metszetek reprezentativ képei (100x nagyitas; 1épték 100
um). A kollagén szovet kiterjedésének (Vv) mértékét a Sirius-red pozitiv szovet / Gsszes
teriilet aranyaval hataroztuk meg. A fekete nyilak jel6lik a kollagén szovetet. Az adatokat
median és 5-95 percentilisben abrazoltuk. *p<0,05 vs. Kontroll; #p<0,05 vs. D; N=7-
8/csoport.
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12. abra: Fibronektin kontroll, kezeletlen diabéteszes és RAAS-gatlokkal kezelt
diabéteszes allatok veséiben. A Kontroll, diabéteszes, illetve enalaprillal, ramiprillel,
lozartannal, spironolaktonnal és eplerenonnal kezelt diabéteszes allatok fibronektin
festett vese metszetek reprezentativ képei (400x nagyitas; 1épték 50 pm). A fibronektin
kiterjedésének (Vv) mértékét a fibronektin pozitiv szovet / glomerulus teriilet aranyaval
hataroztuk meg. A reprezentativ metszeteken a fibronektin barna szinnel festodik. Az
adatokat median és 5-95 percentilisben abrazoltuk. =p<0,001 vs. Kontroll; #p<0,05 vs.
D; ##p<0,001 vs. D; N=7-8/csoport.

49.
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4.1.3. A RAAS-gatlok csokkentették az a-simaizom aktin (a-SMA) mennyiségét
az T1DM allatmodellben

DKD-ban a veseszovet fibrotikus atalakulasa soran a fibroblaszt sejtek de novo, nagy
mennyiségli a-SMA-t expresszalnak és miofibroblasztokka differencialédnak[79]. A
miofibroblasztok expanzidja ECM felhalmozddashoz vezet, ami a fibrozis egyik
jellegzetessége. A leggyakrabban alkalmazott miofibroblaszt marker az a-SMA[81].
Immunhisztokémiai modszerekkel megvizsgaltuk a rendlis a-SMA lokalizacigjat, ezzel
parhuzamosan a vese szovetbdl fehérjét izolaltunk és western blot metodika segitségével
mértilk a fehérje mennyiségét a kezeletlen és a RAAS-gatloval kezelt diabéteszes

allatokban.

A reprezentativ immunfluoreszcens képeken az a-SMA z61d, a sejtmagok kék szinnel
jelolédnek (12. dbra). A kontroll allatok veséjében az a-SMA (z6ld szin) intenzitasa
gyenge, ezzel ellentétben a kezeletlen diabéteszes allatok vesemetszetein az a-SMA
intenzitasa megemelkedik az intersticialis térben. Az intenzitast minden egyes RAAS-
gatld kezelés csokkentette, az intenzitds erdsségét nem kvantifikaltuk, a konfokalis
mikroszkop Osszetett beallitasaibol adddoan. Az immunfluoreszcens eredményeket
azonban western blottal végzett vizsgalattal megerdsitettiik: igazoltuk, hogy a diabéteszes
allatok veséiben a-SMA mennyisége szignifikdnsan megemelkedett az egészséges
kontroll allatokhoz képest, és az dsszes RAAS-gatlo kezelés mérsékelte az emelkedést
(13. dbra). Az immunfluoreszcens képeken a piros szin a tubulus sejtek belsejében
elhelyezkedd PDGF-B receptort jeloli.

Kontroll Diabétesz (D)
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13. abra: a-SMA lokalizaciéja kontroll és kezeletlen diabéteszes allatok veséiben. A
kontroll és diabéteszes allatok a-SMA antitesttel festett vese metszetek reprezentativ
képei (200x nagyitas; 1épték 50 um). Az a-SMA zo6ld szinnel jelenik meg, a kék szin a
sejtmagok Hoechst-festddését jelzi.

Kontroll Diabétesz (D)

D + Enalapril D + Ramipril

20 1w

D + Lozartan D + Spironolakton

D + Eplerenon

a-SMA mennyiség

42KDa | — — PR p—

kontrol

a-SMA /Ponceau S / Belsd

14, abra: a-SMA lokalizacioja és mennyisége, PDGF-B lokalizacioja kontroll,
kezeletlen diabéteszes és RAAS-gatlokkal kezelt diabéteszes allatok veséiben. A
kontroll, diabéteszes, illetve enalaprillal, ramiprillel, lozartannal, spironolaktonnal és
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eplerenonnal kezelt diabéteszes allatok a-SMA és PDGF-B antitesttel festett vese
metszetek reprezentativ képei (630x nagyitas; 1épték 20 um). Az a-SMA z6ld, a PDGF-
B3 piros szinnel jelenik meg. A kék szin a sejtmagok Hoechst-festddését jelzi. Az a-SMA
mennyégi meghatarozasat western blot technikaval végeztiik el. Az adatokat median €s
5-95 percentilisben abrazoltuk. «p<0,05 vs. Kontroll; #p<0,05 vs. D; N=7-8/csoport.

4.1.4. A RAAS-gatlok mérsékelték a fibrozis indukalta novekedési faktorok
mennyiségét T1DM allatmodellben

A novekedési faktoroknak - igymint TGFB, PDGF és CTGF-nek- kulcsfontossagu

szerepe van a DKD indukalta vesefibrézis patomechanizmusaban.

Valo6s idejii reverz transzkripcios polimerdz-lancreakcio segitségével megvizsgaltuk
a kontroll, kezeletlen diabéteszes és RAAS-gatlokkal kezelt diabéteszes allatok TGFSB,
PDGF ¢és CTGF expresszigjat. Vizsgalataink megerdsitették, hogy mindharom
novekedési faktor mRNS expresszidja szignifikdnsan megemelkedik a diabéteszes allatok
veséiben. A RAAS kezelés a TGFB mRNS expressziot nem befolyasolta, a PDGF ¢és

CTGF expressziot az aldoszteron antagonistak szignifikansan csokkentették (14. dbra).
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15. abra: TGFB, PDGF és CTGF mRNS expresszio kontroll, kezeletlen és RAAS-
gatlokkal kezelt diabéteszes allatokban. A grafikonok a TGFB (A.), PDGF (B.) és
CTGF (C.) mRNS expressziojat abrazoljak, kontroll, diabéteszes ¢s RAAS-gatlokkal
kezelt diabéteszes allatokban. Az értékeket median és 5-95 percentilisben abrazoltuk.
*p<0,05 vs. Kontroll; #p<0,05 vs. D; ###p<0,001 vs. D;N=7-8/csoport.
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4.1.5. A RAAS-giatlok mérsékelték a matrix metalloproteinaz 2 és szoveti
inhibitoranak (TIMP1) mennyiségét az T1DM allatmodellben

A vesében talalhat6 ECM proteinek lebontasat és felépitését az MMP-k ¢és
inhibitoraik a TIMP-ek szabalyozzak[119]. Vizsgalatainkban a gelatinaz tipust MMP2
¢s az MMP2 inhibitoranak, a TIMP1-nek az mRNS expresszigjat vizsgaltuk.

Mind az MMP2 mind a TIMP1 mRNS expresszidja megemelkedett a diabéteszes
allatok veséjében. A RAAS-gatlok, a ramipril kivételével, csokkentették az MMP2
mRNS expressziot,. Az aldoszteron antagonistak MMP2 expresszi6 gatld hatdsa er0sebb,
mint az angiotenzin II receptor blokkold lozartané. A TIMP1 mRNS expresszidjat a

lozartan és eplerenon csokkentette szignifikans mértékben (15 dbra).
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16. abra: MMP2 és TIMP1 mRNS expresszié kontroll, kezeletlen és RAAS-gatlokkal
kezelt diabéteszes allatokban: A grafikonok a MMP2 (A.) és TIMP1 (B.) mRNS
expresszidjat abrazolja, kontroll, kezeletlen diabéteszes és RAAS-gatlokkal kezelt
diabéteszes allatokban. Az értékeket median és 5-95 percentilisben abrazoltuk.
**p<0,005 vs. Kontroll; #p<0,05 vs. D; ##p<0,005 vs. D; ###p<0,001 vs. D; N=7-
8/csoport.
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4.2. Invitro eredmények

4.2.1. Magas gliikéz hatasara a proximalis tubulus sejtekben megemelkedett a
PDGF fehérje mennyisége

A novekedési faktorok koziil a PDGF-nek kitiintetett szerepe van a DM-indukalta
vesefibrozisban. A PDGF receptorral rendelkezé mezenhimalis sejtek (fibroblasztok,
vaszkularis simaizomsejtek) PDGF hatédsara aktivalodnak és sejtproliferacios jelatviteli
utvonalakat inditanak be[120], melyek hozzajarulnak a fibrotikus folyamatok
progresszidjahoz. Human proximalis tubulus (HK-2) sejtekben in vitro vizsgaltuk a
PDGEF fehérje mennyiségét, normal (5,5 mM) és magas (35 mM) gliikdz koncentracioji
kezelések utan. A PDGF fehérje mennyisége 24 ora utan szignifikansan megemelkedett
24 oras kezelést alkalmaztunk (16. dbra). Aramlasi citométeres vizsgalattal kimutattuk,
hogy a magas (35 mM) gliikoz koncentracioval kezelt sejtekben a PDGF fehérje
mennyisége szignifikdnsan magasabb volt, a normal kontroll csoporthoz viszonyitva (5,5

mM gliik6z). A 35 mM izoozmotikus mannitol kezelt és a kontroll csoport PDGF fehérje

mennyisége kozott nem volt kiilonbség (16. abra), mely igazolja a direkt gliikdz hatast.
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17. abra: PDGF fehérje mennyisége 35 mM gliikoz kezelést kovetéen a proximalis

megemelkedik, a mannitol kezelés hatasara azonban nem valtozik a kontroll csoporthoz
(5,5 mM gliik6z) képest. Az adatokat atlag = SEM abrazoltuk. *p<0,05 vs. Kontroll (Glu
5,5 mM); »p<0,005 vs. Kontroll (Glu 5,5 mM); #p<0,05 vs. Glu (35 mM); N=3-6/csoport.

4.2.2. A RAAS-gitlok csokkentették a PDGF fehérje mennyiségét a proximalis
tubulussejtekben

A 24 6ras magas gliikkoz (35 mM) kezelést kovetéen megemelkedett a PDGF mRNS
expresszidja HK-2 sejtekben. Ezt az emelkedést a ramipril és a spironolakton

szignifikansan, a lozartan és az eplerenon pedig tendencialisan csokkentette (17. dbra).
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18. abra: PDGF mRNS expresszio 24 6ras 35nM gliikéz és RAAS-gatlo kezelést
kovetden a proximalis tubulus sejtekben. HK-2 sejtekben a 24 6ras magas gliikoz
kezelés megemeli a PDGF fehérjeszintet és ezt az emelkedést a RAAS-gatlok kiilonbozo
mértékben csokkentik. Az adatokat atlag = SEM abrazoltuk. »+p<0,001 vs. Glu (5,5 mM);
#p<0,05 vs. Glu (35 mM); N=5-6 / csoport.
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5. MEGBESZELES

A DKD a végstadiumu veseelégtelenség vezeté oka, melynek eléfordulasi
gyakorisdga folyamatosan ndvekszik vilagszerte. Sulyossagat jelzi, hogy a
kardiovaszkularis morbiditas szamottevéen magasabb a DKD-ban szenved6 betegek
esetében, mint az egészséges populacioban[121]. A DKD progresszidja soran
megfigyelhetd a vese hemodinamikdjanak felborulasa, endotél diszfunkcio, strukturalis

(fibrotikus) elvaltozasok a glomerulusban, tubulusban és/vagy intersticiumban.

Jelenleg a kiilonboz6 terapiak csak lassitjak a DKD progressziojat, hatékony kezelési
megoldas nem 1étezik[122]. Ismert, hogy a DM-ben fokozodik a RAAS aktivitasa mind
szisztémasan, mind a vesében lokalisan, melynek jelentGs szerepe van a vesefibrozis
kialakulasaban[123, 124]. A folyamatos RAAS aktivacio kovetkeztében a vese arteriolak
Osszehtizodnak, a kiilsé és belsd ellenallas megemelkedik, melynek kovetkeztében a
glomerulusok belsejében fokozodik a kapillaris nyomas. A megemelkedett nyomas
kovetkeztében proteinurea és oxidativ stressz alakul ki[42]. A folyamat tobbek kozott
kovetkeztében proinflammatorikus jelatviteli utvonalak és profibrotikus folyamatok
aktivalodnak[44]. A RAAS gatlasa csokkenti a vérnyomast és a proteinureat, megel6zi a
vese fibrozis kialakulasat és lassitja a renalis funkciok romlasat[52]. A RAAS-gatlokat a
RAAS kaszkadban kifejtett hatasuk szerint négy osztalyba soroljuk: direkt renin
inhibitorok, ACE gatlok, ARB-k és aldoszeron antagonistak. A direkt renin inhibitorok a
RAAS kaszkad els6 1épésébe avatkoznak be, megakadalyozva a renin atalakulasat
angiotenzin I-¢. Az ACE gatlok megakadalyozzak az angiotenzin 1 atalakulasat
angiotenzin 1l-vé, emellett csokkentik az aldoszteron szekréciot. Az ARB-k a RAAS
kaszkad utolso 1épésében gatoljak az angiotenzin receptor aktivaciojat, igy mérseklik az
Angll hatasat. Mind az ACE gatlok, mind az ARB-k az efferens artéria nyomasanak
csokkentése révén enyhitik az intraglomeluralis nyomast[123]. A klinikai gyakorlatban
elsédlegesen ACE gatlot vagy ARB-t alkalmaznak a mikroalbumintiria megjelenésekor.
Azonban az tgynevezett aldoszteron szokés jelensége miatt eléfordulhat, hogy sem az
ACE gatl6 sem az ARB hasznélata nem elég hatékony a proteintiria cskkentéséhez. Az

aldoszeteron szokés soran, maig tisztazatlan modon[125], az Angll-t6l fiiggetleniil is
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termelddik aldoszteron, amely proinflammatorikus és profibrotikus jelatviteli utakat
aktival, tubulointersticialis fibrozist és glomeruloszkler6zist indukal, fokozva a DKD
progressziojat[126]. Az aldoszteron szokés jelensége az ACE gatloval vagy ARB-val
kezelt betegek 20-40%-aban alakul ki, és ilyen esetekben aldoszteron antagonistak
hasznalata javasolt[127]. Az aldoszteron antagonistak monoterapiaban valo alkalmazasa
jelenleg nem szerepel az ajanldsokban, azonban egyre tobb klinikai vizsgalat igazolja,
hogy monoterapias hasznalatuk javitja a DKD progressziojat[128-130]. Blanaid M. Hicks
¢s mtsai altal végzett tanulmany tovabb erdsiti az aldoszteron antagonistak monoterapias
alkalmazasanak a lehetdségét, ugyanis egy kohorsz vizsgalatban kimutattak, hogy a tobb,
mint 5 éve tartd6 ACE gatlo kezelésekben részesiilt betegek esetében nagyobb volt a
tiidérak el6fordulasi gyakorisaga[131]. Munkacsoportunk kimutatta, hogy a rutinszeriien
alkalmazott ACE-gatlok, ARB-k, illetve a spironolakton mellett, a kevesebb
mellékhatassal jar6é eplerenon is ugyanolyan hatékonyan javitja a vese strukturalis és

funkcionalis karosodasat a DKD soran[111].

Az aldoszteron antagonista spironolakton szerkezete nagymértékben hasonlit a
progeszteronéhoz, igy a mineralokortikoid receptor mellett az androgén és progeszteron
receptorhoz is kotédik. Ennek kovetkeztében férfiakban libido csokkenést és
ginekomasztidt, premenopauzalis korban 1évé ndknél menstruaciés zavarokat
okozhat[132, 133]. Ez a mellékhatasprofil korlatozza a spironolakton alkalmazhatosagat,
haszndlata fokozott koriiltekintést igényel. A szintén aldoszteron antagonsita eplerenon
szelektiven képes bekotédni a mineralokortikoid receptorhoz. Az eplerenonnak 20-szor
kisebb az affinitasa a minerelokortikoid receptorhoz, mint a spironolaktonnak, viszont az
aldoszteron blokkolas 50%-ahoz fele annyi dozis elégséges, mint a spironolakton

crer

nem tortént meg.

Makhlough A. és mtsai egy kettds vak randomizalt klinikai vizsgalatban kimutattak,
hogy a monoterapiaban alkalmazott spironolakton kezelés ugyanolyan hatékony, mint a
kombinacios spironolakton, lozartan kezelés[135]. Jing Hou és mtsai tanulmanyukban
kifejtették, hogy az aldoszteron hatdsanak gatlasa hozzajarulhat a proteinurea csokkentése

révén a DKD progressziojanak lassitasahoz[134]. Tovabba az aldoszteron antagonistak
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eredményesek a DKD-t kiséré endovaszkularis komplikaciok megel6zésében is[133],

melyek el6fordulasa DKD-ban 15-20-szor gyakoribb[136].

Az utobbi években szamos Uj terdpids lehetOséget irtak le, melyek lassitjak a DKD
progresszidjat, azonban a betegség Osszetettsége okan egyik terapias lehetdség sem
tokéletes, igy munkank témdja ezen terapidk tovabbi vizsgalata. Kutatasunk a
hiperglikémia altal kivaltott vesefibrozis vizsgalatdira és a RAAS-gatlok 1jfajta
antifibrotikus hatasmechanizmusara iranyul. Munkank soran igazoltuk, hogy TLDM-ben
a RAAS-gatlok — az aldoszteron antagonistakkal egyiitt — a vérnyomas csokkentése
nélkiil hatékonyan mérsékelik a DM-ben megjelend fibrotikus folyamatok progresszidjat.
Kisérleteink soran a RAAS-gatlok dozisat ugy valasztottuk meg, hogy ACE, angiotenzin
receptor és aldoszteron inhibitor funkcidjukat elldssak, azonban a vérnyomast ne
befolyasoljak. Ezaltal vizsgalni tudtuk a szerek vérnyomastol fiiggetlen antifibrotikus

hatasat, amely vizsgalatokat az irodalom eddig nem targyalt.

A DKD soran a fokozddo hiperglikémia, hiperfiltracio, glomerularis hipertrofia és
ezzel egyiitt jaro6 GFR csokkenés kovetkeztében a vesében egyre stlyosbodd
hisztopatologiai elvéltozasok figyelhetdek meg. A hisztologiai elvaltozasok
legmarkansabb jegye a mezangialis szovet felszaporodasa, ami a betegség kialakulasatol
szamitott 5-7 évben figyelheté meg[27]. Mavrakanas és munkatarsai vizsgalataiban STZ
indukalta diabéteszes patkdnymodellben a 8 hetes ramipril kezelés csokkentette a
proteinureat, és a mezangialis matrix expanzié mértékét [137]. Sang-Youb Han és
munkatarsai leirtak, hogy a spironolakton kezelés csokkentette a vizeletbe vald albumin
kivalasztast és a glomeruloszklerdzis mértékét T2DM patkanymodellben[138]. Szintén
T2DM éllatmodellben az eplerenon és enalapril mérsékelte a kollagén IV expressziot,
csOkkentette a vizeletbe vald albumin kivalasztas és glomeruloszklerdzis mértékét[139].
Ezek az irodalmi adatok megerdsitik vizsgalataink eredményét, miszerint diabéteszes
allatmodellben az Osszes RAAS-gatld haszndlata csokkenti a mezangialis matrix
expanzi6 mértékét. A mezangialis matrix expanzidval parhuzamosan a citoszkeleton
remodelling és a miofibroblaszt differenciacio altal aSMA keletkezik. STZ indukalta
diabéteszes vesebeteg patkanymodellben emelkedett aSMA expressziét mutattak ki,
emellett pozitiv korrelaciot figyeltek meg az aSMA pozitiv sejtek szama és a glomerularis

mezangialis expanzié illetve az intersticidlis fibrozis kozott[140]. Kisérleteinkben a
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diabéteszes vesében taldlhatd aSMA mennyisége szignifikdnsan megemelkedett a
kezeletlen kontroll csoportéhoz képest és minden egyes RAAS-gatl6 kezelés csokkentette
ezt az emelkedést. Immunfluoreszcens modszerrel vizsgalva az egészséges allatok
veséiben csak az erek koril talalhatd aSMA, azonban DM hataséra a fibrotikus vesében
a tubulusok kozotti intersticialis térben is megjelenik. Ramipril kezelése hatasara az
aSMA génexpresszio csokkenését figyelték meg De Blasio és mtsai STZ diabéteszes
patkanymodellben[141]. Munkacsoportunk els6ként vizsgalta az aSMA mennyiségének

csokkenését és lokalizacidjanak valtozasat a kiilonb6z6 RA AS-kezelések kovetkeztében.

A renalis fibrozis patomechanizmusa soran a fibronektinnek kitiintetett szerepe van
az ECM 0sszetett halozatanak kialakitasaban. A. Nerlich és mtsai 31 kiilonb6z6 stadiumu
diabéteszes vesebeteget vizsgalva azt talaltdk, hogy a megndvekedett mezangialis
matrixban a fibronektin mennyisége is megemelkedett[142]. Hasonld megfigyelést tettek
10 diabéteszes beteg immunfestett vesebiopsziain Makino H. és mtsai is[143]. Yuan Qiao
¢s mtsai STZ-indukélta diabéteszes patkanymodellben a fibronektin mennyiségének
emelkedését figyelték meg[144]. Az irodalommal Gsszhangban, vizsgalatainkban a
fibronektin mennyisége a diabéteszes allatok glomerulusaiban megemelkedett, mely
emelkedést az enalapril kivételével, az Osszes RAAS-gatld kezelés mérsékelt. Az
aldoszteron antagonistdk hatékonyabbnak bizonyultak a fibronektin mennyiségi
novekedésének mérséklésében. Wyczalkowska-Tomasik A.[145] és mtsai STZ indukalt
diabéteszes patkanymodellben hasonldé megfigyelést tettek: enalapril kezelés hataséara
nem, spironolakton kezelés hatdsara viszont a fibronektin mennyiség csokkenését
figyelték meg immunhisztokémias mddszerrel. Fontos kiilonbség azonban, hogy a
vizsgalataik soran a lozartan kezelés -valdszintisithetden a nagy szorassal rendelkezd

értékek miatt - nem csokkentette a fibronektin mennyiségét.

Az ECM komponensek lebontasa és felépiilése természetes fizioldgids koriilmények
kozott egy egyensulyi folyamat, ahol a lebontast az MMP fehérjecsalad medialja. Az
MMP2 egy olyan endopeptidaz, ami az ECM fébb fehérjekomponenseinek
keresztiil[71]. Ni és mtsai STZ indukalta diabéteszes patkanymodellben kimutattak, hogy
a TIMP1 expressszioja megemelkedik[146]. Emellett TIMP1 expresszido emelkedését
figyeltek meg Jinyang és mtsai T2DM egérmodellben iS[147]. Takamiya €és mtsai
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munkdja alapjan STZ-indukdlta diabéteszes egérmodellben az MMP2 expresszid
megemelkedik a diabétesz korai szakaszaban[141]. A renalis MMP2 expresszio egy
kompenzatorikus folyamat az STZ indukalta DKD-ban[148]. Az altalunk végzett
vizsgalatok is ezeket az eredményeket tdmasztjak ala: kisérleteinkben az MMP2 ¢és a
TIMP1 expresszioja szignifikdnsan megemelkedett a diabéteszes allatokban. A lozartan
¢s aldoszteron antagonistdk az MMP2 expresszid6 mértékét szignifikdns maddon
mérsékelték és ennek az expresszionak a csokkentésében az aldoszteron antagonsitak
hatékonyabbnak bizonyultak. A TIMP1 expressziot ugyanolyan mértékben mérsékelte a
lozartan és az eplerenon kezelés. Az irodalomban a mi kutatdocsoportunk vizsgalta
els6ként a DKD sordn a TIMP1, MMP2 mRNS expresszio valtozasat kiilonb6zé RAAS-
kezelések hatasara[149].

A mezangialis szovet felszaporodasaval egyidoben profibrotikus jelatviteli itvonalak
aktivalodnak, melynek kovetkeztében szamos novekedési faktor (TGFB, CTGF, PDGF)
mennyisége megemelkedik. A TGFB expresszioja diabéteszes patkanymodellben[150] és
egérmodellben is szignifikansan megemelkedik[151]. A CTGF taltermelédése kozponti
szerepet jatszik a vesefibrozisban[152], expresszidja szignifikdns mértékben
megemelkedik STZ indukalta diabéteszes Wistar patkanymodellben[153], C57BL/6J
egérmodellben[154]. A RAAS-gatlok koziil, a spironolakton T2DM patkanymodellben
csokkenti a CTGF expressziot[138]. A PDGF a glomerulusban, elsédlegesen a
mezangialis és epitél sejtekben volt megfigyelhetd. Transzgenetikus egér modellben H.
Suzuki és mtsai megfigyelték[155], hogy a PDGF-B jelatviteli utvonal aktivalodasa a
megndvekedett oxidativ stressz €s a felszaporodé mezangialis matrix altal hozzéjarul a
diabéteszes vesebetegég progresszidjahoz. Goro Uehara és mtsai human vese biopsziakon
kimutattak[102], hogy a PDGF expresszio magasabb a diabéteszes korallapotban, mint
egészséges vesében. Az irodalmi adatok megerdsitik vizsgalataink eredményét, miszerint
a CTGF és PDGF expresszio diabéteszes vesekarosodas esetén megemelkedik[156-158]
¢s az aldoszteron antagonistak eredményesen csokkentik a CTGF[159] expresszidjat. Az
mRNS expresszio csokkenése valosziniisithetden a mineralokortikoid receptor aktivitas
(mely a kollagén termelést befolyasolhatja[160]) csokkentése révén valosulhat meg. Ezt
a feltételezést megerdsiti, a csokkent kollagén degradécio, vagyis a kordbban targyalt
MMP2 mennyisége hasonldéan csokken az aldoszteron antagonista kezelés hatdsara.

Diabéteszben a TGF3 expresszidja megemelkedik[150], viszont vizsgalatainkban a TGF3
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expresszid szintjie a RAAS kezelések hatasara nem valtozott. Ennek oka
valdszintisithetéen a kiilonbozd allatmodellek és kisérleti kondiciok alkalmazésa: YS
Kang és mtsai T2DM patlanymodellben (agynevezett ,,Otsuka Long-Evans Tokushima
Fatty,, patkanyokon) mutattak Ki eplerenon és enalapril kezelés hatasara TGFB expresszo
csokkenést[139]. RE Gilbert és mtsai a TGFB expresszio csokkenését STZ (50 mg/ttkg)
kezelt 24 hetes diabéteszes patkdnymodellen mutattdk ki ramipril (1 mg/ttkg) kezelés
hatasara. Vizsgalataikban a ketoacidozis elkeriilése érdekében és a testtomeg csokkenés
minimalizalasara a diabéteszes allatok hosszu hatastartalmu inzulint (4 Egység/nap)
kaptak[161]. M Lian és mtsai 4 hetes eplerenon kezelés (~100 mg/ttkg/nap) hatasara STZ
kezelt (55 mg/kg) spontan hipertenziv patkanyon észleltek TGFRB fehérje csokkenést.
Hasonldan Gilbert és mtsai vizsgalataihoz, a diabéteszes allatok itt is kaptak inzulin
kezelést (2 Egység/nap)[162]. Osszességében, a jelenség pontos megértéséhez tovabbi

vizsgélatokra van sziikség.

Mivel a PDGF a diabéteszes vesekarosodas patomechanizmusaban kulcsfontossaga
szerepet tolt be, és a vesekarosodas hatasara az epitél sejtekbe expressszalodik[120], ezért
in vivo vizsgalataink mellett, in vitro is megvizsgaltuk, hogy a korabban targyalt PDGF
fehérjék mennyisége hogyan valtozik a vese proximalis tubulus sejtjeiben hiperglikémia
hatéasara. A vese tubulus rendszere a proximalis tubulussal kezdédik, ahol a filtralt Na*
70 %-a szivodik vissza, a gliikoz teljes mértékben és a bikarbonat 90%-ban
reabszorbalodik. Magas gliikkdz hatasara a proximalis tubulussejtekben megemelkedett a
PDGF fehérje mennyisége, azonban mannitol kezelés hatasara ez az emelkedés nem volt
megfigyelhetdé. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy PDGF mennyiségi emelkedés a
gliikkoz direkt hatdsa miatt kovetkezett be, hiszen az izoozmotikus mannitol nem
valtoztatta meg a PDGF mennyiségét. Vizsgalatainkban a ramipril és spironolakton
kezelés mérsékelte a glikoz hatdsira megemelkedett PDGF mRNS expressziot a
proximalis tubulus sejtekben. A PDGF mRNS expresszid csokkenése tendencidlisan a
tobbi RAAS-gatlo kezelés esetében is megfigyelhet6. Azonban a szignifikancia szintet
ezek a mennyiségi valtozasok nem érik el, feltehetden a nem megfelelden megvalasztott

kezelési dozis kovetkeztében.

Feltételezésiink szerint a proximalis tubulussejtek altal termelt PDGF[163]

mennyisége hiperglikémids kornyezetben megemelkedik ¢és részben ennek
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kovetkezményeként fibrotikus jelatviteli itvonalak aktivalodnak, tovabba a renalis
fibrézis egyik legjellemzObb markerének, az o-SMA fehérjének az expresszidja
fokozodik.

A Ph.D. munkam soran vizsgaltuk, hogy a DKD patomechanizmusaban hogyan
befolyasoljak a RAAS-gatlo kezelések a fibrozis progressziojat. Hisztologiai modszerek
segitségével tanulméanyoztuk a strukturalis és fibrotikus elvaltozasokat, vizsgaltuk a
renalis fibrézis markereinek kvantitativ valtozasait, az a-SMA fehérje lokalizacidjat, a
fibrézis indukalta novekedési faktorok expressziojanak emelkedését illetve csokkenését.
Emellett in vitro megfigyeltik a PDGF fehérje és mRNS mennyiségi valtozasat
hiperglikémia, illetve a kiillonb6z6 RAAS-gatl6 kezelések hatdsara.

Igazoltuk, hogy a monoterapiaban alkalmazott RAAS inhibitorok hatékonyak a
DKD altal kivaltott vesekarosodas csokkentésében és a fibrotikus folyamatok
mérséklésében [149]. A diabéteszes vese funkcionalis és strukturalis paraméterei
javultak, emellett a fibrotikus elvaltozasok is mérséklédtek. Azonban a RAAS
inhibitorok antifibrotikus hatdsédnak, pontos jeldtviteli Utvonalainak feltérképezésére,
valamint a kezelések elonyeinek és hatranyainak megértésére (kiilonds tekintettel az
aldoszteron antagonistdk esetében) tovabbi kisérletek mellett jol kontrollalt humén

klinikai vizsgélatokra is sziikség van.
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6. KOVETKEZTETESEK

. Igazoltuk, hogy a DKD experimentalis modelljében a RA AS-gatlok monoterapids
alkalmazasban javitjak a vese funkcionalis paramétereit; mérséklik a strukturalis

és fibrotikus szoveti elvaltozasokat.

. Kisérletsorozatunkban elsdként mutattuk ki, hogy a RAAS-gatlok kozil az
aldoszteron antagonistak, azon beliil az eplerenon monoterapias alkalmazasa a
legalkalmasabb - a fibronektin szintézist gatolva és a PDGF, CTGF expressziot
csokkentve — a vesefibrozis progresszidjanak lassitasara, a metabolikus

paraméterek javitasa mellett.

Kimutattuk, hogy az aldoszteron antagonistak (spironolakton és eplerenon)
hatékonyabban csokkentik a profibrotikus faktor PDGF és CTGF expressziojat ,
mint az ACE-gatlok vagy ARB-k a DKD experimentalis allatmodelljében. A TGF
expresszio azonban az altalunk alkalmazott kisérleti modellben nem valtozott a

RAAS-gatlo kezelések hatésara.

In vitro vizsgalatainkban igazoltuk, hogy a RAAS-gatlok csokkentik a
hiperglikémia altal megnovekedett PDGF termelését a  proximalis

tubulussejtekben, ami hozzéjarulhat az antifibrotikus hatdsukhoz.
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7. OSSZEFOGLALAS

Diabétesz mellitusz (DM) napjaink egyik legnagyobb népegészségiigyi problémaja,
melynek pontos patomechanizmusa nem ismert, azonban azt tudjuk, hogy kialakulasa
kulcsfontossagu szereppel bir a diabéteszes vesebetegség (DKD) megjelenésében. A
hatékony gyogyszeres kezelés. A jelenlegi ajanlasok szerint az angiotenzin konvertaz
gatlok (ACE-gatlok) vagy az angiotenzin receptor blokkolok (ARB) az elsddlegesen
valasztando terapias szerek. Ezek a kezelések ugyan lassithatjadk a DKD progresszidjat,

azonban a betegek tobbsége igy is dializisre vagy vesetranszplantacidra szorul.

Ph.D. munkdm bemutatja a DKD patomechanizmusat, kiemelve a fibrozis
kulcsfontossagn szerepét. Ertekezésem targyalja a RAAS-gatlok renoprotektiv és
antifibrotikus hatasanak hatterében allo lehetséges patomechanizmusokat, valamint a
DKD soran kialakuld fibrozis mechanizmusaban részt vevé profibrotikus faktorok
jelentdségét, kiilonds tekintettel a vérlemezke eredetli ndvekedési faktor (PDGF)

kozponti szerepére.

Enalaprillal, Ramiprillel, Lozartannal, Spironolaktonnal és Eplerenonnal kezelt
streptozotocin indukalt diabéteszes patkdanymodellben vizsgéltuk a veseelégtelenség
mértékét és a RAAS-gatlok protektiv hatdsat. A hiperglikémia direkt hatasat - a PDGF
jelatviteli Gtvonal pontosabb megértése céljabol - in vitro korilmények kozott is

vizsgaltuk.

Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a monoterapidban alkalmazott RAAS inhibitorok
hatékonyak a DKD 4ltal kivaltott vesekdrosodas mérséklésében[149]. Els6ként igazoltuk,
hogy az aldoszteron antagonistdk birnak a legjobb antifibrotikus hatassal, melyben
jelentds szerepe van a proximali s tubulusok altal termelt profibrotikus faktorok

mennyiségi (foként a PDGF) csokkenésének.

Mindezek alapjan azt reméljiik, hogy eredményeink hozzajarulnak a DKD soran
kialakul6 vesefibrozis jobb megértéséhez és segithetik a hatékonyabb megeldzési és
kezelési stratégidk kidolgozéasat, valamint 01j terapids lehetOségeket nyithatnak a mar

torzskonyvezett gyogyszerek szdmara.
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8. SUMMARY

Diabetes mellitus (DM) is one of the biggest public health issues of our time. The
exact patomechanism of DM is not known, however we know, that its development has
a key role in the occurrance of Diabetic Kidney Disease (DKD). DKD is the leading cause
of adult chronic kidney disease, there is currently no effective medication for its’
treatment. According to current recommendations, angiotensin-converting enzyme
inhibitors (ACE inhibitors) or angiotensin receptor blockers (ARBs) are the first-choice
therapeutic drugs. Although these medications can slower the progression of DKD, the

majority of patients still require dialysis or kidney transplant.

My Ph.D. study presents the patomechanism of DKD, highlighting the key role of
fibrosis. My dissertation discusses the possible patomechanism behind the renoprotective
and antifibrotic effect of RAAS-inhibitors and the importance of the profibrotic factors
in the DKD induced fibrotic mechanism, especially the central role of platelet-derived
growth factor (PDGF).

We studied the rate of kidney failure and the protective effect of RAAS-inhibitors
in streptozotocin induced diabetic rat model treated with Enalapril, Ramipril, Losartan,
Spironolactone and Eplerenon. For the better understanding of the PDGF signaling

pathway, we also examined the direct effect of hyperglycemia in in vitro conditions.

Our experiments showed, that RAAS-inhibitors used in monotherapy are effective
in mitigating the DKD induced kidney damage. We were the first ones to prove, that
aldosteron antagonists have the best antifibrotic effect, in which the quantitative decrease
of profibrotic factors (mostly PDGF) produced by the proximal tubule has a significant

role.

Based on above, we hope our results contribute to a better understanding of DKD
induced kidney fibrosis and can help in developing more efficient prevention and
treatment strategies, as well as opening the door to new therapeutic options for already

registered medications.



10.

DOI:10.14753/SE.2022.2636

9. IRODALOMJEGYZEK

IDF Diabetes Atlas, 7th edn. 2015. International Diabetes Federation, 2019., p.
4.

Jermendy, G., et al., Prevalence rate of diabetes mellitus and impaired fasting
glycemia in Hungary: cross-sectional study on nationally representative sample
of people aged 20-69 years. Croat Med J, 2010. 51(2): p. 151-6.

Jermendy, G., et al., Decreasing incidence of pharmacologically treated Type 2
diabetes in Hungary from 2001 to 2016: A nationwide cohort study. Diabetes
Res Clin Pract, 2019. 155: p. 107788.

Kalo6 Zoltan dr., J.G.d., Winkler Gabor dr., Hidvégi Tibor dr., Borsi Andrés,
Novakné Pékli Marta dr., Kincses Janos, Kalotai Zoltan dr., Voko Zoltan dr., A
cukorbetegség tarsadalmi terhe és egészségiigyi prioritasanak indoka.
Diabetologia Hungarica 2011. XIX évfolyam(3. szam).

Tulassay, Z., 4 belgyogydszat alapjai 2. Medicina Kényvkiado Zrt. 2011. 4.
fejezet - Anyagcsere-betegségek (regi.tankonyvtar.hu; azonosositd: 978 963 226
300 7; forrasok: www.medicina-kiado.hu; letoltés datuma: 2021.03.18.)
Zendjabil, M., Biological diagnosis of diabetes mellitus. Pathol Biol (Paris),
2015. 64(1), p. 49-52.

Gaal Zs, G.L., Hidvégi T, Jermendy Gy, Kempler P, Winkler G, Egészségiigyi
szakmai iranyelv - A diabetes mellitus korismézésérdl, a cukorbetegek
antihyperglykaemias kezelésérdl és gondozasarol felndttkorban. Diabetologia
Hungarica, 2017. 25(1): p. 3-77.

Gaal Zs, G.L., Hidvégi T, Jermendy Gy, Kempler P, Lengyel Cs, Varkonyi T,
Egészségiigyi szakmai iranyelv a diabetes mellitus korismézésérol, a
cukorbetegek antihyperglykaemids kezelésérdl és gondozdsardl felndttkorban.
diabetologia Hungarica, 2020. 28(3): p. 119-204.

Wittmann, |., Diabéteszes nephropathia. Diabetologiai jegyzet
orvostanhallgatok szamara. Pécsi Tudomanyegyetem, 2014., p. 16-19.

Alicic, R.Z., M.T. Rooney, and K.R. Tuttle, Diabetic Kidney Disease:
Challenges, Progress, and Possibilities. Clin J Am Soc Nephrol, 2017. 12(12):
p. 2032-2045.



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

DOI:10.14753/SE.2022.2636

Saran, R., et al., US Renal Data System 2016 Annual Data Report:
Epidemiology of Kidney Disease in the United States. Am J Kidney Dis, 2017.
69(3 Suppl 1): p. A7-a8.

Reutens, A.T., Epidemiology of diabetic kidney disease. Med Clin North Am,
2013.97(1): p. 1-18.

Wittmann, 1., Diabéteszes nephropathia. Diabetologiai jegyzet
orvostanhallgatok szamara. Pécsi Tudomanyegyetem, 2014., p. 85-92.

Reidy, K., et al., Molecular mechanisms of diabetic kidney disease. J Clin
Invest, 2014. 124(6): p. 2333-40.

Lim, A., Diabetic nephropathy - complications and treatment. Int J Nephrol
Renovasc Dis, 2014. 7: p. 361-81.

Thomas, M.C., et al., Diabetic kidney disease. Nat Rev Dis Primers, 2015. 1: p.
15018.

Rossing PFP, F.-R.B., Parving HH, Diabetic nephropathy.In: Brenner and
Rector’s The Kidney, 10th Ed. p. 1283-1381.

Fioretto, P., M.L. Caramori, and M. Mauer, The kidney in diabetes: dynamic
pathways of injury and repair. The Camillo Golgi Lecture 2007. Diabetologia,
2008. 51(8): p. 1347-55.

Mogensen, C.E., C.K. Christensen, and E. Vittinghus, The stages in diabetic
renal disease. With emphasis on the stage of incipient diabetic nephropathy.
Diabetes, 1983. 32 Suppl 2: p. 64-78.

Kanasaki, K., G. Taduri, and D. Koya, Diabetic nephropathy: the role of
inflammation in fibroblast activation and kidney fibrosis. Front Endocrinol
(Lausanne), 2013. 4: p. 7.

Solis-Herrera, C., C.L. Triplitt, and J.L. Lynch, Nephropathy in youth and young
adults with type 2 diabetes. Curr Diab Rep, 2014. 14(2): p. 456.

Tervaert, T.W., et al., Pathologic classification of diabetic nephropathy. J Am
Soc Nephrol, 2010. 21(4): p. 556-63.

Fioretto, P. and M. Mauer, Histopathology of diabetic nephropathy. Semin
Nephrol, 2007. 27(2): p. 195-207.

Brito, P.L., et al., Proximal tubular basement membrane width in insulin-
dependent diabetes mellitus. Kidney Int, 1998. 53(3): p. 754-61.



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

DOI:10.14753/SE.2022.2636

Marshall, C.B., Rethinking glomerular basement membrane thickening in
diabetic nephropathy: adaptive or pathogenic? Am J Physiol Renal Physiol,
2016. 311(5): p. F831-f843.

Mason, R.M. and N.A. Wahab, Extracellular matrix metabolism in diabetic
nephropathy. J Am Soc Nephrol, 2003. 14(5): p. 1358-73.

Mauer, S.M., et al., Structural-functional relationships in diabetic nephropathy.
J Clin Invest, 1984. 74(4): p. 1143-55.

Najafian, B., et al., Glomerulotubular junction abnormalities are associated
with proteinuria in type 1 diabetes. J Am Soc Nephrol, 2006. 17(4 Suppl 2): p.
S53-60.

Caramori, M.L., et al., Cellular basis of diabetic nephropathy: 1. Study design
and renal structural-functional relationships in patients with long-standing type
1 diabetes. Diabetes, 2002. 51(2): p. 506-13.

Lecompte, P.M., The Kimmelstiel-Wilson lesion. Diabetes, 1958. 7(6): p. 495-6.
Ponchiardi, C., M. Mauer, and B. Najafian, Temporal profile of diabetic
nephropathy pathologic changes. Curr Diab Rep, 2013. 13(4): p. 592-9.
White, K.E., et al., Podocyte number in normotensive type 1 diabetic patients
with albuminuria. Diabetes, 2002. 51(10): p. 3083-9.

Kaiser, N., et al., Differential regulation of glucose transport and transporters
by glucose in vascular endothelial and smooth muscle cells. Diabetes, 1993.
42(1): p. 80-9.

Susic, D., et al., Collagen cross-link breakers: a beginning of a new era in the
treatment of cardiovascular changes associated with aging, diabetes, and
hypertension. Curr Drug Targets Cardiovasc Haematol Disord, 2004. 4(1): p.
97-101.

Lubec, G. and A. Pollak, Reduced susceptibility of nonenzymatically
glucosylated glomerular basement membrane to proteases: is thickening of
diabetic glomerular basement membranes due to reduced proteolytic
degradation? Ren Physiol, 1980. 3(1-6): p. 4-8.

Turgut, F. and W.K. Bolton, Potential new therapeutic agents for diabetic
kidney disease. Am J Kidney Dis, 2010. 55(5): p. 928-40.



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

DOI:10.14753/SE.2022.2636

Penfold, S.A., et al., Circulating high-molecular-weight RAGE ligands activate
pathways implicated in the development of diabetic nephropathy. Kidney Int,
2010. 78(3): p. 287-95.

Tanji, N., et al., Expression of advanced glycation end products and their
cellular receptor RAGE in diabetic nephropathy and nondiabetic renal disease.
J Am Soc Nephrol, 2000. 11(9): p. 1656-66.

Goldin, A., et al., Advanced glycation end products: sparking the development
of diabetic vascular injury. Circulation, 2006. 114(6): p. 597-605.

Heilig, C., et al., Immunogold localization of high-affinity glucose transporter
isoforms in normal rat kidney. Lab Invest, 1995. 73(5): p. 674-84.

Rudberg, S., et al., Influence of insertion/deletion polymorphism in the ACE-I
gene on the progression of diabetic glomerulopathy in type 1 diabetic patients
with microalbuminuria. Diabetes Care, 2000. 23(4): p. 544-8.

Giacchetti, G., et al., The renin-angiotensin-aldosterone system, glucose
metabolism and diabetes. Trends Endocrinol Metab, 2005. 16(3): p. 120-6.
Ruiz-Ortega, M., et al., Angiotensin Il: a key factor in the inflammatory and
fibrotic response in kidney diseases. Nephrol Dial Transplant, 2006. 21(1): p.
16-20.

Siragy, H.M. and R.M. Carey, Role of the intrarenal renin-angiotensin-
aldosterone system in chronic kidney disease. Am J Nephrol, 2010. 31(6): p.
541-50.

Atlas, S.A., The renin-angiotensin aldosterone system: pathophysiological role
and pharmacologic inhibition. J Manag Care Pharm, 2007. 13(8 Suppl B): p. 9-
20.

Roscioni, S.S., H.J. Heerspink, and D. de Zeeuw, The effect of RAAS blockade
on the progression of diabetic nephropathy. Nat Rev Nephrol, 2014. 10(2): p.
77-87.

Chawla, T., D. Sharma, and A. Singh, Role of the renin angiotensin system in
diabetic nephropathy. World J Diabetes, 2010. 1(5): p. 141-5.

Ruster, C. and G. Wolf, Angiotensin Il as a morphogenic cytokine stimulating
renal fibrogenesis. J Am Soc Nephrol, 2011. 22(7): p. 1189-99.



49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

DOI:10.14753/SE.2022.2636

Campbell, K.N., L. Raij, and P. Mundel, Role of angiotensin Il in the
development of nephropathy and podocytopathy of diabetes. Curr Diabetes Rev,
2011. 7(1): p. 3-7.

Higuchi, S., et al., Angiotensin 11 signal transduction through the AT1 receptor:
novel insights into mechanisms and pathophysiology. Clin Sci (Lond), 2007.
112(8): p. 417-28.

Siragy, H.M. and R.M. Carey, Protective role of the angiotensin AT2 receptor in
a renal wrap hypertension model. Hypertension, 1999. 33(5): p. 1237-42.
Lewis, E.J., et al., The effect of angiotensin-converting-enzyme inhibition on
diabetic nephropathy. The Collaborative Study Group. N Engl J Med, 1993.
329(20): p. 1456-62.

Brenner, B.M., et al., Effects of losartan on renal and cardiovascular outcomes
in patients with type 2 diabetes and nephropathy. N Engl J Med, 2001. 345(12):
p. 861-9.

Lewis, E.J., et al., Renoprotective effect of the angiotensin-receptor antagonist
irbesartan in patients with nephropathy due to type 2 diabetes. N Engl J Med,
2001. 345(12): p. 851-60.

Estacio, R.O., et al., Effect of intensive blood pressure control with valsartan on
urinary albumin excretion in normotensive patients with type 2 diabetes. Am J
Hypertens, 2006. 19(12): p. 1241-8.

de Boer, I.H., et al., Intensive diabetes therapy and glomerular filtration rate in
type 1 diabetes. N Engl J Med, 2011. 365(25): p. 2366-76.

Retnakaran, R., et al., Risk factors for renal dysfunction in type 2 diabetes: U.K.
Prospective Diabetes Study 74. Diabetes, 2006. 55(6): p. 1832-9.

Nathan, D.M., et al., The effect of intensive treatment of diabetes on the
development and progression of long-term complications in insulin-dependent
diabetes mellitus. N Engl J Med, 1993. 329(14): p. 977-86.

Patel, A., et al., Intensive blood glucose control and vascular outcomes in
patients with type 2 diabetes. N Engl J Med, 2008. 358(24): p. 2560-72.
Andresdottir, G., et al., Improved survival and renal prognosis of patients with
type 2 diabetes and nephropathy with improved control of risk factors. Diabetes
Care, 2014. 37(6): p. 1660-7.



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

DOI:10.14753/SE.2022.2636

Andresdottir, G., et al., Improved prognosis of diabetic nephropathy in type 1
diabetes. Kidney Int, 2015. 87(2): p. 417-26.

John, S., Complication in diabetic nephropathy. Diabetes Metab Syndr, 2016.
10(4): p. 247-249.

Rachmani, R., et al., The effect of spironolactone, cilazapril and their
combination on albuminuria in patients with hypertension and diabetic
nephropathy is independent of blood pressure reduction: a randomized
controlled study. Diabet Med, 2004. 21(5): p. 471-5.

Cicoira, M., et al., Failure of aldosterone suppression despite angiotensin-
converting enzyme (ACE) inhibitor administration in chronic heart failure is
associated with ACE DD genotype. J Am Coll Cardiol, 2001. 37(7): p. 1808-12.
Praga, M., Therapeutic measures in proteinuric nephropathy. Kidney Int Suppl,
2005(99): p. S137-41.

G., N., International Conference on Harmonisation (ICH). In: Dictionary of
Pharmaceutical Medicine. Springer, 2009.

Fried, L.F., et al., Combined angiotensin inhibition for the treatment of diabetic
nephropathy. N Engl J Med, 2013. 369(20): p. 1892-903.

Pinzani, M., Welcome to fibrogenesis & tissue repair. Fibrogenesis Tissue
Repair, 2008. 1(1): p. 1.

Wynn, T.A., Cellular and molecular mechanisms of fibrosis. J Pathol, 2008.
214(2): p. 199-210.

Wynn, T.A., Common and unique mechanisms regulate fibrosis in various
fibroproliferative diseases. J Clin Invest, 2007. 117(3): p. 524-9.

Kolset, S.0., F.P. Reinholt, and T. Jenssen, Diabetic nephropathy and
extracellular matrix. J Histochem Cytochem, 2012. 60(12): p. 976-86.
Karihaloo, A., Anti-fibrosis therapy and diabetic nephropathy. Curr Diab Rep,
2012. 12(4): p. 414-22.

Meran, S. and R. Steadman, Fibroblasts and myofibroblasts in renal fibrosis. Int
J Exp Pathol, 2011. 92(3): p. 158-67.

Liu, Y., Cellular and molecular mechanisms of renal fibrosis. Nat Rev Nephrol,
2011. 7(12): p. 684-96.



75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

DOI:10.14753/SE.2022.2636

Genovese, F., et al., The extracellular matrix in the kidney: a source of novel
non-invasive biomarkers of kidney fibrosis? Fibrogenesis Tissue Repair, 2014.
7(1): p. 4.

Genovese, F., et al., Turnover of type 111 collagen reflects disease severity and is
associated with progression and microinflammation in patients with IgA
nephropathy. Nephrol Dial Transplant, 2016. 31(3): p. 472-9.

Sand, J.M., et al., MMP mediated degradation of type IV collagen alpha 1 and
alpha 3 chains reflects basement membrane remodeling in experimental and
clinical fibrosis--validation of two novel biomarker assays. PLoS One, 2013.
8(12): p. e84934.

Boor, P. and J. Floege, Chronic kidney disease growth factors in renal fibrosis.
Clin Exp Pharmacol Physiol, 2011. 38(7): p. 441-50.

Hinz, B. and G. Gabbiani, Mechanisms of force generation and transmission by
myofibroblasts. Curr Opin Biotechnol, 2003. 14(5): p. 538-46.

Powell, D.W., et al., Myofibroblasts. I. Paracrine cells important in health and
disease. Am J Physiol, 1999. 277(1): p. C1-9.

Hinz, B., Formation and function of the myofibroblast during tissue repair. J
Invest Dermatol, 2007. 127(3): p. 526-37.

Schwarzbauer, J.E. and D.W. DeSimone, Fibronectins, their fibrillogenesis, and
in vivo functions. Cold Spring Harb Perspect Biol, 2011. 3(7).

Eddy, A.A., Molecular insights into renal interstitial fibrosis. J Am Soc
Nephrol, 1996. 7(12): p. 2495-508.

Shi, Y. and J. Massague, Mechanisms of TGF-beta signaling from cell
membrane to the nucleus. Cell, 2003. 113(6): p. 685-700.

Penn, JW., A.O. Grobbelaar, and K.J. Rolfe, The role of the TGF-beta family in
wound healing, burns and scarring: a review. Int J Burns Trauma, 2012. 2(1): p.
18-28.

Meng, X.M., et al., TGF-beta/Smad signaling in renal fibrosis. Front Physiol,
2015. 6: p. 82.

Meng, X.M., A.C. Chung, and H.Y. Lan, Role of the TGF-beta/BMP-7/Smad
pathways in renal diseases. Clin Sci (Lond), 2013. 124(4): p. 243-54.



88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

DOI:10.14753/SE.2022.2636

Kunisaki, M., et al., Normalization of diacylglycerol-protein kinase C activation
by vitamin E in aorta of diabetic rats and cultured rat smooth muscle cells
exposed to elevated glucose levels. Diabetes, 1994. 43(11): p. 1372-7.

Ha, H., M.R. Yu, and H.B. Lee, High glucose-induced PKC activation mediates
TGF-beta 1 and fibronectin synthesis by peritoneal mesothelial cells. Kidney
Int, 2001. 59(2): p. 463-70.

Yamagishi, S., et al., Molecular mechanisms of diabetic nephropathy and its
therapeutic intervention. Curr Drug Targets, 2007. 8(8): p. 952-9.

Ramana, K.V., ALDOSE REDUCTASE: New Insights for an Old Enzyme.
Biomol Concepts, 2011. 2(1-2): p. 103-114.

Meng, X.M., D.J. Nikolic-Paterson, and H.Y. Lan, TGF-beta: the master
regulator of fibrosis. Nat Rev Nephrol, 2016. 12(6): p. 325-38.

Garud, M.S. and Y.A. Kulkarni, Hyperglycemia to nephropathy via
transforming growth factor beta. Curr Diabetes Rev, 2014. 10(3): p. 182-9.
Dhawan, J. and S.R. Farmer, Induction of collagen synthesis in response to
adhesion and TGF beta is dependent on the actin-containing cytoskeleton. Adv
Exp Med Biol, 1994. 358: p. 159-68.

Hocevar, B.A. and P.H. Howe, Analysis of TGF-beta-mediated synthesis of
extracellular matrix components. Methods Mol Biol, 2000. 142: p. 55-65.
Yuan, W. and J. Varga, Transforming growth factor-beta repression of matrix
metalloproteinase-1 in dermal fibroblasts involves Smad3. J Biol Chem, 2001.
276(42): p. 38502-10.

Ma, C. and N. Chegini, Regulation of matrix metalloproteinases (MMPs) and
their tissue inhibitors in human myometrial smooth muscle cells by TGF-betal.
Mol Hum Reprod, 1999. 5(10): p. 950-4.

Ross, R., et al., A platelet-dependent serum factor that stimulates the
proliferation of arterial smooth muscle cells in vitro. Proc Natl Acad Sci U S A,
1974. 71(4): p. 1207-10.

Betsholtz, C., Insight into the physiological functions of PDGF through genetic
studies in mice. Cytokine Growth Factor Rev, 2004. 15(4): p. 215-28.
Ostendorf, T., F. Eitner, and J. Floege, The PDGF family in renal fibrosis.
Pediatr Nephrol, 2012. 27(7): p. 1041-50.



101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

DOI:10.14753/SE.2022.2636

Floege, J., F. Eitner, and C.E. Alpers, A new look at platelet-derived growth
factor in renal disease. J Am Soc Nephrol, 2008. 19(1): p. 12-23.

Uehara, G., et al., Glomerular expression of platelet-derived growth factor
(PDGF)-A, -B chain and PDGF receptor-alpha, -beta in human diabetic
nephropathy. Clin Exp Nephrol, 2004. 8(1): p. 36-42.

Boor, P., et al., PDGF-D inhibition by CR002 ameliorates tubulointerstitial
fibrosis following experimental glomerulonephritis. Nephrol Dial Transplant,
2007. 22(5): p. 1323-31.

Bradham, D.M., et al., Connective tissue growth factor: a cysteine-rich mitogen
secreted by human vascular endothelial cells is related to the SRC-induced
immediate early gene product CEF-10. J Cell Biol, 1991. 114(6): p. 1285-94.
Toda, N., et al., CTGF in kidney fibrosis and glomerulonephritis. Inflamm
Regen, 2018. 38: p. 14.

Toda, N., et al., Crucial Role of Mesangial Cell-derived Connective Tissue
Growth Factor in a Mouse Model of Anti-Glomerular Basement Membrane
Glomerulonephritis. Sci Rep, 2017. 7: p. 42114.

Grotendorst, G.R., Connective tissue growth factor: a mediator of TGF-beta
action on fibroblasts. Cytokine Growth Factor Rev, 1997. 8(3): p. 171-9.

Liu, B.C,, et al., Role of connective tissue growth factor in mediating
hypertrophy of human proximal tubular cells induced by angiotensin 1. Am J
Nephrol, 2003. 23(6): p. 429-37.

El Mesallamy, H.O., et al., Clinical significance of inflammatory and fibrogenic
cytokines in diabetic nephropathy. Clin Biochem, 2012. 45(9): p. 646-50.

Ihn, H., Pathogenesis of fibrosis: role of TGF-beta and CTGF. Curr Opin
Rheumatol, 2002. 14(6): p. 681-5.

Banki, N.F., et al., Aldosterone antagonists in monotherapy are protective
against streptozotocin-induced diabetic nephropathy in rats. PLoS One, 2012.
7(6): p. €39938.

Degrell, P., et al., Evidence of O-linked N-acetylglucosamine in diabetic
nephropathy. Life Sci, 2009. 84(13-14): p. 389-93.



113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

DOI:10.14753/SE.2022.2636

Junquiera, L.C., L.C. Junqueira, and R.R. Brentani, A simple and sensitive
method for the quantitative estimation of collagen. Anal Biochem, 1979. 94(1):
p. 96-9.

Failli, P., et al., Losartan counteracts the hyper-reactivity to angiotensin Il and
ROCKT1 over-activation in aortas isolated from streptozotocin-injected diabetic
rats. Cardiovasc Diabetol, 2009. 8: p. 32.

Taira, M., et al., Spironolactone exhibits direct renoprotective effects and
inhibits renal renin-angiotensin-aldosterone system in diabetic rats. Eur J
Pharmacol, 2008. 589(1-3): p. 264-71.

Coppey, L.J., et al., ACE inhibitor or angiotensin Il receptor antagonist
attenuates diabetic neuropathy in streptozotocin-induced diabetic rats. Diabetes,
2006. 55(2): p. 341-8.

O'Sullivan, J.B. and S.B. Harrap, Resetting blood pressure in spontaneously
hypertensive rats. The role of bradykinin. Hypertension, 1995. 25(2): p. 162-5.
Hao, L., et al., Effects of eplerenone on heart and kidney in two-kidney, one-clip
rats. Am J Nephrol, 2004. 24(1): p. 54-60.

Parrish, A.R., Matrix Metalloproteinases in Kidney Disease: Role in
Pathogenesis and Potential as a Therapeutic Target. Prog Mol Biol Transl Sci,
2017. 148: p. 31-65.

Boor, P., T. Ostendorf, and J. Floege, PDGF and the progression of renal
disease. Nephrol Dial Transplant, 2014. 29 Suppl 1: p. i45-i54.

Grundy, S.M., et al., Diabetes and cardiovascular disease: a statement for
healthcare professionals from the American Heart Association. Circulation,
1999. 100(10): p. 1134-46.

Ahmad, J., Management of diabetic nephropathy: Recent progress and future
perspective. Diabetes Metab Syndr, 2015. 9(4): p. 343-58.

Zhang, F., et al., Effects of RAAS Inhibitors in Patients with Kidney Disease.
Curr Hypertens Rep, 2017. 19(9): p. 72.

Boor, P., et al., Treatment targets in renal fibrosis. Nephrol Dial Transplant,
2007. 22(12): p. 3391-407.



125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

DOI:10.14753/SE.2022.2636

Beenken, A. and A.S. Bomback, Aldosterone breakthrough does not alter
central hemodynamics. J Renin Angiotensin Aldosterone Syst, 2017. 18(4): p.
1470320317735002.

Navaneethan, S.D. and E.L. Bravo, Aldosterone breakthrough during
angiotensin receptor blocker use: more questions than answers? Clin J Am Soc
Nephrol, 2013. 8(10): p. 1637-9.

Nakagawa, T., Diabetic nephropathy: Aldosterone breakthrough in patients on
an ACEI. Nat Rev Nephrol, 2010. 6(4): p. 194-6.

Goenka, L., R. Padmanaban, and M. George, The Ascent of Mineralocorticoid
Receptor Antagonists in Diabetic Nephropathy. Curr Clin Pharmacol, 2018.
Kato, S., et al., Anti-albuminuric effects of spironolactone in patients with type 2
diabetic nephropathy: a multicenter, randomized clinical trial. Clin Exp
Nephrol, 2015. 19(6): p. 1098-106.

Nielsen, S.E., et al., Spironolactone diminishes urinary albumin excretion in
patients with type 1 diabetes and microalbuminuria: a randomized placebo-
controlled crossover study. Diabet Med, 2012. 29(8): p. €184-90.

Hicks, B.M., et al., Angiotensin converting enzyme inhibitors and risk of lung
cancer: population based cohort study. 2018. 363: p. k4209.

Lainscak, M., et al., Safety profile of mineralocorticoid receptor antagonists:
Spironolactone and eplerenone. Int J Cardiol, 2015. 200: p. 25-9.

Epstein, M., Aldosterone blockade: an emerging strategy for abrogating
progressive renal disease. Am J Med, 2006. 119(11): p. 912-9.

de Gasparo, M., et al., Three new epoxy-spirolactone derivatives:
characterization in vivo and in vitro. J Pharmacol Exp Ther, 1987. 240(2): p.
650-6.

Makhlough, A., et al., Effect of spironolactone on diabetic nephropathy
compared to the combination of spironolactone and losartan. Nephrourol Mon,
2014. 6(1): p. e12148.

Belgyogyészati Szakmai Kollégium, M.N.T.A.E.M.s.p., 4 diabéteszes

nephropathia vizsgalata és kezelése. 2008.



137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

DOI:10.14753/SE.2022.2636

Mavrakanas, T.A., et al., Effect of ramipril alone compared to ramipril with
eplerenone on diabetic nephropathy in streptozocin-induced diabetic rats.
Pharmacology, 2010. 86(2): p. 85-91.

Han, S.Y., et al., Spironolactone prevents diabetic nephropathy through an anti-
inflammatory mechanism in type 2 diabetic rats. J Am Soc Nephrol, 2006.
17(5): p. 1362-72.

Kang, Y.S., et al., Effect of eplerenone, enalapril and their combination
treatment on diabetic nephropathy in type Il diabetic rats. Nephrol Dial
Transplant, 2009. 24(1): p. 73-84.

Sanai, T., et al., Expression of cytoskeletal proteins during the course of
experimental diabetic nephropathy. Diabetologia, 2000. 43(1): p. 91-100.

De Blasio, M.J., et al., The superoxide dismutase mimetic tempol blunts
diabetes-induced upregulation of NADPH oxidase and endoplasmic reticulum
stress in a rat model of diabetic nephropathy. Eur J Pharmacol, 2017. 807: p.
12-20.

Nerlich, A. and E. Schleicher, Immunohistochemical localization of
extracellular matrix components in human diabetic glomerular lesions. Am J
Pathol, 1991. 139(4): p. 889-99.

Makino, H., et al., Heparan sulfate proteoglycans are lost in patients with
diabetic nephropathy. Nephron, 1992. 61(4): p. 415-21.

Qiao, Y., et al., Resveratrol ameliorates diabetic nephropathy in rats through
negative regulation of the p38 MAPK/TGF-betal pathway. Exp Ther Med,
2017. 13(6): p. 3223-3230.

Wyczalkowska-Tomasik, A., et al., The Blocking on the Cathepsin B and
Fibronectin Accumulation in Kidney Glomeruli of Diabetic Rats. Int J
Endocrinol, 2015. 2015: p. 812825.

Ni, W.J., et al., Renoprotective effects of berberine through regulation of the
MMPs/TIMPs system in streptozocin-induced diabetic nephropathy in rats. Eur
J Pharmacol, 2015. 764: p. 448-56.

Wang, J., et al., Effect of miR-21 on renal fibrosis by regulating MMP-9 and
TIMPL1 in kk-ay diabetic nephropathy mice. Cell Biochem Biophys, 2013. 67(2):
p. 537-46.



148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

DOI:10.14753/SE.2022.2636

Takamiya, Y., et al., Experimental diabetic nephropathy is accelerated in matrix
metalloproteinase-2 knockout mice. Nephrol Dial Transplant, 2013. 28(1): p. 55-
62.

Koszegi, S. and A. Molnar, et al., RAAS inhibitors directly reduce diabetes-
induced renal fibrosis via growth factor inhibition. The Journal of Physiology-
London, 2019. 597(1): p. 193-209.

Yamamoto, T., et al., Expression of transforming growth factor beta is elevated
in human and experimental diabetic nephropathy. Proc Natl Acad Sci U S A,
1993. 90(5): p. 1814-8.

Hathaway, C.K., et al., Low TGFbetal expression prevents and high expression
exacerbates diabetic nephropathy in mice. Proc Natl Acad Sci U S A, 2015.
112(18): p. 5815-20.

Gupta, S., et al., Connective tissue growth factor: potential role in
glomerulosclerosis and tubulointerstitial fibrosis. Kidney Int, 2000. 58(4): p.
1389-99.

Murphy, M., et al., Suppression subtractive hybridization identifies high glucose
levels as a stimulus for expression of connective tissue growth factor and other
genes in human mesangial cells. J Biol Chem, 1999. 274(9): p. 5830-4.
Roestenberg, P., et al., Temporal expression profile and distribution pattern
indicate a role of connective tissue growth factor (CTGF/CCN-2) in diabetic
nephropathy in mice. Am J Physiol Renal Physiol, 2006. 290(6): p. F1344-54.
Suzuki, H., et al., Deletion of platelet-derived growth factor receptor-beta
improves diabetic nephropathy in Ca(2)(+)/calmodulin-dependent protein
kinase Ilalpha (Thr286Asp) transgenic mice. Diabetologia, 2011. 54(11): p.
2953-62.

Wang, S., et al., Connective tissue growth factor in tubulointerstitial injury of
diabetic nephropathy. Kidney Int, 2001. 60(1): p. 96-105.

Langham, R.G., et al., Over-expression of platelet-derived growth factor in
human diabetic nephropathy. Nephrol Dial Transplant, 2003. 18(7): p. 1392-6.
Nakagawa, H., et al., Immunohistochemical characterization of glomerular
PDGF B-chain and PDGF beta-receptor expression in diabetic rats. Diabetes
Res Clin Pract, 2000. 48(2): p. 87-98.



159.

160.

161.

162.

163.

DOI:10.14753/SE.2022.2636

Ahn, J.H., et al., Effect of eplerenone, a selective aldosterone blocker, on the
development of diabetic nephropathy in type 2 diabetic rats. Diabetes Metab J,
2012. 36(2): p. 128-35.

Nagai, Y., et al., Aldosterone stimulates collagen gene expression and synthesis
via activation of ERK1/2 in rat renal fibroblasts. Hypertension, 2005. 46(4): p.
1039-45.

Gilbert, R.E., et al., Expression of transforming growth factor-betal and type IV
collagen in the renal tubulointerstitium in experimental diabetes: effects of ACE
inhibition. Diabetes, 1998. 47(3): p. 414-22.

Lian, M., et al., Long-term mineralocorticoid receptor blockade ameliorates
progression of experimental diabetic renal disease. Nephrol Dial Transplant,
2012. 27(3): p. 906-12.

Nakagawa, T., et al., Role of PDGF B-chain and PDGF receptors in rat tubular
regeneration after acute injury. Am J Pathol, 1999. 155(5): p. 1689-99.



DOI:10.14753/SE.2022.2636

10. SAJAT PUBLIKACIOK BIBLIOGRAFIAI ADATAI

Az értekezés témajaban megjelent kdzlemények

1. Koszegi Sandor* ; Molnar Agnes* ; Lenart Lilla ; Hodrea Judit ; Balogh Dora

Bianka ; Lakat Tamas ; Szkibinszkij Edgar ; Hosszu Adam ; Sparding Nadja ;
Genovese Federica et al. RAAS inhibitors directly reduce diabetes-induced renal
fibrosis via growth factor inhibition JOURNAL OF PHYSIOLOGY-LONDON
597 : 1 pp. 193-209. 17 p. (2019) IF: 4,547

2. Gellai Renata, Hodrea Judit, Lenart Lilla, Hosszu Adam, Koszegi Sandor, Balogh

Dora, Ver Agota, Banki Nora F, Fiilop Norbert, Molnar Agnes, Wagner Laszlo,
Vannay Adam, Szabo J Attila, Fekete Andrea. The role of O-limked N-
acetylglucosamine modification in diabetic nephropathy. AMERICAN JOURNAL
OF PHYSIOLOGY: RENAL PHYSIOLOGY In press: p. In press. (2016). IF: 3,611

3. LenartL, Hodrea J, Hosszu A, Koszedi S, Zelena D, Balogh D, Szkibinszkij E, Veres-
Szekely A, Wagner L, Vannay A, Szabo AJ, Fekete A. The role of sigma-1 receptor
and brain-derived neurotrophic factor in the development of diabetes and comorbid
depression in streptozotocin-induced diabetic rats. PSYCHOPHARMACOLOGY
234: pp. 1-10. (2016). IF: 3,308

4. Hodrea Judit, Lénart Lilla, Gellai Renata, Készegi Sandor, Wagner Laszl6, Banki N

Fanni, Vér Agota, Vannay Adam, Tulassay Tivadar, Fekete Andrea. A diabeteshez
tarsuld depresszié patomechanizmusa. MAGYAR BELORVOSI ARCHIVUM
66:(4) pp. 198-203. (2013) IF: -

5. Banki Nora Fanni, Koszegi Sandor, Wagner Laszlo, Lénart Lilla, Varga Dora, Gellai

Renata, Hodrea Judit, Vér Agota, Szab¢ J Attila, Tulassay Tivadar, Fekete Andrea.
Uj terapias timpontok a diabéteszes nephropathia kezelésében: a renin—angiotenzin—
aldoszteron-rendszer és a Na/K ATP-4z szerepe. GYERMEKGYOGYASZAT 64:(2)
pp. 70-73. (2013) IF: -



DOI:10.14753/SE.2022.2636

Mas témaban megjelent publikaciok

1. Hodrea Judit ; Balogh Dora B ; Hosszu Adam ; Lenart Lilla ; Besztercei Balazs ;

Koszegi Sandor ; Sparding Nadja ; Genovese Federica ; Wagner Laszlo J ; Szab6

Attila J et al. Reduced O-GIcNAcylation and tubular hypoxia contribute to the
antifibrotic effect of SGLT2 inhibitor dapagliflozin in the diabetic kidney
AMERICAN JOURNAL OF PHYSIOLOGY: RENAL PHYSIOLOGY 318 : 4
pp. F1017-F1029. (2020). IF: 3,191

2. Hosszu A ; Antal Z ; Lenart L ; Hodrea J ; Koszeqi S ; Balogh DB ; Banki NF ;
Wagner L ; Denes A ; Hamar P et al. Sigmal-Receptor Agonism Protects against
Renal Ischemia-Reperfusion Injury JOURNAL OF THE AMERICAN SOCIETY
OF NEPHROLOGY 28 : 1 pp. 152-165. 14 p. (2017) IF: 8,665



DOI:10.14753/SE.2022.2636

11. KOSZONOTNYILVANITAS

Koszonettel tartozom témavezetdémnek Dr. Fekete Andreanak a Ph.D. munkam soran
nyujtott faradhatatlan szakmai segitségéért, tudoméanyos szemléletformalasomért,

valamint a feltétlen bizalmaért.

Koszonettel tartozom Szabd Attila és Tulassay Tivadar professzor uraknak a lehetdségért,
hogy Ph.D. munkadmat az I.sz. Gyermekgyodgyaszati Klinika Kutatélaboratériumaban

végezhettem.

Koszonettel tartozom az Lsz. Gyermekgyogyaszati Klinika Kutatélaboratoriuméanak
dolgozodinak a segitségéért, kiemelve Reusz Gyorgy professzor ur, Antal Zsuzsanna,
Vannay Adam, Pap Domonkos, Kis Zoltan, valamint Veres Székely Apor Onzetlen

tamogatasat.

Halas koszonettel tartozom a ,,Lendiilet” munkacsoport volt és jelenlegi tagjainak: Banki
Fanninak, Hodrea Juditnak, Hossz(i Adamnak, Lénart Lillinak, Balogh Déranak,
Szkibinszkij Edgarnak és Gellai Renatanak, a kisérletek tervezésében és kivitelezésében
nyujtott segitségiikért, koszonom, hogy egymast tamogatva, bardti légkorben

dolgozhattunk a mindennapi munkam soran.

Kiilon koszonettel tartozom Bernath Marianak, aki kisérletek technikai kivitelezése soran

nyujtott segitségét.

Koszonettel tartozom a csalddomnak az Onzetlen tamogatasukért €s véget nem értd

biztatasukért.

Végiil, de nem utolsé sorban, szeretném megkdszonni feleségemnek, Fehér Szilvianak,
fiamnak, Sebdének, hogy biztattak és tamogattak a mindennapi munka, feladatok mellett

a disszertacio elkészitésében.



