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Az interleukin-2 altal kozvetitett
mechanizmusok szerepet jatszanak
transplantalt patkanyvese chronicus
kilokodésében
Interleukin-2-dependent mechanisms have a role
in chronic rejection following the rat kidney transplantation
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OSSZEFOGLALAS A veseatiiltetést kivetd veseelégte-
lenség oka leggyakrabban a chronicus kilokddés. Az ide-
gen antigéntdl fiiggd és fiiggetlen események jelentdsége
madig sem tisztazott. A chronicusan kilokott transplanta-
tumokban taldlhaté nagyszamia IL-2-pozitiv T-lympho-
cyta felveti az IL-2 kozvetitette mechanizmusok etiol6giai
szerepét. A TGF-B, chronicus kilokédés folyamataban
betdltott szerepe elég jol alatdmasztott, ugyanakkor az
IL-2-szintézis gatlasara hasznalt cyclosporin, illetve
tacrolimus fokozza a TGF-, szintézisét, ami megkérdd-
jelezheti hossza tavi adagolasukat. Jelen kisérletiinkben
« vizsgaltuk, hogy az IL-2-szintézis gatlasa hogyan hat a
chronicus kilokddés folyamatira, valamint TGFp, és
PDGF termelGdésére.
Metodika: Fisher (F344) allatok veséit ortotop mddon
mindkét oldalon nephrectomizalt Lewis patkanyokba
iltettiik. Az allatok az elsé 10 napon at cyclosporin A
(1,5 mg/kg/nap sc.) kezelésben részesiiltek, majd a 11.
naptél kezdve a kisérlet végéig naponta sc. cyclosporin A-t
(1,5 mg/kg) vagy tacrolimust (0,16 mg/kg), vagy vivé-
anyagot kaptak (n = 15/csoport). Folyamatosan mértiik a
vizelettel iiritett fehérje mennyiségét, majd 16, illetve 24
héttel a miitét utin elvégeztiik a vesék morfolégiai,
immunhisztolégiai és PCR vizsgalatat.
Eredmények: Az IL-2 és az IL-2-receptor mRNS-szin-
tézis kontroll allatokban megfigyelt jelentds fokozodasat
a folyamatos cyclosporin A- és tacrolimus-kezelés gatolta.
A kontroll allatokban a 16. hétre — a renalis T-sejt-infilt-
ratio maximumanak idejére — a TGF-B, és PDGF szintje
jelentdsen emelkedett. A 24. hétre a TGF-B,-szint nor-
malizalédott, mig a PDGF-szint nem. Tacrolimussal és
cyclosporin A-val kezelt csoportokban a 16. héten mind a

SUMMARY Chronic rejection is the major cause of
graft loss following kidney transplantation. In particular,
the role of antigen-dependent and independent events
remains obscure. As infiltrating IL-2+ T-lymphocytes
were found in high numbers in chronically rejected allo-
graft samples, the role of IL-2 dependent mechanisms
has been suspected. On the other hand, TGF-p, is a well
established contributor to chronic rejection, and
cyclosporin A and tacrolimus both induce TGF-B, pro-
duction. Therefore their long term usefulness has been
controversially discussed. Thus, we investigated wether
an IL-2 mediated lymphocyte activation influences this
process in an established rat model of chronic rejection.
Methods: Fisher (F344) kidneys were transplanted
orthotopically into bilaterally nephrectomised Lewis
rats. Animals received cyclosporin A (1.5 mg/kg/day, sc.)
for the first 10 days and were treated daily with either
cyclosporin A (1.5 mg/kg), tacrolimus (0.16 mg/kg) or
vehicle from day 11 until the end of the study (n =
15/group). Proteinuria was regularly assessed and kid-
neys were harvested for morphological, immunohistolog-
ical and PCR analysis 16 and 24 weeks after transplan-
tation.

Results:  Upregulation of mRNA synthesis of IL-2 and
IL-2 receptor in controls was inhibited by continuous
treatment with cyclosporin A and tacrolimus. TGF-f,
and PDGF, were significantly upregulated in controls at
week 16 — the time of peak infiltration. While TGF-B,
had returned to normal levels by week 24, PDGF did not.
Tacrolimus and cyclosporin A prevented the upregula-
tion of TGF-B, at both time points. However, PDGF was
suppressed only at week 16. In controls, renal function



94 HAMAR P. ES MTSAI

HYPERTONIA ES NEPHROLOGIA

TGF-B,, mind a PDGF, a 24. héten pedig csak a TGF-B,
szintézise volt jelentdsen alacsonyabb, mint a kontroll-
csoportban. A proteinuria folyamatos fokozédasit mind-
két kezelés csokkentette. A morfolégiai vizsgilat szerint a
kezelt allatokban 16, illetve 24 hét elteltével egyarant eny-
hébb volt a glomerulosclerosis, tubularis atrophia és
intimaproliferatio mértéke, valamint kevesebb volt a
vesét infiltralé ED-1+ macrophagok és CD-5+ lympho-
cytak szama.

Konklizio:  Afenti eredmények alapjan az IL-2-szintézis
folyamatos gatlasa lassitja a chronicus kilokddés progres-
siojat. Korabbi eredményekkel ellentétben, mind a
cyclosporin A, mind pedig a tacrolimus mérsékelte a
TGF-B, expressiojat, amit magyarazhat a TGF-p,-et ter-
meld sejtek infiltratigjara kifejtett gitlo hatas.
Kulesszavak:  veseatiiltetés, chronicus kilokédés, 1L-2,
patkany, TGFB, PDGF

started to decline at week 12 as indicated by an elevated
proteinuria, which was significantly reduced by a contin-
uous suppression of IL-2 synthesis. Morphological analy-
sis supported these functional results: Both, at 16 and 24
weeks, glomerular sclerosis, tubular atrophy and intimal
proliferation were less pronounced in treated rats. These
morphological parameters were accompanied by a
reduced infiltration of ED-1+ macrophages and CD-5+
T-lymphocytes in immunosuppressed hosts.

Conclusions: These results indicated a beneficial effect
of continuous immunosuppression targeted at the IL-2
pathway upon the pace of chronic kidney allograft rejec-
tion. Contrary to previous results, both cyclosporin A
and tacrolimus reduced the expression of TGF-, as com-
pared to controls. A possible explanation might be the
effective reduction of the infiltration by TGF-f, produc-
ing cells.

Key-words: kidney transplantation, chronic rejection,
IL-2, rat, TGF-B, PDGF
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ROVIDITESEK

APAAP alkalikus foszfataz—anti alkalikus
fosztataz reakcio

cDNA komplementer dezoxiribonukleinsav

CSA cyclosporin A

ED-1 patkdny CD-68 ekvivalens szoveti
macrophag marker elleni
monoklonalis antitest

GAPDH gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz

IL-2 interleukin-2, T-sejt novekedési faktor
IL-2Ra (CD-122)  az interleukin-2-receptor 70 kD
béta-fehérje (p70) allanca
intercellularis adhaesios molekula-1
leukocytafunkcioval asszocialt
antigén-1 alfa-lanca

MAP artérias kozépnyomas (Hgmm)

ICAM-1(CD-54)
LFA-1a(CD-11a)

0X-19: a patkany CD-5+ ekvivalens
pan-T-sejt-marker elleni monoklonélis
antitest

p a hiba valoszintisége

PDGF: thrombocyta eredeti névekedési faktor

RT-PCR: reverz transzkriptaz polimeraz
lancreakcio

SEM az atlag standard hibaja

TGF-B, transzformalo novekedési faktor-béta

1-es izoformaja

VCAM-1 (CD-106) vascularis sejt adhaesios molekula-1

VLA-4 (CD-49d)  nagyon késdi aktivacios fehérje-4-alfa-
integrin

BEVEZETES Az Gj immunsuppressiv gyogyszerek (cyc-
losporin, poli- és monoklonalis antitestek) kifejlesztése for-
radalmasitotta a szervatiiltetést. A fejlddés ellenére a vese-
atiiltetést kovetd hosszi tavi prognézis nem javult (1-3).
Ennek hatterében elsGsorban a chronicus kilékddés folyama-
ta all, melynek magyarazatara harom elképzelés is kialakult.
A chronicus kilokddés lehet:

+ ajelen lévo idegen (allo-) antigén éllen folyamatosan zaj-
16 sejt medialta immunfolyamat (4, 5),

+  visszatéro, 6nmagat limitalo acut kilokddési epizodok so-
rozata (2, 6, 7) vagy

+ a graft endothelsejtjeinek aktivaciojat és nem specifikus
gyulladasos valaszt indukalo alloantigén-fliggetlen folya-
matok Gsszessége (2, 8).

Még nem tisztazott, hogy ezen mechanizmusok milyen
mértékben vesznek részt a chronicus kilokddés folyamata-
ban. Mivel IL-2 és IL-2R-pozitiv lymphocyték folyamatosan
detektalhatoak chronicus kilokddést mutatd vesékben (11,
12), e sejteknek meghatarozé szerepiik lehet a chronicus ki-
16kédés progressidjaban (4, S). Alatamasztja ez az alloan-
tigén-fliggl események jelentoségét. Az IL-2 — eredeti nevén
T-sejt novekedési faktor (9) — felelds az aktivalt T-sejtek pro-
pressioja idegen antigének vagy citokinek altal kivaltott T-
sejt-aktivacio soran fokozodik (10). A chronicus kilokddés-
ben kialakulo interstitialis fibrosist a localis TGF- és PDGF
termelddésének tulajdonitjak (2, 13). Chronicus kilokddést
mutat6 vesék klinikai biopsiaiban a TGF-f, izoform volt tl-
sulyban (14). Mivel leirtdk, hogy mind a cyclosporin A, mind
a tacrolimus serkenti a TGF-3, szintézisét in vivo €s in vitro,
feltételezhetd, hogy az IL-2 0t ezen szerekkel torténd gatlasa
a hosszu tava prognozist tekintve karos lehet.

Kisérleteinkben vizsgalni kivantuk, hogy az IL-2 Altal
medialt folyamatok géatlasa hogyan hat a chronicus kilokddés
progressiojara, illetve a TGF-f és PDGF termelédésére. En-
nek vizsgalatara, patkanyvese-transplantatiot kdvetéen cyc-
losporin A, illetve tacrolimus scgitségével tartéosan gatoltuk
az IL-2 szintézisét, és vizsgaltuk az allograftok chronicus ki-
I6kddésének progressiojat, kiilonds tekintettel a sejtes infilt-
ratio mértékére és a novekedési faktorok termelddéscre.

FELHASZNALT ANYAGOK ES MODSZER

KISERLETI ALLATOK Kisérleteink soran 180-250 g su-
Iyt beltenyésztett him Lewis (LEW) és Fisher (F-344) patka-
nvokat hasznaltunk. Az allatokat standard korilmények ko-
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zott tartottuk. A beltenyésztett allatok torzson beliil gene-
tikailag azonosnak tekinthetdek, ami lehetdvé teszi a torzsek
kozotti transplantatio soran az immunologiai eltérések repro-
dukalasat.

VESEATULTETES A donorok Fisher patkanyok, a reci-
piensek Lewis patkanyok voltak. A veseatiiltetés korabban
leirt moédon tortént (8). Roviden, a bal donor vesét 4 °C-os
Ringer-laktattal perfundaltuk, eltavolitottuk és ortotop mo-
don a recipiensbe helyeztiik, melynek veseereit el6zéleg izo-
laltuk, leszoritottuk és a sajat bal vesét eltavolitottuk. Az
arteria renalisokat. vénakat és az uretereket 10-0-as prolene
varrattal vég a véghez anastomizaltuk. A graft 6ssz ischae-
mias ideje minden esetben 30 perc alatt volt. A perioperativ
infectiok megelGzésére az allatok napi 20 mg/kg ceftriaxont
(Rocephine®) kaptak a miitétet kovetd elsé 10 napon. A jobb
oldali sajat vesét a 10. napon tavolitottuk el.

KISERLETI PROTOKOLL A kezdeti acut kilokédés meg-
elozésére a patkanyok 1.5 mg/ kg dozisban cyclosporin A-t
(Calbiochem biochemicals GmbH, Bad Soden, Német-
orszag) kaptak naponta sc. a miitétet kovetd elso 10 napon. A
10. nap utdn az allatokat 3 kezelési csoportra (n = 15/csoport)
osztottuk, és vagy 1,5 mg/kg cyclosporin A-t, vagy 0,16 mg/kg
tacrolimust (Fujisawa, Japan) vagy vivéanyagot kaptak min-
den nap. Mindkét immunsuppressiv szert cremophor—etanol
oldatban szuszpendaltuk, a gyarto utasitasainak megfelelGen,
¢s subcutan adagoltuk.

A gyogyszerek adagjat elGkisérletben hataroztuk meg. Azt
a legmagasabb dozist kerestiik, amely mellett nem alakulnak
ki toxicus mellékhatasok. A kovetkezé dozisokat probaltuk:
transplantalt allatokon: 5, 3, 2 és 1,5 mg/kg cyclosporin A és
0,32, 0,24, 0,16, 0,08 mg/kg tacrolimus. 1,5 mg/kg/nap cyc-
losporin A vagy 0,16 mg/kg/nap tacrolimus-dézist meghala-
do folyamatos kezelés mellett toxicus mellékhatasok (folya-
matos testsulycsokkenés, hasmenés) jelentkeztek. Jelen ki-
sérletben a mellékhatasok nélkiili legnagyobb dozisokat al-
kalmaztuk mindkét szerbdl.

A testsuly proteinuria mértékére gyakorolt hatasanak ki-
zarasara, a miitéti atlagos testsuly a két csoportban azonos
volt (260 £ 15 g). A csoportok kozott a kezelési id6 soran
sem alakult ki statisztikailag szignifikans teststlykiilonbség.

Miitéti komplikacio (vesekd, hydronephrosis) két kontroll
és egy tacrolimussal kezelt allatban fordult el6. Ezeket az
allatokat a tovabbi vizsgalatbol kizartuk. A patkanyokat 16,
illetve 24 héttel a miitét utan dietiléterrel elaltattuk és meg-
mértiik az aortan beliili vérnyomast DPT 3003-S/3cc artérias
transducer (Peter von Berg Medizintechnik GmbH, Német-
orszag) segitségével. Ezutan az allatokat elvéreztettiik, és az
atiiltetett vesét eltavolitottuk. A szovetmintdkat folyékony
nitrogénben fagyasztottuk, immunhisztolégiai és PCR ana-
lizisre, illetve pufferolt formalinban (4%) fixaltuk fénymik-
roszképos vizsgalathoz.

RUTIN KEMIAI ELJARASOK Minden 4. héten megha-
taroztuk a 24 ora alatt iiritett fehérje mennyiségét gyujtott

e

meg. A kreatinin clearance-t a kisérlet végén szamitottuk.

ANTITESTEK A CD-5+ patkany T-lymphocytak (OX-19),
macrophagok (ED-1), ICAM-1 (CD-54), VCAM-1 (CD-106),
VLA-4a (CD-49d) és LFA-1a (CD-11a) elleni monoklonalis
antitesteket a Serotec Camon Labor-Service GmbH-tol (Né-
metorszag) vasaroltuk.

SZOVETTAN ES IMMUNHISZTOLOGIA Szovettani
vizsgalat céljabol a 4%-os formalinban fixalt vesemintakat
paraffinba dgyaztuk. majd hematoxilin/eozin és perjodsavas
Schiff-festés segitségével meghataroztuk a glomerulosclero-
sis mértékét. A glomerulosclerosist a glomerularis kapillari-
sok collapsusa, kitapadas a Bowman-tokhoz és hialin kicsa-
podasa alapjan definialtuk (15). A metszeteket vizsgald pato-
logus el6tt a csoportbeosztas ismeretlen volt. A scleroticus
glomerulusok aranyat az épek szazalékaban fejeztiik ki. Ve-
sénként legalabb 200 glomerulust vizsgaltunk.

Immunhisztologiai vizsgalatra fagyasztott metszeteket
(4 pl) acetonban fixaltuk, és egyenként kezeltitk alkalikus-
foszfataz—anti-alkalikus-foszfataz (APAAP) technika szerint
(16), Mayer-féle hemalaun- (Merck, Darmstadt, Németor-
szag) festéssel adva meg a haueret. A pozitivan festédd
sejteket az okularba épitett racson keresztiil szamoltuk és a
latéterenkénti sejtszamot feljegyeztitk (sejt/latdteneként).
Allatonként és metszetenként legalabb 20 latoteret szamol-
tunk 400-szoros nagyitas mellett. A szoveti festdés intenzi-
tasat (ICAM-1, VCAM-1) 14-ig terjed6 skalan vakon érté-
keltiik, ahol az 1 minimalis, a 4 erds festddést jelol.

REVERZ TRANSZKRIPTAZ POLIMERAZ LANCREAK-
CIO (RT-PCR) A fagyasztott vesékbdl szarmazo RNS-
mintakat guanidin-izotiocianat/fenol/kloroform izolacios
modszerrel (Rneasy, Total RNA Isolations Kit; Quiagen
GmbH, Németorszag) készitettikk elé (17). A teljes RNS-
mintabol 1 pg-ot hasznaltunk fel az elsé szal cDNS szin-
tézisére, oligo(dT) 12—18 primerrel a gyart¢ altal megadott
feltételek mellett (GIBCO/BRL). A specifikus komplement
patkany TGF-B,, IL-2, IL-2-receptor-p (p70) (CD-122) és
glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) (Euro
Gentec, Belgium) mRNS-szekvencidival komplementer
c¢DNS amplifikacio tortént polimeraz lancreakcio (PCR) se-
gitségével (12). A torzsoldat pufferbél, magnézium-klorid-
bol, dezoxinukleozid-trifoszfatbol és Taq DNS polimerazbol
allt (DIANOVA). Minden torzsoldathoz specifikus primert
€s cDNS-mintat adtunk. Az amplifikaciohoz egy Perkin-El-
mer Thermal Cycler 2400-as modellt hasznaltunk. Az ampli-
fikalt PCR terméket 1,5%-o0s agardz gélen elcktroforetizal-
tuk, etidium-bromiddal festettiik és a géntoredékeket UV-
fényben tettiik lathatova. APDGF-AB, TGF-B,, IL-2 és IL-2
receptor cDNS mennyiségét ugyanazon mintdbol szarmazo
GAPDH-val (belsd kontroll) valo szamitogépes denzitomet-
rias osszehasonlitas segitségével becsiiltik meg a gél pozitiv
képének digitalizalasat kovetGen.

STATISZTIKAI ANALIZIS A csoportok adatait atlag =
szorasa (SEM) formajaban adtuk meg. A harom csoport kozti
kiillonbség kiértékelése a Fisher-féle legkisebb négyzetes
tavolsagok probaval (18) tortént, a kezelt és kontrollcsoport,
illetve a két kezelt csoport eredményeit a megfelelé T-proba-
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val hasonlitottuk dssze. A nem metrikus paramétereket, mint
az adhaesiés molekulak festodési intenzitasat Fisher-féle eg-
zakt teszt (17) segitségével hataroztuk meg. A 0,05-nal ki-
sebb p-értéket tekintettiik szignifikansnak.

EREDMENYEK

FUNKCIONALIS VIZSGALATOK Ebben a modellben a
vizelettel iiritett fehérje mennyisége jo funkcionalis mutato-
ja a chronicus kilokédés progressiojanak. A kisérlet ideje
alatt minden recipiensben progressiv proteinuria alakult ki
(1. abra). A vizelettel iritett fehérje mennyisége kifeje-
zettebben novekedett a kontroll allatokban, mint a kezelt cso-
portokban. A kontroll allatokban a 16., a cyclosporinnal ke-
zeltekben a 20. és a tacrolimussal kezeltekben a 24. hétre
fejlodott ki 30 mg/nap-ot meghalado proteinuria.

proteinuria (mg/24 h)

4 8 12 6 20 24

1
hetek
EEam cyclosporin

[ o kontroll C— tacrolimus |

1. abra. 24 éra alatt vizelettel iiritett fehérje
[Uprot (mg)/24 éra] (*p < 0,05, ** p < 0,01 vs. kontroll)

A vesefunkcio romlasa a csokkent kreatininclearance-ben,
illetve ezzel parhuzamosan emelkedett serumkreatinin-szint-
ben is megmutatkozott. Az IL-2 altal kdzvetitett mechaniz-
musok mind cyclosporinnal, mind tacrolimussal torténd
gétlasa javitotta a vesefunkciot. Ezek a véltozasok a 24. hétre
valtak szignifikanssa. Ekkor a tacrolimussal kezelt allatok-
ban volt a legmagasabb a clearance és legalacsonyabb a
serumkreatinin (p < 0,01 a kontrollhoz képest). A cyclospo-

160
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80 —
60
40

0

i

_L_L‘T-

systemas vérnyomas (Hgmm)

24 hét
C—— tacrolimus |

16 hét
EEm cyclosporin

| kontroll

2. abra. 1L-2 és 1L-2Ra mRNS-szintézis: 16 és 24 héttel
a transplantatiét kovetden. IL-2 és IL-2R sdvok denzito-
metrias osszehasonlitisa GAPDH-savokkal
(p < 0,05 vs. kontroll)

rin jotekony hatasa kevésbé volt kifcjezett (p < 0,05 a kont-
rollhoz képest) (/. tablazat).

A 16. és a 24. hét kozott a graft funkcid romlasaval parhu-
zamosan, az artérias k6zépnyomas is gyorsabban novekedett
a kontroll allatokban, mint a kezeltekben (2. abra). Ezek a
kiilonbségek a 24. hétre valtak szignifikanssa (p < 0,05).

FENYMIKROSZKOPIA ES IMMUNHISZTOLOGIA A
chronicus kilokddésre jellemzG szovettani paraméterek: a
glomerulosclerosis, a leukocytainfiltratio, az interstitialis fib-
rosis és az intimaproliferatio mértéke jo korrelaciot mutattak
a vesefunkcioval.

A kontroilokban a 16. héten a glomerulusok tobb mint
40%-a sclerotizalt. A sclerotizalt glomerulusokat koriilvevé
interstitiumot és érfalakat, valamint magukat a glomerulu-
sokat nagyszamu leukocyta infiltralta, melyek immunhisz-
tokémiai festéssel ED-1+ macrophagoknak és CD-5+ T-
sejteknek bizonyultak. A sejtek egy része ezen feliil sejtfel-
szini adhaesios molekulakra (LFA-1a és VLA-4a) pozitiv is
volt (2. tablazat). Az 1L-2-termelédés gatlasa csokkentette a
glomerulosclerosis (p < 0,01; lasd 1. tablazat) és a sejtes
infiltratio mértékét. Az ED-1+ macrophagok (p < 0,01) és
kiilonésen CD-5+ T-lymphocytak infiltratiéja (p < 0,001),
valamint az LFA-la+ és VLA-4a+ sejtek szama is szig-
nifikansan alacsonyabb volt az immunsupprimalt csoportok-

1. tablazat. Kreatininclearance, serumkreatinin-szint és glomerulosclerosis (a scleroticus glomerulusok az ép glomerulu-
sok szazalékos aranyaban) 16 és 24 héttel veseatiiltetés utdn. A statisztikai szignifikanciat az egyes sorokon beliil Fisher's
least square distance test segitségével allapitottuk meg (25). A p-értékek a kezelt és kontrollcsoport Student's T test sze-
rinti 6sszehasonlitasabél adédnak (* p < 0,05 vs. kontroll, ** p < 0,01 vs. kontroll)

Csoport Hetek Kontroll Cyclosporin A Tacrolimus

atlag + szoras n atlag + szoras n atlag + szoras n
glomerulosclerosis 16 42+1,5 13 30 = 0,6%* 15 22 + 1,6%* 14
(% + SEM) 24 51+2,1 8 39 £ 0,9%* 10 29 £ 1,5%* 9
kreatininclearance 16 1,8+0,1 13 2+0,1 15 1,9+0,1 14
(mU/min = SEM) 24 1,0+0,2 8 1,5+0,1* 10 1,7 £ 0,1%* 9
serumkreatinin 16 1,5+0,2 13 1,33+0,1 15 1,3+0,.2 14
(mg/dl £ SEM) 24 2,1+£0,2 8 1,7+0,2* 10 1,4 £0,1%* 9
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2. tablazat. Infiltralo sejtek és adhaesios molekulak immunhisztologiai festése, 16 és 24 héttel veseatiiltetést kovetden. A
statisztikai szignifikanciat az egyes sorokon beliil Fisher's least square distance test segitségével allapitottuk meg (25). A
p-értékek a kezelt és kontrollcsoport student's T test szerinti dsszehasonlitasabol adédnak. *** Az ICAM-1 és VCAM-1
festddés intenzitasat Fisher's exact test for ordinal data segitségével adtuk meg (It.: latotér 400x nagyitas mellett, * p <

0,05 vs. kontroll, ** p < 0,01 vs. kontroll)

Csoport Hetek Kontroll Cyclosporin A Tacrolimus
atlag+szoras n atlag+szoras n atlagtszoras n
macrophagok (ED-1) (sejt/It) 16 80+ 8.4 5 60 + 3 3* 5 48 + 4 4** 5
24 68 +4,1 13 47 £ 4,6** 10 37 £2.3**
lymphocytak (CD-5) (sejt/It) 16 65+ 6,6 5 45+49 5 40 + 4 4%* 5
24 49 +33 13 33 £4.2%* 10 27 £ 4,6%*
VLA-4a (sejtlt) 16 11+16 5 8 +0.3* 5 7x09* 5
24 9+0,8 13 T 210, 7%* 10 5+0,2** 9
LFA-1a (sejtlt) 16 8+04 5 6+ 0,9*% 5 6+ 0,5%* 5
24 7+£0,5 13 6 +0,4* 10 5+0,3 S
ICAM-1*** intenzitas (1-4) 16 32+0,5 5 2,5+0,6 5 2+0,1* 5
24 2506 13 22%0,5 10 1,5+04 9
VCAM-1-*** intenzitas (1-4) | 16 35206 5 2,5+0,6 5 22 +£0,5*
24 2,7+0,5 13 2+0,8 10 1,5+0,6 9
ban (2. tablazat). A kontrollokban a 24. hétre a sejtes infilt- = &
ratio mértéke feltinden csokkent. Ugyanakkor, az intersti- =
tialis fibrosis és az artériak intimaproliferatioja sokkal kife- S 2
jezettebbé vali. Ezzel parhuzamosan a sclerotizalt glomeru- E ]
lusok szdma is nGtt a 16. és a 24. hét kozott (lasd 1. tablazat). o —
Az IL-2 altal kozvetitett mechanizmusok gatlasa szignifikan- = ]
san csokkentette a glomerulosclerosis, az intimaproliferatio, :ﬁ 04_
az interstitialis fibrosis és a leukocytainfiltratio mértékét. § 0 _ e
A kontroll allatokban az érfalak és a tubulointerstitium g
intenziven festédott a fehérvérsejtek kitapadasat szolgalo b
adhaesios molekulak (ICAM-1 és VCAM-1) elleni antites- 2 4
tekkel. A festédés mértéke a 24. hétre csokket (lasd 2. tabla- % 08
zat). Mind a cyclosporin, mind a tacrolimus mindkét 1d6- g 06
pontban csokkentette ezen molekulak expressiojat. 51 0.4
0
POLIMERAZ LANCREAKCIO (PCR) A kontroll allatok- E: 62 :-j:
ban az IL-2 mRNS szintézise a tubulointerstitiumot infiltralo 2 0 f .
mononuclearis sejtek szdmaval parhuzamosan valtozott. A - 15 o e
16. héten az IL-2 mRNS-szintézis intenziv volt, azonban a [ kontroll  mmmEm cyclosporin 1 tacrolimus |

24. hétre lecsokkent. Mint varhaté volt mind a cyclosporin-,
mind a tacrolimus-kezelés mindkét id6pontban szignifikan-
san gatolta az IL-2 szintézisét (p < 0,05 a kontrollhoz ké-
pest). Erdekes modon a tacrolimus-kezelés szignifikansan (p
< 0,05) hatékonyabb volt, mint a cyclosporin-kezelés (3a
abra).

Az IL-2-receptor B-lancanak (IL-2RB) (p70) mRNS-szint-
jei az IL-2-szintézissel parhuzamosan valtoztak: a kontroll
allatokban a receptorszintézis a 16. héten érte el a maximu-
mét, majd ezutan szignifikansan csokkent (p <0,05). Az IL-2-
szintézis gatlasa mellett, a tacrolimus és a cyclosporin A az
IL-2RB mRNS-szintézisét is csokkentette minimalis mérték-
ben, de ezek a kiilonbségek csak a tacrolimus-csoportban
voltak statisztikailag szignifikansak, és csak a 16. héten (3b
abra). A kontrollcsoportban a TGF-, szintézise 16. héten a
jelentGsen fokozott volt (4. dbra).

A 24. hétre, amikor a sejtes infiltratiot interstitialis fibro-
sis és glomerulosclerosis véltotta fel, a TGF-B' mRNS-szint-

3. abra. Systemas vérnyomas 16 és 24 héttel a transplan-

tatio utan (* p < 0,05 vs. kontroll). A keretek felsd széle

az aortaban mért systolés, also széle a diastolés vérnyo-
mast reprezentilja

je jelentdsen csokkent. Az IL-2 szintézisének folyamatos
gatlasa mindkét csoportban szignifikansan csokkentette a
TGF-B,-szintézist mind a 16. (p < 0,05 a kontrollhoz ké-
pest), mind a 24. héten (p < 0,01 ) (5.dbra).

Ellentétben a TGF-B,-gyel, a PDGF szintézise a kontroll
allatokban majdnem ugyanolyan kifejezett volt a 16., mint a
24. héten. Mig a 16. héten a PDGF expressiojat szignifikan-
san gatolta mindkét kezelés, a 24. hétre a PDGF szintézisé-
ben nem mutatkozott szignifikans kiilonbség a csoportok
kozott, s6t az RNS-szint mindkét kezelt csoportban tenden-
cialisan fokozodott (6. abra).
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kontroll l

cyclosporin A tacrolimus

kontroll | cyclosporin A tacrolimus

4. abra. Vese allograft mintak RT-PCR segitségével meg-
hatarozott TGF-B, mRNS-expressioja 16 és 24 héttel

a transplantatio utin. A PCR terméket az agaroz gélen
ethidium bromid festés segitségével tettiik lathatova

N W s O N
|
|

-
|

|

|

Intenzitas (TGF-beta/GAPDH)

16 hét 24 het
cyclosporin 1 tacrolimus_|

[- kontroll

5. abra. TGF-B, mRNS-szintézis: 16 és 24 héttel
a transplantatio utin. TGF-p, savok denzitometrids
osszehasonlitdsa GAPDH-savokkal
(* p<0,05, ** p <0,01 vs. kontroll)

0,14
0,12 = T
0.1 I T
0,08 T
0,06
0,04 =
0,02— ‘
0—

Intenzitas (PDGF/GAPDH)

16 hét 24 hét
1 tacrolimus 7

(mmmm kontroll  memes cyclosporin

6. abra. PDGF mRNS-szintézis: 16 és 24 héttel
transplantatio utin. PDGF-savok denzitometrias
osszehasonlitisa GAPDH-savokkal
(* p <0,05, ** p< 0,01 vs. kontroll)

MEGBESZELES A chronicus kilokdés nehezen értel-
mezhet6 folyamata jelenleg a legjelentGsebb oka a transplan-
tatiot kovetd allograftvesztésnek. A chronicusan kilokdd
transplantalt vesék immunhisztokémiai analizise soran inten-
ziv sejtes infiltratiot figyeltek meg. Az infiltrdlé sejtek mac-
rophagoknak és T-sejteknek bizonyultak (16, 19, 20). A

chronicus kilokédés — mai elképzeléseink szerint — vagy az
idegen antigén folyamatos felismerésén alapulé T-sejtek
irdnyitotta immunvalasz (4, 5), vagy sorozatosan ismétlédg,
de 6nmagat limitalo acut kilokodési epizodok (6, 7), vagy
alloantigén fliggetlen események kévetkezménye. Az allo-
antigéntdl fiiggetlen tényezdk: sériilés, localis hemodinami-
kai valtozasok, mint a hyperfiltratio. aktivalhatjak a graft
endothelsejtjeit, aminek kovetkeztében mononuklearis sejtek
(lymphocytak, macrophagok) vandorolnak az allograftba
(12, 15, 21). Minthogy a lymphocytdk az érpalyabol valo
kilépés soran aktivalodnak, mindharom teoria felveti, hogy a
chronicus kilokodésben az IL-2 altal kozvetitett mechaniz-
musoknak is szerepe lehet.

Az IL-2 a T-sejtek proliferatiojanak legfontosabb serken-
téje, régi nevén T-sejt novekedési faktor (22). Nyugalmi élla-
potban human T-lymphocytdkban IL-2 mRNS nem detektal-
hato (23, 24), és az IL-2-receptor B-lanca is csak nyomokban
van jelen (4). A T-sejtek aktivaciojakor az IL-2 és az IL-2R
szintézise jelentésen fokozodik (4, 10, 23-25). Jelen kisér-
letiinkben, az [L-2 ¢s receptoranak a szintézise a kontrollok-
ban a 16. héten érte el legmagasabb értékét, amikor a mono-
nuclearis sejtes infiltratio is maximalis volt. Az IL-2R chro-
nicus kilokddésben betdltott szerepét alatamasztja Krams és
mtsainak azon munkdja, melyben leirtak, hogy human
nephrectomias mintakban a szovettanilag igazolt chronicus
kilokodés eseteiben IL-2R mRNS is kimutathato volt (26).

Jelen tanulmanyunkban azt vizsgaltuk, hogy az IL-2 szin-
tézisének gatlasa akar cyclosporinnal, akar tacrolimussal
képes-e lassitani a chronicus kilokddés folyamatat.

A cyclosporin és a tacrolimus gatolja a T-sejt-receptor
intracellularis jelatviteli utjat, és igy gatolja a T-sejt aktiva-
cidja kovetkeztében kialakult génexpressiot, beleértve az IL-2
(4,7,11,27) és az IL-2R (23, 28) gének expressiojat is. Jelen
kisérletiinkben mind a tacrolimus, mind a cyclosporin A
gétolta az IL-2, valamint az IL-2Rf} szintézisét. Az IL-2 szin-
tézisének gatlasa lassitotta a vesefunkcio (proteinuria, krea-
tininclearance) hanyatlasanak itemét. Néhany ujabb tanul-
many szerint a cyclosporinnal torténé folyamatos kezelés
lassithatja a chronicus kilokddés folyamatat, kisérletes
(29-31) és klinikai (32, 33) transplantatiot kovetéen. Ugyan-
akkor ezen tanulmanyok egyike sem fokuszal a vesetrans-.
plantatiot kovetd I1L-2-kozvetitett mechanizmusok folyama-
tos gatlasanak hosszu tavu hatasaira. Az IL-2 ut gatlasaval
foglalkozo6 klinikai tanulmanyok eredményei ellentmonda-
sosak. A chronicus kilokodés biopsiaval bizonyitott esetei-
ben az Azathioprin + Prednisolon kezelésrél cyclosporin A +
Prednisolon kezelésre (32) valo attérés, vagy a terapia cyc-
losporin A-val térténd kiegészitése (33) lassitotta a hanyatlas
titemét. Ugyanakkor mas tanulmanyok a cyclosporin A-rol
Azathioprin-kezelésre torténd atallas jotékony hatésairol sza-
moltak be (34, 35). Jelen kisérletiinkben az IL-2-kozvetitett
mechanizmusok gatlasa szignifikdnsan kifejezettebb volt
tacrolimus esetében, mint cyclosporinnal kezelt recipiensek-
ben. Klinikai adatok arra mutatnak, hogy a tacro]irpussal tor-
ténd suppressio hatisosabb az acut kilokédés megel6zésé-
ben, mivel a tacrolimus képes cyclosporin A kezelés mellett
el6forduld szteroidrezisztens acut kilokddési reakciok visz-
szaforditasara (38).

Eredményeink alatdmaszthatjak azt a hipotézist, mely sze-
rint a chronicus kilok&dés — legalabb is részben — az idegen
antigén folyamatos felismerésen alapulna. Ugyanakkor, az
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IL-2 altal kozvetitett mechanizmusok, nem specifikus (az
idegen antigéntdl fiiggetlen) gyulladasos reakcio részeként is
értelmezhetdek. Ezen kérdés tisztazasara még tovabbi tanul-
manyok sziikségesek.

A szoveti atépiilési folyamatokat — igy a vese allograftok
chronicus kilokédését is — localisan termelt novekedési fak-
torok irdanyitjak (39). A TGF-f, kulcsszerepet jatszik a fib-
rinogenesisben és a chronicus fibrosis fontos mediatora (40).
A chronicusan kiloké vese allograftok biopsidjaban (19, 41)
és chronicusan kilok6d6 patkanyvese allograftokban (14) a
TGF-B, expressiojat emelkedettnek talaltak, ami arra mutat,
hogy ez a faktor jelentds szerepet jatszhat a chronicus kil6-
kédésben folyamataban (14, 19). ATGF-B-at kiillonb6z6 sejt-
tipusok termelik, tobbek kozott a graftot infiltralo macropha-
gok és T-lymphocyték (2, 19).

Mivel a TGF- un. latens asszocialt peptidhez kovalensen
kotott pro-TGF-P formajaban szekretalodik (43), az aktiv fe-
hérje szoveti szintjérdl nincs informacionk. Tanulméanyunk-
bzn a TGF-B mRNS-szintézisérzk fokozodasa a kontrollcso-
portban idébeli kapcsolatot mutatott a sejtes infiltratio inten-
zitasaval. Ezen tilmenden az immunsupprimalt allatokban a
TGF-B-termelés mimmalisra csokkenésével parhuzamosan a
glomerulosclerosis és interstitialis fibrosis mértéke is min-
imélis volt. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a TGF-8
mRNS szintje a szoveti hatasrol is nyujt informaciot.

A cyclosporinrol kimutattak, hogy stimulalja a TGF-J} ter-
melését 1zolalt T-sejteken (31 ), tubularis sejteken (21) és
fibroblastokon in vitro (42) és kezeletlen allatokban a serum
TGF-f szintjét emeli in vivo. Arra vonatkozolag azonban
nincsenek adatok, hogy hogyan hat a cyclosporin a TGF-,
szintézisére chronicus kilokédés soran. Mivel a cyclosporin-
nal kezelt csoportban a vese 0ssz-TGF-B1 mRNS tartalma
jelentdsen alacsonyabb volt a kontrollcsoporténal, a cyclo-
sporin localis TGF-f-termelésre gyakorolt stimulalé hatasa
valdsziniileg elhanyagolhato a sejtes infiltratiot gatlo, és igy
a TGF-B-t termeld mononuclearis sejteket eliminald hatas-
hoz képest.

Egyre tobb bizonyiték sz6l amellett, hogy a TGF-ff mellett
a PDGF szintézise is jelent§s a szovetatépiilési tolyamatok-
ban, igy a progressiv glomerulosclerosisban is (44). APDGF
a mesangialis sejtek, biztosan a legtobbet vizsgalt és feltehe-
téen leghatdsosabb mitogénje (45). Serkenti a mesangialis
sejtek TGF-p termelését (46) és a fibroblastok proliferatiojat.
Ezen feliil a PDGF a glomerularis hemodinamika regulatio-
Jjaban is szerepet jatszhat (45). Bar a PDGF-AB normal vesé-
ben nem mutathato ki (45), a vesebetegségek szamos faj-
tajaban — koztiik a vese allograftok chronicus kilokédésében
is (39, 48, 49) - fokozott expressiot sikeriilt igazolni (44, 46).
Paul és mtsai chronicusan kilokédé patkanyvese-transplan-
tatumokban a PDGF-receptor mRNS-szintjét szignifikansan
emelkedettnek talaltak (39). Mas patkanyvese allotransplan-
tatiorél sz616 tanulmanyokban sejtes infiltratio maximuma a
16. héten, Osszefliggést mutatott a graft artérids simaizom-
sejtieinek PDGF immunhisztokémiai festédésével (48, 49).
Bir kisérletiinkben mind a cyclosporin, mind a tacrolimus
gatolta a PDGF szintézisét, hatasuk idével csokkent. Kezelt
és nem kezelt dllatokban a PDGF-szintézis a 16. hétrél a 24.
hétre fokozodott, annak ellenére, hogy az infiltrdlo sejtek
szama nagymértékben csokkent. Mivel nemcsak a vérle-
mezkék termelnek PDGF-et, hanem mas sejtek is (pl. a glo-
merularis mesangialis sejtek), elképzelhetd, hogy a glomeru-

lanis sejtproliferatio okozta mesangialis PDGF-termelés ko-
vetkeztében Gnmagat erGsitd folyamat alakul ki (50). Ennek
értelmében a PDGF-termelés a chronicus kilokddés késéi
progressiojaban valoszinilileg fontosabb, a TGF-B-nal.
Ugyanakkor mig a tacrolimus és a cyclosporin elényos a
chronicus kilokddés korai fazisaban, ha egyszer a vese heges
atépiilése megkezdddott, az alloantigéntdl fuggetlen folyama-
tok valnak dominanssa az ongerjesztd folyamatban, és ezért
az IL-2 suppressiotol nem sok tovabbi eredmény varhato.
Osszegzésképpen az IL-2 altal kozvetitett mechanizmusok
folyamatos gatlasa lassitja a patkanyvese allograftok chroni-
cus kilokodésének progressiojat, azaz a macrophagok mellett
az IL-2 aktivalta T-lymphocytak is biztosan szerepet jatsza-
nak a folyamatban. A progressio szempontjabol a folyamat
elsé felében fontos mediator a TGF-f3, melynek szintézise az
infiltralo, IL-2 aktivalta T-lymphocytak szamanak csokken-
tése réven jol gatolhato. ElGrehaladottabb stadiumban a
PDGF szerepe kertil el6térbe, és ilyenkor az IL-2-terimelés
gatlasara iranyulo terapiatdl mar nem sok hatas varhato.
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