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2. ROVIDITESJEGYZEK

AKT Jelatviteli utvonal (Serine/threonine kinase)
CCl4 Szén-tetraklorid

DAB Diamino-benzidin

DAVID Ontologiai adatbézis

DMEM Dulbecco’s modositott sejtmédium

ECM Extracellularis matrix

EGF Endotélialis novekedési faktor

EMT Epitélidlis mezenchimalis tranzicid
endoMT Endotélialis mezenhcimalis tranzicid

ERK Jelatviteli utvonal (Extracellular signal-regulated kinase)
FACS Aramlasi citofluoriméter

FBS Fotalis borji szérum

FDR Téves felfedezési rata

FSP-1 Fibroblaszt specifikus protein 1

GAPDH Glicerin—aldehid—3—foszfat—dehidrogenaz

GO Génontologia

H202 Hidrogén peroxid

HEK-293 Human embrionalis vese epitél sejt
HK-2 Human vese epitél sejt

IL-20Ra/B  Interleukin 20 receptor o/

IL-6,-19,-20,-22,-24 Interleukin -6,-19,-20,-22,-24



JAK-STAT  Jelatviteli utvonal (Janus kinase/signal transducers and activators of

transcription)

JNK Jelatviteli utvonal (c-Jun N-terminal kinases)

KGF Keratinocita novekedési faktor

KO Gén kititott

KON Kongenitalis obstruktiv nefropatia

KVB Kronikus vesebetegség

MAPK Jelatviteli utvonal (Mitogen-activated protein kinase)
MMP-3,-7,-12 Matrix metalloproteinaz -3,-7,-12

oD Optikai denzités

PAS Perjodsav—Schiff festés

PDGF-B Vérlemezke eredetti novekedési faktor B

PI3K Jelatviteli utvonal (Phosphoinositide 3-kinase)
RT-PCR Reverz transzkriptaz polimeraz lancreakcio
SMAD Jelatviteli utvonal (Sma and Mad Related Family)
T7,-14 Uréter obstrukciot kovetden eltelt napok szama
TGF-B Transzformacios novekedési faktor 3

TNF-a Tumor nekrézis faktor alfa

TBR TGF-B receptor

Uuo Unilateralis ureter obstrukcio

VEGF Vaszkularis endotélidlis novekedési faktor

WT Vad tipusu

a-SMA Alfa simaizom aktin



3. BEVEZETES

3.1 A krénikus vesebetegség és patomechanizmusa

A kronikus vesebetegség (KVB) prevalenciajat vilagszinten 8-16%-ra becsiilik [1], és az
epidemioldgiai tanulmanyok szerint az érintettek szama a jovében varhatdban még tovabb
novekszik [2, 3]. A KVB utolso stadiuma a végallapotl vesebetegség, melynek kezelésére
jelenleg egyediil a kiillonb6z6 vesepotlo kezelések, (hemodializis, peritonealis dializis)
allnak rendelkezésiinkre. A gyermekkori KVB egyik leggyakoribb oka a kongenitalis
obstruktiv nefropatia, a felndtt korban kialakulé KVB hatterében pedig leggyakrabban a
diabétesz mellitusz, illetve a magas vérnyomas betegség all [4]. Ezeknek, de mas kivalto
okoknak (gyogyszer intoxikacio, irradidcio, oregedés stb.) is mindig szerves részét
képezik a gyulladasos, immunoldgiailag medialt folyamatok, melyek szoros korrelaciot
mutatnak a vesében kialakulo6 fibrozis mértékével.

A fibrotikus szovet alapvetden a sériilést kovetd természetes sebgyogyulési
mechanizmusok tulzott mértékiivé valasa kdvetkeztében alakul ki. A folyamat soran a
glomerularis és tubularis sejtek karositd hatasra adott valaszaként olyan kemoatraktans
citokinek szabadulnak fel, melyek fehérvérsejtek lokalis felhalmozodasahoz vezetnek [5].
A sériilés helyére érkez6 monocitak, makrofagok, granulocitak valamint limfocitak [6, 7]
reaktiv oxigén gyokokek, pro-inflammatorikus citokineket, novekedési faktorokat,
kemokineket, sejtadhézios molekulakat termelnek, melyek emelkedett mennyisége
lokalis gyulladashoz és tovabbi fehérvérsejtek felhalmozodasadhoz vezet.

Kiemelendd a szamos profibrotikus faktor koziil a transzformald nodvekedési
faktor béta (TGF-B) valamint a vérlemezke eredetli novekedési faktor B (PDGF-B)
szerepe a folyamatban. Az ezen faktorok altal kialakulé gyulladasos kozeg vezet a
fibrozis f6 effektor sejtjeiként ismert miofibroblaszt sejtek aktivaciojahoz,
matrix (ECM) komponensek (kollagének, proteoglikdnok, laminin) koéros mértékben
felhalmozddnak a veseparenchimaban. A folyamatot erdsiti, hogy megbomlik az ECM
azok szoveti inhibitorai kozotti egyensuly. A fibrozis elérehaladtaval az egészséges

vesére jellemzé szoveti struktara atalakul, a vesefunkcid fokozatosan beszikiil, majd



megszlnik, sziikségessé téve a vesepotlo kezelések meginditasat [9, 10].

A nyilvanvalo, terapias igény ellenére sincs olyan altalanosan elfogadott kezelés,
mely egyértelmiien képes lenne csokkenteni a végallapotu veseelégtelenséghez vezetd
szoveti fibrozis progresszidjat. Fontos tehat, hogy feltarjuk a fibrozis patomechanizmusa
mogott alld molekularis mechanizmusokat, és azonositsuk azokat a molekulakat melyek
befolyasoljak a szoveti hegesedés progresszidjat és a késObbiekben terapids kezelési

célpontként szolgalhatnak.
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1. abra. A vesefibrozis patomechanizmusa. Sematikus folyamatdbra mely a fibrozis
soran lezajlo folyamatokat szemlélteti, kezdve a fibrozis folyamatat elinditd sériiléstol,
majd immunsejt infiltraciotol, és gyulladas kialakuldsatol a fokozott novekedési faktor
(TGF-B, PDGF-B) termelésen at a miofibroblasztok akkumulaciojaig és talzott mértéki

ECM termeléséig, ezaltal a végallapotu veseelégtelenség kialakulasaig.

3.1.1 Kongenitalis obstruktiv nefropatia és modellezése

A kongenitalis obstruktiv nefropatia (KON) az egyik leggyakoribb oka a gyermekkori
végallapotu veseelégtelenségnek [11]. Gyakorisaga alapjan koriilbeliil 10%-at teszi ki a
velesziiletett rendellenességeknek [12]. A hatékony vizelet transzporthoz elengedhetetlen
a vese ¢s az uréter kozotti megfeleld anatdmiai kapcsolat. Az uréter falat alkoto és a

vizelet hugyholyag iranyaba torténd perisztaltikus szallitasaért felelos simaizom sejtek



rendellenes fejlodése tehetd sok esetben feleldssé az anatomiai kapcsolat besziikiiléséért,
az uréter elzarodasaért. Az obstrukcid kovetkeztében kialakuld hidronefrozis a vesék
iiregrendszeri tdgulata, amelyet az elzarodas kovetkeztében kialakuld nyomasfokozodas
valt ki. A vizelet a vesébdl normalisan nagyon alacsony nyomason folyik ki, azonban, ha
utja elzarodott, a vizelet visszaaramlik a vese gyiijtdcsatornaiban. Ennek kovetkeztében
a vese kitagul, cisztdk alakulhatnak ki, és a veseparenchimara nehezed$ nyomas iddével
gyulladast indukal, karositja a vese fejlodését, strukturajat valamint funkcioit ezaltal
kialakitva a kronikus, majd végallapoti veseelégtelenséget. Bar az uréter fizikalis
elzarédasanak megsziintetésére hatékony miutéti eljardsok dallnak rendelkezésre,
mérsékelve ezzel a rovidtavon jelentkezd akut vesekarosodast, a human és allatokkal
kapcsolatos vizsgéalatok eredményei arra utalnak, hogy az obstrukcié hosszutavon is
megmarado kronikus valtozasokat indukal a vesében [13].

Tobb kiilonbozé allatmodell is a kutatok rendelkezésére all a kongenitalis
obstruktiv nefropatia tanulmanyozasahoz. Ismert olyan specifikus egér modell, mely
genetikailag hajlamos, hogy spontan kialakuljon benne az uréter obstrukcidja, azonban a
csokkent reprodukcidos képessége, miatt csak korldtozottan alkalmas a KON
patomechanizmusanak hatékony tanulmanyozasara [14]. A KON vizsgalatahoz
leggyakrabban alkalmazott eljaras az Gjsziilott ragesalok unilateralis uréter obstrukcioja
(UUO) altal kivaltott hidronefrozis, amely jelentds irodalmi beagyazottsaggal bir, mivel
az ivarérett allatokon alkalmazott UUO a vesefibrozis legtobbszor alkalmazott vizsgalati
modellje is [15]. A moddszert els6ként nyulakon és kutyakon vizsgaltak, mara azonban
gyakorlati megfontolasok miatt (gyors reprodukcios képesség, alacsony fenntartasi
koltségek) a legtobb ilyen vizsgélatot kiillonbozd egér- és patkanytorzseken végzik.
Elterjedtségét jelzi, hogy az utdbbi 6tven évben ezernél is tobb publikacidban szerepel az
UUO, mint a KON valamint a vesefibrozis tanulméanyozéasara szolgalo alapmetodika. Az
obstruktiv nefropatiat az allatok egyik uréterének lekotésével imitaljak. Az obstrukcid
kovetkeztében kialakuld egyre nagyobb nyomast pang6 vizelet a human folyamathoz
hasonldan hidronefrdzist eredményez. Az obstrukcid kovetkezményeként kimutathat6 az
intersticidlis fibroblasztok nagymértékii aktivalodasa, proliferacidja, miofibroblasztta
differencialodasa. A miofibroblasztok fokozott ECM termelése pedig szdveti fibrozishoz
vezet. A modell egyik legnagyobb elonye, hogy a fibrozis mértéke jol befolyasolhato az

obstrukcid iddtartamanak valtoztatasaval. Mivel a beavatkozas hatdsara mar néhany nap



alatt kollagén lerakodas alakul ki a vesében, igy a folyamat dinamikéja jol vizsgalhato.
Az okozott sériilés kovetkeztében a kialakuld tubularis nekrézis, glomerulus karosodas,
kollagén lerakodas nem teljesen visszafordithatdo, a behatas megsziintetésével a
regeneracio molekularis mechanizmusa, valamint a folyamatban szerepet jatszo
molekulak szintén jol vizsgalhatéak. Az uréter obstrukcios metodika egyik hatranya,
hogy a vesevezeték teljes elkotésével a vizelet nem tud eltavozni a vesébdl, igy az allatok
kiilonb6z6 vizeletparaméterei, melyekkel a vesefunkciok romlasat lehetne vizsgalni a
kisérlet soran nem mérhetdek. Ez az akadaly megsziintethetd az uréter részleges
elkotésével, ahol a f6 vesekarosodast kivaltd hatas szintén a vizelet felgyiilemlése altal
okozott nyomasnovekedés, de a sziirlet egy része mégis tdvozik az obstrualt vesébdl. Az
eljaras bonyolultsagabol eredden kevésbé standardizalhatd, reprodukélhatd, ezért a
szakirodalomban csak sporadikusan fordul eld. Az uréter részleges elkotése esetén a
fibrozis kialakulasahoz sziikséges id6 nehezen meghatarozhato, ellentétben a teljes
elzarassal, ahol egy héten beliill mar szovettanilag jol detektalhato elvaltozasok jonnek
létre [16].

A felnétt allatokon végzett uréter obstrukcid nem megfeleléen demonstralja, hogy
milyen hatasa van az uréter elzarodasanak a fejlodésben 1évo vesére. A kifejlett vesében
kialakul6 obstrukciéra adott valaszreakcié egyértelmiien -elkiilonithetdé a pre- és
posztnatalis korban bekovetkezé obstrukcios folyamatoktol [17] mivel obstrukcid
negativan befolyasolja a vese morfogenezisét, novekedését, valamint érését [18].
Patkédnyokban és egerekben sziiletésiikig a nefrogenezisnek csupan a 10 szézaléka zajlik
le, és tovabbi 10 napnak el kell telni ahhoz, hogy a nefrogenezis lezaruljon, ezért az ezen
allatokon neonatalis korban végzett UUO hasonl6 hatast gyakorol a vese fejlodésére és
funkcidira mintha a human vese fejlédését a kozépsod trimeszterben érné obstrukcios
inzultus. Az Gjsziilott patkanyokon és egereken végrehajtott modszer ezért alkalmas arra,
hogy megvizsgaljuk milyen molekularis bioldgiai valtozasok torténnek KON hatasara az
allatok veséiben, és igy eldzetes kovetkeztetéseket vonjunk le human vonatkozéasban is
[19, 20].
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2. abra. A Kkongenitalis obstruktiv nefropatia soran kialakul6é hisztologiai és

funkcionalis elvaltozasok a vesében.

3.1.2 A miofibroblasztok eredete

A miofibroblasztok olyan, jellemzden patologias koriilmények kozott eléfordulod
differencidlodott sejtek, melyek a fibrozis soran feleldssé tehetéek a kollagén-1, -3
valamint fibronektinben gazdag extracellularis matrix képzddéséért. Elsoként
hegszovetben azonositottak a sejttipust [21]. Jellemzdjiik, hogy szamos morfologiai és
struktaralis hasonlosagot mutatnak a simaizom sejtekkel [22]. Jelenlétiik szoros
Osszefiiggést mutat a szoveti fibrdzis €s a tubularis atrofia mértékével ezért azonositasuk
prognosztikai jelentéséggel bir. A felsorolt tulajdonsagaik miatt keriilt a detekciojuk a
szoveti hegesedéssel kapcsolatos kutatasok fokuszaba. A miofibroblasztok szerepet
jatszanak a gyulladasos folyamatok fenntartdsaban, tovabba ismert, hogy ellenallnak az
apoptozisnak, szamos novekedési faktort, citokint termelnek, valamint fokozott a
migraciés kapacitasuk [23, 24]. Eredetiikkel kapcsolatban tobb elmélet is talalhatd az
irodalomban, melyek szerint a vesében folyamatosan megtalalhatd kisszamu fibroblaszt

aktivaciojaval [25], a csontvel6i eredetli Ossejtek sériilés helyére vandorlasaval [26],
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epitelialis mezencimalis tranziciéval (EMT) [27], valamint endotelialis mezenchimalis
tranzicioval (endoMT) [28, 29] keletkezhetnek.

Epitélsejt
eredett
- Endotélsejt
Rezidens eredetit \ ;
fibroblasztok A
Csont\ie101 ,: < &, 3
/\ eredetd '/” \\ 4"‘5 Tubulus
6 Y 74 _;;.‘1 . ( Kapilliris /V - - T&\r
s ’

- §
EndoM EMT
~50% ~-35% -1 0% ~5%

Miofibroblasztok

A\
D
V

|

/('§'

\ <

Proliferacio, ECM
depozicid

3. abra. A miofibroblasztok feltételezett eredete. A miofibroblasztok rezidens
fibroblasztokbol, csontveldi eredetli Gssejtekbdl tovabba epitél és endotél sejtekbdl
egyarant differencidlodhatnak. A miofibroblasztta alakult sejtek fokozott mértékben

osztodnak, €s nagy mennyiségii ECM komponenst termelnek.

----------

jatszik szerepet, melyek koziil legszelesebb korben a transzformald novekedési faktor 3
(TGF-B), és a vérlemezke eredetli novekedési faktor (PDGF-B) hatasait vizsgaltak [30,
31]. Az extracellularis matrix elemeinek lerakodasa a szovetben glomerularis

elmeszesedéshez, tubulo-intersticialis  fibrozishoz vezet. A  miofibroblasztok
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detektalasahoz tobb specifikus molekulat is azonositottak (fibroblaszt specifikus fehérje
1, vimentin) [32, 33] de a fibrozis detekcioja soran leggyakrabban hasznalt specifikus
biomarker, az alfa simaizom aktin (0-SMA) molekula, mely az aktin izoformak
csaladjaba tartozik [34, 35].

4. abra. Reprezentativ kép a-SMA specifikus antitesttel jelolt miofibroblaszt
sejtekrol. Kék festddést mutatnak a sejtmagok, az a-SMA at pedig zold festddés jeloli.
400x-o0s nagyitas.

3.1.3 Aktin izoformak

A kiiléonboz6 aktin tipusok a sejtmiikodést alapvetéen befolyasolo funkcionalis szerkezeti
egységei az eukaridta sejteknek. Alapveté feladatuk van a sejten beliili
transzportfolyamatokban, a sejtmotilitds szabalyozasaban, az endo- és exocitozis
folyamataban, a fagocitdzisban és a citokin termelésben egyarant [36]. A
mikrofilamentalis halozat alapjat képezé aktin halézat a mikrotubulusokkal és
intermedier filamentumokkal kozdsen alkotjdk a citoszkeletdlis rendszer komplex
egységét. Az aktinnak ugyan tobb mint 100 egyedi szekvencidji forméja 1étezik, azonban
a térszerkezeti, illetve funkcionalis izoforméak kiemelkedé homoldgidja mellett a
kiilonbozé  €l6lényekben  eléforduld azonos izoformdk erds szekvencidlis
konzervativizmusa figyelemre méltd. Az emldsokben eléforduld aktin 3 izoformaja

gélelektroforézises elvalasztas alapjan 4 csoportba sorolhatoak, gy mint a-aktin, B-aktin,
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y-cito aktin és y-simaizom aktin. Bar az egyes aktin izoformakat kiilonbozé gének

kodoljak, koztiik a hasonlosag ennek ellenére rendkiviil nagyfoku.

a-SMA

B-aktin

y-cito-aktin | [ | H" ” H ”m

y-simaizom-aktin | H‘ H ‘

Az adott pozicidban, hany aktin
izoforma tartalmazza ugyan azt a

nukleotidot:
1 |

5. abra. Az aktin izoformak nukleotid szekvencia hasonlosagat leiro térkép. Az egyes

szinek a nukleotidok el6éfordulasi gyakorisagat jelolik az aktin izoformak kozott. A
kiilonb6z6 aktin izoformakat kodold nukleotid szekvencidk hasonlésaga meghaladja a
90%-ot. Ezt az abran a sotétebb szinek dominanciaja reprezentalja melyekkel az adott

pozicidban kodolt, megegyezd nukleotidokat jeloltik.

3.1.4 Primer tervezés
A kiilonb6zd aktin izoformakat kédold nukleotid szekvencidk hasonldésaga meghaladja a
90%-ot, ezaltal igazi kihivast jelent az egyes izoformak valoban specifikus detektalasa
[37]. Sajnos a nyilvanvald kodold szekvenciat érinté hasonlosag ellenére a legtobb
tanulmany nem fordit kell6 figyelmet arra, hogy az egyes aktin izoformakra valoban
specifikus primereket tervezzen a polimeraz lanc reakcios (PCR) méréseik soran. Nehéz
megbecsiilni annak mértékét, hogy a nem megfeleld aktin izoforma specifikus primerek
milyen mértékben torzitjak a szakirodalomban publikalt tudomanyos koézlemények
eredményeit, de a probléma sulyat jol jelzi, hogy a kiilonb6z6 aktin izoformak mRNS
szinten torténd detekcidja tobb ezer tudomanyos publikdcioban megtalalhatd, mivel
példaul a B-aktin molekulat széles korben hasznéljak a molekuléris biologiai mérések
normalizalasahoz, mint haztartasi gént, az alfa simaizom aktin (0-SMA) pedig a
miofibroblaszt detekci6 f6 markere [38].

A primerek tervezésénél elméleti cél mindig az, hogy a célszekvenciahoz 100%-
ban illeszkedé primereket hozzunk létre, amelyek a reakcioelegyben talalhato tobbi

génhez ne kapcsolodjanak, és mindemellett a célszekvenciankat nagy hatékonysaggal
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felismerjék, hozzékapcsolodjanak és a PCR reakcid sordan azt felsokszorozzak. A
primereket koriiltekintd megtervezése elengedhetetlen ahhoz, hogy reakcionk
miikodoképes, valamint az altalunk felsokszorositani kivant mRNS szekvenciara
specifikus legyen. A primerek idealis hossza 20 nukleotid koriil van (18-25), ennél
rovidebb vagy hosszabb primerek aspecifikus kotddést eredményezhetnek. A tervezés
soran az egyik a fontosabb szempont, hogy a két primer olvadasi hémérséklete (melting
temperature, Tm) hasonl6 legyen. Ha megoldhatd, igyekezniink kell olyan primereket
tervezni, amelyek valtozatos nukleotid szekvenciajuak, a guaninok (G) és citozinek (C)
mennyisége hasonlo a timinek (T) és az adeninek (A) mennyiségéhez (GC arany ~40—
60%), komplementer szekvenciak hidnya miatt sem magukkal (hairpin képz6dés), sem a
masik primerrel (primer dimer képzddés) nem képesek Osszekapcsolodni. Tovabba
szintén ajanlatos a repetitiv szekvenciak keriilése. A primerek exonhatarokra vald
tervezésével elkeriilhetévé valik, hogy a genomialis DNS-t is felsokszorozzuk a PCR
reakcionk soran. Tervezéskor torekedniink kell arra, hogy a primerek 3’ végén C vagy G

legyen, de érdemes keriilni a CG vagy GC végeket [39].

3.1.5 TGF-B szerepe a vesefibrozis patomechanizmusaban

A TGF-B novekedési faktor egy 25 kDa méretli, két 12,5 kDa nagysagu alegységbdl
allo fehérje. Az els6ként human vérlemezkébdl izolaltak a citokint [40]. Szignalizacios
utvonalanak aktivalodasa szamos folyamatban bizonyitott, befolydsolja a sejtek
betoltott szerepe miatt egészséges vesében is kimutathatd. Sériilés hatdsdra a vesében
rezidens sejtek, valamint az infiltralodé immunsejtek is nagy mennyiségben expresszaljak
[42, 43]. A TGF-B kozponti szerepe a fibrozisban vitathatatlan. Multifunkcionalis
citokinként fokozza az ECM molekulak expresszidjat, valamint egyes proteaz inhibitorok

A TGF-B homodimer proproteinként szintetizalodik, érett formaja limitalt proteolizist
kovetden képzddik a golgi rendszerben. Az igy keletkezett aktiv ligand, a TGF-B -
receptor (TBR) I és TBR II alegységegkbdl allo heterotetramer szerin-treonin kinaz
aktivitassal rendelkezd receptoron fejti ki hatasat [45]. Az érett dimer ligand a TBR II
extracellularis doménjéhez kotddik, aminek hatasara a receptor intracelluldris része

autofoszforilalodik, majd ez foszforilalja a TBR 1 alegységet. Az aktivalodott I alegység
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foszforildlja az intracellularis SMAD2/3 komplexet, mely a SMAD4 molekula
segitségével a sejtmagba transzlokalddik, ahol transzkripcids faktorként megvaltoztatjak
a génexpressziot. A TBR II a masik alegység foszforilalasaval egy idében mas
szignaltranszdukcios utvonalakat, tobbek kozott az ERK, p38, MAPK, JNK jelatviteli
rendszereket is aktivalja. Ezen folyamatok eredményeként megvaltozik a sejtek
génexpresszios profilja, sejtciklusbeli allapota, fokozddik az ECM fehérjék depozicidja

[46].

3.1.6 PDGF-B szerepe a vesefibrozis patomechanizmusiban
A PDGEF fehérjét az elsé novekedési faktorok egyikeként 1971-ben azonositottak [47]. A
PDGF csaladnak 4 izoformaja ismert (A, B, C, D), melyek disszulfid hiddal
homodimereket alkotnak, valamint az A és B izoforma heterodimerré kapcsolodhat.
Receptoranak o ¢és B tipusait kiilonbdztetjik meg, melyek szintén homo- ¢és
heterodimereket képezhetnek. A ligandumok az extracelluldris Ig-like doménjéhez
kotddve aktivaljadk a receptort, mely sordn a receptor alegységek dimerizaldldnak,
megvaltozik a konforméaciojuk, valamint intracellularis, kinazaktivitassal biré6 doménjiik
tobb helyen autofoszforilalodik. Az igy keletkezett kotodési felszinen szadmos
szignalizacios utvonal, tobbek kozt a MAPK, PI3K, JAK-STAT kaszkad inicidcios
molekulaja foszforilalodik és inditja el jelatviteli kaszkadjat [48]. A PDGF mitogén
hatassal bir a mesenchimalis eredetii fibroblaszt, simaizom és gliasejtekre, ezaltal szerepe
van az embrionalis fejléddésben, angiogenezisben, sebgyogyulasban, fibrotikus, és
fertdzéses folyamatok patomechanizmuséaban [49].

A PDGF vesefibrozisban betoltott hatdsa régota ismert. A PDGF izoformainak,
valamint receptorainak fokozott expresszidjat detektaltdk tobb, kiilonbozd eredetii
vesekarosodast kovetéen, human betegségek és allatmodellek kapcsan egyarant [50]. A

crer

fibr6zisban a PDGF-BB izoforma kiemelked6 szerepet jatszik [51].

3.1.7 Az oxidativ stressz szerepe a vesefibrozis patomechanizmusaban
A oxigén szabadgyokok nagy reaktivitdsu, pdrositatlan elektronnal rendelkezd

molekuldk, melyek hatékonyan képesek reakcioba 1épni mas, szabad elektronnal
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rendelkez6 molekulaval. Az oxigén szabadgyokok lipid peroxidacié, DNS karositas és
fehérje modifikaciokon keresztiil karositjak a bioldgiai rendszereket, szoveteket. Jol
ismert reaktiv oxigén gyok a szuperoxid ion (Oz¢-), a hidrogén peroxid (H202). Az é16
szervezetekben a reaktiv oxigén gyokok jellemzOen a mitokondrialis elektron
transzportlanc rendszerében képzddnek [52, 53]. A fiziologias korilmények kozott
kialakulé szabadgyokoket inaktivaljak az intracellularis antioxidans mechanizmusok.
Szamos vesét is érintd szisztémas betegség, ugymint magas vérnyomads, diabétesz
mellitusz, kiilonb6z6 fertézések indikalnak gyulladasos folyamatokat, ezaltal szabadgyok
képzddést a vesében [54]. A kiilonboz6é hormonok, novekedési faktorok, valamint
gyulladésos folyamatok eredményeképpen 1étrejovo reaktiv oxigén gyokok és az altaluk
kivaltott oxidativ stressz kritikus szerepet t6lt be a vesefibrozis kezdeti inicidcidjaban,
valamint progresszidjaban. Leirtak pozitiv regulald szerepiiket a fibrozis 6 effektor
képz6do reaktiv oxigén gyokok direkt modon is karositjak a szoveteket, és a képz6do
fehérjéket, ezaltal hozzajarulva a vesekarosodas fokozodasahoz [55]. Az oxidativ stressz

in vitro modellezésére gyakran hasznalnak H2O.-ot.

3.1.8 IL-20 citokin alcsalad és receptorai

Az utobbi évtized tudomanyos eredményei ravilagitottak, hogy az IL-20 citokin alcsalad
tagjai egyfajta hidat képeznek az immunrendszer ¢és az epitél sejtek kozotti
kommunikacioban, ezaltal téve hatékonyabba a természetes immunvalaszt [56]. Ennek
a figyelemremélto bioldgiai kapcsolatnak a létrejotte azon alapszik, hogy az epitél sejtek
nagy mennyiségben expresszaljak az IL-20 citokincsalad tagjainak receptorait, az
immunsejtek pedig a f6 forrasai az 1L-20 citokin alcsalad tagjainak. Az IL-20 citokin
alcsalad az IL-10 citokincsalad tagja, melynek jelentds szerepe van a természetes
immunvalasz szabalyozasaban, az epitél sejtek integritasanak fenntartdsdban, valamint a
szoveti hegesedés szabalyozasaban [57]. Az IL-20 alcsaladba az atfed6 célsejt specificitas
és biologiai funkcio, valamint kdzos receptor szignalizacio6 alapjan az I1L-19, IL-20, IL-
22, IL24 ¢és az IL-26 tartozik [56]. Az IL-19 receptora az
IL-20R0o/IL-20R8 heterodimer, mig az IL-20 és IL-24 kotddhet az IL-20Ro/IL-20Rf3
valamint 1L-22Ra1/IL-20RB heterodimer receptor paroshoz. Az IL-22 receptora
IL-22Ra1/IL-10RB az IL-26 pedig IL-20Ro/IL-10RB receptorkomplexen keresztiil hat.
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A citokin alcsalad tagjai elsésorban a JAK/STAT szignalizacios utvonal aktivalasaval
fejtik ki a hatasukat [58]. Az IL-20Ra és B alegységek citoplazmatikus régioihoz a JAK
(Janus kinase) jelatviteli csalad tagjai asszocidltak, melyek ligandkotés esetén
aktivalodnak ¢€s foszforilaljak azokat a kotohelyeket a receptoron, melyekhez a tovabbi
jelatvitelt elindito STAT (signal transducers and activators of transcription) molekuldk
kapcsolddnak. Ezek a STAT molekulak foszforilacidjuk és dimerizaciojukat kovetden
transzlokalodnak a sejtmagba és ott direkt modon szabalyozzak génexpressziot [59]. Az
IL-20Ra és IL-20RB jellemzden a bor, tiido, vese, €és placenta epitél sejtjeiben
expresszalodik. Az IL-22Ral receptor alegység jelenlétét pedig vesében, bélben, majban
¢és hasnyalmirigyben irtak le [60]. Az IL-20 alcsaladba tartozé citokinek 6 forrasai a
mielod és limfoid eredetii immunsejtek [61]. Leirtdk a citokincsalad szerepét,
pikkelysomorben [62, 63], rheumatoid arthritiszben [64], valamint gyulladasos
bélbetegségekben [65] ezzel is alatamasztva, szerepiiket a gyulladasos betegségek
kialakuldsdban. Végstadiumu veseelégtelenségben szenvedd felndtt betegekben
emelkedett IL-19 citokin szintet mutattak ki a vizeletben, valamint iszkémia reperfuziod
indukalt vesekdrosodas ragcsaldé modelljében szintén emelkedett IL-19 expressziot
detektaltak a vesében. Kimutattak, hogy az IL-19 apoptozist indukal a vese tubularis
epitél sejtjein, valamint in vitro fokozza ezen sejtek TGF- expressziojat, mely az I1L-19
anti-inflammatorikus és profibrotikus szerepére utal. Az IL-20 citokin szérum szintje
szintén emelkedett végstadiumi vesebetegekben, és kisérletes koriilmények kozott
apoptozis indukal a vese epitél sejtjeiben. [66, 67]. Az IL-24 szerepér6l a vesében
irodalmi adatok nem allnak rendelkezésiinkre, azonban ismert, hogy megemelkedik
expresszidja bérben sebgyogyulds soran [68] valamint adenoviralis overexpresszalasa
Ezen vizsgaltok alapjan feltételezhetd, hogy az IL-24 részt vesz a sebgyogyulds soran
végbemend szoveti atrendezddésben. Tovabba Andoh et al. eredményei szerint az [L-24
hatasara fokozodik a vastagbél epitél sejtjeinek mucin-1,-3 és 4 termelése mely az 1L-24
mukdzalis gyulladast csokkentd hatdsara utal gyulladasos bélbetegségekben. Tovabba, az
az IL-24-r6l ismert, hogy adenoviralis overexpresszoja szamos tumoros sejtvonalon

apoptozist indukal [70, 71].
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6. abra. Az IL-20 citokin alcsalad és receptorai. A citokincsalad aktivitdsadhoz
sziikséges kiilonboz6 heterodimer receptorkomplexek, valamint az altaluk regulalt

folyamatok a fibrozis soran.

Az IL-26 citokin szerepét szdveti fibrozissal jar6 betegségekben még nem vizsgaltak.
Jellemzden az immunvalaszt szabalyzo, antiviralis és antimikrobialis szerepe feltart [72].
A kovetkezo tablazatban szervekre bontva dsszefoglaltuk az egyes IL-20 citokin alcsalad
tagjaihoz tartozo, fibrozisban betoltott szerephez kapcsolodd vizsgalati eredményeket

szervekre bontva.

IL-20
Vese Bél Maj
alcsalad

-KVB (humén): vizelet | -Gyulladasos

IL-191 [66] bélbetegség (human):
IL19 -Nefrotoxikus (epitél szérum IL-19|[74]

sejteken): IL-191 -IL-19 KO (egér): -

fibrozisT[75]
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-Vese tubulus epitél
sejt+IL-19:
apoptozist[73]
-KVB (humén): vizelet | -Aktiv gyulladasos -M4jfibrézis
IL-2071 bélbetegség (human): (human): 1L-201
-Nefrotoxikus (epitél szérum, mukoza IL- -CCls-indukalt
sejteken): 1L-201 201[76] majfibrozis (egér):
120 -Vese tubulus epitél IL-201
sejt+1L-20: -CCls-indukalt
apoptozisT[67] majfibrozis +1L-20
neutralizalo
antitest/1L-20 KO:
fibrozis | [77]
-Aktiv gyulladasos
bélbetegség (human):
ey - szérum [L-241 [78] -
-Vastagbél epitél
sejt+1L-24: mucin-1, -3
és -41[65]

1. tablazat. Az IL-20 citokin alcsalad szerepe a fibrozisban.

3.1.9 Matrix metalloproteinazok

A matrix metalloproteinazok (MMP) csaladjaba cink-fiiggé endopeptidazok tartoznak.
Eddigi ismereteink alapjan 25 kiilonb6z6 MMP mutathat6 ki emlésokben, melyekhez jol
elkiilonithetd valamint részben atfedé funkciok tartoznak. Az MMP-k régota ismert
funkcidja, hogy szinte valamennyi extracellularis matrix komponens bontéasara képesek,
beleértve a kollagéneket (kollagenazok), denaturdlt vagy részlegesen degradalt
kollagéneket (zselatindzok), laminineket. A legujabb kutatasi eredmények szerint
szerepik van az immunvalaszban szabalyozasaban, sejtmigracioban, leukocita

aktivacioban, antimikrobialis valaszban, tovabba az angiogenezisben is [8, 79, 80].
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Szerepiik egy kétéli kardhoz hasonlithatd az ECM homeosztazisdnak fenntartdsaban,
ugyanis mig egyes MMP-k profibrotikusan hatnak a szoveti hegesedés egyes szakaszai
soran, addig masok antifibrotikus szerepet toltenek be, és ezen funkcioik nem kizardlag
a kollagének és mas ECM komponensek proteolizisén keresztiil valésul meg, hanem a
fentebb emlitett immunmedialt szabalyozé 1épéseken keresztiil. Az egyes MMP-khez
tobb  szubsztrat is tartozhat, melyek jelenléte kiillonbozOképpen hathat az
enzimaktivitasukra [81]. Az MMP-k aktivitasat olyan endogén proteaz inhibitorok
szabalyozzak mint pl. a TIMP-ek (MMP-k szoveti inhibitorai) [82] A TIMP molekulak
tobb olyan fehérje interakcios kotohellyel rendelkeznek, melyek hatékonyan
kapcsolodnak az egyes MMP-khez, ezaltal inaktivalva ket [83].

Tobb vizsgalat igazolta, hogy egyes MMP-k képesek a fibrozis progresszidjat
fokozni [84, 85]. Jelen vannak és mediator funkciot toltenek be a sériilés kialakulasanal,
majd az ezt kovetd immunse;jt infiltracional és gyulladasos citokin termelédésnél, tovabb
fibrozis f6 effektor sejtjeinek szamitd miofibroblaszt aktivacional és végiil a kialakult
fibrotikus szdvetben is. Az MMP-2,-3,-7, és 9 szerepét mar vizsgaltdk az UUO indukalt
vesekarosodas patomechanizmusaban de az MMP-12 szerepe a KVB-ben még nem
teljesen tisztazott, a KON-ban pedig egyaltalan nem ismert. [84, 86-88]. Irodalmi adatok
alapjan feltételezhetd, hogy az MMP-12 kozponti szerepet jatszik a cigaretta flist
indukalta tiid6tagulatban, valamint kotészoveti lebomlasban [89], tovabba az elasztin

lebontasaban a maj fibrotikus elvaltozasai soran [90].
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Profibrotikus
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7. abra. A kiilonb6z6 MMP-k és TIMP-ek eddig feltart szerepe a szoveti fibrozisban.
Az abrén a fibrozis folyamatanak 4 kulcs szakasza lathatd, valamint az egyes MMP-k ¢és
TIMP-ek ezekre a szakaszokra kifejtett aktivalo (fekete nyil) illetve gatlo (piros T alakzat)

hatasa.
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4. CELKITUZESEK

Munkénk soran célkitlizésiink a kongenitalis obstruktiv nefropatia, valamint a kronikus
vesebetegségek patomechanizmusaban szerepet jatszo olyan 1) molekulak és molekularis
utvonalak azonositasa volt, melyek befolyasoljak a szoveti hegesedés progressziojat €s a
késébbiekben diagnosztikai, vagy terapias kezelési célpontként szolgalhatnak. A

kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:
Kongenitdlis obstruktiv nefropatia:

e Milyen génexpresszios valtozasokat indukal a kongenitalis obstruktiv nefropatia
a fejlédésben 1évo vesékben?

e A megvaltozott expresszioju gének milyen funkciondlis génontologiai
csoportokba sorolhatéak be, valamint milyen interakcids haldézatokban vesznek
részt?

e Az elemzés soran feltart megvaltozott expresszioji molekuldk hol lokalizaldédnak
a vesében, expressziojukra hogyan hatnak a profibrotikus citokinek, valamint

milyen szerepiik lehet a fibrozis patomechanizmusdban?
Az IL-20 citokin alcsaldd szerepe a vesefibrozis patomechanizmusdaban:

e Hogyan viltozik az IL-20 citokin alcsalad expresszidja az uréter obstrukcid
indukalta fibrozis soran?

e [L-20RB hidnya hogyan befolyasolja a fibrézis soran lerakddd extracelluléris
matrix mennyiségeét?

e Milyen hatassal van az IL-24 molekula a vese epitél sejtek profibrotikus molekula

expresszidjara?
Az a-SMA valamint -aktin specifikus detekcioja fibrozis modellben:

e Specifikus a-SMA ¢és B-aktin primerek tervezése, ezek specificitdsanak
ellendrzése.

e Azirodalomban hasznalt a-SMA és 3-aktin primerek specificitdsanak ellendrzése.
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5. MODSZEREK

5.1 Unilateralis uréter obstrukcio

A kisérletekben hasznalt patkanyokat (Wistar) és egereket standard koriilmények kozott
tartottuk, kontrollalt hémérsékletii (22 + 1°C) szobakban, 12 dranként valtakozo vilagos
¢és sotét periodusok mellett. Az allatoknak allanddan elérhetd standard ragcsaldtapot és
vizet biztositottunk. Minden allatkisérletre vonatkozo protokollt a Semmelweis Egyetem
Munkahelyi Allatj6léti Bizottsaga engedélyezett (22.1/3491/003/2008).

A neonatalis uréter obstrukcid okozta vesekarosodas modellezéséhez jsziilott
Wistar patkanyokat hasznaltunk (Charles River Laboratories, distr.: Innovo Kft.). A
feln6tt kori vesefibrozis modellezéséhez 7 hetes C57BI/6 egereket (Charles River
Laboratories, distr.: Innovo Kft.) valamint C57Bl/6 genetikai hattérrel rendelkezé IL-
20RB KO egereket (University Medical Center, Ulm, Németorszag) hasznaltunk. A
vizsgalatokhoz mind az 0jsziilott patkanyok, mind pedig a vad tipusu és IL-20RB KO
egerek esetében két csoportot alakitottunk ki, csoportonként 6-6 allattal: aloperalt
kontroll, valamint uréter obstrualt csoport. A neonatalis uréter obstrukcié okozta
vesekarosodas modellezésénél him és ndstény allatok vegyesen szerepeltek, a felnétt kori
vesefibrozis modellezésénél hasznalt allatok himek voltak (a hormonalis ciklus hatasanak
kikiiszobolése miatt). A mitéti elokészités soran az ujsziilott patkanyok, valamint 7 hetes
egerek altatasat és altalanos érzéstelenitését dietil-éterrel végeztiik. A miitét soran az
allatok hasszdrzetét leborotvaltuk, majd hasi kozépvonaldn 1 cm-es bemetszést ejtettiink,
a hasizmokat oldaliranyba széthuztuk, igy konnyen hozzaférhet6vé valtak a vesék. A bal
vesét és urétert izolaltuk a kornyezd zsir- és kotdszovetektdl. Az uréter obstrukcigjat 0,8-
as, nem felszivodo fonallal, az uréter eredésétol ~5 mm-re, kettds csomo kotésével
kiviteleztiik. Ezek utan a hasi kdzépvonalon ejtett bemetszés helyét nem felszivodo
fonallal varrtuk Ossze. A patkanyok veséit a miitét utdni 10. napon, az egerek esetében
pedig a mitét utani 7. és 14. napon tavolitottuk el. Az eltavolitas soran dietil-éterrel
torténd altatast kovetden atvagtuk az allatok aorta abdominalisat, és eltavolitottuk az
obstrualt veséjiiket. A veseburok lefejtése utan levagtuk a vesecstcsokat, és a fennmarado
részt vertikalis vagasokkal 4 egyforma méretii szeletre osztottuk. Harom részt -80°C-0s,
egyet pedig 4%-os formalin oldatban 4°C-os hiitébe helyeztiink a tovabbi vizsgalatok

elvégzéséig.

24



B

“w ¢

.

8. abra. Az uréter obstrukcié egyes lépései felnott egereken demonstralva. Hasi

kozépvonal bemetszése (A), hasizmok oldaliranyu széthuzasa (B), az uréterhez torténd
konnyebb hozzaférhetdség érdekében a belek ovatos oldalra helyezése (C), a vese és az
uréter izolalasa a kornyez6 zsir és kotészovetektdl (D), az uréter ligalasa (E, F), valamint
az obstrukciot kdvetd 7. napon eltavolitott szlirlettdl duzzadt, hidronefrozisos vesék az

ellenoldali kontroll vesék mellett (G, H).

5.2 A vese hisztologiai analizise

5.2.1 Perjodsav-Schiff (PAS) festés

Az UUO indukalt vesekarosodas hisztologiai vizsgdlatdhoz a vesék egy részét 4%-0S
formalinban fixaltuk, majd paraffinba agyaztuk. A szovettani blokkokbol 5 um vastagsagt
metszeteket készitettiink, ¢és deparaffindlast kovetden perjodsav-Schiff festést
alkalmaztunk haematoxylin-cosin festés mellett a tubularis karosodas kimutatasahoz. A
mintadkon fénymikroszkop segitségével vizsgaltuk a vesekarosodads mértékét jelzo

hisztologiai elvaltozasokat.
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5.2.2 Masson-féle Trichrome festés

A 4%-0s formalin oldatban tarolt mintakbol paraffinba agyazast kvetden 5 um vastag
metszeteket készitettiink. A kollagénben dus kotdszoveti lerakodast Masson-féle
Trichrome eljarassal festettik meg, ami a sejtmagokat feketére, a sejtplazmat ¢€s a
vorosvértesteket vordsre, mig a kollagént kékre festi. Vesénként atlagosan 12 képet
értékeltiink ki, mind a kéregbdl, mind a veléallomanybol, elkeriilve a glomerulusokat ¢s
nagyobb ereket, 20X-os nagyitasi képeken. A mintakat kodoltuk majd azonos
megvilagitasi €s polarizacios bedllitasok mellett fénymikroszkoppal fotdzott képeken
vizsgaltuk a tubulointersticialis fibrozis mértékét, melyre a kék szinben megjelend kollagén
mennyiségébol kovetkeztettiink. Az Adobe Photoshop (Adobe Systems Incorporated San
Jose, CA, USA) program segitségével kijeloltiik a kékkel abrazolddo fibrotikus szovetet,
majd ugyanezen program hasznalatival a kijeldlt teriiletet feketére, a fennmarad6 részeket
fehérre alakitottuk at. Az igy kapott fekete-fehér képeken Scion image (Scion Corporation,

http://scion-image.software.informer.com/) szoftver segitségével elemeztiik a fekete

tertiletek aranyat a fehér teriilethez viszonyitva [91]. A kontroll csoport eredményét 1-re

normalizaltuk, a tobbi eredményt pedig aranyosan viszonyitottuk hozza [92].

5.2.3 Szoveti kollagén tartalom kimutatasa Sirius-Red festéssel

A 4%-0s formalin oldatban tarolt mintakbol paraffinba agyazast kovetden 5 um vastag
metszeteket készitettiink. A kollagénben dus kotdszoveti lerakddast Sirius Red festéssel
alkoholsorban rehidrataltuk a metszeteket, majd fél 6ran keresztiil telitett pikrinsavban
oldott Sirius Red (0,1%, DirectRed80, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)
festékoldatban inkubaltuk 6ket. A metszeteket desztillalt vizben ledblitettiik, majd 6ttaga
miigyantaval (DPX Mountant for histology, slide mounting medium, Sigma-Aldrich Co.,
St. Louis, MO, USA) tartositottuk és feddlemezzel lefedtiik. A festett metszetek
digitalizaldsa Pannoramic 250 Flash 3 (3DHISTECH Kft., Budapest, Magyarorszag)
szkennerrel tortént. A fibrotikus teriilet kvantifikalasa érdekében minden allat veséjérdl
egyenként 10-20 darab, 20-szoros nagyitasu, a teljes kortex régiot lefedd, de egymassal

at nem fedo teriiletet jeloltiink ki. Az igy annotalt képeket exportaltuk, majd képelemzo
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szoftver altal feldolgozhatd formatumuvé alakitottuk. A képek Sirius Red festéssel

megjelolt, piros szinii teriileteinek szazalékos aranyat Imagel szoftverrel szamittattuk Ki.

5.2.4 Immunhisztokémiai festés

A 4%-0s formalin oldatban tarolt mintakbol paraffinba agyazast kvetden 5 um vastag
metszeteket készitettiink. A metszeteket deparafinnizaltuk xylénben majd mostuk
desztillalt vizzel. HO indukalt epitopfeltarast végeztiink a metszeteken citrat pufferben
(HISTOLS® -Citrate Buffer, pH 6.0 cat# 30010; Histopathology, Ltd.) mikrohulldmt
siité segitségével (750W) 15 percen keresztiil, majd szobahémérsékletre hiitottiik a
metszeteket. A nem specifikus kotohelyeket gyari kit segitségével blokkoltuk
(HISTOLS® Background Blocking Protein Solution, cat#30013, Histopathology, Ltd.)
10 percen keresztil. A kovetkezd elsddleges antitesteket haszndltuk: anti-MMP-12
(rabbit monoclonal 1gG, Abcam, Cambridge, UK) 1:100-as higitasban valamint anti-1L-
24 (rabbit monoclonal 19G, Abcam, Cambridge, UK) 1:50-es higitasban, 1 6ran keresztiil
jelolve a mintdkat. A jelolést kovetéen PBS-el mostuk a metszeteket és masodlagos
antitesstel jeloltik a mintakat (HISTOLS® -R anti-rabbit Detection Systems (cat#
30011R, Histopathology, Ltd.) a gyart6 utasitasai szerint. Mosast kovetden a metszeteket
3,3’-Diaminobenzidine-el inkubaltuk (HISTOLS® -DAB chromogen/Substrate System,
cat#30014.K, Histopathology, Ltd.) majd mostuk és haematoxylinnal hatteret festettiink.
A mintakon fénymikroszkop segitségével vizsgaltuk a jelolt molekulak festddését.

5.3 KON funkcionalis genomikai elemzése

5.3.1 Microarray vizsgalat

Az uréter obstrualt és kontroll 0jsziilott patkdnyok vesemintdibol (n=4/csoport) 1-1 pg
RNS-bél  kiindulva reverz transzkripciot végeztink Low-input RNA  Linear
Amplification Kit segitségével (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). Az igy
kapott RNS mintakat cyanine 3 festékkel jel6ltiik a gyartd utasitasai szerint. A CRNS
mennyiségének meghatarozasa, a jelolés hatékonysaganak, valamint a CcRNS
tisztasaganak ellenérzése Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA)
spectrofotométerrel tortént. A tovabbiakban azokkal a mintdkkal dolgoztunk melyeknél

a festékbeépiilés hatékonysaga elérte a 9,0 pmol festék / ug RNS értéket. A cyanine 3
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jelolt RNS-ekbdl 825 ng-ot hibridizaltunk 4x44 K Whole Rat Genome Microarray chip-
ekre, majd egyéjszakas inkubaciot kovetéen a gyartd protokollja szerint mostuk, majd
stabilizalo és szaritd oldattal kezeltiik a chipeket. A hibridizacié soran a mintakbol
szarmaz6 fluoreszcens jeloléssel rendelkez6 RNS molekuldk versengenek a microarray
feliiletére rogzitett, velik komplementer, 60 nukleotid hosszisagi probakhoz vald
kotodésért. A hibridizacio soran kialakult Cy3 jelintenzitas megmutatja, hogy egy adott
molekula cRNS éatirata az egyes kezelési csoportok kozott milyen mértékben valtozott
meg. Ezt kovetben pedig Agilent microarray szkenner segitségével olvastuk le a
lemezeken kialakult jelintenzitast (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). A
leolvasas altal kapott tomdritett formatumui képeket a Feature Extraction software version
7.5 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA) programmal csomagoltuk ki, majd az igy
kapott adatokat egyszini microarray mérésekhez ajanlott beallitasok alkalmazasaval

normalizaltuk.

5.3.2 Microarray adatok statisztikai kiértékelése

A microarray vizsgalat sordn kapott adatok statisztikai értékelését a GeneSpring 9.02
program (Agilent Technologies, Palo Alto, CA) segitségével végeztiik. A GeneSpring
programban az adatok normalizalasa és transzformacidja a gyartd altal egyszinii
microarray formatumokra ajanlott beallitdsok szerint tortént. Azokat a géneket melyek
expresszidja legalabb kétszeres eltérést mutatott statisztikai elemzésnek vetettiik ala. A
kontroll és uréter obstrualt csoportok kozott eltérden expresszalodd gének statisztikai
elemzését egyutas ANOVA-val végeztiik. A csoportokon beliil a kontrollhoz képest
valtozast mutatd gének statisztikai elemzéséhez parositatlan T-probat hasznaltunk. Ebben
az esetben azt vizsgaltuk, hogy a hibridizdcié soran kialakult Cy3 intenzitas
szignifikansan kiilonbozik-e a nullatol. Mivel a microarray adatok kiértékelésénél
szlikségszerlien nagyszdmu gén esetében allitunk fel nullhipotézist a statisztikai probak
soran, ezért mindenképpen javasolt korrekciét hasznalni az Alpozitiv talalatok
(Ggynevezett elsé faji hiba) szamanak a csokkentésére. Ezért az 6sszehasonlitasok sordn
a fals pozitiv taldlatok meghatarozasahoz minden esetben a Benjamini-Hochberg
tobbszords hipotézis korrekcidt hasznaltuk. A statisztikai 6sszehasonlitasok alkalmaval a

0,05 alatti p értéket fogadtuk el szignifikansnak.
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5.3.3 Génontologiai analizis

A génontologia a géntermékek jellemzésének (agynevezett GO terminusok, osztalyok)
ellendrzott rendszere, melyben tajékoztatast kaphatunk a génekrdl kifejez6do fehérjék
molekularis funkcidjarol, valamint a kiilonb6zé bioldgiai folyamatokban vald
részvételérdl. Ezen kiviil megtudhatjuk azt is, hogy az adott fehérje (ha szerkezeti elemrdl
van sz60) milyen celluléris alkotorész kialakitasaban vesz részt. Olyan génlistak esetén,
mint amilyenek a microarray kisérletek eredményei is, altalanos modszer a
feliilreprezentalt génfunkciok felderitése génontologia segitségével. Microarray
vizsgélatunkat soran szdmos olyan gént talaltunk, melyek expresszidja szignifikansan
megvaltozott az UUO-t kovetden. A megvaltozott géneket génontoldgiai analizisnek
vetettiik ala, hogy megtalaljuk azokat a f6 funkcionalis csoportokat, amelyekbe ezek a
gének besorolhatoak. Az azonositott Rattus norvegicus gének ontologiai analiziséhez a
DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery -

https://david.ncifcrf.gov) adatbazist hasznaltuk. Génkészlet feldusulasi elemzést

hipergeometrikus teszt segitségével végeztik. Mivel tobb génkészlet feldusulasat
vizsgaltuk egyszerre, mindenképpen sziikséges annak a valosziniiségnek a becslése, hogy
egy génkészlet mekkora eséllyel alpozitiv, tehat csak a véletlen miive, hogy szerepel az
eredmények kozott. Ezért az elemzéseink soran a Benjamini-Hochberg tobbszoros
hipotézis korrekciot hasznaltuk minden esetben a fals pozitiv rata meghatarozasahoz.
Azokat a génkészleteket fogadtuk el a hattértdl szignifikansan kiilonbdzének melyeknél
0,05 alatti p értéket kaptunk. Az 0j informaciét nem hordozé génontologiai terminusok
kizarasara a REVIGO webes szervert hasznaltuk mely egy algoritmus segitségével
listdzza a terminusokat, és a hasonlo jelentéstieket eltavolitja. Az eredmények szakszeri

vizsgalata utan Cytoscape szoftvert (http://www.cytoscape.org) hasznaltunk az adatok

vizualizalasahoz.

5.3.4 Halozat elemzés

A microarray vizsgalat soran kapott eredményeink szerint szdmos gén mRNS mennyisége
szignifikdnsan megvaltozik a KON-t modellez6 UUO hatésara. A megvaltozott mRNS-
ek transzkripcids azonositéjahoz UniProt protein azonositét rendeltiink, hogy megkapjuk
azoknak a fehérjéknek a potencialis listajat melyek megvaltoztak a KON soran. Az igy

kapott  fehérjék  listajat  bevittik a  Reactome  Pathway  Database
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(http://www.reactome.org) rendszerébe. A Reactome rendszer a fehérje homologia

adatatokat az Ensmbl Compara adatbazisbol nyeri ki, mely homologia alapjan képes
Osszehasonlitani a human fehérjéket mas fajok fehérjéivel. A fehérje-fehérje interakciok
elemzését hipergeometrikus teszt segitségével végeztiik. Azokat a fehérje-fehérje
interakciokat, és a hozzajuk tartozo utvonalakat szlrtiikk ki, melyek legalabb 10
interakcidban vettek részt, valamint a p érékiik nagyobb volt mint 0,05. Az interakciokban
nem résztvevo kisebb csoportok eltavolitdsa utdna a kapott eredményeket Cytoscape

szoftver (http://www.cytoscape.orq) segitségével vizualizaltuk.

5.4 In vivo valamint in vitro molekularis biolégiai vizsgalatok

5.4.1 Aramlasi citometriis mérés

A szoveti aramlasi citometrias mérések esetében a vesemintakat kollagenaz II-vel (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) emésztettilk egysejtes allapotra. A szdveti eredetli sejtek
intracellularis MMP-12 ¢és 1L-24, valamint a sejtvonal eredetii sejtek TGF-8 és PDGF-B
jelolése céljabol a sejteket 10 percig szobahdmérsékleten fixaltuk/permeabilizaltuk (FACS
Permeabilizing Solution 2, BD Pharmingen, San Diego, CA, USA). Ezt kdvetden mintainkat
specifikus elsddleges anti-MMP-12 (rabbit monoclonal 1gG, Abcam, Cambridge, UK)
valamint anti-1L-24 (rabbit monoclonal IgG, Abcam, Cambridge, UK) antitesttel, tovabba
anti-TGF-B és anti-PDGF-B antitesttel (rabbit polyclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology
Inc., Dallas, TX, USA) inkubaltuk 30 percen keresztiil, szobahdmérsékleten. Az emlitett
elsédleges antitesteket 1:100-as higitasban hasznaltuk. A nem kotddott antitesteket
permeabilizalé pufferrel torténd mosassal tavolitottuk el. Mosas utan 30 percig
szobahOmérsékleten fénytdl elzdrva inkubaltuk a sejteket az elsOdleges antitestre
specifikus, fluoreszcens festékkel konjugalt masodlagos ellenanyaggal: Alexa 488-
konjugalt csirke anti-nyul antitesttel. A negativ kontrollokat csak masodlagos antitesttel
inkubaltuk. Az emlitett masodlagos antitesteket 1:200-as higitdsban hasznaltuk A nem
kotodott antitesteket permeabilizald pufferrel torténd mosassal tavolitottuk el, majd PBS
(foszfattal pufferalt sooldatban) pufferben vettiik fel a sejteket. A mérést BD FACSAriaTM
aramlasi citométerrel (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) végeztiik. Az €16 sejteket méret

(forward scatter) és granulaltsag szerinti (side scatter) szoras alapjan hataroltuk be. Minden
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kezelési csoportbdl 10.000 sejtet szamoltunk le. Az eredményeket ezutan BD CellQuestTM
Pro (BD Biosciences) szoftver segitségével értékeltiik ki.

5.4.2 Sejtkultira és kezelések

A vizsgalatainkhoz human embrionalis vese (HEK-293), valamint human proximalis
tubulus epitél (HK-2) sejteket (American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA)
hasznaltunk. A sejteket termosztitban (37°C-on, 5% CO2) ndvesztettik DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
tapoldatban, melyet kiegészitettiink 10% FBS-el (Gibco, Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA) és 1% Penicillin-Streptomicin oldattal (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO,
USA). A sejtek in vitro mérésekhez torténd felhasznalasa a 6. és 10. passzazs kozott
tortént 70-80%-0s konfluencia mellett. A HEK-293 ¢és HK-2 sejtek a rekombinans
citokinnel torténd kezelések eldtt 24 éraval FBS mentes tapoldatot kaptak és kiraktuk
oket 6 lyuku sejttenyésztd platekre (5x10° sejt/lyuk). A sejteket 1nM TGF-B valamint
0.4nM PDGF-B, 1nM IL-24 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) tovabba 25 uM
H202-val kezeltikk 24 6ran keresztiil. A kontroll csoportba tartozd sejtket csak a

rekombinans citokinek oldoszerével kezeltiik.

5.4.3 RNS-izolalas, cDNS szintézis, RT-PCR reakcio

A mérések soran felhasznalt szovetekbdl az RNS izolaldas RNeasy RNS izolalo kit
(Qiagen GmbH, Hilden, Germany) segitségével tortént a gyartd protokolljanak
megfelelden. A kinyert RNS mennyiségét ¢és mindségét NanoDrop ND-1000
spektrofotométerrel (BCM, Huston, TX, USA) hataroztuk meg. Mintanként azonos
mennyiségl (1 pg) RNS-bdl komplementer DNS-t (cDNS) szintetizaltunk Maxima First
Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) reagensekkel a gyarto6 utasitdsainak megfelelden. A valds idejii RT-PCR méréseket
LightCycler 480 SYBR Green | Master enzyme mix (Roche Diagnostics, Mannheim,
Németorszag) reagenssel, LightCycler 480 (Roche Diagnostics, Mannheim,
Németorszag) automatan végeztiik. A vizsgalni kivant génekre specifikus primereket az
NCBI (National Center for Biotechnology Information) nukleotid adatb4zisaban talalhato
szekvencidkra terveztiik, melyeket az Integrated DNA Technologies (IDT, Coralville,
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Iowa, USA) gyartotta le. A kiilonbozé célmolekuldk mRNS expressziojat a GAPDH
haztartasi gén hanyadosaként hatdroztuk meg az x= 24P képlet alapjan. A valés idejii

RT-PCR reakcidk soran a kdvetkezo specifikus primer parokat hasznaltuk fel:

Kongenitalis obstruktiv nefropathia vizsgalata microarray technologia segitségével

cimi vizsgalatainkhoz hasznalt primerek

Név Faj Primer parok Tﬁglsggk Ta

AS: |5 -CCCTGAGCCTGGCTTTTATTT GA -3’
MMP-3 | patkany 185 bp 57°C
S: |5”-CAG GGA GGC CCA GAG TGT GAA- 3’

AS: |5’ -GGG AAC AGG CGC AGA ATT ATCTTA -3’
MMP-7 | patkany 167 bp 57°C
S: |5-ACA CCT GGG CTT CTG CAT TAT CTC -3’

AS: |5’ -ATG AAG CGT GCG GAT GTAGACT -3’
MMP-12 | patkany 373 bp 56°C
S: |5’ -GAA ATG TGT TGG GGT GAA GGT ATC -3’

AS: |5 -AGT TGG CGATTCTGC TGATTC TCC -3’
IL-19 patkany 239 bp 57°C
S: |5 -TTCTGT GGA CAT GCG CCT CCT G -3’

AS: | 5° -AAG TGT CCG GCT GTT GAA -3’
IL-24 patkany 219 bp 52°C
S: |57-AGC ATGGCATTGTCCTTACT -3°

AS: | 5°-GCA CTG CAG GCT TCG AGA TGA -3°
IL-1B patkany 220 bp 60°C
S: |5°-GGT GGG TGT GCC GTC TTT CA -3’

) AS: | 5°-GAA ATG AAG CTG AAG GCT TTC CCG -3’
Clusterin | patkany 535 bp 60°C
S: | 5°-GGA ACT GTA AAG CTG GGC TAT GGA -3’

) AS: |5>-TGC CCACCCTCCCCG ACATT -3
Renin patkany 167 bp 60°C
S: | 5’-GGC ACC CAG GAC CCA GAC AGG -3’

AS: | 5’-GGT GAA GGT CGG AGT CAACG -3°
GAPDH | patkany 159 bp 60°C
S: |5-CAAAGT TGT CAT GGATGA CC -3’

AS: | 5°-GGC AGT TTT GCT CAG CCT ATC CAT -3°
MMP-3 | humén 197 bp 58°C
S: |5>-TCCCCG TCACCT CCAATCCA -3

AS: |5 -GTG GGA ACAGGC TCAGGACTATC -3
MMP-7 | human 169 bp 55°C
S: |5°-ACATCT GGG CTT CTG CAT TATTTC -3’

AS: |5-CTG GTT CTG AAT TGT CAG GAT -3’
MMP-12 | humén 99 bp 60°C

S: |5>-ACATTT CGC CTCTCT CTGC -3’
F: |5 -AAAGATGGCTGAAAAAGATGGAT-3’

IL-6 human 146 bp 60°C
R: |5 -CTCTGGCTTGTTCCTCACTACTCT-3’
F: |5°-AGGCGG TTTCTGCTATTCC-3’

IL-24 human 55 bp 48°C
R: |5°-GAG CTG CTT CTACGT CCA ACT -3’
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F: |5 -AGC AAT GCC TCC TGC ACC ACC AA-3°
human 159 bp 60°C
R: |5°-GCG GCC ATC ACG CCACAGTTT-3’

GAPDH

2. tablazat. Kongenitalis obstruktiv nefropathia vizsgalata microarray technologia
segitségével cimli méréseink soran felhasznalt realtime RT-PCR primerek szekvenciai,

valamint a képzddo termékek hossza és a primerek anellacidos homérsékletei.

Az IL-24 indukalta vesefibroézis cimii vizsgalatainkhoz hasznalt primerek

Termék
hossz

Név Faj Primer parok Ta

, |AS:|5-ATC TGA CGT GCC GCC TGG AGA AAC-3'
MGAPDH | egér 164 bp 60 °C
S: |5-CCC GGC ATC GAA GGT GGA AGA GT-3'

10 | AS:[5-CTG GGC ATG ACG TTG ATT CTC T-3 70 5 o
8 s [5-TGA GGC GCA TGT CCA CAG-3' P

20 | As:[5-GAC CCC TGA CCA CCA TAC CC-3' 80 <5 o
- T
8% I"s. [5-CAC CGC TGC CTG AAG TTC C-3' P

AS: | 5-TGT GGG AGG CCT TCT GGACTG T-3'
S: |5-AGC AGG CTG TGG GCA AGG TAAC-3'

, |AS:|5-GGGCCCCAGTTT GAGTTCCTT GTG-3'
IL-20R-B | egér 119 bp 59 °C
S: |5-GCC CCC GGT TCC ATG GTT TCT A-3'

rore | umsy ASE| S -CGA GGC GCC CGG GTT ATG C-3 159 cooc
e 5 .GCGTGCGGCAGCTGTACATTGACT -3° P

AS: | 5° -AGC AAT GCC TCC TGC ACC ACC AA-3’
GAPDH | human 159 bp 60°C
S: |5 -GCG GCC ATC ACG CCACAGTTT-3’

IL-24 egér 133 bp 57°C

3. tablazat. Az IL-20 citokin alcsalad szerepe a vesefibrozis patomechanizmusaban cimii
vizsgalatokhoz tartozd méréseink soran felhasznalt realtime RT-PCR primerek

szekvencidi, valamint a képzddd termékek hossza és a primerek anellacidos hdmérsékletei.

Az a-SMA valamint B-aktin specifikus detekcioja fibrézis modellben cimii
vizsgalatainkhoz hasznalt primerek
2 : q e Termék
Név Faj Primer parok — Ta
a-SMA AS: | 5-CCCCTGAAGAGCATCGGACA-3'
g egeér 105 bp 60 °C
sajat S: |5-TGGCGGGGACATTGAAGGT-3'
. AS: | 5-CCCCTGAGGAGCACCGTGTG-3'
B-aktin egér 106 bp 60 °C
S: | 5-ATGGCTGGGGTGTTGAAGGT-3'
a-SMAL1 egér | AS: | 5-CACTATTGGCAACGAGCGC-3' 60 bp 48 °C
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S: |5-CCAATGAAGGAAGGCTGGAA-3'

AS: | 5-GTCCCAGACATCAGGGAGTAA-3'
a-SMAL2 egér 101 bp 57°C

S: |5-TCGGATACTTCAGCGTCAGGA-3'

AS: | 5-GAGGCACCACTGAACCCTAA-3'
a-SMALs | egér 154bp |54 °C

S: | 5-CATCTCCAGAGTCCAGCACA-3'

. AS: | 5-GGCTGTATTCCCCTCCATCG-3'
B-aktinc: egér 154 bp 56 °C
S: |5-CCAGTTGGTAACAATGCCATGT-3'

. AS: | 5-TGTTACCAACTGGGACGACA-3'
B-aktincz egér 165 bp 55°C
S: |5-GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA-3'

. AS: | 5-AGCCATGTACGTAGCCATCC-3'
B-aktincs egér 228 bp 57°C
S: |5-CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA-3'

AS: | 5-AGCGGTCGGCGTCCCCCAACTTCT-3'
RN18S egér 107bp | 60°C
S: |5-GCGCGTGCAGCCCCGGACATCTA-3'

4. tablazat. Az a-SMA valamint B-aktin specifikus detekcioja fibrozis modellben cimii
vizsgalatokhoz tartozd méréseink soran felhasznalt realtime RT-PCR primerek

szekvencidi, valamint a képz6do termékek hossza és a primerek anellacidos hdmérsékletei.

5.4.4 Western-blot

A vizsgalt vesemintdkat lizis pufferben (10 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml aprotinin, 1%
Triton-X 100, 0,1 M Tris-HCI (pH=8), 1 mM etilén-glikol-tetraecetsav (EGTA), 5 mM
NaF, 1 mM fenil-metil-szulfonil fluorid (PMSF), és 10 mM NasVOs (Sigma-Aldrich Co.,
spektrofotometrias modszerrel, Bradford reagenssel hataroztuk meg (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). A mintakhoz Leammli-féle treatment puffert (30%
glicerol, 20% B-merkaptoetanol, 0,7 M SDS, 0,25 M Tris-HCI pH=6,8) adtunk, majd 5
percig 100°C-on denaturaltuk azokat. Ezt kovetden 12%-os natrium-dodecil-szulfat
(SDS)-poliakrilamid gél (Mini-Protean TGX, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
zsebeibe 25 ng Osszfehérjének megfeleld mintamennyiségeket, illetve molekulastly
markert (Precision Plus ProteinTM Dual Color, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA) vittiink fel. Az elektroforézist hiitott rendszerben (PowerPac Basic, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA), 200 V fesziiltség mellett végeztiik 25 mM Tris, 192
mM glicin, 0,1% SDS tartalmu futtaté pufferben. Kovetkezd 1épésként a szeparalt

fehérjéket az SDS-poliakrilamid gélrél 0,2 pM porusméretii nitrocelluloz membranra
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(Trans-Blot Turbo Transfer Pack, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) blottoltuk
(Trans-Blot Turbo Transfer system, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). A
fehérjetranszfer sikerességét 1% Ponceau (Sigma Chemical Co., MO, USA) és 25%
ecetsav (Reanal, Budapest, Magyarorszag) tartalmu festékkel ellendriztik. A
blotmembranok aspecifikus kotohelyeinek gatlasara a membranokat
szobahdmérsékleten, 1 oran keresztiil, 6vatos razatas mellett blokkold oldatban (5%
zsirmentes tejpor, 10% PBS puffer) inkubaltuk. Blokkolast kovetden a membranokat az
elsddleges, specifikus ellenanyagokkal inkubaltuk szobahémérsékleten, 1 6ran keresztiil.
Ennek soran az a-SMA-t kimutat6 antitestbdl (anti-a-SMA egér poliklondlis antitest,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) 1:1000 higitast készitettiink mosd
oldattal (1% zsirmentes tejpor, 0,1% Tween™ 20 detergens, 10% PBS puffer). A mosési
Iépéseket kovetden mosodoldatban 1:2000-re  higitott tormaperoxiddz-konjugalt
masodlagos antitesttel (kecske anti-egér HRP-konjugalt antitest, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) 30 percen keresztiil, szobahémérsékleten
inkubaltuk a membranokat. Belsd standarként a GAPDH fehérje szintjét hataroztuk meg.
Elsédleges antitestként anti-GAPDH nyul polikolonalis ellenanyag (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) 1:500 higitasi aranyu oldatat hasznaltuk,
masodlagos antitestként pedig tormaperoxidaz-konjugalt, kecskében termeltetett anti-
nyul ellenanyag (tormaperoxiddz-konjugalt) 1:2000-es higitasat alkalmaztuk. Az
immunoreaktiv helyek kemilumineszcens szignaljat ECL reagens (Amersham ECLTM
Prime Western blot detektdldo reagens, GE Heathcare) hozzdadéasaval detektaltuk
VersaDoc 5000MP képalkotd rendszer (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
segitségével. Eredményeinket a Quantity One szoftverrel (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA) denzitometraltuk és értékeltiik.

5.5 a-SMA és B-aktin specifikus primerek tervezése

Az egér a-SMA (NM_007392.3), B-aktin (NM_007393.5) y-cito-aktin (NM_009609.3)
és y-simaizom-aktin (NM_009610.2) szekvencia adataihoz az NCBI Reference Sequence
Database segitségével jutottunk hozza [93]. A sajat tervezésii a-SMA (a-SMAgajst) €s B-
aktin (B-aktin sja,) specifikus primerek Primer3web szoftver (verzio: 4.0.0) segitségével
terveztiik meg [94] figyelembe véve a szekvencidk kozotti nagyfoki azonossagot. A
rangos nemzetkozi folydiratokbol vett a-SMA (a-SMAL1, a-SMAL2, a-SMAL3) és B-aktin
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(B-aktinL1, B-aktinez, B-aktings) specifikus primerekkel hasonlitottuk Ossze a sajat
tervezésl primereinket, melyeket azon ritka régioira terveztiik az a-SMA-t és 3-aktin-t
kodold nukleotid szekvencidaknak ahol a legtobb eltérés volt tapasztalhato az aktin
izoformak kozott [95-101].

5.5.1 Mesterséges DNS templat hasznalata

A vizsgalt primerek specificitaisanak megfeleld anellaciés szakaszt tartalmazo
mesterséges DNS templatokat hasznaltunk (Integrated DNA Technologies (Coralville,
IA, USA)) az o-SMA, B-aktin, y-cito-aktin valamint y--Simaizom-aktin primerek
vizsgélatdhoz. A keletkezett PCR termékeket 2%-os agardz gélen, elektroforézis

segitségével szeparaltuk.

5.6 Statisztika

Az adatsorok normal eloszlasat Kolmogorow Smirnov, illetve D’Agostino & Pearson
omnibus tesztek segitségével hataroztuk meg. Amennyiben az adott adathalmaz normal
eloszlast mutatott, a csoportok kozotti kiilonbozoséget két csoport esetén 2-mintés t-
prébaval, kettonél tobb csoport esetén egyutas ANOVA teszt segitségével hataroztuk
meg. Amennyiben a normal eloszlas feltétele nem teljesiilt, két vizsgalt csoport esetén
Mann Whitney U-tesztet hasznaltunk. Szignifikans eltérést a p<0,05 valdszinliség esetén
jeloltik kiilonb6zd szimbolumokkal. A szemléltetd grafikonokon atlag és szoras (SD)

lathato.
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6. EREDMENYEK

6.1 Kongenitalis obstruktiv nefropatia vizsgilata microarray technolégia

segitségével

6.1.1 UUO indukalt patologiai valtozasok a vesében

Az UUO-t kdvetden 10. napon az 0jsziilott patkanyok veséi jelentdsen megteltek tiszta
attetszo sargas folyadékkal mely egyértelmi jele az obstrukcio kovetkeztében kialakulod
hidronefrézisnak. Az eltdvolitott vesékbdl késziilt szovettani metszetek PAS festése
jelent6s patologiai elvaltozasokat mutatott ki az obstrukciot kdvetéen. A veseparenchima
struktaraja karosodott, tubularis atrofia, valamint dilatacio jellemezte az intersticiumot
(9. abra/B). Az kontroll (TO) allatok veséiben ezzel szemben a vese strukturaja intakt
maradt, patologiai elvaltozasnak nem volt nyoma (9. abra/A). A fibrotikus folyamatok
soran lerakddott szoveti kollagén mennyiségét Masson festés segitségével hataroztuk
meg a kontroll és obstrualt vesékben. Eredményeink szerint az UUO-t kovetd 10. napon
jelentésen megemelkedik a lerakddott intersticialis kollagén mennyisége az UUO

hatésara (9. abra/C és D).
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9. abra: Reprezentativ képek kontroll (A, C) és obstrualt (B, D) ajsziilott patkanyok
PAS (A, B) valamint Masson festett (C, D) vesemetszeteir6l késziiltek. Tubularis
atrofia (B, fekete csillag) valamint dilatacio (haromszog), Kiszélesedett intersticialis tér
(B), valamint valamint jelentds kollagén lerakddas (D, fekete nyil) tapasztalhato a

vesékben az uréter obstrukci6 kdvetkeztében. 200x nagyitas

6.1.2 Microarray analizis

A patkany genomban bekovetkezé valtozasok detektalasara alkalmas microarray
vizsgalatunk szerint a vesékben szamos mRNS expresszidja szignifikansan megvaltozik
10 nappal az UUO-t kdvetden a kontroll vesékhez képest. Tobb mint 800 gén expresszidja
esetében mutattunk ki legalabb kétszeres, statisztikailag szignifikans valtozast. Az ilyen
jelentés mértékil, transzkriptomot érintd valtozasok vizualizalasat az Ugynevezett
génexpresszios hotérképek segitik (dbra 10). Ezen megvaltozott mRNS szintli gének
koziil 681 expresszidja emelekedést, 199 gén pedig csdkkenést mutatott az obstrukciot
kovetd vesekarosodas hatasara. Az igy kapott génlistat ezt kovetéen sorbarendeztiik az
alapjan, hogy mennyire valtozott meg az adott gén expresszidja. A 10 legnagyobb
mértékben megvaltozott expresszidji gént (mind pozitiv, mind negativ irdnyban) a 5.

tablazat tartalmazza.
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Kontroll/1 Kontroll/2 Kontroll/3 UUO/1 UUO/2 UUO/3 UUO/4

|
2 0 2

10. abra. Hotérkép azokrol a génekrol melyek expresszidja legalabb kétszeres
eltérést mutatott az obstrualt allatok veséjében a kontroll allatokhoz képest. 681 gén
expresszidja volt szignifikdnsan emelkedett (piros szin), valamint 199 gén expresszioja

volt szignifikdnsan csokkent (zold szin). p<,0,05

Emelkedett expressziéju gének uréter obstrukciét kovetéen (UUO)

Intenzitas atlag | Valtozas
Gén Elnevezés Kontroll | UUO | (Kontroll p érték | FDR
csoport | csoport | vs. UUO)
Mmp7 matrix 926 | 052 | +87584 |0,00045|0,03190
metalloproteinase 7
matrix
Mmp3 . 6,30 | 1,64 | +244,84 |0,00009|0,02080
metallopeptidase 3
Trh thymt[]‘)p'“ releasing | 5ee | 095 | +113.29 |0,00063|0,01090
ormone
Aoct | Amiloridebinding | g4 | 49 | 410523 |0,00002|0,01050
protein 1
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1119 Interleukin 19 566 | 097 | +9894 |0,00001|0,01670
(predicted)
matrix
Mmp12 ; -5,13 1,42 +93,90 |0,00003|0,03340
metallopeptidase 12
pmpty | deleted inmalignant | g 57|03 | 190,92 |0,00053|0,01050
brain tumors 1
1124 interleukin 24 -6,04 0,46 +90,13 |0,00001 |0,01760
deiodinase,
Dio3 iodothyronine, type -5,91 0,56 +88,73 |0,00004 | 0,02150
Il
complement
C4dbpa | component 4 binding | -4,62 1,24 +58,18 |0,00012|0,02330
protein, alpha
Csokkent expresszidju gének uréter obstrukciot kovetéen (UUQ)
Intenzitas atlag | Valtozas
Gén Elnevezés Kontroll | UUO | (Kontroll | p érték | FDR
csoport | csoport | vs. UUO)
peroxisomal
Pex5I biogenesis factor 5- 3,29 -0,58 -14,60 0,00118|0,01670
like
Fmo3  |flavin containing 296 | -064 | -1217 {0,000370,03300
monooxygenase 3
von Willebrand factor
Vwc2 C domain containing 2,88 -0,63 -11,41 |0,00041|0,03060
2
spectrin, alpha, i i
Spnal erythrocytic 1 2,98 0,40 10,44 |0,00003 |0,02210
Mlana melan-A 2,54 -0,81 -10,23 |0,00015]0,04430
Gemy (Ol cells missing 215 | -1,08 | -939 |0,00050|0,04720
homolog 1
Myh13 ~|myosin, heavy 242 | 066 | -846 [0,001390,03420
polypeptide 13
potassium inwardly-
Kenjro | "ectfvingchannel, |5 33| 567 | 708 [0,00039[0,03850
subfamily J, member
10
Myh7 | MYosin, heavy 212 | 079 | -754 {0,000200,02950
polypeptide 7
Lrrege | eucine rich repeat 204 | -087 | -753 |0,000140,04950
containing 66

5. tablazat. Microarray vizsgalatunk alapjan a legnagyobb mértékben emelkedo

valamint csokkené gének. A tablazat a microarray vizsgalat soran kapott

fluoreszcencian alapuld génexpresszids értékek atlagat mutatja, tovabba a 10 napos
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UUO-n éatesett valamint kontroll egerek (n=4/csoport) veséibdl szarmazd mérési

eredmények alapjan kalkulalt dsszesitett novekményt és csokkenést. (p<0,05)

6.1.3 Génontologiai elemzés eredménye

A microarray adatok feldolgozasa soran kapott eredmények alapjan génontologiai
elemzést végeztiink. Az elemzés segit, hogy azonositsuk a géncsaladokat melyek az
UUO-t kovetden szignifikansan (p<0,05) feliilreprezentaltak voltak (6. tablazat). Az
azonositott gének ontoldgiai analiziséhez a DAVID adatbazist hasznaltuk, mely szamos
jelentdsen atfedé génontologiai terminust azonositott. A egyes génontoldgiai
csoportokban legnagyobb mértékben feldisult géncsaladokrol a 11. abra nyujt

tajékoztatast. Az UUO hatasara indukal6dd gének jellemzdéen az immunvalaszhoz és

gyulladasohoz valamint apoptotikus és proliferacios folyamatokhoz kapcsolhatdak.

GO terminusok és elnevezések Elem szam | p érték FDR
Biolédgiai funkciokhoz kapcsolodé GO terminusok
immune response 47 0.000E+00 | 0.000E+00
inflammatory response 41 0.000E+00 | 0.000E+00
response to lipopolisacharide 34 0.000E+00 | 0.000E+00
innate immune response 32 0.000E+00 | 0.000E+00
response to drug 32 0.000E+00 | 1.100E-03
negative regulation of apoptotic process 30 1.000E-04 | 5.600E-03
response to hypoxia 27 0.000E+00 | 0.000E+00
positive regulation of cell proliferation 27 8.000E-04 | 2.980E-02
aging 25 0.000E+00 | 2.000E-04
cellular response to lipopolysaccharide 24 0.000E+00 | 0.000E+00
Molekularis funkciokhoz kapcsolodo GO terminusok

protein homodimerization activity 46 3.000E-07 | 2.000E-04
cytokine activity 18 4.000E-07 | 1.000E-04
protein binding 69 3.700E-06 | 8.000E-04
protease binding 13 1.630E-05 | 2.500E-03
cytokine receptor activity 1.710E-05 | 2.100E-03
chemokine activity 3.120E-05 | 3.200E-03
receptor binding 24 4.430E-05 | 3.900E-03
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protein heterodimerization activity 30 1.649E-04 | 1.270E-02
tumor necrosis factor receptor binding 7 2.049E-04 | 1.400E-02
protein complex binding 22 3.829E-04 | 2.350E-02
Sejten beliili lokaciot jelzo GO terminusok
extracellular space 93 0.000E+00 | 0.000E+00
cell surface 60 0.000E+00 | 0.000E+00
external side of plasma membrane 33 0.000E+00 | 0.000E+00
membrane raft 27 0.000E+00 | 0.000E+00
extracellular region 43 0.000E+00 | 0.000E+00
MHC class Il protein complex 7 0.000E+00 | 0.000E+00
extracellular matrix 19 0.000E+00 | 0.000E+00
blood microparticle 14 0.000E+00 | 6.000E-04
neuronal cell body 31 0.000E+00 | 1.600E-03
integral component of plasma membrane 40 1.000E-04 | 3.000E-03

6. tablazat. A 10 legjelentésebb GO terminus mely megvaltozott az obstrukcio

hatasara. Bioldgiai és molekularis funkcio, valamint sejten beliili lokalizcid szerint

csoportositva.
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11. abra. Az UUO-t kdvetd microarray vizsgalat génontoldégiai elemzésének vizualis

abrazolasa.

A kulonb6zo

csoportok a

statisztikailag

szignifikdnsan (p<0,05)

fellilreprezentalt géncsaladokat abrazoljak. Az egyes csoportoknal a kor atmérdje aranyos

a csoportohoz tartozé megvaltozott gének szamaval.

6.1.4 Halézat elemzés

A Reactom Pathway Database segitségével feltartuk azokat a tutvonalakat, melyek az

UUO hatéasara aktivalodnak. Az egyes Utvonalakat rangsoroltuk a hozzajuk tartozé

elemszam alapjan (6. tablazat). Ezek az utvonalak jellemzden az adatptiv és természetes

immunvalaszhoz, citokin jelatvitelhez, valamint receptor aktivaciés kaszkadohoz

tartoznak. A részletes fehérje-fehérje interakcios halézat, mely tartalmazza a fébb

utvonalakat a 12. abran lathato.
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Fehérjék

. 1 . Megtalalt
Utvonal, Tal?latl 'szama az Tia— p érték EDR
elnevezése arany utvonalon .
@ szama

beliil
Innate Immune | 5 193 806 61 6.460E-08 | 1.980E-05
System
Cytokine
Signaling in 0.069 489 44 6.350E-08 | 1.980E-05
Immune system
Adaptive Immune | 44 609 37 | 2.450E-03 | 5.290E-02
System
GPCR ligand 0.055 389 30 | 1.600E-04 | 1.170E-02
binding
Class A/1
(Rhodopsin-like 0.043 304 27 3.510E-05 | 5.270E-03
receptors)
Signaling by 0.039 280 25 6.360E-05 | 5.910E-03
Interleukins
Peptide ligand- 1, 7 191 20 4.280E-05 | 5.270E-03
binding receptors
G alpha (i) 0.030 212 20 1.720E-04 | 1.170E-02
signaling events
Platelet
activation, 0.029 203 19 2.750E-04 | 1.260E-02
signaling and
aggregation
Toll-Like
Receptors 0.019 132 14 5.340E-04 | 2.030E-02
Cascades

7. tablazat. Az UUO-t koveté microarray vizsgilat soran kapott eredmények

fehérje-fehérje interakcios kapcsolatai alapjan azonositott fobb biologiai itvonalak.

A 10 kiilonb6zd utvonal

melyek a Reactome Pathway

feliilreprezentaltak voltak az obstrualt vesében. (p<0,05)
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6.1.5 A microarray vizsgalat mRNS szinten torténé validalasa

A microarray mérés soran kapott eredményeket az adatok statisztikai elemzését kovetden,
nyolc kivalasztott gén expresszidjanak kontroll és UUO-s mintakbol torténd valdsidejii
RT-PCR-el torténd meghatarozasaval validaltuk (13. abra). A microarray analizistinkkel
Osszhangban, mind a nyolc validalasra kivalasztott molekula (MMP-3-at, 7-et, 12-t, az
IL-19-et, 24-et valamint az IL-1B-t, renint, clusterint) a kontrollokhoz képest

szignifikansan emelkedett expressziot mutatott a vesékben az UUO-t kévetd 10. napon.

A. B.
300 - 20000 -
[7 2] sk [72]
z Zz
e = 250 + [ % ¥ ¥k
E3 EE 15000 -
| =5 2 — 3
% '€ 2150 - % :ﬁ 2 10000 -
) § oy C 2
e 2 100 - = 2
A B e 2 5000
s e 50 =3
= >
0 0
Kontroll Uuvo Kontroll Uvuo
C. D
16 A % 3.5 1 *
W
r:Za 14 A 2 _ 30 -
> i -
gE 12 EE 25
— . [*)
: 2 — 10 m \b ?,020 i
] ~ B [} -
-9 -V 8 A o= w
=g v N = i
R & < 3 B815
C 2 & 67 g I
o W = 1.0 4
ol - =g -
S% 2 = 0.5 -
= 0 0,0 ;
Kontroll Uuvo Kontroll Uuo
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13. abra. 8 kivalasztott gén expresszidjanak validalasa. A matrix metalloproteinaz
(MMP)-3 (A), matrix metalloproteinaz (MMP)-7 (B), matrix metalloproteinaz (MMP)-
12 (C), interleukin (IL)-18 (D), interleukin (IL)-19 (E), interleukin (IL)-24 (F) clusterin
(G), renin (H) mRNS szintjének valtozasat a kontroll és uréter obstrualt vesékben valds
idejit RT-PCR segitségével hataroztuk meg. A mérések soran kapott mRNS expressziora
vonatkozo értékeket a mintakban talalhato Glicerin — aldehid — 3 — foszfat —
dehidrogenazra (GAPDH) normalizaltuk, majd az expresszids valtozasokat a kontroll
mintdkban mért expresszios értékek atlagara vonatkoztatva abrazoltuk. *p<0,05 vs.

Kontroll; **p<0,01 vs. Kontroll
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6.1.6 A microarray vizsgalat fehérje szinten torténé validalasa

A microarray adatok statisztikai elemzése, valamint realtime RT-PCR segitségével
torténé megerdsitése utan két, a fibrotikus folymatokban kevéssé ismert gén expressziojat
validaltuk a kontroll és UUO-s mintakbol fehérje szinten IS aramlasi citométer
segitségével (14. abra). A microarray analizisiinkkel valamint realtime RT-PCR
méréseinkkel 6sszhangban mind az MMP-12, mind pedig az IL-24 a kontroll vesékhez
képest szignifikansan emelkedett expressziét mutatott fehérje szinten az ujsziilott

patkanyok veséiben az UUO-t kévetd 10. napon.

A. B.
- * %k -
2 . 3,5 * K
| £ 3
E _15 1 L 25 -
= b ) 4
.E 2 ;
@ £% 2
2 & 1 I o %
&z - 4
% g 23 1,5
2‘ E E- 1 4 T
& 05 A 5
= pes
0,5 1
g =
0 T 1 0 T 1
Kontroll Uuvo Kontroll Uvo

- - - Hattér [ Kontroll ] UUO - - - Hattér [] Kontroll ] UUO

70 50

53

10t 10 10° 10° 10°

MMP-12 IL-24

14. abra. 2 kivalasztott gén expresszidojanak validdlasa. A matrix metalloproteindz
(MMP)-12 (A), interleukin (IL)-24 (D), fehérje szintjének valtozasat a kontroll és uréter
obstrualt ujsziilott allatok veséiben 4ramlasi citométer segitségével meghataroztuk. A

mérések soran kapott fehérje expressziora vonatkoz6 intenzitds értékeket (kontroll €s
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obstrualt vesékben) az izotipus kontroll ellenanyag altal adott intenzitas értékhez (hattér)

viszonyitva abrazoltuk a reprezentativ hisztogrammokon. **p<0,01 vs. Kontroll

6.1.7 Az MMP-12 és az IL.-24 vesén beliili lokalizacidja

Megvizsgaltuk immunhisztokémiai festés segitségével, hogy hol expresszalddik a vesén
beliil az MMP-12 és az IL-24. Eredményeink szerint az MMP-12 diffiiz modon volt jelen
valamennyi vesestruktiraban, valamint fokozottabb expresszid volt tapasztalhaté az
obstrualt allatok veséiben a kontroll vesékhez képest (abra 15. A, B). Szintén emelkedett
IL-24 expresszio volt kimutathat6 az obstrukcion atesett allatok vese epitél és glomerulus

sejtjeiben. A kontroll allatok veséiben IL-24 nem volt detektalhato (abra 15. C, D).

A. B.

= g - u
—te

,
$ N
» Al ET IV
\ w

Yol

15. abra. Reprezentativ kép az MMP-12 (A, B) valamint IL-24 (C, D) specifikus
antitesttel jelolt kontroll (A, C) valamint uréter obstrualt vesékbél. A kontroll (A)
valamint obstrualt (B) vesékben a tubulus epitél sejtek (fekete haromszog jeloli) és
glomerulus sejtek (fekete nyil jeloli) jellemzben pozitivak voltak MMP-12-re. Az IL-24
az obstrualt vesékben (D) volt detektalhato a tubulus epitél sejtekben (fekete haromszog
jeloli) és glomerulus sejtekben (fekete nyil jeloli). Az IL-24 kontroll vesékben nem volt

kimutathat6 (C) 200x-os nagyitas.
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6.1.8 A TGF-B, PDGF-B és H202 hatasa a HEK-293 sejtek MMP-12 és IL-24 mRNS
expresszidjara

Valésidejii PCR modszer segitségével megvizsgaltuk, hogy a TGF-3, PDGF-B valamint
a H202 kezelés hogyan befolydsolja a HEK-293 embriondlis human vesesejtek
MMP-12 valamint IL-24 expressziojat (16. abra). A TGF- kezelés csokkentette a HEK-
293 sejtek MMP-12 ¢és IL-24 mRNS expresszidjat a vehiculummal kezelt kontroll
sejtekhez képest (16. abra/A és D). A sejtek PDGF-B valamint a H.O> kezelése pedig
fokozta az MMP-12 mRNS expresszidjat a vehiculummal kezelt kontroll sejtekhez képest
képest (16. abra/B és C).

A B. C
1,4 3,5 4 3,0
w 7T * @ *
Z 212 - Z % 3,0 o Z3
2 E | z % 2 %25
E P10 | E &5 | £
Tz Tz =220
5205 ) £250] 5%
<3 <? < £ 15
U =06 U =15 Q=
= = = .= ‘a\o T
a5 ag T 25 1,0
2 30,4 2 gl,O— o ]
=) = Zos - = S05 -
=z =z =
0,0 0,0 0,0
Kontroll TGF-B Kontroll PDGF-B Kontroll H202
D E. F
-~ 1,8 1 - 1,8 -_1,8
. . o
o o @i
Z &% 154 Z & L5 Z %15
5 5 £
E o E S gz
:‘: 1,2— :‘: 1,2— ::“:12—
a2 o= =
&£ 09+ * & £ 09 & £09 -
<~_¢ ’ <~_¢ » <~.« ’
Ue e Ce
I 2 064 I 2 06 I 206
= £ = £ = £
=203 =203 = 203
L5 L5 @
0 T 0 T 0 T
Kontroll TGF-B Kontroll PDGF-B Kontroll H202

16. abra. MMP-12 valamint IL-24 mRNS expresszio meghatarozas TGF-B (A,D),
PDGF-B (B,E) valamint H202 (C,F) kezelések hatasara HEK-293 embrionalis vese
sejtekben RT-PCR segitségével. A mérések soran kapott mRNS expressziora vonatkozo
értékeket a mintakban talalhaté Glicerin — aldehid — 3 — foszfat — dehidrogenazra
(GAPDH) normalizéltuk, majd az expresszios valtozasokat a kontroll mintdkban mért

expresszios értékek atlagara vonatkoztatva abrazoltuk. p<0,01 vs. Kontroll

50



6.1.9 A TGF-B, PDGF-B és H20: hatasa a HK-2 sejtek MMP-12 és TL-24 mRNS
expresszidjara

Valésidejii PCR modszer segitségével megvizsgaltuk, hogy a TGF-3, PDGF-B valamint
a H202 hogyan befolyasolja a HK-2 human proximalis tubulus epitél sejtek MMP-12
expressziojat (17. abra). A TGF-B kezelés csokkentette a HK-2 sejtek MMP-12 ¢és IL-24
mRNS expresszidjat a vehiculummal kezelt kontroll sejtekhez képest (17. abra/A ¢és D).
A sejtek PDGF-B kezelésének nem volt hatasa az MMP-12 valamint IL-24 mRNS
szintjére (17. abra/B és E). A H.O; pedig fokozta az MMP-12 mRNS expresszidjat a
vehiculummal kezelt kontroll sejtekhez képest (17. abra/C).
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17. abra. MMP-12 valamint IL-24 mRNS expresszio meghatarozas TGF-B (A,D),
PDGF-B (B,E) valamint H202 (C,F) kezelések hatasara HK-2 vese proximalis
tubulus epitél sejtekben RT-PCR segitségével. A mérések soran kapott mRNS
expressziora vonatkozo értékeket a mintakban talalhato Glicerin — aldehid — 3 — foszfat —
dehidrogenazra (GAPDH) normalizaltuk, majd az expresszids valtozasokat a kontroll
mintdkban mért expresszids értékek atlagara vonatkoztatva abrazoltuk. p<0,01 vs.

Kontroll
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6.1.10 Az IL-20RB kimutatasa HEK-293 és HK-2 sejteken

Az IL-24 biologiai aktivitasat akkor tudja kifejteni, ha a célsejt expresszalja az 1L24
heterodimer receptorainak IL-20RB alegységét. Megvizsgaltuk, hogy a méréseink soran
hasznalt HEK-293 embrionalis humén vesesejtek és HK-2 vese proximalis tubulus epitél
sejtek sejtecken megtalalhatéo-e ez a receptor alegység (18. abra/A és B).
Immunfluorescens jeldlést kvetden azt talaltuk, hogy mind a két sejtvonal kifejezi az IL-

24 receptorainak kozos alegységét az IL-20RB-4at.

A.

18. abra. Reprezentativ kép az IL-20RB specifikus antitesttel jelolt HEK-293
embrionalis vese epitél (A) és HK-2 vese proximalis tubulus epitél (B) sejtekekrol.
Kék festddést mutatnak a sejtmagok, az IL-20RB-at pedig piros festddés jeloli. 400x-0s

nagyitas.

6.1.11 Az IL-24 hatasa a HEK-293 sejtek IL-6, valamint MMP-3 és -7
expresszidjara.

Valosidejlii PCR modszer segitségével megvizsgaltuk, hogy az IL-24 hogyan befolyasolja
a HEK-293 embrionalis vese epitél sejtek IL-6, MMP-3 valamint MMP-7 expresszidjat
(19. abra). Az IL-24 kezelés szignifikansan csokkentette a HEK-293 sejtek 1L-6 (19.
abra/A) és MMP-3 (19. abra/B) mRNS expressziojat a vehiculummal kezelt kontroll
sejtekhez képest. A IL-24 kezelésének nem volt hatasa az MMP-7 (19. abra/C) mRNS

szintjére.
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19 abra. IL-6, valamint MMP-3 és -7 expresszi6 meghatarozas 1L.-24 kezelést
kovetéen HEK-293 human embrionalis veseepitél sejtekben RT-PCR segitségével.
A mérések soran kapott mRNS expresszidra vonatkoz6 értékeket a mintakban talalhato
glicerin — aldehid — 3 — foszfat — dehidrogenazra normalizaltuk az expresszios

valtozasokat. *p<0,05 vs. Kontroll

6.1.12 AZ IL-24 hatasa a HK-2 sejtek IL-6, valamint MMP-3 és -7 expressziojara.
Valosidejiit. RT-PCR modszer segitségével megvizsgaltuk, hogy az IL-24 hogyan
befolyasolja a HK-2 proximalis tubulus sejtek IL-6, MMP-3 valamint MMP-7
expresszidjat (20. abra). Az IL-24 kezelés szignifikansan csokkentette a HK-2 sejtek
MMP-3 (20. abra/B) mRNS expresszidjat a vehiculummal kezelt kontroll sejtekhez
képest. A 1L-24 kezelésének nem volt hatasa az MMP-7 (20. abra/C) mRNS szintjére.
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20. abra. IL-6, valamint MMP-3 és -7 expresszio meghatarozas 1L-24 kezelést
kovetéen HK-2 vese proximalis tubulus epitél sejtekben RT-PCR segitségével. A

mérések soran kapott mRNS expressziora vonatkozo értékeket a mintdkban talalhato
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glicerin — aldehid — 3 — foszfat — dehidrogenazra normalizaltuk az expresszios

valtozasokat. *p<0,05 vs. Kontroll

6.2 Az IL-24 szerepe a vesefibrozis patomechanizmusaban

6.21 Az 1L-19,-20,-24 valamint IL-20RB expresszioja UUO indukalta
vesefibrozosban

Val6s idejii RT-PCR moédszer segitségével meghataroztuk az IL-20 citokin alcsaladba
tartozo 1L-19, IL-20, IL-24 citokinek valamint heterodimer receptoruk kézos lancanak,
az IL-20RB-nak a mennyiségét az UUO-t kovetd 7. és 14. napon vad tipust egerek
veséiben (21. 4dbra) a kontroll vesékhez képest. Eredményeink szerint az UUO-t kovetd
7. és 14. napon is jelentésen megemelkedik az I1L-24-nek valamint az IL-20RB-nak az
mRNS expresszidja (21. abra/C és D). Az IL-19 expresszidja az UUO-t kovetd 14. napon
szignifikansan emelkedett (21. abra/A), az IL-20 mennyisége nem valtozott az uréter

obstrukcio6 hatasara (21. abra/B).
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21. abra. Az IL-20 citokin alcsalad expressziojanak meghatarozasa valos idejii RT-
PCR segitségével. Az IL-19 (A), IL-20 (B), IL-24 (C) valamint IL-20R8 (D) mRNS
szintjét meghataroztuk az egészséges kontroll (TO) valamint az UUO-t kovet6 7. (T7) és
14. (T14) napon a vett vesemintakban. A mérések soran kapott mRNS expressziora
vonatkozo értékeket a mintakban talalhaté Glicerin — aldehid — 3 — foszfat —
dehidrogenazra (GAPDH) normalizaltuk, majd az expresszios valtozasokat a kontroll
mintakban mért expresszios értékek atlagara vonatkoztatva dbrazoltuk **p<0,01, T7-T14

vs. TO. *p<0,05 T14 vs. TO.

6.2.2 Szoveti kollagén lerakédas kimutatasa Sirius-red festéssel

A fibrotikus folyamatok soran lerakodott szoveti kollagén mennyiségét Sirius-Red festés
segitségével hataroztuk meg az UUO-t kovetd 7. és 14. napon vad tipusa (WT) és
IL-20RB KO 4llatok veséiben a kontroll vesék kollagén tartalmahoz képest (22. ébra).
Eredményeink szerint az UUO-t kovetd 7. és 14. napon is jelentdsen megemelkedik a
lerakodott intersticialis kollagén mennyisége az UUO hatasara. Tovabba az UUO-t
kovetd 14. napon az IL-20RB KO allatok veséiben alacsonyabb a kollagén lerakodas
mértéke a vadtipusu allatokban mért értékekhez képest. A vadtipusu és IL-20RB KO
kontroll allatok veséiben valamint az UUO-t kdvetd 7. napon vizsgalt vadtipusa és IL-
20RB KO allatok veséiben a szoveti kollagén mennyiségében nem taldltunk

kiiloiinbséget.

TO T7 T14

WT

IL-20RB KO
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22. abra. Szoveti kollagén kimutatisa Sirius-red festéssel. Az intersticiumban
lerakodott kollagének mennyiségét megvizsgaltuk kontroll (TO), valamint UUO-t kdvetd
7. (T7) és 14. (T14) napon vadtipusu (WT) és IL-20RB KO allatok veseszovetében. A
szOvettani metszetekbdl kivalasztott demonstrativ képeken piros festddéssel lathatoak a
kollagénrostok, a diagramon pedig a fibrozis szemikvantitativ analizisének eredménye
lathato. *¥p<0,01, WT TO vs. WT T7; #p<0,01, IL-20RB KO TO vs. IL-20RB KO T7;
¥p<0,01, WT TO vs. WT T14; **p<0,01, WT T14 vs. IL-20RB KO T14.

6.2.3 Szoveti kollagén lerakodas kimutatasa Masson festéssel

A fibrotikus folyamatok soran lerakodott extracellularis mennyiségét Masson festés
segitségével hataroztuk meg az UUO-t kovetd 7. és 14. napon vadtipusu (WT) és IL-20R0
KO allatok veséiben a kontroll vesék kollagén tartalmdhoz képest (23. 4bra).
Eredményeink szerint az UUO-t kovetd 7. €s 14. napon is jelentésen megemelkedik a
lerakodott intersticialis kollagén mennyisége az UUO hatasara. Tovabba az UUO-t
kovetd 14. napon az IL-20RB KO allatok veséiben alacsonyabb a kollagénlerakodas
mértéke a vadtipusu allatokban mért értékekhez képest. A vadtipusu és IL-20R6 KO
kontroll allatok veseiben valamint az UUO-t kévetd 7. napon vizsgalt vadtipusu és IL-
20RB KO allatok veséiben nem talaltunk szignifikansan eltéré szdoveti kollagén

mennyiséget.
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23. abra. Az extracellularis matrix lerakodas kimutatasa Masson festéssel. Az

T7 T14

intersticiumban lerakodott kollagének mennyiségét megvizsgaltuk kontroll (TO),
valamint UUO-t koveté 7. (T7) és 14. (T14) napon vadtipusu (WT) és IL-20RB KO
allatok veseszovetében. A szovettani metszetekbdl kivalasztott demonstrativ képeken kék
festddéssel lathatoak a kollagénrostok, a diagramon pedig a fibrozis szemikvantitativ
analizisének eredménye lathato. $$p<0,01 WT TOvs. WT T7; ##p<0,01 IL-20RB3 KO TO
vs. IL-20RB KO T7; %¥p<0,01 WT TO vs. WT T14; **p<0,01 WT T14 vs. IL-20RB KO
T14.
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6.2.4 A miofibroblasztok mennyiségének meghatarozasa

A miofibroblaszt marker a-SMA fehérje mennyiségét Western blot technika segitségével
hataroztuk meg az UUO-t kovetd 7. és 14. napon a vadtipusu (WT) és IL-20R8 KO allatok
veséiben a kontroll vesék a-SMA tartalmahoz képest (24. abra). Eredményeink szerint az
UUO-t kovetd 7. és 14. napon is jelentésen megemelkedik az a-SMA mennyisége az
UUO hatésara. Tovabba az UUO-t kovetd 14. napon az IL-20RB KO allatok veséiben
alacsonyabb az o-SMA fehérje mennyisége a vadtipusu allatokban mért értékekhez
képest. A vadtipusu és IL-20RB KO kontroll allatok veseiben valamint az UUO-t kovetd
7. napon vizsgalt vadtipusu és IL-20RB KO allatok veséiben nem talaltunk szignifikdnsan

eltéré a-SMA fehérje mennyiséget.
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24. abra. a-SMA fehérje expressziéja meghatirozasa western-blot segitségével. A
szoveti a-SMA fehérje mennyiségét megvizsgaltuk kontroll (TO), valamint UUO-t
koveté 7. (T7) ¢és 14. (T14) napon vadtipusu (WT) ¢és IL-20RB8 KO allatok
veseszovetében. A grafikon folott a western-blot mérés soran kapott fehérje csikokbol
szarmazo reprezentativ kép lathato. *¥p<0,01 WT TO vs. WT T7; #p<0,01 IL-20RB KO
TO vs. IL-20RB KO T7; %3p<0,01 WT TO vs. WT T14; **p<0,01 WT T14 vs. IL-20RB
KO T14.

6.2.5 Az IL-24 hatasa a HK-2 sejtek TGF-B és PDGF-B expresszidjara

Valos idejii RT-PCR modszer segitségével meghataroztuk az IL-24 kezelés hatasat a
HK-2 human proximalis tubulus epitél sejtvonal TGF- as PDGF-B termelésére (25.
abra). Az IL-24 kezelés fokozta a TGF-B, valamint PDGF-B expressziot a HK-2 sejtekben

a kontrollként hasznalt vehiculummal kezelt sejtekhez képest (25. abra/A és B).
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25. abra. TGF-B (A), PDGF-B (B) mRNS expresszio meghatarozas 1L.-24 kezelés
hatasara HK-2 vese tubulus epitél sejtekben RT-PCR segitségével. A mérések soran
kapott mRNS expressziora vonatkoz6 értékeket a mintakban talalhato glicerin — aldehid
— 3 — foszfat — dehidrogenazra (GAPDH) normalizaltuk, majd az expresszids valtozasokat
a kontroll mintdkban mért expresszids értékek atlagdra vonatkoztatva abréazoltuk.

*p<0,05 vs. Kontroll

6.2.6 Az IL-24 hatasa a HK-2 sejtek TGF-B és PDGF-B fehérje termelésére
Aramlasi citofluoriméter segitségével fehérje szinten is meghataroztuk az IL-24 kezelés

hatasat a HK-2 human proximalis tubulus epitél sejtvonal TGF-B 4s PDGF-B termelésére.
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Az IL-24 kezelés szignifikansan megemelte a TGF-B valamint a PDGF-B fehérje
expressziot HK-2 sejtekben a kontrollként hasznalt vehiculummal kezelt sejtekhez

képest.
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26. abra. TGF- (A), PDGF-B (B) fehérje expressziomeghatirozas IL.-24 kezelés
hatasara HK-2 vese tubulus epitél sejtekben RT-PCR segitségével. Az egyes kezelési
csoportok (Kontroll, 1L-24) mérése soran kapott fluoreszcencia intentenzitas értékek
atlagat a kontroll mintakban mért expresszios értékek atlagara vonatkoztatva abrazoltuk.
Reprezentativ aramlasicitometridas mérés soran kapott hisztogrammok lathatoak a

grafikonok alatt. *p<0,05 vs. Kontroll
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6.3 Az a-SMA valamint B-aktin specifikus detekciéja fibrozis modellben

6.3.1 Specifikus egér a-SMA és B-aktin primerek tervezése

Az aktin izofomak nukleotid szekvenciaja kozotti 90%-os a homologia, miatt az
izoformak mRNS szintli detektalasa komoly metodikai kihivast jelent. A megfelel
specificitasi a-SMA és B-aktin primerek megtervezéséhez meghataroztuk az aktin
izoformak mRNS szekvenciajanak azon régioit ahol a nukleotid sorrendben az elérhetd
legtobb eltérés van majd ezekre a régiokra terveztiink primereket, igy elkeriilve a

primerek aspecifikus keresztreakciojat az egyes izoformak kozott (27. abra).

a3 ]
a-SMA rcroac.cc?c alcaecalcccrocr-rrca Accw'rcau'-ccc.cccvrc'ra

B-aktin TGTOGC.CC‘I‘G-\.C\GCACCC-CTOCT THGA accr'rcax-ccclcccarc'ra

y-cito-aktin 5 cc‘rc.alc.\ec.accc CTICT-T G\IACCTTCAAT.cchGccaTGT\H
y-simaizom-aktin GTGCCCG AIC\CC%CCCCTGCT-TG\I\CCTTCA-\T.CCCGCCATGT\'

Az adott pozicioban, hany aktin
izoforma tartalmazza ugyan azt 1
a nukleotidot:

27. abra. Az aktin izoformak nukleotid szekvencia hasonlésagat leir6 hétérkép. Az
egyes szinek a nukleotidok el6fordulasi gyakorisagat jelolik az aktin izofromak kozott.
Azon nukleotidszekvencia szakaszokat melyekre a sajat a-SMA ¢és B-aktin primereinket

terveztiik piros négyzettel emeltiik ki.

6.3.2 A sajat tervezésii egér a-SMA és 3-aktin primerek tesztelése

A sajat tervezésii a-SMA ¢€s B-aktin primerek specificitdsanak ellendrzéséhez mesterséges
a-SMA, B-, y-cito- valamint y-simaizom-aktin oligonukleotid templatot hasznaltunk (28-
29. abra). Az altalunk tervezett a-SMA és B-aktin primerek haszndlata specifikus termék
amplifikaciot eredményezett (28-29. abra/A, B, C és D), melyet a képz6dott termékek
melting analizise soran kapott cstcs, valamint az agardz gélen torténd megfuttatds soran

kapott megfeleld bazispar magassagban elhelyezkedd sav jelol (28-29. abra/E és F).
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28. abra. Reprezentativ valos idejii RT-PCR mérési abra a sajat tervezésii a-SMA
primer specifikussagaréol. A sajat tervezésti a-SMA specifikus primer felamplifikalta
az a-SMA-t a mesterséges egér a-SMA DNS templatrol (A) de nem amplifikalt fel
terméket a mesterséges -, y-Cito- valamint y-Simaizom-aktin oligonukleotid templatrol
(B, C, E). A sajat tervezésli a-SMA specifikus primer terméke egy diszkrét melting gorbe

csucsot (E), valamint egy savot (F) adott az agar6z gélelektroforézis soran.
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29. abra. Reprezentativ valés idejii RT-PCR mérési abra a sajat tervezésii 8-aktin
primer specifikussagardl. A sajat tervezésii B-aktin specifikus primer felamplifikélta az
B-aktint a mesterséges egér B-aktin DNS templatrol (A) de nem amplifikalt fel terméket
a mesterséges a-SMA valamint y-simaizom-aktin oligonukleotid templatrol (B, C, E). A
sajat tervezésili B-aktin specifikus primer terméke két melting gérbe csticsot (E), valamint

egy-egy savot (F) adott az agaroz gélelektroforézis soran.

6.3.3 Korabban az irodalomban hasznalt egér o-SMA és B-aktin primerek
specificitasanak vizsgalata
Az irodalomban hasznalt primerek nukleotid szekvencidja jelentds komplementaritast

crer

specificitast vizsgdldo valds ideji RT-PCR méréseinkhez rangos nemzetkozi

folyoiratokbol véletlenszerien valaszottunk harom a-SMA (a-SMAL: a-SMAL a-

SMA3) valamint harom B-aktin (B-aktin.: B-aktine B-aktings) primert (31-32. abra).
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Mesterséges, a-SMA-nak ¢és B-aktinnak megfeleld DNS templat segitségével

megvizsgaltuk az irodalmobdl valasztott a-SMA ¢és B-aktin primerek specifikussagat
valos ideji  RT-PCR reakciokban. Az irodalombol valasztott primerek a
varakozasainknak megfeleléen amplifikaltdk a specificitdsuknak megfeleldé templatrol
termékiiket, de kiilonb6z6 mértékben ugyan a nem specificitdsuknak megfeleld templattal
is keresztreakciot mutattak, melyet a képzddott termékek melting analizise soran kapott

csticsok, valamint az agar6z gélen torténé megfuttatas soran kapott a-SMA és B-aktinnak

megfelel6 savok is igazoltak. (31-32. abra/A, B és C)
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C. a-SMAL3
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31. abra. Reprezentativ real-time RT-PCR mérési abra a szakirodalomban hasznalt
harom Kiilonb6z6é a-SMA primer specifikussagarol. Az irodalomban hasznilt o-
SMAL1 a-SMAL2 a-SMA_3 primerek a real-time RT-PCR reakciok soran a mesterséges
a-SMA DNS templatrél minden esetben felamplifikéaltdk a az a-SMA-t. Ezen reakciok
egy melting csucsot, valamint egy diszkrét, a-SMA-nak megfelelé bazispar magassagban
elhelyezked6 savot eredményeztek az agardzgélen(31. abra/A, B, C). Tovabba az
irodalomban hasznalt a-SMAL1 o-SMAL2 o-SMAL3 primerek real-time RT-PCR
vizsgalataink soran a mesterséges, 3-aktin szekvenciat tartalmazo DNS templatrol szintén
minden esetben felamplifikaltak terméket. Ezen reakciok is egy melting csucsot, valamint
egy diszkrét, a-SMA-nak megfeleld bazispar magassagban elhelyezkedé savot

eredményeztek az agardzgélen (31. abra/A, B, C)
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32. abra. Reprezentativ real-time RT-PCR mérési abra a szakirodalomban hasznalt
harom Kkiilonb6zé B-aktin primer specifikussagarol. Az irodalomban hasznalt B-
aktin B-aktin o B-aktin s primerek a real-time RT-PCR reakciok soran a mesterséges o-
SMA DNS templatrél minden esetben felamplifikaltdk az a-SMA-t. Ezen reakciok egy
melting csucsot, valamint egy diszkrét, a-SMA-nak megfelelé bazispar magassagban
elhelyezked6 savot eredményeztek az agardz gélen (32. abra/A, B, C). Tovabba az
irodalomban hasznalt B-aktin_: B-aktin, B-aktinis primerek  real-time RT-PCR
vizsgalataink sordn a mesterséges, 3-aktin szekvenciat tartalmazd DNS templatrol szintén
minden esetben felamplifikaltak terméket. Ezen reakciok is egy melting csucsot, valamint
egy diszkrét, o-SMA-nak megfeleld bazispar magassagban elhelyezkedd savot

eredményeztek az agardzgélen(32. abra/A, B, C)
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7. MEGBESZELES

7.1 Kongenitalis obstruktiv nefropatia patomechanizmusianak rendszerbiologiai

szintii elemzése

A KON kovetkeztében kialakuld csokkent vesefunkcio a gyermekkori kronikus
vesebetegségek egyik vezetdé oka. A KON az egyik leggyakoribb velesziiletett
rendellenesség, melynek terapiaja csak részben tekintheté megoldottnak, ezért fontos,
hogy feltarjuk és megértsiik azokat a molekularis biologiai folyamatokat melyek a KON
patomechanizmusaban szerepet jatszanak. Az elmult évtizedek egyik jelentés metodikai
elérelépése a molekularis biologiaban a funkcionalis genomikai elemzéseket lehet6vé
tevé microarray technika elterjedése volt. A microarray technika segitségével akar tobb
ezer gén expressziojanak egy iddben torténd vizsgalatata is lehetséges. A moddszer
segitségével lehetdvé valik az egészséges, valamint beteg szdvet génexpresszids
mintazatainak dsszehasonlitdsa, ezaltal uj, az adott betegségre jellemzd potencidlis target
molekuldk, ¢és diagnosztikai markerek azonositasa [102]. Munkank soran microarray
vizsgalat segitségével azonositottuk azokat a géneket €s molekularis utvonalakat melyek
szerepet jatszanak a KON patomechanizmusdban. Ehhez a KON nemzetkozileg
elfogadott allatmodelljét, uréter obstrualt jsziilott patkanyokat hasznaltunk.

A genomszintli analizislink eredményei szerint UUQO hatisara az 0jsziilott
patkanyok veséiben 880 gén expresszidja valtozott meg. A kapott eredményeket tovabbi
ugynevezett génontologiai analizisnek vetettiik ald. A génontologia a géntermékek
jellemzésének (agynevezett GO terminusok, osztalyok) ellendrzott rendszere, melyben
valamint a kiilonb6z6 bioldgiai folyamatokban valo részvételérél. Tovabba megtudhatjuk
azt is, hogy az adott fehérje (ha szerkezeti elemrdl van sz6) milyen celluléris alkotorész
kialakitasaban vesz részt. A microarray vizsgalatbol szarmazo adataink feldolgozasa 114
génontoldgiai csoportot azonositott, melybdl a hasonld jelentéstartalommal bird
csoportokat Osszevonva 86 reprezentativ terminust kaptunk. A kapott terminusokat
osztalyoztuk a biologiai funkcidik, molekularis szerepiik, valamint sejten beliili
lokalizaciojuk alapjan. A beazonositott és csoportositott terminusok jellemzden a

kovetkezo élettani folyamatokhoz tartoztak: immunvalasz €s kemotaxis, extracellularis
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matrix reorganizacié és angiogenezis, tovabba sejtadhézios folyamatok és apoptozis.

A microarray adatok elemzése soran modunk van arra is, hogy a megvaltozott
expressziot mutatd mRNS molekuldkhoz hozzéarendeljiik az azokrdl transzlacid soran
atirodo fehérjéket ¢és elemezziik a fehérje-fehérje interekcids halozatokat human
proteomikai adatbazisok (pl.: Ensmbl Compara) segitségével. Ezzel a modszerrel
lehetdségilink nyilt arra, hogy Osszehasonlitsuk a Rattus norvegicus-ban KON soran
aktivalodo jelatviteli utvonalakat, valamint az interakcioba 1ép6 egyéb fehérjéket azok
human megfeleldivel. Az igy kapott human fehérjelistan tgynevezett halozat elemzés
végeztiink mely ramutatott, hogy az alabbi folyamatok aktivalodnak a KON
patomechanizmusa soran: természetes immunvalasz, immunvalaszhoz kot6dé citokin
jelatvitel, adaptiv immunvalasz, fehérje-ligandko6t6 receptorok, vérlemezke degranulacio,
tovabba a citokin jelatvitel.

A microarray vizsgalatunk sordn kapott génexpressziés valtozasok
bioinformatikai elemzése tovabb erdsitette a hipotézist, miszerint a KON egy komplex
betegség, mely patomechanizmusaban a fejlédési rendellenesség altal indukalt kronikus
gyulladas, lokalis immunvélasz, valamint tubularis apoptdzis hatdsara megnd a lerakddott
extracellularis matrix mennyisége, melynek kovetkeztében fibrotikus folyamatok
indulnak el a karosodott vesében [103]. A microarray adatok génontoldgiai, valamint
fehérje interakcidkat vizsgald halozat elemzése a vizsgdld szemléletétol teljesen
fliggetleniil ravilagithat fontos molekularis kapcsolatokra, valamint a grafelméleti és
haldzat-topoldgiai ismeretek segitségével a patomechanizmus szempontjabdl fontos
géneket jelolhet ki.

Eredményeinkkel — Osszhangban, mas kutatocsoport is Kimutatta az
immunfolyamatokhoz kapcsolodd gének fokozott expresszidjat az obstrukcios inzultust
elszenvedett vesékben. A vizsgalataikban hasznalt microarray chip (Affymetrix)
detekcids spektruma 8 ezer génre terjedt ki szemben az altalunk hasznalt microarray chip-
el (Agilent) mely a teljes patkany genomot, tobb mint 44 ezer gént képes egy idoben
vizsgalni. Vizsgalataikban 250 gén expresszid valtozasat tartak fel a KON soran, de a
megvaltozott expressziot mutatd gének funkcionalis aktivitasat, patomechanizmusban
betoltott szerepét nem vizsgaltak [104].

Microarray analizisiink kimutatta, hogy KON patomechanizmusa soran a

matrixmetalloproteindzok csaladjaba tartoz6 MMP-3,-7 és -12 expresszidja a 10
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legnagyobb mértékben emelkedett expresszidju gén kozott van. A vizsgdlatunk
eredményét erdsiti, hogy egy masik kutatocsoport is emelkedett MMP-12 expressziot
talalt feln6tt allatokban az UUO-t kdvetd 7. napon [105, 106]. Eredményeik szerint az
UUO-n atesett felnétt MMP-12 KO éallatokban az MMP-12 nem a kollagén lerakodas
szabalyozasan keresztiil vesz részt az obstruktiv nefropdthia patomechanizmusaban.
Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy TGF-8 [107, 108], a PDGF-B [109] valamint az
oxidativ stressz [110] a fibrozis soran végbemend szoveti atrendez6dés f6 effektor és
mediator molekuldi, tovabba leirt szerepiik az MMP-1,-3 ¢és -9 expressziojanak
szabalyozasaban [111-113]. Annak tisztazasahoz, hogy ezen profibrotikus faktorok
(TGF-B, PDGF-B, oxidativ stressz) hogyan szabalyozzak az MMP-12 expresszidjat, in
vitro kisérleteket végeztiink HEK-293 embrionalis vese epitél sejteken, valamint HK-2
proximalis tubulus epitél sejteken. Eredményeink szerint a PDGF-B (a HEK-293
sejtekben), valamint az oxidativ stressz fokozza a veseepitél sejtvonalak MMP-12
szintézisét, mig a TGF-B csokkentette. In vivo, valamint in vitro eredményeink alapjan
feltételezhetd, hogy az MMP-12 emelkedett expresszidjanak a KON kialakuldsanak
korai, immunsejtek altal medialt, fokozott gyulladassal, oxidativ stresszel és PDGF-B
expresszioval jellemezhetd fazisaban lehet fontos szerepe. Amikor viszont az obstrukcio
indukalta gyulladas, valamint szoveti atépiilés kronikussa valik és atvalt TGF-8 medialta
intenziv szoveti ECM lerakodasba, akkor csokken az MMP-12 expresszioja (TGF-63
hatasara) igy hozzajarulva, hogy a fokozott kollagén lerakodas karositsa a vese normal
struktirdjat, kialakitva a kronikus vesebetegséget.

A jelentésen megemelkedett MMP-12 mRNS szint mellett az IL-20 citokin
alcsaladba tartozo IL-19 és IL-24 expresszioja is rendkiviil markdnsan megnétt az UUO-
t kovetden Ujsziilott patkdnyok veséiben. Tudomdsunk szerint elsdként irjuk le az
irodalomban, hogy az 1L-24 szintézise fokozodik a kronikus vesebetegséghez vezetd
patologiai folyamatok soran, valamint szerepet jatszhat a fibrotikus szoveti
atrendezddésben. Nem talalhatd irodalmi adat arr6l sem, hogy a vesében milyen
mechanizmusok szabalyozzak az IL-24 citokin expressziojat ezért in vitro kisérletekben
megvizsgaltuk, hogy a profibrotikus TGF-8, PDGF-B valamint az oxidativ stressz,
hogyan befolyasolja a HEK-293, valamint HK-2 vese eredetii epitél sejtek IL-24
termelését. Eredményeink szerint, mig az oxidativ stressznek és a PDGF-B kezelésnek

nem volt hatasa az IL-24 expressziora, addig a TGF-B egyfajta negativ regulatorként
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(hasonldéan az MMP-12-re gyakorolt hatdsdhoz) gatolta az IL-24 expresszidjat a vese
tubulus epitél sejtekben. Az irodalomban szintén nem talaltunk arra vonatkozo6 adatot,
hogy az IL-24 milyen szerepet t6lt be a Kkiilonb6z6 vesét érinté korképek
patomechanizmusaban, ellenben ismert, hogy a kiilonb6z6 eredeti epitél sejtek jelentds
mértékben expresszaljak az 1L-24 biologiai aktivitasaért felelés receptorkomplexeket,
az IL-20Ra/IL-20R6-t, valamint 1L-22Ral/IL-20RB-t [56]. Az IL-24 altal kifejtett
Vizsgalataink szerint a HEK-293, valamint HK-2 sejtek expresszaljak az IL-20R03
receptor alegységet, mely alapjan feltételezhetd, hogy lokalisan a vese epitél sejtek
célpontjai az IL-19 és IL-24 citokinnek. Korabban leirtak, hogy az IL-24-nek szerepe
lehet a természetes immunvalasz aktivalodasa soran kialakulo gyulladas szabalyozasaban
[114]. Megvizsgaltuk az IL-24 hatasat olyan ismert, és KON patomechanizmusaban
szerepet jatsz6 gyulladasos mediatorok szintézisére mint az IL-18, IL-6, valamint TNF-a
[19]. Eredményeink alapjan az IL-24 kezelés szignifikansan csokkentette az HEK-293
sejtek IL-6 citokin termelését. Az IL-6 citokin az egyik legjelentdsebb pro-
inflammatorikus hatassal bir6 immunmoduldns, mely immunsejt differenciaciot és
akutfazis fehérje termelést kivaltd hatdsa révén inicidlja a gyulladasos folyamatokat
[115]. Az HEK-293 sejtekben IL-24 kezelés kovetkeztében kialakult csokkent IL-6
expresszio arra utal, hogy az IL-24 jelenléte anti-inflammatorikus hatast az obstrukcios
inzultust elszenvedett fejl6do vesében.

A microarray vizsgalataink alapjan az MMP-3 és -7 az ureter obstrukciot kovetden
a legnagyobb mértékben emelkedett expressziot mutatd gének kozé tartozott. Kevéssé
ismertek  azonban azok a regulacios  mechanizmusok  melyek  ezen
matrixmetalloproteinazok szintézisét szabalyozzak a vesét érintdé gyulladasos, és
fibrotikus folyamatokban. Mivel microarray analizisiink szerint az IL-24 expresszidja
nagymértékben megemelkedett az obstrukcidt kovetden ezért megvizsgaltuk hatdsat az
MMP-3, és -7 expresszidjara vese epitél sejteken. Eredményeik szerint az I1L-24 in vitro
kezelés csokkentette az extracellularis matrix bontasaban szerepet jatszo [116] MMP-3
termelést mind a két sejtvonal esetében. Ezen eredményeink arra utalnak, hogy az IL-24-
nek szerepe lehet a szdveti atrendez6désben az MMP-3 szintjének regulalasa altal.

Eredményeinket 0sszefoglalva elmondhatjuk, hogy bioinformatikai analizisiink

altal atfogobb képet kaptunk azokrdl a génekrdl, valamint molekularis utvonalakrol
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melyek szerepet jatszhatnak a kongenitalis obstruktiv nefropatia patomechanizmusaban.
Az analizisiink altal azonositott molekulak, gy mint az MMP-3, -7,-12, valamint az
IL-19 és IL-24 a késdbbiekben akar diagnosztikai markerként is szolgalhatnak obstruktiv
nefropatia esetén. Eredményeink szintén ramutattak az IL-24 potencialis szerepére a

KON-t kisérd gyulladésos, valamint szoveti atrendezddéssel jaro folyamatokban.

7.2 Az 1L-24 szerepe a vesefibrézis patomechanizmusaban

Az  jszilott  patkanyokon  végrehajtott, kongenitalis  obstruktiv  nefropatia
patomechanizmusat tanulmanyoz6 microarray mérésiink bioinformatikai elemzése
ramutatott, hogy az UUO-t kdvetden az IL-20 citokin alcsalad tag IL-19 és IL-24
expresszidja jelentdsen megemelkedik. Eredményeink alapjan feltételeztiik, hogy az IL-
20 citokin alcsaladba tartozo 1L-19, valamint IL-24 citokinnek szerepe lehet a kiilonb6z6
KVB-hez vezet6 korképek patomechanizmusaban is. Az IL-24 akut és kronikus
vesebetegségekben betdltott szerepérdl nincs irodalmi adat. Ismert azonban, hogy
megemelkedik expresszidja bérben sebgyogyulas soran [68], valamint adenoviralis
overexpresszaldsa hatékonyan csokkenti a human keloidszovetbdl izolalt fibroblasztok
szerepe lehet a fibrotikus folyamatokat kiséré szoveti atrendezodésben[69]. Annak
tisztazasara, hogy az IL-20 citokin alcsalad tagjainak milyen szerepe van a kronikus
vesebetegség patomechanizmusaban, megvizsgaltuk az I1L-19, -20, -24, valamint
receptoruknak az IL-20RB-nak az expresszidjat a vesefibrozis, valamint KVB unilateralis
uréter obstrukci6 indukalta allatmodelljében.

Eredményeink szerint az obstrukcidt kdvetden jelentdsen megemelkedett az IL-
19 és IL-24 expresszidja. Kiemelendd, hogy az IL-24 citokin mRNS szintje tobb
szazszorosara emelkedett a kontroll vesék értékeihez képest UUO-t kovetden.
Eredményeink szerint az IL-20 citokin alcsalad biologiai aktivitasaért felelos receptor
(IL-20RB) mennyisége is emelkedett volt az uréter obstrukciojat kovetden, mely a
fokozott IL-19, valamint IL-24 expresszioval egyiitt arra utal, hogy az ezen citokinek
direkt modon szerepet jatszanak az a vesefibrézis patomechanizmusaban.

A molekularis biologiaban mara bevett gyakorlatta valt az egyes gének, és a réluk
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atirodo fehérjék funkcidjanak vizsgalatdhoz a génkiiitott allatok alkalmazasa.
Kutatocsoportunknak is lehetésége nyilt megvizsgalni, hogy az 1L-19, -20 valamint IL-
24 hianya hogyan befolyasolja a vesefibrozis patomechanizmusaban kiemelt szereppel
az UUO-indukalt vesefibrozis allatmodelljét alkalmaztuk IL-20RB KO egereken. Mivel
ezekben a KO allatokban az IL-20R nem expresszalodik, ezért mind az IL-20Ra/IL20R3
mind az IL-22Ra/IL-20Rf heterodimer receptor inaktiv. A receptorokon keresztiil hatd
IL-19,-20, valamint IL-24 citokin nem képes kifejteni biologiai aktivitasat.

Uréter obstrualt IL-20RB KO egerek segitségével megvizsgaltuk, hogy az IL-
20R8 hidnya hogyan befolyasolja a fibrozis sordn nagy mennyiségben képz4do, a vese
normal struktarajat, funkcidjat irreverzibilis moédon karositdé extracellularis matrix
lerakodas mértékét. Vizsgalataink szerint az IL-20RB KO egerekben Kisebb
mennyiségben volt jelen az UUO indukalta kollagén lerakddas az obstrukciot kovetd 14.
napon. Ezen eredményiink arra utal, hogy az I1L-20 citokin alcsalad tagjai hozzéajarulnak
a vesefibrozishoz vezetd, fokozott mennyiségii kollagén lerakodas kialakulasahoz,
bioldgiai aktivitdsuk hidnya pedig direkt modon képes csokkenteni a kollagén lerakddas
mértékeét.

A vese tubulusokat alkoto epitél sejtek specifikus receptor expresszidjuk miatt az
IL-20 citokin alcsalad célsejtjei [56], tovabba meghatarozd szerepet jatszanak a
vesefibrozis patomechanizmusanak szabalyozasaban gyulladasos citokin, valamint
kemokin termelésiik révén [117]. A vesét éré sériilés hatasara (pl.: obstruktiv/diabéteszes
nefropatia) a tubulus sejtek fokozott mértékben expresszaljak a TGF-B, és PDGF-B
novekedési faktort [118, 119] mely altal hozzajarulnak a vesében fiziologias
koriilmények kozott is megtalalhatd nyugvo fibroblasztok aktivaciojahoz, a-SMA pozitiv
miofibroblaszttd torténd  differenciacidlodasahoz, valamint a miofibroblasztok
proliferacijdhoz. Az aktivalodott miofibroblasztok fokozott ECM termelése
kulcsfontossagti 1épés a KVB soran kialakuld fibrotikus 1éziok, valamint kiterjedt
kollagén depozitumok 1étrejottében [120]. Az IL-24 citokin profibrotikus szerepét
vizsgaldo méréseink szerint az 1L-24 kezelés szignifikansan megemelte a tubulus epitél
sejtek TGF-B valamint PDGF-B termelését. Ezen eredményeink magyarazatot adhatnak
az IL-20RB KO allatokban tapasztal csokkent mértékii fibrozisra. mivel az obstrualt IL-
20RB KO allatokban az IL-24 nem tudja kifejteni TGF-8 és PDGF-B szintézist fokozo
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hatasat, ezaltal csokken a két molekula expresszioja, melynek eredményeként pedig a
szoveti kollagén lerakddas mértéke is mérséklodik.

Megvizsgaltuk, hogy az I1L-19, -20 valamint IL-24 bioldgiai aktivitasanak hianya
hogyan befolyasolja kollagén termelésért felelés a-SMA pozitiv miofibroblasztok
mennyiségét uréter obstrukcidt kovetden. Eredményeink szerint az IL-20RB KO
egerekben kisebb mennyiségben voltak jelen az a-SMA pozitiv miofibroblasztok az
obstrukciot kovetd 14. napon. Ezen eredménylink szintén magyarazatul szolgalhat az IL-
20RB KO allatokban tapasztalt csokkent mértékii vesefibrozisra, hiszen ha kevesebb a
kollagén termelésért felelés miofibroblasztok mennyisége (feltételezhetden a csokkent
TGF-B és PDGF-B expresszio miatt) az eredményezhet alacsonyabb mértékli kollagén
lerakodast az obstrualt vesékben. Ezen méréseinket csak fehérje szinten végeztiik el
mivel az a-SMA mRNS szekvencidja nagyfokt hasonlosagot mutat mas aktin izofomak
szekvenciajaval. Ez a nagyfoku szekvencia hasonldsag jelentds koriiltekintést igényel a
primer tervezés soran, hogy elkeriiljilk az egyes aktin izoformak kozotti detekcios
keresztreakcidt. (A disszertdcid Megbeszelés fejezetének kovetkezd pontjaban
osszefoglaljuk a metodikai probléma megoldasa érdekében végzett vizsgalatainkat.)

Mivel az obstrukcids inzultuson atesett IL-20RB KO allatokban egyszerre
érvényesiil IL-19,-20, valamint IL-24 citokin bioldgiai aktivitasanak hianya, ezért tovabbi
vizsgalatok sziikségesek az IL-19, valamint IL-20 citokin szerepének pontos feltarasahoz,
hiszen a citokin alcsalad tobbi tagja betdlthet profibrotikus funkciot.

Vizsgélataink ramutattak, hogy az IL-20 citokin alcsalad fokozottan
expresszalodik a fibrotikus folyamatokban, tovabba az alcsalad receptoranak hianya
direkt modon befolyéasolja a vesében taldlhatdo miofibroblasztok mennyiségét, valamint
extracellularis matrix termelését in vivo, tovabba az 1L-24 kezelés in vitro fokozza az
epitél sejtek profibrotikus citokin termelését. Ereményeinket dsszefoglalva, kimutattuk
(KON patomechanizmusat vizsgald méréseinkkel Osszhangban) az 1L-20 citokin

alcsalad, valamint az IL-24 potencialis szerepét a vesefibrozis patomechanizmusaban.
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7.3 Az a-SMA specifikus detektalasa fibrozis modellben

A kiilonbo6zd fibrotikus betegségek incidencidjanak novekedésével parhuzamosan azon
publikaciok szama is folyamatosan emelkedik melyek a miofibroblasztok azonositasara,
mennyiségiik meghatarozasara az o-SMA molekulat hasznalja biomarkerként [121]. A B-
aktin molekuléris biologiai jelentdsége szintén egyértelmii, hiszen haztartdsi génként
vizsgélatok ezreiben hasznaljak a kapott eredmények normalizalasdhoz. Az utdbbi
években azonban egyre tobbszor meriil fel a gyand, hogy nem teljesen megfelel6 ilyen
célra, mert expresszidja a Kisérlet koriilményeit6l fiiggéen valtozhat [38]. Ennek a
hatterében feltételezésiink szerint az dallhat, hogy bar az egyes aktin izoformakat
kiilonb6z6 gének kodoljak ezek mRNS, valamint aminosav szekvenciajanak homologiaja
90% folotti. Ez a nagyfoku hasonldsag igazi metodikai kihivassa teszi az egyes aktin
izoformak keresztreakcio nélkiili, specifikus detekciojat [37]. A kisérleteink a-SMA
primer tervezési fazisdban mi is szembesiiltiink ezzel a metodikai nehézséggel, de a
vonatkozo szakirodalomban nem talaltunk olyan vizsgalatot mely megoldast nyujtott
volna a problémara, vagy egyaltalan foglalkozott volna vele. A specifikus PCR primerek
tervezése soran kritikus pont a primerek 3’ végének lokalizacidja. A polimeraz enzim,
mely az 1j DNS szal felépitését végzi 5°-3° iranyban halad, ezért fontos, hogy elkertiljiik
a bazis kiilonbségeket a primerek 3° vége és a DNS templat kozott, mert csak igy johet
l1étre megfelelé primer anellacio, és specifikus PCR termék [122, 123]. A fentieket
figyelembe véve primer tervezésiink soran nagy gondot forditottunk arra, hogy az a-SMA
¢s B-aktin primereink 3’ vége olyan szekvencia részhez kapcsolédjon az MRNS
molekulakon mely az aktin izoformak k6zott a legtobb lehetséges szekvencia kiilonbséget
tartalmazza.

Els6 lépésként valds idejii RT-PCR moddszer segitségével megvizsgaltuk az
altalunk tervezett egér a-SMA ¢és B-aktin primerek specificitasat in vitro koriilmények
kozott. Ezen méréseinkhez mesterségesen szintetizalt egér a-SMA, B-aktin, y-cito aktin,
valamint y-simaizom aktin génfragmensek szolgaltak templatként, igy lefedve azon
géneket, melyek nagyfoku hasonlosdga miatt keresztreakcid johet 1étre a PCR reakciok
soran. Az altalunk tervezett egér a-SMA primer a hozza tartozd mesterséges a-SMA
templaton az olvadéaspont analizis alapjan csak egy terméket (olvadaspont csucsot)
amplifikalt, valamint a termék gélelektroforézises elvalasztasa is csak egy, megfeleld

hossziisagu terméket mutatott ki. Az egér B-aktin primeriink a mesterséges B-aktin
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templat mellett a mesterséges y-Cito aktin templatrdl is amplifikalt terméket. Ennek a
keresztreakcidnak a bioldgiai jelentosége csekély, mivel mind a két gént haztartasi
génként tartjak szamon.

Annak igazoldsara, hogy a nem kelld koriiltekintéssel megtervezett
egér a-SMA ¢és -aktin mMRNS-re specifikus primerek mérési pontatlansagot okozhatnak,
valamint még a szakteriiletiikon vezetd szerepet betoltd tudomanyos folydiratok sem
forditanak a problémara kell6 figyelmet, véletlenszertien kivalasztottunk 3 kiilonb6z6 a-
SMA ¢és B-aktin primert neves folyoiratok mar megjelent kozleményeibdl. A kivalasztott
primereknek megvizsgaltuk a specificitasat in vitro koriilmények kozott. Mivel a
primerek specificitasanak egyik fontos tényezdje a megfeleléen megvalasztott
annellaciés homérséklet, ezért az irodalombol valasztott primerek esetében
primertervezd szoftver segitségével kiszamoltuk az egyes primerekhez tartoz6 optimalis
anellacios hofokokat. Eredményeink szerint kiilonb6zé mértében ugyan, de mind a hdrom
neves szakfolyoiratbol valasztott primer képes volt amplifikalni, mind az a-SMA-t, mind
pedig a B-aktint, a templatként hasznalt az a-SMA, valamint B-aktin mesterséges
oligokrol az optimalis (valamint az att6l eltérd (+2 °C)) anellacios homérsékleteken. Az
altalunk tervezett a-SMA és B-aktin primerekkel ellentétben az irodalmi a-SMA és B3-
aktin primerek mind az a-SMA mind a B-aktin mesterséges templatokon az olvadaspont
analizis alapjan két terméket (olvadaspont csucsot) amplifikaltak fel, valamint a termékek
gélelektroforézises elvalasztasa két, a-SMA-nak és B-aktinnak megfelelé hosszsagu
terméket mutatott ki. Ezen wvalés idejli RT-PCR méréseink igazoltdk azon
feltételezésiinket, hogy a véletlenszeriien kivalasztott irodalmi egér a-SMA primer
aspecifikusan bekotédhet, és amplifikalhatja a 3-aktinnak megfelel6 szekvenciaji mRNS
molekulakat. Ezt az aspecifikus keresztreakciot az irodalmi B-aktin primerek esetében is
kimutattuk, igy kisérletes eredményekkel is igazolni tudtuk, hogy az altalunk felvetett
metodikai probléma létezik, €és még a neves folyoiratok sem forditanak kelld figyelmet
az elkeriilésére. Az valds idejii RT-PCR méréseikhez a-SMA, valamint 3-aktin primerek
hasznal6 kutatocsoportok feltételezhetden nincsenek is tisztaban a probléma létezésével,
ezért johiszemiien haszndljdk az interneten elérhetd primertervezd programok (pl.:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) altal automatikusan tervezett, de
éppen ezért nem teljesen specifikus primereket.

A ragcsalokban UUO-val torténd vesefibrozis indukcid az egyik legtdbbet
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vizsgalt, legjobban leirt allatmodellje a human krénikus vesebetegségnek. Szamos
kisérletben igazoltak, hogy az a-SMA molekula mennyisége mind mRNS mind pedig
fehérje szinten megemelkedik az allatmodellben obstrukcié hatasara. A modellben az
altalunk tervezett primer segitségével valoban specifikus modon lehet vizsgélni az a-
SMA molekula expressziojat, ezaltal meghatarozva a vesefibrozis effektor sejtjeinek
szamitoé miofibroblasztok mennyiségét.

Munkénk soran (figyelembe véve az aktin izoformak kozotti jelentés mRNS
szekvencia hasonldsagot) egy olyan specifikus, valos idejli polimeraz lancreakcio
metddust dolgoztunk ki, mely a tobbi aktin izoformatdl elkiilonithetd mddon képes
detektalni az egér a-SMA mRNS molekula mennyiségét. Tovabbd eredményeink
ravilagitanak arra, hogy a nem kell6 koriiltekintéssel megtervezett egér a-SMA, valamint
3-aktin primerek mérési pontatlansagot okozhatnak bizonyos kisérleti rendszerekben.
Ilyen lehetnek a fibrozis patomechanizmusat vizsgdlod éllatmodellek, ahol a nem
specifikus B-aktin primerek keresztreakciok miatt tévesen kimutathatjdk a nagy

mennyiségben jelenlévd a-SMA mRNS molekuldkat is.
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8. KOVETKEZTETESEK

PhD munkam célja a kongenitalis obstruktiv nefropatia valamint a vesefibrozis
patomechanizmusaban szerepet jatsz6 molekularisbiologiai folyamatok jelenlegi
ismereteinknél pontosabb feltarasa, detektalasa volt patkany valamint egér allatmodellek

segitségével. Eredményeink alapjan elmondhat6:

1, Microarray vizsgalataink eredményeként kimutattuk, hogy 880 gén expresszidja

valtozik meg szignifikansan kongenitalis obstruktiv nefropatia soran.

2, Elemzésiink ravilagitott, hogy ezen gének jellemzéen a szoveti atrendez6dés,

immunhomeosztazis, valamint a kronikus gyulladas folyamataihoz kapcsolhatoak.

3, A matrix metalloproteinazok kozé tartoz6 MMP-3,-7 és 12, valamint az I1L-20 citokin
csalddba sorolhaté IL-19, és IL-24 rendlis expresszidja uréter obstrukciot kovetden a

legnagyobb mértékben valtozé molekuldk kozott van.

4, Az 1L-24-nek szerepe lehet az MMP-3 ¢s IL-6 expresszidjanak szabalyozasaban

kongenitalis obstruktiv nefropatidban.

5, Microarray adatainkkal 6sszhangban kimutattuk, hogy az IL-20 citokin alcsalad tag IL-
19, valamint IL-24, valamint receptoruk mennyisége uréter obstrukciot kovetden

szignifikansan megemelkedik a fibrotikus vesében.

6, A vad tipusu allatokban tapasztaltakhoz képest az IL-20RB KO egerekben csokkent
mértékli volt a miofibroblasztok mennyisége valamint a szoveti kollagén lerakodas az

uréter obstrukciot kovetden.

7, A vese epitél sejtek 1L-24 kezelése fokozta azok profibrotikus TGF- és PDGF-B

molekula expresszidjat.

8, Kifejlesztettiink egy olyan valos idejii RT-PCR metddust mely specifikusan képes
detektalni az egér a-SMA mRNS molekulat, tovabba igazoltuk, hogy a nem megfelelden
megtervezett B-aktinra specifikus primerek amplifikalhatjadk az o-SMA mRNS

molekulakat is, ezaltal torzithatjdk a mérési eredményeket.
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9. OSSZEFOGLALAS

A kronikus vesebetegség gyakorisaga vilagszerte 8-16%, mely gyors iitemben ndvekszik.
Az egyértelml klinikai sziikség ellenére sincs olyan elfogadott terapia, ami alkalmas
lenne a vesefibrozis kezelésére. PhD munkdm célja ezért a KVE-hez vezet6 kongenitalis
obstruktiv nefropatia valamint a vesefibrozis patomechanizmusiban szerepet jatszo
molekularis biologiai folyamatok és markerek jelenlegi ismereteinknél pontosabb
feltarasa, detektalasa volt.

Eredményeinket 0sszefoglalva elmondhatjuk, hogy microarray analizisiink altal
atfogdbb képet kaptunk azokrdl a génekrdl, valamint molekularis Gitvonalakrdl melyek
szerepet jatszhatnak a kongenitalis obstruktiv nefropatia patomechanizmusaban. A
microarray elemzésiink altal azonositott molekuldk, ugy mint az MMP-3, -7, -12,
valamint az IL-19 és IL-24. Kimutattuk, hogy az IL-24 szerepet jatszhat KON-t
kovetkeztében kialakul6 gyulladdsban és szoveti atrendezddésben. A vizsgélataink sordn
azonositott molekulak a késObbiekben akar diagnosztikai markerként, vagy terapias
célpontként is szolgalhatnak.

A vesefibrozis patomechanizmusaval kapcsolatos vizsgalataink rdmutattak, hogy
az IL-20 citokin alcsalad (IL-19,-20,-24) fokozottan expresszalodik a vese fibrotikus
folyamataiban valamint, az alcsalad receptoranak hianya direkt modon befolyasolja a
miofobroblasztok mennyiségét, valamint extracellularis matrix termelését. Ez a hatés
eredményeink szerint az IL-24 veseepitél sejteken indukalt fokozott TGF-B és PDGF-B
citokin termelés altal valosul meg. Eredményeink ramutattak, hogy az IL-24-nek szerepe
lehet a  kongenitalis  obstruktiv  nefropatia, valamint a  vesefibrozis
pathomechanizmusaban.

Vizsgalataink felhivtak a figyelmet a koriiltekintd primer tervezés fontossagara az
egér a-SMA és B-aktin mRNS szintet vizsgaldé PCR reakciok soran. Munkank soran
valoban specifikus primert alkottunk az a-SMA megfeleld detekciojahoz. Tovabba
igazoltuk, hogy az irodalomban hasznalt, nem megfeleléen tervezett egér a-SMA ¢és B3-
aktin primerek aspecifikus keresztreakcidik altal torzithatjak a mérési eredményeket,
mely jelenség magyarazatot adhatnak arra, hogy miért valtozik mRNS szinten a B-aktin

mennyisége bizonyos kisérleti rendszerekben.
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10. SUMMARY

The prevalence of chronic kidney disease (CKD) is estimated to be 8-16% worldwide,
and their number is rapidly increasing. The pathomechanism of CKD is still poorly
understood however, irrespectively of their etiology it always have an inflammatory
component, which shows strong correlation with the progression of renal fibrosis and the
decline of renal function. Despite the obvious medical demand there is neither a generally
accepted effective drug to treat or hinder kidney fibrosis. In my PhD thesis | investigated
the molecular pathways and mechanisms and markers involved in the patomechanism of
congenital obstructive nephropathy and kidney fibrosis.

Our data provide a bioinformatics analysis of differentially expressed genes and
molecular pathways potentially involved in the pathophysiology of CON thus
contributing to the better understanding of the underlying molecular mechanisms. The
differentially expressed genes including MMP-3, -7 and -12 or I1L-19 and -24 have the
potential to be used as targets for early diagnosis and treatment of CON.

We found elevated level of 1L-20 cytokine subfamily (1L-19,-20,-24) members in
the fibrotic kidney. Moreover, we demonstrated that lack of the 1L-20 subfamily receptor
resulted in decreased number of myofibroblast, and directly influence the ECM
production in the obstructed kidney. Furthermore, we found that IL-24 increases the TGF-
3 and PDGF-B production of renal epithelial cells. Our results revealed the potencial role
of IL-24 in the patomechanism of congenital obstructive nephropathy and kidney fibrosis.

In summary, our experimental results raise awareness to the importance of proper
a-SMA and B-actin primer design RT-PCR reactions. Our results indicate that the use of
improperly designed literary primer pairs significantly affect the results of PCRs
measuring mMRNA expression of a-SMA or B-actin isoforms in fibrotic diseases. We
developed a set of carefully designed primer pair to selectively determine the expression
of mouse a-SMA isoform. Our data could explain the apparent expressional variability

of the housekeeping gene B-actin observed in several experiments.
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