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1. BEVEZETES

A kronikus veseelégtelenség egyre novekvd gyakorisdga miatt vilagszerte jelentds
népegészségiigyi €s gazdasagi probléma. A kozelmult nagy epidemiologiai vizsgalatai
szerint a fejlett orszagok lakossaganak 10%-a szenved a kronikus veseelégtelenség
valamelyik stadiumaban (Levey et al. 2007; Schieppati and Remuzzi 2005). A krénikus
veseelégtelenség 6tddik stddiuma a végallapotu vesebetegség, mely sordn a talélés csak
vesepOtld kezeléssel lehetséges. A miivese (dializis) kezelés részben poétolhatja az
elvesztett vesefunkciot, ugyanakkor a korszerli immunszuppresszionak kdszénhetden a
transzplantaci6 jobb életmindséget és hosszabb tava talélést biztosithat a betegek
szdmara. A szervatiiltetést kovetden azonban a graft tulélését szamos tényezd
befolyasolja. Kordbban az esetek nagy részében akut kilokodés allt a graft vesztés
hatterében, azonban az 1j immunszuppressziv szerek elterjedésének hatdsara,
napjainkban a graftok hossza tava talélését leginkabb a kronikus allograft nefropatia
limitalja (Cecka and Terasaki 1995). Az allograft nefropatia kdvetkeztében kialakulo
kilokédést hagyomdnyosan az allogenikus szovetre adott kismértéki valaszok
ismétlédésének tartjuk. Szdmos bizonyiték tdmasztja azonban ald, hogy alloantigén-
fliggetlen faktorok szintén hozzéjarulhatnak patogenezisé¢hez (Fellstrom and Larsson 1993).
Egy fontos alloantigén-fliiggetlen faktor, a transzplanticid6 soran fellépd
1szkémia/reperfuzios karosodas lezajldsa nemi kiilonbséget mutat, amelynek hatterében
allo patomechanizmusok koziil tobbet laboratoriumunkban mar vizsgaltak (Fekete et al.
2006; Fekete et al. 2004; Miiller et al. 2002; Prokai et al. 2011; Rusai et al. 2010), a pontos
korfolyamatot azonban még ma sem ismerjilk. Hosszl tavon az immunszuppressziv
gyogyszerek kronikus allograft karosodast okozhatnak, mely gyakran kronikus
veseelégtelenséghez vagy akar a graft kilokddéséhez vezet. A graft kilokddés alloantigén-
fiiggetlen okai kozott tehat kitlintetett szerepiik van az immunszuppresszans gyogyszerek
mellékhatasainak, kiilonds tekintettel a calcineurin inhibitor (CNI) okozta
nefrotoxicitasra (Chapman et al. 2005). A CNI nefrotoxicitas patomechanizmusa jelenleg
nem teljesen tisztazott. Szamos determinans koziil ezen két alloantigén-fiiggetlen faktor
nefrotoxikus hatéasa keriilt vizsgélataink el6terébe, amely mindkettd jelentds, am egytttal

modosithatd faktor is.
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1.1. A vesetranszplantacio indikacioja — kronikus vesebetegség

Kronikus vesebetegségnek nevezziik a vese strukturdlis vagy funkciondlis eltéréseit,
melyek a vese vizeletkivalasztd és hormondlis funkcidjanak besziikiilésével jarnak és
harom hoénapnal hosszabb ideje fennallnak. Definicid  szerint  kronikus
veseelégtelenségrol beszéliink, ha 1) a glomerulus filtracids rata 60 ml/min/1.73 m2-nél
alacsonyabb legalabb harom honapon keresztiil vagy ii) akar fiziologias, akar csokkent
glomerulus filtracids rata mellett vesekarosodas all fenn tobb mint harom hoénapja. A
vesekarosodas lehet szovettani vagy képalkotd vizsgalattal felismert strukturalis
karosodas, illetve a vese funkcionalis rendellenességére utald egyéb eltérés (proteinuria,
albuminuria, vizelet liledék vagy elektrolit eltérés) (Levey et al. 2003). A glomerulus
filtracids rata értéke alapjan a kronikus vesebetegség ot stadiumat kiilonboztetjiik meg,
15 ml/min/1.73 m2 alatti glomerulus filtracids rata esetén végallapoti vesebetegségrol

beszélhetiink, ami vesepodtlo kezelés nélkiil a beteg halalahoz vezet.

A kronikus veseelégtelenség hatterében allo két legjelentdsebb koroki tényezd, a
diabétesz mellitusz és a hipertonia, melyek az esetek tobb mint 50%-aért felelések.
Kronikus vesebetegséghez vezethetnek ezen kiviil a glomerularis és a tubulointersticialis
betegségek, példaul a vesemedence gyulladds vagy reflux nefropatia, illetve a cisztas
vesebetegségek €s a vesetranszplantacio utan fellépd korfolyamatok (kronikus allograft

nefropatia). Az esetek egy részében alapbetegség nem derithet6 ki (Levey et al. 2003).

A kronikus veseelégtelenség egészségiigyi jelentségét jol érzékelteti, hogy az Amerikali
Egyesiilt Allamokban a vesebetegségek jelentik a nyolcadik leggyakoribb halalokot. A
lakossag megkozelitdleg 14%-a szenvedett kronikus vesebetegségben az Egyesiilt
Allamokban 2013-ban, ami kozel 45 millio fét jelent (Saran et al. 2015). Ezen
betegségcsoport legnagyobb veszélye, hogy kezdeti stddiumaiban nem, vagy alig jar
klinikai tlinetekkel, ezért a betegek tilnyomd tobbsége nem fordul orvoshoz.
Magyarorszagon a Nemzeti Vese Program tobb mint félmillidra becsiili a krénikus
vesebetegek szamat, akik koziil vesepotlo kezelésben koriilbeliil tizezren részesiilnek. A

magyar betegek 60%-a dializis kezelés alatt all.

Az Amerikai Vese Alapitvany adatai alapjan, 2013-ben az Egyesiilt Allamokban a
betegek megkozelitleg kétharmada részesiilt konzervativ vesepotlo kezelésben, azaz

peritonedlis dializisben vagy hemodializisben, egyharmaduk pedig vesetranszplantacion
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esett at (Saran et al. 2015). A dializalt betegek halalozasa 6,7-8,5-szerese az azonos
¢letkort atlagpopuldcidénak, mig a transzplantélt betegek haldlozasa csak 1,3-1,6-Szor
nagyobb az egészségesekhez képest, ugyanakkor a transzplantacio koltsége harmada a
dializis koltségének (Collins et al. 2012). Tovabba a konzervativ vesep6tld kezelés csak
részben ¢€s idélegesen képes potolni a vesék sokréti funkciodjat, tehat az elébbi adatok
megerdsitik azt a tényt, hogy azon betegeknél, akik megfelelnek a vesedatiiltetés
kritériumainak, mindenképpen a transzplantacio részesitendd elényben. A fenti adatok is
bizonyitjak, hogy a kronikus veseelégtelenség milyen jelentds egészségligyi tényezo, ami
hatalmas anyagi €s szocialis terhet jelent az egészségiigynek ¢€s a tarsadalomnak, ezért

kulcsfontossagu a legelénydsebb terapia lehetdségének a megteremtése.

1.2.Vesetranszplantacio

A végallapotu vesebetegség valdodi terapids megoldasa a transzplantacié. Amennyiben a
becsiilt glomerulus filtraciés rata 15ml/min/1,73m? ala csokken (ha az etioldgia diabétesz
mellitusz, <20ml/min/1,73m?) indoKolt a vesetranszplantaci6 (Perner and Petranyi 2013).
A transzplantaciok szamat azonban elsGsorban a donorok szama korlatozza. A Nemzeti
Szervdonacids Regiszter adatai alapjan 2014-ben Osszesen 390 veseatiiltetés tortént
Magyarorszagon. Ennek csupan 10%-a (48 eset) volt élédonoros transzplantaciod
(Szelestei et al. 2011) és 342 esetben cadaver donorbol szarmazoé vese keriilt beiiltetésre
(1. abra).

450
400
350

300
250
200 €16 donorbdl
15 ® Elhunyt donorbdl 2
10
S MM
0 6mM»9
> A ® O & 2 ° 9

o o

o O O

v

1. dbra: Veseatiiltetések szama Magyarorszagon 1973-2014 kézott. (Orszagos Vérellato Szolgalat

Szervkoordindacios Iroda)
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Hazank Eurotransplant halézathoz valé 2012-es csatlakozéasa 6ta a cadaver donorbol

torténd vesebeiiltetések éves szama megkozelitdleg 50%-kal emelkedett.

A transzplantacio hosszabb talélést (Rabbat et al. 2000; Wolfe et al. 1999), jobb
¢életminéséget (Gumber et al. 2013), kevesebb egészségiigyi koltséget jelent a betegeknek
(Jensen et al. 2014) és az egészségiigynek, mint a konzervativ vesepotld kezelések. Az
utébbi években az immunfarmakoldgia és a klinikai orvostudoméanyok folyamatos
fejlodése fontos eldrelépéseket eredményezett a vesetranszplanticio teriiletén. A
recipiensek alkalmassdganak alapos vizsgalatiara és a donor immunolégiai profiljanak
pontosabb feltérképezésére keriil sor, a miitéti technikédk fejléddésének koszonhetden
rovidill az iszkémids i1d6. A korszeri immunszuppresszans terapia a betegek és a
transzplantalt szervek, azaz graftok rovid tava tulélését jelentdsen javitja. Néhany sulyos
nehézség azonban megoldatlan maradt. A graft a legkorszeriibb terapia ellenére is szamos
okbodl kilokddhet. A transzplantdlt vesékben olyan vélaszreakcidok alakulhatnak ki,
amelyek kronikus allograft nefropatia kialakuldsdhoz vezetnek, mely korkép a

transzplantalt szerv tulélését limitalja (Szabd and Miiller 2002).
1.2.1. A graft tulélést befolydsolo tényezok

A veseatiiltetés sikerét nagymértékben a recipiens €s a donor immunologiai tulajdonsagai
szabjak meg. A graft talélését azonban ezen kiviil még szdmos tényezd befolyasolja. A
transzplantaciét kovetd graft vesztés idObeli bekovetkezése szempontjabol

megkiilonboztetiink rovid tava és hosszl tavu talélést befolyasolo faktorokat.
Révid tavu tulélést befolydsolo tényezok

A rovid tava graft tulélés egyik legjelentdsebb rizikd tényezdje a human leukocita antigén
és vércsoportantigén-kompatibilitas (Terasaki and Ozawa 2004), mely a graft
immunkompatibilitasat hatarozza meg. Emellett nagy hangsulyt kap az akut rejekcio
kialakulasanak felismerésében a megkésett allograft funkcio (Quiroga et al. 2006;
Siedlecki et al. 2011), melynek hatterében allhat akut tubularis nekrozis, korai vénas
trombozis, uréter- vagy katéterelzarodas, anasztomoziS varratelégtelenség vagy
gyogyszer vesetoxicitas. Az akut tubularis nekrozis megel6zésének egyik legfontosabb
eleme a minél rovidebb iszkémias id6, melynek id6tartama nem csak a rovid, de a hossza

tavua talélést is befolyasolja (Szabo and Heemann 1998). A nem immunolégiai faktorok
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koziil szintén kiemelendd tényezo az atiiltetés tipusa. Az €16 donoros atiiltetések graft
tulélése ugyanis jobb, mint a cadaver donaciobol szarmazo szervek talélése (Naderi et al.
2009). A Kidney Donor Profile Index 10 szempont alapjan osztalyozza a cadaver
donoroktol szarmazo6 graftokat, aminek koszonhetden biopszia nélkiil is precizen tudjak
értékelni a graftok mindségét (Lee and Abramowicz 2015). Ilyen szempont a donor kora,
etnicitasa, testsulya, testmagassiga, tarsbetegségei (hipertonia, diabétesz mellitusz,
hepatitis B és C virus fertdzés, szérum kreatinin szint), halalanak oka, illetve médja
(szivleallast kovetetéen vagy dobogd szivii donorbol tortént-e a donacio) (Bernat et al.
2006). A graft rovid tavu talélésére nagy befolyassal lehet az Gn. center effect (kozpont
hatés), tehat a recipiens gondozéasaban résztvevd intézmény bizonyos tulajdonsagainak
Osszessége (Kim et al. 2004). A graft talélésére szintén hatassal lehet, hogy a
szervatiiltetést megel6zden a recipienst dializaltdk-e, ez esetben ugyanis n6 a graft vesztés

kockazata (Vats et al. 2000).
Hosszu tavu tulélést befolydsolo tényezok — kronikus allograft nefropdtia

Az akut kilokddés visszaszoritdsa mara ugyan egyre eredményesebb, azonban a késdi
graft diszfunkci6 eléfordulasa még mindig komoly problémat jelent (Serur et al. 2011),
azaz a vesetranszplantacio sikerességét alapvetden a hosszu tavu graft tilélés hatarozza
meg. A kronikus allograft nefropatia kifejlédése sordn az Aatiiltetett vese miikodése
progressziven beszlikiil. Ezt tobb funkcionalis paraméter is jelezheti, mint példaul a
kreatinin clearance csokkenése, a proteinuria megjelenése vagy a hipertonia, melyek
stlyossaga szoros 0sszefliggést mutat a graft funkcionalis és szovettani allapotaval (Kreis
and Ponticelli 2001). A leggyakoribb szovettani eltérések kronikus allograft
nefropatidban a glomerularis 1ézidk mellett a peritubularis kapillarisok faldnak
megvastagodasa, az intersticialis fibrozis, valamint a tubularis atrofia (Paul 1999). Sokaig
ugy tartottdk, hogy a kronikus graft vesztés hatterében kizardlag alloantigén-fliiggd
folyamatok allnak, igy a korabbi évek irodalméban a kronikus kilokddés kifejezést
alkalmaztak. Napjainkra azonban tisztdzodott, hogy az alloantigén-fiiggetlen faktorok is
jelentOs szerepet jatszanak a folyamat létrejottében vagy felgyorsulasaban (Ponticelli et
al. 2002). Mivel azonban e folyamatok szorosan Osszefiiggnek, 6nallo szerepiiket igen

nehéz megitélni. Az 1. tablazatban a graft hosszl tavu talélését befolyasolo alloantigén-

10
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fliggd ¢és alloantigén-fiiggetlen faktorok keriilnek felsorolasra, melyek koziil csak a

dolgozat témajahoz szorosan kapcsol6do tényezoket részletezem.

1. tablazat: A graft hosszu tavi tilélését befolyasolo tényezok.

I. Alloantigéntol fiiggo faktorok

1. Hisztoinkompatibilitas

2. Akut rejekcidk szama €s intenzitasa

3. Szenzitizacid

I1. Alloantigéntél fiiggetlen faktorok

—

. Agyhalal hatdsa a donor vesére

. Iszkémia/reperfuzios karosodas

Nem

. Immunszuppressziv terdpia, gyogyszer toxicitds

. Metabolikus faktorok (hiperlipidémia, diabétesz mellitusz)

. Hipertonia
. Infekciok

. Miikddd nephronszam csokkenése, hiperfiltracio

©| ool 2| o G| A w| N

. Donor, illetve recipiens életkora

10. Non-compliance

1.2.1.1. Iszkémia/reperfuzids karosodas

A transzplantaci6 elkeriilhetetlen velejaroja az iszkémia, majd az azt kdvetd reperfuzio,
mely hatasok mind révid, mind hosszt tdvon befolyasoljak a graft talélését. Az
1szkémia/reperfuzid okozta szoveti karosodas fiigg az iszkémids periddus tipusatol
(hideg, meleg), hosszatdl és az azt kovetd reperfiziotol, illetve a recipiens nemétdl (Kher

et al. 2005; Miiller et al. 2002; Miiller et al. 1999; Szab6 and Miiller 2002).

Az iszkémias szakaszban a sejtek oxigénhianya miatt az adenozin-5'-trifoszfat raktarak
kimeriilnek, intracelluldris aciddzis alakul ki, mely folyamatok szdmos kdvetkezménnyel
jarnak. A sejtek homeosztazisat adenozin-5'-trifoszfat -igényes folyamatok tartjak fenn.
Ezek lehetnek membrantranszport folyamatok vagy a fehérje, illetve lipidszintézis

lépései. Ezen folyamatok lassulasanak illetve leédllasdnak kovetkeztében ndé az
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intracellularis Na* koncentracio, mely a szabad viz bearamlasat is eredményezi. Ez az
endotél sejtek duzzadasahoz vezet (Kosieradzki and Rowinski 2008). A Na*mellet a Ca®*
koncentracio is megemelkedik a sejtekben, aminek hatdsara fokozodik a reaktiv
oxigéngyokok képzddése (Peng and Jou 2010). Az iszkémiat kovetd periodus kritikus a
sejtek tulélése szempontjabol. Paradox modon a reperfiizid szintén szamos karos hatassal
rendelkezik, ugyanis a kialakuld ,oxigéndomping” hatasara tovabbi reaktiv
oxigéngyokok keletkeznek. A reaktiv oxigéngyokok lipidperoxidaciot, DNS karosodast
és a poliszacharidok depolimerizacidjat okozzak (Weight et al. 1999). Emellett tovabb
emelkedik a sejtek Ca®* szintje, ami a reaktiv oxigéngyokokkel egyiitt kiilonbozd
folyamatokon keresztiil végiil a sejt halalahoz vezet (Kalogeris et al. 2012). Reperfazio
soran a legjellemzdébb karosodas az endotélsériilés, mely folyamat sordn szdmos medidtor
szabadul fel (endotelin, platelet activating factor, citokinek, hisztamin), melyek rontjak a
szoveti oxigenizaciot. Ezek koziil kiemelendd az endotelin, mely érsziikité hatasaval
kiilonosen hozzajarul a kapillaris keringés romlasahoz. Ugyanakkor a reperfuzi6 soran a
karosodott endotél sejtekben csdkken a nitrogén monoxid, illetve mas vazodilatator
anyagok szintje, ami tovabb fokozza a vazokonstrikciot (Molitoris 2004), és ez altal
tovabb csokkenti a szovet oxigén ellatasat. Az eddig leirt folyamatokkal parhuzamosan
jelentds szerepe van a renin-angiotenzin rendszer aktivalodasanak is az
iszkémia/reperfiizids karosodas, igy a kronikus allograft nefropatia kialakuldsaban
(Altunoluk et al. 2006; Efrati et al. 2012; Fouad et al. 2010; Lutz et al. 2006). Az inzultus
hat4sara megnovekedett mennyiségli angiotenzin II szdmos folyamatban vesz részt, igy
gyulladdsos folyamatok beinditdsdban, sejt proliferacioban, extracellularis matrix €s
reaktiv oxigéngyokok termelésében, illetve apoptdzis kivaltasdban, melyek mind

hozzajarulhatnak a kronikus allograft nefropatia kialakulaséhoz.

1.2.1.2. A nem szerepe a kronikus allograft nefropatiaban

A hosszt tavh graft talélésben jelentds nemi kiilonbség all fenn. Egy tobb mint 70°000
mintat feldolgozé vizsgélat kimutatta, hogy az akut rejekciok szdma a néknél, mig a
kronikus allograft nefropatia kialakulasanak veszélye a férfiaknal magasabb (Meier-
Kriesche et al. 2001). Hosszu ideig azt feltételezték, hogy ennek kizardlagos oka a ndk és
férfiak nefronszambeli eltérése. Azonban késobb kideriilt, hogy a hiperfiltracios elmélet

onmagaban nem allja meg a helyét, azaz néi donor és férfi recipiens esetében a nék kisebb
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veséje ¢s kevesebb nefronszdma onmagaban nem magyardzza a férfi recipienseknél
gyakrabban kialakuld kronikus allograft nefropatiat (Neugarten et al. 2002). A nem
szerepét leginkabb a kardiovaszkularis rendszer tekintetében vizsgaltak. A kezdeti
eredmények az Osztrogének protektiv hatasat mutattak (Rosano and Panina 1999),
azonban a nemi hormonok hatasa az iszkémia indukalta folyamatokra nem egyértelma.
Fiatal n6k védettebbek tiinnek az akutan fellépd iszkémia/reperfuzios karosodas ellen,
azonban a tesztoszteron protektiv hatasat is leirtak a folyamatban (Bell et al. 2013).
Valésziniileg a genetikailag meghatarozott nem ¢és a hormonalis milid egyiitt hatarozza
meg a szervezet valaszat a stresszhelyzetre. Ezen elméleti ismeretek alapjan a nemi
hormonok, elsésorban az Osztrogén a graftban jelentkez6é kronikus szklerotikus
folyamatokat 1is lassithatjdk az endotél védelmén ¢és ndvekedési faktorok
felszabadulasanak mérséklésén keresztiil (Miiller et al. 1999). Emellett a graft tulélésbeli
kiilonbségeire magyarazatot adhat az is, hogy a nemek kozotti eltérd testsuly miatt az
immunszuppressziv szerek dozisaban is jelentOs kiilonbség lehet. Ebbdl kdvetkezden

azok nefrotoxikus hatasai is valtoz6é mértékben kovetkezhetnek be.

A hemodinamikai szabalyozast illetéleg a két nem kozott ugyan sok a hasonlésag, az
iszkémia/reperfiiziés karosodéasra adott valaszban mégis jelentés nemi kiilonbség
mutathatd ki. Kutatocsoportunk korabban leirta, hogy a ndstény patkdnyok relativ
védelmet élveznek a poszt-iszkémids veseelégtelenséggel szemben, részben az Gsztrogén
protektiv hatasanak koszonhetéen, mig a himekben androgének hatasara termel6dd
vazokonstriktor hatdsu endotelin okozta érelvaltozasok sulyosbitjdk az iszkémias
vesekarosodas kialakulasat (Miiller et al. 2002). Ezzel 6sszhangban a nitrogén oxid
termelddés fokozott a néstényekben (Sullivan 2008). Ugyanakkor az intrarenalis renin-
angiotenzin rendszer aktivacidja hangstulyosabb a himekben (Maric-Bilkan and
Manigrasso 2012), ami azzal is magyarazhatd, hogy az androgének emelik a plazma renin

szintjét, mig az dsztrogének csokkentik azt (Komukai et al. 2010).

Osszefoglalva tehat a recipiens neme szamtalan modon befolyassal lehet a graft hossza
tava talélésére. PhD munkdm soran ennek egyik aspektusat, az akut iszkémia/reperfuzios
vesekarosodasban 1étrejovo renin-angiotenzin rendszer aktivacioban megjelend nemi

eltéréseket vizsgaltuk.
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1.2.1.3. Calcineurin inhibitor nefrotoxicitas

A CNI-k gombakbol (Tolypocladium inflatum és Streptomyces tsukubaensis) kivont, a
sejtes immunvalaszt befolydsold molekuldk. A Tacrolimus (Tac) egy 23 tagi makrolid
antibiotikum, mig a Cyclosporin A (CyA) egy 11 aminosavbol allo6 ciklikus peptid (Borel
2002; Pritchard 2005). Szamos egyéb indikaciojuk mellett a veseatiiltetést koveto terapia
szerves részei. Leggyakrabban kortikoszterioddal (altalaban oralis prednisolon),
azathioprinnal, mycophenolat mofetillel, ritkan everolimussal vagy sirolimussal kettes

vagy harmas kombinacioban alkalmazzak 6ket (Denton et al. 1999; Wong et al. 2005).

A CNI-ok immunszuppresszans hatasukat foként a T-sejteken keresztiil fejtik ki (2. abra).
Legnagyobb mértékben a T-helper sejtek mitkddését gatoljak, de hatdssal vannak a
citotoxikus és szupresszor T-sejtekre is. Amikor egy antigén kotodik a T-sejt receptor
komplexhez, aktivalodik a foszfolipdz Cy enzim, mely foszfatidil-inozitol biszfoszfat
membran foszfolipidbdl diacil-glicerolt €s inozitol 4,5,6-triszfoszfatot hasit le. Az
inozitol 4,5,6-triszfoszfat hatasara megnovekszik az intracellularis Ca?* koncentracio. Az
ionizalt kalcium kalmodulinnal képez komplexet, mely aktivalja a calcineurin enzimet. A
calcineurin egy szerin-treonin foszfataz, ami transzkripcios faktor aktivalasara képes
differencialodasahoz tobbek kozott interleukin-2, interferon-y és tumor nekrozis faktor-o
transzkripcion keresztiil. Mindkét CNI az eukariota sejtek egy-egy citoplazmatikus
fehérjéjehez kotddik: a CyA ciklofillinhez, a Tac pedig egy un. FK506-koté fehérje
molekulahoz. Komplexiik a calcineurin enzimatikus miikodését gatolja (Schreiber and

Crabtree 1992; Timmerman et al. 1996).
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Antlgen

T-sejt receptor
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IL-2, TNFa, interferon-y gén

2. abra: A calcineurin inhibitorok farmakodinamiaja. A Cyclosporin A ciklofillinhez, a Tacrolimus
pedig FK ko6t6 fehérjéhez kotédve gatolja az aktivalt T-sejt nuklearis faktor calcineurin altali indukcidjat
az antigén altal aktivalt T-sejtben. CaN: calcineurin; CpN: ciklofillin; CsA: Cyclosporin A; FK506:
Tacrolimus; FKBP: FK kot6 fehérje; 1L2: interleukin 2; NFAT: aktivalt T-sejt nuklearis faktor; TNFa:
tumor nekrozis faktor-a. (Stepkowski 2000)

A CNI-ok szamos mellékhatassal rendelkeznek. A nefrotoxicitds az egyik legjelentésebb
nem kivant hatis, de fontos megemliteni tobbek kozott a hipertenzidt, a diabétesz
mellituszt, hiperkalémiat, hipomagnezémiat, illetve az infekiok és malignitasok
el6fordulasanak fokozott kockazatat (Armenti et al. 1994; Eidelman et al. 1991; Hojo et
al. 1999; Hoorn et al. 2011; Kainz et al. 2000; Prommer 2012; Schwartz et al. 1995;
Thomas et al. 2000; Tricot et al. 2005; Weir and Fink 1999). A CNI-ok alkalmazott d6zisa
és veérszintje Osszefliggést mutat mellékhatasaik sulyossagaval, ezért sziik terapias
ablakban hasznalhatok. Mivel farmakokinetikai tulajdonsagaik nagy egyéni variabilitast
mutatnak, a gyogyszer vérszint szoros monitorozast igényel (Kershner and Fitzsimmons
1996; Laskow et al. 1996). A CNI-ok szamos mellékhatasa koziil jelen dolgozatban a
nefrotoxicitasrol lesz szo. A kronikus allograft nefropatia kialakulasaban fontos tényezd
a CNI nefrotoxicitas, melyrdl szamos irodalmi adattal rendelkeziink (Liptak and Ivanyi
2006), am a CNI nefropatia hatterében meghtz6do pontos patomechanizmus még mindig

nem teljesen tisztazott.
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A CNI nefrotoxicitds akut és kronikus formaban jelentkezhet. Akut formajaban
els6sorban hemodinamikai hatasok domindlnak. Irodalmi adatok szerint a CNI-0k
felboritjak az egyensulyt az érsziikitd és értagitd faktorok kozott. Emelik az érszikitd
hatasi endotelin és tromboxan szintet, valamint kozvetleniil aktivaljak a renin-
angiotenzin rendszert, de csokkentik a prosztglandin E2, prosztaciklin valamint a
nitrogén-monoxid szintet. Ennek hatasara sziikiilnek az afferens glomerularis arteriolak.
fgy a Tac és a CyA csokkenti a renalis vérataramlast és a glomerularis filtracios ratat, ami
a vesefunkcio besziikiilését és a tubularis mikodés romléasat eredményezheti. Emelkedik
a szérum kreatinin szint, és hipertonia alakulhat ki. Ez a folyamat reverzibilis és

dozisfiiggd (Bennett et al. 1996).

A krénikus CNI nefrotoxicitas kapcsan Myers €s mtsai 1984-ben elsoként irtak le, hogy
szivtranszplantalt betegekben CyA hosszu tavi hasznalata irreverzibilis vesefunkcio
romlést eredményez a visszafordithatatlan €s progressziv tubulointersticialis kdrosodas,
illetve glomeruloszklerdzis kovetkeztében (Myers et al. 1984). Késdbb megerdsitésre
keriilt, hogy a hosszi tdva CyA ¢és Tac terapia a vesék mindharom f6 strukturgjat, a
glomerulusokat, a tubulointersticiumot és az ereket is karositjak. Lehetséges szovettani
elvaltozasok kronikus CNI nefrotoxicitasban az intersticidlis fibrozis, melyet tubularis
atrofia kisér, az arterioldk hialin6zisa, globalis vagy fokalis szegmentalis
glomeruloszklerdzis valamint tubularis kalcifikaciok (Morozumi et al. 2004; Randhawa
et al. 1993). A CyA és a Tac rontja a tubularis funkciokat és zavart okoznak a szervezet
ion homeosztazisdban. Calcineurin inhibitor nefrotoxicitds sordn kialakulhat
hiperurikémia, hiperkalémia és hiperklorémias metabolikus aciddzis a tubularis epitelialis
sejtek Na™-K*-2Cl-kotranszporterének csokkent expresszioja és a gylijtdcsatorndk Na+-
K+-ATP-azanak gatlasa miatt (Deppe et al. 1997; Heering and Grabensee 1991).
Hipomagnezémia rendlis magnéziumvesztés miatt johet 1étre, a paracellin-1 expresszio
csokkentésén keresztiil (Chang et al. 2007). Mindemellett a CNI-ok apoptézis géneket is
indukalnak a tubularis és intersticialis sejtekben (Yang et al. 2002). A renin-angiotenzin
rendszer aktivacidja a kronikus CNI nefrotoxicitasban is részt vesz. Az angiotenzin Il
amellett, hogy csokkenti a rendlis vérataramlast, profibrotikus és proinflammatorikus
utvonalakat is indukal, mivel az angiotenzin 1-es tipusu receptoran keresztiil serkenti a
transzformalo novekedési faktor  expressziot (Wolf 2006). A renin-angiotenzin rendszer

aktivacio emeli a szérum aldoszteron szintet, ami szintén hozz4jarulhat a korfolyamathoz:
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az aldoszteron novekedési faktorok és reaktiv oxigén gyokok képzddését indukalja és
csokkenti az extracellularis matrix degradaciot, tovabb rontva az intersticialis fibrozist
(Remuzzi et al. 2008). A kutatasok kézéppontjaban sokaig a renin-angiotenzin rendszer
egyik végrehajtod funkciodjat betolté molekula, az angiotenzin II 4llt, és a renin-angiotenzin
rendszer fokozott mitkkddése soran, a feltételezhetden szintén megemelkedett renin
szerepe kevéssé volt ismert. Mostanra azonban az is ismertté valt, hogy patkanyokban a
CNI kezelés a juxtaglomerularis apparatus (JGA) renin termelé granularis sejtjeinek
hipertrofiajat okozza (Ryffel et al. 1994). A juxtaglomerularis sejtek tovabba képesek
olyan calcineurin izoformdkat kifejezni, melyek gétldsa CyA-val renin felszabaduléast
eredményez a granularis sejtekben in vitro koriilmények kozott (Madsen et al. 2010). Ezt
az eredményt in vivo koriilmények kozott is sikeriilt alatamasztani: CyA-val kezelt
patkdnyok afferens arterioldjaban emelkedett renin tartalmat irtak le, jelentds
hemodinamikai valtozast okozva a vese mikrovaszkulaturajaban (Norling et al. 1996).
Hasonlé eredményeket kozoltek Tac kezelés kapcsan is, azaz a plazma renin aktivitasa
megemelkedett Tac hatasara (Andoh and Bennett 1998). Fontos azonban megjegyezni,
hogy mindegyik korabbi tanulmany a JGA renin termelésére fokuszalt, és nem vizsgalta

a renin mas, intrarenalis forrasdnak lehetdségét.
1.3. A renin-angiotenzin rendszer

1.3.1. A renin-angiotenzin rendszer klasszikus értelmezése

A renin-angiotenzin rendszer az extracellularis folyadéktér egyik legfontosabb
hormonalis szabalyozoja. ElsOdleges feladata a so-viz haztartds és a vérnyomas
szabalyozasa. Mivel a rendszert alkoté hormonok tobbsége a veséhez hasonléan mas
szervekben is feleslegben talalhatoak meg, a renin-angiotenzin rendszer sebesség
meghataroz6 eleme a renin szintézis, mely tilnyomo6 részben a vesében torténik,
hagyomanyos ismeretek szerint a JGA-ban. Ezen komplex apparatus elemei az afferens
arteriola renin termeld juxtaglomerularis epiteloid sejtjei, a macula densa sejtek, melyek
szenzoros funkciodt toltenek be, illetve a finomhangolast lehetévé tevd extraglomerularis
mezangialis sejtek (Kurtz 2011). A renin egy szelektiv aszpartil-proteaz enzim, amely
angiotenzinogénbdl angiotenzin I-et hasit le, melyet az angiotenzin konvertald6 enzim
alakit tovabb angiotenzin I1-vé (Kurtz 2011). Az angiotenzin Il néveli a Na* visszaszivast

a vesében az epitelialis Na* csatorna és a Na'/H" cserélé serkentésével, valamint az
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aldoszteron elvalasztasanak fokozasaval. Az angiotenzin II érosszehiz6 hatasi mind a
rendlis arteriolakon, mind szisztémasan, igy képes ndvelni a periférids ellenallast és a
szisztémas vérnyomast (Reid et al. 1978). A rendszernek tobb gatlészere ismert,
legelterjedtebbek az angiotenzin konvertaldo enzim gatlok és az angiotenzin receptor
blokkolok. Kevésbé kozismert a renin enzimatikus mikodését gatlo, tn. direkt renin
inhibitor, Aliskiren, mely a renin S3bp kotohelyéhez kapcsolodva, gatolja annak
miikodését (Rahuel et al. 2000).

1.3.2. Renin termelés a vese mas sejtjeiben

Embrionalis korban a renin kiemelt szerepet tolt be a vese szerkezetének kialakulasaban.
A renin felelés az uréterbimbd mezenhimaba valdo betoréséért, valamint a vese
érhalozatanak kifejlodéséért (Reddi et al. 1998; Yosypiv 2011). Ennek megfeleléen a
renin az uréter bimbo koriili stroma sejtekben illetve a nagyobb proximalis hiléris artéridk
falaban halmozaddik fel. (3. abra/A). A mezenhima stromalis sejtjeinek renin termelése
megnoveli az uréterbimbd kornyezetében levé angiotenzin Il szintjét, amely az
ureterbimb6 sejtjein elhelyezkedd 1-es tipusti angiotenzin receptoron keresztiil talélési
szignalokat beinditva (extracellularis szignal szabalyozta kinaz 1 és -2, Janus kinaz 2 /
szignal transzdukcid és transzkripcio aktivator, foszfatidil inozitol-4,5-biszfoszfat 3-
agrendszerének morfogenezisét (Yosypiv 2009). Sziiletést kdvetden a vese érésével
parhuzamosan a renin termelés lokalizacidja visszahtizddik, elobb az interlobaris artériak,
majd az afferens arteriolak falaba (3. abra/B), melyet néhany évvel ezelbttig az
egészséges érett vese egyetlen renin termeld helyének véltiink. Jol ismert, hogy egyes
patofiziologias esetekben a vese képes lehet jelentésen megndvelni a renin termeld és
raktarozo kapacitasat. (Gomez et al. 1991). Az afferens arteriola simaizom sejtjei ugyanis
képesek ujra renin termeld sejtekké alakulni, amellyel reagélni tudnak a szervezetet érd
nagymértékii sovesztésre és vizhianyra (Gomez et al. 1991) (3. abra/C). Azb6ta azonban
azt is kimutattak, hogy bizonyos stressz hatasokra az érett vesében is megjelenhet a JGA-
n kiviil renin termelés (Rohrwasser et al. 1999). Diabétesz mellitusz (Kang et al. 2008) és
hipertonia (Prieto-Carrasquero et al. 2004) esetében leirtak, hogy az 6sszekoto szegmens
sejtjei €s a gytijtdcsatorna principalis sejtjei is képesek visszanyerni az embrionalis korra

jellemzo renin termeld kapacitasukat (Rohrwasser et al. 1999) (3. abra/C).
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3. abra: A renin termelés lokalizaci6janak valtozasa. A vese embriogenezise soran (A) az uréterbimbd
kornyezetében a stroma sejtek renint termelnek. A stromaba a masik oldalrél betdrd érrendszer szintén
képes renin termelésére, ami sziikséges az érhalozat kifejlodéséhez. Az érett vese (B) kizardlag a
juxtaglomerularis apparatus granularis sejtjeiben tartalmaz renint. Stressz hatasara (C) az afferens arteriola
simaizom sejtjei és az eredetileg a stromabol kifejlédé 6sszekotd szegmens sejtjei valamint a gyiijtécsatorna
principalis sejtjei visszanyerik renin termelé képességiiket. Piros: érrendszer, lila: stroma/tubulus rendszer,

sarga: uréterbimb6/0sszekotd szegmens €s gyiijtécsatorna, kék: renin granulumok (Csohany et al. 2013).

A gytlijtécsatorna principalis sejtjeinek renin termelésének jelentdségét az adja, hogy a
kapacitasa meghaladja a JGA-ban torténd renin termelést, mind mennyiségében, mind
id6beli lefutasaban (Kang et al. 2008), igy f6leg lokalis, kronikus hatasokért, ugymint a
gyulladas, trofikus és profibrotikus folyamatokért lehet felelés. Fontos hangsulyozni,
hogy a gylijtécsatorndban a renin termelés szabalyozdsa éppen ellentétes a JGA
szabalyozasaval. Mig a JGA-ban az emelkedett angiotenzin II szint negativ visszacsatolas
utjan csokkenti a renin termelést, addig a gyiijtécsatorndban 1-es tipusu receptoran
keresztiil az angiotenzin Il fokozza a renin termelddését, melyet angiotenzin receptor

blokkoloval kivédhetdnek talaltak (Prieto-Carrasquero et al. 2005).

1.3.3. A renin-angiotenzin rendszer lokdlis szerepe. A (pro)renin receptor.

A nefron disztalis szakaszanak jelentds szerepe van a vizelet Osszetételének
szabalyozasaban. Ugyan a s6- és viz visszaszivas 90%-a a proximalis tubulusban zajlik,

azonban a disztalis tubulusban torténd so- és viztranszport szabalyozasa ugyanannyira,
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ha nem kifejezettebben hangsulyos, mivel itt torténik a vizelet végso dsszetételének finom
szabalyozasa (Geibel et al. 1990). A renin-angiotenzin rendszer jelenléte a disztalis
szakaszon mara elfogadott tény (Rohrwasser et al. 1999). A proximalis tubulusban
termel0dott angiotenzinogén a tubulus rendszerbe keriilve eljut a disztalis szakaszig, ahol
a gyljtocsatornaban képzdédott reninnek koszonhetéen lokalisan angiotenzin II-vé
konvertalodik (Peti-Peterdi et al. 2002; Rohrwasser et al. 1999). Az igy keletkezo
angiotenzin 1l az epitelialis Na* csatornan keresztiil hozzajarulhat a disztalis nefron s6
visszaszivasanak finom szabalyozasahoz, koros esetben pedig ez a renin — angiotenzin 11
— epitelidlis Na* csatorna tengely fontos szerepet jatszhat a magas vérnyomas

kialakulasaban (Peti-Peterdi et al. 2002).

Egy nemrégiben azonositott receptor a gytljtécsatorna principalis sejtjeinek renin
termelésének ujabb jelentdségére hivhatja fel a figyelmet. Leirasra keriilt ugyanis a renin
sajat, sejtfelszini receptora, a (pro)renin receptor [(P)RR]. Elnevezésének oka, hogy
ehhez a receptorhoz nem csak a renin, hanem el6alakja, a prorenin is k6tddik (a (pro)renin
egy kifejezés, amely egyszerre utal a reninre és a proreninre is). A (P)RR-t elszor a
glomeruldris mesangialis sejtekben, a veseartéridk szubendotéliumaban és a
podocytakban mutattak ki (Advani et al. 2009; Ichihara et al. 2008), azonban késébb fény
dertilt arra, hogy legnagyobb részben a gytijtdcsatorna interkalaris sejtjein lokalizalodik
(Advani et al. 2009). Kiilénosen fontos, hogy a renin termelé principalis sejtek és az azt
érzékeld, interkalaris sejtek kozvetleniil egymas mellett helyezkednek el a vese
gyljtdcsatornaiban, ami igen szenzitiv renin-angiotenzin rendszer szabalyozast tesz
lehetdvé. A renin gén elsddleges transzkriptuma a preprorenin molekulat kodolja, mely
az endoplazmatikus retikulumban enzimatikusan inaktiv proreninné alakul. Késébb a
proreninrél extracellularisan lehasadva képzddik az aktiv renin (Pratt et al. 1987). A
(P)RR megismerésével deriilt fény arra, hogy a renin nem csupan protedzként, hanem
sajat receptoran, ligandként is funkcional (4. dbra), rdadasul e kettds funkcid a proreninre
is igaz, mivel a receptorhoz vald bekotddést kvetden a prorenin konformacid-valtozason
megy keresztiil, és hasitas nélkiil is aktiv enzim keletkezik beléle (Nguyen et al. 2002).
A receptorhoz kotddott (pro)renin 1ényegesen nagyobb katalitikus aktivitdsra tesz szert,
igy fokozott mértékben van lehetdség angiotenzin I termelésre. Mindekdzben a receptor
intracellularis alegysége foszforilalodik, és a mitogén aktivalt protein kindz valamint az

extracellularis szignal szabalyozta kinaz 1 és -2 jelatviteli utvonalakat aktival (Nguyen et
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al. 2002), aminek hatasara végeredményben hipertrofia, hiperplazia és fibrozis iranyaba
mutat6 folyamatok indulnak be (Nguyen et al. 2002). Ez kiilondsen fontos, hiszen ezaltal
az angiotenzin Il mellett a (pro)reninnek is jelentds szerepe lehet mas korképekhez tarsulo
vesekarosodas kialakuldsaban, ahogyan azt mar diabétesz mellitusz €s hipertonia

esetében leirtak (Huang et al. 2011; Kaneshiro et al. 2007).

Lumen
Ang ) c-:—- Ang | AGT Ang | .‘_\.'_‘__. Ang ||

ERK1/21
markt

+ - (PJRR
( (pvo]ll‘nlfl>

LPrincipalls sejt /ONUnterkalins sejt /
Interstitium

4. abra: A lokalis renin-angiotenzin rendszer szabalyozisa a gyiijtocsatornaban. A principalis sejtek
altal termelt prorenin és renin kotddése a (pro)renin receptorhoz egyrészt serkenti az angiotenzin II
képzddést, mely hagyomanyos hatasain til fokozza a renin lokalis termelddését, masrészt a szomszédos,
interkalaris sejteken talalhatd (pro)renin receptoron keresztiil fibrotikus jelatviteli utvonalakat, illetve
lokalis folyamatokat indukal. ACE: angiotenzin konvertald enzim, AGT: angiotenzinogén, Ang I:
angiotenzin 1, Ang Il: angiotenzin Il, AT1R: angiotenzin Il 1-es tipust receptora, ERK: extracellularis
szignal szabalyzott kinaz, MAPK: mitogén aktivalt proteinkinaz, (P)RR: (pro)renin receptor (Csohany et
al. 2013).
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2. CELKITUZESEK

A kozelmultban bizonyos strukturalis €s funkcionalis vesekdrosodasok hatterében
felmeriilt az extrajuxtaglomeruldris renin termelés patofizioldgiai szerepe, illetve a renin-
angiotenzin rendszer klasszikus, tavoli, angiotenzin II receptor medialt hatdsai mellett a
szOveti renin-angiotenzin rendszerek ¢s a gytijtdcsatornaban taldlhato (P)RR alternativ
funkcidja is egyre inkabb el6térbe keriiltek. Ezek lehetéségét kivantuk vizsgalni a hasonld
vesekarosodast el6idézo transzplantacios folyamat sordn, iszkémia/reperfuzios és CNI
nefropatia allatmodelljein. Célunk volt a két korfolyamatban a gytijtdcsatorna principalis
sejtjeinek kdzvetlen renin termelését vizsgdlni. A principalis sejtekre jellemzd akvaporin
2 fehérjének koszonhetéen lehetdségiink volt ezen tubulus szakasz renin termeld
sejtjeinek elkiiloniilt tanulmanyozasara. A két allatmodellben a kovetkezdkre kerestiik a

valaszt:
Iszkémia/reperfuzios vesekarosodas:

1. Iszkémia/reperfiizios vesekarosodas soran a renin termelddés klasszikus helyén

tul a gylijtdcsatornaban is megfigyelhetd renin termelés?
2. Befolyasolja-e a nem a gytijtdcsatorna renin termelését a reperfiizio ideje alatt?

3.A két nemet 6sszehasonlitva kiilonbozik-e a vese vérellatasa a reperfuzio ideje

alatt?
Calcineurin inhibitor nefropdtia:
1.Calcineurin inhibitor kezelés eldidézi-e a gyiijtdecsatorndban a renin termelést?

2. A megnovekedett renin tartalom a gyiijtdcsatornaban hozzajarulhat a CNI-k

okozta vesekarosodas kialakulasahoz?

3. Milyen mechanizmusok aktivalasaval vehet részt a lokalisan termelddd renin a

CNI nefropatia kialakuldsédban?
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3. METODIKA

A kisérletekben hasznalt patkanyokat és egereket standard koriilmények kozott tartottuk,
homérséklet kontrollalt (22 + 1°C) szobakban, 12 oranként valtakoz6 vildgos és sotét
periodusok mellett. Az allatoknak allandoan elérhetd standard ragcsaldtapot és csapvizet
biztositottunk. Minden Aallatkisérletre vonatkoz6 protokollt a Semmelweis Egyetem

Munkahelyi Allatjéléti Bizottsaga engedélyezett (22.1/3491/003/2008).

3.1. Az iszkémia/reperfiizios nefropatia allatmodellje és szoveti mintak gyiijtése

A vese iszkémia/reperfiiziés modelljéhez 10 hetes Wistar him és ndstény patkanyokat
(194+10g, 160£5g, sorrendben) vizsgaltunk (Toxi-Coop Zrt., Budapest, Magyarorszag).
Intraperitonedlisan adott ketamin (100mg/ttkg) és xylazin (10mg/ttkg) anesztéziat
kovetden az allatokat elektromos melegitd padra helyeztik (Vestavia Scientific,
Birmingham, AL), ahol a beavatkozds alatt a testhdmérsékletiiket allando szinten
tartottuk. Median laparotomiat kovetéen (megtartott jobb vese mellett) a bal oldali
veseartériat- és vénat dvatosan preparaltuk. Majd két atraumatikus, mikrovaszkularis klip
felhelyezésével leszoritottuk az ereket. Otven perc meleg iszkémiat kdvetden a klipeket
eltavolitottuk, majd rétegesen zartuk a hasiireget. Kontrollként aloperalt allatok

szolgaltak.

A vese iszkémia/reperfuizios karosodas kisérletében 12 csoportot alakitottunk ki: a
reperfuzio 2., 8., 16., 24. és 48. ordjaban végezett méréseknél minden idépontban, illetve a
kontrollcsoportban is him és ndstény allatok keriiltek vizsgalatra (5. abra). Vizsgalatonként
minden csoportban 5-5 allatot dolgoztunk fel. A vizsgalatok egyik részében multifoton
mikroszkopos technikaval in vivo renin tartalom kimutatast és ératméré mérést végeztiink,
a masik részében pedig aramlasi citometriai vizsgéalattal meghataroztuk a gyiijtécsatorna
principalis sejtjeinek renin tartalmat, szovettani kiértékelést végeztiink, illetve szérum
kreatinin koncentraciét hataroztunk meg. Ezen kiviil egy kiilon csoportnal az
iszkémia/reperfizids inzultust kdzvetleniil kovetd ératmérd valtozasokat mértiik az elsé 10
percben percenként, majd a 30. percig 5 percenként. Ennél a csoportndl a tobbitdl eltérden

minden reperfuzids idépontban azonos allatokbdl (3 him, 3 ndstény) nyertiik az adatokat.
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Ezt kdvetden ezeket az allatokat tovabbi mintak gytijtésére nem hasznaltuk. A szérum
mintak gylijtése az aorta abdominalisz punkcidjaval tortént. Az iszkemizalt vesék
eltavolitast kovetden 4 °C-0s, foszfattal pufferalt sooldatban taroltuk az dramlasi citometriai
vizsgalat fél oOran belili kezdetéig. A JGA ¢és a gylijtdcsatorna renin tartalmanak

képalkotasahoz az allatok ijabb muitéti elokészitésen estek at.

Kontroll T2 T8 Tie T24 T48
1-30 min

'd S o o o 9

renin ? renin renin renin renin renin
fritmére  dritmérd  éritmées  éritmér éritmers — éritmérs
k'_'_“‘ti“i"'_ kreatinin kreatinin kraatinin krestinin kractinin
HF"'IMHITI szivettani szivettani sdivettani szivettani spiivettani
klértékelés ——  hiértéhelés  kiértékelés KiGrtékelés Kidrtakalas kidrtekelds

A

(I

klipp fel  klipp le
l—r_F

50 perc iszkémia

5. abra: Az iszkémia/reperfuzios nefropatia allatmodell csoportjainak beosztasa. A kontroll csoportban és
a reperfuzi6 2. (T2), 8. (T8), 16. (T16), 24. (T24) és 48. (T48) oérajaban a renin tartalmat, az ératmérék
valtozasat, illetve a vesefunkciot vizsgaltuk mindkét nemben, illetve szovettani kiértékelést végeztiink. Az
iszkémia/reperfuizios inzultust kdzvetleniil kdvetd fél oraban csupan az ératmérd valtozasokat kovettiik nyomon

az els6é 10 percben percenként, majd a 30. percig 5 percenként himekben és nétényekben.

3.2. A CNI nefropatia allatmodellje és szoveti mintak gytjtése

A CNI nefrotoxicitds vizsgalata soran haromhetes, him C57 black 6 egereket (19+0,6
gramm) 5 csoportba osztottunk a kdvetkezd kezelési sémak alapjan. Mindegyik kezelés
harom hétig zajlott naponta végzett intraperitonealis adagolassal:

1. fiziologias sooldat — kontroll csoport;

2. Cyclosporin A (2 mg/kg/nap);

3. Tacrolimus (0,075 mg/kg/nap) a vesetranszplantaciot kovetd iniciacios dozisnak
megfelelden;

4. Cyclosporin A (2 mg/kg/nap) + direkt renin gatlo Aliskiren (25 mg/kg/nap);

5. Tacrolimus (0,075 mg/kg/nap) + direkt renin gatldo Aliskiren (25 mg/kg/nap).
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Célunk volt, hogy az alkalmazott CNI dézissal olyan gyogyszer vérszintet érjiink el, ami
megkozeliti a vesetranszplantaciot kovetd céltartomanyt, €s igy kivaltsuk az ebbdl adodo
nem kivant mellékhatasokat. Az Aliskiren dézisat korabbi, C57 black 6 egereken végzett
vizsgalatok alapjan valasztottuk aszerint, hogy a szisztémas vérnyomast nem befolyasolja,

azonban hatékonyan gatolja a renint (Westermann et al. 2008).

Vizsgalatonként minden csoport 4-6 allatbol allt, és feldolgozasuk soran az
iszkémia/reperfuzios vizsgalatoknal mar leirt anesztéziat alkalmaztuk. A vizsgalatok
egyik részében vér, vizelet és vese mintat gyijtottiink. Az eltavolitott veséket egyenld
részekre osztottuk és i) 4 °C-os foszfattal pufferalt sdéoldatban tartottuk az aramlasi
citometriai vizsgalat fél oran belilli kezdetéig, illetve ii) 4%-os pufferolt
paraformaldehidben a szdvettani feldolgozas kezdetéig (pH=7,4), vagy iii) szdrazjégen
torténd gyorsfagyasztast kovetéen -80°C-on taroltuk tovabbi felhasznalasig. A
vérmintakat itt is az aorta abdominaliszbdl nyertiik és plazma renin aktivitas, illetve CNI
vérszint meghatarozast végeztiink. A vizelet mintakban fehérjekoncentraciot (albumin)
vizsgaltunk. A vesemintdk feldolgozasa soran a kollagén mRNS expresszidjat reverz
traszkripciot kovetd valdos idejii polimeraz lancreakcioval (RT-PCR) mértik. A
vizsgalatok masik részében a kezelést megismételtiik és a 3 hét leteltével multifoton
mikroszkopos képalkotast végeztiink a renin tartalom kimutatésara, ezen allatokat tovabbi

mintdk gyljtésére nem hasznaltuk.

3.3. Szérum kreatinin szint meghatarozasa

Eredményeink objektivizalasa céljabol szérum kreatinin szintet mértiink. A vese
iszkémia/reperfizids karosoddsa sordn a szérum kreatinin szint meghatarozasdhoz
kereskedelmi forgalomban kaphato kit-et (Diagnosticum Ltd., Budapest, Magyarorszag)
¢s Beckmann Coulter AU480 (Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA) kémiai analizatort

hasznaltunk.

A CNI nefropatia vizsgéalata sordn a szérum kreatinin szintet nagyhatékonysag
folyadékkromatografidhoz kapcsolt tdomegspektrométerrel hataroztuk meg. A
szlirbpapirra szaritott mintabol belsé standard-et (d3-kreatinin) tartalmaz6 metanolos
oldattal extrahaltuk a kreatinint (30 min, 450 rpm), az extraktumot 0,45 um-es sziirén

atszlrtiik, majd vadkuumcentrifugdban szarazra paroltuk. Vizben torténd visszaoldast

25



DOI:10.14753/SE.2016.1934

kovetéen a kromatografias elvalasztdas LiChroCART 55-2 Purospher STAR RP-18
oszlopon tortént izokroatikus koriilmények kozott (85% viz, 15% acetonitril). A kreatinin
¢s d3-kreatinin retencids ideje 0,9 perc. Az MS/MS meghatarozast API 4000 QTRAP
tomegspektrométerrel végeztiik, elektrospray ionforrassal, pozitiv ionizadcios modban. Az
analitok detektalasait MRM (multiple reaction monitoring) modban végeztiik. A mintak

kreatinin mennyiségének meghatdrozasa kalibracios gorbe segitségével tortént.
3.4. Hisztologiai analizis

3.4.1. Perjodsav-Schiff festés

Az iszkémia/reperfuzios kisérletek hisztologiai vizsgalatdhoz a vesék egy részét 4%-0s
formalinban fixaltuk, majd paraffinba agyazast kovetden perjodsav-Schiff festést
alkalmaztunk. A mintdkat kodoltuk és kiértékelésiik vakon tortént. A tubuldris karosodas
mértékét szemikvantitativan irtuk le 1) az epitélium karosodas, illetve ii) a tubulusban 1évo
hialin mennyisége alapjan. Az epitélium kéarosodas fokat 0-4-ig mindsitettiik a kdvetkezdk
szerint: 0 = nincs karosodas, 1 = tubulus sejt duzzadas, vakuolizacio, kefeszegély
karosodasa, 2 = tubulus sejt nekrézis <1/3 aranyban, 3 = tubulus sejt nekrozis 1/3-2/3
aranyban, 4 = tubulus sejt nekrozis tobb mint 2/3 ardnyban. A tubulusban taldlhat6 hialin
mennyiségét 0-2-ig értékeltiik: 0 = nincs, 1 = kevés, 2 = sok (Heemann et al. 2000).

3.4.2. Masson-féle trichrome festés

A CNI nefrotoxicitast leird kisérleteink soran a paraformaldehiddel fixalt, majd
paraffinba 4gyazott vese metszeteket Masson-féle Trichrome eljarassal festettiik meg,
ami a sejtmagokat feketére, a sejtplazmat és a vorosvértesteket vorosre, mig a kollagént
kékre festi. Vesénként atlagosan 12 képet értékeltiink ki, mind a kéregbdl, mind a
veldallomanybol, elkeriilve a glomerulusokat és nagyobb ereket, 20X-0S nagyitasu
képeken. A mintdkat kodoltuk, €s azonos megvilagitasi €s polarizacios beallitasok mellett
fénymikroszkoppal fotozott képeken vizsgaltuk a tubulointersticidlis fibrozis mértékét,
melyre a kék szinben megjelend kollagén mennyiségébdl kovetkeztettiink. Az Adobe
Photoshop (Adobe Systems Incorporated San Jose, CA, USA) program segitségével
kijeloltik a kékkel 4&brazolédd fibrotikus szovetet, majd ugyanezen program
hasznalataval a kijelolt tertiletet feketére, a fennmaradoé részeket fehérre alakitottuk at. Az
igy kapott fekete-fehér képeken Scion image (Scion Corporation, http://scion-

image.software.informer.com/) szoftver segitségével elemeztiik a fekete teriiletek aranyat
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a fehér teriilethez viszonyitva (Degrell et al. 2009). A végeredményként kapott
aranyszdmokat statisztikailag hasonlitottuk 0Ossze, mértékegységként az altalunk
bevezetett Masson pontot hasznaltuk. A kontroll csoport eredményét 1-re normalizaltuk,

a tobbi eredményt pedig aranyosan viszonyitottuk hozza (Banki et al. 2012).
3.5. Aramlasi citometria

A megfeleld reperfuzios id6t, vagy a harom hetes gyodgyszeres kezelést kdvetden az
allatokat leoltiik, veséiket eltavolitottuk. A vesemintakat kollagenaz II-vel (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) emésztettiilk, majd a lecentrifugalt sejtpelletet foszfattal
pufferalt sooldattal mostuk. Az intracelluléris jelolés céljabol a sejteket ezutan 10 percig
szobahOmérsékleten fixaltuk/permeabilizaltuk (FACS Permeabilizing Solution 2, BD
Pharmingen, San Diego, CA, USA). Ezt kovetéen mintdinkat specifikus elsddleges,
kecske akvaporin 2 antitesttel, nyulban termeltetett vaszkularis endotelialis novekedési
faktor (VEGF) A specifikus antitesttel (Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, TX,
USA), illetve nyalban termeltetett reninre specifikus antitesttel (AnaSpec Inc., Fremont,
CA, USA) inkubaltuk 30 percen keresztiil, szobahdmérsékleten (200pg/ml). A nem
kotodott antitesteket permeabilizald pufferrel torténd mosassal tavolitottuk el. Mosas utan
30 percig szobahdmérsékleten fénytol elzarva inkubaltuk a sejteket az elsddleges
antitestre specifikus, fluoreszcens festékkel konjugalt masodlagos ellenanyagokkal:
Alexa 488-konjugalt csirke anti-nyul antitesttel és (2 mg/ml) Alexa 647-konjugalt szamar
anti-kecske antitesttel (2 mg/ml). A negativ kontrollokat csak masodlagos antitesttel
inkubaltuk. A nem kotddott antitesteket permeabilizald pufferrel torténd moséssal
tavolitottuk el, majd foszfattal pufferalt séoldatban vettiik fel a sejteket. A mérést BD
FACSAria aramlasi citométerrel (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) végeztiik. Az ¢16
sejteket méret (forward scatter) és granulaltsag szerinti (side scatter) szoras alapjan
hataroltuk be. Minden kezelési csoportbol 30°000 sejtet szamoltunk le. Az eredményeket
ezutan BD CellQuestTM Pro (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) szoftver segitségével
értékeltiik ki.
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3.6. Multifoton excitacios, lézerpasztazé mikroszkopia

3.6.1. A multifoton mikroszkop miikodésének alapelve

Meéréseink sordn konfokalis 1ézerpasztazo fluoreszcens képalkotd technikét, multifoton
mikroszkopot hasznaltunk, mely az é16 szovetek mély optikai felbontasara alkalmas. A
technoldgia alapja, hogy a gerjesztés soran két azonos energiaju foton - amik egyenként
fele akkora energiaval rendelkeznek, mint ami a fluorofér gerjesztéséhez sziikséges -
egyszerre éri el a fluorofort, és emeli magasabb energia szintre azt (6. abra) (Peti-Peterdi
et al. 2004). Ennck megfeleléen a multi-foton excitacio 680-1080 nm tartomanyt
infravords fénnyel torténik, ellentétben a hagyomanyos egy-fotonos képalkotassal, ahol
UV- ¢és lathatdo fényt hasznalnak (193-694nm). Ennek koOszonhet6en a nagyobb
hullamhosszt fotonok kevésbé szérddnak és karosité hatasuk is kisebb, igy mélyebb
szOveti penetranciat tesznek lehetévé. Mivel a gerjesztés foleg a fokdlis sikban torténik,
az emittalt fotonok 100%-a detektalhatd, igy nincs sziikség pinhole-ra, vagyis a beérkezd
fotonok reteszes sziirésére. Legfobb elonye a hagyomanyos konfokalis mikroszkopokkal
szemben, hogy nagyobb a feloldoképessége és lehetévé teszi az ¢él6 szdvetben, valds

id6ben torténd képalkotast.

Gerjesztett dllapot

Alap allapot

l_folon 2_foton > Dupla hullamhossz

6. abra: A két-foton excitacio alapelve. A fluorofort az abra bal oldalan egy foton, mig jobb oldalan két
foton gerjeszti. A két-foton gerjesztés soran a fotonok energidja fele akkora, mig hullamhosszuk kétszerese
a hagyomanyos egy-foton gerjesztéshez képest. A gerjesztést kovetd folyamat mar megegyezik. A fluorofor

magasabb energia nivora keriil, majd fotont emittalva visszatér alap allapotba (Peti-Peterdi et al. 2004).
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3.6.2. Multifoton mikroszkopia a vesekutatasban

A multifoton mikroszkopot eredetileg elsGsorban az agy vizsgalatara hasznaltak.
Anatémiai szerkezetébdl adédoan nagysagendileg akdr mm-es mélységében is lehetové
tette az agy tanulméanyozéasat. Késobb a bor metabolizmusanak, tumorok
vaszkularizacidjanak, az embrionalis fejlodés 1épéseinek leirasara alkalmaztak (Dunn et
al. 2003). Mara a vesekutatasban is elfogadott metodikava valt, igaz a vese vizsgalata
egyelore 100-200 um-es mélységre korlatozodik a kéregben a nagyfokt vaszkularizacio
és kovetkezményes fényelnyelodés és —szorodas miatt (Peti-Peterdi et al. 2009). A
vesében ezen a terlileten lehetové valik a sejtbéli valtozok (citoszolikus kalcium, pH, sejt-
sejt kommunikacio és szignal propagacid) valds idejii képalkotasa (Peti-Peterdi et al.
2012; Peti-Peterdi et al. 2009). Megfigyelheté a JGA és a glomerulus szerkezete teljes
atmérdjében (kb. 100pum), valamint fluoreszcens festékek alkalmazasaval pl. 10-kDa
FITC-dextrannal lathatova és mérhetdvé tehetd a glomerularis filtracio (Dunn et al. 2003;
Peti-Peterdi et al. 2009).

A vese vizsgalata soran fontos szem el6tt tartani, hogy a magas nikotinamid-adenin-
dinukleotid-foszfat tartalom kovetkeztében a vese jelent6s autofluoreszcenciaval
rendelkezik. Részben ennek kdszonhetden a proximalis €s disztalis tubulus szakaszok jol
elkiilonithetéek egymastol: 1) a visszaszivas dontd részeéért felelds, nagy energiaigényii
proximalis tubulus szakasz sejtjeire jellemzd elsdsorban az intenziv, valamelyest egyenetlen,
z01d szinii autofluoreszcencia, mig a disztalis szakasz, illetve a gyiijtdcsatorna sejtek Kisebb
energiafelhasznalasuk miatt sotétebben jelennek meg a mikroszkopos képeken; i1) a vesében
kivalasztodo festékek a koncentralas és lassult aramlés kovetkeztében elsdsorban a disztalis
szakaszok lumenében lathatdak, mig a proximalis szakaszok lumene legtobbszor sotéten
abrazolodik; iii) a gylijtécsatorna két jellegzetes sejttipusanak, a laposabb, interkaldris
sejteknek €s a lumenbe kifejezetten eldédomborodod principalis sejteknek kdszonhetden jol

elkiilonithet6 ez a tubulus szakasz (7. abra) (Dunn et al. 2003; Sipos et al. 2007).
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7. abra: Tubulus szakaszok leiriasa a vesében multifoton mikroszkop vizsgalata soran. A proximalis
tubulusok (PT) epitél sejtjei a nagy mennyiségli nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat kovetkeztében
intenziv, zold autoluoreszcenciaval rendelkeznek, lumeniik sotét. A disztalis szakaszok (CCD) sejtjeinek
autofluoreszcenciaja kisebb mértékli, lumeniikben a festékek felhalmozodhatnak. A nyilhegyek a
gyljtécsatorndra jellemzo6 principalis sejtekre mutatnak. CCD: cortical collecting duct, azaz kortikalis

gyljt6esatorna; PT: proximalis tubulus. (Peti-Peterdi et al. 2009)

Peti-Peterdi és mtsai (Peti-Peterdi et al. 2004; Peti-Peterdi et al. 2009) leirtak, hogy a
multifoton mikroszkép kivaloan hasznalhatdé a vese renin-angiotenzin rendszerének
vizsgalatara. Igazoltak, hogy az intracellularis savas granulumokhoz k6t6d6 quinacrin festék
alkalmas a renin jelolésére, mind a JGA-ban, mind a gy{ijtdcsatornaban (Peti-Peterdi et al.
2004; Peti-Peterdi et al. 2009). Mindamellett, fontos megjegyezni, hogy a quinacrin
lizoszomékban is felhalmozodhat, igy gyenge hattérjelet adhat minden tubulus szegmensben

(Kang et al. 2006).

Korabbi, immunhisztokémiai vizsgaltok alapjan (Peti-Peterdi et al. 2004; Peti-Peterdi et
al. 2009) azonban konnyedén elkiilonithetéek a Iényegesen kisebb méretii, diffuzan
elhelyezkedd lizoszomak ¢és sejtmagok — melyek kisebb mértékben ugyan, de szintén
festédnek a quinacrinnal — a 2-4 um atmérdji, renin tartalmu granulumoktol a principalis

sejtek apikalis és bazalis membranjanak kozelében, illetve a JGA-ban (8. abra).
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8. abra: Quinacrin festék hasznalata renin jelolésére a vesében. A renin (piros) immunhisztokémiai
jelolése (A kép), illetve quinacrinnal (zold) térténd parhuzamos festése (B és D kép), az afferens
arteriolaban (AA) és a gytijtécsatornaban (CCD). A kolokalizaciot a sarga szin jelzi. A kisméretii, diffuzan
elhelyezked6 lizoszomakhoz kot6d6 quinacrin a proximalis tubulusokban (PT) is jelen van (B kép). A
lizoszoéma marker LysoTracker-Red (piros) quinacrin egyiittes hasznalatakor sarga szinnel jelzi a
lizoszomak lokalizacidjat a PT-ben és az AA-ban (C kép). G: glomerulus; kék: sejtmagok. (Peti-Peterdi et
al. 2004; Peti-Peterdi et al. 2009)

3.6.3. Multifoton mikroszképia az iszkémia/reperfizios és CNI vesekdrosodds
vizsgalataban

A fentebb részletezett anesztézia utan leborotvaltuk, majd betadine-nal fert6tlenitettiik az
allatok nyakat és a hatuk bal oldalat. Hisz mm-es metszést ejtettiink a nyaki régi6 borén
a trachea és az artéria karotisz kommunisz feltardsa céljabol. A tracheét preparaltuk és
kantilaltuk stabil 1égzés biztositasara (9. abra). Ezt kovetden az artéria karotiszba is kantilt
helyeztiink az immunfluoreszcens festék bejuttatasdhoz. Végiil az allat gerincétdl balra,
a bérmetszésen keresztiil Ovatosan kiemeltiik a bal vesét. Az éllatot bal oldalara fektettiik
a mikroszkop objektive f6l6tt ugy, hogy a vese a képalkotas alatt folyamatosan 0,9%-0s
sooldatban helyezkedjen el (9. abra).

9. abra: A miitéti el6készités multifoton mikroszkopos képalkotashoz. A kép: A trachea kaniilalasa; B

kép: Kaniil behelyezése az artéria karotiszba; C kép: Vese dorzalis iranyba val6 kiemelése. D kép: Az allat
pozicidja multi-foton mikroszkopia soran. Az éllat veséje a hati oldalon kiemelve és fizioldgias sdoldatba

helyezve a mikroszkop objektive folott. (Dunn et al. 2003).

31



DOI:10.14753/SE.2016.1934

Immunfluoreszcens festékek koziil az érhaldzat jelolésére 70 kDa rhodamin dextrant
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), a savas granulumok, igy a renin vizualizalasara
quinacrint (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) hasznaltunk, ahogyan azt mar korabban
leirtak (Peti-Peterdi et al. 2004). A sejtmagok megjelenitésére Hoechst 33342 festéket
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) alkalmaztunk. Az immunfluoreszcens festékeket

fiziologias sooldatban oldva, bolusban injektaltunk az artéria karotiszba.

A fluoreszcens képalkotast Femto 2D inverz mikroszkép rendszerrel (Femtonics Inc.,
Budapest, Magyarorszag) végeztiik. A fluoreszcens festék gerjesztéséhez hangolhato
MaiTai zart tipust titan-zafir 1ézert alkalmaztunk (MaiTai Deep Sea Laser, Spectra-
Physics Inc., Irvine, CA, USA), 820 nm hullamhosszt hasznélva. Ez aldl kivételt képzett
a Hoechst festék gerjesztése, ami 720 nm-en tortént. A vizsgalathoz két objektivet
hasznaltunk (Olympus, Budapest, Magyarorszag) 10X szaraz objektivet atnézeti képek
készités¢hez (UPLSAPO 10X, N.A.= 0,4) és 60X glicerin immerzids objektivet a
részletesebb képek készités¢hez (UPLSAPO 60X, N.A.= 1,35). A fotonokat kiilon foton
sokszorositok gyiijtotték be pinhole felhasznalasa nélkiil, 12 bit-es intenzitas skalaval,

100 pm-es maximalis mélységbdl.

A peritubularis kapillarisok diaméter valtozasat 10X nagyitast képeken vizsgaltuk. Az
ératmérok mérése soran csoportonként (n=3/csoport) tobb mint 500 kapillaris atmérdjét

atlagoltuk, korabbi leiréas alapjan (Linkermann 2013).

A képek ¢és adatok feldolgozédsa Matlab szoftver (Femtonics Inc., Budapest,
Magyarorszag) és ImageJ program (ImageJ 1.48v, U.S. National Institute of Health,
Bethesda, USA, http://imagej.nih.gov/ij) segitségével tortént.

3.7. Vizelet fehérje meghatarozas

A vizelet albumin szintjének meghatdrozasat kereskedelemi forgalomban kaphato kittel
Beckmann Coulter AU480 (Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA) kémiai analizatoron

végeztiik fotometrias szinreakci6 alapjan.

3.8. Vérnyomasmérés

A CNI nefropatia vizsgalata soran a 3 hetes CNI kezelést kdvetden a ledlés elott mértiik

az éallatok vérnyomasat CODA Standard Tail-cuff (EMKA Technologies, Parizs,
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Franciaorszag) modszerrel. Minden allatnal tobb alkalommal, legalabb 3-szor mértiik a
szisztolés, a diasztolés vérnyomadst, az artérias kozépnyomast, majd az eredményeket

atlagoltuk.

3.9. Calcineurin inhibitor vérszintek meghatarozasa

A CNI vérszinteket teljes vérbdl hataroztuk meg, nagyhatékonysagti folyadék
kromatograffal kapcsolt tandem tomegspektrométer segitségével. A mintdkat az utolso
kezelést kovetd 12. éraban gytijtottiik, ami a CNI-k mélyszintjének felel meg. A fehérjék
eltavolitasa/kicsapasa érdekében 100 pl vérhez 300 pl acetonitrilt adtunk. Vortexelést és
centrifugélast kovetden, 50 pl feliiliszot 200 pl-es mintatartokba pipettaztunk, majd ezt
kovetden tortént meg a folyadékkromatograffal kapcsolt tandem tomegspektrométer
mérés. A mérésekhez egy Perkin Elmer Series 200 micro LC folyadékkromatografias
rendszert hasznaltunk (Perkin Elmer, Massachusetts, USA). A tomegspektrométer egy
AB Sciex 6500 QTrap késziilék volt, Turbolon-Spray forrassal szerelve (AB Sciex, CA,
USA). A kalibracios tartomany 10-250 ng/ml volt a CyA esetében és 0,1-5 ng/ml a Tac
esetében. A detektalas als6 hatara (Limit Of Detection, LOD) a CyA esetében 5 ng/ml,

mig a Tac esetében 0,05 ng/ml volt.

3.10. Reverz transzkripciot koveto valés idejii polimeraz lancreakcioé

A vér- és vizeletminta gylijtése utan kiemeltiik az allatok szerveit. A vese egészének
kollagén I- és glicerilaldehid-3-foszfat dehidrogenaz mRNS expressziojat RT-PCR-rel
mértiik. Els6 Iépésben a szovetmintdk teljes RNS tartalmat Total RNA Mini Kittel
izolaltuk a gyart6 protokollja alapjan (Geneaid Biotech, Bade City, Taiwan). Az izolalt
RNS-bdl ezt kovetden reverz transzkripcioval cDNS-t hoztunk létre Maxime First
Standard cDNA Synthesis Kittel (Thermo Scientific, Waltham MA, USA). A kollagén I
és a glicerilaldehid-3-foszfat dehidrogenaz mRNS expressziojat Light Cycler 480
rendszerrel (Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag) mértik. Az RT-PCR
vizsgalatok 20 pl-es végtérfogatban torténtek. A reakcidhoz a sokszorozni kivant részt
tartalmazo cDNS templatot és specifikus primereket alkalmaztunk, amelyek az altalunk
vizsgalni kivant szekvencia elejével és végével komplementerek (2. tablazat). A

reakcioelegy az eldbbieken kiviil tartalmazta a Luminaris Color HiGreen Fluorescens
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gPCR Master Mix (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) keveréket a gyarto utasitasai
szerint. A PCR beadllitasai a kdvetkezdk voltak:

95°C 10 perc - denaturaciod

95°C 15 maésodperc

60°C 30 masodperc 35 ciklus — anellacio/extenziod
72°C 30 méasodperc

Az eredmények szdmszerlisitése soran minden mintat ugyanazon kiiszobérték mellett
vizsgaltunk. Abbol, hogy az egyes mintak mikor érik el a kiiszobértéket, kovetkeztetni
tudunk a kiinduldsi templdt mennyiségének kiilonbségére. Minden minta kollagén I
mRNS expresszidjat ugyanazon minta glicerilaldehid-3-foszfat dehidrogenaz mRNS
expresszidjahoz, mint bels6 kontrollhoz viszonyitottuk, igy minden minta esetében egy
mértékegység nélkiili ardnyszamot kaptunk, az eredményeket pedig statisztikailag
hasonlitottuk 6ssze. A kontroll csoport eredményét 1-re normalizaltuk, a tobbi eredményt
pedig aranyosan viszonyitottuk. Az eredményeket a Light-Cycler szoftver 1.5.0.39

verzidjaval (Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag) elemeztiik.

2. tablazat: A felhasznalt primerek szekvenciai.

Termék

Gén Primer szekvencia
hossza

forward: 5-CTG CCC CGG CGC CGA AGT C-3'
Kollagén I 96 bp
reverse: 5'-CCC TCG ACG CCG GTG GTT TCT TG-3'

forward: 5'-ATC TGA CGT GCC GCC TGG AGA AAC-3'
GAPDH 164 bp
reverse: 5'-CCC GGC ATC GAA GGT GGA AGA GT-3'

3.11. Plazma renin aktivitas mérése

A harom hetes CNI kezelést koveten, a mintagyiijtés soran minden CNI-vel kezelt
csoportban vért vettiink etilén-diamin-tetraecetsavval kezelt csébe. Kozvetleniil a
centrifugalast kovetéen —20°C-ra fagyasztottuk a plazmat a renin aktivitas
meghatarozasaig. A plazma renin aktivitast Kereskedelmi forgalomban kaphatd

Angiotenzin | Radioimmunoassay Kit (Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA) segitségével
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hataroztuk meg Riamat 280 analizatoron (DiaSorin,Stillwater, MN, USA), a gyartod
utasitasai szerint. A kapott értékeket ng Angl/mL/h mértékegységben fejeztiik ki.

3.12. Statisztikai analizis

Az adatok kiértékelése STATISTICA.8 software-rel (StatSoft Inc, Tulsa, OK, USA) tortént.
A normal eloszlast Kolmogorov-Smirnov teszttel ellenériztiik. Az 6sszehasonlitasokat a
normal eloszlasu adatok esetében ANOVA és Fisher féle poszt-hoc teszttel, illetve a nem
normal eloszlast adatok esetében Kruskal-Wallis teszt hasznalataval végeztiik. A p értéket

0,05 alatt tekintettiik szignifikansnak. Az adatokat atlag + atlag szorasa (SEM) abrazoltuk.
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4. EREDMENYEK

4.1. Iszkémia/reperfazios vesekarosodas

4.1.1. Vesefunkcio

A vese miukodésének megitéléséhez szérum kreatinin szintet hataroztunk meg az
iszkémiat kovetd reperfuzid kiilonbozé idopontjaiban (10. &bra). A vese
iszkémia/reperfuzids karosoddsa szignifikdns szérum kreatinin szint emelkedést okozott
a reperfuzio 8. orajara himekben (Kontroll: 23,0+4,5umol/l vs. T8: 49,7+2, 8umol/l;
p<0,05) és ndstényekben (Kontroll: 22,8+4,9umol/l vs. T8: 55,0+6,7umol/l; p<0,05)
egyarant. Ezek az értékek jelentds vesefunkcio romlasra utaltak, egyben alatamasztottak
modelliink alkalmassagét az iszkémia/reperfuizi6 okozta akut vesekarosodas vizsgélatéra.
A kreatinin értékek emelkedése minden tovabbi idépontban szignifikdns maradt, mindkét
nemben (himekben T16: 47,0£7,5umol/l; T24: 41,6+5,5umol/l; T48: 36,8+6,2umol/l;
p<0,05 ¢és ndstényekben T16: 452+42umol/l; T24: 42,844 8umol/l; T48:
41,8+8,0umol/1; p<0,05).
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10. abra: Iszkémia/reperfuzios vesekarosodast koveté szérum Kreatinin szint valtozasa himekben és
nostényekben. Iszkémia/reperfuzios vesekarosodast kovetden a szérum kreatinin szint szignifikdnsan
megemelkedett a reperfizid 8. orajara és a kiilonbség a vizsgalat tovabbi idépontjaiban is szignifikans
maradt mindkét nemben. *: p<0,05 vs. kontroll. Az adatokat atlag + SEM abrazoltuk. T2, T8, T16, T24 és

T48: a reperfuzi6 oOta eltelt orak.
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4.1.2. Szoveti karosodds — Perjodsav-Schiff festés

Az allat modelliink validalésa, az iszkémia/reperfiizids karosodas progresszidja, illetve a
nemi kiilonbségek leirdsa céljabol perjodsav-Schiff festést alkalmaztunk. Mar T2
idépontban jelentds tubulus karosodas alakult ki mindkét nemben a kontroll csoporthoz
képest (himek: 0,4; néstények: 0,6; p < 0,05). Himekben a veseszovet igen sulyosan sériilt
T8 id6pontra, mig ndstényekben ez a folyamat lassabban kdvetkezett be, €s a maximumat
csak T24-re érte el. (T8: 2,1; T16: 2,4; T24: 2,6; T48: 2,7 himekben vs. T8: 1,1; T16:1,7,
T24: 2,3; T48: 2,3 néstényekben; p < 0,05). Szignifikansan rosszabb szodvettani képet
latunk himekben a ndstényekhez képest T8 idépontban, mely kiilonbség minden késobbi

vizsgalt idopontban fennallt (11. abra).
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11. abra: Iszkémia/reperfuziés vesekarosodast koveté szoveti karosodas himekben és néstényekben.
Mar T2 idépontban szamottevé karosodas alakult ki mindkét nemben. Himekben igen sulyos karosodas
alakult ki a vesében T8 idOpontra, ami szignifikansan rosszabb eredményt jelent a ndstényekhez képest,
akikben a szoveti karosodas csak hosszabb id6 alatt alakult ki, és a maximumat T24-re érte el. A nemek
kozotti szignifikans kiilonbség T8 iddponttol a vizsgalat végéig megfigyelhetd. *: p<0,05 vs. kontroll; #: p
<0,05 vs. him. T2, T8, T16, T24 és T48: a reperfuzid 6ta eltelt orak.

4.1.3. Renin tartalom vdltozdsa a reperfuzio kiilonbézd idopontjaiban — dramlasi
citometria

Aramlési citometriat alkalmazva vizsgaltuk a renin pozitiv sejtek ardnyat az akvaporin 2
pozitiv principalis sejt populacioban (12. abra). Az akvaporin 2 pozitiv sejtek aranya a

teljes veseszovethez képest nem valtozott a mérés soran (adatokat nem abrazoltam). A
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kontroll &llatok principalis sejtjeinek csupan 6,5+1,1%-a tartalmazott renint himekben és
2,8+1,0%-a néstényekben [p= nem szignifikans (NS)]. A reperfuzi6 elsé 8 orajaban a
renin termeld sejtek aranya a gyljtécsatornaban mindkét nemben csékkend tendenciat
mutatott a kontrollokhoz képest (himekben T2: 3,8+0,2%; T8: 4,6+£1,9%, p=NS;
néstényekben T2: 1,24+0,5%; T8: 1,9+0,6%; p=NS). A renin pozitiv principalis sejtek
aranya mindkét nemben emelkedett T16 idépontra (T16: 9,2+2,9% himekben és T16:
7,8+3,4% ndstényekben; p=NS). Ebben az id6pontban a ndstények esetében haromszoros
novekedés volt megfigyelhetd, azonban tovabbi valtozds mar nem tortént (T24:
8,4+2,7%; T48: 8,4+3,8%; p=NS). Himekben viszont T16 idépontra csak masfélszeres
novekedés tortént a kontroll csoporthoz képest, mig a legmagasabb értéket T48
idépontban mértiik (T48: 20,6+4,0%; p < 0,05). A nemi kiilonbségek tendeciajat tekintve,
minden id6pontban a renin pozitiv sejtek nagyobb aranyat lattuk himekben, mely
kiilonbség T48 idOpontra valt szignifikanssa (20,6+4,0% vs. 8,443,8%; him vs. ndstény,
p<0,05).
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12. abra: Gyiijtocsatorna principalis sejtjeinek renin tartalma iszkémia/reperfiiziés karosodast
kovetéen. Aramlasi citometrids vizsgalatokat végeztiink a gyiijtGcesatorna principalis sejteinek renin
tartalma leirasara. A kontroll him allatokban, jelentsebb mennyiségben, mig néstényekben kisebb
aranyban voltak jelen a renin termeld principalis sejtek. Mennyiségiik T2 és T8 id6pontra csokkent, mig
T16-t61 kezdve fokozatosan megnétt, mely emelkedés kifejezettebb volt himekben. *: p<0,05 vs.T48, #:
p<0,05 vs. T48 him. Az adatokat atlag £ SEM éabrazoltuk. T2, T8, T16, T24 és T48: a reperfuzid ota eltelt
orak. AQP2+: akvaporin 2 pozitiv.
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4.1.4. Renin tartalom vidltozdsa a reperfizio kiilonbozd idépontjaiban — multifoton
mikroszkop

A multifoton mikroszképpal vald vizsgalatunk soran a renin jelenlétét a savas
granulumokat festd, az abran vildgoszold szinben megjelend quinacrinnal igazoltuk (13.
abra). Ezzel kirajzolodott, hogy kontroll allatokban a JGA tartalmazott renint termeld
sejteket, de az aramlasi citometriaval mért eredményeknek megfeleléen a gyiijtdcsatorna
sejtjei csak igen kis mértékben festédtek. A renin granulacié T2 idépontra mindkét
lokalizacioban minimalisra csokkent és a hormontermelés még T8 id6pontban is alacsony
maradt. El6szor T16 idépontban tapasztaltunk jelentés renin granulaciot, mind a JGA-
ban, mind a gyljtécsatornaban. A reperfuzidé 24. orajaban a renin termelés egyre
kifejezettebb volt, és egészen a 48. oraig fokozodott. Az aramlasi citometria soran
tapasztalt nemi kiilonbség is lathatdo volt, him 4&llatokban Ilényegesen tobb renin
termel6dott (4 kép) mind a JGA-ban, mind a gyiijtécsatornaban a ndstény allatokhoz

képest, minden idépontban (B kép).
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13. abra: Renin tartalom vizsgalata a juxtaglomerularis apparatusban (JGA) és a gyiijtocsatornaban
(CD) multifoton mikroszképpal him (A) és ndstény (B) allatokban. A JGA-ban és a gy{ijtdcsatornaban
a kontroll csoport nyomokban tartalmazott renin granulumokat, mely mennyiség tovabb csdkkent T2 és T8
iddpontokra. A renin granulacié T16 iddpontra mindkét lokalizacioban novekedett, majd T24 idépontra
tovabb fokozodott és T48 idépontra valt igazan kifejezetté. Ekkora a nemek kozotti kiilonbség is
szembetlinévé valt, himekben jelentGsebb renin termelést lattunk, mint néstényekben. Lépték: 50um. Piros:
70kDa rhodamin dextran (erek); vilagos zold: quinacrin (renin granulumok), autofuoreszcencia; kék:
Hoechst 33342 (sejtmag); nyil: renin granulumok; T2, T8, T16, T24 és T48: reperfuzio 6ta eltelt orak. DT:

disztalis tubulus; PT: proximalis tubulus.
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4.1.5. Renin termelés a gyiijtocsatornaban — multifoton mikroszkop

Megfigyelésiink szerint az iszkémia/reperfuzios karosodast kovetd 48. ordban a
gylijtécsatorna principalis sejtjeiben termelddd renin két iranyba is kivalasztodott (14.
abra): az A képen lathaté granulumok, melyek méretiikben megfelelnek a renin tartalmu
granulumoknak, a kapillarisok kézelében feltételezhetden renin tartalmukat a keringésbe
szecernaltdk. A B képen két principélis sejt lathatd egymassal szemben, melyek az
apikalis membran kozelében tartalmaztak nagy mennyiségii renint és tartalmukat a

tubulus lumene felé tritették.

14. abra: Renin termelés a gyiijtécsatorniaban a szisztémas keringés és a tubulus lumen felé. Az
iszkéma/reperfuzios karosodast kovetéen a gylijtécsatorna principalis sejtejeiben termel6dé renin két
iranyba valasztodott ki: a szisztémas keringésbe (A kép) és a tubulus lumenbe (B kép). Vilagoszold:
quinacrin (renin granulumok), autofuoreszcencia; piros: 70kDa rhodamin dextran (erek); kék: Hoechst
33342 (sejtmag); nyil: renin granulumok kivélasztasa a szisztémas keringésbe; nyilhegy: renin granulumok

kivalasztasa a tubulus lumenbe; pontozott vonal: kapillaris; szaggatott vonal: tubulus lumen.
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4.1.6. Peritubuldris ératmérdk viltozdsa — multifoton mikroszkop

Az ératmérdk vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy kontroll allatokban a kéregben
talalhat6é peritubularis kapillarisok ératmérdiben a két nem kozott nem volt kiilonbség
(himek: 7,2um vs. ndstények: 8,2um) (15. abra). A klip felengedését kovetden (2 min)
azonban kifejezett kiilonbség mutatkozott az ératmérdk alakuldsdban a két nem kozott.
Néstényekben a reperfuizio elsé perceiben jelentOsen gyorsabban teltek fel a kapillarisok,
ami a 10. percig minden idépontban (2 min, 5 min, 6 min, 7 min, 8 min, 9 min, 10 min)
nagyobb ératmérdt jelentett a himekhez képest (himek: 3,2um; 4,6um; 4,6p;, 5,0um;
5,2um; 4,9um; 5,4pum vs. néstények: 5.2um; 5,9um;6,1um; 6,7um; 6,7um; 6,7um;
7,1um). Ezt kdvetden az erek tovabbi tagulasat ndstényekben mar nem tapasztaltuk.
Ennek megfeleléen ndstényekben a kapillaris ératméré nem haladta meg a kontrollban
mért értéket, himekben azonban ez a klip felengedését kovetd 25. percben bekovetkezett
(25 min: 8,1um vs. kontroll: 7,8um). A 15. perctdl a nemi kiillonbség aranya megfordult,
az ezt kovetd idopontokban a himekben mértiink nagyobb ératmérét (himek: 8,1pm,

8,6um vs. néstények: 5,6um, 5,2um; sorrendben).
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15. abra: Peritubuldris ératmérék iszkémia/reperfuzios karosodast kovetéen himekben és
nostényekben. A kontroll allatok ératmér6éi nem mutattak kiilonbséget a két nem kozott. Ugyanakkor
nostényekben 2 min idoponttdl nagyobb ératmérdket mértiink, mint a himeknél. de a 15. perctdl az arany
megfordult és himekben mértiink nagyobb ératméréket. Az adatokat atlag = SEM abrazoltuk. 2-30 min:

reperfuzio ota eltelt percek. T2-T48-ig: a reperfuzio ota eltelt orak.
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4.2. Calcineurin inhibitor nefropatia

4.2.1. Vesefunkcio, testsuly, vérnyomds

A vese funkcionalis allapotanak leirdsara szérum kreatinin szintet mértiink a harom hetes
kezelést kovetden (3. tdblazat). A kontroll allatok szérum kreatinin szintje a fiziologias
tartomanyon beliil maradt, azonban CNI kezelés hatasara ez az érték tobb mint
masfélszeresére ndtt, ami szignifikdns romlast jelentett az allatok vesefunkcidjaban.

Aliskiren egyiittes adasa CNI-kal szignifikansan csokkentette a szérum kreatinin szintet.

Az éllatok testtomege a kiilonbdzd csoportokban nem mutatott szignifikans kiilonbséget,

igy ez nem befolyasolta a kreatinin mérést (3. tablazat).

Meéréseink soran glomerulopatiat egyik csoportban sem figyeltiink meg. A vizelet fehérje
tartalma minden csoportban a mikroalbuminuria hatarain beliil maradt, azaz szamottevé

glomerularis karosodassal nem kellett szamolnunk (3. tablazat).

Ahogy a 3. tablazatban lathatd, nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a kontroll és a
kezelt csoportok vérnyomas értékei kozott, igy ez a szisztémas hatas sem befolyasolta a

nefropatia mértékét.
4.2.2. Calcineurin inhibitor vérszint

A gyogyszeres kezelés eredményességének ellendrzése érdekében CyA és Tac vérszintet
mértiink (3. tablazat). A kontroll csoporthoz viszonyitva, a human céltartomanyt

megkozelitd vérszint értékeket kaptunk mindkét kezelés esetén.

43



DOI:10.14753/SE.2016.1934

3. tablazat: Leiro jellegii paraméterek. Az allatok testtomege nem kiilonbozott szignifikansan a kontroll
és a kezelt csoportokban. A CNI-k vérszintje a human terapias tartomanynak megfelel6 volt. A szérum
kreatinin értékek alapjan 3 hét CNI kezelést kovetden szignifikans romlas kdvetkezett be a vesefunkcidban,
ami csokkenthetd volt az Aliskiren egylittes addsaval. A vizelet fehérje tartalom minden csoportban a
mikroalbuminuria hataran beliil maradt. A farok mandzsettds vérnyomasmérés nem mutatott szignifikans
kiilonbséget a kontroll és a kezelt csoportok vérnyomasa (szisztolés, diasztolés és MAP) kozott. *: p<0,05
vs. kontroll. Alisk: Aliskiren, CNI: calcineurin inhibitor, CyA: Cyclosporin A, MAP: artérias kzépnyomas

(mean arterial pressure), Tac: Tacrolimus.

Kontroll CyA Tac CyA+Alisk  Tac+Alisk
Testsuly (g) 19,2+0,5 19,6+0,7 19,2+0,5 18,6+0,3 18,4+0,3
CNI vérszintek

CyA (ng/ml) - 42,52+1,2 - 20,43+1,1 -

Tac (ng/ml) - - 2,14+0,2 - 1,73+0,2
Szérum kreatinin 10,5426  31,743,6% 33,6+54%  26+13  23.4+17
(pmol/1)

Vizelet fehérje (g/1) 0,30+0,1 0,35£0,1  0,25+0,1 0,30+0,0 0,30+0,0
Vérnyomas
Szisztolés (Hgmm) 1022 * 103?,’? * 10;’5 = 1081435 10i’f *
Diasztolés (Hgmm) 843+26 859+43 835+34 856+32 80,6+£2,6
MAP (Hgmm) 91,0£2,6 93,7+43 89,2+25 93,1+3,3 85,0+4,3

*: p<0,05 vs. kontroll
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4.2.3. Renin tartalom a gyiijtocsatorna principalis sejtjeiben — aramldsi citometria

Aramlasi citometria soran jeloltik az akvaporin 2 pozitiv principalis sejteket, és e
sejtpopulacion beliil vizsgaltuk a renin pozitiv sejtek aranyat (16. abra). Az akvaporin 2
pozitiv sejtek aranya a teljes veseszovethez képest nem valtozott a mérés soran (adatokat
nem abrazoltam). A fizioldgias sooldattal kezelt kontroll csoportban 3,1+0,7% volt a
renin pozitiv sejtek aranya a principalis sejtek kozott, ami a CyA kezelt csoportban tobb
mint kétszeresére, a Tac kezelt csoportban majdnem haromszorosdra emelkedett
(Kontroll: 3,1+£0,7% vs. CyA: 7,7+0,9%; Tac: 11,0+2,0%; p<0,05). Ha a CNI-okat renin
gatloval kombinacidoban adtuk, a kontroll csoporthoz hasonldé eredményt kaptunk

(Kontroll: 3,1+0,7% vs. CyA+Alisk: 3,8+0,8%; TactAlisk: 6,3+0,8%; p= NS).
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16. dbra: Aramlasi citometria: renin pozitiv sejtek aranya a principalis sejtek kozott. A kontroll
allatok principalis sejtjeinek kortilbeliil 3%-a tartalmazott renint. Hirom hetes calcineurin inhibitor kezelés
szignifikans emelkedést eredményezett a renin pozitiv sejtek aranyaban, mely szignifikancia eltiint a
kombinalt kezelést kapott allatoknal. *: p<0,05 vs. kontroll; #: p<0,05 vs. Alisk. Az adatokat atlag + SEM
abrazoltuk. Alisk: Aliskiren; AQP2: akvaporin 2; CyA: Cyclosporin A; Tac: Tacrolimus.

4.2.4. Renin tartalom a gyiijtécsatorna principdlis sejtjeiben — multifoton mikroszkop

A harom hetes gyogyszeres kezelést kovetden multifoton mikroszkopos mérést
végeztiink, hogy megfigyelhessiik a renin tartalméaban és lokalizaciojaban bekdvetkezett

valtozasokat. A 2-4um-es renin granulumok kimutatasara hasznalt, savas granulumokhoz
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kot6doé quinacrin festék felhalmozodasa volt megfigyelheté a JGA teriiletén (17. abra —
A kép). A kontroll allatok gyiijtcsatornajaban alig mutatkozott néhany, a JGA-ban
latottakhoz hasonlé renin szemcse (17. abra— B kép). A CNI kezelésben részesiilt allatok
gylijtdcsatornajaban azonban eltéré képet lattunk. A Tac és CyA kezelt allatok
gyljtécsatorndiban a principalis sejtek bazalis és apikalis membranhoz kozel esd
tertileteit stirin kitoltotték a renin granulumok (17. abra — C és D kép). A kombinalt
kezelésben részesiilt csoportokban azonban a renin szemcsék szdma latvanyosan

lecsokkent, a kontroll csoportéhoz hasonl6 szintre (17. d&bra — E és F kép).

A: Kontroll-JGA @: Tac-CD E: Tac+Alisk-CD' ™=

Vo

D: CyA-CD

PT

/\\

17. abra: Renin tartalom vizsgalata multifoton mikroszképpal. A: Kontroll allatokban a vilagoszold

quinacrin a JGA renin granulumaihoz ko6t6dott. B: A kontroll allatok gyiijtGcsatornaiban néhany renin
szemcse volt megfigyelheté a principalis sejtek apikalis felszinéhez kozel. C-D: A Tac vagy CyA
(sorrendben) kezelt csoportokban 1ényegesen tobb renin szemcse volt 1athatd a principalis sejtekben. E-F:
Renin gatlo kezelés mellett kevesebb renin granulum jelent meg a principalis sejtekben. A fehér nyilak
renin granulumokra mutatnak. Alisk: Aliskiren; CD: gytjt6csatorna; CyA: Cyclosporin A; JGA:
juxtaglomerularis apparatus; PT: proximalis tubulus; Tac: Tacrolimus. Vildgosz6ld: quinacrin (renin

granulumok), autofuoreszcencia; piros: 70kDa rhodamin dextran (erek).
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4.2.5. Plazma renin aktivitas

Meghataroztuk a plazma renin aktivitast annak érdekében, hogy megallapitsuk, vajon a
CNI kezelés hatasara csupan lokalisan vagy akar szisztémasan is megemelkedik a renin
mennyisége (18. abra). A kontroll csoportban 4,8 ng/ml/h volt a renin aktivitas, ami CyA
kezelés hatasara az 6tszordsére, Tac kezelés hatasara a kétszeresére emelkedett (Kontroll:
4,8+1,1 ng/ml/h vs. CyA: 21,5+6,2 ng/ml/h; Tac: 10,8+1,9 ng/ml/h; p<0,05).

Az ismert hatdsmechanizmusnak megfeleléen a szérum renin aktivitas emelkedést
megakadalyozta a CNI-kal kombinéacioban adott Aliskiren (Kontroll: 4,8+1,1 ng/ml/h vs.
CyA+Alisk: 4,2+1,4; TactAlisk: 4,4+1,2; p=NS).
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18. abra: Plazma renin aktivitais meghatarozasa. Harom hét CNI kezelést kovetden szignifikansan
megemelkedett a plazma renin aktivitas, mely renin gatldo kezelés hatasara a kontroll csoporthoz hasonld
értékre csokkent. *: p < 0,05 vs.kontroll, #: p < 0,05 vs. Aliskiren. Alisk: Aliskiren; CyA: Cyclosporin A;
Tac: Tacrolimus.

4.2.6. Peritubularis kapillaris atmérok — multifoton mikroszkop

Multifoton mikroszkoppal iv vivo mértiik a peritubularis kapillarisok atmérdit (19. abra).
A kontroll allatokban ez atlagosan 7,2+0,3um volt. Tacrolimus és CyA kezelés
szignifikans csokkenést okozott a tubulus menti kapillarisok atmérdiben (Kontroll:

7,240,3um vs. CyA: 6,240,0um; Tac: 6,1+0,2um; p<0,05). Aliskiren kezelés
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ellenstlyozta a CNI-ok hatasara kialakuld ératmérd csokkenést (CyA: 6,24+0,0um, Tac:
6,1+0,2um vs. CyA+Alisk: 6,9+0,2um; Tac+Alisk: 7,0+0,2um; p<0,05).

Peritubuliris kapilliris atmérd (pm)
=y

Kontroll CyA Tac CyA+Alisk  TactAlisk

19. dbra: Peritubularis kapillaris atmérok. A CyA-val ¢s Tac-szal kezelt csoportokban szignifikdns
ératmérd csokkenést mértiink a kontroll és CyA+Alisk és TactAlisk csoportokhoz képest. *: p<0,05 vs.
kontroll, #: p<0,05 vs. Alisk. Az adatokat atlag = SEM abrazoltuk. Alisk: Aliskiren; CyA: Cyclosporin A;

Tac: Tacrolimus

4.2.7. Vaszkularis endotelialis novekedési faktor pozitiv sejtek ardanya a principalis
sejtek kozor — multifoton mikroszkdp, dramldsi citometria

Az ératmérdk vizsgalata soran érmalforméciokra lettiink figyelmesek a gytijtécsatornak
kozvetlen kozelében. Néhol jelentdsen besziikiilt, mashol tag ereket figyeltiink meg
turbulens aramlassal (20. abra A és B kép). Hogy a patomechanizmus esetleges ujabb
lépcsdjét felderitsiik, vizsgaltuk a VEGF pozitiv sejtek aranyat a gytijtécsatornak
principalis sejtjei kozott aramlasi citometridval (20. abra, C kép). A principalis sejtek
aranya a teljes veseszOvethez képest nem valtozott a mérés sordn (adatokat nem
abrazoltam). Kontroll allatokban a principalis sejtek 10%-a tartalmazott VEGF-et. Ez az
arany szignifikansan emelkedett a CNI kezelt csoportban (Kontroll: 10,3+0,9% vs. CyA:
19,9+£2,6%; Tac: 16,1+£3,4%; p<0,05). A CNI mellett renin gatlé kezelést is kapott
csoportokban ez az emelkedés elmaradt (Kontroll: 10,3+0,9% vs. CyA+Alisk:
12,140,6%; Tact+Alisk: 9,3+1,7%; p=NS).
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20. abra: Koros VEGF termelés a gyiijtocsatorna principalis sejtjeiben és aranytalan érhalozat
kialakulasa a gyiijtécsatornak kornyezetében. A és B kép: A multifoton mikroszképpal késziilt képeken
a nyilak vazokonstrikciora, az x turbulens aramlasra mutat. Vilagoszold: quinacrin (renin granulumok),
autofuoreszcencia; piros: 70kDa rhodamin dextran (erek). CD: gytijtdcsatorna; PT: proximalis tubulus. C
kép: CyA és Tac kezelést kovetden szignifikans emelkedés kovetkezett be a VEGF pozitiv sejtek aranyaban
a principalis sejtek kozott a kontroll és CyA+Alisk és Tac+Alisk csoportokhoz képest is. *: p<0,05 vs.
kontroll, #: p<0,05 vs. Alisk. Az adatokat atlag = SEM abrazoltuk. Alisk: Aliskiren; AQP2: akvaporin 2;

CyA: Cyclosporin A; Tac: Tacrolimus; VEGF: vaszkularis endotelialis névekedési faktor.
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4.2.8. Kollagén I mRNSexpresszio — RT-PCR

Az intersticialis fibrézis a CNI nefrotoxicitds egyik jellegzetes szovettani elvaltozasa
(Randhawa 1993, Morozumi 2004), melynek egyik markerét, a kollagén mennyiségét
vizsgaltuk. Ezért kollagén I mRNS szintet mértiink a veseszovetben (21. abra). A CyA és
Tac kezelt csoportokban szignifikdns emelkedést tapasztaltunk a kollagén I mRNS
expresszioban a kontroll csoporthoz képest (Kontroll: 1,0; CyA: 1,5; Tac: 1,7; p<0,05).
A direkt renin inhibitor Aliskirennel egyiitt kezelt csoportokban a kontrollokhoz hasonld
mértéki kollagén I mRNS expressziot mértiink (CyA: 1,5, Tac:1,7 vs. CyA+Alisk: 0,7;
Tac+Alisk: 0,6; p=<0,05).

2.0 4

1,0 - I

Kollagén VGAPDH mRNS expresszio
(relativ egység)

A1) T T T T
Kontroll CvA Tac CyA+alisk  TactAlisk

21. abra: Kollagén I mRNS expresszio mérése. CyA és Tac kezelt csoportokban szignifikans emelkedés
tortént a kollagén I mRNS expresszioban a kontroll és az Aliskirennel kombinacioban kezelt csoportokhoz
képest is. *: p<0,05 vs. kontroll; #: p<0,05 vs. Alisk. Az adatokat atlag + SEM abrazoltuk. Alisk: Aliskiren;
CyA: Cyclosporin A; GAPDH: glicerilaldehid-3-foszfat dehidrogenaz; Tac: Tacrolimus.

4.2.9. Kollagén kimutatdas — Masson festés

A kollagén kimutatatdsara alkalmas Masson festéssel a vese egészét érintd szerkezeti
valtozasokat figyeltiik meg. A CNI-ok nefrotoxikus hatisanak és az Aliskiren kezelés
CNI nefropatiaban jelentkezd, védo szerepének vizsgalatara a kollagén kiterjedését és
pontos lokalizaciojat vizsgaltuk (22. abra). A kontroll allatok veséibol késziilt szovettani
metszeteken az arteriolak koriil figyeltiink meg kollagén festddést, azonban intersticialis

fibrézis nyomait nem taldltuk. Harom hetes CNI kezelést kovetden szignifikans
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emelkedést lattunk a kollagén mennyiségében a CyA és Tac csoportban is (Kontroll:
1,0+0,1 Masson pont vs. CyA: 2,6+0,5 Masson pont; Tac: 3,2+1,5 Masson pont; p<0,05).
Vizsgalataink soran feltiint, hogy a szigetszeri fibrotikus plakkok tobbnyire a
gyljtécsatornak kornyezetében helyezkedtek el. Azon csoportokban, ahol Aliskiren
kezelést is alkalmaztunk, a kollagén felhalmozodasa kisebb mértékii volt (Kontroll:
1,0+£0,1 Masson pont vs. CyA+Alisk: 1,3+0,1 Masson pont; Tac+Alisk: 1,0+0,3 Masson
pont; p=NS).
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22. abra: Kollagén kimutatasa Masson festéssel. A: A kontroll csoportban nem volt jele intersticialis
fibrézisnak. B-C: Tac és CyA kezelt csoportokban kollagén szigetek jelentek meg a gyiijtécsatornak
kornyezetében. D-E: Tac+Alisk vagy CyA+Alisk kombinalt kezelés a kontroll csoporthoz hasonlé szdveti
képet eredményezett, kollagén felszaporodas nem volt lathato. F: A diagramon a fibrozis szemikvantitativ
analizisének eredménye lathato. *: p<0,05 vs. kontroll, #: p<0,05 vs. Alisk. Az adatokat atlag + SEM

abrazoltuk. Alisk: Aliskiren; CyA: Cyclosporin A; Tac: Tacrolimus. Fekete: sejtmagok; voros-lila:

sejtplazma, vorosvértestek; kék: kollagén. Fehér nyilak: kollagén szaporulat; & gyiijtécsatorna.
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5. MEGBESZELES

A kronikus vesebetegség vilagszerte milliokat érintd korkép, Magyarorszagon
tobb mint fél milli6 ember szenved kronikus vesebetegségben. A betegség végso
stadiumaban vesepotlo kezelésre van sziikség, melyek koziil a vesetranszplantacid hosszi
tava megoldast és a dializisnél jobb életmindséget jelenthet. A beiiltetett vese optimalis
esetben évekig fizioldgidsan miikodik, azonban az évek multaval egyre nagyobb a
kockézata az allograft diszfunkci6 kialakulasanak, melynek hatterében alloantigén-fiiggd
¢s -fliggetlen folyamatok allhatnak. Jelen tanulmanyunkban a vesetranszplantacidval
minden esetben velejard iszkémia/reperfizié altal okozott valtozasokat, illetve a
transzplantacié utdn nagyon gyakran alkalmazott CNI kezelés nefrotoxikus hatasat
vizsgaltuk, amiket a transzplantalt vese diszfunkciojanak kialakuldsdban szerepet jatszo
alloantigén-fiiggetlen koroki tényezOk kozott tart szdmon a szakirodalom. A két hatds

gyakran egyiittesen éri az atiiltetett vesét.

Az elmult évtizedben keriilt leirdsra, hogy bizonyos koérallapotokban, mint
diabétesz mellitusz vagy magas vérnyomas betegség, illetve magas sotartalma diéta
soran, a gyljtdcsatorna bizonyos sejtjei képesek visszanyerni az embriondlis korra
jellemzd renin termeld kapacitasukat (Csohany et al. 2013; Kang et al. 2008; Prieto-
Carrasquero et al. 2008; Prieto-Carrasquero et al. 2004; Prieto-Carrasquero et al. 2005;
Rohrwasser et al. 1999). Lényeges kiilonbség azonban, hogy ez a tubulus szegmens,
mivel nagyobb renin termeld sejt populdcidval rendelkezik a JGA-hoz képest, jelentdsebb
mennyiségli  lokdlis renin szecernalasara képes. Ennek kovetkeztében a
gylijtécsatornaban termelédé renin a renalis renin-angiotenzin rendszer fokozott
aktivalasan keresztiill fontos szerepldjévé valhat a kronikus allograft diszfunkcio
kialakulasanak (Kang et al. 2008). Elképzelhet6 lenne, hogy a JGA-ban kivalasztott és a
glomerulusban atfiltralodott renin, a tubuluson végig haladva a gytijtécsatorna sejtjeiben
keriil felvételre. Ismert azonban, hogy a proximalis tubulus sejtjeiben a renin
visszavételre keriil, illetve kordbban bizonyitast nyert az a tény, hogy a gytijtécsatorna
principalis sejtjei képesek renin termelésre, amit a kéreg ¢és veldallomany
gylijtdcsatornajaban expresszalddoé renin mRNS jelenléte is tanusit (Prieto-Carrasquero
et al. 2005; Rohrwasser et al. 1999). Mindezek alapjan munkam els6 részében célom volt

a vese iszkémia/reperfuzids karosodds akut modelljén vizsgalni a renin termelést a
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gyljtécsatorna principalis sejtjeiben, kiilonds tekintettel a nemi kiilonbségekre. A PhD
munkam masodik felében pedig CNI nefropatia kialakuldsa soran vizsgaltam a renin
termelddésének nemrégiben leirt 0 lokalizaciojanak jelentdségét, illetve lokalisan

kifejtett hatasat.

Eredményeim alapjan elmondhat6, hogy mind a vese akut iszkémia/reperfiizids
karosodasa soran, nemtdl fiiggetleniil, mind CNI nefropatidban a gyiijtdcsatorna
principalis sejtjeinek renin termelése korosan emelkedett. Ezen megfigyelések
felhivhatjak a figyelmet a renin kulcsszerepére a kronikus allograft diszfunkcid

kialakulasaban.

5.1. A renin feltételezett szerepe renalis allograft diszfunkcio kialakulasaban

Felmeriil a kérdés, hogy mi lehet az a k6zos korfolyamat, ami a gylijtdcsatorna
fokozott renin termeléséhez vezet, illetve mi az a renin altal indukalt patomechanizmus,
amely mindkét modellben a rendlis allograft diszfunkci6 kifejlédésében szerepet jatszhat. A
legelemibb faktor, ami jelen volt mindkét vizsgalati felallasban az iszkémia/hipoxia. Mig a
vese iszkémia/reperfizids karosodasa soran a nyilvanvald iszkémias iddszak, addig CNI
nefropatidban a CNI-k hatdséra kialakuld vérataramlas csokkenés és az azt eredményezd
lokalis hipoxia lehet a renin termelésének egyik indirekt ingere a gyiijtGcsatornaban.
Irodalmi adatok alapjan a renin termelés jelentds emelkedésére magyarazataul szolgéalhat
az a tény, hogy oxigén hidnyaban a mitokondriumban zajl6 citrat ciklus zavart szenved,
igy szukcinat halmozodik fel eldszor a mitokondriumban, majd a citoszolban, végiil kilép
a keringésbe is (Hebert 2004; Peti-Peterdi 2010). A szukcinat, nemrégiben leirt
receptoran keresztiil képes szdmos mestergénnek, igy a reninnek az atirdsat, majd
elvalasztasat serkenteni (Hebert 2004; Peti-Peterdi et al. 2013). Peti-Peterdi és
munkatarsai a vese iszkémidjaval jar6 diabétesz mellitusz allatmodellben irtak le, hogy a
szukcinat receptora a G protein—kapcsolt receptor-91, a JGA granularis sejtjei mellett, a
gyljtécsatorna principalis sejtjeiben is kifejez6dik és ezen keresztiil a hipoxia
kovetkeztében megndvekedett mennyiségli szukcindt jelentdsen fokozza a renin
elvalasztasat, mindkét lokalizacioban (Kang et al. 2008; Peti-Peterdi et al. 2013; Toma et
al. 2008). Ez a fokozott renin termelés a nemrégiben leirt (pro)renin receptoron keresztiil
(Nguyen et al. 2002) az iszkémias karosodast elszenvedett sejtekben rovid tavon tulélési

szignalokat képes beinditani, ugy mint extracellularis szignal-regulalt kindz-1 és -2 és p38
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utvonalakat (Sakoda et al. 2007). Amennyiben a karosodas stilyosabb mértéket 6lt vagy
hosszabb ideig tart, ugyanezen a receptoron keresztiil profibrotikus utvonalak aktivalasa
torténik, leginkdbb a transzformdld ndévekedési faktor 1B szigndlkaszkadjan keresztiil

(Rister and Wolf 2011; Wynn 2008), mely igy a vese hosszu tava karosodasahoz vezet.

Vajon, mi lehet a magyardzata a vese fokozott renin termelésének kiilonb6zd stressz
helyzetekben? Lehetséges magyarazatként szolgalhat, hogy a legdsibb valaszreakciod
elevenedik fel gjra e koriilmények kozott, azaz az embrionalis korban az egészséges vese
fejlédéséhez kulcsfontossagi fokozott renin termelés, az érett vesét érd kiilonbozod
karosodasok helyredllitisaban is a t0lélés zaloga lehet. A koros mértékii renin
termelésnek, illetve a feltételezhetéen annak kovetkezményeként is kialakuld fibrozisnak
akar protektiv szerepe is elképzelhetd, melynek eredeti feladata a vesét érd karos ingerek
hatasara kialakuld védelmi rendszer lenne (Kaissling et al. 2013). Amennyiben a stressz
tartosan all fenn, e véd6 funkciok tartds valaszukkal a vese szovet nagyobb mértéki

fibrotikus atalakuldsédhoz, igy a vese diszfunkcidjdhoz vezethetnek.

5.2. Iszkémia/reperfuzios graft karosodas

Az irodalomban szamos bizonyiték all rendelkezésre, miszerint a renin-
angiotenzin rendszer aktivacidjanak meghatdroz6 szerepe van az iszkémia/reperfiizids
karosodas talajan 1étrej6vé kronikus allograft nefropatia progresszidjaban (Efrati et al.
2012; Fouad et al. 2010; Lutz et al. 2006). A JGA renin termelése és elvalasztasa
jelentésen fokozodik kronikus iszkémidt elszenvedd vesében, azonban kozvetleniil
gatolva a megnovekedett mennyiségli renint, hatékonyan csokkenthetd a fibrozis, illetve
a sejtek apoptdzisa (Hammad et al. 2013; Sun et al. 2012; Wang et al. 2013). Ugyan t6bb
tanulmany is foglakozik a vese iszkémiajat kovetd hossza tavi renin termeléssel (Siddiqi
et al. 2009; Sun et al. 2012; Tokuyama et al. 2002), azonban az iszkémiat kozvetleniil
kovetd idoszakrol nem all rendelkezésiinkre adat, ezen feliil az akut iszkémias
vesekarosodas soran alig ismert a renin szerepe, az erre vonatkoz6 nemi kiilonbségekrol
pedig kivaltképpen hianyos a tudasunk. Mivel mara ismertté valt, hogy a gyljtocsatorna
principalis sejtjei is képesek a renin szecernalasara (Kang et al. 2008; Prieto-Carrasquero

et al. 2004), célunk volt a vese iszkémia/reperfuzios karosodas akut modelljén vizsgalni
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a renin elvalasztasat a gylijtécsatorna principalis sejtjeiben, kiillonds tekintettel a nemi

kiilonbségekre.

Vizsgalatainkbol kideriil, hogy 50 perces, egy oldali iszkémiat kovetden
jelentds, akut valtozas torténik nem csak a mar jol ismert JGA-ban (Weber et al. 1975),
de a gytijtécsatornaban is, mely lokalizaciot a korabbi iszkémia/reperfizids karosodasrol

sz616 tanulmanyok nem vizsgaltak.

5.2.1. Renin termelés idobeli valtozdsa istkémia/reperfiizios vese kdarosodds esetén

Mind az aramlasi citometriai mérések soran, mind multifoton mikroszképpal latott
eredményeink azt mutatjak, hogy a reperfuzié elsé éraiban a hormontermelés jelentdsen
csokken a gytiijtdcsatorna principalis sejtjeiben. A reperfuzié masodik és nyolcadik
or4jaban tapasztalt renin szint cs6kkenés hatterében feltételezésiink szerint az allhat, hogy
a hiperakut fazisban a renin granulumok hirtelen kitiriilnek, majd ezt kovetéen, mivel a
karosodas hatdsara a sejt energiaraktarai jelentésen csokkennek és a fehérjeszintézis
atmenetileg korlatozott, nincs megfeleld6 hormontermelés, ami a hidnyt potolna (Mackins
et al. 2006). Feltételezziik, hogy T16 idépontra a sejt energiahaztartasa regeneralodik, és
lehetdség van a talélésért felelés utvonalak beinditdsara. Az ezt kovetd jelentds
mennyiségli renin termelés hatterében a mar korabban emlitett Osszefiiggés allhat,
miszerint a hipoxia hatasara fokozottan termelddé szukcinat, sajat receptoran keresztiil
serkenti a renin képzddését a gyljtGcsatornaban (Hebert 2004; Peti-Peterdi 2010).
Korabban mar leirtdk, hogy a szervek korlatozott vérellatasa, vagyis lokalis iszkémidja a
szukcinat felszaporodasahoz és azt kovetd emelkedett renin elvalasztashoz vezet (He et
al. 2004). A megnovekedett mennyiségii renin pedig szintén sajat receptoran keresztiil a

fibrézis iranyaba hato jelatviteli Gtvonalakat aktival (1d. Bevezetés).

5.2.2. Nemi kiilonbségek a renin termelésében

Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy jelentds nemi kiilonbség all fenn a renin-
angiotenzin rendszer miikddésében és szabalyozasaban (Komukai et al. 2010). Himekben
sokkal hangstlyosabb a renin-angiotenzin rendszer aktivitdsa a vesében ndstényekhez
képest, amit alatdmaszt az a megéllapitas miszerint az androgén hormonok emelik a
plazma renin aktivitast, illetve a renin mRNS expressziojat a vesében, mig az 6sztrogének

csokkentik azokat (Chen et al. 1992). Emellett a tesztoszteronrél ismert, hogy ndveli az
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angiotenzin konvertdld enzim aktivitdsat, mig az Osztrogének gatoljadk az angiotenzin
konvertdld enzim milkodését, csokkentik az angiotenzin 1-es tipusii receptoranak
denzitasat és az aldoszteron termelést, ezzel egy idoben pedig emelik az angiotenzin 1-7
szintjét. Ezen feliil a progeszteron verseng az aldoszteronnal a mineralokoritkoid
receptorért (Komukai et al. 2010). E megallapitasokkal egybehangz6 eredményt
tapasztaltunk mi is vizsgalataink soran. Mar a kontroll csoportban lathatd volt, hogy
himekben a fiziologias renin termelés fokozottabb, mint ndstényekben. Jollehet T16
1idépontban mindkét nemben figyelemre méltd emelkedést lattunk a renin tartalomban az
el6z0 idépontokhoz képest, a valtozds dinamikaja kiillonbozott a két nemben.
Nostényekben a novekedés hamarabb kovetkezett be, azonban a reperfiizié masodik
napjaig mar nem tortént valtozds. Ehhez képest himekben a valtozds lassabb és
elhtizoédobb volt, a renin termelés csak a masodik napra (T48) érte el maximumat.
Himekben a kontroll csoporthoz képest ardnyaiban hasonloan alakult a renin termelés
néstényekhez képest, abszolut értékben azonban szignifikansan tobb renin termelddott a
gyljtécsatorndban (12. 4abra). Tehdt a himek nem csak fiziologids allapotban
rendelkeznek nagyobb renin tartalékkal a néstényekhez képest, de az
iszkémia/reperfizios karosodas hatasara nagyobb mennyiség termelddik. Ezek alapjan
feltételezziik, hogy mig himekben kozponti szerepld lehet, ndstényekben nem a renin-
angiotenzin rendszer Utvonal els@sorban az, ami a vese iszkémia/reperfuzios kdrosodasra

adott valaszaban alapvetd szerepet jatszik.

5.2.3. Nemi kiilonbségek a peritubularis ératmérok valtozdasaban

Jol ismert tény, hogy a nem az iszkémiat koveté vesefunkciot is igen
nagymértékben befolyasolja (Miiller et al. 2002). Laboratoriumunkban korabban
kimutattak, hogy az artéria renalis nagyfoku vazokonstrikcidja figyelheté meg iszkémiat
kovetden him, Wistar patkanyokban (Miiller et al. 2002). Nostényekben az artéria renalis
atmérdje korabban visszanyerte eredeti méretét és a vérataramlas is hamarabb
rendezddott a himekhez képest (Miiller et al. 2002). Munkank soran hasonl6 eredményt
lattunk, azonban a korabbi vizsgalatokkal ellentétben nem az artéria renalis atmérdjét és
vérataramlasat mértiik, hanem in vivo koriilmények kozott a vese kéreg peritubularis
kapillarisait, aminek koszonhetéen Iényegesen pontosabb képet kaptunk a vese

vérellatasarol. Kontroll allatokban nem talaltunk kiilonbséget a nemek kozott a
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kapillarisok ératméréiben. Az iszkémiat kovetd reperfuzio elsé két percében azonbabn a
peritubularis kapillarisok nagyobb mértékben telédtek vissza ndstényekben, vagyis
ennyivel is rovidebb az iszkémia idGtartalma a himekhez képest, ugyanakkor a néstények
ératmérdi a megfigyelés késobbi idopontjaiban sem 1€pték at a kiindulasi értékeket. Ezzel
szemben, himeknél a kapillarisok visszatelddése sokkal lassabban tortént meg. Az eredeti
diaméter elérése csak a 25. percben kovetkezett be és a ndstényeknél tapasztaltakkal
ellentétben az értékek a vizsgalat folyaman mindvégig emelkedd tendenciat kovetettek
egészen a T24 idopontig. Fontos megjegyezni, hogy az ereknek ez a talzott tagulata
sulyosabb reperfuzids karosodasért lehet felelds, ahogyan azt a szovettani kiértékelés
soran is lattuk. Ugy tiinik, a néstények egyfajta relativ védelemben részesiilnek a vese
iszkémia/reperfuzios karosodasa soran: nem csak a kapillarisok iszkémiat koveto
gyorsabb ujratelédésnek, de a tulzott vazodilaticid kivédésének is kdszonhetden, a
reperfuzios karosodds is nagyobb mértékben megeldzhets. Osszességében tehat
néstényekben 1ényegesen kiegyensulyozottabb értonus szabalyozas jellemz6, himekhez
képest (15. abra). Eredményeink Gsszecsengenek az irodalmi adatokkal, az intrarenalis
renin-angiotenzin rendszer fokozottabb aktivitasa himekben, mig a renin-angiotenzin
rendszer szereploinek kisebb mértéki jelenléte ndstényekben, részben magyarazatul
szolgalhat a vese iszkémia/reperfiizids karosodasara adott nemi kiilonbségekre (Maric-

Bilkan and Manigrasso 2012).

5.2.4. Renin gatlas feltételezett szerepe iszkémia/reperfuzios vesekdarosoddasban

Irodalmi, illetve sajat eredményeink is alatdmasztjak a renin-angiotenzin
rendszer jelentOs szerepét iszkémia/reperfizios vesekarosodas kialakulasaban (Altunoluk
et al. 2006; Efrati et al. 2012; Fouad et al. 2010; Lutz et al. 2006). Szamos vizsgalat
foglalkozott a renin-angiotenzin rendszer gatlok alkalmazasanak kovetkezményeivel
iszkémia/reperfiizids vesekarosodasban. E vizsgalatok kimutattdk, hogy angiotenzin
konvertalo enzim gatlok és angiotenzin receptor blokkolok csokkentik szamos mediator
(interleukin-1, interleukin-6, tumor nekrozis faktor a, transzformald novekedési faktor )
szintjét, javitjdk a vese funkciot és mérséklik az iszkémia/reperfiizios vesekarosodas
kovetkeztében kialakuld gyulladast és fibrozist (Barrilli et al. 2004; Efrati et al. 2012;
Fouad et al. 2010; Habibey et al. 2008; Lukitsch et al. 2012; Molinas et al. 2009). lgaz,

hatékonysaguk korlatozott, ugyanis az angiotenzin konvertdlé enzim gatlok és
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angiotenzin receptor blokkolok alkalmazasakor a renin szint kompenzatdrikusan
megemelkedik, ez viszont csokkenti az alkalmazott gyogyszerek védéhatasat (Hollenberg
2010). Egyes tanulmanyok kimutattak, hogy a direkt renin gatlo enalkiren kifejezettebb
vazodilataciot okoz vesében, az angiotenzin konvertald enzim gatlo captoprilhez képest
(Cordero et al. 1991, Fisher et al. 1994). Emellett ismert a direkt renin gatlas protektiv
szerepe az agy €s szivizom iszkémia/reperfuziés modelljében (Schmerbach et al. 2010;
Shi et al. 2011). A vese kronikus iszkémia/reperfizios modelljében is bebizonyosodott a
direkt renin gatlo Aliskiren védé hatasa (Sun et al. 2012). Jelen tanulmanyunk bizonyitja,
hogy a renin az akut iszkémia/reperfuzios vesekarosodas soran is felhalmozodik, nem
csak a JGA-ban, hanem a gyijtécsatorna principalis sejtjeiben is. Mindezek alapjan
feltételezziik, hogy a renin direkt gétldsaval hatékonyan csokkenthetd lenne az akut
iszkémia/reperfiizids vesekarosodds. Ezen feltételezésiinket aldtdmasztja az irodalomban
a kozelmultban megjelent két vizsgalat, melyek bizonyitottak akut iszkémia/reperfuzios
patkanymodellben az Aliskiren protektiv szerepét (Hammad et al. 2013; Wang et al.
2013). Az els6 vizsgalat az iszkémia/reperfuzios karosodas szovettani kovetkezményeit
irta le és arr6l szamolt be, hogy Aliskiren hatasara csokkent a leukocita infiltracid és az
apoptotikus sejtek szama. Ezzel egyiitt az oxidativ stressz okozta szuperoxid-dizmutaz és
glutation szint csokkenését is kivédte a renin direkt gatladsa. Ennek megfeleléen pedig a
vese funkcioban (vér karbamid-nitrogén, szérum kreatinin) is javulds mutatkozott
Aliskiren kezelést kovetden (Wang et al. 2013). A masik vizsgalat a vese hemodinamikaja
fehérje a neutrofil zselatinaz-kapcsolt lipocalin, mely az akut vesekarosodas egyik fontos
markere, a masik a fibrogenetikus tulajdonsagokkal rendelkezé plazminogén aktivator
gatlo-1, melynek szintje szintén megemelkedik iszkémia/reperfuzids karosodasban. A
direkt renin gatlas javitotta a vese vérataramlasat és tubularis miikodését és csokkentette
ki, hogy id6ben és lokalizdcioban hogyan valtozik a renin termelés a vesében
iszkémia/reperfuzios karosodds soran, vagy arra, hogyan alakul renin gétlas (Aliskiren
kezelés) hatasara. Osszességében azonban ezen eredmények is alatdmasztjik a renin

meghatarozo szerepét iszkémia/reperfizios karosodéasban.

Osszefoglaldsként elmondhatd, hogy munkank sordn leirtuk a vese

1szkémia/reperfuzios karosoddsanak akut modelljében a renin vélasz meglétét a JGA
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mellett a gylijtdcsatorndban is. Ez a valasz kifejezettebb himekben, mint ndstényekben.
A renin-angiotenzin rendszer eltéré szabalyozasa a két nemben iszkémia/reperfuzios
vesekarosodas soran, magyarazatul szolgalhat a himekre jellemzdbb ingadozo értonus
szabalyozasra. Ezzel szemben a ndstények igen kiegyensulyozott renin-angiotenzin
rendszer regulacioval és stabilabb ératmérdkkel rendelkeznek a vese kéregben.
Eredményeinkre tamaszkodva feltételezziik, hogy a renin kozvetleniil is szerepet jatszhat
az iszkémia/reperfizids vesekarosodas révidebb és hosszabb tava kovetkezményeinek
kialakulasdban. Ennek hatterében a megndvekedett renin elvalasztas allhat, amely mind
az angiotenzin ll-t, mind sajat (pro)renin receptorat aktivalva a folyamat kozponti
szerepldje lehet. A renin gatlasa terapids lehetdségként meriilhet fel az
iszkémia/reperfiizidés vesekarosodds mind akut, mind kronikus kovetkezményeinek

csokkentésében.

5.3. Calcineurin inhibitor nefropatia

A veseatiiltetést koveto terapia elengedhetetlen része az immunszuppressziv szerek
hasznalata, melyek koziil a CNI-k gyakran alkalmazott gyogyszerek. A CNI-k az egy
éves grafttilélést jelentdsen javitjak, &m hossza tdvon nefrotoxikus mellékhatdsuk miatt
jelentésen hozzédjarulnak a kronikus allograft diszfunkcié kialakuldsahoz. A CNI
nefrotoxicitas hatterében meghtizodo patomechanizmus nem teljesen ismert. A CNI-k
okozta nefrotoxicitas kialakuldsaban szdmos komponens vesz részt (Id. Bevezetés
1.2.1.3.), melyek koziil mi a renin-angiotenzin rendszer miikodésének jelentOségét
vizsgaltuk.

Vizsgalataink soran leirtuk, hogy a direkt renin gatld Aliskiren jotékony hatasit CNI
nefrotoxicitdsban. Ismert, hogy a renin csdkkenti a vese vérataramlasat, a megnovekedett
renin-angiotenzin rendszer aktivitas, illetve fokozott angiotenzin Il képzddésen keresztiil,
azonban termelddését CNI nefrotoxicitasban mindeddig csak a JGA-ban vizsgaltak.
Eredményeink azt mutatjadk, hogy CNI kezelést kovetéen a gyiijtécsatorndban is
fokozodik a renin termelés és ezzel parhuzamosan csokken a peritubuléris kapillarisok
ératmérdje. Eredményeink felvetik, hogy a kdvetkezményesen csokkent vérataramlasra
¢és hipoxiara a principalis sejtek koros VEGF expresszioval valaszolhatnak. Ennek

kovetkezményekeént a gylijtdcsatornak kornyezetében aranytalan érndvekedést és
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intersticialis fibrozis megjelenését tapasztaltuk. A direkt renin gatlo Aliskirennel torténd
kezelés csokkentette a karos hatdsokkal jar6 VEGF termelddést, illetve a koros
érijdonképzidést €s fibrozist.

Kisérleteink soran, az allatokon ugyan nem végeztiink szerv transzplantaciot,
azonban a veseatiiltetést kdvetd immunszuppressziv gyogyszerek dozisanak megfeleld
kezelésben részesiiltek. Tehat nem modelleztiink teljes mértékben transzplanticios
helyzetet, viszont igy el tudtuk keriilni, hogy a vesét mas — a transzplanticid soran
eléforduld — karosodas érje és ennek koszonhetden mas befolyasold tényezo nélkiil tudtuk

vizsgélni a CNI-k nefrotoxikus hatasat.

5.3.1. Renin termelés a gyvijtocsatornaban CNI nefropdtia kialakuldsa sordn

Az irodalombdl jol ismert, hogy a CNI-k fokozzdk a JGA renin termelését és
elvalasztasat (Bennett et al. 1996; Remuzzi et al. 2008; Wolf 2006). A granularis
sejtekben kifejezddo kiilonbozo calcineurin izoformak, magyardzatul szolgalhatnak arra,
hogy miért reagalnak ilyen érzékenyen CNI kezelésre a juxtaglomerularis sejtek.
Cyclosporin A kezelést kovetden szignifikdnsan emelkedett renin elvalasztds mutathatd
ki a JGA-ban in vitro kisérletekben (Ryffel et al. 1994). Hasonl6 eredményeket irtak le
széles korben végzett allatkisérletek soran, in vivo koriilmények kozott is: CNI kezelését
kovetden a renin termeld granularis sejtek hipertofidja és emelkedett plazma renin
aktivitas figyelhet6 meg patkanyokban (Andoh and Bennett 1998; Lee 1997; Ryffel et al.
1994; Young et al. 1995). Tovabba, CNI terapiaban részesiilé betegekben vese érintettség
nélkiil is (sziv €és m4j transzplantéaltak) emelkedett plazma renin aktivitasrol szamoltak be
(Julien et al. 1993). Fontos azonban megjegyezni, hogy minden eddigi tanulmany a CNI-
k JGA renin termeld sejtjeire kifejtett hatasara fokuszalt és egyik sem vizsgalta a szérum
renin aktivitds novekedésének mas potencialis forrasat. Jollehet, a CNI-k hatasa a

gylijtécsatorna szegmensre jol ismert (Gooch et al. 2006; Rinschen et al. 2011).

Meéréseink sordn az intrarenalis renin pontos lokalizaciéjanak és mennyiségének
meghatarozasara egy in vivo képalkotdé modszert kombinaltunk aramlasi citometriaval.
Ezen metodikak segitségével a JGA-n kivill egy masik intrarenalis lokalizacioban, a
gyljtdcsatornaban is sikeriilt kimutatnunk jelentés mennyiségii renint CNI nefropatia
kialakuldsa soran. Vizsgalataink soran mar harom hét CNI kezelés utdn héarom-

négyszeres emelkedést mértiink a renin pozitiv principalis sejtek aranyaban. Mivel nem
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tapasztaltunk glomerulopatiat egyik csoportban sem, valdsziniitlennek tartjuk, hogy
kéros mennyiségli renin filtralodott volna at a glomeruluson, mely a gytijtdcsatorna
sejtjeibe keriilt volna felvételre. Kimutattuk tovabba, hogy a renin granulumok a
principalis sejtekben mind az apikalis, mind a bazalis membran kozelében
megtaldlhatoak, ami aladtdmasztja, hogy a gytijtécsatorna renin termelése lokalis és
szisztémas hatasokért is felelds lehet. A gytlijtdcsatornaban talalhatd (P)RR, epitelialis
Na* csatorna (Peti-Peterdi et al. 2002) és az angiotenzin Il 1-es tipusu receptoranak
(Prieto-Carrasquero et al. 2009) aktivaciojan keresztiil a renin lokalisan a tubulusban, mig
a keringésbe keriilve szisztémasan fejti ki hatasat (Kurtz 2011). Ez utdbbit a mi
eredményeink is alatamasztjak, hiszen 0sszhangban az irodalmi adatokkal, a CNI-vel
kezelt csoportokban mi is emelkedett plazma renin aktivitast mértiink. Ugyanakkor a
CNI-k az altalunk hasznalt dozisban 3 hét kezelés utan sem befolyéasoltdk az allatok

vérnyomasat.
5.3.2. Lokalis hipoxia kialakuldsa CNI nefropdtiaban

A CNI-ok csokkentik a vese vérataramlasat, ami tovabb fokozza a renin
elvalasztast, ezzel rontva a CNI nefropatia progresszidjat. A hemodinamikai egyensuly
felboruldsdhoz azonban szamos mas faktor is hozzajarul a CNI nefropatia kialakulasa
soran, ahogy a Bevezetésben is emlitettiik (Id. Bevezetés 1.2.1.3.). Az emlitett parakrin
faktorok és jelatviteli utvonalak vizsgalatan tul csak egy tanulmany ismert, mely egy
mikropunkciés technika segitségével kifejezetten az afferens és efferens arteriolak
valtozasait irta le, kozvetleniil CyA infuziot kovetéen (Barros et al. 1987). lgaz, a
mikropunkcios technika invaziv mivolta aggalyokat vethet fel a glomerularis
hemodinamika épségét illetéen. Ezért mi egy minimalisan invaziv in vivo képalkotd
modszert alkalmaztunk, aminek kdszonhetden intakt vesében tudtuk megjeleniteni az
intrarendlis renin tartalmat €s a peritubuléris érhalozat valtozasait CNI nefropatidban. A
peritubuléris kapillarisok ératmérdi szignifikans csokkenést mutattak harom hetes CNI
kezelést kovetden. A Hagen-Poiseuille torvényt alkalmazva kiszdmolhato, hogy az
altalunk mért ératmérd csokkenés az aramlas sebességét 50%-kal csokkenti a
kapillarisokban (amennyiben minden csoportban egyforma artérids kozépnyomast €s
centralis vénas nyomast feltételeziink). A sziikiilt kapillarisok mellett azonban helyenként

jelentdsen tagult érszakaszokat is megfigyeltiink, mely szakaszokon az &ramlés
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turbulenssé¢ valt. Ezen ardnytalan érhalézat kialakulasaban a VEGF kulcsszerepét
feltételeztiik. Ennek megfeleléen aramlasi citometriaval szignifikdns emelkedést mértiink
a VEGF pozitiv principalis sejtek ardnyaban, a gyljtdcsatorna principalis sejtjeiben

harom hét CNI kezelést kovetden.

5.3.3. Koros VEGF termelés CNI nefropatiaban

A VEGEF egy jelatviteli fehérje, mely a trombocita eredetii névekedési faktorok
csaladjaba tartozik. Epitél sejtek, miocitdk és makrofagok, a vesében elsdsorban a
glomerularis epitél sejtek és a gyiijtécsatorna principalis sejtjei termelik. Feladata az
embrionalis vaszkulogenezis mellett a sériilések utani érujdonképzés, érelzarodasok utani
kollateralis képzés vagy a fejlédo izmok angiogenezise. Specifikus receptorain, a VEGF
receptor 1-en és VEGF receptor 2-n kotddik az endotél sejtekhez (Ferrara et al. 1991).
Receptoraihoz kotédve az endotél fenesztraltsagat és az érpermedbilitast ndveli, valamint
fiziologias érujdonképzodésben vesz részt (Folkman and Shing 1992). A tumor
novekedés és hipoxia soran fellépd patologids érképzddés is Osszefliggésbe hozhato a
VEGF-ral (Folkman 1995). A VEGF termelés és a CNI nefrotoxicitas illetve kronikus
allograft nefropatia kapcsolatarél ellentmondésos az irodalom. Human vese tumoros
sejtvonalakon CyA kezelés novelte a VEGF mRNS expressziot és a tumor sejtek
novekedését (Basu et al. 2008). Egy masik munkacsoport kimutatta, hogy a VEGF és a
VEGF receptor 1 expresszio emelkedik kronikus allograft nefropatia soran, patkany
modellen (Malmstrom et al. 2008). Ugyanakkor 1éteznek vizsgalatok, melyek patkany
modellen CyA ¢és Tac kezelés hatasara sem mértek valtozdst a VEGF mRNS
expresszioban (Lloberas et al. 2008). Masok CyA kezelésben részesiild
vesetranszplantaltak biopszids mintdin vizsgaltdk a tubularis és intersticidlis VEGF
szintet, melyet emelkedettnek talaltak. Vizsgalataikbol azt a kovetkeztetést vontak le,
hogy rovid tavon a VEGF protektiv a graftra nézve, de hosszu tavon, korai intersticialis
fibrézis indukcioja miatt, rontja a grafttalélést (Ozdemir et al. 2005). Kisérleteink soran
harom hét CNI kezelést kovetden szignifikdns emelkedést mértiink a VEGF pozitiv
principalis sejtek ardnyaban a kontroll csoporthoz képest is. Kapcsolatot feltételeziink a
CNI kezelést kdvetden a gylijtdcsatorna principalis sejtjeiben tapasztalt, fokozodott renin
¢s VEGF termelddés kozott. Vélhetden a principalis sejtekbdl a gylijtdesatorna lumenébe

kivalaszt6do renin hatasara fokozodik a lokalis angiotenzin II képzdédés, ami 1-es tipusu
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receptoran keresztiil serkenti a principalis sejtek VEGF termelését (Madsen et al. 2010),
ezt tdmasztja ald az az eredményiink is, miszerint a renin inhibitor kezelés kivédte a

VEGTF fokozott termelddését.

5.3.4. Lokalis hipoxia hatasara kialakulo fibrozis

Lehetségesnek tartjuk, hogy a gylijtdcsatorna principalis sejtjeiben koros
mennyiségben taltermel6dé VEGF hozzajarul a gytijtéesatorna kornyezetében kialakulod
patologias érhalozathoz, ami tovabb ronthatja a mar egyébként is csokkent lokalis
vérataramlast, tovabb sulyosbitva a lokalis hipoxiat. Feltételezziik, hogy ebben az
oxigénszegény kornyezetben megemelkedik a hipoxia indukalt faktor loa szintje és
aktivalodik a transzformald novekedési faktor B jelatviteli ut, melyek hozzajarulhatnak a
fibrozis kialakulasahoz (Basu et al. 2011; Lee et al. 2008). Vizsgalataink soran
szignifikansan emelkedett kollagén I mRNS expressziot talaltunk a Tac és CyA kezelt
csoportokban a kontroll csoporthoz képest. Masson festett metszeteinken pedig fokozott
kollagén festddést lattunk a CNI kezelt csoportokban. Vizsgalataink soran arra lettiink
figyelmesek, hogy az immunszuppresszansok hatasara megjelend fibrotikus szigetek
foként a gyijtocsatornak kornyezetében jelentkeztek. Ez a jelenség alatamasztja a
lokalisan megemelkedett VEGF — lokalis hipoxia — fibrozis tengely mechanizmusanak

jelentdségét.

A lokalis hipoxia és fibrozis kozotti kapcsolatban ezzel parhuzamosan maga a
renin kozvetleniil is szerepet jatszhat. A CNI-k hatasara csokken a vese vérataramlasa,
azaz lokalis hipoxia alakul ki, ahogy az a Bevezetdben is részletezésre keriilt, fokozza a
szukcinat termelést, mely sajat receptoran keresztiil serkenti a renin termelést a
gylijtdcsatorndban. A megemelkedett mennyiségli renin pedig a gylijtdcsatornaban
talalhatd (pro)renin receptoron keresztiil fibrozis kialakuldsdhoz vezetd jelatviteli
utvonalakat aktival. A renin-angiotenzin rendszer tilmiikodés kozvetlen profibrotikus
szerepére utalhat, hogy a kollagén I mRNS expresszidjanak fokozddasat, illetve a

szovettani metszeteken latott kollagén felhalmozodast is mérsékelte az Aliskiren kezelés.

5.3.5. Direkt renin inhibitor jotékony hatasa CNI nefropdtiaban

Korabbi vizsgalatokbol mar ismert, hogy az angiotenzin II ellentétesen

szabalyozza a renin termelést a gyiijtdcsatorndban a JGA-hoz képest. Mig a negativ
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visszacsatolasnak koszonhetéen az angiotenzin II hatdsara a JGA-ban csokken a renin
termelés (Schnermann and Briggs 2008), addig a gytjtécsatorna principalis sejtjeiben
fokozodik (Prieto-Carrasquero et al. 2004). Egy masik munkacsoport angiotenzin 1-es
tipusu receptoranak gatlasat kovetden csOkkent renin termelddést irt le a
gyljtécsatornaban (Kang et al. 2008). A mi eredményeink is alatamasztjak, hogy a
gylijtécsatornaban torténd renin-angiotenzin rendszer gatlas jotékony hatasu. A direkt
renin gatld Aliskiren csokkentette a renin tartalmat a gytijtécsatorna principalis sejtjeiben.
Korabban leirtdk, hogy izotoppal jelzett Aliskiren a disztalis tubulusokban és a
gylijtécsatornakban dusul, illetve felvételre kertiil a tubulus sejtekbe (Feldman et al. 2013),
ezért lokélisan is képes lehet gatolni a renin termel6dését a gyiijtécsatorndban. gy a renin
enzimatikus gatldsa nem csak szisztémdasan csokkenti az angiotenzin II szintjét, de a
tubulusok lumenében is alacsonyabb angiotenzin Il szintet eredményez, és igy csokken a
renin lokalis szintézise a gyljtécsatorna principalis sejtjeiben, mivel elmarad az
angiotenzin II serkentd hatasa a renin termelésre (Kang et al. 2008). Igen szegényes az
irodalom az Aliskiren CNI nefropatiaban bet6ltott jotékony hatasat illetéen. Az egyik
idevonatkoz6 tanulmanyban CyA-val kezelt hipertenziv egerek vér (tumor nekrdzis
faktor-alpha ¢és interlekin-6) és vizelet vizsgalatat (vér karbamid-nitrogén, szérum
kreatinin, karbamid és karbamidsav) végezték el (Saraswat et al. 2014), mig egy masikban
Tac-szal indukalt nefropatidban egész vese mintdkon vizsgaltdk az Aliskiren jotékony
hatasat az oxidativ stresszre vonatkozoan (Al-Harbi et al. 2014). Egyik munkacsoport
sem vizsgalta azonban a renin eredetét vagy adott magyarazatot a kialakul6d vaszkularis
elvaltozasokra. Munkank soran leirtuk, hogy a CNI nefropatia is azon korképek kozé
tartozik, melyekben a gylijtdcsatorna sejtek visszanyerik renin termeld képességiiket,
illetve tapasztalataink szerint az Aliskiren csokkentette a renin pozitiv principalis sejtek
aranyat a gyljtcsatorna principalis sejtjeiben. Emellett azt is lattuk, hogy a CNI-k
hatasara megemelkedett szérum renin aktivitdst csokkentette, illetve a csokkent
vérataramlast szintén javitotta az Aliskiren. Tovabba kimutattuk, hogy a CNI kezelés
mellé adott Aliskiren csokkentette az el6z6leg megemelkedett VEGF tartalmt principalis
sejtek aranyat, és fiziologiasabb kapillaris halozat kialakuldsat eredményezte. Mivel
ismert, hogy az angiotenzin Il 1-es tipust receptoran keresztiil ndveli a VEGF termelést,

kiilonés hangsullyal a gytijtécsatornaban (Gruden et al. 1999; Madsen et al. 2010),
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feltételezziik, hogy a mi modelliinkben az Aliskiren elsdsorban ezt a jelatviteli utvonalat

gatolhatja.

Az Aliskirennel kezelt allatokban kimutathato 1ényegesen jobb vesefunkcio és csokkent
kollagén I expresszio tovabb erdsiti a renin — angiotenzin Il — VEGF tengely jelentéségét
CNI nefropatia kialakuldsaban. Emellett feltételezziik, hogy mivel az Aliskiren
kezelésnek koszonhetéen csokken a renin tartalom a gylijtécsatorndban, elmarad a
(pro)renin receptor és ezen keresztiil a profibrotikus utvonalak aktivalasa, mely jotékony

hatést a fibrozis kialakuldsara iranyul6 vizsgélataink is alatdmasztanak (23. dbra).

CNI kezelés

l HIPOXIA

®gyt’jjt6csatorna renin 1

[/ 1\

angiotenzin || eratmero 1 (P)RR

l HIPOXIA l
@ Gr | ¥ TGrg |
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23. abra: Calcineurin inhibitor kezelés hatasara kialakulé vese karosodas lehetséges titvonalai. A CNI
kezelés hatasara ismerten kialakuld vérataramlas csokkenés a vesében lokalis hipoxiat eredményez, aminek
kovetkezményeként fokozodik a renin termelés, tobbek kozott a gylijtdcsatornaban is. A renin fokozza az
angoitenzin II képzddését, mely kozvetleniil is, illetve koros VEGF termelésen keresztiil is fibrozis
kialakulasahoz vezethet. A VEGF koros termelddése részben a megndvekedett mennyiségli renin
kovetkezményeként kialakuld hipoxia hatasara is bekovetkezhet. Végiil, a renin sajat receptoran keresztiil
is kozre jatszhat a CNI-k okozta vesekarosodas kialakulasahoz. Kisérleteink soran az Aliskiren kezelés
gatolta a koros mennyiségii renin és VEGF termel6dést, a peritubularis ératmérdk csokkenését, illetve ezek
eredményeként megjelend fibrozist. A: Aliskiren; CNI: calcineurin inhibitor; (P)RR: (pro)renin receptor;

TGF B: transzformalo névekedési faktor B; VEGF: vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor.
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Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy igazoltuk a direkt renin inhibitor jotékony hatasat
CNI nefropatidban. Tovabba leirtuk a gytijtdcsatornaban termelddd renin kulcsfontossagu
szerepét ebben a betegség modellben. Feltételezésiink szerint a nagy mennyiségben
termel0do6 renin hozzéjarulhat a vese vérataramlasanak csokkenéséhez. A gylijtocsatorna
erre jelentds VEGF termeléssel reagal, kovetkezményes koros érhélozat kialakuldséaval,
ami tovabb rontja a lokalis hipoxiat ¢és igy fokozza a gylijtécsatornak korili fibrozis
kialakulasat. Az Aliskiren csokkenteni tudta ezen hatasokat, ami egy 0j terapias célpont

lehetdségét veti fel a CNI nefropatia megeldzésében.
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6. KOVETKEZTETESEK

PhD munkdm célja a vesetranszplantacié kovetkezményeként kialakuld allograft
diszfunkcio hatterében allo folyamatok pontosabb megértése volt. A transzplantacidval
mindig egyiitt jard iszkémia/reperfuzios karosodas, illetve az elsddlegesen alkalmazott
immunszuppresszivumok, a CNI toxicitas okozta vesekarosodas soran a gylijtécsatorna
principalis sejtjeinek kozvetlen renin termelését vizsgaltuk. Eredményeink alapjan

elmondhat6, hogy:

1. leirtuk a vese iszkémia/reperfuzios karosodasanak akut modelljében a renin valasz

meglétét a JGA mellett a gylijtécsatornaban is;

2. a himek nem csak fizioldgias allapotban rendelkeznek nagyobb renin tartalékkal a
gylijtécsatorndban a ndstényekhez képest, de az iszkémia/reperfiizids karosodas hatasara

himekben tobb renin termelddik a gytijtdcsatornaban;

3. himekhez képest a ndstények Ilényegesen kiegyensulyozottabb peritubularis
ératmérokkel rendelkeznek a vese kéregben, mely a veseszovet egyenletesebb vérellatasat

biztosithatja;

4. az eddig ismert patofizioldgids allapotokon tal, CNI kezelés hataséara is fokozodik a

renin termelés a gytijtécsatornaban;

5. a CNI-ok vesekarositdé hatasa dsszefliggésbe hozhato a gytlijtéecsatornaban termel6dé
reninnel, amit alatdmaszt a direkt renin inhibitor jotékony hatdsa CNI nefropatia
allatmodelliinkben: feltételezhetéen a kronikus allograft nefropatia irdnydba hatd

folyamatokat gatolja az Aliskiren;

6. a gyljtécsatorna fokozott renin termelése ¢€s ezzel parhuzamosan csokkent
peritubuldris kapillaris ératmérdk kovetkeztében feltételezhetden csokken a vese
vérataramlasra és lokalis hipoxia alakul ki, melyre a principalis sejtek koros VEGF
expresszioval valaszolhatnak, ez ardnytalan érndvekedéshez vezethet, mely tovabb

fokozza az intersticialis fibrozis kialakuléasat.
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7. OSSZEFOGLALAS

A transzplantélt vese diszfunkcidjdhoz szamos folyamat vezet, melyek koziil PhD
munkdm soran a transzplantacioval mindig egyiitt jard iszkémia/reperfiizids karosodast,
illetve a gyakran alkalmazott calcineurin inhibitorok (CNI) okozta nefrotoxicitast
vizsgaltuk. Mivel a kozelmultban bizonyos vesekarosodassal jaré allapotokban
igazolodott a gylijtdcsatorna renin termelésének patofiziologids szerepe, ezért célunk volt
a vese iszkémia/reperfizios karosodas akut modelljén vizsgalni a renin termelést a
gyljtécsatorna principalis sejtjeiben, kiilonos tekintettel a nemi kiilonbségekre. Emellett
CNI nefropétia kialakuldsa soran is vizsgaltuk a renin termelést a gytijtdcsatorndban,
illetve azt, hogy milyen mechanizmusok aktivalasaval vehet részt a lokalisan termel6d6

renin a graft karosodas kialakulasaban.

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a vese iszkémia/reperfiizios
karosodasanak akut modelljében megfigyelhetd renin termelés a gyiijtdcsatornaban.
Himekben a renin termelés nem csak fizioldgias allapotban, de az iszkémia/reperfiizids
karosodast kdvetden is kifejezettebb, mint ndstényekben. A renin-angiotenzin rendszer
eltérd aktivitdsa a két nemben, magyardzhatja a himekre jellemzObb ingadozé értonust,
ezzel szemben a ndstények stabilabb ératmérékkel rendelkeznek a vese kéregben. E
kiilonbség jelentdségét alatamasztja a szovettani kiértékelés soran latott sulyosabb
reperfuzios karosodds himekben. Ezek alapjan a renin gatldsa terapias lehetOségként
meriilhet fel az iszkémia/reperfuzidos vesekdrosodds mind akut, mind kronikus

kovetkezményeinek csokkentésében.

Tanulmanyunk soran leirtuk, hogy a CNI vesekarositd hatdsa Osszefiiggésbe
hozhat6 a gylijtécsatorndban termeldédd reninnel, mely lokalizacid ez idaig nem volt
ismert CNI nefrotoxitas kapcsan. A gytijtdcsatornabeli fokozott renin termelddéssel
parhuzamosan csokkentek a peritubularis kapillarisok ératmérdi €és a vérataramlas, igy
kovetkezményes hipoxia és VEGF termelés jott létre, mely hatdsok ereddjeként
aranytalan érndvekedést és intersticialis fibrozist tapasztaltunk. Direkt renin gatlas
csOkkentette a karos hatasokkal jar6 VEGF termelddést, illetve a kovetkezményes koros

érajdonképzddést €s fibrozist.
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8. SUMMARY

Several causes can lead to the dysfunction of the transplanted kidney. In my PhD
thesis | investigated the ischemia/reperfusion injury, which is always associated with
transplantation, and the nephrotoxicity caused by the commonly used calcineurin
inhibitors (CNI). In certain states of kidney damage, the pathophysiological role of renin
synthesis in the collecting duct was recently described, therefore our aim was to study the
renin content in the principal cells of collecting duct regarding to gender differences in
the acute model of ischemia/reperfusion kidney injury. We also investigated the renin
synthesis in the collecting duct in the development of CNI nephropathy, furthermore we
studied how the locally produced renin could contribute to graft damage by the activation
of pathophysiological mechanisms.

We observed renin synthesis in the acute model of renal ischemia/reperfusion
injury in the collecting duct. Furthermore, we demonstrated that the renin response is
more pronounced in males, not only in physiological states, but also during renal
ischemia/reperfusion injury. The different activation of renin-angiotensin system during
ischemia/reperfusion injury can result in a vasoregulation with larger amplitudes in males.
While females show more stable capillary diameters in the kidney cortex. This results in
a more severe reperfusion injury, as we demonstrated with the histological analysis. We
assume, that the inhibition of renin might serve as a therapeutic target for the mitigation
of not only chronic but also acute renal ischemia/reperfusion injury.

We also demonstrated that treatment with CNIs induce renin production in the
collecting duct, which may contribute to the development of CNI nephropathy. This
additional localization of renin production was until now not described in this disease
model. Parallel with the increased renin production in the collecting duct, the diameter of
peritubular capillaries and renal blood flow decreased. Due to reduced blood supply,
collecting ducts respond with significant VEGF production resulting in disproportional
vessel growth, further worsening the local hypoxia, and striped fibrosis. Aliskiren was
able to prevent this pathophysiological remodelling, suggesting that, as a new therapeutic

strategy, it may be used for the prevention of CNI nephropathy.
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