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A kronikus fibroproliferativ megbetegedések, mint a kardiovaszkuléris betegségek, a
majcirrodzis, a tid6éfibrozis, a gyulladasos bélbetegség (IBD) vagy a kronikus vesebetegség
(CKD) kozos jellemzéje a szoveti hegesedés. Ezek a fibroproliferativ betegségek vildgszerte
millidkat érintenek €s a nyugati tarsadalomban a haldlozas vezetd okai koz¢ tartoznak. Egyes
becslések szerint a fejlett orszagokban a halalozasok mintegy fele Gsszefiiggésbe hozhat6 a
szoveti hegesedéssel [1]. Projektiink kapcsan a fibroproliferativ betegségek koziil elsésorban a
CKD-ra fokuszaltunk, melyre mint a betegség etiologiajatol (diabétesz mellitusz,
magasvérnyomas betegség, uréter fejlodési rendellenesség, akut veseelégtelenség, gyogyszer
intoxikacio, stb.) fiiggetleniil jellemzé az extracellularis matrix fokozott lerakodasa, mely a
vese szovet strukturajanak megbomlasahoz és a vesefunkcié besziikiiléséhez, a végstadium
vesebetegség kialakulasahoz vezet. CKD vilagszerte tobb szdzmillid embert, a lakossag
mintegy 8-16%-at érinti és incidencidja rohamosan nd. Jelenleg az egyik legnagyobb
egészségiligyi kihivast jelenti az euro-atlanti régidban. [2]. Az egészségiigyi probléma
nagysagat jol jellemzi, hogy jelenleg is mintegy 20-25 milli6 beteg szorul vesepotlo kezelésre
vilagszerte [3]. A vese hegesedését kozos molekularis patomechanizmus generalja, amely a
betegség etiologiajatol fiiggetleniil (diabétesz mellitusz, magasvérnyomaés betegség, uréter
fejlodési rendellenesség, gyogyszer intoxikacid, irradiacio stb.) az extracellularis matrix
(ECM) fokozott felhalmozodasaval és az egész szerv vonatkozasaban a szerv funkcidjanak
irreverzibilis romlasaval jellemezhet6. Ebben a folyamatban a miofibroblasztoknak
meghataroz6 szerepiik van. A miofibroblasztok a-simaizom aktin (aSMA) pozitiv, migraciora
képes sejtek, melyek egészséges vesében nincsenek jelen, azonban a szdvetet ért sériilés
hatasara gyorsan megjelennek. A miofibroblasztok eredete sokaig tisztazatlan volt. A
kiilonb6zé szervekben a miofibroblasztok differencidlodasanak hatterében kiilonbozo
patholdgiai folyamatokat feltételeznek. Korabban a szoveti hegesedés mechanizmusa kapcsan
a kutatok jelentds szerepet tulajdonitottak az epithelialis és az endotelialis-mesenchymalis
tranzicionak (EMT és EndMT). Ezen folyamatok aktivalédasakor a szovet epithel, illetve
endothel sejtjei elvesztik az eredeti rajuk jellemz6 markereiket (CK-18, CD31) és
mesenchymalis tipusu sejtekké differencialodnak. A jelenlegi irodalmi adatok azonban inkabb
arra utalnak, hogy a miofibroblasztok elsdsorban a minden szervben jelen 1évo, a kapillarisok
folyamatoknak a kiilonbozo szervek hegesedésben betoltott szerepérél még megoszlanak a
vélemények, abban teljes az egyetértés, hogy a sériilt szovetekben az aktivalodott

miofibroblasztok jelentés mennyiségii kollagén-I és -Ill-ban gazdag ECM-et termelnek. A
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vesében a hegszovet kiterjedt depozicidja glomerularis szklerdzishoz ¢és intersticilis
fibrézishoz vezet. Ezek a folyamatok 6rdogi korként a nefronok elvesztéshez és a vesefunkcid
fokozatos romlasahoz vezetnek.

Meglepé modon a kiilonféle fibroproliferativ megbetegedésben szenvedok szamanak
rohamosan ndvekedése ellenére sincs altalanosan elfogadott diagnosztikai eljaras a hegesedés
korai kimutatdsara ¢és a szOveti fibrozis gatlasara sincs megalapozott gyogyszeres terapia.
Ezért az ezen a terlileten folytatott kutatasnak nem csupan tudomanyos, hanem kozvetlen
egészségligyi €s gazdasagi jelentdsége is van.

Az elnyert OTKA kutatasi palyazat anyagi tdmogatasa lehetdvé tette, hogy az elmult 3
évben a szoveti hegesedés intenziv kutatasanak alapjait lerakjuk. Ennek keretében uj

tudomanvos technologiét és méromodszereket honositottunk meg, illetve a kutatashoz

sziikkséges miiszerfejlesztés és modszertanfejlesztés tortént meq.

1. Uj géldokumentacios (VersaDoc 5000, BioRad) rendszert allitottunk be, mely lehetévé
teszi a fehérjék mennyiségi meghatarozasahoz elengedhetetlen Western blot mérések
elvégzését, illetve kiértékelését.

2. A palyazat id6tartama alatt ) szakemberek bevondsaval elsajatitottuk és a kutatasi
eszkOztarunkban alkalmaztuk egy korabbi palyazat soran beszerzett multifoton
mikroszkop hasznalatat [4]. A multifoton mikroszképia egyediilalld lehet6séget biztosit
szamunkra, hogy allatmodelljeinkben az in vivo képalkotas lehet6ségeit kihasznalva
vizsgaljuk a vese funkciojat, fibrotikus elvaltozasait, az erek allapotat, az immunsejtek
mozgasat vagy a renin-angiotenzin rendszer (RAAS) komponenseit.

3. Az 1j technologiak kozott kiemelendd az in vitro és in vivo modellrendszerek és mérések
beallitasa.

a. A multifoton mikroszkopia hasznalata mellett kidolgoztuk az in vivo
kisérleteinkbdl szarmazod mintdk unikalisnak szamitd d&ramldsi citometrids
vizsgalatanak lehetdségét. Ez a vizsgalati rendszer lehetdvé teszi, hogy
szamszerlien meghatarozzuk, hogy a vizsgalt szovet egy adott sejttipusa milyen
mértékben expresszalja a vizsgalt markereket (aSMA, vimentin stb.).

b. Sikeriilt meghonositani szamos 1) allatmodellt (diabéteszes nefropatia, unilateralis
uréter obstrukcid, dextran szodium szulfat-indukalta kolitis, bleomicin indukalta
tiid6fibrozis), valamint a human eredetli primer mifibroblasztok eldallitasanak,
tenyésztésének, illetve karakterizaldsanak modjat, a veliik valo munkat.

c. A szdveti hegesedés lokalizacigjanak és mértékének meghatdrozasara alkalmas

modszereket vezettiink be, (Masson’s trikrom és Sirius red festési eljarasok).



d. Meghonositottuk a  miofibroblasztmarkerként is  alkalmazott aSMA,
immunhisztologiai lokalizaciojank vizsgalatat, a kollagén-I, -ll1, fibronectin,
matrix metalloproteinaz (MMP) 2, MMP9, MMP12, a tumor novekedési faktor
(TGF)B-1, a vérlemezke eredeti ndvekedési faktor (PDGF)-BB expressziojanak

meghatarozasat.

A palyazat keretén beliil jelentés és sikeres volt a tudomanyos utinpotlas nevelés:

lehet6séglink nyilt 0, fiatal szakemberek bevonasara. Az el6zéekben felsorolt személyi,
anyagi ¢és targyi eszkozok, illetve a kialakitott tuddsbazis segitségével a kronikus

veseelégtelenség, illetve a szoveti hegesedés mechanizmusanak vizsgalata kapcsan szamos

uj megallapitast tettiink.

1. A CKD patomechanizmusanak vizsgalata kapcsan végzett kisérleteinket kiterjesztettiik a
szteroid rezisztens nefrozis szindromara (SRNS). A nefrozis szindroma a glomerulusok
barrier funkcidjanak sériilésével 1étrejové korkép, amelynek egyes formai CKD-hez és
végstadiumu veseelégtelenséghez vezetnek. Az SRNS hatterében eddig tobb mint 20
mutaciot azonositottak, melyek tobbsége a podocitdk barrier funkcidit érintdé mutacio.
Jelentés hazai és nemzetk6zi kollaboracidban végzett vizsgélataink soran sikeriilt egy
eddig le nem irt, teljesen Uj, autoszomalis recessziv O6roklédés menetet igazolnunk,
asszocialt mutaciotol fiigg. Ez, a genetika egyes eddigi téziseit meghalado felismerés
tovabbi, eddig nem-értett betegségek esetében is sikeres modellként lesz alkalmazhat6.
Tovabba direkt klinikai, diagnosztikai hatasa van a betegség lehetséges Oroklédés-
menetének megitélése szempontjabol. Tanulméanyunkat az altalunk megtalalt 6roklodés-
menet Ujszerlisége, a prenatdlis diagnosztikat befolydsold jelentdsége miatt a Nature
Genetics kozolte [5].

2. Tovabbi kisérletes munkank soran megallapitottuk, hogy allatmodellekben a vese szoveti
hegesedése kapcsan interleukin(IL)-17, illetve -24 szabadul fel. Egerek hegesedd
vesemintaibol késziilt aramlési citofluorimetrids méréseink illetve immunhisztologiai
vizsgalataink alapjan valoszinii, hogy az el6bb emlitett citokinek f6 forrasai a vese
tubularis epithelsejtjei.

a. Az IL-17 fibrozisra kifejtett hatasait aramlasi citofluorimetria segitségével vad és
IL-17 génkiiitott (KO) egerek uréterobstrukcios (UUO) modelljében vizsgaltuk
tovabb. Vizsgaltuk az IL-17 hianyanak hatasat a kiilonb6zd jelatviteli utak
aktivaciojara (ERK1/2, SAMD2/3, JNK1/2/3), illetve az EMT markereinek
(vimentin, proliferalé sejt nukledris antigén PCNA, aSMA, MMP2, MMP?9,
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3.

MMP12, E-cadherin) expresszidjara. Eredményeink alapjan ugy véljiik, hogy az
UUO-t kdvetden elsdsorban a SMAD2/3 jelatviteli rendszeren keresztiil fokozddik
az EMT markerek, illetve a TGFB1 ¢és a PDGF-BB expresszidja. Ezeknek a
fehérjéknek az expresszidja kivétel nélkil fliggott az IL-17 jelenlététol.
Eredményeinket in vitro human proximalis tubularis epithel (HK-2) sejtek I1L-17
kezelését kovetden is megerdsitettilk. Adataink arra utalnak, hogy a vese epithel
sejtjei IL-17 dependens moédon in vivo is atmennek EMT-n és részt vesznek a
fibrozisban kozponti szerepet jatszo TGFp1, illetve PDGF-BB termelésében is. Ezt
kovetden vizsgaltuk a TGFB1 ¢és PDGF-BB fibroblasztok aktivacidjara,

crer

crer

b. Az IL-24 vesehegesedésre kifejtett hatasat vad tipust (C57Black/6), illetve az IL-
24 receptorara (IL-20R2) nézve KO egereken vizsgaltuk. Meglepetésiinkre, bar a
hegesedd vesékben az IL-24 mennyisége szignifikdnsan megnétt, a KO egerek
veséinek vizsgalata nem igazolta az IL-24 korabban feltételezett, a vese fibrétikus
atalakulasaban betoltott szerepét. IL-20R2 KO egereken végzett vizsgalataink nem
tamasztottak ald azt sem, hogy a vese 1L-24 expresszidja Osszefiiggne az aSMA,
kollagén-I és -III szintjével, valamint a vese Masson’s pozitivitasanak mértékével.
Ismereteink szerint a szoveti hegesedés folyamata a kiilonb6z0 szervekben hasonlé modon
jatszodik le. Az érintett szovettdl és kivaltd hatastol flggetleniil a hegesedés
folyamataban, az ECM és bazelmembran komponensek, illetve aktiv hatéanyagok, mint
az MMP-k termlésével, a miofibroblasztok kozponti szerepet jatszanak. Ezért
vizsgalatainkat Kiterjesztettik mas szovetek hegesedéssel, szoveti atépiiléssel jard
korképeinek, igy a gyulladdsos bélbetegség (IBD) és a colidkia pathomechanizmusanak
tanulméanyozaséra is [6]. Osszesen mintegy 50 IBD-s beteg, illetve egészséges gyermek
colon nyalkahartyajabol szarmazo biopszids mintdjaban vizsgaltuk az 1L-24 expressziojat,
illetve az 1L-24 receptoranak lokalizacigjat. A vesében tapasztaltakkal 6sszhangban az IL-
24 az IBD-s betegek bél mukoézajaban is fokozott mértékben expresszalodott. Az IL-24
receptora mind az enterocitdkon mind a szubepithelidlis mifibroblasztokon jelen volt. In
vitro human colon epithel (HT-29) sejteken végzett vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy
az IL-24 fokozza a SMAD?2/3, a JNKI1/2/3 és az ERKI1/2 aktivaciojat. Kimutattuk
tovabba, hogy a HT-29 sejtek IL-24 kezelése ezen jelatvivokon keresztiil fokozza az
epithel sejtek TGFB1 és PDGF-BB termelését. Ezt kdvetden megvizsgaltuk az IL-24

szubepithelialis mifibroblasztokra kifejtett direkt hatasat is. Human colon fibroblaszt
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(CCD18Co) sejtek 1L-24 kezelése jelentds mértékben fokozta a sejtek kollagén-I és -I11
termelését. Ez a hatas joval jelentdsebb volt, mint a sejtek TGFB1 kezelésével kivaltott
expresszios valtozas. Ez nem csak a vesében tapasztaltakkal szemben meglepd, hanem
azért is, mert eddigi ismereteink szerint a hegesedés kdzponti utvonalat a vastagbélben, és
mas szervekben igy a vesében is, a TGFB1 altal képviselt utvonal jelenti. In vitro
eredményeinket in vivo az egerek vastagbélének lokalis IL-24 kezelésével, illetve a IL-
20R2 KO egerek alkalmazasaval is igazoltuk. Mindez egyrészt azt jelenti, hogy a szoveti
hegesedés mechanizmusa a vesében jelentésen kiilonbozik a bélben tapasztaltaktol (ez az
eddigi kozos patobiokémai ut dogmdja ellen szol!, ami a kutatdsok Uj irdnyat is
megszabja), valamint azt, hogy az I1L-24 altal képviselt utvonal legalabb olyan jelentGs,
mint a TGFBlmedialta. Végezetiil a bélben az IL-24 mind az epithelsejtek TGFB1 és
PDGF-BB expresszidjara, mind direkt modon a miofibroblasztok kollagén termelésére
hatva befolyésolja a szoveti hegesedést.

Az elmult években a streptozotocin indukalt diabétesz experimentalis modelljében
igazoltuk, hogy megnd az aSMA expresszidja, melyet a RAAS gatlo kezelés hatékonyan
csOkkentett. Kordbbi irodalmi adatok alapjan kezdetben tigy véltiik, hogy a jelenségért
elsésorban az angiotenzin II EMT-t indukal6 hatasa lehet a felelos. Feltételeztiik, hogy az
akkori irodalmi adatokkal Osszhangban az epithel sejtek a RAAS rendszer hatdsara
miofibroblasztokka alakulva kotdszoveti matrixot termelnek. Mivel az elmult években
megkérddjeleztek az EMT fibrozisban betoltott szerepét, ezért mi is tovabbi
magyarazatokat kerestiink. Kordbbi adataink és irodalmi ismereteink alapjdn két
lehetdséget feltételeztiink. Az egyik lehetdség, hogy a RAAS rendszer elemei, mint az
angiotenzin 11, illetve az aldoszteron direkt modon aktivaljak a fibroblasztokat, azonban az
sem zarhato ki, hogy indirekt mdédon az epithel sejtekre hatva befolyasoljak a
fibroblasztok aktivaciojat. Mindkét elméletet igaznak talaltuk. Az aldoszteron kezelés
nem volt hatassal a fibroblasztok aktivacigjara. Diabéteszes modelliinkben a vese epithel
sejtjeit PDGF-BB pozitivnak talaltuk és gliikkoz kezelés hatasara a HK-2 proximalis
tubularis epithelsejtek is termeltek PDGF-BB-t. Az epithel sejtek altal termelt PDGF-BB
komplex és kdzponti szerepét a folyamatban: vagyis a RAAS rendszer direkt modon a
fibroblasztokra €s indirekten az epithelsejtek PDGF-BB termelésére hatva is szabéalyozza
a fibroblasztok aktivaciojat.

A vesefibrozis pathomechanizmusdnak vizsgalatara irdnyuld kisérleteinkbdl szarmazé

tudast Osszegezve megkezdtiik egy altalunk beazonositott biologiai utvonal, illetve egy
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arra hatd, a szdveti fibrozist gatlé hatdéanyag részletesebb vizsgalatait. Ennek jelentoségét
alatdmasztja a fibrdzis orvosbioldgiai jelentdsége, és az a tény, miszerint jelenleg nem
rendelkeziink a fibrézis folyamatat célzottan befolyasold gyogyszerekkel. Vizsgalataink
tobb in vivo fibrozis modellre is kiterjednek, teszteltiik a hatdanyag effektivitasat a CKD
kezelésére jelenleg alkalmazott gyogyszerek, RAAS inhibitorok hatasossdgahoz képest,
illetve egylittes adasuk esetleges eldnyeit. Mivel a kordbbi irodalmi adatok alapjan a
szoveti hegesedés mechanizmusa a kiilonb6z0 szervek esetén szamos hasonlosagot
mutatott, kisérleteinket a vesehegesedés kiilonb6zé modelljei mellett mas szervekre is
kiterjesztettiik. Eredményeinket az in vivo kisérletek mellett in vitro rendszerekben is
teszteltiik. A vizsgédlt hatdanyag szignifikdnsan csokkentette mind a vese eredetii
fibroblasztok PDGF-BB-indukalta proliferacidjat, mind a TGFB1 kezelés altal kivaltott
kollagén-I ¢és -III termelést. A hatdanyag kapcsan végzett vizsgalatainkbdl szarmazd
eredményeket egy az Eurdpai Szabadalmi Hivatal-hoz benyutjtott szabadalmi

beadvanyban osszegeztiik (Application/Patent NO.: 14462004.4 -1464) felé ['].

A NK OTKA 84087 palyazat eredményeit 6sszegezve a kutatds tdmogatasdval szdmos
jelentds eldrelépést sikeriilt megtenniink a kronikus vesebetegség, illetve a szdveti fibrozis
mechanizmusdnak feltardsa kapcsan. Az MTA és a Semmelweis Egyetem ko6z0s
kutatolaboratériuma jelentds hazai, és nemzetkdzi mértékkel mérve is figyelemre méltd
miuhellyé valt. A laboratorium eszkdztarat a kiilonb6z6é generacidkhoz tartozo kutatokdzosseg
miikodteti, s ennek mérheté eredményeképpen a palyazat tamogatasaval szamos hazai, illetve
nemzetkdzi konferencian vettiink részt. Tudomanyos eredményeinket magyar nyelvil és
angol nyelvii kézleményben tettiik kozz¢é. Vizsgalataink egy részét sikeriilt a legrangosabb
nemzetkozi konferenciakon (ERA-EDTA, ESPN, ASN), illetve folyoiratokban, mint a Nature
Genetics kozzétenni. Az elmult iddszakban publikalt koézlemények mellett tobb olyan
kisérletes munkat is végeztiink, melyek véleményliink szerint jelentds nemzetkozi érdeklédére
tarthatnak szamot és jelenleg mar kozvetlenil publikacio eldtti fazisban vannak. Az egyik
ilyen munkank egy gyogyszerfejlesztési projekt, melyet Eurdpai Unids szabadalmi
beadvanyunkban tettiink kozz¢ (Patent NO.: 14462004.4 -1464). A projekt keretein beliil a
vese €s egyéb szervek kotOszoveti atépiilésében jelentdsnek tiind bioldgiai Utvonalra hatd
mind kollagén termelését kedvezden befolyasolta. A hatdéanyag tovabbi értékesitése kapcsan
is jelentds eldrelépéseket tettiink. A Semmelweis Egyetem Innovécios Kozpontjanak
tamogatdsaval megkezdtiik a benyujtott szabadalom értékesitését, melyben jelenleg az

Aquincum Technologiai Inkubatorhaz nyujt tadmogatast. A projekt kapcsan jelenleg
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piackutatast, illetve lizletfejlesztési tervet készitliink a hatéanyag tovabbi fejlesztése kapcsan
sziikséges klinikai vizsgalatok tovabbi finanszirozasanak érdekében. Ezek alapjan a befektetdi
dontés 2014 oktoberében varhato.

Az OTKA palyazat tamogatasa jelentOsen hozzdjarult a szakteriilet felfedezo
kutatasaihoz, uj eredményeinek szintézisével 1étrejott ismeretanyag a laboratériumunkban ill.,
a kooperacios partnerek miihelyeiben folyé kutatasokra gyakorolt kézvetlen jotékony hatasa
mellett, mas kutatasi palyazatokban valo részvételiink elémozditasaval is hozzéjarul a tovabbi

sikeres felfedez6 és alkalmazott kutatoi, illetve innovacios munkankhoz.
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