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Roviditések jegyzéke

AAV ANCA asszocidlt-vaszkulitisz

ACE2 angiotenzin konvertal6 enzim 2

Adpn adiponektin

AGC automatikus nyereség (gain) kontrol

AGTRI angiotenzin II 1-es tipusu receptor

aSMA alfa simaizom aktin

AMPK AMP-aktivalt protein kindz

ANCA anti-neutrofil citoplazmatikus antigén

APOALI apolipoprotein Al

ATMs adipose tissue macrophages, monocita eredetii makrofagok

BC Bowman-tok

BMP bone morphogeniuc protein, csont morfogenikus fehérje

CFP properdin

CKD kronikus vesebetegség

Collal kollagén I

COL12A1 |kollagén XII tipus, alpha-1 lanc

COL3Al kollagén III tipus, alpha-1 lanc

CRP C-reaktiv fehérje

CIR komplement Clr

Clq komplement Clq

C3 komplement C3

C3GN C3 glomerulopatia

C4B komplement C4-B

DAF decay-accelerating faktor

DDA data-dependent acquisition, adatfiiggd adatgytijtés

DDD dense deposit disease, az alapmembraban Ig lerakddassal jaro
betegség

DN diabéteszes nefropatia

DTT dithiotreitol, 1,4-bisz-(szulfanil)-butdn-2,3-diol

ECM extracellularis matrix

EM elektronmikroszkopia

ER endoplazmatikus retikulum

eGFR (estimated) becsiilt glomerularis filtracios rata

eNOS endotelidlis NO-szintaz

epidAT epididmalis zsirszovet

ESRD végstadiumi vesebetegség

FABP-3 fatty acid binding protein 3, zsirsavkoto fehérje 3

FFAs free fatty acids, szabad zsirsavak

Egé’ FGB, fibrinogén a, B és y lancok

FM fénymikroszkdpia

FN fibronektin
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FSGS fokalis szegmentalis glomeruloszkler6zis

Gapdh glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz

GBM glomerularis alap (bazalis) membran

GEN glomerularis endotél sejtek

GN glomerulonefritisz

GWAS genom-wide association study, genom-szintli analizis

HBAI a-globin

HBB-B1 B1-globin

HBB-B2 B2-globin
Hank’s Balanced Salt Solution, Hank-féle egyensulyi s6oldat

HBSS
(puftferoldat)

HCD high energy collision dissociation, magas energiaju kollizios
szeteses

HDGFL3, |Hepatoma-Derived Growth Factor-Related Protein 3,

HRP3 hepatomabol szarmazo novekedési factor fehérje 3

HDL high-density lipoprotein, magas denzitasu lipoprotein
high-performance liquid chromatography mass spectrometry,

HPLC-MS e \ R .
nagy teljesitményli folyadék kromatografias tomegspektrometria

HUS hemolitikus urémids szindréma

IgA, IgM immunglobulin A, -M

IGF inzulin-szeri novekedési faktor

IGFBPI %nsuli_n-like growth factqr binding protein };
inzulin-szerli névekedési factor kotd fehérje 1

IL-1B interleukin-1 béta

IL-6 interleukin-6

ingWAT lagyéki, fehér zsirszovet

ITIH1 inter-alfa-tripszin gatlé nehézlanc H1

LEA Long-Evans Agouti patkany

LEC Long-Evans Cinnamon patkany

LETO Long Evans Tokushima Otsuka patkany

Ob-Ra leptin receptor rovid formaja

OLETF Otsuka Long Evans Tokushima Fatty patkany

ORG obesity-related glomerulopathy, elhizassal 6sszefliggo
glomerulopatia

MAC membrane attack complex, membrankarosité komplex

MCD minimal change disease

MCP, CD46 | membran kofaktor fehérje
monocyte chemoattractant protein 1, monocita kemoattraktans

MCP-1 gy
fehérje 1

MMP matrix metalloproteindzok

MS tomegspektrometria

NCE normalizalt kollizios energia

NF«B nuclear factor kB; sejtmagi faktor kB

NGAL neutrofil-zselatindz asszocialt lipokalin (Lcn2)
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E;%z\]s&gy nuklearis faktor (eritroid-eredetii 2) -szerti 2
PAN puromicin aminonukleozid nefropatia

PAS perjodsav-Schiff

PECs parietal epithelial cells, parietalis epitél sejtek
PIGR polimer immunoglobulin receptor

PPARYy PPAR-gamma

PPT1 palmitoyl-protein tioészteraz 1

gRT-PCR | kvantitativ valos idejli polimeraz lanc reakci6

RNA ribonukleinsav

no Rattus norvegicus, a laboratériumi patkany faj neve
ROS reaktiv oxigén gyokok

RRT renal replacement therapy, vesepotld kezelés

SFOG savas fukszin narancs G

SNP single nucleotid polymorphism, egy nukleotid polimorfizmus
TAFI trombin-aktivalt fibrinolizis gatloszer

TFA trifluoro acetic acid, trifluoro-ecetsav
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TNFa tumor nekrozis faktor-alfa

TIMP szoveti metalloproteinaz gatlok

TLR4 Toll-like receptor 4

SERPINA1 | szerin proteindz Al

SERPINA3 | szerin proteinaz A3

SFTPD pulmonary surfactant-associated protein D

SOST szklerosztin

sterol regulatory element binding protein 1,

SREBP-1 szterol szabalyozo elem-ko6to fehérje 1

SPP1 oszteopontin

suPAR szolubilis urokindz plazminogén aktivator receptor
ttkg kg testsuly

TINAG tubulointersticialis nefritisz antigén
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1. Bevezetés

1.1. A kutatasi témavalasztas bevezetése

A kronikus vesebetegség (CKD) a vilag népességének 10%-at érintd globalis probléma,
amely sulyos egészségligyi és gazdasagi terhet r6 a tarsadalmakra (Jha és mtsai., 2013).
A CKD hatterében allhat elsddleges vagy masodlagos glomerularis betegség, de lehet
késoi kovetkezménye az akut iszkémids kérosodasnak, amely fdleg a tubulointersticialis
szoveteket érinti vagy a teljes szervezetet érintd szepszisnek. A CKD-t okozo
glomerularis betegségek altaldban a korokra (illetve a klinikai gyakorlatban
leggyakrabban megjelend tobbszords etioldgiara) jellemzd {itemli progresszioval,
nefrotikus szintli fehérjevizeléssel jaro végstadiumu vesebetegségig (ESRD)
progredialnak. Az ESRD kizardlag koltséges és/vagy sulyos szovodmények kockazataval
jard (pl.dializis alatti hipotenzid, szivizom stunning, malignus arritmiak, kaniil- vagy
hashartya  szepszis) (Morfin és  mtsai.,, 2016)  vesepotldo  kezeléssel
(hemodializis/peritonedlis dializis) tarthatd szinten, hosszabb tavu talélést pedig csak a
szintén személyes és anyagi aldozatokkal jard veseatiiltetés €s annak utokezelése jelenti.
Raadasul a transzplantaciot kovetden a vesebetegség gyakran visszatérhet. Specifikus
ESRD kezelést napjainkig nem ismeriink (Elshahat és mtsai., 2020).

Klinikai szempontbol a fokalis szegmentalis glomeruloszklerozis (FSGS) egy
betegségcsoport (Fogo, 2015; Jefferson & Shankland, 2014). A patomechanizmusarol
ismert, hogy kialakulasat genetikai tényezok, keringd faktor(ok) és/vagy mechanikus
stresszel okozott, elsddleges podocita karosodas okozhatja, mert a podocitak, mint
veégdifferencialt epitélialis sejtek regeneracidos képessége korlatozott. Eldrehaladott
stadiumban a glomerulust alkotd tobbi sejttipus is egyre inkabb érintetté valik, és az
extracellularis matrix (ECM) felszaporodasa miatt az FSGS gyorsan progredial. Az FSGS
betegek egy része gliikokortikoszteroidokra, kalcineurin-inhibitorokra (ciklosporin,
takrolimusz), immunszuppressziv (ciklofoszfamid) és modulalo terapidkra (rituximab,
mikofenolat-mofetil, plazmaferezis) jol reagal, masok azonban ezekre a terapias
beavatkozasokra rezisztensek, és naluk kialakul az ESRD. Tekintettel a stlyos egyéni és
gazdasagi terhekre, az FSGS tanulmanyozasa napjainkban is a kisérletes ¢€s klinikai
nefrologia érdeklddésének egyik célpontja. Az FSGS patomechanizmusdnak kutatasi

eredményeitdl nem csupan elméleti haszon, hanem a jovében eredményesebb,
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koltséghatékonyabb terapidk fejlesztése, a vesepdtld kezelés szovédményeinek
elkeriilése, és a betegek szamara hosszabb, jobb életmindségl talélés remélhetd.

PhD munkiam soran a glomerulopatiak alapveté folyamatait két kiilonbozo
allatkisérletes modellen vizsgaltam. (1) Long Evans patkdnyban holisztikus
megkozelitésben vizsgiltam az elhizds és a prediabétesz hatdsait a vesében. A
kovetkezményes, de nem sulyos szervi kdrosodasok (diasztolés szivelégtelenség, zsirméj,
zsirszoveti atépiilés) mellett meglepden enyhének észlelt korai vesekarosodasra utald
eredmények ismertetését mdas zsiretetéssel létrehozott ragcsald modellek, illetve
kifejezetten a Long Evans torzzsel kapcsolatban szerzett, a szakirodalomban elérheto
korabbi tapasztalatok és altalaban a megvaltozott lipid biologia CKD-ben tetten érhetd
szerepének bemutatasaval vezetem be. (2) A genetikai eredetli podocita kdrosodas miR-
193a-thlexpresszald transzgénikus egér modelljén az FSGS mar elorehaladott
stadiumaban a glomerularis génexpresszidos mintazat és az ECM 0Osszetételének fehérje
szintli elemezésével 1), az FSGS patomechanizmusdban potencialisan fontos ECM
géneket kerestem. A munkadhoz elengedhetetlen volt mas, glomerulopatiakat vizsgalo
ragcsaldo modellek, az ECM Gsszetételérdl az irodalomban eddig 6sszegytilt ismeretek,
valamint a komplement rendszer CKD-ben bet6ltott szerepének megismerése, amelyet az

késbébbiekben részletezek.

1.2. A kronikus vesebetegség (CKD) jelentosége, epidemiolégiaja, okai

Globalis statisztikai adatok alapjan a CKD a 16. leggyakoribb haldlok volt 2016-ban, de
becslések szerint 2040-re akar az 5. helyre 1éphet eld (Foreman és mtsai., 2018). A CKD
definicio szerint olyan strukturalis vagy funkcionalis vesekarosodas, amely tobb, mint 3
honapon 4t fennall (Foreman és mtsai., 2018). Figyelembe véve a sziikséges korhazi
kezelések megnovekedett szamat, a termelésbdl vald kiesést/a munkahelyrdl valo
tavollétet, magat a betegséget és a korai halalozast, a CKD jelentds megterheléssel jar a
beteg egyénre, az egészségligyi ellatorendszerre illetve a tarsadalomra nézve. A CKD-
hez vezetd leggyakoribb okok kozott a cukorbetegség (Alicic és mtsai., 2017), a
magasvérnyomas-betegség, a glomerulonefritiszek (a glomerulus gyulladasos
betegségei), illetve az autoszomalis dominans policisztas vesebetegség (Foreman és
mtsai., 2018), mig ritkdbb korokként a vese egyéb részeit érintd gyulladdsos
megbetegedések (tubulointersticialis nefritiszek, ismételt vesemedence gyulladas) ¢€s

egyes koros vizelet elvezetérendszeri elvaltozasok (veziko-ureteralis reflux, elfolyasi
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akadalyt okozo6 vesekdvesség, prosztata megnagyobbodas, vesedaganat) emlithetok. Sok
beteg esetében azonban nem azonosithat6 egyértelmi korok (1. abra).

A CKD diagnoézisa koros vizelet iiledék eltéréseken és/vagy patoldgias vese és
vizeletelvezetd rendszeri morfologian és a glomerularis filtracios rata becslésén (eGFR)
alapul. Az 1-5 terjedd staddium beosztds legsulyosabbika az 5. stadiumi CKD,
amennyiben az eGFR <15 ml/min/1,73m?, ami ESRD-nek felel meg (Jha és mtsai., 2013).
Azonban a visszafordithatatlan és progressziv CKD betegeknek csak a varhatonal kisebb
része, mindossze 5%-a jut el a vesepotld (renal replacement therapy, RRT) kezelést
igényld ESRD stadiumig, aminek a hatterében a sulyos tarsbetegségekkel magyarazhato
korai haldlozas all. Egy vizsgalatban a végstadium elérését megeldzéen elhunytak
korében a pangdsos szivelégtelenség, koszoriér betegség, a diabétesz ¢és az anémia
elofordulasat szignifikdnsan gyakoribbnak talaltak, a vérnyomas viszont nem fliggott
0ssze a prognozissal (Keith és mtsai., 2004). A vesepotlo kezelés lehet fenntarté hemo-
vagy peritonedlis dializis illetve veseatiiltetés. Azonban az ESRD-hez vezetd korokok egy
része, igy a primer glomerulonefritiszek (GN) kozé sorolhatd fokalis szegmentalis
glomeruloszkler6zis a transzplantalt graft vesében visszatérhet (Verani & Hawkins,

1986).

m diabétesz

3

=

B magasvérnyomas
m glomerulonefritiszek
mas korok

m ismeretlen korok

1. abra. A kronikus vesebetegség hatterében allo leggyakoribb kérokok. Atvéve,
modositva:https://www.cdc.gov/kidneydisease/images/publications-resources/Reported-
Cauese-of-End-stage.jpg Forrds: US Renal Data System n= 726 331 (minden életkor,
2016; a policisztas vesebetegséget is tartalmazza)

10
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1.3. A glomerulonefritiszek (GN) és a fokalis szegmentalis glomeruloszklerdzis
A CKD-hez vezet leggyakoribb korokok kozt emlitett GN-ek eredetiik szerint elsédleges
€s mas, a szervezet egészét érintd korképek részjelenségeként észlelt alcsoportokra
oszthatok. Utobbi csoportot masodlagos GN-eknek nevezziik, amely magaban foglalja a
szisztémas autoimmun betegség (pl. lupusz) részeként kialakulé GN-t, valamint a
diabéteszes nefropatiat (DN) és az elhizassal 6sszefliggd vesebetegséget is. Masfeldl noha
az elhizds és a diabétesz populdcios szinten vildgszerte jelentds és robbandsszeriien
novekvo eléfordulassal bir, az ezekkel Gsszefliggd vesebetegség vesebiopszids anyagban
csak toredékében jelenik meg, mivel a diagnozis alkotashoz €s a kezeléshez a szovettani
eredmény nem feltétleniil sziikséges, igy a klinikus dontése alapjan a kockazatokkal is
jard beavatkozas elkeriilhetd. Ebbdl adodik, hogy a klinikai gyakorlatban elvégzett
vesebiopsziak diagnodzisai kozt a leggyakoribbnak a masodlagos GN-ek egyike, a lupusz
A vilag egyes orszagaiban kiilonb6z6 aranyban eléforduld elsédleges GN-ek kozott
a szovettani megjelenés alapjan leggyakoribb diagnozisként az FSGS, az [gA nefropatia,
a "minimalis elvaltozas" betegség (minimal change disease; MCD), a membrandzus GN,
illetve a ritkdbb mezangioproliferativ GN, a membranoproliferativ GN, a félholdas
(crescentikus) GN ¢és a fokalis globalis szklerdzis emlitheték meg. Egyes eredmények
alapjan az FSGS el6fordulasa meghaladhatja a 37%-ot a vesebiopszids anyagokban az
USA-ban (Dragovic és mtsai., 2005), ugyanakkor kisebb régiok adatai alapjan 17-22%
koriil van (Murugapandian és mtsai., 2016; Swaminathan ¢és mtsai., 2006), mig a
legutobbi kdzlemények szerint Eurdpaban 11-12% koriilire tehetd (Arapovi¢ és mtsai.,
2020; Covic és mtsai., 2006; Dunn, 2016; Zaza és mtsai., 2013). Egy 2019-ben megjelent,
a vilag 20 orszaganak elmult 4 évtizedre visszatekintd vesebiopszids anyagabol késziilt
Osszehasonlito vizsgalat az FSGS egyre novekvo eléfordulasat mutatja vilagszerte (Woo
€s mtsai., 2019). A megfigyelések szerint a membranozus GN és az FSGS egyre nagyobb
aranyu elofordulasért a fejlett orszagokban az urbanizacidé és mas szocio-Okonomiai
valtozasok tehetdk feleldssé, amelyhez a megvaltozott életmoddal kapesolatos kornyezeti
¢s ipari allergének, valamint étrendi elemek jelentds tényezdként jarulhatnak hozza. Ezzel
egy idében mas GN-ek el6fordulasa, példaul a parazitas és mas fert6z6 betegségnek valo

kitettség csokkenésével parhuzamosan valtozik (Woo és mtsai., 2019).
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Az FSGS nem egy specifikus glomerularis betegség, hanem a vese sériilését leird
hisztomorfologiai mintazat, ami fénymikroszkopos (FM) vizsgalattal a vesebiopszian
fokalis (az azonosithatdé glomerulusok <50%-a érintett) €s szegmentalis (a glomerularis
érgomolyag <50%-a érintett) szklerdzissal (fibrozissal, hegesedéssel) jellemezhetd. A
Columbia klasszifikacid specifikus koros FM-s jelek alapjan tip-1ézio, cellularis,
collapsing (0sszeomld), perihilaris €s nem besorolt egyéb csoportokat hatarozott meg,

ami diagnosztikus és prognosztikai jelentdséggel birhat (D’ Agati és mtsai., 2004).

1.4. A fokalis szegmentalis glomeruloszklerdzis morfologiaja

Az FSGS kialakulasara jellemz6 ultrastrukturalis és FM-os szovettani valtozdsok
egymast kovetd 1épéseit hasonloképpen lehet kdvetni az allatkisérletekben megfigyelt és
részletesen leirt (W Kriz és mtsai., 1994; LeHir & Kriz, 2007) és a human FSGS-bdl
szarmazo biopszids anyagon (Verani & Hawkins, 1986). Az FSGS kialakulasanak
megfigyelése a klinikumban a legnagyobb jelentdséggel a veseatiiltetést kovetden bir,
mivel az esetek 15-30%-aban az FSGS visszatérésére kell szamitani (D’ Agati és mtsai.,
2011), amelyre az elektronmikroszkopos (EM) jelek mar hetekkel, de akar honapokkal a
FM-al észlelhet elvaltozasok kialakulédsa el6tt figyelmeztetnek. Az FSGS kezdépontja a
podocita sériilése, amelyet EM-on a sejttest tonusvesztése, a labnytlvanyok levalasa,
pszeudociszta képzddés és a mikroboholy atalakulasa jellemez. A podocita tartds
karosodasa esetén a sejthalal és az alapmembranrol valo sejtlevalas csokkenti a podocitak
szamat, ezaltal a glomerularis bazalis membran (GBM) felszine és a podocitak altali
lefedettsége kozott aranytalansag alakul ki. A fedetleniil maradt GBM-el bir6 kapillaris
hurok — vélhetden a podocitak szerkezeti timasztasanak hidnya miatt — a Bowman-tok
(BC) felé tuszik (balloning), ahol korai kapcsolat (sejthid) alakul ki a tokot béleld
parietalis epitél sejtekkel (PECs). Ezek a sejthidat képezd sejtek ECM termeléssel
fibrozus kapcsolatot alakitanak ki a sériilt glomerulus és a Bowman-tok kozott (tuft
adhézio), ami az FSGS els6 FM-al észlelhetd jele. Noha a parietdlis sejtek potoljak a
GBM fedettségét, a parietalis epitéliumban idékdzben lyukak keletkeznek, ami lehetévé
teszi a koros szlirletképzodést. A téves iranyu filtracid miatt a parietalis sejtek a Bowman-
tok alapmembranjarol leszakadnak, fehérjetartalmi pszeudocrescent képzodik, a
filtratum peritubularis szétterjedése pedig tubuléris atrofiat eredményez. A rogziilt
kapillaris hurokban fehérje tartalmi anyag halmozddik fel, a kapillaris lumenben lipiddel

kitoltott makrofagok (foam cells, magyarul habos sejtek) jelennek meg ¢s ECM
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termelddés-lerak6das kezdddik. Végiil a kapillaris hurok elzarodik, ez adja a szegmentalis
szklerozis jellemzo képét (utalok az ismertetett folyamatrdl olvashatd Osszefoglalo

kozleményre (Jefferson & Shankland, 2014)).

1.5. A fokalis szegmentalis glomeruloszklerozis patomechanizmusa

A klasszikus interpretacid szerint az FSGS egy podocita vesztéssel meghatarozott
korallapot. Az FSGS patomechanizmusanak kétségteleniil legkorabbi eseménye a
podocita karosodas, azonban napjainkban a hangstly inkabb a betegség korlefolyasat, a
glomeruloszkler6zis progresszigjat meghatarozd tobbi glomerularis sejttipus €s mas
struktarak szerepére helyezddik.

Transzgenikus allatmodelleken nyert eredmények alapjan ismeretes, hogy a
podocitdk 20%-anak elvesztése még toleralhato, az e feletti veszteség azonban a hiany
mértékével aranyos sulyossagu, illetve titemiit FSGS progresszidhoz vezet (Y. H. Kim ¢és
mtsai., 2001; Matsusaka és mtsai., 2005; Wharram €s mtsai., 2005). A podocita sériilés a
szomszédos sejtre is attevodhet (Matsusaka és mtsai., 2011), amelyet egyes esetekben
angiotenzin II szintézis vagy angiotenzin II 1-es tipusu receptor (AGTRI1) gétlas képes
megakadalyozni (Fukuda, Wickman, és mtsai., 2012).

A podocita sériiléséhez szamos alapvetden genetikailag meghatarozott €és szerzett
tényezd vezethet. Az FSGS-hez vezetd genetikai eltérések legtobbszor a podocita alakjat
¢és funkcidjat alapvetéen meghatarozo, dinamikus egyensulyban 1évé t.n. strukturalis
fehérjéket kodold géneket érintik. Ismertek a résdiafragma (nefrin, podocin, CD2AP,
TRPC6, GLEPP1, MYOIE), az aktin sejtvaz (a-aktinin 4, formin, miozin IIA,
ARHGAP24, ARHGDIA, B-PIX), valamint a podocita labnytlvanyok ¢s a GBM
kapcsolatat meghatarozo (LAMB2, ITGA3) géneket érintd mutaciok. A résdiafragma
fehérjék eltérései gyakran mar az egyedfejlodés korai fazisaban megnyilvanulnak vagy
korai megjelenésii betegséget okoznak, ezzel szemben az aktin sejtvaz rendellenességei
jellemzden felndttkorban, vélhetéen egy, a podocitat érd tovabbi inzultust kdvetden
kezdenek  kifejlédni. A legtobb  6rokl6dé  podocita-betegség  rezisztens
immunszuppresszios terapiara (Rood €és mtsai., 2012). A szerzett tényezok kozt egy
keringé faktor szerepét feltételezik, amelyre az elmult évtizedek kutatdsai alapjan a
solubilis urokindz plazminogén aktivator receptor (suPAR) a legvaldsziniibb jelolt, bar az
suPAR emelkedett plazma szintjét FSGS betegek korében végzett kutatdsok nem
erOsitették meg egyhangtan (Jefferson & Alpers, 2013). A szerzett tényezOk kozt a
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hiperglikémia, az inzulin jelatvitel, angiotenzin II, kalcium jelatvitel, virusfertézések,
toxinok, oxidansok és immunologiai karosodas szerepét az irodalom részletesen
targyalja.

Kiilon emlitésre érdemes a mechanikai stressz, mint a podocitakat érd karositd
tényezo, kiilonos tekintettel az altalunk is vizsgalt elhizassal indukalt vesebetegség
patkany modellre. A glomerularis kapillarist ér6, a podocitdkra is attevdod
hemodinamikai erdkkel szemben a podocita aktin sejtvaza all ellen. Szadmos
glomerulomegaliaval jaré allapotban, mint a magasvérnyomas-betegség, az elhizas, és az
alacsony sziiletési sulyt egyének esetében a fiziologidsnal kisebb nefronszam miatt
korosan fokozott sziirletképzddés terheli a glomerulust, ami a renin-angiotenzin rendszer
farmakoldgiai gatlasaval kontrollalhatd progressziv glomerulus kdrosodas iranyaban hat
(B. M. Brenner, 1985). A renin-angiotenzin rendszer aktivaci6jahoz a podocitak
mechanikai megnyulasa vezet, amely kronikus magas vérnyomassal jaro allapotokban
passzivan, illetve a glomerulomegalia esetén a megndvekedett GBM felszin lefedése
érdekében adaptiv véalaszként jon létre. Az érett podocitak termindlisan differencialt
epitélsejtek, és kozismerten rendkiviil sziik proliferacios képességgel birnak, ami
legalabb részben bizonyos ciklin-fliggd kindz inhibitorok folytonos kifejezédésének
tulajdonithatd (Shankland, 2006). A GBM felszin megfeleld lefedettségére torekvd
podocitak egyetlen lehetséges véddmechanizmusa a hipertrofia. A hipertrofia az
osztodashoz hasonldan az aktin sejtvaz ujrarendezddését igényli, amely a podocita
alapmembranrdl val6 lesodrodasnak vagy mitotikus katasztrofanak a veszélyével jar, ami
sejthalalhoz vezet (Mulay és mtsai., 2013). Allatkisérletekben a podocita hipertrofia
megakadalyozasaval és a glomerulus megnagyobbodas kaloria megszoritassal valo
késleltetésével a glomeruloszklerozis egyarant megsziintethetének bizonyult (Fukuda,
Chowdhury, és mtsai., 2012).

Ugyanitt kell megemliteniink, hogy a podocitak bizonyos mértékben potolhatok a
podocitak proliferaciora valo képtelensége ellenére is. Potencialis podocita progenitor
funkciéra — human megfigyelések alapjan — a PECs (Grahammer ¢és mtsai., 2013; Meyer-
Schwesinger ¢és mtsai., 2011) és — a renin-termeld sejtvonal kisérletes embriologiai
kovetése alapjan — egyes juxtaglomerularis sejtek (Pippin és mtsai., 2013) alkalmasak,
viszont kimutattdk, hogy erre csontveldi eredetli dssejtek biztosan nem képesek (Meyer-

Schwesinger és mtsai., 2011).
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A PECs szerepének megitélése FSGS progressziojaban bizonytalan. Egyfeldl védo
szerepet tulajdonitanak nekik, mert a glomerulus vaszkularis poélusan talalhatoé podocita
¢s PECs markereket egyarant expresszalo sejtek a hianyzé podocitakat potolhatjak, mig
a tubuldris poluson taldlhat6 progenitor tulajdonsagokkal biré (CD24+CD133+) sejtek a
sériilt podocitdkon tul a tubuléris epitélsejtek helyébe is 1éphetnek. Masfeldl a Bowman-
tok falat alkoté PECs kozott kialakuld réseken a periglomerularis térbe keriil6 filtratum
gyulladaskelt6 lehet (LeHir & Kriz, 2007; Ohse és mtsai., 2009), valamint az ,,aktivalt”,
CD44-markert expresszald6 PECs kotdszoveti matrix ujdonképzddéssel hozzajarulnak a
sériilt glomerulus Bowman-tokhoz val6 kitapadasahoz (Smeets és mtsai., 2011).

A mezangialis sejtek szerepének kutatisa hattérbe szorult FSGS-ben, noha a
mesangialis expanzi6é €s a hypercellularitds az FSGS ismert elemei lehetnek, ezeket
altalaban masodlagos jelenségeknek tartottak. Ugyanakkor IgA nefropatiaban
megfigyelhetdé FSGS 1¢zidk alapjan felmertil, hogy ezt tarsult podocitopatia okozza, vagy
a mesangidlis sejt sériillés onmagaban képes podocita karosodéast okozni, amely kérdés
még megvalaszolasra var (Kriz et al., 2003). A mesangiumban felhalmozd6do IgM és
tarsult komplement elemek (C3/C1q) lerakoddsa komplement aktivacidra utal, amely
allatkisérletekben tobbszorosen bizonyitott médon (az ECM-ban nem-specifikus
elakadas feltételezését cafolva) az FSGS progressziojahoz jelentds mértékben
hozzédjarul6 mechanizmusként értékelheté (Strassheim ¢és mtsai., 2013). Ezzel
egybecsengd modon human vizsgalatokban az IgM és C3 duplan pozitiv biopszias lelet
rosszabb klinikai prognozist jelent (Fernandez-Fresnedo ¢és mtsai., 2009; Piero
Ruggenenti és mtsai., 2014).

Az FSGS korai stadiuméaban nem tulajdonitanak jelentdséget a glomerularis endotél
sejteknek (GEN). A kés0i stadiumban azonban a hialin6zis, a habos-sejt besziirddés és a
hegesedés kapcsan egyértelmiivé valik az inkdbb masodlagos jelenségnek tartott endotél
karosodas. Ismert, hogy a podocitak altal termelt vaszkularis endotelidlis ndvekedési
faktor (VEGF) az endotél sejfelszini receptorok stimulalasaval életben maradasi
(prosurvival) és differenciacids jelatviteli szereppel bir (Eremina és mtsai., 2008). Ezzel
szemben az endotél diszfunkci6 is hozzdjarulhat a podocita karosodashoz az endotél
sejtekben termelt faktorok patoldgias koriilmények kozt csokkent expresszidja kapcesan.
DN-ban kimutattdk, hogy a hiperglikémia hatdsara bekovetkezd endotelidlis

trombomodulin-fliggd, sejtfelszini protein C aktivacio elvesztése az oxidativ stresszre
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adott podocita sejtvalaszban betdltott, epigenetikai szabalyoz6 szerepe miatt glomerularis
apoptdzishoz és a DN sulyosbodasahoz vezet. Ugyanakkor aktivalt protein C kezeléssel
visszafordithato volt a redox-szabalyozasban kdzponti szerepti p66(Shc) podocita fehérje
promoterén megfigyelt gliikozzal indukalt hipometildcié és hiperacetilacio, ami az
antioxidans valasz helyredllitdsival — a mitokondridlis membran potencial ¢és
szabadgyokképzddés normalizalasaval — a podocitdkat gliikéz terheléssel szemben
ellenallobba tette (Bock és mtsai., 2013; Isermann és mtsai., 2007).

Végiil, a korabban csupan a podocita karosodds biomarkerének tartott
fehérjevizeléssel kapcsolatban nemrégiben kimutattdk, hogy koroki tényezoként is
hozzéjarulhat a glomerularis és tubularis karosodashoz. A vizelettérben jelenlévo albumin
a podocitakat és a szomszédos parietalis epitélsejteket az apoptozist felerdsité (Chang és
mtsai., 2012) ¢és retinsav felhalmozodast okozé (Chang ¢és mtsai., 2012)
hatasmechanizmussal karositja.

Az FSGS patomechanizmusanak tanulmanyozasara kivald lehetdséget nyujtanak
sejkultiran és kisérletes ragcsald modellekben végzett megfigyelések, a fenti
megallapitasok nagy része is igy sziletett. Kisérletes megkozelitésben a gyors
reprodukcios rata miatt idOben viszonylag redlisan tervezhetdé-kivitelezhetd,
standardizalhato, relative egységes, a genetikai manipulacié lehetéségének kdszonhetden
nagy precizitdsu, specifikus, valamint a huméan gyakorlatban elképzelhetetlen toxikus
hatdsok alkalmazasaval szdmos, a korkép fenotipusat jol leképezd eszkoz all a
rendelkezésiinkre. Az altalunk vizsgalt miR-193a-indukélt FSGS egérmodell, a
transzgenikus megkozelitést felhasznalé modellek kozé sorolhatd, amely a
génszabalyozasba torténd miivi beavatkozassal hoz létre podocita vesztést sejtvaz
katasztrofa altal. Tanulmanyunkban azonban nem a korképet létrehoz6 inzultus eredetére
—melyet eldttlink mar részletesen karakterizaltak—, hanem a progresszio lehetséges
tényezoire fokuszaltunk, amikor a FSGS kés6i stadiumaban a glomerularis ECM

Osszetételének feltarasat tiztuk ki célul.

1.6. Glomerulopatia ragcsaléo modellek

rrrrrr

szovettani képével jellemezhetd, széleskoriien alkalmazott ragesald modell ismert. A
glomerularis betegség hatterében véltozatos korélettani tényezok sora allhat, a kiilonféle

modellek mind-mind e tényezOk egyikének szerepére fokuszalnak. A reaktiv oxigén

16



DOI:10.14753/SE.2021.2448

gyokok taltermelddésének koroki szerepét mutatjdk a puromicin aminonukleozid-
(Venkatachalam ¢és mtsai., 1970) és az Adriamycin (doxorubicin)-indukalt nefrézis
(Kaplan, B.S., Renaud, L. & Drummond, 1976), valamint az Mpv17-hidnyos (Binder és
mtsai., 1999) modellek. Egyes podocita toxikus keringd faktorok szerepét tobbek kozott
a suPAR-modell (Wei és mtsai., 2011), az immunkomplex lerakddas mechanizmusat a
passziv Heymann nefritisz (Farquhar és mtsai., 1995), a GBM negativ toltésének
fontossagat az ezt semlegesitd protamin szulfat perfizios-kisérlet (Seiler és mtsai., 1975)
hangstlyozzak. Transzgenikus egér modelleken kimutattdk, hogy glomerulopatidhoz
vezet az alapmembrant érintd genetikai rendellenesség (Alport szindroma) (Kashtan és
mtsai., 1986), egyes podocita specifikus gének elnyomdsa (Isd. miR-193a-
tulexpresszioval podocita struktarfehérjék kifejezodését iranyitdé Wrl expresszidjanak
gatlasa) (Gebeshuber és mtsai., 2013), illetve a fehérjék genetikai manipulaciodja (Isd. Wt/
gén kiiités nyoman csokkent nefrin termelés), a HIV-okozta vesekarosodas (Barisoni és
mtsai., 2000), és tobb genetikailag meghatarozott DN modell (pl. ob/ob, eNOS-deficient)
(Alpers & Hudkins, 2011), valamint a zsirdiétaval 1étrehozott elhizds modell (Szeto és

mtsai., 2016b) is.

1.7. Az extracellularis matrix dsszetétele egészségben és betegségben

Az ECM {6 alkotéi a kollagének és a lamininek, amelyek szorosan szabalyozott
termelddési és lebomlasi egyensuilya biztositja a kotdszovet egészséges homeosztazisat.
Az ECM atépiilésével kapcsolatos korképek, mint a vesefibrozis és a vese malignus
folyamatai az utobbi években sziikségszerlien rairanyitottak a figyelmet az ECM fehérjék
ciklikus degradacios-megujulasi (angolul turnover) dinamikus jelenségének a
fontossdgara (Karsdal és mtsai., 2013, 2016; S. N. Kehlet és mtsai., 2016; Stephanie N.
Kehlet és mtsai., 2018; Nielsen és mtsai., 2015; Sand és mtsai., 2013; Willumsen és
mtsai., 2013, 2014). Régota ismert, hogy kiilonféle korallapotokban a GBM-ban
megfigyelhetd egyes kollagének felhalmozodasa. Mechanisztikusan értelmezve az ECM
fehérjék felhalmozodasa vagy fokozott termelddése, vagy a természetes lebomlés
csokkent liteme kapcsan johet 1étre. A mezangialis tér foként I-es és IV-es a3, o4 tipusu
kollagén lerakddas miatti kiszélesedése tipusos jelenség mind a nem diabéteszes, zsirdiéta
altal okozott elhizassal kapcsolatos glomerulopatiaban (Decléves és mtsai., 2014; Szeto
¢s mtsai., 2016b), mind a DN-ban (Tang és mtsai., 2017; Yagame ¢és mtsai., 1995;

Zeisberg és mtsai., 2002). A diabéteszes vesebetegségben fokozott kollagén termelddést
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mas patoldgias jelek (mezangialis sejt €s matrix hiperplazia, szklerdzis) alapjan (.n.
mezangialis sejt aktivacionak) a mezangialis sejtek megnovekedett I-es és IV-es tipust
kollagén szintézisének tulajdonitjak (Lv és mtsai., 2014). Ezen tal in vitro sejtkulturan
nyert €s egér nefrotoxikus nefritisz vizsgédlatok eredményei tdmasztjak ala, hogy a
gyulladaskeltd TGF-f citokin kezelés fokozott kollagén termelddéshez vezet (Sumi és
mtsai., 2007).

Ugyanakkor féleg az emelkedett vércukorszint szerepére utalva tobb tanulmanyban
(diabéteszesek human mintdin, sejtkultirdn és patkany kisérletben) leirtdk a matrix
metalloproteazok (MMP-k, féként: MMP-2, MMP-9 és MT1-MMP) és gatl6 fehérjéik a
TIMP-ek (TIMP-1, -2) megvaltozott egyensulyat, amely az ECM fehérjék csokkent
mtsai., 2011; J. Yang és mtsai., 2009).

Egy Sprague-Dawley patkany modellen pedig a hiperinzulinémia és a szabad
zsirsavak (free fatty acids, FFAs) koroki szerepét igazoltadk a MMP/TIMP egyensuly
befolyasolasaban, amely a célszervre jellemzO, egymastdl eltérotdl, latszolag
ellentmond6é médokon — a martix fehérjék fokozott lerakodasa vagy lebontasa ttjan -
jarult hozza aorta atherogenezishez vagy maj fibrozishoz (Boden és mtsai., 2008; Boden
& Song, 2008).

A kozelmultban meghataroztdk az egészséges ember ¢€s a vad-tipusi egér
glomerularis ECM-0sszetételét (Byron és mtsai., 2014; Hobeika és mtsai., 2017; Lennon
¢és mtsai., 2014). S6t, az eltérd genetikai hattérrel rendelkezd egerek glomeruldris ECM -
jének ¢és normal (egészséges) fehérjeliritésének Osszehasonlitdsa olyan fehérjék
szintézisének megvaltozasat tarta fel, amelyek fokozhatjak a betegségre vald hajlamot
(Randles és mtsai., 2015). Azonban vizsgalatainkat megel6z6en FSGS-ben a glomerularis
ECM koros Osszetételének fehérje szintll leirdsara még nem keriilt sor. A glomerularis
ECM o0sszetételében bekdvetkezd valtozasok feltarasa az FSGS progresszioja soran
hasznos lehet ¢ koros folyamatok alaposabb megértése és az 0j terapias lehetoségek
fejlesztésének eldsegitése érdekében. E nemes cél eléréséhez igyekeztliink

vizsgalatainkkal hozzajarulni.

1.8. Komplement rendszer CKD-ben
A vese a koros komplement aktivaciora nézve a legérzékenyebb parenchymas szerviink.

A komplement rendszer elsddleges — velesziiletett vagy szerzett — zavarainak lehet vese
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manifesztacioja (hemolitikus urémias szindroma (HUY)), illetve egyes vesebetegségek
patomechanisztikus eredetét maga a komplement aktivacio (trombotikus mikroangiopatia
(TMA), C3GN, dense deposit disease) képezi, de ettdl fliggetleniil a komplement
aktivaciot jarulékos tényezoként azonositottak a kozvetitd ttvonalak egyikeként, mar
tobb, kiilonb6zo eredetii glomerulopatia illetve CKD patomechanizmusaban.

A komplement rendszer a velesziiletett immunitds egyik alappillére, amely fontos
szerepet jatszik a korokozokkal szembeni védelemben, az angiogenezis ¢s a véralvadasi
rendszer fiziologids miikodésének fenntartasdban. Eszkoztardban szerepelnek az
opszonizacio, az immun komplexek ¢és az apoptotikus sejttormelék eltavolitisa, a
kemoattraktansok termelése és gyulladasos sejtek kemotaxisanak elosegitése vazodilatacio
utjan, valamint adaptiv T- és B-sejt valasz felé kozvetitd funkcidja (Tan & Zhao, 2018).
Mai tudasunk szerint a komplement kaszkadot tobb, mint 40 fehérje alkotja és
aktivacidjara a klasszikus, a manndz-kotd lektin és az alternativ Gtvonalon keresztiil
keriilhet sor (Walport, 2001). Az aktivacido mindharom formaja a C3 altal meghatarozott
kozos utban fut 0ssze, a C3 és C5 konvertdz enzimek a C3 és C5 komplement
komponenseket hasitva aktivaljak azok mikodését, ami hasonld6 modon tovabbi
komplement elemek kaszkad-szerli aktivaciojahoz vezet. A komplement aktivacio egyik
végrehajto funkcidjat a C5b-9 fehérjékbdl dsszealld membran karosité komplex (MAC)
tolti be, amely a sejtmag nélkiili struktirak pl. vorosvértestek vagy tokos baktériumok
membranfelszinéhez kapcsolddva sejt lizist okoz (Andrighetto és mtsai., 2019). Ezzel
szemben az eukariota, maggal rendelkez0 sejtekhez kotddés lizis helyett altalaban immun
aktivaciot eredményez (Jane-wit és mtsai., 2013), ami szovetsériilést hoz 1étre (Adler és
mtsai., 1986). A komplement rendszer miikodésének szabalyozasat plazma fehérjék (pl.
a komplement faktor H (CFH)) €s sejtmembranhoz kotott fehérjék (pl. decay-accelerating
factor (DAF); membrane cofactor protein (MCP; CD46) latjak el.

A komplement rendszer primer, koros aktivacioja a human klinikumban TMA
képében nyilvanul meg, amely lokalisan elsddlegesen a vesét (HUS) vagy a kdzponti
idegrendszert (trombotikus trombocitopénias purpura, TTP) érint6 fokozott véralvadassal
¢s egyidejlileg a véralvadasi kaszkad elemeinek a felhasznaloddsa miatt, az u.n.
konzumpcids koagulopatia részeként kdvetkezményes, nem-immun trombocitopéniaval
¢s mas szisztémas jelenségekkel jar. A HUS hatterében az esetek 90%-4aban Shiga-

toxinnal bird Shigella vagy E. coli fert6zés all, az esetek fennmarado 10%-ban azonban a
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tiinetek ért a komplement rendszer mas ok miatti koros aktivacioja felelds (atipusos HUS).
Az atipusos HUS esetek 40% szekunder eredetli, malignus hipertenzidval,
gyogyszerhatassal, fertézéssel, daganatos vagy autoimmun betegséggel magyarazhato,
azonban 60%-ban primer komplement rendszer betegség, Oroklott vagy szerzett
elvaltozas folytan talzott aktivacidval jaro allapot all fenn. Ilyen lehet tobbek kozott a
gatlo fehérj¢k a H- és I-faktor és a membran kofaktor fehérje (MCP, CD46)
funkciovesztéses mutacidja; az aktivator fehérjék (C3, B-faktor) funkcid nyeréses
mutdcioi, vagy olyan szerzett antitestek, amelyek példdul a H-faktor miikodését
befolyasoljak. Mindezek megnyilvanulasdhoz gyakran egy aktudlis infekcid vagy
terhesség a kivalto tényez6 (Goodship és mtsai., 2017).

A komplement rendszer koros mitkodése a fentieken tul, kronikus vesebetegségek
patomechanizmusaban jarulékos tényezoként is szerepelhet. Lupusz nefritiszben a
komplement rendszer szinte minden agat érintd eltéréseket leirtak. A patomechanizmus
fokuszdban a komplement H-faktor funkcidézavara all, amelynek a hatterében genetikai
eltérések (pontmutaciok, SNP-k) (F. Wang és mtsai., 2012) €s autoantitestek szerepét is
kimutattak (pl. monomer vagy modosult CRP-ellenes) (Li és mtsai., 2017). Az anti-C1qg-
antitestek a korai apoptotikus sejteken megakadalyozzdk a makrofagok és az
immunkomplexek vordsvértestek altali eltavolitdsat (Pang és mtsai., 2016; X. Yang ¢és
mtsai., 2012). A komplement H-faktor funkcidézavara fentieken tul az alternativ utvonal
szabalyozasi zavarahoz is hozzajarul (X. Yang és mtsai., 2012).

Az anti-neutrofil citoplazmatikus antigén (ANCA) asszocialt-vaszkulitisz (AAV) egy
sulyos, életet veszélyeztetd autoimmun betegség, amelynek hatterében egyre tobb
allatkisérletes és klinikai eredmény alapjan a komplement utvonal aktivacioja
feltételezhetd (Xing €s mtsai., 2009). A vérplazmaban, a vese szovetben €s a vizeletben
egyarant megjelend, és a betegség aktivitasaval valtozéo mennyiségii aktivalt Bb faktor az
alternativ utvonal szerepére utal (S.-J. Gou és mtsai., 2013; S. Gou és mtsai., 2012), illetve
a komplement rendszer aktivacidjaban a C5a kozponti szerepe korvonalazodik (S. Gou
¢s mtsai., 2012; Huang és mtsai., 2015). A neutrofil granulocitak stimulacidja C5a és
ANCA antitestekkel neutrofil 1égzési robbandst (respiratory burst) és degranulaciot,
valamint a szoveti faktort kifejezd micropartikulumok (TF-MPs) és a neutrofil
extracellularis csapdanak nevezett (NETs) fehérjék expresszidjat indukalja, valamint

aktivalja a koagulacios kaszkadot, és thrombin termelddéshez vezet (Huang €és mtsai.,
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2015). 1gy, a feltételezés szerint, a neutrofilek, az ANCA, a komplement és véralvadasi
rendszer egy pozitiv visszacsatoldsi folyamatot alkotva vezetnek az AAV kialakuldsdhoz
(Chen ¢és mtsai., 2017).

IgA nefropatiaban a betegek 20-25%-aban sulyosabb klinikai képpel tarsuld
manndz-kotd lektin, komplement H-faktor és C3b lerakddas nyoman a mann6z-koétd
lektin komplement utvonal szerepét feltételezik, ugyanakkor az MBL tultermelddését,
illetve hidnyat egyarant leirtak a betegséggel dsszefiiggésben (Guo és mtsai., 2017; Roos
¢s mtsai., 2006). Genom-szintli analizissel (GWAS) a komplement H-faktor egyik
receptora, a CFHRS genetikai variacidinak az IgA nefropatiara hajlamosito szerepét irtak
le (Gharavi és mtsai., 2011; Kiryluk, 2016; Zhai és mtsai., 2016).

Monoklonalis gammopadtiakban a nem-malignus vagy premalignus plazmase;jt
klonok altal termelt antitestekkel okozott vese elvaltozasokat (C3 glomerulopatia
(C3GN), TMA) észleltek (Leung et al., 2012), és kimutattak az alternativ komplement
rendszer szabalyozasi zavarat, amelyet a komplement H-faktort inaktivalod specifikus
IgGA monoklondlis konnyli lanc okozott (Jokiranta és mtsai., 1999; Schurder ¢s mtsai.,
2017). Bar a komplement-medialt glomerulonefritisz mechanizmusnak még nem minden
részlete ismert, glomerulonefritiszben vald tesztelés soran mar tobb komplement-gatlo
kezelést talaltak kielégitd hatékonysagunak és kelléen biztonsagosnak (Tan & Zhao,
2018).

FSGS-ben mind allatkisérletekben, mind human klinikai gyakorlatban ismert egyes
immunglobulinok ¢és komplement elemek lerakddasa a glomeruldris matrixban. A
podocitakat érd sértést kovetden felszinre keriild glomerularis neoepitopokhoz IgM
antitestek kotodnek, amelyek aktivalhatjdk a komplement rendszert a klasszikus
utvonalon keresztiil, illetve az alternativ komplement ut csokkent szabalyozasa szintén
hozzajarulhat a folyamathoz (Strassheim és mtsai., 2013). Két fliggetlen, human primer
FSGS vese biopszias anyagon végzett vizsgalat (Mirioglu és mtsai., 2019; Y. M. Zhang
¢s mtsai., 2016) bizonyitotta, hogy az észlelt glomerularis IgM és C3 lerakddas rosszabb
terapias valasszal és csokkent életkilatdsokkal jar. A vese szOvettani vizsgalatokban
észlelt IgM ¢és C3 lerakodas fiiggetlen rizikod tényezOnek bizonyult a terapia refrakter
tulajdonsagra nézve. A paciensek mintegy felében észlelték IgM ¢és kizarolag ezen esetek
felében C1q és C3 elemek jelenlétét (Y. M. Zhang és mtsai., 2016), ami az [gM* C3/Clq*

statusszal jard legrosszabb kimenetel, a betegség progresszidjaban a komplement
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aktivacid szerepére utalt. Noha tobb, B sejt kimeriilést célz6 allatkisérletes megkozelités
sikeresen csokkentette a glomerularis IgM lerakodast és ezaltal az albuminuria mértékét
(Strassheim és mtsai., 2013), ugyanakkor tobb primer, human FSGS-ben végzett B-sejt
elleni antitest terapias probalkozas (rituximab) ellentmondasos eredményekre vezetett
(Fernandez-Fresnedo ¢és mtsai., 2009; Piero Ruggenenti és mtsai., 2014). Az FSGS
gyorsabb progresszidjaval jart az alternativ komplement Gtvonal fokozott aktivacidjanak
tulajdonithato alacsony szérum C3 szint is (J. Liu és mtsai.,, 2017). Human FSGS
biopszias anyagon H faktor és C3 génben keletkezett SNP muticiokat dokumentaltak
(Sethi ¢és mtsai., 2012), illetve mas vesebetegségekkel Osszehasonlitva az FSGS-es
paciensek plazma ¢€s vizelet mintajaban C3a, C3b, Ba, Bb, C4a, sC5b-9 komplement
elemek dusulasat irtdk le (Thurman €s mtsai., 2015). Mindezek alapjan egyre nagyobb
biztonsaggal feltételezhetd a komplement aktivacio szerepe az FSGS progresszidjaban,
amelynek tanulméanyozhatéosagat miR-193a-indukalt egérmodelliinkben joggal

feltételeztik.

1.9. Obezitas és zsiretetéssel indukalt ragcsalé modellek: zsirszoveti atépiilés szerepe

a szisztémas gyulladasban és a vesében
Az elmult két évtizedben részletesen tanulméanyoztdk az elhizas és a metabolikus
szindroma kdvetkezményeit magas zsirtartalmu diétaval indukalt rdgcsalé modelleken
(Buettner et al., 2007; Brown & Panchal, 2011). Napjainkban mar széleskoriien
elfogadott, hogy az elhizasban kialakulo zsigeri zsirszéveti (visceral adipose tissue, VAT)
gyulladas a teljes szervezetre nézve meghatdroz6 patomechanizmus. Az elhizasban a
VAT lokalis gyulladassal (Nishimura és mtsai., 2008) €s atépiiléssel (Sun és mtsai., 2011)
jellemezhetd valtozdson megy keresztiil. Az irodalom erre a jelenségre endokrin szervveé
valasként utal, mivel a VAT a vérplazmaba kivalasztott gyulladasos citokinek és
zsirszoveti hormonokkal kronikus, alacsony szintli, szisztémas gyulladast tart fenn, amely
olyan tavoli szervek mitkodését is befolyasolja, mint a sziv- és érrendszer, a maj és a vese
(Hotamisligil, 2006).

A zsirszoveti gyulladas jellegzetes mutatdja a monocita eredetli makrofagok (adipose
tissue macrophages; ATMs) (Weisberg és mtsai., 2003) felszaporodasa és aktivacioja a
zsirszovetben. A folyamat sordn az alternativ-moddon aktivalt, a zsirszovetben normal
allapotban jelenlévd gyulladas-ellenes, M2-expresszios markerekkel (arginase-1, IL-10

szekrécioval) jellemzett, inzulin rezisztenciatol védo hatasi makrofagok hatdsat elfedi a
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nagyszami gyulladaskelté M1-tipusi (tumor nekrézis faktor-alfat (TNFa), interleukin
(IL)-6-ot és indukalhat6 nitrogén-monoxid szintdzt (iNOS) kifejez6 makrofagok tulsulya,
ami gyulladasos valaszt, inzulin rezisztenciat és koros zsirsejt mitkddést okoz (Lumeng
¢s mtsai., 2007; Osborn & Olefsky, 2012; Winer & Winer, 2012). A folyamatban
kemotaktikus jelzé molekuldk (pl. az adipocitdk és makrofagok altal termelt kemokin, a
monocita kemoattraktans fehérje (monocyte chemoattractant protein (MCP)-1)) (Kanda
¢€s mtsai., 2006) és leukocita integrinek szerepét irtdk le (Flick és mtsai., 2004).

Egy obezitassal 6sszefligd vesebetegséget vizsgald patkany kisérletben nemrégiben
kimutattdk, hogy a zsiretetés az anyagcsere rendellenességek és a szérumban
megfigyelhetd szignifikdns TNF-a és IL-6 citokin koncentracio emelkedés mellett a vese
glomerulusban is gyulladdsos valaszt inditott el, amit az MCP-1 megndvekedett
expresszioja €s a vélhetden ezaltal 1étrejott makrofag bearamlas igazolt (Zhao és mtsai.,
2018). Szamos klinikai megfigyelés is ramutat (D’ Agati és mtsai., 2016; Kambham ¢és
mtsai., 2001; Y. Wu és mtsai., 2006), hogy a zsirszoveti gyulladas altal vezérelt elhizas-
betegség részjelenségeként glomerulopatidval (ORG) is szdmolnunk kell. Azonban az
obezitassal okozott vesebetegségben egyelore nem kelld mértékben tisztazottak a
korélettani Osszefliggések részletei, a gyulladds szerepe mellett példaul a passziv
intracellularis lipid lerakodas elméletével szemben a megvaltozott lipid anyagcsere, mint
aktiv koroki tényez6 szerepe is felmertilt (Bobulescu, 2010; De Vries és mtsai., 2014;
Mount és mtsai., 2015). Ugyanakkor a betegség epidemiolédgiai sulya ellenére relative
kevés allatkisérletes modell &ll rendelkezésiinkre. E szempontok inditottak az
eddigiekben obezitas és prediabétesz témakdrében nem tanulmanyozott Long Evans

patkany modell vizsgalatara.

1.10. Ismereteink a Long Evans patkany nefropatiarol mas modellekben
A klasszikus Long Evans patkany torzson végzett tanulmanyok mar vizsgaltak a
vesemiikodést alakulasat kiilonb6zd betegség modellekben.

A klasszikus Long Evans patkdnybol kitenyésztett torzs az Otsuka Long Evans
Tokushima Fatty (OLETF), és kontrollja, a Long Evans Tokushima Otsuka (LETO)
patkany szolgél 2-es tipust diabétesz és elhizdsos modellként. Az OLETF patkanyokban
a kolecisztokinin gén velesziiletett mutacidja miatt nincs mitkodé CCK-A receptor, ami
foleg magas lipid tartalmu taplalék esetén koros CCK szekrécidhoz, a jollakottsag

hidnyahoz vezet. Az OLETF patkanyok fenotipusat ezért — az emberi inzulinfiiggd
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cukorbetegséghez hasonld — enyhe talstly, hiperinzulinémia, hipertrigliceridémia,
hiperkoleszterinémia, késoi kialakulasu, kronikus hiperglikémia, gliik6z intolerancia és
inzulin rezisztencia, valamint vese szovoddmények jellemzik (Kawano és mtsai., 1992).
Normalis taplalas mellett az OLETF patkanyokban spontan 2 -es tipusu diabéteszt, magas
zsirtartalmu diétdn sulyos elhizast észleltek (Schwartz és mtsai., 1999). Az OLETF
patkanyokon diabéteszes €és prediabéteszes allapotban végzett kimeritd vese korélettani
vizsgalatok az angiotensin II és a lipotoxicitas koroki szerepét tartak fel (Nagai és mtsai.,
2005; Tohma és mtsai., 2004; W. Wang ¢és mtsai., 2006). Ugyanakkor a normalis
oregedési folyamat részeként a diabéteszes OLETF patkdnyok spontan vese érintettsége
viszonylag késon, csak 40 hetes korban alakult ki mezangialis matrix proliferacioval és
GBM megvastagodassal jellemezhetd diffuz glomeruloszklerdzis formajaban (Kawano
¢s mtsai., 1994). Ez arra utalhat, hogy a Long Evans torzs a ragcsalok kozott a normalis
vesemiikodés megdrzése szempontjabol relativ erdteljes genetikai ellenallo-képességgel
rendelkezhet.

Egy masik torzs, a hasnyalmirigy szigetek életkorfliggd, progressziv fibrozisa folytan
B-sejt vesztd, inzulin szekrécidzavarban szenvedo, hiperglikémias, spontan diabéteszes,
de nem tulsulyos Long-Evans Agouti (LEA) patkanyok ugyanakkor kronikus vizelet
gliikoz tirités kovetkeztében progressziv tubularis karosodast mutatnak. A vesekarosodas
a sejtplazmaban hialin cseppek megjelenésével, a proximalis tubularis epitélsejt réteg
eltlinésével, a helyi alapmembran megvastagodassal és glomerularis betegség jelei nélkiil
fehérjevizeléssel jar (Okamura és mtsai, 2013). A Wilson-kérnak megfeleld
beltenyésztett Long-Evans Cinnamon (LEC) patkanyokban szintén dokumentéltak
kronikus vesekarosodast, amely inkabb az Atp7b génmutéacio okozta kéros réz anyagcsere
zavar €s majon kiviili rézlerakodas talajan kialakulo réz toxicitassal, és kovetkezményes
oxidativ stresszel, mintsem a torzs vesebetegségre vald genetikai fogékonysagaval
magyarazhatd (HAY ASHI és mtsai., 2005; Kitamura és mtsai., 2005; Nomiyama és
mtsai., 1999)

1.11. A megvaltozott lipid anyagcsere szerepe CKD-ben

A normalis zsir anyagcsere a vesemikodés szempontjabol alapvetd, mivel a
vesesejteknek, kiilondsen a nagy energia igényt és viszonylag kis glikolitikus kapacitasu
proximalis tubulus sejteknek egyik f6 ATP-forrdsa a szabad zsirsavak (free fatty acids
(FFAs)) mitokondrialis béta-oxidacidja (Balaban & Mandel, 1988). Az aktudlis
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energetikai kovetelményen feliili, felesleges FFAs azonban lipid cseppekként a sejten
beliil taroldédnak glicerollal észterifikalt triglicerid formajaban. Napjainkban egyre
nagyobb figyelmet kap a vese zsir- és energia-metabolizmus szabdlyozas zavara a
vesebetegségek kialakuldsaban (Mount és mtsai., 2015). A sejtben a lipidek tulzott
mennyiségli jelenléte fokozott oxidativ stresszhez, endoplazmatikus retikulum (ER)
stresszhez, sejtvdz rendszeri valtozdsokhoz ¢és a gyulladaskelté folyamatok
aktivaciojahoz vezet (Herman-Edelstein és mtsai., 2014; Martinez-Garcia és mtsai., 2015;
Van Der Heijden ¢és mtsai.,, 2015). A lipid felhalmozddas a kronikus fibrotikus
vesebetegség kdzos utjanak tiinik, mivel megfigyelhetd szamos kiilonféle vesekarososdas
modellben (remnant vese, akut vesekarosodas és diabetetszes nefropatia) (Bobulescu,
2010). Azonban a lipid felhalmozo6das kialakulasaval és a lipidek vesefunkciora gyakorolt
karos hatasanak pontos mechanizmusaval kapcsolatban nincs egyetértés a
szakirodalomban. A kozvetlen lipotoxicitassal (Bobulescu, 2010; Savary és mtsai., 2012)
szemben all az elsédlegesen sériilt lipid anyagcserét és kovetkezményes lipid lerakodast
feltételezd masik elmélet (Deji és mtsai., 2009; Jiang és mtsai., 2005; Kang és mtsai.,
2015; Kume és mtsai., 2007). Az intracellularis lipid zarvanyok jelenléte elhizasban
kifejezetten jellemzd patologiai elvaltozds mind a diétdval indukalt ragcesalo
modellekben, mind a human klinikai autopszids szdvettani anyagban a kiilonb6zo
parenchymas szervekben, tobbek kozott a vesében is. A lipid zarvanyok fokozottan
érintik a podocitakat, a mezangialis sejteket és a proximalis tubuldris epitélsejteket, ami
arra utal, hogy az elhizés-okozta veseelégtelenség kialakuldsaban kozponti jelentdséggel
birhat a normalistél eltérd lipid anyagcsere és esetleg a lipotoxicitds (De Vries &
Rabelink, 2013; Herman-Edelstein és mtsai., 2014; Martinez-Garcia ¢és mtsai., 2015). A
podocitak kiilonosen érzékenyek a telitett szabad zsirsav palmitinsavra, amely ER stressz
révén sejthaldlhoz vezet (Sieber és mtsai., 2010). Ez azonban megel6zhetd a stearil-CoA
deszaturaz 1 enzim mikodésének serkentésével ¢és egyszeresen telitetlen
szabadzsirsavakka alakitasaval (Sieber és mtsai., 2010) (Sieber 2013), illetve a zsirsav
oxidacio stimuldcidjaval (Kampe és mtsai., 2014). Tobb, a zsirdiétaval indukalt elhizas
egér modellen végzett vizsgalat is utalt az AMP-aktivalt protein kindz (AMPK) csokkent
milkodésének kozponti szerepére a csokkent zsirsav oxidacid, az energetikai
egyensulyvesztés és a lipid felhalmozodas hatterében (Cammisotto & Bendayan, 2008;

Decléves és mtsai., 2011; Hallows és mtsai., 2010; Kume és mtsai., 2007; Sharma és
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mtsai., 2008). Az AMPK farmakologiai aktivaciojat elonyosnek talaltak az elhizas okozta
krénikus vesebetegséggel szembeni védelemben (Decléves és mtsai., 2011, 2014; D. Kim
¢és mtsai., 2013). A CD36 transzgenikus egérben a szabad zsirsav transzlokdz enzim
fokozott szintézise miatt csokkent zsirsav oxidacio elsddleges tényezd a fibrozis
kialakulasaban, és a lipid felhalmozodéas csak kovetkezménynek tekinthetdé (Kang és
mtsai., 2015). Egy human elhizdsos glomerulopatidban végzett gén-expresszios
mikroarray vizsgélat a hat leginkabb megvaltozott szabalyozasu gén kozott harom lipid
anyagcserében résztvevo gént azonositott: a LDL-receptort, a zsirsavkotd fehérje 3-t
(fatty acid binding protein 3; FABP-3) és a szterol szabalyoz6 elemkdto fehérje 1-t (sterol
regulatory element binding protein 1; SREBP-1) (Y. Wu és mtsai., 2006). DN-s betegek
vesebiopszias anyagaban is a lipid felvételben szerepld fehérjék fokozott, mig a zsirsavak
béta-oxidaciojat végzd enzimek csokkent mikodését észlelték (Herman-Edelstein és
mtsai., 2014)

Kisérletes és humén vizsgalatok tehat egybehangzoan mutatjadk, hogy lipid
anyagcserében ¢€szlelhetd egyenstulyvesztés mind mikromorfoldgiai, mind molekularis
biologiai szinten tetten érhetdé. Az altalunk vizsgalt patkdny modellben a lipid
felhalmozodas megfigyelését a vesében, illetve a mas szervekben tapasztalhatd hasonld

folyamattal valé 6sszehasonlitést terveztiink.

1.12. Az elhizas paradoxon

A tulsuly és az elhizas kézismert modon a lipid anyagcsere, magas vérnyomas, 2-es tipust
cukorbetegség (Lavie €s mtsai., 2009), valamint a sziv és érrendszeri megbetegedések
fliggetlen rizik6 faktorat jelentik. Ugyanakkor szamos populdcids megfigyelésen alapuld
tanulmany ramutatott arra, hogy bizonyos betegségek szempontjabol a tilsulyos €s a
kisebb mértékben elhizott betegcsoport hosszu tava tulélése meglepd modon jobb volt,
mint a normalis testsulyt személyeké. Ezt a jelenséget ,,elhizas paradoxon”-nak, illetve
,forditott epidemioldgia”-nak nevezziik (Flegal és mtsai., 2013). Az elhiz4s paradoxont
az obezitassal kozvetleniil 6sszefliggd kronikus endokrin betegségek, mint a csontritkulas
¢s a 2-es tipusu diabétesz, illetve az utobbi szovodményének tekinthetd kronikus
szivelégtelenség, koszortér- és kronikus vesebetegséggel kapcsolatban egyarant
megfigyelték. E korképek és az elhizas kapcsolata alapvetden egy J- vagy U-alakinak

mondhatd talélési gorbével irhato le, ahol a kérosan sovanyak és extrém mértékben
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elhizottak talélése a legrosszabb, azonban nem vilagos, hogy a normadlis vagy talsulyos
allapot az elényosebb-e (Cheung és mtsai., 2017).

Kifejezetten a vesebetegségek vonatkozasaban ismert, hogy az elhizas egyarant kronikus
vesebetegséghez vezet indirekt (2-es tipusi diabétesz, magas vérnyomas ¢&s
érelmeszesedés kozvetitésével) ¢és direkt patofiziologiai tényezOk révén (vese
hemodinamikai valtozasok, gyulladdsos kornyezet, adipokinek, ndvekedési faktorok
termelése). Ugyanakkor a mar kialakult vesebetegségben a testsulyfelesleg védo
faktornak tiinik. Az utdbbi évek vizsgalatai e latszolag ellentmondasos jelenség
hatterében részben azonositani tudtak olyan, a vizsgalati modszerekben rejlo
anomalidkat, amelyek félrevezetd megallapitisokhoz vezettek. Példaul dializalt
vesebetegek esetében a BMI nem tiikr6zi az izmos/zsiros testtdmeg aranyt, ami inkabb
meghatarozoja a tulélésnek. Az izomtomegre korrigalt BMI-vel szamolva a zsirfelesleg
az atlag populacidhoz hasonléan rizik6tényezonek bizonyult a gyulladas, oxidativ stressz
¢s érelmeszesedés fokozott progresszioja miatt (Beddhu és mtsai., 2003). A kritikus
allapoti betegek esetében a rovid talélés miatt a rizikdfaktorok kiilonbozo sullyal
érvényesiilhetnek (az alultaplaltsag rovidebb vs. az érelmeszesedés idoben hosszabb
kifutasu eldnytelen hatdsa) (Kalantar-Zadeh és mtsai., 2005; Park és mtsai., 2017),
valamint felvetették az elhizas ¢s CKD kozotti forditott ok -okozati kapcsolat és a talélési
szelekcios elony (survival bias) szerepét is (Kalantar-Zadeh és mtsai., 2005; Park és
mtsai., 2017). Ugyanakkor mas vizsgalatok az elhizasban ténylegesen jelenlévd, bizonyos
allapotokban potencidlisan elényds tényezdkre hivtak fel a figyelmet. Példaul a fehérje és
energia ¢hezés veszélyére nézve a metabolikus tartalékok eldonyt jelentenek a
gyulladassal, infekciokkal szembeni fogékonysag szempontjabdl. Ennek magyarazata az,
hogy a nagyobb koncentracioban jelenlévd plazma lipidek és lipoproteinek karos
endotoxinokat képesek lekotni, a zsirszovet pedig alkalmas lehet az urémias toxinok
kivonasara ¢és a fokozott TNF-alfa receptor termelés miatt képes lehet megkdtni-
neutralizalni a keringé TNF-alfat (Feldman és mtsai., 2000; Mohamed-Ali és mtsai.,
1999). A neurohormonadlis aktivitas (szimpatikus tonus, renin-angiotenzin aktivitas)
csokkenése ¢és az emelkedett vérnyomas miatt stabilabb hemodinamika elényos lehet a
hemodializis soran az ultrafiltracios térfogattal szemben megnovekedett toleranciaban, és
a dializis utani hipotdnia elkeriilésében (6sszefoglald kozlemény Isd. (Rhee és mtsai.,

2016)).
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2. Célkitiizések

A disszertacio célja a glomerulopatiak patomechanizmusanak tanulmanyozasa volt

crer

megkozelitésben. Ehhez a kovetkezd részcélokat tiiztiik ki:

A zsiretetéssel 1étrehozott elhizassal és kezdd6dd szénhidrat anyagcserezavarral

jellemezhetd Long-Evans patkanyban:

1.

jellemezni az elhizds ¢s prediabétesz okozta vesekarosodast, illetve
megfigyeléseink  alapjan  kovetkeztetni  kialakuldsanak  legkoraibb
eseményeire;

feltarni a vese ¢érintetteség €s mas szervi elvaltozasok kozti feltételezett

Osszefliggéseket.

A miR-193a tulexpresszioval indukalt FSGS modell egéren:

3.

Elérehaladott FSGS-ben potencidlisan fontos extracellularis matrix (ECM)
géneket azonositani a glomerularis fehérje tartalom mindségi és mennyiségi
elemzésével;

Eredményeinket megerdsiteni ¢és kiegésziteni egér-ember glomerularis
génexpresszid mintazatok 0sszehasonlitdsaval, valamint a génexpresszid ¢és a
fehérje eléfordulasi adatok 9sszevetésével.

Rémutatni olyan kulcs génekre és korélettani folyamatokra, amelyek terapias

megkozelitésétdl a jovoben az FSGS hatékonyabb kezelése remélheto.
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3. Modszerek
3.1. Obezitas és prediabétesz korai vesehatasainak vizsgalata patkanyban

3.1.1. Obez, prediabéteszes Long Evans patkany modell
Az elhizas és prediabétesz okozta vesekarosodas vizsgalatit a Semmelweis Egyetem
Farmakologiai ¢és Farmakoterapias Intézetnek, Kardiovaszkularis és Metabolikus
Kutatocsoportjaval kollaboracidban, zsiros diétan tartott, pankreasz f-sejt toxikus anyag
(streptozotocin; STZ) egyszeri injekciojaval indukalt Long Evans fajtaju patkanyokon
végeztik. A kisérletben felhasznalt him, 5—7 hetes kor, Long-Evans patkanyokat a
Charles River cégtdl (Charles River Laboratories, Wilmington, MA, Amerikai Egyesiilt
Allamok) szereztiik be. A szllitds utan 1 hetes akklimatizaciot kovetden az allatokat
véletlenszertien két csoportba osztottuk: kontroll (KON; n = 20) és prediabéteszes
(PRED, n=20). A KON csoportot normal, a PRED-t40% sertészsirral kiegészitett (high-
fat diet, HFD) tapon tartottuk (Koncsos €s mtsai., 2016). Az etetési szakaszban az allatok
taplalék és folyadékbevitele igény szerint szabadon tortént (ad libitum), 12 h—12 h nappali
fény/éjszakai sotét ciklusok és 21 °C koriili szobahdmérséklet fenntartasa mellett. A
prediabétesz kialakuldsanak eldsegitése céljabol, a szakirodalombdl vett moddon
(Mansor), a HFD csoport tagjait a 4. etetési héten, egyszeri, alacsony dézisu 20 mg/kg
testsuly (ttkg) STZ (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, Amerikai Egyesiilt Allamok)
intraperitonedalis (i.p.) injekcioval, a kontroll csoportot hasonloképpen, azonos térfogati
(STZ-nélkiili) citrat puffer olddszerrel kezeltiik. A kisérleti és allatetikai engedély az
Amerikai Egyesiilt Allamok (US National Institute of Health, 8. kiadas, 2011; jovdhagyva
2012. december 27-én) és a Semmelweis Egyetem Allatetikai bizottsaganak

rendelkezéseivel Osszhangban allt (engedélyszam: XIV-1-001/2103-4/2012).

3.1.2. Vese és mas szoveti minta gytijtés
Husz hetes etetést kovetden a 21. héten pentobarbital (60 mg/kg, 1.p.; Euthasol; Produlab
Pharma, Raamsdonksveer, Hollandia) altatasban az egyik alcsoporton részletes sziv
funkcionalis vizsgalatokat végeztiink (echocardiographia, hemodinamikai analizis;
részletekkel kapcsolatban utalok a megjelent publikaciora (Koncsos €és mtsai., 2016)). A
masik alcsoportban az allatokat a hasi aortan keresztiil elvéreztettiik, és a vért EDTA-
el6toltott csovekbe gylijtottiik, majd a sziv eltavolitdsa in foto tortént. A zsirdiéta és

prediabéteszes allapot rendlis hatasainak vizsgalatara, elssorban ez utdbbi alcsoportbdl
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9 KON ¢s PRED allatbol vese mintat vettlink. A mellkasi aorta szakasz lekotése utan az
abdominalis aortat a veseartériak eredésétol disztalisan kaniilaltuk és 50—80 mL jéghideg
fiziologias so oldattal perfundaltuk a vér teljes kimosddasaig a hasi szervekbdl (madj,
ves€k). A vizsgalat szivvel kapcsolatos végpontjainak mérése érdekében heparin vagy
mas szisztémas véralvadasgatld szert nem haszndltunk. A vesék, a mdj, az epididimalis
¢s a szubkutan lagyéki fehér zsirszoveteket eltdvolitottuk, sulyat analitikai mérlegen
mértik. M4j és vese mintdkat 24 oran at 4% pufferelt formalinban fixaltuk, majd
vizelvonast kovetden paraffinba agyazva szovettan €s immunhisztokémia céljabol
taroltunk. Szarazjégen lassan fagyasztva maj €s zsirszoveti mintakat is vettiink Tissue
Tek O.C.T. Compound (Sakura Finetech, Eurdpa)-ba agyazva. A jobb vesékbdl
makroszkopos kontroll mellett steril sebészi szikével a vesekérget és veseveldt
szétvalasztva, illetve maj és zsirszovet darabokat folyékony nitrogénben gyors

fagyasztva, fagyasztocsovekben -80 °C-n taroltunk tovabbi molekularis feldolgozasig.

3.1.3. Funkcionalis vese paraméterek

A EDTA-s teljes vérmintat 1500x g, 10 perc, 4 °C-n centrifugalva elvélasztottunk a
vérplazmat, a vizeletet az iiledék eltavolitdsara 3000x g, 10 perc, 4 °C-n centrifugaltuk,
majd a feliiliszokbdl vett mintakat tovabbi analizisig -80 °C-n taroltunk.

A plazma karbamid-urea, plazma és vizelet kreatinin meghatarozas 96-lyuka lemezen
(Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Németorszag), kolorimetrias, enzimatikus
esszével tortént (#9581C ¢és #9571C; Diagnosztikum Kft. Budapest), a vizelet fehérje
meghatarozast pirogallol voOrds kolorimetrias, enzimatikus esszével (#42051/DC,
Diagnosztikum Kft. Budapest) végeztik és az eredményt vizelet kreatininre
normalizaltuk. Az optikai denzitds mérése S598nm-n (fehérje) illetve 555nm-n (kreatinin)
a SpectraMax 340 Microplate Readerrel (MolecularDevices, Sunnyvale, CA, Amerikai
Egyesiilt Allamok) tortént. A koncentracid szamitisahoz SoftMax® Pro szoftvert
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) hasznaltunk. A
plazma ¢és vizelet lipocalin-2 (Lcn2) koncentraciokat patkany neutrofil-zselatinaz
asszocialt lipokalin (Lcn2/NGAL) ELISA-val (DuoSet ELISA Development kit, R&D
Systems, Minneapolis, MN, Amerikai Egyesiilt Allamok) mértiik. Az optikai denzitast
450 nm-n, 544 nm hullamhossz korrekcios beallitas mellett Victor3 1420 Multilabel
Counter (PerkinElmer, WALLAC Oy, Turku, Finnorszdg) mértiilk, a koncentracio
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kiszdmitdsahoz 4 paraméteres logisztikus gorbe-illesztést hasznaltunk (four-parameter

logistic curve-fit; Work Out; Dazdaq Ltd., Brighton, Nagy Britannia).
3.1.4. Génexpresszios vizsgalatok vese és zsirszoveti mintakon

3.1.4.1. RNS preparalas

A gyorsfagyasztott szovetmintakbol (vesekéreg, veseveld, maj, zsirszovetek) teljes RNS-
t vontunk ki TRI Reagent® (Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, OH, Amerikai
Egyesiilt Allamok) felhasznalasaval a gyart6 Gtmutatasa szerint(Chomezynski, 1993). A
fagyott vese mintakat IKA® DI 18 basic grinder (IKA® Works do Brasil Ltd.a., Taquora,
Brazilia) segitségével homogenizaltuk, majd kloroform (Sigma-Aldrich, Inc., St Louis,
MO, Amerikai Egyesiilt Allamok) hozzdadasaval vortex-el kevertiik. Centrifugalassal a
szerves fazistol elvalaszthatdva valt vizes fazist azonos mennyiségii izopropil alkohollal
szobahomérsékleten 30 percig inkubaltuk, majd a precipitaloddé RNS frakciot tovabbi
centrifugélassal iilepitettiik. Az RNS pelletet ismételten 75%-os etilalkohollal mostuk,
végiil 100uL molekularis biologiai tisztasagli, Rnaz (RNS-bontd enzim) mentes vizben
(Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, Amerikai Egyesiilt Allamok) ellenériztiik.
Minden RNS minta 260 nm/280 nm-n hullamhosszon felvett fényelnyelés ardnya 1.8
felett volt. Az RNS integritas ellendrzésére 1% agardz gélen elektroforézist végeztiink
(Invitrogen Ltd., Paisley, Egyesiilt Kirdlysag) BioRadWide mini-sub® cell GT
rendszerben (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) és
28S riboszoémalis RNS csikok aranyat értékeltilk. A megfeleld6 RNS oldatokat shock-
fagyasztva tovabbi vizsgalatig -80 °C-n taroltunk.

3.1.4.2. Kvantitativ, valds idejii polimeraz lancreakcié (quantitative
Real-Time PCR) vizsgalat

A vesekéreg és -velO, valamint az epididimalis és lagyéki fehér zsirszovet mintakban a
hirvivO mRNS- (messenger RNS) és nem-kodold, génszabalyozasban résztvevo
mikroRNS-ek (miRNS) szintjének meghatarozasdhoz az irodalombodl vett vagy sajat
tervezést illetve kitben a gyart6 altal biztositott primerekkel, reverz transzkripcios 1épést
kovetden az enzimatikus, kettds szald DNS (dsDNA) festésen alapulo, kvantitativ, valos
idejii QRT-PCR Bio-Rad CFX96/C1000 termometer rendszert alkalmaztuk. A kvantitativ

PCR reakci6 hatékonysaganak standard gorbékkel és a termék(ek) olvadaspont
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vizsgalattal vald ellendrzését kovetden az eredményeket a relativ kvantitativ (AACt)
modszerrel szamitottuk ki (Livak & Schmittgen, 2001). A relativ kvantitativ médszer
(AACt) nagy mennyiségi DNS minta és kis szdmui vizsgalt gén expresszidjanak
vizsgalata esetén szokdsos kiértékelési eljaras. A moddszer elve alapjan a qRT-PCR
vizsgalat soran a kisérleti €s kontroll csoportokbdl nyert mintdkban kiilonb6zé mRNS-ek
el6forduldsat (Sq) mérjiik az aktudlisan vizsgalt génre specifikus primerek segitségével,
majd ismerten stabil (a kisérleti kortilmények altal nem befolyasolt kifejezddésii) un.
normalizdldo gének gyakorisdgahoz hasonlitva kovetkeztetiink a vizsgalt gén relativ
expressziojara. A mérés soran kapott nyers adat (Ct érték, az érzékelés pillanataban
megallapitott ciklusszdm) logr-on (kettes alapt logaritmuson) kifejezett érték, ami a
vizsgalt mRNS kezdeti mennyiségével (Sq) ardnyos. Fiiggetleniil a vizsgalt géntdl
(normalizalé vagy valtozo) kisérleti (k) és kontroll (K) mintak méréseit azonos qRT-PCR
koriilmények kozott sziikséges elvégezni, majd ezek nyers adatanak hanyadosa képezhetd
AKK. A relativ génexpresszid0 megallapitisdhoz feltételezetten azonos primer
hatékonysag mellett a vizsgalt génre (pl. TGF-P) és a stabil normalizalé génre (pl.Gapdh)
kiilon-kiilon szamolt AkK értékek hanyadosat vessziik (pl. TGF- AkK/Gapdh AkK), igy
kapjuk a AACt értéket. Mivel eddig 2-es alaptl logaritmus rendszerben szamoltunk, a
,hanyszorosan valtozott az expresszid? (fold-change)” kérdésre a AACt értéket a 2

negativ hatvanyéara emelve kapjuk meg (2"-22¢) a valaszt.

3.14.3. Fehérje-kodolo, hirvivo mRNS (messenger RNS) mérések
Elsd 1épésként, a fent részletezett teljes RNS-t tartalmazd szdveti mintdkbol Ipg
mennyiséget reverz transzkripcioval (RT) komplementaris DNS (cDNS) mintdva irtunk
at (,,cDNS konyvtar”) random hexamer primerek €s a nagy kapacitasi cDNS Archive Kit
(Applied Biosystem, Amerikai Egyesiilt Allamok) hasznélataval, a gyart6 ltal javasolt
protokoll szerint, a Bio Rad iCycler Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) miiszer segitségével. Masodik 1épésben,
valés idejli, kvantitativ polimerdz lancreakcid6 (RT-qPCR) sordn a koztes ,,cDNS
konyvtar” mintakbol célzott, specifikus primerparok és SensiFAST SYBR® No-ROX
mesterkeverék (Bioline) alkalmazasaval PCR termékeket amplifikaltunk. Sajat tervezésii
specifikus primer-parokat hasznaltunk: az Fwd €és Rev primer szekvencidkat (Isd.l.
tablazat) a tervezést az NCBI/Primer-BLAST online szoftverrel végeztiik, a szintézissel

az Integrated DNA Technologies (IDT, Inc., Coralville, IA, Amerikai Egyestilt Allamok)
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céget biztuk meg. Igy a kovetkez6 mRNS szinteket detektaltuk: adiponektin (Adpn),
interleukin-1 béta (IL-1p), leptin-receptor révid forméja (Ob-Ra), neutrofil-zselatindz
asszocialt lipokalin (Len2/NGAL), nukledris faktor (eritroid-eredetti 2) -szerti 2 (Nrf2
vagy NFE2L2), PPAR-gamma (PPARy), tumor nekrézis faktor alfa (TNFa) és
transzformald novekedési faktor béta-1 (TGF-f1). Minden mérést duplikdtumban
végeztiink és a relativ mRNS expresszidos eredményeket vese mintdk esetében a
gliceraldehid 3-foszfat dehidrogenaz (Gapdh) mRNS, zsirszoveti mintdk esetében 28S
rRNS szintekre normalizaltuk. Az egységes belsé kontroll (housekeeping) gén
hasznalatat nem tette lehetové az a megfigyelés, hogy az alkalmazott kezelés a zsirszévet
mintakban Gapdh szintjét befolyasolta

1. tablazat. A qRT-PCR soran hasznalt primerek

Faj Gén jelolés Szekvencia (5'->3")

no Adpn fwd |5-AAAGGAGAGCCTGGAGAAGC-3’
rev | 5-GTCCCGGAATGTTGCAGTAG-3’

no Gapdh fwd |5-AACTTGCCGTGGGTAGAG-3’

rev | 5-ATGGTGAAGGTCGGTGTG-3’

rno IL-1B fwd |5'-AGA GTG TGG ATC CCA AAC AA -3'
rev | 5-AGT CAA CTATGT CCC GAC CA -3'
rno Len2/NGAL fwd |5-GATGTTGTTATCCTTGAGGCCC-3'
rev | 5'-CACTGACTACGACCAGTTTGCC-3'

rno Nrf2 fwd |5-CTC TCT GGA GAC GGC CAT GACT-3'
rev | 5-CTG GGC TGG GGA CAG TGG TAG T-3'
rno Ob-Ra/532 fwd |5-GACGATGTTCCAAACCCCAAG-3’
rev | 5-TGGGAGGTTGGTAGATTGGATTC-3’
rno PPARy fwd |5-CTGCCTATGAGCACTTCACAAG-3',
rev | 5-ATCACGGAGAGGTCCACAGA-3'
rno TGF-B1 fwd |5-AGCCCTGTATTCCGTCTCCT-3’
rev | 5-ATTCCTGGCGTTACCTTGG-3'
rno TNFa fwd |5-TTCTCATTCCTGCTCGTGGC-3'
rev | 5-AACTGATGAGAGGGAGCCCA-3'
rno HSP90B fwd |5-GGAAGCCCCCGCCCTCTGTATA-3'
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rev

5'-AGGGCCAGTCAAGGCTGTTGG-3’

28S

fwd

5'-GGTAAACGGCGGGAGTAACT-3’

v

5" TCACCGTGCCAGACTAGAGT-3'
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3.1.4.4. MikroRNS-szint mérések
A mikroRNS-ek expresszidos szintjét a TagMan proba rendszer felhasznalasaval
vizsgaltuk (Chen et al., 2011). Els6 1épésben 5 ng RNS mintat reverz transzkripcioval
(RT) komplementaris DNS (cDNS) mintava irtunk at, miRNS-specifikus, hajtiikanyar
(stem-loop) reverz transzkriptdz (RT) primerparok (miR-21, miR-29b, miR-192, miR-
200a, miR-200b, and U6 snRNA) ¢és TagMan® Small RNA Assays altal biztositott
reagensek felhasznaldsaval (Isd. TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit;
Applied Biosystems). Masodik 1épésként valos idejli polimerdz lancreakcioval (real-time
gPCR) a koztes ¢cDNS mintainkat amplifikaltuk TagMan® Small RNA Assay-t a
TagMan® Universal PCR Master Mix 2-t hasznalva. Minden mérést duplikdtumban
veégeztiink ¢és a relativ miRNS expresszidkat a U6 kis sejtmagi RNS (snRNS)-re, mint
belso kontrollra normalizaltuk (Q. Liu & Nilsen-Hamilton, 1995). Mivel vizsgalatunkban
az U6 expressziot a kezelés befolyasolta, a mért eredményeket az 6sszes miRNS-mérés
Sq értékének medianjara is normalizaltuk, azonban a végeredményben ez sem fedett fel

érdemleges kiilonbséget.
3.2. FSGS késéi stadiumanak vizsgalata transzgenikus egérben

3.2.1. A miR-193a-indukalt transzgenikus egér modell
A vese glomerulus ECM-anak proteomikai vizsgalatat a kordbban mar publikalt miR-
193a transzgenikus egér modellen végeztiik (Gebeshuber et al., 2013). Réviden, a miR-
193a egér egy a tetraciklin-kontrollalt transzkripcids aktivacio elvét kihasznalo (1sd. Tet-
On;(Seibler ¢és mtsai., 2007)) génmodositassal, eredetileg kevert (129Sv/Black6/Balb/c)
genetikai hattéren létrehozott, majd a tovabb tenyésztés soran dontdéen Balb/c hattéri
kondicionalis modell. A genetikai modositas miatt ivovizzel adagolt doxiciklin miR-193a
tulexpressziot indukal, ami WT1 mester regulator transzkripcios faktor gén expresszidjat
elnyomva WT1 célfehérjék csokkenése kovetkeztében sejtvaz-elégtelenséghez vezet.
Ezzel magyarazhaté podocita vesztés 5-10 hét alatt albuminuriaval és ECM
felhalmozodassal jar6 FSGS képében végallapoti veseelégtelenségig progredial. A
genotipizalas részleteivel kapcsolatban utalok az eredeti kdzleményre (Gebeshuber és
mtsai., 2013). Kisérleteinkhez heterozigdta, az indukcio kezdetén 8-12 hetes him allatokat
hasznaltunk. Az osztrdk kollaboracidban végzett kisérletekhez a helyszint a Medical

University Vienna biztositotta, a kisérleti tervet és etikai szempontokat mérlegelve az
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Austrian Federal Ministry of Science and Research engedélyezte (66.009/0053-
11/3b/2014).

3.2.2. Egér vese glomerulus és ECM izolalas
A 8 hetes indukcios idészak végén heparinos véralvadasgatlas utan ketamin-xilazin
altatasban a vese glomerulusok izolaldsara a magneses gyongy modszert (Takemoto és
mtsai., 2002; X. Liu és mtsai., 2013) hasznaltuk, az alabb 6sszefoglalt kisebb sajat
modositasokkal kiegészitve. Az altatott allatokon kozépvonali thoraco-abdominalis
metszésbol feltartuk és lekotottiik a disztalis abdominalis aorta és vena cava inferiort,
valamint a truncus coeliacust és arteria mesenterica superiort. Sztereomikroszkop alatt
24G tihoz csatlakoztatott polietilén csovel kaniilaltuk a proximalis abdominalis aortat és
mindkét vesébe jéghideg HBSS (Ca?", Mg?*) oldatban szuszpendalt 100 uL (= 4x107)
Dynabeads M-450 Tosylactivated (Invitrogen/Life Technologies AS, Oslo, Norway)
magnes gyongyot fecskendeztiink. Az elfolyast a disztalisan lek6tott vena cava inferioron
(VCI) ejtett bemetszéssel biztositottuk. A moddszer elve szerint a magnesgyongyok a
glomerulus kapillaris atmér6jéhez hasonldé méretiik miatt ott elakadnak, és az igy
magnesess¢ valt glomerulusok kivonasa, az ezt kovetd mechanikus és enzimatikus
kezelés sordn lehetdve valik a veseszovet mas részeinek eltavolitasaval. Ezt kovetden az
alkotoelemeire bontott mintaban a szakirodalombol vett, tobblépcsds eljarassal dusitottuk

a glomerularis ECM fehérje komponenseit (Randles és mtsai., 2015).

3.2.3. Glomerularis ECM elokészitése tomegspektrometriai analizisre
A tomegspektrometriai analizisben a University of Veterinary Medicine Vienna, Vetcore
Facility for Research munkatéarsaink voltak segitségiinkre. A glomerularis ECM minta
eldallitasat kovetden a a magnesgyongyhoz kotott fehérjéket 10 pL 50 mM TRIS (pH
8.0) oldatban reszuszpendaltdk, majd tovabbi 10 pL térfogatban 8M urea hozzaadasaval
(végtérfogat 20 puL) 37 °C-n, 30 percig tarto DTT redukciot, illetve 25 °C-n, 30 percig
tartd jodacetamid alkilalo 1épést kovetden Tripszin/LysC (Promega Corporation,
Madison, Wisconsin, USA)-vel ,,oldatban torténd emésztést” (in-solution digestion)
végeztek. A LysC emésztés 37 °C-n 4 dran at tartott, ezutdn a tripszin emésztés érdekében
az urea koncentraciot 140 uL. 50mM TRIS (pH 8.0) hozzdadasaval csokkentették és az
inkubéciot 37 °C-n tovabbi 8 o6ran at folytattak, majd az emésztést 0,8 pL tdmény
trifluoro-ecetsavval (TFA) allitottak le. A peptid mintdbol a magnesgyongyoket
magnessel eltavolitottdk, majd mintat C18 oszlopokra vitték fel (Millipore Ziptips C18,

36



DOI:10.14753/SE.2021.2448

Pierce Micro-Spin Columns, Pierce Biotechnology/Thermo Fisher Scientific, Rockford,

[llinois, USA) a HPLC-MS/MS tomegspektrometriai analizishez.

3.2.4. Nano-HPLC/Hybrid Quadrupole—Orbitrap Tomegspektrometria
A mintat alkotod fehérjék azonositasat és kvantifikdlasat nagy felbontdst u.n. Hybrid
Quadrupole—Orbitrap tomegspektrométer (QExactive HF, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) miiszerrel végezték. A peptidek szeparaldsa nano-HPLC
Ultimate 3000 RSLC (Dionex, Sunnyvale, California, USA) rendszerrel tortént, mely az
MS-hez nano-electrospray ionforras Gtjan direkt kapcsolodott. Az '"LC-MS rendszert az
Xcalibur 4.1.31.9 (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) iizemeltette. A
vizsgalat részleteit illetden utalok a megjelent kozleményiinkben olvashato részletekre

(Bukosza és mtsai., 2020).

3.2.5. LC-MS adat feldolgozas fehérje azonositas és kvantifikacio
A tomegspektometriai analizis sordn gyujtott nyers adatok elemzését a gyartd altal
biztositott specifikus azonositasi €s kvantifikacios szoftverrel végeztik (Proteome
Discoverer szoftver, 2.2.0.388 verzio, Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA). Az
adatbazis az UniProtaltal regisztralt Mus musculus (taxonomy id: 10090) fehérjéket és a
cRAP (common Repository of Adventitious Proteins:

ftp://ftp.thegpm.org/fasta/cRAP/crap.fasta) altal ismert fehérjéket tartalmazta. Az

adatbazis keresés soran alkalmazott paramétereket az elkezeléshez (tripszin emésztés, a
cisztein diszulfidhidak alkilalasa) illesztettiik, tehat az azonositdskor megengedden

figyelembe vettiink olyan dinamikus fehérje médosulasokat, mint a metioninon-tortént

! A mintdkat 25 cm-es Acclaim PepMap C18 oszloppal — (75 pum belsd atméré, 3 pm részecskeméret, 100 A porusatmérd)

koncentraltak és so-mentesitették. A gradienst 4% B (80% acetonitril (ACN), 0,08% hangyasav reagens)-r6l kezdve 60 perc alatt 31%
B-ig, majd a kovetkezd 5 percben 44% B-ig emelték, majd egy 95% B-s mosasi 1épés kovetett. A mobil fazis a 0,1% hangyasavat
tartalmaz6 LC-MS tisztasagti H,O volt. A tomegspektrometriai analizis eseményfliggé adatgyiijtéssel (data-dependent acquisition
(DDA)) folyt, a mérés a nagy felbontast, G.n. Q Exactive HF Orbitrap tomegspektrométerrel tortént, amelyhez a folyadék
kromatografias elem egy nano-elektrospray ionforras utjan direkt kapcsolodott. A tomegspektrometriai teljes scan (full scan)
regisztratuimokat az ultrahigh-field Orbitrap mass analyzer a 350—2000 m/z tartomanyban, 60,000 felbontassal végezte, maximalis
befecskendezési id6 50 ms és az automatic gain control (AGC) 3e”6 beallitasok mellett. A 10 legnagyobb intenzitast ion az Orbitrap
m/z 200 és 2000 tomegspektrum tartomanyban 15,000 felbontas és 4e”4 intenzitas hatarérték mellett. Az +1, +7, +8, és >+8 toltésii
ionok kizarasra keriiltek. A normalizalt kollizios energiat (NCE) 28-ra allitottuk. Minden esetben AGC=5e"4 és maximalis
befecskendezési id6=50 ms beallitast alkalmaztunk. Az ismétl6d6 csucs fragmentalodas elkeriilése érdekében a dinamikus prekurzor
ion tomeg kizaras idéablaka 30s volt. Az ismételt csucs-fragmentacio elnyomasara egy 30 masodperces idéablakon at a prekurzor ion

tomegének dinamikus kizarasat végeztiik.
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oxidacid és az N-termindlis acetildcio. Tomeg tolerancia 10 ppm és a rész tomeg
tolerancia 0.02 Da volt. A hibas felismerési aranyt (false discovery rate (FDR)) peptide
spectrum match (PSM) szinten az integralt szoftver eszk6zokkel <1%-ra allitottuk be és
egy fehérje azonositasdhoz legaldbb 2 peptid alkotdéelem azonositadsat hatdroztuk meg
minimum feltételként. A kvantifikaciohoz DDA-Orbitrap rendszerrel gytjtott nyers
adatok feldolgozasa a Proteome Discoverer-rel, a nyers adatok normalizdldsa azonos
peptid mennyiségre tortént. A bioldgiai minta adott értékét a technikai replikatumok mért
értékeinek medianja adta. A kisérletterv alapjan a statisztikai analizis .n. ,,nem egymasba
agyazott” (non-nested) megkdzelitésben, a két csoport (kontroll vs. miR-193a), négy-
négy fliggetlen bioldgiai replikatumat figyelembe véve, a normalizalt értekek paros
Osszehasonlitasan alapult. A peptid csoport ardnyokat a Proteome Discoverer szoftverben
az Osszes replikatum (miR-193a/ctrl) Osszes lehetséges kombinadcidjanak geometriai
medianja adta, majd a fehérje aranyokat a peptid csoport aranyok geometriai medianja
hatdrozta meg. A p-értékeket Benjamini-Hochberg modszerrel allapitottuk meg. A
fehérje koncentracid valtozast statisztikailag szignifikdnsnak értékeltiik, amennyiben a
FDR-illesztett p-érték 0,05-nél alacsonyabb ¢és a valtozas minimum kétszeres volt (fold
change < —2 or > +2), valamint fehérjénként minimum 1 unikalis és legalabb két teljes

peptidet tudtunk azonositani.

3.2.6. MRNS adatelemzés egér és human FSGS glomerularis mintakon
A felismert ECM-asszocialt gének listajanak olyan génekkel valo bdvitése érdekében,
amelyeket a tomegspektrometria alap analizissel nem lehetett kimutatni, miR-193a-
indukalt egér és humdn FSGS glomerulusokban legalabb haromszoros mértékben
megvaltozott (csokkent vagy novekedett) kifejezdeésti géneket kerestiink mRNS szintii
vizsgalatokban azonositott gének 0sszehasonlitasaval. Az ECM-kapcsolatot a Matrisome
forras adatbazis (Naba ¢és mtsai.,, 2012) és PubMed kereséssel hataroztuk meg.
Részletesebb human adatok egy korabbi, 4 idiopathids FSGS és 4 kontroll mintat
Osszehasonlito publikacioban alltak rendelkezésre (Bennett és mtsai., 2007). [dézem: a 4
human FSGS minta 17-29 év kozotti életkort, né nemi, 2 kaukazusi és 2 afroamerikai
etnikumu pacienstdl szarmazott, kontroll csoportként (n=3) 4 évnél idésebb életkoru
paciensektd]l szarmazd, Wilms’ tumor miatt eltdvolitott vesék ép régioibol vett minta

szolgalt. A vastagti biopszids mintdk 2-15 db értékelhetd glomerulust tartalmaztak. Az
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FSGS-paciensek vizelet fehérje tiritése 4,0; 5,4; 14,7; és 17,0 (g/24h) a szérum kreatinin
szintje 0,8; 1,1; 0,9; és 5,3 (mg/dL) volt.

3.3. Hisztomorfologiai és immunhisztokémiai vizsgalatok egér és patkany vese
mintiakon

Rutin morfoldgiai vizsgalatokat formalin-fixalt paraffinba 4gyazott szdvettani
metszeteken standardizalt protokoll szerint, perjédsav-Schiff (PAS) és savas fukszin
narancs G (SFOQG) festésekkel végeztiink.

Az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz az elhizott, prediabéteszes patkany kisérletben
anti-kollagén IV (AB-756P, EMD Millipore, Burlington, Massachusetts, Egyesiilt
Allamok), anti- desmin (MS 376-S1, Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, Egyesiilt
Allamok); anti-alfa simaizom aktin (anti-aSMA; ab5694, Abcam, Cambridge, Nagy-
Britannia) ¢és anti-fibronektin (anti-FN; HPA0027066, Atlas Antibodies, Bromma,
Svédorszag) poliklonalis antitestet, a miR-193a transzgenikus egér kisérletben anti-
kollagén I (ab34710; Abcam, Cambridge, Nagy-Britannia) és anti-fibrinogén/fibrin
(Dako A0080; Agilent, Santa Clara, California, Egyesiilt Allamok) antitesteket
alkalmaztuk, 1:1000 koncentracidban, a gyartdé uUtmutatdsa szerint. Mindkét kisérlet
sorozatban az immunhisztokémiai vizsgalatot az avidin—biotin mddszerrel folytattuk és
diaminobenzidin (DAB) el6hivéssal fejeztiik be. A szovettani metszetek digitalizalasahoz
a Zeiss AxioCam 512 (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Németorszag) rendszert hasznaltuk.
A tovabbi adatfeldolgozas soran a glomerularis érgomolyag hatardnak szabadkézi
kijelolését kovetden a standard glomerulus nagysag paraméterek (pl. Feret atmérd) és a
PAS, illetve az immunmetszeteken (kollagén I, kollagén 1V, fibrinogén, dezmin, aSMA
és FN) pozitivnak értékelt teriiletek automatizalt meghatarozdsaban a Cell profiler
szoftver (Carpenter Lab, Broad Institute of Harvard & MIT, Cambridge, Massachusets,

Egyesiilt Allamok) volt a segitségiinkre.

3.4. Statisztikai modszerek

Az adatokat atlag + standard hiba (SEM) formdban mutatjuk be. Ahol a Bartlett-teszt a
variancidk inhomogenitasat jelezte logaritmikus transzformaciot hajtottunk végre. A
folyamatos valtozokat (testtomeg, plazma és zsirszoveti paraméterek, albuminuria,
szovettani  kiértékelésnél pozitiv festddés teriilete) kétmintds Student’s t-probaval
hasonlitottuk Ossze. A tobb csoportban végzett folyamatos valtozok értékelésére a

kétszempontos ANOVA modszert Tukey-féle utdlagos, tobbszords 0sszehasonlitassal
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kiegészitve hasznaltuk (mRNS-, miRNS-expresszi6 eredmények). A testtomeg-
novekedést kétszempontos, ismétléses ANOVA (2-way RM ANOVA) és Sidak post hoc
teszt alkalmazisaval elemeztik. A 11. dbra elkészitéséhez az Ingenuity Pathway
Analysis szoftver elemzésében szerepld dbrat vettiik at. Mindkét kisérletben elutasitottuk
a nullhipotézist, ha a p érték elérte a statisztikai 0.05 szignifikancia szintet (*: p <0,05,
**: p<0,01, ***: p<0,001).

Mindkét tanulmanyban az adatkezeléshez, a statisztikai elemzéshez és vizualis
reprezentaciohoz, az 4brak készitéséhez a GraphPad Prism6 szoftvert (GraphPad

Software, La Jolla, Kalifornia, USA) hasznaltuk.
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4. Eredmények
4.1. Az obez, prediabéteszes Long-Evans patkany, mint korai ORG modell

4.1.1. A HFD-STZ indukalt Long-Evans patkinyokban az elhizas, a
maradt

A 20 hetes kovetési idOszak alatt a testtdmeg mindkét csoportban nétt, azonban a 9. héttdl
a PRED allatok a testtomege és a vizsgalat kezdetéhez képest elért testtomeg emelkedés
is szignifikdnsan nagyobb volt, mint a KON csoportban. A két csoport kozotti testtomeg
kiilonbség a 20. héten elérte a 46 %-ot (2. abra A-B). A 21. héten a relativ epididimalis
zsirszovet tomeg és a plazma leptin szint szignifikdnsan magasabb volt (2. abra C-D),
mikozben, meglepdé modon, a plazma CRP koncentracidja alacsonyabbnak bizonyult a

PRED, mint a KON csoportban (2. abra E).
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2. abra. Testtomeg, plazma ¢és zsirszoveti paraméterek a vizsgalat végén (A) A testtomeg
novekedés liteme €s (B) arelativ testtomeg novekedés (vizsgalat kezdeti és végi testtomeg
kozti kiillonbség) a két csoportban, (C) az epididimalis zsirszovet tomege, (D) a plazma
leptin és (E) a plazma CRP koncentraciok, (F) (Koncsos ¢és mtsai engedélyével atvéve)
gliikdz anyagcsere jellemzése: vércukorszint monitorozas illetve ¢homi vércukor szint,

42




DOI:10.14753/SE.2021.2448

oralis gliikoz tolerancia teszt (OGTT) és inzulin tolerancia teszt (ITT) a 20. etetési héten
obez, prediabéteszes (PRED, sziirke oszlop) és kontroll (KON, fehér oszlop)
patkdnyokban. Adatok: atlag + SEM, n>8/csoport. Kétszempontos, ismétléses ANOVA,
Sidak-féle post hoc teszt (A) és kétmintds t-proba (B-E); *: p<0,05, **: p<0,01; ***:
p<0,0001.

A plazma koleszterin, triglicerid, alacsony denzitdsu lipoprotein (LDL) ¢és magas
denzitasu lipoprotein (HDL) koncentraciok hasonloak voltak a két csoportban (3. abra
A-D). Ezen kiviil a két csoportban nem talaltunk kiilonbséget a majenzimek (GOT, GPT)

plazma koncentracidjaban sem (3. abra E-F).
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3. abra. Plazma lipid koncentraciok és majenzimek. (A) LDL koleszterin (mmol/L), (B)
Osszkoleszterin (mmol/L), (C) plazma triglicerid (mmol/L), (D) HDL koleszterin
(mmol/L), (E), glutamat-oxaloacetat-transzamindz (GOT; U/L) and (F) glutamat-piruvat-
transzaminaz (GPT; U/L) koncentracidk obez, prediabéteszes (PRED, sziirke oszlop) és
kontroll (KON, fehér oszlop) patkdnyokban a vizsgdlat végén. Adatok: atlag + SEM,
n=11/csoport, kétmintas t-proba.

A TGF-B1 mRNS expresszidja az epididimalis és a lagyéki zsirszovetben egyarant
magasabb volt PRED, mint a KON 4llatokban (4. abra A). Masfeldl, a Nrf2, a PPARYy és
az Adpn mRNS expresszidja nem kiilonb6zott a két csoportban (4. abra B-D). A PPARy
¢s az Adpn mRNS expresszidja magasabb volt az epididimalis, mint az lagyéki fehér

zsirszovetben (4. abra C-D).
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4. abra. A zsirszoveti atépiilés gén-expresszios jelzoi (A) TGF-B1, (B) Nrf2, (C) PPARy
¢s (D) Adpn mRNS expresszio epididimalis (epidAT) és lagyéki, fehér (ingWAT)
zsirszovetben obez, prediabéteszes (PRED, sziirke oszlop) és kontroll (KON, fehér
oszlop) patkdnyokban a vizsgalat végén. Adatok: atlag + SEM, n>8/csoport,
kétszempontos ismétléses ANOVA; *: p<0,05, **:p<0,01; ***: p<0,0001.

4.1.2. Azobez, prediabéteszes patkinyokban megtartott vesefunkcié mellett
szignifikans kollagén lerakodas és tubularis Len2 expresszio jelent meg
A PRED patkanyokban az elhizas ¢s a hiperleptinémia ellenére a vesefunkcid (plazma
kreatinin-szint és fehérje iirités) érintetlen volt. Az Len2 (NGAL) mRNS expresszio
(vesekdrosodas marker) szintje 7,5-szeres ¢€s 11,3-szoros emelkedést mutatott a
veseveldben (medulla) és a vesekéregben (cortex) PRED-ben a KON csoporthoz képest
(5. abra A), ugyanakkor a vizelet Lcn2 (NGAL) iiritése hasonlo volt a két csoportban (5.
abra B). A plazma karbamid-urea koncentracio6 mindkét csoportban a normal
tartomanyban volt, de szignifikdnsan alacsonyabb értéket észleltiink a PRED, mint a
KON csoportban (5. abra C). A plazma kreatinin koncentraci6 (5. abra D) és a
vizeletfehérje (5. abra E) hasonl6 volt a PRED ¢s a KON patkanyokban.
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5. abra. Vesefunkci6 és vesekarosodas paraméterek a vizsgalat végén. (A) Len2 (NGAL)
mRNS expresszi6 a vesekéregben és a veseveldben, (B) vizelet NGAL {irités, (C) plazma
karbamid-urea (mg/dL) and (D) plazma kreatinin koncentraciok (mmol/L) és (E) a vizelet

rrrrrr

patkanyokban a vizsgalat végén. Adatok: atlag £ SEM, n>7/csoport. kétszempontos
ismétléses ANOVA; kétmintas t-proba (B-E); *: p<0,05, **: p<0,01.

A PAS-sal festett metszetek szovettani értékelése soran intakt vesemorfologiat észleltiink
mind PRED, mind KON patkanyokban (6. abra A). A glomerulusok maximalis Feret
atmérdjének atlaga hasonld volt a két csoportban, ami a glomerulédris hipertréfia
lehetdségét egyértelmiien kizadrta a PRED dallatokban (6. abra B). A glomerularis
érgomolyag relativ PAS pozitiv teriiletei kiterjedésének vizsgalata nem jelzett patologias
ECM felhalmozodast a PRED allatok glomerulusaiban a KON allatokkal 6sszehasonlitva
(6. abra C). A proximalis tubularis hamsejtek kefeszegélye normalisnak mutatkozott,
inverz vakuoldris festés nem volt tetten érhetd. Az olajvoros O festés, a lipid
felhalmozodas specifikus markere, negativ eredményt adott mind a KON, mind a PRED

csoport vesemintdin, annak ellenére, hogy a PRED dllatok ma4jaban jelentds lipid

45



DOI:10.14753/SE.2021.2448

felhalmozodast jelzett (6. abra G). Kollagén IV specifikus immunfestéssel a strukturalis
fehérje szignifikansan megnovekedett mennyiségét észleltik a PRED patkanyok
glomerulusaiban a KON csoporthoz képest (6. abra D-E). A mezangidlis sejt
differenciaci6 és aktivacid marker, az aSMA fehérje jelenléte a glomerulusban egyik
csoportban sem volt érdemben detektalhatd, a podocita stressz indikator dezmin fehérje
expresszioja pedig a két csoportban hasonloképpen jelentéktelennek tiint, és nem volt

magasabb PRED csoportban KON-hoz képest (6. abra D, F).
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6. abra. Vese szovettan ¢és immunhisztokémia kontroll és obez, prediabetetszes
patkanyban. (A) A reprezentativ felvételek FM-perjodsav-Schiff (PAS) reakcioju
glomerulusokat (bal) és proximalis tubulusokat (jobb) mutatnak, KON (fent) és PRED
patkdnyokban (lent). (B) A glomerulus méretét jellemzd legnagyobb Feret atmérd; (C) a
PAS pozitiv teriilet a teljes glomerularis érgomoly-felszin aranyaban kifejezve. (D)
Reprezentativ felvételek kollagén IV, alfa-simaizom aktin (aSMA) és dezmin
immunfestés glomerulusokban; (E) a glomerularis érgomolyag relativ kollagén IV pozitiv
¢s (F) dezmin pozitiv teriilete kontroll (KON, bal) és prediabéteszes (PRED, jobb)
patkanyokban. (G) A reprezentativ felvételek FM- olajvords festéssel kontroll (KON,
felso sor) €s prediabéteszes (PRED, alsé sor) mdj (bal) és veseszoveti (jobb) mintakon. A
felvételek 200x nagyitassal késziiltek; lépték =100 pm; Adatok: atlag =+ SEM, n=9
minta/csoport, minden adatpont 20 glomerulus/minta atlagat mutatja. Kétmintas t-proba
(B, C, E, F); *: p<0,05.

4.1.3. A vesefibrozis ismert mRNS és miRNS markere nem valtoztak a
PRED patkanyokban
A TGF-B1 (7. abra A) ¢és az Ob-Ra (7. abra B) azonos mértékben expresszalddott a
PRED ¢és a KON vesékben. Ugyanakkor, szignifikans medullaris talsulyt észleltiink
mindkét mRNS esetében az étrendtdl fliggetleniil.

A gyulladéssal és a fibrozissal 0sszefliggésbe hozhatd mikroRNS-ek (miR-21, miR-
29b, miR-192, miR-200a, miR-200b) expressziojat a PRED nem befolyasolta
szignifikdnsan a vesében a KON csoporthoz képest. Ugyanakkor a taplalastol fliggetleniil,
az expresszid lokalizaciojaban szignifikans kiilonbségek voltak, a vesekéregben a
medulldhoz képest magasabb a miR-21, miR-192 ¢és alacsonyabb miR-200b expressziot
detektaltunk (7. abra C).
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7. abra. Vesefibrozis mRNS and miRNS markerei a vizsgalat végén. (A) TGF-B1 mRNS,
(B) leptin-receptor rovid izoforméjanak (Ob-Ra) mRNS expresszigja ¢és (C) a
vesefibrozisra jellemzd mikroRNS-ek (miR-21, miR-192, miR-200a, miR-200b and miR-
29b) expresszidja vesekéregben (cortex (c)) és a vesevel6ben (medulla (m)) obez,
prediabéteszes (PRED, sziirke oszlop) és kontroll (KON, fehér oszlop) patkanyokban.
Adatok: atlag + SEM, (A-B) n=8-9/csoport, (C) n>4/csoport, a miRNS-ek expresszidjat
a kontroll (KON) csoport vesekéreg expresszidjanak aranyaban kifejezve adjuk meg.
Kétszempontos ismétléses ANOVA *: p<0,05, **:p<0,01; ***: p<0,0001.

4.14. A gyulladas, oxidativ stressz és metabolizmus markereinek mRNS
expresszidja obez, prediabéteszes patkianyok veséiben valtozatlan

Meglepetésiinkre, az IL-1p mRNS expresszigjat jelentdsen kisebbnek talaltuk a PRED
csoportban a KON-hoz képest, mind a vesekéregben, mind a medulldban (8. abra A) mig
a TNFa mRNS expresszidja a vesekéregben (kb. 40%-kal) szintén csokkennd tendenciat
mutatott, ez utobbi valtozas azonban nem volt szignifikans (8. abra B). Az Nrf2, PPARy
¢s HSP90B mRNS expressziojat (8. abra C-E) a prediabétesz nem befolyasolta. A
gyulladas (IL-1B, TNFa), az oxidativ stressz (Nrf2) és az anyagcserezavar (PPARY)
marker génjei mindegyikének expresszidja jellemzden magasabb volt a vesevel6ben,

mint a kéregben (8. abra A-E)
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8. dbra. Gyulladas, oxidativ stressz és metabolizmus markereinek mRNS expresszioja a
vesében a vizsgalat végén. (A) IL-1B, (B) TNFa, (C) Nrf2, (D) PPARYy ¢s (E) HSP90B
mRNS expresszi6 vesekéregben (cortex (c)) és vesevelében (medulla (m)) obez,
prediabéteszes (PRED, sziirke oszlop) és kontroll (KON, fehér oszlop) patkanyokban.
Adatok: atlag = SEM, kétszempontos ismétléses ANOVA, n: 8-9/csoport (A-E); *:
p<0,05, **:p<0,01; ***: p<0,0001.
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4.2. A glomerularis ECM o6sszetétele miR-193a-indukalt késéi FSGS-ben

4.2.1. Elorehaladott FSGS morfologiai és funkcionalis jelei 8-hetes miR-
193a-indukciot kovetoen

Ebben a kisérletsorozatban az egészségeshez képest a primer FSGS transzgenikus
allatmodelljét vizsgalva a veseglomerulus patologias ECM 0Osszetétel valtozasara
fokuszaltunk. A tetraciklin-kontrollalt transzkripcios aktivacid elvét kihasznald (Tet-On
tipust) genetikailag moédositott modelliinkben nyolc héten &t ivovizben biztositott
doxiciklin-adagolassal miR-193a-tulexpressziojat indukaltuk, mely a kisérleti csoportban
primer FSGS klinikai korképét hozta létre. Az azonos életkort egészséges kontroll
allatokhoz képest jelentds proteinuriat, makroszkopos €s szovettani eltéréseket €szleltiink
(9. abra). A rutin szOvettan elérehaladott fokalis szegmentalis glomeruloszklerdzist,
glomerulomegaliat, a glomerularis matrixban PAS-pozitiv anyag felhalmozodasat,
intrakapillaris kasztok megjelenését igazolta (9. abra A-B). Az EM podocita allab
levalast és fuziot, a GBM kiszélesedését és ultrastrukturalis eltéréseket mutatott (9. abra

mértékll proteinuriat (fehérjevizelést) igazolt (9. abra D).

4.2.2. Akut fazis valasz, komplement alkotok, fibrinogén és szerin proteazok
Az egészséges kontroll és 8 hetes miR-193a-talexpresszid hatasara FSGS-indukalt egerek
glomerulusat feldolgozva ECM fehérje mintakat nyertiink, a Rachel Lennon ¢és
munkatarsai altal bevezetett modszer adaptalasaval, majd csoportonként 4-4 minta
Osszetételét tomegspektrometriai analizissel (HPLC-MS) vizsgaltunk. A HPLC-MS
vizsgalat legalabb 2 peptid fragmentum detektalasa alapjan 1593 fehérje jelenlétét
azonositotta a mintdinkban (a részletes felsorolds a dolgozat kereteit meghaladja, ezért
utalok a témaban megjelent kdzleményiinkh6z kapcsolt mellékletekre (Bukosza és mtsai.,
2020). Kézi analizissel a Matrisome forras adatbazisban (Naba és mtsai., 2012) mar
ismert és tovabbi, az ECM-al 6sszefliggésben, eddigiekben elsédlegesen nem targyalt (pl.
komplement rendszer elemek, lasd alabb), 111 ECM-asszocialt fehérjét azonositottunk
(részletekért szintén lsd.(Bukosza és mtsai., 2020). Eszlelésiink egy korabbi, egészséges
vesében végzett tanulmany eredményeinek nagysagrendileg megfelel, amelyben két
kiilonboz6 egér torzset vizsgalva 115 ECM-asszocialt fehérjét azonositottak (Randles és
mtsai., 2015). A mennyiségi valtozasokat tekintve miR-193a FSGS egerek glomerularis

ECM fehérje preparatumaban szamos fehérje esetében erdsen szignifikdns valtozast
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észleltliink az egészséges kontrollal szemben, 18 fehérje mennyisége megndvekedett, 2

fehérje eléforduldsa csokkent, valamint négy olyan fehérjét észleltiink, amelyet kizarolag

FSGS-ben szenvedo allatok glomerularis ECM-ban lehetett megtallni (2. tablazat).

miR-193a

VO e o 70
) S e
<

1000+

FM/PAS

WT miR-193a

FM/SFOG

9. abra. A vese szovettana és albuminuria miR-193a-tulexpresszidval okozott fokalis
szegmentalis glomeruloszklerdzis (FSGS)-ban. Formalin-fixalt, paraffinba agyazott
(FFPE) mintak fénymikroszkopos (FM) szdvettani metszetein (a) Perjodsav-Schiff
(PAS) és (b) trikrom savas fukszin narancs G (SFOQG) festéssel késziilt reprezentativ
metszetek intrakapillaris kaszt képzodést és extracellularis fehérje lerakodast
mutatnak 8 hetes miR-193a-indukalt egér FSGS mintakon a vad tipust kontrollhoz
(WT) képest. (c) Elektronmikroszképos (EM) felvételeken podocita allab vesztés,
fuzi6 ¢és levalas lathatd 8 hetes indukciot kdvetden miR-193a FSGS egerekben,
szemben az ¢ép viszonyokat mutaté vad tipust kontrollal (WT). (d) Vizelet
albumin/kreatinin ardny (Urinary albumin-to-creatinine ratio (UACR)) vad-tipusu
kontroll és 8 hetes indukcidt kovetden miR-193a FSGS egerekben g/g-ban kifejezve.
Az FM képeken, 1épték = 100 um; az EM felvételeken 1épték = 2 um; a grafikonon
megadott értékek atlagok = SEM, n > 5/csoport; kétmintés t-proba ***: p < 0.0001.
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2. tablazat. Szignifikdnsan megvaltozott el6fordulasu fehérjék miR-193a-tulexpresszalo
glomerulusban.

ID Rovidités Gén név FC
P11680 CFP Properdin *
F8WJ05 ITIHI Inter-alpha-tripszin inhibitor 1 *
070570 PIGR Polimer Immunglobulin Receptor *
P50404 SFTPD Pulmondris surfactan-asszocialt proteinD ~ *
Q56616 CIR Komplement Clr 27,8
A8DUV3 HBA1 Hemoglobin alfal alegység 18,9
Q3UERS FGG Fibrinogén gamma lanc 15,4
Q3TGR2 FGB Fibrinogén béta lanc 10,0
QI91X17 UMOD Uromodulin 8,8
Q54AH9 HBB-B2 Hemoglobin béta-2 alegység 8,7
Q54213 CRP C-reaktiv protein 7,6
A8DUKO HBB-B1 Hemoglobin béta-1 alegység 7,4
P01029 C4B Komplement C4-B 6,2
P07759 SERPINA3 Szerin proteinaz inhibitor A3K 6,1
6AOA2P9DUN SERPINA1 Alpha-1-antitripszin 1 5,6
Q00623 APOA1 Apolipoprotein A-I 53
P11087 COL1A1 Kollagén I alfa-1 lanc 49
Q8VBXS5 PPT1 Palmitoil-fehérje tioészteraz 1 4,8
Hepatoma-eredetii novekedési faktorhoz
Q9IMG7-2 HDGFL3 5,2
kapcsolt fehérje 3
055186 CD59%A CD59A glikoprotein —=5,7

A génexpresszio valtozadsokat a miR-193a-tulexpresszalo FSGS-ben szenvedd és a vad
tipust (kontroll) egér glomerulusok kozotti arany elemzésével vizsgaltuk; * kontroll
mintdkban nem azonosithat6; ID, nemzetk6zi fehérje azonositasi szam; FC (fold change)
értsd. hanyszoros valtozas miR-193a versus vad tipus (kontroll) (pozitiv=emelkedett,
negativ=csokkent a kontrollhoz képest).
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10. abra. Fibrinogén és kollagén I fehérjék a vese glomerularis matrixban. (a) Fibrinogén
festéssel kezelt FM-FFPE metszetek reprezentativ felvételei. (b) Fibrinogén-pozitiv
teriilet a teljes glomerulus felszin tertiiletének %-aban kifejezve vad-tipust kontroll (WT)
¢s FSGS egerekben 8 héttel miR-193a indukcidt kovetden. (c¢) Kollagén I
immunhisztokémia reprezentativ felvételei. (d) Kollagén I-pozitiv teriilet a teljes
glomerulus felszin teriiletének %-aban kifejezve vad-tipusi kontroll (WT) és FSGS
egerekben 8 héttel miR-193a indukciot kovetden. Lépték = 50 pm; a grafikonon megadott
értékek atlagok £ SEM, n > 4 minta/csoport, ahol minden adatpont min.10 kiértékelt
glomerulus/minta atlagat mutatja; kétmintas t-proba *: p < 0,05; ***: p <0,001.

A miR-193a FSGS ECM mintakban a legszembetlinObb valtozas az akut fazis valasz
aktivacigja volt. A CIR és C4B komplement komponensek, valamint komplement
aktivator C-reactive protein (CRP) mennyisége jelentdsen megndvekedett, illetve
properdin (CFP) jelent meg, mikdzben a membrankarosito komplex (membrane attack
complex) gatlo CD59A expresszioja erdsen lecsokkent (Isd. 2. tablazat). A fibrinogen a-
, B-,¢s y-lancok (FGA, FGB, FGQG) expresszidja egységesen és jelentOsen emelkedett
FSGS-ben, bar az FGA nem érte el a statisztikai szignifikancia szintjét (2. tablazat; 10.
abra A-B). Az a-globin (HBB-Al), B1-globin (HBB-B1), and B2-globin (HBB-B2)
mennyisége markansan megnétt. Emellett az FSGS mintdkban a polimer immunoglobulin

receptor (PIGR) és a pulmondris surfactan-asszocialt protein D (SFTPD) jelentek meg,
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amelyek a kontrolltdl eltéréen kizarolag a FSGS glomerularis matrixban voltak
azonosithatok. Vizsgdlatunkban szdmos plazma protedz inhibitor (SERPINAI,
SERPINA3) szintje is jelentésen emelkedett vagy megjelenését FSGS-re jellemzé médon
ujdonsagként észleltiik (ITIH1)(2. tablazat). A protedz inhibitorok az ECM-et alkoto
kialakuldsdhoz. Ennek megfelelden a szklerdzis marker Collal mennyisége jelentdsen
megn6tt a miR-193a-indukalt FSGS-ben (2. tablazat; 10. abra C-D). Az uromodulin
(UMOD; Tamm-Horsfall protein) a vesében az immunrendszer szabalyozasaért és
citokin termelésért felelos kozponti jelentoségii fehérje (T. H. Wu és mtsai., 2018)
mennyisége szintén jelentésen emelkedett (2. tablazat). Az Apolipoprotein Al
(APOA1)-t (2. tablazat), a vérplazma f6 magas-denzitasa lipoprotein (HDL) apoprotein
alkotoelemének mennyiségét Iényegesen magasabbnak talaltuk. A legnagyobb mértékben
csokkent kifejezddésti fehérje a hepatoma-eredeti novekedési faktor kapcsolt fehérje 3
(HDGFL3, HRP3) volt, amelyrdl ismert, hogy szekretalt formaja mitogén hatdssal bir
foként endotél sejtekre nézve (2. tablazat). Tobb, a GBM és a szoros értelemben vett,
strukturdlis ECM alkotoelemekhez tartozé fehérje (pl. COL12A1, COL3A1 ¢és TINAG)
mennyisége is megndtt, azonban a szignifikancia szintjét nem érte el. Eredményeinket az
»Ingenuity pathway” analizissel (IPA) elemezve a fentiekhez hasonlo kovetkeztetésre
jutottunk, az IPA megerdsitette az akut fazis reakcio6 aktivaciojat, mint a miR-193a-FSGS

glomerulus ECM mintakban észlelt legkiemelked6bb rendszer szinti valtozast (11. abra)
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11. abra. Az FSGS-ben legnagyobb mértékben megvaltozott expresszidji glomerularis
ECM fehérjék halozata. A 2. tablazatban felsorolt diszregulalt géneket €s interakciojukat
az Ingenuity Pathway analizissel értékeltiik (piros: alulszabalyozott; zold: talszabalyzott;
a jelolés szinerdssége a valtozas nagysagaval aranyos).

Vizsgalatunk eldnye mellett annak nehézségét 1is jelentette, hogy a
tomegspektrometria analizis a modszerre jellemzo, érthetd6 modon a fehérjéket azok
eredetére valo tekintet nélkiil azonositja az ECM mintdkban, eszerint szdmos, a majban
szintetizalt fehérje el6fordulasat észleltiink. Ugyanakkor elénytelennek mondhat6, hogy
a tomegspektrometria kis mennyiségli, gyenge ECM kapcsolodassal bird vagy

altalanossagban, mas okbol MS-vizsgélatra alkalmatlan fehérjéket nem képes detektalni.
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4.2.3. Tovabbi FSGS-ben potencialisan relevains ECM-gének egér-human
RNS-szintii 6sszehasonlitas alapjan
A fenti ok miatt egy masik megkdzelitésben tovabbi, az FSGS patomechanizmusaban
potencidlisan fontos ECM gének megtalalasat tiiztiik ki célul, hogy kimutassunk eddig
nem ¢észlelt fehérjéket. Kordbban a munkacsoportunk altal publikdlt miR-193a-
tulexpresszalt, 5 hetes FSGS-indukciot kovetéen vizsgalt egér glomerulus (Gebeshuber
¢s mtsai., 2013) és a Steve Potter csoport altal l1ézer-disszekcioval nyert human
glomerulus mintdk RNS-profiljanak (Bennett és mtsai., 2007) dsszehasonlitasaval a tobb,
mint haromszoros mértékben (ndvekedett vagy csokkent), mindkét (egér és ember)
esetben valtozott kifejezddésli géneket kerestiink.

A ko6z6s pontok ECM kapcsolatat a Matrisome forras adatbazissal (Naba és mtsai.,
2012) és PubMed kereséssel erdsitettiik meg. Ez a vizsgalat mRNS szinten 32 tal- és 5
alulszabalyozott, ECM-kapcsolt, az FSGS patomechanizmusaban potencialisan jelentds
génre iranyitotta ra a figyelmet (3. tablazat). A fehérje szintli tomegspektrometria
vizsgalat eredményeivel 6sszhangban szdmos komplement kaszkad elem, az UMOD és a
SERPINAI1 expresszidja jelentdsen feler6sodott mRNS szinten, human és egér FSGS-
ben egyarant (3. tablazat). Az mRNS szinten legjobban emelkedett géneknek az inzulin
growth factor binding protein 1 (IGFBP1), az angiotensin converting enzyme 2 (ACE2),
a tubulointersticidlis nefritisz antigén (TINAG), és az osteopontin (OPN, SPP1)
bizonyultak. A legerésebben alulszabalyozott gén a sclerostin (SOST), a bone
morphogenic protein (BMP) jelatviteli ut gatld fehérjéje volt (3. tablazat). A podocita
tulélésért felelosnek tudhatd vaszkularis endotelialis novekedési faktor-alfa (VEGFA)
szintén nem volt kimutathato (3. tablazat). A megvaltozott szabalyozasu gének koziil
szamos fehérje szerepel az immunvalasz szabalyozasiban, kotddik a koagulacios
kaszkadhoz vagy all 6sszefliggésben kiilonféle sejt jelatviteli ttvonalakkal (Wnt, TGF -,
IGF, VEGF) (3. tablazat).
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3. tablazat. Megvaltozott expressziojt ECM gének miR-193a-indukalt FSGS egér és
human FSGS glomerulus mintakban.

L e e FC FC .
Gén név Rovidités egérben! | emberben? Funkcio
Inzulin-szeri novekedési IGF jelatvitel
factor koto fehérje 1 IGFBPI 100,6 21 stimulator
Anglotenzm I konvertaz ACE2 95,7 5.9 Vazok01,1str1kt0f,
enzim 2 magasvérnyomas
Tubulointerstitialis . .
Nefiitisz Antigén TINAG 65,4 4,3 glikoprotein
Defenzin béta 1 DEFBI 52,0 11,6 mikrobicid,

citotoxikus
kalcium
krisztallizacio
Uromodulin UMOD 44,2 51,3 gatlo,
immunvalasz
szabalyozo
Foszfolipdz Al tag A PLAIA 422 5,0 foszfolipdz,
jelatvitel
komplement
Komplement faktor | CFI 379 6,9 kaszkad
szabalyozo
. , . koagulacios
Szerpin A csalad 1ftagja | SERPINAI1 28,3 6,3 Kaszkad
sejt jelatvitel
. modulator
Oszteopontin SPP1 26,2 122,8 (gyulladis, TGF-
B, Wnt)
e, koagulacios
Kininogén 1 KNG1 26,1 26,3 Kaszkad
EPH Receptor B2 EPHB2 20,8 3,2 efrin jelatvitel
Lumikan LUM 17,6 45,5 proteoglikan
Szekretalt Frizzled Whnt jelatvitel
kapcsolt fehérje 1 SFRPI 17,3 16,6 modulator
sejt
Reelin RELN 16,1 6,1 pozicionalas/migr
acio
WAP 4-Diszulfid (i
Kézponti Domain 2 WFDC2 15,2 3,5 proteaz gatlo
komplement
Komplement Faktor B CFB 12,8 7,0 kaszkad
szabalyozo
Szekretogranin V SCG5 9.5 93 chaperone
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Fibulin 1 FBLNI1 8,4 3,1 glikoprotein
Mucin 1 MUCI1 8,0 3.8 jelatvitel
komplement
Komplement C7 C7 7.5 53 kaszkad
szabalyozd
Szemaforin 4D SEMA4D 6,9 5,0 glikoprotein, sejt
jelatvitel
. . citokin,
€-X-C Motivum Kemokin | oy oy 14 6.9 29, immunvalasz
Ligand 14 , .
szabalyozd
Szoveti  factor Utvonal koagulacios
gatlo 2 TFPI2 6,9 35 kaszkad
Lamlmrn Gamma 2 LAMC? 6.4 33 st‘rukturah‘s
alegység glikoprotein
kalcium/foszfat
Sztanniokalcin 1 STCl1 6,0 4,4 egyensuly
szabalyozo
Glipikéan 4 GPC4 5,0 4,4 glikoprotein
Klaszterin CLU 4.9 9,0 chaperone
Szerin Proteaz 23 PRSS23 4.8 25,7 szerin proteaz
Inzulin-szeri novekedési IGF jelatvitel
factor koto fehérje 3 IGFBP3 44 10,5 stimulator
. . . vaszkularis
Kollagen ~ Tripla  helix | opppey 3,9 19,6 remodeling,
ismétlédéelem tartalmi 1 e
Wnt jelatvitel
. kalcium-koto,
Asporin ASPN 3,9 5,4 TGF-B gitlé
N- fehérje
acetilgalactozaminiltransz | GALNT12 39 16,3 . .J, .,
A glikozilacio
feraz 12
Sushi, Nidogén ¢s EGF- | qNpp 0.27 0,33 inzulin-valasz
szeri domainek 1
Foszfolipaz A2 Receptor 1 | PLA2R1 0,25 0,17 f(‘)sz’fol} paz
jelatvitel
Vaszkularis  Endotelidlis proliferacio,
novekedési factor A VEGFA 0.16 0,19 migracio, talélés
Kollagen IV tipus alfa 3 COL4A3 0.15 0.20 st'rukturah.s
lanc glikoprotein
sejt jelatvitel
Szklerosztin SOST 0,02 0,14 modulator
(Wnt, TGF-B)

FC, linearis tobbszords valtozas (fold-change) FSGS/control; ! miR-193 modell,
a Gebeshuber munkacsoport kozleménye (Gebeshuber és mtsai., 2013); 2
idiopathias FSGS paciensek, a Bennett munkacsoport (Bennett és mtsai., 2007).
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5. Megbeszélés

5.1. Obezitas, prediabétesz okozta korai nefropatia patkanyban

Az obez, prediabéteszes Long Evans patkany vizsgalatban célunk a vese
érintettség  vizsgalata volt, illetve ebben a magas kardiometabolikus rizikdval
jellemezhetd allapotban a kiilonb6zd szervi megbetegedések vesekarosodassal vald
Osszefliggéseit — kollaboracioban — rendszer szemléleti megkdzelitésben kivantuk
tanulmanyozni.

Vizsgélatunkban 20 hetes zsirdus tap etetés és egyszeri kisdozisu (20 mg/ttkg)
STZ-injekcio hatasara elhizds, megnovekedett testzsir tartalom ¢és megvaltozott
zsireloszlas valamint kezd6dé szénhidrat anyagcserezavar (tartosan, de kismértékben
emelkedett vércukorszint, glilkézintolerancia €s inzulinrezisztencia) alakult ki.

Megjegyzendd, hogy az irodalomban tobbféle, az inzulin-termelé hasnyalmirigy
bétasejtek szamara toxikus streptozotocint alkalmazd ragcsdlé modell ismeretes. A
klasszikus, nagy dozisu (60 mg/ttkg) kezelési séma, (kozel) totalis B-sejt deplécid révén
az inzulin-hianyos 1-es tipusu diabétesz modellje. Azonban a kis dozisu (15-30 mg/ttkg),
tobbszori (Barriére és mtsai., 2018; Nath €s mtsai., 2017) vagy egyszeri STZ injekciot
(Bhandari és mtsai., 2015; Ionut és mtsai., 2010) zsiretetéssel kombinal6 eljarasok jol
modellezik a 2-es tipusu human diabétesz metabolikus valtozasait (Chao és mtsai., 2018).
Vizsgalatunkban is az utébbihoz hasonl6 kisérleti felallast alkalmaztunk.

A modellt biztositd tarsmunkacsoport in vivo €s ex vivo kardiovaszkularis
vizsgalatokkal bal kamrai diasztolés diszfunkciot ¢és hipertrofiat, valamint a
szivizomsejtekben intracellularis lipid felhalmozodast, subsarcolemmalis
mitochondriumokhoz kothetd megnovekedett oxidativ —stresszt, mitofagia korai
valtozasait €s zsirmaj kialakulasat irta le az altalunk is vizsgalt patkanyokban (Koncsos
¢€s mtsai., 2016).

Vizsgalatunkban az obezitassal és prediabéteszes allapottal jellemezheté PRED
patkanyok veséjét tanulmanyozva a glomerularis alapmembranban a IV-es tipust
kollagén fehérje megnovekedett aranyat €s enyhén megvaltozott tubulus miikddést
észleltiink, a vese mas nyilvanvald funkcionalis vagy morfologiai karosodasara utalo
leptin szint, valamint a viszcerdlis (epididimalis) és a szubkutan (lagyéki, fehér)

zsirszovetekben egyarant megndvekedett TGF-f1  mRNS expresszido igazolta,
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ugyanakkor a lagyéki lokalizaciohoz képest az epidermalis zsirszovetben emelkedett
PPARy és Adpn mRNS expresszid a kontroll és PRED csoportban Iényegesen nem
kiilonbozott. A fent emlitett mas szervi karosodasok (méj, sziv, zsirszovet) fényében a
vesére nézve enyhe fenotipus meglepd eredmény volt. A sajat és a korabban mar kozolt
eredmények (Koncsos és mtsai., 2016) alapjan elmondhatjuk, hogy Long Evans
patkanyban a prediabéteszes elhizassal okozott szervkdrosodds morfologiai jelei
korabban jelentkeznek a zsirszovetben, a szivben €s a majban, mint a vesében.

Az elhizas a vesékre haruld6 megndvekedett filtracios igény okozta glomerularis
hiperfiltracio illetve a nagyobb filtracids feliilet fedettségének biztositasi igénye miatti
mechanikus stressz Utjan vezethet podocita karosoddshoz. Az irodalom az elhizéssal
Osszefliggd  glomerulopatiat (ORG) ismer, amely szdvettani vizsgalattal
glomerulomegaliaval és renalis intracellularis lipid lerakodassal jard lassi progresszidju

FSGS képében jelenik meg (Szeto és mtsai., 2016a; Y. Wu és mtsai., 2006). Ugyanakkor

rrrrrr

crer

nagyrészt normalisnak talaltuk. A betegség e szakaszdban az obezitassal 0sszefliggd
glomerulopatiara (ORG) jellemzd glomerulomegalia még nem volt kimutathatd, a
glomerulusok atlagos mérete nem ndovekedett PRED allatokban a KON-hoz képest. A
glomerularis érgomolyag relativ PAS-pozitiv teriileteinek aranya Osszességében nem
utalt ECM felhalmozodasra. Ugyanakkor a PRED patkanyok glomerularis GBM-jaban
jelentdsen megndvekedett IV-es tipusu kollagén fehérje lerakodast észleltiink, ami az
ECM atépiilésére, a mennyiségit megel0z6 mindségi Osszetétel valtozasra utalt. A
kollagének, kiilonosen az I, IVa3 és IVa4 tipusok felhalmozodasa GBM-ben tipikus
jelenség mind a nem diabéteszes, magas zsirtartalmu tappal etetett egér ORG (Decléves
¢€s mtsai., 2014; Szeto és mtsai., 2016b), mind a DN modelljeiben (Tang és mtsai., 2017;
Zeisberg és mtsai., 2002). A korai obez, prediabéteszes patkany modelliinkben megfigyelt
kollagén 1V, illetve az el6rehaladott egér FSGS ECM-ban az aldbbiakban részletezett
kollagén I felhalmozddas az irodalmi ismeretekkel egybecsengenek.

Mivel in vitro vizsgalatok alapjan a magas gliikéz szint ismerten fokozza a
mezangialis sejtek kollagén IV szintézisét (Taniguchi és mtsai., 2013), a vizsgalatunkban

megnovekedett glomerularis IV-es tipusu kollagén fehérje lerakddas hatterében a tartdsan
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emelkedett plazma gliikkdz szint szerepe is felmeriilt. Az aSMA immunfestés azonban
kovetkezményes mezangialis sejt aktivaciot nem igazolt.

Szintén az emelkedett vércukorszint szerepét vizsgdlva szdmos kozlemény
(diabéteszesek human mintdin, sejtkulturan végzett és patkany kisérlet) targyalja az ECM
fehérjék homeosztazisat biztositd matrix metalloprotedzok (MMP-k, foként: MMP-2,
MMP-9 ¢és MT1-MMP) és gatlo fehérjéik a TIMP-ek (TIMP-1, -2) megvaltozott
diabéteszben (Ohtomo ¢€s mtsai., 2008; Seung és mtsai., 2005; Wong ¢és mtsai., 2011; J.
Yang ¢és mtsai., 2009). Mindez, bar bizonyitékokkal szolgalni nem tudunk, modelliinkben
is inkabb a lassult kollagén turnoverre irdnyitotta a figyelmet a vese ECM-ban.
Amennyiben az egér és human Osszehasonlitasban (Isd. alabb) egyarant észlelhetd
szignifikdnsan csokkent COL4a3 génexpressziot szabalyozasi visszacsatolasként
értelmezziik, az szintén eziranyu feltételezésiinket tamogatja.

A leptin egy elsdsorban a zsirszOvetben szintetizalt hormon, amelynek plazma
koncentracidja korrelal a testzsir mennyiségével, ezért az elhizas hiperleptinémidval jar
(Maffei és mtsai., 1995), amint azt a kutatdsunkban is megfigyeltilk. A vese nagy
mennyiségben expresszalja a leptin rovid receptorat, az Ob-Ra-t (Maffei és mtsai., 1995;
Wolf ¢és mtsai., 2002; Wolf & Ziyadeh, 2006). Ismert, hogy a leptin a TGF-f
aktivacidjaban kofaktorként szerepelhet, igy fontos szereppel birhat a tubulointersticialis
fibrozis kialakulasaban (Kiimpers és mtsai., 2007). Patkanyokban pedig kimutattak, hogy
a leptin infuzié fokozza a glomerularis TGF-B1 és kollagén IV expressziojat (Wolf és
mtsai., 1999). Tehat a leptin fontos szerepet jatszhat az elhizdssal okozott
vesekarosodasban (W. Cui és mtsai., 2013).

Vizsgalatunkban a plazma leptin koncentracio novekedése kiemelkedd volt és
tartosan fennallt, ezért feltételeztiik, hogy a leptin/Ob-Ra/TGF-B1 Utvonal szerepet
jatszhat a PRED csoportban a glomerularis extracellularis martixban észlelt kollagén IV
akkumulacioban. Az Ob-Ra ¢és a TGF-f1 mRNS kifejezddését azonban PRED 4llapot
nem befolyasolta, tehat a kronikusan magas plazma leptin szint dnmagaban nem volt
elegend6 az ORG vagy a renalis tubulointersticidlis fibrozis indukciéjahoz a Long-Evans
patkanyban.

Az is varatlan eredmény, hogy kezelésiink a TGF-1 mRNS kifejez6dését nem

befolyasolta, mert egy 10 hetes zsiros diétaval indukalt elhizott, magasvérnyomasos kutya
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kisérletbdl mar ismert, hogy a sovany csoporthoz képest relativ korai elvaltozasként a
medullaban TGF-f1 mRNS expresszio novekedést észleltek (s6t, MMP3 mRNS-szint
csokkenésével parhuzamosan, amely az ECM felhalmozddashoz ott kézenfekvod
magyarazatul szolgalt) (Gu és mtsai., 2004).

Emlitést érdemel, hogy vesekéreg és a veseveld TGF-B1 kifejezédésében medullaris
tulsulyt észleltiink mind kontroll mind PRED patkéanyokban. A csoportok kozti kiilonbség
hidnya egyértelmiivé teszi, hogy a cortexhez képest magasabb medullaris TGF-B1-
expresszio nem tekintendd patoldgias jellemzonek. Valojaban a vese génexpressziojanak
regionalis kiilonbségeit vizsgalo részletes tanulmanyban kozolt Tgfbi medulla/cortex=
2,0 aranynak (Tamura és mtsai., 2006) eredményiink nagysagrendileg megfelel. Hozza
kell tenni azonban, hogy a kéreg-veld szétvalasztds kevéssé pontosan reprodukalhato,
illetve standardizalhatd, emiatt a génexpresszids kiilonbségekben csak nagysagrendi
Osszehasonlitasok tehetok. Tekintettel a TGF-B kiilonb6zo izoformainak jellemzd
el6forduldsara, rno-TGF-B1 specifikus primereket alkalmaztunk, igy eredményeink a
proximalis tubulussejtek cortex-medulla lokalizdcioban vald eléfordulasat tiikrozhetik.
Masfelol kimutattak, hogy a kéregtél a veld iranyaban novekvd vizelet ozmolaritas
novekedés TGF-B ¢és Egr-1 expresszidjat befolyasolja, igy vezethet patologias
koriilmények kozott a medullaban hosszan tartd hiperozmolaritas fokozott TGF-8 és Egr-
1 expresszid révén extracellularis matrix elemek (Col3al, Col4al) felhalmozddasahoz
(Mozes €s mtsai., 2017).

A glomerularis hiperfiltracio, az elhizdsban megndvekedett testméretek miatt
fokozott filtracios igény nyoman az afferens arteriolak értagulatanak kovetkeztében jon
létre (Barry M. Brenner €s mtsai., 1996; P. Ruggenenti és mtsai., 2012). Modelliinkben a
plazma kreatinin €s karbamid koncentraciok a normal tartomanyba estek, a glomerularis
funkcié megtartott volt, a podocita stresszt jelzé dezmin (Matsusaka és mtsai., 2011)
fehérje expresszidjaban sem észleltiink kiilonbséget a két csoport kdzott, mindezek nem
utaltak glomerularis hiperfiltraciéra. Ellentmondasosnak tlinhet, hogy a vese kivalaszto
mikodésének monitorozdsara altalanosan hasznalt plazma karbamid koncentraciot a
PRED patkanyokban alacsonyabbnak talaltuk a KON allatokhoz képest. Azonban ismert,
hogy az u.n. kafetéria-diétdn (magas zsir- ¢és szénhidrattartalmt étrend) tartott
ragcsalokban a m4j karbamid szintézise csokkent az arginin korlatozott elérhetésége miatt

(Barber és mtsai., 1985; Sabater és mtsai., 2014). Ennek megfeleléen a PRED patkanyok
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szintézise allhat, és ez nem a PRED-ben megndvekedett glomerularis filtracionak
tulajdonithato.

Az intracellularis lipid zarvanyok jelenléte az elhizottak veséiben tapasztalhato
jellemz6 szovettani eltérés mind ragesald modellekben, mind a human gyakorlatban, ami
arra utal, hogy a rendellenes lipid metabolizmus és lipotoxicitds a vesefunkcid
karosodasban jelentds szereppel birhat (De Vries & Rabelink, 2013; Herman-Edelstein
¢s mtsai., 2014; Martinez-Garcia és mtsai., 2015). A sziv és a maj mintakban észleltektol
eltéréen (Koncsos és mtsai., 2016) a PRED patkanyok veséjében intracellularis lipid
akkumulacié nem volt kimutathatdé sem indirekt modszerrel, mert a PAS festett FFPE
metszeten nem lattunk mikrovakuoldkat, sem direkt modszerekkel, mivel az olajvords O-
val festett fagyasztott metszeten nem tudtunk kimutatni vorosen festddo lipid cseppeket.

Noha a globalis vesefunkcioban eltérést nem talaltunk, az egyarant megndvekedett
vesekérgi €s medullaris Len2 mRNS expresszio a tubularis miikodés valtozasara utalt
a PRED patkdnyokban, bar ez a vizelet Lcn2 fehérje tiritésben nem volt tetten érhetd. A
Lcn2 (az NGAL fehérjét kodolo gén) korai, fokozott termelddése gyulladaskeltd (Kaucsar
¢s mtsai., 2016; Shang, W;Wang, 2017), apoptdzist serkentd €s sejtosztodast csokkentd
(Pawar ¢s mtsai., 2012; Viau és mtsai., 2010) hatasok révén felgyorsithatja a CKD-t.

Feltételezéslink szerint a megvaltozott tubularis mikodés részeként novekvo Len2
mRNS expresszid6 az ORG-ben a nagyon korai események egyike és igy a késobbi
progressziv vesekdrosodasanak egyik kivalto tényezdje lehet. Meg kell azonban jegyezni,
hogy a PRED patkanyokban ugyan markansan emelkedett a Lcn2 mRNS expresszio a
KON-hoz képest, ennek mértéke azonban jelentdsen elmaradt a sulyos iszkémias, toxikus
vagy gyulladdsos kéarosodasok utan tapasztaltaktol. Ugyanakkor az Lcn2/NGAL-al
Osszefliggésbe hozhatd potencidlis mechanizmusok koziil a gyulladasos utvonal szerepe
a legkevésbbé valoszinii, mivel a modelliink vizsgalt stddiumaban PRED allatokban teljes
szervezetre nézve inkabb csokkent gyulladasos hajlamot figyeltiink meg. Az apoptdzisra
illetve sejtproliferaciora kifejtett hatdsok irdnyaban tovabbi vizsgélat lenne sziikséges.
Példaul miokardialis iszkémidban megfigyelték, hogy az Lcn2 (NGAL) elnyomja az
iszkémids karosodasra adott, LC3 és p62 markerek csokkenésével jelzett, elénydsnek
tartott autofagia-valaszt, ami hozzdjarul a fokozott apoptdzishoz és ennek nyoman a

kardialis diszfunkciohoz (Sung és mtsai., 2017). Egér ischaemia/reperfizios karosodas
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(IRT) modellekben szerzett tapasztalatok alapjan — esetleg egy hosszabb zsiretetés soran
— PCNA (proliferating cell nuclear antigen) mRNS ¢és fehérje expressziot, valamint LC3,
Beclin-1, Bcl-2, Bax apoptdzis marker-fehérjék expressziojat volna érdemes vizsgalni
((Y. li Zhang és mtsai., 2018)).

A gyulladasos citokinek kozott az IL-1P, mint a gyulladds egyik f6o mediatora
kozponti jelentdsséggel bir kiilonféle szovetekben (Dinarello, 2009). Meglepé modon
modelliinkben a PRED vesékben mind a vesekéreg, mind a veseveld IL-1f mRNS
expresszioja csokkent a KON patkanyokéhoz képest. Korabban kimutattak, hogy a vese-
¢és zsirszovetben megndvekedett TNFa termelés a bearamld, és a gyulladast kozvetitd
makrofagokbol szdrmazik, ami hozzajarul az elhizassal kapcsolatos vesekarosodashoz
(Borgeson ¢és mtsai., 2015; Ichinose ¢és mtsai.,, 2006; Ma ¢és mtsai.,, 2016).
Vizsgalatunkban a TNFo mRNS expresszidja azonban PRED és KON vesékben hasonlo
volt a kéregben ¢és a medullaban egyarant. Ezek az eredmények egyiittesen azt sugalljak,
hogy modelliinkben a PRED vesékben nem alakult ki gyulladas.

Tovabba, a PRED patkdnyokban a KON-hoz képest a kis mértékben, de
szignifikdnsan alacsonyabb plazma CRP koncentracié (Koncsos és mtsai., 2016) a varttol
eltérd eredmény az elhizott modellekben és csokkent szisztémas gyulladas hajlamra utal,
de egybecseng a vesében tett megfigyeléseinkkel.

Ezzel  szemben  kozismert, hogy  metabolikus  szindroma  (elhizas,
szénhidratanyagcsere zavar, magasvérnyomas, diszlipidémia) modellekben a viszceralis
zsirszovet atalakul, mely hormonok és citokinek termelése révén alacsony szintli
szisztémas gyulladast tart fenn, mely a célszerv karosodas kozvetitdje lehet (Hotamisligil,
2006). Jelenlegi tudasunk szerint publikacionk az elsé olyan kozlemény, amelyik tartos
zsiretetéses allatmodelben minimalis szervi/szisztémas karosodasrol és a gyulladas
hianyarol szamol be. A szakirodalomban azonban vannak adatok arrol, hogy néhany, 30-
at megkozelitd vagy meghaladdo BMI-vel €16 személynek lehet alacsony a CRP szintje
(Habib és mtsai., 2018; Keskek és mtsai., 2018; Sepandar és mtsai., 2019), tehat az elhizas
nem feltétleniil okoz gyulladdst minden egyes egyénnél. Azt feltételezziik, hogy az
elhizas sordn kialakul6 zsirszovet felhalmozddasra adott eltérd szervezeti reakcid és/vagy
bizonyos gyulladdsos mediatorok eltéré miikodése lehetnek a feleldsek a jelenségért.

Itt meg kell jegyezniik azt is, hogy a szakirodalomban részletesen targyalt

adiponektin, az inzulin-érzékenyitd, gyulladasellenes, vazoprotektiv tulajdonsagokkal
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bir6 (Kubota és mtsai., 2002; McClain és mtsai., 2005; Yamauchi és mtsai., 2001), egyik
legismertebb zsirszéveti hormon (adipokin). Az adiponektin és a vesekarosodas kozti
kapcsolat részleteiben még nem tisztazott, és napjainkban szdmos vizsgalat targyat
képezi. Adiponektin és receptorai (AdipoR1, -R2) expresszidjanak AMPK-kozvetitett
modon renoprotektiv  szerepet tulajdonitanak. Adiponektin-génkiiitott ragcsalo
meg, amit adiponektin potlas képes volt visszaforditani (Sharma és mtsai., 2008), de az
adiponektin kezelés AMPK-fliiggé modon csokkentette a podocita apoptdzist €s az
angiotenzin II-vel okozott vese tubulus sejt karosodast is (Fang ¢és mtsai.,, 2013;
Rutkowski €és mtsai., 2013). Epidemiologiai megfigyelések szerint az adiponektin
expresszioja csOkken elhizasban és diabéteszben (Choi és mtsai., 2004), ugyanakkor
inkabb emelkedett szérum adiponektin szintet talaltak CKD/ESRD betegekben (Menon
¢s mtsai., 2006). Modelliinkben a kezelés hatasara a zsirszéveti adiponektin
expresszioban nem észleltiink 1ényeges eltérést, ezért tovabbi vizsgalatat sem tartottuk
igéretesnek, bar felvethetd, hogy szérum és vizelet adiponektin fehérje (harom ismert
arnyalni lehetett volna.

Noha a szélsdséges elhizasban a plazma lipid (6ssz-, LDL- és HDL-koleszterin, TG)
szintek emelkedése volt varhatd, a plazma lipidek és a méj enzimek (GOT, GPT)
koncentracidi egyarant a referencia tartomanyon beliil maradtak a PRED patkanyokban
¢s nem kiilonboztek a KON csoportban kapott értékektdl. Ez a jelenség meglepd, de az
irodalomban nem egyediilallo, mivel ismert, hogy a zsiretetés (HFD) nem minden
patkany kisérletben noveli az 6sszkoleszterin szintet (Gamede és mtsai., 2019). Ezen
kiviil, tobb kozlemény ismertet olyan megfigyeléseket, amelyek szerint egyes elhizott
betegek lipid profilja az egészséges tartomanyban maradt (Johari és mtsai., 2018; Mena-
Sanchez és mtsai., 2018; Tateyama és mtsai., 2018). Igy az elhizds valosziniileg
diszlipidémiahoz vezet, de nem feltétleniil minden elhizott alanynal.

Megfigyeléseinkre alapozott feltételezésiink szerint a Long-Evans torzsnél
megfigyelt elhizdssal okozott tarsbetegségekkel szembeni szokatlan ellenallo-képességet
legaldbb részben a diszlipidémia, valamint a szisztémadas és lokalis gyulladds hidnya
magyarazhatja. Ezért obez, prediabéteszes Long-Evans patkdny modelliink egyediilallo

lehetéséget kindl az ,elhizds paradoxon” mechanizmusainak tanulmanyozasara
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leképezve azokat a betegeket, akik az elhizas ellenére egészségesek, vagy legalabbis
egyes szervi karosodasra nézve hosszasan ellenalloak maradnak.

A tanulmanyunk néhany hidnyossdga  sziikségszerlien korlatozza az
eredményeinkbdl levonhatd kovetkeztetések kizardlagossagat. Ilyen jellemzd, tobbek
kozott, hogy vizsgalatunkat kizardlag him patkdnyokon végeztiik. A betegségfolyamatok
jelentésen kiilonbozhetnek a két nemben (lasd az NIH NOT-OD-15-102;

https://grants.nih.gov/grants/guide/notice-files/not-od-15-102.html), pl. a ndstény

patkanyok kevésbé hajlamosak a vesekarosodasra, mint a himek. Mivel azonban him
PRED patkanyokban csak enyhe korai vesekarosodas volt kimutathato, valoszintitlennek
tlinik, hogy adott modell azonos stddiumaban ndstény patkanyokon mas kovetkeztetést
vonhattunk volna le.

Megjegyzendd, hogy a torzskiilonbségek nem szokatlanok patkanyokban, ahogyan
azt korabban kimutattuk a doxorubicin nefropatidval kapcsolatban (Szalay és mtsai.,
2015). Eredményeink ¢és a szakirodalomban k6z6lt eredmények 6sszehasonlitdsa felveti
a kérdést, hogy a Long-Evans patkanyok hasonléan érzékenyek-e az zsiros étrenddel
okozott elhizdsra €s a prediabéteszre, mint mas patkény vagy egér térzsek (Udi és mtsai.,
2017). Az eddig ismert eredmények tobbsége azt mutatja, hogy mas patkanytorzsekben
ORG alakul ki 20 hét, s6t akar mar 10 hetes zsiros étrend hatasara. Legjobb tudoméasunk
szerint az elhizassal kapcsolatos tarsbetegségek gyakorisagat és sulyossagat nem
Osszehasonlitottdk 0ssze Long-Evans és mas patkany torzsek kozott. Sajat eredményeink
fényében ugy tlinik, hogy a Long-Evans patkanyok ellenallébbak az ORG-vel szemben,
mint a kisérletekben gyakran vizsgalt tobbi patkany torzs. A Long-Evans vesék
viszonylag fokozott ellenalldé képessége az elhizassal okozott karosodasokkal szemben
azonban lehetdvé tette szamunkra, hogy megvizsgaljuk a PRED Long-Evans patkdnyok
kiilonboz6 szerveinek karosodasainak alakulasat. A Long-Evans patkany torzs ajanlhato
az elhizassal kapcsolatos tarsbetegségek elleni védekez6 mechanizmusok azonositasara,

mert az ilyen informaciok terapias hasznot igérnek a jovore nézve.

67


https://grants.nih.gov/grants/guide/notice-files/not-od-15-102.html

DOI:10.14753/SE.2021.2448

5.2. A glomerularis ECM o6sszetétele elérehaladott, miR-193a-indukalt egér FSGS-
ben

A masodik kisérletsorozatban primer FSGS transzgenikus éllatmodelljén a
veseglomerulus ECM-anak az egészségeshez képest megvaltozott, patologias
Osszetételére fokuszaltunk. Célunk nem pusztan egy leiro tanulmany elkészitése, hanem
a glomerularis ECM-ban az FSGS progresszidja soran tettenérhetd patologias folyamatok
azonositasa, majd ezek rendszer- és halozat szemléleti értelmezése volt. Az igy feltart
Osszefliggések célzott terapias befolyasolasaval — reményeink szerint — a jovoben javulas
érhetd majd el az FSGS kezelésében.

Az elmult években az egyre szélesebb korben elérhetdvé valt multiplex vizsgalod
modszerek (RNS-szekvenalas, tomegspektrometria) alkalmazdsa ugrasszeriien novelte
transzkriptom ¢és proteom-szintli ismerteinket a veseglomerulus vonatkozasaban. Az
egyes géneket/fehérjéket kozéppontba helyezé megkdzelités helyett napjainkban a
patologias folyamatok, a sejtjelatviteli Gtvonalak, a szabalyozd rendszerek és ezek
halézatszerli kapcsolodasanak vizsgaltat tartjuk korszerinek. Erre nemcsak amiatt van
sziikség, mert a multiplex vizsgalatok tobb szazas-ezres nagysagrendii molekularis
mintdzatokat ad6é eredménye masképp aligha volna értelmezhetd, hanem azért is, mert
terapias célpont szempontbol nem idedlis, hogy az egyes kulcs-szereptinek feltételezett
fehérjek funkciojat hasonld szerepli tarsaik konnyen atvehetik.

Az altalunk is valasztott tomegspektrometriat (MS) mar szdmos, a vese
glomerulus fiziologias ¢és patologias folyamatainak feltarasat, illetve potencidlis
gyogyszercélpontok azonositasat célzd vizsgalatban alkalmaztak. Ep podocitik MS
vizsgalataval egy, az egészséges miikodést fenntarté >9000 kiilonbozo fehérjébdl allo
rendszert irtak le, amelyek kozt mennyiségi szempontbdl a citoszkeleton fehérjék és az
FSGS-sal, illetve ordkletes nefrozis szindromaval Osszefliggd gének jelentds
feliilreprezentaciojat  észlelték. Utobbiak az ilyen irdnya betegséghajlamot
magyarazhatjak, illetve terapias célpontokkal szolgalhatnak (Rinschen és mtsai., 2018).
Egy igen szofisztikalt megkozelités a GBM-on a podocitdk mechanikus stabilitdsat
biztositd, specifikus, fokalis adhesome (FA) alkoto fehérjéinek MS vizsgalata ramutatott
a ECM ¢érzékelés és az ,,outside-in” jelatvitel fontossagara, mikozben feltarta EPB41L5
szerepét a RhoGEF, ARHGEF18 bevonasa altal kozvetitett actomiozin aktivacioval

jellemzett FA érésben (Schell és mtsai., 2017). Egy nemrégiben megjelent tanulméany
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pedig stabil ’N-izotop metabolikus jeldléssel kombinalt MS-vizsgalattal a GBM alkoto
fehérjék turnoverérdl pontositotta ismereteinket, igazolva azt a régi feltételezést, mely
szerint a core fehérjék hosszabb, mig a felszini lamina rara fehérjék rdvidebb
¢lettartammal birnak (P. Liu és mtsai., 2020).

A tomegspektrometria modszernek azonban nem csak a kisérletes kutatas latja
hasznat. Az suPAR-al kapcsolatos igéretes allatkisérletes eredmények (Wei és mtsai.,
2011) utan, a klinikai gyakorlatban a varakozasok csak részben igazolddtak (Jefferson &
Alpers, 2013). A kutatasok tovabb folynak a veseatiiltetést kovetden visszatéré FSGS-t
potencialisan kozvetito uj, lehetséges keringd faktor azonositasa érdekében. Szintén MS-
technikat alkalmazva rekurrens FSGS betegek szérumabol proteinA-immunadsorbens
technikédval kivont frakcidban Ca/calmodulin dependens szerin protein kinaz (CASK)-t,
mint 0j, lehetséges keringd faktort emelték ki (Beaudreuil és mtsai., 2019). Tobb
fliggetlen munkacsoport a vizelet iiledék MS elemzésével az FSGS és MCD
differencialasara alkalmas jellemz6 fehérje mintazatot irt le, ami a klinikai diagndzis
alkotasban hatalmas eldrelépést jelenthet (J.-E. Lee és mtsai., 2016; Y. Wang és mtsai.,
2017).

A humén glomerularis ECM bioldgia alapjait az e téren a MS alapu proteomikai
vizsgalatok uttordi, Yoshida és Cui kutatok nevével fémjelzett kozlemények fektették le
Tashida Yamamoto munkacsoportjabol 2005-t61 kezdve (Z. Cui és mtsai., 2013; Yoshida
¢s mtsai.,, 2005). Az eddigi legszélesebb korli analizist azonban 2014-ben a Rachel
Lennon-munkacsoport végezte, akik huméan glomerulusok ECM alkoto fehérjéire
feldusitott minta MS-alapu vizsgalataval 144 glomerularis ECM-specifikus, strukturalis
¢€s szabalyozo fehérjét azonositottak. A teljesség igénye nélkiil érdemes megemliteni az
alapmembran alkotok kozt a kollagének, lamininek, agrin, fibulin, fibrillin, fibronectin,
nidogének, TINAG ¢és von Willebrand faktor A-t; a strukturalis ECM fehérjék kozott
asporin, biglikan, fibrinogén lancok, periostin, nefronectin, TINAGLI, vitronectin,
valamint egy fovabbi ECM-kapcsolt fehérje csoportba sorolt pl. clusterin, kininogén,
szamos szerin protedz SERPIN ¢és komplement elemek jelenlétét. Ez a vizsgélat jo alapul
szolgadl a glomeruldris matrix Osszetételének, komplexitasdnak ¢és dinamikus
valtozékonysaganak vizsgalatdhoz mind fizioldgias (pl. fejlédés vizsgalatokban), mind
patologias koriilmények kozott. Az itt (és a mi vizsgalatunkban is) hasznalt tobblépcsds

ECM fehérje feldusitasi modszerrel két egészséges, de kiilonbozd genetikai hatterti
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egértorzs glomerularis ECM-jét elemezve progressziv nephropatiara hajlamositéd
génexpresszios mintazatokat (netrin 4, fibroblast novekedési faktor 2, tenascin C,
kollagén I, meprin la és 1b) irtak le. A glomerulopatia-hajlam hatterében a matrix
metalloproteazok, maj X-receptor/retinoid X-receptor, Nrf2, Notch és a ciklin-figgd
kinaz 5-el kapcsolatos ECM szabalyozo utvonalak gatlasat feltételezik (Randles és mtsai.,
2015).

Eredményeink megbeszélése eldtt ismertetem a vizsgdlt modelliinket.
Vizsgélatunk targya a miR-193a tulexpresszalo genetikailag modositott egér volt, amely
a genetikai okbol kialakult podocita vesztéssel meghatarozott FSGS-ek csoportjaba
sorolhat6. Modelliinkben a FSGS kialakulasara nézve mar tisztdzott ismeretekre
tamaszkodtunk, amelyeket az aldbbiakban rdéviden ismertetek. Ez lehetdvé tette
szamunkra, hogy egy elorehaladott stadiumnak megfeleld idOpontot valasztva
megvizsgaljuk az ECM 0sszetételét elsodleges FSGS-ben.

Az eldszor 1993-ban azonositott, a genomban talalhatdé gének 1%-at alkoto, 18-
25 nukleotid hosszusagu mikro RNS-ek (miRNS) nem kodold, hanem RNS interferencia
indukaldsaval a poszt-transzkripciondlis génexpresszi6d szabalyozasban résztvevd RNS-
ek. Egyetlen miRNS hatéssal lehet szdmos gén expresszidjara, ezaltal betegség-specifikus
utvonalak ¢és jelatviteli kaszkaddok szabalyozasiaval egy teljes patoldgiai folyamatot
befolyasolhatnak.

Munkacsoportunk tagjai a miR193a-t kordbban egy emld tumorgenezist
szabalyozd miRNS-eket keresdé vizsgalataban észlelték, ezért egy doxiciklinnel
szabalyozhat6 citomegalovirus (CMV)-tet promoter tipusi (Seibler és mtsai., 2007)
genetikailag modositott egeret hoztak 1étre, amelyben a miR-193a génexpresszid tobb,
mint tizszeresére né az indukcid alatt (Gebeshuber és mtsai., 2013). A tetraciklin-
kontrollalt transzkripcios aktivacio elvét kihasznalo (I1sd. Tet-On) genetikailag mddositott
modellekben az ivovizben adagolt doxiciklin a feltétele az erre érzékenyitett (TRE-t
tartalmazo promoterrel ellatott) génszakasz kifejezodésének, vagyis doxiciklin hianyaban
nincs transzkripcid. Fentiek alapjan nyilvanvalo, hogy ez esetben a doxiciklint nem az
antibiotikus hatdsa, sem nem egyéb farmakologiai tulajdonsadgai miatt alkalmazzuk. A
létrehozott egértorzs karakterizalasa soran kideriilt, hogy a miR-193a tulexpresszio
elsddlegesen a podocitakat érinti, csekély mértékben a PECs és disztalis tubulus sejtekben

is észlelhetd, nem érinti azonban a mezangialis, az intersticium vérereit és a proximalis

70



DOI:10.14753/SE.2021.2448

tubulus sejteket. A miR-193a-tlilexpresszalo egerek az indukci6 2. hetétdl kezdve EM-
val, majd a 4. héttél mar FM-al is kovetheté veseszovettani valtozasokon mennek at,
mikozben mas szervi megjelenés nem észlelheté. A ndvekvd albuminuridval jaro
progressziv glomerularis 1éziokkal, tubularis atrofidval, hegesedéssel, ciszta képzddéssel
¢s fokalis tubularis regeneracioval jellemezhetd vesebetegség homozigdtakban ~6,
heterozigotakban ~12 hét alatt stlyos rendlis cachexia képében elhullashoz vezet.
Molekularis bioldgiai vizsgalatok igazoltak, hogy a miR-193a targetje a podocita
differenciacié és homeosztdzis mester regulatoraként ismert transzkripcids faktor, a
Wilms’ tumor 1 (WT1) fehérje. igy a miR-193a tulexpresszié a WT1 leszabalyozasaval,
a WTI célpontok (Podxl, Nphsl(nefrin), Notch, Vegfa) és mas résdiafragma fehérjék
(Nphs2 (podocin), Cd2ap, Inf2) expresszi6 csokkenése, valamint Bboxl, Sppl
(osteopontin), UMOD (uromodulin) fokozott kifejez6dése nyoman a podocita szerkezet
sulyos zavara utjan vezet FSGS-nek megfeleld klinikai képhez (Gebeshuber és mtsai.,
2013).

Jelen vizsgalatunkban a miR-193a talexpresszidval indukalt FSGS-ben az ECM
valtozasai kozt legszembetiin6bb az akut fazis valasz eros aktivaciéja volt, ideértve a
komplement komponensek, fibrinogén utvonal és véralvadasi kaszkad elemeinek
fokozott jelenlétét.

A komplement rendszer a velesziiletett immunitas egyik alappillére, amely nem
csupan a korokozokkal szembeni elsé vonalbeli védelemben, hanem olyan alapvetd
fiziologias folyamatok szabalyozasban is fontos szerepet jatszik, mint az angiogenezis
vagy a véralvadasi rendszer. Eszkoztaraban szerepelnek az opszonizacio, az immun
komplexek €s az apoptotikus sejttormelék eltdvolitasa, a kemoattraktansok termelése és
a gyulladasos sejtek behivasa vazodilataci6 Gtjan, valamint az adaptiv T- és B-sejt valasz
fele kozvetitd funkcidja (Tan & Zhao, 2018). Korabban kimutattdk, hogy a komplement
rendszer aktivalodik FSGS-ben szenvedo betegekben, eldsegiti a gyulladast és hozzajarul
az FSGS el6rehaladasahoz (Strassheim és mtsai., 2013; Thurman és mtsai., 2015),
valamint ha a C4D lerakodik a mezangiumban, akkor a primer FSGS-ben szenvedd
betegek talélési esélyei romlanak (Heybeli €s mtsai., 2019). Modelliinkben a C1, C4B,
komplement elemeket és a rendszer szabalyozasaban résztvevo CFP megjelenését és CRP

feldtsulasat azonositottuk.
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Az FSGS ECM mintainkban a hemoglobin lancok (a-globin (HBA1), B1-globin
(HBB-BI1) és p2-globin (HBB-B2)) egyontetii, jelentésen megnovekedett elofordulasat
figyeltiik meg. Feltételezhetd, hogy ennek hatterében a komplement kaszkad talzott
aktivitasa altal okozott vorosvérsejt-szétesés (lizis) allhat, ami egyidejli reaktiv oxigén
gyokok (ROS) képzddés révén tovabbi karosodasokhoz vezethet. Ismert, hogy a ROS
kiilonbz6 mechanizmusokkal elésegiti az FSGS kialakulasat, tobbek kdzott az apoptozis
stimuldciojaval, vagy a TRPC6 tranziens receptor potencial kationcsatorna
expressziojanak serkentésével (Z. Wang ¢és mtsai., 2009). Az uromodulin szintén a
velesziiletett immunrendszer része, kimutattak kotodését komplement komponensekhez
¢s kiilonféle citokinekhez (H. Wang €s mtsai., 2018).

Egy masik jellegzetes jelatviteli ttvonal, a fibrinogén utvonal, amelyik a szervezet
barmely pontjan bekovetkezett sériilést kovetden altalaban a legelsok kozott aktivalodik,
¢s a komplement rendszerrel is kdlcsonhatasba 1ép (Amara €s mtsai., 2008; Auger és
mtsai., 2012; Subramaniam és mtsai.,, 2017). A fibrinogén fokozott miikodését az
indukalt FSGS modelliinkben szintén a legkifejezettebb eltérések egyikének észleltiik.

A komplement komponensekhez hasonldéan a fibrinogén is foként a majban
termelddik, és kozponti szerepet jatszik a véralvadasban, a gyulladas szabalyozasaban, a
citokinek expressziojaban, a fibrozisban és az apoptozisban (Banas és mtsai., 2008; Rubel
¢s mtsai., 2001; Sorensen és mtsai., 2011). A fibrinogén a Toll-like 4 receptorhoz (TLR4)
kotodéssel képes szabdlyozni a podocita homeosztazisat, stimuldlva ezzel a p38
foszforilaciojat és az NFkB aktivaciojat (H. Wang és mtsai., 2018). Egy nemrégiben
kozolt, lipopoliszachariddal indukalt szeptikus akut vesekarosodas vizsgalatban szintén a
C3 komplement és a fibrinogén lancok fehérje expresszidjanak ndvekedését talaltak
legkifejezettebb eltérésnek (Roka és mtsai., 2020), ami arra utal, hogy az akut fazis valasz
a vesekarosodasra adott altalanos reakcio lehet.

A miR-193a tulexpresszioval indukalt FSGS-ben szenvedd egerek glomerularis
ECM vizsgalata soran tobb olyan fehérje jelenlétét is azonositottuk, amelyek a
kontrollban nem voltak megtalalhatéak és kordbban az FSGS-el sem hoztak azokat
osszefliggésbe. Igy a velesziiletett immunvalaszban és az immunoglobulin A (IgA)
szallitdsaban is szerepld polimer immunglobulin receptort (PIGR) kizarolag az FSGS
mintakban detektaltuk. Erdekes médon, a PIGR szerepét mar IgA nefritiszben is leirtak

¢s ismert, hogy expresszigjdt a TLR4 receptor is szabalyozza, bar ennek az
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Osszefliggésnek a részletei még nem egyértelmiiek (Narita €s mtsai., 2001; Schneeman és
mtsai., 2005). A velesziiletett immunvalasz egy masik szerepldjét, az SFTPD-t szintén
csak az indukdlt FSGS ECM-ban tudtuk kimutatni, amelynek szerepét tovabb kell
vizsgalni. A fentiekhez hasonléan a mar részletezett komplement aktivator fehérje CFP
¢s az alabbiakban kifejtett ITIH1 megjelenése is csupan az FSGS-re jellemz0 eltérés volt.

Szamos proteaz (ITIHI, SERPINA1, SERPINA3) fokozott expresszidjat észleltiik,
(turnoverét) iranyitani, ezért kozponti jelentdséggel birnak a szklerotikus folyamatban.
Egyidejlleg az akut fazis valaszban is szerepelnek, példaul a véralvadasi kaszkad részét
képezd SERPINA1(Svirid és mtsai., 2017).

Ismert, hogy a megvaltozott lipid anyagcsere egyes komponensei tobb, kiilonb6zo
utvonalon keresztlil karosithatjak a podocitdkat (Fornoni és mtsai., 2014; Herman-
Edelstein és mtsai., 2014). A HDL APO1 mennyisége szintén megnétt az indukalt FSGS-
ben. Az APOAL eldsegitheti a koleszterin kidramlasat, amely podocita kéarositd hatasu
lehet (Herman-Edelstein és mtsai., 2014), illetve az APOA1 nagy molekulatomegi
forméja az egyik feltételezett keringd medidtora a visszatérd (recurrent) FSGS-nek
(Lopez-Hellin és mtsai., 2013; Puig-Gay és mtsai., 2019). Az APOL1 és APOA1 kozotti
kotddés szerepét szintén Osszefliggésbe hoztak az FSGS-sel (Freedman és mtsai., 2010).

A tomegspektrometrids (MS) vizsgalattal kis mennyiségli, gyenge ECM
kapcsolodassal bird vagy mas okbol esetleg észrevétleniil maradt, azonban az FSGS-ben
potencialisan szereppel bir6 tovabbi ECM-asszocialt fehérjék felkutatasa érdekében
fehérje szinti vizsgalatunk adatait egér-ember Osszehasonlitassal, glomerularis
génexpresszio szintli kereséssel egészitettiik ki. A munkacsoportunk altal korabban kézolt
miR-193a talexpresszioval indukalt FSGS egér (Gebeshuber és mtsai., 2013) €s masok
altal kozolt idiopathids FSGS-ban szenvedd human glomerulusok (Bennett és mtsai.,
2007) RNS profiljanak 0Osszevetésével tobb, mint haromszoros mértékben valtozott
kifejezodésii géneket kerestiink. mRNS szinten 32 til- és 5 alulszabalyozott, ECM-
kapcsolt, az FSGS patomechanizmusaban potenciilisan jelentés génre taldltunk. A
fehérje szintli eredményekkel kozos talalat a vesében az immunrendszer szabalyozasaért
¢s citokin termelésért felelés uromodulin (UMOD) és a matrix fehérje homeosztazisban
¢s az alvadasi rendszerben szerepld SERPINALI volt, valamint a komplement rendszer és

a véralvadasi kaszkad elemeinek szerepe korvonalazddott. Az FSGS-es betegek
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glomerularis mRNS profiljaban a legnagyobb ndvekedést az osteopontin, egy szekretalt
glikofoszfoprotein mutatta, amely az immunrendszer €s az FSGS szempontjabol szdmos
rendkiviil fontos jelatviteli folyamatot képes szabalyozni, beleértve az interleukineket,
NFkB, TGF-f és CD44 (Icer & Gezmen-Karadag, 2018). Magas osteopontin-szintet mar
kordbban is leirtak egér adriamycin nefropatia modellben és FSGS-es betegekben is (Shui
¢s mtsai., 2007; Wasilewska és mtsai.,, 2011). Az analizisiinkben erdteljesen
tulszabalyozott IGFBP1 ¢és IGFBP3 géneket kordbban mar a DN ¢és a kronikus
vesebetegség markereinek javasoltak (Al Shawaf és mtsai., 2019; Sayanthooran és mtsai.,
2017). Ezen kiviil szamos olyan gént talaltunk, amelyek a Wnt és a TGF -3 utvonalakhoz
kapcsolodnak, és amelyek mind az FSGS, mind az ECM bioldgia vonatkozdsaban
ismerten szereppel birnak (Al Shawaf és mtsai., 2019; Cisternas ¢és mtsai., 2014; Dai és
mtsai., 2009; H. S. Lee, 2012; Sayanthooran ¢s mtsai., 2017).

A jovoben a komplement, a fibrinogén és a véralvadassal kapcsolatos titvonalak
terapias megkozelitése uj, fokozott figyelmet kell, hogy nyerjen a primer FSGS terapidja
érdekében. Az irodalomban mar ismert egy, a trombin-aktivalt fibrinolizis gatloszert
(TAFT) alkalmazé farmakointervencids kisérlet, amely a vese fibrézisra kedvezo hatasa

volt (Atkinson és mtsai., 2013).
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6. Kovetkeztetések

Két allatkisérletes modell vizsgalata soran kapott eredményeink alapjan a kovetkezo

megallapitasokat tessziik a glomerulopatia patomechanizmusarol:

A 20 hetes zsirdis diéta etetés és egyszeri, kis dozisu streptozotocin injekcid

kovetkeztében enyhe szénhidrat anyagcserezavaru, elhizott Long Evans patkanyban

(1) Az obezitassal ¢és prediabétesszel Osszefliggd szervkarosodds morfologiai és
funkciondlis jelei a szivben és a majban korabban jelentkeznek, mint a vesében.

(2) A modelliinkben az elhizassal 0Osszefliggd vesekarosodas legkorabbi jeleinek
értékelhetok a glomerularis extracellularis matrix atéptilésének részeként a kollagén
IV megnodvekedett aranya, illetve a tubularis érintettséget mar a vesefunkcid romlast
megeldzden jelzé Len2 (NGAL) mRNS expresszid novekedése.

(3) A kronikusan magas plazma leptin koncentraci6 6nmagaban nem okoz obezitassal
Osszefliggd vesekarosodast, glomeruloszklerozist vagy tubulointersticialis fibrozist.

(4) A jelentés elhizas ellenére - a szakirodalomban egyediildlléan tapasztalt -
diszlipidémia, és a zsirszoveti €s szisztémds gyulladas hidnya arra utal, hogy az
elhizott, kezd6do szénhidrat-anyagcsere zavarban kialakuld vesekarosodas a fenti
tényezdkkel szoros koroki dsszefliggésben all. A Long Evans patkanytorzs alkalmas
lehet a vesekarosodassal szembeni relativ rezisztencia mechanizmusanak a
vizsgélatara.

A miR-193a tulexpresszioval indukalt, elorehaladott FSGS egér modellben a

glomerularis extracelluldris fehérjék vizsgalataval

(5) tobb, mint 60, részben mar ismert és szamos uj, eddigiekben az FSGS témakorében
nem targyalt, megvaltozott expresszidju gént mutattunk ki, valamint

(6) kizarolag az FSGS-ben észlelhetd fehérjeként a properdint (CFP), inter-a-tripszin
inhibitor 1-t (ITIHI), polimer immunglobulin receptort (PIGR) és a pulmonaris
surfactan-asszocialt protein D-t (SFTPD) azonositottuk.

(7) Az FSGS patomechanizmusa szempontjabol legjelentdsebb valtozasok a komplement
rendszert, a fibrinogén ttvonalat, a véralvadasi kaszkad elemeit, és néhany, az ECM
turnoverét potencialisan szabdlyoz6 protedz gatlot érintik. A felsorolt tényezdk
fokozott figyelmet érdemelnek egy jovoben kidolgozandd primer FSGS terapia

érdekében.
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7. Osszefoglalas

A vesefibrozis a kronikus vesebetegség (CKD) progresszidjat az etiologiatol fiiggetleniil
meghatarozd kozos, részleteiben nem kelléen ismert, ezért terapidsan alig uralhatd
tényezdje a CKD patomechanizmusanak. A CKD jelentds hanyadat a magasvérnyomas
¢s a cukorbetegség okozta masodlagos glomerulopatidk ¢és az elsddleges
glomerulonefritiszek kozt leggyakoribb, vilagszerte novekvo eléforduldsu fokalis
szegmentalis glomeruloszklerdzis (FSGS) adjak. Bar az FSGS kialakuldsat a podocita
karosodasa idézi eld, az ezt kovetd glomeruloszklerdzis progressziojat féleg a tobbi
glomerularis sejttipus kovetkezményes miikodési zavara, és egyéb karositd tényezok
hatarozzak meg. Célunk a glomerulopatia patomechanizmusanak tanulmanyozasa volt
kezdodo szénhidratanyagcesere zavarral biro, elhizott patkanyban a glomerulopatia korai
jeleit és a vese és mas szervek karosodasanak viszonyat vizsgaltuk. Az azonos modellen
kimutatott kismértékli sziv és majszoveti patologias valtozdsokhoz képest enyhe
vesekarosodast tapasztaltunk. Az obez, prediabéteszes csoportban rutin szdvettani
kiértékeléssel intakt vesemorfologiat, plazma és vizelet-vizsgalatok alapjan megtartott
vesefunkciot észleltiink. Az immunhisztokémiai és génexpresszios vizsgalataink azonban
a veseérintettség legkorabbi eltéréseinek értékelhetd glomeruldris kollagén IV fehérje
felhalmozodast, és megndvekedett tubularis Len2 mRNS expressziot mutattak ki. Az
elébbit az extracellularis matrix lelassult degradacionak tulajdonitjuk, az Len2 a tubulus
karosodas markerének tekinthet6. Meglepd, hogy a kronikusan magas plazma leptin
koncentraci6 nem okozott vesefibrozist. Az enyhe vesekarosodast a modellben
egyediilalléan megfigyelhetd szisztémas €s lokalis gyulladas, €s diszlipidémia hianyaval
magyarazzuk. A miR-193a tulexpresszioval indukalt, elorehaladott FSGS egér modellben
a glomerularis extracellularis fehérjék tomegspektrometriai vizsgalatat az egér-ember
glomeruléris génexpresszid mintazat 0sszehasonlitasaval kiegészitetve Osszesen tobb,
mint 60, részben mar ismert és szamos 1j, eddigiekben az FSGS-ben nem targyalt gént
azonositottunk. A kombindlt, multiplex megkdzelités olyan, az FSGS
patomechanizmusaban fontos folyamatok szerepére mutatott ra, mint a komplement
rendszer, a fibrinogén utvonal, a véralvadasi kaszkad és az ECM turnoverét szabalyoz6
protedz gatlok, amelyek, mint lehetséges terapias célpontok, a jovében fokozott figyelmet

érdemelnek a primer FSGS terapiaja érdekében.
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8. Summary

Renal fibrosis, regardless of its etiology, is the final common factor in the progression of
chronic kidney disease (CKD). The mechanisms of fibrosis are not well known in detail
to date; therefore, fibrosis cannot be directly treated with drugs. A significant proportion
of CKDs involves secondary glomerulopathies (caused by hypertension or diabetes) and
focal segmental glomerulosclerosis (FSGS), the most common one among all primary
glomerulonephritis with increasing occurrence worldwide. Although FSGS is initiated by
podocyte damage, the progression of the subsequent glomerulosclerosis is mainly
determined by consequent dysfunction of other glomerular cell types and by other
damaging factors. Our aim was to study the pathomechanism of glomerulopathy in two
animal models of different etiologies, at an initial and an advanced stage. In an obese rat
model with a mild glucose metabolism disorder, we examined the early signs of
glomerulopathy and its severity was compared to those of other organs. In light of the
moderate pathological changes detected in the cardiac and liver tissue in the same model,
we observed surprisingly subtle renal damage. In the obese, prediabetic group, intact renal
morphology and preserved renal function were detected. However, our
immunohistochemical and gene expression studies revealed glomerular collagen IV
protein accumulation and increased tubular Lcn2 mRNA expression, which can be
considered the earliest markers of renal involvement. The former can be attributed to
slower degradation of the extracellular matrix, while Lcn2 can be considered as a marker
of altered tubular function. Surprisingly, chronically elevated plasma leptin
concentrations did not cause renal fibrosis. We suppose that the absence of systemic and
local inflammation, together with the lack of dyslipidemia account for the mild renal
impairment, a unique observation that seems to be restricted to the Long Evans rat strain.
In the miR-193a overexpression-induced, advanced FSGS mouse model, mass
spectrometric analysis of glomerular extracellular matrix proteins completed with the
comparison of mouse and human glomerular gene expression patterns revealed more than
60 genes, potentially of patolologic relevance, partly known and partly not-yet linked to
FSGS progression. Our complex, multiplex approach pointed to the significance of
complement system, fibrinogen pathway, coagulation cascade and ECM turnover
regulating serine protease system, which must receive enchanced attention as potential

therapeutical targets of primary FSGS in the future.
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