A kronikus allograft karosodas vizsgalata a vesében: a RAAS

rendszer uj szerepe uj lokalizacioban

BEVEZETES

A kronikus veseelégtelenség egyre novekvd gyakorisdga miatt vildgszerte jelentds
népegészségiigyi €s gazdasagi problémat jelent. Az elmult években késziilt epidemiologiai
vizsgalatok szerint a fejlett orszdgok lakossaganak tobb mint 10%-a érintett a kronikus
veseelégtelenség valamelyik stadiumaban. Végallapota vesebetegséghen vesepotld kezelésre
van sziikség, melyek koziil a vesetranszplantacio jelenti a legjobb életminéséggel jaro terapias
megoldast, hiszen a dializisnél jobb életmindséget és hosszabb tulélést biztosithat a betegek
szdmara. A beiiltetett vese optimdlis esetben évekig fizioldgiasan miikddik, azonban a
szervatiiltetést kovetéen a graft talélését szamos tényezO limitalja, melynek hatterében
alloantigén-fiiggé ¢és fliggetlen folyamatok dallhatnak. Jelen tanulmanyunkban a vese
transzplantaciéval minden esetben velejar6d iszkémia/reperfiizié altal okozott valtozasokat,
illetve a transzplantacio utan nagyon gyakran alkalmazott calcineurin inhibitor (CNI) kezelés
nefrotoxikus hatasat vizsgaltuk. Mindkett6 jelentds, am egytttal modosithato faktor, amiket a
transzplantalt vese diszfunkcidjanak kialakuldsdban szerepet jatszo alloantigén-fliggetlen
koroki tényezok kozott tart szamon a szakirodalom. A két hatas gyakran egyiittesen éri az

atultetett vesét.

Az iszkémia/reperfuzidos karosodds soran jellemzé a sejtek oxigénhianya,
megemelkedik a reaktiv oxigéngyokok és kalcium szintje, a sejtek duzzadasa kovetkezik be,
ami sejthaldlhoz vezet. A karosodas lezajlasa nemi kiilonbséget mutat, amelynek hatterében
allo patomechanizmusok koziil tobbet munkacsoportunk mar vizsgalt: allatkisérletekben a

ndstények védettebbek az iszkémia/reperfuzios karosodassal szemben, himekhez képest.

A CNI-k kozé tartozé Tacrolimus (Tac) és CyclosporinA (CyA) két nagy potenciala
immunszuppresszans, amelyek ma még elengedhetetlen terdpids megoldasai az allograft
rejekcio kivédésének. A CNI-k az egy éves grafttilélést jelentdsen javitjak, &m hosszu tdvon
nefrotoxikus mellékhatasuk miatt jelentdsen hozzédjarulnak a kronikus allograft diszfunkcio
kialakulasdhoz. Kordbbi vizsgalatokbol tudjuk, hogy CNI nefropatidban a CNI-k hatdsara

csokken a vérataramlas a vesében.



Mindkét allograft diszfunkciohoz vezet6 folyamatban kiemelt szerepe van a szoveti
renin-angiotenzin rendszer fokozott miikodésének. Az elmult évtizedben kertiilt leirasra, hogy
bizonyos patologias esetekben, mint diabétesz mellitusz vagy magas vérnyomas betegség,
illetve magas sotartalmu diéta soran, az 6sszekotd szegmensben €s a gylijtdcsatorna principalis
sejtjeiben is megjelenhet renin termelés az eddig ismert juxtaglomerularis apparatus (JGA)

mellett.

A renin sajat, sejtfelszini receptoranak, a (pro)renin receptornak [(P)RR] a megismerése
a gyljtdcsatorna renin termelésének jelentdségére hivhatja fel a figyelmet. A (P)RR-hoz nem
csak a renin, hanem eldalakja, a prorenin is kotédik (a (pro)renin egy kifejezés, amely egyszerre
utal a reninre €s a proreninre is). A (P)RR elsddleges lokalizacioja a gytijtdcsatorna interkalaris
sejtjein taldlhatdé meg. Kiilonosen fontos, hogy a renin termeld, principalis sejtek és az azt
érzékelni képes (pro)renin receptorral rendelkezd, interkaléris sejtek kozvetleniil egymads
mellett helyezkednek el a vese gylijtOcsatornaiban, ami igen szenzitiv renin-angiotenzin
rendszer szabalyozast tesz lehetdvé. A (P)RR leirdsa kapcsan deriilt fény arra, hogy a renin nem
csupan proteazként, hanem sajat receptoran, ligandként is funkcional. A receptorhoz kotodott
(pro)renin lényegesen nagyobb katalitikus aktivitasra tesz szert, igy fokozott mértékben van
lehetdség angiotenzin [ termelésre. Mindekdzben a receptor intracellularis alegysége
foszforilalodik, melynek hatasara végeredményben hipertrofia, hiperplazia és fibrozis iranyaba
mutaté folyamatok indulnak be. Ez azt jelenti tehat, hogy az angiotenzin Il mellett a
(pro)reninnek is jelentds szerepe lehet mas korképekhez tarsul6d vesekarosodas kialakulasaban

(1d. diabétesz mellitusz, hipertonia).

Feltételeztilk, hogy az eddig ismert korallapotokon tal, mdas patofiziologids
helyzetekben is megjelenhet a JGA kiviili renin termelés és a gyiijtécsatorna principalis
sejtjeiben koros mértékben termelédd renin hozzdjarulhat az allograft diszfunkciod

kialakulasahoz.

CELKITUZESEK

Hipotézisiink a kovetkezd volt. A kozelmultban leirt renin termelddésének lehetdsége a
gylijtdcsatorna principalis sejtjeiben, a szintén gytijtécsatornaban taldlhato (P)RR-on keresztiil
olyan profibrotikus utvonalak aktivaldsdban vehet részt, mellyel végeredményben
hozzajarulhat a vese graft diszfunkcio kialakuldsédhoz, akar az iszkémia/reperfuzids karosodas,

akar a CNI nefropatia esetében. Ezek alapjan célunk volt a vese iszkémia/reperfuzios karosodas



akut modelljén vizsgalni a renin termelést a gyiijtécsatorna principalis sejtjeiben, kiilonds
tekintettel a nemi kiilonbségekre. Emellett CNI nefropatia kialakulasa soran is vizsgaltuk a
renin termelést a gylijtdcsatornaban, illetve azt, hogy milyen mechanizmusok aktivalasaval

vehet részt a lokalisan termelddo renin a graft karosodas kialakulasaban.

MODSZEREK

A kisérletekben hasznalt patkdnyokat és egereket standard koriilmények kozott tartottuk,
homérséklet kontrollalt (22 + 1°C) szobakban, 12 dranként valtakozo vilagos és sotét periddusok
mellett. Az allatoknak allanddan elérhetd standard ragesalotapot és csapvizet biztositottunk.
Minden allatkisérletre vonatkozé protokollt a Semmelweis Egyetem Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsaga engedélyezett (22.1/3491/003/2008).

A vese iszkémia/reperfiiziés modelljéhez 10 hetes Wistar him €s ndstény patkdnyokat vizsgaltunk.
Otven perces bal oldali vese iszkémiat kdvetden a reperfuzio elsé 30 percében, illetve a 2. (T2), 8.
(T8), 16. (T16), 24. (T24) és 48. (T48) drajaban torténtek a mérések. Kontrollként aloperalt allatok
szolgaltak. A reperfizio6 elsé 30 percében csak ératmérd mérések torténtek, mig a tobbi idépontban
az ératmérok mellett vizsgaltuk a renin tartalmat, szérum kreatinin szintet hataroztunk meg és

szovettani kiértékelést végeztiink.

A CNI nefrotoxicitas vizsgalata soran haromhetes, him C57 black 6 egercket 5 csoportba
osztottunk a kovetkezo kezelési sémak alapjan. Mindegyik kezelés harom hétig zajlott naponta
végzett intraperitonedlis adagoléassal: az els@ csoportot, a kontroll csoportot fiziologias
sooldattal, a masodikat Tac-cal (0,075 mg/kg/nap), a harmadikat CyA-cal (2 mg/kg/nap), mig
a negyedik és 6todik csoportot az CNI-k mellett direkt renin gatlo Aliskirennel (25 mg/kg/nap)

is kezeltunk.

Aramlasi citometria segitségével a gyiijtécsatorna aquaporin 2 pozitiv, principalis sejt
mikroszkoppal meghataroztuk a renin lokalizacidjat €s a peritubularis kapillaris ératméroket.
Szovettani kiértékelés segitségével a szerkezeti karosodast, illetve a kollagén mennyiségét irtuk
le. Reverz transzkripcio €s valos idejii polimeraz lancreakcioval mértiik a vese szovet kollagén

I mRNS expressziojat. A CNI  vérszint meghatdrozdshoz nagyhatékonysagu



folyadékkromatograffal kapcsolt tandem tomegspektrométert hasznaltunk, mig a plazma renin
aktivitas mérése radioimmunoassay-el tortént. A vesefunkcio leirasa céljabol szérum kreatinin
szintet hataroztunk meg, az iszkémia/reperfiizids vese karosodas vizsgalata soran hagyomanyos
kémiai analizatorral, mig a CNI nefropatia vizsgéalatakor nagyhatékonysagu
folyadékkromatografidhoz kapcsolt tomegspektrométerrel. A CNI nefropatia vizsgalata soran
a vérnyomas meghatarozasahoz farok mandzsettas vérnyomasmérot hasznaltunk. A statisztikai
elemzés soran az Osszehasonlitasokat a normal eloszlasu adatok esetében ANOVA teszttel,
illetve a nem normal eloszlasu adatok esetében Kruskal-Wallis teszt hasznalataval végeztiik. A
p értéket 0,05 alatt tekintettiik szignifikansnak. Az adatokat atlag + atlag szorasa (SEM)

abrazoltuk.

EREDMENYEK

Iszkémia/reperfuzios vesekdarosodds

A vese mukddésének megitéléséhez szérum kreatinin szintet hatdroztunk meg az iszkémiat
kovetd reperfuzio kiilonbozd iddpontjaiban. Iszkémia/reperfiizids vesekarosodast kdvetden a
szérum kreatinin szint szignifikdnsan megemelkedett T8 idOpontra és a kiilonbség a vizsgalat
tovabbi idOpontjaiban is szignifikdns maradt mindkét nemben. Ezek az értékek jelentds
vesefunkci®6 romlasra utaltak, egyben alatdmasztottdk modelliink alkalmassagat az
iszkémia/reperfizi6 okozta akut vesekarosodas vizsgalatara.

Az allat modelliink validalasa, az iszkémia/reperfuzids karosodas progresszidja, illetve a nemi
kiilonbségek leirasa céljabol perjodsav-Schiff festést alkalmaztunk. Mar T2 idOépontban
szamottevo karosodas alakult ki mindkét nemben. Himekben igen stlyos karosodas alakult ki
a vesében T8 iddpontra, ami szignifikdnsan rosszabb eredményt jelent a ndstényekhez képest,
akikben jelentds szoveti karosodds csak hosszabb idd alatt alakult ki. A nemek kozotti
szignifikéans kiilonbség T8 id6ponttdl a vizsgalat végéig megfigyelhetd.

Aramlasi citometriat alkalmazva vizsgaltuk a renin pozitiv sejtek aranyat az aquaporin 2
pozitiv principélis sejt populacioban. A kontroll him allatokban, jelentdsebb mennyiségben,
mig ndéstényekben kisebb aranyban voltak jelen a renin termeld principalis sejtek. Mennyiségiik
T2 és T8 idépontra csokkent, mig T8 idéponttdl kezdve fokozatosan megnétt, mely emelkedés

kifejezettebb volt himekben és T48 iddpontra valt szignifikdnssa.
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A JGA és a gylijtocsatorna renin tartalmat multifoton mikroszkoppal vizsgaltuk. A kontroll
csoportban a JGA és a gytlijtécsatorna csak nyomokban tartalmazott renin granulumokat, mely
mennyiség tovabb csokkent T2 és T8 idOpontokra. A renin festddés T16 idopontra mindkét
lokalizacioban fokozddott, majd T24 idOpontra tovabb nétt és T48 iddpontra valt igazan
kifejezetté. Ekkora a nemek kozotti kiilonbség is szembetlindvé valt, himekben jelentdsebb
renin termelést lattunk, mint néstényekben.

Megfigyelésiink szerint az iszkémia/reperfuzios karosodast kovetden a gylijtdcsatornaban
termelddo renin két iranyba valasztodik ki: a szisztémas keringésbe €s a tubulus lumenbe is.
Az ératmérok vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy kontroll allatokban a vesekéregben
talalhatd peritubularis kapillarisok ératmérdiben a két nem kozott nem volt kiilonbség.
Ugyanakkor ndstényekben a reperfuzid 2. percétdl nagyobb ératmérdket mértiink, mint a

himeknél, de a 15. perctdl az arany megfordult és himekben mértiink nagyobb ératmérdket.



CNI nefropatia

A vese funkcionalis allapotanak leirasara szérum Kkreatinin szintet mértiink a harom hetes
kezelést kovetden. A kontroll allatok szérum kreatinin szintje a fizioldgias tartoméanyon beliil
maradt, azonban CNI kezelés hatdsara az allatok vesefunkcidja szignifikdnsan romlott.
Aliskiren egyiittes addasa CNI-kal szignifikdnsan csokkentette a szérum kreatinin szintet.

Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a kontroll és a kezelt csoportok vérnyomas értékei
kozott, igy ez a szisztémas hatds nem befolyasolta a nefropatia mértékét.

A gybgyszeres kezelés eredményességének ellendrzése érdekében CyA és Tac vérszintet
mértiink. Mindkét kezelés esetén a humdan céltartomanyt megkdzelitd vérszint értékeket

kaptunk.
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Aramlasi citometridval a renin pozitiv sejtek aranyat hatdroztuk meg a principalis sejtek
kozott. A kontroll allatok principalis sejtjeinek koriilbeliil 3%-a tartalmazott renint. Harom
hetes CNI kezelés szignifikans emelkedést eredményezett a renin pozitiv sejtek ardnyaban,

mely szignifikancia eltlint a kombinalt kezelést kapott allatoknal.
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renin tartalom valtozasat. A kontroll allatok gylijtécsatorndjanak principalis sejtjeiben alig
mutatkozott néhany renin szemcse. A CNI kezelésben részesiilt allatok gytijtdcsatornajaban
azonban a principalis sejtek bazalis és apikalis membranhoz kozel esé teriileteit sriin
kitoltotték a renin granulumok. A kombindlt kezelésben részesiilt csoportokban a renin
szemcsék szdma latvanyosan lecsokkent, a kontroll csoportéhoz hasonlé szintre.

A CyA-val és Tac-szal kezelt csoportokban szignifikans peritubularis kapillaris ératméré
csokkenést mértiink a kontroll és az Aliskirennel is kezelt csoportokhoz képest.

Az ératmérOk vizsgalata soran érmalformdacidkra lettiink figyelmesek a gyiijtécsatornak
kozvetlen kozelében. Néhol jelentdsen besziikiilt, méashol tdg ereket figyeltiink meg turbulens
aramlassal. A patomehanizmus esetleges ujabb 1€pcsdjének felderitése céljabol vizsgaltuk a
vaszkularis endotelialis novekedési faktor (VEGF) pozitiv sejtek aranyat a gylijtdcsatornak
principalis sejtjei kdzott d&ramlasi citometridval. Kontroll allatokban a principalis sejtek 10%-a
tartalmazott VEGF-et. Ez az arany szignifikansan emelkedett a CNI kezelt csoportban. A CNI
mellett renin gatld kezelést is kapott csoportokban ez az emelkedés elmaradt.

Az intersticialis fibrozis a CNI nefrotoxicitas egyik jellegzetes szovettani elvaltozasa, melynek
egyik markerét, a kollagén mennyiségét vizsgaltuk kollagén I mRNS szint meghatarozasaval.
A CyA ¢és Tac kezelt csoportokban szignifikdns emelkedést tapasztaltunk a kollagén I mRNS
expresszioban a kontroll csoporthoz képest. A renin inhibitorral egyiitt kezelt csoportokban a

kontroll csoporthoz hasonlé mértékii kollagén I mRNS expresszidt mértiink.
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A kollagén kimutatasara alkalmas Masson festéssel a vese egészét érint szerkezeti
valtozasokat figyeltilk meg. A CNI-ok nefrotoxikus hatdsanak és az Aliskiren kezelés jotékony
hatasanak vizsgalatara a kollagén kiterjedését és pontos lokalizacigjat vizsgaltuk. A kontroll
allatok veséibdl késziilt szovettani metszeteken az arteriolak koril figyeltiink meg kollagén
festddést, azonban az intersticialis fibrozis nyomait nem talaltuk. Harom hetes CNI kezelést
kovetden szignifikans emelkedést lattunk a kollagén mennyiségében a CyA és Tac csoportban
is. Vizsgalataink soran feltlint, hogy a szigetszeri fibrotikus plakkok tobbnyire a
gyljtécsatornak kornyezetében helyezkedtek el. Azon csoportokban, ahol Aliskiren kezelést is

alkalmaztunk, a kollagén felhalmozddasa kisebb mértékii volt.



KOVETKEZTETESEK

Osszefoglalva, a bevezetében emlitett korallapotok mellett, iszkémia/reperfuzios
vesekarosodds soran, illetve CNI nefropatidban is koérosan emelkedett a gylijtdcsatorna
principalis sejtjeinek renin termelése, amelyet elsdként irtunk le az irodalomban. Ezen
megfigyelések felhivhatjak a figyelmet a renin kulcsszerepére a kronikus allograft diszfunkcio

kialakulasaban ¢€s terapids célpont lehet hipertonidval nem jaro6 allapotokban is.

Iszkémia/reperfuizidés vesekarosodas kapcsan emellett elmondhatd, hogy a renin termelés
kifejezettebb himekben, mint ndstényekben. A renin-angiotenzin rendszer eltérd szabalyozasa
magyarazatul szolgalhat a himekre jellemzObb ingadozd érténus szabalyozasra, mig a
ndstények igen kiegyensulyozott renin-angiotenzin rendszer regulacidval és stabilabb
ératmérokkel rendelkeznek a vese kéregben. Feltételezziik, hogy a renin kdzvetleniil is szerepet
jatszhat az iszkémia/reperfuzios vesekarosodas rovidebb €s hosszabb tavi kovetkezményeinek
kialakulasdban. Ennek hatterében a megnovekedett renin elvalasztas allhat, amely az
angiotenzin Il-t, illetve sajat (pro)renin receptorat aktivalva a folyamat kdzponti szerepldje
lehet. A renin gatldsa terdpias lehetdségként meriilhet fel az iszkémia/reperfiizids

vesekarosodas mind akut, mind kronikus kdvetkezményeinek csokkentésében.

Osszefoglalva a CNI nefropatia kialakulasaval kapcsolatos eredményeket kijelenthetjiik, hogy
a CNI kezelés hatdsara ismerten kialakuld vérataramléas csokkenés a vesében lokalis hipoxiat
eredményez, aminek kovetkezményeként fokozddik a renin termelés, a JGA mellett a
gylijtécsatorndban is. A megndvekedett mennyiségii renin hatasara csokkennek a peritubularis
ératmérdk, aminek hatasara tovabb romlik a lokalis hipoxia. Ez az inger tovabb fokozza a
gyljtdcsatorna renin elvalasztasat, masrészt koros VEGF termeléshez vezet. A VEGF koros
termelddésének hatdsara koros érhalozat fejlédhet ki a vesében, mely szintén hozzajarul a vese
romld vérellatdsdhoz, végsé soron a fibrozis kialakuldsdhoz. Fontos megemliteni, hogy a
gylijtécsatornaban termel6dé renin sajat receptoran keresztiil is kdzre jatszhat a CNI-k okozta
vesekarosodas kialakulasahoz, tobbek kozt a TGF béta szint emelésén keresztiil. Raadasul a
renin fokozza az angoitenzin I képzddését a gylijtdcsatornaban, mely kozvetleniil is, illetve
kéros VEGF termelésen keresztiil is fibrozis kialakulasdhoz vezethet. Mindemellett az
angiotenzin I, a JGA-ban torténd renin elvalasztas gatlasaval szemben a gylijtécsatornaban

fokozza a renin termelést, hozzajarulva egy 6rdogi kor kialakuldsdhoz. Kisérleteink soran az



Aliskiren kezelés gatolta a kéros mennyiségli renin és VEGF termelddést, a peritubularis

ératmérok csokkenését, illetve ezek eredményeként megjelend fibrozist.

CNI kezelés
lH.‘POXIA
®gyﬁjt6csatorna reninI
‘K/ | \\
angiotenzin Il ®érétmér61 + (P)RR
\ l HIPOXIA 1
+
@ t ) (|
l HIPOXIA /

®

FIBROZIS

1. abra Calcineurin inhibitor kezelés hatasara kialakuléo vese karosodas lehetséges
utvonalai. A CNI kezelés hatasara ismerten kialakuld vérataramlas csokkenés a vesében lokalis
hipoxiat eredményez, aminek kovetkezményeként fokozddik a renin termelés, tobbek kozott a
gyljtécsatorndban is. A renin fokozza az angoitenzin Il képzddését, mely kozvetleniil is, illetve
koros VEGF termelésen keresztiil is fibrozis kialakulasahoz vezethet. A VEGF koros
termelddése részben a megnovekedett mennyiségii renin kovetkezményeként kialakulo hipoxia
hatasara is bekovetkezhet. Végiil, a renin sajat receptoran keresztiil is kozre jatszhat a CNI-k
okozta vesekarosodas kialakuldsahoz. Kisérleteink soran az Aliskiren kezelés gatolta a koros
mennyiségll renin és VEGF termelddést, a peritubularis ératmérdk csokkenését, illetve ezek
eredményeként megjelend fibrozist. A: Aliskiren; CNI: calcineurin inhibitor; (P)RR: (pro)renin
receptor; TGF f: transzformalé nodvekedési faktor B; VEGF: vaszkularis endotelidlis

nodvekedési faktor.
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