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2. Bevezetés

A cukorbetegség, diabétesz mellitusz (DM), jelentés egészségiigyi probléma
napjainkban. A Nemzetkozi Diabétesz Szovetség 2013-évi statisztikai szerint Eurdpaban,
mintegy 56 millio, vilagszerte pedig megkozelitéleg 382 millié cukorbeteg él. Ez a szam a
2011-évi adatokhoz (366 millié beteg) képest magasabb. Ha ez a tendencia fennmarad, akkor
az eclorejelzések szerint 2035-re a cukorbetegek szama elérheti az 592 milliot is. A
magyarorszagi betegekrol részletes informacioval sajnos nem rendelkezik az adatbazis, de a
becslések alapjan a magyar lakossag nagyjabol 7 %-a él egyiitt a cukorbetegséggel [1], és ez
a gyakorisdg tovabb novekedhet. A statisztikat torzitja, hogy a még nem diagnosztizalt
betegek szama igen magas [2].

A cukorbetegségnek két f6 formaja van, az 1l-es tipus €s a 2-es tipus, bar a DM
kialakulhat terhesség alatt és egy egyéb koriilmények kozott is, mint példaul gyogyszer- és
kémiai  toxicitds, genetikai  rendellenességek, endokrinopatia, inzulin  receptor
rendellenességek vagy exokrin hasnyalmirigy betegség [3]. 1-es tipusa DM-ben a
hiperglikémia egy Osszetett genetikai és a kornyezeti faktorok kolcsonhatasabol kialakuld
autoimmun valasz eredménye [4]. A diabéteszesek taboraban a legtobb embert (betegek
85%-a) a 2-es tipustt DM érinti, ahol a periférids inzulin rezisztencia és a kompenzacios
inzulin hiperszekrécio kovetkeztében jelentésen csdkken a szérum inzulin szintje [5]. A
cukorbetegség szamos komplikacioval jarhat egyiitt, melyek koziil a hosszitavon kialakulo,
az érrendszer karosoddsaval kapcsolatos szovédmeények novelik a mortalitast. A tartdosan
magas gliilkoz direkt moédon karositja a vérereket, ami igy mikro- és makrovaszkularis
szovodményekhez vezet. Mikrovaszkularis szovédménynek szamit a szem karosodasa, azaz a
retinopatia, a vese kdrosodéasa, azaz a nefropatia és az idegrendszer karosodasa a neuropatia.
A diabétesz makrovaszkularis szovodményei miokardialis infarktus és stroke formdjdban
manifesztalodhatnak. A vese karosodasa tovabb fokozza a makrovaszkularis szovodmények
kialakulasat is [6]. A depresszid [7] és a demencia [8] szintén a diabétesz velejardja lehet.

A nefropatia klinikailag proteinuriaval jellemezhetd, késébb a glomerularis filtracios
rata (GFR) folyamatos, akar 10-20 évig elhiz6dd csokkenésével jar. A diabéteszes nefropatia
(DNP) a felndttkori kronikus veseelégtelenség leggyakoribb oka. Napjainkban kétféle vese
potld kezelés all a kronikus vesebetegek rendelkezésére, az egyik a vese-dializis, a masik
pedig a vese transzplantacio [9]. Ezek a kezelések nagy kihivast jelentenek a betegek szamara,
hiszen életiik a vesepotld kezelés koré korlatozodik [10]. Masodsorban nagy kihivast jelent az
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egészségiigynek is, hiszen a kronikus vesebetegek tabora egyre novekszik [11], jelentds
gazdasagi terhet rova a tarsadalomra. A DNP pontos patomechanizmusa még nem ismert,

megeldzése és kezelése egyelére nem megoldott.

2.1 A diabéteszes nefropatia

A kroénikus veseelégtelenség vilagszerte jelent0s népegészségiigyi €s gazdasagi
probléma és egyre csak terjedd tendenciat mutat. Ennek a terjed6 tendencidnak a legfébb oka
a DM-es betegek szamanak ndvekedése. A cukorbetegség hosszu fennallasanak
szovodményeként kialakulhat a DNP, ami a végstadiumu veseelégtelenségek leggyakoribb
oka a feln6tt populacioban [12, 13]. A DNP az 1-estipust diabéteszes betegek 30-40%-nal
[13], mig a 2-es tipust diabéteszes betegek 10-20%-anal [14] alakul ki, illetve 2-es tipusu
cukorbetegség esetén mar a diagnosztizalas pillanataban is jelen lehet.

A szovettani és klinikai vizsgalatok alapjan a DNP 6t stadiumra oszthato fel [15]. Az
elsd fazisban a vese hiperfiltracidja és a vesesejtek térfogatanak novekedése (hipertrofia) és a
glomerularis filtraciés rata (GFR) emelkedése figyelhetd meg. A masodik stadiumban
megjelenik az albumin (30-300 mg/nap) a vizeletben, aminek a jelenléte még nem allando.
Megfigyelheté a glomerulusok bazalis membranjanak megvastagoddsa valamint a
mezangidlis matrix kiterjedése. A harmadik stddiumban mar tartésan megfigyelhetd az
albumin a vizeletben és a vérnyomas is elkezd emelkedni, a GFR pedig csokkenni kezd. A
bazalis membran vastagodasa és a glomerulus mezangiumanak expanzidja tovabb folytatodik.
A negyedik stddiumban mar egyre jelentésebb az albuminvesztés (>300 mg/nap).
Szovettanilag glomeruloszklerdzis, ateroszklerdzis és kronikus tubulo-intersticialis karosodas
figyelheté meg, melyek a vesefunkcioé romlasahoz vezetnek. A glomeruléris funkcié romlésa
miatt csokken a vizeletképzés és a kivalasztas, ezaltal emelkedik a szérum kreatinin szint és
né a vérnyomas [16]. Az 6t6dik stadiumban drasztikusan csokken a miikod6é nefronok szama,
ami végil urémidhoz, veseelégtelenséghez vezet.

A csokkent vesemiikodés miatt csokken az eritropoetin  termelés, ami
vérszegénységhez vezethet. Emellett, zavart szenved a D-vitamin anyagcseréje, ami csokkenti
az intesztinalis kalcium felszivodasat és fokozza az oszteoporodzist. A lipid-szintek
(koleszterin, triglicerid) is emelkednek [17]. A napi vizelet mennyisége egyre kevesebb,
jellemzd az 6déma, faradékonysag, kialakul a végstadiuml veseelégtelenség és vesepotlo

kezelés megkezdése valik sziikségessé [16].



2.1.1 A diabéteszes nefropatia patomechanizmusa

A DNP kialakulasa egy soklépcsds, egymassal nagyban 0sszefiiggd részekbdl felépiild
folyamat. Szamos kockazati tényezdje van. A diabétesz fennallasanak ideje és mértéke, a
megemelkedett vérnyomas, a dohanyzas ¢€s a fehérje fogyasztas mértéke nagyban befolyasolja
a DNP alakulasat [18]. A korfolyamat beinditasaban kulcsfontossagi a magas vércukorszint
[19]. Fenntartasaban fontos a hiperglikémia, az aktivalodott renin-angiotenzin-aldoszteron
rendszer (RAAS), a kialakuld ateroszklerdzis és az emelkedett szisztémas vérnyomas, melyek
hatdsa Osszeadodik. A hiperglikémia aktivdlja a RAAS-t, mig a RAAS ndveli az
inzulinrezisztenciat és ezzel a vércukorszintet is. A vazokonstriktiv hatds miatt romlik a
hasnyalmirigy inzulin termelése, valamint romlik a vese vérellatasa. Ez fokozza a RAAS-t,
szabadgyok termelést indukal, aminek a kdvetkezménye hiperlipidémia is lehet, mely erekre
visszahatva noveli az érelmeszesedés mértékét [20]. A magas vérnyomas rontja a vese
keringését, ami tovabb fokozza az ateroszkler6zist és RAAS aktivaciot [21]. A hiperglikémia,
a hiperaktiv RAAS, az ateroszklerdzis €s a hipertonia kiilon-kiilon is karositjak a vesét, de
egylittesen hatva stlyos nefrotoxikus hatast képviselnek, ami végiil a vese funkcionalis és

struktiralis karosodasahoz vezet [22].

2.2 A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS)

A RAAS felépitését és célszerveit az 1-es abra szemlélteti. A RAAS {6 effektor
peptidje az Ang II, amely egy tobb 1épéses folyamat eredményeképp képzddik a majban
termel6dott angiotenzinogénbdl [23, 24]. A vese juxtaglomerularis apparatusa altal termelt
renin az angiotenzinogént hasitva Ang I-et hoz létre. A tiid6 erek endotéljében termel6do
angiotenzin | konvertalé enzim (ACE) hatasara az Ang [ Ang II-vé alakul. Az ACE az Ang Il
termelésén kiviil, az altalanos vazodilatator bradikinin lebontasaval is hozzajarul a
vazokonstrikciohoz [24]. Az Ang II stimulalo hatassal bir a mellékvese kéreg zona
glomerulosa sejtjeinek aldoszteron termelésére, ezzel befolyasolja a vese natrium és viz

visszaszivasat [19].
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l.abra: A RAAS-on beliili interakciék, kinin—kallikrein rendszer, és az inzulin jelatviteli
utvonalak. Jelmagyarazat: MAPK: mitogén-aktivalt protein kinaz; PI3K: inozitol 3 foszfatidil
kinaz; Ang: Angiotenzin; ACE: angiotenzin- I konvertalo- enzim; ACE2: angiotenzin |- konvertald
enzim 2; AT1, AT2: angiotenzin receptor 1 és 2 tipus; Mas: Mas receptor (angiotenzin-(1-7)); NO:
nitrogén monoxid; eNOS: endotelialis nitrogén monoxid szintetaz; ROS: reaktiv oxigén fajtak; ET1:
endotelin 1; TXA2: tromboxan A2; PAI 1: plazminogén aktivator inhibitor; VCMS: vaszkularis
simaizom sejt ; ICAML1: intracellularis adhézios molekula 1. Ribeiro-Oliveira alapjan modositva [21].

Az Ang II hatasait két G-protein asszocialt receptor fehérje kozvetiti (2.-es abra). Az
egyes tipusi Ang II receptorok (AT1R) leginkabb az erekben, a szivben, a vesében, az agyban
¢és a mellékvesekéreg zona glomerulosa rétegében talalhatoak meg [25]. A kettes tipusit Ang
Il receptor (AT,R) funkcidja kevéssé ismert, fizioldgiasan csak az embrionalis szervezetben
expresszalodik. Patologias koriilmények kozott szintje megemelkedik a felndtt szovetekben,
foleg a vesében [19]. A legtobb hatas, igy a sejtndvekedés, proliferacio, vazokonstrikcio,
natrium-visszaszivas ¢és vérnyomas emelkedés az ATiR-on keresztiil megy végbe [26]. Az
AT,R-t az AT;R antagonistajanak tartjak, mivel ellenkezé hatasok érvényesiilnek rajta [27,
28].

A proximalis tubulusokban AT,R emelkedett expressziojat tapasztaltak elhizott
Zucker egerekben [29] és sreptozotocin (STZ) kezelt diabéteszes patkanyokban [30], aminek

direkt hatasa volt a natrurezisre és a diurezisre.
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2.abra: A RAAS termékeinek hatasa az AT;R, AT;R, MasR tengelyen. Az édbra az
ACE2/MasR/AT,R és az ACE/Ang II/AT;R tengelyek ellentétes hatasat mutatja be. Az AT:R
blokkolasa csokkenti az AT;R medialta hatasokat, ezzel egy idoben stimulalja az ACE2/MasR/AT,R
tengelyt, olyan modon, hogy Ang (1-7) képes stimulalni a ligand mentes MasR-t és/ vagy AT,R-t az
Ang II kozvetitette folyamat mellett, ligand mentes AT,R mellett. ACE: angiotenzin I konvertalo
enzim; NEP: neutralis endopeptidaz; Ang: angiotenzin; MasR: Mas receptor; AT,R: angiotenzin Il
receptor; AT;R: angiotenzin | receptor. Gaspari alapjan modositva [31].

2.2.1 A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer a vesében

A megbetegedett vesében a veseelégtelenség progresszidja gyakran hipertenzidval,
proteinuriaval és tubulointersticialis fibrozissal (TIF) kapcsolt [32, 33]. Az el6rehaladott
vesebetegség ¢és a TIF lefolydsdban az ANG II kulcsfontossagi szereppel bir, erds
vazokonstriktiv hatasabol adodoan megemeli a glomerulusokban uralkodé nyomast és egyéb
vesesejteket is karosit. Ezen hatasaival fokozza a TIF kialakulasat [34-36]. Ugy gondoljik,
hogy TIF-ben a tubularis epitél sejtekben aktivalodott lokalis RAAS szerepe jelentésebb, mint
a juxtaglomerularis vagy a szisztémasan aktivalodott RAAS-¢ [37]. Az ANG I
koncentracidja proximalis tubulus folyadékban 100-500-szerese a vérplazmaban mért
értékének [37, 38].




A legtobb patogén hatds ATiR-on keresztiil érvényesiil, amelyet a tubuloepitelialis
sejtek a proximalis tubulusokban fejeznek ki [39, 40]. Immortalizalt human tubuloepitelialis
sejtvonalakon (hPTC) végzett kisérletek ramutattak arra, hogy az ANG II indukalta az
oxidativ stressz markereit, az adaptiv valasz elemeit, valamint feliilirta a stressz valasszal
kapcsolatos gének expressziojat [41]. Ezen hatasok jelentdés része az ATiR-on keresztiil
érvényesiilt, azonban felmeriilt a nem-AT;R medialt utvonalak fontossaga is.

Eddig két, olyan nem- AT;R és AT,R receptort talaltak, amely képes ANG II kotésére,
az egyik az angiotenzin 4 receptor (AT4R) és a Mas receptor (MasR). Az AT4R nagy
affinitassal koti meg az ANG IV (ang 3-8) fragmentjét, de ezt eddig csak HK-2
sejtvonalakban irtak le [34, 42-44]. Az AT4R patologiai jelentésége még nem tisztazott, de
kimutattak, hogy az exogén ANG IV AT4R-on keresztiil stimulalja a plazminogén-aktivator
inhibitort (PIH) HK-2 sejtekben, ami szerepet jatszhat a HK-2 sejtekben végbemend TIF-ban
[34].

A masik leirt receptor a Mas, Ang (1-7) fragment kotésére képes és eddig csak a
patkany elsddleges proximalis tubulusaiban figyeltek fel jelenlétére. Az Ang III, Ang IV és az
Ang (1-7) az angiotenzin I vagy az angiotenzin II hasitasa soran képzddik, az angiotenzin
konvertald enzim (ACE)-2 hasitasa révén. Ez az enzim homolog a klasszikus ACE-el, viszont
nem blokkolhatdo ACE-gatlé drogokkal [45, 46]. Az Ang (1-7) szerepet jatszik a fibrozis

kivédésében szivben és majban [47, 48].

2.3 Az epitelialis- mezenhimalis tranzicio (EMT)

A végstadiumua vesebetegség miatt Eurdpaban mintegy 250 ezer ember kényszeriil
vesepotld kezelésre. E betegség hatterében legtobbszor a vese szovetének fibrotikus
elvaltozasa all [49]. A fibrozis eredményeképpen a szovetek matrixallomanya feldusul, az
intersticialis teret fibroblaszt sejtek arasztjak el, megbontva ezzel a szerv szdveti szerkezetét.
Végstadiumu vesekarosodas esetén jol megfigyelhetdek ezek az elvaltozdsok. Autoimmun
reakcio, perzisztens infekcid és kémiai agensek is kivalthatnak vesefibrozist [50-52], a
kiilonbozé kivaltd okoktdl fliggetleniil, ezen folyamatok mechanizmusa kevésben tér el
egymastol. A gyermekkori- és a felnéttkori szerzett veseelégtelenség oka gyakran az
obstruktiv nefropatia (ON), amelyet sériilt vesében jelentds mértékli gyulladas kisér. Ezt a
folyamatot a makrofagok és limfocitak intersticialis invazidja jellemzi. A szakirodalomban
talalhatd szdmos tanulmany szerint ez a gyulladds indukdja az epitelidlis-mezenhimalis

tranzicidé (EMT) beindulasat és végso soron a szoveti fibrozis kialakulasat [53].



2.3.1 Az EMT szerepe fiziologias és patologias folyamatokban

Az EMT soran epitelidlis sejtek atalakuldsardl beszéliink. A folyamat részeként az
epitelidlis sejtek elveszitik adhézios tulajdonsagaikat, apikalis- bazalis polaritadsukat valamint
extracellularis matrix fehérjéket kezdenek termelni. Az EMT a szervezetben végbemehet
fiziologias, illetve patologias folyamat részeként [54]. Ezek alapjan harom EMT altipust
definialtak. Az I. tipusi EMT az embrionalis fejlddéshez kothetd. A gasztrulacid soran az
epiblaszt rétegébdl, a primitiv csik mentén sejtvandorlas indul az epiblaszt és a hipoblaszt
altal elhatarolt iiregbe, a blasztocolbe. Ezek a sejtek hozzék létre a mezodermat, a majdani
belsé szervek diszkuszait [55]. A 1. tipust EMT a szoveti hegesedés folyamataban, a Ill.
tipusu EMT pedig onkogenezisben tolt be kozponti szerepet [56]. Az EMT harom tipusaban
kiilonbozdek a kiindulasi sejtek (primitiv, szekunder vagy tumoros epitél sejt), az aktivalodo
szignal-transzdukcids utak és a 1étrejovo sejttipusok (mezenchimalis sejt, miofibroblaszt,
attétképzd tumoros sejt).

A vese fibrotikus atalakulasaban a Il-es tipust EMT mikodik kozre, de ugyanezt a

tipust figyelték meg a sziv, a tiid6 és maj fibrotikus elvaltozasaval kapcsolatban is [57-60].

2.3.2 Az EMT folyamata

Els6ként, 1995-ben Hay ¢és mtsai. csirkeembriobol nyert epitelidlis sejtek
mezenhimatikus atalakulasat és az ezt szabalyoz6 faktorokat vizsgaltak [61]. Egy pluripotens
sejt a differencialodasa soran tobb tulajdonsagot is elveszit, mikozben egy meghatarozott
iranyba fejlodik tovabb és felveszi az adott szovettipusra jellemz6 fenotipust [62, 63]. Ez azt
jelenti, hogy a differencialodo sejt fenotipust valt és egyre specifikusabb funkcidja lesz. Az
EMT soran (3. dbra) a bazalis membranon iil6 epitél sejtek mezenhimalis fenotipust vesznek

fel, mind alakra, mind expressziés mintazatra [64-66].
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3.abra: Az epitelialis-mezenhimalis tranzici6 soran bekovetkezo fenotipusos valtozasok.
Gyulladéasos citokinek és egyéb faktorok hatdsara megindul az epitelidlis sejtek fenotipusanak
mezenhimalis fenotipus felé tolddasa. Tsai alapjan modositva [67].

A folyamat beinditasaban tobb ndvekedési faktor, gyulladdsos mediator, hormon és
extracellularis stimulus vesz részt, bonyolult &m Osszehangolt jelatviteli utakat aktivélva.
Egér-kisérletekben az EMT-t indukalé novekedési faktorok, mint példaul a transzformald
novekedési faktor- B (TGF-B) [68] , a vérlemezke eredetli novekedési faktor (PDGF), az
epidermalis novekedési faktor (EGF) és a fibroblasztnovekedési faktor-2 (FGF-2) aktivaljak
az inflammatorikus  sejteket, a  fibroblasztokat, valamint a kemokinek és
matrixmetalloproteinazok (MMP-2,-3 ¢és -9) felszabadulasat valtjak ki [69]. EMT soran az
epitél sejtek orso alakot vesznek fel, a sejtkapcsold struktardik felszakadoznak, elvesztik
adhézios tulajdonsagaikat [55, 70]. Az epitelialis markerek mennyisége lecsokken (E-
cadherin, claudinok, occludinok, zonula occludens-1 és dezmoplakin). Az adhézios proteinek
¢és a mikrovillusok elvesztése a sejt apikalis-bazalis polaritas viszonyainak megsziinésével jar.
A sejtekben citoszkeleton remodeling torténik, valamint beindul a de novo a-simaizom aktin
(aSMA) termelés [68, 71]. Az atalakult sejtek migracios kapacitasa jelentdsen megnd, ezaltal
invaziora képessé valnak. Az 4talakult sejtek MMP-ket termelve szabadda teszik az utat sajat
maguk szamara a lamina basalis degradacidja altal. A folyamat utolsd 1épésében, az igy
1étrejott miofibroblasztok szabadon migralhatnak az intersticiumba, ahol tovabbi novekedési
faktorokat és citokineket termelve fenntartjak a folyamatot.

A citoplazmatikus aSMA fehérje a mikrofilametumok csoportjaba tartozik, ezéltal a

citoszkeleton megformalasaban van szerepe. Jelenléte megfigyelhetd az erek faldban, a
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bélizomzat mukdzus és izom rétegében és egyéb szervek kotdszovetes rétegeiben [72].

Emlds sejtekben hatféle aktin tipust hataroztak meg: két barazdalt tipust (a-szkeletalis
¢és a-kardialis), két simaizom aktin tipust (aSMA és y-enteralis simaizom aktin) és két nem
izom tipusu citoplazmatikus aktint (B-aktin és y-aktin) [73]. Az egyes izoformak eltérd
funkcidval birnak [74]. Masszi és mtsai. meghataroztak, hogy a TGF-f er6s regulatora az
aSMA expresszionak LLC-PK1/AT1 sejtekben [75]. Kisérleteinkben az aSMA-t markerként
hasznaltuk és mértilk mennyiségi valamint lokalizacioés valtozasait az egyes gyogyszeres

kezelések hatasara.

2.3.3 Az EMT szignalrendszere

Az EMT soran bekdvetkezett valtozasok Osszetett intracellularis szignalizaciokat
inditanak be [76](4.abra). T6bb kinaz fehérje aktivalodik, példaul a Ras/Rho GTPaz, a ROCK
(Rho asszocialt kinaz), az Src tirozinkindz, Wnt-1, a Smad 2 és 3, a p38 mitogén aktivalt
proteinkinaz, az extracellularis szignalszabalyozé kinaz (ERK) és a foszfatidil- inozitol-3
kinaz (PI3K).

Osszehangolt miikodésiik altal csokken a sejtek kozotti adhézio, megvaltozik a
citoszkeleton szerkezete és nd a sejt migracids kapacitasa. A fent emlitett jelatviteli utak nagy
része a glikogén-szintdz kindz- 3 B (GSK-3 B) —t aktivalja, amely foszforilalja a B-catenint és
aktivalja a Snail transzkripcids faktort. A B-cateninek a sejtkapcsold strukturak kialakitadsaban
vesznek részt, az EMT-ben kettés szerephez jutnak. Egyrészt hozzakapcsolja a kadherineket a
citoszkeletonhoz, masrészt komplexet képez a limfocitaer6sitd faktor (LEF) transzkripcios
faktor csalad tagjaival és kotranszkripcios aktivatorként szolgal [77], igy befolyasolja a Snail
transzkripcios faktor szintjét [78]. Csokkenti az epitelialis sejtekre jellemz6 markerek
mennyiségét (claudin, occludin, citokeratin), ezzel egy idOben nodveli a mezenhimalis
markerek szintjét (fibronektin, vimentin, N-kadherin). A Snail tovabba védi a sejtet az

apoptozistol, gatolja a sejtosztodast és fokozza az MMP-k expresszigjat.
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4.abra: A fobb EMT-ben résztvevo transzkripcios faktorok szerepe és szabalyozasa.
Az EMT-t SNAIL, cink-ujj E-box-k6té (ZEB) és hélix-hurok-hélix (bHLH) transzkripcids faktorok
(TF) vezérlik, amelyek represszaljak az epitelialis markergéneket, viszont a mezenhimalis fenotipussal
kapcsolatos géneket aktivaljak. Poszttranszlaciés modositasok szabalyozzak az aktivitasukat és a
sejten beliili lokalizaciojukat és stabilitasukat. a: a glikogén-szintaz-kinaz-3f (GSK3p) SNAIL1-et
foszforilalja, mely kovetkeztében kijelolodhet ubiquitin (Ub) medialta lebontasra vagy facilitalhatja a
sejtmagbol vald kijutasat. Protein-kinaz D1(PKD1) szintén SNAIL1 nuklearis exportjat idézi eld.
Viszont a SNAIL1-t a p21l-aktivalt kinaz 1 (PAK1) vagy a nagy tumorszupresszor 2 (LATS2) altali
foszforilalasa vagy a kis C-terminalis domén foszfataz 1 (sCDP1) altali defoszforilalasa a sejtmagban
tartja és fokozza az aktivitasait. A SMAD2 degradalodik a p53-mouse double minute 2 (MDM2)
komplex p53 medialta felhalmozodasa miatt. b: TWIST-t MAPK, p38, JUN N-terminalis kinaz (JNK)
¢s ERK foszforilalhatja, ezzel megvédi a degradaciotol és serkenti az importjat a sejtmagba, hogy
ellathassa funkciojat. c: ZEB2 a Polycomb repressziv komplex 2 (PRC2) altal SUMOilalodik, igy
késobb kikeriil a nukleuszbol és lecsokken az aktivitasa. E-Kadherin: epithelialis kadherin; ID: a
differenciacio inhibitora; MMP: matrix metalloproteinaz; N-kadherin: neuronalis kadherin; PALS1:
Lin-7 asszocialt protein 1; PATJ: PALS1-asszocialt tight-junction fehérje; SPARC: Cys-ben gazdag
savas szekretalt protein; ZO1: zonula occludens 1 [79].

A fibroblaszt-transzkripcios hely- 1 (FTS-1) kulcsfontossagu szabalyozo elem, amely
Szabalyozza a fibroblaszt specifikus protein-1 (FSP-1), a Twist, a Snaill, a HMGAZ2, a LEF1,
az ETS-1, az E-kadherin, a B-catenin, a zonulin-1, az aSMA és a vimentin mennyiségét, igy
az EMT mechanizmusat is [80]. Az EMT-t aktivalo faktorok gatlasa illetve a negativ
regulatorok stimulalasa altal az EMT megfordithato vagy felfliggeszthetd. Korabbi kutatdsok
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a csont-morfogenetikus fehérje- 7 (BMP7) és a hepatocita novekedési faktor (HGF) gatlo
hatasarol szamoltak be [81, 82].

Ez a két molekula részt vesz a vese korai fejlddésében és a vese tubuléris sejtjeinek
fenotipusanak fenntartasaban. Korabban leirtak in vivo renoprotektiv hatasukat [83, 84]. A
BMP7 a TGF-f fehérje endogén kompetitiv —antagonistija, amely a Smad rendszeren
keresztiil gatolja az EMT-t, igy a vese-, a maj-, a tiid6 fibrotikus elvaltozasat. A HGF
mitogén, angiogenetikus, angioprotektiv, morfogenetikus és antiapoptotikus hatassal bir.
Gyulladast kovetéen mennyisége vesében megemelkedik ¢és stabilizadlja az epitelidlis
fenotipust. Ezzel csokkenti a mezenhimalis atalakulast és a szoveti destrukcio mértékét.

A RAAS-t és az EMT-t feldlel kisérleteink soran felmeriilt a kérdés, hogy vajon az 1-
es tipusu DM indukalta DNP-ben a monoterapiaban alkalmazott RAAS gatlo szerek hogyan

hatnak a diabéteszes veseszovetre.

3. Célkituzeés

Kisérleteink célja volt, hogy a RAAS gatlo6 kezelések esetleges renoprotektiv hatasait a
vérnyomascsOkkentd hatasuktol fliggetleniil vizsgdljuk az 1-es tipusti diabétesz
ragcsalomodelljében. Ezért a RAAS inhibitorokat non-presszor dézisokban alkalmaztuk. A
vesék allapotanak vizsgalata soran értékeltiik az aSMA mennyiségi és lokalizacios valtozasait
vesében, emellett tanulmanyoztuk a vesék szdvettani atalakulasait mind diabéteszben, mind

pedig RAAS gatlo kezeléseket kovetden.
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Az 1-es tipusi DM allatmodellje

Kisérleteinket 175-200 gramm sulya, him, Wistar patkanyokon (Toxicoop Kft,
Budapest, Magyarorszag) végeztiik. A patkanyokat alland6 hdémérsékleten (21°C), 75%
paratartalom és 12 dranként valtakozd megvilagitas mellett tartottuk. Az allatoknak allanddan
elérhet6 standard ragcsalotapot és csapvizet biztositottunk.

Munkankat a Magyar Koztarsasag allatvédelmi ¢és allatkisérletekkel kapcsolatos
torvényeinek (1998/XXVIIL.) betartdsaval, a Semmelweis Egyetem allatkisérletekre
vonatkoz6 iranyelvei alapjan végeztiik.

A diabéteszt egyszeri, nagy dozist (65 mg/ttkg , ip.), citratban oldott (0,1 M; pH=4,5)
streptozotocinnal (STZ, Sigma Aldrich Kft, Budapest, Magyarorszag) indukaltuk. 72 6raval
az STZ injekcidt kdvetden, vénas vérben ellendriztiik az allatok vércukorértékét tesztcsikos
Dcont Trend vércukormérd késziilékkel (77 Elektronika Kft, Budapest, Magyarorszag). A
cukorbetegség also hataraként a 15 mmol/l vércukorértéket fogadtuk el, ennél alacsonyabb

vércukor érték esetén kizartuk az allatot a vizsgélatbol.

4.2 Vérnyomas- és pulzusmérés

Vizsgalataink soran a 2 hetes RAAS gatlo kezelés és a mintapreparalas elétt mértiik az
allatok vérnyomasat és pulzusat CODA Standard Tail-cuff (EMKA Technologies, Parizs,
Franciaorszag) modszerrel. Az allatokat egy melegitoparnan 1évé hengerben legalabb 37 °C-
os testhdmérsékleten tartottuk, majd miutdn megnyugodtak, a vérnyomas és pulzusmérésre
alkalmas mandzsettdkkal mértiik a szisztolés ¢és diasztolés vérnyomadst, az artérias
kozépnyomast, valamint a pulzust. Minden allatnal tobb alkalommal, legalabb 3 mérest
végeztiink. A mddszer pontossaga 95%-ban egyezik a gold standardként hasznalt telemetrias
eljarassal [85]. Mivel nem-invaziv modszer, kevésbé megterhel6 az allatoknak, ami fontos
szempont, mivel a kisérlet utolsé szakaszdban az allatok mar rossz, urémias allapotban

vannak.

4.3 Vizsgalati csoportok
A diabétesz 5 hetes fennallasat kovetden 2 hétig kezeltiik az allatokat (n=6/csoport) az
alabbi RAAS gatlokkal (non-presszor dozisok) per 0s, izotonids sdoldatban oldva:
1. ACE inhibitor enalaprillal (40 mg/ttkg/nap) vagy ramiprillel (10 pg/ttkg/nap)
2. ARB lozartannal (20 mg/ttkg/nap);
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3. non-szelektiv aldoszteron antagonista spironolaktonnal (50 mg/ttkg/nap);
4. szelektiv aldoszteron antagonista eplerenonnal (50 mg/ttkg/nap);

5. 1izotdnias sooldattal, mint vehikulummal.

Kontrollként korban és testtomegben megfelelé patkanyokat hasznaltunk. A 2 hetes
RAAS gatl6 kezelést kovetden az allatokat ketamin-xylazin oldattal (8:2 aranyu, ip.) altattuk.
Az eltavolitott veséket egyenld darabokra osztottuk és 4 % pufferelt formalinban (pH=7,4)

szobahOmérsékleten vagy szarazjégen torténd gyorsfagyasztast kovetden -80 °C - n taroltuk.

4.4 Hisztologia
A hagyomanyos hisztoldgiai vizsgalatokhoz a vesék egy részét formalinban fixaltuk,
majd paraffinba agyaztuk. Az intersticialis fibrozis megitélésére Masson festést, mig a
mezangialis matrix expanzié értékelésére perjodsav Schiff (PAS) festést alkalmaztunk.
A Masson festés harom (A, B, C) oldat felhasznélasaval torténik. Az ,,A” oldat fuchsin
sav, ciklidin ponceau, jégecet (100%-0s ecetsav) és desztillaltviz tartalmu, a citoplazmat festi
pirosas-rozsaszines arnyalatira. A ,,B” oldat foszfomolibdénsavat és desztillalt vizet

tartalmaz, ez az oldat stabilizal6 hatasu. A ,,C” oldat Light green SF yellowish-bdl, jégecetbdl

¢és desztillalt vizbdl tevodik Ossze, ez kékes-zoldre festi a kollagén rostokat. A sejtmagok

festésére hematoxylint hasznalnak [86, 87].

Az alap PAS festés szénhidratok, sziikebb értelemben az 1-2-glikolok jelenlétét
hivatott kimutatni. A perjodsav-Schiff reakcio soran az oxidalodd szénhidratokon aldehid
csoportok képzddnek, amelyeket a Schiff reagens kondenzal. Ennek a reakcionak az

eredménye a piispoklila festédés, amely szénhidratok jelenlétére utal [88, 89].

A mezangialis matrix a glomeruluson belill taladlhatd, erdsen PAS pozitiv régio,
melynek a glomerulus teljes teriiletéhez viszonyitott mennyiségét Adobe Photoshop és Scion
image szoftverek felhasznalasaval vizsgaltuk. Ilyen moédon metszetenként 400X nagyitasban
10-15 glomerulus mezangialis matrix tartalmat mértiik le, melyekbdl atlagot szamoltunk.

A Masson festés sordan kéken festddd fibrotikus szovet teljes teriilethez viszonyitott
aranyat 200X nagyitasu képeken elemeztiik Adobe Photoshop és Scion image szoftverek

segitségével.
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4.5 Immunhisztokémia

A -80°C-on tarolt, 5 um vastag fagyasztott vesemetszeteket kiolvasztottuk, majd
nedves kamraban, szobahdmérsékleten, 60 percig inkubaltuk foszfat pufferolt séoldatban
(PBS) higitott primer ellenanyaggal (mouse anti aSMA, 1:100, Santa Cruz Biotechnology
Inc., Texas, USA). A metszeteket 10 percig mostuk PBS-el, majd 30 percig jeloltiik a
fluoroforral konjugalt masodlagos ellenanyaggal (Alexa 488 anti-mouse, 1:100 higitasban,
Invitrogen, Life Technologies, Budapest, Magyarorszag). 10 percig mostuk desztillalt vizben
¢és a sejtmagokat Hoechst 33342-vel festettiik meg (1:1000, Invitrogen, Life Technologies,
Budapest, Magyarorszag). A metszeteket szaradas utan Vectashield Mounting Mediummal
(Vector Labs., Biomarker Kft., Budapest, Hungary) fixaltuk, feddlemezzel lefedtiik, majd az
aSMA renalis lokalizacidjat konfokalis mikroszkoppal (Carl Zeiss Gmbh., Jena,
Németorszag) 63X-0s objektivvel vizsgaltuk.

4.6 Western-blot analizis

Az in vivo allatmodelljeink kapcsan 100 mg veseszovetet hiitott (4°C) lizalo
pufferben: [10 mM tris(hidroximetil)aminometan (TRIS) hidrogénklorid (HCI) (1 M) pH=8,0;
60 mM N-2-hidroxietilpiperazini-N-ctanszulfonsav (Hepes); 100 mM natriumklorid (NaCl);
0,75 mg/l leupeptin; 1 mM/I EDTA; 1mM/I etilénglikol-tetraecetsav (EGTA) (0,5 M); 0,5
mM fenilmetanszulfonil fluorid (PMSF); 0,1 mM ditiotreitol] (Sigma A-drich Kft, Budapest,
Magyarorszag) Fastprep RP120 homogenizatorral homogenizaltuk. A mintdk 6sszfehérje

crcr

koncentraciojat  spektrofotometrias moddszerrel — hataroztuk meg  Bradford-reagens

A fehérjeizolatumot 4x minta pufferben (12,5 mM TRIS-HCI pH=6,7; 4,0 % sz6dium
dodecil szulfat (SDS); ImM EDTA; 15 % glicerol; 0,01 % brémfenolkék) szolubilizaltuk,
majd 10 %-0s SDS-poliakrilamid gélen (BioRad Precast Gel) futtattuk meg. Mintaink mellett
parhuzamosan molekulasuly markert (Precision Plus Protein Standard Dual Color, Bio-Rad
Kft, Budapest, Magyarorszag) futtattunk. A blottolas soran az SDS-poliakrilamid gélrdl a
fehérjéket nitrocelluloz membranra (Bio-Rad Kft, Budapest, Magyarorszag) blottoltuk
(Turbo-blot Turbo Transfer System, Bio-Rad Kft, Budapest, Magyarorszag), TRIS-HCI,
glicin €s metanol tartalmt standard transzfer pufferben. A fehérjetranszfer sikerességét 1 %
Ponceau S (Sigma Aldrich Kft, Budapest, Magyarorszag), 25 % ecetsav (Reanal Kft,
Budapest, Magyarorszag) tartalmu festékkeverékkel ellendriztiik.
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Ezutan a blottmembrant szobahdmérsékleten, 1 6ran keresztiil blokkol6 oldatban (5 %
zsirmentes tejpor, 1X PBS puffer) inkubaltuk. Blokkolas utdin a membrant moso oldatban (1
% zsirmentes tejpor, 0,1 % Tween20 detergens, 1X PBS puffer) szobahémérsékleten, egy orat
inkubaltuk az elsédleges specifikus ellenanyaggal mouse aSMA 1:2000 (Santa Cruz
Biotechnology Inc., Texas, USA) higitasban. 4 x 15 perc mosast kdvetéen a masodlagos,
torma-peroxidazzal konjugalt ellenanyaggal goat anti-mouse 1:2000 (Santa Cruz
Biotechnology Inc., Texas, USA) a membranokat 30 percig inkubaltuk, szobahOmérsékleten,
majd tovabbi mosasokkal (4 x 15 perc) tavolitottuk el a feleslegben kotott ellenanyagot. Az
ellenanyagot megkotott helyek kemilumineszcens szignaljat ECL plus reagenssel (GE
Healthcare Hungary, Budapest, Magyarorszag), VersaDoc 5000 MP (Bio-Rad Kft, Budapest,
Magyarorszag) géldokumentacios rendszerrel detektaltuk és Quantity One szoftverrel

denzitometraltuk.

4.7 Statisztikai értékelés

A statisztikai elemzést GraphPad statisztikai programmal végeztiik, az eredményeket
atlag = SD adtuk meg. Statisztikailag szignifikansnak a p<0,05 értéket tekintettiik.

A hisztologiai eredményeket Kruskal-Wallis és Dunns féle post-hoc teszttel
hasonlitottuk 6ssze.A kiilonb6zd csoportok vérnyomas és a kiilonbozd fehérjék mennyiségét

ANOVA teszttel hasonlitottuk 6ssze Newman-Keuls post-hoc teszttel kiegészitve.
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5. Eredmények

5.1 Vérnyomas adatok

A RAAS gatlok dozisait irodalmi adatok és kutatocsoportunk korabbi eredményei
alapjan valasztottuk, ugy, hogy azok ne befolyasoljak az allatok artérias kozépnyomasat. Az
1. Tablazatban lathatd, hogy sem a diabétesz sem a kiilonbozé kezelések nem okoztak

valtozast az allatok artérids kozépnyomas értékeiben.

Kontroll Dla?lg;esz D+Enalapril D+Ramipril D+Lozartan D+Spironolakton D+Eplerenon
Artérias
kozépnyomas 73+ 11 69+ 17 65+x6 7227 74+14 7720 72+12
(Hgmm)

1. Tablazat. Kontroll (K), Diabéteszes (D) és Renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer

(RAAS) gatlokkal kezelt diabéteszes allatok artérias kozépnyomas értékei, n= 6/csoport.
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5.2 Hisztologia

5.2.1 Masson festés

A Massonal festett metszeteken a kontroll allatokban szinte elhanyagolhato
mennyiségll kék festddés figyelhetd meg. A diabéteszes allatok veséjében megjelent a DNP-re
jellemzd hisztoldgiai elvaltozas, a kontroll allatokhoz képest nagyobb mennyiségli Masson
pozitiv teriilet detektalhatd. Az Osszes alkalmazott RAAS gatld hatékonyan mérsékelte a
diabétesz indukalta szoveti karosodast, egyértelmiien csokkent az intersticidlis fibrozis

meértéke.

Tubulointersticialis fibrozis

$33

Vv (Masson +/ Teljes teriilet)

5.abra: Hisztolégia 1. Masson festett vesemetszetek kontroll (K), diabéteszes (D) illetve
enalaprillel, ramiprillel, lozartdnnal, spironolaktonnal vagy eplerenonnal kezelt allatokbol. Kék:
fibrotikus szovet. A diagramm a tubulointersticidlis fibrozis kvantifikalt értékeit mutatja. Objektiv:
20X. Lépték: 100 pm, n=6 / csoport, *** K vs. D p<0,0001; $$$ D vs. RAAS gatlok p<0,0001.
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5.2.2 Mezangialis matrix expanzio

A kontroll perjodsav- Schiff (PAS) festett vesemetszeten tag kapillaris lumen
rajzolodott ki a glomeruluson beliil. Streptozotocin indukalta diabéteszben kialakultak a
szovettani kéarosodasok. A glomeruluson beliilli erds PAS pozitiv régié (plispoklila), a
kapillarisok lumenét 6sszenyomo, kitagult mezangialis matrixot tiikkrozi. Valamennyi RAAS

gatld hatékonyan mérsekelte a diabétesz indukalta a glomerulus karosodésat.
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6.abra: Hisztologia 2. PAS festett vesemetszetek kontroll (K), diabéteszes (D), enalapril, ramipril,
lozartan, spironolakton vagy eplerenon kezelt patkanyokbol. Piispdklila szinnel lathato a PAS pozitiv
régio (fekete nyil). A diagramm a mezangialis matrix expanzié kvantifikalt értékeit mutatja. Objektiv:
40X. Lépték: 50 um. n=6 / csoport, *** K vs. D p<0,0001; ## D vs. Enalapril és Ramipril p<0,01; $$$
D vs. Lozartan, Spironolakton és Eplerenon p<0,0001.
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5.3 Immunhisztokémia

5.3.1 Az aSMA fehérje kifejezédése a glomerulusokban

Immunhisztokémiai modszerrel kovettiik az aSMA lokalizacids valtozasait a vesében.
A kontroll allatok vese glomerulusaban minimalis az aSMA expresszio, foleg az erek kortil
lokalizalodik. Ezzel szemben diabéteszben n6 a fehérje mennyisége. A RAAS gatloval kezelt
allatok glomerulusaiban, valemennyivel kevesebb aSMA festédés volt észlelhetd, de mivel a
modszer nem alkalmas mennyiségi meghatarozasra, ezért a késobbiekben a renalis aSMA

valtozasat Western blottal hataroztuk azt meg.

Kontroll Diabétesz (D) D + Enalapril D + Ramipril

-
3

D + Lozartan D + Spironolakton D + Eplerenon

| =

7. abra: Immunhisztokémia 1. Kontroll (K), diabéteszes (D), enalaprillal, ramiprillel, lozartannal,
spironolaktonnal vagy eplerenonnal kezelt diabéteszes allatok glomerulusainak reprezentativ
immunhisztokémiai képe. Objektiv: 63X. Lépték: 20 um. Kék: sejtmag; Zold: a —simaizom aktin
(aSMA).
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5.3.2 Az aSMA fehérje kifejezédése a tubulusokban

A kontroll allatbol szarmazd vesemetszeten szintén minimalis az aSMA mennyisége a
tubulusokban. Diabéteszben megjelenik a tubulusok faldban, valamint erésebb festddés
¢szlelhetd az intersticialis térben. A RAAS gatlo kezelések esetében az aSMA festddés

kevésbé intenziv.

Kontroll Diabétesz (D) D + Enalapril D + Ramipril

D + Lozartan D + Spironolakton D + Eplerenon
Fr

8.abra: Immunhisztokémia 2. Kontroll (K), diabéteszes (D), enalaprillal, ramiprillel, lozartannal,
spironolaktonnal vagy eplerenonnal kezelt diabéteszes allatok tubulusainak reprezentativ
immunhisztokémiai képe. Objektiv: 63X. Lépték: 20 um. Kék: sejtmag; Zold: a —simaizom aktin
(aSMA).
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5.4 Western-blot analizis

A szovettani vizsgalatok alapjan diabétesz hatdsara a DNP-re jellemzd fibrotikus
atalakulasok indulnak be a vesében, valamint immunhisztokémidval kimutattuk az aSMA
jelenlétét DM-ben. A fehérje mennyiségi valtozasat Western-blot analizissel kvantifikaltuk.
Az aSMA szintje a kontrollhoz képest megemelkedik diabéteszben, a RAAS gatld kezelések

hatékonyan csokkentik az aSMA fehérje rendlis mennyiségét (9.4bra).

400- O o e -

*k*k

300-

58
200-

100-

aSMA / Ponceau S / Belsé Kontroll

9.abra: A renalis a-simaizom aktin (aSMA) fehérje mennyiségi valtozasa. Kontroll (K),
diabéteszes (D) és enalaprillal, ramiprillel, lozartannal, spironolaktonnal vagy eplerenonnal
kezelt patkanyokbol szarmazé mintakban. Diabéteszben megemelkedett az aSMA fehérje
mennyisége, amely mennyiségét minden RAAS gatld hatékonyan csokkentette. n=6/ csoport, *** K
vs. D p<0,0001; $$$ D vs. RAAS gatlok p<0,0001.

24



6. Megbeszélés

A DNP a végs6 stadiumu veseelégtelenségek f6 okozoja [90]. Jelentds életmodbeli és
¢letmindségbeli valtozdson mennek keresztiil a vesepotlo kezelésre szoruld, végstadiumu
vesebetegek [91]. A betegek személyét érintdé nehézségek mellett, a kronikus vesebetegség
kezelése magas koltségekkel jar, mely jelentds egészségligyi és gazdasagi terhet ro6 a
tarsadalomra [92].

A DNP pontos patomechanizmusa még nem ismert. AZ Amerikai Diabétesz Tarsasag
(ADA), a magyarorszagi ajanlasok és az Eurdpai Diabétesz Szovetség szerint a RAAS gatlok
kombinalt terapias alkalmazasa, pontosabban ACE gatlok és ARB alkalmazasa DNP-ben a
javasolt és a jelenleg legelfogadottabb kezelési lehetdség [93-95].

Kisérleteinkben monoterapidban alkalmaztuk az egyes RAAS gatlokat, melyek
kezelési dozisait egyrészt irodalmi adatok, masrészt pedig korabbi kisérleti eredményeink
alapjan hataroztuk meg. Az alkalmazott RAAS gatlok mennyiségét, olyan mddon allitottuk
be, hogy az a kisérleti allataink vérnyomasat ne csokkentsék, azaz egy non-presszor dozist
hataroztunk meg. Ezaltal a RAAS gatlok potencialis renoprotektiv tulajdonsagat
vérnyomascsoOkkentd hatdsuktdl fliggetlen tudtuk vizsgalni a diabétesz indukalta
vesekarosodas modelljében. A PAS illetve Masson festett metszetek egyértelmiien mutatjak,
hogy 1-es tipusi DM soran a vese szoveti strukturaja karosodik. A PAS festett
vesemetszeteken megfigyelheté a glomerularis mezangium kiterjedése, amely besziikiti a
kapillarisok lumenét ezzel a filtraci6 hatékonysagat rontja. A perjdédsav-Schiff festék a szoveti
sériilés helyén kicsapodo glikogént mély lila szinfire festi. Az intersticialis fibrozis mértékét
Masson festett metszeteken értékeltiik. A Masson festék kék szintire festi a fibrotikus szoveti
teriiletet. Masson pozitiv régié normoxias vesében a behal6z6 nagyobb erek falaban
figyelheté meg, viszont diabéteszben az intersticialis térben megemelkedik a fibrotikus szovet
aranya. A RAAS gatlo szerek effektiven mérsékelték mind az intersticialis fibrézis, mind a
mezangialis matrix expanziojanak mértékeét.

Eredményeink azt bizonyitjak, hogy a kiilonb6z6 RAAS gatlok hatékonyak az 1-es
tipusi DM indukalta veseszovet karosoddsdnak megelézésében, tovabba, ezt a jotékony
hatasukat monoterapiaban is kifejtik.

Az irodalom szerint a szdveti fibrozis és az EMT egyik legjobban mérheté markere az
aSMA fehérje. Ez egy 42 kDa-0s protein, mely a sejtek citoszkeletonjanak formazasaban vesz
részt. Az EMT-n keresztiilmend epitelialis sejtek DNP-ben de novo aSMA-t termelnek [96].

25



A kontroll allatok veséjébdl késziilt reprezentativ mintakon az aSMA csak a glomerulusok
faldban volt észlelhetd, diabéteszben a glomerulusok belsd részeiben is megjelenik. A
vesetubulusok esetében pedig megfigyeltiik, hogy az aSMA fehérje megjelent a tubulusok
kozotti térben. A monoterdpiaban alkalmazott RAAS gatlok hatasara az aSMA szignalja
gyengiilt. Mivel a vizualizacios technikak nem alkalmasak mennyiségi analizisre, ezért az
aSMA fehérje mennyiségi valtozasait Western-blottal hataroztuk meg az egyes kezelési
csoportok kozott. A szdmszerlsitett eredmények igazoljak a szOvettani vizsgéalatok
eredményeit, az Osszes RAAS gatlo hatékonyan csokkentette az aSMA fehérje renalis
megjelenését.

Eredményeinkre alapozva kovetkeztethetiink arra, hogy az EMT folyamata szerepet
jatszhat DNP kialakulasaban, melynek specifikus gatlasa terapids tdmpont lehet a jovében
valamint kimondhatjuk, hogy a RAAS gatlok renoprotektiv hatast fejthetnek ki DNP-ban,

részben az EMT kivédésén keresztiil.
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7. Osszefoglalas

A DM egy Osszetett anyagcsere betegség, amely hosszutavon, a makro- és
mikrovaszkularis szovodményeket is okoz, melyek a vese funkcionalis és strukturalis épségét
negativan befolyasoljak. A kronikus veseelégtelenség a DNP egyik vezetd oka €s vilagszerte
egyre tobb ember szenved téle. Kronikus veseelégtelenség kezelésére napjainkban két
lehetdség van: a vese dializis €s a vese transzplantacid. Mindkét kezelés rendkiviil nagy terhet
r6 a betegekre, hiszen ¢letiik a kezelés koré korlatozodik. Ezen kiviil a probléma nagyban
érinti az egészségligyet és a gazdasagot is. Jelenleg a DNP kezelése nem megoldott, pontos
patogenezise nem ismert.

Ismert, hogy DNP-ben a RAAS rendszer fokozott aktivitast, ami az EMT folyamatan
keresztiil jarulhat hozza a vese fibrotikus atalakulasahoz, végsGsoron a nefropatiahoz. Jelenleg
a nemzetkdzi és hazai orvosi ajanlasok a RAAS gatlok kombinacidjanak szedését javasoljak a
DNP kezelésére. Kisérleteink célja az volt, hogy vizsgaljuk a RAAS gatlok monoterapiaban
torténd alkalmazasanak lehet6ségét a 1-es tipusi DM indukélta vesekarosodas
allatmodelljében.

Eldszor vizsgaltuk a vese szoveti allapotdnak valtozasat, az intersSticialis fibrozis
mértékének és a mezangialis matrix expanzidjanak meghatarozasaval, RAAS gatlo kezelést
kovetden, Masson és PAS festett metszeteken. Mésodszor vizsgaltuk az EMT markerének, az
aSMA-nak a glomerularis és tubularis lokalizacios valtozéasait. Harmadszor pedig Western-
blot analizis segitségével szamszerlsitettiik az aSMA fehérje expresszios valtozasait az egyes
kezelési csoportok kozott.  Szdvettani vizsgélataink bizonyitottdk, hogy az 1-es tipusi DM
hatasara megindul a vesék strukturdlis és funkcionalis kadrosodasa. Ezt a kdrosodast a RAAS
gatlok monoterdpidban mérsékelték. Az immunhisztokémiai vizsgalatok ramutattak arra, hogy
DM-ben a glomerulusokban megjelenik az aSMA fehérje, RAAS gatlas hatasara pedig
gyengeébb jeleket kaptunk. DM-ben az aSMA megjelenik a tubulusok faldban és a tubulusok
kozti térben, ezt a RAAS gatld kezelések szintén hatékonyan mérsékelték. A molekularis
bioldgiai analizis pedig megerdsitette a szovettani vizsgalatok eredményét, a RAAS gatlok
mérsékelték a kezelt allatok veséjében az aSMA expressziojat.

Eredményeink arra mutatnak ra, hogy az EMT folyamata szerepet jatszhat DNP
kialakulasaban, amely gatlasa hatékony terapias tampont lehet a jovében, valamint a RAAS

gatlo kezelések részben az EMT gatlasan keresztiil fejthetik ki renoprotektiv hatasukat.
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Szeretném megkoszonni Tulassay Tivadar professzor urnak ¢és Dr. Vannay
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