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Roviditések

ADCC: antitest dependens citotoxicitas

AICD: aktivacié indukalta sejthalal (activation mckd cell death)

Ag: antigén (a donor szerven)

APC: antigén bemutato (prezentalo) sejt

APAAP: alkalikus-foszfataz-anti-alkalikus-foszfatéeakcid

CD: sejtfelszini jeld molekula (cluster of differentiation nevezéktan)

CD3: a TCR jelatvié molekulaja

CD4: T, sejtek jellegzetes markere

CD8: T. sejtek jellegzetes markere

CD154-CD40, CD28-B-7: kostimulaciés molekulapardlifocita aktivacio)
cDNA: komplementer desoxyribonuklein sav

CMV: citomegalovirus

CSA: Cyclosporin-A (immunszuppressziv gyogyszer)

CTLA: citotoxikus T-limfocita () asszocialta antigén

CTGF: kotiszdveti eredétndvekedési faktor (connective tissue growth fgctor
ED-1: patkany CD-68 ekvivalens szdveti-makrofag keaelleni monoklonalis antitest
FADD: Fas altal aktivalt sejthaldlt kivalté adaptehérje (Fas activated death domain)
GAPDH: glyceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz

Granzim: apoptézis indukalé molekula

Fas: apoptozis receptor (APO-1, CD95)

FasL: a Fas molekula ligandja

HLA: human leukocita antigén

ICAM-1 (CD 54): intercellularis adhéziés molekula-1

IgG: immunglobulin G

IFN: interferon

IL: interleukin

IL-2: interleukin-2

IL-2R: IL-2 receptor (nagy affinitdsm+3+y lanc)

IL-2Ra (CD 122): Az interleukin-2 receptor 70 kDA béthéegje (p70) allanca
LFA-1a (CD110): leukocita funkcidval asszocialt antigen-1 aliada

MAP: artérias kdzépnyomas (mmHg)

NF-kB: Nuklearis faktor kB (intracellularis jelatvitel)

NK: természetes 6l(natural killer) sejt

OX-19: A patkany CD5+ ekvivalens pan-T-sejt mariieni monoklonalis antitest
P: peptid (HLA molekulahoz kapcsoltan bemutatofhitseagy idegen fehérje részlet)
p: a hiba valdsziisége

PDGF: trombocita eredehtvekedési faktor (platelet derived growth factor)
RT-PCR: reverz transzkriptaz polimeraz lancreakcio

SEM: az atlag standard hibaja

T.: citotoxikus T-limfocita

Th: segib (helper) T-limfocita

TCR: T-limfocita receptor

TGF{,: transzformald névekedési faktor (transformingvgtofactor)-béta 1-es izoformaja
VCAM-1 (CD106): vaszkularis sejt adhézios molekiila-

VLA-4a (CD49d): nagyon kés aktivacios fehérje-4 alfa integrin



A transzplantalt vese kilokédésének korélettana ')

Bevezetés

A végstadiumu veseelégtelenség legjobb éldiadiget biztositd kezelése a vesedtlltetés. A
Cyclosporin-A bevezetése a rovidtava tulélést j@leen javitotta, de a harmadik év utan
mitkddésképtelenné valt allograftok szama gyakorfatilam valtozott (1. abra) (1,2). Ennek oka,
hogy a belltetett szervirtkbdése az atiltetés soran elszenvedett karosoaasiat a recipiens
immunvalasza kdvetkeztében limitalt.

A genetikai eltérések minimalizalasat szolgaljacaal és a recipiens vércsoportjanak és human
leukocita antigén (HLA) tipusanak egyeztetése. gyeetetés ellenére fenndlld genetikai eltérések
hatasara aktivalodé immunrendszer karositja aajraft kilokédési reakcié altalaban étlleges
immunvalasz, mely a szokasos immunszuppressziideetszteroid, calcineurin antagonista és
purin antagonista) mellett enyhe, vagy kozepesosg8gu. A betegek kis hanyada mar korabban
talalkozott a donorra jelleniz (HLA vagy minor) antigénnel sgenzitizalédo}t Ilyenkor
masodlagos (memoria) immunvalasz 1ép fel, melyassilgfolyasa, és nehezen kezethet
Korszovettani, idbeli és korélettani sajatsagok alapjan megkulorditmk hiperakut

akceleralt akutéskronikus kilokidés (3).

1. &bra

A kronikus kilokodés, és a cyclosporin hatasa a
graftmiikédésre
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A cyclosporin A jelenisen javitotta a korai tllélést: a félgérbe meredeksége az 1-3 évben joval laposabb.
A harmadik éwil kezdve a rikddésképtelenné valt graftok aranya - amint aztéa dorbe hasonlé
meredeksége mutatja - hasonlé (4). A cyclosporap@limmunsuppressio jobb tulélési statisztikdjanak
magyarazata, az acut kildiés visszaszoritasaban keregend

! Hamar P: A trasplantélt vese kiltidésének korélettana” in Nephrologia, EImélet &sildim, dialysis,
transplantatio. Szerk.: Rosivall L, Kiss |. Medint@nyvkiadd, Bp. 2003. 323-346. 2003

2 Hamar-P: "A veseatiiltetés korélettana” in Biopby$l1./Biofizika 21. Tankényv. Szerk: Vincze Janos
2006

® Hamar-P: "Alloantigén-fiiggjés fiiggetlen tényék szerepe a transzplantalt vese kronikus kitilsében”
Semmelweis Egyetem, Doktori értekezések <<60>> 1998
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A KILOK ODESI REAKCIOK TiPUSAI

A kulénboz kilokédési reakcidk gyakran egyszerre, vagy atfedéssentjeznek, és klinikai
megjelenésik sem kulonihteel egymastél minden esetben. A patomechanizmusitte sem
kilénllnek el élesen az egyes kitdlési formak: a ,humoralis” azaz antitest kivaltota a
.cellularis” azaz T-limfocita vezérelte folyamatok szorosan 0Osszefiiggenek egyméssal: az

antitesteket is sejtek (B-limfociték) termelik, #&santitest termelést T-limfocitak szabalyozzak (5)

Hiperakut kilok édés

A hiperakut kilok 6dés szenzitizalt recipiensekben kialakul6 masodlagammunvalasz, mely
végd soron a graft ereinek elzarodasadhoz és a graft pmsilasahoz vezet a reperfuziot
kdvetéen orakon belll (6,7). Gyakorlati szempontbdl a hiperakut kitiés klinikai jelenisége -

az egyeéb kilokdési formakhoz képest — alarendelt, meHLsA és ABO vércsoport eltérékozta
hiperakut kilolédés megéizhet) (8). A HLA eltérést a recipiensben megiekering anti-HLA
antitestek jelenlétére tort@rs4irés panel reaktivitds, PRA valamint a transzplantaciot megi
keresztproba a donor recipienssel szembeni immunolégiai viészségének meghatarozasa
kizarja. Hiperakut kilokdést csak a keresztproba elvégzésében vagy jelbet@svétett hiba
okozhat (5).

Hiperakut kilolédés soran a recipiens keringésében mégjgneformalt) - donor antigén ellenes -
IgG antitestek kétédnek a graft endotéljéhez (6). Az endotél felszitaddilhaté antigének lehetnek
MHC-1 altal kédolt HLA antigének, vagiBO vércsoport antigének. Mivel az ellenanyag ,készen
van”, azonnali immunvalasz jelentkezik.

Az antitesttel megjeldlt sejteket természete$ @atural killer: NK) sejtek pusztitjiak el, vagy
komplement aktivacié kovetkeztében feloldédnak (endotél kaddso sejt lizis, antitest—fu§g
sejt-kozvetitette citotoxicitdpatibody Dependent Cellular CytotoxicifkDCC)

A minor hisztokompatibilitasi antigéndkninor-H Ag)— melyeket a keresztproba nem mutat ki

altaldban lassabb és gyengébb immunvalaszt indalkaimint a HLA antigének.

Akcelerdlt kilok 6dés

Az akcelerdlt kilokdés jelenisége, hogy bar ritkan forduléelkezelésre altalaban nem reagal és
graftvesztéshez vezet.

Az akcelerdlt kilokédés a minor hisztokompatibilitasi antigénekkel szetmen szenzitizalt
betegekben az atlltetést kovét 1-3 napon kialakulé masodlagos (memoria tipusu)
immunvélasz (6,7). A rizikbcsoportok a hiperakut kilékiéshez hasonldéak: korabbi
transzplantacio, transzfazidk, terhesség. Ezek lkézikorabbi transzplantacid a legfontosabb

rizikotényes.



Az akcelerdlt kilokdés a hiperakut kilddésnél késbb, de az atliltetést koven 1 héten belll,
azaz korabban lép fel, mint az antigénnel val® dkalkozds (primer immunvélasz) esetén
lehetséges, teh&tdsodlagos immunvalagddlivel a szenzitizacié nem mindig jar egydtt kimthtato,
keringd, donor ellenes antitestek jelenlétével, és a PRAgalat, és a keresztproba soran limfocita
felszini antigének elleni immunreakciot vizsgaljidy ezek a vizsgalatok altaldban nem jelzikel
az akceleralt kilokdést. Ezért a rizikobetegek esetén érdemes flowmeitridval szenzitiv

keresztprobat végezni.

Akut kilok édés

Az akut kilok 6dés definicidja

Az immunszuppresszio, a sebészi technika, a sidizétts, és a donor allokacio fajlesével az
akut kilokodés gyakorisagat sikertlt 10% ala cstkkenteni, ne}y00%-a visszafordithat6 (9,10).
Az akut kilok 6dés az idegen antigénre adott immunvalasz okoztajsekrézis, melyben a
kdzponti szerepet a T-limfocitak jatsszak.

Az akut kiloksdés ritkan jelentkezik a klasszikkbnikai formdban: 1az, oliguria, érzékeny, duzzadt

graft. Altalaban a kreatinin szint enyhe emelkedésegyetlen tiinet.
A sz@vettandiagnoézis — klinikai tiinetek miatt végzett biojggman — az enyhe tubulitigitta teljes
szovettani képig valtozhat: gyulladasos liesaés

* aglomerulusokbarg(omerulitig,

* tubulusokbant(bulitis),

» és erekbengndarteritis, endotelialitls

* immunglobulin és komplement lerak6dassal.
Az allograft elleni immunvalasz altalaban méasrehaladott, mire a szérum kreatinin emelkedése a
folyamatra felhivia a figyelmet. Ugyanakkor, az hlid idskben végzett protokoll biopszidk
tanulsaga, hogy sulyos intersticidlis és tubulénfétracio (tubulitis) is ebfordulhat klinikailag
tinetmentes (normalis szérum kreatinin, és GFR)gedftok biopszias mintdjaban. Az ilyen
.nNéma” kilokédési epizodok kezelése javitja a prognozist, telr@kben az esetekben szintén

karosodik a graft annak ellenére, hogy a glomeigufdtracié nem romlik kimutathatdan (3).

Az akut kilokodés enyhébb esetben a tubulointersticiumra lokétibaparenchima karosodas.
Sulyosabb esetben a donor szerv ereinek endotjg ggJegen HLA molekuldk) elleni immunitas
kovetkeztében ér endotél karosodas is kialakul. ahfBbeosztas szerintubulointersticiélisés
intimalis arteritisszel jard tipusban acellularis (T-limfocitdk altal kozvetitett) effektor
mechanizmusok (Id. ,Akut cellularis kiléklés”) tulsulya jellem& Amennyiben humoralis
(immunglobulin kdzvetitette) mechanizmus (Id. ,Akuimoralis kilokdés”) is részt vesz, az érfal

gyulladdsa az érfal teljes vastagsagara kiterje(titaetszmuralidipus).



Az akut kilok 6dés mechanizmusa

Az idegenként vagy sajatként toréeelismerést kodold gén csalads (hisztokompatibilitasi
komplex /major histocompatibility complexMHC) emberben aHLA (Human Leukocita
Antigén) sejtfelszini markereket kodolja (11).

A T-limfocitak T-sejt receptoral(CR) I-es vagy ll-es tipust HLA-peptid komplexet isnfielr (2.
abra). A jelatvitelt a TCR-hez kapcsolédé CD3 malekvégzi.

2. abra
Direkt antigén felismerés, és a Flimfociték effektor mechanizmusai

aspase
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Roviditések magyarazatat Id. a fejezet elején

A kozvetlen (direkt) antigén felismerggran a graft minden sejtien megtalalhat6 idelgea |
molekuldkat a recipiens alloreaktilv.-limfocitai kozvetlendl felismerik (3. abra) (12)egen
MHC molekuldk csak transzplantaciés koérulményekdkibfordulnak eb, igy ez a felismerési
forma transzplantaciora specifikus. A-limfocitak aktivalédasahoz #kség van aktivalt F
limfocitak segitségére. A felismerést kdset a T-limfocitdk a célsejtet feloldjak (lizis). A direkt
antigén bemutatas mindig heves kildisi reakciot valt ki (13).

3. abra
Indirekt antigén felismerés, és a J-limfocitak effektor mechanizmusai.

Roviditések magyarazatat Id. a disszertacio elején

Indirekt antigén bemutatdsoran az antigént - fagocitozist késeh - sajat hivatdsos antigén
bemutato sejtek (antigen presenting c&PC-k (nyirokcsomaoi dendritikus sejtek, makrofagok, B-
9



limfocitak) dolgozzak fel, és Il tipust HLAALA 11 ) molekuldhoz kétve mutatjak be (3. abra). A
bemutatott antigéntCD4+ azaz segit (helper): Ty-limfocitak ismerik fel, igy a recipiens
immunizalddik ézenzitizacip(s,6).

Az immunizécio kovetkeztében klonalisan proliferédnor antigén specifikus effektor sejtek a
graftba visszajutva akut kiléklést okoznak. Ez a fajta antigén bemutatéas altal@baeriférias
(masodlagos) nyirokszervekben (pl. nyirokcsomo) lgpténik. Az indirekt antigén bemutatas
jelenségét alatdmasztja, hogy az APC-k nyirokcs@m@mdorlasihoz, ott a T-limfocitak klonalis
elszaporodasahoz, és az effektor sejtek graftih@ntovisszavandorlasahoz sziukségessdr nap,
ami megfelel a belltetéstaz akut kilolédés kialakuldsaig minnimalisanigséges idnek. Az
indirekt felismerés mind az akut, mind a krénikllegraft nefropatiaben fontos szerepet jatszik, és
a hagyoméanyos immunszuppressziv szerekkel kevéstodydsolhatd, mint a direkt felismerés
(5,6).

Az antigén felismerést kovitn aT-limfocitak harom modon reagalhatna&ktivacio, apoptozis,
anergia.

Az aktivacidhoz a T-sejt magjahoz 2 jelnek kell egyszerre éricezA TCR/CD4, vagy TCR/CDS8
komplex jelét a CD3 molekula kdzvetiti a sejtmalg figelismerési. jel). A felismerési jelekorai
aktivacios jelnek is nevezik, mivel a sejtciklus nyugvé (GO) &ibian aktivalja a sejtet. A T-sejt a
TCR-CD3 komplexum fél legaldbb 3 jelatviteli Gton aktivalédhat, melyddozil terapias
szempontbol az AT égB nukleéris faktorok (NFAT, NikB) magba tortéh transzlokacioja
kiemelked fontossagu (gatolhatd cyclosporinnal). A nukledaktorok (NF) sejtmagba tortén
bejutasat kovéen az interleukin-2 (IL-2) gén promoter régiojah@pcsolddnak, és elinditjak az
IL-2 és szamos mas gyulladasos citokin, valaminagy affinitdsu IL-2 receptort kodol6 mRNS
atirdsét (transzkripcio).

A sejt aktivaciojahoz kostimulalé molekuldk (CD28D40 ligand (CD40L=CD154)) fél is kell,
hogy jel érkezzenkpstimulacio:2. jel). A kostimulécids jel feltétele, hogy a CD28, i€D40L
molekuldk az APC-ken talalhatd, specifikus kompletae molekulaval kapcsolédni tudjanak,
aminek feltétele a T-sejten ill. APC-n jelen ¢éadhéziés molekuprok segitségével létrehozott
immunoldgia szinapszig kostimulacios jelekésii aktivacios jelnek is nevezik, mivel a sejtciklus
aktivalt (G1) fazisaban jatszik fontos szerepetstitoulacié hidnyaban, az antigént felistheejt
apoptoézisutjan elpusztulhataktivacié indukalta sejthalal: AICD A kostimulacios jelet ezért
tulélési jehek is nevezik. A T-limfocitak apoptdzisa az immalasz egyik alapvétonszabalyozé
mechanizmusa. Az aktivalt T-limfocitak az antigdtiieése, azaz folyamatos antigén bemutatas
hianyaban is elpusztulnapoptozis utjan.

Amennyiben a T-limfocita magjahoz csak a T-sejepor febl érkezik jel, és a kostimulécios jel
elmarad, ugy aktivacié helyesinergia hosszan tartd valaszképtelenség is kialakulhankor a
T-limfocita nem eliminalddik, csak nem aktivalhadflapotba keriil, azaz antigén ingerre nem
reagal. A kostimulacié gatldsa (pl. CTL) segitségével radgcsalokban a belltetett szervvel

szembeni specifikus immuntolerancia alakithato ki.

10



A T-limfocitak nem csak antigén hatasara a TCRIfaktivalédhatnak, hanem citokinek
(pl. IL-2) hatdséra a megfetetitokin receptor féll is. A TCR febl aktivalodott sejt IL-2-t
termel és ez autokrin médon &t termeb sejtre is visszahat3( jel). A jelatvitel
eredményekként cyclin molekulak aktivalédasavalndel a sejtciklus. igy a citokin
receptor fedli 3. jel az alloreaktiv T-limfocita klén prolifec&jat (proliferacios je)
eredményezi Klonalis expanzip A klonalis proliferacié eredménye citokin termel

robbanasszérmegindulasa.

1. Tablazat:
A 3 jeles antigén-felismerés
résztvey molekuldk

Funkcio T-limfocitan APCn
1. jel | antigén felismerés korai aktivacio TCR/CD#4,8D3 MHC II/1
2. jel | Talélés kés aktivacio/| CD28, CD40L B7, CD40

kostimulacio

3. jel | Proliferacio klonalis expanzio IL-2R -

4. abra
A T-sejt-aktivacio jelatviteli utjai

A TCR a CD3 molekula segitségével 3 jelatvitelinitkdzvetiti az idegen antigén felismerése okozéet jel
sejtmagba (1. jel). A nuclearis faktorok (NF) atmsmigba jutdst kovéen az IL-2 promoter régidhoz
kapcsolddva, elinditjdk az IL-2 és szamos mas ggakos cytokin atiraséat (transcriptiojat).

4 Jelatviteli utak:
1. MAP-kinaz - activator fehérje (AP-1),
2. phospatidil inositol diphosphate (PIP2) - inozitgbhosphate (IP3) - diacyl glycerol (DAG) -
protein kinese C (PKC) - NkB,
3. Ca2+-Calmodulin-Calcineurin- aktivalt T-lymphocytélclearis factora (NFAT)
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Az antigén felismerést kouegn a limfocitdk a graft intersticiumaba vandoroln@itapadas,
rolling transendothelialis migracio, Isd. Gyulladégezet)
A Tlimfocitdk a graft sejtjeit kozvetlendl tamadjék. A-imfocitédk aktivaciojahoz a TCR féll
érked 1. és a kostimulacios molekuladk debrkez 2. jel mellett, az IL-2R fél érked 3. jel is
szukséges. A Hlimfocitak mikodéséhez tehat, Tunkcidra is sitkség van.
A Ty-limfocitak féleg citokinek termelésével jarulnak hozza az imnélaszhoz:

» serkentik a CD8+ limfocitak fikbdeset

« makrofagokat,

* NK sejteket

e és B-limfocitdkat (antitest termelés) aktivalnakdBra).
A Ty-limfocitdknak citokin termelésuk alapjan két aligat ismerjik: a i, és a T, tipust (Isd.
immunoldégia).
A T-limfocitak mellett az akut kildédésben szerepet jatszhatnak

» agraft vaszkularis endotél és tubularis epitédjeiejalamint

» makrofagok, és dendritikus sejtek: APC szerepben

e antitest termé B-limfocitak (Id. ,Akut humoralis kilokdés™)

» természetes &l (natural killer:NK) sejtek és polimorfonuklearis®§N) granulocitak is

(ADCC: Id. ,Hiperakut kil6ldés™)

Az immuneffektor mechanizmusok kozotti hatarok neéitesek, és a kilonbo&zT-limfocita

szubpopulécidk funkcidiban is atfedés van.

Az endothel szerepe

Mivel az endothel az a vonal, ahol a befogad6 szetvimmunrendszere és a belltetett szerv
idegen antigénjei legézor talalkoznak, az endothel elleni immunvalaszesnts szerepe van
az acut kilokdés folyamataban.

Az endothelt a kivétel, konzervalas és belltetéarsaktivalja a graft mechanikus perfusioja, az
ischemia és a reperfusio. Az endothel felszinéalhtald HLA molekuldk HLA ellenes antitest
kotés esetén aktivacios jelet tovabbithatnak amsejt felé (14). Az endothel - aktivacidja
kovetkeztében - adhézios (Id. ,T-lymphocyta migdacBejtes infiltratio” c. részt) és MHC
molekuldk jelennek meg a felszinén, ami f&éi az allogén valaszt a recipiensben. Halloran
magyarazata szerint, az aspecifikus karosit6 tékyekozta gyulladas az endothelt aktivalva acut
kilokédési reakciot provokalnak (15). Ezt a tedriat at@tsdztja, hogy a gyulladasos cytokinek (IL-
1, IFNy, TNF-0) az endothel sejteket aktivaljdk, azaz fokozzakviC és ICAM, expressiot
(16,17).
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Els, nem rokon (pl. hazastars) esetén végzett atsétetprogndzisa sokkal jobb mint a cadaver
donorbdl tortéd atlltetés esetén. Anuria ad elapon & donor esetén 2%, mig cadaver donor
esetén 10%, dializisre&tonor esetén 6, mig cadaver donor esetén 22 Wdilarszikség. A
jelenség sem jobb HLA egyezéssel (nem vér szeoktinbdl torténik az atultetés) sem révidebb
ischemias idvel nem magyarazhaté (18). A rosszabb prognoéziterédten a donoagyhalabh
allhat. Tillney és munkatarsai agyhalott és éptatitgnatkany donorbdl tortérveseatiltetés soran
az agyhalott donorbdl szarmazé vese intenzivebb lakikodését figyelték meg (19), melynek
hatterében az agyhalal kapcsan nagy mennyiséghbsmali@duld cytokint (,cytokin vihar”)
valészirisitették (20). Ez a medfigyelés részben magyargzletcadaver donorbdl tortént

atultetések éldonoros transzplantacidhoz viszonyitott révidabélését (21).

Akut cellularis kilokédés

Az eddig vazolt mechanizmusok az akut kild&sre &ltalaban jellerbek. A cellularis akut
kilbkédés enyhébb lefolyasu, és kezelésre jobban reagédlarhumoralis forma. A kereksejtes
bes#irédés (el§ sorban T-limfocitdk) elhelyezkedése alapjan megkilénboztethetink a
tubulusokra és az intersticiumra lokalizalt éssaddeket is ériit (intimdlis arteritisz) altipust (Id.
BANFF felosztas) (3).

Akut humoralis kiloksdés

Az akut kiloksdés fentebb vazolt mechanizmusa mellett akut humokdlokédésben aB-
limfocitak antitest termelésedomindl. IgG tipusu antitestek terrbeéhek endotelialis (MHC vagy
nem-MHC) antigének ellen, és az aktivalddimplement az endotélt karositja. Elssorban az
arteriolak karosodasa jellehzde gyakran a vénék gyulladasa is megfigyélhet

Feltételezhét, hogy a hiperakut és akcelerdlt kif@léshez hasonldéan, a humoralis akut Kitfidst

is mar meglét — donor specifikus — antitestek okozzak, mely&kr@sztproba idején nem érik el a
kimutathatésag alsé hatarat, esetleg az atlltktdativen keletkeznek (masodlagos v. memaria
tipust immunvalasz) (22).

Ez az akut kil6kdés ritka, de sulyos formaja, mely szteroid kezel@yakran nem reagal, igy az
akut kilokbdés okozta graft vesztés dka. Szovettani képe fibrinoid nekrézissal jashgzmuralis
arteritisz.

A komplement részvételét alatamasztja a komplerdrfaktor C4d) jelenléte a peritubularis és
glomeruléris kapillarisokban, mely immunhisztokémimddszerrel kimutathaté. A C4d faktor
jelenléte kb. 9x-esére noveli a graftvesztés riaik{23).

Az érfal elhiz6do humoralis kérosodasa figyelmaeg kronikus allograft nefropatia soran is.
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KRONIKUS ALLOGRAFT NEFROPATIA

A kronikus allograft nefropatia a szervatiltetéssdmitava sikerének leiffb akadalya, és
terapiasan alig befolyasolhatd, igy klinikai jels#ge igen nagy (24,25,26,27).

A kronikus allograft nefropatia az allograft szovekinek folyamatos, lassu karosodasa, mely a
kronikus gyulladas és a parhuzamosan fennallé gyégiasi folyamatok révén a transzplantalt
szerv kotoszovetes atéplléséhez vezet.

A krénikus allograft nefropatia klinikopatologiangtas: Klinikailag honapokkal, évekkel aiitét
utén a vese funkcio fokozatosan romlik: a glomeisilfiltracio (GFR) csokkensgzérum kreatinin
emelkedik és fokozdddproteinuria jelentkezik. Legtobbszémagas vérnyomass kialakul.

Morfoldgiailag, fénymikroszképosana kis artéridk, glomerulusok, és a tubulointerstiti

folyamatosan érehaladd strukturalis karosodéasa észlélh&pecifikus morfolégiai eltérések:
transzplantaciés arteriopatia,transzplantacios gloolepétia, transzplantacidés kapillaropétia
(definiciok: Isd. Kérbonctan). Tovabbi, nem spédaif elvaltozasok lehetnekartéridk intima
proliferacioja, arteriola hialiniz&cio, glomeruloszklerdzis, tubalatréfia, és intersticialis fibrozis

Az allograftotmononuklearisejtek (makrofagok és T-limfocitak)filtraljak . Ezen nem specifikus
elvaltozasok nem csak krénikus allograft nefrofuetig@ hanem egyéb okbdl kialakult kronikus
allograft nefropéatiaban, korabbi akut Kitiilés, és a vese Oregedése kdvetkeztében is
medfigyelhebek.

Krénikus allograft nefropétiardl a fenti szdvettékép és Klinikai tinet egyuttes fennallasakor

beszélink, amennyiberkednikus allograft nefropati@gyéb lehetséges okait kizartuk.

Bar az alloantigéit fliggé mechanizmusok szerepet jatszanak az allograftokilkus allograft
nefropatidjanak folyamataban is, az alloantigén alkbita immunreakciotol fliggetlen
folyamatoknak is szerepe van a szoveti szerkezérdsid kési, progressziv hanyatlasaban. A
krénikus allograft nefropéatia soran elkllonithetigdy korabbi — sejtes infiltracid, és aktiv citokin
(IL-2, TGFP) termeléssel jellemezhiet szakaszt, és egy Kdwbi — kotszoveti matrix
felszaporodassal, kiterjedt glomeruléris hegesetlé€s intersticidlis fibrozissal jellemezéet
szakaszt, melyben a trombocita erédatvekedési faktor (PDGF) termelés meghatarozé. Az
alloantigénnek a krénikus allograft nefropatia &otyat meginditdsaban lehet meghatarozé szerepe,
mig a kéébbi progresszioban az antigéinfuggetlen tényedk is szerepet jatszanak. A kronikus
allograft nefropatia soran medgfigyelietlloantigén ellen iranyuld immunolégiai kild@ési
reakcié soran memodria jell@égmechanizmusoknak is része lehet. Szélesebb spektiu és B-
limfocita valasz és antitest-termelés jellémami — mint a memadria sejtek irdnyitotta immungala

altalaban — kezelésre rezisztens.
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A kronikus allograft nefropatia korélettana
A kronikus allograft nefropéatia kialakulasaval kaplatban szadmos rizikd tényezszerepét
felvetették (2. Tablazat).

2. Téblazat
A kronikus allograft nefropétia rizikotényez 6i
Alloantigén HLA eltérés
Fugdg antitest termelés (pl. anti-HLA antitest)
tényedk: Akut kilokédési epizédok szadma és intenzitasa
kési akut kiloksdés
elégtelen — nem megfetehatékonysagu — immunszuppresszié
Alloszenzitizacio mértéke (PRA: panel-reaktivitas)
Alloszenzitizaciét fokozo6 tényék: ismételt transzplantacid, korabpbi
terhességek, korabbi transzflzidk
Alloantigén- Transzplantacio kordli tényék: agyhalott (kadaver) donor; donpr
flggetlen és recipiens életkora, neme; hideg és meleg isehéibiartama;
tényedk: elsbdleges allograft funkci6 kés megindulasa (delayed grdft

function)
Metabolikus tényesk: szérum lipid és glukoz értékek, az elhizottsag
mértéke,  cukorbetegség, magas  szisztémas  vérnyomas
transzplantacio étt és utan, proteinaria

Fertzések, kilondsen citomegalovirus (CMV) 8zés
Immunszuppressziv szerek mellékhatasai

A recipiens genetikai adottsdgai: génpolimorfizotus
Dohanyzas

Mint a rizikotényedk nagy szamabodl is Kihik, a kronikus allograft nefropatia multifaktoigl
eredet folyamat. Lefolyasa egyértelran nem tisztazott. Mivel az akut kild#esi epizédok szama
€s sulyossaga valamint a donor és a recipiens tkimdtunologiai kilonbségek szoros korrelaciot
mutatnak a krénikus allograft nefropétia incidej@ial és progresszidjaval, az alloantigén-figg
folyamatok fontos szerepet jatszhatnak a kronikoegft nefropatia beinditasaban.
Krénikus allograft nefropatiara @,-lymfocita szubpopulacié citokin profilja jelleriz A 2-es
tipust T,»-, €s az altaluk stimulalt B-limfocitak kdzvetteimmunvalaszeril ebtérbe. Ezen
elképzelés értelmében a krénikus allograft nefiapatapveien humoralis szovetkarosodas
graftban zajl6 folyamatos immunvéalasz az erek expdtkarositia. Mindez magyarazhatja a graft
kis ereiben (arkuata és interlobularis artériakjaégeritubularis és glomeruléris kapillarisokban
kialakul6 bazdlmembran és intima elvaltozasokan@eplantacidés arteriopatia, glomerulopatia,
kapillaropatia).
Az alloantigén fluggetlen mechanizmusok jefesggét alatdmasztja, hogy

e az immunszuppressziv szerek egyivihé arzendlja ellenére sem tudjuk jelenleg a

krénikus allograft nefropétiat gyégyitani
* bizonyos ponton tul, az allogén kdrnyezet mégtztése ellenére is valtozatlan

sebességgel tovabb progredial a kronikus allogeffopétia folyamata
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A belltetett vese, karositdé hatdsokra (ischémiaf k#okédési epizddok, toxikus hatasok) adott
valaszként, és adaptacios mechanizmusok révén dudsen atépul. A krénikus gyulladasos
folyamat fenntartdsban az alloantigénfiiggetlen tényesknek az allograft endotéliuméanak
folyamatos aktivalasan keresztil juthat fontos eyzeAz alloantigén-fliggetlen ténydgekronikus
allograft nefropatiaban betoltott szerepét magyaréa hiperfiltraciés tedria. Ujabban a donor
életkoranak jeledségét felismerve a kronikus allograft nefropéati@gyorsult 6regedés
folyamatként is magyarazzak.

A krénikus allograft nefropatia folyamatdban argiteozvetitette, sejt kdzvetitette, és citokinek és
novekedési faktorok iranyitotta szovetatépulési mmeaizmusok vesznek részt. Az agyhaldl, a
reperflzio és egyéb rizikdtényizhatasara aktivalodo ér endotélen fokozodik a Hhdlekulak,

és gyulladasos citokinek expresszidja. Mononulkdeégijtek tapadnak ki, és akut vagy dds
kronikus kilokodési reakcidé alakul ki. Az dis fazisban az alloantigén-fuggfolyamatok
domindlnak, azaz egynfés/vagy T tipusu limfociték irdnyitotta immunvalasz soramdsbdik a
belltetett szerv endotéliuma, és parenchimaja. iAenélotél ellen termétls antitestek, és F
limfocitak kovetkeztében karosodik az endotél @motantaciés arteriopéatia). A humoralis
mechanizmusok jelenlétét C4d, és anti-HLA antik@siutatasa a graftbdl igazolja.

A folyamat végé fazisaban valOsziiteg az alloantigén-fliggetlen tényéz domindlnak. Az
endotél karosodashoz hozzajarulhat viruéfgs (CMV), hiperlipidémia, magas vérnyomas. A
korabbi sérulések kovetkeztében beindult és onmégattartd kdrosodas-hegesedési (injury-
repair) folyamat a bedltetett szerv elégtelenségépeet. Jelefis szerepet toltenek be kilonboz
pro-fibrotikus névekedési faktorok (PDGF, TBFCTGF).

A kilok 6dési reakciok korélettananak dsszefoglalasa

A kilokodeési reakcio kulonbderiziko tényesi (5. abra,ddlt betivel) kbzvetve, vagy kozvetlendl
aktivaljdk az endotélt, ami adhéziés molekuldkatpresszal, és leukocitak infiltralnak
(perivaszkularis gyulladas). Az aktivalt leukocitéks endotél sejtek citokineket és ndvekedési
faktorokat termelnek, melyek miofibroblasztok és zamgidlis sejtek serkentése réveén
transzplantacios arteriopatiat, glomerulopatiat irtersticialis fibrézist - a krénikus allograft
nefropatia tipikus szovettani jellediz (5. abrafélkovér betivel) - indukaljak.

Az idegen antigén elleni humordlis vagy cellulavélaszreakci6 a kilddés beinditasaban
alapvet. Az alloantigén-fliggetlen tényélk fokozzak az idegen antigéhfliggé mechanizmusok
hevességét. A gyulladdsos és hiperfiltracios téfkyeaktivaljak a graft endotéliumat. Ennek
kovetkeztében egyrésitraz idegen antigén prezentacioja kifejezettebb@drgesil, masrésir
adhézios molekuldk és széveti mediatorok tedohetk, melyeknek akar az idegen antigénre
specifikus akar az aspecifikus (alloantigéritiggetlen) gyulladasos reakcié fenntartasabamofon
szerep jut. Az akut kildgddés korai, sulyos (vaszkularis, vagy szteroid meiss forma) vagy
halmozott edforduldsa, a kronikus allograft nefropatia legfeabb kivaltéja kilondsen, ha

gyégyitasa nem tokéletes. Szubklinikai akut kikdési reakciok kronikus kildidésban
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kulminalédhatnak. Védgssoron minden, a graftot ért karositd hatds homzldgagraft niikdésének

megs#néséhez.

5. abra
A kilok 6dés patomechanizmuséanak dsszefoglalasa.

% HLA eltérés

x| donor agyhalalg

glomerulus
pusztulas

antitest termelég

seposo.ey
-unwiw|

‘> ischémia-reperfazip
Transzplantaciés hiperfiltracié
arteriopétia, akut Py vese méret
glomerulopatia, kiloksdés 2 Nl kiilbnbség
intersticidlis fibrézis 8
oA ;
endothel aktivacip donor életkora
miofibroblaszt, v M| ACMV fertizés
mezangialis sej =~ o
proIifgrécic') J HLA Il, adhéziés | \| & |, CSA toxicitas
ngfkglglép “—|magas vérnyomas

hiperlipidémia
LDL toxicitas
Se homocisztein

gyulladas

’ Seposo.

Rizikétényesk: ddlt beti, kronikus kildlédés szdvettani jellegzetessédélkdveér.

Roviditések magyarazatat Id. a fejezet elején
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A veseatiltetés prognozisat befolyasolo tényék kisérletes vizsgalata”

Az atlltetett vese funkciondlis beékzilésének, és végil a tkddés megsmésenek
komplex korélettanat — melyet és szamos téhyeron-kilon vagy egyuttesen okoz - a
bevezetben ismertettem. Az értekezésben bemutatott kiskrlsoran a kovetkéz
tényesdkkel foglalkoztunk:

I/ Anyagcsere tényék szerepe kronikus allograft nefropatiaban, kulonélantettel a
szisztémas vérnyomas emelkedés (hypertonia) szerepé

Il A vese ischemia-reperfuziés karosodasanak amdtdse prekondicionadlas vagy
génterapia alkalmazasaval.

[/ Alloantigén fugg kilokédési reakciok szerepe

IV/ A veseelégtelenséghez veietesebetegségek (end stage renal disease: ESRE) vég
k6zOs (tja a vese hegesedése, fibrozisa, glomekléwézissal, mely minden ma ismert
terdpias beavatkozas ellenére a vedkauesének megénéséhez vezet. Kisérleteink

jelents részében a vese fibrozis terapias befolyasolddénatségeit vizsgaltuk.

Alkalmazott modszerek
Retrospektiv korlap analizis

Huméan vese allograftok hosszutavu prognézisat maghed tényedk azonositadsa
céljabdl retrospektiv vizsgalatot végeztink. A diégraft elégtelenséget @k jelz
paraméterek vizsgalatara azokat a vesetranszlaetégeket vizsgaltunk, akikben a graft
potencialis tulélése 15 évnél hosszabb volt. Eaert1980 ditt transzplantalt betegek
adatait analizaltuk. 1972 és 1980 kozott 347, 18Eidosebb beteg kapott cadaver vesét
az Esseni Egyetemi Klinikan. Azon betegeket, akikngitét ebtti adatai hianyoztak,
Kivettik a vizsgalt csoportbol (n=35). A kezdéthem mikoéds vese graftok, a hiperakut
vagy felgyorsult kilbkdések valamint a sebészeti s@gdmények kizarasara csak azon
betegek adatai szerepelnek a dolgozatban, akikne&séje egy hdnapnal hosszabb ideig
miikodott (n=184). A betegek és graftok egylttes &3élegy évvel a transzplantaciot
koveten 49% volt, ami meghaladja az ezessizhkra jellemé atlagot (28).

Az Osszes beteget azathioprinnel (1-2 mg/ tskgeleérivérsejt szam <50Q0) és
prednizolonnal (500 mg/nap kezdeti dézist, fokogatn10 mg/nap dozisra csokkentve)
kezelték. (A cyclosporin-A bevezetése utan 4 betageontrol és 1 beteget a tartds graft
funkcidju csoportbdl azathioprin-rél cyclosporink@&zelésre allitottak at.) A betegeket két
csoportra osztottuk az analizishez: 1) azok a kktegkikben a graft tobb, mint 15 évig

mukodott (tartds graft funkcio, n=32) és 2) azon bete akikben a graft aitétet koved
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1 honaptdl 10 évig terjéddészakban tonkrement (kontrol, n=152). A kontrol cstipan a
graftok atlagos tulélési ideje 26.2 év volt (1 honaptdl 9.5 évig). A két csoportzéiti a
hideg és meleg ishcémiasjkletkor és nem tekintetében nem volt kilonbsétaplazat).

A kontrol csoportban a transzplantaciét mégeldializis ideje valamivel rovidebb volt, és
tébb volt a ,panel reaktiv antitest” -el rendelkdxetegek szama is, de ezek a kilonbségek
statisztikailag nem voltak szignifikhnsak. A szérveonzervaldasa mindkét csoportban
foként Eurocollins oldattal tortént. Ismert, hogyadibgraftok hosszu tava tulélését a HLA
eltérések befolyasoljdk, és a legszorosabb oOsgzédtiga HLA-DR antigének
kulonbodsége esetén irtak le (26,29,30). A dolgozatbarepiebetegek transzplantacioja
idején azonban a HLA meghatarozas még kevéssé fejpdtt, és a HLA altipusok
meghatarozasa sem tortént meg minden esetben,ezeértfaktornak a graft hosszu tavu
tulélésében jatszott szerepét nem tudtuk vizsgalni.

A kovetked valtozok lehetséges szerepét vizsgaltuk a betiltetse kédi tulélése
szempontjabol: metabolikus paraméterek (szérunmsktden, triglicerid és glukéz szintek,
szisztémas vérnyomas és testtbmeg index (body imdes - BMI)), transzplantacio ideje
kordli valtozok (donor és recipiens életkora, nemegoszlasa, é€s atibdétet megedizo
dializis ideje), funkcionalis (szérum kreatinin raek, el$dleges graft funkcid) eés

alloantigén fligg faktorok (retranszplantacio, akut kilédesi epizodok).

3. Tablazat
tartés graft funkcid| kontrol csoport p
életkor években (széi€rtékek) | 38 (20-51) 37 (16-59) n.g.
Nem 16 16 16 férfi 69 1 83 ferfi n.s.
a transzplantaciot megeb | 3.1+0.2 2.91+0.5 n.s.

dializis idtartama (évek)

Panel reaktiv antitest (PRA) 20 26.1+18.7 ng.
Hideg ischemia (6rak) 17.3t1.4 15.6+0.7 n.s.
meleg ischemia (min.) * 34.91£2.6 35.84£1.2 n.s.
Eurocollins perfazio (%) 91 90 n.s

A vizsgélt betegek altalanos jelletizAz életkor, a nem, a transzplantaciot mégéldializis idtartama, a
PRA, a hideg és meleg ischemia ideje, és a pediaidat tekintetében nem volt szignifikans kilorhsé
csoportok kdzott. (* 2. meleg ischemia, azaz ateédd/éransztomdzis varras ideje, ns: nem szigm§k
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A graft tulélését Kaplan-Meier modszerrel szamqltagnzarazott adatként figyelembe
véve azon betegek adatait, akikikiidé vesével haltak meg. Eldépésként a graft kés
elvesztéséhez kapcsolodd rizikd faktorok megaba@dita tobb valtozos analizist
(ANOVA) végeztink. Eredményeinket atlagatlag szordsa (standard error of mean-
SEM) formaban k6zdoljuk. A kockazati ténydzazonositasa utan, az egyes rizikotéfilkez
fuggetlen prognosztikus értékének meghatarozasaaamalizist (31) végeztink. Végul
regresszios analizis segitségével ezen faktoroka égraft tulélése kozti lehetséges
korrelaciot vizsgaltuk.

Allatkisérletek

Allatmodellek

Kisérleti allatok
Kisérleteink soran a kovetk&allattorzseket alkalmaztuk:

Kronikus allograft nefropatia modelbeltenyésztett him Lewis (LEW) és Fisher (F-344)

patkanyok.

Lupus nephritis veseétiltetész autoimmun genetikai kérnyezet vizsgalatarautiprone
MRL/MpJ-Tnfrsf6” (korabban: MRL/MpJas™); LPR egerek és vad tipust MRL/MpJ;
(MRL) (forras: Jackson Laboratory (/JJAX/ Bar HarpavlE, USA) egerek kozott
végeztink veseatultetést.

Krénikus vese fibrézis modelSprague Dawley (SD,CD1) patkanyok: nefron-redonai

indukalt vesefibrézisra érzékeny torzs. A veseftista rezisztens patkanytdrzs a Rowett

.black hooded” térzs vizsgalataval kerestik a fasGranti rezisztencia okat.

Vese ischemia-reperfuziés model vese ischemia-reperflzios kisérleteket egereken
végeztik, mivel tobb patkanytorzs (Wu, SD, F344}d&sen is kudarcot vallottunk az

ischemia-reperfazios karosodas standardizalasidisdrlieteinket C57BI6 (endotoxin
kereszttolerancia kisérletek), és NMRI (Naval MatResearch Institute) kiltenyésztett
(outbred) egereken (RNS interferencia kisérletéigeztik.

Az allatokat a Charles Rivesit(Minchen, Németorszag, ill. Budapest, Magyarag¥za
szereztik be, és standard korulmeények kozott tako beltenyésztett allatok térzson
belil genetikailag azonosnak tekinbeit, ami lehdivé teszi a torzsek kozotti

transzplantécié soran az immunologiai eltérésekodkkalasat.
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Minden Aallatot standard koérilmények (fény: 08.000.0D Ora, 40-70%-o0s relativ
paratartalom, 20-21°C) koOzott tartottunk, korlatléad libitum) tap és ivoviz felvétel
mellett (Altromin standard diéta, Lage, Németor3z&dinden kisérleti beavatkozast az

Egyetemi Allatvédelmi Szabalyzat iranyelveinek nedgiben végeztiink.

Kezelések:

Zsirban old6ddé szereket (imunszupressziv készitedngyclosporinA, Tacrolimus,
Mycophenolate mofetil, Prednisolone) subcutan (gxy intraperitonealis (ip) oltassal
adtuk alkohol+tween80 vagy oliva olaj oldészerben.

elfogyasztott folyadék mennyisége alapjan allitotie.

Az intravénas (iv) kezeléseket (RNS interferenci@lamelyik farok v. penis vénan
keresztil vagy median laparotémiat kdeat kozvetlenll a vese vénadba adva végeztik.
Az Endotoxin kezeléseket intraperitonealis oltagigpalvégeztik.

A perioperativ infekciok megétésére az allatok napi 20 mg/kg ceftriaxont (Roaesih
kaptak a nitétet koved elss 10 napon.

A mitéti beavatkozasokhoz intraperitoenalis nembuté (8g/100g Nembutal + 0.02
mg/100g Atropin-sulphate), vagy ketamin+xylasin tgfeest 100 mg/kg bw; Rompun 2
mg/kg bw) anesztéziat, az allatok ip., iv, kezdtézé ill. ledléséhez dietil-éter kabitast
alkalmaztunk.

A kisérletek végén, az aortat kanulaltuk és véttimi laborvizsgalat céljabol. Vérnyomas
kontrollalt retrograd perfuziot végeztiink, korablmaar leirt médon [32], a maradék és
kontroll veséket feldolgoztuk.

Fischer-to-Lewis kronikus allograft modell

Vesedtlltetés

A CAN egyik leggyakrabban alkalmazott &llati mogella Fischer (F344, RTY)
patkanybol, mint donorbél szarmazé vese transzatidjn Lewis (LEW, RTY) patkany
recipiensbe (F344-to-LEW). Ezt a modellt 1968-baerette be White és Hildemann
(33,34), majd a modellt kébb, 1992-ben, Tilney és munkatarsai médositott&h. (Bz
irodalombdél ismert, hogy e CAN modell az iniciaibkoimmun karosodasokon alapul (36).
Azonban, korllbelil a 16. hétt a CAN hasonlé sebességgel tovabb folytatédik még
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akkor is, ha a graftot kdzben visszatranszplaritaia eredeti donortérzsbe és emiatt az

alloantigének a tovabbiakban nem jatszanak sze(8pgt

A donorok Fisher patkanyok, a recipiensek Lewisk@ayok voltak. Az veseatlltetés
korabban leirt médon tortént (37). Réviden, a bahat vesét 4£C-os ringer laktattal
perfundaltuk, eltavolitottuk és ortotop mdédon aipmmsbe helyeztik, melynek vese ereit
elézéleg izolaltuk, leszoritottuk, és a sajat bal vesd&volitottuk. Az artéria renalisokat,
vénakat és az urétereket 10-0-s prolene varraiglarvéghez anasztomizaltuk. A graft
0ssz ischémias ideje minden esetben 30 perc ajétt A jobb oldali sajat vesét a 10.

napon tavolitottuk el.

A krénikus allograft nefropatia prognézisat, pragadjat befolyasold tényék
allatkisérletes vizsgalatanak legaltalanosabb njedal F344-to-Lew kronikus allograft
modell. Ezért modellinket megvizsgaltuk elektronmdzkoppal, a human kronikus
allograft nefropatiara jellendz ultrastruktaralis elvvaltozasokat keresve (Isd ckés

alloantigén flgg tényedk szerepének vizsgalata.

6. abra

Ortotdp veseatlltetés patkanyban
Mellékvese

V. Cava Aortan /—>

¢

. Reperfuzio

A bal donor vese izolalasat kdgenh azt 4 °C-os ringer laktattal perfundaltuk. Aipeens sajat veséjének
eltavolitasat kovéen az artéria és véna renalist, és a reperfuzibastdurétert vég-a-véghez anasztomizaltuk

Veseatultetés egéren (lupus modell)

Az MRL-LPR ortotop veseatiltetést korabban kozolbdon végeztik (38). Roviden
median laparotomia feltarasban, a bal vesét tpastaltuk aorta és vena cava patch-el
10.0 prolene atraumatikus varrattal (Ethicon/Johread Johnson, Brussels, Belgium). Az

uretert végeét a recipiens holyagjaba behlzva réigizkt
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Progressiv glomeruloszklerdzis (subtotalis nefrekédmodell)

A szubtotalis nefrektomia modellt kordbban leir@knmegfeleben végeztik (152).
Roviden, ketamin+xylazin anesztézidban az allatakahefrektdémizaltuk, azaz a jobb
oldali vesét decapsulacio utan median laparotérhi@iavolitottuk. Egy héttel kébb a
decapsulalt bal vese 2/3-ad részét is eltavolkottukortikalis allomany meghatarozott
mennyiségének resectidjaval, megkimélve dalEimany és a hilus épségét, valamint a
mellékvesét. Véralvadas éskgitéséhez Gelaspon®-t (Chauvin Ankerpharm Gmbh,
Rudolfstadt, Németorszag) hasznaltunk. Az eltaotilitveseszdvet sulyat analitikai
mérlegen mértik, ez atlagban a kompenzatoérikugaerthbfizalt vesekéreg 81+2%-a volt.

A sham operalt allatok veséjét csak decapsulaltuk.

A vese szinpatikus denervacidja sebészi uton (blerkézotomia)

A Campese és Kogosov altal leirt dorzalis rhizo#&in{il50) az uninefrektomiaval egy
ulésben hajtottuk végre. Roviden, dorzalis bemsetsité bal vese felett az izmok 6vatos
elhuzasaval feltartuk a lumbalis gerincoszlopotidkzalis gyokoket lathatova tettiik, majd
éles olléval atvagtuk. A rhizotomiat a T10-L2 gy&ka végeztik, amelyek a legnagyobb
siiriségben tartalmazzak a ve8Ebz agytorzsbe futd afferens rostokat. Az allataisak
abban az esetben hasznéltuk fel ebben a kisérJdthenind az 5 dorzalis gyokot a gerinc
mindkét oldalan azonositani tudtuk. 5 allatot hagit ki a kisérletbl inkomplett

rhizotbmia miatt.

Vese-Ischemia-reperfuzio

Medidn laparotomiat kovéen, izolaltuk a bal vese artériat és vénat és miatikus
erfogoval leszoritottuk. A talélkisérletekben az ischemias vese patoldgiai éskuidies

analiziséhez 15 vagy 30 perc, a tulélési kisérateld5 perc ischemiat alkalmaztunk.

Allatkisérleti mintak feldolgozasa
Rutin kémiai eljarasok
Minden 4. héten meghataroztuk 24 6ra alatt Urfiédieriemennyiségét, dijtott vizelettdl.

A vizelet fehérje koncentracigjat standard trikeetsavas kicsapast kotet

s sz

meg. A kreatinin clearandea kisérlet végén szamitottuk._ A serum és videleatinine és

urea koncentracjat Reflotron automata és tesztcsik segitségévahtifikaltuk. Szamos
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kisérletben a vizelettel Urittett 6sszfehérje médioaas helyett, a vizelettel Gritett albumin

mennyiségét hataroztuk meg.

Funkcionalis mérések

A kisérlet kezdetén és végén 24 oOras vizelgtgs végeztiink anyagcsereketrecben
(Tecniplast, Buguggiate, Olaszorszag). A kisérégtén farok-vérnyomésnértiink minden
allatnal farok-vérnyomasmérel éber allapotban (IITC, USA ill. TSE GmbH., Bad
Homburg, Németorszag) (39). Tovabba csoportonkéita?nal telemetrias modszerrel is
megmertik a vérnyomast a Data Sciences Interndti@aPaul, MN, USA rendszerét
hasznalva. A radio-adé egységet (TA11PA-C40) a hadéba Ultettik be, lasd: (152). A
radio-vevs késziiléket a ketrec ala helyeztiik. Atlagos, saiégt diasztolés vérnyomas és a
szivfrekvencia a mért csucs szisztolés vérnyomashéfmazott. Az eredmények a 3

egymast kovét nap kapott 150 perces mérés atlagabdl adddtak.izAlet albumin

kivalasztds meghatarozasahoz moédositott micropddibeimin  ELISA (40) modszert

alkalmaztunk nyul anti-patkany albumin peroxidanjkgatummmal.

Fény és elektronmikroszkdpia

Szdévettani vizsgalat céljabol a 4%-os formalinbaxalf vese mintdkat paraffinba
agyaztuk, majd hematoxilin/eosin és perjod-savausffJestés segitségével meghataroztuk
a glomeruloszklerosis meértékét. A glomeruloszkletbza glomerularis kapillarisok
kollapszusa, kitapadas a Bowman-tokhoz és hialosapddasa alapjan definialtuk. A
metszeteket vizsgald patolégusitela csoportbeosztas ismeretlen volt. A szkleratiku
glomerulusok aranyat az épek szazalékadban fejekilikVesénként legalabb 200

glomerulust vizsgaltunk.

Szovettani élkészités

A morfometriai analizishezsoportonként 7 allatot 3%-0s glutaraldehiddaloggtad Gton

perfundaltunk a hasi aortan keresztil (152). A mékebal vesét (vagy sham allatokban az
intakt bal vesét) morfologiai és sztereoldgiai sékdez fixaltuk. A veséket felszeleteltiik
az interpolaris tengelyre mi#eges sikban 1mm széles szeletekre. A «dsED kis részt
kivalasztottunk tertlet-sulyozasos modszerrel. Atdmak Epon-Araldite-ba agyaztuk.
Félvékony (1um) és ultravékony (0.08um) metszetk&sritettiink és egyenként metilén
kék / bazikus fukszin vagy 6lom citrat / uranyl titefestékkel festettik meg. A
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megmaradt szovetszeleteket paraffinba agyaztuk; m-esl szeleteket megfestettik
hematoxilin/eosin (HE) és perjéd sav Schiff (PA&téssel.
Immunhisztokémiai analizishemegismételtik a kisérletet és 4°C-os NaCl-al petdltuk

a veséket. A so oldattal perfundalt vesék egyiktfé%-os pufferolt formaldehidben
immerziosan fixaltuk, paraffinba agyaztuk és 4umtag szeletekre vagtuk. A vese masik
felét MRNS expresszié vizsgalatdhoz folyékony gigrmel fitétt isopentdnban hirtelen
lefagyasztottuk.

A paraffin metszeteket elkészitettik és antitestbkikubaltuk, az avidin-biotin metodikat

alkalmazva.

Vizsgalt epitopok (alkalmazott antitestek):

e TGF-B1 (anti-TGF-B1 nydl I1gG polyklondlis antitesf,:50; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA),

* kollagén IV (anti- kollagén IV nyudl poliklondlis #&test, 1:40, Biotrend
Chemicalien GmbH, Cologne, Germany),

» endothelidlis nitrogén monoxid szintdz (NOS-3 (eNOSnti-eNOS nyul
poliklonalis antitest, 1:400; ABR-Affinity BioReagts, Golden, CO, USA),

* neurondlis nitrogén oxid szintdz (NOS-1 (nNOS),i-aNOS nyul poliklonalis
antitest, 1:50, BD Pharmingen, Heidelberg, Germadsy)

» nitrotyrosine (birka poliklondlis antitest, 1:40@xis Research, Portland, OR,
USA).

e CD5+ patkany T-limfocitdk (OX19), (Serotec CamonbbaService GmbH-tol
(Németorszag)

* makrofagok (ED-1), (Serotec Camon Labor-Service Brtdd (Németorszag)

e |ICAM-1 (CD-54), (Serotec Camon Labor-Service GmldH{Németorszag)

 VCAM-1 (CD-106), (Serotec Camon Labor-Service GmidHEINémetorszag)

* VLA-4a (CD49d) (Serotec Camon Labor-Service GmbH-tél (Rtarszag)

 LFA-1a (CD-11a) (Serotec Camon Labor-Service GmbH-téinfidrszag).

Morfometria

Vesekarosodas index (score):

A goleruloszklerozis indexet EI Nahas és mtsai (pdhtozo6 rendszere (scores: 0-4)
alapjan becsiltik meg PAS festett paraffin met&este Fénymikroszképot hasznaltunk
400x-0s nagyitassal. A glomerularis score minddatrél 100 glomerulus értékének
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szamtani kozepéb szarmazott. A tubuléaris, vascularis és interétisikarosodas értékeket
hasonléan, PAS festett metszeteket hasznalva hagmmitozasi rendszer segitségével
(score 0-4), 100x-0s nagyitassal becslultik meg.

Glomerularis geometria:

A glomerularis tuft tertletistiségét (Ar) €s a glomerulusok térfogairéiségét (\)) egy
pontszamlalasi metodikaval mértik, miszerint a poahzitas=tertlet denzitds=térfogat
denzitas (P=Aa=Vy). Ehhez 100 pontos Zeiss okulart (Integrationeldf Zeiss Co.,
Oberkochen, Germany) hasznaltunk 400x-o0s nagyltBgsa festett metszeteken. Tovabba
megszamoltuk a terlletegységekred eglomerulusok szdmat @) A glomerularis
geometria analizisének részletes leirdsat 14sdl: RZ®iden, a fenti adatokbdl a kdvetkez
paramétereket képletek alapjan szamitottuk: a datégysegre ésglomerulus szambol
(Ny=(1/1.382) x (N**x V%) ( sz6veti zsugorodas korrekcidja: 45%) és a vsegls|
(KW) szarmazé teljes kéreg térfogatot, és a vegilia (SWk) segitségével a kéreg
térfogat €iriségét Mornex = Kw / SWk X Vvcortex (Veorte) = (1/1.382) x (M*° x V™).
Ezekldl a paraméterekit szamitottuk a teljes glomerulus szamotgiiN= Nv X Vcortey-
Végul a glomerulus tuft teljes tertléthes a kéreg tertledb (At= Aat X Acortey Szamolt
atlagos glomerulus tuft térfogatot: raVr= (1/1.382) x A képlet alapjan szamitottuk.
A vesére szamitott teljes glomerulus szameid) a sebészi nefron redukcio és az atlagos
glomerulus tuft térfogat (MMom) alapjan becsiltik, amikre a glomerulus térfogat
novekedése alapjan kovetkeztettiink. A glomeruldggangialis matrix térfogatot (Mirix)
szazalékban adtuk meg és a glomerulus kapillafisftakciondlis mezangiélis matrix
térfogatabdl (matrixra éspontok / egész glomerulus tuftrasgmntok) szamoltuk.

Glomerulus kapillarisok:

Allatonként 5 félvékony metszeten elemeztik a glatus sejt szamot és térfogatot,
pontszamolasra alkalmas okularral (lasd. fent), 0x88s nagyitast (olaj immerzid)
hasznalva. Roviden, a glomerulus kapillarisok hésdg denzitasat (L mm kapillaris
/Imm® glomerulus tuft térfogat) meghataroztuk a standaztereolégiai formula
segitségével (=2Qa: a kapillaris tuft kapillaris atmetszeteinek tetikgységre és
szama). Ez a paraméter adja a glomerulus térfogatraalizalt tlagos kapillaris hosszat
— kizarva a hipertrofia hataséat, igy ez a paramétkalmas a glomerulus kapillaris
obliteracié becslésére (42). Ezen kivil, az egése veljes kapillaris hosszat, azaz a teljes

kapillaris hosszt (£) is meghataroztuk. A glomerularis kapillaris ttétfogatot (Mui) az
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egész glomerulus frakciondlis kapillaris tuft tégdabol (tuftra & pontok / egész

glomerulusra gspontok) szamoltuk és szazalékban adtuk meg.

Glomerularis sejtek:

A glomerularis sejtek (podocyta, mezangialis ésodmel sejt) atlagos térfogatat, valamint
szamat glomerulusonként, allatonként 15 glomeralapjan hataroztuk meg. Az atlagos
sejt szam/glomerulus @Y értéke a sejt denzitas per térfogat\(\Nes a megfelél sejttipus
térfogat denzitasa (W alapjan a kovetkeézegyenlettel: Ng = k/B x Na*% Vey %> ahol
k=1 és 3 = 1.5 podocyta esetén és 1.4 mezang&badothel sejt esetén szamoltuk ki. A
megfeleb sejtek atlagos sejt térfogatat a kovetkegyenletbl: mVc = Ve, X Vgiom (43)

szamoltuk.

Immunhisztologia

Immunhisztolégiai vizsgélatra fagyasztott metszetek4 p) acetonban fixaltuk és
egyenkeént kezeltik alkalikus-foszfataz-anti-alkaioszfataz (APAAP) technika szerint
Mayer féle hemalaun (Merck, Darmstadt, Németors#ésfgssel adva meg a hatteret. A
pozitivan fesidé sejteket az okularba épitett racson keresztil sitaknés a latoterenkenti
sejtszamot feljegyeztilk (sejt/lt). Allatonként ésetszetenként legalabb 20 latoteret
szamoltunk 400x-0s nagyitas mellett. A szoveticidds intenzitdsat (ICAM-1, VCAM-1)

1-4-ig terjed skalan vakon értékeltik, ahol az 1 minimalis,ea64 festdést jeldl.

TGF-}, kollagén IV, NOS-1 (nNOS), NOS-3 (e-NOS) és nitazin immunhisztokémiai
reakcioképességét fénymikroszkop 400x-0s nagyishsdxsgaltuk. A pontozas (score-ok
0-4; 0: nem fegiott, 1: gyenge, 2: kozepes, 36®r4: nagyon és fes6édés) menetét es

leirasat lasd. mashol (41).

Molekularis bioldgiai moédszerek

Reverse transzkriptaz és real time-polymeraz laiai® (PCR)

Reverz transzkriptaz polimeraz lancreakcié (RT-PCR)

A fagyasztott vesékih szarmazé RNS mintakat guanidin izotiocianat /fekdoroform
izolacios mdodszerrel (Rneasy, Total RNA Isolatistis Quiagen GmbH, Németorszag)
készitettiik € (44). A teljes RNS mintdbdl fug-ot hasznaltunk fel az élsszal cDNS
szintézisére, oligo(dT) 12-18 primerrel a gyartGalalmegadott feltételek mellett
(GIBCO/BRL). A specifikus komplement cDNS ampliftiajat mar ebzéleg leirtak (44).
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Roviden, patkany TGB,, IL-2, IL-2 receptor3 (p70) (CD122) és glicerinaldehid-3-
foszfat dehidrogenaz (GAPDH) (Euro Gentec (BelglumpRNS szekvenciaival
komplementer cDNS amplifikacio tortént polimerandéeakcio (PCR) segitségével. A
torzsoldat pufferbl, magnézium kloridbdl, dezoxinukleozid trifoszfétbés Taq DNS
polimerazbol allt (DIANOVA). Minden torzsoldathopecifikus primert és cDNS mintat
adtuk. Az amplifikacidhoz egy Perkin-Elmer Therriaicler 2400-as modellt hasznaltunk.
Az amplifikalt PCR terméket 1.5 %-0s agardz gakktroforetizaltuk, etidium bromiddal
festettlik és a gén toredékeket UV-fényben tettthatava. A PDGF-AB, TG4, IL-2 és
IL-2 receptor cDNS mennyiségét ugyanazon mintdtxirmazd GAPDH-val (bels
kontrol) valé szamitégépes denzitometrias 0sszelitd® segitségével becsultik meg, a

gél pozitiv képének digitalizalasat kogen.

5. Real time PCR

Az egész vese telies RNS tartalmat izolaltuk az BMal RNA Isolation System
(Promega, Mannheim, Németorszag) felhasznélasavalyarté utasitasait kdvetve. Az
RNS koncentraciét fotometridsan hataroztuk meg. e&erz transzkripciohoz cDNS
szintézis Kit-et (AMV) (Roche (Roche Diagnosticsaivhheim, Germany)), 1 pg RNS-t és
random primereket (végsoncentracid: 3.2 pug) hasznaltunk.

A real time PCR reakcidkatt Lightcycler-ben (Ro&bagnostics, Mannheim,
Németorszag) LighCycler-Faststart DNA Master SYBRé& | Kit —el (Roche) végeztik.
A mintakat kvantifikaltuk, és glycerilaldehyde-3sfdat-dehidrogendaz (GAPDH)
expressziora normalizaltuk. A primer szekvenciakoaetkedk voltak: TGF-3 forward
5CACCATCCATGACATGAACC-3, reverse 5-TCATGTTGGACAACTGICC-3; NOS-

3 (eNOS) forward 5-TGACCCTCACCGATACAACA-3, reverse
5CTGGCCTTCTGCTCATTTTC-3. A PCR reakcio specificdhsolvadaspont goérbe
analizissel igazoltuk. Minden mintat gén specifilg@bét hasznalva kvantifikaltunk és

harom kilonbd& PCR futtatas atlagos értékét statisztikai modsketasrtékeltiink ki.

Statisztikai analizis (45)
A csoportok adatait atlay atlag szérasa (SEM) formajaban adtuk meg. Kisgnletsoran

alkalmazott statisztikakat az eredmények bemutaésantetjik fel.

Az adatok kozlésekor az atlagtstandard deviacio) @bBnat hasznaltuk. A morfometriai
analizishez az éallatokat (n=7) véletlensieer valasztottuk ki. A normal eloszlas vizsgélata
utan a Kruskall Wallis tesztet vagy egy utas ANOVRAasznaltuk a variancia analizishez,
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kilonbd® csoportok 6sszehasonlitasahoz pedig Duncan’s pteutange teszt-et. Harom
Kisérleti csoport esetén a csoportok kozti kulogbsértékelése a Fisher féle legkisebb
négyzetes tavolsagok prébaval tortént, a kezelkakdrol csoport illetve a két kezelt
csoport eredményeit a megfélelT-probaval hasonlitottuk 6ssze. A nem metrikus
paramétereket, mint az adhézidos molekulakstiEsi intenzitasat Fisher féle egzact test

segitségével hataroztuk meg.

Ha a hiba valosziisége (p) kisebb volt, mint 0,05, a null-hipotéaisietettik.
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A veseatlltetés prognozisat befolyasold tényék: sajat kisérleti eredmeények”

I/ Anyagcsere tényei#k szerepe a krénikus allograft nefropatiaban 7).

A kronikus allograft nefropatidra haté faktorok ksg@szlegesen ismertek. A graftokban
megfigyelt szovettani sajatsagok a fibrosis, a@natproliferacié és a vascularis occlusio
(46). E jelenségek sokban hasonlitanak az artéemsishoz (47). Mivel az olyan
anyagcsere-paraméterek, mint a szérum lipid églékintjei, és a szisztémas vérnyomas
fontos szerepet toltenek be az arteriosclerosigjléifésében, feltételeztik, hogy ezek
szintén hatassal lehetnek a hosszabb tavu grafésie (48).

Retrospektiv vizsgalatunk célja az volt, hogy a#@juk az anaygcsere-faktorok és a

vérnyomas predikcios értékét a graft hosszu tadlesere.

Eredmények

Anyagcsere-faktorok.

A transzplantacié étt, és az utankovetési ddzak alatt mindvégig, a hosszabb graft-
tulélést mutaté betegekben a szérum 6sszkolesztegiicerid, és az éhgyomri vér glikdz
szint szignifikAnsan alacsonyabb volt, mitn a kolldkban (4. Téblazat). A graft
elégtelenségének kockazata is szignifikansan fiitegnmagasabb szisztolés vérnyomas-
és kuldonésen a magasabb diasztolés vérnyomaséstekehtatd betegeknél: a teljes
utankovetesi ifiszak alatt, a diasztolés vérnyomas szignifikdnsagasabb volt a kontroll
csoportban, mint abban a csoportban, ahol a gosf$zabb ideig kodott. A szisztolés
vérnyomas e magasabb diasztolés értékekkel parluszamalakult.

Az akut rejekcid, és késleltetett graftkbdés adta lehetséges torzitas kikiiszobolése
erdekében olyan primer graftikodési betegeket analizaltunk, akiknek csak egy vagy O
akut rejekciés epizddjuk volt. Ebben az alcsopartba transzplantacio d@ti szérum
koleszterin (179+8 mg/dés 221+18 mg/dl; P<0.05), és triglicerid is (131+A/dl vs.
244+16 mg/dl;P<0.01) szignifikdnsan alacsonyabbt val hosszabb graft-tuléigés
csoportban (n=13), mint a kontrollokban (n=50). Banosszabb graft-tuléiéssoportban

a szisztéméas vérnyomas (150+12/87+5 mmHg vs. 1B8+2 mmHg) és az éhgyomri
vércukorszint (784 mg/dl vs. 79+4 mg/dl) is alawgabb volt, ezek a kilonbségek nem

voltak statisztikailag szignifikansak.

® Hamar P; Miiller V; Kohnle M; Witzke O; Szabd A; Albrecht KHPhilipp Th; Heemann UMetabolic
factors have a major impact on kidney allografvsal. Transplantationl99764: 1135-9
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4. Tablazat
Metabolikus paraméterek a transzplantacié ditt és utan

transzplantacio étt 5 évvel a transzplantacio utdn| 10 évvel a trplastacié utan
tartos graff kontrol p | tartés graff kontrol p | tartés graff kontrol p
funkcio csoport funkcio csoport funkcio csoport
(n=32) (n=167) (n=32) (n=108) (n=32) (n=96)
SeChol 4,9+0,2 5,7+0,4 <0.015,9+0,2 6,8+0,2 <0.0§ 6,8+0,4 7,1+0,1 <0.p5
(mmol/l)
SeTG 1,610,24 |2,3+0,43 | <0.0ML,7+0,27 |2,2+0,09 | <0.0% 2+0,2 2,4+0,06| <0.p5
(mmol/l)
Glukdz 4,1+0,2 4,7+0,2 <0.04,4+0,2 4,610,1 <0.0§ 4,5+0,1 4,7+0,1 <0.p5
(mmol/l)
SysRR 144+7 15145 <0.05135+3.6 140+1.9 <0.03 138+3.7 143+1.4 <0.p5
(Hgmm)
DiaRR 84+3 90+1 <0.0178+1.2 86+2.1 <0.01y 80+0.9 84+1.3 <0.05
(Hgmm)
SeKrea - - - 106+3,5 168+8,8 <0.01 11546,2 292+18 <0p1
(mmol/l)
BMI (kg/m?)[20.52 +0.4220.5+0.4 [Ns [22.3+0.4 [22.5+0.2 |Ns 23.1+0.5 |22.8+0.3 |Ns

A koleszterin (SeChol), a triglicerid (Se TG), aradkor, a szisztolés (Sys) és diasztolés (Dia) wamas
(RR), és a szérum kreatinin szint (SeKrea) a k&veid soran novekedett, és a kontrol csoportban
szignifikansan magasabb volt, mint a tartds duafikcié csoportban. A testtomeg index (BMI) tekiéteen
nem volt szignifikans kiildnbség a 2 csoport kdzott.

Ezen metabolikus paraméterek transzplantacéit elegzett Cox regresszids analizise

szerint a koleszterin- (P=0,045) és trigliceridasgk (P=0,02) flggetlen prognosztikus

meghatarozoi a transzplantatum deglégtelenségének, mig a vércukorszintet és a

szisztémas vérnyomast, a Cox modell mint a grdélési idejét szignifikhnsan nem

magyarazé valtozokat azonositotta. Transzplantékisd mért 250 mg/dl-nél magasabb

szérum koleszterin és 300 mg/dl-nél magasabb szé&ighcerid-szintek révidebb graft-

tuléléssel tarsultak (7. abra,8.4bra). Az olyaredekben, akiknél 250 mg/dl-nél magasabb

szérum koleszterin és 300 mg/dl-nél magasabb sz#rigicerid-szinteket mértek, a graft

tulélési ideje 4+1.5 év, mig azokban, akiknél aseplantacio ékt a szérum lipidszintek

alacsonyabbak voltak, a tulélésivigléerte a 8+0.8 évet (P<0.01). Linearis regresszios

analizis

koleszterinszinteknél

demo

nstralta,

hogy

a

(r=-0.32, P=0.0095)

szérum

trigliceridisk

(r=-0.34)

meég

a

is jobb&aorrelaltak a graft tuléléssel

(P=0.0036). Ezzel szemben, az éhgyomri vércukdrgaim szisztémas vérnyomas értékek

nem korrelaltak szignifikansan a graft-tuléléssel.

31



7. abra
Szérum koleszterin.

ma/dl
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Transzplantacié étt a szérum koleszterinszintek szignifikAnsan malgbak voltak a kontroll csoportban. A
koleszterinszintek korrelaltak a graft-talélésssd, a 250 mg/dl-nél magasabb szérum koleszterimebhbi

graft-taléléssel jart egyiitt. [pontozott négyz&tntrollok, [kis fekete négyzetek], hosszabb gréftidés.

8. ébra
Szérum trigliceridek.
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Transzplantacio étt a szérum triglicerid-szintek szignifikAnsan msajabak voltak a kontroll csoportban. A
triglicerid-szintek még a koleszterinszinteknél jabban korrelaltak a graft-taléléssel. A 300 mgiél-
magasabb szérum ftrigliceridszintek rovidebb graifitéssel jartak egyitt. [pontozott négyzet], koluk,
[kis fekete négyzetek], meghosszabbodott graftidés.

Meglepetésiinkre a transzplantacidtiekesttomeg index (body mass index: BMI)-ben nem

taldltunk kulonbséget a csoportok kozott. Az atlagdll a transzplantacio utdn meég
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és hosszabb édartamra vonatkoztatva, ez a ndvekedés kissé mégyddott a hosszabb

graftmikodeési csoportban, de a kilénbség nem volt szignifikans.

Peritranszplantacios valtozok.

A 10 evnél fiatalabb, vagy 45 évnélogkbb donor életkor rovidebb graft-tuléléssel jart
egyutt, és ezen betegek tulélése, a 10 és 45 é&ttkdmnorok esetében tapasztalt 7.2+1.6
év (P<0.01) helyett csak 3.5+0.4 év volt. Bar ashabb grafttikodési beteghez képest a
kontrollokban mutatkozott némi tendencia a donar@gasabb atlagos életkora iranyaban
(26.7+5.3 vs. 23.5+4.5 év), de ez a killénbség neltrstatisztikailag szignifikans.

A recipiensek atlagos életkorat, a nemek megodzlaésaa transzplantacioodi dializis
idétartamét illeben nem talaltunk killénbséget az egyes csoportoditkz Tablazat).

Az belltetési adatok értékelésével kimutattuk, hadget csoport koz6tt a hideg és meleg

ischaemias id tekintetében csak kis kiulonbség mutatkozott (dbldzat).

Funkcionalis és alloantigén-flig§ paraméterek.

A primer graftmikodés — ami azt jelenti, hogy a transzplantaciiu&ss 7 napon
kevesebb, mint két dializisre volt szikség — jotréd@lt az allograft-taléléssel: primer
graftmikddés volt megfigyelhét32 hosszu graftiikodéses beteg kdzil 19-nél (59,4%),
mig a kontrol csoportban 18152 beteg kozul 53-nél (34,9%) (P<0,01).

A graft karosodasanak kockazata magasabb volt ar refekcios betegek korében: a
hosszabb graftiikodési csoportban a betegek 6sszesen 40,6%-a volt oanegalabb
egy akut rejekcidés epizédon atesett, mig a kontretiportban ez az arany 67,7% volt
(P<0,01). A 32 hosszabb grafikbdési beteg kozul 9 (28,1%) betegnek egy, 4-nek
(12,5%) ketd, viszont egy betegnek sem volt harom akut rejekepizodja. A kontrol
csoportban a 152 beteg kdzul 60-nak (39,5%) volt, &i-nek (20,4%) keit és 12
betegnek (7,8%) pedig harom akut rejekcids epizodja

Altalaban, azoknal a betegeknél, akikdelsanszplantatumukat kaptak, szignifikansan
hosszabb (6,5+£0,5 év) volt a graft tulélése, szemdmokkal, akik mar a masodik vagy
harmadig graftot kaptak (4,5+1,5 év;P<0,01).

A teljes utankovetési ibzak alatt, a kreatininszint szignifikansan alagabb volt a
hosszabb graftttkddési csoportban, mint a kontrollokban. A Cox analiziskapott
eredmények szerint a transzplantacio utan 1 hohappa szérum kreatininszintek a
transzplantdtum kégs elégtelenségének legszignifikansabb (P=0,008remlz5i. A
transzplantacié utan 1 hénappal mért 4 mg/dl-néyjasabb szérum kreatinin rovidebb
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graft-tuléléssel tarsult. Ha 1 hénappal az atidteittan a szérum kreatinin 4 mg/dl-nél
alacsonyabb volt, akkor az atlagos graft-tuléléat®,5 év volt, mig a 4 mg/dl értéket
meghaladd esetekben 4,1+1 évnek bizonyult (P<Q®1pabra). Regressziés analizissel
kimutattuk, hogy a szérum kreatinin szintek szig@isan korrelaltak (r=-0,36) a graft
tulélésével (P<0,0001).

9. abra
Szérum kreatinin.
ma/dl
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A szérum kreatinin transzplantacié utan 1 hénappit szintjei szignifikansan magasabbak voltak ratriadl
csoportban. A graft-talélés vonatkozasaban a tesgdab korrelaciét a szérum kreatinin esetében u&lah 4
mg/dl-nél magasabb kreatininszintek esetében azpdentatum elégtelenségének esélye igipontozott
négyzet], kontrolok, [kis fekete négyzetek], hosgeaftmikddés.

Megbeszélés

Vesetranszplantaciot kowvetkronikus allograft nefropatia folyamatdban az aytgere-
faktorokra, mint példaul hyperlipidaemia, diabemssllitus és magas vérnyomds, csak a
90-es években fordult figyelem (46).

Bizonyos kutatok a vesetranszplantacion atesedgbe&tkérében odsszefiiggést talaltak a
hyperinsulinaemia, az inzulin hatasa elleni reeiseia, elhizottsag, magas arterias
vérnyomas, és kilonésen a magas szérum lipidértégek transzplantatum hossza tavu
elégtelensége kozott (48). A mi adataink szerirstzérum lipidek transzplantaciéstl és
utani szintjei korrelalnak a transzplantatum hogsii talélésével. A szérum koleszterin
250 mg/dl-nél és a szérum trigliceridek 300 mg#ll-magasabb szintjei rovidebb
allograft-tuléléssel tarsultak. Ez az 0Osszefliggé&obkeszterinhez (r=-0.32) képest a
trigliceridek esetében &sebb volt (r=-0.34), de az d&bi is szignifikans volt. A
meghosszabbodott graftikbdési csoportban, a transzplantacid@telmért alacsonyabb

glikozszint arra utal, hogy a glukéznak valamilygzrerepe van a folyamatban. Ez a
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korrelacio azonban statisztikailag nem volt szigaris a Cox regresszios analizisben. A
glikoz feltehaten nem fliggetlen &lejelz5, hanem inkabb az egyébként megvaltozott
anyagcsere-paraméterek kdovetkezménye. Adatain&nadésiztjak azt az elképzelést, hogy
az arteriosclerosisos folyamatok fontos szerepkenék be a kés transzplantatum-
elégtelenség kifejldésében (46).

Szamos kutatdé (25,49) kiemeli a szisztémas vérngofoatossadgat a graft tulélésére.
Analizisiinkben, a transzplantici®ttl és utani alacsony szisztolés, és kulondsen, az
alacsony diasztolés vérnyomas meghosszabbodottrgiigbdéssel tarsult. A szisztémas
magas vérnyomas kortani szerepének egy lehetsémggamzata, hogy a vese ereiben az
arteriosclerosis folyamata felgyorsult, és az ettaglomerulusok hipoxids ké&rosodasa,
valamint a sclerotikus erek csokkent autoregul@cigjiatt fokozott intraglomerularis
nyomas vezet az érintett glomerulusok korai sclsé®z (50,51).

Peritranszplantacios valtozok. 197%tela hideg ischaemiasddkifejezett prognosztikai
hatasarol szamoltak be (52). 1975 utan azonbaitleg ischaemia hatasaigit. Az 1975
elétti vese-prezervalo eljardsok alacsony hatésfokatle valtozds magyarazata (52). A
konzerval6 oldatok, a hideg ischaemias &t a graft tulélése kdzotti kapcsolatrésebr a
konzerval6 oldatok bevezetése utan mutattak raliAsankben csak néhany olyan beteg
vett részt, aki 1975 é&ft kapott transzplantdtumot igy a szerv-konzervasayan
alkalmazott oldat a betegek legnagyobb részénéb-Eotlins oldat volt (4. Tablazat).
Ezért, az esetszamok nem voltak elégségesek ahbgy,a szerv-prezervacios eljaraasok
kozott differencialni lehessen.

A transzplantaci6 étti dializis hossza hasonl6 volt mindkét csoportlkeami jelzi, hogy e
faktor nincs hatassal a graft kimenetelére. E tidibaést tAmasztja ald Opelz kdzleménye
(30), aki szerint a dializis tipusanak es hosszaivats hatasa a graft tulélésére.

Felvetdott annak lehésége, hogy a donor magasabb életkora (53) negattgsal van a
graft talélésére, viszont a recipiensé nem (54)niAbetegeinknél, a két csoport kozotti
kilénbség nem érte el a statisztikailag szignifk&zintet. A donorok kora valamelyest
alacsonyabb volt a hosszabb graftkiéddési csoportban, és a 10 évnél fiatalabb, vagy 45
evnél idsebb donorokbdl szarmazo graftok tulélése rovideblh. Cecka leirta, hogy
gyermekgyogyaszati, illetve 55 évnélogdbb donorokbdl szarmazd vesék esetében a
vesetranszplantatumok fél-életideje rovidebb véb)( Brenner és munkatarsai (56) is
magasabb graft-vesztést irtak le olyan esetekbrikoa a donorok nagyon fiatalok vagy
nagyon idsek voltak. E megfigyelést a szérazzal magyarazta, hogy e vesékkiaueési

kapacitdsa alacsonyabb.
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Mukodési paraméterek és alloantigén-fiiggaltozok. Eredményeink szerint, szoros
korrelacio van a megemelkedett szérum kreatininskiés a csokkent graft-talélés kozott,
és

a kezdeti szérum kreatininszint (>4 mg/dl) afrejelzés szempontjabdl igen értékes adat.
Ezt a megfigyelést kulonféle mas kutatok eredméngealatdmasztjak. A graft kés
elvesztését tanulmanyoz6 csaknem minden kutatéosziosszeflggést talalt a kezdeti
szérum kreatininszintek és a hosszuiidgjaft-tulélés kozott. Kahan és munkatarsai (12)
leirtak, hogy a transzplantacié utan 1 honappat sggrum kreatinin a hosszu tava graft-
kimenel j6 prognosztikai indexe. Ebben a vonatkbaés a kreatinin az altalanos
vesekarosodas indikatoraként alkalmazhaté. A ldvaktdl figgetlendl - akut rejekcio,
sebészeti trauma, vagy fé&z€s - bekovetkezett vesekarosodas esetén a kneatimit
megemelkedik (57). Igy, ezen megfigyelés az akdhétekben mar kimutatott
hiperfiltracids elméletet tamasztja ala.

Altalanosan elfogadott, hogy a korabbi graftot nkélbkott betegeknél nagyobb az
immunulégiai kockézata annak, hogy a kévetkgeaft is rejekcio aldozata lesz. igy, nem
volt megled, hogy az el§ transzplantatumoknak sokkal jobb a tulélési aramyet a
masodik transzplantatumoké, és analizisinkben mdthk transzplantatumnak volt a
legrosszabb tulélési aranya.

A primer graft-ntikddés hatdsa a graft kimenetelére nem teljesetéisiz. Azonban,
szamos szefz(58) negativ hatasunak tartja a hosszuiidgaft-talélésre a graftfunkcid
késsi megindulasat. Megfigyeléseink alatamasztjak e figgeléseket, azaz a késleltetett
graft-mikddés kontrolljainkban szignifikAnsan gyakrabbarl@dt els.

Az akut rejekcios epizédok szama a csokkent giddlés szignifikans, flggetlen
kockazati tenyage (59). A jelen vizsgalatban, a kontroll csoportbéw betegek 67.7%-
anak volt legalabb egy akut rejekcios epizodja, anfgpsszabb graftdkodési csoportban
ez az arany 40.6% volt.

Kovetkeztetésil, eltekintve az antigénfiiggé kockazati tényesktol, az anyagcsere-
faktorok, mint példaul magas szérum lipidszinteketve magas vérnyomas, fontos
meghatarozOi a vesetranszplantaciot kévgtaftvesztésnek. Transzplantacié utani 4
mg/dl-nél magasabb szérum kreaitinin, 300 mg/dl-méhgasabb triglicerid és a
transzplantacié étti 250 mg/dl-nél magasabb koleszterin fontos gretrédltenek be a

korai graft-elégtelenségdkjelzésében.
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[I/ A vese ischemia-reperfuziés kdrosodasanak gatsa

Az ischemia és a reperfuzié szoveti karosodastneéegez szamos szervben, tébbek
kozott a szivben (60), az agyban (61), a veséb2ng$ a gasztrointesztinalis traktusban
(63), jelents mértékben hozzajarulva a betegek morbiditasahoaogtalitasahoz. Az akut
vesekarosodas kezelése koltséges, és korhazi tpgésyel. Az ischemias akut
vesekarosodas még jelenleg is korulbelul 50%-odatii@si arannyal tarsul (64). Az akut
ischemias vesekarosodashoz vézkbrélettani mechanizmusok nem teljesen ismertek.
Nem all rendelkezésre olyan, Kklinikailag hatasosape, amely teljes mértékben
meggatolja az ischemias karosodast (65). Raadasuggnevezett ,ischemia/reperfizios
karosodas” hozzajarul a vesekarosodashoz transapian(66), a revaszkularizacios
folyamatok és a hipoperfuziésoiskzakok (67) soran.

A vese véraramanak sulyos méttésokkenése sejtkarosodashoz vezet a nagyenergiaju
foszfatok kitrtlése és a sejtmembranon keresztiiolbgiai iongradiens ezt kouéet
elégtelensége miatt. A karosodas sulyossaga aensahidstartamatol és a kollateralis
perfuzié hozzaférhéségébl fligg, azonban paradox mddon a véraramlas helgszal
maga is tovabbi szdveti karosodassal jar. Az oxdgenvérrel tortéh reperflzio
szabadgyokok  keletkezésével, és igy lipid-peroxdolat, poliszacharid-
depolimerizaciéval és dezoxiribo-nukleotid degradaal jar. A sérilt endothelsejtek nem
képesek az érfal simaizom ellazitasara, potenskeastriktorok szabadulnak fel és az
endothelsejtek megduzzadnak; a kapillaris permigsdal &, és végul leukocitak és
vérlemezkék tapadnak ki, és akkumulalddnak a miktolacibban és a szOvetben. Ez
véegd soron a perfazid progressziv kieséseéhez és toveéiieti karosodashoz vezet
(66,67).

Al prekondicionalas {,)

Lipopoliszacharidok alacsony doézisainak ragcsalkknartéer6 beadasa megvédi az
allatokat az ezt kovéen beadott, rendszerint letalis d6zisi endotoxivaekyy LPS
hatasatol.

A szepszis, és az endotoxémia az ischemia-repesflk@rosodashoz hasonloan destruktiv

folyamatok (68). Endotoxinnal végzett prekondicidséadaptaciohoz, tolerancidhoz vezet,

® Heemann U; Szabé AJamar P; Miiller V; Witzke O; Viklicky O; Philipp Th: LP$retreatment protects
from renal ischemia/reperfusion injury: possiblynected to an IL-6 dependent pathway. Am J P&ba0
156: 287-93

" Losonczy G. Kriston T. Szabo A. Muller V. HarveyHhmar P. Heemann U. Baylis C. Male gender
predisposes to development of endotoxic shockdrrah Cardiovasc R&90047: 183-91.
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amelyre a homolég vagy heterolég endotoxin nagyisdéda adott, csokkent mériek
szisztémas valaszreakcio jelleén@8). Endotoxint sikerrel alkalmaztak ismételtpaas
jellegi inzultus elleni rezisztencia kivaltasara, de adotoxin képes kereszttoleranciat is
kivaltani karosodasok mas formaival szemben isrtaleiischemia/reperfazios karosodas
elleni endotoxinfiigg védelmet miokardiumban (69) és majban (70).

Kutatasaink soran a vese ischemia/reperfizios &déssal szembeni, endotoxin indukalta
kereszttolerancia Uj modelljét allitottuk fel. Alapfolyamatok feltardsa céljabol egy méasik

kisérletsorozatban vizsgaltuk a sejtinfiltraciotéskintermelést.

Eredmények

Tulélés kulonboa idétartamu ischemiés periodusok utén

30 perces vese ischemia utan minden allat (n =éR&pen maradt a kdvetésiograk
végeig (15 nap). Negyvenott perces vese ischemma(até 21) 20 allat (74%) elpusztult 48
+ 18 oran belll. Egy allat életben maradt 13 napy abra).

10. abra
LPS-elokezelés hatasa 45 perces, letalis vese iszkémiat kévatélésre
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LPS-ebkezelést kovéen az LPS beadasi protokolltél fliggetlenlil mindéat §n = 35)
életben maradt tobb mint 50 napig. Ezért a koveéikkisérletekben az ischemia
idétartamat 45 percre valtoztattuk.

Mig a hatéanyag-hordozoval kezelt allatok testtéenéfjandé maradt a megfigyelési
idészak alatt, az LPS-kezelt egereknél a tomeg csbkkerel$ beadas utan koérilbelll

10%-kal, majd ezutan visszaéllt az eredeti értékre.
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A szérumkreatinin szint hasonlé volt a reperfuzilétteés 15 perccel utana mindkét
csoportnal (kontrollok: 1.2 + 0,06 és 0,76 + Ow@rsusLPS: 0,94 +0,11 és 0,65 0,06
mg/ml). Ischemia utan egy Oraval a kreatinin sazmindkét csoportban ndvekedett
(kontrollok: 1,69 +0,19versusLPS: 1,11 40,17 mg/ml). Ez a névekedés azonban még
kifejezettebb volt a kontrolloknal. Ezt kbven a kreatinin szint allandé maradt az LPS-
csoportnal (1,21 + 0,16 mg/ml), mig a kontrolloknévekedett (3,03 + 0,18 mg/ml). Az
ischemia utan egy Oraval a csoportok kozotti kis@gek statisztikailag szignifikdns

ertéket értek el (11. abra).

11. 4bra
Az LPS-elbkezelés hatdsa a szérumkreatinin-szintre
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ischemia eftt (,0") és a reperfuzié utan 15 perccel, valaniin?, 8 és 16 draval P< 0,05 ** P< 0,01).

Hisztoldgia €s immunhisztokémia

Kdzvetlenll az ischemia @t kis mérték tubularis karosodast figyeltink meg az LPS-
csoportnal, mig a kontrollcsoportb6l szarmazé vesékem volt lathatd morfologiai
elvéltozas. 15 perccel a reperfizé utan a tubukdiesodas mértéke hasonlé volt az LPS-
sel és hordozoval kezelt allatoknal. A karosod@mban az LPS-8kezelt allatoknal csak
enyhén sulyosbodott a reperfazié utan 2 6ran a8 éma elteltével mar a vesék normalis
megjelenése volt Gjra lathat6. A leukocita-infittidh mértéke alacsony volt ezekben az
allatokban. A hordozoéval kezelt allatok veséinelagita dramai médon romlott azéid
elérehaladtaval, s leukocita-infiltracioval kisérve. Az infiltrdtumtdlnyomdan
neutrofilekl®l allt. A reperfuzié utan 8 oraval az ilyen allabak szarmazo veséknek kozel
a fele elpusztult§. Tablazat, 12. abra). Ezen tulnden, a kontroll allatok veséiben
kiterjedtebb volt az apopotézis mértéke, mint azSidbkezelt allatok esetében. A
TUNEL-festés szerint, 1,80 8,64 sejt/latomez festdott pozitivan az LPS-sel ddezelt
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allatoknal, szemben a kontrolloknal megfigyelt 058,17 sejttel, 16 6raval az ischemia
utan (P< 0,01).

5. Tablazat

A vesekarosodas kvantitativ meghatarozasaz ischemia/reperfuziés karosodastats

utan
Kritériumok
1d6 Csoportok | Leukocitd Nukleusz | Vakuolizacié a| Hialinizacié A tubuléris A tubularis A tubularis Hialin a
(h) infiltracio atipia tubularis a tubularis sejtek sejtek levalasa| sejtek hianya | tubulusokban
sejtekben sejtekben feloldédasa
0 Kontroll 0,0 +0,0 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 0,00 +0,00 0,00+0,00 | 0,00+0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
LPS 0,0+0,0 | 0,58+0,20 | 0,14 +0,14 0,00 +0,00 0,00 +0,00 | 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,14 +0,14
0,25 | Kontroll 0,5+0,15| 0,40 +0,16 | 0,10+0,01 0,00 +0,00 0,00+0,00 | 0,60+0,16 0,10 +0,01 0,00 +0,00
LPS 0,3+0,15| 0,88 +0,22 | 0,50 +0,19 0,25 +0,16 0,00 +0,00 | 0,88+0,12 0,13 +0,14 0,38 +0.18
1 Kontroll 11+ 1,13+0,10 |0,50+0,19 0,50 +0,19 0,13+0,12 | 1,13+0,12 1,00.+0,18 0,13+0,12
LPS 0,26 1,00 +0,24 | 0,66 +0,24 0,44 +0,17 0,33+0,24 |0,77+0,22 0,33 +0,24 0,22 +0,22
0,6 +0,15
2 Kontroll 0,8+ 1,6 +0,24 1,00+0,32 0,80+0,20 0,80+0,20 | 1,60+0,24 0,80 +0,20 0,80 +0,20
LPS 0,14 1,00 +0,00 |0,75+0,25 0,50 +0,29 0,00 +0,00 | 1,00 +0,00 0,50 +0,29 0,75 +0,25
0,2 +0,15
8 Kontroll 1,4+ 2,22.+0,15 [ 1,67 +0,17 1,22 +0,15 1,78 +0,15 [2,11+0,207 1,67 40,17 1,67 +0,24
LPS 02" 0,67+0,16 | 0,44+0,17 0,78+0,13 0,22+0,13 | 0,89.+0,20 0,44 +0,17 0,78 40,22
0,3+0,15
16 Kontroll 1,2 + 2,44 +0,17" | 2,00+0,16" 1,33.+0,16" 1,78+0,15 [ 2,44+0,17 1,78 40,15 2,11 40,26
LPS 0,2 1,00 +0,17 |0,78+0,22 0,22 +0,13 0,22+0,13 | 0,89 +0,11 0,22 +0,13 0,56 +0,24
0,3+0,15

*P< 0,05 ** P<0,01

12. abra

Az LPS-elbkezelés hatasa a vesekarosodasra
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az ischemia élt (,0”) és 15 perccel, valamint 1, 2, 8 és 16 @l&vletdlis vese ischemia utéifiP< 0,01).

RT-PCR

2 oOra elteltével a TNl- mRNS-szintje szignifikAnsan magasabb volt az LP&ezelt

csoportban a kontrollokhoz viszonyitva. Raadasull RS-kezelt allatoknal, a makrofag-

asszocialt IL-6 mRNS-szintje haromszor alacsonyatiibischemia ditt, mint a kontrollok

esetében, és szignifikansan alacsonyabb maradertegb a reperfuzié utan. A kisbi

idépontokban a TNF: és IL-6 szintek magasabbra emelkedtek, mint a r&bok

allatokban. Ugyankkor, az IL-1 termelése fokozodwindkét csoportban 15 percnél,

alacsony volt 2 éraig, ésdddott 8 és 16 éranal. Az IFN-az IL-1 és az INOS mMRNS-

mintazatai nem kilonboztek a két csoportdks abra).
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13. abra
LPS-elokezelés hatdsa a citokin génexpresszideakarosodott vesében.
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A: TNF-q, B: 1I-6, C: IL-1, D: IFNy, E: INOS,m LPS-csoportg kontroll; *P< 0,05

Megbeszélés

Az ismételt stressz hatadsara bekoveikezOveti adaptacié régéta ismert. Azt a
megfigyelést azonban, hogy sejtek akut médon abfaftatnak inzultushoz, és ezutan
visszatérhetnek a nyugvo, vagigady-statéenotipushoz, csak az utébbbkn tisztaztak.
Az akut adaptacié egyik disleirasatHelLasejteken kozolték (71), ahol szubletalis
hipertermikus stressz toleranciat idézett ak ismételt hipertermikus inzultus iranti. A
sejtek termalis inzultussal szembeni kondicionaldsam csak konzervalédhat sok
sejttipuson at, hanem kereszt-toleranciat is inthaitanas karos behatasokkal szemben is.
Kisérleteink soran ed&ent mutattuk ki, hogy ismételt LPSékkzelés megveédi az egereket
az egyebkent letalis ischemia/reperfuziés karodota®rown és munkatarsai (72),
valamint Colletti és munkatarsai (70) korabban téir hogy endotoxinok védelmet
nydjtanak a miokardidlis €és ma@j ischemia/reperfi@ioNem vizsgaltdk azonban a
citotoxikus mintazatot, és ischemia/reperfuzio ehhdnasonld modelljét sem
tanulmanyoztak.

Az elvégzett kisérletek ellenére, az endotoxinnakzéfiig§, ischemia/reperfizios
karosodassal szemben mutatott kereszt-toleran@pmachanizmusa és a tolerancia
cellularis mediatorai nem tisztazottak. Ismert téhpgy a polimorfonuklearis sejtek
szerepet jatszanak ebben a folyamatban.imrAxitro ésin vivo kisérletek eredményei
alatamasztjak azt a kovetkeztetést, hogy a maksaddgocialt citokinek, mint példaul a
TNF-a, az IL-1, az IL-6 és az IFM; f6 szerepet jatszhatnak a folyamatban (73). Az
endotoxin-tolerancia kifejldésében a legtobbet vizsgalt citokin a TWFAPS-ebkezelt

allatokban vese ischemia utan a ThHRRNS-expressziéo emelkedett szintjét mutattuk ki.
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A megnovekedett TNle-mRNS-szintje ellenére a vesekarosodas mertékekentikEzek
az eredmények a TNé-szerepére utalnak, és kilondsen utalnak a hiafygb-o-
vélaszreakciora. Ismert tény, hogy a Thfszinte azonnal megjelenik az egerek LPS-
injektalasat kovéien. Az LPS ismételt injektalasa azonban a valaker@selmaradasat
okozta, és a TNle-termelés napokon at nem detektalhato (66). Kitsénlekel ellentétben,
ezek az eredmények a TNFkOzvetlen szerepét jelzik, mivel a TNFszint az LPS-vélasz
hianyaval fligg 6ssze.

Egy masik kisérletben azonban a ThHSzint szintén ndvekedett az endotoxifkelzelés

és maj ischemial/reperfuzios karosodas utan, és emvekedés is 0Osszeflggott a

tudésériléssel szembeni védelemmel, maj reperfuzio (f@n

Az LPS-sel kezelt és ezt koven ischemianak kitett allatokban a TNFRermelés
novekedésének mechanizmusat nehéz megmagyarazmenA letalis LPS-kezeléssel
indukalt védhatas magyardzatdra a legvaldésbn hipotézis a TNk tranziens
indukciéja. A TNFe szintjének korai novekedése TNF-receptorok expiégsmak
csokkentése (receptor downregulation) révén nyéglelmet a szervkarosodas ellen (74).
Nehéz masképp megmagyarazni azt, hogy miért csbkkéwdrosodas mértéke az LPS-
elékezelés hatasara, nagyobb ThHRRNS-expresszio ellenére.

Ezen eredményekhez hasonl6an, nem tudtunk semnkiyiénbséget kimutatni az IL-1-
eés IFNy-mRNS-expresszio kinetikdjaban a csoportok kdzAt#. IL-6 mRNS-szintje
azonban szignifikans meértékben csdkkent az ischeltiig €s réviddel a reperfuzié utan
az LPS-abkezelt allatoknal. Egin vivo vizsgalatban Hewitt €s munkatarsai bizonyitottak,
hogy megszakitott (intermittens) ischemia (prekoimtialas) szignifikAnsan csdkkentette
az IL-6- és TNFa-expressziot folyamatos ischemiahoz (kondicionakikul) képest (75).
Tovabba leirtak, hogy LPS naponkénti injektalastékdayokba a TNF: és az IL-6
mérhet felszabaduladsat csak az &leéhany napon eredményezte, amely hatas ezt
kovetben megsint (75). Adataink azt jelzik, hogy endotoxinnalt&, ismételt kezelés
gatolhatja az IL-6-expresszidt a karosodott szarvidara a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy a csoOkkent IL-6-expresszi0 a makrofagok v&@gtelen allapotat tukrozhetik,
aminek hatterében a TNF-receptorok downregulacdijzat. Masrészt, az IL-6 dnmaga
er6s kemoattraktans, és a leukocitak infiltracidja, ezt kovei aktivaciojat okozhatja.
Ezzel a hipotézissel magyarazato az LPS-csopontegffigyelt, csokkent infiltracio. Az
IL-6 altal vonzott leukocitak cstkkent infiltracajtovabbi magyarazatul szolgalhat az

(LPS-kezelt) allatoknal megfigyelt, kisebb mékiddarosodasra és apoptozisra.
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Feléllithatunk azonban egy masik elméletet is. pokia maga az egyik legjellegzetesebb
nekrézis/apoptézis promoéter. A nekrézis/apoptdzisedményeként a leukocitdk
infiltralédnak a k&rosodott szdvet fagocitozisgalghl. Ha az LPS-ékezelés csokkenti a
szoOveti sejtek hipoxia iranti érzékenysépeét se a szoveti karosodas mertéke csokken, és
kevesebb leukocita infiltralodik az érintett szédive.

A citokinek INOS-gén-expressziét indukalnak (76),igy névelik az NO-szintet. Ischemia
és reperfazié utdn a karosodott vaszkularis sejtelt kitapadt leukocitak szabadgyokoket
termelnek és inaktivaljak a nitrogén-monoxidot, Bmezokonstrikciét indukal és néveli
a permeabilitast, a lokalis 6démat és a leukodité@aidt. Semmilyen kilonbséget sem
taldltunk a kisérleti csoportok kozott az INOS-mRéKpresszioban, ezért arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a NOS (nitrogénesdohtdz) az ischemia/reperflzio
szempontjabol kisebb jeldéisedi modellinkben. A citokin-mRNS-expressziot azonban
csak szervekben vizsgaltuk, vérben és killbnosesndatheliumban nem. igy lehetséges,
hogy adott sejttipusra, példaul az endothelsegifemnz kilonbségeket nem detektaltunk.
RaadasuRT-PCRt alkalmaztunk a citokinek mRNS-szintjeinek deédksa céljabol, ezzel
szemben masok a veér, vagy az endotoxin-tolerancag&lata soran a peritonealis
makrofagok feheérjeszintjét vizsgaltak. A teljes vaasgalata bizonyosan célsiieszepszis
esetében, azonban a folyamatokban szerepet jatsdidtorok rovid fél-életidejét
figyelembe véve ezek a mérési eljarasok kevéssdzikkegy kiulonalldé szervben, mint
példaul vesében végbendefolyamatokat, ezért nem végeztink ilyen mérésdRa@adasul

a peritonedlis makrofagok az LPS-tolerancia ké&dégtil j6 modelljét képezik, azonban
funkciojuk és vesekarosodasban betdltdtt szerepdin msmert. Raadasul, a legtobb
kisérletetin vitro és nenin vivo hajtottak végre.

Tovabbra is tisztazatlan marad, hogy az LR&edelés milyen modon nyudjt védelmet a
vese ischemia/reperfuzié ellen, azonban ez bizaryddbbtényais jelenség. Régebben
azt feltételezték, hogy az alacsony LPS-dozis ugmutalja a retikulo-endotelidlis
rendszert, hogy az ezt kdvetnagyobb LPS-dézisok hatékonyabban kitisztulnak. A
Ujabban eitérbe kerult, Iényegesnek tartott mechanizmus sizea LPS alacsony dozisa
megvaltoztatja a monocitak szamos gyulladaskakediator, tobbek k6zott a proteolitikus
enzimek, az arachidonsav-metabolitok, reaktiv axiggylletek és citokinek szekrécidjat
(77). Mésrészt alacsony dozisu LPS direkt modoregdphet az endothelsejt adhézios
receptorok expresszojanak gatlasara, ami magyatazavlgalhat a neutrofilok széveti
kulcsszerepet jatsz6 molekulak az 1. intracellaladhéziés molekula (ICAM-1) (79) és az
E-szelektin (80). Mindkedt idedlis molekularis indikatora az ischemia/repeidia
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valaszreakcioként bekdvetkezendothelsejt-aktivalodasnakn  vivo modellekben a
hipoxia/reoxigenacié stimulalta az endothelsejtedthéziosmolkeula-expresszidjat, és
ndvelte neutrofilok endothelfelszinhez val6 adhgzi6(81). Egyes vizsgalatokban
kimutattak, hogy a neutrofil-deplécio védelmet ny@ vese ischemia/reperfuziéval
komplexitasanak ismeretében feltételezhetjik, hegy LPS-alkezelés gatolhatja az
endothelsejtek aktivalodasat.

Az ischemia és reperfazio utani veseelégtelensegllket dializissel, azonban az ilyen
karosodas hatassal van a transzplantacié, a revasziacios folyamatok és a
hipoperfuzié epizédok kimenetelére is. Kisérletegtran a vese ischemia/reperfuzids
karosodassal szembeni, endotoxinnal indukélt kdodsrancia Uj modelljét fejlesztettiik
ki. Ez a modell szétségesnekiinhet, azonban hasonlé karosodasok kovetkezhetnek be
Klinikai koralmeények kdzottnon-heart-beatingdonorok esetében. A TNFés az IL-6
kdzponti szerepet jatszhat ebben a folyamatbanalflmwizsgalatok sziikségesek azonban

a modellben megfigyelt nagyobb aranyu tulélés poot@inak tisztazasara.

B/RNS interferencia {,°)

A génterapia lehésége jelenleg az orvostudomany egyik legizgalmakébiése. A DNS
szerkezet felfedezésének Otven éves eévfordulojartisdiaazt nyilatkozta a Time
magazinnak, hogy, 6tven évvel ggela human o6rokét anyag szerkezetének megfejtése
volt a legizgalmasabb tudoméanyos kérdés (83). Ategépia mara tudomanyos-
fantasztikus lehéséglél redlis kezelési alternativa lett. Ugyan azedbnikai kiprobalast
lealitottak, (84) jelenleg az FDA t6bb mint 169 ggapian alapulo klinikai vizsgalatot tart
nyilvan (85). A génterapia egyik legigéretesebb légat az ugynevezett siRNS-ek (short
interfering = rovid interferald) segitségével kivitdo RNS interferencia.

A siRNS-el tortéd géncsendesités lehetséges klinikai alkalmazassitk@l$ sorban
virusferzések, malignus és autoimmun betegségek valamirgtigai rendellenességek

szerepelnek (86).

8 Racz ZsHamar P, Can siRNA technology provide the tools for genedpg of the future? Curr Med
Chem (CMC)200613 (19): 2299-2307

°® Hamar P, Song EK6kény G Chen A, Ouyang N, LiebermanShort interfering RNA targeting Fas
protects mice against renal ischemia-reperfusipmyrP Natl Acad Sci US&R004101: 41 14883-14888

44



Geéncsendesités RNS interferenciaval

Az RNS interferencia a géncsendesités (silencingy ¢ipusa, melyet ed&ént
novényekben (87), és gerinctelen szervezetekbenrt8® le. Az RNS interferencia egy, a
noveényekben fontos virus elleni védekezési modp&@Es még nem teljesen tisztazott,
valbsziriileg embs sejtek antiviralis valaszaban is szerepet jai&ak

Elettanilag az RNS interferencia a gazdaszervegdekesd képessége a virusok, idegen
gének ellen, ugyanis ké# szalu (ds = double stranded) RNS gyakran keldtlkexirusok
életciklusa folyaman (90). Az RNS iranyitotta Trakrpcio Utani Gén Csendesités (Post-
Transcriptional Gene Silencing = PTGS) e médjds#sbr petuniaban figyelték meg (91).
Jorgensen és tarsai irtak le, hogy &ldsedeli molekuldk képesek megvaltoztatni a sajat
gének expressziojat. Ezt a folyamatot ,koszuppiéask” nevezték el. Az RNS
interferencia el$ leiréi az allatvilagban Mello és kollégai voltalikik géncsendesités
céljabdl antiszensz RNS-t hasznaltak a C. elegaedi rhengeresféregben (92).
Megfigyelték, hogy a szensz és antiszensz RNS-gittxy beadésa tizszer hatasosabbnak
bizonyult, mint a szalak kulon-kilon adagolasa. ddirek utdn az RNS altal iranyitott
géncsendesitést azonositottak a koradbban névenyekjmenbakban és Drosophilaban
megfigyelt koszuppresszioval (93). Az RNS interfmia alacsonyabb refid
szervezetekben val6 ¢dbrduldsat és megismerését ket fontos attorést jelentett a
génterapia szamara az RNS interferencia jelenskgamegfigyelése enik sejtekben.
Tuschl és kollégai fedezték fel, hogy RNS intenfieia SIRNS-ekkel enib szévetkultira
sejtekben is kivalthatdé (94). A gerinctelen szeeteket (hengeresféereg (95), Drosophila
(96), Trypanosoma (97), hidra (98), méh (99)) ésrabs szovetkultarat kovéen siRNS

— eket sikerrel alalamztak géncsendesitésre aatkiekben zebradanidban (100),
egérben (101,102) és patkanyban (103).

A hosszU dsRNS-t egy Dicer-nek nevezett enzim ddjealfel kisebb, 19-21 nukleotidbdl
all6 dsRNS-ekké (104). Ez az ugynevezett rovidriatald RNS (short interfering =
siRNA), melyet az RNS Indukalta Csendé¥{omplex (RNA Induced Silencing Complex
= RISC, lasd ké&sbb) felismer és megkeresve a vele homologhialivé (messenger)
RNS-t (mRNS), feldarabolja azt (105). Tehat az rimfdcio DNS-mRNS—fehérje
atalakuldsa, azaz a transzkripcio- transzlacidéafolgta ahirviva_mRNS lebomlasaval
megszakad. Mas szévalgenom intaktsaga mellegstmarad az adott fehérje szintézise. In
vivo, embssejtekben, a prokariéta sejtekhez hasonloan a&loiskeibs szall RNS-eki

szintén az Rnaz lll csaladba tartozé Dicer képerivad SiRNS-t. A Dicer megkéti a
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prekurzor, hosszu dsRNS-t és feldarabolja azt 18ukleotidbol all6 szensz és antiszensz
szalbél all6 dsRNS-ekré®f).

14. abra
Az siRNS altal iranyitott csendesitéstermészetes” és mesterséges utvonala
Ovirus
Plazmid
(ShRNS) citoplazma
\
Virélis 4
vektor m ) SSRNA
; RNS dependens
4mmm Dicer
O RNS polimeréaz
N ATP l
- dsRNA
O SIRNS
liposzéma

magyarazat a szovegben (106)
(ssRNS= egyszalu /single stranded/ RNS, dsRNStasgzgli /double stranded/ RNS, siRNS=rovid
interferald /short interfering/ RNS, RISC= RNS ifkdlta silencing complex, mRN®&#vivd
/messanger/ RNS, asRNS= a siRNS molekula antiszzidséa, RNaz= ribonukleaz)

A 19-21 bazisparbdl allé siRNS tokéletes homdligyiesetén parosodik a gazdasejtben
talalhatd cél mMRNS-sel, ami igy a RISC-ben lebondi#az végll az adott gén expresszidja
csokken. A minta és a target RNS minden bazishetyeg kell feleljen egymasnak, mert a
szakaszok kozti egyetlen bazisparosodasi eltérésn@tch) esetén a mRNS nem bomlik
le, igy tehat a folyamat megleliseén specifikus, ami a terapias alkalmazasban négy.e

lgaz, ez a nagyfoku specificitas uginik nem mindig all fenn (l&sd off-target silencing)

46



15. 4bra
A RISC komplexaktivalédasa

SiRNA
as

ATP Q Inactive RISC
SS

helikaz
() — ss
ﬁ feldarabolasa

Aktiv RISC

ATP

as = antiszensez szal, ss = szensz szal, ATP osidertrifoszfat, RISC = RNS altal indukalt cserities
komplex

16. abra
A géncsendesités terapias modjai

sejtmag

‘_ Aktiv RISC

DNS

Transz-
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Célszekvencia
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Az RNS interferenciat mesterségesen szintetizRINS molekuldkkal is kivalthatjuk. Ezek a molekulE®-
21 bazispar hosszusagu RNS molekuldk, melyek hagoklé célszekvenciaval.

Mesterségesen szekvencia specifikus siRNS juttatbélsejtbe, melynek segitségével a
célzott génnek megfelelfehérje szintézise gatolhat6. Az siRNS-ben a lébndkleotid
hosszUsagu dupla szalu szakaszt a 3' végen k@takésitatlan nukleotid kdveti (,lelégd”
szakasz). Az 5’ végen hidroxilcsoport talalhaté yhek a sejtekben elhelyezkekinazok
foszfatcsoportot kapcsolnak. Ennek a foszfatcsop&rtlond jelentységet tulajdonitanak a
géncsendesités mechanizmusaban, mivel amennyiberhideoxilcsoport kémiali
blokkolasaval megakadalyozzuk a foszforilaciét enckesités elmarad (107). Az siRNS a
RISC komplexbe jutva iranyitja a feldarabolando n@Rklvalasztasat. A RISC komlex

aktivalodasahoz az siRNS megkotese sziksedés @bra). A komplex helikaz
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aktivitasanak koszonhign a megkotott keislancu siRNS szétcsavarodik, a szensz szal
lebomlik, mig az antiszensz szal a komplexhez k&ndmarad és aktivalja azt (108).
Ennek eredményeként indul el a homolog mRNS feldésa (16. 4bra). Az aktiv
komplex tartalmaz egyéb fehérjéket is, mint példaulnévényekben megtalalhato
Argonaute géncsalad fehérjetermékét (rde-1 Caehditim elegans esetén, AGO2
Drosophildban, GERp95 emberi sejtekben), valamias,njelenleg tisztazatlan szeiiep
faktorokat (109).

Energetikailag a folyamat négy fépése (dsRNS atalakitdsa siRNS-s€, ennek begpités
az RISC-be, az siRNS szétcsavarasa és a cél mRNBideese, illetve feldarabolasa)
kozul kett igényel ATP-t, mégpedig a dsRNS atalakitdsa ediypgaavalamint az siRNS
helikaz katalizalta szétcsavarasa. Az ATP-nek tb@akzerepet tulajdonitanak az 5’

foszfat-vég megtartasaban is (110).

Az siRNS - ek nagy éhye a csupasz nuleotidszekvenciakkal szemben, haginal
joval stabilabbak, illetve nagyobb biolégiai hozrdfetiséggel rendelkeznek. A molekula
tovabbi kémiai médositasaival (111) tovabb csokhketita vesén at torténvesztés, vagy

a plazma RNaz — ainak bont6 hatasa.

Az RNS interferencia in vivo alkalmazasa

Az siRNS sejtbe juttatasara szamos modot isnektefAz RNS interferencia gyakorlati,
terapids céli hasznositasanak egyik kdde siRNS kozvetlen bejuttatdsa asd el
szervezetbe. Tekintettel a molekula kis méretépegétjutni biolégiai membranokon, igy
az eb sejtek kis mértékben képesek felvenni kornyezetiikbl2). Ezért nativ (naked)
SiRNS az & szervezet sejtjeibe juttathat@rodinamikus modon mely allatkisérletekben
az egyik leghatasosabb modszer. Hidrodinamikusl&ez®ran a narkotizalt ragcsalé egy,
a vena cava ellatasi teriletébe tartozé vénajabldapl az allat farok vénajaba (vagy a
himvess# vénajaba) egy alkalommal a letietegrovidebb id alatt olyan nagy
folyadékmennyiséget fecskendezink (a keringrtérfogattal megegyézvolument vagy
annak minimum a felét, kb. 10 masodperc alatt)t @ansiziv nem tud azonnal tovabbitani,
igy a beadott folyadék (siRNS) felhalmozddik a veasa gyjtérendszerében (109). Az
igy megnovekedett hidrosztatikus nyomas kovetkeziéd siRNS a gazdag érellatassal
rendelked szervek intersticiumaba jut. A kis siRNS molek@aparenchyma sejtek
membranjan atjutva éri el a célsejtek intracelialderét. A mbdszer eredményeként

géncsendesités figyelldaineg a majban, Iépben, szivben, vesében éHhaiid
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Az siRNS természetesen mas modon is beyjihgtldaul kozvetlendl a vizsgalt szerv
vénajaba példaul vesevénaba, a portalis vénaba, @4 agyba (114), a csontébe (115),
a retina ala (115), vagy akar daganatokba a szémwds artérids vagy vénas kivezetésén
keresztil. A hidrodinamikus kezelés természeteserkliaikai gyakorlatban nem
alkalmazhato. A lokalis vénas bevitel elméletilegdtséges lehet, azonban itt is fennall —
az siRNS molekulak intracellularis térbe juttatasabkzikséges tulnyomas kovetkeztében
— a parenchyma mechanikus kdrosodasanak veszélye.

Az siRNS-el kivaltott géncsendesités lehetsegéskhegiasai:

Az siRNS-t magas koncentracibban adagolva két aff:target mechanizmus
jelentkezhet: egyrészt aktivalodhat az interferatasz, masrészt olyan gének expresszidja
is lecstkkenhet, melyekkel az siRNS csak részlbge®logiaval rendelkezik.

Az interferon valaszA hosszi dsRNS, mely gyakran keletkezik virusiekcéklusa soran,

aktivalja a dsRNS-dependens protein kinazt (PKR)elg foszforildlja az Elongacio
Iniciaciés Faktora-lancét (EIF2), gatolva ezzel a sejt fehérjeszintézisét. Azvéndlis
valasz részeként, az aktiv PKR emellett serkenifrbliztermelést és aktivalja a ribonukleaz
L-et (RnazlL) is, mely egy RNS lebontasért fédelenzim. A révid 19-21 bp-bdl allé
SiRNS-6l kezdetben ugy gondoltdk, hogy a sejt antivirdlé&dekezést szolgald IFN-
valaszt nem valtja ki. Egy Ujabb kdzlemény azonbhaml szamol be, hogin vitro 5
kilonbod — géncsendesitésre gyakran hasznalt siRNS sze&ivenc kilonboa
sejttipusokban az IFN-valaszra jellefrgéncsoport aktivalédasat okozta (116).

Off target silencingAz idegen RNS és az mRNS kozott tokéletes bamispdas esetén az

expressziocsokkenés az siRNS molekulanal leirt amézimus szerint kbvetkezik be, tehat
a megfeled enzimek feldaraboljak az mRNS-t, aminek kbévetKeeteaz expresszio szintje
lecsokken. Néhany (117, 118) kisérletben leirtéigyhaz siRNS-t magas koncentracioban
adagolva kivalthaté az off target hatas, amelyé&met az idegen RNS molekula olyan
MRNS-hez is hozzakédhet, mellyel nem teljesen komplementer, igy netnotEmRNS-
ek lebomléasa is éfordulhat. Jackson és mtsai az Insulin — like Glofséctor 1 — es tipusu
receptora (IGF1R) és Mitogen Activated Protein kmald (MAPK14) génekt
termebdott mMRNS — eket célzo tobbféle, eltéazekvencidju siRNS — eket vittek be HelLa
sejtekbe, és 6sszehasonlitottak a kUlOBKRNS — ek azonos génre kifejtett csendesit
hatasat, tovabba a kovetk&ben azon legkisebb siRNS koncentraciot probaltak
(titralassal) meghatarozni, amely még kivaltja df target géncsendesitést. A varttal

ellentétben, a mérések azt igazoltak, hogy az siRN® ezen nem specifikus hatasa kis

49



koncentraciok mellett is megfigyellietAz off target silencing tehat nem egydmer a

magas siRNS koncentracio kovetkezménye (119).

Osszefoglalva: a génterdpia human alkalmazasa cszémkadalyba Utkozik.
Jelenleg a legbb akadalyt a terapias molekula célsejtbe tértbajuttatasa jelenti. A
hidrodinamikus kezelés6émiosdkre tortéfi kiterjesztése egy@le megvaldsithatatlan.
Kliniakilag alkamazhat6 alternativa lehet, a magascentraciéju siRNS lokalis vénaba
tortérd beadasa, de mechanikus parenchyma karosodas félléphet. A génterapia
klinikai alkalmazasanak viszont nemcsak gyakortdtadalyai vannak, hiszen szamos
etikai érv/ellenérv is felmerll. Mindezen problémédkiizdése és megoldasa a §ov
feladata.

Fas elleni rovid interferald RNS védelmet nyujt egereben a vese ischemia-

reperfluziés karosodasaval szemben (9)

Mint azt kordbban, a vese ischemias karosodaséraltalanos részben 6sszegeztem, a
vese ischemias-reperfazids kdrosodaséat koaktt veseelégtelenség gyakori oka intenziv
osztélyokon fek& betegek morbiditAsanak és mortalitasanak. A veégtsenség
leggyakoribb végs oka a tubularis epithelialis sejthalal. Egyre tdddonyiték utal a Fas-
medialta apoptozis szerepére az infarktus méretékakriedésében kilénb6z
szovetekben, igy az agyban, szivben, vesében éwmogyan (120). A vesetubulusok
epithelsejtjei Bségesen expresszalnaist, €s ez az expresszio az ischemédadamaval
aranyosan fokozédik, kulonésen a disztalis tublbaa, amelyek a vese ischemias
karosodasra leginkadbb érzékeny része. Lpr egermielyakdl a Fas expresszioja
hianyzik, ischemia-reperfiziét kovetn a veseszOvet kisebb méftélkarosodasat
mutatjak, mint a vad tipusu egerek (121). Repedfiadatt Fas ligandumot expresszalé
limfocitdk halmozdédnak fel, és hozzajarulhatnakag-medialta szovetkarosodashoz (122).
Korabban kimutattuk, hogy aFasexpresszid duplex, rovid interferaldo RNS
hidrodinamikus injektalasaval tori@rcsendesitése védelmet nydjt egerekben autoimmun
hepatitis ellen (101). A hidrodinamikus injekciégyatérfogati anyag gyors injektalasat
jelenti, melynek soran atmenetileg magas venas agokeletkezik, amely megkdnnyiti a
SiRNS-ek bejuttatasat az interstitiumba és a daftekiRNS hidrodinamikus injektalasa
hatékonyan csendesit reporter-gén expressziot otyagas véraramlasu szervekben, mint

a tud és vese (123). Ennek megféh azt vizsgaltuk, hogyFas elleni siRNS
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hydrodynamikus bejuttatasa gatolja-e az egér¥aseexpresszidjatn vivo, és védelmet

nyujt-e posztischemias akut veseelégtelenséggeiisze

Eredmények

El6szor szintetikus siRNS duplexeket @ 2,0 — 2,5 mg/kg) adtunk be
farokvénaba egyetlen hidrodinamikus injekcié forab@n, azt aFasszekvenciat
alkalmazva, amely hatékonyan és specifikusan cs@ettea majban (115). Huszonnégy
ora mulva a vesében &as mRNS 74 + 8%-kal csdkkent, amint azt teljes vese
homogenizatumon végzett reverz transzkriptaz (RJRFizsgalattal meghataroztuk#
abra/a). AFas MRNS csokkenése hasonlé volt az ugyanazon siRNEy5is adagjdnak
haromszori hidrodinamikus injektalasaval a majbaraliott Fas csendesitéshez, (86%,
RNaz protekcio vizsgalattal) (101).

Ezt koveben meghataroztuk, hogy &as siRNS csendesiti-e az ischemias
karosodast kovét fokozott Fas expressziot. Bkisérleteinkben, amelyekben a
kontralateralis vesét eltavolitottuk, vagy elsauititk, 15 perces ischemia az egerek 16%-
aban (hatbdl egy esetben) vezetett elhullashopeB€es ischemia az egerek 40 — 60%-at
Olte meg, mig 35 — 45 perces ischemia utan an&lB® — 100%-a pusztult el. A 15 perces
ischemia utan bekovetkezett egyetlen végzetesmieimiatt kdvetkezhetett be, mint akut
tubularis nekrozis, mert a 15 perces ischemiakugan kovet BUN emelkedés csekély
volt és atmeneti (lasd alabb, és a 18. abra/azgk & tulélési adatok arra utalnak, hogy a
kisérletekhez hasznalt egértorzs érzékenyebb isékemesekarosodasra, mint néhany
beltenyésztett laboratériumi térzs. A tovabbi Kistek soran 15, illetve 35 percen éat
tartottuk elszoritva a vesekocsanykas vagy GFP siRNS egyetlen, 5Qg-0s
hidrodinamikus injekci6jat kovéen a bal vesekocsanyt (artériat és vénat) 35 percre
elszoritottuk (a jobb vesét érintetlentl hagytuk) a& egereket egy nap mulva leéltik,
renalis Fas expresszié as apoptozis vizsgalata céljabolFas csendesitése ischemias
elrendezésben is hatékony volt. PFas mMRNS-nek aGAPDH mRNS-hez viszonyitott
aranya real time PCR-ral vizsgalva 4 — 5-sz6r alagabb volt azokban az egerekben,
amelyekFas siRNS-t kaptak, 6sszehasonlitva azokkal az alkatiolamelyekGFP siRNS-t
(P < 0,001), vagy fiziolégias konyhasoéoldat hidrocimiaus injekciojat P < 0,001) kaptak
(nem kozolt adatok). A-as mRNS ischemiat kovéttermebdése Fas siRNS-t kapott
egerekben hasonlé volt a nem ischemias elrendezésabgfigyelt mMRNs expresszidohoz
(17. dbra/a). A mindkét vesébkészilt szévettani metszeteket Fas protein esprés €s
TUNEL-re festettik apoptdzisos sejtek kimutatasa¥a, vak eljarassal értékeltik a
vesekarosodas szdovettani jelldgitz (17. abra/b-e). Ischemia nélkulGFP siRNS
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hidrodinamikus injekciojat kovéen, a tubulus-epithelsejtek 10 + 1%-a deléiit Fas-ra. A
GFP siRNS-sel vagy fiziolégias konyhasooldattal kezktintroll egerek elszoritott
veséjében a tubulus-epithelsejtek kozel fele (884t illetve 44 + 1%) tartalmazott
kimutathatd Fas proteint. Aas SiRNS-sel kezelt egerekben azonban a tubulussejtek
mindodssze 13 = 2%-a féslott Fas-ra. Ez a szazalékos érték statisztikanam volt
megkulonboztethéta kontroll egerek Fas féstésébl, amelyekben a vesekocsdnyt nem
szoritottuk el P =0,13). A Fas siRNS-sel kezelt egerek elszoritott veséje szintén
szignifikansan kevesebb apoptozisos tubulus-egiftel tartalmazottl{y. abra/d,e). Mig a
Fas siRNS-sel kezelt egereéb szarmazo vesetubulus-epithelsejtek 9 + 2% biztinyu
TUNEL"-nak, aGFP siRNS-t P < 0,001) kapott egerekbszarmazdé sejtekl7 + 1%-a, a
fiziologias konyhasooldatotP(< 0,01) kapott egerekb szarmazé sejtek 14 + 2%-a volt
TUNEL". A FassiRNS az ischemias karosodastdl is megvédte kegsmint az a kéreg
tubulus-epithelsejt karosodas kérszovettani érésdéalel megallapithato volt 7. abra/f,q).
Mindegyik fizioloégids konyhasooldattal és GFP siR8Eb kezelt egér kiterjedt corticalis
tubulus-karosodast mutatott, massziv tubuléris fiatrél és sejtpusztulassal, és
tubulointerstitialis gyulladasos infiltracioval. Aulélé tubulus-epithelsejtek tébbsége
duzzadt volt, és gyakori volt az apoptézisra utaddklearis kromatin-kondenzacio. A
medullaban a tubulus lumenek hialinnal voltak kité)] ami a fel§ szegmensekben
végbement sulyos sejtpusztuldsra utalt. Ezzel seeprdi-as siRNS-sel tortént ékezelés
megakadalyozta a tubulus-epithelsejtek pusztuléssat csokkentette a gyulladasos
infiltraciot. A kontroll, sSIRNS-sel kezelt egerekbeschemias beavatkozas nélkil a tubulus
szovettani pontszama <1 volt (0-t6l 3-ig tetjeskalan); a fiziolégids konyhasooldatot
kapott egerek ischemias veséjében 2,7 + 0,3-r& €§P siRNS-sel injektalt egerekben
2,8 £ 0,1-re emelkedett, azonbarFas siRNS-sel kezelt egerekben fele ekkora mdrtek
karosodast (1,5 0,4 pontszam) tapasztaltuRAk Q,01 vs. fiziolégias konyhasooldat,
P < 0,003 vsGFP siRNS).

Ezt koveben egereket kezeltink a fentiek szerifkas SIRNS egyetlen
hidrodinamikus injekciojaval, majd ezt kodgen két nappal kébb kis-térfogatu injekciot
(50ug 0,1 ml-ben) adtunk a bal vesevénaba, és Ujabmag@tmualva a bal vesekocsany

leszoritasaval 15 perces szubkritikus ischemidottahk ki.
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17. abra
Egyetlenhidrodinamikus Fas siRNS injekcio csendesiti aFas expressziojat 35 perces
ischemianak kitett vesékben
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(a) Fas mRNS csendesitédeas és B-aktin expresszidjanak RT-PCR probéaval végzettgélata szerint,
kezeletlen, vagy PBSas siRNS vagyGFP siRNS egyetlen hidrodinamikus injekciéjaval kezefferek
veseszOvet-homogenizatumaban. Feltiintettiink egezeptativ mintat. Ezek az egerek nem voltak kitéve
vese-ischemianak. Karosodott egerekben azonbamlbasedményeket kaptunk RT-PCR vizsgalattal (nem
kozolt adatok). (b és c¢) Fas protein csendesit@seunhisztokémiai eljarassal (c). Az egereket k§tpah
korabban PBS-sekas siRNS-sel vagyGFP siRNS-sel injektaltuk, 35 percig veseischemianetkiik ki,
majd egy nappal kébb leoltik. A kontroll egereket nem tettiik ki isatiés hatasnak. A diagramm a Fas
sejtek sz4zalékos aranyat mutatja (az 6sszesaifiga + SD, csoportonként 3 — 5 llat). (d) Iscidéeanadott
csokkent valasz, TUNEL festéssel vizsgalva (400exzmagyitds). (e) A (d) abra szerinti eredmények
grafikai abrazolasa. (f és g) Csokkent corticalialih necrosisFas siRNS-sel dlkezelt egerekben,
Osszehasonlitva a GFP siRNS-t kapott egerekkdRdjfrezentativ hematoxylin és eosinddsés (200-szoros
nagyitas). (g) A szévettani pontszamot (atlag + 880 médszerrel hataroztuk meg ischemianak kitete (
oszlopok), és nem kitett (lres oszlopok) egerelo3gyedbl allé csoportjaban.

Ha a vese injekcioval egyidagg a jobb vesét eltavolitottuk, a kontroll egemklatmeneti
veseelégtelenseg fégott ki (18. abra/a). Masnapra a BUN 71 + 4 mgé&lemelkedett,
szemben az ischemia nélkili, 33 £1 mg/dl normdék&el. Két nap mualva a BUN
normalizalédott. AFas siRNS hidrodinamikus és vesevénaba adott injekeailbkezelt
egerekben a BUN normalis értéken maradt (33 + 4dhegy nappal, és 36 +6 mg/dl két

nappal az elszoritast koven). Ezt kdveien azt vizsgaltuk, hogy milyen hatékonysaggal
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némul el aFas 15 perces szubkritikus ischemias kisérleti elregdben. Fizioldgias
konyhasooldattal al-kezelt egerekben, a vesekoctgsmroritasa nélkil, &#as/GAPDH
MRNS arany RT-PCR vizsgélattal meghatarozva 0,09%* volt, amelyFas siRNS-t
kapott egerekben 0,015 + 0,01-re csokkent (18./A&br&zubkritikus ischemiat kouin,

ez az arany 10-szeresére emelkedett, egy nappddk@s30 + 0,07 éertéken tetdtt, és ket
nap mulva 0,16 + 0,07 értéken emelkedett maradibkBan az egerekben azonban,
amelyek Fas siRNS-t kaptak, @&as/GAPDH mRNS arany az ischemias vesében alig
emelkedett az ischemianak ki nem tett kontroll egartekei folé. AFas/GAPDHMRNS
arany az elszoritas utani @€lsapon 0,032 £ 0,01, a masodik napon 0,046 + Ovolt3(az
elsh napon a kontrollal 6sszehasonlitva 0,001). Raadasul, a Fas-protein expresszioja,
amelyet a Fas-fa&dédi tubulussejtek immunhisztokémiai eljarassal taftépamolasaval
hataroztunk meg, szintén lényegesen csokkent addott vesében (18. abra/c,d)Fas
SiRNS-sel kezelt egerekben az ischemias vesébebudussejtek 13 + 2%-a valt Fag

az el$ napon teizé valasz soran, mig az ischemias, kontroll egénlesgla tubussejtek
49 + 4%-a festdott Fas-ra. AFas siRNS-t kapott egerek ischemias veséjének Fas-
festbdése nem tért el szignifikansan a kizarélag fizga@é konyhasoéoldatot kapott kontroll
egerek nem ischemias jobb ves#jétAmikor az elszoritast kovétl. €s 2. napon a
TUNEL" apopt6zisos sejteket megszamoltuk, korilbelil fetenyi TUNEL+ sejtet
taldltunk aFas siRNS-sel kezelt egerekben, mint a kontrollokbB® @bra/e, az 1. napon
P < 0,002, a 2. napoR < 0,05). A Fas expresszio csendesitését kéveta hematoxylin
festéssel észlelt koros elvaltozasok szintén dSdgms meértékben csokkentek az
ischemias vesékben, (tubulus koérszévettani pontsFas SiRNS-sel kezelt egerekben
1,4 +£0,5vs.2,2 + 0,3 a kontroll egerekben, P < 0,05).

Mivel a vesében das expresszidjat, a tubularis apoptézist és az iséem
karosodast kezelésunk gatolta, ezt kéeptazt vizsgaltuk, hogy védelmet nyujt-d-as
siRNS kritikus ischemiaval szemben olyan egerekbemelyekben a bal vesekocsanyt 35
percen at leszoritottuk, és a kontralateralis vedgtvolitottuk. A jobb vesét median
laparotomiaval tavolitottuk el, 2 nappal fiziolégigonyhasooldatGFP siRNS vagyFas
SiRNS egyetlen hidrodinamikus injekciéjanak beatlaségebzéen. Két nap mulva a
megmaradt vesekocsanyt 35 percre leszoritottukd naaj egereket megfigyelés alatt
tartottuk (9. abra/a). A hidrodinamikus farokvéna-injekcié f@jaban fiziologias
konyhasooldatot kapott 6t egétmégy, €s minde®GFP siRNS-t kapott egér 2 napon beldl
akut veseelégtelenségben elhullottFas siRNS-sel injektalt 10 egétbazonban 8 tulélt
(P < 0,0001vs.GFP siRNS,P < 0,005vs.fiziolégids konyhasooldat). A taiéegerekben a
vesefunkcio, BUN kovetésével értékelve, kevésbé walvart aFas siRNS-sel kezelt
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allatokban, mint a hidrodinamikus injekciéban csdizioldgias konyhaséoldatot
kapottakban X9. abra/b). Mig a tulél kontroll egerekben a t&6 BUN érték
646 + 77 mg/dl volt, e&Fas siRNS-sel kezelt egerekben ennek harmada (232mg3al,
P < 0,0001), 6sszehasonlitva a 33 + 1 mg/dl normékkel.

18. abra
FAS csendesités (FAS expresszio) FAS siRNS hydrodynikus és kozvetlen
vesevénaba tortéd injektalasat kovetéen.
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Az egerek egyszeri adagban kaptak hydrodynamikusas csendesit sSIRNS (teli oszlopok), vagy
vivéanyagot (lUres oszlopok) 4 nappal, és direkt ves@hat injektdlva 2 nappal 15 perces vese ischemiat
vagy sham ischemiat megeben. A mintdkat 1 vagy 2 nappal az ischemiat késetvettiik ki az egerekb
analizisre (a) BUN értéke emelkedett kontroll egpem, de nem emelkedefflas mMRNS csendesitést
kéveBen (b) a real-time PCR-éal meghatarozott FAS mRM®OH mRNS-hez viszonyitott expresszidja
jelens mértékben fokozodott ischemiat kitet. Ezt a postischemiads expresszio-novekdeEssiRNS-sel
végzett edkezelés meggatolta (c és d) a Fas fehérje postisébeexpressziénovekedését szintén gatolta a
Fas siRNS-sel végzett &kezelés. (c) Representativ metszetek (400x-os t@eyy(d) Az ischemias bal vese
és leszoritds nélkil hagyott kontroll vese Faséfest(atlaggszoras). (e) A TUNEL+ tubulusok részaranya
szintén csokkerftas siRNS-sel végzett ékezelést kdveien.

Vizsgaltuk tovabba, hogy siRNS-ek bal vesevénaljalib vese eltadvolitasaval egy
idében) adott kis-térfogaty injekcioja (100, amelyet az allatok ol toleraltak korabbi

kisérleteinkben, segiti-e vagy helyettesiti-e addthamikus injekciot.
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19. 4bra

Fas siRNS hidrodinamikus vagy vesevéna injekcioja vekbtalis ischemiaval szemben
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Tulélés, és tulél egerek BUN szintjei 35 perces vese-ischemiat perféziot koveten. (a) Az egereket
fiziolégias konyhaséoldattal (kék) (n = 5(FP siRNS-sel (zdld) (n=5) vagias siRNS-sel kezeltik,
hidrodinamikus injekcié formajdbame}, vesevéna injekcié formajabam ), vagy mindkét modona(). A
BUN szintje csokkent a tul@l Fas siRNS-sel kezelt egerekben (tele oszlopok), szenwdiziologias
konyhaséoldattal kezelt kontrollokkal (lires oszllgpd vesevénan at tortént intraoperativ (posztessias)
kezelés szintén nyujtott némi védelmet (szinkodt uma panelen).

A csak vesevéna infuzioval, vagy mind hidrodinarsikumind vesevéna injekcioval
egyarant kezelt egerek tulélési gorbéi nem voltaigkilonboztethék azokétol, amelyek
csak egyetlen hidrodinamikus injekciot kaptak9.( abra/a). A vesevéna injekcio
szignifikans tulélési éhyt biztositott a kritikus ischemia-reperfiziés dswdassal
szemben KB < 0,001 vs. GFP siRNS, P< 0,01 vs. fiziolégias konyhasooldat). Bar a
hidrodinamikus injektalds nem valésizjnhogy embereken alkalmazhatd, a vesevéna
katéterezése kivitelezlteterapias lehéség.

Bar bizonyos helyzetekben, példaul operéaciéttelszamitani lehet ischemia-
reperflziés karosodasra, a Kklinikai helyzetek tégieben az ischemias karosodas
figyelmeztetés nélkul lép fel. Ennek megfébs vizsgéltuk a tulélést olyan esetben,

amikor aFas siRNS kezelés az ischemias esemény utan tortédrasAiRNS-t 10Qul-ben
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injektaltuk a vesevénaba a reperfazio alatt, 5 qerazutan, hogy felengedtiik a vese-
véredények leszoritasat, amikor a vese visszanygités szinét. A posztischemias
vesevena-injekcid nyolc egéibharmat védett meg 35 perces ischemiat kiamt mig
mind a nyolcGFP-siRNS-sel kezelt egér, és a nyolc fiziolégias Kwagooldattal kezelt
egér kozul hét elpusztulP(< 0,01 vs.GFP siRNS,P < 0,07vs.fiziol6gids konyhasoéoldat)
(19. abra/c). A19. abra/a,c szerint az 6ssZ8BP siRNS-sel kezelt egér elpusztult, mig a
fiziologias konyhaséoldattal kezelt csoportban esgér tualélt. Bar al9. abra, és a
fiziologias konyhasdéoldat- 6SFP siRNS-kezelések kozotti eltérések statisztikaiam
voltak szignifikansak, nem zarhatok kG&P siRNS altal kivaltott, enyhe célponton kivdli

(off-target’) hatasok.

Megbeszélés
Vizsgalatunk megésiti a Fas-medialt apoptdzis jelés€gét a rendlis ischemia-
reperfluzidos karosodasban, merfas csendesitése megvédte az egereket a letalis akut
ischemias veseelégtelens@igtA Fas csendesitésével mas szervek szovetei, példaul a
szivé, vagy agyé, szintén megvédhetiehetnek ischemia-reperfuziés karosodastol.
Védelmet nem csak a hidrodinamikus injekcio nyé@jtbianem a vesevénaba juttatott
egyetlen, kis-térfogatl injekcio is. Nem teljes@&szthzott, hogyan hat a hidrodinamikus
injekcid. Feltételezik, hogy az intravascularisfagat hirtelen emelkedése altal kivaltott,
fokozott hidrosztatikai nyomasnak kitett parencHimaejtek transzdukalddnak. Nem
valosziri, hogy ez a megkozelités alkalmazhatd a humén i&bya@p. A vesevéna
katéterezése azonban emberekben kivitelézhés az valdsziibeg a vese ischemias
karosodasra leginkadbb érzékeny részét célozza aagyulointerstitiumot. Vizsgalatunk
soran azonban nem mertik kdzvetlendl, hogy melgsajtek vették fel a SIRNS-t akar a
hidrodinamikus, akar a vesevéna injekciot kéeat Hasznosak lesznek olyan gbeni
vizsgalatok, amelyek fluoreszceinnel jel6lt siRNSadoszlasat detektaljak a kilonkioz
vesesejtekben, ezaltal tampontot nyujtva a vesépites stratégiajanak féflésehez.
Vizsgalatunkban olyan injekcids térfogatot valatimiak, amely durvdn megfelel egyetlen
egérvese terfogatdnak (124). Ezek az injekciok szhleg az intravascularis nyomas
atmeneti, lokalizalt fokozdédasat valtottak ki, antibussejtek siRNS-sel tori@n
transzdukcidjaval jard, retrograd folyast eredmeeyte a hidrodinamikus injekcidohoz
hasonl6 mechanizmus révén, azonban a gtibfél elégtelenségének kockazata nélkil.
Tovabbi vizsgélatok sziikségesek a helyi és szigméntravaszkularis nyomas merésére.
Egy korabbi vizsgalatunkban azt tapasztaltuk, hegyaFas siRNS-szekvencia

specifikusan csendesitetteFast, azonban nem csendesitette az apoptdzis masitgénj
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(101). Ujabbin vitro vizsgalatok azonban arra utalnak, hogy néhany edugiRNS-
szekvencia célponton kivili (,off-target”) hatassahdelkezik, és IFN-valaszt valthat ki,
kilobndsen nagyobb koncentraciokban (116). Tovabbsgalatok szikségesek annak
eldontéseére, hogy ezek a problémak fennallnakiavo, és az adott szekvencia esetében.
In vitro eldkisérleteinkben, amelyek soran sejteket a jelenltagényban alkalmazottas
siRNS-sel transzfektaltunk, nem tapasztaltuk IRl &hdukalhaté gének indukcidjat (nem
kozolt adatok). Adataink arra utalnak, hogy a rsnalubulus-epithelsejtekFas
expressziojanak csendesitése az a mechanizmusy aéwdin aFas siRNS injekcio
védelmet nyujt. Nem zarhatjuk azonban ki azt atlidegyet, hogy &as expresszidjanak
mashol tortéé csendesitésével jard, gyulladasgéatld hatasok Rombdak a védelem
kimeneteléhez.

Az ischemiat kovéen beadotfas siRNS helyi injekcio némi védelmet nydijtott,
amely azonban nem volt teljes.FAas siRNS-sel kezelt egerek tulélése szignifikansai jo
volt, a GFP siRNS-sel kezelt egerekénél, vagy GFP siRNS-sel és fiziologias
konyhasooldattal kezelt, dsszevont egércsoportéRat 0,02), azonban a fiziologias
konyhasoéoldattal kezeltekkel 6sszehasonlitva neéin,abvédelem iranyaba mutaté trend
megfigyelhed volt. Ha a duplex siRNS-ek felezési ideje és lafjasi hatékonysaga
kémiai modositassal javithatd lesz (125), a védelbaiékonyabba tehiet A
posztischemias védelem azért lehetséges, mertnisghdodveben a Fas expresszidja
fokozodik, ami lehéiséget jelent a terapias beavatkozéas szamara.

11/ Alloantigén fiigg 6 ténye®k szerepének vizsgalata'f,**, %3

A progressziv glomeruloscleoris kialakulasa hipieélic vesékben szamos humordlis és
hemodinamikai faktorra vezetléet vissza, példaul adhéziés molekulak fokozott
expressziojara, majd a leukocytak karosodott sh@vetortéw infiltracidjara. A
mikofenolat mofetil (MMF), egy Uj immunszupresszahatéanyag, szelektiv modon
gatolja a lymphocytak proliferaciéjat, tovabha,vitro csokkenti az adhézios molekulak

expresszidjat (126). Tanulmanyunkban azt vizsgaltaiként befolyasolja a rovidtavu

1 Hamar P, Liptak P, Heemann U, Ivanyi Bltrastructural analysis of the fisher to lewis matdel of
chronic allograft nephropathy Transplant 2%0518; 863-870

1 Miiller V; Hamar P; Szabé A; Vogelsang M; Philipp Th; Heemann U: Imevmigration of lymphocytes
in chronically rejecting rat kidney allografts. ahsplant Int199912: 145-151

12 Miiller V; Hamar P; Szabé Attila; Knust E; Vogelsang M; Heemann Ufegt of Mycophenolate Mofetil
on the in-vivo infiltration of lymphocytes in thatrremnant kidney. Transplant99830:982

¥ Heemann U; Azuma Hdamar P; Schmid C; Tilney N; Philipp T: Mycophenolat mtfénhibits
lymphocyte binding and the upregulation of adhesmmecules in acute rejection of rat kidney alldtya
Transpl Immunoll9964: 64-67
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MMF elokezelés hiperfiltracios patkanymodellben a lymphakyin vivo migracios

mintazatéat.

Feltételezések szerint, a CAN-t a jeledléalloantigén ellen folyamatosan zajlé -
sejtkdzvetitette kilokdesi reakcio, szakaszosan vissz@kut rejekcios események, vagy a
graft endothelsejteket aktivaldé és nem specifikugullgdasos valaszt indukald,
alloantigéndl fiiggetlen folyamatok okozzak. Azonban, a CAN-laaralloantigérd fliggd

és attél fuggetlen események relativ részvételetisatdzott.

A CAN kialakulasaban résztvéyvagy azt leginkabb okoz6 egyik faktor az alloimmmu
karosodas. Emberi CAN-on végzett megfigyeléseketdty hogy lehetséges lehet a CAN
alloantigénbl flggetlen folyamatait a krénikus alloimmun kéardasra jellemé&
valtozasokat valamint a veseallograft egyéb betgs@gymastdl elkulonitetni. Harom,
kulon-kdlén, vagy kombinaltan jelentk&zaesio jelzi az alloimmun karosodas jelenlétét:
transzplantaciés capillaropathia (126), transzgleids glomerulopathia (127), és
transzplantécids arteriopathia (a meghatarozadakdtaz 6. Tablazatban, illusztraciok: a
20. abraa-d) (128). A transzplantacidés capillaropathiat @és transzplantacios
glomerulopathiat legjobban elektronmikroszkoppaMjBHehet azonositani. Az allograft
veseszovetek ultrastrukturalis vizsgalatdnak meg aa az dinye, hogy igy fel lehet
ismerni az endothelsejtek és/vagy tubularis etk érintkezést fliggd (contact
dependent) T-sejt citotoxicitasanakferdulasat 20. abrale). A folyamatban &y, vagy
ismétbds alloimmun karosodasnak egyik télpontja a graft erezete. A transzplantacios
capillaropathia, transzplantaciés glomerulopathe @ transzplantaciés arteriopathia
kimutatdsanak alapjan kilonbséget lehet tenni dpargtigéndl fliggdé és mas,
alloantigénél nem fugg események kozott, és ennélfogvérellehet jelezni, legalabbis

bizonyos mértékig, az immunszuppresszios stratdpédkonysagat.
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6. Tablazat
Kronikus rejectio morfolégiai jelei emberi vese albgraftokban
Arteriak
Transzplantacios arteriopatia
Intima fibrozis elasztézis nélkil
+ habosejtek/mononuklearis sejtek az intimaban
+ torések a betselasztikus laminaban
+ neo-media kialakulasa
Glomerulusok
Transzplantacios glomerulopathia
A kapillariskacsolks 10%aban lathaté dupla kérvonalak vagy a GBM
duplikaciéja/multiplikacidja legalabb harom kacsp&iM vizsgalattal lathato
mesanglidlis sejt-k6zbeékeléssel, vagy anélkul
Peritubularis kapillarisok:
Transzplantacios kapillaropatia
Legalabb harom profil 6t, vagy annal tobb kertbetzalmembran-réteggel (EM
vizsgalattal)
EM: elektronmikroszkop, + jelen lehet, GBM: glomkmis bazalmembran

A kronikus rejectio diagnosztizalhato a transzpaitts arteriopathia és/vagy transzplantacios
glomerulopathia és/vagy transzplantacios capillatioip meglétével.

A F344-to-Lew kronikus allograft nefropétia patkémydelljének ultrastruktaralis
vizsgalata soran célunk az volt, hogy tisztazzukabaimmun karosodas részvételét a
hosszu idtartamu léziokban. Az F344-to-LEW modellen végkéserleteket altalaban az
atlltetés utani 16. és 32. hét kozott fejezik be akiltetés utani 32. és 53. hét kdzott ledlt
allatokban szisztematikus ultrastrukturalis kereséggeztink a transzplantacios
capillaropathia, transzplantacios glomerulopatkia &-sejtek altal kdzvetitett citotoxicitas
jeleit keresve. Kontrolként olyan F344 patkanyololgaltak, amelyek bal veséjét a
jobboldali nefrektémia ékt 30 perces ischemianak vagy ébétnek tettiik ki, majd a jobb

veséjiket eltavolitottuk (uninefrektomia).
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20. abra (1)
Krénikus veseallograft rejectio 1ézija emberben.

21. abra (2)
Az F344-to-Lew modell morfoldgiaja 52 héttel azltaiés utan.

20. abra (1/a)Transzplantaciés artheriopathia: az a. arcuata lumenje (L) intimafibrosis miatt erésen besz(ikiilt (csillagok,
trikrom). (1/b) Transzplantaciés glomerulopathia: elvékonyodott, kettés konturd kapillariskacsok, a mesanglialis matrix
felszaporodasa, és a mesanglialis sejtek proliferacioja. Megfigyelheté a teljes érintettség (perjodsav-Schiff, PAS). (1/c)
Transzplantaciés glomerulopathia: a glomerulusok bazismembranja (GBM) kiszélesedett; Uj subendothel bazélis lamina
(nyilhegyek) alakult ki (L, lumen; P, podocyta). (1/d) Transzplantacios capillaropathia: a peritubuléris kapillaris endotheliuma
(E) elvékonyodott és nem fenesztralt, sejtalakja az interstitium felé fogazott. A bazdlmembran (nyilhegyek) tébb, mint 7
rétegl (L, lumen; IS, peritubularis interstitium). (1/e) Apoptézisos (APO) tubularis sejtek a tubulus falahoz rogzilt
lymphocytak mellett (Ly; TBM, tubularis bazismembran).

21. abra (2/a) Az arteria intimafibrosistél mentes (perjédsav-Schiff, PAS; L, lumen). (2/b) Nem specifikus gécos-
szegmentalis glomerulosclerosis; a nyilhegy subendothél hyalinlerakédasra mutat (PAS). (2/c) A glomerulus
bazalmembranja (csillagok) normalisnak tinik; a podocyték labnyulvanyai (P) nem latszanak (L, lumen; MES, mesangium).
(2/d) Normalis peritubularis kapillaris (L, lumen; BM, kapillaris bazismembran).
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Eredmények

Fénymikroszkopia

Tx allatok

Sem transzplantacios artheriopathiat sem transaigs glomerulopathiat nem talaltunk
(21. abra (2)/a,b). FSGS-t (21. abra (2)/b) figyelt meg, amelyben subendothelidlis vagy
luminalis hyalinlerakbdasok és a podocytdkban hgakppek voltak lathatok. A
mezangium (MES) enyhe-mérsékelt szaporlutatot rmoititatamely el&dlegesen a
Bowman-tokhoz gécosan letapadt glomerularis kapslék tertletére lokalizalodott.
Enyhe, gdbcos-szegmentélis mesanglialis hiperceliags is medfigyeltink. Nagy
mennyiség hyalincseppeket vettliink észre a proximalis tulmkiepithelsejtjeiben. Gocos,
a corticalis interstitium akar 25%-at efinfoként periarterialis interstitialis mononuklearis
infliltratumokat, néhany tubulus-metszeten tubsijta tubulusfalban egy-6t limfocitaval, a
corticalis terlilet 25%-at meg nem haladd, gocosrstitialis fibrosist, és a cortex tubularis

profiljai tertletének kevesebb, mint 25%-at &firgocos tubularis atréfiat talaltunk (7.

tablazat).
7. tAblazat
Szovettani paraméterek.
Csoport 1d6 (hetek) GH (%) FSGS (%) MES (%) Tl pontszam
Tx/32 hét 32 72 £21* 58 + 15* 29 £ 9* 8+2.4*
preterminalis
TX 52 70 £19* 47 + 5* 17 + 5* 5+1*
40 12 + 7> 15 + 2* 5+2* 3+1*
Rnx + bal 52 275 177 32 20
ischaemia
40 7+5 2+2 3+4 1+1
RNx 52 8+2 35 2+2 1+1
40 3+3 0 0

*P< 0.05 versus mindkét kontrolcsoport, **P< 0.05 var&Nx, de nem szignifikans, versus jobb Nx + bal
ischaemia.
Tx: transzplantalt vesék 32, 40 és 52 héttel aiteddis utan; Tx/32 hét preterminalis: Tx/32 allatok

veséjét eltavolitottuk és a bal veséjiket 30 persalsaemianak tettiik ki; RNx: jobb oldali nephreatas
patkanyok; GH: glomerulus hyalosis; FSGS: gocogpsmmtalis glomerulosclerosis; MES: mesanglialis
matrix kiterjedése; Tl pontszam: tubulointerstifaldltozasok: tubulitis, tubularis sorvadas, istéialis
bes#irédés, és fibrosis.

Alloimmun-figgetlen allatmodellek
A Tx allatokhoz képest a két csoportban talalt middiai elvaltozasok enyhébbek voltak
(7. tAblazat).
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Elektronmikroszkopia

Tx allatok

A 32., 40. és 52. héten a glomerularis profiloknsaévizsgélt allatonként 13, 13 és 6
(median; tartomany: 4-13), és az egy vizsgalt @la® peritubularis profilok szama 21
(median; tartomany: 20-22), 17 (median; tartomdriy21) és 37 (median, tartomany: 25-
50) volt.

Glomerulusok: Szamos profil mutatott gocos-szegmentélis elvakbgz MES-
expanzioval, a mesangialis sejtek cytoplasma nyiaidak szadmbeli novekedésével (2c.
Abra), a kapillaris kacsok Bowman-kapszulahoz \kilépadaséaval, esetenként a kapilaris
dsszeomlott szegmensek felett a podocyt labnyuanglvalasaval (footprocess
effacement). A podocytak cytoplasmajaban proteniiszamyaggal toltott vacuolumokat
talaltunk. Bizonyos terlleteken nagy, subendothglidhomogén, mérsékelten denz,
elszigetelt lerakddasok voltak megfigyelbiet és a lerakddasokhoz kozeli sejtek nagy,
lipid- és proteincseppekb all6 vacuolumokat tartalmaztak. Ujonnan kialakuk
transzplantaciés glomerulopathianal megfigyeltekiezsonld, a kapillaris kacs teljes
keruletét éring, subendothelialis bazalis laminat nem talaltunk.

Peritubularis kapillarisok:A legtoébb profilban nem volt figyelemremélté vaas
(21. abra (2)/d). Igen ritkhn a kapillarisok bagalmembranja szegmentialisan
megket6zodott a kapillarisprofil széles, interstitilis kéje mentén, amely egyébként
emberekben a peritubularis kapillarisok normalistelintett mintdzata. Transzplantaciés
capillaropathiat nem talaltunk. Folyamatbandl@yulladasos valaszt, azaz a peritubularis
kapillarisok endothesejtjeinek aktivalédasat (12%8mely sejtes hypertrophiaként jelenik
meg - a fenestratio éhését, a lymphocytak és mononuclearis sejtek fakdampadasat
az endothel réteghez, és a gyulladasos sejtekzkapiiaris vandorlasat, nem figyeltliink
meg.

Interstitium, tubulusok, arteriolak és artéridkcymphocytak €s mononuclearis
sejtek részvételével zajldé enyhe és gocos intéliitgyulladast talaltunk. A tubulusok
falan beldl nem volt gyakori a lymphocytaksfrdulasa (egy sejt/profil). A szomszédos
epithelsejtekben nem taléltunk T-sejt altal kozedti citotoxicitasra utald jeleket.
Proteincseppek voltak jelen a proximalis tubulugspithélsejtejeiben. Az elvaltozasokat
nem specifikus gocos tubuléris sorvadas és az stittélis kollagénrostok gocos
felszaporodésa tette teljessé. A kis artéridk tesialdk profiljai normalisnak latszottak.
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Alloimmun-figgetlen allatmodellek

A 40. és 52. héten, allatonként legaldbb 3 glonusrues 15 peritubularis kapillaris profilt
analizaltunk. A glomerulusokban és Tl-ban bekovetkie valtozasok megfeleltek a
fénymikroszkopos vizsgalatban talaltaknak. A glomhesokban nem  voltak
subendothelialis lerakédasok, és a Tx allatokbargfigneltekhez képest a gocos-
szegmentalis valtozasok szignifikansan kevésbé akolgyakoriak. A peritubularis
kapillarisok, arteriolak és kis artériak normalikriéntek.

Funkcionalis vizsgalatok

A teljes kovetési periodus alatt a csoportok kaztastsuly-kilonbség nem érte el a
statisztikai szignifikancia szintjét (8. Tablaza#).veseniikbdés is (a vizsgalat végén a
szérum-kreatinin és a kreatinin clearance megheiaéval) hasonlo volt. Ezek az értékek
a normalis tartomany falsrészébe estek. Egyedil a BUN szint mutatott kértékeket,
azaz szignifikansan magasabb volt a Tx allatoklmamt az alloantigerl fliggetlenul
karosodott csoportokban. Az didelérehaladtaval az o©sszes allatban fokozodott a
proteinuria (22. abra). A Tx allatokban azonbab@zang/24 h proteinuria-szint a 12. hétre
mar kialakult, és a vizsgalat hatradémbészakaban szignifikansan magasabb volt, mint a
kontrollokban. A vizsgalat végén a Tx allatokbaprateinuria szintje meghaladta a 250
mg/24 h csucseértéket, mig ezzel szemben a koosgofiortokban 100 mg/24 h alatt maradt
(P <0.01). A vérnyomas a fékmormalis értéken maradt az 52. hétig. Az atlagteialis
vérnyomas a Tx allatokban volt a legmagasabb, aaoalcsoportok kdzotti eltérések nem
voltak szignifikansak (8. Tablazat).

8. Tablazat
Funkcionalis adatok az operacio utan 32, 40 és 50 h  éttel.
Csoport
Tx/32 Tx/32 hét Tx/40 Tx/52 Rnx+ bal
Paraméter Hetek preterminalis  hetek Hetek ischaemia RNx
Testsuly (g) 418+ 33 432 + 1245 432 +12 455 + 24 447+ 6 474 + 31
108 £
Vérnyomas (Hgmm) 107 +£11.2 120+ 21 110+ 7.9 114+ 13.3 108 £13.9 13.9
o 12+ 12+
Szérum kreatinin (mg/dl) 1.4 +0.08 2.1 +0.09* 1.4+0.01 1.2+0.05
0.051.2 0.07
Kreatinin clearance 10z
) 0.8 +0.08 0.5 +0.06* 0.9+0.04 1.0 £0.02 1.0£0.05
(ml/min) 0.02
Vér urea nitrogén (mg/dl) 22+3.3 32 +4.6* 20+1.8 24.1 +2.3* 18+2.1 154+1.2
*P< 0.05.

Tx: transzplantalt allatok 32, 40 és 52 héttehtidtetés utan; Tx/32 hét pretermindlis: preteatin
allapotban 1&g allatok a Tx/32-Bl; Rnx + bal ischaemia: patkanyok, amelyek jobb veséjéveliidttuk, és
a bal veséjiket 30 perces ischaemianak tettiikék: fobb oldali nephrectomian atesett patkanyok
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22. abra
Vizeletbe kivalasztott protein 24 oras vizeletminti& esetében (o (MQ)/ 24 h;
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weeks

P < 0.05 transzplantalt allatoks 12. héten vizsgalt kontrolok. Tx, F344-to-LEWoaltaftok; Tx/32 hetek, a
32. héten ledlt allatok; Tx/32 preterminalis, adélyosabban érintett allatok a Tx/32-es csoportBdx,
jobb nephrectomia; RNx isch, jobb nephrectomia és a bal vesét ért 30 péschaemia.

Megbeszélés
A krénikus allograft nephropathia (CAN) a vesedi@is utani graftvesztés veiatka. A
folyamatban alloantigéét fliggé faktorok mellett az alloantigénnel szembeni
immunvalasztél fuggetlen faktorok is részt veszrdiknkank célja az volt, hogy a CAN
F344-to-LEW allograft modelljében tisztdzzuk azomiimun karosodas jeleigégét. E
modell az alloantigénekre nézve |0l egydbrzsek kozotti vesetranszplantaciot tikrozi
vissza. Az atlltetés utdan a recipiens Aallatok folgos immunszuppresszidja nem
szikséges.
A modellben vizsgéalatunk soran megfigyelt sajatkakgoze tartozik a jeletis mérteki
proteinuria, enyhén megemelkedett BUN szint, noisnazéerum-kreatinin szint,
normotensio, és gocos-szegmentalis glomerulopathmberekben a CAN folyamatos
immunszuppresszié mellett, rossz HLA ( emberi leyka antigén) egyezést mutatd
recipiensekben alakul ki. Az allograft-biopsziabkinlehet mutatni a transzplantacios
capillaropathiat, transzplantaciés glomerulopathéat a transzplantacioés arteriopathiat,
vagy ezek kombinaciojat. E léziok a folyamatbert)ézubklinikai alloimmun karosodas
klinikopatologiailag igazolt indikatorai (130,131)A F344-to-Lew modellen a
szervatlltetés utan rovidddel végzett vizsgalatok kimutattak, hogy a grafsztulasaban
alloantigéndl figgoé folyamatok vesznek részt. Eszerint, az atultetésiel$ 12 hét soran
a graftba besz6do, aktivalt lymphocytak figyelhék meg (132). Alloantigén-specifikus
antitesteket a kodzelmultban irtak le, és a kezdathunszuppresszid megsziintetése
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felgyorsitia a graft elvesztését (130), mig a dtitesbe tortéh korai visszalltetés
megakadalyozza a kronikus rejekciét. A 16. hét wégzett visszalltetés azonban nem
véltoztatia meg a CAN Kklinikai lefolyasat (37). [gyeltételezhet, hogy bar az
alloantigéndl fliiggé folyamatok fontos szerepet toltenek be a CAN highsdban, a kés
fazisban valosziileg mégsem vesznek részt a folyamatban.

Mig a F344-to-LEW modellben a peritubularis és gtoatéris kapillarisokat korabban
nem vizsgaltak a fent emlitett microvascularis rearléziok jelenlétére vagy hianyara,
jelen tanulméanyunk célja olyan, me@gy ereji bizonyitékok kimutatasara iranyult, amely
az F344-to-LEW modellben alatamasztja az alloimikénosodas részvételét a CAN &es
fazisaban.

A rejekciét jeld patoldgiai leletek gécos eloszlasuak; ezért agdled soran a mintavételi
hibak elkerulésére kulonds figyelmet forditottuRklvékony metszeteken transzplantaciés
capillaropathiat kerestiink, és nagyszamu perituisuldkapillarist  vizsgaltunk
ultrastrukturalisan. Zajlé peritubularis kapill&@&osodasra utaldé transzplantacios
capillaropathiat, vagy harom-négy korkérosen meggabrosdott bazalmembranréteggel
rendelked peritubularis kapillarisprofilt nem talaltunk. Tabbi etfeszitéseket tettiink
elegend szadmu glomerulus vizsgalatara azért, hogy ne rhasmn észrevétlenil a
transzplantaciés glomerulopathia: a glomerularizdbraembran (GBM) megkéitédése.
Az eredmények negativak voltak. Tovabba, a teljeséket fénymikroszképpal is
atvizsgaltuk transzplantacios arteriopathiat kezesle az eredmények itt is negativak
voltak. Enyhe intersititalis besmwdések, és alkalmanként, tubulitis volt talalhatdo a
szOvetmetszeteken. Annak meghatarozasara, hogy eketozasok zajlé cellularis
alloimmun-valasz részét képezi-e, T-sejt citotddmia utald jeleket kerestliink, de az
eredmény ekkor is negativ volt. Az adatok jelzikgh a 32. és 52. hét kozott nem volt
kronikusan aktiv alloimmun karosodas. Az elvaltakadeginkabb a glomerularis
hiperfiltraciés karosodasnédl medfigyeltekre emldé&ttek (133). A funkciondlis és
morfolégiai kdrosodasok azonban a Tx allatokbaryam@bbak voltak, mint az RNx
allatokban, vagy az ischaemiat kédert a F344 patkanyok veséiben, ami jelzi, hogy az
allograftokkal kapcsolatos kezdeti karosodas salgbsvolt , mint 6nmagaban az
ischaemia és reperfusio.

Tilney és munkatarsai altal kozoltek szerint, akejectio miatt a CSA-val nem kezelt
allatokban 100%-0s pusztulas, mig a CSA-val kekleie 80%-0s tulélés volt
megfigyelhed (130). Az altaluk végzett aramlasi citometrias sgalatban az
immunglobulin (IgM) és az IgG alloantitestek 2-£&tén érték el legmagasabb szintjiket,
majd fokozatosan az alapvonalra csokkentek vis§32)( HasonlOképpen, Joosten és
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mtsai a kdzelmdultban irték le, hogy immunszuppliéssmn nem részesult patkanyokban az
atlltetést a donor elleni antitestek megjelenésectk®, majd az antitestek a 8. héten
eltintek. CSA-val végzett kezdeti immunszuppressziédkkentette a sejtes alloimmun
karosodas mértékét, és telijes mértékben megakaddlpa antitestképrdést (130). igy
ebben a modellben, feltelden, a kezdeti immunszuppressziv terapia megakadzdyaz
alloimmun kérosodéast a k#sfazisban. Tovabba, a F344-to-LEW modellen végzett
kisérleteikben — amelyek soran kulonbddépontokban a graftot visszatranszplantaltak a
donortdrzsbe - Tullius és munkatarsai kimutattak legrai visszafordithaté- és egy kés
mar nem reverzibilis allograft karosodast is (132).

Korabban megfigyeltik, hogy alloantigéhfliggé folyamatok interleukin (IL)-2 gatlasa
révén tortéfi blokkolasa F344-to-LEW allatokban egészen a 18g l@entsen lassitotta
az allograft betegség progresszidjat, azonbandaaiden nagyrészt hatastalan volt (134).
Ezen adatok és a jelen vizsgalat megfigyeléseefidvhogy az F344-to-LEW modellnek
két, részben atfédfazisa van: egy korai fazis, amelyben rejectiok afleantigéndl
fuggetlen faktorok karositjak a graftot, és ezzahpzamosan egy késfazis, amelyben
foként glomerularis hiperfiltracio tikodik.

A késii fazisban jelentkaz alloimmun karosodas kisebb jelés¢gét alatamaszto irodalmi
adatok egyre szaporodnak. Ebben a modellben aanély@ndl fliggetlen, patogén
faktorok kozé tartozik az ischaemia (135), deés (134), proteinuria (35), magas
vérnyomas (133), agyhalal (19), és leallt sZikidési donorok (133). A F344-to-LEW
allograftokkal kapcsolatos elvaltozasokhoz hasonkikkulnak ki a F344-to-LEW
izograftoknal jelentkef hiperfiltracio eredményekeént (20), és a nativ igobemias F344
veséknél, viszont ilyen elvaltozasok a Brown-Norwaggraftokban nem fordulnak el
(136), ami bizonyiték a toérzsspecifikus, alloamigé figgetlen faktorok szerepére. A
hiperfiltraciés karosodas csokkentfied renin-angiotensin rendszer gatlasaval (137).
Eszerint, Tilney és munkatarsai azt a kovetkeztetéstak le, hogy a F344-to-LEW
modellt nagyrészt angiotensin Hktfliggé mechanizmusok kdzvetitik (137). Az altalunk
megfigyelt patologiai valtozasok teljes mértekbEaanasztjak ezt a nézetet.
Végeredményben, bar az alloimmun valasz az atéttéi@veten koran megjelenhet a
CAN F344-to-LEW modelljében, a graft erezetében réanikus alloimmun-k&rosodas
emberi mintdkban medfigyelt, jelle@znorfoldgiai jeleit nem tudtuk kimutatni, €és a mar
zajlé/aktiv alloimmun valaszt jedz T-sejtes citotoxicitasra utald jelet nem talakuaz
atlltetés wutani 32-52. hét soran. A F344-to-LEW ogithftokban glomerularis
hiperfiltraciora emlékeztétlézidk, és funkciondlisarbként a proteinuria dominélt. Ezért
felvetjik annak lehéségét, hogy a CAN F344-to-LEW modelljében az alliggmol
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fligg faktorok nem jatszanaks fszerepet a kés fazisban. igy, a modell, a jelenlegi
formajaban, alkalmas a CAN alloantigéinfliggetlen folyamatainak tanulmanyozasara. A
CAN

mar folyamatos alloimmun-karosodas részvételéndiintetében, az emberi

patofiziologiajat illetleg kellb ovatossaggal lehet kdvetkeztetéseket levonni.

Szisztémas autoimmunitas vizsgalata lupus nephritisdellben )

Az immunvalasz fokozott szerepét sziszémas lupyh@amatodes egérmodelljében MRL
és LPR egerek kozott végeztiink ortotop atlltetésmikedkét torzset hasznalva donornak

és recipiensnek.

Eredmények
Az LPR recipiens torzsben a donor toéksfiggetlentl kifejezettebb gyulladasos
bes#irédés 9. Tablazat) és keridgantitest szint {0. Tablazat) volt megfigyelhé&étmint

MRL kontroll recipiens egerekben. LPR donor vesghén fokozta a kerirg antitest

szintet.
9. Tablazat
Vese szovettanfénymikroszkdépos pontozas atiltetés utan 2 héalapp
Csoport glomerularisvasculitis | Intersticialis

gyulladas gyulladas
MRL -> MRL N=6 0.5:0.5 0.%#0.1 0.¢0.0
MRL -> LPR N=6 1.7%0.4 2.%0.3 2.60.3
LPR -> MRL N=6 0.75:0.5 0.7%0.4 | 0.50.5
LPR -> LPR N=6 1.4£0.5 1.61.2 1.20.5
Pontozasi skala: 0-3 (atla§EM).
10. Tablazat
SLE antites panel
Csoport Anti-Sm Anti-DNS Anti-histone
mMRL -> mMRL 0.03+0.2 0.2+0.03 0.04 +0.01
mMRL -> mLPR 49+18 46+05 2.7+0.9
mLPR -> mMRL 0.06 + 0.1 0.5+0.02° 0.1 +0.04
mLPR -> mLPR 4.6+0.4 4.8+0.6 28+13

Atlagos optikai denzitas (OD +SD) 2 honappal adtétéist kéveten Referencia értékek
nem lupusos (NMRI) egerekben: Anti-Sm:0.01 + 0.1iAMNA: 0.1 = 0.02 Anti-histone:
0.02 +0.01. *: p<0.01 vs. fMRL -> fMRL: p<0.05 vs. mMRL -> mMRL

* Hamar P, Wang M, God6 M, Kékény GQuyang N, Heemann U Lupus nephritis reoccurs fahgw
transplantation in the lupus prone (Ipr) mouse.usg009 nov 27[Epub ahead of print]
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Megbeszélés

Az LPR vese eltavolitAsa az autoimmune kornyéigidentssen csokkentette a vese
gyulladasos besizodését. Ugyanakkor az MRL vesékben az LPR kdrnyeretiefritis
alakult ki. Mindezek alapjan modelliink alkalmas zasztémas autoimmun folyamatok
tanulmanyozaséara, de a lupus nephritis vese-skegiffolyamatai nem befolyasoljak

szamotteden a gyulladasos folyamatokat ebben a modellben.

Lymphocyta adhézié alloimmun karosodastol mentesufgotalis nefrektdomia) modellben
(11,12)

Mivel aF344-to-LEW allograft modellben nem lattufdtyamatos alloimmun karosodasra
utald jelet, ugyanakkor a kronikus allograft neg@iia ezen modelljében folyamatosan
kimutathato a graft lymphocytas bésiése, kivancsiak voltunk az infiltralé lymphocytak
sorsara, alloimmun folyamattél biztosan mentes rtoele. Ezért 5/6 nephrectomiat
koveben tizenhat héttel vizsgaltuk a lymphocytak elhgkgelését radioaktiv jeldléssel és
immunhisztokémia segitségével a maradékvesebeandla lymphocytak beadasat kodet
kilonbd® idépontokban, Vizsgaltuk tovabba, a lymphocyta adhézablé mycophenolat
mofetil (MMF) és egy a lymphocyta adhéziét nem bgfsolé immunszuppresszans

(tacrolimus: FK506) kezelés hatasat a lymphocyteathaany vesébe vandorlasara.

Eredmények

Valamennyi allatban szignifikans proteinuria volimkitatathatd a naiv kontrollokhoz
képest (116+17 mg/nays 22+8 mg/nap). A jeldlt lymphocytak nagyobb szamban
vandoroltak a maradvanyvesébe, mint a naiv kowtkolvesékbe (0,59+0,14%s
volt megfigyelhet a vesékben (0,56+0,12%), mig az FK 506 értékédmetnem
befolyasolta a folyamatot (0,59+0,12%).

A vesék immunhisztokémiai analizise a radioakts/isdapjan meghatarozott lymphocyta-
infiltraciés mintazatot alatamasztotta. A maradwésgékben nagyobb szamban voltak
lymphocytadk (19,0+1,6/s 11,3+sejt/FV) valamint monocytak/makrofagok (14L(6vs
7,411,4 sejt/FV) megfigyelhéek, mint a naiv allatokéban. Bar az infiltralo lealktak
teljes szama az 5/6 nephrectomizalt csoportokbemkigdnbo6zott, az MMF ékezelés az
infiltralé sejtek megoszladsanak megvaltozdsahoztetiz a leukocytak perivascularis és
periglomerularis infiltracidja az FK 506-al vagy hikeulummal kezelt &llatokhoz képest

szignifikansan csokkent. Ezen fellil, az ICAM-1- &&CAM-1l-expresszid az 5/6
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nephrectomizalt vesékben fokozodott a naiv kordkidan megfigyelt minimalis
szintekhez képest. Az MMF ddezelés az ICAM-1l-expressziét az FK 506-al vagy
vehikulummal kezelt csoportokban tapasztaltakhgzeke szignifikdnsan csokkentette, a

VCAM-1-expresszidt azonban nem befolyasolta.

Megbeszélés

A leukocytdk vesekarosodast 6el6z6 hatasa ismert. Okozhatnak glomerularis
diszfunkciot, stimulalhatjak a gyulladasos valags,doné szerepik lehet a glomerularis
karosodas meértekének meghatarozasaban (138). Az nBffhrectomiaval indukalt
hiperfiltracié aktivalja a vasculéris endotheliumatimulalja tobb adhéziés molekula
szintézisét, kovetkezésképp, leukocyta-infiltraditiiz et a szovetben (139 fentieknek
megfeleben, a nikodoképes veseszovet mennyiségének csokkenése a vaséfun
romlasahoz vezetett, és mononuklearis sejtek fakozafiltracidjaval tarsult.
Eredményeink szerint, akér rovidtavi MMF kezeléssidkkenti az ICAM-1-expressziot a
patkany maradvanyvesében, kovetkezésképp, mérsélymphocytak migraciéjat a

szOvetbe.

IV/ A vesefibrozis progresszidjanak terapias befolgisolasa

A kronikus allograft nefropatia, a vesefibrozis especilis forméaja. Alatalanossagban, a
végstadium-vesét eredméngez progressziv  vesebetegségek soran legtdbbszér
megfigyelhed a vese kronikus hegesedése, fibrdzisa, amit glaérés szklerdzis is kisér.

A vesefibrézis egyetlen széles korben elfogadait kénikai gyakorlatban alkalmazott

kezelése, mely képes a folyamat lassitasara a-amgiiotensin rendszer gatlasa.

A renin angiotensin rendszer szeregg ¢*" 189

A kronikus allograft nefropatiat rendszerint azogén szovetre adott ismételt, enyhe

valaszreakcionak tekintik, mint azt a bevébeh ismertettem, alloantigéhtfliggetlen

15 Kokény G; Németh Z; Godé Mdamar P The Rowett rat strain is resistant to renal fibsoslephrol Dial
Transpl2009 dec. 22Epub ahead of print]

® Hamar P; Kokény G Liptak P; Krtil J; Adamczak M; Harbi NA; GroR MIRitz E Reduction of
sympathetic activity provides further benefit irbtatally nephrectomised animals treated with ACE
inhibitors. Nephron (Exp Nept®007105: 124-136

175zab6 A; Lutz J; Schleimer K; Antus Bamar P; Philipp Th; Heemann U: Effect of ACE inhibitiam
growth factor mMRNA in chronic renal allograft refen in the rat. Kidney In200057; 982-991

8 Hamar P; Peti Peterdi J; Razga Zs; Kovacs G; Heemann UMabsi: Coinhibition of immune and
renin-angiotensin systems, reduces the pace ofegldosclerosis in the rat remnant kidney J Am Soc
Nephrol 199910: s234-238

19 Schleimer K; Szabé A; Miiller \Mlamar P; Heemann U; Eigler FW: Effect of the ACE inhibito
enalapril on development of chronic rejection aftehotopic rat kidney transplantation. Langenisegkch
Surg1997114: 279-83
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faktorok szintén hozzajarulhatnak a kronikus akdignefropatia patogeneziséhez. Ilyen
faktorok tobbek kozott a sebészeti trauma, iszkéfreperfazios sérilés, citomagalovirus-
fert6zés és a donor életkora (17,24).

Az etiolégiatol fuggetlenul, ezek a tényéz hozzajarulnak a nefronok szamanak
pusztulashoz az atlltetett vesében, ami a maraeféanok hiperfiltracidjahoz vezet (51).
A glomerularis kapillaris véraram és kapillaris nmy@is emelkedése a glumeruléris
filtrdcios rata (GFR) kifejezett ndvekedését eredyezi. A hiperfiltrdcié endotelialis
aktivalodashoz vezet. A lokalis (endotelialis) @szaémas renin-angiotenzin rendszer
aktivalodasa poszt-transzplantaciés hiperetenkidr.o

Az angiotenzin-konvertalé6 enzim (ACE) gatlészereitd@téns kezelés késlelteti a vese
tubulo-intersticialis fibrézisat és glomeruloszieisat krénikus vesebetegségben
hipertenzios betegeknél (hipertenziv nefropatidbaayy vese-transzplantacié utan (140).
A renin-angiotenzin rendszer (RAS) vérnyomastolgiiten szerepe a vesékddes
progressziv karosodasaban jol alatdmasztott Aalisérlktekben [141,142]. Tovabba,
vesebetegekben az angiotenzin convertalé enzim JAf2HOK, valamint az angiotenzin
receptor blokkolok (ARB) javitjak a progresszio#gl144,145].

A kisérleti modellekben és Kklinikai vizsgalatokbaaz ACE-inhibitorok mas,
antihipertenziv hatéanyagokhoz viszonyitott nagydidiasossaganak valoéstirokai,
egyrészt az efferens arteriolak angiotenzin-Il kdta ellenallasnévekedés gatlasa,
masrészt a ndvekedeést és migraciésed)it citokinekre gyakorolt hatasa (146). Az ACE-
inhibitorok terapids hatasa flggetlen a szisztéraasihipertenziv hatastél, mivel
normotenziv egyéneknél is megfigyelhdtl47). Raadasul kronikus vesebetegségben
blokkoloknal és kalcium-antagonistaknal hatdsosabtsbkkentik a proteinuriat, noha
vérnyomascsokke@ithatasuk azonos (144).

A 1. angiotenzin a glomerularis és tubularis dagendvekedési faktorként hat (148), és
kozvetlenll képes kollagénszintézist indukalni, pmeatast a TGHB1 és a PDGF-A
kozvetiti (146). Rdadasul az angiotenzin-Il stinjal@ mononuklearis sejtek mezangidlis
vesetranszplantalt recipiensekben az ACE-gatlas ceahkn hatasosan csotkkentheti a
szisztémas vérnyomast, de lehet anti-proliferatimégraciot gatlé hatasa is, mivel gatolja
a citokinek és novekedési faktorok felszabadul@is&d, 146).

Vizsgalataink célja az volt, hogy meghatarozzuk AZE-inhibitor enalapril hatasat a
kronikus allograft nefropéatia &bordulasara és progresszidjara Fscher-to-Lewis
modellben, amely a vese krénikus allograft nefrdp@nak standard transzplantacios

patkanymodellje. Ezt a modellt tubularis atréfiatersticialis fibrozis, a graft artériak
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intimajanak megvastagodasa és sulyos proteinuridgalt glomeruloszklerozis jellemzi.
Tovabba vizsgaltuk az ACE-gatlas nbvekedési fakt@® citokinek mRNS-expressziojare
gyakorolt hatasat a kronikus allograft nefropatskany modelljén.

Azonban renin-angiotensin rendszer maximalis gatl&m képes megallitani a
vesefibrézis progresszidjat, ezért djabban a RAASAagt mas mddszerekkel kombinalva
igyekeznek hatékonyabbé tenni.

Campese és mtsai (150,151) bizonyitottak a szikymidegrendszer (SNS) aktivaciojat
vesekarosodas modellben. A dorzélis rhizotomia wmedga felszallo aktivalo
jelkidramlast a veséh mérsékli a vérnyomas emelkedést és a progrdsskdabba a
szimpatikus aktivitas gatlasa centralis szimpati@soval (152) vagy 3-blokkoléval (153)

a vérnyomastol figgetlenil gatolja a progresszidtanek vese modellben.

A szimpatikus idegrendszer egyik iatasa a vesében a juxtaglomerularis-apparatus) (JG
aktivalasa (154). Bizonytalan, hogy a csokkent patikus aktivitas jotekony hatasa a
juxtaglomerularis-apparatus cstkkent renin sze&@cutjan vagy reniit fuggetlendl
kovetkezik-e be.

Mostandban hangsulyozzék, hogy az érvényes kezetibok kozil (beleértve a RAS- és
az SNS-gatlast) egyik sem képes a progressziésegijhatékonyan, folyamatosan gatolni
(155). Ezért ugy gondoljuk, hogy a fb\kezelési stratégiai valostieg a kombinalt
kezelések lesznek, példaul RAS és SNS vagy ARB)(156

Korabbi kisérleteink soran vizsgaltuk, hogy az AGé&las milyen adhézidos molekula,
citokin és novekedési expresszio valtoztatasavakeséa kronikus allograft nefropatia
folyamatanak befolyasolaséara. kbb az IL-2 szitnézisét gatld immunszupressziv farap
és az ACE-gatlas kombinéacidjanak hatékonysagatelesz. Ujabb kisérleteink soran
pedig arra kerestik a valaszt, hogy az ACE gaasn@prillal) és a dorsalis rhizotomia
kombinacioja hatékonyabb-e, mint az egyes kezatésiok monoterapia formajaban.
Kérdéseink megvalaszolasara vizsgaltuk a vese magifd, a fibrézissal kapcsolatos
citokinek (IL-1, TNF-a), ndvekedési faktorok (TGEF-BDGF), a nitro-oxidativ stresszt
(nitogén-oxid-szintaz izoformak, nitrotirozin) mathrokat F344-to-Lew illetve

maradékvese patkanymodelljén.
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Eredmények
Veseatultetést kOvetACE-gatlas, F344-to Lew patkany allograft modetfibe

Funkcionalis mérések

A kontrollok esetében szignifikdns és progressaitginuriua fejpdott ki 16 héttel a
vesedtiltetés utan, ezzel szemben az enalaprifdakelk recipiensekben  minimalis
proteinuria jelentkezett a teljes, 20 hetes uték@Esiadiszakban (20 hétnél 483:6 illetve
23 +0.73 mg/24 hP < 0.05; 1. tdblazat). A kreatintlearancenem kulonbozott a ket
csoport kozott szignifikans mértékben a 20 hetégawetési idszakban (kontroll: 1.5 +
0.1 ml/min, illetve kezelt: 1.6 4.1 ml/min). Az aloperacidénak kitett allatoknéalnme

fejlodott ki szignifikans mértékproteinuria.

11 Tablazat
Proteinuria kontroll- és enalapril-kezelt patkdnyoknal a transzplantacié utan 4-20
héttel

24 6rés fehérjelritéag/dl
Csoport 4 hét 8 hét 12 hét 16 hét 20 hét
KontrollN=10 | 23 49,2 34 +15,7 37 +19,8 37 +28,9 71+7,3
EnalaprilN =10| 24 +13,7 20 45,7 26 45,7 24 +15,1 27 +12,2
AloperaltN = 10( 16 +4,1 13+2,9 19 +4,8 23 +3,3 25 +8,9

4P < 0,05 kontroll vsenalapril

Arterias kbzépnyomas
Az artérias kdozépnyomas nem volt szignifikdns nkdeé@ eltéé a kontroll- és az
enalapritkezelt allatok kozott (94 10,2; 90 +8,9 Hgmm),

Testtomeg
A kontrollok testtomege kissé alacsonyabb volenalapritkezelt allatok tomegénél (419
+ 15 illetve 429 +11 Q).

Szvettani vizsgalat

Minden graftban a kronikus allograft nefropatiaedlgmz elvaltozasok alakultak ki a
megfigyelési idszak alatt, azaz glomeruloszklerozis, interstisidiibrozis, tubularis
atréfia és a graft artéridk intimaproliferacioja. c&oportok ko6zott azonban a kiliidés
jeleinek sulyossaga kulonb®xolt; azenaprikkezelés szignifikdns mértékben enyhitette a
kronikus allograft nefropatia tineteit, kalonéseng@meruloszklerézis mértéekét (12.

Tablazat és 23. abra).
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Glomeruloszklerdzis A glomeruloszklerdzis szignifikansan kifejezetiebvolt a
kontrollokndl (26 +1,7%), mint aznalapritkezelt allatoknal (19 + 1,89%< 0,05).
Intersticialis fibrézis A kontroll csoportba tartoz6 allatok szignifikams kifejezettebb
fibrézist mutattak, mint aenalapritkezelt allatok P< 0,05). A kontroll csoport ban egy
allatnal nem jelentkeztek az intersticialis fibzelei. Haromnal 1. foku, hatnal 2. foku
volt a fibrozis, és egy allatnal sem volt 3. foldrézis. Azenalapritkezelt csoportban 6t
allatnal nem jelentkeztek az intersticialis fiopelei. Otnél volt 1. foka fibrézis, és egy
allatnal sem figyeltiink meg 2. vagy 3. foku fibigizi12. Tablazat).

Tubulusatrofia A kontroll csoport tubulusatréfigja sulyosabbdenciat mutatott mint az
enalapritkezelt csoporté. A kontroll csoportban harom alidtnem jelentkezett tubularis
atréfia. Négynél 1. fokd és haromnal 2. foku voltubularis atréfia. Aznalapritkezelt
csoportnban 6t allatnal nem volt tubularis atré@anél 1. foka volt, és egynél sem volt 2.
vagy 3. foka tubularis atréfia (12. Tablazat). Ezek eredmények a két csoport kozott
statisztikailag nem kulonboztek.

Intimaproliferacia A kontroll csoportnal az intimaproliferacié sdbabb tendenciat
mutatott mint azenalapritkezelt csoportban. A kontroll csoport ban két tA nem
jelentkezett intimaproliferacié. Hatnal 1. foka, &stiénél 2. fokd intimaproliferaciot
tapasztaltunk. Aznalapritkezelt csoportban négy allatnal egyértigém 1. foku volt az
intimaproliferacié, mig a tébbi graftban nem é&ejbtt ki. Ezek az eredmények nem voltak
statisztikailag szignifikansak (12. Tablazat).

Immunhisztologia A 20.héten mindkét csoportban mononuklearis iséjtracid volt
lathatd. A celluléris infiltracié az intersticialterileteken volt a legintenzivebb, kilondsen
a véredények és a glomerulusok korill. Limfocitékdfdak voltak a Bowmann tok kordil,
de a glomerulusok teriletén limfocitak nem fordklt e csak makrofagok.
Szignifikdnsan kevesebb makrofag és limfocita @okezelt csoportban, a kontrollokhoz
képest (13. tdblazat).

A leukocitdk jelenlétét az adhézios molekulak (ICAMVCAM-1) es immunreaktiv
jelei kisertéek. Az ICAM-1-szér immunreaktiv szignal tdlnyomdéan a kiserek, a
mezangialis sejtek és a tubularis epitélsejtekelt kibejezett, mig a VCAM-1-szér
immunreaktivitas a tubularis epitélsejteken voltegkifejezettebb. Aznalapritkezelés
szignifikansan csokkentette mindkét adhéziés mdéekmmunreaktiv jelétR < 0,01, 3.
tablazat). A TGH3-ra jellem# immunreaktivitastdképp az intersticialis sejteken talaltunk
a graftban. A TGB-immunreaktivitasu sejtek szama alacsony volt eekexs a kontroll
allatokndl a mérsékelt fibrézist mutatd allatoknal tobb immaaktiv sejt volt a tendencia,
és az immunreaktivitds az intersticidlis sejteloddozodott a graftban.
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Az aloperalt allatoknal nem fégitek ki kronikus allograft nefropéatia szovettanigya

immunhisztoldgiai jelei.

12. Tablazat
Glomeruloszklerézis, intersticialis fibrozis, vaszkilopatia és tubularis atrofia a
Banff'97 osztlyozas szerint

Csoport Glomeruloszklerdzis intersticidlis fibrézis| Tubularis atréfia intimalis glomerulopétia
% proliferacié

Grade =N

Kontroll N = 10 26 +1,7 Grade0 =1 grade0 =3 gradeO =2 grade0 =4
gradel =3 gradel =4 gradel =6 gradel =4
grade2 =6 grade2 =.3 grade2 =2 grade2 =2
grade3 =0 grade3 =0 grade3 =0 grade3 =0

EnalaprilN = 10 19 +1,8 Grade0 =5 grade0 =5 grade0 =6 grade0 =5
gradel =5 gradel =5 gradel =4 gradel =5
grade2 =0 grade2 =0 grade2 =0 grade2 =0
grade3 =.0 grade3 =0 grade3 =0 grade3 =0

Aloperalt N = 10 5 40,4 Grade0 =9 grade0O = 10 grade0O = 10 grade0 =9
gradel=1 gradel =0 gradel =0 gradel=1
grade2 =.0 grade2=0 grade2=0 grade2=0
grade3 =0 grade3 =0 grade3 =0 grade3 =0

4P < 0,05 kontroll vsenalapril

23. abra
Enalapril hatasa a glomeruloszklerézis és a sejtiiifracio kialakulasara.

Veseallograft reprezentativ metszeteeaalapritkezelt (A) és kezeletlen (B) allatokb&ASfestés x100).
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13. tablazat

Limfocita és makrofag infiltracio, és adhézios moleula (ICAM-1és VCAM-1)

expresszio
Limficota | Makrofag ICAM-1 | VCAM-1

Csoport sejt/latomez grade =N

Kontroll N = 10 58 2,5 67 +3,4 gradel =1 gradel =1
grade2 =2 grade2 =2
grade3 =7 grade3 =7

Enalapril N = 10 46 +1,9 32+2,7 gradel =4 gradel =4
grade2 =4 grade2 =5
grade3 =2 grade3 =1

Aloperalt N = 10 12 3,8 15 +4,3 gradel =8 gradel =7
grade2 =2 grade2 =3
grade3 =0 grade3 =0

4P < 0,01 kontroll vsenalapril az ICAM-1 és az ICAM-1 kozotti eltérések statikatiag kilonboznekR <
0,01)

Novekedési faktor mRNS-szintek

A novekedési faktor mRNS szintek az intersticidllsrézis és a glomeruloszklerézis
kialakulasaval és progressziojaval parhuzamosdnatak 20 héttel a transzplantacié utan.
A PDGF-A lanc mRNS-szintje négyszer magasabb vktirdrolloknal, mint aznalaprit
kezelt &llatokndl. A TGHEB; mMRNS-szintje azenalapritkezelt csoportban 1.6-szor
alacsonyabb volt, mint a kontrolloknél. Rdadasut@alapritkezelés szignifikansan (1,5x)
csokkentette a PDGF-B-lanc és az IGF-I mRNS-siing€24. abra).

Az MCP-1 (a monocita/makrofagokra hatd kemotaktikaktor, amely hozzajarul a
kronikus  gyulladdsos valaszreakciokhoz) mMRNS-szintjszintén  szignifikansan
alacsonyabbak voltak analapritkezelt csoportban (24. abra). Az MCP-1 mRNS-sgint]

a graftba infiltral6 mononuklerais sejtek szam@ahuzamosan valtozott.

A monocita/makrofag termeék, az Il31(mely szintén szerepet jatszik a szklerdzis és a
fibrézis kialakulasaban) mRNS-ének expresszidjgrsfikans mértékben csokkent (2,5x)
az enalapritkezelt csoportban, a kontrollokhoz viszonyitva.(a8ra). Amint az MCP-1
esetében is lattuk, a csokkent IB-INRNS-szint a makrofagok alacsonyabb szamaval
fuggott 6ssze. Az angiotenzinogén mRNS-szintjegrifikansan magasabbak voltak az

enalapritkezelt allatokban, kontrollokhoz viszonyitv € 0,05, 24. abra).
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24. abra
Novekedési faktor és citokin mRNS-szintek allograft vesében 20 héttel a
transzplantacié utan (N = 10).
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(A) vérlemezke-eredét ndvekedési faktor (PDGF) A-lancdB) PDGF B-lang (C) B, transzformalo
novekedési faktor (TGBy); (D) I. inzulinszeti névekedési faktor(IGF-J)(E) interleukin-1 (IL-1) (F) 1.
monocita kemoattraktans fehérje (MCR{3) angiotenzinogén P < 0,05).

Eredmények

A szinpatikus aktivacio és a RAS kombinalt gatlszabtotalis nefrektomia
utan

1. Allatok adatai (14. tablazat)

Az operacio idpontjdban az allatok sulya mindegyik csoportbarohksvolt. A kisérlet
végén az atlagos testsuly szintén hasonld voltzdbtetalis nephrektomi (SNX) allatok
szérum kreatinin és urea értékei szignifikansanasalgbak voltak, az al-operalt allatokhoz
képest. A kombinalt kezelést kapott allatokban eaelértekek alacsonyabbak voltak. A
két monoterapidval kezelt csoportot 6sszehasonlivahizotémizalt allatok retencios
paraméterei alacsonyabbak voltak. Az SNX Aallatokaécsonyabb hematokrit és
magasabb koleszterin értékeket talaltuk, az utdisleg a magasabb szérum LDL-

koleszterin eredménye volt. Kombinalt kezelés nielieindkét paraméter szignifikansan
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javult. A kisérlet kzben egy Sham allat sem pusetuA 18 kezeletlen SNX allatbol 6, a

kezelt csoportokbol pedig csak 1-1 allat pusztult e

14. tablazat
Labor mérések és testsuly a kisérlet végén

Rhizotomia Creatinine Urea Hematocrit Cholesterol LDL-C HDL-C Testsuly  Testsuly
mg/di mg/di % mg/dl mg/di mg/dl (kezdeti), g ledléskor, g
Sham
Viz —-(n=12) 04+0.1 40.0+#4.3 42.7¥3.1 68.8+15.7 9.1+7.1 489489 399+12.9 588+46.8
+(=12) 04401 418449 44.3+3.4  72.9+10.0 7.4+4.8 51.448.5 387+27.8 562+33.1
Quinapril —(n=12) 0.440.0 51.649.1 44.6x3.4 74.3t14.0 10.946.8 50.8+10.2 385+14.6 548+21.6
+(n=12) 0.440.1 49.6£6.0 40.3x3.3 72.0+18.6 6.1+6.3 53.1#12.3 385+21.4 589+42.9
SNX
Viz -(n=12) 1.0£0.2° 113.1#7.9° 36.1#5.1° 131.3+13.9° 19.1+6.3% 97.9+13.4% 391+12.7 557+27.4
+(n=17) 0.7+0.4° 97.1+15.0° 36.9+3.4  113.3+41.0 16.6+16.6 80.1+28.0 394+26.6 573+33.8
Quinapril —(n=17)  0.9#0.01* 123.4+13.9°37.0+1.5 109.1+21.7 16.4+7.6 80.4#17.4 394+10.3 546+18.6
+(n=17) 0.75+0.3° 106.6+13.4°38.9+4.4° 100.14+28.7° 13.445.0" 77.7+12.9° 382+16.9 522+42.3
ANOVA p<0001 p<0001 p<0001 p<0001 p<0001 p<0.001 ns. n.s.

#p < 0.01 vs. sham + kezeletlen; b p <0.05 vs. SNX + kezeletlen. + = Rhizotomia; — = sham rhizotomia.

2. Albuminuria és vérnyomas (5. Tablazat, 25. abra)

A Kkisérlet végén a kezeletlen SNX allatok albumidyar feltinben magas volt és
szignifikansan alacsonyabb a csak rhizotomizalt@ékinal. Szintén alacsonyabb értéket
kaptunk Quinaprillal kezelt SNX allatokban, mig albuminuria kombinalt kezelést
(Q+rhizotomia) kapott allatokban volt a legalacsaioty.

A farokvérnyomas méra valosnal magasabb vérnyomasértékeket mér. Kadtitszamu
allatnal a vérnyomast telemetrids Gaton monitoroz#skvérnyomas magasabB5 abra)
volt a kezeletlen SNX és alacsonyabb értékekezalk8NX csoportokban.

15. Tablazat

Albuminuria, vérnyomas es testsulyra vonatkozatotvesesuly a kisérlet végén
Rhizotomia Albuminuria Systolés vérnyomas vesesuly/

mg/24 h (farok plethysmogréfia) testsuly %
Hgmm

Sham

Viz -(n=12) 442 129+12 0.36+0.02
+(n=12) 2+1 125+30 0.41+0.04

Quinapril -(n=12) 2+1 115+13 0.33+0.03
+(n=12) 1+1 114+10 0.39+0.03

SNX

Viz -(n=12) 169+7% 162+13 0.49+0.1
+(n=17) 8645 138+28 0.45+0.07

Quinapril -(n=17) 15+2F 115+12 0.44+0.09
+(n=17) 5450 (1) 112414 () 0.42+0.05

ANOVA p < 0.001 p < 0.001 p < 0.001

<0.05 vs. sham + kezeletléhp<0.05 vs. SNX + kezeletlehp<0.01 vs. SNX + kezeletlefip <
0.05 vs. SNX + quinapril + sham Rhizotomia. + = Ritomia, — = sham Rhizotomia.s. = SNX -
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quinapril + Rhizotomia vs. sham + quinapril + Rhzoia.

25. abra
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3. Vesekarosodas indexel6( Tablazat26. abra)

Kezeletlen SNX allatokban a glomerularis (GSI), uldlois (TDI), intersticialis (IDI)
vaszkularis (VDI) indexek szignifikAnsan magasabliakak, mint Sham allatokban. A
rhizotdmia hatasa észrevehewlt a VDI kivételével minden index esetében. Airgyril
monoterapia hatasa meég inkabb ifedt volt (VDI kivételével), de a kombinalt kezelés

esetében lattuk a legjobb eredményt (p<0.05).

16. Tablazat
A vesekarosodas morfoldgiai indexei

Rhizotomia Glomerulosclerosis Tubularis Intersticialis Vascularis
Index karosodasi index karosodasiindex karosodasiindex
Sham
Viz -(n=7) 0.14+0.04 0.55+0.31 0.11+0.14 0.20+0.28
+(n=7) 0.13+0.04 0.26+0.12 0.16+0.17 0.07+0.15
Quinapril -(n=7) 0.31+0.19 0.43+0.17 0.14+0.11 0.02+0.05
+(n=7) 0.36+0.17 0.29+0.16 0.08+0.10 0.10+0.14
SNX
Viz -(n=7) 1.40+0.8 1.82+0.67 1.78+0.60 0.42+0.17
+(N=7) 0.80+0.23 1.46+0.13 0.75+0.25 0.40+0.29
Quinapril —(n=7) 0.37+0.1% 1.14+0.18 0.48+0.18 0.45+0.31
+(N=7) 0.31+0.15") 0.550.374 (") 0.15+0.139™)  0.12+0.08")
ANOVA p < 0.001 p < 0.001 p < 0.001 p < 0.001

3p < 0.05 vs. sham + kezeletléhp < 0.05 vs. SNX + kezeletlefip < 0.01 vs. SNX + kezeletlefip < 0.05 vs. SNX
quinapril + sham Rhizotomia. + = Rhizotomia; — mashRhizotomia; n.s. = SNX + quinapril + Rhizotomia. sham
quinapril + Rhizotomia.
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26. abra
Glomeruloszklerézis index és reprezentatlv kep mlmzh csqportbol

Fig. 3
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4. Sztereologiai eredmények (17. Tablazat)

A SNX kovetkezetesen, hasonld meértékben csokkentetglomerulus szamot, amit az
SNX csoportok homogenitasa bizonyit. A glomeruludrfogat kompenzatorikus
megnagyobbodasat talaltuk minden SNX csoportnalj amQuinapril kezeltekben
szignifikansan alacsonyabb volt. A glomerularisikapsok hosszusag denzitasa, valamint
a maradékvesében meért teljes kapillaris hossz ifk@msan alacsonyabb volt SNX utan,
ami jOl tikrozi a glomeruloszklerozis kovetkeztebliétrejowo kapillaris karosodast és
obliteraciot. A rhizotdmia, szemben a Quinaprillahajdnem teljesen normalizélta a
kapillaris hossz denzitast. SNX allatokban a ma#riiuft szignifikhnsan nagyobb részét
tette ki, ami az extracellularis matrix felhalmoaddra utal. A matrix/tuft arany

szignifikansan csokkent Quinapril kezelésre, aatdimianak nem volt hatasa.

17. Tablazat
A glomerulusok sztereoldgia vizsgalata
Rhizotomia  Glomerular geometry Glomerular capillaries Glomerular matrix:
VMatrix, %IV Tuft
Naiom mMVaiom, length total length, m
x10°um® density,
mm/mm?
Sham
Viz -(n=7) 45,01149,939  2.6%2.2 6.3+1.3 6,925+1,964 13.7+0.8
+(n=7) 49,190+11,343  3.0+1.9 6.5+1.0 7,5194770  6.216.7
Quinapril -(n=7) 45,030+5,389  2.84#2.5 5.541.2 6,072+421  .910.8
+(n=7) 62,020+9,826  2.7+2.3 6.4+0.5 7,580+1,401 13.4+1.2
SNX
Viz -(n=7) 18,024+3,290 7.3+1.6 4.3+0.2 3,906+759 23.0+1.4
+(n=7) 19,13645,180  6.4+2.2 51+0.3 5,302+1,488 23.6+3.3
Quinapril -(nh=7) 23,089+5,959  5.0+3.2 45+0.4 3,653+989 14.9+0.4-)
+(n=7) 19,896+3,704  4.5+P7 5.0+0.7 5,549+2,208  14.1+0.8 ")
ANOVA p < 0.001 p < 0.001 p<0.001 p<0.001 p.801

3p < 0.01 vs. sham + kezeletldp < 0.05 vs. SNX + kezeletlen. + = Animals withiRitomia; —= animals with sha
Rhizotomia; Nsiom = total number of glomeruli/kidney; mV = mean gleralar volume; n.s. vs. the respective control.
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5. A glomerularis sejtek analizise (18. Tablazat)

Ebben a mérsékelten sulyos vesekarosodas moddilzerndothel sejt szam fi@hben
emelkedett kezeletlen SNX éllatokban, de szignifdan alacsonyabb volt a Quinaprillal
kezelt SNX csoportban, de a rhizotdmizalt SNX cstg@an nem. Az endothel sejt térfogat
nem Vvaltozott szignifikdnsan. Az SNX csoportokban naezangialis sejt szam
szignifikansan emelkedett, ezt a Quinapril kezeladkkentette, de nem normalizélta. A
rhizotdmia nem volt hatassal erre a paraméternmegangialis sejt térfogat nem valtozott
szignifikansan.

A podocytaknak kulonos figyelmet szenteltiink, mivelenlegi ismereteink szerint
kozponti szerepet jatszanak a hyperfiltracié glarer karosodasban. Az egy
glomerulusra s podocyta szam nem valtozott a SNX hatasara, dpa@lacyta térfogat
jelentbsen emelkedett az SNX csoportokban. A podocyta it szignifikdnsan

csokkentette a Quinapril kezelés, de a rhizotonkidiesn volt ilyen hatdsa.

18. Tablazat
A Glomerularis sejtek analizise
Rhizotomia  Endothel sejtek Mesangidlis sejtek Podocyta
I nr/ térfogat, nr/ térfogat, nr/ Térfogat,
glomerulus ~ mm?® glomerulus  mm® glomerulus  mm?
Sham
Viz -(n=7) 446176 181+43 364184 210451 109+6 79617 1
+(n=7) 500462 166150 356142 2914118 106+10 810441
Quinapril -(n=7) 490+60 147+51 273482 279490 110+4 719439
+(n=7) 511458 132+11 342428 258+48 106+2 806459
SNX
Viz -(n=7) 852+128% 177+29 867+211°% 311+88 123+3 2,299+146%
+(n=7) 1,018+212 140+49 8164181 239+103 109+1 2,217+149
Quinapril -(n=7) 590+78° 17328 551+70° 25054 112+6 1,818+171°
+(n=7) 630+13° 16121 479+86° 300£22 10643 1,840+80"°
ANOVA p <0.001 n.s. p<000l  ns. n.s. p <0.001

2p<0.01 vs. sham + kezeletlen; ® p<0.05 vs. SNX + kezeletlen. + = Rhizotomia; —=sham Rhizotomia.

6. A vesék immunhisztokémiai és real-time PCR andiise

A glomerulusokban emelkedett mennyigékollagént (9. tablazat) talaltunk, amit a
kombinalt kezelés szignifikAnsan csokkentett. Autalmtersticidlis kollagén lerakédast
mindegyik kezelés gatolta. Erdekes médon a rhiz@dmtékonyabban, mint a Quinapril
monoterapia.

A glomerularis TGF-R expresziot (17. Tablazat, 34. abra) egyedil a koatbkezelés
csokkentette, a rhizotomia és a Quinadd. {ablazat) 6nmagaban nem.
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A kombindlt kezelés normalizalta a NOS-3 (e-NOS)héfge expressziot a
glomerulusokban, mig a monoterapiak nem (20. tabla#Hasonlé tendenciat talaltunk a
NOS-3 mRNS expresszibnjaban is, de a csoportok thoxdlonbség nem volt
szignifikans.

A macula densa sejtieiben a NOS-1 (nNOS) fehérjpresszioja csokkent az SNX
allatokban. Ezt a kombinalt kezelés normalizaltanoterapidk nem voltak hatasosak (20.
tablazat).

A nitrotirozin (podocyta oxidativ stressz markegstidés sokkal intenzivebb volt
kezeletlen SNX allatok esetében, mint Sham opaHaitoknal (20. tablazat, 28. abra). Itt a
rhizotomianak nem volt hatasa, a Quinapril kis fkbcsokkentette, mig a kombinalt
kezelés teljesen normalizalta (18. Tablazat) atyitosin fesbdés mértékét.

27. abra
TGF-bl immunfestés
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19. tablazat

Fibrézis markerek immunhisztokémiai és real-timédrRPalizise

Rhizotomia Collagen IV TGFB:1 TGF$:PCR
Glomerulus Interstitium  Glomerulus Interstitium
Sham
Viz —-(n=5) 0.07+0.05 0.21+0.12 0.08+0.03 0.20+0.05.0210.37
+(n=5) 0.07+0.05 0.24+0.10  0.08+0.02 0.14+0.02 .80@&0.25
Quinapril —-(n=5) 0.08+0.04 0.20+0.14  0.10+0.02 0.18+0.07 .0210.35
+(n=05) 0.07+0.04 0.30+0.10  0.11+0.03 0.2240.05 .12%0.37
SNX
Viz -(n=7) 0.6+0.07 0.92+0.17 0.57+0.04 0.49+0.09 .0020.60
+(n=7) 0.57+0.07 0.36+0.10 0.48+0.08 0.45+0.10 1.88%0.70
Quinapril -(n=7) 0.20%0.0% 0.73+0.2%  0.41+0.07 0.46+£0.09  1.34+0.37
+(n=7) 0.2520.08" 0.45+0.14 0.32+0.08 0.42+0.17  1.04+0.30
ANOVA p <0.05 p <0.05 p <0.05 n.s. p <0.05

3p<0.05 vs. SNX + kezeletletf;p < 0.05 vs. SNX + viz + Rhizotomi&p < 0.05 vs. SNX + quinapril

Rhizotomia. + = Rhizotomia, — = sham Rhizotomia.

20. tablazat

Nitrosoxidativ stressz markerek immunhisztokémsaigal-time PCR analizise

Rhizotomia  Nitrotyrosine NOS-1 NOS-3 NOS-3 PCR
Sham
Viz —(n=5) 0.14+0.04 0.58+0.11 0.73+0.13  0.88+0.16
+(n=5) 0.17+0.09 0.72+0.27 0.76+0.09  0.910.14
Quinapril —(n=5) 0.15+0.03 0.79+0.14 0.77+¢0.13  0.7620.32
+(n=5) 0.110.04 0.67+0.36 0.79+0.03  0.950.17
SNX
Viz -(n=7) 0.98+0.18 1.330.09 0.46+0.09 1.330.39
+(n=7) 0.89+0.11 0.84+0.09 0.47+0.18  0.93+0.12
Quinapril -(n=7) 0.66+0.12 0.72+0.04 0.63+0.09  0.98+0.28
+(n=7) 0.50+0.11 0.65+0.18  0.80+0.1f  1.00+0.13
ANOVA p < 0.005 p < 0.005 p < 0.05 n.s.

3p < 0.05 vs. SNX + kezeletlehp < 0.05 vs. SNX + quinapril + Rhizotomia. + = Rbfiomia; —=
sham Rhizotomia.
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28. abra
Nitrotyrosin immunfestés
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Megbeszélés

Veseatultetést kOvetACE-gatlas, F344-to Lew patkany allograft modetfibe

Az ACE-gatlas vesebetegségekre és kronikus allbgrafropatia gyakorolt kedvéz
hatasat kulonbdyz allatmodellekben mar igazoltak (157). A hatas psninechanizmusa
azonban nem ismert. Vizsgalataink sordn a transigitapatkanyvesében ACE-gatlast
koveten a novekedési faktorok -mRNS szintjenek csokkandmitattuk ki. A kevesebb
novekedési faktor temelés a kronikus allograft opdtia tlneteinek enyhébb
megjelenésével tarsult. A modelliinkbewriklosporin-Aalkalmazasanak igen révid ideje
és alacsony dozisa nagyon valogflenné teszi annak letistegét, hogy a medgfigyelt
hisztologiai valtozasok aiklosporin-A nefrotoxicitasanak lenne betudhato. igy nem volt
megle®, hogy az aloperalt allatoknal a kronikus allogragfropatia egyetlen tiinete sem
fejlodott ki. Ez megéisiti kordbban publikalt kisérleteink eredményegg)L

Vizsgalataink soran a kontroll allatokban masszietgnuria fejbdott ki 20 héttel a
csokkent. A megfigyelés hatterében ACE- a glumeisulaejtekre gyakorolt kdzvetlen
és/vagy intraglomeruléaris gatlé hatasa feltételgzhHeatkanyoknal feltételezések szerint az
intraglumerularis hipertenzié indukal fehérjevestifgy, hogy a glomerularis falban nagy,
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nonszelektiv nyilasok képdnek a glomeruloszklerozis kialakulasadétel (159).
Mikropunkciés vizsgalatok azt valosasitik, hogy a glomerularis kapillaris hidraulikus
nyomasat ACE-inhibitorral cstkkentve enyhil a praiga, a glomerularis falban a
nagymeéret nyilasok szamanak cstkkenéseével (160). Ezzel @ megvédhét a tovabbi
karosodastol, és megehet) vesebetegség kialakulasa. Raadasul, Amann és tausékia
szubtotdlis nefrektémia patkanymodellen kimutattédgy az ACE-inhibitorok, ellentétben
mas, antihipertenziv hat6anyagokkal, mégelk a proteinuridval szorosan 6sszetiigg
podocitakarosodast (43). Lewis és munkatarsai kusnvesebetegeknél meég kifejezettebb
proteinuria-csokkentést mutattak ki ACE-inhibitokak kezelt betegek esetében, a
kalcium-antagonistakkal vagyp-blokkoldkkal kezelt betegekhez képest, noha a
vérnyomas-csokke@ithatas mindegyik csoportban azonos volt (144).

Kisérleteink soran a kontroll csoport egyedeibeogpssziv glomeruloszklerézist, és a
sulyos makrofag és limfocita infiltraciot figyeltitkeg, mind a glomerulusokban, mind az
intersticiumban. Ezzel szemben amalapritkezelt csoportban ezek a véltozasok
kifejezetten csOkkentek. Ezek a medfigyelések agiodenzin-1I proliferativ és
immunmodulalé jeleinek  modosulasaval magyarazhatéakz  angiotenzin-ll
immunszabalyozo: leukocita-infiltraciot és a kenxiga befolyasold hatasa ismert (161).
Ruiz-Ortega é€s munkatéarsai ACE-inhibitorrajuinalapril-lal kezelt, immunkomplex-
nefritiszes patkanyok esetében a glomerularis éarsiticialis infiltracido szignifikans
csokkenését figyeltek meg (162). Mindeddig nemtdimatt azonban, hogy az ACE-gatlas

hogyan interferal az angiotenzin-1l adhézidiselgit) és kemoattraktans hatasaival.

Az MCP-1 és a TGIB: a monocita/makrofag rendszer kemotaktikus faktd@zé
tartoznak. Mindkett f6 szerepet jatszik a kronikus allograft nefropatiefédyamataiban
és a kronikus gyulladasos valaszreakcidokban, aazntranszplantacios vaszkulopatiaban
megfigyelték (163). Raadasul az MCP-1 szintén fakozaz adhéziés molekuldk
expresszidjat, és igy leléet teszi a monocita-adhéziot. Kisérleteinkben, Madé&zuma
és Tilney (163) megdfigyeléseihez hasonléan, az MORRNS-szintjeinek progressziv
novekedését mertik allograft vesékben, a makraféifjraciot megebzéen. Kisérleteink
soran a hosszu tavénalapritkezelés szignifikAns mértékben csokkentette az MICP
expressziot és a TGh-szintet. A TGFB;-szeti immunreaktivitas dképp az intersticialis
sejtekhez lokalizalodott a graftban. Ezzel parhursan az ICAM-1 és a VCAM-1
expresszio szignifikansan alacsonyabb volt amalapritcsoportban. Ezeket az
eredményeket szintén magyarazhatja az angiotehzadhéziora, migraciéra és a
mononuklearis sejtek proliferaciéjara gyakorolt msidd hatasa.
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Az ACE-gatldk in vivo hatasai kozll tbbb is az angiotenzin-1l termelé&laganak
tulajdonithatd. Kisérleteink soran az angiotenzémodokozott szintézisét a mértik a
kontrollokhoz viszonyitva. Ez a megfigyelés alatédmi@ Jonsson, Frewin és Head
beszamolgjat, akik szintén az angiotenzinogén foktozzintézisét mutattak ki ACE-
inhibitor folyamatos alkalmazasa utan (164). igitételezhetjik, hogy az angiotenzin-I
angiotenzin-ll form4jaba vald atalakuldsat exzapalril gatolta a kisérleteink soran. Az
angiotenzin-ll az érfal simaizom sejtek (smooth dwriscell:SMC)-proliferaciéban
betdltbtt szerepe ismert. Az SMC-k nodvekedése @difgnacidja fontos esemény az
intimahiperplazia és a korai arterioszklerozis jkiféeésében. Az IGF-1, a PDGF, aTBF-
és az IL-1 fontos SMC novekedési faktorok. Tenygisztvaszkularis sejtekben az
angiotenzin-ll gatlasa megakadalyozta ezeket aozéokat, és a TGFr-neutralizald
antitestekkel tortéh egyittes inkubalas megakadalyozta az extracaBul@natrix
szintézisét is. Az angiotenzin-Il megnévelte a T HRatens formabdl aktiv formava vald
konverzidjat és novelte a TGh-mRNS-szintjét a glomerulusokban (160). Raadasul, a
angiotenzin-ll kronikus infuziéja megnovelte a glemlaris kapillaris nyomast és
glomeruloszklerdzist indukalt naiv patkanyoknal §L6Ezen irodalmi adatok ismeretében
elképzelhet, hogy a glomerularis kapillaris hipertenzié éstadtkezmeényes endotélsejt-
aktivacié a transzplantélt patkanyoknal megnévedianerularis angiotenzin-li-aktivitst
és igy a TGH-expresszot és bioaktivitast. Egy masik vizsgalatea angiotenzin-Il
megnovelte a PDGF-A mRNS-szintet a vaszkularis S¥én (166). Mivel a PDGF-A és
a TGFf; egymastol fuggetlenul indukalja mas faktorok, mipéldaul az IL-1
expresszidjat, ezek a vizsgalatok azt valdsstik, hogy a PDGF A-lanca, a TQf-és az
IL-1 a patkany-glomerulusokban 6sszefiiggésbe hézhajiomerularis kapillaris nyomas
indukalta angiotenzin-ll-aktivitassal. A kisérletki soranenalapritkezelésre cstkkén
novekedési faktor mMRNS-szint - kronikus allograéfropatiaban - alatamasztja ezzen
hipotézist.

Kimutattuk tovabbé, hogy aznalapril csokkentette az IGF-I (az SMC-k szdméra
kemoattraktans molekula, fibrotikus aktivitassal)RINS expressziojat is. Ujabban
kimutattak, hogy az angiotenzin-lIl proapoptotikus antiapoptotikus hatast fejt ki
kilénb6d sejtvonalakon, tobbek kozott SMC-ken. Tovabbadkjrhogy az ACE-géatlok
antihipertenziv és/vagy antihipertrofikus hatdségzeként fokoztdk az SMC apoptozist, a
vaszkularis névekedés regresszidjaval parhuzamasa.

Az angiotenzin-lI-képé&dés gatlasan tul, az ACE-gatlas noveli a bradikkauncentraciot
is, amelyet a nitrogén-monoxid és prosztaglandikeletkezése kovet. igy az ACE-

inhibitorok ebnyos hatasai nemcsak a vesében érvényesilnek.
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Osszefoglalva, kimutattuk, hogy az ACE-inhibiesralapril alkalmazasa kronikus allograft
nefropatiaban csokkentette a sulyos proteinuriajlkdését, enyhitette a morfolégiai
sérlléseket és csokkentette a leukocita infilttéesda novekedési faktorok mRNS-szintjét.
A jovoben ez a hatéanyag-csoport hatasosnak bizonyulhdin&ai gyakorlatban a
kronikus allograft nefropatia Utemének lassitasalmaaghosszabbitva a veseallograftok

hosszUtavu tulélését.

A szinpatikus aktivacio és a RAS kombinalt gatlszabtotalis nefrektomia
utan

E kisérlet eredményei alapjan megallapithatjuk yhoatkany maradékvese modellben az
ACE-gatlas és rhizotomia (a vese szimpatikus beiéegnek kiiktatasa) egylttes
alkalmazasa 6hyosebb, mint a megfetemonoterapiak. A leg enyhébb vese karosodasra
utal6 mutatokat (albuminuria, glomeruloszklerézisndax, glomerularis és
tubulointersticialis TGF-I3 exresszio és kollagépaiécio, podocytak nitrotirzin festése és
NOS-3 (eNOS) expresszio) a kombinalt kezelésselkap

Magas dozisu ACE-gatld kezelés sebészi vese ablawatlellben jeledsen lassitotta a
glomeruloszklerdzis kialakulasat, valamint a tubislaés intersticialis karosodast,
megebsitve az irodalomban korabban k6zolt eredmény@WBE-gatld kezeés a podocyta
térfogatot és a mezangialis sejt szamot kifejeagtteitotta. Tovabba alacsonyabb TGF-3

expressziot lattunk és a podocytak nitrotiroziniddése is kevésbé volt kifejezett.

A szimpatikus beidegzés kiiktatdsanak rhizotomiavala vese  afferens,
szimpatikostimulatoros jel kidramlasdnak kiikta)asgelentls kedve# hatdsa volt
glomeruloszklerdzisra és az intersticialis karosoa@tatoira. Rhizotbmia esetén szintén
nagyobb volt a glomerulus kapillarisok hossz dersatés total hossza. Ugyanezt figyelték
meg a szimpatikus aktivitds gatldsa esetén a sapill&risainal is [168]. Ezek az
eredmények egybevagnak aielien alacsony albuminuriaval.

Az SNS gatlas hatékonyabbanéak meg az intersticialis kollagén lerakdédast és a
retenciés paraméterek emelkedését, mint a RAASga(bzérum kreatinin, BUN).
Tovabba, a rhizotobmia 6nmagaban fokozzta az ACEg4jotékony hatésait. Az
albuminuria szignifikdnsan alacsonyabb volt adekezelt SNX éllatokban. A tubularis és
intersticialis karosodas indexek szintén szigniidan alacsonyabbak voltak, mint a
Quinapril monoterapia esetén. Az SNS gatlas tovdialszna az intenziv RAAS-gatlas

felett, az SNS gatlas RAAS-tdl fuggetlen jotékomydsara utal.
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A Kkisérlet néhany pontja tovdbbi magyardzatot igényfudatosan alkalmaztuk a
veseszovet kozepes foku ablaciés modelljét, amirodegkdlhatd glomerulus szam
csokkenést eredményezett (17. Tablazat). A rezekwa@aba foglalta a kiidskéreg
allomanyt, igy a maradék vese aranytalanul sok aglgmerularis glomerulust
tartalmazott, amelyekben ismerten magasabb a gldamer kapillaris nyomas [169] és
sokkal érzékenyebbek karosodasra.

A szamos elérh8tACE-gatlo kozil azért valasztottuk a Quinaprilennez a készitmeény
éri el a vesében a legmagasabb szdveti koncerttrégydfelteheten optimalisan gatolja a
lokalis szoéveti RAAS-t [170].

A krénikus vese betegségekben a hipertonia kiafs@ldan jeleis szerepe van a vese
afferens jelkiaramlasa kovetkeztében l|étrejott patikus tulaktivalodasnak, valamint a
hypothalamikus kdzpont stimulacioja miatt létrej@zimpatikus tonus maodosulasnak
[171]. A szimpatikus tulaktivalédas nem csak a yémast emeli, hanem gyorsitja a vese
betegség progressziojat is. A rendlis szimpatikiegek jelentik a kritikus kapcsolodasi
pontot a szimpatikus idegrendszer és a hosszuadetias nyomas kontroll kdzott [172].
Tudatosan nem akartuk befolyasolni a vese effeseimspatikus aktivitasat, mivel leirtak,
hogy ez a RAAS rebound aktivaciéjan keresztll faeoa vese kis ereinek ellendllasat
[173] és a denervaciés natriurézist [174]. Ezétas#ottuk a sebészi afferens-specifikus
szimpatikus ideg ablaciot.

A rhizotomia 6nmagaban csokkentette, de nem nozditdi a farokvérnyomas nééel és
telemetriasan mért szisztolés vérnyomas értékekefjesitve Campese eredményeit
[150]. Tovabbi mérsékelt vérnyomas cstkkenést n&tta Quinapril plusz rhizotémiaval
kezelt SNX allatoknal. A telemetriaval (a vérnyomé&ses legmegbizhatébb metodikaja —
golden standard) mért vérnyomas eértekekben minsmadit a kilonbség a csoportok
kozott. Valbszittlen, hogy ilyen kis vérnyomas kilénbség magyaraan@odocytakban
észlelt markans nitrosoxidativ stressz kulonbsédet. altaldnos szimpatikus gatlas
igazoltan nefroprotektiv: SNX patkanyokban moxomédvagy metoprolol a vérnyomastol
fuggetlentl csokkenti a glomerularis kdrosodas®[153]. Kronikus vese betegekben az
SNS-gatlds moxonidine-nel a RAAS gatldsa mellettotyitottan einyos [175,176].
Diabéteszes betegeknél a szimpatikus aktivitas kesiikse moxonidine-nel a

vérnyomastol fuggetlenil csokkenti az albumin kagatast [177].

Paradox moédon, de 6sszhangban korabbi kisérletmeneyeinkkel, a Quinaprillal kezelt
allatok szérum kreatinin és urea szintje magasatihb hehetséges, hogy az alacsonyabb
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glomeruléaris kapillaris nyomas és filtracios ratasodlagosan csokkentette a glomerulus
efferens artérias rezisztenciat [152,178]. A rhlomuzélt (Quinaprillal kombinaciéban
vagy Quinapril nélkil) allatok szérum kreatinin kentracidja szignifikansan (p<0,05)
alacsonyabb volt, lehetséges, hogy a csoOkkenteitnpstikus aktivacidé kedveéz
intrarendlis  hemodinamikai hatasatol fuggetlendil. szimpatikus szignalok ésen
stimulaljdk a renin transzkripciét és szekréciatd1180], de nem valdsZinhogy azokban
az allatokban, akiknél a RAS-t blokkoltuk, a szitipss aktivitds kiiktatasa okozna a
renin szekrécio valtozasat, mivel a magas dozisUEAGtlas mar nagymérték
juxtaglomerularis RAS gatlast okozott. A rhizotbndamagaban hatékonyan gatolta a
glomerularis kapillaris hosszdenzitas cstkkenést, ad Quinapril monoterapia nem.
Korabban mar bemutattuk, hogy a rhizotbmia SNXtékban normalizalta a cstkkent
kapillaris hossz denzitast a glomerulusokban [158].rizotdmia hasonlé kapillaris
protektiv hatast a sziv eseténben masok is |€fité®]. A rhizotdmia nem befolyasolta az
al-operalt allatok glomerulus kapillaris hossz d&stat, de nyilvanvaléan modositotta a
nefron karosodas a glomeruléaris kapillarogenezisrakorolt hatasat. Erdekes moédon, a
kapillaris hossz denzitas valtozasokat nem kowettendothelialis sejtek térfogatanak és
szamanak valtozasa: az endothelidlis sejt szarQuitimapril befolyasolta, de a rhizotémia
nem. Az Angiotenzin Il -4 ismert, hogy a mezangidlis sejt proliferacié agtaja, ezért
nem meglep, hogy a Quinaprillal kezelt SNX allatok mezangidejt szama alacsonyabb
volt. A rhizotdmianak nincs ilyen hatasa, annalerg#re, hogy ismert a katekolaminok
mezangialis sejt proliferacibban betoltott szergi@1]. A podocytak térfogatanak
novekedését a Quinapril részben csokkentette. Hmegfigyelés egybevag azzal az
Ujkeleti megfigyeléssel, hogy a podocytdkban megtalalhatieljas lokalis RAS, és

képesek ANG Il termelésére és AT-1 receptor expréss[182].

A vesekarosodasban szerepet jatszé profibrotikinkinek kéziul a TGF-fzet ismerjuk
legjobban. A kombinalt kezelést kapott SNX allatakbszignifikAnsan alacsonyabb a
TGF- expresszid. Az ANG Il fokozta a TGh-Bxpresszidjat ami felé lehet az ANG I
profibrotikus hatasaért (160,183). Udinik a szimpatikus aktivitas is szerepet jatszik az
ANG Il TGF-l} expressziot fokozO hatdsaban: Moxonidine csOkkentea
glomerulusokban a TGF:MMRNS mennyiségét patkdnyokban (152).

A nitrotirozin az oxidativan médositott nitrogén maoxid (NO) stabil metabolitja és a
nitros-oxidativ stressz markere. A nitrogén monosaihtaz (NOS-3, endothelidlis NOS)

csokkent expresszidja ellenére észlelt 10x-es aerdékk a nitrotirozin festésnél, massziv

89



oxidativ stresszre utal SNX allatokban. A kstkezelés éhydsen befolyasolta a NOS-3
expressziot és a nitrotirozin festést a sham-kdrgeintjére normalizélta.
Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy szubtotalieek®mizalt patkanyokban a veséb
szarmaz0 szimpatikus aktivitas Kiiktatasa szamé#ev- és feltehéen a vérnyomastol
fuggetlen médon - fokozta az ACE-gatlas hatasaia Bregfigyelés a kombinacids kezelés

alapjaul szolgalhat.

Immunszupresszi6 alkalmazas¥,(°*,% %3

Az Uj immunszuppressziv gyogyszerek (cyclosporiolypés monoklondlis antitestek)
kifejlesztése forradalmasitotta a szervatiltet®dejlodés ellenére a veseéatiltetést kévet
hosszu tavu progndzis nem javult. Ennek hatteréblefsorban a kronikus allograft
nefropatia folyamata all, melynek magyarazataramaelképzelés is kialakult. A krénikus
allograft nefropatia lehet 1) a jelen &idegen (allo) antigén ellen folyamatosan zajld sej
medialta immunfolyamat 2) visszatébnmagat limitalo akut kilékdési epizédok sorozata
vagy 3) a graft endotél sejtjeinek aktivaciojat mmm specifikus gyulladasos valaszt
indukal6é alloantigén-fuggetlen folyamatok ¢6sszees@gég nem tisztazott, hogy ezen
mechanizmusok milyen mértékben vesznek részt a ikusnallograft nefropatia
folyamatéban.

Mivel IL-2 és IL-2R pozitiv limfocitak folyamatosadetektalhatéak kronikus allograft
nefropatiat mutato vesékben (132,163), e sejtekmeghataroz6 szerepuk lehet a kronikus
allograft nefropéatia progresszidjdban (184), al@sxtva ezzel az alloantigén fiigg
esemeények jelességét. Az IL-2, eredeti nevén T-sejt novekeddddfa(185), felebs az
aktivalt T-sejtek proliferaciojaért (6). Az IL-24s receptorat kddolo gének expresszidja
idegen antigének vagy citokinek okozta T-sejt &g soran fokozodik (186).

A kronikus allograft nefropéatiaban kialakuld intécglis fibrézist a lokalis TG és
PDGF termeldésnek tulajdonitjak (40,166). Kronikus allograéifropatiat mutatd vesék
klinikai biopsziaiban a TGB; izoforma volt talsulyban (160). Mivel leirtak, hpgnind a

cyclosporin A, mind a tacrolimus serkenti a T@Gf-szintézisét in vivo €s in Vvitro,

“Hamar P; Liu S; Viklicky O; Szabé A; Miiller V; Heemann UCyclosporine A and Azathioprine are
equipotent in chronic kidney allograft rejectiomafisplantation200069: 1290-5

2L Hamar P; Peti Peterdi J; Szab6 A; Becker G; Flach R; RdisiyaHeemann U: Interleukin-2-dependent
mechanisms are involved in the development of gtatosclerosis after partial renal ablation in r&isp
Nephrol 20019: 133-141

“2Hamar P; Szab6 A; Miiller V; Heemann Unvolvement of interleukin-2 and growth factorscimronic
kidney allograft rejection in rats. Transplan2®0133(3):2160-2.

% Hamar P; Szabé A; Milller V; Heemann (Tthe involvement of activated T-cells and growthtdac
production in the early and late phase of chroidady allograft nephropathy in rats Transplant 20215:
446-454
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feltételezhed, hogy az IL-2 Ut ezen szerekkel toegatlasa a hosszu tavu prognozist
tekintve karos lehet. Egy masik pro-fibrotikus nkeeési faktor a PDGF szintén fontos
szerepet jatszhat a kronikus allograft nefropatigaimataban.

Kisérleteinkben vizsgalni kivantuk, hogy az IL-2aéimedialt folyamatok gatlasa hogyan
hat a kronikus allograft nefropatia progresszigjaibetve a TGFB és PDGF
termebdésére. Ennek vizsgalatara, patkany vese trangapiankovebden cyclosporin A
ill. tacrolimus segitségével tartosan gatoltuk &z2 | szintézisét, és vizsgaltuk az

V4

mértékére, és a novekedési faktorok tetaesre.

Eredmények
Funkcionalis vizsgalatok:

A kisérlet ideje alatt minden recipiensben progrsproteinuria alakult ki (

29. abra). A vizelettel Uritett fehérje mennyisége kifejgebben ndvekedett a kontrol
allatokban, mint a kezelt csoportokban. A kontrdlatdkban 16., a cyclosporinnal
kezeltekben a 20. és a tacrolimussal kezeltekb@d.ahétre fepdott ki 30 mg/nap-ot
meghaladd proteindria.

A vesefunkcid romlasa, csokkent kreatinin cleardmee ill. ezzel parhuzamosan
emelkedett szérum kreatinin szintben is megmutatito@21. tabladzat). Az IL-2 altal
kozvetitett mechanizmusok mind cyclosporinnal, mitatrolimussal tortéh gatlasa
javitotta a vesefunkciot. Ezek a valtozasok a Z#trehvaltak szignifikanssa. Ekkor a
tacrolimussal kezelt allatokban volt a legmagasablearance és legalacsonyabb a szérum
kreatinin. (p<0.01 a kontrolhoz képest). A cyclaspootékony hatdsa, kevésbé volt
kifejezett (p<0.05 a kontrolhoz képest) (21. tabthz

A 16. és a 24. hét kozott a graft-funkcid romlasaparhuzamosan, az artérias
k6zépnyomas is gyorsabban ndvekedett a kontrab&lian, mint a kezeltekben (30. abra).

Ezek a kuldnbségek a 24. hétre valtak szignifikéips0.05)

29. abra
24 h alatt vizelettel Uritett fehérje
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30. abra
Szisztémas vérnyomas 16 és 24 héttel transzplantacitan.
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(*: p<0.05 vs. kontrol) A keretek falsszéle az aortdban mért szisztolés, alsé szélasatdiés vérnyomast
reprezentalja.

21. tdblazat

Kreatinin clearance, szérum kreatinin szint, és glmeruloszklerézis (a szklerotikus
glomerulusok az ép glomerulusok szazalékos aranyabpl6 és 24 héttel veseétiltetés
utan.

Csoport: kontrol Cyclosporin A Tacrolimus

hetek| atlagtszoras| n |atlageszords| n | atlageszords | n

glomeruloszklerézis 16 42+1.5 13| 30+0.6** | 15 22+1.6** 14
(YxSEM) 24 51+2.1 8 39+0.9** 10 29+1.5%* 9

kreatinin clearance 16/ 1.8:0.1 13 2+0.1 15 1.9+0.1 14
(ml/mintSEM) 24 1.0+0.2 8 1.5+0.1* 10 1.740.1** 9

szérum kreatinin 16| 13218 13 1159 15 118+18 14
(mmol/eSEM) | 24 | 18620 | 8 | 150t19* | 10 | 124t10** | 9

A statisztikai szignifikanciat az egyes sorokon UbeFisher's least square distance test segitségével
allapitottuk meg (45). A p értékek a kezelt és kantsoport student's T test szerinti 6sszehaswdiol
adddnak. (* p<0.05 vs. kontrol, ** p<0.01 vs korjro

92



Féenymikroszkopia és immunhisztoldgia

A kronikus allograft nefropatiara jelleizzovettani paraméterek: a glomeruloszklerézis,
a leukocita infiltracid, az intersticialis fibr6ziés az intimaproliferaci6 mértéke jo
korrelaciot mutattak a vesefunkcioval.

A kontrolokban a 16. héten a glomerulusok tobb,tbP6-a szklerotizalt. A szklerotizalt
glomerulusokat korulveyintersticiumot és érfalakat, valamint magukat @nggrulusokat
nagyszamu leukocita infiltrdlta, melyek immunhigk&miai festéssel EDI1+
makrofagoknak és CD5+ T sejteknek bizonyultak. jpekeegy része ezen felll sejtfelszini
adhéziés molekulakra (LFAel és VLA-4a) pozitiv is volt @2. tabldza). Az IL-2
termebdés gatlasa csokkentette a glomeruloszklerozis.(Qd<Ql. tablazat), és a sejtes
infiltracio mértékét. Az ED1+ makrofagok (p<0.0&% kulondsen CD5+ T-limfocitak
infiltracidja (p<0.001), valamint az LFAel és VLA-4o+ sejtek szama is szignifikansan

alacsonyabb volt az immunszupprimalt csoportok22n tablaza).

22. tdblazat
Infiltralé sejtek, és adhézios molekulak immunhisablégiai festése, 16 és 24 héttel
veseatlltetést koveten.

Csoport: kontrol cyclosporin A Tacrolimus
hetek| atlagrszorasl n | atlageszoras| N | atlageszorasg n
makrofagok (ED1) 16 80+8.4 5 60+3.3* S5 | 48t4.4* | 5
(sejt/lt) 24 68t4.1 | 13| 47+4.6* | 10| 37+2.3** | 9
limfocitak (CD5) 16 65+6.6 S5 | 45t4,9* S5 | 40t4.4** | 5
(sejt/lt) 24 49+3.3 | 13| 33t4.2* | 10| 27¢+4.6* | 9
VLA-4a 16 11+1.6 5 8+0.3* 5 7£0.9** | 5
(sejt/lt) 24 9+0.8 13| 7+0.7** 10| 5+0.2* | 9
LFA-la 16 8+0.4 5 6+0.9* 5 6+0.5** | 5
(sejt/lt) 24 7+0.5 13 6+0.4* 10| 5+0.3** | 9
ICAM-1 7 16 3.2+0.5 5 2.5+0.6 5 2+0.1* 5
intenzitas (1-4) 24| 2506 |13| 2.205 10| 1504 |9
VCAM-1* 16 3.5+0.6 5 2.5+0.6 5 | 2.2+05* | 5
intenzitas (1-4) 24| 2.7+05 |13 2+0.8 10| 1.5+06 |9

A statisztikai szignifikanciat az egyes sorokon UbeFisher's least square distance test segitségével
allapitottuk meg (45). A p értékek a kezelt és kantsoport student's T test szerinti 6sszehaswdiol
addédnak."Az ICAM-1 és VCAM-1 fesbdés intenzitasat Fisher's exact test for ordinah dsegitségével
adtuk meg. (It.: latétér 400x nagyitas mellett<O@5 vs. kontrol, ** p<0.01 vs kontrol)

A kontrolokban a 24. hétre a sejtes infiltracio téke feltinen csdkkent. Ugyanakkor, az
intersticialis fibrozis és az artériak intima-pfefiacioja sokkal kifejezettebbé valt. Ezzel
parhuzamosan a szklerotizalt glomerulusok szamabtisa 16. és a 24. heét kozott (21.

tablazat). Az IL-2 altal kdzvetitett mechanizmusgpitlasa szignifikhnsan csokkentette a
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glomeruloszklerdzis, az intimaproliferacio, az mteialis fibrozis és a leukocita
infiltracio mértékét (21. tablazat 2. tdblaza).

A kontrol allatokban az érfalak és a tubuloint@isiin intenziven fegdott a fehérvérsejtek
kitapadasat szolgalé adhézios molekulak (ICAM-1VESAM-1) elleni antitestekkel. A
festbdés merteke a 24. hétre csokkert. (tablaza). Mind a cyclosporin mind a tacrolimus

mindkét idbpontban csdkkentette ezen molekulak expressziojat.

Polimeraz lancreakcio (PCR)

A kontrol allatokban az IL-2 mRNS szintézise a tointersticiumot infiltralo
mononuklearis sejtek szamaval parhuzamosan valtozat 16. héten az IL-2 mRNS
szintézis intenziv volt azonban a 24. hétre lecsiikk Mint varhaté volt, mind a
cyclosporin mind a tacrolimus kezelés mindkéipiontban szignifikansan gatolta az IL-2
szintézisét (p<0.05 a kontrolhoz képest). Erdekeédan a tacrolimus kezelés
szignifikansan (p<0.05) hatékonyabb volt, mintyelasporin (31. 4bra/a).

Az IL-2 receptor B lancanak (IL-2B) (p70) mRNS szintjei az IL-2 szintézissel
parhuzamosan valtoztak: a kontrol allatokban apteceszintézis a 16. héten érte el a
maximumat, majd ezutan szignifikdnsan csokkent @50 Az IL-2 szintézis gatlasa
mellett, a tacrolimus és a cyclosporin az ILRZRIRNS szintézisét is csokkentette
minimalis mértékban, de ezek a kulonbségek csakacaoltmus csoportban voltak
statisztikailag szignifikansak, és csak a 16. hésdn abra/b).

31. abra

a-b abra: IL-2 és IL-2Ra mRNS szintézis: 16 és 24 héttel a transzplantacikdvetoen.

8/a

2
1,6
1,2
0,8
0,4 1

0 !

Intenzitas (IL-2/GAPDH)

@
S

1

0,8
0,6
0,44
0,21

0!

Intenzitas (IL-2R/GAPDH)

—

16 hét 24 hét

‘ mmm kontrol wZzZ cyclosporin 1 tacrolimus ‘

IL-2 és IL-2R savok denzitometrias dsszehasonli@&BRDH savokkal *; p<0.05 vs. kontrol

A kontrol csoportban a TGB: szintézise 16. héten a jelés¢n fokozott volt (32. abra).
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A 24. hétre, amikor a sejtes infiltraciot intergdlcs fibrozis és glomeruloszklerdzis valtotta
fel, a TGFB1 mMRNS szintje jeleidsen csokkent. Az IL-2 szintézisének folyamatosagat!
mindkét csoportban szignifikansan csdkkentette &-BGszintézist mind a 16. (p<0.05 a
kontrolhoz képest) mind a 24. héten (p<0.01) (BBapa

32. abra

Vese allograft mintak RT-PCR segitségével meghatézott TGF-beta-1 mRNS
expresszioja 16 és 24 héttel transzplantacio utan.

16 hét: kontrol cyclopsorin A

tacrolimus

24 hét: kontrol

cyclopsorin A tacrolimus

A PCR terméket az agar6z gélen ethidium bromidtfesegitségével tettiik lathatova.

33. abra
TGF-B1 mRNS szintézis: 16 és 24 héttel transzplantacioart.
7

6

Intenzitas (TGF-beta/GAPDH)

1 1 -

*%* *%

0+
16 hét 24 hét

’- kontrol kzzza cyclosporin 1 tacrolimus ‘

TGF{; savok denzitometrids 6sszehasonlitdsa GAPDH sav¢klp<0.05, **: p<0.01 vs. kontrol)

Ellentétben a TGIB:-el, a PDGF szintézise a kontrol allatokban majdnegganolyan
kifejezett volt a 16., mint a 24. héten. Mig a iéten a PDGF expresszidjat szignifikansan
gatolta mindkét kezelés, a 24. hétre a PDGF sig@Ben nem mutatkozott szignifikans
kilonbség a csoportok kozottitsaz RNS szint mindkét kezelt csoportban tendeisaidl
fokozdédott (34. abra).
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34. 4bra

PDGF mRNS szintézis: 16 és 24 héttel transzplantécutan.
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16 hét 24 hét

’- kontrol zz cyclosporin [ tacrolimus ‘

PDGF savok denzitometrias dsszehasonlitasa GAPRbkkal (*: p<0.05, **: p<0.01 vs. kontrol)

Megbeszélés

A kronikus allograft nephropatia nehezen értelmézfayamata jelenleg a legjeldisebb
oka a transzplantaciot kovetllograft vesztésnek. A kronikusan Kitidé transzplantalt
veseék immunhisztokémiai analizise soran intenzjtesdanfiltraciot figyeltek meg. Az
infiltralé sejtek makrofagoknak és T-sejteknek Ioigaltak (187,188). A kronikus allograft
nephropétia, mai elképzeléseink szerint, vagy aged antigén folyamatos felismerésén
alapulé T-sejtek iranyitotta immunvalasz (6), vaspyrozatosan isméto, de 6nmagat
limital6 akut kilokddési epizodok (189) vagy alloantigén-figgetlen eSgyak
kovetkezménye. Az alloantigéitfiggetlen tényedk: seérulés, lokalis hemodinamikai
valtozasok, mint a hiperfiltracio, aktivalhatjalgeaft endotélsejtjeit, aminek kdvetkeztében
mononuklearis sejtek (limfocitdk, makrofagok) varalnak az allograftba (190).
Minthogy a limfocitak az érpalyabdl vald kilépésr&wm aktivalodnak, mindharom tedria
felveti, hogy a kronikus allograft nephropatiabare dlL-2 altal kozvetitett
mechanizmusoknak is szerepe lehet.

Az IL-2 a T-sejtek proliferaciojanak legfontosaldrkentje, régi nevén T-sejt novekedési
faktor (191). Nyugalmi allapotban human T-limfo&it@n IL-2 mMRNS nem detektalhato
(192), és az IL-2 receptop lanca is csak nyomokban van jelen (6). A T-sejtek
aktivacidjakor az IL-2 és az IL-2R szintézise jéfsen fokozodik (192). Jelen
kisérletiinkben, az IL-2 és receptoranak a szirgézikontrol patkanyokban a 16. héten
érte el legmagasabb értékét, amikor a mononukledjtiss infiltracié is maximalis volt. Az
IL-2R kronikus allograft nephropatiaban betdltttesepét alatamasztja Krams és mtsai-
nak azon munkajanelyben leirtak, hogy human nefrektomias mintakaazdvettanilag

igazolt kronikus allograft nephropatia eseteiber2R. mRNS is kimutathato volt (193).
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Jelen tanulmanyunkban azt vizsgaltuk, hogy az Ils@2ntézisének gatlasa akar
cyclosporinnal, akar tacrolimussal képes-e lassitarkronikus allograft nephropétia
folyamatét.

A cyclosporin és a tacrolimus gatolja a T-sejt pgoeintracellularis jelatviteli atjat, és igy
gatolja a T-sejt aktivacidja kovetkeztében kialakydin expressziot, beleértve az IL-2 és az
IL-2R (194) gének expresszidjat is. Kisérletiinkb@nd a tacrolimus, mind a cyclosporin
A gatolta az IL-2 valamint az IL-ZRszintézisét. Az IL-2 szintézisének gatlasa jélssen
lassitotta a vesefunkcio (proteindria, kreatineachnce) hanyatlasanak ttemét.

Néhany Ujabb tanulmany szerint a cyclosporinnaktdrfolyamatos kezelés lassithatja a
kronikus allograft nephropatia folyamatat, kisétet (195) és klinikai (196)
transzplantacioét kovéen. Ugyanakkor ezen tanulmanyok egyike sem fokuszal
vesetranszplantaciét kovetL-2 altal kdzvetitett mechanizmusok folyamatodlaganak
hosszu tavl hatasaira. Az IL-2 Ut gatlasaval faglad klinikai tanulmanyok eredményei
ellentmondasosak. A kronikus allograft nephropéaii@psziaval bizonyitott eseteiben az
Azathioprin + Prednizolon kezel&rcyclosporin A + Prednizolon kezelésre (197) val6
attérés, vagy a terapia cyclosporin A-val toétémegészitése (196) lassitotta a hanyatlas
Utemét.Ugyanakkor mas tanulmanyok a cyclosporin A-rol Araprin kezelésre tortén
atallas jotekony hatasairol szamoltak be (198).

Kisérletiinkben az IL-2 kdzvetitett mechanizmusokiaga szignifikansan kifejezettebb
volt tacrolimus kezelés esetén, mint cyclosporirkegelt recipiensekben. Klinikai adatok
arra mutatnak, hogy a tacrolimussal toétészupresszio hatasosabb az akut Kittils
megebzésében, mivel a tacrolimus képes a cyclosporine&elés mellett éforduld
szteroid rezisztens akut kilé#ési reakciok visszaforditasara (199).

Eredményeink alatamaszthatjadk azt a hipotézist,y nsgerint a kronikus allograft
nephropétia - részben - az idegen antigén folyasnigltsmerésen alapulna. Az IL-2 altal
kozvetitett mechanizmusok, azonban a nem specifjgasidegen antigééit fliggetlen)
gyulladasos reakciéo részeként is értelme#et Ezen kérdés vizsgalatara parcialis
nefrektomidn atesett patkanyokat kezeltink tacnadisal, 20 héten &at. A krénikus
progredialé glomeruloszklerézis, ezen alloantigéantes modelljében is hatékonynak
bizonyult az IL-2 szintézis gatlasa, ami alatamaszzt a feltevést, hogy az IL-2
dependens mechanizmusok idegen antigén hianyapaiiolgyulladasos folyamatokban is
részt vesznek.

lokdlisan termelt névekedési faktorok iranyitjaloQ2 A TGF-3; kulcsszerepet jatszik a

fibrin termelésben és a kronikus fibrozis fontosdora (160). A kronikusan kildkvese
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allograftok biopszias mintéaiban (201) és kronikukddkodo patkany vese allograftokban
(202) a TGH3; expressziojat emelkedettnek talaltak, ami arra tmitagy ez a faktor
jelents szerepet jatszhat a kronikus allograft nephrapfdlyamataban. A TGB-at
kilonbod sejttipusok termelik, tobbek kozoétt a graftot linfil6 makrofagok és T-
limfocitak (25).

Mivel a TGF un. latens asszocialt peptidhez kovalensen k@taHTGF{f3 formajaban
szekretdlodik (201), az aktiv fehérje szoveti geimt nincs informacionk.
Tanulmanyunkban a TGE-MmRNS szintézisének fokozédasa a kontrol csoporitreli
kapcsolatot mutatott a sejtes infiltracié inteagéval. Ezen tulméen az
immunszuprimalt allatokban a TGF-termelés minimalisra csokkenésével parhuzamosan
a glomeruloszklerézis és intersticialis fibrozisrtake is minimalis volt. Mindezek alapjan
feltételezhet, hogy a TGH3 mMRNS szintje a szoveti hatasrol is nyujt inforndéci

A cyclosporinrél kimutattak, hogy stimulalja a T@Rermelését izolalf-sejteken (195),
tubularis sejteken és fibroblasztokban in vitrol(P@alamint in vivo: kezeletlen allatokban
a szérum TGR szintjét emeli. Nincsenek adatok azonban arraatkmzolag, hogy
hogyan hat a cyclosporin a T@r- szintézisére krénikus allograft nephropéatia soran.
Mivel a cyclosporinnal kezelt csoportban a vese @ssF{3; mRNS tartalma alacsonyabb
volt mint a kontrol csoporté, a cyclosporin lokali&F{f3 termelésre gyakorolt stimulalo
hatasa valdszitkeg elhanyagolhatd a sejtes infiltraciot gatld,igg a TGFB-t termeb
sejteket eliminalé hatashoz képest.

Egyre tbbb bizonyiték sz6l amellett, hogy a T Riellett a PDGF szintézise is jeléata
szOvet atépilési folyamatokban, igy a progresskivneruloszklerdzisban is (203). A
PDGF a mezangialis sejtek, biztosan a legtobbeigeitr és feltehéen leghatasosabb

mitogénje. Serkenti a mezangidlis sejtek TEBFtermelését és a fibroblasztok

Ve

V4

expressziot sikerdlt igazolni (203). Paul és mtkainikusan kil6kdé patkdny vese
transzplantatumokban a PDGF-receptor mRNS szirgggnifikAnsan emelkedettnek
talaltak (200). Mas patkanyvese allotranszplantatiézolé tanulmanyokban a sejtes
infiltrdci6 maximuma a 16. héten, Osszefliggést totitaa graft artérids simaizom
sejtieinek PDGF immunhisztokémiai fédésével (57). Béar kisérletinkben mind a
cyclosporin, mind a tacrolimus géatolta a PDGF szigét, hatasuk ével csokkentKezelt

és nem kezelt allatokban a PDGF szintézis a 166lh&t24. hétre fokozodott, annak
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ellenére, hogyaz infiltralo sejtek szama nagymeértékben csokkétizel nemcsak a
vérlemezkék termelnek PDGF-et, hanem mas sejtdklisa glomerularis mezangidlis
sejtek), elképzelhét hogy a glomerularis sejtproliferacid okozta megalis PDGF
termelés kovetkeztében 6nmagabséth folyamat alakul ki (205). Ennek értelmében a
PDGF termelés a kronikus allograft nephropatiadkgeogresszidjaban valosiileg
fontosabb, a TGPB-nal. Ugyanakkor, mig a tacrolimus és a cyclospa@inyds a
kronikus allograft nephropéatia korai fazisdban, &égyszer a vese heges &atépllése
megkezddott, az alloantigént fliggetlen folyamatok valnak dominansséa az ongetje
folyamatban és ezért az IL-2 szupressziotdl kevedhbi eredmény varhato.
Osszegzésképpen az IL-2 altal kozvetitett mecharspik folyamatos gatlasa lassitja a
aktivalta T-limfocitak is szerepet jatszanak a &whatban. A progresszido szempontjabél a
folyamat el$ felében fontos medidtor a TQFH-melynek szintézise az infiltralo, IL-2
aktivalta T-limfocitdk szamanak csokkentése réveéh géatolhatd. Hirehaladottabb
staddiumban a PDGF szerepe kerdt@lbe, és ilyenkor az IL-2 termelés gatlasara wény

terapiatdl mar kevés eredmény varhato.

Matrix metalloproteinazok szerepé&’

Az extracellularis matrix (ECM) felhalmozodasa, rarkkus allograft nefropatia (chronic
allograft nephropathy) egyik egyedi szovettani gelibje, felebs a progressziv
tubulointersticidlis fibrézisért (206). Az ECM fellmozodasat kivalthatia az ECM
megnovekedett szintetizézise vagy csokkent lebantégy a kett kombinécidja (207).

Az ECM koérforgasanakéf szabalyozéi a matrix metalloproteinazok (MMP-kD&2 és a
novekedési faktorok. Az MMP-k a cink-fuggnatrix-bonté enzimek egy nagy csaladjat
képezik, a kdiszovet és bazdlis membranok ECM-jét bontjdk le Y289 az MMP-k
agynevezett szoveti inhibitorai gatoljéket. Az MMP-k fontosak a szévet kialakitdsaban
€s gyogyulasaban szamos vesebetegség soran, ndiulpé@ glomerulonefritisz és a
progressziv vese fibrézis (210). A szubsztrat spadisuk alapjan ezeket alosztalyokba
soroljuk: kollagenazok (MMP-1, -8, -13), zselatiokz(MMP-2, -9) és sztromelizinek
(MMP-3, -7, -10, -11). Tovabba léteznek membramudip (MT)-MMP-k is (MT-1-4-

%4 Lutz J, Yao Y, Song EW, Antus Blamar P, Liu S, Heemann U: Inhibition of Matrix Metallopinases
During Chronic Allograft Nephropathy in Rats. Trptatation200527;79(6): 655-661
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MMP). A vesében és a vese atlltetéses modellekndraflograft kilokodés (211) és CAN
(206) tekintetében kiuléndsen az MMP-2 és -9 zselatikat tanulmanyoztak.

Az MMP-2 (zselatindz A) elssorban fibronektint és laminint bont le, mig az M9P
(zselatinaz B) a IV. és V. tipusu kollagéneket fmotd (212). Az MMP-3 (sztromelizin-1)
a bazalis membran fehérjéket részeséimgben, kilondsen a fibronektint (212). A vesében
a IV. tipusu kollagén jelen van a bazélis membréaok mig a fibronektin, a laminin és az
V. tipusu kollagén éfordul a tubulointersticialis matrixban is (212glenleg az MMP-k
szerepe a CAN Kkialakulasaban és progresszidjabanmaen egyérteltn Feltételezzik,
hogy az MMP-k, kiléndsen az MMP-2 és -9 a tububasticialis ECM-re és a bazalis
membranokra gyakorolt hatasuk miatt az atilteténiutakut fazisban a normalis
ECM/glomerularis bazélis membranok gyorsabb lelsaval megnovelhetik a
szOvetkarosodast, mig az atiltetés utanbidéisfazisokban az MMP aktivitasnak \ed
hatasa lehet a CAN progresszidja ellen, mivel csikkaz ECM felhalmozodasat és a
fibrozist.

Feltehetjuk a kérdést, hogy mi ismert az MMP-2 8s expresszi6janak intragraft
kinetikajarol az atiltetés utani korai szakaszBbajabban megnévekedett MMP-2 és -9
szinteket figyeltek meg tigchtiiltetés modell korai szakaszaban (213) és reisal®emia-
reperflzié utan (214). Akut vese-allograft kiikéses modellben az MMP-k differentalt
expresszidja volt megfigyelhietaz MMP-2 expresszidja megndvekedett és az MMP-9
expresszioja csokkent az atiltetés utaréi élsap soran (211). Tovabba, a poszt-ischemias
veseszbvetben valamint a tubularis epitéliumsegiegkbaz MMP-2 és MMP-9
megndvekedett, és az intersticialis sejtekbentébwaointersticialis részben lokalizalodott
(215). Tovabba ureter elzar6das korai fazisabaMii-2 és -9 termelése fokozodott
(216).

Az MMP-k, kulonésen az MMP-3 és az elasztaz szikt&pesek novelni az izolalt patkany
glomeruluszok in vitro albumin permeabilitdsat,téetlezhaien a glomerularis bazélis
membran bontasaval (217). Egy kutatocsoport a gloldmés bazalis membran hatékony
karositoiként azonositotta a sztromelizint és datisdzt (218). Ezt tamasztja ala a
mezangialis MMP-k lokalizacidja a mezangiolizisitetein és a glomerularis bazalis
membran diszrupcidé helyein, ami megegyezik az @nyi- 1.1 nefritisz sorén
megemelkedett MMP szintekkel (219). Bar a nefritedz ez a formaja nem hasonlithaté
0ssze kozvetlenll az atiltetés utani akut helyizatggyanakkor kdzvetlen glomerularis
sérulést jelent, amely hasonld az atiltetés saeliépd ischemia-reperflzidos séruléshez.
Tovabba, a BB-94 MMP inhibitor (batimastat) hatékam gatolta a simaizom sejtek
szaporodasat és migraciojat és a neointima kicdaltl veferek ballon-sériléses
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modelljében (220). Ezek az adatok kihangsulyozzakMMMP-k fontossagat az akut
szovetsérilések hatdsanak mérséklésében a kutHebéek kilonbdzsejttipusaiban.
Ugyanakkor felmeril a kérdés, hogy a#rehaladott vesebetegségek dds fazisaiban
megfigyelt csokkentett MMP aktivitas oka vagy kdketménye ennek a folyamatnak
(221). Az ECM lerakédasa a csokkent MMP expressidvetien ebrehaladott
fibrozisban megzavarhatja a tubularis epitél sefielaz intersticidlis fibroblasztok kzotti
a koélcsbnhatast. A normélis ECM homeosztazis megganoz fontos ez a kdlcsdnhatas.
Az ECM lerakddas ongerjesziehet, mivel a IV. tipusu kollagén - amely az E€lYik 16
komponense is — kblcsonhatasba lép a névekedésrdékal, mint példaul a trombocita
eredett ndvekedeési faktorral (platelet-derived growth éactPDGF), ezzel stimulédlva az
intersticialis fibroblasztok szaporodasat. Mindetérehaladott szdvetkarosodashoz
valamint szervelégtelenséghez vezet (222).

A novekedeési faktorokat, mint példaul a transzfddm@vekedési faktop-t (transforming
growth factor, TGFf) és PDGF-BB-t kapcsolatba hoztak a CAN kialakukwa@n és akut
vese ischemids-reperfuzidés k&rosodas utan kialapwb@ressziv fibrozissal (223). A
veseszovetekben a THEGszintje fokozott CAN-ban és ischemia-reperfazianukialakuld
fibrézisban (223). Meglépmaodon, az utobbi alatt az MMP-k aktivitasa és egpridja
csokkent.

A BAY 12-9566 egy butansav analdég, amely mint nezptjplszeii vegyllet géatolja az
alabb kovetked MMP-ket, sorrendben csokk&rmatékonysaggal: MMP-2 > MMP-3 >
MMP-9 (224). Az MMP inhibitorokat az onkologia téeten fedezték fel, mint olyan
anyagokat, amelyek képesek csokkenteni a tumorziopd, az angiogenezist és a
metasztazist, tehat igéretes eszkdzoknek bizonyiakaa rosszindulati daganatok
kezelésében (224). Az MMP-k azonban szintén be$olywtjadk a szoveti fibrozist,
kilondsen a CAN kialakulasa és progresszidja soran.

Feltételezztik, hogy az MMP-2, -3 és -9 gatlasataltetés utani korai fazisban csokkenti
a szovetkarosodast és hatraltatia a CAN progrgaszibig az MMP-2, -3 és -9 kéis
gatlasa a progressziv fibrozis folyamatat fokozhaaltal sulyosbitva a szovetkarosodast
és gyorsitva a CAN progresszidjat. Ennek medielelkiilonbo# fazisokban kezeltlink
patkanyoka a BAY 12-9566 MMP inhibitorral a CAN é&iketi allatmodelljében.

Eredmények:

A korai MMP gatlas csokkentette a 24-0ras fehérje ikalasztast

Az atlltetés utani efstiz napban alkalmazott MMP gatlasa BAY segitsébg@aY 0-10)
jelenbsen kisebb meérték fehérjevizelést eredményezett a kontrollokkal (VEBHLO)
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dsszehasonlitva a vizsgalatbszak végén (P < 0,05) (35. abra/a). Ezzel elleatethzok
az é&llatok, amelyeket az atlltetés utani 12.6hett 20. hétig kezeltiink (BAY 12-20)
jelentbsen tobb fehérjét Uritettek vizeletikkel a konbkiloz képest (VEH 12-20)
(P<0,05) (35. abra/b).

A kreatinin clearance magasabb volt a a korai Eariskezelt allatokban (BAY 0-10) a
kontroll csoporthoz képest, mig jelésen alacsonyabb volt a Kébi fazisban kezelt
allatokban (P<0,05) (23. tablazat). A csoportok dttiztestsuly és artérids vérnyomas
kilonbségek nem mutattak statisztikailag jeleneltérést a vizsgalati ddzak soran (23.

tablazat).

35. abra
Proteinuria

45

24-h protein excretion (mg/24h)
3 &

o

°
a
©
2
B

20
weeks after transplantation

B
(A) Fehérje kivalasztas az atlltetés utan a 46h&20. hétig, a transzplantacié utani 0. naptbdanapig
BAY 12-9566 vegydulettel (BAY 0-10A) vagy hordozéval (VEH 0-1Gs) kezelt allatok kérében. A matrix
metalloproteindz (MMP) gétlasa a transzplantacihiuels) 10 napban jelefisen alacsonyabb
fehérjevizelést eredményezett a kontrollhoz viszimay(*P<0,05). (B) A fehérje kivalasztas az atiéiteutan
a 4. hétil a 20. hétig, a transzplantacié utan 12.4iétt20. hétig BAY 12-9566 vegyiilettel (BAY 12-24))
vagy hordozoval (VEH 12-2G) kezelt allatok kérében. A transzplantacio utéhilétel 20. hétig kezelt
allatok jelendsen sulyosabb fehérjevizelést mutattak a kontralihszonyitva a 20. hét utan (*P<0,05).

23. tablazat
Funkcionalis adatok

BAY 0-10 VEH 0-10 BAY 12-20 VEH 12-20
Cl-kreatinin 1,7+0,2 1,5+0,2 1,2+0,1 1,610,2
(mL/perc)
vérnyomas 103,4+12,1 102,2+6,8 93,2+5,9 108,8+4,8
(mm Hg)
testsuly (g) 444 ,4+17,2 435,8+15,1 418,648,9 4388+

Kreatinine clearance, vérnyomas és testsuly alktsé¥gén: 20 héttel az atiltetés utan olyan &lza,
amelyeket BAY 12-9566 vegydulettel vagy hordozéwedddtiink a 0. naptdl a 10. napig (BAY 0-10, VEH 0-
10) vagy a 12. héit a 20. hétig (BAY 12-20, VEH 12-20) (atlag + SEBtlag standard hibaja))
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A korai MMP gatlas csokkentette a CAN és glomerulaglerdzis mértéket.

A CAN enyhébb volt a korai fazisban kezelt allatakb(BAY 0-10) (P<0,05) a kontroll
csoporthoz (P<0,05) viszonyitva, mig a ®#ls fazisban kezelt allatokban (BAY 12-20)
sulyosabb CAN alakult ki. (36. abra/a,b). Ezt jébsen enyhébb glomeruloszklerdzis
kisérte a korai fazisban kezelt allatokban (BAY @)-inint a kontrollokban (VEH 0-10)
(P<0,05). Ezzel ellentétben a kéfazisban kezelt allatokban (BAY 12-20) jelésen tobb
glomerulus volt szklerotikus , mint a kontrollokb@fEH 12-20) (P<0,05). (36. abra/c,d)

36. abra
Kronikus allograft nefropatia index (BANFF), és glaneruloszklerdzis
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(A) A kronikus allograft nefropatia (chronlc allagt nephropathy, CAN) meértéke 20 héttel az atistetdn
a BAY 0-10, BAY 12-20, VEH 0-10 és VEH 12-20 csdpdban. @, enyhe CAN;:;, kozepes CANnm,
stlyos CAN). A transzplantacié utani 0. naptdl a h@pig BAY kezelést kapott allatoknal (BAY 0-10)
jelentsen enyhébb volt a CAN mértéke a kontrollokkal ékssonlitva (VEH 0-10).(P<0,05). A
transzplantacié utani 12. héltt20. hétig kési BAY kezelést kapott allatoknal (BAY 12-20) azomba
sulyosabb CAN alakult ki, mint a kontrolloknal (VEE2-20).(*=P<0,05).

(B) Tubulointersticidlis fibrdzis tubularis atréfidl (x100, kiskép x400; Masson trikrom).

(C) Glomeruloszklerézis 20 héttel a transzplantéatéin BAY 12-9566 vegyllettem] vagy hordozévald) a
0.-tél a 10. napig (BAY 0-10, VEH 0-10) vagy a 1&t6l a 20. hétig (BAY 12-20, VEH 12-20) kezelt
allatokban. A transzplantacié utani 0. naptél a @@pig BAY kezelést kapott allatoknal (BAY 0-10)
jelentisen enyhébb volt a glomeruloszklerézis mint a lalldkban (VEH 0-10) (P<0,05). A transzplantacio
utani 12. hétll a 20. hétig BAY kezelést kapott allatoknal (BA2-20) a kontrollokhoz képest (VEH 12-20)
tobb szklerétikus glomerulus alakult ki.(*P<0,05).

(D) Szklerdtikus glomerulus, kis artériak vaszkubaval (kiskép) és perivaszkularis limfocita itréiciok
(x200, perjodsavas Schiff reakcio)

V4

A kontrollokhoz képest (VEH 12-20) (P < 0,05) a&dazisban kezelt allatok (BAY 0-10)
jelenbsen enyhébb volta az ED1-pozitiv makrofag infilibdd/EH 0-10) (P <0,05), mig a
késsi kezelés (BAY 12-20) jelefisen nagyobb szamu, az atlltetett graftba infiltrald

makrofagot eredményezett (37. abra). Az atiltesetivetbe infiltraldé OX-19 pozitiv
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limfocitdk szamaban nem volt szignifikans eltéréiseaelt allatok és a kontrollok k6zott

(nem kozolt adatok).

37. abra
A makrofagok infiltracidja az atiltetett szovetben20 héttel a transzplantacié utan

* 4
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BAY 12-9566 vegyiilettela) vagy hordozdévaldf) a 0. naptél a 10. napig (BAY 0-10, VEH 0-10) vag$?2.
héttsl a 20. hétig (BAY 12-20, VEH 12-20) kezelt llat@it. A korai BAY kezelést kapott allatoknal (BAY
0-10) jelendsen alacsonyabb volt az ED1-pozitiv makrofagok szam atiltetett szévetben a kontrollhoz
viszonyitva (VEH 0-10) (*P<0,05), mig a kiékezelés (BAY 12-20) a kontrollhoz (VEH 12-20) zimyitva
jelentisen nagyobb szamu, az atiltetett szovetbe inbtiimakrofagot eredményezett (*P<0,05).

A novekedési faktor mRNS szintek megemelkedtekséi k&zelést kapott allatokban.

A korai fazisban kezelést kapott allatok (BAY O-Hcsonyabb TGB: mRNS szintekre
valé hajlamot mutattak a kontrollokhoz képest (VB#0)(P>0,05) (38. abra/a) PDGF-B
MRNS szintek hasonléak voltak a korai kez&lésoportban (BAY 0-10) és a kontroll
csoportban (VEH 0-10). (38. abra/b) A &Efazisu kezelést kapott allatok (BAY 12-20)
jelentbsen magasabb TGh- és PDGF-B mRNS szinteket mutattak mint a kontkollo
(VEH 12-20) (P<0,05) (38. abra).

Megbeszélés

A vizsgalat sordn BAY 12-9566 vegylletet, az MMP-2,és -9 inhibitorat alkalmaztuk
patkany CAN modellben. Az MMP-k gatlasanak kiulénbbatasai voltak a vese-atlltetés
utan eltelt idtol fiuggéen. Mig a kontrollokhoz viszonyitva az MMP-k korgatlasa
jelensen javitotta a graft funkciojat és morfologigjatkesi MMP gatlas jelerisen
rontotta a graft funkciogjat.

Erdekes megjegyezni, hogy a jotékony hosszl tawdsbkat egy, a poszttranszplantacios
fazis elején alkalmazott rovid kezeléssel értiikaatjkor a legjelerdisebb az alloantigén-
fuggd faktorok graft karosité hatasa. Eredményeink megegek egy tld atlltetéses
modellben megfigyeltekkel, ahol a korai MMP gatkxintén javitotta az atultetés sikerét,
kilondsen az ischemia-reperflzios karosodas tdkiee (213). Az MMP-k fontossagat
az akut szovetkarosodasok meérséklésébefsenr alatamasztia az MMP-9 célzott

gatlasanak véidhatasa a szovetkarosodasra miokardialis ischespieriizios modellben
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(225). Tovabba, egy akut vese-allograft kiddiesi modellben a fehérjevizelés csdkkent az

atlltetést koveét hét napos MMP gatld kezelés hatasara (211).

38. abra
TGF- p és PDGF mRNS szintjei 20 héttel az atiltetés utan
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(A) Transzformalé novekedési faktpr{transforming growth factor TGB} BAY 12-9566 vegyulettel
(w)vagy hordozovald) a 0. naptdl a 10. napig (BAY 0-10, VEH 0-10) vagyl 2. hétil a 20. hétig (BAY
12-20, VEH 12-20) kezelt allatoknal. A korai BAY Zedést kapott allatokban (BAY 0-10) alacsonyabb TFG
B; mRNS szinteket mértiink, mint a kontrollokban (VBHO0), mig a ké§ kezelést kapott allatokban (BAY
12-20) a kontrollokhoz (VEH 12-20) viszonyitva magbhb TFGf; MRNS szinteket mértiink(*P<0,05).

(B) A trombocitdbdél szarmaz6 névekedési faktor Btglet-derived growth factor, PDGF-B) mRNS szintje
20 héttel az atiiltetés utan BAY 12-9566 vegyuldu@lagy hordozdvald) a 0. naptdl a 10. napig (BAY O-
10, VEH 0-10) vagy a 12. hétta 20. hétig (BAY 12-20, VEH 12-20) kezelt allaté4. A PDGF-B mRNS
szintek hasonl6ak voltak a korai kezdéléssoportnal (BAY 0-10) és a kontrollnal (VEH 0-10jhig a
transzplantacié utani 12. hétta 20. hétig k&8 BAY kezelést kapott allatoknal (BAY 12-20) a
kontrollokhoz (VEH 12-20) viszonyitva jeldien magasabb PDGF-B mRNS szintek mutatkoztak
(*P<0,05).

A kisérleti elrendezésiinkben a korai BAY 12-956@&dtés a transzplantacio utani O.
naptol a 10. napig egybe esett a CAN modellinkétékepe# 10 napos Cyclosporin A
kezeléssel. Nem valdsfirazonban, hogy a Cyclosporin A kezelésnek flggétliatasa
volt, mivel a kontroll allatok szintén ugyanazt gadsporin dozist kaptak anélkil, hogy a
CAN kialakuldsa szempontjabdl jotékony hatast égievolna. Masrésat, a BAY 12-
9566 6nmaga is befolyasolhatja a Cyclosporin pldmtaszintjeit, amelyek hatassal
lehetnek a graft gyulladasos folyamataira é€s haséppen a kalcineurin-inhibitorral
kapcsolatos nefrotoxicitasra. Azonban mind a BAY-95B6 vegyullettel, mind a
hordozoval kezelt allatoknal hasonlé vérnyomasiésit infiltraciot tapasztaltunk. Igy
tehat nem valdszin hogy a BAY 12-9566 megemelkedett Cyclosporin tekinez
vezetne.

A graft akut kdrosodasa utani korai fazis sorannkéthanizmus jatszhat szerepet az ECM
degradacio fibrozist étegit hatasaiban. BbkzOr, a vese akut karosodasa (példaul
ischemia-reperfazié vagy atultetés utan) (211)é&seat normalis ECM héalozat felborulasa
aktivalhatja a mezangidlis sejteket (226), amelg#klaban a nyugalmi, nem fibrogén
fenotipusban allapotban vannak. A V. tipust kdildgl, laminintsl és

proteoglikanokbdl allo ECM-el valé érintkezésuktbiitja nyugalmi éllapotukat (227). A
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normalis ECM-el valé kontaktus elvesztése kovetdezh |étrejo& mezanglidlis sejt
aktivaciét in vitro medfigyelések tamasztjak ala: a matrix eltdvdditas nyugalmi
helyzetben |&% mezangialis sejteket profibrogén myofibroblasZmsotipussa alakitotta
at. A myofibroblasztok fontos szerepet jatszanaljaaneruloszklerdzishoz és a fibrozis
progresszidjaban (228). igy a korai MMP gétlas liogeaftokban edsegitheti a fiziologias
ECM medrzését. Ez a profibrogén sejtek, mint példaul a angiélis sejtek vagy
intersticialis fibroblasztok kisebb mériékaktivalasat jelentheti, ami a CAN lassabb
proressziajat eredményezi.

Méasodszor, az ECM fragmensek, melyek MMPok aktbatésoran keletkeznek, a
leukocitak szdméra kemotaktikus faktorokként éstkmulatorokként viselkedhetnek, igy
indukalhatjak a leukocitdk osztodasat, Grtbrters kilépését és aktivalasat. Tovabba az
MMP-k hasithatjak a kemokineket, igyésithetik gyulladas serkehhatasukat (229). Az
MMP-2 és -9, amelyeket az aktivalt T-sejtek is telmetnek, ésegithetik a gyulladasos
sejtek érBl tortérs kilépését és migracidjat a gyulladas helyére (2P¥ntosabban, a
fibronektin ebsegitheti az olyan gyulladasos sejtek koétbdésént rai monocitak és
ersitheti a citokin és MMP termelést, igy sulyosbitvagyulladast és a fibrozist (230).
Tovabba, az MMP-k bazalis membran karosito hatksedda az endotél sejteket (231).
Ez szintén hozzjarulhat a leukocita/monocitatidfiiohoz, igy disegitve az intersticialis
fibrozist. Tény, hogy kisérleteinkben az MMP-k Kogaitlasa csokkentette a makrofag
infiltraciot. igy tehat a korai MMP géatlas kedvehatasai szarmazhatnak a csokkentett
leukocita/monocita infiltraciobol is, amihez hozrdjl a kemoattraktansok termelésének
vagy az endotél sejtek aktivaldsanak a gatlasa is.

Eredményeinkkel ellentétben, az MMP-k gatlasa vissbemia-reperfizios modellben
nem javitotta a szerv funkcigjat vagy a morfologiagkifejletet (232). A szeék azonban
eltés MMP inhibitort alkalmaztak és a karosodas bekéyatk utani 24 oras megfigyelési
id6szak tul rovid lehet a kisérleti csoportok kdzétignifikans kilonbségek észleléséhez.
A korai MMP gatlads kedvézhatdsaival ellentétben, a késleltetett BAY 12-9k68elés
rontotta a graft funkciojat és sulyosbitotta a CANa graftok sulyosabb
glomeruloszklerdzisaval parhuzamosan. Udyik tehat, hogy az MMP-k csokkent
aktivitdsa kapcsolatba hozhaté a fibrozis progiégszal olyan kronikus vesebetegség
modellekben, mint példaul diabétesz mellitus (238)egedés (234) vagy nefrozis-
szindroma (235).

Az adatok azt sugalljak, hogy cstkkentett MMP adidi vagy expresszid esetén az
intracellularis fehériék és az ECM alkotéelemek h&inozdédasa hozzajarul a
glomeruloszklerdzis és tubulointersticialis fibr®zkialakulasdhoz. Az ECM csokkent
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degradacioja az disorban I. és lll. tipusu, dldlegesen az intersticiumbansfeirduld
kollagént®l allé fibrillaris matrix netté ndévekedéséhez vezamely tovabb indukélja a
glomeruléaris hipertrofiat, a glomerularis bazaliembran vastagodasat és a mezangium
felszaporodasat (236).

A vizsgalatunk soran a patoldgiai elvaltozasokseskent vese funkcié mellett az MMP-k
kési gatlasa fokozott TGB- és PDGF-B ldnc mRNS-ek szintézist eredményezett. E
szarmazhat a mononukleéris sejtek, (limfocitak éknofagok) fokozott infiltracidjabdl,
ami szintén stimulalhatja a jelen tesejteket ezen névekedési faktorok termelésére.

A TGF-B-t és PDGF-B-t atlltetett vesékben az infiltraljiedee és fibroblasztokra tovabba
glomerulosokra és érfalra lokalizaltak (202). A K@dMP gatlas utan fokozott makrofag
infiltraciot is megfigyeltiink. Tovabb4, a TGFnem csak szamos métrix komponens,
példaul az I., Ill., IV. és V. tipusu kollagénekfilaronektin, a laminin és a proteoglikanok
szintézisét fokozza, hanem csokkenti az MMP aléstits (237). Ennek eredményeképpen
a novekedési faktorok részveétele az MMP gatlasdediigi korét eredményezheti, amely
végul ebseqiti az allograft fibrozist és a CAN progressziop névekedési faktor mRNS
szintek azonban nem kulonboztek szignifikdnsan sgérldt soran korai MMP kezelést
kapott allatokban. Ennek oka lehetett, hogy a néséki faktor szintek a transzplantaciot
kdvet hosszabb idl eltelte utan lassan emelkedtek.

Osszefoglalasképpen megallapithatjuk, hogy az MMFRatlag a kozvetlen
poszttranszplantacios dgzakban enyhitheti a CAN-t, feltételezieat a fiziologias ECM
lebontasanak gatlasaval, ami a kemoattraktansokpréfbrogén faktorok csékkent
termelésével jar. Ugyanakkor az MMP gatlagsegiti a CAN progresszidjat, ha a
transzplantacié kés fazisaiban alkalmazzuk a kezelést, feltételedeta feleslegesen
termebdé intersticialis ECM cstkkent bomlasa révén. Ez samjallja, hogy az MMP-k
CAN kifejlédéseben és progresszidjabanitatl fliggéen valtozd patogenetikus szerepet

jatszanak.
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Nemi hormonok szerepé %)

Kronikus veseelégtelenség kifgjiése Bkben lassabb, mint férfiakban. Ujabban
feltételezik, hogy a & nemi hormonok, példaul az dsztrogének, tedek lehetnek adk
progressziv vesekarosodas iranti kisebb fogékogsa (2 38).

Glomerulosclerosis és atherosclerosis patogenexiskbzos elemek lehetségesek.
Felvetették, hogy az 06sztrogének renoprotektiv daataaldszifileg a glomeruléris
mesangialis sejtekre gyakorolt hatasukkal kaposslahasonlé modon, mint az
0sztrogéneknek az ér simaizomsejtjeire gyakoroltadaa atherosclerosisnal. Ezt az
elméletet tamasztja ala, hogy 6sztradiolr6l kintatat hogy gatolja a sejtszaporodast,
valamint az | és IV tipusu kollagén szintézisétgélja a transzformalé névekedési faktor
(TGF) 3 és/vagy a trombocita-erefiebdvekedési faktor (PDGF) kozvetitette IV tipusu
kollagén expressziojat mesangialis sejtekben (23%).0sztradiol tovabba serkenti a
matrix-metalloproteindzok szintézisét mesangialgjtegkben, amely arra utal, hogy
Osztrogének korlatozhatjdk a glomerularis hegesedématrix bontdsanak fokozasaval
(240).Az 6sztrogen jétékony hatasat allograft nephthiaban is leirtdk (241).

Az 0Osztrogének renoprotektiv tulajdonsagait azonbarkdzelmultban kétségbe
vontak. Baylis és munkatarsai (242) arrol szamoltak hogy fistény patkanyokban a
korral jaré glomerulopathia 6sztrogénekkel nem lydfaolhaté. Hasonloképpen Mulroney
és munkatarsai (243) bizonyitottak, hogy ovariedémak nincs hatasa glomerularis
hypertrophia és glomerularis karosodas ofilsére uninephrectomizalt ésiény
patkanyokban. Végul pedig elhizott Zucker-patkamgk €s analbuminémias Nagase-
patkanyokban 6sztradiol adagolasa rontotta a vekeidt €s kiterjedt glomerulosclerosist
okozott (244).

Felvetették, hogy a progeszteronnak dsztrogénngltegalé adasa modosithatja az
O0sztrogén cardio- és atheroprotektiv hatasat. Edyeatok az 0Osztrogén kedvez
hatasainak csokkenését figyelték meg (245), mig masgalatokban a progeszteron
adasanak semmilyen kedwden hatasar6l nem szamoltak be (246). Mindazonkdteés
informacio all rendelkezésre arrdl, vajon progesmtedsztrogénekkel egyttt valé adasa

befolyasolja-e dsztrogének vesekarosodasra kiféjeasat.

% Gross ML, Adamczak M, Rabe T, Harbi NA, Krtil Jogh A,Hamar P, Amann K, Ritz E Beneficial
effects of estrogens on indices of renal damagminephrectomised SHRsp rats J Am Soc Nepi0D4
15: 348-58

% Antus B,Hamar P, Kékény G, Szollosi Z, Mucsi |, Nemes Z, RosivailEstradiol is nephroprotective in
the rat remnant kindey. Nephrol Dial Tran200318: 54-61
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A néi nemi hormonok szerepét vizsgald éelsanulmanyunkban 6sztrogének
progressziv glomerulosclerosis kifgjesében jatszott szerepét vizsgaltdktény Wistar-
patkanyok szubtotalis vese ablatiojat kdeet Vizsgaltuk tovabb, vajon progeszteronnak
dsztrogénnel egyutt tortéradasa befolyasolja-e 6sztrogének hatasat ebbagaatatban.
Végul pedig tanulmanyoztuk, a TQ¥Fra és PDGF-re, amelyek a glomerulosclerosis

jelenleg ismert legfontosabb névekesi faktoraztem®id bi nemi hormonok hatnak-e.

A n6i nemi hormonokkal kapcsolatos kisérletes vizsgalatllentmondasos adatainak
attekintése kozben elhataroztuk, hogy Ujra megeipsg az 0sztrogének a progressziéra
kifejtett hatasat egy enyhébb vesekarosodassapgitikanymodellben is, hogy behatébban
tanulmanyozhassuk a vese morfometriai elvaltozab#itel az emberi betegségekben a
nemi hovatartozas hatasa nagysagrendekben rééraga kovetkeztettink, hogy az
0sztrogének mennyiségi tekintetben nem jatszhatfiakzerepet. Ezért valasztottuk az
uninephrectomizalt (UNX), spontan hipertenziv (SHRpatkanymodellt, gy gondolva,
hogy a viszonylag kismértékhatasok konnyek kimutathatatlanok maradhatnalglyen
modellt valasztunk, amelyben a vesgddés gyorsan elveszik (mint a korabbi kisérletben
alkalmazott, subtotalis nephrectomia modell).

A nemi hormonok hatasai elt@k lehetnek a vese kulonkbzeriletein (247) és
felteheben az UNX utani maradék vese kompenzacidés novekesésan (248). Ezért,
kvantitative elemeztik a vese zonainak keresztmigtsza glomerulus-térfogatokat,
glomerularis sejtek szadméat, a glomeruluskarosoutégixeket, és a glomeruluskarosodéas

mediatorait.

Eredmények

Osztrogének és progeszteron hatasai vese ablaoibsllben

Kisérleti allatok funkcionalis adatai

A vizsgalat kezdetén a testsulyok hasonldak volelkmennyi csoportban (1. tablazat). A
24. héten a vehikulummal kezelt, ovariectomizalt VXD patkanyok testsulya
szignifikansan nagyobb volt, mint az intakt (INTggy a nemi hormonnal kezelt allatoké
(E, E+P). A nemi hormonnal kezelt &llatokndl inkabsbkkent a testsuly az intakt
patkanyokhoz képest.

A méh sorvadasat ovariectomia teljességének érygetrdjenek tekintik. A meéh
sulya, valamint a méhsulynak a testsulyhoz viszottyaranya szignifikansan kisebb volt a
vehikulummal kezelt, ovariectomizalt (OVX) allataddna vehikulummal kezelt, intakt
patkanyokhoz képest (INT) (1. tabladzat). Az Oszbrggotlas 6nmagaban (E) vagy
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progeszteronnal kombinacidban (E+P) a meéh sulyabriia szinten tartotta, az intakt

petefészekkel rendelké&allatokéhoz.

24. Tablazat
A testsulyok és a méh sulya a vese ablatiojanakdpontjaban és 24 héttel késbb.
Allatok Kezelés n Testsuly (g) Méh sulya (gMéhsuly/testsuly
Vese 24. hét
ablatio
Intakt Vehikulum (INT) 8 173+2,9 29349 | 0,2%0,04 0,000640,00012
néstények
Ovariectomi- | Vehikulum (OVX) |8 198t8,2 34520,3 [ 0,08:0,0° |0,000220,000038
zalt rsstények| Osztradiol (E) 7 17745,2 26@8,8 |0,19:0,02 0,000810,00008
Osztradiol+progesz-| 8 180+4,1 25@9,1° |0,18:0,02 0,000740,00009
teron (E+P)

& P<0,005vs vehikulummal kezelt, intakt allatok (ANOVA)
P<0,01vsvehikulummal kezelt, intakt allatok (ANOVA)
°P<0.01vsvehikulummal kezelt, ovariectomizalt allatok (AN@Y

Funkcionalis vizsgalatok
A 24. hétre a vehikulummal kezelt, ovariectomiZdliaitokban szignifikansan kifejezettebb
volt a proteinuria a vehikulummal kezelt, intakth@anyokhoz képest (OVX, 5566112,4
0dsszehasonlitva INT 2832 47,5 mg/24 hP < 0,05, ANOVA) (39. abra). Tovabba a
szérum kreatinin szintje emelkedett, és ezeknélatkapyoknal a kreatinin-clearance
bes#ikilt (25. Tablazat). Az 6sztradiolpétlas az kozebkt patkanyoknél megfigyelltet
szintre csokkentette mind a proteinuriat (E, 286,39,1 6sszehasonlitva OVX, 5566
112,4 mg/24 hP < 0,05, ANOVA), mind a szérum kreatininszintjét, ddaléképpen a
kreatinin-clearance az Osztradiollal kezelt alldEk jobban megmaradt, mint a
vehikulummal kezelt, ovariectomizalt patkanyokn&. progeszteronnak &sztradiollal
egyutt valé adasa inkabb negativ iranyba befolyasat dsztradiol kedvézatasait mind
a vizeletben kivalasztott fehérje (E, 28&,489,1 mg/24 h 6sszehasonlitva E+P, 383,6
62,6 mg/24 h), mind a szérum kreatinin tekintetéloenezek a kilonbségek statisztikailag
nem voltak szignifikAnsak.

Az ovariectomia a plazma fB70sztradiol-szintjének szignifikans csokkenésétzako
(25. Tablazat). A csak dsztradiollal (E) vagy preggeronnal kombinacioban (E+P) kezelt
patkanyokban az 06sztradiolszint az irodalomban rdaki, réstény patkanyokra leirt
tartomanyba esett (249), és nem kulonbozo6tt siigméan az ebben a vizsgalatban a
vehikulummal kezelt, intakt allatok érték#it(amelyeket véletlenszigen vettink az
Osztrus ciklus soran). Az egyik oOsztradiollal kézphtkanynal kilénlegesen magas

Osztradiolértéket tapasztaltunk (> 300 pg/ml),aezéllatot kizartuk a vizsgalatbol.
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Az ovariectomia a szeérum progeszteron koncentrdicidg csokkentette (25.
Téblazat). Progeszteronnak az 0sztradiol kezeléssgglutt valé adasa (E+P) az
irodalomban eddig kdzo6lt adatokhoz (249) és az mbdevizsgalatban vehikulummal

kezelt, intakt allatokhoz (INT) hasonlé progeszterkoncentraciot eredményezett a
plazmaban.

39. abra

Proteinuria.
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*P < 0,05vs vehikulummal kezelt, intakt allatol®R < 0,05vs vehikulummal kezelt, ovariectomizalt llatok

25. Tablazat
Artérias vérnyomas eés szérumértékek atlaga
Allatok Kezelés Artérias | Kreatinin | Kreatinin- | 17p- Progeszterof
vérnyomas | (umol/l) clearance osztradiol (ng/ml)
atlaga (ml/min/100 | (pg/ml)
(mmHg) g testsuly)
Intakt Vehikulum (INT) 96,2t4,4 58,24,1 0,2%0,02 67,618,2 43,685,6
néstények
Ovariectomi- | Vehikulum (OVX) |110,39,7 | 84,812,9 |0,19:0,04 23,12, 18,94, 7
zalt rsstények | Osztradiol (E) 92+9,1 53,929 |0,28:0,11 76,316,6 23,1+3,6
Osztradiol+progesz{93,54,3 | 62,23,9 | 0,2@0,01 | 68,49,3 50,7%4,6'
teron (E+P)

4 P<0,05vs vehikulummal kezelt, intakt allatok (ANOVA)
PP<0.01vsvehikulummal kezelt, ovariectomizalt allatok (AN@Y
°P<0,01vsvehikulummal kezelt, intakt allatok (ANOVA)
9P<0.005vs 17B-6sztradiollal kezelt, ovariectomizalt allatok (AN®)

Az artérias vérnyomas atlag értéke a vehikulummakek, ovariectomizalt
allatokban volt a legmagasabb, de a csoportok kddiitnbség nem volt szignifikans (25.
Tablazat). Hasonldképpen a lipidszintek, mind awsmrékoleszterin-, mind a triglicerid
szintje hasonlo volt a csoportok kdzott a teljesetdsi idszak alatt (40. 4bra). A 24. hétre
azonban a koleszterinszint valamennyi csoportbtamealyest emelkedett.
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40. abra

Lipid szintek
B
25 -
A - INT
5- ]
~4-INT , - OVX
1 |=*E
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A: Szérum koleszterin.
B: Szérum triglicerid.

SzOvettani vizsgalat

Szignifikdns glomerulosclerosis alakult ki az oeatomizalt, vehikulummal kezelt
patkanyokban (OVX) az intakt patkanyokhoz képestTjl (3. tablazat). Szignifikans
novekedést tapasztaltunk a tubulointerstitialisoiisban is az ovariectomizalt allatokban.

Glomerulosclerosis szignifikansan csokkent az asibtlal kezelt allatoknal (E) a
vehikulummal kezelt, ovariectomizalt allatokhoz &&p(OVX) (26. Tablazat). Ezekben az
allatokban a kisebb mértélglomerularis karosodassal parhuzamosan a tubatstittalis
karosodas is enyhébb volt.

Mind a glomerulosclerosis index, mind a tubuloistiialis fibrosis mértéke
nagyobb volt azokban az éllatokban, amelyek konibinédmihormon-pétlasos terapiat
kaptak (E+P) azokhoz az allatokhoz képest, ametgak Osztradiol kezelést kaptak (E);
ezek a kuloénbségek azonban nem voltak szignifikaii®8. Tablazat). Ugyanigy sem a
glomerulosclerosis index, sem a tubulointerstiialifibrosis nem kulonb6zott
szignifikansan a kombinalt hormonpdétlast kapo ékatl (E+P) és a vehikulumot kapo
allatoknal (OVX).
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26. Tablazat
A maradékvese-modell szovettani jellentd

Allatok Kezelés Glomerulosclerosis indgkubulointerstitialis
(0-3) karosodas indexe (0-3)
Intakt stények Vehikulum (INT) 1,5+0,18 0,7%0,25
Ovariectomizalt fistények| Vehikulum (OVX) 2,4+0,25' 1,88:0,3C°
Osztradiol (E) 1,3:0,17° 0,710,18
Osztradiol+progeszteron| 1,9+0,24 1,5@0,33
(E+P)

4 P<0,05vs vehikulummal kezelt, intakt allatok (Kruskal-Wallvizsgélat)
®P<0.05vs vehikulummal kezelt, ovariectomizalt allatok (KkasWallis vizsgélat)

41. abra
Novekedési faktor expresszio

3.5

BTGF-R1

37 OPDGF-A

2.5 4

2

factor/B-actin

1.5 - §
11 §

0.5 A

0 - T
INT ovX E E+P

TGFf1 és PDGF-A-lanc mRNS-expresszidja maradékvese-ihedea vizsgalat végén. P*< 0,05 vs
vehikulummal kezelt, intakt &llatoRP < 0,05vsvehikulummal kezelt, ovariectomizalt allatok)
Molekularis vizsgalat

A TGF-31 és PDGF-A-lanc semikvantitativ PCR-rel kimutatotRNS-expresszidja a
vesefibrozis mértékével parhuzamosan alakult (4dra)a Ovariectomia a PDGF-A
expressziojanak kb. kétszeres ndovekedését vakotavehikulummal kezelt allatokban
(OVX, 2,1+ 0,3vsINT, 0,9+ 0,1,P < 0,01, ANOVA). A TGFB1 mRNS-szintje szintén
fokozddott a vehikulummal kezelt, ovariectomizathanyokban (OVX, 2,% 0,4VsINT,
1,4 + 0,2), azonban ezek a kulonbségek nem voltak dikgnsak. Az Osztradiolpotlas
csokkentette mind a TGE: (OVX, 2,7+ 0,4vsE, 1,1+ 0,2,P < 0,05, ANOVA) , mind
PDGF-A expresszigjat (OVX, 24 0,3vsE, 0,6+ 0,1,P < 0,005, ANOVA). Azokban az
allatokban, amelyek 6sztradiolt progeszteronnal lkiodcioban kaptak, kissé emelkedett a
TGF$31 (E+P, 1,5t 0,3vsE, 1,1+ 0,2) és a PDGF-A expresszidja (E+P), 4,6,3vsE,

0,6+ 0,1) az 6sztradiollal kezelt patkdnyokhoz képest.
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Uninefrektomizalt (UNX) Spontan hipertenziv (SHR¥tkanyok 6sztradiol

kezelése

Funkcionalis eredmények

Uninefrektémizalt és ovariektomizalt (UNX/OVX) &ltkban, az 06sztradiol beadasa

csokkent taplalékfelvétellel jart (27. Tablazat, Z&blazat), az 6sztriolnak viszont nem

volt ilyen hatasa. A csoportokban mért testsulyokdit nem volt szignifikans kilénbség,

kivéve, hogy az 0Osztriollal kezelt UNX/OVX allatokestsulya nagyobb volt. A

vesesuly/testsuly arany szignifikansan magasablh a&ml UNX/OVX allatokban. A

perfusioval fixalt uterusok sulya szignifikansaraaonyabb volt a vianyaggal kezelt
UNX/OVX allatokban, mint a kisérletben szer@pdbbi csoportban.

27. Tablazat
Az allatokrol a kisérletek végén kapott adatok
Testsuly | Veseslly | Sys RR | Albuminuri | Se [1B-02] | Se[T] (ng/dl) Uterus
(9) (9) (Hgmm) | a (mg/24 h)| (pg/ml) sulya (9)
UNX/OVX al + vivéanyag ( | 217 +9 0,98 = 191+17 | 1,10 129+ 16,0+6,6°% | 1.15+
=0) 0,084 0,46’ 9,23¢ 0.7
UNX/OVX &l + 173- 191+7 | 1, + 191+24 | 1,12+ 102+60,0 | 205+5°F9 | 1.32+
osztradiol-3-benzoan(= 10) 0,08"° 0,52 0.2%
UNX/OVX + vivéanyag 6= | 203+ 9 | 1,54 + 192+23 | 254+852 80+592| 6,0+28 0.49 +
10) 0,1¢ 0.14
UNX/OVX + 17B-0sztradiol- | 192 71163+ 209+17 | 154+ 101+94,4 9,3+£4,13 0.89 +
3-benzoatif = 11) 0,27 6,12 0.1¢
UNX/OVX + @sztriol n=9) | 235+13| 1,39+ 178+21 | 6,54+ 11,3 + 56+2,78 0.74 £
0,12 2,24 3,87° 0.14
ANOVA P<0,05| P<0,05 NS P < 0,05 P < 0,05 P < 0,05 P <0.05
2UNX, egyoldali nephrectomizalt; OVX, ovarectomizal#B-02: 1B-O2ztradiol-3-benzoat, Se[T]: tesztoszteron
koncentracié
PP < 0,05versusUNX/OVX + vivéanyag.
°P < 0,05versusUNX/OVX + 17B-6sztradiol-3-benzoat.
bp< 0,05versusUNX/OVX + dsztriol.
°pP < 0,05versusal + 1B-6sztradiol3-benzoat.
28. Tablazat
A kivélasztott vegyiletek koncentrcidja a plazmaba a kisérlet végén
Kreatinin Urea Koleszterin | Trigliceridek | HDL LDL
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) Koleszterin Koleszterin
(mg/dl) (mg/dl)
UNX/OVX al + vivéanyag = | 0,55 * 53,0+ 107 69,1+ 17,04 | 64,3 +5,96¢ 29.22 +12.7%8°
9) 0,18 17,4° 14,6°°¢
UNX/OVX &l + 173- 0,48 + 44,8 + 107 + 83,9+253 | 60,7+8,3t"° | 29.1+12.68"
osztradiol-3-benzoan(= 10) | 0,06*° 5,07° 16,3P¢
UNX/OVX +vivéanyagh= | 0,68+0,15| 715+ | 148+24,0 | 738+32°4 | 87,6 11,7 452 +11.9
10) 11,1
UNX/OVX + 17B-6sztradiol-3-| 0,63 + 72,8 + 144 + 31,3 117 £ 30,2 72,2 +18,3 47.56 +18.3
benzoatif = 11) 0,09 16,03
UNX/OVX + 6sztriol (0= 9) 0,53 55,4 + 133+16,3 75,0 +21°3 | 83,1+ 6,62 35.0+14.7
0,06 4,6*°
ANOVA P<0,05 P<0,05 | P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0.05

4P < 0,05versusUNX/OVX + vivéanyag.

bp< 0,05versusUNX/OVX + 17B-0sztradiol-3-benzoat.

°P < 0,05versusUNX/OVX + &sztriol.
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A vérnyomas tekintetében nem volt szignifikans kibkeg az egyes csoportok kozott. Az
UNX/OVX allatokban szembesz6&n sulyos albuminuriat figyeltink meg. Az
albuminexcretio mindkét 0Osztrogén hatdsara szigmian lecsokkent. Az dsztradiol
koncentracidja a plazmaban magasabb volt az osaltedkezelt, al-operalt és UNX/OVX
allatokban. Az 6sztriollal kezelt allatokban neraliank valtozast az 6sztradiol plazméaban
az UNX/OVX csoportokban, mint az al-operalt alldiah, és a tesztoszteron koncentracioét
nem befolyasolta az 6sztrogénkezelés.

A kreatinin és urea koncentracioja szignifikAnsaagasabb volt a vlanyaggal kezelt
UNX/OVX allatokban, mint az al-operaltakban. Az ftisgénkezelés szignifikansan
lecsOkkentette a kreatinin koncentraciokat, de caakosztriol csOkkentette az urea

koncentracigjat is (28. Tablazat).

Morfologiai vizsgalatok eredményei

Az UNX/OVX allatok szignifikhnsan magasabb GSI-t tattek, mint az al-operalt
patkanyok (29. Téblazat). A GSI szignifikAnsan stexyabb volt az dsztradiollal vagy
Osztriollal kezelt patkanyokban, mint a &anyaggal kezelt patkanyokban. A
tubulointerstitialis karosodasi index szignifikhnsamagasabb volt az UNX/OVX
patkanyokban, mint a kontrol allatokban, viszordcabnyabb volt az 6sztriollall kezelt
allatokban, de nem az Osztradiollal kezeltekben. vAscularis karosodasi index
szignifikdnsan magasabb volt az UNX/OVX, mint a toh &llatokban. UNX/OVX

allatokon vegzett mindkét kezelés szignifikansaikkentette a vascularis karosodast.

29. Tablazat
Vesekarosodasi indexek és glomerularis geometriaappméterek

GSlI TBI VI Glomerulus | Glomerulus | Kéreg Medulla

szam/vese térfogat térfogat térfogat
(x10° unt) (cn?) (cn?)

UNX/OVX &l + 0,38 + 0,68 + 053+ | 42272+ 1,08+0,08 | 0,61+ 0,33 +0,08°
vivéanyag 6 = 9) 0,08° 0,09¢ 0,08 3973 0,044
UNX/OVX &l + 173-O0 | 0,34 + 0,47 + 0,48+ | 40,333+ 1,25+0,18 | 0,65+ 0,32 +0,08°
(n=10) 0,13°¢ 0,168° 0,12 1973 0,0cd
UNX/OVX + vivéanyag | 1,46 + 1,08 + 0,78+ | 38,031+ 1,64+0,25% | 0,87+0,07 | 047+0,64
(n=10) 0,09 0,16 0,17 2735
UNX/OVX + 17-0 0,69 + 0,95 + 051+ | 38,623+ 1,12+0,16 | 0,84+0,12| 0,43+0,03
(n=11) 0,16 0,1 0,1P 4450
UNX/OVX + 6sztriol 0,21 + 0,60 + 0,48+ | 38,623+ 1,12+0,38 | 0,84+0,09| 0,41+0,01
(n=9) 0,12¢ 0,26° 0,17 9192
ANOVA P<0,05 | P<0,05 | P<0,05]| NS P <0,05 P < 0,05 P <0,05

4GS, glomerulosclerosis index; TBI, tubulointetiatikarosodasi index; VI, vascularis karosodadem
® P < 0,05versusUNX/OVX + vivéanyag.

¢P < 0,05versusUNX/OVX + 17B-0sztradiol-3-benzoat.

® P < 0,05versusUNX/OVX + észtriol
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Az atlagos glomerulustérfogat szignifikhnsan malgbsaolt a viwanyaggal kezelt
UNX/OVX allatokban, mint a &l-operaltakban. UNX/OVallatokban mindkét dsztrogén

csokkentette az atlagos glomerulustérfogatot.

A podocytak szama szignifikansan alacsonyabb volivéanyaggal kezelt UNX/OVX

patkanyokban, mint a véanyaggal kezelt és al-operalt allatokbam fablazag. Az atlagos

podocytatérfogatot egyetlen beavatkozas sem befoligga A mesangidlis sejtek szama

magasabb volt a véanyaggal kezelt UNX/OVX patkdnyokban, mint a danyaggal

kezelt ésal-operalt allatokban, viszont alacsonyabb voltsztriollal kezelt allatokban, de

az Osztradiollakezeltekben nem. A mesangialis sejtek szama szimggasabb volt a

vivéanyaggal kezeltUNX/OVX patkdnyokban, mint a al-operalt kontrolltkanyokban és

a kezelt

patkanyokban/égil, az egyes glomerulusokradeendothelsejtek szama, a

kezelésidl fuggetlendl szignifikdnsan magasabb volt az 6sszes UNX/OVX agbpn. Az

atlagos endothelsejt-térfogat is magasabb volt BX/QVX patkanyokban, mint az al-

operalt kontrol

patkanyokban.

endothelsejtek térfogatat.

Mindkeét

kezelés difiggmsan csokkentette az

30. Tablazat
Glomerularis sejtek
Podocytasza| A podocyta | Mesang sejt | Mesang sejt | Endothelsejt Endothelsejt
m/glom térfogat szam/glom térfogat szam/glom térfogat
(un) (un) (un)
UNX/OVX &l+vivéanyag | 110 + 18 475 + 56 112 + P 173+ 43 116 + 27P¢ 144 + 48
(n=9)
UNX/OVX &l + 173-0 97 +21 361 + 126 143 + 33 184 £ 52 124 + 38" 129 + 28
(n=10)
UNX/OVX + vivéanyag | 67 =12 478 £116 206 + 35 303 + P42 | 166 + 40 218 + 3
(n=10)
UNX/OVX + 173-O 96 + 38 468 + 226 263 +57 198 + 64 186 +24 21143
(n=11)
UNX/OVX + 6sztriol 84 +35 390 + 137 167 + 28 127 £ 143 175+ 42 110+ 21
(n=9)
ANOVA P <0.05 NS P <0.05 P <0.05 P <0.05 P <0.05

2P < 0,05versusUNX/OVX + vivéanyag.

PP < 0,05versusUNX/OVX + 17p-6sztradiol-3-benzoat.

°P < 0,05versusUNX/OVX + &sztriol.

A kapillarishossz&tiség €és a teljes glomerularis kapillarishossz sfikgmisan

alacsonyabb volt az dsztradiollal kezelt allatokbamt az dsztriollal kezelt UNX/OVX
allatokban 81. Tablazat).

A frakcionalis glomerularis kapillakéteg

térfogata

tekintetében nem volt kilénbség az egyes csopdidakitt. A legmagasabb frakcionalis

mesangialis matrixtérfogatot a vanyaggal kezelt UNX/OVX allatokban talaltuk és ez a

érték alacsonyabb volt az 6sztriollal kezelt akhtan, de az dsztradiollal kezeltekben nem.
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31 Tablazat

A glomerularis kapillarisok hosszdiriisége (Lv), a glomerularis kapillarisok teljes
hossza (Lkow), frakcionalis glomerularis kapillaris érgomolyag térfogat, és
frakcionalis mesangialis matrixtérfogat

LV L iotal Frakcionalis glomerularis Frakcionalis mesangialis
(mm/mn?) | (mivese) kapillaris tuft térfogat matrixtérfogat (tuft%)
(glomerulus %)

UNX/OVX &l + vivéanyag (1 | 11,330 + | 1250 + 79,7+ 3,19 1,94 +0,38

=9) 2708 364

UNX/OVX &l + 173- 9421 + 1198 + 80,3 +£3,28 2,00+0,49

dsztradiol-3-benzoan(= 10) | 2584 371

UNX/OVX + vivéanyag 8554 + 1334 + 74,5 £ 4,51 5,43 +£0,97

(n=10) 953 1817

UNX/OVX + 17B-6sztradiol- | 8225 * 928 + 309 76,0 £4,15 5,25 + 0,66

3-benzoatif = 11) 2106

UNX/OVX + gsztriol 9779 1260 + 78,5+ 4,20 2,88 £0,49

(n=9) 2368 595

ANOVA P < 0,05 P <0,05 NS P <0,05

2P < 0,05versusUNX/OVX + 17B-0sztradiol3-benzoat.
P < 0,05versusUNX/OVX + vivéanyag.

Immunhisztokémiai vizsgélatok eredményei

A podocytak desmin festése, a podocytak karosodés&orai markere, kezeletlen
UNX/OVX Aallatokban pozitiv volt (0,48 + 0,31), awianyaggal kezelt és al-operalt
kontrol allatokkal ellentétben (0,04 £ 0,02) (480A-abrak). Az 6sztradiol-kezeléssel (0,68
+ 0,32) ellentétben, az Osztriol-kezelés (0,05 81D, szignifikAnsan csdkkentette a
podocytak desmin fesiését (P < 0,05). A PCNA-pozitv sejtek szadma, agioaerularis
sejtek proliferacigjanak indexe, szignifikansan skiddkent az UNX/OVX allatokban.
PCNA pozitivitasra az 6sztradiolnak nem volt sZiggdins hatasa, viszont az dsztriol-
kezelés jeleritsen csokkentette a PCNA-pozitv sejtek szamat @2)a

Az ET-1 fehérje glomerularis, és még kifejezettehbe tubulointerstitialis expresszidja
szignifikansan fokozodott az UNX/OVX A&llatokban. AZT-1 expresszidé nem tért el
szignifikansan az 6sztradiollal kezelt allatokbane@yhén, de szignifikdnsan alacsonyabb
volt az Osztriollal kezeltekben. Ahogyan a 49/braalmutatja, az eNOS expressziot
illetéleg is hasonldé Osszeflggeést figyeltink meg. A TGE fehérjeexpressziodja
szignifikansan (P < 0,05) magasabb volt az UNX/O#&ktok glomerulusaiban (0,72 +
0,06) és az interstitilis térben (1.86 + 0.21yjvdanyaggal kezelt és al-operalt allatokban
megfigyelt glomerularis (0.11 + 0.13) és tubuloistgialis (0,3 = 0,23) expressziéhoz
képest (48/e-h. abra). Az expresszié szignifikAnsam valtozott meg az dsztradiollal
kezelt allatokban (glomerularis, 0,52 + 0,08; tdiderstitialis, 1,98 + 0,83), viszont
hatarozottan lecsokkent az 0sztriollal kezelt akaan (glomerularis, 0.1 = 0.06;
tubulointerstitialis, 0,84 + 0,55).

A kollagén 1V festdés szignifikdnsan (P < 0,05)6eebb volt az UNX/OVX allatokban

(glomerularis, 3,1 * 0,42; tubulointerstitialis,72+ 0,26), a vidanyaggal kezelt és al-
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operalt allatokkal 6sszehasonlitva (glomerularis,@,25; tubulointerstitialis, 1,58 £ 0,33).
A festbdés az Osztradiol kezelés hatasara (glomerulgfist B,4; tubulointerstitialis, 2,66
+ 0,2), minimalisan csotkkent, de a glomerularisrezpzié szignifikdnsan alacsonyabb volt
az osztriollal kezelt allatokban (glomerularis, 2,08,68; tubulointerstitialis, 2,53 + 0,53).
Az a-0sztrogénreceptor glomerularis expresszidja sfigmsan megemelkedett az
UNX/OVX allatokban (2,63 £ 0,39), a Wanyaggal kezelt és al-operalt allatokhoz képest
(0.63 + 0.49). Az dsztradiolnak nem volt hatdsdoengrularis expressziora (2,32 £ 0.26),
viszont az UNX /OVX allatokkal 6sszehasonlitva aztidol cstkkentette a fégtést (1.03

+ 0.06, P < 0.05). Aza-Osztrogénreceptor glomerularis expresszidja sfigmsan
megemelkedett a vbanyaggal kezelt UNX/OVX patkanyokban (2.04 + 0.38)
vivéanyaggal kezelt és al-operalt allatokhoz kéepe$tl(%.0.67). Mind az 6sztradiol (0,89
+ 0.96), mind az 6sztriol (1.21 + 0.17) csOkkergett expressziot.
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42. Abra.
Desmin és TGF-beta immunfestés

RN L VLT

A 17B-0sztradiol-3-benzoat és az 6sztriol hatasa a de¢AiD) (immunhisztokémiai festés, 250-szeres
nagyitds) és a TGF -B expresszidjara (E-H) (immsptbkémiai festés, 300-szoros nagyitas). (A)
Vivéanyaggal kezelt, al-operdlt allat, gyakorlatilaghas desminexpresszio. (B) \danyaggal kezelt,
egyoldali nephrectomizalt (UNX) és ovarectomiaz@@VX) patkany (UNX/OVX), feltind podocyta
desminexpressziéval. (C) R¥sztradiol-3-benzoattal kezelt ~UNX/OVX  patkany, ykae
desminexpresszioval. (D) Osztradiollal kezelt UNXMO patkany, alacsony desminexpresszioval. (A)
Vivéanyaggal kezelt, al-operdlt allat, alacsony, azpwaaalnak megfelél TGF - expresszidval. (F)
Vivéanyaggal kezelt UNX/OVX patkany, féhé mértéki TGF -3 expresszioval. (C) fsztradiol-3-
benzoattal kezelt UNX/OVX patkany, enyhébb TGF x@resszidval. (H) Osztradiollal kezelt UNX/OVX
patkany, hatarérték koruli TGF -3 expresszioval.
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43. Abra.
Endothelin, PCNA és eNOS immunfestés
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A 17B-0sztradiol-3-benzoéat és az osztriol hatasa azthatiio-1 (ET-1), a proliferalédd sejtek sejtmag-
antigénjének (PCNA), és az endothel nitrogén-mahszintetdz (eNOS) expresszidjara, immunhisztokémia
értékelés alapjarm , Glomerularis expresszid; tubulointerstitial expresszié. (A) A PCNA-pozitdejtek
gyakorisdga (glomerulusmetszetenként és tubulaiitiétis latdomesnél) UNX/OVX allatok esetében a
glomerulusokban és a tubulointerstitialis terekb@wetkezetesen megnévekedett a PCNA-pozitiv sejtek
szama. A 1[-6sztradiol-3-benzoat és még inkadbb az 0Osztriolklasdtette a PCNA-pozitiv sejtek
glomerulusonkénti szamat. A [-Osztradiol-3-benzoattal szemben az 06sztriol csoldte a
tubulointerstitialis térben talalhaté PCNA-pozitisjtek szamat. (B) Az ET-1 tubulointerstitialis eegszioja.

Az expresszid fokozddott a vimnyaggal kezelt UNX/OVX patkdnyokban és még tovabt a 17P-
Osztradiol-3-benzoéattal kezelt patkanyokban. Azriizelenits mértékben cstkkentette ezt az expressziot.
(C) Az eNOS glomerularis és tubulointerstitidligpesszidja. Az expresszié megemelkedett az UNX/OVX
allatokban és magas is maradt $-bsztradiol-3-benzoattal kezelt allatokban. Az fiektcsdkkentette az
eNOS glomerularis és tubulointerstitialis expregiseti F,P < 0,05versusoperacio (op) + viganyag; },P <
0,05 versusoperacié + 6sztradiolP < 0,05 versusoperacié + OsztriolP < 0,05 versusal-operacio +
Osztradiol;P < 0,05versusal-operacio + viGanyag.

Megbeszélés

Osztrogének és progeszteron hatasai vese ablaombsllben

Vizsgalataink sordn azt tapasztaltuk, hogy az 6getr stadtusz fontos szerepet jatszik
glomerulosclerosis kifejldésében éstény patkanyok szubtotélis vese ablatiojat ket
Az ovariumok eltavolitasa utan kialakult 6sztrogénly a veseiikodés gyorsabb
romlasaval tarsult, amely Osztradiolpotlassal madakyozhatd volt. Eredményeink azt

mutatjdk, hogy az 0sztrogének renoprotektiv hatasdaonikus vesekarosodas
modelljében.
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A Kkisérleti felallastol fugen az 0Osztrogének kulonkifz és akar egymassal
ellentétes hatast is kifejthetnek a vesebetegsémgressziojara. Bktény,
hyperkoleszterinémias Imai-patkanyban ovariectodhi&imutattak, hogy felgyorsitja a
vesekarosodast, mig oOsztradiol potlas enyhiti ezelenséget (250). Hasonloképpen
korabban bizonyitottuk, hogy 0sztrogének javitjakonkkus allograf nephropathiat
transzplantalt patkdnyvesében (249). Azonban vaeaakkkel ellentétes beszamolok is.
Példaul Baylis és munkatarsai (242) kozolték, hogy Oregedéssel egyuttjard
glomerulopathiat 6sztrogének nem befolyasoljak. etséges, hogy kiulénbéz
mechanizmusok vesznek részt az Oregedés okoztaegltwpathidban, mint vese
ablatiénal. A glomerularis hipertenziordl ismergy kézponti patogén szerepet jatszik
maradékvese-modellben, mig ez a kockézati tényweddszirileg kevésbé fontos az
Oregedéssel jardé glomerularis karosodasnal (242kompenzacios vesentvekedés és a
glomeruléaris karosodas uninephrectomizaistény patkanyokban szintén 6sztrogéélekt
fuggetlennekitnik (243). A veseriikddés azonban viszonylag j6l megmarad az egyik vese
eltavolitdsa utan, igy kovetkeztetéseket levonnidsztrogénnek progressziv fibrotikus
folyamatokban betoltétt szerepére vonatkozolag l@dek kisérletekbl nem lehet. Veégll,
azokban a patkanyfajokban, amelyek spontan modperglyceridémiasak, az 6sztrogéen
eléseqiti a vesekarosodast (244). Ezekben a modehetisrtrogén adasa tovabb ndveli a
lipidszintet, amely progressziv vesekarosodashaetveA vizsgélatunkban alkalmazott
Wistar-patkanyok normolipidémiasak, és sem a gdisadallapotuk, sem az
dsztrogénkezelés nem befolyasolta a lipidparaméerddataink tehat nem tamogatjak a

lipidek szerepét 0sztrogének vesére gyakorolt hbts

Kbdzismert, hogy az étkezéssel felvett fehérjék lyakmljak a vesebetegségek
progressziojat. Vizsgalatunkban az allatoknak uglham mennyiség taplalékot adtunk a
teljes kovetési idszakban. A vesekarosodasbeli kilbnbségek tehattmiajdonithatdk az
eltés fehérjefelvételnek. A vehikulummal kezelt ovarmuizalt patkanyok testsuly-
gyarapodasa azonban nagyobb volt, mint a vehikulaimkezelt intakt, vagy a nemi
hormonnal kezelt patkanycsoporté. Nephron/testatdyytalansag Iép fel, és ez hozzgjarul
a kifejezettebb vesekarosodashoz a vehikulummatlkeavariectomizalt patkanyoknal.
Mivel azonban ezek az allatoklég zsirszévetet halmoznak fel, és nem izomszdgvatet
nephron/testsuly-aranytalansag valosldg elenyési hatast gyakorol a vesekarosodasra.
Parban valo etetési protokollt alkalmazva, azoresdstilyt lehetett volna fenntartani a
csoportokban. Ebben az esetben azonban a fehégsitgs eltér lett volna a csoportok
kozott. Mivel agy gondoltuk, hogy a leirt kisérletirendezésben a fehérjefelvétel
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fontosabb zavaré tényézlett volna, mint a nephron/testsuly-aranytalanségy a
vizsgélatunkban a fehérjefelvételt kontrollaltug,riem a testsulyt.

Mint a 25. Téablazatban bemutatjuk, az artérias yw@mmas kissé magasabb a
vehikulummal kezelt, ovariectomizalt patkanyokbamnint a vehikulummal kezelt, ép
allatokban. Ez a valamelyest magasabb vérnyomazajaalhatott a kifejezettebb
vesekarosodashoz ovariectomizalt patkanyokban. Nesatazott, hogy vajon a
vérnyomasban jelentkéztendencia 0sztrogén hatdsanak tulajdonithatd, eEpk a
kifejezett veseelégtelenséggel parosul ezekbenlankiban. Meg kell azt is jegyeznink,
hogy a kisérleteinkben a vérnyomast altatott pathéon mértik. Lehetséges, hogy a
csoportok kozotti vérnyomésbeli kulonbség statisaliag szignifikdns lett volna, ha a
vérnyomast éber allatokon mérjik, példaul telerdstmodszerrel. Ez a technika azonban
ezen kisérletek végzésekkor nem allt rendelkezésimlkaboratériumunkban.

A szérum kreatinin szintje az észlelt hisztologiéresekkel egyitt valtozott mind a
vehikulummal, mind az 0Osztradiollal kezelt allatakb Ezzel szemben a kreatinin-
clearance nem mutatott hasonl6éan egyéfriekarrelaciot a hisztologiai adatokkal. Az
eltéres oka nem ismert. A kreatinin-clearance vahifeg kissé pontatlan jebpe
patkanyokban a veséikodésnek a viszonylag magas tubularis kreatinidkisztas miatt.
Ez magyarazhatja, hogy a kreatinin-clearance-bew |&llonbségek miért nem
szignifikansak a vizsgalatunkban.

A mechanizmus, amely révén a progeszteron ugyk tcsokkenti az dsztrogén
kedve®d hatasait, nem ismeretes. Progesztibletudjuk, hogy részleges androgén hatast
fejtenek ki, mivel gyengén kétinek a kulonbdz szévetekben, példaul a vesébenslév
androgénreceptorokhoz (251). Mivel az androgéndisegliitik a vesefibrosist (249),
elképzelhet, hogy az androgén receptorok aktivalasa dsled progeszteron hatasaert.
Tovabba a progeszteron és az 0sztrogén vagy agategen €s az angiotenzin | tipusu
receptor expresszidja kdzotti kdlcsdnhatéas (258) @tott szerepet ebben a folyamatban.

Patkany maradékvese-modellben a glomerularis kdéassaltalaban a mesangialis
sejtek altal szabalyozott matrix anyagcsere megraianak tulajdonitjak. Adataink a
korabbi eredményekkel 6sszhangban alatamasztjgly, dextradiol kozvetlenil gatolhatja
a glomerulosclerosist akar a kollagénszintézisagattal, akar a mesangialis sejtekbeid [év
matrix-metalloproteazok ternt@lésének fokozasaval (239,240).

Ezen kivll a nbvekedési faktorok széles skalajuaoe a TGFB1 és a PDGF vesz
részt a glomerulosclerosis kiféjlesében (253). A TGB1 segiti a matrix szintézisét, és
gatolja annak kulonb&zmechanizmusokon keresztll toéhontaséat, és igy a szoveti

fibrosis egyik legfontosabb kozveijie (254). Hasonldkéeppen a PDGF assemitogén
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hatasatol eltekintve serkenti az extracellularis trinakilonb6zy komponenseinek
termebdését emberben és kisérletes vesebetegségekbenA2dzelmultban felvetették,
hogy Osztrogéneknek kozvetlen atheroprotektiv batébet a TGHB1 és a PDGF-A
expresszidjdnak gatldsa révén ér simaizomsejtje(B&b). Mivel a mesangialis sejtek
fenotipikusan hasonléak a simaizomsejtekhez, ®#etik, hogy az 0&sztradiol
renoprotektiv hatasait legalabbis részben a medlsgejtekben a novekedési faktor
szintézisére gyakorolt gatlé hatasaval fejti kildban, az 6sztradiol kezelés alacsonyabb
szintre szabalyozta a TG és a PDGF-A ovariectomiat kogetmegnodvekedett
expresszidjat, és ez hozzajarulhatott ennek a cswhoa kedvedbb végkifejletéhez. A
progeszteron 6sztrogénnel egyltt adasa azonbaheargékte az 6sztradiol kedvehatasat

a TGFf1 és a PDGF-A expresszidjara, amely magyarazhatardinalt hormonkezelést
kap6 allatokban kialakult, kifejezettebb glomeriddcarosodast. A TGB4 és a PDGF-A
szoveti fibrosis fontos kézveditmind a glomerulusokban, mind pedig a tubuloirttéédis
térben. Ebben a munkankban nem vizsgaltuk, hogyRKIS expresszidjaban megfigyelt
valtozasok glomerularis vagy interstitialis valteakat tikroznek-e a maradék veseben.
Mivel azonban 0Osztradiol csokkenti mind a glomesalerosist, mind az interstitialis
fibrosist, feltételezziik, hogy a TAFés a PDGF expresszidja egymassal parhuzamosan
alacsonyabb szintre szabalyozddott a vese minaképkrtmentjében a hormon hatéséra.

Jelenleg nem all elegetid adat rendelkezésre, hogy eldontsik, vajon az
0sztrogénpotld terapia befolyasolhatja-e posztmanpgban |&y nok vesebetegségének
elorehaladédsat. Ez a kérdés azonban szangofeentsédi, mivel végstadiumban 1év
vesebetegségben szendedposztmenopauzasok szama jelerisen rtt az utdbbi
évtizedben. Eredményeink azt mutatjdk, hogy Osetmpgtlas visszafoghatja a
vesentikddés romlasat ezendin populacioban. Emlitésre érdemes, hogy Szekacs és
munkatarsai (256) a kozelmultban bizonyitottak, yhadjabéteszes és hipertenziods,
poszmenopauzasik egy kis csoportjaban hormonpétlo terapiaval csdkla proteinuria
és javult a kreatinin-clearance.

A kisérleteinkben adott nemi hormonok mennyisédiét pizsgalatban hataroztuk
meg. Ezekben a vizsgalatokban medgfigyeltik, hoggzéarumban az dsztradiol és a
progeszterin szintje a jelen kisérleteinkben allkaloit adagokban az anyag beadéasat
kovet 4.-©6l 12. 6raig tt, majd 48 draval kébb visszatért az alapszintre. Ezek a
hormonszintek hasonléak a naiv ciklusu patkanykakkhoz. Megjegyezzik, hogy a
vizsgalatunkban adott szteroidmennyiség nagyobhbi miterapias dozis emberekben. A

kilénbség oka nem ismert, de allati és emberi leekben alkalmazott terapias dézisok
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kozotti kulonbségek valdszileg a hatéanyag felszivédasaban vagy metabolizransab
rejlé kuldnbségeken alapulnak.

Osszefoglalva, bemutattuk, hogy osztradiol dvédtast fejt ki a vesére progressziv
glomerulosclerosis esetén 63tény patkanyok maradékvese-modelljében. Tovabbi
vizsgalatok szikségesek ezeknek a kisérleti teglaszitnak klinikai célokra valo

lehetséges alkalmazasanak kiértékelésére.

Uninefrektomizalt (UNX) Spontan hipertenziv (SHR¥tkanyok 6sztradiol
kezelése

A vizsgalat legfontosabb eredménye, hogy spontagrpssziv vesekarosodasi modellben
(azaz, az UNX SHRsp patkanyokban) az dsztriol {gsbb mértéekben a B/0sztradiol-3-
benzoat) csokkenti az albuminuriat, és a glomerilés tubulointerstitidlis k&rosodasi
indexet, illetve a vesekarosodast kozvetiéndszerek expressziojat. Az Osztriolkezelés
hatassal volt a glomerulusok térfogatara és sejisszetételére, megakadalyozta a
podocytak karosodasat, és mRNS-, illetve fehémgsai csokkentette az ET-1 illetve
annak receptorai, a TGE- és aza-6sztrogénreceptor fokozott expresszidjat. Mivel az
Osztrogéneket a kisérlet kezdététfolyamatosan adtuk, a Kkisérlet a karosodas
megakadalyoz4sat, és nem a mar zajlé vesekarosegtéssziojat vizsgalta.

E Kkisérletekben az 0Osztrogéneket, mas hasonlé alasgban megszokott maodon,
folyamatosan adtuk. Elképzeltbet hogy ciklikus adagolas esetleg mas, a mi
kisérleteinkben megfigyeltedteltérs hatasokkal is rendelkezhet.

Ebben a modellben az dsztrogének jétékony hatasamagyarazhaté egys#en csak
valamilyen nfitermék - mint példaul a lipidszintekre gyakoroltds vagy vérnyomas —
alapjan. Az LDL- és koleszterinszintek ugyan megk@dtek az UNX/OVX allatokban,
de ezekre az 6sztrogénkezelés nem volt hatassahkAgllenére, hogy az allatok hasonlo
mennyiséf taplalékot fogyasztottak, Osztriollal kezelt UNX/® Aallatok testsulya
nagyobb volt, mint a vifanyaggal kezelt UNX/OVX allatoké. Ezért az OsztjitEkony
hatdsa biztosan nem magyarazhaté koéros taplalkazasservadassal. A szisztolés
vérnyomas tekintetében sem talaltunk kilonbségat,nregjegyzent]i hogy az értékek
alacsonyabbak voltak az 6sztriollal kezelt allatokb

Az UNX/OVX allatokban a maradék vese sulya m#gnE nodvekedés egydtt jart a
glomerulusok és a vesekéreg atlagos térfogataldaivetkezett szembi@o ndvekedeéssel.
Az oOsztriol- és Osztradiol-kezelés a glomerulusékfogatat csokkentette, viszont a
vesekéregét nem, ami a glomerulusok és a tubulondekkedése kozotti disszocidciora

utal.
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A GSI magas volt a visanyaggal kezelt UNX/OVX patkanyokban, és ezt Ogltali
normalizalni, 0Osztradiollal viszont szignifikansamsokkenteni lehetett. Hasonlé
jellegzetességeket figyeltiink meg a tubulointedditit és ér-karosodasi indexek terén is. A
al-operalt allatokkal 6sszehasonlitva, az atlagmopytaszam szignifikAnsan alacsonyabb
volt az UNX/OVX allatokban, ami podocytaveszteségeaged kovetkeztetni. Az
Osztriollal vagy Osztradiollal kezelt allatokbarzdmyos tendencia mutatkozott a magasabb
podocytaszamok irdnyaba. Podocytak karosodasal@ diat bizonyitékot (P < 0,05) a
desmin — a korai podocyta-karosodas éerzekeny nma2&7) - expresszidja biztositott, €s
ezt az expressziot az dsztriolkezelés gyakorlatiagszintette.

A mesangialis sejtek szdmaban és térfogataban stiemimovekedeést tapasztaltunk, de
ezt a novekedést dsztriollal és — kisebb mértékbésztradiollal meg lehetett szlintetni. A
mesangialis sejtek térfogatvaltozasai és a medangmatrix ndvekedése parhuzamosan
kovetkezett be. A mesangialis sejtek szama szigmiBan alacsonyabb volt az dsztriollal
kezelt allatokban, és a mesangidlis sejtek térfdgaind az 6sztriollal és mind pedig az
Osztradiollal végzett kezelés cstkkentette.

Végul, az endothelsejtek szama és térfogata signgan megbit az UNX/OVX
allatokban, ami feltehéeg az intenziv kapillaris-atpulésre vezethetissza. Ezzel
parhuzamosan a PCNA-pozitiv sejtek szdma is 6tegAz endothelsejtek térfogatat az
Osztradiol- és Osztriolkezelések normalizaltak. &Efelismerés azért nem valéstien,
mert legalabb az artériak endothelsejtjei exprésakasztrogenreceptorokat (258).

Az 6sztrogéneknek, és kulondsen az dsztriolnalesa gzerkezeti paramétereire gyakorolt
véds hatasat bizonyito tényeket kiegészitik azok arpjizékok, amelyek a glomeruléris és
interstitidlis karosodas patogenezisében ismertékodd kozvetit rendszerek kevésbé
kifejezett expresszidjara utalnak. Ez kulondsere igaTGF -3 és ET-1 esetében mind
fehérje, mind mRNS szinten. Ahogyan az a glumeitikds tubulointerstitialis karosodasi
indexekldl elére lathatd volt, a kollagén IV expresszidja megh@dett az UNX/OVX
allatokban és ezt a novekedést Osztriolkezeléssstiben meg lehetett szlntetni. Az
alacsonyabb foku glomerularis, interstitialis és sowdaris fibrosis magyarazata
szempontjabol lenyeges, hogy az 6sztrogének fiasbhkra gyakorolt hatasa szervenkent
eltér. A 1B-Osztradiol-3-benzoatrél kimutattdk, hogy pro-peiativ hatasu a
kotoszovetekben talalhatd (259), illetve érbés tud fibroblastokban (260), viszont a
veseablatios modellben csdkkenti a sejtek proliiéjat. Az 6sztrogenek normalizaltak a
sebagy kollagéntartalmét és szerkezetét az OVXépgtkodellben (261). Mesangidlis
sejtek tenyészetében a genistein — egy szelektivoggnreceptor-modulator (262) — és a

17B-6sztradiol-3-benzoat csokkentette az I-es és IMhessu kollagének expresszidjat
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(263). A 1B-0sztradiol-3-benzoat a metalloproteindzok expiiégszis fokozta (263). A
hypoxia vesefibrozis kivaltdsaban betoltott potéheiszerepét (264) tekintve érdekes az,
hogy a 1B-0sztradiol-3-benzoatrél kimutattak, hogy induk&jaypoxia altal indukalhatd
gének — mint példaul vascularis endothelialis nédési faktor (265) — expresszidjat,
viszont a vesében csokkenti az ET-1 tefiuését (266). Kisérleteinkben az 6sztriol
csoOkkentette az ET-1 és ET receptorok expresszggael szemben az dsztradiolnak nem
volt ilyen hatasa.

Az Osztrogének serkentik tovabba a renin-angiotenséndszert és emelik az
csokkentik a a plazma reninaktivitdsat (267). Aztigyének tovabb csokkentik az AT
receptor expresszidjat (268), feltebest az angiotensin 1l (Angll) koncentraciojanak
modulalasaval a mellékvesében, és novelik az AeCeptorok expresszidjat (269). Ez
relevans lehet annak értelmezésében, hogy miéraltuak kisebb mérték
glomerulusndvekedést és kevesebb fibrosist kisémlet soran. Az erek simaizom-
sejtjeiben az 6sztrogének antagonizaljak az AngNekedést ékegity hatasat (266).
Endothelsejtekben az 06sztrogének gatoljak az Aratal indukalt NAD(P)-oxidaz
serkentést (270). Nemcsak az Angll denaadrenoreceptorokra adott valaszt is csdokkentik
az 0sztrogének (271).

Az 0Osztriol hatékonyabb volt a vesekarosodas meteiisében. Az Osztriol és az
Osztradiol kozoétti ezen kilonbség tovabbra is éebdith marad. Nincsenek adataink a
dozis-hatas 0Osszefliggést ifleh, de kizarhatjuk azt a leldseéget, hogy a szubkutan
raktarakbol elégtelen mennyigegosztradiol szivédna fel, mivel a plazméaban
megnovekedett dsztradiol-koncentraciokat meértink. kéncentracio-idd profilokban
kilbénbség volt: az dsztriol beadasa az ivévizzebzabkutan olajos 6sztradiol-raktarakbol
tortérd folyamatos felszabadulas. Itt jegyeznénk meg, hagparenteralis beadasnal
tapasztaltaktdl eltérhet az orédlis beadas hatas@] az 0sztrogének lebontasa a bélfalban
és a majban eltér (ezenfelll, szdmos masodlagostkgzrmeény is kdzrejatszhat, mint
példaul eltérések az angiotensin koncentraciobana észexhormont kot fehérjék
szintjeiben). Nem tudjuk kizarni az effektor Utvtaldan fennallé kilénbségeket sem,
kilondsen a genomialis versus nem genomialis Uta&naszonylagos részvételét iléen.
Csak nem régen bizonyitottak, hogy az 6sztriol genomidlis Utvonalakon is hat. Kétféle
0sztrogénreceptor-tipusti{ €s 3-6sztrogénreceptor) ismerunk, és Ujabb adatokrdzari
0sztrogének véihatasat dleg az a-0sztrogénreceptor kozvetiti (272). Ez azért érdeke
mert a glomerulosisra hajlamos illetve az arrasaens egerek az expresszio tekintetében

kilonbdznek, azaz a glomerulosisra hajlamos eg@leknerulusaiban azaf és -
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dsztrogénreceptorok expresszidja lecsokkent (240)17B-0sztradiol csokkentette a
aktivitast (273). Az 6sztrogénreceptotikidését — az dsztrogénaktivitds represszoranak az
dsztrogénreceptorrdl torténeltavolitdsa révén a transzkripciondlis aktivitéskozo -
specifikus koregulatorok jeletd mértékben befolyasoljak (274). Felmerilt az az
elképzelés, hogy a P7Osztradiol-3-benzoat antiproliferativ tkbdései a hidroxi és
metoxi-metabolitokka torténhelyi konverzié révén jutnak érvényre. Ezek a rnelitok
specifikus hatast mutatnak annak ellenére, hogy mé&pmek kdlcsbnhatasba az-
osztrogénreceptorral (275). Az 0Osztrogének metaimisa a vesében szintén mutat
bizonyos egyedi aspektusokat, amelyek esetlegar$ak lehetnek az 6sztrogén indukalta
vesedaganatok patogenezisét diat (276).

A vese patologiai allapotai esetében, az Osztrdgdmterogén hatasait iltegn (241)
figyelemre méltdé az, hogy bizonyos szizsejttipustol flig§ kiulonbségeket figyeltek
meg az Osztrogén indukalta mitogén aktivalta pniieéz (MAP kinaz) utvonalakban
(277). Az 6sztrogének befolyasolnak olyan faktotolsamelyek részt vehetnek a vese
koros allapotaiban mint az inzulinséerévekedési faktor (278)06kokk fehérjek (279), és
az antioxidans (280) vagy fidroxiszteroid dehidrogenaz (281) enzimek exmiéss.

A retinoidok szembeszékveseved hatasainak tiikrében (282) az is érdekes, hogy az
0sztrogének koordinaltan fokozzéak a retinoidok lalsAasat és jelatviteléet és emellett
antiproliferativ hatdsaik is vannak (283). A spontdérsékelt vesekarosodas ezen in vivo
modelljében az 6sztrogén kezelés csokkentetteekasssodas meértékeét. A vesekarosodas
sulyossagaban mutatkozé nemi kuldnbség nem teljesegyarazhatdo a tesztoszteron
hianyaval, ami egyezik azzal az elképzeléssel, rertyint az 6sztrogéneknek specifikus
vesevéd hatasa van (240). Az dsztrogének hatasaitéletelends kiulonbségek vannak
az egyes fajok kozott, és ezért nem lehetségeeteaekadatokat kozvetlenil az emberre
extrapolalni. A szelektiv, nem feminizalé hatasiletiiggén modulatorok felfedezése

hozzajarulhat ahhoz, hogy ezzel a kérdéssel eratzaryokon is foglalkozzanak.
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Sajat eredmeények 6sszefoglalasa.

Kisérleti eredményeinket 6sszefoglalva megallafitka hogy atlltetés soran (a donor
szervezetben, valamint a transzplantaciéstéin soran) és azt kovi@n a recipiens
szervezetben a graftot szamos karosito hatas élyeknkronikus allograft nefropatiaban
kumulalédnak.

A donor szervezetben ért lehetséges karosodasdkakak anyagon vizsgaltuk, és
megallapitottuk, hogy a donor és recipiens metkbsliallapota €s vérnyomasa a diés
progndzis fontos meghatarozoi.

Egérmodellen vizsgaltuk az éatlltetés soran elszgtveéschemia-reperflizios karosodas
hatdsat, és medfigyeltik, hogy a karosodads mértékakkenthet, ha a vesét
prekondicionalassal felkészitjuk az ischemias lkadéasra. A graft donor szervezetben
tortéerd ilyen jelledi ,traumatizalasa” azonban klinikai korulmények ktizéhem
elképzelhet, és az endotoxin toxikus és nem toxikus hatdsam sikerilt még kedl
mértékben szétvalasztani. Ezért talan legfontosatgaiménytink, hogy a reperfazids
karosodas szintén hatékonyan csokkeftilS interferencia segitségével, ha sikeril a
graft szoveteit a reperflzios karosodasra felkésiziA szervatliltetés fontos terilet lehet a
génterapia klinikai alkalmazaséra, mivel az ex-vigholtott idsszak olyan terapias
.ablak”, mely lehebvé teszi a génterapia szamos szisztémas mellékhatas
kikiiszbbolését.

A recipisensben elszenvedett karosodasokslyfhajtéereje az idegen antigén elleni
immunvalasz (akut és kronikus kilddés), de alloantigén fliggetlen tén§keZa recipiens
vérnyomasa, hyperfiltracios karosodas, deések, vesebetegség kitjulasa) is
hozzajarulnak a graft funkcié fokozatos romlasahami végul is kronikus allograft
nefropatia és vesefibrozis Gtjan vezet a grafttelegségéhez. Megfigyeléseink szerint a
folyamat korélettani szempontbol két kilénallé résaszthatd, mely beosztasnak terapias
konzekvencidi vannak. Az atiltetést kdvetorai idsszakra jellem& az igen kifejezett
mononuklearis sejtes infiltracié ami TGF-beta sznsel jar egyitt. E korai ddzakban
az infiltracié gatlasa (pl. mycophenolat mofet)llés/vagy a matrix metalloproteindzok
gatlasa a gyulladasos és immunsejtek infiltracil@dalyozza, ezért jotékony hatasu. A
késsi stadiumra enyhébb gyulladasos infiltracié mellett hegesedési folyamatok
dominancigja jellemg aminek meghatarozé cytokine a PDGF. Ez az omiagttartd
hegesedési folyamat terapiasan kevésbé befolydsplbar az intraglomerularis nyomas
csokkentésén keresztll hato a renin-angiotenzidseant gatlo beavatkozasok képesek a

folyamat lassitdsara. A jelenleg klinikumban alkabott immunszupressziv kezelés a
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kronikus allograft nefropatia kezelésére csak résztatékony: minden kezelés ellenére a
graft funkci6ja idvel megs#nik. Az immunszupressziv szerek hatékonyak lehetek
mind az alloimmun, mind a nem specifikus gyullagadolyamatok gatlasaban. Az
angiotensin rendszer gatlasaval kombinalva a keipi&s beavatkozas hatékonysaga

0sszegadik.
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