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Bevezetés

Kronikus vesebetegségnek nevezziik, ha a vesék szerkezete vagy funkcidja
olyan mértékben karosodik, hogy ez az egészségi allapotra hatassal van, és a karosodas
legalabb harom honapja fennall. A vesefunkcidt leginkabb a vesék filtracios
kapacitasaval jellemezhetjik (glomeruléris filtracids rata — GFR), melyet az endogén
kreatinin Kivalasztas segitségével hatarozhatunk meg. Az an. becsilt glomerularis
filtracios rata (meghatarozott egyenletekkel szamolhato bGFR) alapjan a kronikus
vesebetegséget ot stadiumra oszthatjuk: 1. stadium (bGFR > 90 ml/min/1,73m?), 2.
stadium (bGFR 60 és 89 ml/min/1,73m? kozétt), 3. stddium (bGFR 30 és 59
ml/min/1,73m? kozott), 4. stadium (bGFR 15 és 29 ml/min/1,73m? kozott) és az 5.
stadium (bGFR <15 ml/min/1,73m?).

A kronikus vesebetegség eldforduldsa évrdl évre novekszik, jelenleg a globalis
prevalencidja eléri a 13,4%-ot (6sszes stadium), illetve a 10,6%-ot (3-5. stddiumok).
Foldrajzi régionként vizsgalva, a kronikus vesebetegség eléfordulasa Europdban a
legmagasabb. Ezek az adatok alatamasztjak, hogy az utdbbi években a krénikus
vesebetegség jelentds globalis egészségiigyi és gazdasagi problémava valt. fgy nétt az
igeny a kronikus vesebetegség kialakulasanak tanulmanyozasara, mely hosszatavu célja
Uj terdpids utak talalasa a betegség progressziojanak lassitdsara, vagy akar az idult
veseelégtelenség kezelésére.

Bar el6fordul monogénes betegseégek altal okozott kronikus vesebetegség is, a
kronikus vesebetegség kialakulasaban legtobbszor Osszetett genetikai és kornyezeti
hatadsok, folyamatok jatszanak szerepet. A két leggyakoribb ok, mely a krénikus
vesebetegség hatterében allhat, a cukorbetegség és a magas vérnyomas, de a hiperteziv
és diabéteszes nephropathia hatterében is szerepet jatszanak o6rokl6dé tényezok. Az
ilyen komplex betegségek —mint a kronikus vesebetegség— genetikai hatterének
megismerésére alkalmas vizsgadlomddszer a teljes genomra kiterjed0 asszocidcios
vizsgalat (genome-wide association study, GWAS). A GWAS vizsgalatok soran a
human genomban taladlhaté genetikai variansok és az adott fenotipus kozotti
kapcsolatokat vizsgaljak. A vizsgalando populécidt két csoportra osztjak: egy bizonyos
tulajdonsaggal vagy betegséggel rendelkezd egyéneket hasonlitanak 6ssze egy kontroll
csoporttal, ahol az adott tulajdonsag nincs jelen (pl. kronikus vesebeteg populacié vs.

nem vesebeteg populacid). Ha egy varians (single nucleotide polymorphism, [SNP])



eléfordulasa gyakoribb abban a csoportban, amiben a betegek szerepelnek, azt
mondhatjuk, hogy a SNP 0Osszefliggésbe hozhatd a vizsgalt betegséggel. A teljes
genomra kiterjedd asszociacios vizsgalatok fontos eszkozei a genetikai variansok és a
kronikus vesebetegség kozti dsszefuggeések leirdsara, ugyanakkor tovabbi funkcionalis
vizsgélatok szliksegesek ahhoz, hogy feltarjuk a valéban funkciondlisan is fontos
polimorfizmusokat.

A legtobb betegségkockazattal dsszefiiggd SNP a nem-kodold6 DNS szakaszban
helyezkedik el, ezért a betegségek kialakuldsdban betoltott szerepiikrél még keveset
tudunk. A betegségekkel dsszefliggd genetikai variansok fontos transzkripcios faktorok
bekotddését zavarhatjdk meg, ezaltal befolyasolva a kdrnyezd gének mindségi vagy
mennyiségi expresszidjat. Azokat a polimorfizmusokat, melyek befolyasoljak a gének
expresszidjanak mértékét, mennyiségi tulajdonsdgokat meghatarozd Idkuszoknak,
eQTL-nek nevezziik (,,expression quantitative trait loci”’). A genetikai variansok ¢€s a
transzkriptom egyidejii analizise olyan SNP-ket tarhat fel, melyek ilyen eQTL
I6kuszokkeént viselkednek.

A funkcionélis genomika, mint tudomany, a genom dinamikus tulajdonsagait,
szerepét probalja megismerni, vizsgalja pl. a transzkripcio, transzlacid, génexpresszio
szabalyozasanak folyamatat és a fehérjek kozti kapcsolatokat. A tudomanyag egyik
fontos célja, hogy megismerje a nem-kddol6 DNS szakasz funkcidit, ahol a legtobb
betegségkockazattal 6sszefliggd polimorfizmus is megtalalhato. A Ph.D. munka célja az
volt, hogy rendszerbiologiai moddszerek segitségével feltérképezze a kronikus
vesebetegség rizikojaval Osszefiiggd lokuszok koriili gének expresszidjat normal és
beteg human vesemintadkban, és ezaltal azonosithassunk a krénikus vesebetegség

kialakuldsaban potencialisan szerepet jatsz6 géneket. (1. bra)
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1. dbra: Kroénikus vesebetegség vizsgalatanak kiilonboz6 kutatomodszerei

A teljes genomra kiterjedé asszociacios vizsgalat (GWAS) a genetikai variansok (SNP) és a
betegség/paraméter kdzotti kapcsolatot vizsgalja. Az eQTL (expression guantitative trait loci)
analizis a genetikai variansok és transzkriptek mennyisége kozotti kapcsolatot vizsgalja. A
krénikus vesebetegség kockazataval jaré l6kuszok koruli transzkript szintek és a vesefunkcid
kapcsolatat a funkcionalis genomika segitségével vizsgalhatjuk. CRAT: kronikus vesebetegség

riziké-asszocialt transzkript (CKD risk associated transcript)



Célkituzések

Hipotézisink szerint a vesebetegség rizik6-asszocialt polimorfizmusok
befolyasoljak a kornyezd gének expresszidjat a vesében. A Ph.D. munkaban
feltérképeztem ezen gének expressziojat normal és beteg huméan vesemintakban.
Funkciondlis genomikai és rendszerbioldgiai modszerekkel vizsgéltam ezen

transzkriptek szdvetspecifikus expressziojat, €s azok kapcsolatat a vesefunkcidval.

A Ph.D. munka célja:

1. Olyan gének keresése, melyek szerepet jatszhatnak a krénikus vesebetegség

kialakulasaban

2. A vesefunkcio hanyatlasaval osszefiiggd fehérje-halozatok feltardsa, mely tovabbi
vizsgalatok alapja lehet



Modszerek

Human vesemintak

A human vesemintak sebészi nephrectomia, illetve diagnosztikus vesebiopszia
fel nem hasznalt részébdl szarmaztak. A vesemintdknak csak a normal (tumormentes)
részét hasznaltuk fel a vizsgélatokban. A hozzatartozd klinikai adatokat olyan egyén
gyljtotte, aki a vizsgalatban egyébként nem vett részt. Mikroszkop segitségével a
veseszdvetet  mikro-disszekciés  modszerrel  szétvalasztottuk  glomerulus-  és
tubulusmintakra. Finom csipeszek segitségével a glomerulusokat eltavolitottuk, és
kiilon dolgoztuk fel. A veseminta visszamaradt részét neveztiik ,,tubulusmintanak”. A
génexpresszio vizsgalatara 95 tubulus, 51 glumerulusmintabol izolaltunk RNS-t
(ribonukleinsav), tovabba 41 tubulusmintat validalasra hasznaltunk fel. A vesemintak

valtozatos populaciébdl szarmaztak.

Mintak feldolgozasa és az adatok analizise

A szétvalasztott szovetet homogenizaltuk, és az RNS mintdkat az RNAeasy
izolalé oszlopok segitségével készitettlk el, a gyartd utasitasai szerint (Qiagen,
Valencia, CA, USA). Csak a degradacio jeleit nem mutaté RNS mintakat hasznaltuk fel.

A mintak génexpresszids profiljat az Affymetrix U133A microarray és a
GeneSpring GX program segitségevel elemeztiik (Agilent Technologies). Tovabba
QRT-PCR (quantitative real time polymerase chain reaction) vizsgalatot hasznaltunk
validalas, valamint az eQTL analizis soran. Az eQTL analizishez a mintak
genotipizalasat DNS izolalas utan TagMan probakkal végeztik. A gének expresszidjat
RNS-szekvenalas segitségével is vizsgaltuk egészséges vesékbdl szarmazod
biopsziamintdkban (n=2). Immunhisztokémiat alkalmaztunk az expresszids valtozasok

kdvetésére fehérje szinten.

Bioinformatikai modszerek

Halozati elemzéseket végeztink (DAVID Bioinformatics Resources, Ingenuity
Network Analysis) és kiillonb6z6 nyilvanosan elérhetd adatbazisok adatait is
feldolgoztuk, mint a Human Protein Atlas, Illumina Body Map és a National Institute of
Health eQTL keresdje.



Hasznalt statisztikai modszerek

Statisztikai analiziseink sordn a demografiai, klinikai €és hisztopatoldgiai
paraméterek (mint a kor, BMI (body mass index), vércukorszint, vérnyomas (szisztolés
és diasztolés), szérum kreatinin, szérum karbamid, szérum albumin, glomerulosclerosis
és az intersticialis fibrozis aranya) valamint a becstilt glomerularis filtracios rata (0GFR)
kozotti  Osszefuggések leirdsara Pearson vagy Spearman korrelacidés analizist
alkalmaztunk a D'Agostino-Pearson normalitas vizsgalat eredményétdl fiiggden. A
korrelacio szignifikancia szintjét kétoldali probaval széamitottuk ki (alpha=0,05). A
genotipizalt mintak  génexpresszidjanak  0sszehasonlitdsdhoz  (eQTL-analizis)
egyszempontos varianciaanalizist (ANOVA) és Student-féle t-tesztet alkalmaztunk. A
statisztikai analiziseket a Prism 6 programmal végeztik (GraphPad, La Jolla, CA,
USA).

A microarray adatok statisztikai feldolgozasahoz a GeneSpring GX programot
hasznaltuk. A génexpresszid és a bGFR kozotti 6sszefliggéseket Pearson korrelacios

teszttel vizsgaltuk, Benjamini-Hochberg korrekci6 alkalmazasaval (p-érték: 0,05).



Eredmények

A kronikus vesebetegség riziko-asszocialt transzkriptek meghatarozasa

A Kkronikus vesebetegség rizikd-asszocialt transzkriptek meghatarozasahoz
attekintettiik az irodalomban addig megjelent teljes genomra Kiterjedé asszociacios
vizsgalatokat, melyekben a kronikus vesebetegséggel Osszefliggd genetikai varidnsokat
irtak le. Keresésunk eredményeként 10 olyan tanulmanyt taldltunk, melyben a
polimorfizmusok a bGFR-val (szérum kreatinin vagy cisztatin C alapjan szamitva) vagy
a vesebetegség jelenlétével mutatott Osszefiiggést. A kodolod régidban elhelyezkedd
vagy a megfelel szignifikancia szintet el nem éré (p > 5 x 10®) polimorfizmusokat
kizartuk a tovabbi vizsgalatbol. Végul 44 ,,jel6l6” (,tagging”) SNP-t talaltunk, melyek
megfeleltek a kritériumoknak. A legtdbb publikacié nem tett kiilénbséget a hipertenziv
és a diabeteszes nephropathia kozott, ugyanakkor harom vizsgalt SNP csak a
diabeteszes nephropathiaval mutatott 6sszefliggést, ezért ezeket kulon is vizsgaltuk.

Hipotézisiink szerint a vesebetegség riziko-asszocialt polimorfizmusok hatassal
lehetnak egyes transzkripcios faktorok kotddésére, és ezzel befolyasolhatjak a kornyezd
gének expresszidjat a vesében. Korabbi adatok szerint a géneket szabalyozé régidk
(promoterek, génerdsitd, illetve -csendesité régiok) nagy része (70-80%) a genekhez
kozel, 250 kilobazisparon belili DNS szakaszon helyezkednek el. A polimorfizmusok
korll egy 500 kilobazis par hosszu ablakot hasznalva 6sszesen 306 gént talaltunk a 44
kronikus vesebetegség rizikd-asszocialt SNP-k korul. Egy polimorfizmus koril
(rs12437854) nem volt gén ebben a tavolsagban, igy a tovabbiakban 43 I6kuszt
vizsgaltunk. Ezt a 306 gént ,,kronikus vesebetegség rizikd-asszocialt transzkripteknek”

(,,CKD risk-associated transcripts” — CRAT) neveztik el.

CRAT gének vesespecifikus expresszidjanak vizsgalata

El6szor azt vizsgaltuk, hogy ezek a transzkriptek expresszalodnak-e a vesében.
Feltételeztiik, hogy ha ezek az a4n. CRAT transzkriptek szerepet jatszanak a vesék
mikodésében, akkor expresszalodniuk kell a vesében. RNS szekvenalas segitségével
meghataroztuk ezeknek a géneknek az expressziojat normal, egészseges
tubulusmintakban (n=2). A vizsgéalt gének 41%-a erés, 32%-a kdzepes, 21%-a alacsony

kifejez6dést mutatott, mig csak 6%-uk nem expresszalodott normal tubulusmintakban.



Osszegezve, a kronikus vesebetegség riziké-asszocialt polimorfizmusok kornyezetében
talalhatd gének nagy reésze (94%; 287 a 306-bol) expresszalodott a vesében.
Eredményeink megerdsitésére nyilvanosan elérhetd adatbazisokat hasznaltunk, hogy
megvizsgaljuk a CRAT transzkriptek vesespecifikus kifejezédését. Ugynevezett gén
ontoldgiai analizist végeztunk (david.abcc.ncifcrf.gov), mely a CRAT gének specifikus
és szignifikans jelenlétét igazolta a vesében (p=0,0082) és a fehérvérsejtekben
(p=0,0014). Tovabba 06sszehasonlitottuk a CRAT gének expresszigjat 16 kiilonb6zo
szovet RNS szekvenaléds eredményei alapjan (lllumina Body Map, www.ebi.ac.uk). Az
adatbazis megerdsitette a CRAT gének vesespecifikus expresszidjat. Osszefoglalva, a
CRAT gének erbs expressziot mutattak a vesében és a fehérvérsejtekben, mely jelezheti

ezeknek a sejteknek a szerepét akar a vesebetegség kialakulasaban is.

CRAT gének expresszidjanak feltérképezése human vesemintakban

Hipotézisink szerint a funkcionalisan fontos CRAT gének nemcsak
kifejez6dnek a vesében vagy a fehérvérsejtekben, de kifejezddésiik valtozik is a
vesebetegség megjelenésével. Ennek vizsgalatira megvizsgéltuk ezen gének
expresszidjat ~ mikro-disszekcioval ~ szétvélasztott  glomerulus-  (n=51) és
tubulusmintakban (n=95). A transzkriptek analizisehez Affymetrix U133v2 microarray
chipeket hasznaltunk, melyen a vizsgalando gének kozil 226 ,,prob a’-jeldlés szerepelt,
igy az eredeti 306 génbdl 226-0t tudtunk vizsgalni ezekben a mintékban.

Korrelacié analizis (Pearson) soran glomerulusokban 34 CRAT gén expresszidja
mutatott szignifikans 6sszefliggést a bGFR-val, mint folyamatos véaltozoval (p<0,05).
Benjamini-Hochberg korrekciot kovetden hét transzkript esetében maradt szignifikans
ez az osszefuggés. Tobb, a GWAS vizsgalatok sordn nem emlitett, Uj gén expresszidja
is szignifikans dsszefuiggést mutatott a vesefunkcioval. Példaul a FAMA47E (Family with
sequence similarity 47, member E), PLXDC1 (Plexin domain-containing 1), VEGFA
(Vascular endothelial growth factor A) és MAGI2 (Membrane-associated guanylate
kinase 2) expresszitja is korrelalt a vesefunkcioval. Erdekes modon, a FAMATE,
PLXDC1 és MAGI2 géneket korabban nem jelolték a GWAS vizsgalatok soran, mint
lehetséges polimorfizmus koriili ,,cél-géneket”. Osszefoglalva, az analizis megmutatta,

hogy szdmos CRAT expresszidja korrelal a vesefunkcidval glomerulusmintakban.



Hasonldan, tubulusmintakban is vizsgaltuk a gének expresszidja és a bGFR
kozotti Osszefuggést. Pearson-féle korrelacios teszt 92 transzkript esetében mutatott
szignifikdns 0Osszefliggést a vesefunkcioval (p<0,05). Benjamini-Hochberg-féle
korrekcid utan 70 gén esetében maradt szignifikans ez az dsszefliggés. A tubulusok
funkci6jaban fontos csatorndkat kodold gének expresszidja erds korrelaciot mutatott a
vesefunkcidval. Peldaul a SLC34A1 (Solute carrier family 34, member 1) expresszidja,
ami a kettes tipusu natrium/foszfat transzportert kddolja, valamint a SLC7A9 (Solute
Carrier Family 7 Member 9) expresszidja, ami egy aminosav transzporter konnyi lancat
kodolja, erdsen korrelalt a vesefunkcid valtozasaival (R=0,61 ¢és R=0,59). A
transzportereken tal mas gének expresszidja is erésen korrelalt a vesefunkcidval
tubulusmintakban, mint példaul az ACSM5 (Acyl-CoA synthetase medium chain family
member 5), ami egy metabolizmusban szerepet jatsz6 enzimet kdédol. Az ACSM5
fehérje szinten is erds kifejezodést mutatott a vesetubulusokban.

Kiils6 validalasként egy 41 tubulusmintabol szarmazo6 transzkript-profil
adatbazist hasznaltunk. Ez a 41 tubulusminta nem egyezett meg az eredeti 95
tubulusmintaval. Bar ez az adatbazis kevesebb mintabol készult és sziikebb bGFR
tartoméany tartozott hozza, 51 CRAT esetében ebben az adatbazisban is szignifikéans
korrelaciot talaltunk a vesefunkcioval, kiemelve ezen gének fontossagat.

Osszefoglalva, a génexpresszio és a vesefunkcid kapcsolatanak vizsgalata

szamos CRAT génre hivta fel a figyelmet, mely tovabbi vizsgalatok alapja lehet.

A ,, UMOD-Iokusz” és mds kronikus vesebetegség riziko-asszocialt 10kuszok koruli
gének expresszidja

Az irodalomban a vesebetegségek vizsgéalatdban kiemelkedd szerepet kapd gén
az uromodulin (UMOD), ezért az egyik leginkabb vizsgalt I6kusz a 16. kromoszoman
elhelyezked6 un. ,,UMOD-lokusz” (rs12917707, 1s4293393 ¢és rs11864909). Az
uromodulin expresszids valtozasait ezert mi is kilon vizsgaltuk. Az UMOD geén a
human vizeletben egyik leggyakoribb fehérjét, az uromodulint, vagy mas néven Tamm-
Horsfall fehérjét kddolja. Azt taldltuk, hogy tubulusmintdkban az UMOD erésen
korrelalt a vesefunkcidval (korrigalt p=6,09 x 10). Immunhisztokémiai vizsgalatot

10



végeztiink a gyenge ¢és az er6és UMOD transzkript expressziot mutatd mintakon, ami
megerdsitette, hogy a transzkript szintek valtozasai fehérje szinten is észlelhetok.

Az UMOD gén fontossaga a kronikus vesebetegég kialakulasdban mar korabban
is felmeriilt, ugyanakkor meglepé6 modon nemcsak az UMOD, hanem mas kornyezd
gének is erésen expresszalodtak a vesetubulusokban, €s expresszidjuk korrelalt a
vesefunkcidval. Az ACSM5 és ACSM2A/B is erdsen kifejezédnek a vesetubulusokban.
Az lllumina Body Map RNS-szekvenalason alapuld adata is megerGsitette ezen
transzkriptek erds kifejezddését a vesében. Korreldcios analizis sordn az UMOD,
ACSM5 és ACSM2A/2B expresszidja erds Osszefliggést mutatott a vesefunkcio
valtozasaival. Ezen gének microarray chip segitségével mért expresszios valtozasait
QRT-PCR segitségével is validaltuk. Immunhisztokémiai vizsgalatot végeztiink a
gyenge és az er6s ACSM2A/2B transzkript expressziot mutatd mintdkon, és az
expresszids valtozasokat fehérje szinten is kimutattuk. Az ACSM5 és ACSM2A/2B
gének harom enzimet kodolnak, melyek a zsirsav-oxidacidban vesznek részt. Annak
ellenére, hogy ezek a gének erésen kifejezddnek a vesében ¢és expresszidjuk a
vesefunkcioval is Osszefiiggést mutat, mégsem emlitették Oket a GWAS vizsgalatok
soran, mint lehetséges ,,cél-gének”. Eredményeink arra utalnak, hogy ezeknek a
géneknek is fontos funkciojuk lehet a vesében.

Azt is vizsgaltuk, hogy mas lokuszok kordl is hasonléan tobb gén expresszidja
valtozik a vesefunkcidval, vagy csak egy gén esetében latjuk az Osszefliggést. Azt
talaltuk, hogy 23 SNP esetében (a vizsgalt 43 10kusz koziil) tobb koérnyezd gén
expresszidja is 0sszefliggott a vesefunkcioval, ami azt is jelentheti, hogy ezen gének

szabalyozasa egymassal dsszefligg.

eQTL-analizis

A vesefunkcidval 6sszefiiggésbe hozhatd polimorfizmusok befolyasolhatjak a
kornyezé gének expresszidjat. Kiilonbozé szovetekben végzett eQTL-vizsgalatok
eredményei gyakran mutatnak atfedést, ezért megvizsgaltuk, hogy a kronikus
vesebetegseg riziko-asszocidlt SNP-k befolyasoljak-¢ a kornyezé gének expressziojat
(cis-eQTL analizis, 1 Megabazispar tavolsagban) kiilonb6z6 adatbazisokban, ahol a
genotipusok és a génexpresszids adatok elérhetdek. 4 SNP a korabban meghatarozott 44

,.jeld16” SNP koziil, illetve 16 SNP a kapcsolt régiobol (linkage disequilibrium: r2> 0,8)
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mennyiségi tulajdonsagot meghatarozd Idkuszkent viselkedett 11 transzkript esetében
(p<0,05). Ezek koziil az egyik transzkript, a CLTB (Clathrin, light chain B) szignifikans
korrelaciot mutatott a bGFR-val glomerulusokban (p=0,016). Egy masik transzkript, a
CERS2 (ceramide synthase 2) expresszidja is erésen korrelalt a vesefunkcidval
tubulusmintakban (p=1,2 x 10*) kiemelve a gén lehetséges szerepét a kronikus
vesebetegseg kialakulasaban.

Bar a Ph.D. munka f6 része a betegség-progresszié és a génexpresszio
Osszefiiggéseire koncentral, a vesemintak genotipusat is meghataroztuk az rs881858 és
16420094 16kuszokra nézve, hogy megvizsgaljuk ezen 16kuszok hatasait a kdrnyezo
gének expressziojara.

Tubulusmintadkban a VEGFA transzkript szintje alacsonyabb volt azokban a
mintdkban, amelyek homozigétdk voltak a ,,major” (gyakoribb) allélra nézve az
rs881858 lokuszon, Gsszehasonlitva azokkal a mintakkal, ahol a ,,minor” (ritkdbban
elé6forduld) allél volt jelen heterozigéta vagy homozigota formaban (p=0,025). Ez az
Osszefliggés csak egészséges vesemintdkban volt igaz (n=21, bGFR > 85
ml/min/1,73m?). A VEGFA transzkript- és fehérjeszint erds korreliciot mutat a
vesefunkcioval, glomerulus- és tubulusmintakban is. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy az rs881858 polimorfizmus valdszintileg befolyasolja a VEGFA gén expresszidjat,
azonban ez az Osszefliggés vesebetegekbdl szarmazd mintakban mar nem figyelhetd
meg a vesefunkcid és a VEGFA expresszio erds kapcsolata miatt. Az eredmények
alapjan a VEGFA transzkript fontos szerepet jatszhat a kronikus vesebetegség
pathomechanizmusaban.

Tovabba vizsgaltuk az 5. kromoszoman elhelyezked6 rs6420094 polimorfizmus
hatasat a SLC34Al gén expresszidjara. Tubulusmintakban az SLC34ALl expresszidja
magasabb volt azokban a mintdkban, melyek homozigétak voltak a ,,major” (gyakoribb)
allélra nézve az rs6720094 Iokuszon, 6sszehasonlitva azokkal a mintakkal, ahol a
,,minor” (ritkdbban el6forduld) allél volt jelen heterozig6ta vagy homozigéta formaban
(n=18, bGFR > 85 ml/min/1,73m?, p=0,0305).

CRAT gének halozati elemzése

Osszefoglalva, a 226 CRAT gén kozil Gsszesen 104 gén expresszidja mutatott
szignifikans 0Osszefliggést a bGFR-val 39 lokusz koriil —az eredeti 44 16kuszbol.
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Megvizsgaltuk, hogy a vesefunkcioval (glomerulus- és/vagy tubulusmintakban)
Osszefliggest mutatd 104 CRAT gén kapcsolatban allhat-e egymassal és elhelyezhet6ek-
e egy haldzatban. Haldzati elemzést végeztiink kiilon azokon a géneken, melyek pozitiv,
illetve azokon, melyek negativ korrelaciot mutattak a vesefunkcidval.

Azok a gének, melyek transzkriptjei negativ 0Osszefliggést mutattak a
vesefunkcidval (kronikus vesebetegségben emelkedett az expressziojuk), a TNF (tumor
necrosis factor), TGF-B1 (transforming growth factor beta) és a NF-kB/RELA (nuclear
factor kappa B with p65 subunit) szabalyoz6 fehérjék koré csoportosultak. Ennek a
halézatnak a legtébb eleme immunreakcidkban, illetve gyulladasos folyamatok
szabalyozésaban jatszik szerepet. A masik hal6zat elemei (a vesefunkcidval pozitivan
korrelalé transzkriptek) a VEGFA és ERBB2 (Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 2)
molekulak koré csoportosultak. Ezek a fehérjék epitelialis és endotelialis funkcidkban
jatszanak fontos szerepet. Osszefoglalva, haldzati elemzésiink ravilagitott arra, hogy
ezek a gének szabalyozasukban 6sszefligghetnek, illetve az epitelidlis folyamatok
mellett a gyulladasbioldgiai folyamatoknak is nagy szerep juthat a krénikus

vesebetegseg kialakulasaban.

A diabéteszes nephropathidaval dsszefiiggd lokuszok koriili gének expressziojanak
vizsgalata

Kilon megvizsgaltuk a diabeteszes nephropathia riziké-asszociélt 16kuszok
(rs12437854, rs7583877 és rs1617640) koruli gének expresszidjat, és azok
Osszefliggeseit a vesefunkcidval olyan glomerulus- és tubulusmintdkban, melyek
egészséges, illetve diabeteszes vesebetegséggel rendelkezé egyénekbdl szarmaztak. Az
analizisbél igy kizartuk azokat a mintakat, melyeknél hipertenziv vesebetegség volt a
vesefunkcidcsokkenes oka, és ezzel 42 glomerulus- és 76 tubulusmintaban vizsgaltuk a
diabeteszes nephropathia riziko-asszocialt SNP-k korlli gének expresszidjat. Az
eredmények kiemelték, hogy a glomerulusokban a PCOLCE (Procollagen C-
endopeptidase enhancer), mig tubulusokban a TRIP6 (Thyroid hormone receptor
interactor 6) gén expresszidja korrelalt a vesefunkcioval.

Emellett vizsgaltuk az rs1326934 Ilokusz koruli gének expressziojat.
Munkacsoportunk egy tobbfazisu teljes genomra kiterjedd asszociacios vizsgalatban
Osszefiiggést talalt az rs1326934 I6kusz és a diabeteszes nephropathia jelenléte kozott,
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1-es tipust cukorbetegségben (Il. publikacid). Ezen GWAS vizsgalat felfedezd, elsé
fazisaban a vizsgalt SNP-k nem érték el a megfeleld szignifikancia szintet, de a masodik
fazis sordn a vizsgalatban kiemelkedett ez a 16kusz, mely a SORBS1 (Sorbin and SH3
Domain Containing 1) gén mellett helyezkedik el.

A SORBS1 gén expressziojat normal (nem diabéteszes) és diabéteteszes
vesebeteg mintakban vizsgaltuk (17 glomerulus- és 39 tubulusminta). ElGszor
0sszehasonlitottuk a normal és beteg mintdkban a SORBS1 expressziojat, mely alapjan a
gén diabetéteszes vesebeteg tubulusmintakban erdsebb kifejezddést mutatott a kontroll
tubulusmintakhoz képest (p=6 x 10%). Korrelaciés analizis soran a SORBS1
expresszidja szignifikans, inverz korrelaciot mutatott a bGFR-val tubulusmintakban
(R=—0.493; p=1.44 x 1073). Az rs1326934 Iokusz koriili gének expresszidjat vizsgalva
pedig megéllapitottuk, hogy nemcsak a SORBS1, hanem a I6kusz korll egyéb gének

expresszidja is korrelal a vesefunkcioval.
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Kovetkeztetések

Egy Osszetett, komplex eredeti betegség kialakulasdnak megértése,
tanulmanyozasa a tudomany szamara nagy kihivas. Ahogy a bevezetésben bemutattam,
a kronikus vesebetegség is egy ilyen dsszetett betegség, szamos genetikai és kornyezeti
hatas szerepet jatszik a kialakuldsdban. Az elsé 1épés lehet egy ilyen betegség
kialakulasanak megértésében, ha feltérképezziik a betegség genetikai hatterét.

A kozelmultban teljes genomra kiterjed6 asszociacios vizsgalatok feltartak tobb,
krénikus vesebetegség kockazataval jaré lokuszt, de ezen SNP-k kronikus
vesebetegségek kialakuldsaban betoltott szerepér6l még keveset tudunk.

A Ph.D. munkaban:

e Meghataroztunk 306 kronikus vesebetegség riziko-asszocialt transzkriptet
(CRAT), melyek 44 krénikus vesebetegség riziko-asszocialt I6kusz koril
helyezkednek el.

o Feltérképeztik a CRAT gének expresszidjat normal és beteg human
vesemintakban, és vizsgaltuk a gének expresszidjanak 0sszefiiggéseit a
vesefunkcidval.

e A 44 16kuszbol 39 esetében (89%) talaltunk géneket, melyek expresszidja
Osszefliggott a vesefunkcidval, igy tovabbi vizsgalatok alapjai lehetnek.

e Példakon keresztul (UMOD, ACSM2A és VEGFA) bemutattuk, hogy ezek az
expresszios valtozasok fehérje szinten is jelen vannak.

e Eredmenyeink azt mutattak, hogy egy lokusz korul nemcsak a legkdzelebbi gen
expresszioja, hanem tobb kornyezd gén expresszidja is korrelalhat a
vesefunkcidval, mely a tobbi gén fontossagara, illetve ezek egyuttes
regulacidjara hivja fel a figyelmet.

e Halozati elemzésiink azt mutatta, hogy a vesefunkcioval korrelald gének kettd,
jol korulirhaté halozatot alkotnak: egy epitelialis bioldgiai halézatot (a
vesefunkcidval pozitiv korrelaciét mutatd gének), illetve egy gyulladasbioldgiai
halozatot (a vesefunkcidval inverzen korrelald gének).

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a kronikus vesebetegség kockazataval

jaré l6kuszok funkcionalis genomikai vizsgalata szamos Uj, a teljes genomra kiterjedd
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asszociacios vizsgalatok sordn nem emlitett génre hivta fel a figyelmet. A jovében
molekularis és sejtbioldgiai Kisérletek sziikségesek, hogy megertsik a kronikus
vesebetegseég rizikd-asszocialt transzkriptek szerepét a kronikus vesebetegség
kialakuldsdban. Eredményeink olyan gének, illetve jelatviteli utak szerepére hivjék fel a
figyelmet, melyek szerepet jatszhatnak a kronikus vesebetegség kialakuldsaban, vagy a

betegség jelzoi, biomarkerei lehetnek.
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