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Osszefoglalas: A végallapotd veseelégtelenség kezelésének napjainkban leghatékonyabb
modja a vesetranszplantacio. Az () immunszuppressziv szerek megjelenése megvéltoztatta
a transzplantalt vesék elvesztesében szerepet jatsz0 okok megoszlasat. Mig kordbban az
akut kilokoédés jatszotta a legfobb szerepet a transzplantatumok elvesztéseében, addig
napjainkra a kronikus allograft nephropatia limitalja a graftok hosszu tava talélését.

A kronikus allograft nephropatia kivaltd okai alloantigént6l fliggé és alloantigentdl
fuggetlen faktorok lehetnek. Az akut rejekcios epizodok szama és intenzitasa, valamint a
hisztoinkompatibilitas szignifikans hatassal vannak a graft késéi funkcidjara. Bar ezen
alloantigéntol fliggé faktorok jelentések, az alloantigentél fliggetlen tényezok szerepe is
dont6 a kronikus allograft nephropatia kialakuldsaban. A megnydlt ischémias id6
gyulladasos folyamatot indit el, amely fibrotikus elvaltoz&sokat és a mesenchymalis sejtek
proliferaciojat okozza. A donorral kapcsolatos faktorok, tgy, mint az agyhalal, mikodo
nephronok szdma, életkor és a nem bizonyitottan befolyasoljadk a késéi graftmiikddést. A
transzplantacio utan fellepé komplikaciok, mint hipertonia, metabolikus faktorok és
virusfertozések fellépése szintén hozzajarulnak a vese funkcidjanak progressziv
romlasahoz. Az alkalmazott immunszuppressziv szerek kozil a cyclosporin A és a
tacrolimus a veseben vazokonstrikcio kialakuldsahoz és igy a glomeruléris filtracios rata
csokkenéséhez vezet. A non-compliance pedig az egyik legfontosabb rizikofaktor a
kronikus allograft nephropatia kialakulasaban.

Fuggetlenil a kivaltd oktdl, a kronikus allograft nephropatia pathomechanizmusa minden
esetben hasonld. A felsorolt faktorok az endotélium karosodasat okozzak, amely citokinek
és novekedési faktorok kivalasztasan keresztll proliferativ folyamatokat indit és a graft
fibrézisahoz vezet.

Jelen munka 6sszefoglalja a jelenleg ismert rizikdfaktorokat és azok hataséat a hosszd tavd
graftmiikddesre.

Kulcsszavak: vesedtultetés, kronikus allograft nephropatia, rizikéfaktorok



Causes of late renal allograft dysfunction

Summary: Renal transplantation is now established as the therapy of choice for end-stage
renal failure. The causes of renal allograft loss have changed with the introduction of new
immunosuppressive agents. In the pioneer era of transplantation most renal allografts were
lost during the first year after transplantation due to acute rejection episodes. Nowadays,
chronic allograft nephropathy became the leading cause of longterm graft loss.

The causes of chronic allograft nephropathy can be divided into alloantigen-dependent and
alloantigen-independent factors. Acute rejection episodes and histoincompatibility have a
significant influence on late graft function. Although alloantigen-related injury is of major
importance, alloantigen-independent factors also play a significant role in the progression of
chronic allograft nephropathy. Prolonged ischémia time leads to induction of inflammation,
resulting in fibrotic scarring and proliferation of mesenchymal cells. Donor related factors
such as donor brain death, age, nephron number and gender have a definite impact on late
allograft function. Posttransplant complications such as hypertension, metabolic factors and
viral infections contribute to accelerated deterioration of the functional units of the kidney.
Immunosuppressive therapeutic agents such as cyclosporine A and tacrolimus cause
vasoconstriction resulting in decreased glomerular filtration rate. Moreover, non-
complience is one of the most important risk factor for chronic allograft nephropathy.
Regardless of the cause of the initial injury the pathophysiology of chronic allograft
nephropathy seems to be the same. All these factors mentioned above induce endotélial
injury, which leads to increased expression of cytokines and growth factors resulting in
proliferative processes, remodelling and scarring of the graft.

This work reviews current knowledge about risk factors and their effect on long-term renal
allograft function.

Key words: renal transplantation, chronic allograft nephropathy, risk factors



Roviditések jegyzéke:

A: Ablécid

ACE: Angiotenzin convertal6 enzim
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1. Bevezetés

1974 és 1984 kozott a cadaver donorokbol szarmazo atlltetett vesék 58%-a, a rokonbdl
szarmazd élé-donor vesék 75%-a és a genetikailag azonos egypetéji ikrekbdl szarmazé
vesék 90%-a élte tal az els6 évet. Tiz évvel kesdbb a cyclosporin (CsA) terépia
elterjedésével a cadaver donorokbdl szdrmazo vesék 1 éves tdlélése 90%, mig az él6-
donorbdl szarmazé graftok 1 éves talélése 95% folé emelkedett (1). Az 1 éves talélésben
tapasztalt javulas ellenére a cadaverbdl sza&rmazo graftok féléletidejében alig kdvetkezett be
véltozas. Ujabb adatok alapjan a cadaverbél szarmazo vesék féléletideje 7,9 évral 13,8 évre
emelkedett, de ez a ndvekedés nem volt dsszefuggésbe hozhatd az immunszuppressziv
terapiaban bekovetkezett valtozasokkal (2). Ezzel parhuzamosan az él6-donorbol szarmazé
graftok féleletideje 12,7 évrol 21,6 évre emelkedett, de itt sem volt kimutathat6 kapcsolat az
immunszuppressziv kezelés és a hosszu tava grafttalélés kozott. Eurdpai adatok pedig
Osszesen 1,9 év javulasrol szamoltak be a cadaver donorok esetén (3). Kisérletes
munkankban mi sem talaltunk eltérést a CsA és a korabban hasznélt azathioprin (Aza)
terapia hatdsaban a hosszu tavu grafttulélésre a kronikus allograft nephropatia (KAN)
allatmodelljében (4).

Mind a hazai, mind a kulféldi adatok azt igazoltak, hogy a veseétiiltetés a betegek szdméra
elényds, hosszabb életutat és jobb életminéséget biztosit, mint a dializis, és anndl
Iényegesen olcsobb a tarsadalom és a biztositdé szaméra (5, 6). Ennek hataséra a
veseatiltetésre vard betegek szama mindenitt a vilagon novekszik. Ez al6l Magyarorszag
kivétel. Magyarorszagon csak a dializaltak szdma emelkedik, azonban évek Ota sem a
vesedtiiltetesek, sem a varolistdn 1évo betegek szama nem novekedett. Magyarorszagon
2000-ben 5097 krénikus vesebeteget tartottak nyilvan. Ezek kozul 704 elhalalozott. A
végallapotl vesebetegek kozul 256-nal végeztek veseatiltetést. Ezzel az 0sszes
transzplantalt vesével él6 beteg sz&ma 1568 volt. 2004-ben 5200 dializalt kozul csupan
22%-a var veseatultetésre. Ez az aranytalansdg annal is inkabb érdekes, mert a
kdzépkortaknak is (20-60 év kozott) is csak a fele var veseatultetésre. Figyelembe véve a
Magyarorszagon is elért 90% feletti 1 éves talélest, lathatd, hogy a transzplantalt betegeknél
a jelenleg is megoldasra varé probléma a graftok hosszu tava mikddeésének megdvasa,

illetve meghosszabbitésa (Prof. Dr. Jaray Jend adatai alapjan).



1.1. Kronikus kiloksdés, kronikus allograft nephropatia vagy kronikus allograft
diszfunkcio?

Ahhoz, hogy a vesetranszplantdtumok hosszu tavi mukodésérdl beszélhessiink, tisztazni
kell néhany terminoldgiai alapfogalmat. Az irodalmat olvasva hadrom terminust talalunk a
graftok hosszu tava mukddesevel kapcsolatban: 1. Kréonikus rejekcié (KR) vagy kilokoédes,
2. Kronikus allograft nephropatia, 3. Krdnikus allograft diszfunkcié (KAD). Sajnos a harom
fogalmat sokszor egymast helyettesitve hasznaljdk, még a témaban jartas szakemberek is.
Ennek magyarazata, hogy egészen az utébbi évekig csak a kronikus rejekcio meghatarozast
hasznaltuk és a mésik ketté csak néhany éve kerilt bevezetésre. A megkulonboztetés,
azonban igen fontos a folyamat jobb megeértése szempontjabol. Mi is tehat a kilénbség
kozottik? A kronikus rejekcié egy immunoldgiai folyamatot jelent, amely a graft
alloményanak pusztuldsdhoz vezet. A kronikus rejekcio tehdt az alloantigéntol-fliggo
immunvélasz neve, amely hosszutavon kronikus allograft nephropathiahoz vezethet. A
kronikus allograft nephropatia egy szovettani diagnozis, mig a krdnikus allograft
diszfunkci6 a graft funkcionalis paramétereinek romlasat jelzi. igy érthets, hogy a kronikus
allograft diszfunkcié mindig kronikus allograft nephropathiaval jar, hiszen a funkcionalis
paraméterek romlasanak (szérum kreatinin szint emelkedés, proteinuria novekedés)
hatterében mindig szdvettani elvaltozast talalunk. Ezzel szemben a szdvettani elvaltozasok
még sokaig rejtve maradhatnak a funkcionalis paraméterek allanddsaga mellett. igy
kronikus allograft nephropatia nem mindig jar kronikus allograft diszfunkcioval (7).
Tekintettel arra, hogy a kronikus allograft nephropatia az &ltalunk vizsgélt folyamatra
specifikus szOvettani eltéréseket jeldli, amelyek a késébbiekben funkcionalis elvaltozashoz
is vezetnek, mig a kronikus allograft diszfunkcié hatterében egyéb, pl. az alapbetegség
KiGjuldsa, gyogyszer okozta nephrotoxicitas kdvetkeztében létrejové morfoldgiai eltérés is

allhat. A tovabbiakban tehat a kronikus allograft nephropathiarol lesz szo.

1.2. A kronikus allograft nephropatia klinikai képe

Klinikailag a KAN-t a vesetranszplantatum miikddésének progressziv besziikiilése jellemzi.
Mig egyes vizsgalatok a kreatinin clearance folyamatos csokkenését mutattak (8), masok
nem tudtak szabalyszeriiséget kimutatni a kreatinin clearance valtozdsa és a progresszio
lefutasa kozott (9).

Proteinuria és hipertonia gyakran tarsulnak a folyamathoz. Altalanossagban elfogadott,

hogy a fehérjeurités megjelenése a hattérben zajlo6 KAN-ra hivja fel a figyelmet. A



fehérjedirites mennyisége altalaban napi 1-2 g kdz6tt mozog (10, 11), és csak ritkan éri el a
nephrosisra jellemzé magas értéket, mely ilyenkor a transzplantatumot érinté sulyos
glomerulopathia eredménye (12). A KAN masik gyakori velejaréja a hipertonia. A
magasveérnyomas sulyossaga és a graft funkcionalis, valamint szovettani elvaltozasai kdzott

is szoros dsszefliggést mutattak ki (13, 14).

1.3. A kronikus allograft nephropatia hatterében allé szovettani elvaltozasok

A szovettani eltéresek nem specifikusak. Jellemz6 az arterioslerosis, a glomerularis laesio
és sclerosis, a peritubuléris kapillarisok faldnak megvastagodasa, interstitialis fibrosis,
valamint tubularis atrophia (15, 16). A graftot erint6 arteriosclerosis koncentrikus intima
megvastagodassal jar, az artéridkat és arterioldkat Kiterjedten érinti. Mindezt gyakran az
érfal makrofagokkal, lymphocytakkal és kis mértékben habos sejtekkel torténé infiltracidja
Kiséri. Az intima megvastagodasat a myofibroblastok mediabol tortéené migracidja és lokalis
proliferacioja, illetve extracellularis matrixfehérjék lerakodasa okozza (17).

A glomeruléris elvaltozasok a glomeruléris erek kollapszuséaval, glomeruléris hipertrofiaval,
a mesangialis matrix kiszélesedésével es fokalis glomerulosclerosissal jellemezhetéek (18,
19). Immunfluorescens vizsgalatok kimutattak, hogy a kronikus kilokédést mutatd
graftokban immunglobulinok rakodnak le, melyeknek eloszlasa azonban nem specifikus.
Egyes esetekben linearis 1gG depozitumok mutathatok ki a glomeruléris bazalmembran
mentén, illetve granularis IgG vagy IgA depozitumok lathatok a kapillariskacsok
periféridjan (20).

Elektronmikroszképpal a bazalmembranban és a mesangiumban elektrodenz depozitumok
lerakodasa figyelhet6 meg. Immunhisztokémiai mddszerekkel tenascin, fibronektin és IV.
tipust kollagén felszaporodasa eszlelheté a periférias glomeruléris térben. Ezen
molekulaknak a szoveti remodellingben van fontos szerepik, és szamos vesebetegsegben
megtalalhatok (21).

Ivanyi munkéja jelentésen hozzajarult az utobbi néhany évben a szdvettani vizsgalat alapjan
torténo diagndzis pontositasahoz (22). Az altala leirt szdvettani eltérések segitenek a KAN-t
elklloniteni az immunologiailag aktiv KR folyamatatol, amely jelentés segitseget ad a
kezelés tervezeseben. Vizsgalatai sordn megéallapitotta, hogy ultrastrukturélis valtozasok a
kapillarisokban (kapillaropathia) és a glomerulusokban (glomerulopathia) a KR diagnozisat
biztossa tehetik. Az ultrastrukturalis elvaltozasok elektromikroszkdppal analizélhatok és a

kapillarisok esetében a peritubularis kapillarisok megvastagodasat és fenesztraltsguk
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elvesztését jelenti, mig a glomerulusok esetében a bazalmembran lamina densa terilete és a
glomeruléris kapillaris endotélium kozo6tt subendotélidlisan megjelené réteg valik lathatova
(23).

Az utébbi években a transzplantacios glomerulopathia és igy a KR diagnozisat segiti a C4d
depozitumok kimutatdsa a graftbiopszidban (24). A C4d, a komplement rendszer C4
elemeének egyik degradacios terméke, a késoi graftbiopsziak 34%-ban volt kimutathato (25).
A KR egyéb jeleit mutato szdvettani mintdkban azonban 61%-ban volt jelen a peritubularis
kapillarisok korl (25). A C4d nemcsak a KR szdvettani markere, hanem egyes vizsgalatok
alapjan fliggetlen prediktora mind az 1 éves, mind a késéi graft tulélésnek (26). Tovabbi
segitséget jelent az utébbi idében megjelent Uj antitestek hasznalata a C4d ellen, amelyek
segitségével paraffinba agyazott metszetekbdl is kimutathaté a C4d depozitum. Ezek a
vizsgalatok nemcsak a peritubularis kapillarisok mellett, hanem a glomerulusokban is
igazoltdk a C4d jelenlétét. A graftbiopsziak mindossze 16%-ban sikertlt glomerularis C4d-t
kimutatni, a KR-s szdvettani mintaknak azonban donté tébbségében megtalalhaté volt (27).
Osszefoglalva a C4d tovabbi segitséget nyljt a patoldgusoknak a pontos szévettani
diagnozis felallitasaban.

Szamos nemzetkozi rendezvényen dolgoztak ki ajanlasokat a transzplantdtumok kronikus
kilokodeésekor észlelt szovettani elvaltozasok standardizaldsdhoz. A cél az volt, hogy egy
objektiv, reprodukalhatd pontrendszert &llitsanak fel a nemzetk6zi klinikai tanulmanyok, az
0j immunszuppressziv szerek és a terapia eredményességének a megitéléséhez.

A Banff séma (28) az interstitialis fibrosis, a tubulus atrophia, a mesangialis matrix
proliferacio, a glomerulopathia és az intima proliferacio megjelenése és sulyossaga alapjan
allapitja meg a kronikus kilokodés mértékét. A kdzelmaltban a Banff-klasszifikacié mellett
egy Ujabb egyszertsitett értékelési rendszert vezettek be, amely a CCTT (Cooperative
Clinical Trials in Transplantation) nevet viseli (29). Egy harmadik, szintén Ujabban hasznélt
és egyre jobban terjedé pontrendszer a CADI (chronic allograft damage index) (30, 31).
Mindharom eértékelési rendszer objektivitisa es a masik kettovel vald dsszehasonlithatosaga
sokat vitatott, de tény az, hogy a kronikus kilokédés pontos diagndzisanak mindmaig
egyetlen lehetdsége a szbvettani vizsgalat.

Kulon problémét jelent még gyakorlott hisztopatologusok szémaéra is a KAN és a
gyogyszertoxicitas (elsésorban calcineurin inhibitor CsA vagy tacrolimus (Tac)) okozta
nephropatia elkulonitése. Ez utdbbira ugyanis hasonlo elvaltozasok jellemzéek. Egyetlen
eltérés, hogy a vascularis elvaltozasok szinte kizarélag az arteriolakon lathaték, mig a KAN

esetén a tobbi ér is érintett. Az elkildnités igy a korai szakban még egyszeriibb, késébb
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azonban, amikor a gyogyszer okozta nephrotoxicitas kronikus rejekcioval is szévodik az
elkllonités nagyon nehéz (32). Egy masik problémét a hipertonia okozta, kronikus
szovettani eltérések jelenthetnek. A pontos szOvettani diagndzis nagyon fontos a kezelés
szempontjabdl, hiszen az immunszuppressziv gyogyszerek okozta nephrotoxicités esetén a
dozis csokkentésére vagy a terdpia megvaltoztatdsara lehet szikseg, mig KAN
diagndzisakor éppen ellenkezéleg, a dozis novelésére, esetleg Uj szerek bevezetesére
kényszerilhetink. A hipertonia okozta elvaltozasok, pedig erételjesebb antihipertenziv

kezelést surgethetnek.

1.4. Rizikéfaktorok

Tobb éven keresztil a krénikus graftvesztéshez vezet6 folyamatot kizarélag az alloantigén
altal keltett és fenntartott immunmechanizmusnak tartottdk, és kronikus kilokédésnek
nevezték. Ujabb vizsgalatok igazoltak, hogy az alloantigéntél fiiggetlen faktorok is fontos
szerepet jatszanak a folyamat létrejottében, vagy felgyorsuldsaban (33). Az alloantigéntél
fuggo, illetve az alloantigéntdl fuggetlen tényezék gyakran dsszekapcsolddnak, igy az egyes
tényezok 6nallo jelentéségét nehéz megbecsulni. A graft karosodasat mind az alloantigentdl
fligg6, mind az alloantigéntsl fliggetlen hatasok esetében immunfolyamatok okozzak. A
kovetkezékben a legfontosabb alloantigéntél fliggd, illetve alloantigéntsl fuggetlen

rizikofaktorok keriilnek attekintésre (1. tablazat).
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I. Alloantigéntél fliggé faktorok

1. Hisztoinkompatibilitas

2. Akut rejekciok szama és intenzitasa

3. Szenzitizacié

I1. Alloantigéntél flggetlen faktorok

1. Ischémia (hideg/meleg)/reperflzios karosodas

2 Agyhaldl hatasa a donor veseére

3. Non-compliance, immunszuppressziv terapia, gyogyszer toxicitas

4. Metabolikus faktorok (hiperlipidémia, diabetes mellitus)

5. Hipertonia

6. Infekciok

7. Mikodo nephronszam csokkenése, hiperfiltracid

8. Eletkor

9. Nem

1. tAblazat. A KAN rizikéfaktorai

1.4.1. Alloantigéntdl fliggs faktorok

1. Hisztoinkompatibilitas

A legmeggyézébb érv a kronikus kilokédes immunoldgiai eredetére az a tény, hogy a
legjobb hosszu tava graftmiikddest egypetéji ikrek kozotti transzplantacio esetén lehet
kimutatni. A HLA-identikus donoroktol szarmazo transzplantatumok biopszias vizsgalata 2
évvel a transzplantaciot kdvetéen sem mutatott kilokédesre utald eltérést (34). Igazoltak
tovabba, hogy minél nagyobb a kiilénbség a HLA-molekulak kozo6tt, annal révidebb a graft
varhato élettartama (35). Feltehets, hogy a HLA inkompatibilitas folyamatos, szubklinikai
immunvédekezest generédl a belltetett szervvel szemben. Méar egy HLA-DR fehérjében
regisztralt eltérés is az esetek 82 %-aban in vitro T sejt proliferaciét okoz ezen peptidek
ellen, szemben az inkompatibilitdst nem mutatd esetekben észlelt 8 %-kal. Hasonldan, anti-
HLA antitestek megjelenése a transzplantacié utdn fokozott rizikét jelent a kréonikus
kilokédes szempontjabol (36).

2. Akut rejekciok szama és intenzitasa

A korai kilokédés egyik meghatarozd faktora a graftok hossz( tavd talélésének. Ezt

mutatja, hogy a belltetett vese varhato féléletideje kb. a felére csokken, ha akut rejekciét
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szenved el. Nem minden akut rejekcid vezet azonban a KAN-hoz vagy kronikus
rejekcidhoz. Fontos szerepe van az akut rejekciok tipuséanak, szdméanak, intenzitsanak és a
transzplantacio ota eltelt idonek. Az akut vaszkularis rejekcio sokkal rosszabb kimenetellel
jar mint az akut tubulointersticialis kilokédeés. A Tac alapd immunszuppressziv terapiaban
részesulé egyénekben a vaszkularis akut rejekcio volt a legfontosabb prognosztikai faktor a
graftok kozeptavd taléleset illetéen.

Azokban a betegekben, ahol az akut rejekcié lezajlasa utadn a graftmiikddeés a kilokodés
elétti szintre nem allt vissza, a hosszu tavon torténd graftvesztés szignifikansan nagyobb
volt azokhoz képest, ahol teljes funkciondlis restitucié alakult ki. Bar 6nmagaban egy akut
rejekcids epizdd is csokkenti a tulélest, ismétlodé rejekciok esetén a graftok talélésnek
aranya szignifikansan alacsonyabb (37). Az akut kilokédés szama mellett annak intenzitasa
is fontos szerepet jatszik a graftmikodés hosszd tadvl alakuldsdban. Azokban a
recipiensekben, akikben az akut rejekcié enyhe volt (kisfoku akut tubularis interstitialis
exsudatum, vaszkularis érintettség nélkil, GFR csokkenés <50%) megfelel kezelés mellett
a tulélés nem kilonbozott szignifikdnsan azoktol, akiknél soha nem volt akut kilokodési
reakcid (37). Végil az akut rejekciok idébeli fellépése is fontos jelent6séggel birhat. Egyes
tanulmanyok szerint a transzplantacio utan 3 honapon belil fellépé rejekcids epizédok nem,
vagy alig befolyasoljak a graft hosszu tavi mikodését. Ezzel szemben a transzplantéciot
kdvetd 3-6 honap kozotti idészakban kialakuld akut kilokodési reakcid jelenti az egyik
legnagyobb veszélyt a graftvesztés szempontjabol. Joosten és mtsa-i a 10 éves grafttalélést
vizsgaltdk az akut rejekcios epizodok felléptének fliggvényében. Adataik alapjan az akut
rejekcid nélkili betegek graft tulélése 94%, a korai akut rejekciot elszenvedetteké 86%, mig
a kesoi akut rejekciot atélteké minddssze 46% volt (24).

Amennyiben elfogadjuk, hogy az akut kilokédés a transzplantdtum talélését befolyésolo
tényezd, Ugy érdekes kérdéseket vet fel, hogy az akut kilékédési folyamatok kezelésének
fejlédese mellett, miért nem csokkent a kronikus kilokédesek szama és miért nem valtozott
a graftok hosszu tavu talélése. A valoszini valasz az, hogy ugyan mindket folyamat alapja a
fokozott immunvélasz, de a pathomechanizmus mégsem egyezik meg teljesen. Azaltal,
hogy az immunszuppressziv szerek segitségével beavatkozunk az akut kilokodés
folyamataba még nem biztos, hogy sikeril befolyasolni a kronikus kilokédéshez vezets, de
részben eltéré immunoldgiai valaszt. Egy masik magyarazat szerint az akut Kkilokddés
immunmodulalé hatasanak van szerepe a folyamatban. Azokban a recipiensekben, akiknél a

donor antigénjeire csokkent valasz fejlodott ki, nem valtozott a graft tulélése.
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3. Szenzitizacio

Elsésorban a terhesseg, a transzfuziok és a kilokodott graftok kapcsan kialakulé HLA
ellenes antitestek vizsgalata segithet az immunvalasz erdsségének kiszamitasaban. Az
utobbi években a humén rekombindns erytropoietin hasznalatdnak elterjedésével a
transzfiziok szama jelentésen csokkent és ez a panel-reaktiv antitestek (PRA) el6fordulasat
is jelentdsen redukélta (2, 38). A PRA jelentéseget mutatja az a tény, hogy azonos HLA
kilonbség ellenére, szenzitizalt betegekben a graft hossz( tava talélése jelentésen csokken
(39). Kiléndsen nagy a riziko ott, ahol mind a HLA 1., mind a HLA Il. osztaly ellen
kialakulnak antitestek (40). Tovabbi fontos tényezd, hogy a transzplantaciét kdvetéen ,,de-
novo” is kialakulhatnak HLA ellenes antitestek, amelyek tovabb rontjak a talélés esélyeit
(41).

1.4.2. Alloantigéntél fuggetlen faktorok

1. Ischémia/reperfuzios (IR) karosodas

A transzplantdtum-miikddés beindulasanak kesése, illetve a graft kezdeti funkcidjanak
csokkenése noveli a belltetett szervek késoi elvesztésének az esélyét (42, 43), s6t ez lehet
az egyik f6 faktor a kronikus graftvesztés folyamataban.

Fiziologias korulmények kodzott a perctérfogat 20- 25%-a a vesébe aramlik, nagyobb része a
kortexbe, kisebb része a medulldba. A medulla kilsé részében mért oxigénnyomas a vese
tobbi részénél jelentésen alacsonyabb, igy ez a régid élettani kortlmények kozott is
alacsonyabb oxigén ellatottsagu (44). Figyelembe véve, hogy az oxigén- és energiaigényes
transzportfolyamatok jelentés része a medullaban zajlik, érthetd, hogy miért olyan érzékeny
ez a terilet a renalis véraramlas (RBF) kisfoku véaltozasaira is. A donor szerv kivételét
kdveté ischémia soran az oxigénhiany intrarenalis hemodinamikai valtozasokhoz, illetve a
tubulussejtek ischémids és toxikus karosodasahoz vezet. Ezek a tényezok egyittesen
intrarenalis vazokonstrikciot, a glomerularis filtracios nyomés csokkenését, tubuldris
obstrukcidt és intersticidlis aspecifikus gyulladast okozva, a GFR gyors és nagymértékii

csokkenéset eredmenyezik (1. abra).
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1. abra. Az ischémias vesekarosodas patofizioldgiai folyamatai

Az ischémiés periodusban a sejtek ATP raktarai kimerllnek, ez az ATP igényes
folyamatok csokkenéséhez illetve ledllasahoz (membréantranszport folyamatok, protein
szintézis, lipogenezis) vezet. Az ATP szint csokkenéssel parhuzamosan né az intracelluléris
Ca** koncentracid. A transzportfolyamatok gatlasa Na* retencidt és kovetkezményes
vizbedramlast okoz, ami az endotélsejtek duzzadasat eredmenyezi. Az intracelluléris tér
megnovekedett viztartalma és az endotélsejtek duzzadésa lokalis hemokoncentraciohoz,
fokozott viszkozitdshoz és a hemodinamikai viszonyok megvaltozasahoz vezet. A
kapillariskeringést tovabb rontja a Vvér sejtes elemeinek acidozis okozta csdkkent
rugalmassaga. Ezek a valtozasok egydttesen akar a kapillarisaramlas megsziinését is
okozhatjak (45).

Az ischémia okozta szdveti karosodas mértéke fiigg az ischémids periddus hosszatol és az
azt koveto reperfuziotol. A reperflzié ugyan elengedhetetlen az ischémids szovetek talélése
szempontjabol, paradox modon megis sulyosbitja a szoveti karosodast, ugyanis a reperfizio
soran keletkezé reaktiv oxigéngyokok lipidperoxidaciot, DNS-degradaciot illetve a
poliszacharid-depolimerizacidé névekedéset okozzak. A kezdeti ischémias karosodast tehat,
a reperfuzio okozta karosodas kdveti (46). Mig az ischémias periddus foként a kapillarisok
vérataramlasat csokkenti, addig a reperflzios karosodas soran elsésorban az endotél
sérilése dominal. A sérulés miatt felszabadulé lokalis vazokonstriktor agensek (pl.

endotelin), illetve a leukocitak aktivéacidja és a posztkapillaris venulak endotéljehez vald
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kitapaddsa az endotél integritasanak megsziinéséhez és a plazma makromolekuldinak
extravazacidjahoz vezet (47). A reaktiv oxigéngyokok aktivaljak a leukocitakat (neutrofil
granulocitékat) és a trombocitakat. Az oxigéngyokok keletkezéséért elsésorban a xantin-
oxidaz enzim tehet6 feleléssé. Az enzim a hipoxantint oxigén segitségével xantinna alakitja,
mikozben reaktiv oxigéngyokok keletkeznek. Az ischémia hataséara az enzim indukalédik,
emellett szubsztratja, az ADP-degradécié vegterméke, a hipoxantin is felszaporodik. A
reperflzié soran fellépé ,,oxigénddmping” hatasara az enzim mikodése megindul, a
molekuléris oxigénbdl reaktiv oxigéngyokok képzédnek. Olyan enzimrél van tehat szo,
melynek egyik szubsztratjat (hipoxantin) az ischemia, a masikat (O, ) pedig a reperfuzio
szolgéltatja (48, 49). Az aktivalt leukocitdk tovabbi oxidansokat és mediatorokat
szabaditanak fel (platelet activating factor, citokinek, hisztamin). Az IR k&rosodas éaltal
aktivalt oxigéngyokok, leukocitdk, trombocitak és a felszabadulé mediatorok circulus
vitiosust alkotnak, tovabb csokkentve az endotél integritasat és fokozva az intersticialis
0démat és gyulladast (2.abra). Tekintettel arra, hogy az IR karosodas sziikségszerii
velejaroja a transzplantacionak, ezt a rizikofaktort kikiszobolni nem tudjuk. A karosodas
csokkentésére kilonbozo Osszetételt perfuzios folyadékokat hasznédlnak, amellyel a donor
vesét perfundaljak a belltetés el6tt. Napjaink transzplantacids kutatasainak egyik kdzponti
téméja azon szerek felkutatasa, amelyekkel az IR karosodas csokkenthetd. Ezen szerek

kdzll a legnagyobb figyelem a kiilénb6z6 antioxidansok hatasanak vizsgalatara iranyul.
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2. dbra. Az IR karosodas patomechanizmusa

2. Agyhalal hatasa a donor vesére

Evtizedek 6ta ismert tény, hogy az élé-donor transzplantacié esetén hosszabb grafttaléléssel
szamolhatunk, mint cadaver donor esetén. Ezt a megfigyelést egyszeriien az él6, rokon
donor esetén meglévé nagyobb genetikai azonossaggal és a sziikségszeriien rovidebb
ischémias id6ével magyaraztak. Az utobbi években, az él16 de nem rokon donorok szamanak
ndvekedésével kiderilt azonban, hogy az él6-donor transzplantécid fluggetlenil a genetikai
kilonbségtol jobb hosszl tava graftmikddéssel jar. Ezt a cadaver és élé-donor
transzplantacio kozott fennallo diszkrepanciat 6Gnmagaban az ischémiés karosodassal nem

lehetett magyarazni. Szamos donorral kapcsolatos faktor vizsgalatat kovetéen vetodott fel a
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lehet6ség, hogy a cadaver donorokndl beallt agyhalal és ennek szisztémas hatdsai lennének
részben felelések a cadaver graftok rosszabb funkcidjaért (50). Egyik mechanizmus,
amellyel az agyhaldl a hosszG tavu graftmikodés romlasahoz vezet, a kozponti
idegrendszert ér6é katasztrofa kovetkezteben bekdvetkezé, az egeész szervezetre Kiterjedd
gyulladasos folyamat, amely a beliltetendé szervben olyan elvaltozasokat indit el, amelyek
megndvelik a recipiensben kialakul6 immunvalaszt. A krénikus allograft nephropatia
allatmodelljén sikertlt igazolni, hogy az agyhalal, fuggetlentl egyéb faktoroktdl beindit egy
gyulladasos folyamatot, amely sordn a donor szervben megndvekszik az immunsejtek
szama, megndé a gyulladasos mediatorok expresszidja, s6t a kronikus foyamatok
kialakuldsaban fontos szerepet jatsz6 ndvekedesi faktorok képzédése is (51). Mindezen
vizsgalatok azt mutattak, hogy az agyhalal soran mar a kivétel el6tt karosodas indul meg a
belltetésre szant szervekben és ez egy dinamikus folyamat, amely az agyhalal
fennallasanak hosszatol jelentés mértékben fiigg. Ugy tiinik tehat, hogy az agyhalott donor
kezelésének pontos megtervezésevel, Uj szerek bevezetésével javithatunk a graftok rovid és
hosszu tavu mikodésén. A kérdés azonban természetesen nem ennyire egyszeri, hiszen

szamos etikai kerdést és problemat kell tisztdzni, amig minderre sor kerilhet.

3. Non-compliance, immunszuppressziv terapia, gyogyszer toxicitas

A betegek egyuttmitkddésének hianya az egyik legfontosabb és nehezen befolyasolhat6 oka
a poszttranszplantacios terdpia sikertelenségének. Egyes tanulmanyok szerint a non-
compliance a graftok elvesztésének 8-40%-aban lehet felelés (52). A héttérben részben a
beteg személyiségébdsl adddo okok, részben a betegség és annak kezelése soran szerzett
negativ tapasztalatok és érzelmek éallnak. Erdemes azonban elgondolkodni azon is, hogy a
minél jobb eredmény érdekében egyre nagyobb mennyisegi gydgyszer elfogyasztasara
kényszeritjik a betegeket, akik egy részénél egyfajta dacreakciét kivaltva non-compliance-
hez vezet a tdlzott gyogyszerelés. Nagyon fontos ezért a kronikus betegek és igy a
transzplantaltak életvezetesenel a pszichologus segitsege is. Tovabbi segitség lehet olyan
tarsasagok létrehozésa, amelyben a hasonlé probléméaval kiizdé emberek talalkozhatnak,
beszelhetik meg kérdéseiket, adhatnak tanicsot egymasnak az életvezetéssel kapcsolatban
és Kkérhetnek segitséget hozzaérté szakemberektl. Magyarorszagon a transzplantaltak
szamara jol szervezett egyesilet mikodik, ahol a fenti probléméakon kivil a szabadidé
értelmes és megfelel6 eltdltésében is segitenek.

A transzplantaciot kdveté immunszuppressziv terdpia mellékhatdsai befolyasolhatjdk a

KAN Kkialakuldsat. Az immunszuppressziv szerek kozil leggyakrabban alkalmazott CsA és
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a vele rokon vegyiilet Tac, a citokinek, eikozanoidok és endotelin felszabaditasan keresztill
vazokonstrikciot okoznak. Ennek hatasara lecsokken a GFR, ami a vese Kkivélasztd
funkciojanak karosodasahoz vezet. Emellett mindkét szer kdzvetlen endotél és simaizom
sejt karositd hatassal is rendelkezik (53). A CsA és a Tac ugyanakkor indukélja a
transzformalo novekedési faktor B1 (TGF-B1) szintéziset, fibroblaszt proliferaciét idezve
el6 (54).

Az Ujabb immunszuppressziv szerek kozul a mycophenolat mofetil (MMF) a virusinfekciok
szamanak nodvekedésevel, a gastrointestinalis mellékhatdsok novekedésével, a rapamycin
(RAPA) pedig a metabolikus funkciok rontasaval okozhatnak graftvesztést.

A szteroid kezelés mellékhatasai — diabetes, hipertonia kialakulasa — szintén jol ismertek.

A gydgyszerek toxikus hatasaitol vald félelem azonban e szerek aluldozirozasahoz és ezzel
az akut rejekciok kialakulasahoz vezethet. Segitség a gydgyszerek szintjének és a

graftfunkcionak a folyamatos monitorozasa, amely erre felkészult centrumokban folyik.

4. Metabolikus faktorok (hiperlipidémia, diabetes mellitus)

A kardiovaszkuléris rizikdfaktorok hatasa a transzplantalt betegeknél még fokozottabban
jelentkezik. A vesetranszplantalt betegek vizsgalata azt mutatja, hogy a metabolikus
faktorok és a hipertdnia nemcsak a graft elvesztését okozhatja, de a transzplantacio utan
mikodo grafttal valo elhalalozas tobb mint feléért is ezek a faktorok és az altaluk okozott
kardiovaszkularis megbetegedések a felelsek.

A metabolikus zavarok héatterében részben az immunszuppressziv szerek mellékhatésa,
részben a kialakul6 KAN és kronikus veseelégtelenség all.

A transzplantaltaknal észlelheté kéros lipidszintek és diszlipidémiak alapjan felvetodott,
hogy a zsiranyagcsere elvaltozadsai szerepet jatszhatnak a KAN soran észlelt graft
arteriosclerosis kialakulasaban (55, 56, 57). Allatkisérletekben alkalmazott magas
koleszterin tartalmd diéta a transzplantalt vese funkcidjanak progressziv romlasahoz és
kronikus kilokodéshez vezetett. Klinikai megfigyelések korrelaciot mutattak ki a szérum
koleszterin- és triglicerid-szintek valamint a szovettani elvaltozdsok kozott (58). A
koleszterinszegény diéta szignifikdnsan megnovelte a graft életidejét (59). Alacsony
lipidszintek a transzplantaciot megelézéen, illetve azt kdvetéen szignifikansan hosszabb
grafttalélést tettek lehetéve (60). A hiperlipidémia erélyes kezelése segithet tehat a graftok
funkcidjanak hosszu tavi megorzéseben. Terapias megoldasként a statinok az elsédlegesen
valasztando szerek, hiszen lipid-szintet csokkenté hatasuk mellett kifejezett antiproliferativ

és antioxidans hatassal is rendelkeznek (61, 62). Az utébbi években sikeriilt igazolni, hogy
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a magas homocystein szint 6nmagéaban is rizikét jelent a kardiovaszkularis megbetegedeések
kialakuldsaban, elsésorban az arteriosclerosist indukalé hatdsdn keresztil. A
hyperhomocysteinémia fokozottan jelentkezik kronikus vesebetegeknél és a transzplantacio
utdn sem csokken Iényegesen szintje. A magas homocystein szint a vesetranszplantatum
elvesztésének egyik faktora lehet, az akceleralt graft arteriosclerosison keresztiil. A
hyperhomocysteinémia kezelésére a folsav vagy B-12 vitamin terapia ajanlott, amelyekkel
még az igen magas homocystein szint is rendezheté (63).

A hiperglikémia és diabetes mellitus a felnéttkori krénikus veseelégtelenség egyik
leggyakoribb oka. A hiperglikémia mint koroki tényez6 a KAN patomechanizmusaban is
szerepet jatszik, részben a lipidanyagcsere kedvezétlen irdnyba torténé megvéltoztatasa,
részben kozvetlenil arteriosclerosist indukalé hatasan keresztiil. Nem elhanyagolhat6
tényez6 azonban a fertézésekre és a hipertoniara valé nagyobb hajlam a diabeteses betegek
esetében (64).

5. Hipertonia

A hipertonia szerepe az arteriosclerosis és a miokardialis infarktus kialakuldséban ismert és
hozzajarul ezen megbetegedések transzplantaciot koveté halmozott eléforduldsahoz is (65).
A transzplantaciot koveto hipertonia eléfordulasanak gyakorisaga az egyes centrumokban
nagyon eltéré, 6% és 80% kozott valtozik (66, 67). A transzplantaciot megel6z6 hipertonia
szerepét és a vesevel vald szoros kapcsolatdt mutatjdk azon experimentalis és klinikai
megfigyelések, melyben hipertdnias donorok veséjét normotenziv recipiensekbe Ultetve
gyakrabban észlelhet6 poszttranszplanticids hipertonia (68). A transzplantacié soran
jelentkez6 vesekarosodds a maér fennalld hipertoniat sulyosbitja, illetve normotenziv
betegekben néveli a magasvérnyomas kialakulasénak veszélyét. A graft talélése jelentésen
csokken, ha a betegek artérids kozépnyomésa meghaladja a 107 Hgmm-t (140/90 Hgmm).
Ezzel parhuzamosan a transzplantdtumban észlelt szdvettani elvaltozasok korrelalnak a
fennall6 hipertonia fokaval (69). A vesetranszplantaciot kdvetéen kialakuld hipertonia, sét a
diurndlis ritmus felborulasa is 0sszefliggést mutat a szérum Kkreatinin szint emelkedésével, a
graftmiikddes besziikiilésével, a dializishez valo gyorsabb visszatéréssel és a beteg halalaval
is (70, 71, 72). Az artériés hipertdnia a kronikus kilokodés kialakuldsaban is fontos szerepet
jatszik (73, 74).

A folyamatosan fennalld6 magasabb vérnyoméas gatolja az afferens arteriola szabalyozo
miikddését, fokozva a glomerularis fal feszulését, mely lokalis angiotenzin Il termeldését

indukélja. Az igy felszabadulé angiotenzin Il fokozza a TGF-B1 termel6desét, mely
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interstitialis fibrosishoz vezet, valamint fokozza a renintermelést, és igy e folyamatok
circulus vitiosust tartanak fent (75). Ujabb vizsgalatok igazoltak, hogy az angiotenzin I
ndveli a monocytdk mesangialis sejtekhez torténé adhéziojat és serkenti a makrofagok és
lymphocytak kemotaxisat (76).

A hipertonia KAN-ban betoltétt fontos szerepét bizonyitja, hogy a megfelelé
antihipertenziv kezelés lassitja a KAN folyamatat.

Az egyik leggyakrabban hasznélt, ugyanakkor talan leginkabb vitatott gydgyszercsoport az
ACE-gétlok és angiotenzin-receptor blokkoldk csaladja. Az ACE-gatlok transzplantéltak
hipertonigjaban valé hasznélatanak ellenzéi felvetik, hogy az efferens arteriolak
relaxaciojan keresztul csokkentik a GFR-t, és ezaltal gyorsitjadk a graft elvesztésének
folyamatat. Ezt a hipotézist azonban eddig jol megalapozott vizsgalatokkal még nem
sikeruilt alatdmasztani. Szamos kisérletes és klinikai vizsgélat tamasztja viszont ala jotékony
hatdsat a transzplantalt betegeknél (77). Ezek a vizsgalatok azt mutatjak, hogy a vesében
kialakulo fibrosis és sclerosis progresszidjanak egyik legjobb terdpidja a kronikus
vesebetegekben és transzplantaltakban a renin-angiotenzin rendszer gatlasa (78). Az ACE
gatlok azonban nemcsak szisztémas antihipertenziv hatdsuknél fogva jelentenek kezelési
lehet6séget a vesebetegségek és a KAN folyamataban, hanem attol fiiggetlenil is
rendelkeznek terdpias hatdssal. Ezt tdmasztja ala az a megfigyelés, hogy alkalmazasuk
normotenziv betegekben is csdkkentette a vesebetegség progressziojat (79).

Ez a hatés részben a glomerularis kapillaris nyomas csokkentésén keresztil valosulhat meg.
A kronikus veseelégtelenségben mikropunkcios mérések igazoltédk a glomerularis kapillaris
nyomas emelkedését és az ACE-gatld kezelés glomerularis kapillaris nyomas csokkent6
hatasat. Bar KAN-ban még nem torténtek mikropunkcids merések, de a kronikus
veseelégtelenseghez hasonlo pathomechanizmus alapjan feltételezhets, hogy a graftban is
n6 a glomerularis kapillaris nyomas (80).

Egy masik lehetséges, a szisztémds antihipertenziv hatastdl figgetlen mechanizmus a
glomerulus membran permeabilitas és ezzel a proteinuria csokkentése (81). A harmadik
lehetséges hatdsmechanizmus a szisztémas és lokalis renin-angiotenzin rendszer gatlasa. Az
angiotenzin 1l az efferens arteriolak rezisztenciajanak emelésén kivil (82, 83) egy igen
hatasos novekedési faktor a glomerulus és tubulus sejtek szdmara.

Az angiotenzin 11 kdzvetlenil képes a kollagén szintézis indukalasara, valamint befolyasolja
a TGF-B; és a thrombocitdhoz kot6dé novekedési faktor A (PDGF-A) lanc expresszidjat is,

amelyek a simaizom sejtek és a matrix proteinek proliferaciojat serkentik. Ujabb
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vizsgalatok igazoltadk, hogy az angiotenzin Il néveli a monocitak adhézidjat a mesangialis
sejtekhez és serkenti a makrofagok es limfocitdk kemotaxisat (76).

Korabbi munkénkban igazoltuk, hogy az ACE-gatlo enalapril kdzvetlendl intrarenalisan is
képes csokkenteni a citokinek és novekedési faktorok expressziojat (84). Ujabb vizsgélatok
pedig az angiotenzin-1 receptor blokkolok hasonld hatdsadt mutattdk. Mai ismereteink
szerint a transzplantaciot koveto hipertonia kezelesében az angiotenzin rendszerre hato

szerek az elsédlegesen valasztandok.

6. Infekciok

Az immunszuppressziv terdpia elkerilhetetlen kdvetkezménye, hogy a kezeltekben
megndvekszik a kilonbézoé infekciok kialakulasanak veszélye. A virusinfekciok kozul a
transzplantatum diszfunkciojdhoz, vagy elvesztéséhez leggyakrabban a cytomegalovirus
(CMV) infekcid vezet (85, 86). A CMV a normal populacioban igen gyakran eléfordul6
virus, amely immunszuppriméltakban sulyos akut, életet veszélyezteté fert6zés formajéban,
vagy kronikus lefolyéssal jelentkezhet. Ez utdbbi esetben bizonyitottan hozzajarul a
kronikus allograft nephropatia kialakulasahoz. Tovabbi problémaét jelenthet, hogy krénikus
forméaban el6seqgiti az arteriosclerosis kialakuldsat. A transzplantalt betegekben a fert6zés
egyik lehetseges Gtja a CMV negativ recipiensbe transzplantadlt CMV pozitiv szerv. A
masik, gyakoribb lehetéség az immunszuppresszié kapcsan reaktivalédé addig latens
virusinfekcio (87).

Feltehet6en a virus direkt sejtkarositd hatasan kivil aktivalja a szervezet immunreakciojat,
novelve ezzel mind az akut, mind a krénikus kilokodés kockazatat. A virus egyik korai
génje altal kodolt fehérje keresztreakciot ad a HLA-DR antigén B lancaval, egy masik
viralis glikoprotein pedig homolog az MHC | antigén nehézlancéaval és képes kotédni a
molekula kdnnytlancahoz. A CMV fertézést kdvetéen fokozddik egyes adhézids molekulak
(intercellularis adhéziés molekula-1, vaszkularis adhéziés molekula 1 (ICAM-1, VCAM-1))
expresszidja is, ami szintén gyorsitja a KAN folyamatat. A CMV infekcid zajlasakor
ezekkel a molekuléris folyamatokkal parhuzamosan a szérum kreatinin szint emelkedesét, a
graftban pedig szovetkarosodast és monocita infiltraciot észlelhetink (86, 88).

Sajnos a betegség sokszor csak szerény tinetekkel jar, esetleg egyetlen jelzés a
graftmiikddes besziikilése lehet. A CMV fertézés meglétét vagy hianyat minden erre
gyanus esetben azonnal igazolni kell, vagy ki kell zarni, mert a késéi beavatkozas nemcsak
a graft, de a péciens elvesztéséhez is vezethet.

A CMV infekcidnak harom kezelési stratégiaja ismert. Az els6 esetben preemptiv terapiérdl
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beszeliink, ha a verben szenzitiv metodikdval (PCR) észlelt CMV-t még az aktiv betegség
kialakulasa elétt antiviralis terdpidval kezeljik. A masodik esetben profilaktikus terapiarol
beszeliink, ha a rizikdcsoportba tartozd (pl. szeronegativ recipinsek szeropozitiv grafttal)
betegeket részesitjik kezelésben. A harmadik lehetéség a mar Klinikai tlineteket mutatd
betegség kezelése. A leggyakrabban hasznalt szer a CMV infekcié kezelésében a
ganciclovir (89, 90).

A CMV mellett az infekciok okozta mortalitas masik f6 oka az invaziv gomba fert6zés (91).
Tovabbi sulyos megbetegedést okozhatnak a herpes simplex, human herpes virus 6,
varicella zoster virus, polyomavirus és az Epstein-Barr virus (92, 93, 94). Gyakorlati
szempontbol gyakori problémat jelentenek még egyes hepatitis fert6zések is (95, 96).
Kilénos fontossaggal birnak a huagyati infekcidk, amelyek nemcsak gyakrabban
fordulhatnak el6 vesetranszplantalt betegeknél, de bizonyitottan gyorsitjdk is a kronikus
allograft nephropatia kialakulasat (97). A hagyuti infekciok gyors diagnosztizaldsa es

adekvat kezelése segithet a graftok funkciojanak hosszabb megérzéseben.

7. A miikddd nephronszdm csokkenése, hiperfiltracio

Az a hipotézis, hogy a donor és a recipiens kozott fenndlld teststly-vesesuly
aranytalansagok miatt nem megfelel6 mennyisegii mikddé nephron kerll a recipiens
szervezetébe, lehet a KAN egyik magyardzata (98). A nephronszam csokkenése sz&mos
okbol bekdvetkezhet. Az egyik legkézenfekvébb magyarazat, hogy altalaban csak egy vese
kerll belltetésre, illetve a tovabbi noxa mint a mitét, illetve az IR karosodas csokkentheti a
nephronszamot. Ezen fellil a graft mikodése sordn bekdvetkezé akut kilokodés, gyogyszer
nephrotoxicitas, hiperténia, infekciok vezetnek a mikodé nephronok szamanak
csokkenéséhez. Allatkisérletek bizonyitottak, hogy a nephronszam sebészi redukcidja 5/6
nephrectomidval, a vesében létrejové hemodinamikai  valtozdsokon keresztil
glomerulosclerosishoz és veseelégtelenséghez vezet (99). Human vizsgélatok igazoltak,
hogy a testsuly, testfelszin és vesetomeg Gsszefuggest mutat a nephronok szamaval, igy a
nem és az etnikum szerepe is felvetédott (100). Egyes vizsgélatok szerint a néknek kisebb a
veséjik és kevesebb a nephronjaik szama, csakdigy, mint az Afro-Amerikaiaknak (101).
Mas eredmények azonban nem tdmasztjak ala ezt az dsszefliggést (102).

A hiperfiltracids teoria alapjan a kevesebb glomerulusra harulé azonos mennyiségt feladat
miatt  glomerularis  hipertensio  és  hiperfiltrdci6  alakul ki, mely fokalis
glomerulosclerosishoz vezet (103). A megmaradt nephronokon nagyobb mennyiségti vér

aramlik & és az addigi laminaris aramlads turbulenssé valik. Ez az endotélsejtek
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aktivacidjahoz vezet, amely az adheziés molekuldkon, citokineken és ndvekedesi
faktorokon keresztll fokozza a leukocita adhézidt, migraciot és proliferéaciot, és ezeken a
hatdsokon keresztll progressziv sclerosishoz vezet (104). A folyamat legvegil a
funkciondlis tartalékok kimerilésével veseelégtelenseget okoz (105). A hiperfiltracios tedria
problematikdja azonban, hogy a tobbi transzplantalt szervnek nincsenek nephronjai,
ugyanakkor a kronikus graft diszfunkcié ezekben az esetekben is megjelenik. A
glomerulosclerosison kivil a tobbi szdvettani elvaltozds, mint az arteriosclerosis,
gyulladasos sejtes infiltracio megtallhatd a tobbi transzplantélt szervben is (106).

A koz0s patologiai eltérés az endotélsejtek aktivacioja lehet. Az endotélsejtek szamos noxa
altal aktivalodnak, és az igy indukalt folyamatok KAN kialakulasdhoz vezetnek. A
hiperfiltracio esetén valdszintleg a kilonbdz6 okokbol aktivalodott endotélium és az igy
aktivalt immunoldgiai folyamatok okoznak nephronpusztulast, és a nephronszam egy

kritikus mennyiség alatt 6nmagaban is képes a folyamat fenntartasara (107).

arteriosclerosis miik6dé vesetomeg cellularis és/vagy
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hiperfiltracio @ KiSVeSE
sebészi trauma

ischémia l l
ENDOTHELSEJTEK AKTIVACIOJA ) )
PR infekcié
citokin, névekedési faktor MHC 11 és adhézios
felszabaduléas molekula expresszié

leukocita adhézié I

—- antigénprezentacio

3. dbra A KAN-hoz vezet6 tényezdk és az endotél kdzponti szerepe a folyamatban

8. Eletkor
A donor életkora szintén befolyassal van a transzplantacié kimenetelére. A nagyon fiatal
donoroktdl szarmazo vesék atiltetése utan megfigyelhet6 rosszabb eredmények elsésorban

technikai problémakra vezethet6k vissza (108). 1dés donoroktol szarmazo graftokkal
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kapcsolatban eltérnek a vélemények. Ismert, hogy a kor elérehaladtaval csokken a GFR,
fokozatosan sulyosbodik a glomerulosclerosis, atherosclerosis és interstitialis fibrosis
eléfordulédsa (109). Ezzel szemben més esetekben a vesemiikodés normalis marad (110).
Idésebb donoroknal észlelt hosszu tava graftmitkddés beszikilest a csokkent vesetdmeggel
hozzak 6sszefuggésbe, mely a recipinsben megndvekedett igenyt nem tudja kielégiteni, igy
hiperfiltracio és kovetkezményesen glomerulosclerosis alakul ki (111). Felmerilt az a
lehet6ség is, hogy a transzplantaciot kovetéen az oregedesi folyamat felgyorsuldsa
kdvetkezik be, és ez okozza a szOvettani elvaltozasokat (112). A transzplanticidt koveto
terapias lehet6segek javulasaval azonban, ma mar idés donoroktol szarmazd szervekkel is
jobb hosszl tavd eredményeket lehet felmutatni (113).

A recipiensek életkorat tekintve elsésorban az 5 evesnél fiatalabb betegeknél lehet riziko a
donor es recipiens kozotti nagy korkulonbség. Ezekben az esetekben a meretbeli
kilonbségekbsl adoddan novekszik a sebészi és posztoperativ szovodmények szama €s a
gyermekek novekedése soran nem megfelel6 a graft adaptacioja sem (114, 115). Tovabbi
problémét jelenthet a fiatal korban agresszivabb immunreakcié is (116). Az idésebbek
immunreakcidjat kordbban gyengébbnek vélték, azonban tébb jelen munka is kifejezetten
aktivnak irta le (117, 118), ezért a csokkentett id6skori immunszuppresszié hozzéjérulhat a

graft elvesztéséhez (119).

9. A nem szerepe a kronikus allograft nephropatiaban

A hiperfiltracioval foglalkozé bekezdésben mar sz6 volt rola, hogy az eltéré
nephronszammal magyarazzak a graftok funkcidjaban mutatkozd kilonbségeket a nemek
kozott. Sokaig tartotta magat az az elképzelés, hogy nagy feérfi vesét (sok nephront) kapo
noéi recipiensben jobban mikddik a graft, mint forditott helyzetben. Ma mér sokkal
arnyaltabb a tudasunk a nemek kozti kiilonbségekrsl. Ugy tinik, hogy a hiperfiltracios
tedria Gnmagaban nem magyarazat és anatomiai vizsgalatok is azt mutatjak, hogy férfiak és
nok veseéjében nem kilénbozik a nephronszam (120).

Egy 2001-ben elvégzett klinikai vizsgalat kimutatta, hogy 6sszességében a férfi és noi
transzplantalt betegekben a hosszu tavu graftmiikédes azonos. Szubanalizis azonban
igazolta azt a régebbi feltételezést, hogy nékben magasabb az akut kilékédések szama és
igy az egy éves grafttulélés alacsonyabb, mig a KAN kevésbé alakul ki nékben, mint a
ferfiakban (121). Az 6sztrogének védo szerepe a miokardialis ischémia és arteriosclerosis
esetén mar régen ismert. Az 6sztradiol részben a kronikus sclerotikus folyamatokat gatolja a

ndvekedési faktorok expresszidjanak csokkentésével és az endotél veédelmével, részben az
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ischémias karosodast csokkenti. Hasonld mechanizmusokon keresztil vezethet a
graftmikddés hossza tava funkcidjanak megorzéséhez is.

Tovabbi magyarazat lehet a nemek kozti eltéresre az immunszuppressziv szerek, elsésorban
a CsA tekintetében megfigyelt kiillonbség. Osztradiol elésegiti a CsA metabolizmusat és
kilrilését (122). Mindehhez tarsul, hogy az altalaban nagyobb testsulya férfiak nagyobb
dézis CsA-t kapnak. Osszetéve az adatokat elképzelhetd, hogy noknek elégtelen
mennyiségi immunszuppresszivumot adunk, kuléndsen a kezdeti fazisban, amikor az

egyébként is agresszivabb immunrendszerik miatt mas dézis alkalmazasara lenne sziikség.

1.5. A nem és a nemi hormonok hatasa az IR vesekarosodasra és KAN-ra. A
folyamatban szerepet jatsz6 mediatorok.

Napjainkban egyre tobb tanulmény vizsgalja és igazolja a kulonféle betegségekben a nem,
valamint a nemi hormonélis milieu kozponti szerepét. Nemcsak a betegségek
incidenciajaban, de a progresszidban és a terdpias valaszkészségben is jelentds kilénbségek
figyelheték meg a nemek kozott.

Human és allatkisérletes vizsgalatok Kkimutattak, hogy a legtdbb vesebetegség
incidencigjdban és a betegseg progresszidjaban nemi kilonbségek allnak fenn. A
kilonbségek részben a vese strukturalis és funkcionalis eltéréseibél, illetve a nemi
hormonok hat&saibol adodnak.

A végallapotl vesebetegség (ESRD) prevalencigja férfiaknal magasabb, mint nék esetében
(123, 124, 125) (2. tablazat). Allatkisérletes eredmények szerint, him patkanyokban a korral
spontén proteinuria és glomeruloszklerézis alakul ki, mig néstény allatoknal, 6sztrogennel
kezelt es kasztralt himeknél ezek az eltérések nem jelentkeznek (126).

Bizonyitott tovabba, hogy a legtobb élettani és patofizioldgiai folyamat a két nemben eltéré
modon zajlik le. Ismert, hogy a ndéi nem szamos, ischémias karosodasnak kitett szerv
esetében protektiv hatasu, amiért elsésorban az 6sztradiol felels, bar az utobbi idéban a
kilonbség hatterében az androgének szerepe is felmerult. Miokardialis IR modellekben, p—
Osztradiol adasa a miokardialis hemodinamikai paraméterek javuldsat és az arritmiak
eléfordulasanak csokkenését eredményezi (127). Osztradiol adasa splanchnikus (128) és
cerebralis (129) ischémia esetében is csokkenti a mortalitast és az ischémias karosodast.
Mindezek ellenére ischémias eredeti akut veseelégtelenség kialakulasaval és
progressziojaval kapcsolatos kisérleteket csak him allatokon végeztek, a nem és a nemi

hormonok szerepét a vese IR karosodasdban mindeddig nem vizsgaltak. Szintén nem
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torténtek korabban vizsgalatok a nem és

hormonok hatasar6l a KAN

pathomechanizmusaban. Tekintettel arra, hogy az IR egyik legfontosabb rizikéfaktora a

KAN kialakulésénak és progresszidjanak a nem es nemi hormonok hatdsanak vizsgalata

mindkét folyamatban fontos lehet.

Férfi : N6 arany

Végallapotu vesebetegség (ESRD)

ESRD-be progrediélé glomerulonephritis
ESRD-be progrediél6 hipertonia

Minimal change glomerulonephritis gyerekeknél
Minimal change glomerulonephritis felnétteknél
Focalis segmentalis glomerulosclerosis

Membranosus nephropatia

14:1

16:1

14-16:1

2:1

1:1

Enyhe férfi dominancia
2-3:1

SLE 1:1,5-2
IgA nephropatia 22:1
Goodpasture-szindroma 2-3:1
Membranoproliferativ glomerulonephritis 1:1

2.tablazat. Nemi kiilonbségek a vesebetegségek prevalenciajaban

1.5.1. A Na+/K+ ATP-az (NKA)

A vese IR kérosodasa soran az ATP szint csokkenése az energiaigényes NKA enzim
mukodését is nagymértékben befolyasolja.

A NKA fiziologias kortlmények kdzott szinte minden humén sejtben jelen van, kdzponti
szerepet jatszik a szervezet viz es elektrolit homeosztazisanak fenntartdsaban. Az enzim egy
a (112 kDa), B (53 kDa) és y (10 kDa) alegységbdl &ll; az o alegység felelés a NKA
katalitikus aktivitasaért, a R biztositja az o alegységek stabilizaciojat és membrén
integracidjat, mig a vesében expresszalédo y alegység szerepe egyelére nem tisztazott
(130). Az alegységeknek szdmos izoformajat kulonitették el, melyek eléfordulésa, aranya
szervenként es szOvetenként valtozd. A vesében elsédlegesen az ol és R1 alegység
izoformak fordulnak el6 (131).

Az enzim aktivitdsa és mennyisége szovetenként eltérd, legnagyobb mennyiségben az
agyban és a veseben van jelen. A vesében a NKA aktiv transzportja a sejtek

energiafelhasznalasanak 50-70%-at teszi ki (132). Miikodése soran egy molekula ATP
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hidrolizisével két K'-ot transzportdl az extracellularis térbsl az intracellularis térbe,
mikdzben harom Na'-ot juttat ki a sejtbdl. A sejtmembran két oldala kozott igy kialakult
elektrokémiai potencialgradiens biztositja a sejtmembranon keresztil zajlo, masodlagosan
aktiv transzportfolyamatok (pl. Na*/Ca?* antiport, Na*/gliikoz ko-transzport stb.) szaméra az
energiat. Az enzim ezért alapvetoen befolyasolja a szervezet folyadéktereinek 0sszetételét
és a sejtek térfogatat (133).

A vese proximalis tubulusénak epitélsejtjeiben egyiranyu transzportfolyamatok (viz, ionok
és makromolekulak) zajlanak a vér és glomerularis filtratum kozott. A tubulussejteken az
apikalis oldal tekint a vizeletelvezet6 rendszer lumene felé, mig a bazalis membran a belsé
rész (vér) felé. A két membran fizikokémiai szerkezete, transzport tulajdonsagai alapvetéen
kilonbdznek. Az Gjonnan szintetizalt membranalkotorészek és citoszkeletalis strukturék -
melyek barrierként szolgalnak az apikélis és bazalis membran kozott - eltéro eloszlast
mutatnak a membran két oldalan. A NKA a membran bazélis oldalan talalhatd, igy tudja
biztositani a Na* intracellularis térbél torténé kielégitd reabszorpcidjat (134). Ez a polaritas
szilkséges a tubularis transzport megfelel6 mitkodésehez.

A rendlis ischémia hatasara bekovetkezé folyamatok kozil szinte elsoként, a proximalis
tubulussejtek vesztik el polaritasukat. Ennek kovetkeztében a NKA molekulék elszakadnak
az aktin-alapu citoszkeletonrol és egy részik eredeti bazalmembranhoz kotott helyerdl a
citoszolba, illetve az apikalis membranra kerll at (135). A glomerotubuléris feedback
mechanizmus miatt csokken a GFR, karosodik a Na* és viz visszaszivas illetve szamos ko-
transzporter molekula (K*, gliikdz, P*") intracellularis koncentrécidja. Ezt a jelenséget
renalis IR karosodast kovetéen mind kisérletes, mind klinikai korilmények kodzott
megfigyelték (3. abra).

Az ischémia hatasara nemcsak a NKA molekulédk kihelyezédése kdvetkezik be, de valtozik
a NKA alegységek mRNS és fehérje szintézise is. A valtozas mértéke szdvetenként eltéré
és nagymertékben fuigg az ischémias periddus hosszatol. Vesében 30-60 perces ischémiat
kdvetéen him patkanyokban az a1 és B1 mRNS szint jelent6s csokkenését mutatta ki tobb
munkacsoport (136, 137, 138), de a folyamat hatterében all6 molekularis szintt valtozasok
legnagyobb részt ismeretlenek. A reperfuziéd periédusa alatt, az mRNS szint lassu
folyamatos ndvekedéssel nehany nap alatt eléri a kiindulési értéket és az enzimaktivitas is
normalizalodik (136, 139).

Az mRNS szint véltozasaival parhuzamosan véaltozik a NKA alegységek protein
expresszidja. Coux és mtsai kimutattak, hogy renalis ischémiat kdvetéen jelentés mértékben

lecsokken a NKA a1 és R1 alegysegek fehérje expresszidja és a pumpa aktivitasa (140). Az
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aktivitas csokkenése magyarazhato egyrészt a csokkent proteinszintézissel, masrészt a NKA
redisztriblcidjdval. Triton X-100 extrakcioval Aufricht és mtsai a veseszovet
homogenizatumot egy Triton — inszolubilis (citoszkeletalis struktdrat reprezentald) és egy
Triton — szolubilis frakcidra (egyéb sejtalkotok) kilonitették el (141). Kimutattak, hogy
renalis ischémias inzultust kdvetéen az inszolubilis frakcidban lecsokken, mig a szolubilis
frakcioban megn6 a NKA al és B1 alegységek fehérje mennyisége. A reperflizié soran
folyamatosan visszaall a NKA fiziologias eloszlasa, ami a fehérjeszintekben is tikrozodik.
Ezek az eredmenyek tovabb erésitik a NKA redisztriblcio jelentéséget a posztischémias
vesekarosodas soran (142). Bar a nem és a nemi hormonok befolyasoljak a NKA
miikddését, a fenti kisérletek mindegyikét him allatokon vegezték, néstenyek esetében nincs

adat az enzim IR karosodast kovetd valtozasairdl.

A Apikalis Bazalis
Lumen Veér
Na*
ADP + Pi
gliikoz, Pi, . +
aminosavak Na Na
+ K*
Na
ATP
B.
Ischémia l T Reperfuzid
Na*
ADP + Pi
glikéz, Pi, .
aminosavak Na " Na
K+
ATP

3. dbra Az IR NKA megoszlasara és Na* transzportra gyakorolt hatéasa.
Fiziologias korilmények (A): Na* az elektrokémiai gradiense mentén az apikalis membranon keresztiil
kerdl be a sejtbe, majd a bazolateralis membranon elhelyezkedé NKA pumpélja ki. Ischémiéat kdvetéen
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(B): NKA kihelyezédik az apikalis membranra is, ezaltal visszapumpalja a lumenbe a Na'-ot csokkentve
a Na* reabszorpcié hatékonysagat és novelve a tubularis Na* exkréciot.

A nem és a nemi hormonok NKA-ra gyakorolt hatasairél ellentmondasos adatok allnak
rendelkezésre. A nemi hormonok eltéréen befolyasoljak a NKA enzim expressziojat és
aktivitasat az egyes fajokban és szovetekben.

In vitro korilmények kozott, egér izolalt szivizomsejtjein kimutattak, hogy 17-R észtradiol
kezelés csokkenti a NKA enzim aktivitast. A folyamatban az 6sztrogén receptor-2
kdzvetlen szerepét feltételezik, mivel a receptor blokkold tamoxifen hatdsara az
aktivitdsnovekedés elmarad (143). Ezzel ellentétben human vorosvertesten (144) és
limfocita sejtkulturdkban (145) tobb, fuggetlen munkacsoport a 17-3 osztradiol kezelés
serkentd hatasat irta le.

Az in vivo modellekben nyert eredmények hasonloan ellentmondasosak. Mig egér
hippocampusaban a 17-1 dsztradiol semmilyen hatast nem gyakorolt a pumpa miikdeésére
(146), addig konnymirigyben a szintetikus 6sztrogén, a dietil-stilbdsztrol a NKA
aktivitdsanak kifejezett csokkenését eredmeényezte (147). Az 6sztrogén a NKA aktivitas
géatlasat valtotta ki egér ductus efferensében is (148).

Ezzel szemben Ziegelhoffer és mtsai 17-R Osztradiol adasat kovetéen a NKA pumpa
aktivitdsdnak ndvekedeset figyelték meg patkény szivizomsejteiben. Feltételezéseik szerint
az osztradiol az enzimben részleges konformacidvaltozast indukal, ezaltal megné a K* kot
helyek affinitasa és er6sodik az egyes kotdhelyek kozotti kapcsolat. Az aktivitasndvekedes
csak in vivo korulmények kozott, integralt szivizomsejteken észlelhets. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy nem Kizarélag kozvetlen hatasrol van sz6, hanem az 0Osztrogén
adagolasat kdvetéen valamilyen, még ismeretlen mediator szabadul fel a miocitakbdl és ez
vezet a pumpafunkcié névekedésehez (149).

A tesztoszteron hatasairdl joval kevesebb adat &ll rendelkezésre. A NKA aktivitasanak
ndvekedését eszlelték patkany agy (150), illetve maj (147) szdvethomogenizatumok
vizsgalata soran is. Mas kisérletek azonban tesztoszteron kezelést kdvetéen nem taléaltak
valtozast patkdny submandibuléris mirigyének pumpafunkcidjaban (151).

Bar a NKA mikodése a veseben kiemelt fontossdgu és az enzim miikddése élettani
korilmények kozott az agyszovet mellett a vesében a legaktivabb, a nem és a nemi
hormonok hatasat a veseszévetben szinte alig vizsgaltak. Quintas és mtsai szerint néstény
patk&nyokban fizioldgias korilmények kdzott is magasabb a NKA al alegységének mRNS

expresszidja, valamint az enzim aktivitdsa, mint himekben (152). M&s munkacsoport
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azonban nem talalt killénbseget a vese NKA aktivitasaban sem élettani koriilmények, sem

tesztoszeron illetve 6sztrogén kezelést kdvetoen (153).

1.5.2. A hdsokk fehérje (HSP) 70-es csalad

Az IR karosodas soran a felszabadul6 reaktiv oxigéngyokok hatasara a citoszkeletont alkotd
fehérjék, illetve a legtobb membran- és transzportfehérje denaturdlodik. A tdnkrement
fehérjek aggregatumokat kepeznek, eliminalasuk nehéz. A sejtmembran karosodasa miatt a
membran-kapcsolt transzportfolyamatok, igy a NKA mikddése is zavart szenved. Az
ischémias inzultust kdvetéen, a karosodott proteinek strukturajanak helyreallitasa illetve
elimindlasa tehat kulcsfontossagu a szdvetek tulélése szempontjabol. Ezekben a helyreéllito
folyamatokban a HSPk kdzponti szerepet téltenek be.

A HSPK, molekukaris chaperonok vagy més néven dajkafehérjek élettani és koros
allapotban egyarant jelen vannak a sejtekben. Mas fehérjék instabil alakjaihoz kotve, azokat
rogzitve, megszabjak az adott fehérje tovabbi sejten bellli sorsat (154, 155). Fizioldgiés
korulmények kozott részt vesznek a fehérjék szintéziseben, transzportjaban, valamint
szereplk van a lebontott fehérjék eliminécidjaban is (156).

A dajkafehérjek rendkivul konzervativ struktirdk, a bakterialis és humén HSPk
génszekvencigja szinte teljesen megegyezik (157). Mikodésiiket passziv és aktiv hatdsokra
oszthatjuk. A passziv chaperon hatds lényege a hidrofob aminosavakban gazdag
polipeptidlancok nagy affinitdsi kotése, mely meggatolja a denaturalt fehérjék
aggregaciojat. Passziv hatdsa mindegyik dajkafehérjének van (158).

Az aktiv chaperon hatds ezzel szemben mindig energiaigényes folyamat: vagy ATP
hidrolizise (HSP60, HSP70, HSP110) vagy a redoxpotencial (diszulfid hidak reverzibilis
redukcidja) terhére torténik. Az aktiv chaperon hatas segit az Ujonnan szintetizalodo
fehérjék harmadlagos térszerkezetének kialakitasaban, illetve denaturalodott fehérjek
esetében, a szerkezet helyreéllitasaban. Hozzajarul a fehérje oligomerek 0sszeszereléséhez
és az endoplazmas retikulumba juttatasahoz, valamint részt vesz a karosodott proteinek
lizisében, illetve zarvanyokba zarasaban (159).

A dajkafehérjék nagy resze stresszfehérje. Ezek a szervezetet ért karositdé &gens hatasara
rendkivll gyorsan expresszalodnak és szintézisiik fokozodik. Ezaltal a sejt képessé valik
miikodésének helyreallitasara, vagy - akar az ismétlédé karositdé inger ellenére —
mukodéseének fenntartasara.

A dajkafehérjék csoportositasa és elnevezése molekulatdmegiik alapjan torténik.
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A HSP70 csalad tagjai élettani korilmények kozott szerepet jatszanak a frissen
szintetizalodott fehérjek térszerkezetének kialakitasaban, a részlegesen karosodott vagy
hibas fehérjek atstrukturdlodasdban és a denaturalddott proteinek degradaciojaban.
Kotodnek a citoszkeletalis struktirakhoz és ezaltal részt vesznek egyes fehérjék membranon
keresztuli transzlokacidjaban (159). Ezek a folyamatok mind ATP igényesek, a HSP70
azonban 6nmagaban gyenge ATPaz aktivitassal rendelkezik, ezért a szubsztratok kétéséhez
sziikséges energiat kofaktorok (pl. HSP40) biztositjak (160).

A fehérjecsalad tagjai rendkivil valtozatos csoportot alkotnak. A citoszdlban és a
sejtmagban kimutathato egy allanddan jelenlevé konstitutiv forma a HSP73 és egy stressz-
indukalt forma a HSP72. A mitokondriumban és az endoplazmatikus retikulumban fordul
elé a HSP70-hom és a Grp78. A HSP73 és a HSP70-hom aminosavsorrendje 90%-ban
megegyezik, tulajdonsagaik, funkcidik nagymértékben hasonloak (161).

A HSP73 a vese minden részében kimutathatd, kdzel azonos mennyisegben expresszalddik
a kortikalis és medullaris részen. Elsésorban fiziologias korilmények kozott felelés a
megfelel6 fehérjetranszportért és degradacioért.

A HSP72, az indukélhat6 forma a sejtet ert kérosito hatast (hémersékletemelkedés, hipoxia,
hiperoxia, gyulladas, fertézes, toxikus karosodas) kovetéen termelddik. A veseben a HSP72
mMRNS szintje a Kortikopapillaris tengely mentén fokozatosan emelkedik. Fizioldgiés
koralmények kozott elhanyagolhatd mennyiségti HSP72 mRNS és fehérje expresszalodik a
vese kortexben, kdzepes mennyiséget tartalmaz a kiilsé6 medulla és a legmagasabb a HSP72
szintje a bels6 medullaban. El6zetes adatok szerint a medullaban mért magas HSP72
expresszid osszefligg a koncentral6 vesében mért magas ozmolalités értékekkel (162).
Ischémias karosodast kovetéen a legtobb fehérje szintézise gatlodik, ezzel szemben a HSPk
MRNS és fehérje expresszidja gyorsan és jelentds mértékben (15-25%-kal) megné (163). A
szintetizalodott  stresszfehérjék chaperone  funkcidjuk réven részt vesznek a
mitokondriumok karosodasanak kivedeseben és a sejtszerkezet megorzeseben. Irodalmi
adatok szerint ischémia soran, ATP hianyaban a HSP72 a k&rosodott proteinek hidrofob
felszinéhez kotodik és ezaltal mintegy ,.kivonja a forgalombol” a denaturalt fehérjéket. A
véraramlads megindulaséval az ATP hidrolizise sordn keletkez6 energiat felhasznalva, a
HSP72 konformaciovaltozason megy at és igy valik képessé a karosodott proteinek
térszerkezetének stabilizalasara ill. helyreéllitasara, valamint a helyreéllitott fehérjek
elengedésére (164).

IR kérosodast kdvetéen szamos szervben a HSP72 expresszid novekedésérdl szamolnak be

allatkisérletes és human vizsgalatok egyarant. El6zetes kisérletek szerint miokardialis
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infarktust kovetéen az emelkedett HSP72 expresszio csokkenti az infarktusos terllet
Kiterjedését (165). Kimutattdk tovabba, hogy a stresszfehérjék nem elsésorban a
szivizomsejtekben, hanem a kapillaris endotélben termelédnek, bar pontos

hatasmechanizmusuk még nem tisztazott.

A szivhez hasonl6an, az agy hipoxiéds k&rosodasa soran is megfigyelték a HSPk jotékony
hatasat a karosodott szvetek regenerécidjaban. Yenari és mtsai vizsgélatai szerint, HSP70-t
expresszalo vektorokkal végzett genterdpia ndveli a neuronsejtek ellenallokepességét es
segiti a talélést cerebrovaszkularis ischémias inzultust kdvetéen (166). Kimutattak tovabba,
hogy a karosodas utan az idegsejteknél sokkal ellenallobb gliasejtek joval tobb HSP72-t
szintetizalnak, ami még inkabb alatdmasztja a stresszfehérjék protektiv szerepét az IR
karosodas folyamataban (167).

Human és allatkiseérletes vizsgalatok egyarant igazoltdk a HSP72 jelentoségét a vese IR
karosodasdban is. Vicencio és mtsai Gjszilott allatok veséjének vizsgalatai sordn
bizonyitottak, hogy a HSP72 expresszidja fokozodik renalis ischémiat kdvetoen, tovabbd,
hogy az elégtelen HSP72 szintézis az ischémias tolerancia csokkenéséhez és a vesefunkciok
romlasahoz vezet (168).

Aufricht és mtsai kimutattak, hogy a rendlis ischémia hatasara indukalt és expresszalt
HSP72 fehérjék segitik a citoszkeleton struktdrajanak reintegracidjat és a tubuléris epithel
polaritasanak megorzését. Immunhisztokémiai vizsgalatok soran igazoltdk, hogy az
expresszalt HSP72 lokalizacioja megegyezik az ischémia hatasara eredeti helyersl a
citoszolba keriilt NKA elhelyezkedésével (141). Mindezek alapjan feltételezheto, hogy a
tubuléris rendszerben kozponti szerepet jatsz0 NKA miikddésének helyreéllitdsaban a
HSP72 kulcsszereppel bir.

Bar a HSP72 szerepe egyre tébb hormonmedialt patofizioldgiai folyamatban felmerdl, a
nem és a nemi hormonok HSP72 expressziot befolyasolo hatésait igen kevesen vizsgaltak.
Ezek a tanulményok is elsésorban leird jellegiiek, a vesét illetéen nincs rendelkezesre allo
adat. Az eddigi, kialonb6z6 szoveteken végzett vizsgalatok szerint nostényekben, illetve
Osztrogén hatasra a HSP72 expresszié novekedése észlelheté, bar a nemi hormonok
feltételezett hatasmechanizmusa tovabbra is tisztazatlan.

Voss és mtsai him és néstény allatok szivizomsejtjein végzett kisérletei alapjan fiziologias
koralmények kozott szignifikansan nagyobb mennyiségii HSP72 fehérje expresszalddik
néstenyekben, mint him &llatokban. Ovariektomia hatasara megsziinik a kilonbség, de

0sztrogén poétlo kezelés ismét HSP72 expresszid ndvekedést eredményez (169). Kimutattak
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tovabb4, hogy him patk&nyok esetében Gsztrogén és progeszteron hatasara megné a HSP72
expressziot induk&ld hésokk faktorok termelédése, és ezzel parhuzamosan emelkedik a
HSP72 fehérje szintje, mig tesztoszteron kezelés nem eredményez valtozast a
fehérjeszintekben (170).

Hasonlé 6sztrogén medialt hatasrdl szamolnak be patkény uterusanak vizsgélata kapcsan is.
Ovariektomizalt egerekben B-6sztradiol hatasara a HSP72 mRNS expresszioja novekedett.
A novekedés hatterében az dsztrogén transzkripciora/transzlciora kifejtett direkt vagy a ho
sokk faktorok indukcidjan keresztiil megvaldsuld kdzvetett hatésa feltételezhet6 (171).

A hormonalis és kornyezeti hatdsok mellett egyes feherjék expressziojat genetikai
polimorfizmusok is nagymertékben befolyasoljak. Alapjaban véve a HSPk egy-keét kivételtol
eltekintve nem polimorf fehérjék. A HSP90 csalddban eddig nem irtak le polimorfizmust és
minddssze egy tanulmany foglalkozik a HSP60 genetikai variacioinak jelentoségével, a hirtelen
bolcséhalél kialakuldsdban (172). Sokkal tobbet vizsgaltak azonban a HLA-kapcsolt, HSP70
fehérjecsaldd genetikai polimorfizmusait.

A HSP70-s csaldd harom tagjat (HSP72, HSP73 és HSP70-hom) kddolo gének a 6-0s
kromoszoma rovid karjén, a 6p21 lokuszon talalhatok. Ez a tertlet felelés a HSP70 fehérjecsalad
mellett az MHC 1l (HLA-DRB1, HLA-DQB1) valamint MHC II1 régiét alkotd (TNF-a, TNF-R3)
fehérjék kodolaséert is. A régio fehérjeinek fontos szerepe van az antigenek felismerésében ésa T-
sejt medidlt immunvélasz beinditasdban is. A HSP70 csaldd legfontosabb genetikai
polimorfizmusait a 3. tblazat foglalja dssze.

Szdmos tanulményban elemeztek HSP70 génpolimorfizmusok klinikai relevancigjat. Az
eredmények nem egyértelmiek. Favatier és mtsai szerint a HSP73 A'110C promoter
polimorfizmusa nem befolyésolja a hosokk transzkripcios faktorok koétédését, sem a HSP73
MRNS szintézisét, illetve akkumulaciéjat EBV-vel transzformalt huméan sejtvonalakban (173).
Hasonl6 eredményt kaptak Schroder és mtsai, akik a HSP72 génpolimorfizmus és a mRNS
kozotti kapcsolatot elemeztek, és azt talaltak, hogy a gén 1267G polimorfizmusa nem befolyasolja
ex vivo a HSP72 mRNS expresszidjat (174). Ezzel szemben Pociot és mtsai kisérletei alapjan
human periférids vérben hésokkot kovetéen alacsonyabb a HSP72 mRNS expresszidja az
1267GG genotipust egyedekben, mint heterozigdta vagy 1267AA tipusu tarsaikban (175).

Bar sem kisérletes, sem klinikai tanulmanyok nem tamasztottak ala egyértelmtien a genetikai
polimorfizmusok HSP70 mRNS, illetve fehérje expressziora kifejtett kdzvetlen szabélyozo
szerepét, a HSP70 gének polimorfizmusainak jelentdségét szamos immunmedialt folyamatban
kimutattak. A HSP72 genetikai variacioi szdmos esetben jelentsen befolyésoljak egyes

kérfolyamatok morbiditasat és a kimenetelét. Az 1267G allélt hordozok gyakrabban betegszenek
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meg asztmaban, Basedow-Graves Kkorban, reumatoid artritiszben valamint SLE-ben (175).
Kimutattak tovabba, hogy az 1267GG genotipust hordozd nék kozétt szignifikdnsan nagyobb az
emlorak és egyes négyogyaszati daganatok eléfordulasanak rizikoja (176).

gén polimorfizmus | pozicio funkcio
HSP72 A1267G kddolo szakasz |G hordozds a HSP72 mRNS szint
(HSPAIB) csokkenésével jarhat

G1538A promoter régio ?
HSP73 G190C 5’ UT regi6 silent  muticié, szerepe  még
(HSPAIA) ismeretlen

A110C promoter régio szerepe még ismeretlen
HSP70-hom T2437C peptidkoto régio | Metionin —Threonin csere, Szerepe

meg ismeretlen

3. tblazat. A huméan HSP70 csalad génpolimorfizmusali

Tobb vizsgalat igazolta az 1267G allél hordozas karos hatasat ischémias karosodas sorén is. Akut
miokardialis infarktust és agyi hipoxiat kdvetéen jelentds kilonbseg mutatkozott a tulélésben és az
ischémias terulet kiterjedéseben az egyes HSP72 genotipusok hordozdi kozott (165).

A HSP72-vel szemben a HSP73, illetve a HSP70-hom polimorfizmusai nem mutattak
szignifikans dsszefliggést a vizsgalt betegségekkel (asztma, colidkia, spondiloartropatia, SLE)
(175).

A legfrissebb vizsgalatok alapjan a HSP73, mint konstitutiv forma a HSPA1A elnevezest kapta és
G190C mutacidja nem mutatott Osszefliggést sem az mMRNS sem a fehérje expresszio
véltozasaval. Ezzel szemben a HSP72, amely a HSPA1B indukélhatd forménak felel meg, az
1267-es pozicidban GG homozigdcia esetén csokkent mMRNS expresszioval jar.

Mindezek alapjan a HSP gének genetikai variécidi szerepet jatszhatnak szamos, igy ischémiéval
szOvodott korfolyamat pathogenezisében és akar terapias celpontkent is szolgalhatnak a

kozeljovoben.
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1.5.3. A nitrogén monoxid szintazok (NOS)

Az utobbi évtizedben a kutatdsok kozeppontjaba kerilt az 1989-ben felfedezett nitrogén
monoxid (NO). 1991-1994 kozott 3 enzimet azonositottak, amelyek az NO képzésben
kdzponti szerepet toltenek be. Ezek kozil ketté konstitutiv forma és az elsé leirdsuk alapjan
neuronalis NO szintdz (nNOS) és endotélialis NO szintdz (eNOS) nevet kaptak. A harmadik
az ugynevezett indukalhaté forma (iNOS). A késébbiekben kiderult, hogy ezen enzimek
nemcsak az agyban és endotéliumban, valamint a makrofagokban, hanem szinte valamennyi
szervben, igy a vesében is nagy mennyiségben megtalalhatéak (177). Az enzim kofaktorok

segitségével L-Argininbdl L-Citrullint és NO-t allit el6 (4. &bra).

nNOS

iNOS Superoxide ONOO-

eNOS @
L-arginin + O, NOS »>L-citrullin + NO

kofaktorok

NO; + NO,
=NOX

— Célszerv

4. abra A NO képzédése a szervezetben.

Az utobbi években Ujabb vizsgélatok azt mutatjak, hogy az enzim végtermékei az L-
Citrullin mellett nemcsak a NO, hanem nitroxyl (NO-) ion és peroxynitrit (ONOO-) is
lehetnek a mikrokérnyezettsl figgsen (178). Igy megfelels antioxidans jelenléte esetén NO
képzédik. Amennyiben az antioxidans kapacitas csokken, vagy az oxidativ stressz
felerésodik, mint az ischémia esetén is, a végtermék peroxynitrit és izoprosztan lesz,
amelyek a szervezetben talélhato legpotensebb vazokonstriktorok kdzé tartoznak (179).

A kilénféle NOS enzimek kulonb6zé folyamatokban jatszanak szerepet.
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Az ischémidban elsésorban az iNOS aktivalodasa és termelddése figyelheté meg (180). Az
ekkor nagy mennyiségben termel6dé NO az oxidativ stressz hatdsara peroxynitritté és
izoprosztanna alakul, amelyek az ischémias karosodds sulyosbodésat okozzdk. Ezt
tdmasztja ald az a tény is, hogy az iNOS szelektiv gatlasival csokkenthet6 a vesét ért
ischémias inzultus hatdsa (181). Ezzel parhuzamosan a toébbi NOS enzim termelédése
lecsdkken, mintegy kompenzaland6 a folyamatot (180). Ling és munkatarsai bizonyitottak,
hogy az ischémias vesekarosodas soran az azonos végterméket produkaldo NOS enzimek
mas-mas szerepet jatszanak. Mig az ischémiéra legérzékenyebb proximalis tubulusban az
INOS gétlésa rezisztenssé tette a sejteket a hypoxidval szemben, addig ugyanezen sejtek
eNOS és nNOS knock-out egerekbdl izolalva nem élték tul a hypoxiés karosodéast (182). A
helyzetet tovabb bonyolitja, hogy az ischémia soran aktivalodd immunsejtek altal termelt
INOS és ennek végterméke sokkal fontosabb lehet, mint a vesében, elsésorban a
tubulusokban eleve jelenlevé iINOS és ennek aktivalddasa. Még nem publikalt adatok azt
mutatjak, hogy a vesében kulonbdz6 helyen 1évé iNOS enzimek kulénbdzé szerepet
jatszhatnak az ischémias karosodasban. A fenti kilonbsegek mellett a nemi hormonok is
befolyasoljak a kilonbdz6 NOS enzimek termel6dését. Neugarten és munkatérsai
kimutattdk, hogy a vesében lipopolysaccharid (LPS) adasat kovetéen a medullaris részben
nagyobb iNOS fehérje és mRNS expresszio figyelhet6 meg nostény allatokban, mint
himekben (183). Ez ellentmondani latszik annak a feltételezésnek, hogy a ndéstények
esetében megfigyelt ischémia és endotoxin elleni védelem részben az NO-rendszerben
észlelhet6 kulonbségeknek lenne kdszénhetd.

A kronikus folyamatokban az iNOS-zal ellentétben inkabb az eNOS és a nNOS jatszhat
szerepet. Az eNOS szerepe nem meglepd, hiszen az endotél sejtekben jelenlévé enzim
hatasara expresszalddd NO aktiv vazodilatativ hatassal rendelkezik és szdmos mas faktorral
pl. ET1 egyitt a vazomodulacioban jatszik kozponti szerepet. A harmadik izoenzim, a
nNOS vizsgalata az utébbi években ergsodott fel. EIs6 Iépesben sikerilt igazolni, hogy a
kdzponti idegrendszer mellett mas szervekben is megtalalhato (184). A vesében is szamos
helyen sikertlt kimutatni, de legnagyobb mennyiségben a macula denzéaban talalhatd, ahol
az altala termelt NO a tubulo-glomerularis feedback szabalyozasaban kdzponti jelentésegi
(184). A macula denza mellett a tubulus sejtek is nagy mennyiségben expresszaljak. Itt a
tubuléris Na+-transzport szabalyozasaban van szerepe. Az NO és kiilondsen a renalis nNOS
fontossagara szamos kisérletes és klinikai adat utal. Kronikus vesebetegség
allatmodelljében NO hianyt lehetett kimutatni és az NO donor L-arginin hatéséra a betegseg

progressziojat lassitani (185, 186, 187). Baylis és mtsai klinikai vizsgalatokban is igazoltak,
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hogy dializalt betegek NO termelése alacsonyabb (188). Kimutattdk azt is, hogy
alacsonyabb NO termeléssel rendelkez6 betegekben a vesebetegség progresszidja gyorsabb
a magasabb NO-termelé kapacitassal rendelkezd tarsaikhoz képest (189). Allatkisérletekkel
sikeruilt azt is bizonyitani, hogy a renélis NO és elsésorban nNOS rendszerben meglévo
eltérések befolyasoljak a vesét ért karositd hatasra adott valaszt, igy alacsonyabb nNOS
szinttel rendelkez6 allatokban a progresszié gyorsabb (185). Az NO rendszer fontossagat
tdmasztja ala az a megfigyelés is, hogy egészséges allatokban a NOS enzimek kronikus

géatlasa hipertoniahoz és kronikus vesebetegséghez vezet (5. abra).

Circulus vitiosus
(Ok és kovetkezmény)

& N

NO hiany Vesekarosodas

Q7

5. abra A NO hiany és a krénikus vesebetegség kapcsolata.

Az elébb ismertetett 3 NOS enzim kozil az eNOS altal termelt NO jelentés vazodilatativ
hatassal rendelkezik. Az elmult években valt ismerettté, hogy a 7. kromoszéman az eNOS-t
kddold génszakasz G894T polimorfizmusa, amely egy Glu298—Asp aminosav cserét jelent
befolyasolhatja szamos betegseg kialakulédsat és lezajlasat (190, 191). Leirtadk szerepét az
arteriosclerosis kialakuldsaban, a hiperténia pathomechanizmuséban és a Il. tipust diabetes
mellitus-szal kapcsolatban is (192, 193). Az eNOS G894T polimorfizmusénak szerepét
transzplantacioban még nem vizsgaltak.

A fentiek alapjan felvet6dik a kérdés, hogy a renalis NO rendszer milyen szerepet jatszik a

KAN patomechanizmuséaban.
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2. Célkitiizések

1. Hogyan valtozik a renalis eNOS és nNOS a két nemben renalis ischémia elétt,

alatt és utan?

2. Kimutathat6-e kilonbség renalis IR-t megelézéen és azt kdvetéen a renalis

NKA és HSP72 expresszidjaban, valamint a NKA aktivitasaban?

3. Hogyan valtozik a renélis nNOS expresszié kronikus vesebetegségben?

4. Hogyan befolyasolja az eltéré6 immunszuppressziv terapia a KAN lezajlasat a

két nemben?

5. Antiinflammatorikus-antioxidans perfuziés oldat hatéssal van-e az atultetett

vese hosszu tavu tulélésére és a renalis NOS rendszerre?

6. Befolyasoljdk-e a graftok hosszu tavu tulelését az eNOS és a HSP70-s csalad

genetikai polimorfizmusai?
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Nem és nemi hormonok hatdsanak vizsgalata a rendlis NOS rendszerre IR-s

vesekarosodast kdvetsen.

3.1.1. Kisérleti allatok

IR vizsgalatainkat (4-5 hdnapos), néstény (N) (280 + 30g), és him (H) (370 + 35g) Sprague-
Dawley patkanyokon végeztik (Charles-River, Budapest, Magyarorszag).

A patkanyokat &llandd, 21°C hémersékleten, 75% paratartalom és 12 oranként valtakozé
megvilagitds mellett tartottuk. Az allatok szabadon fogyaszthattak standard ragcsald tapot
és csapvizet. A kisérleteket a Magyar Koztarsasag (1998/XXVIII) allatvédelmi torvenyei

alapjan az allatkisérletekkel kapcsolatos iranyelveinek megfelel6en végeztiik.

3.1.2. Mitéti beavatkozas

A mutéti beavatkozast intraperitonealis natrium-pentobarbital (50 mg/ttkg, Nembutal,
Abbott Laboratories, Budapest, Magyarorszag) anesztéziaban végeztik. A mutét alatt az
allatok rektalis homérsekletét 37 + 0,5°C-on tartottuk. Hémerséklet szabalyozott operacids
padon az anesztéziat kovetéen median laparatomiat végeztiink. A bal vesét ellato artériat és
vénat kipreparaltuk, majd 55 percre atraumatikus, mikrovaszkuléris Klippel leszoritottuk
(Biemeier, Aesculap, Németorszag). Az ischémias periddus alatt a hasfalat ideiglenesen
zartuk. Az ischémias id6 lejarta elott az ellenoldali jobb vesét eltavolitottuk. A klip
felengedése utan a hasfalat véglegesen zartuk. Az allatokat 24 oOraval a beavatkozes utan
ledltik.

3.1.3. Vizsgélati csoportok

Him és néstény allatokat randomizalt médon 3-3 csoportba osztottuk (N=7). Az els6
csoport nem kapott kezelést (IR), a mésodik csoport L-arginin kezelést kapott (IR+L-arg) 7
napig az IR elétt, a harmadik csoport jobb oldali nefrektomia utdn kezelést nem kapott
(kontroll, K).
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3.1.4. Funkcionélis mérések

Szérum urea nitrogén (BUN) és szérum Kkreatinin (S-crea) szinteket fotometrias Gton
hagyomanyosan alkalmazott kit segitségével (Diagnosticum Kft., Budapest, Magyarorszag)
hataroztuk meg Hitachi-712 spektrofotometer segitségével (Roche Magyarorszag Kft.).

3.1.5. Hisztoldgia

A vesek egy részét 4%-os formalinban fixaltuk. A paraffin metszeteket hematoxilin-eosin,
illetve perjodsav-Schiff reagenssel festettiik meg. A mintakat kddoltuk, hogy a vizsgélo az
egyes mintak csoportbeli hovatartozasat ne ismerje. Tubularis, glomeruléris és vaszkularis
elvaltozasokat, valamint a leukocita infilraciot vizsgaltuk egy szemikvantitativ skéla

segitségével (0=nincs elvaltozas, 1=enyhe, 2=kdzepes, 3=sllyos).

3.1.6. Teljes RNS izoléacid

A veséket cortex és medulla részre vélasztottuk szét és 500 ul hideg lizal6 oldatba
helyeztiik, amely 4 M guanidin isothiocyanatot (Sigma), 25 mM natrium citratot (pH 7,0),
0,1 M B-mercaptoethanolt és 0,5% sarcosylt tartalmazott, majd az oldattal egyltt a
szdvetmintat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk. A teljes RNS kivonast a modositott
guanidin-isothiocyanat moddszer segitségével végeztik (194). A lefagyasztott
szdvetmintakat 4 ml 4 mol/l guanidin isothiocyanat pufferrel kevertiik, szétroncsoltuk, majd
phenol chloroform (pH 4,0; Sigma) segitségével homogenizaltuk, és 1500 g mellett 10
percig 20 °C-on centrifugaltuk. A fellilUszot steril Falcon tubusba pipettaztuk és equivalens
mennyiségi isopropanolt adtunk hozza. Az igy kapott elegyb6l Rneasy Total RNA
Isolations Kit (Qiagen GmbH, Németorszag) segitségével az RNS-t kimostuk, a
koncentraciojat és tisztasdgat spektrofotometrids modszerrel megmértilk, majd tovabbi

felhasznalasig —80 °C-on tartottuk.

3.1.7. Reverz-transzkripcio

A szévetmintabol kivont RNS-t oligo-(dT)i2.15 primer (Gibco/BRL) segitségével reverz
transzkripcioval irtuk at complement DNS (cDNS) molekuldvd. 1 pg tRNS-hez 0,5 pg
primert adtunk. A reakciohoz szikséges elegy a kovetkezé anyagokat tartalmazta: puffer
oldat (TRIS hydrochlorid 50 mM/I /pH 8,3/, kalium chlorid 75 mM/I, magnesium chlorid 5
mM/I, dithiotreitol 5 mM/I) (Gibco,BRL), adenosin triphosphat, thymidin triphosphat,
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guanosin triphosphat és cytosin triphosphat 0,2 mM/I (Boehringer Mannheim GmbH), 0,5ul
a 40 U/l tartalmu recombinans ribonuclease inhibitorbdl (Promega) és 0,5 ul a 200 U/ul
tartalmu M-MLYV reverz transcriptase-bol (Gibco/BRL). Ehhez a reakcio elegyet az 1ug
tRNS-sel 36 °C-on 1 6raig inkubaltuk. A reakci6t az elegy 95 °C-ra valé melegitésével (5

percig) allitottuk le, majd a mintakat lefagyasztottuk.

3.1.8. PCR reakcio

Az eléallitott cDNS-t iINOS, eNOS és nNOS specifikus primerek segitségével amplifikaltuk
(4. tablazat). A cDNS tartalmu anyagbol 1 pl-t hasznaltunk a polimerase lancreakciohoz,
amelyet PCR puffer segitségével veégeztink. A puffer tartalma: 750 mM/I TRIS
hydrochlorid /pH 9,0/, 200 mM/lI (NH,4),SO, 0,1% (w/v) Tween, 20 mM/l magnesium
dichlorid (Dianova), 0,2 mM/I mindegyik deoxynucleotidbdl, 1 uM/I mindegyik primerbél
(Eurogentec) és 2,5 U thermus Aquaticus (Tagq) DNS polymerase (Dianova). Az
amplifikacidohoz Perkin-Elmer Thermal Cycler-t hasznaltunk és a reakciét a kdvetkezok
szerint végeztik: kezdeti 3 perces 94 °C-on tortént denaturacié utan 37 ciklust futattunk,
amelyben 94 °C-on 30 méasodpercig (denaturalas), 55-56 °C-on 30 masodpercig (primer
kotodés) és 72 °C-on 30 masodpercig tartd szakaszok szerepeltek. Az utolsé ciklus utan 4

percig tarté 72 °C-os szakasz kovetkezett, majd a reakcidelegyet 4 °C-ra lehtitottik.

primer parok Annealing | Termékhossz
hé (°C) (bp)
nNOS | Forward: 5’-GAACCCCCAAGACCATCC-3’ |56 308
Reverse: 5’-GGCTTTGCTCCCACAGTT-3’
iINOS | Forward: 5-GGTTTCCCCCAGTTCCTCA-3’ |55 119
Reverse: 5’-TCTCCATTGCCCCAGTTTTT-
3
eNOS  |Forward: 5'- -3’ 55
Reverse: 5’- -3'
GAPDH |F: 5-GGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3’ 56 498
R: 5’-CAAAGTTGTCATGGATGACC-3’

4. tablazat. Primerek szekvencidja.
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3.1.9. Gélelektroforézis

A PCR termékbdl 10 pL-t, 2,5 %-os ethidium bromiddal (0,5 pg/ml) festett agarose gélben
futattunk. A végterméket UV lampa megvilégitasban tettik lathatova és szamitogépes
program segitségével (Gel-Pro Analyser 3.1 Software) analizdltuk. A probak
identifikalasdra minden gélben kontrollként 1 Kb oligonucleotid DNS kontrollt
(Gibco/BRL) futattunk. A vizsgalt faktorok cDNS mennyiségét denzitometrias méréssel és

belsé kontrollhoz viszonyitva hasonlitottuk dssze.

3.1.10. Statisztikai analizis

Az adatok atlag+SEM formaban szerepelnek. A parametrikus adatok 6sszehasonlitasa
egyutas varianciaanalizissel, majd ezt kdvet6 Newman-Keuls teszttel tortént. A
hisztoldgiai adatokat Kruskal-Wallis, majd Mann-Whitney U teszt segitségével
értékeltlk ki. A P<0.05 esetén tekintettiik a kiillonbséget szignifikansnak (195).

3.2. A nem és a nemi hormonok hatasanak vizsgalata a vese IR karosodasara, a NAK és

a HSP72 szerepe.

3.2.1. Kisérleti allatok

IR vizsgalatainkat (4-5 hdnapos), néstény (N) (240 + 30g) és him (H) (300 + 35g) Wistar
patk&nyokon vegeztik (Charles-River, Budapest, Magyarorszag).

A patkanyokat allando, 21°C hémersékleten, 75% paratartalom és 12 oranként valtakozé
megvilagitds mellett tartottuk. Az allatok szabadon fogyaszthattak standard ragcsalé tapot
és csapvizet. A Kisérleteket a Magyar Koztarsasdg (1998/XXVIII) allatvédelmi torvényei
alapjan az allatkisérletekkel kapcsolatos iranyelveinek megfeleléen végeztiik.

3.2.2. Mujtéti beavatkozéas

A mitéti beavatkozast intraperitonealis natrium-pentobarbital (50 mg/ttkg, Nembutal,
Abbott Laboratories, Budapest, Magyarorszag) anesztézidban végeztik. A mutét alatt az
allatok rektalis homérsekletét 37 + 0,5°C-on tartottuk. Hémerséklet szabalyozott operacids
padon az anesztéziat kdvetéen median laparatomiat végeztiink. A bal vesét ellato artériat és

vénat kipreparaltuk, majd 55 percre atraumatikus, mikrovaszkularis klippel leszoritottuk
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(Biemeier, Aesculap, Németorszag). Az ischémias periddus alatt a hasfalat ideiglenesen
zartuk. Az ischémias id6 lejarta elott az ellenoldali jobb vesét eltavolitottuk. A Klip
felengedése utan a hasfalat véglegesen zartuk.

Kontrollként minden kisérletben uninefrektomizalt, aloperalt, nem-ischemizalt ngstény és

him allatok szolgéltak.

3.2.3. Kisérleti protokoll
A fenti mutéti beavatkozast kdvetéen az egyes posztischémids idépontokban (2 6ra, 16 6ra,

24 0ra) az allatokat ujra elaltattuk. (5. tablazat).

Vizsgalati Csoportok Nosteny Him
Ivarérett allatok N
Kontroll 6 6
Ischémia utan 2 éraval (T2) 6 6
Ischémia utan 16 6raval (T16) 6 6
Ischémia utan 24 6raval (T24)- csak a 6 6
HSP72 vizsgalatokhoz

5. tablazat. Az IR kérosodast koveté hisztologiai és molekularbioldgiai valtozasok vizsgalatdhoz hasznalt
kisérleti csoportok.

A vérvetelt kdvetéen szérumot izolaltunk és tovabbi vizsgélatokig -80 “C-on taroltuk. Az
eltavolitott vesét egyenlé darabokra osztottuk és 4% pufferolt formalinban (pH=7,4) vagy

folyékony nitrogénben torténé gyorsfagyasztast kovetéen -80 °C-on taroltuk.

3.2.4. Funkciondlis mérések

A kontrollokban, illetve a vizsgalt posztischémiés idépontokban az aorta abdominalisbdl
vett vérbol, spektrofotometrias madszerrel hataroztuk meg a karbamid nitrogen, kreatinin,
natrium és kalium értékeket kereskedelmi forgalomban lévé kittek segitségével (Hitachi-

712 automa, Diagnosticum Kft, Budapest, Magyarorszag).
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3.2.5. Sz@vettani vizsgalatok

A hisztoldgiai feldolgozast a korabban ismertetett protokoll alapjan végeztik. A
glomerularis és a tubularis kérosodasok, illetve a leukocita infiltracio mértekét 0-4-ig terjedo
skalan mindsitettiik a kovetkezok szerint: 0- nincs, 1-enyhe (a sejtek <25 %-ban), 2-kdzepesen
stlyos (a sejtek 25-50%-ban), 3-sulyos (a sejtek 50-75%-ban), 4-nagyon sulyos (a sejtek > 75%-
ban).

3.2.6. RNS izolé&cid es Reverz-transzkripcid

A korabban részletezett protokollok alapjan tortént (lasd 3.1.6.)

3.2.7. Reverz-transzkripcio

A korabban részletezett protokollok alapjan tortént (lasd 3.1.7.)

3.2.8. PCR reakcio

A PCR reakciét a kordbban leirtaknak megfeleléen az aldbbi primerekkel és
homersékleteken végeztik. A patkdny specifikus NKA al és R1, illetve HSP72 mRNS
szekvencidkat az NCBI (National Center for Biotechnology Information,
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) nukleotid genetikai adatbazisa és Blast szolgaltatasa
segitségével valasztottuk ki (Accesion numbers: Gen bank: NKA al: NM 012504, NKA R1:
NM 013113, HSP72: NM 031971). A primerek tervezéséhez a Primer3 (http://www-

genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/ primer3.cgi) (Steve Rozen, Helen J. Skaletsky (1998)

Primer3, Whitehead Institute for Biomedical Research) illetve a DNAStar™ szoftvereket
hasznéltuk. A patkdny GAPDH specifikus primereket Strehlau és mtsai-tol vettik at. A
PCR-ek soran alkalmazott primerek adatait tdblazatban foglaltuk dssze (6. tablazat).

A PCR reakciokat a primerekre jellemzé annealing hémérsékletek kivételével azonos
maodon vittik véghez. A kezdeti 5 perces 94 °C-on végzett denaturaciot kovetéen, a
templatot 35 cikluson [94 °C, 15 sec (denaturécid), 58 °C (NKA al, R1), 66°C (HSP72), 55
°C (GAPDH ) 30 sec (annealing), 72 °C 30 sec (extenzid)] keresztil amplifikaltuk, végil
egy 7 percig tartd 72 °C-on torténé inkubacidval fejeztiik be a PCR reakciot.

PCR vizsgalatainkat minden esetben kétszer megismételve, pozitiv és negativ kontrollok

felhasznalasaval végeztik.
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3.2.9. Gélelektroforézis

A keletkezett terméket ethidium-bromiddal festett 2,5%-0s agardz gélen szeparalva tettiik
lathatova (Invitrogen, Frankfurt, Németorszag). A termekek vart hosszait 100 bp DNS
marker mix (READY-LOAD™, Invitrogen, Frankfurt, Németorszdg) parhuzamos
futtatasaval kontrollaltuk. A PCR reakciok eredményeit Gel-Pro™ szoftverrel

denzitometraltuk és értékeltik.

Gén Primerek Annealing Termék

hé hossz

Sense: 5°- aga ttt gag ccg agg cct aac acc -3’ o
NKA al 58°C 418 bp
Antisense: 5’- tcc gec ctt cac ctc cac cag at -3’

Sense: 5’- gcce ccg cca gga ttg aca ¢ -3’
NKA 31 g g 992ty 58°C 444 bp

Antisense: 5’- ctc atc gcg ctt gcc agt g -3’

Sense: 5’-cgc cgc tgt cge tgg gtc tgg ag-3’
HSP72 gecgelgtegetgo gie tg9 a9 66°C 327 bp
Antisense: 5’-ggc ggc cct tgt gtc tgg tga tgg-3°

Sense: 5’- ggt gaa ggt cgg agt caa cg -3’
GAPDH Jdt gaa ggteag ag J 55°C 496 bp
Antisense: 5°- caa agt tgt cat gga tga cc -3’

6. tablazat. A szemikvantitativ PCR-ek soran hasznélt primerek adatai.

3.2.10. Western Blot

3.2.10.1. Minta elskészités

A Western blot vizsgalatokhoz 100 mg veseszovetet hitott (4°C) lizalé pufferben [10 mM
TRIS-HCI (1 M) pH=8,0, 60 mM Hepes, 100 mM NaCl, 0,75 mg/l leupeptin, 1 mM/I
EDTA, 1 mM/I EGTA (0,5 M), 0,5 mM PMSF, 0,1 mM dithiotreitol] (Sigma Chemical Co,
MO, USA) Potter Elvehejm kézi homogenizaloval homogenizaltuk. A teljes
szdvethomogenizatumbol a magfrakciot centrifugaltuk (680 g, 5 min, 4°C), az igy nyert
felulisz6t (TOT) - 80°C-on taroltuk.

3.2.10.2. Triton X-100 extraktibilitas
Kisérletes korilmények kdzott a NKA ischémia hatasara bekdvetkezo kihelyezédése a
Triton X-100 extraktibilitassal jellemezhetd. A detergens hozzaadasat kdvetéen egyszeri

centrifugéléssal elvalaszthaté a Triton-inszolubilis citoszkeletalis frakcio, a sejt Triton-
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szolubilis egyéb elemeit6l. Ez a modszer elfogadott eszkdz a posztischémiés redisztriblcio
megitéléséhez.

A citoszkeletalis (pellet-PEL) és a non-citoszkeletdlis (szupernatans-SUP) frakciok
elkilonitésere a feljebb leirt extrakcids pufferhez 0,1% Triton X-100-at adtunk. 100 mg
veseszdvetet homogenizaltunk ebben az oldatban, majd 35 000 x g mellett centrifugltuk
15 percig, 4°C-on. A keletkezett Triton-inszolubilus PEL frakciot az extrakcids pufferben
reszuszpendaltuk, majd a Triton-szolubilis SUP frakcioval egytt -80°C-on taroltuk.

A mintdk 0Osszfehérje koncentraciojat spektrofotometrids mddszerrel, Bradford szerint

hataroztuk meg. A mintak fehérjekoncentréacidjat 1 pug/ul-re allitottuk be.

3.2.10.3. Antitestek es kontrollok

Primer patkany ellenes anti-NAK al és B1 ellenanyagként nyul poliklondlis ellenanyagot
alkalmaztunk (UBI, Lake Placid, N.Y. USA). Az anti-HSP72 poliklonalis antitesteket Dr.
Laszl6 Lajos (ELTE, Allatszervezettani Tanszék) bocsatotta rendelkezésiinkre [97].
Masodlagos antitestként a NKA al és 31 alegységének detektalasahoz torma-peroxidazzal
konjugélt anti-nydl 1gG antitestet (DAKO, Glostrup, Dania), mig a HSP72 vizsgalatahoz
torma-peroxiddzzal konjugalt anti-egér IgG antitestet (Sigma Chemical Co, MO, USA)
hasznéltunk. Technikai kontrollként az Upstate Biotechnology Western blot pozitiv
kontrolljat (anti-Na,K-ATPase Immunoblotting kit with control, UBI, Lake Placid, N.Y.
USA), illetve ismerten NKA al és R1, valamint HSP72 pozitiv patkany (Wistar)

agyszovetet hasznaltunk.

3.2.10.4. SDS-PAGE

A mintakat 4x minta pufferben (12,5 mM TRIS-HCL, (pH 6,7), 4.0% SDS, 1 mM EDTA,
15% glicerol, 0,01% bromfenolkék) szolubilizaltuk. A mintakbol 15-15 ug ésszfeherjének
megfelel6 mennyiseget vittink fel a 12,5 % SDS-poliakrilamid gélre. Koncentralo gélként
4 %-o0s SDS-poliakrilamidot hasznéltunk. Mintaink mellett parhuzamosan molekulasuly
markert  (BenchMark™, Gibco/BRL, Eggenstein, Németorszag) futtattunk. A
gélelektroforézist 2 oran keresztil 120 V-on, 20 mA-rel vegeztik hiitott rendszerben.

3.2.10.5. Blottolas

A fehérjét az SDS-poliakrilamid gélrél nitrocelluléz membréanra (Hybond™ ECL™, AP
Biotech, Buckinghamshire, UK) elektroblottoltuk (70 V, 220 mA, 80 perc), TRIS-HCI,
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glicin eés metanol tartalmd standard transzfer pufferben, hitétt rendszerben. A
fehérjetranszfer sikerességét 1% Ponceau S (Sigma Chemical Co, MO, USA), 25 % ecetsav

(Reanal Rt, Budapest, Magyarorszag) tartalmu festéekkeverékkel ellenériztik.

3.2.10.6. Immunoblottolas

Az immunoblottoldshoz szikséges ellenanyag koncentraciokat elézetesen dot-blot
technikaval hataroztuk meg.

A blottmembrant szobahémérsékleten, 1 6ran keresztiil blokkol6 oldatban (5% zsirmentes
tejpor, 10% PBS puffer) inkubaltuk. Blokkolas utdn a membrant mos6 oldatban (1%
zsirmentes tejpor, 0,1% Tween™20 detergens, 10% PBS puffer) tovabbi 1 6ran keresztll
szobahémérsekleten inkubaltuk az elsé specifikus ellenanyaggal (NAK al 1:750, NAK R1
1:2000, HSP72 1:10000 higitasban).

3 x 10 perc mosast kdvetéen a masodik, torma-peroxidazzal jel6lt ellenanyaggal (1:2000
anti-rabbit 1gG illetve 1:5000 anti-mouse IgG higitdsban) a membrénokat 30 percig
inkubaltuk, majd tovabbi mosésokkal (3 x 20 perc) tavolitottuk el a feleslegben kotott

ellenanyagot.

3.2.10.7. Detektélas

Az immunoreaktiv helyek kemolumineszcens szignaljat Amersham Pharmacia protokoll
szerint ECLplus reagenssel, Hyperfilm ECL™-en filmen (AP Biotech, Buckinghamshire,
UK) detektaltuk, majd Gel-Pro™ szoftverrel denzitometraltuk.

3.2.11. Immunofluorescens vizsgalatok

A szovettani feldolgozéshoz hasznalt beagyazott szovetmintdkboél 5Sum-es szeleteket
metszettlink és ethanol, valamint xylol segitségével deparaffinizaltuk. PBS oldatban tértéené
6blités utan metanolos H,O,-vel kezeltik 30 percig. A mintakat 0,2% Triton X 100 PBS
oldatban permeabilizdltuk, majd 0,5%-0s zsirmentes tejpor oldatban 30 percig
szobahdmérsékleten blokkoltuk, majd 4°C-on 12 éran keresztil inkubaltuk a Western blot
soran alkalmazott elsédleges specifikus ellenanyagokkal (NAK ol 1:100, HSP72 1:500
higitasban). Ezt kdvetéen PBS oldatban mostuk és a masodlagos antitestekkel inkubaltuk
(Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 546 /Invitrogen, Budapest, Magyarorszag/),
szobahomérsekleten 30 percig. A DNS-t Hoechst 33342 (Sigma Co, Budapest,
Magyarorszag) szobahémérsékleten 10 percig festettiik. Kontroll festéseket végeztiink az

elsédleges antitestek elhagyasaval a festes specifikussaganak bizonyitasara.
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3.2.12. Enzimaktivitas mérése kapcsolt reakcidval

A NKA enzim aktivitasat kapcsolt reakcioval TOT fehérjehomogenizatumbol hataroztuk
meg Hitachi-712 laboratoriumi spektrofotométeren. A kilonb6z6 csoportokba tartozo
mintakat randomizalva mértik le.

A készulék 25 pl mintat mert 200 pl reakcidelegyhez (100 mM NaCl, 20 mM KCl, 2,5 mM
MgCl,, 0,5 mM EGTA, 50 mM TRIS-HCI (pH 7,4), 1,0 mMI ATP, 1,0 mM foszfoenol-
piruvat, 0,16 mM NADH, 5 U/l piruvat-kinaz, 12 U/l laktat-dehidrogenaz (Sigma Chemical
Co., MO, USA). A NKA aktivitas specifikus gatlasara 300 mésodperc elteltével 5 pl, 10mM
ouabaint adtunk a reakciotérbe. Az abszorbancia valtozast 340 nm-en (referencia
hullamhossz: 415 nm) monitorizaltuk 40 méasdopercenként, 10 percen keresztil. A ouabain
bemerése el6tt, a reakcid kezdete utani 80-280 masodperc kdzott a gorbe meredeksége az
0ssz-ATPaz aktivitast tiikrozi; a két meredekség kozotti kilénbség a NKA aktivitast
reprezentélja. Rendszeriinkben egy egység ATPaz megfelel 1 mg fehérjetartalmd minta altal

egy ora alatt lebontott 1 nmol NADH-nak.

3.2.13. Statisztikai analizis

Az adatokat atlag + SEM (atlag szérasa) illetve atlagérték + SD (standard szoréas) értékként
adtuk meg. Statisztikailag szignifikansnak a P<0.05 értéket tekintettiik. A statisztikai
elemzést a STATISTICA.6 szoftverrel (StatSoft® Inc., USA) végeztiik.

Az allatkisérletes vizsgalatok sordn az allatok tdlélésének statisztikai elemzéséhez Kaplan-
Mayer analizist (Log-rank test) hasznéltunk. A hisztologiai eredményeket Kruskal-Wallis és
Dunns féle post-hoc teszttel hasonlitottuk dssze. Két csoport dsszehasonlitasara kétmintas t-
probat alkalmaztunk. A kilénb6zé csoportok RT-PCR, Western blot és enzimaktivitas
eredmenyeinek 6sszehasonlitasdhoz ANOVA tesztet hasznaltunk Newman-Keul post-hoc

teszttel kiegészitve.

3.3. Renalis nNOS rendszer vizsgalata

3.3.1. Kisérleti &llatok
A rendlis nNOS vizsgélatakor H Sprague-Dawley (SD) allatokat (380-400g) alkalmaztunk
(Harlan, Indianapolis, USA). A patkanyokat alland6, 21°C hoémersékleten, 75%

paratartalom és 12 drankent valtakozé megvilagitas mellett tartottuk. Az allatok szabadon
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fogyaszthattak standard ragcsalo tapot és csapvizet. Az 6sszes allatot a kisérlet kezdetén

metabolikus ketrecbe helyeztiik 24 6rés vizeletgyiijtés céljabol.

3.3.2. Miitéti beavatkozas

Az allatokat pentobarbitadl natrium (32.5 mg/tskg, SIGMA, St. Louis, MO, USA) és
methohexital natrium (Brevital sodium, 25 mg/tskg Eli Lilly and Co, Indianapolis, IN,
USA) keverékevel elaltattuk. Ezt kdvetéen median laparotomiat végeztiink és a jobb veset
eltavolitottuk, majd a bal veséhez futd artéria renalist izolaltuk és a két polust ellaté agat
lekotottik ablacid/infarceracio Al). A vese dekolorizaciojaval ellendriztik, hogy a vesét
ellato artéria agak 2/3-a lekotésre kerilt (5/6 Al). Ezt kdvetéen a sebet zartuk, majd az
allatokat megfigyelés és ébredés utan ketrecikbe helyeztik. Kontrollként &loperalt

patkanyokat hasznaltunk.

3.3.3. Kisérleti protokoll

A kovetkez6 csoportokat vizsgaltuk: 1. csoport: aloperalt allatok standard régcsalé tapot
(3,93kcallg) és csapvizet kaptak 4 hétig (kontroll allatok a 3. és 6. csoport szdmaéra), Il.
csoport: aloperdlt allatok 40%-os fehérje (casein, 3,76kcal/g) tartalmu tdp (magas fehérje
tartalom-MF) és 0,225% NaCl-t tartalmazo viz (magas NaCl tartalom-MNaCl) 1 héttel az
operaciot bevezetve és 18-21 napig adva (konrollok a 1V. és V. csoport szamara), Ill.
csoport: operdlt 5/6 Al allatok 14 napig standard ragcsalo tap és csapviz (14 nap utan
ledlés), 1V. csoport: 5/6 Al allatok 1 héttel az operacio utan 14 napos magas feherje és
magas NaCl tap és viz adasa utan ledlve, V. csoport: 5/6 Al allatok 1 héttel az operécid utén
18-21 napos magas fehérje és magas NaCl tap és viz adasa utan ledlve, V1. csoport: 5/6 Al
normal tap és csapviz adasa mellett 4-6 héttel az operacio utan ledlve, VII. csoport: 5/6 Al
normal tap és csapviz adasa mellett 11 héttel az operacio utan ledlve, VIII. csoport:
aloperalt allatok normal tap es csapviz adasa mellett 11 héttel az operécid utan ledlve (7.
tablazat).
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Csoport Kezelés Diéta Kezelési idé N
l. Aloperalt Normal 4 hét 6
1. Aloperalt MF, MNaCl 18-21 nap 15
. 5/6 Al Normél 2 hét 5
V. 5/6 Al MF, MNaCl 2 hét 5
V. 5/6 Al MF, MNaCl 18-21 nap 8
VI. 5/6 Al Normél 6 hét 6
VILI. 5/6 Al Normal 11 hét 6
VIILI. Aloperalt Normal 11 hét 6

7. tblazat A kronikus vesebetegségben a renalis nNOS szerepének vizsgélatahoz hasznalt kisérleti
csoportok.
5/6 Al=ablacid/infarceracié, MF=magas protein tartalmu diéta, MNaCl=magas NaCl tartalmu ivdviz

3.3.4. Funkcionélis parameéterek

Az allatokat a kiserlet elején és a ledlesuk el6tt 24 drara metabolikus ketrecbe helyeztilk 24
oOrés vizeletgyiijtés céljabol. A kisérlet végén az allatoktdl vért vettiink és ebbol a karbamid
nitrogén és kreatinin értéket hataroztuk meg (Sigma Diagnostics, St Louis, MO, USA.
Creatinine 1 Kit 555-A és Urea Nitrogén 640-A).

3.3.5. Sz@vettani vizsgalatok

A szdvettani vizsgalatokat a korabban leirtaknak megfeleléen végeztiik (3.1.5.).

3.3.6. Western blot

3.3.6.1. Minta elokészités és Triton-X 100 extraktibilitas

A vesebdl szarmazd mintékat kortex és medulla alloméanyra osztottuk és a mintékat kilon
vizsgaltuk. A mintakat a korabban leirtaknak megfeleléen készitettiik elé (l&sd 3.2.10.1. és
3.2.10.2.). A kortexbol 200ug, a medulldbol 100ug teljes fehérjemennyiseget hasznéltunk.
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3.3.6.2. Antitestek és kontrollok

A meérésekhez nNOS elsédleges nyul poliklonélis antitestet (1:5000 higitas, 1 ora
inkubacio) és masodlagos kecske, anti-nyudl 1gG-tormaperoxidaz antitestet (1:3000 higitas, 1
ora inkubacio) (BioRad, Hercules, CA, USA) alkalmaztunk. Az eNOS kimutatasahoz
elsédleges egér monoklonalis antitestet (1:250 higitas, 1 6ra inkubacid) (Transduction
Laboratories, Lexington, KY, USA) és méasodlagos kecske anti-egér 1gG tormaperoxidaz
antitestet (1:2000 higitas, 1 dra inkubaciod) (Transduction Laboratories) hasznaltunk.

3.3.6.3. SDS-PAGE, blottolas, immunoblottolas, detektalas
A fentiek a korabban leirtaknak megfeleléen torténtek (lasd 3.2.10.4., 3.2.10.5, 3.2.10.6. és
3.2.10.7.)

3.3.7. NOS aktivitas mérese

A NOS aktivitdst a Il. és V. csoport mintaibdl mértik a vese kortex és medulla
alloményanak szolubilis frakcidjaban. A mintakat homogenizaltuk, ultracentrifugaltuk és a
felildszot szeparaltuk. Az endogén arginint Dowex gyanta segitségével a mintabdl
eltavolitottuk és a mintakat nem-szelektiv NOS gatl6 (L-NMA 10mmol/l és L-NAME
20mmol/l) jelenlétében futattuk. A mintakhoz jelzett exogén [*H]-L-arginint adtunk,
inkubaltuk, majd a maradék jelzett L-arginint eltavolitottuk Dowex gyanta segitségével. Ezt
kovetéen vizsgaltuk a jelzett [*H]-L-citrullin mennyiségét. Az eredményeket (mennyi [°H]-

L-arginin konvertalodott [*H]-L-citrulinna) pmol-ban adtuk meg mg proteinre szamolva.

3.3.8. Statisztikai analizis

Az adatokat atlag + SEM (atlag szordsa) adtuk meg. Az eredményeket kétmintas t-proba,
egyutas variancia analizis (ANOVA) és Newman-Keuls posthoc teszt, regresszids analizis
és morfoldgiai adatokat a korrelacio szempontjabol Kruskal-Wallis valamint Pearson teszt

segitségével analizaltuk. Statisztikailag szignifikansnak a p<0,05 értéket tekintettuk.
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3.4. A nem és a nemi hormonok hatasénak vizsgalata az immunszuppressziv kezelésre és a

renalis NOS rendszerre

3.4.1. Kisérleti allatok

A mésodik, az immunszuppressziv szerek hatasat és az NO rendszert vizsgalo kisérletben
azonos nemt allatok kozott vegeztiink vesetranszplantaciot. A vesetranszplantacios
Kisérletekhez N és H ivarérett F344 (donor) és Lew (recipiens) allatokat (200-220g)
hasznaltunk (Harlan, Indianapolis, IN, USA). Az allatok a kisérlet soran standard
allateleséget (Ssniff, Soest, Németorszag) és ivovizet kaptak ad libitum. A kisérletet, az

allatkisérleteket felligyel6 tertletileg illetékes etikai hatdsag jovahagyta.

3.4.2. Miitéti beavatkozas

Mind a donor, mind a recipiens allatot elaltattuk pentobarbital natriummal (50 mg/tskg i.p.,
Nembutal, Bayer, Leverkusen, Németorszag). A recipiensek bal véna, es artéria renalisat
izolaltuk és lefogtuk, majd a veseét eltivolitottuk. A donor allatban a véna és artéria renalis,
valamint az ureter kipreparalasa utan a vesét 4 C°-os Ringer-Laktat oldattal perfundaltuk.
Ezt kdvetéen a veset eltavolitottuk és a recipiensbe helyeztik az eltivolitott sajat vese
helyére. Az ereket és az uretert 10-0 prolene fonallal vég-a-véghez egyesitettiik. Ezt
kdvetoen a hasfalat rétegesen zartuk. A transzplantacidt kdvet6 10. napon a jobb oldali sajat

vesét eltavolitottuk.

3.4.3. Kisérleti protokoll

A nem és nemi hormonok hatasanak vizsgélata az immunszuppressziv kezelésre és az NO
rendszer szerepének felmeérésekor a 8. tablazatban leirt csoportokat alkalmaztuk.

A kisérletben mindig azonos nemt allat volt a donor és a recipiens. Allograft (ALLO)
esetén a F344 allat szerepelt donorként és a Lew recipiensként. Az izograftok (ISO)
esetében mind a donor, mind a recipiens F344 allat volt. A kisérletben az dsszes allatot az
elsé 10 posztoperativ napon immunszuppressziv kezelésben reszesitettik. Egy részik
alacsony dozisu CsA kezelest (1,5mg/kg/nap, kisérlet I. és 11.), masik részilk magasabb
dozisu CsA kezelést (3mg/kg/nap, kisérlet I11.), mig harmadik részik sirolimus (RAPA)
kezelést (1,6mg/kg/nap, kisérlet 1V.) kapott. A RAPA kezelést per os, a CsA-t subcutan
formaban alkalmaztuk. A Il1. és 1V. kisérlet az allatok az opportunista infekciok kivédésére
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10mg/kg/nap adagban intramuscularisan ceftriaxon natrium (Rocephin, Roche, Nutley, NJ,
USA) kezelést is kaptak. A transzplantélt allatok mellett egészséges, azonos koru allatokat
kovettlink 22 héten keresztul, hogy az dregedéssel jaro eltéréseket az NO rendszerben
kikliszobolhessuk (kisérlet V.) Tekintettel arra, hogy az 1. kisérletben szinte minden néstény
allograft kilokodott, az ischémia id6t csokkentettiik 45-rél 30 percre (kisérlet 1) és itt csak
nostény ALLO és ISO allatokat vizsgaltunk. Tekintettel az allograft mikddésének gyors
beszikuilesére a 1. kisérletben, az ALLO allatokat 7 hettel a transzplanticié utan ledltik.
Tekintettel a modellben szokottndl nagyobb dozisu CsA, illetve RAPA kezelésre, az
infekciok kiklszobolésére a I11. és 1V. kisérletben antibiotikus terapiat is hasznaltunk.

Széria ISO |ISO |ALLO |ALLO [Ischémia |Kezelés Kdvetési
N H N H 1d6 1d6
(n () () (n) (perc) (het)
l. 5 6 2* 6 45 CsA (1.5 22
mg/kg/nap)
. 6 - 6 - 30 CsA (1.5 7
mg/kg/nap)
1. 7 7 8 8 30 CsA (3 mg/kg/nap) |22
(CsA)
V. 6 7 6 7 30 RAPA (1.6 22
(RAPA) mg/kg/nap)
V. F344 N F344 H (n=7) - - 22
(Kontrol) | (n=7)

8. tablazat Kisérleti csoportok a nem és nemi hormonok hatasanak vizsgalatdhoz az immunszuppressziv
kezelésre és a renalis NOS rendszerre.

*a 7-bol csak 2 éllat élte tl a 22 hetes periddust. 1ISO= izograft, ALLO=allograft, N=néstény, H=him,
CsA= Cyclosporin A, RAPA=sirolimus

3.4.4. Funkciondlis mérések

Az éallatokat 24 6ras alacsony NO, és NOz; (NOx) diéta (ICN, AIN 76) utan
anyagcsereketrecbe helyeztiik és a transzplantacio elétt, az ellenoldali nephrectomia idején,
a4, 8, 12, 16, 20 és 22 héten 24 0Orés vizeletet gyuajtottink. A vizeletb6l meghataroztuk a
fehérje, NOx és kreatinin Uritést. Az allatok ledlése elott altalanos anesztézidban a
vérnyomast meértik az aortdba vezetett mérofej segitségével, majd vérmintat vettink a

karbamid nitrogén és kretainin meghatarozasra a korabbiakban leirt médszerrel.
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3.4.5. Szdvettani vizsgalatok
A szbvettani vizsgalatok az el6zéekben leirt modon torténtek (lasd 3.1.5.). A mintékat a
Banff-klasszifikacionak megfelel6en analizaltuk.

3.4.6. Western Blot
Az elézoekben leirtaknak megfeleléen a kortikélis és medullaris nNOS es eNOS fehérje

expresszidt mértiik a magas dozist CsA es a RAPA csoportokban (lasd 3.2.10.).

3.4.7. Statisztikai analizis

Az adatokat atlag + SEM (atlag szérasa) adtuk meg. A parametrikus adatok
0sszehasonlitasa t-teszttel, illetve ANOVA analizissel, majd ezt kbvet6 Newman-Keuls
teszttel tortént. A nem parametrikus adatokat Mann-Whitney teszttel, illetve Kruskal-
Wallis egy-utas teszttel és Dunns-féle post hoc teszttel értékeltik. P<0.05 esetén

tekintettlk a kiilonbséget szignifikansnak

3.5 Antiinflammatorikus-antioxidans perfazios oldat hatasa a KAN-ra.

3.5.1. Kisérleti allatok

Him beltenyésztett Fisher patkanyokat hasznaltunk donorként és recipiensként is (izograft,
ISO, n=24). Kontrollként &loperalt him Fisher patkanyok szolgaltak (n=7). A sulyos
kilokodesi reakcioval torténo dsszehasonlitasra allograft (ALLO) néstény Fisher donor és
Lewis recipiens &llatokat alkalmaztunk. Az 6sszes patkanyt a Harlan Sprague-Dawley
Indianapolis, Ind., USA-t6l vasaroltuk. Az allatok 9-14 hetesek voltak és 22 héttel a

transzplantaciot kovetéen 6ltik le dket.

3.5.2. Miitéti beavatkozas

A 3.4.2 pontban leirtaknak megfeleléen tortént.
3.5.3. Kisérleti csoportok

A transzplantacion atesett I1SO &llatokat kezeléstsl fliggéen 2 csoportba osztottuk: nem
kezelt (ISO-UN, n=6) es kezelt (ISO-EP, n=6) csoport. Az 1ISO-UN csoportban a donor
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vesét a transzplantacio soran Ringer oldattal mostuk t, mig az 1ISO-EP csoportban a donort
és a donor vesét kezeltik. A donor 10 mg/kg dexamethasont kapott i.v. (APP, Los Angeles,
Calif., USA) 30 perccel a vese eltavolitasa elott. A donor vesét 2ml/g vese mennyiségii
oldattal Ringer oldattal perfundaltk, amely a kdvetkezoket tartalmazta: 1 mM deferoxamine
nesylate (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, USA) és 3 mM 4-hydroxy-tempo (Sigma-Aldrich).
A recipienseket ebben a csoportban szintén kezeltiik 1%-os L-argininnel (Fresenius Kabi
Clayton, Clayton, N.C:, USA) és 1 mM 4-hydroxy-tempo-val az ivovizikben 1 nappal a
mutét el6ttél 10 nappal a mutét utanig. Hét normal allatot vizsgéltunk 22 héten keresztlil,
mint kontrollt (CON).

A NADPH oxidaz-fliggé superoxid vizsgalatokhoz pozitiv kontrollként Fisher allatokbdl
Lewis allatokba transzplantalt ALLO veséket alkalmaztunk (30 perc ischémiés id6 és 10
napos 1,5mg/kg/nap CsA kezelés). Ezeket az &llatokat 7 héttel a transzplantacid utan oltik
le a stlyos kilokodési reakcié miatt. A transzplantacid idején eltavolitott sajat veséjuket
hasznaltuk kontrollnak.

Az 0Osszes 1SO allattol metabolikus ketrec segitségével 24 0Orés vizeletet gyujtottink az
induléskor, valamint a 4, 8, 12, 16, 20 és 22. heten. Az allatok a metabolikus ketrecbe
helyezés el6tt 48 oOraval standard nitrogén mennyiségii, Ugynevezett alacsony NOx diétat
kaptak (AIN 76C, ICN Pharmaceuticals, Inc., Costa Mesa, Calif., USA). A vizeletbol
mértlik a fehérje Uritést és a teljes NO produkciot ( NOx=NO3+NO2). A kontroll &llatokat
indulaskor es a 22. héten vizsgaltuk. Az allatokat barbiturat anesztézia segitségével altattuk
és Oltik le. Az aortabodl vett vermintabdl szérum kreatinin, urea nitrogén és NOx méresek

torténtek és a veséket eltavolitottuk.

3.5.4. Funcionalis mérések.
A korabban leirtaknak megfeleléen végeztik (3.1.4.)

3.5.4. Szdvetteni vizsgéalatok.

A szOvettani vizsgalatokat a 3.1.5. pontban leirtaknak megfeleléen végeztik el.

3.5.6. Western-blot analizis

A 3.2.10. pontban leirtaknak megfeleéen tortént.
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3.5.7. NOS aktivitas mérése.

A 3.3.7. pontban leirtaknak megfeleléen tortént.

3.5.8. NADPH-fiiggd szuperxid produkcio

A NADPH-fligg6 szuperxid termel6dést elektron spin rezonancia (ESR) segitségével
mértik. A vesébdl a korabban leirtaknak megfeleléen membran frakciot szeparaltunk és
hydroxylamin spin proba segitsegevel quantifikaltuk a szuperoxid-gyokok mennyiségét. Az
ESR spektrumot EMX-ESR spektrométer (Bruker) és szuperszenzitiv. Q mikrohullam
segitségével detektaltuk.

3.5.9. Statisztikai analizis

Az eredményeket atlag+SE adtuk meg. Statisztikai analizisre kétmintas student féle t-tesztet
és a hisztologiai adatok értékelésére Mann-Whitney tesztet alkalmaztunk. A statisztikai

szignifikanciat p<0,05 esetén fogadtuk el.

3.6. Restrikcids fragmenthossz polimorfizmus (PCR-RFLP) vizsgalatok

3.6.1. Betegek

A vizsgélatokat a Semmelweis Egyetem, Budapest, Magyarorszag |. sz. Gyermekklinikajan
folytattuk. A betegek az IKEM Praga, Nephrologiai Kdzpont, Csehorszag és az Esseni
Egyetem Transzplantaciés Ambulancidjan, Nemetorszag kezelés és gondozas alatt &llo
vesetranszplantalt péaciensekbdl kerlltek ki. A vizsgélatba bevont betegek mindegyike
kaukédzusi volt. A betegek egy csoportjanak graftfunkcidja legaldbb 15 évvel a
transzplantacié utan megtartott volt (hosszu tava talélé Tx15). Egy masik csoportba az
1998-ban (eNOS vizsgalat), illetve az 1999-2000 kozott (HSP72 vizsgalat)
vesetranszplantacion atesett betegek keriltek fuggetlentl graftfunkciojuktol (Tx). A HSP72
polimorfizmus vizsgélata sordn 2000-2004 kozott transzplantalt és graftjukat biopszidval
igazolt akut rejekcio miatt elvesztett egyéneket is vizsgaltunk (AR). Egy tovabbi csoportot,
kontrollként egeszséges véradok jelentettek (K). Az eNOS vizsgalathoz kontroll csoportnak
a Tx betegeket hasznaltuk. A vizsgalatokat a Helsinki deklaracié értelmében, a résztvevék irasos
tajékoztatasa és beleegyezése utdn, a Pragai, az Esseni és a Semmelweis Egyetem etikai

engedélyével végeztik. A betegek adatait a 9. tablazat tartalmazza.
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Csoportok Kor (év) Nem (férfi/né) N

Tx15 54,1411 25/26 51 (eNOS)/48 (HSP)
Tx 54,8+12,6 73/32 98 (eNOS)/105 (HSP)
AR (HSP72 esetén) |  456+12,5| 12/9 21

K (HSP72 esetén) 58,5+11,3 71/60 131

9. tablazat Az egyes betegcsoportok kor és nem szerinti megoszlasa.

3.6.2. Immunszuppressziv kezelés

A Tx15 csoportban mindegyik beteg cadaver graftot kapott. A Tx15 csoportban a betegek
azatioprin+szteroid standard immunszuppressziot kaptak. A kovetés sordn 34 beteg maradt
ezen a terdpian. Tiz beteg kezelése cyclosporin+szteroidra, 4 betegé tacrolimus+szteroidra,
1 betegé cyclosporin+azatioprin+szteroidra, 1 betegé tacrolimus+azatioprin+szteroidra
valtozott, mig 1 beteg azatioprin monoterapian maradt. Két beteg mycofenolat mofetil
kezelést kapott az azatioprin helyett a transzplantaciot kdveté 13. és 15. evben. Az akut
rejekcidk terapidja methylprednisolon Iokéskezelés és szteroid rezisztencia esetén T-sejt
ellenes monoklonalis vagy poliklonalis antitest kezelés volt (OKT3 vagy ATG).

A Tx csoportban a betegek standard harmas terapiat kaptak, amely
cyclosporin+azatiorpin+szteroidot jelentett. A betegek kozil 98 els6, mig 7 masodik graftjat
kapta. Osszesen 10 beteg kapott élddonortdl vesét. Az akut rejekciokat az elézéekben
leirtaknak megfeleléen kezeltéek. Egy évvel a transzplanticiét kdvetéen mindegyik graft
Kielégitéen mikodott (a szérum kreatinin <250umol/l volt mindegyik betegnél).

AR csoportban 14 beteg elsé, 6 masodik, mig 1 harmadik graftjat kapta. Két beteg kapott
él6 donortdl vesét. Az immunszuppressziv terapia az el6zéekben ismertetett harmas
kombinédcié volt. Az akut rejekciokat egyik Kkezelési protokollal sem siker(lt

megakadalyozni.

3.6.3. Mintavétel és genotipizalas

A vérmintakat a betegektél a regularis kontroll vizsgalatok soran, a betegek irasos
beleegyezését kdvetden vettik. A DNS-t teljes vérbsl QlIAamp® blood Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Németorszag) segitségével vontuk ki. A HSPA1B A(1267)G genetikai

polimorfizmus detektaldsdhoz a DNS mintékat 61°C annealing hémérsékleten (38 ciklus)
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amplifikaltuk a kdvetkezé primerekkel: sense 5’-acc ctg gag ccc gtg gag aa-3’ €s antisense:
5’-cac ccg ccc gee ccg tag g-3’, majd a keletkezett 189 bp nagysagu terméket Pst | (Sigma
Chemical Co, USA) restrikcios endonukleaz enzimmel emésztettik. (5/A &bra)

A HSPA1A G(190)C genetikai polimorfizmus vizsgalatahoz sense: 5’-cga cct ggg cac cac
cta ctc ¢-3’ és antisense: 5’-aat cag gcg ctt cgc gtc aaa c-3’ primereket hasznaltunk, 61°C
annealing hémérsékleten (38 ciklus). A 196 bp nagysagu DNS terméket BsrBI (Sigma
Chemical Co, USA) restrikcios endonukleaz enzimmel hasitottuk. (6. abra)

Az eNOS G(894)T genetikai polimorfizmus detektaldsdhoz a DNS mintékat 63°C annealing
homérsékleten (35 ciklus) amplifikaltuk a kdvetkezé primerekkel: sense 5’-cat gag gct cag
ccc cag aac-3’ és antisense: 5’-agt caa tcc ctt tgg tgc tca ¢-3°, majd a keletkezett 206 bp
nagysagu terméket Mbol (New Engleand Biolabs) restrikcios endonukledz enzimmel
emeésztettlik egy 119 és egy 87 bp nagysagu termekké a T894 (Asp298) jelenléte esetén.

A keletkezett termékeket ethidium bromiddal festett 3%-os agar6z gélen, 100 bp DNS
marker mix READY-LOAD™ (Invitrogen, Frankfurt, Németorszag) parhuzamos

futtatasaval detektaltuk.
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6. abra A HSP72 (A) és HSP73 (B) gének PCR-RFLP analizise A DNS molsulymarkerta 7 (A) ill. 1 (B)
szamU oszlop jelzi, az oszlop mellett jeloltik a marker fragmenseinek nagysagat. A hasitasi
termékhosszakat a bal (A) ill. jobb (B) oldalon abrazoltuk. A HSP72 esetében a 3, 6 oszlop jeldli a
homozigota vad 1267AA , az 1, 2, 4 oszlop a heterozigéta 1267AG, mig az 5 oszlop a homozigota
mutans1267GG genotipust. A HSP73 gén esetében a 2 oszlop abrazolja a heterozigdta 190GC genotipust,
mig a tébbi oszlop a homozig6ta mutans 190GG genotipust jel6li.
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3.6.4. Statisztikai analizis

Az allél és genotipus frekvenciakat y2 teszttel és Fisher exact teszttel, illetve binaris
logisztikus regresszio analizissel értékeltiik (Wolf és Holm’s post hoc test). A haplotipus
analiziseket, a linkeage-disequilibrium tesztet, és a Hardy-Weinberg egyensuly vizsgalatat

Arlequin™  (http://anthropologie.unige.ch/arlequin/ ~ szoftverrel végeztiik. A  klinikai

adatokat ANOVA és Mantel-Hanzel teszt segitségével végeztik. Szignifikans eltérés esetén
multivariancia analizist ANCOVA hasznaltunk az egyeb faktorok hatasanak kizarasara. Az
adatokat &tlag+SD értéekben adtuk meg. A p<0,05 értéket tekintettik szignifikans

kilonbségnek.
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4. Eredmények

4.1. Nem és nemi hormonok hatdsanak vizsgélata a renalis NOS rendszerre IR-s

vesekarosodast kdvetsen

4.1.1. Funkciondlis mérése

A szérum urea nirogen es kreatinin értékeket a 10. tablazat mutatja. Az egyes kisérleti
csoportok kozott az értékekben szignifikdns kilonbség nem volt kimutathato. Az iR-t
kdvetéem minden csoportban szignifikansan emelkedett a BUN és a kreatinin értéke a

kontrollokhoz képest (p<0,001).

néstény him
S-cr BUN S-cr BUN
(Mmoal/1) (mmol/l) (Mmol/1) (mmol/1)
IR 669+32* | 64+8* 552+23* | 60+6*
IR+L-arg |613+23* |72+6* 603+23* | 66+7*
Kontroll 10617 8x1 136+29 161

10. tablazat. A szérum kreatinin és urea nitrogén értékek az egyes kisérleti csoportokban. *p<0,001 vs

kontroll.

4.1.2. Hisztologia

A hisztologiai eredmeényeket a 7. &bra mutatja. L-arginin elokezelés hatasara a
néstényekben szignifikdnsan csokkent a szOveti karosodas a szintén el6kezelt himekkel
0sszehasonlitva (p<0,05). A nem-kezelt him és néstény allatok, valamint a nem-kezelt him

és kezelt him allatok kozott a szoveti karosodas mértékében eltérés nem volt kimutathato.
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OIrR
B IR+L-Arg

Szdéveti karosodas (score)
N

néstény him

7. abra. Hisztologiai eltérések L-arginin el6kezelést kdvetéen. *p<0,05 vs IR+L-arg him

4.1.3. INOS, eNOS és nNOS mRNS expresszid

Az INOS, eNOS és nNOS mRNS expressziojat RT-PCR segitségévek mértiik. Az
eredmenyeket a 8., 9. és 10 dbra mutatja. Nostényekben, alaphelyzetben szignifik&dnsan
alacsonyabb mRNS szintet mértiink mindharom izoforma esetén himekkel dsszehasonlitva
mind a kortexben, mind a medullaban.

Az IR-t kbvetéen a NNOS mRNS expresszidja szignifikdnsan csokkent a kortexben mindkét
nemben és a medullaban himekben. A medullaban a néstényekben szignifikdnsan magasabb
nNNOS mRNS volt mérhet6 a kontroll néstényekkel és himekkel 6sszehasonlitva.

Az INOS mRNS expresszié nem valtozott sem a kortexben, sem a medullaban egyik
nemben sem.

Az eNOS mRNS termelddés szignifikansan csokkent nésteny es him allatok kortexében IR-
t kdvetéen, mig nem valtozott a medullaban.

L-arginin kezelés szignifikansan emelte mindharom izoforma mRNS expresszi¢jat mind a
kortexben, mind a medulldban mindkét nemben a kezeletlen IR-s csoportokhoz viszonyitva.
Az egyetlen kivétel a néstény allatok medullgjdban mért nNOS mRNS expresszid, ahol nem
volt kimutathatd kilonbség az IR-s csoporthoz kepest. A legnagyobb valtozast (emelkedett
expresszio) a nosteny allatok kortexében az eNOS esetében eszleltik. Egy masik fontos
megfigyelés, hogy az iNOS expresszid a L-arginin elékezelt néstények kortexében

szignifik&nsan alacsonyabb volt a himekkel 6sszehasonlitva.
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8. &bra. nNOS mRNS expresszi6 a kortexben és medullaban him és néstény éallatokban. +p<0,05 vs
kontroll és IR, *p<0,05 vs IR.
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9. dbra. INOS mRNS expresszio a kortexben és medulldban him és néstény allatokban. *p<0,05 vs

kontroll és IR
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4.2. A nem és a nemi hormonok hatasanak vizsgalata a vese IR karosodasara. A NAK és

a HSP72 szerepe.

4.2.1. Nemi kilonbségek a szérum BUN, CN, natrium és kalium értékekben renalis IR
karosodast kdvetsen

A kontroll néstény és him allatok BUN és szérum CN értekei nem kuldénboztek. Az
ischémias inzultust 2 éraval és 16 oraval kdvetéen nostényekben szignifikansan alacsonyabb
BUN és CN értékeket detektaltunk, mint himekben. (T2: BUN: 7,5 + 0,7 vs. 10,2 + 1,0, CN:
85+ 5vs, 107 + 7; P<0,05 ; T16: BUN: 27,2 £ 3,6 vs, 37,2 + 8,1; CN: 228 + 7 vs, 276 + 8;
p<0,05), (11/A, B &bra). A kontroll allatokban nem talaltunk kilonbséget a szérum natrium
és kalium értekek kozott, de a posztischémids idészakban T2 és T16 idopontokban a szérum
kalium szignifikdnsan magasabb volt a himekben, mint a ndéstényekben (p<0,05) (11.
tablazat).

A renalis erek 55 percre torténé leszoritdsa mindkét nemben ARF kialakulasahoz vezetett,
amit a szérum BUN, CN és kalium értékeinek szignifikdns emelkedése is jelzett (kontroll vs.
T2 és T2 vs. T16, p<0,01).

A.

100.00 -
J
= 80.00 -
£
E
— 60.00 - * O néstény (n=6)
D)
T 4000 W him (n=6)
>
5 . 8
& 20.00 - 518 :

o —um Il

kontroll T2 T16

11/A é&bra lvarérett ngstény és him allatok szérum urea nitrogén (BUN) értékeinek véaltozésa renalis
ischémia elétt (kontroll, n=6) valamint 2 (T2, n=6) és 16 6raval (T16, n=6) az ischémia utan.
* p <0,05 vs. néstények, P < 0,05 vs. T2; SP < 0,05vs. T16
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11/B abra Ivarérett néstény és him allatok szérum kreatinin (CN) értékeinek valtozasa rendlis ischémia
elétt (kontroll, n=6) valamint 2 (T2, n=6) és 16 6raval (T16, n=6) az ischémia utan.
* p <0,05 vs. néstények, * P < 0,05 vs. T2; s p<0,05vs. T16

szérum natrium szérum kalium
Csoportok
(mmol/L) (mmol/L)
N 140+ 458 41+047
kontroll
H 144 + 28 47+0.1"
N 138 + 18 51+0.5
T2
H 141 + 38 5.2+0.6*8
N 133+3 53+0.4
T16
H 134+ 4 7.0+09*

11. téblazat Ivarérett néstény (N) és him (H) allatok szérum natrium és kalium értékeinek valtozasa a
ienélis ischémia elétt (kontroll, n=6) valamint 2 (T2, n=6) és 16 6raval (T16, n=6) az ischémia utan.
p < 0,05 vs.ndstények, *p < 0,05 vs. T2; §p <0,05vs. T16
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4.2.2. Nemi kulonbségek a NKA mikodésében rendlis IR karosodéast kbvetsen

4.2.2.1. Nemi kilonbségek a szovettani karosodas mértékében rendlis IR karosodas eldtt és
2 illetve 16 oraval az ischémizalas utan

A posztischémias ARF sulyossaganak megitélésére a PAS-sal festett vesemintak hisztoldgiai
valtozasait értékeltiik. A szOvettani vizsgalat az uninefrektomizalt kontroll allatokban,
néstényekben és himekben egyarant egészséges vese strukturat mutatott. T2 idépontban nem
volt szignifikans nemi kulonbség a vizsgalt hisztologiai parameterekben. T16-ban
nostényekben a tubuldris nekrozis és a tubulussejt feloldodas mértéke keveshé volt
kifejezett, mint himekben (tubularis nekrézis: néstény: 2,5 (2-4) vs. him: 4,0 (4-4);
tubulussejt feloldodas néstény: 3,0 (1-4) vs. him: 4,0 (4-4); p < 0.05). A perivaszkularis
leukocita infiltraciéban nem volt jelent6s nemi kilénbseg.

A renalis erek 55 percig tartd leszoritdsa mindkét nemben a veseszdvet szignifikans
karosodasat eredményezte, melyet a hisztologiai paraméterek (tubularis nekrozis, tubulussejt
feloldodas, perivaszkuléris leukocita infiltracid) valtozésa is tukréz (kontroll vs. T2, és T2
vs. T16; p < 0,05).

Glomerularis karosodast, intersticidlis ddemat, illetve intersticialis limfocita infiltraciot

egyik csoport szévetmintaiban sem észleltink (12.4bra).
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12. &bra lIvarérett néstény (N) és him (H) allatok posztischémias veséjének szdvettani képe. Néstény és
him allatok PAS-sal festett veséjének hisztopatologiai analizise renalis ischémia utan 2 (A, B) és 16 oraval
(C, D).

4.2.2.2. Nemi kilonbsegek a NKA oz és B1 alegységének mRNS expresszidjaban rendlis IR
karosodast kdvetsen

A NKA a1 alegységének mRNS expressziojaban szignifikans nemi kiilonbséget észleltiink
mar a kontroll &llatokban is. A kontroll néstényekben az o1 alegység mRNS expresszidja
kozel kétszerese volt a himekének (kontroll: néstény vs. him: p < 0,05). T2 idépontban a
kilonbség még kifejezettebb volt, a néstények NKA a1 mRNS expresszidja haromszorosa
volt a himekben mértnek és a szignifikdns nemi kilonbség még T16-ban is kimutathatd
maradt (T2 és T16: ndstény vs. him: p < 0,05). Bar a T2 idépontban az cialegység mRNS
expresszidja mindkét nemben jelentésen csokkent a kontroll &llatokhoz képest,
néstényekben a csokkenés mértéke fele volt a himekben észleltnek (néstény vs. him: p <
0,05; kontroll vs. T2: p < 0,05, néstényben és himben egyarant). Az atmeneti csdkkenést
kdvetéen T16-ban mindkét nemben az aialegység mRNS szintjének novekedését észleltiik
(T2 vs. T16 p < 0.05, néstényben és himben egyarant) (13/A abra).
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13/A dabra A rendlis IR kéarosodas hatdsa a NKA al mRNS expressziora patkdny veseszovetében. A
NKA al alegységének mRNS expresszidjat néstény (N o) és him (H m) allatokban rendlis ischémia el6tt
(kontroll, n=6), valamint 2 (T2, n=6) és 16 oraval (T16, n =6) az ischémia utan mértik. Felsé kép: A
NKA al és Blalegység illetve a GAPDH RT-PCR analizis reprezentativ képe. Als6 kép: A NKA al,
mRNS GAPDH mRNS-re vontatkoztatott relativ jelintenzitasa. Az adatok atlag + SD értékeket jeléInek. *
p<0,05vs. H; *p<0,05vs. T2; p < 0,05 vs. T16.

A NKA R1 alegység mRNS expressziojanak valtozasa az oialegységtol eltéré dinamikéat
mutatott. A 81 mRNS expresszioja az ischémias inzultust kdvetéen folyamatosan csokkent
a T16 idopontig és egyik idépontban sem észleltink szignifikans nemi kilénbséget
(kontroll vs. T2: P<0,05; T2 vs. T16: P<0,05, néstényekben és himekben egyarant) (13/B

abra).
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13/B abra A renalis IR karosodas hatdsa a NKA B1 mRNS expresszidra patkany veseszdvetében. A NKA
B1 alegységének mRNS expresszidjat néstény (N o) és him (H m) éllatokban renalis ischémia el6tt
(kontroll, n=6), valamint 2 (T2, n=6) és 16 draval (T16, n =6) az ischémia utan mértik. A NKA
Rlalegység illetve a GAPDH RT-PCR analizis reprezentativ képe a 14/A fels6 abran lathato.

A NKA 1 mRNS GAPDH mRNS-re vontatkoztatott relativ jelintenzitasa. Az adatok atlag + SD értékeket
jeléinek. " p < 0,05 vs. H; * p < 0,05 vs. T2; $p < 0,05 vs. T16.

4.2.2.3. Nemi kulonbségek a NKA oz és Bl alegység fehérje expressziojdban és
lokalizacidjaban renalis IR k&rosodast kovetden

A NKA al, illetve R1 alegységek protein szintjét TOT (totdl veseszdvet) veseszOvet
homogenizatumban hataroztuk meg. A cellularis lokalizacié megitélésére a Triton X-100
extrakcioval elvalasztott Triton-szolubilis (SUP) és Triton-inszolubilis (PEL) frakcidkban
mértiik az egyes alegységek fehérjeszintjét.

TOT-al: A TOT veseszdvet homogenizatumban a kontroll csoportok kézott nem volt nemi
kilonbség NKA ol alegyseég protein mennyiségében. T2 és T16 idépontban a NKA al
fehérje szintje szignifikansan magasabb volt néstényekben, mint himekben (N vs. H: p<
0,05). A két nemben kulonbdzé volt a NKA al alegység fehérjeszint valtozés dinamikéja a
reperfizié folyamata soran. Mig néstényekben a fehérjeszint 1ényegében valtozatlan maradt
a vizsgélt periddusban, addig himekben, T2 idéponthoz képest, T16-ban jelentds csokkenést
tapasztaltunk (p< 0,05 vs. T16) (14/A abra).

Triton inszolubilis PEL- «l: A PEL frakcioban a TOT homogenizatumhoz hasonlo
valtozdsokat észleltlink. A kontroll csoportok k6zott nem volt nemi kilénbség a katalitikus
aktivitasért felel6s, bazalis membranhoz kétott NKA al alegységének fehérje szintjében, de
T2 és T16 idépontokban néstényekben magasabb feherjeszintet detektaltunk (N vs. H: p <

0,05). A TOT frakciéhoz hasonléan a NKA ol protein szintje nostényekben nem valtozott a
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vizsgalt periodus soran, mig himekben szignifikansan csokkent (TO vs. T16, p < 0,05)
(14/B. ébra).

Triton szolubilis SUP- al: A SUP frakcidban nem volt nemi kilénbség a kontroll és a T2
csoportok kozott. T16-ban azonban a NKA ol alegység protein szintje alacsonyabb volt a
néstényekben, mint a himekben. (N vs. H: p < 0,05). Mig néstényekben a vizsgalt
periodusban nem valtozott szamottevé mértékben az al alegység protein szintje, addig
himeknél T16-ban szignifikdns emelkedést tapasztaltunk, vagyis tobb fehérje kerllt
szolubilis (inaktiv) allapotba. (T2 vs. T16; p < 0,05) (14/C. &bra).
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14.4bra A renélis IR karosodas hatdsa a NKA ol alegység fehérje expresszibjara és
celluléris megoszlasara patkany veseszévetében. A NKA al alegységének expresszidjat
néstény (N o) és him (H m) patkdnyok teljes veseszOvet homogenizatumaban (TOT),
Triton-inszolubilis pellet (PEL) és Triton-szolubilis szupernatans (SUP) frakcidkban
hataroztuk meg kontroll allatokban (n=6) illetve 2 éraval (T2, n=6) és 16 6raval (T16, n=6)
az ischémiat kovetéen. Felsé kép: A NKA ol alegység Western blot vizsgalat
reprezentativ képe a TOT (A), PEL (B) és SUP (C) frakcidkban. Als6 kép: A Western blot
képeket denzitometridsan belsé standardra vonatkoztatva értékeltliik. Az adatok atlag + SD
értékeket jeldlnek. " p < 0.05 vs. H; *p < 0.05 vs. T16.
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4.2.2.4. Nemi kiilonbségek a NKA R: alegység fehérje expresszidjaban és lokalizdacidjaban
renalis IR karosodéast kdvetsen

A NKA 31 alegyseg protein expresszitja az egyes frakcidokban az a1-t6l eltéréen véaltozott.
TOT-R1: T2 idépontban a NAK R1 protein szintje a kontroll csoportokhoz képest csokkent,
noéstenyekben és himekben egyarant (kontroll vs. T2: p < 0,05). Ezt kdvetéen T16-ban a R1
alegyseg fehérje szintje visszatért a kiindulasi szintre (p < 0,05 T2 vs. T16, mindkét
nemben). Nemi kiilénbséget a vizsgalt idépontok egyikében sem lattunk (15/A abra).

Triton inszolubilis PEL és Triton szolubilis SUP-B1: A R1 protein szintjei nem véaltoztak
szignifikansan a vizsgalt periddusban, bar tendencidjukat tekintve korreldltak a TOT frakcio

véltozasaival. Nemi kiilonbséget nem észleltlink egyik csoportban sem (15/B-C &bra).
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15.abra A rendlis IR karosodas hatdsa a NKA R1 alegység fehérje mennyiségére és cellularis
megoszlasara patkany veseszdvetében. A NKA R1 alegységének expressziojat nostény (N o) és him (H m)
patkanyok teljes veseszdvet homogenizatumaban (TOT), Triton-inszolubilis pellet (PEL) és Triton-
szolubilis szupernatans (SUP) frakciokban hataroztuk meg kontroll allatokban (n=6) illetve 2 o6raval (T2,
n=6) és 16 oOraval (T16, n=6) az ischémiat kovetsen. Felsé kép: A NKA R1 alegység Western blot
vizsgalat reprezentativ képei a TOT (A), PEL (B) és SUP (C) frakciokban. Alsd kép: A Western blot
képeket denzitometridsan belsé standardra vonatkoztatva értékeltiik. Az adatok atlag + SD értékeket
jelélnek. “p < 0,05 vs. H; $p < 0,05 vs. T16.

4.2.2.5. Nemi kilonbségek a NKA enzimaktivitdsaban

A NKA enzimaktivitasanak valtozasa kovette az al alegység TOT és PEL frakciokban
észlelt feherjeszint valtozasokat. A kontroll csoportok kdzétt nem volt nemi kildnbség az
ionpumpa  aktivitdsdban. T2 id6pontban néstényekben  szignifikansan  nagyobb
enzimaktivitast detektaltunk, mint himekben (N vs. H: 14,9 + 23 vs. 9,15 £ 221 U; p <
0,05). Az enzimaktivitasban eszlelt nemi kilénbség T16 idopontban is fennallt (N vs. H:

11,7 £ 4,1 vs. 5,65 £ 2,3 U; p <0,05).
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A két nemben eltért az enzimaktivitas valtozasanak dinamikéja is: mig néstényekben nem
volt szignifikdns valtozas az ionpumpa aktivitdsaban, addig himekben a vizsgélt periédus
alatt a pumpafunkcio folyamatos csdkkenéset tapasztaltuk (kontroll vs. T2 vs. T16: 15,89 +

8,0vs. 9,15+2,21 Uvs. 5,65+ 3,0 U; p<0,05) (16. abra).
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16.abra A rendlis IR karosodas hatdsa a NKA enzimaktivitdsara patkany teljes veseszovet
homogenizatumaban. A NKA aktivitast ndstény (N o) és him (H =) patkdanyok TOT veseszdvet
homogenizatumaban hataroztuk meg kontroll allatokban (n=6), illetve 2 6raval (T2, n=6) és 16 oraval
(T16, n=6) az ischémiat kdvetéen. Az adatok atlag + SD értékeket jeldlnek. " p < 0,05 vs. H; ¥ p < 0,05 vs.
T2;%p < 0,05 vs. T16.
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4.2.3. Nemi kilénbségek a HSP72 expresszidjaban rendlis IR kdrosodast kdvetsen

4.2.3.1. Nemi kulonbségek a HSP72 mRNS expresszidjaban

A HSP72 és a GAPDH mRNS expresszidjanak aranyat kontroll, illetve az ischémia utan T2,
T16, és T24 idépontban ledlt ndstény és him allatok vesemintaiban vizsgaltuk (17. abra).

A HSP72 mRNS expresszidja nostényekben szignifikdnsan magasabb volt mar a kontroll
csoportokban is (p< 0,05). A nemi kulonbség az ischémiat koveto reperfuzié alatt is
megmaradt. Mig néstényekben az ischémiat kovetéen a HSP72 mRNS expresszid
szignifikans mértékben ndvekedett (kontroll vs. T2: p<0.05), addig himeknél ez az
expressziovaltozas kisebb mértékii volt. Himekben a HSP72 mRNS szintje csak 24 éraval az

ischémia utan érte el a kontroll néstényekben mért szintet.
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17. abra A renélis IR kérosodas hatdsa a HSP72 mRNS expresszidjara patkany veseszovetében. A HSP72
mRNS expresszidjat néstény (N o) és him (H m) allatokban a renalis ischémia el6tt (kontroll, n=6) valamint
2 (T2, n=6), 16 (T16, n=6) és 24 (T24, n=6) dréval az ischémia utdn mértik. Felsé kép: A HSP72 és a
GAPDH RT-PCR eredményének reprezentativ képe. Als6 kép: A HSP72 mRNS GAPDH mRNSre
vontatkoztatott relativ jelintenzitasa. Az adatok &tlag + SD értékeket jeldlnek. " p < 0,05 vs. H; * p < 0,05
vs. T2, %p < 0,05 vs. T16; * p < 0,05 vs. T24.
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4.2.3.2. Nemi kiilonbségek a HSP72 fehérje mennyiségében
A HSP72 fehérje mennyiségi valtozasa hasonld volt az mRNS expresszioban észlelt

valtozasokkal (18. &bra).

2.5 B * * *
£ 20
e *+8x
3
> 15- §
E X O néstény (n=6)
(6]
~ 1.0 - . _
N B him (n=6)
&
I 0.5+

0.0

kontroll T2 T16 T24

18. dbra A renélis IR karosodas hatdsa HSP72 fehérje mennyiségére patkany veseszovetében. A HSP72
fehérje mennyiségét néstény (N o) és him (H m) allatokban 55 perces ischémia el6tt (kontroll) 2 (T2), 16
(T16) és 24 (T24) draval az ischémia utan mértik. Felsé kép: A HSP72 Western blot vizsgalat reprezentativ
képe. Als6 kép: A Western blot képeket denzitometridsan belsé standardra vonatkoztatva értékeltiik. Az
adatok atlag + SD értékeket jelélnek. " p < 0,05 vs. H; " p < 0,05 vs. T2, °p < 0,05 vs. T16; *p < 0,05 vs.
T24.

A HSP72 protein mennyisége szignifikdnsan magasabb volt néstényekben, mint himekben
mar a kontroll allatokban és a vizsgalt (T2, T16, T24) idépontok mindegyikében (p<0.05 N
vs. H). Az mRNS-hez hasonl6an az ischémias inzultust néstényekben jelentés HSP72 szint
emelkedes kovette, mely mar T2-ben elérte maximumat (p<0.05 vs. kontroll). Himekben az
emelkedés tteme lassabb volt és kisebb mértékii, csak T16-ra érte el a kontroll néstényekben

mért kiindulasi értéket.
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4.2.3.3. Immunfluorescens vizsgalatok

A HSP72 és a NKA al alegység kozott fennalld kapcsolat vizsgalatara immunfluorescens
metodikat alkalmaztunk. Kontroll néstény (19/A abra) és kontroll him (19/B abra) allatokban
a HSP72 és a NKA ol alegység kolokalizalédott a tubulus sejtek bazolateralis membranjan.
A citoszolban és az apikalis membréanon csak igen kis mennyisegi fehérje volt detektalhato.
Kontroll allapotban a nemek kozétt kilonbség nem volt megfigyelhets. Az ischémiat
kovetéen nostényekben (19/C abra) tovabbra is jelentés mennyiségii HSP72 és NKA ol
alegység volt detektalhaté a bazolateralis membran mentén, bar a NKA al alegység
jelentésebb mértékben volt megfigyelheté a citoszolban és az apikalis membran régidban is.
Ezzel szemben, him allatokban (19/D abra) mindkét fehérje transzlokalodott és szinte

kizarolag a citoszolban és az apikalis régioban volt megtalalhato a tubulus sejtekben.

Nucleus | NKA alphal e Nucleus | NKA alphal

Nucleus v | Nuclens | NKA

19. &bra A HSP72 és a NKA ol alegység expresszidjanak és lokalizéijanak valtozasa ischémiat kdvetéen a
vese tubulus sejtekben néstény és him allatokban. Kékkel jelélve a sejtmag, zolddel a NKA ol alegység,
pirossal a HSP72. A kolokalizaci6t narancssarga szin jelzi (z6ld és piros egymasra vetiilése). A: kontroll
néstény, B: kontroll him, C: ischémids (T24) néstény, D: ischémias (T24) him.
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4.3. A renélis nNOS rendszer vizsgalata

4.3.1. Funkcionalis paraméterek és szdvettani elvaltozasok

A 24 O6ras fehérje Urités nem Kkilonbozott a vizsgalat elején az egyes csoportok kdzott
(24+1mg/24 6ra). Szignifikans emelkedést mutatott azonban az Osszes Al csoportban a
kovetés soran. Az aloperalt allatokban (1, 11, és VIII. csoport) egy minimalis emelkedes volt
csak észlelhet6 a kiindulasi értékhez képest (12. tablazat). A szérum kreatinin mindegyik Al
csoportban szignifikdnsan emelkedett. A I1l. csoportban (14 nap Al, nomal diéta) egy enyhe
emelkedés volt lathatd, amely tovabbi progresszidt mutatott s6- és fehérjebevitel fokozésa
mellett (IV. csoport: Al 14 nap MF-MNaCl diéta és V. csoport: Al 18-21 nap MF-MNacCl
diéta). A VI. és VII. csoportban (Al 6 hét és 11 hét normal diéta) tovabbi szérum kreatinin
emelkedést lattunk a Ill. csoporttal 6sszehasonlitva (Al 14 nap normal diéta). A vart
eredménynek megfeleléen az 6sszes Al csoportban a kreatinin clearance csokkent az
aloperéltakhoz viszonyitva és ezzel parhuzamosan az urea nitrogén is emelkedett (12.
tablazat). Mar 2 héttel az Al utan enyhe-kozepes glomerularis elvaltozasok alakultak ki.
Hosszabb postablacids periddus sulyosabb glomerulosclerosist okozott tubuléris karosodassal
és sejtes infiltracioval.

4.3.2. nNOS expresszio a vesében

A 20. abra mutatja a kortikalis és medullaris nNOS fehérje expressziot (a megfelel6 kontroll
/100%/ %-ban kifejezve). A kortexben a Ill. csoportban nem volt szignifikans nNOS
expresszio csokkenés, a tobbi Al csoportban azonban szignifikdnsan alacsonyabb nNOS
protein volt detektalhaté a megfelelé6 kontrollokhoz képest (65-70%-0s csokkenés). A
kortexhez hasonléan a medullaban sem talaltunk kilénbséget az aloperalt allatok és a Ill.
csoport kozott. A tobbi Al allatban azonban a kortikalis nNOS hasonlé mértéki fehérje
expresszio csokkenését eszleltik. Az expressziok popntosabb 6sszehasonlitasara a Western
blot soran minden membranon egyiitt futattuk az Al és a megfele6 kontroll mintakat. A 21.

abran lathato egy reprezentativ membran.
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Csoport | Inicidlis | Végsé | UprotV Se Crea Ccrea BUN GS%

teststly | testsuly | (mg/240) (mg/dl) (ml/min/kg) (mg/dl)

(9) (9)

I 355+2 364+4 | 2844 0,44+0,01 7,22+0,4 245+14 3,83+0,96
Il. 4155 424+7 | 25%3 0,57+0,03 NM 24,512 2,69+0,45
. 35143 | 305+16 | 119+32a | 1,02+0,11d | 3,19+0,33a,d,e | 75,9+9,8¢c 23,6+3,03a,f
V. 427+£10 | 3835 | 214+46b | 1,21+0,09a,d | 1,98+0,1c 72,815,4c 35,6+2,87b,c,d
V. 41944 368113 | NM 1,36+0,10b,d | NM 135,9+15,4b | 48,08+3,13b
V1. 419+6 | 380+21 | 220+42a | 1,69+0,23a,d | 1,96+0,37a,c | 86,8+14,9c | 39,67+6,11a,d
VII. 385+1 | 425+23 | 136+43a | 2,6%0,70a 1,25+0,36a 121+34a 52,67+6,67a
VIII. 384+3 47015 | 41+4a,d | 0,39+0,03d 6,9+0,8d 17+1d 11+4ad

12. tdblazat Funkcionalis és szdvettani paraméterek Al utan és kontroll allatokban.

1. aloperalt normal 4 hét, 1. aloperalt MF, MNaCl 18-21 nap, IIl. Al normal 2 hét, IV. Al MF, MNaCl 2
hét, V. Al MF, MNaCl 18-21 nap, VI. Al normal 6 hét, VII. Al normal 11 hét, VIII. &loperalt normal 11
hét. Al: ablacio/infarceracié, MF: magas fehérje tartalom, MNaCl: magas sétartalom, NM: nem mért

a p<0,01 vs. I. csoport, b p<0,05 vs. Il. csoport, ¢ p<0,05 vs. V. csoport, d p<0,05 vs. VII. csoport, e p<0,05
vs. IV., VI. és VII. csoport, f p<0,05 vs. IV., V., VI. és VII. csoport.

140
120

Medulla

Kortex

nNOS
expresszio a
kontroll %-
ban IOD

100
80

60
40
20

0
Csoport Il.

V. V. VL VIL i. 1v. V. VI VI

20. abra Relativ nNOS fehérje expresszidé a kortexben és a medulldban a megfelelé kontrollok atlag
integrélt optikai denzitdsanak (10D) %-aban kifejezve. *p<0,05 vs. megfelelé aloperalt kontroll (100%)
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nNOS eNOS

aloperalt Al aloperalt Al
MWM Il. csoport  IV. csoport +K MWM 1I. csoport V. csoport +K
233 mmc o b 233 -
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53 53 ]

21. &bra Reprezentativ Western-blot membran a medulléris nNOS és eNOS expressziorél. +K nNOS (1ug
patkdny kisagy homogenizatum), +K eNOS pozitiv kontroll (10png marha aorta endotél sejt lizatum).
MWM: molekularis stily marker.

Az egyes Al csoportokban a kronikus vesebetegseg progresszioja eltéré volt, ezért minden
csoportban minden allatban 6sszehasonlitottuk a szérum kreatinin és a renalis nNOS fehérje
expresszio ertékét, es regresszio analizist végeztiunk. A renalis nNOS fehérje expresszio a
vesemiikodés besziikulésének egy hataraig ~1mg/dl (88,4umol/l), amely a vesefunkcio kb.
60%-0s besziikilését jelenti ebben a modellben, viszonylag konstans maradt. A szérum
kreatinin tovabbi emelkedésével egy hirtelen csokkenés volt észlelheté a medullaris nNOS
expresszioban (r=-0,501, p<0,005). Hasonlé korrelacio, de valamivel nagyobb variabilitassal,
volt lathaté a vese kortexben mért nNOS expresszié és a vesefunkcié kozott (r=-0,362,
p<0,05). A kovetkezé lépésben a glomerularis karosodas es a renadlis nNOS fehérje
expresszio kozotti korrelaciot elemeztik. Amint a 22. abra mutatja minél sulyosabb volt a
glomerusclerosis mértéke, annal alacsonyabb nNOS expresszio volt mérheté mind a kortex,
mind a medulla allomanyaban (kortex: r=-0,678, p<0,001; medulla: r=-0,722, p<0,001) (22.

abra).

4.3.3. ,,In vitro” NOS-aktivitas mérése

A kovetkezékben ,,in-vitro” mértiik a NOS enzim aktivitasat mind a kortex, mind a medulla
szolubilis frakciojabdl a Il1. csoportban (aloperalt, MF, MNaCl, 18-21 nap) és az V.
csoportban (Al, MF, MNaCl, 18-21 nap). Amint azt a 23. abra mutatja a NOS aktivitas mind
a kortexben, mind a medullaban szignifikansabb alacsonyabb volt az Al allatokban (krénikus
vesebeteg csoport). Vizsgalatunkban a szolubilis frakciot mértiik, amely megfelel a nNOS és
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iNOS aktivitasnak. Igy a teljes NOS aktivitds ennél magasabb, hiszen az eNOS a
membranhoz kotott formaban talalhatd. Ennek aktivitasat vizsgalatunkban nem mértiik. Az
eNOS szerepének tisztdzasara azonban Western-blot ananlizist végeztiink, és
megallapitottuk, hogy a nNOS-hoz képest sokkal nagyobb variabilitist mutat az egyes
csoportok kozott. A 24. abra mutatja, hogy az eNOS fehérje expresszidja szignifikdnsan
emelkedett a Ill. és VI. csoportban az aloperalt kontrollokhoz képest a kortexben. Ezzel
szemben a IV., V: és VI. csoportban az expresszio nem kilonbozott a kontrolloktol. A
medullaban csak a Ill. csoportban emelkedett az eNOS a kontrollhoz képest, mig a tébbi

csoportban nem volt detektalhatd kilonbség.
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22. abra Korreléaci6é a glomerulosclerosis és a relativ nNOS fehérje expresszié kozott. A. A megfelels
kontroll %-ban a kortexben. [I: az 1., 1l. és VIII. csoportok nNOS expresszidja (100%), A: III. csoport, m:
IV. csoport, e: V. csoport, A: VI. csoport, X: VII. csoport. R=-0,678, p<0,001. B. A megfelel6 kontroll %-
ban a medullaban. [I: az 1., Il. és VIII. csoportok nNOS expresszidja (100%), A: III. csoport, m: IV.
csoport, e: V. csoport, A: VI. csoport, X: VII. csoport. R=-0,722, p<0,001.
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23. &bra ,,In-vitro” NOS aktivitds (pmol L-arginin konvertalva L-citrulinna/perc/mg protein a kortex és a
medulla szolubilis frakciojaban. [1: aloperalt Il. csoport, m: Al V. csoport. *p<0,05 vs |l. csoport.
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24. abra Relativ eNOS fehérje expresszié a kortexben és a medullaban a megfelelé kontrollok &tlag
integrélt optikai denzitdsanak (I0D) (=100%) %-ban kifejezve. *p<0,05 vs. megfelelé &loperalt kontroll
(100%)).
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4.4. A nem es a nemi hormonok hatdsanak vizsgalata az immunszuppressziv kezelésre és

a renalis NOS rendszerre

4.4.1. Grafttulélés es fukcionalis parameterek

A kezelési csoportok és egyes széridk a metodikai részben talalhatéak. Az 1. széridban
alacsonyabb CsA dozis és hosszabb ischémia id6 (45 perc) mellett az operalt 7 ALLO
nésténybodl csak 2 élte tal a transzplantaciot koveté 4-6 hetet és volt kdvetheté 22 hétig.
Ebbdl a csoportbdl igy nincsenek értékelhets funkcionalis és egyéb méresi paraméterek. Az 1.
széria tobbi csoportja, ISO néstény, ALLO és ISO him mindegyike talélte a 22 hetes kdvetési
periodust. Ahogyan a 10. tablazat mutatja az 1SO néstényekben a kiindulési értékhez képest
szignifikans proteinuria alalkult ki. Ennek mértéke azonban nem kuloénb6z6tt az ALLO és
ISO himekben meért, a transzplantacié elétti helyzethez képest szintén szignifikansan
emelkedett értékektsl (13. tablazat). Ezzel szemben a szOvettani vizsgalat a kronikus allograft
nephropatia sulyos jeleit mutatta az ALLO him allatokban. Az ISO néstény és him
csoportokban ezzel szemben csak enyhe szdvettani elvaltozasok voltak megfigyelhetéek (13.
tablazat).

A 1. széridban, ahol csak néstény allatokat transzplantaltunk csokkentett (30 perc) ischémia
idével, mar 4 héttel a transzplantaciot kdvetéen jelentos kilonbség alakult ki a proteinuria
mértékében ISO és ALLO allatok kozott (ALLO: 10+1 vs ISO: 5£3 mg/nap, p<0,05). Hat
héttel a transzplantaciot kdvetéen szignifikans emelkedés volt lathaté a proteinuria
mértékében ALLO allatokban, mig ISO csoportban valtozas nem volt (ALLO: 37+14 vs I1SO:
4+1mg/nap, p<0,05). A 7. hétre az ALLO csoportban tovabbi progresszio volt megfigyelhetd,
amely miatt a kisérletet be kellett fejezni. Szovettani analizis az ALLO allatokban sulyos,
akceleralt kronikus allograft nephropatia es kilokédés jeleit mutatta, mig az 1SO csoportban
csak enyhe szdvettani elvaltozasok voltak megfigyelhetok (14. tablazat)

A l11. széridban az allatok 3 mg/kg/nap dozisban kaptak CsA kezelést, amely elégséges volt,
hogy néstény allatokban elnyomja a kezdeti akut, illetve akceleralt krénikus kilokédést és az
Osszes transzplantélt allat talélte a 22 hetes kovetési idét. A funkcionalis paraméterek
(szérum kreatinin, szérum urea nitrogén s Kkreatinin clearance) ISO nértényekben
szignifikansan jobb graftfunkciot mutattak ALLO nostényekkel 6sszehasonlitva. Ezzel

szemben him ALLO és ISO Aallatokban a vizsgalt paraméterek csak kismértékben
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kilonboztek egymastdl (15/A. tablazat). Hasonld tendenciat latunk a IV. széridban, ahol az
allatok RAPA kezelést kaptak (15/B. tablazat). Egyetlen kiilénbség a kreatinin clearance-ben
volt, amely nem mutatott kilénbséget 1ISO és ALLO néstények kozott. A CsA és RAPA
kezelt I1SO néstényekben a vizsgalat paraméterek nem kildnboztek az egészséges, korban
illesztett kontrolloketdl (15/C tablazat), mig szignifikansabb rosszabbak voltak a RAPA
kezelt ISO him allatokban a korban illesztett kontrollokhoz viszonyitva.

A vernyomas mind a CsA, mind a RAPA kezelt 1ISO néstényekben hasonlo volt a
kontrollokéhoz, mig cs6kkené tendenciat lattunk ALLO nostény allatokban. Himekben a
transzplantalt allatok vérnyomasa alacsonyabb volt a kontrollokéhoz hasonlitva és ez
kifejezettebb volt az ALLO csoportokban (az ALLO csoportban a recipiens Lew patkany
volt!). A nemtdl flggetlenul, az 6sszes transzplantalt csoportban a graftok hipertrofiat
mutattak az egészséges kontroll allatok veséjével dsszehasonlitva és ez fliggetlen volt a
nemtdSl vagy az immunszuppressziv kezeléstél. A vesék nagysagaban észlelheté és ismert

nemi kulénbség (nagyobb him vesék) mindegyik csoportban megmaradt.

Proteinuria Proteinuria 22 UNOxV a Tx elétt UNOXV 22 héttel Banff
a Tx elétt héttel a Tx utan (nM/nap/100g ts) a Tx utan score
(mg/nap) (mg/nap) (nM/day/100g ts) (0-12)
ISON 1,3+0,3* 44,8+24,1+ 1,36+0,16 2,08+0,40 1,610,4
ISOH 10,2+1,9 67,5+11,1+ 1,45+0,19 1,4340,11 1,740,2
ALLOH | 8,7+0,7 65,5+16,1+ 1,82+0,16 1,1540,25 7,740,9*
13. tblazat Proteinuria és szvettani elvaltozasok alacsony ddzisu (1,5 mg/kg/nap) CsA kezelt csoportban
45 perc ischémiat kdvetéen 22 héttel a Tx utdn (I. széria). ALLO N csoport kizérva, mert csak 2 allat élte
tal a 7-b6l a 22 hetes kovetési id6t. *p<0,05 vs. 1ISO H, +p<0,05 vs. kiindulasi érték.
Proteinuria Proteinuria 7 UNOXV a Tx elétt | UNOXxV 7 héttel a Banff
a Tx elétt héttel a Tx utan (nM/nap/100g ts) Tx utan score
(mg/nap) (mg/nap) (uM/day/100g ts) (0-12)
ISON 2,0+0,2 3,8+0,9 1,24+0,13 2,84+0,37+ 2,7+1,0
ALLON | 2,7+0,3 76,2+33,0%+ 1,37+0,10 2,37+0,49 8,740,3*

14. tablazat Proteinuria és szdvettani elvaltozasok alacsony dézist (1,5 mg/kg/nap) CsA kezelt

néstényekben 30 perc ischémiat kdvetéen 7 héttel a Tx utén (1. széria). *p<0,05 vs. ISO F, +p<0,05 vs.

kiindulasi érték.
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CsA | Testsuly | UprotV UNOxV SeCrea BUN Ccer BP Tx suly
(9) (mg/nap) | (uM/nap/ (mg/dl) (mg/dl) | (ml/min/ | (Hgmm) (@)
100gts) tskg)

ISON | 202+28# | 3,840,58 1,46+0,06 | 0,36+0,01 22+1%* 6,9+0,4 90+5 1,12+0,03
*§ *§

ISOH | 418+6*# | 43,747,2 0,93+0,08 | 0,40+0,01* | 23+1* 5,9+0,5 97+3* 2,37+0,12

*

ALLO | 218+28 | 24,1+9,3*+ | 1,42+0,10 | 0,44+0,02*%+ | 31+£1*+# | 5,1+0,3*+ | 78+3*+§ | 1,31+0,05

N * *§

ALLO | 451+12+ | 15,5+1,9*+ | 1,29+0,10 | 0,45+0,04* | 30+1*+# | 5,4+0,3* | 63+3*+# | 2,18+0,10

H *4 *

15/A tablazat Funkciondlis paraméterek CsA kezelt allatokban 22 héttel a Tx utan.

RAPA | Testsuly | UprotV UNOxV SeCrea BUN Ccer BP Tx suly

(9) (mg/nap) | (uM/nap/ (mg/dl) (mg/dl) | (ml/min/ [(mmHgQ) ()
100gts) tskg)

ISON | 220+18§ | 6,7+2,4 8§ 1,31+0,08 | 0,33+0,03 8 | 21+1* | 6,0+0,7 91+3 1,24+0,11
* *§

ISOH | 435+4 69,7+12,7 | 1,06+0,02 | 0,42+0,02 * | 21+1 55+0,2* | 98+2* | 2,3840,11

*

ALLO | 224478 | 26,2£17,7 | 1,28+0,06 | 0,42+0,02 | 26+1*+ | 4,4+0,3* | 81+9* | 1,29+0,05

N * *4 *§

ALLO | 43619 37,4+16,6 | 1,45+0,17 | 0,49+0,03 * | 26+1 *+ | 5,0+0,3* | 7945 *+ | 2,21+0,12

H *4 *

15/B tablazat Funkciondlis paraméterek RAPA kezelt allatokban 22 héttel a Tx utan.
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Kontrollok | Testssuly | UprotV | UNOxV | SeCrea BUN Ccer BP Bal vese

100g ts) tskg)

(0)] (mg/nap) | (uM/nap/ | (mg/dl) | (mg/dl) | (ml/min/ | (mmHg) | salya (g)

Kontroll N | 22244 § | 3,3+0,2 § | 0,97+0,04 | 0,29+0,01 | 16+1 6,8£0,5 | 99+28 0,81+0,02

§

Kontroll H | 456+8 35,844,3 | 0,81+0,03 | 0,30+0,02 | 1842 7,3£t0,5 | 11343 1,8410,14

15/C t&blazat Funkcionalis paraméterek korban illesztett F344 néstény és him allatokban 22 hét kovetés
utan. *p<0,05 vs kontroll F344 azonos nemhez viszonyitva, +p<0,05 vs. azonos nemti 1ISO, §p<0,05 vs.
megfelelé him csoport, #p<0,05 vs. megfeleld6 RAPA kezelt csoport

Ahogyan a 25. abra mutatja mind a CsA, mind a RAPA kezelt ALLO néstényekben
szignifikans proteinuria (UprotV) alakult ki, mig 1SO ndstenyek fehérjelritése nem
emelkedett a kiindulasi értékhez képest. Kontroll néstényekben nem volt megfigyelheté a
proteinuria fokozddasa az id6vel az egészseges kontroll allatokban (15/C tablazat).
Himekben a fehérje Urités korral emelked6 tendencidja volt megfigyelheté egészséges
kontrollokban (15/C tablazat, V. széria) és ez nem kulonbdzott a RAPA kezelt ALLO
csoportban. Ezzel szemben CsA kezelés hatasara ALLO himekben a kontrollokhoz és RAPA
kezeltekhez képest alacsonyabb proteinuria volt meérheté (25. abra). 1SO himekben a
proteinuria mértéke magasabb volt az ALLO himekhez viszonyitva, ez azonban csak CsA

kezelés mellett érte el a szignifikans kiilonbséget.

4.4.2. Szdvettani elvaltozasok

Kodzepes mértékii glomerulosclerosis alakult ki a magasabb doézisu Csa kezelés és RAPA
terapia mellett is. Ennek mértéke szignifikansan kilonbozott a kontrollokban megfigyelt
korral jaro szovettani valtozasoktdl (26/A abra). A nemtdl es kezeléstdl fuggetlenil az ALLO
allatokban a glomeruléris elvaltozasok szignifikansabban kifejezettebbek voltak, mint a nekik
megfelelé ISO csoportokban. A him ALLO és ISO, valamint a néstény ISO allatokban
RAPA kezelés mellett szignifikansabb sulyosabb glomerularis elvaltozasok alalkultak ki a
CsA-nal kezeltekhez képest. Az ALLO ndstényekben is megfigyelhet6 volt a tendencia, de
nem érte el a statisztikailag szignifikans értéket (p=0,06). A Banff-score hasonldan sulyosabb
elvaltozasokat igazolt a RAPA kezelt him allatokban CsA kezeltekkel dsszehasonlitva és

néstényekben is ilyen tendencia volt megfigyelheté (p=0,06) (26/B abra).

89




90 ~
80 4
70
Proteinuria
(mginap) 607
- =A- -ISON
501 ‘é - o -ISOH
- —4&—ALLON
—a— ALLOH
B.
90 7
80 l,
70 .-
60 - -A- -ISON
50 - - -
Proteinuria o -ISOH
(mg/nap) 40 —a—ALLON
30 —— ALLOH
20

H 10

25. &bra Proteinuria valtozasa CsA (A) és RAPA (B) kezelt llatokban. Statisztikat lasd a 20. tablazatban.
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26. abra A. Glomerulosclerosis 1SO és ALLO allatokban CsA vagy RAPA kezelés mellett, valamint
kontrollokban 22 hét utan. *p<0,05 vs. megfelleé kontroll: +p<0,05 vs. megfelelé 1SO csoport, #p<0,05 vs.
megfelel6 CsA csoport, §p<0,05 vs. megfelelé him csoport. B. Banff-score 1SO és ALLO &llatokban 22
héttel a Tx utan CsA vagy RAPA kezelés mellett. *p<0,05 vs. megfelelé 1SO, #p<0,05 vs. megfelel6 CsA

csoport.
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4.4.3. A vizelet NOx tartalma

A vizeletbél meghataroztuk a NO-produkciét jellemzé NOx (NO,+NOs) kivalasztast. A
vizelet NOx szignifikdnsabb magasabb volt a transzplantalt allatokban a korban megfelel
egészséges kontrollokhoz képest. Ez aldl kivételt csak a CsA és RAPA kezelt ISO him
allatok jelentettek (15. tablazat).

4.4.4. eNOS és nNOS fehérje expresszio a vesében

A 1ll. és V. szériabdl vizsgaltuk a renalis konstitutiv NOS fehérje expressziokat. A
magasabb ddzisi CsA kezeltekben a kortikélis eNOS fehérje expresszid hasonld mértéki volt
néstény és him 1SO és ALLO csoportokban. A RAPA kezelt csoportoknal mindkét nemben
magasabb eNOS értéket mértink az ALLO csoportokban az ISO allatokkal 6sszehasonlitva
és himekben magasabb expresszidt mint néstényekben (27/A. abra). A medullaban mindkét
CsA kezelt him csoportban magasabb eNOS expresszid volt mérhet6 a nostényekhez képest,
az ALLO allatokban azonban ez a kulénbség nem érte el a statisztikailag szignifikans értéket
(p=0,057). Az azonos nemii ISO és ALLO csoportok kozétt nem volt kilonbség
megfigyelhetd (27/B abra). A RAPA kezelés mellett egyetlen csoportban sem kilonbdzott a
medullaris eNOS fehérje expresszioja.
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27. abra A. Kortikalis és B. medullaris eNOS fehérje expresszié 1SO és ALLO allatokban 22 héttel a
transzplantacié utan CsA vagy RAPA kezelés mellett. *p<0,05 vs. megfelelé 1SO, §p<0,05 vs. megfeleld
him csoport.
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A kortikalis nNOS expresszié alacsonyabb volt ISO him vesékben a tobbi CsA kezelt
csoporttal 6sszehasonlitva. Meglepé médon a kortexben RAPA kezelés mellett nNOS
expresszio egyaltalan nem volt kimutathaté (28/A abra). A nem vart eredmény miatt a CsA
és RAPA kezelt ALLO csoportb6l 4-4 mintat azonos membranon Ujra futattunk, és az
el6zéekhez hasonlo eredményt kaptunk (28/B abra). Tovabba sem az izomban, sem a
cerebellumban nem talaltunk kulénbséget a nNOS expresszidjaban CsA és RAPA kezelt
allatok kozott (izom: 0.0076 £+ 0.0005 vs. 0.0084 + 0.0005 10D/belsé standard és Ponceau
red; és cerebellum 0.0064 + 0.0024 vs. 0.0088 + 0.0006 10D/belsé standard és Ponceau red).
A medullaban CsA kezelés mellett a nNOS expresszié nem mutatott kiilénbséget ndstény és
him allatokban (29/C &bra). Alacsonyabb medullaris nNOS fehérje expresszio volt mérheté
RAPA kezelt 1SO him allatokban ndstényekkel dsszehasonlitva (p=0,06). A RAPA kezelt
ALLO himekben a medullaban alig volt nNOS feherje detektalhato.
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28. abra A. kortikalis nNOS fehérje expresszio 1SO és ALLO graftokban 22 héttel a transzplantacié utan
CsA vagy RAPA kezelés mellett. *p<0,05 vs. megfelels 1SO, §p<0,05 vs. megfelelé H csoport.
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28. abra B. nNOS fehérje expresszié CsA vagy RAPA kezelt vese kortexben. C. medullaris nNOS fehérje
expresszié 1SO és ALLO graftokban 22 héttel a transzplantacié utan CsA vagy RAPA kezelés mellett.
*p<0,05 vs. megfelelé 1SO; §p<0,05 vs. megfelelé H csoport.
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4.5. Antiinflammatorikus-antioxidans perfuzios oldat hatasa a KAN-ra.

4.5.1. Funkcionalis paraméterek

ISO-UN és ISO-EP Fisher patkdnyok nem kilénboztek a teststlyban(TS), a vesesulyban
(VS) és a vesesuly/testsuly aranyban. Ez utébbi nagyobb volt, mint a normal kontroll allatoké
a kompenzatorikus hipertrofia miatt (16. tablazat). Kreatinin clearance (CCr), szérum
kreatinin és urea nitrogén szintek hasonléak voltak az 1SO csoportokban (16. tablazat). A
CCr alacsonyabb votl az ISO csoportokban a kontrollokhoz viszonyitva. Az 1SO-UN
allatokban enyhe proteinuria alakult ki, mig az ISO-EP csoportban a proteinuria mértéke a
22. héten sem kiilonbozott a kontrolloktol (16. tablazat).

ISO-UN ISO-EP CON
Testsuly (g) 408+15* 396+13* 456+8
Vesesuly (g) 2.20+0.14 2.36+0.16 1.84+0.14
Vesesuly/testsuly x1,000 5.36+0.02*  5.96+0.36*  4.07+0.35
Szérum urea nitrogén (mg/dl) 23+1* 21+1 18+1
Szérum kreatinin (mg/dl) 0.50+0.02* 0.44+0.02* 0.30+0.02
CCr/TS (ml/min/kg TS) 4.3+0.4* 4.6+0.1* 7.3£0.5
Vizelet fehérje (mg/24 6ra) 50,7+9,4 30,7+4,2+ 35,8+3,9

16. tdblazat. Funkciondlis adatok 22 héttel a transzplantaciot kdvetéen. ISO-UN, isograft terapia
nélkil; 1ISO-EP isograft endotél protektiv terapiaval; CON, kontroll CCr, 24hr kreatinin clearance;
*, P<0,05 vs. KON, +p<0,05 vs ISO-UN

4.5.2. Hisztologia

Hisztoldgiai analizis nem mutatott kilonbséget az 1SO-EP és 1SO-UN csoport kozott.
Mindket csoportban, a vesékben kozepes mértékii glomeruloszklerozis és tubulointersticialis

elvaltozas alakult ki, amely szignifikansan kilonbozoétt a kontroll allatokban megfigyelttol
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(29. abra). Az endotél protektiv kezelés ellenére az ISO-EP allatokban a strukturalis
karosodasok ugyanugy kialakultak, mint a nem kezelt csoportban.
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29. dbra. Hisztologiai elvaltozasok a vesékben. *p<0,05 vs kontroll (CON)

4.5.3. Western-blot analizis és enzimaktivitas

A fehérje vizsgalat sordn az ISO-EP allatok kortexében alacsonyabb nNOS és eNOS
expressziot detektaltunk, mint az I1SO-UN allatokban (30/A abra). Ugyanakkor az
enzimaktivitdas a szolubilis frakcioban (elsésorban nNOS) és a membran frakcidban
(elsésorban eNOS) is hasonlo volt a ket csoportban (30/B abra). A medullaban a nNOS és az

eNOS expresszio nem kiilénb6zott a két 1ISO csoportban.
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30/a és 30/B &bra. nNOS éas eNOS fehérje expresszié a vese kortexben (A). Enzimaktivitas a szolubilis

(nNOS) és membréan (eNOS) frakcidban (B). *p<0,05 vs ISO-UN

4.5.4. NADPH-fliggd szuperoxid produkcio

Az altalunk alkalmazott endotél protektiv kezelés hatéssal lehet a transzplantacio soran
fellépé inflammaéaciés és oxidativ folyamatokra. Ezek kozil a legkifejezettebbek a
transzplantacio soran a graftot ért ischémias karosodasok és a korai posztoperativ
periddusban a reperfuzié okozta elvaltozasok. Amint az a 31. dbra muatja 22 héttel a
transzplantaciot kdvetéen nem sikerllt eltérést kimutatni a NADPH-fliiggé szuperoxid
termelésben a két ISO csoport kdzott. Ezzel szemben emelkedett szuperoxid produkciot
mértink mindkét csoportbn a kontrollokhoz képest és a tovabbi szignifikans emelkedést

lattunk a stlyosan rejektalo allatokban.
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31. dbra. NADPH-fiiggé szuperoxid produkcié 1SO-UN, ISO-EP, valamint normal donor vesében (normal
donor RK) és stlyos rejekciot mutato vesében (severe rejection LK).
*p<0,05 vs RK, #p<0,05 vs LK
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4.6. Restrikcios fragmenthossz polimorfizmus (PCR-RFLP) vizsgélatok

4.6.1. eNOS gén polimorfizmus

Az eNOS genotipusa mind a kontroll, mind a Tx15 csoportban megfelelt a Hardy-Weinberg
equilibriumnak. Az eNOS G894T gén polimorfizmusa sem allél-, sem génfrekvenciaban nem
mutatott kilonbséget a vizsgalt hossz( tava graft tulélé és a kontroll csoport kdzott (17.
tablazat). A T allél frekvencigja 31,7%, a G allélé 68,3% volt a Tx15 csoportban, mig a
kontrollokban 33,2% és 66,8%. Az eNOS G894T gén polimorfizmusa nem mutatott
osszefiiggést a nemmel, korral, kdvetési idovel, graft funkcidval, plazma lipidek szintjével,
BMI- szel, hipertdnia el6frdulasaval, a proteinuriaval, az akut rejekciok szamaval és a donor
koraval (18. tdblazat).

Polimorfizmus eNOS G894T

GG GT TT
Genotipus N % N % N %
Tx15 23 45,1 23 45,1 5 9,8
Kontroll 39 39,8 53 54,1 6 6,1

17. tablazat eNOS G894T genotipus eloszlasa.

4.6.2. HSPA1A G190C polimorfizmus genotipus eloszlasa és allél frekvenciaja

A HSPAL1A polimorfizmusanak genotipus eloszlasa és allél frekvenciaja megfelelt a Hardy-
Weinberg equilibriumnak és nem mutatott kiilonbséget a vizsgalt csoportok kozott (19. és 20.
tablazat)

4.6.3. HSPA1B A1267G polimorfizmus genotipus eloszlasa és allél frekvenciaja

A HSPA1B 1267AA genotipusa szignifikdnsan alacsonyabb szamban volt detektalhat a Tx
csoportban dsszehasonlitva a kontroll (K) csoporttal (p=0,004; kockézati hanyados /OR/:
3,4; konfidencia intervallum /CI/: 1,35-8,94) és a Tx15 betegekkel (p=0,02; OR: 0,29; CI:
0,09-0,89). Ezzel parhuzamosan a 1267GG genotipus szignifikansan gyakoribb volt a Tx
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csoportban a K (p=0,002; OR: 5,1;Cl: 1,65-16) és a Tx15 csoporttal 6sszehasonlitva
(p=0,005; OR: 0,11; CI: 0,02-0,55).

A HSPALB 1267G allél szignifikansan gyakrabban fordult el6 a Tx betegekben mint a
kontroll (p=0,024; OR: 1,46; CI: 1,01-2,11) és a Tx15 csoportban (p=0,03; OR: 1,61; CI:

0,99-2,63).

Genotipus GG GT TT Ossz
N 23 23 5 51
Férfi/NG 11/12 12/11 2/3 25/26
Kor (év) 53,9+12,6 54+9,7 60,6+7,7 54,6+10,9
Kdvetési id6 (év) 18+3,6 17,1+2,8 17,6+4,7 17,5134
Se kreatinin (umol/l) 156,6+87,4 138,4+66,6 150,1£72,2 146,9+76,3
Ccrea (ml/min) 57,6+22,2 55,8+20,4 54,6+16,2 57+18
Koleszterin (mmol/l) 5,82+0,95 6+1,87 6,18+0,62 5,92+1,58
TG (mmol/l) 1,87+0,87 1,89+0,88 2,42+0,56 1,91+0,86
BMI (kg/m®) 25,1+3,6 24,1435 26,3+3,6 24,9437
Proteinuria (g/24 ora) 0,9+0,9 0,6+0,8 2,2t1,4 0,9+1
Hiperténia (%) 78,3 69,6 80 72
Akut rejekcio (%) 34,8 26,1 40 31,4
Donor kora (év) 29+10 27,9+14,9 28,3+2,9 28,5+12

18. tablazat eNOS G894T gén polimorfizmusa a hosszu tavu graft tulélékban (Tx15) a klinikai adatokkal

0Osszefuiggésben. Ccrea: kreatinin clearance, TG: triglicerid, BMI: test tdmeg index
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Polimorfizmus HSPA1A G190C (%) HSPA1B A1267G (%)
Genotipus N GG GC CC AA AG GG
Kontroll 131 2(2) 8 (6) 121 24 93 14
(92) (18)* (70) (12)
T
Tx 105 0(0) 5(5) 100 6 81 18
(95) (6)+ (77) %))
8
Tx15 48 0(0) 6 42 9(18) 36 3(6)
(12) (88) (76)
AR 21 0(0) 3 18 3(14) 13 5
(14) (86) (62) (24)

19. tdblazat A HSPA1A és HSPA1B polimorfizmusok genotipusanak eloszlasa a hosszd tavu graft talélék
(Tx15), a transzplantalt atlag populéacié (Tx), a biopsziaval igazolt akut rejekcidé miatt graftjukat elvesztett
(AR) betegekben az egészséges konrollokkal &sszehasonlitva. *p=0,004 vs. Tx, OR: 3,4, Cl: 1,35-8,94;
+p=0,02 vs. Tx15, OR: 0,29, CI: 0,09-0,89; tp=0,002 vs. Tx, OR: 5,1, Cl: 1,65-16; 8p=0,005 vs. Tx15,
OR: 0,11, CI: 0,02-0,55.

Polimorfizmus HSPA1A G190C (%) HSPA1B A1267G (%)
Allél frekvencia N G C A G
Kontroll 131 12 (4,5) 250 (95,5) 141 (54) 121 (46)*
Tx 105 5(2) 205 (98) 93 (44) 117 (56) 8
Tx15 48 6 (6) 90 (94) 54 (56) 42 (43)
AR 21 2 (5) 42 (95) 19 (45) 23 (55)

20. tablazat A HSPAL1A G190C és a HSPA1B A1267G polimorfizmusainak allélfrekvencidja a hosszU
tava graft talélok (Tx15), a transzplantalt atlag populécio (Tx), a biopsziaval igazolt akut rejekcidé miatt
graftjukat elvesztett (AR) betegekben az egészséges kontrollokkal dsszehasonlitva. *p=0,024 vs. Tx, OR:
1,46, Cl: 1,01-2,11; 8p=0,03 vs. Tx15, OR: 1,61, CI: 0,99-2,63

4.5.4. Klinikai adatok

A betegek klinikai és demografiai adatait a 21. és 22. tablazat tartalmazza.
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HSPA1A G190C GG GC CcC
Csoport T Tx15 AR Tx Tx15 AR Tx Tx15 AR
N 0 0 0 |5 6 3 100 42 18
Férfi/NG - - - 3/2 3/3 2/1 70/30 19/23 11/7
Kor (év) - - - | 53(22-56) 53 (32-65) | 61 (59-63) 53+12 | 53+11 42+11
Kreatinin (umol/I) - - - [ 113(103-168) | 126 (97-181) | 390 (370-570) | 148+48 | 145+83 | 645+215
Proteinuria (g/24 6ra) - - - 1,6 (0,8-2,3) |0,7(0,1-1,7) | 2,2(1,6-3,8) 1,1+0,4 | 1,3%0,7 2,9+22
Koleszterin (mmol/l) - - - 52367 [49(3651) | NM 5912 | 59+15 | 5+1,7
TG (mmol/l) - - - 2(1,7-3,4) 2,3(0,8-5,1) | NM 2,5+1,3 | 1,940,8 2,3+0,9
BMI (kg/m®) - - - 26 (23-31) 23 (19-28) 23 (22-27) 27+4,7 | 24,7436 | 24+1
Hiperténia (%) - - - |20 83 100 41 61 72
Akut rejekcid (%) - - - 19 16 100 31 28 100

21. tbldzat A HSPA1A genotipus eloszldsa és a klinikai adatok a a hosszU tavla graft talélékben (Tx15), a transzplantalt atlag populéciéban (Tx) és a
biopszidval igazolt akut rejekcié miatt graftjukat elvesztett (AR) betegekben. A GC genotipus esetén a kis esetszdmok miatt az értékek nem kezelheték
parametrikus adatokként, ezért itt median és szélséértékben adtuk meg az értékeket. NM: nem mért.

103



HSPA1B AA AG GG

A1267G

Csoport T Tx15 AR T Tx15 AR T Tx15 AR

N 6 9 3 81 36 13 18 3 5

Férfi/N6 33 6/3 2/1 58/23 16/20 5/7 12/6 0/3 3/2

Kor (év) 36 (25-62) | 48 (38-78) | 46 (37-59) 53+13 | 54+10 | 45+12 | 50 (24-63) 46 (37-62) 34 (22-63)
Kreatinin 100 (87-132) | 118 (79-241) | 600 (501-700) | 147+49 | 152+86 | 607+220 | 149 (104-253) | 95 (88-164) 800
(umolfl) (650-1000)
Proteinuria | 1,2(0,9-23) |1,3(1,1-1,7) |3,1(1,7-47) | 1,1+0,4 | 1,6+0,8 | 3,2#21 [1,3(0,5-1,7) |0,6(0,3-32) | NM

(9/24 ébra)

Koleszterin | 6,2 (4,4-7,4) |6,3(4,4-7,2) |3,8(2348) | 6+1,3 59416 | 6+1,7 53(3,8-7.5) |5,1(4,8-68) | 5,6(28-6,3)
(mmol/l)

TG (mmol/l) | 1,3(0,9-34) |2,3(1,2-3,1) | NM 2,5+1,2 | 1,8+0,8 | 2,540,9 |2 (1,1-4,2) 1,2(1,1-1,3) | 2,5(1,6-3,5)
BMI (kg/m?) | 25 (19-31) | 24 (20-27) | 22 (20-29) 27,3452 | 24,7+4 | 24%1 27 (20-33) 24 (24-27) 22 (18-23)
Hiperténia 33,3 77 30 32,9 75 90 33 44 66

(%)

Akut 16,7 33 100 24,7 27 100 39 0 100

rejekcio6 (%)

22. tdblazat A HSPA1B genotipus eloszlasa és a klinikai adatok a a hosszu tavl graft talélékben (Tx15), a transzplantalt atlag populaciéban (Tx) és a
biopsziaval igazolt akut rejekcio miatt graftjukat elvesztett (AR) betegekben. Az AA és GG genotipusok esetén a kis esetszamok miatt az értékek nem kezelheték

parametrikus adatokként, ezért itt median és szélséértékben adtuk meg az értékeket. NM: nem mért.
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5. Megbeszélés

5.1. Nem és nemi hormonok hatdsanak vizsgalata a rendlis NOS rendszerre IR-s

vesekarosodast kdvetsen

Munkank soran a renalis NOS rendszert vizsgaltuk IR-s vesekarosodast kovetéen, illetve
elemeztik az L-arginin kezelés hatasat a folyamatra. Bar az L-arginin kezeles széles korben
kutatott, egymasnak igen ellentmondd publikacidk lattak napvilagot hatasaval kapcsolatban.
Egyes kutatok szerint az L-argini protektiv a rendlis IR-s karosodassal szemben (196), mig
masok ilyen hatast nem irtak le (197). Ismereteink szerint a renalis NOS rendszert IR-t
kdvetéen és az L-arginin hatasat a folyamatra a két nemben még senki nem hasonlitotta
Ossze. A kérdés azért is érdekses, mert korabbi vizsgalataink soran nekiink sikertlt kimutatni,
hogy a veset ért IR-s karosodasban szignifikdns nemi kilonbség észlelheté es ebben az
endotelin-1 igen fontos szerepet jatszik (198). Tekinttel arra, hogy az endotelin
vazokonstriktiv hatasaval ellentétes a NO vazodilataciot okozo hatassa és a két molekula
expresszioja egymassal 6sszefligg, a nemi kulonbségek vizsgalata a renalis NOS rendszerben
érdekes lehet.

Vizsgalatunk soran a funkcionalis paraméterekben az igen stlyos IR-s karosodast kovetéen
kilonbséget kimutatni L-arginin kezelés hatdsara nem tudtunk. Mind a him, mind a néstény
allatokban igen kifejezett akut veseelégtelenség alakult ki. A funkcionalis parameéterekben
észlelt hasonldsag ellenére a szovettani vizsgélat soran L-arginin kezelést kovetéen kisebb
mértékii és kevésbé kifejezett szoveti karosodas alakult ki ndstenyekben nem kezelt
tarsaikhoz vizsonyitva. Him allatokban a L-arginin kezelésnek ilyen hatasa nem volt
megfigyelheté6. Mind a kezelt, mind a kezeletlen csoportban sulyso széveti elvaltozasok
fejlodtek ki. Jerkic és munkatarsai mutattak ki, hogy 4 hetes L-arginin elokezelés hatasara 45
perces renalis ischémiat kdvetéen javult a renalis hemodinamika, viz reabszorpcio és szoveti
karosodas 24 oraval a reperfizié utdn (199). Més vizsgalatok sorén akut, 60 perccel az
ischémiat megel6zéen alkalmazott iv. L-arginin javitotta a GFR-ben bekdvetkez6 csokkenést,
illetve javitotta a vesefunkciot (200, 201, 202). Ezzel szemben intraperitonealisan alkalmazva
45 perces renalis ischémiat kdvetéen nem sikerilt jotékony hatasat kimutatni az L-arginin
kezelésnek (197). Korédbbi vizsgalatok soran az L-arginin hatasat IR-t kdvetéen az iNOS

enzimre vizsgaltak és a két masik izoenzim mérése nem tortént. Bar az irodalmi kozlések
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alapjan IR-s karosodas soran az iNOS jatszik dont6 szerepet a NO termelédésben, a masik
két izoenzim szerepének tisztazésa is fontos ismereteket kozvetithet. Munkank soran elészor
vizsgaltuk, hogy milyen véaltozasok kovetkeznek be a 3 NOS enzim expresszidjaban a
vesében IR-t kdvetéen L-arginin elékezelés hatasara. Vizsgalatunkban sikertlt kimutatni,
hogy az L-argini mindhatom izoforma expressziojat néveli mindkét nemben az IR-t kbvetéen
az egyetlen néstény medulla nNOS termelddés kivételével. A legnagyobb hatast ndstény
allatok kortexében sikerult kimutatni, ahol az eNOS expresszié majdnem 30x-ra emelkedett.
Ez a ndvekedés him allatokban csak 1,3x-szeres volt. Ismert, hogy majban ischémiat
kdvetéen az eNOS expresszi6 emelkedése gatolta a posztischémias majelégtelenség
kialakulasat (203). Ezt tdmasztja ala az a megfigyelés is, hogy eNOS KO egerekben sokkal
sulyosabb posztischémias karosodas alakul ki az agyban, mint vad tarsaikban (204).
Vizsgalatunk soran az eNOS expresszioban megfigyelheté nemi kulénbseg volt az egyetlen
amit talaltunk. A korabban leirt protektiv szerepe az eNOS-nak lehet az egyik magyarazata az
L-arginin kezelés hatasara megfigyelt kisebb szdveti karosodasnak ngéstényekben. Ismert,
hogy az eNOS hatasara termel6dé6 NO vazodilataciot okoz. Ez magyarazhatja korabbi
megfigyelésiinket, hogy ndstény allatokban az ischémiat kbvetéen szignifikansan gyorsabban
kdvetkezik be a renalis vazodilatacio, amel y a szerv jobb vérellatasat biztositja.

Kosaka és munkatarsai L-arginin kezelést kdvetéen csokkent iNOS expressziot irtak le 60
perc ischémiat és 7 oOra reperfuziot kdvetéen mind a vese kortexben, mind a medullaban
(205). Az alalunk megfigyelt emelkedett iINOS expresszio hatterében az eltéré reperfuzios
id6 es az eltéré IR-s modell allhat.

Alaphelyzetben a bazalis NOS mRNS expressziét mindhatom izoforma esetén magasabbnak
talaltuk himekben, mint néstényekben. Ez ellentétes a korabban Neugarten és munkatarsai
altal leirt megfigyeléssel az eNOS és iNOS tekintetében (122). A korabbi munkak soran az
NNOS mRNS expressziot a két nemben még nem vizsgaltak. Az eNOS és iNOS
termelédésben megfigyelt kulonbség hatterében allhat az altalunk végzett al-operacios
beavatkozas es a kilonbdzo patkany torzs, amelyeket a vizsgalatok hasznaltak. Ez utdbbi
megfigyelést sajat kordbbi munkank is alatamasztja, amely szerint eltér6 patkanytdrzsek
renalis NOS expresszidja killonbdzo lehet.

Kisérletink hatranya, hogy a NOS izoformak mRNS-nek mérése mellett fehérje szinten nem
végeztlink vizsgalatokat. Terveink kozott szerepel ennek az elvégzése is.

Osszefoglalva: adataink alapjan L-arginin kezelés nemtél fiiggé modon hat salyos

rendlis IR-s karosodasra. L-arginin hatasara a renalis eNOS expresszio valtozik
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szignifikdnsan néstény allatokban és ez hozzajarulhat az enyhébb szoveti karosodas
kialakulashoz.
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5.2. A nem és a nemi hormonok hatasanak vizsgalata a vese IR karosodasara. A NAK és

a HSP72 szerepe.

A posztischémias vesekarosodas, az ARF egyik legfontosabb kivalté oka és az intenziv
terapia fejlédése ellenére mortalitdsa napjainkban is igen magas (206). Az ARF
patofizioldgiaja rendkivil dsszetett folyamat, de a NKA - mint a szervezet homeosztazisanak
fenntartasaban kulcsszerepet bet6lté enzim — karosodasa kdzponti szereppel bir az ischémias
folyamat soran. Korabbi vizsgalatok, melyeket kizardlag him allatokon veégezték (207, 137,
138, 136) kimutattak, hogy ischémiat kdvetéen a NKA enzimaktivitasa jelentés mértékben
lecsokken.

A néi nemi hormonok a NKA aktivitasanak ismert, szévetspecifikus modulatorai (149, 208,
209), azonban renalis hatasaikrol kevés és igen ellentmondasos adat all csak rendelkezésre
(210, 211). Az androgének hatasait még kevésbé vizsgaltak. Egyes adatok szerint a férfi nemi
hormonok serkentik az ionpumpa aktivitasat (212), mig méasok szerint ezek a hormonok nem
befolyasoljak az enzim mikodését (151, 153).

Kisérleteinkben els6kent mutattuk ki, hogy a NKA enzim alegységeinek mRNS és fehérje
expresszioja, redisztribucidja, illetve az ionpumpa aktivitasa szignifikansan eltér a nstény és
him allatok kozott. Kisérleteinkben a nostények NKA ol alegységének mRNS expresszidja
mar kontroll allatokban is mintegy kétszerese volt a himekben mértnek és ez a kiilénbség a
vizsgalt periddus sordn mindvégig megmaradt. Két oraval az ischémiat kovetéen az al
alegység mRNS expresszidja mindkét nemben lecsokkent, de himekben joval nagyobb
mértékben, mint néstényekben.

Mindezek az eredmények arra utalnak, hogy a nem és a nemi hormonok jelentésen
befolyasoljak a NKA al alegységének posztischémias mRNS expressziojat. A kilénbséget
magyarazhatja noéstények esetében az mRNS csokkent degradacidja, illetve megndvekedett
transzkripcidja vagy stabilizacioja. Ez utobbi a legvaldsziniibb, mivel korabbi vizsgalatok
szamos gén esetében, ischémiat kovetéen az Osztrogének mRNS-t stabilizalé szerepeérdl
szamolnak be (213, 214). Az 06sztrogenek az mRNS 3’UT régiohoz kotédve
megakadalyozzak egyes endonukleazok kotédését és ezaltal az mRNS degradécidjat (215).
Figyelembe véve a NKA ol alegységének 8 oOras transzlacios idejét a mért mRNS és fehérje
értékek vizsgalatinkban jol Kkorreldltak egymassal. A posztischémias periddusban

néstényekben minden idépontban szignifikdnsan magasabb NKA al protein szinteket
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mértink, mint himekben. Mig himekben az ischémiat kdvetéen az al protein szintje
jelentésen lecsokkent, addig néstényekben nem valtozott szamottevéen, ami felveti annak
lehet6ségét, hogy az ischémia hatasara himekben karosodik a NKA al alegységének
fehérjeszintézise, de néstényekben nem.

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy az atmeneti ischémia a proteinszintézis hosszu tavd
gatlasat okozza egyes transzlacids iniciacios faktorok foszforilalasan keresztil, bar a
folyamat pontos mechanizmusa még részleteiben nem tisztazott (216). Akama es McEwen
(217) vizsgalatai szerint az 6sztrogének aktivalnak bizonyos szignal transzdukcids utakat,
melyek az iniciaciés faktorok foszforilalasat megakadalyozva, fokozzdk a proteinek
szintézist. Mindezek alapjan feltételezhet6, hogy posztischémias periddusban néstényekben
az 0Osztrogén fent leirt hatdsainak koszonhetéen a NKA ol protein szintézise kevéshé
karosodik, mig himekben jelentds csokkenés tapasztalhato.

Masrészrol az is elképzelhetd, hogy a néstény kontroll allatokban mért magasabb NKA ol
MRNS szint az ischémiat kdvetéen, mintegy a transzlaciohoz sziikseges mRNS készletként
szolgal, és ezéltal meggyorsitja a protein szintézisét az IR karosodas soran. Mindkét hipotézis
lehetséges, de a folyamat pontos megismerese még tovabbi vizsgalatokat igényel.

A NKA fehérje szint csokkenése (melyet okozhat a szintézis csokkenése és a fokozott
lebontas egyarant) és az ionpumpa aktivitasanak gatlasa mellett, a NKA atmeneti apikalis
membranra torténé redisztribacioja szintén jol ismert kovetkezménye a posztischémias
karosodasnak (134). Szamos Klinikai jelenség, mint a renalis natriumvesztes vagy a csokkent
glomerularis filtracié magyarazhat6 ezzel az athelyezédéssel. A NKA redisztribuciéjahoz az
enzimnek el6szor el kell szakadnia az enzimet a bazéalis membranhoz horgonyzé
citoszkeletalis struktdraktol, mely ,szakadas” a Triton X-100 extraktibilitassal jol
jellemezhet6 (134, 141).

Korabbi, him allatokon vegzett vizsgalatok eredmenyeit kiegészitve Kkisérleteink soran mi
mindkét nemben kimutattuk, hogy ischémiat kdvetéen a NKA egy része atkerul a non-
citoszkeletdlis strukturakat reprezentalé Triton-szolubilis fellliszo frakcidba. Az
athelyezédott, tehat eredeti fizioldgias helyérdl elszakadt NKA fehérje mennyisége azonban
nagyban kilonbozétt a nostény és him allatok kdzott. Mig himeknél jelentés mennyiségii
NKA ol kerilt at a citoszolba az ischémias inzultust kdvetéen, addig ndstények esetében a
fehérjemennyiség nagyobb része eredeti helyén, a bazalmembranhoz kétve maradt. Mindezek

alapjan feltételezhets, hogy a homogenizatum NKA ol protein szintjében észlelt nemi
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kilonbségek elsésorban a citoszkeletalis strukturadkat jellemz6 membran frakcid
kiilonbségeibol adddnak és a két nem kdzotti eltérd redisztribiciora utalnak.

Kisérleteink szerint az enzim aktivitas értékei jol korrelaltak a teljes szOvethomogenizatum,
illetve a membran frakcioban mért NKA ol protein szintekkel. Eredményeink arra utalnak,
hogy az expresszalt ol alegységek funkcionalisan aktivak, mivel a NKA al protein szint
ndvekedése, az ionpumpa aktivitasanak emelkedésével egyitt jart. A noéstényekben meért
magasabb al protein szinttel pArhuzamosan, az ionpumpa aktivitasa is nagyobbnak bizonyult
az ischémiat kdveté minden vizsgalt idépontban a himekkel ésszehasonlitva. Kajiwara (218)
és Coux (140) korabbi him allatokon végzett vizsgalataihoz hasonléan, him allatokban az
ischémiat kovetéen mi is a NKA aktivitas szignifikans csokkenését tapasztaltuk, mig
kisérleteinkben a ndstények ionpumpa aktivitasa nem valtozott szamottevéen a vizsgalt
periodus soran.

Az ol alegység valtozasaival ellentétben, a 31 alegység esetében nem talaltunk eltérést a him
és nostény csoportok kozott sem az alegyseg mRNS, sem protein expresszidjaban. A
valtozasok dinamikaja is kulonbozik a két alegység esetében, mig az a1l mRNS szintje az
ischémias inzultus utan két oraval a legalacsonyabb, addig a B1 alegységeé csak 16 Ora utan
éri el minimumat. Bertorello (219) és Pressley (220) korabbi vizsgalataik soran kimutattak,
hogy az al és a R1 alegységek expresszioja egymastol fuggetlenil szabalyozott, ami
magyarazhatja az egyes alegységek IR karosodasra adott killénb6zé reakciojat.

A nem és a nemi hormonok szerepe a NKA al alegység IR karosodast kdveto valtozasaiban
sokféle lehet. Korabbi vizsgalatainkkal egybehangzoan jelen kisérletlink soran is igazoltuk,
hogy IR karosodast kdvetéen néstényekben kevésbé sulyos a vese strukturalis karosodasa,
mint himekben. Ez felveti annak lehet6ségét, hogy néstényekben az ischémia eleve enyhébb
karosodashoz vezet, mint himekben és emiatt maga a NKA is kevésbé sériil. Feltételezhetd,
hogy nostényekben a vese szOveti strukturdja megtartottabb marad, emiatt kisebb a
tubulussejtek polaritasvaltozasa, ennek kdvetkeztében a NKA redisztriblcidja is kevésbé
kifejezett. Mindezek a folyamatok Osszessegikben, amint azt kisérleteinkben is kimutattuk,
néstényekben a NKA aktvitasanak fennmaradasat eredményezik.

Osszefoglalva, kisérleteink ezen részében igazoltuk, hogy a NKA miikodése
néstényekben stabilabb, mint himekben és néstényekben az enzim védettebb a
posztischémias karosodassal szemben. Kimutattuk, hogy IR kéarosodast kovetéen
néstényekben magasabb a NKA al alegység mRNS és fehérje expresszidja, valamint az

ionpumpa aktivitasa, mint himekben. A NKA expresszidjaban és miikodésében észlelt
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eltérések tovabbi fontos adatokkal szolgalnak a posztischémias ARF-ben észlelt nemi
kllonbségek patofizioldgidjanak tisztazasahoz.

Az IR karosodas soran a NKA eredeti bazalmembranhoz kotott helyérél a citoszolba keril ki,
ezéltal atmenetileg gatlodik az enzim mukodése. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy nemi
kilonbség van a NKA posztischémias transzlokacidjaban, ami egydttjar az ionpumpa
aktivitasanak kulonbségeivel és igy kozvetve hozzajarulhat a vese nemek kozott eltérd
sejtmembran  fehérjeszerkezetének megérzése révén a NKA pumpafunkciéjanak
fenntartasaban (141). Kimutattak tovabba, hogy a denaturalédott proteinek nem csupan
szubsztratjai a HSPk-nek, de serkentik is a ho-sokk valaszt (141). Ujabb vizsgalatok
igazoltak, hogy HSP72 stabilizalja a NKA kotédését a citoszkeletonhoz (141, 142). In vitro
vizsgélatok szerint a HSP72 emelkedett expresszidja egydttjar a NKA csokkent
citoszkeletalis destabilizaciojaval IR-t kdvetéen (221). Mindezek alapjan kiserleteinkben azt
vizsgaltuk, hogy a NKA expresszidjaban és mukddésében megfigyelt nemi kilénbségek
hatterében allhat-e a HSP72 himekben és ndstényekben kiilonb6z6 mértékii expresszidja.
Els6ként igazoltuk, hogy nemi kiilénbség van a vese posztischémias HSP72 mRNS és fehérje
expressziojaban. Kimutattuk, hogy mar intakt korilmények kozott is a kontroll néstény
allatok HSP72 mRNS és fehérje szintje mintegy masfélszerese a him allatokénak. Korabbi
vizsgélatok alapjan ismert, hogy azok a szervek, illetve szovetek, melyek nagyobb mértekben
expresszaljak a HSP72-t celluléaris stresszel szemben ellenallébbak, tovabba, hogy intakt
szervek/szdvetek megndvekedett HSP72 expresszioja fokozott stresszrezisztenciat jelez
(222). Vizsgalati eredményeink megfelelnek Voss és mtsai adatainak, akik 40%-kal
magasabb HSP72 fehérje szintet mértek néstény allatokban, a szivben és a vesében ischémiat
kovetéen (169). Az 6 vizsgalataikban azonban mRNS és immunhiszokémiai mérések nem
torténtek.

Ujabb kisérletek igazoltak, hogy ovariektomia csokkenti, 17-p 6sztradiol vagy progeszteron
kezelés ndveli (170), mig 5-a dihydrotesztoszteron nincs hatassal a HSP72 szintjére a
kilonb6z6 szervekben (223).

Mindezek és sajat eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a kontroll néstényekben észlelt
magasabb HSP72 mRNS szint az ischémias karosodassal szembeni nagyobb toleranciara

utal.
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Az ischémias inzultus utan 2 éraval néstényekben a HSP72 mRNS szintje mintegy duplajara
nétt, mig himekben joval kisebb mértékii expressziondvekedést észleltiink. Az ischémia
hatdsara nostényekben bekdvetkezé expressziondvekedés mértéke megegyezett a mas
kisérletekben etanol, mint a HSP72 specifikus induktoranak beadasat kéveté HSP72 szint
emelkedesével (160). Az expresszalt HSP72 mRNS mennyiségében észlelt kilénbség
mellett, nemi kiilonbséget észleltiink az expresszié dinamikajaban is. Mig néstények esetében
mar 2 oraval az ischémias inzultus utan a kontrollokhoz képest szignifikdnsan magasabb
MRNS értékeket detektaltunk, himek esetében a HSP72 mRNS szintje kevésbé emelkedett
maximumat késébb, 16 ora elteltével érte csak el. A HSP72 protein értékek valtozasai jol
korreladltak az mRNS szintekben észlelt eltérésekkel. A HSP72 fehérje mennyisége
néstényekben a vizsgalt periddus soran végig magasabb volt, mint himekben.

Ischémias inzultust kdvetéen a legtdbb fehérje expresszioja gatladik, kivétel ez alol a HSP72,
amelynek mRNS és fehérje szintézise mérhetéen (15-25%-Kkal) és gyorsan emelkedik (163).
A HSP72 szintézisét a ho stressz faktor (HSF)-1 szabalyozza, amely stressz szituacidban
foszforilalddik és a HSP72 gén promoter régidjahoz koétédve inditja el a HSP72 elvalasztast
(224). Kimutattak, hogy a 17-p 0sztradiol és a progeszteron aktivalja a HSF-1-t és igy noveli
a HSP72 expreszidjat szivizom sejtekben (170).

Feltételezhetjuk tehat, hogy ndstényekben az ischémias inzultust kovetéen gyorsabb és
nagyobb mennyiségti HSP72 expresszionak kdszonhetéen hamarabb indul be a karosodott
proteinek helyreallitasa, illetve a membranstruktirak regeneracioja.

A vesében a tubulussejtek energiaigényes folyamataik miatt elsédleges célpontjai az IR
karosodasnak. Az IR szdvettani jelei a vesében elsésorban a tubulus nekrézis és apoptézis, az
extracellularis matrix degradacioja és a sejtes (monocita, makrofag, neutrofil) infiltracio.
Immunhisztokémiai vizsgalatok igazoltak, hogy a vesében a tubularis epitelidlis sejtek a
kodzponti forrasai a HSP72-nek IR-t kdvetéen. Egyre tobb indirekt in vivo és in vitro adat
tdmasztja ala azt a feltételezést, hogy a HSP72 és a NKA kozott interakcid 1ép fel az IR-t
kdvetéen. Van Why és mtsai mar 1992-ben leirtak és megfigyelték a HSP72 és a NKA al-
alegység hasonl6 lokalizacidjat és granulaciés mintazatat posztischémias vesében (225).
Tovéabbi adat, hogy ischémias prekondicionalas HSP72 talprodukciét eredményez és
(141). Riordan és mtsai kdzelmultban megjelent munkajaban direkt interakciot igazoltak a
HSP72 és a NKA al-alegysége kozott vese ischémia in vitro modelljében (221). Mindezek

arra utalnak, hogy a HSP72 chaperone funkcitja révén részt vesz a NKA molekulak
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visszarendezésében, és ezaltal az enzim funkciéjanak helyreéllitasdban, bar a folyamat
mechanizmusa részleteiben még tisztazatlan.

Jelen vizsgalatunkban egy markans kulénbséget sikerllt kimutatni a HSP72 és NKA al-
alegység mintazataban ischémiat kovetéen a vesében a két nem kozott. Igazoltuk, hogy
kontroll (nem ischémias) helyzetben mind a himek, mind a néstények esetén a HSP72 és a
NKA al-alegység a proximalis tubulus sejtek basolateralis membréanjan ko-lokalizalodik.
Ischémiat kdvetéen nostenyekben a basolateralis festodés tovabbra is kifejezett maradt, mig
himekben mindkét fehérje a citoszolban és az apikalis régidban volt kimutathatd. Az altalunk
megfigyelt ko-lokalizacioja a két fehérjének tovabbi in vivo adatot szolgaltat a HSP72 és
NKA kozott fennallé interakcidora. A megfigyelt jelenség magyarazhatja, hogy néstény
allatokban a NKA jelent6s része membranhoz kotétt formaban (aktiv) marad az ischémias
karosodast kovetden is. Ezzel szemben a csokkent basolateralis HSP72 expresszio a NKA
redisztribuciojahoz és inaktivalddasahoz vezet himekben.

Kiserletsorozatunkban kimutattuk, hogy az ischémias inzultust kdvetéen nastényekben
kevésbé karosodik a NKA miikddése, mint himekben. Néstényekben az ischémiat
kovetéen nincs szamottevé csokkenés a NKA al alegységének fehérjeexpresszidjaban,
illetve az enzimaktivitdsban. Az irodalmi adatok és sajat eredményeink alapjan
feltételezheté, hogy a néstényekben eleve magasabb, majd gyorsabban expresszalodo

HSP72 protektiv hatasu a NKA posztischémias karosodasaval szemben.
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5.3. A renalis nNOS rendszer vizsgalata

Vizsgalataink 0j eredménye, hogy az Al indukélta krénikus vesebetegségben (CRF) mind a
kortexben, mind a medullaban a nNOS expresszidja a szdvettani elvaltozasok sulyossagaval
és a vesefunkcids paraméterek emelkedésével parhuzamosan csokken. Az nNOS szintézise a
glomeruléris kéarosodas kb. 30% f6lé emelkedése es a szérum kreatinin szint 1mg/dl-t eléré
értéke esetén kezd progresszivan csokkenni.

A kronikus vesebetegség allatmodelljei kozil az egyik leggyakrabban hasznalt az 5/6
ablaciés modell, amely esetén az egyik vese eltavolitasat kdvetéen a masik vese alsé és felsé
polusat eltavolitjuk (ablacio-A) vagy a megmaradt veséhez futd artéria renalis oszlasat
felkeresve az alsé és felsé polust ellatd agakat lekotjik (ablacio/infarceracio-Al). A két
modell kozti kilonbség, hogy az Al esetén a korai szakban hipertdnia is kialakul, amely
gyorsabb progressziot eredmenyez (226). Ismert az is, hogy nemcsak a metodika és az egyes
beavatkozasok kozotti egyéni eltéresek, hanem az alkalmazott patkany torzs is erésen
befolyasolja a CRF progresszidjat (186, 227). A fenti problémak miatt mindegyik allatnal az
Al modellt alkalmaztuk, azonos patkany torzset hasznalva és kilonbozé idépontokat
osszehasonlitva, hogy tanulmanyozhassuk a CRF progressziojat és a renalis NOS rendszert.
Korabbi vizsgalatok igazoltadk, hogy a CRF kialakulasa egyditt jar a renélis ,,in vitro” NOS
aktivitas csokkenésével (228). Jelen kisérletiink bizonyitotta, hogy a CRF korai szakaszaban,
illetve felgyorsult progresszio esetén is csokken a NOS aktivitas. Tekintettel arra, hogy az ,,in
vitro” NOS aktivitas mérés esetén szubsztrat és kofaktorok béséggel allnak rendelkezésre, az
eredmények értékelésénél figyelembe kell venni, hogy CRF esetén ezek is csokkenhetnek.
Tovabbi tényezd, hogy a vizsgalatok a szolubilis frakciobol torténtek, amelyek a nNOS és
iINOS aktivitasat tukrozik, és nem adnak felvilagositdst a membranhoz kotétt eNOS
muikddésérol. Az mar korabban is ismert volt, hogy Al modellben csdékken a NOS fehérjék
expresszioja (228), tovabba vimentin knock out (KO) egérben % nefrektomiat kdvetéen akut
veseelegtelenség alakul ki, amely az endotelin-NO rendszerben bekovetkezé valtozasokkal
all 0Osszefiiggésben (229). Szamos kutatocsoport tuddsitott a renalis iINOS fehérje
expresszidjanak csokkenésérél mind az A, mind az Al modellben patkanyban (228, 230,
231). A fenti megfigyelések azért érdekesek, mert az immunoldgiailag nem érintett,
egészséges vesében az iNOS expresszidja igen alacsony és ezért kérdéses a megfigyelt
csokkenés szerepe a NO produkcidban. A vesében a legnagyobb mennyiségben termeldé
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NOS izoforma a nNOS, amely megtalalhatd az epithel sejtekben, nagy mennyiségben a
macula densaban és a gyiijt6 csatorna sejtjeiben (232, 233). Az eddigi eredmények a nNOS
expressziojat illetéen CRF-ben eltéréek. Egyes vizsgalatok mar 2 héttel az ablacié utan
csokkenését irtak le (234), mig méasok 6 héttel a beavatkozast kdvetéen emelkedett szintézist
detektaltak (230). Jelen vizsgalatunkban egyértelmiien, az dsszes vizsgalt Al csoportban az
id6tol flggetlenil a nNOS fehérje expresszidjanak csokkenését tapasztaltuk, amennyiben a
szérum kreatinin érték 1mg/dl folé emelkedett (patkanyban a normal érték: 0,4-0,5mg/dl).
Két héttel az Al utdn normal diétan és ivovizen tartva az allatokat a szérum kreatinin érték
1,02+0,11mg/dl volt, amely mellett a nNOS csokkenését még nem észleltik. Amennyiben
magas protein és NaCl tartalmi diétaval akceleraltuk a progressziot, a vesfunkcid
besziikiilésével a nNNOS alacsonyabb termelddését is ki tudtuk mutatni a rovid, minddssze 2
hetes kovetési periddus ellenére. A tovabbi csoportokban igazoltuk, hogy a vesefunkcio
tovabbi beszikilésével parhuzamosan, progressziven csokken a detektalhatdé nNOS fehérje
mennyisége is. Az egyes csoportokon belil megfigyelt ,,csoporton belili” variabilitas
elrejtheti a szoros korrelacidt, amelyek az individualis adatok regresszio analizisével valnak
lathatova. Osszességében az individualis kortikalis és medullaris nNOS fehérje expresszié
kivalo prognosztikai markere a vesefunkcié hanyatlasanak CRF-ben.

Megfigyelésiinket tamasztja ald& Roczniak és mtsai korabbi vizsgélata (234), akik a CRF
ablacios modelljében mar 2 hét utdn a rendlis nNOS csokkenését észleltek. A mi
vizsgaltukban ez csak az akceleralt CRF modellben volt 2 hét utdn kimutathato, a késébbi
idépontokban azonban mi is hasonld csokkenést talaltunk. A 2 hétnél észlelt kiilénbséget az
eltér6 CRF modell magyarazhatja. Ezzel szemben Vaziri és mtsai egyeddliként (230) 6 héttel
az ablacio utan mind a vesében, mind az agyban a nNOS termelés emelkedését irtak le. A
kilonbséget magyarazhatna az altalunk hasznalt eltéré elsédleges antitest, amely egy nydl
poliklonalis antitest az N-terminalis 1-231 aminosavjainak felismerésére. Az elébb
ismertetett két kisérletben a C-terminalis elleni antitestet hasznaltak. Tekintve azonban, hogy
mind Roczniak, mind Vaziri azonos antitesttel dolgozott a metodikaban leirt killénbség nem
magyarazza az eltéré eredményeket. A mi eredményeinket tdmasztja ala az a tény is, hogy a
NOS aktivitast egy gatlé6 fehérje (protein inhibitor nNOS-PIN) is szabalyozza (235). Az
eddigi ismereteink szerint a PIN és a nNOS kolokalizaldédik a medullaban és itt mar 2 héttel
az ablaciot kovetéen nagy mennyiségben eypresszalodik (236). Osszegezve az eddigi
irodalmi adatokat a CRF-ben a nNOS expresszi0 és aktivitas csokkenése a valoszini, amelyet

szamos vizsgalati eredmény tdmaszt ala.
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Mi lehet tehat a szerepe a renalis nNOS aktivitds csokkenésének? A macula densaban
termelédé NO egy féket jelent a tubulo glomeruléris feedback (TGF) indukalta afferens
arteriola vazokonstrikciora (237). Ezt a hatast akut lokélis nNOS gatléassal lehet demonstralni
(237). Ezzel szemben nNOS KO egérben (238, 239) és patkanyban 4 hetes krénikus nNOS
gatlas utan (240) a TGF véalasz normélis, amely feltételezi egy kompenzacids mechanizmus
jelenlétét. A krénikus 4 hetes nNOS gatlas bar a TGF érzékenységet nem befolyasolja, de
hipertonia kialakulasdhoz vezet a GFR csokkenese nélkil (240). Hasonl6 maddon lokalis,
kronikus nNOS gatlas a medullaban so6-dependens hipertoniat okoz (232). Igy elsésorban a
medullaris nNOS aktivitas csokkenése és/vagy elvesztése kdzponti szerepet jatszhat a CRF
progresszidjaban, részben a CRF-t kiséré hipertdnia fenntartasa Gtjan.

A vesében a nNOS fehérje expresszio szabalyozésa dsszetett (241) és jelenleg sem tisztazott,
hogy milyen szignélok jatszanak szerepet a termelédés csokkensésében az A és Al
modellben. A szignal mechanizmus valdszintileg 0sszefiigg a progresszidval kapcsolatos
kdzponti folyamatokkal, hiszen nemcsak az A és Al-ban, hanem az Oregedéssel jaro
vesefunkcid besziikiilésben (242), a kronikus glomerulonephritisben (243) és a Il. tipusu
diabetes mellitussal tarsuld nephropatidban (244) is megfigyelheté. Valoszinileg az n.
urémias toxinok kozil az urea nitrogén szerepe Kizarhat6, hiszen 7 napig tartd, urémias
allapotnak megfelelé urea nitrogén szint nem befolyasolta a NOS aktivitast és a nNOS
expressziot patkanyban (245). A CRF progressziojdban az angiotenzin Il fontos szerepet
jatszik. Korabbi vizsgalatok soran angiotenzin gatlasa nem volt hatassal a medullaris nNOS
termelésre 2 héttel az ablaciot kovetéen, azonban a kortexben részlegesen javult a nNOS
fehérje expresszidja (234). Mas vizsgalatok szerint akut és krénikus angiotenzin Il infazi
nem befolyasolta, vagy éppen ndvelte a nNOS fehérje mennyiségét (246, 247) és a nNOS és
renin egymassal parhuzamosan valtozott (248), amely val6szinttlenné teszi a direkt
angiotenzin medialta gatld hatést vizsgalatunkban. A fentiek alapjan a pontos gatlo
mechanizmus a CRF progresszidja soran egyelére nem ismert.

A vesebetegsegek progresszidjanak hatésa a renalis eNOS termelésre még kevesbé tisztazott.
Néhéanyan cstkkent eNOS expressziot irtak le a CRF kilonb6zé modelljeiben (228, 231,
249). Vizsgélatunkban mi emelkedett vagy valtozatlan eNOS fehréje termelSdést talaltunk.
Mas kisérletekben, a krénikus glomerulonephritis allatmodelljében sem észleltiik az eNOS
valtozasat (243). Kétségtelen, hogy a Western-blottal torténé fehérje meghatarozas nem ad
felvilagositast az eNOS lokalis, intrarenalis eloszlasardl és a mikrovaszkularis endotelium

integritasarol. A véaltozatlan mennyiségii eNOS expressziot magyarazhatja, hogy a rapidan
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progrediald6 CRF-ben (5/6 ablacié+kronikus NOS gatlas), a peritubuéaris és glomerularis
endotélium megkevesbedik, mig a preglomeruléris endotélium ink&bb hipertrophizal (250).
Igy az elsésorban endotél sejtekben jelenlévé eNOS mennyisége valtozatlan maradhat.

A vizsgalat sordn megfigyelt NOS aktivitas csokkenésért azonban nemcsak a fehérje
expressziojanak csokkenése, hanem a betegseg progresszidja soran megnovekedett reaktiv
oxigén gyokok és az ezzel parhuzamosan jelenlévé oxidativ stressz is felelés (251, 252).
Osszefoglalva, vizsgalatunk igazolta, hogy a krénikus vesebetegség progresszidja soran
észlelt szovettani elvaltozasokkal és vesefunkcios értékek emelkedésével forditottan
aranyos modon valtozik a NOS aktivitas és nNOS fehérje expresszi6. Bar a pontos
mechanizmus tovabbra sem ismert, Ugy tiinik, létezik egy kiszébértéke a vesefunkcid
csokkenésének, amelytél elindul a nNOS expresszio csokkenése. Eredményeinkbél
azonban nem mondhaté meg, hogy a renalis nNOS fehérje termelédés csokkenése
mennyiben a vesekarosodast passzivan koveté folyamat, és mennyiben jarul hozza a

vesebetegség progressziojahoz.
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5.4. A nem és a nemi hormonok hatdsanak vizsgalata az immunszuppressziv kezelésre és

a renalis NOS rendszerre

Vizsgalatunk fé6 eredménye, hogy igazoltuk nostény allatokban alacsony dézist (himekben
elégséges) CsA kezelés nem gatolja meg az akut-, illetve az akceleralt kronikus rejekcid
kialakulasat. Nostény allatoknak magasabb dézisG immunszuppressziv terdpia sziikséges.
Szinten uj eredmény, hogy RAPA monoterapia nem elégséges him allatokban az allograftban
kialakul6 KAN kivédésére es a RAPA kezelés teljesen és szelektiven gatolja a renalis
kortikalis nNOS fehérje expressziot, amely mint korabban lattuk, prognosztikai faktora a
krénikus vesebetegség lezajlasanak.

A KAN vizsgalatara szinte kizardlagosan him allatokat hasznalnak. Korabbi munkaink soran
az els6k kozott voltunk, akik nostény allatok transzplantaciojat végeztilk. A modellben him
allatokban az inicialis akut rejekciok kivédésére az eddig hasznalt 1,5mg/kg/nap adagi CsA
kezelés elégségesnek  bizonyult. Nostény  allatokban  azonban ilyen  dozisd
immunszuppresszio nem képes a kilokddési reakciod teljes kivédésere. Bar az ischémia id6
csokkentése javitotta a kezdeti graftfunkciot, az alacsonyabb dozist CsA terapia mellett igy
is kialakult az akceleralt kronikus rejekcié. A graftokat a kilokédéstdl csak a ddzis
megduplazasa mentette meg. Ujabb klinikai vizsgalatok igazoltak, hogy az akut rejekciok
kialakulasanak valosziniisége nékben 10%-kal nagyobb mint férfiakban, mig a KAN 10%-
kal ritkabban fordul el6. Ez utobbi megfigyelés alatdmasztja a disszertacioban korabban
bemutatott Kkisérletes munkankat (253). Az akut rejekciok nokban valé gyakoribb
eléfordulasat magyarazhatja a nékben megfigyelt agresszivabb immunvéalasz a szervezetet ért
hatasokra (253). Ezt tdmasztja ald a nokben gyakrabban észlelt autoimmun betegségek
kialakulésa is. Tekintettel arra, hogy az akut rejekcié a KAN egyik fontos rizik6 tényezéje,
igy a nem és a nemi hormonok az akut rejekcion keresztul is befolyasoljak a graft hosszu
tavi talélését és csak megfelelé immunszuppressziv kezelés mellett varhaté a KAN
kialakulasaban megfigyelt lassabb progresszid. Megfelelé immunszuppressziv kezelés esetén
(3mg/kg/nsp CsA) nem alakult ki sulyos graft karosodas a néstényekben és az elvaltozasok
megfeleltek, vagy kisebbek voltak a him ISO csoportban talaltaknal. Ez alatdmasztja a
korabbi megfigyelésiinket, hogy néstény allatok ischémiaval szemben rezisztensebbek.

A CsA ismerten nephrotoxikus szer, a CsA kezelt ISO him és néstény allatokban megfigyelt

hasonld és minimalis elvaltozasok nem tamasztjak ala a CsA nemtél fiiggé nephrotoxikus
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hatasanak hipotézisét. Ellene sz6l az is, hogy magasabb dézisi CsA kezelés mellett javult a
graftok tulélése néstény allatokban. Osszegezve az adatokat, azt mondhatjuk, hogy az 1. és II.
szériaban észlelt graftvesztés hatterében az elégtelen immunszuppressziv kezelés allhat.

A RAPA hatéséanak vizsgalatakor (IV. széria) a him allatok vesetranszplantaciojakor
altalaban hasznalt dozisnal nagyobb adagot alkalmaztunk, hogy elkertljik a korabban
részletezett inadekvat immunszuppressziot a néstény ALLO allatokban. igy a him és néstény
ALLO allatok graftja hasonléan mitkgdeést mutatott 22 héttel a transzplantacié utan. Korabbi
vizsgalatok mar igazoltak, hogy alacsonyabb d6zisi RAPA monoterapia elégséges az akut
rejekciok kivédésére him allatokban (254). A mi vizsgalatunk volt azonban az elsé, ahol
néstény donor és recipiens allatokat alkalmaztunk és kezeltiink RAPA terpiaval. A 1l1. és IV.
széria eredményei igazoltdk, hogy nagyobb dozisG immunszuppressziv terapia effektiven
gatolja az akut kilokédést nostenyekben. Nem vart megfigyelés volt azonban, hogy RAPA
terapia mellett a graft karosodasa sulyosabb, mint magasabb dozisi CsA alkalmazésa esetén.
RAPA esetén eddig nem igazoltak nephrotoxicitast eés csak igen enyhe vazokonstriktor
hatdsat mutattdk ki a renalis mikrocirkulaciéban (255). Tény, hogy egy 0Osszehasonlitd
vizsgélatban RAPA kezelés mellett IR karosodast kovetéen 14 nappal a vesefunkcio jobb
volt, mint CsA kezelés esetén és a RAPA kezelt vesékben strukturalis karosodast nem tudtak
kimutatni, mig CsA terapianal enyhe akut tubularis nekrozis jelei voltak lathatoak (255).
Ezzel szemben akut (2 napos) RAPA-medialta funkcioromlas és karosodas volt észlelhets
izograftokban kulonbdzé ischémia idok (24-48 ora) esetén (256). Ennek hatterében a RAPA
antiproliferativ hatasa allhat, amely lassitja a regeneréaciot és igy elhGzédébb feléplléshez
vezet a graft mikodésének késleltetett indulasa esetén (256).

Ahogyan a korabbiakban lattuk experimentalis és klinikai adatok is alatdmasztjak a CRF-ben
megfigyelt csokkent NO szintézist (122). Kisérletes NOS géatlas gyorsitja, mig L-arginin
adasa lassitja a vesebetegség progressziojat (257, 243). A korabban részletezett vizsgalatunk
alapjan ismert, hogy az eNOS vaéltozasa eltér6, a nNOS azonban csokken krénikus
vesebetegségben a kivalto tényezotol fliggetlenal (122).

Jelen vizsgalatunkban a KAN hatasat vizsgaltuk a renalis eNOS és nNOS expressziora. A
CsA kezelt allatokban csak kis kiilonbségek voltak megfigyelheték mind a kortexben, mind a
medullaban. Egyedil a him ISO csoportban észleltik a nNOS alacsonyabb expressziojat.
RAPA kezelt allatokban meglepé, nem vart eredmény volt, hogy a kezelt csoportok
egyikében sem volt nNOS fehérje kimutathato a kortexben. Ezzel szemben a medullaban a

I1l. és IV. csoportban sikerllt nNOS expressziot detektalni. Metodikai hiba kizérasara a
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mintakat CsA kezelt allatokéval egyutt Gjra feldolgoztuk, és azonos membranon futattuk. Az
nNOS expresszid igy sem volt lathato a RAPA terdpiat kapott allatokban. Ezzel
parhuzamosan a RAPA és CsA kezelt allatok harantcsikolt izom és kisagyi mintaibdl is
elvégeztik a mérést és nem talaltunk kiilénbséget a kezelés fuggvényében. Igy eredményeink
alapjan kijelenthetjik, hogy a vizsgalt modellben 10 napos RAPA kezelés szelektiven gatolta
a kortikélis nNOS fehérje szintézisét. Megfigyelésiinket részben alatdmasztja az a jelenlegi
vizsgélat, amelyben harantcsikolt izomzatban 10 napos RAPA kezelés hatasara nem észleltek
valtozast a nNOS expresszioban (258). Egyéb vizsgalati eredmény nem ismert a RAPA
hatasarol a nNOS-ra és a tobbi NOS izoenzim esetén az adatok egymasnak ellentmonddak.
RAPA medialta eNOS protein expresszi6 és foszforilacié emelkedésérsl szamoltak be Apo E
KO egerek aortajaban, bar ezzel parhuzamosan megndvekedett oxidativ stressz is észlelhetd
volt, amely hatassal lehetett a szintézisre (186). Ezzel szemben masok RAPA kezelés mellett
diszno koronariaban NO-agonista kezelés indukalta NO termelddés gatlasat irtak le (185).
Szamos kisérletben a RAPA medialta iNOS altal termelt NO produkcié csokkenésérdl
szamoltak be (242). A konstitutiv NOS izoenzimek expressziojaban leirt eltéré valtozasok
ellenére vizsgalatunkban a szervezet teljes NO termelése emelkedett, amelyet a 24 oras
vizelet NOx kivalasztas igazolt. Ez fuggetlen volt az immunszuppresszivum fajtajatl és
attol, hogy ISO vagy ALLO transzplantacio tortént-e. Ennek a megntvekedett NO
termelésnek a hattere pontosan nem ismert, de valosziniitlen, hogy a konstitutiv NOS
izoenzimek lennének érte feleldsek, hiszen ezek szintézisében inkabb cstkkend tendenciat
lattunk. Ezzel szemben a jelenleg nem vizsgalt iINOS expresszidja transzplantaciot kbvetoen
emelkedik. Ezzel az akut rejekcio kialakulasat és lezajlasat rontja, mig a KAN-ban inkabb
protektiv szerepet tolt be (28, Hiba! A kdnyvjelzé nem létezik.). Vizsgalataink soran
szamos protokolt kiprobalva sem sikeriilt megbizhatéan detektalni az iNOS expressziét a
vesében, ezért ilyen iranyl meréseket nem végeztink.

Osszefoglalva, vizsgalatunk igazolta, hogy a néi nem rizikét jelent az akut rejekcio
kialakulasara és az akceleralt kronikus rejekciora. Néstény allatokban csak magasabb
dbzisu CsA és/vagy RAPA kezeléssel védheté ki a kezdeti immunreakcio. A CsA terépia
a renalis nNOS és eNOS expressziora nincs komolyabb hatassal. Ezzel szemben RAPA
kezelés parhuzamosan a kortikalis nNOS fehérje expreszié teljes gatlasaval, hosszu
tavon rosszabb graft funkciot eredményezett mindkét nemben. Osszességében
eredmenyeink alatdmasztjdk egy nemtél és hormondlis statusztol is flggé

immunszuppressziv protokoll kidolgozasanak sziikségességét.
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5.5. Antiinflammatorikus-antioxidans perfuziés oldat hatdsa a KAN-ra.

Vizsgalatunk legfontosabb eredménye, hogy révidtava, (10 napos) intenziv endotél protektiv
kezelés antiinflamatorikus és antioxidans kezeléssel kombinalva a transzplantaci6 idején nem
védi ki a hosszu tavu funkcionalis és strukturalis karosodasokat Fisher patkany isograftban.
Tudjuk, hogy a graftot ért kdrosodasban szdmos tényezé szerepet jatszik. Ezek egy része mint
korabban lattuk alloantigen fliggé, mig méasok alloantigéntél fuggetlenek. A donor és a donor
vese kondicioja igen fontos allaoantigéantsl fliggetlen faktor, amely hatassal van a
transzplantatum hossz( tavu miukddésére. Vizsgalatunkban egészséges donor veséket
hasznaltunk, minimalis hideg- és meleg ischémia idével. Az optimalis donor és donor vese,
valamint a révid ischémias peridédus és az alloantigéntdl fliggo faktorok hianya ellenére
szignifikans strukturalis valtozasok alakultak ki a graftban. Ezt mutatta, hogy az ISO-UN
allatokban emelkedett Banff score-t és glomeruloszklerézist detektaltunk a kontrollokkal
Osszehasonlitva. Tekintettel arra, hogy uninefrektomiat kdvetéen a megmaradd egy vese
szdvettanilag nem kulonbozik az egészséges, 2 vesével él6 allatokétol, az isograftokban
észlelt strukturalis valtozasok héatterében az ischémiareperfizids karosodas allhat. A
kialakul6 eltérések azonban filiggenek az alkalmazott allat térzstél is, hiszen Brown-Norway
patkanyokban isotranszplataciot kovetéen 1 évvel sem tudtak kimutatni szignifikans
szévettani elvéltozasokat ().

Vizsgalatunk f6 célja volt anak megallapitasa, hogy 10 napos endotél protektiv kezelés
javitja-e a funkcionalis/strukturalis elvaltozasokat az ,,optimalis” isograftban? Eredmenyeink
azt mutattak, hogy sem a funkcionalis/strukturalis eltérésekben, sem az emelkedett NADPH-
fuggd szuperoxid termelésben nem védett a kezelés. Ez ellentétben all az allograftokban

megfigyelt protektiv hatassal (**°

). Ebben a vizsgalatbabn hasznalt kezelés révid tavon
renoprotektivnak bizonyult (6raktdl 9 napig), amely az IR-ra kifejtett véd6 hatas eredménye
lehet, hossz( tavu adatok ebben a modellben sem allnak rendelkezésre. Eredményink, amely
a protekcio hianyat mutatta, 6sszevetve az irodalmi adatokkal, arra enged kovetkeztetni, hogy
az endotél protektiv kezelésnek jotékony hatésa allotranszplantacio es kilondsen marginalis
donorok esetén lehet. Bar vizsgalatunk negativ eredménnyel zarult és szignifikans
valtozasokat a kezelés nem okozott, meg kell azonban allapitanunk, hogy egy trend a kisebb

strukturalis karosodas és a jobb funkcioé iranyaban megfigyelheté volt. Ez azt tdmasztja ald,
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hogy nem ,,optimalis” donor és talan hosszabb kovetési peridédus esetén a kezelés hasznos
lehet.

A hasonl¢ eltérések elelnére a renalis nNOS és eNOS fehérje epresszio alacsonyabb volt az
ISO-EP csoportban dsszehasonlitva az 1ISO-UN allatokkal. Ezzel parhuzamosan azonban az
enzinaktivitas nem kulonbozott a csoportok kozott. Ez az eredmeny alatdmasztja a NOS
izoenzimek komplex szabalyozasat. Az egyik f6 szabalyozbja ezen enzimeknek az oxidativ
stressz. Mint lattuk kisérletlinkben nem taléaltunk kilonbséget a NADPH-fliggé szuperoxid
termelésben a kezelt és nem kezelt csoport kozott. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az
endotél protektiv kezelés részlegesen javitja az NO szintézist és endotél funkciot, igy hogy
kisebb mennyiségti NNOS és eNOS is elégséges az enzimaktivitas fenntartasaban.
Osszefoglalva: rovidtava endotél protektiv kezelés nem védi az ,,optimalis” graftot

isotranszplantacio esetén az enyhe-kdzepes hosszu tava karosodasok ellen.
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5.6. Restrikcios fragmenthossz polimorfizmus (PCR-RFLP) vizsgalatok

A genetikai hattér vitathatatlanul fontos szerepet jatszik a transzplantdtumok hoszz( tava
talélésében. Jelen vizsgalatunkban az eNOS G894T és a HSP72 két (HSPAL1A G190C9 és
A1267G) polimorfizmusat vizsgaltuk a gratok hosszu tavu tulelésével gsszefuggésben.

Az eNOS G894T polimorfizmus esetén nem talaltunk sem az allél frekvencidban, sem a
genotipus eloszlasdban kilonbséget a vizsgalt csoportok kozott. A G894T eNOS
polimorfizmus 0Osszefliggését irtak le megnovekedett miokardialis infarktus rizikdval és
angiografiaval igazolt koronaria betegséggel (261, 262, 263). Hipertonias betegekben tortént
vizsgalatok egymasnak ellentmondd eredményekre vezettek (264, 265). A vordsvértestek
deforméalhatésaga fontos tényez6 a mikrocirkulacié szempontjabol. Fatini és mtsai
publikaltdk, hogy az eNOS GB894T polimorfizmusa befolyasolja a vorosvértestek
deformalhatosagat és ezzel a mikrocirkuléciot (266). Senthil és mtsai igazoltak, hogy a
vizsgalt polimorfizmus befolyasolja az eNOS mRNS expressziojat (267). Tekinttel arra, hogy
a transzplantdtumokban hosszi tdvon  érelvaltozasok alakulnak ki (akceleralt
arterioszklerdzis) és ezek befolyasoljak a graft hosszi tava miikddését és talélését,
vizsgalatunk egyik célpontja az eNOS G894T poliorfizmusa volt. Klinikai vizsgalatunkig
nem volt ismert adat ennek a polimorfizmusnak a szerepérél a transzplantacioban. Kisérletes
munkaban kimutattak, hogy az eNOS véd az aorta graftban kialakulo arterioszklerozis ellen
(268) és gen transzferrel a graftba juttatott eNOS protektiv hatasu a szivben kialakulo
kronikus rejekcioval szemben (269). Ezeknek az adatoknak az ismeretében feltételeztiik,
hogy az eNOS G894T polimorfizmusa, elsésorban a T allél jelenléte befolyasolhatja a graft
miikddését vesetranszplantaciot kovetéen. A vizsgalati eredmények nem tamasztottadk ala
hipotézisunket, a T allél frekvencidja megegyezett a vizsgalt két csoportban. Tovabbi adat,
hogy a kapott genotipus eloszlas és allél frekvencia megfelelt az azonos foldrajzi régiobol
szarmazo, egészséges egyeneken végzett merések adatainak (270) es hasonlo eredményekrol
szamoltak be egészséges populacioban az Egyesult Kiralysagban is (271). A klinikai adatokat
elemezve sem talaltunk Osszefliggést az egyes paraméterek és a genotipus vagy allél
megoszlas kozott.

Eredményeink alapjan agy tiinik az eNOS G894T polimorfizmusa nem jatszik szerepet a
graftok hosszu tavu talélésében.
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Vizsgalatunk kovetkezo részében a HSP70 csalad polimorfizmusait vizsgaltuk. Ezek a gének
és az altaluk kddolt fehérjék kdzponti szerepet jatszanak az IR okozta szervkéarosodasban, az
infekcidk elleni védelemben és az immunrendszer szabalyozasaban. A transzplantacid soran
a sebészi beavatkozds a meleg, valamint a hideg ischémia is a HSP72 fokozott
expressziojahoz vezet (272). A vesét ért ischémias inzultus hatasara novekszik a HSP72
szintézise a proximalis tubulus sejtekben, amely gyorsitja a sejtek és a szerv integritdsanak
helyreallitasat (273). Ezzel szemben alacsony HSP72 szint eseten lassul a folyamat (273). A
vesetranszplantacié modelljében a graftok talélése korrelalt a HSP72 expresszidval megnyult
meleg ischémias id6 esetén (274). Redaelli és mtsai a HSP72 indukélhatésaga és a sejt
protekcio, valamint a graft talélés kozott irtak le pozitiv korrelaciot (275). Az utobbi években
azonban a HSP72 szerepét ellentétes hatdssal is leirtdk, amelynek hatterében az
immunrendszert stimulalo hatdsa allhat (276). Ez utobbi megfigyelés azonban bor
transzplantatumokon szuletett, ahol az immunreakcid joval erésebben jelentkezik, mint
vesetranszplantatumok esetén.

Bar korabbi munkékban mar vizsgaltdk a HSP70-s csalad polimorfizmusai és ischémiaval
Osszefliggé betegségek kapcsolatat (277, 278, 279), a mi vizsgalatunk az elsé ahol
osszefiiggést kerestiink a graftok hosszu tava tulélése és a HSP70 csalad génpolimorfizmusai
kozott.

Eredményeink azt mutatjadk, hogy a HSPA1B 1267AA hordozok nagyobb aranyban
fordulnak el6 a hossza tava grafttuléls és az egészséges egyének csoportjaban, mint az atlag
vesetranszplantalt populacidban. Masrészrol, a HSPA1B 1267GG genotipus, amelyet
kordbban a HSP72 indukélhatésdganak csokkenésével kapcsolatban irtak le (175),
gyakrabban fordult el6 az atlag transzplantalt populécidban és az akutan rejektalok kozott. A
fentiek alapjan feltételezhet, hogy nemcsak a kisebb szamban el6éforduldé 1267AA
genotipus, hanem a nagyobb gyakorisagban eléfordulé 1267GG genotipus is hatassal van a
transzplantatum elvesztésére. Az akut rejekcié miatt graftjukat elvesztett betegekben észlelt
gyakoribb 1267GG genotipus is alatdmasztja ezt a feltételezést. Az adatok alapjan azonban
feltételezhet6, hogy a G allél 6nmagaban is fontos szerepet jatszhat, hiszen el6frodulds a Tx
csoportban és az akutan rejektalok kozott sokal gyakoribb.

Eredményeink alapjan a HSPA1B A1267G genotipus eloszlasa hosszu tava grafttulélékben
és egészséges egyénekben azonos, amely azt sugallja, hogy a Tx15 betegeknek a
transzplantacio riziko faktorai iranyaban az érzékenységik hasonldé (normal) mint az

egészséges populacionak, szemben az akutan rejektalo és az atlag Tx betegekkel.
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A Klinikai adatok koziil a proteinuria mértéke és a szérum kreatinin volt szignifikansan
magasabb az akut kilokédést mutatok kozott, tekintettel arra, hogy ezek a paraméterek a
graftfunkcidra jellemzéek. Hiperténia a Tx15 csoortban szignifikdnsan nagyobb aranyban
volt kimutathatd, amely 0Osszefliggést mutat az évek &ta szedett immunszuppressziv
szerekkel. Az egyéb vizsgalt ertekekben eltérést nem tudtunk kimutatni.

Osszefoglalva, a nagyobb gyakorisaggal eléfordulé HSPA1B 1267GG varians, amely
csokkent mRNS expresszidval és megvaltozott stressz faktorok elleni védelemmel jar
egyutt a Tx és AR csoportban csokkent citoprotekciot okozhat és hozzajarulhat a graft
gyorsabb elvesztéséhez. Vizsgalatunk alatdmasztja az eddigi megfigyeléséket, hogy
transzplantacibban a csokkent HSP72 elvalasztas jelentésen befolyasolhatja
(csokkentheti) a graft funkciojat és tulélését.
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6. Eredmények dsszefoglalasa

1. Hogyan valtozik a renalis eNOS és nNOS a két nemben renalis ischémia el6tt, alatt és
utan?

L-arginin kezelés nemtél fliggé modon hat sulyos rendlis IR-s karosodasra. L-

arginin hatasadra a renalis eNOS expresszio valtozik szignifikdnsan nastény

allatokban, és ez hozzajarulhat az enyhébb széveti kdrosodas kialakulashoz.

2. Kimutathat6-e kilénbség rendlis IR-t megel6zéen és azt kdvetéen a renalis NKA és
HSP72 expresszidjaban, valamint a NKA aktivitasaban?

Az ischémidban kozponti szerepet jatsz6 NKA al alegysegek mRNS expresszioja
mindkét nemben csokken a posztischémias idészakban. Az mRNS csokkenés
azonban csak him patkanyok esetében tikrozédik a fehérje mennyiségének és az
enzim aktivitasdnak valtozasaiban. Néstényekben nem valtozik szamottevéen a
NKA al alegység fehérje szintje, illetve az ionpumpa aktivitasa. Ischémia hatasara
néstényekben a NKA kisebb mértékben transzlokalddik eredeti, bazdlmembranhoz
kotott helyérél, mint himeknél.

Nastényekben mar fiziologias korilmények kozott is nagyobb mennyiségi HSP72
expresszalodik, mint himekben. Megallapitottuk, hogy a renalis ischémias
karosodas utan néstények esetében nagyobb mértéki HSP72 expresszio figyelheté
meg, ami a fokozott chaperonhatas révén néstéenyekben a denaturalddott proteinek
és membranstrukturak gyorsabb helyreallitasat teszi lehetéve. A HSP72 és NKA al
alegyseg kolokalizalodik a proximalis tubulus sejtek basolateralis membranjan és
néstényekben nagyobb mennyiségben maradt membranhoz kotve ischémiat

kovetéen, mint himekben.

3. Hogyan valtozik a renalis nNOS expresszid kronikus vesebetegségben?
A kronikus vesebetegség progresszioja soran észlelt szgvettani elvaltozasokkal és
vesefunkcids értékek emelkedésével forditottan aranyos moédon valtozik a NOS

aktivitas és nNOS fehérje expresszio a vesében.

4. Hogyan befolyasolja az eltér6 immunszuppressziv terapia a KAN lezajlasat a két
nemben?
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A né6i nem rizikét jelent az akut rejekcié kialakulasara és az akceleralt kronikus
rejekciora. Nastény allatokban csak magasabb doézisu CsA és/vagy RAPA kezeléssel
védheté ki a kezdeti immunreakcid. Megfelelé immunszuppresszio esetén a KAN
progresszidja néstényekben lassubb.

5. Antiinflammatorikus-antioxidans perfuziés oldat hatassal van-e az atiltetett vese
hosszu tavu talélésére és a renalis NOS rendszerre?

Rovidtavu endotél protektiv kezelés nem védi az ,,optimalis” graftot

isotranszplantéacié esetén az enyhe-kdzepes hosszu tavu karosodasok ellen.

6. Befolyasoljak-e a graftok hosszi tavi tulélését az eNOS és a HSP70-s csalad
genetikai polimorfizmusai?

Az eNOS G894T polimorfizmusa nem jatszik szerepet a graftok hosszu tava
talélésében.

A nagyobb frekvenciaval eléforduld6 HSPAL1B 1267GG varians, amely csokkent
MRNS expresszidval és megvaltozott stressz faktorok elleni védelemmel jar egydtt a
Tx és AR csoportban csokkent citoprotekcidét okozhat és hozzajarulhat a graft
gyorsabb elvesztéséhez. Vizsgalatunk alatamasztja az eddigi megfigyeléséket, hogy
transzplantécioban a csokkent HSP72 elvélasztas jelentésen befolyasolhatja

(csokkentheti) a graft funkciojat és tulélését.
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