A juxtaglomerularis apparatus parakrin szabalyozasa: Funkcionalis és morfologiai
osszefiiggések normal és koros koriilmények kozott
(Rosivall Laszlo, 2005-2008, AT 048767)

I. Bevezetés

A juxtaglomerularis apparatus (JGA) a vesében talalhat6 alig néhany 100 sejtbdl allo képlet,
melynek morfologiai és funkciondlis részletei az orvos-biologiai szakemberek tobbsége
szamara is alig ismertek.

Golgi 1889-es fénymikroszkopos vizsgéalatokon alapuld leirasaval kezd6dd és még ma is
tartd kutatdsa soran felismerték, hogy e teriilet részt vesz a vese véraramlas, a glomerularis
hemodinamika, a renin-angiotenzin rendszer €s a sO- viziirités szabalyozasaban. A kutatok
sokaig feltételezték, hogy a juxtaglomerularis apparatus stabil intersticialis milleau-vel
rendelkezik idedlis kdzeget biztositva a glomerularis filtraciot szabalyozo tubuloglomerularis
feedback bonyolult mechanizmusdnak a macula denséatdl a renin tartalmt granulalt sejtekig
haladé humordlis jelatviteléhez.

A JGA stabil intersticidlis folyadék terével kapcsolatban felvetettiik, hogy egyszerii
morfologiai meggondolasok alapjan is aligha elképzelhetd, hogy a szervecske kup alakt
extraglomeruldris mezangialis terét 3 csdszerli képzOdmény: az afferens és az efferens
arteriola, a disztalis tubulus a macula denséaval ugy zarja le, hogy annak intersticialis folyadéka
ne kozlekedjék tobbé-kevésbé szabadon a vese intersticiumaval. Kiilonféle kisérleti médszerek
felhasznalasaval igazoltuk, hogy a juxtaglomeruldris appardtus nem zart egységként
viselkedik, hanem jelentds intersticidlis folyadékmozgassal rendelkezik. Bizonyitékot
szolgaltattunk arra is, hogy a nyomas kiilonbségeknek megfeleléen folyadék aramlik a
juxtaglomeruldris intersticiumba az afferens arterioldb6l az daltalunk leirt fenesztralt
endothéliumon, a glomerulusbdl a ,,mesangialis f4”-n, illetve a vizeletlirbdl a filtracids réseken
keresztiil. E folyadék aramlds morfoldgiai alapjait nemcsak kisérleti emldsallatokon, de
amphiumaban, s6t emberben is leirtuk, bizonyitva ezzel a jelenség Osi, altalanos jellegét.

Megallapitottuk, hogy az afferens arteriola fenesztralt endothél teriiletének kiterjedése fiigg a
renin-angiotenzin rendszer aktivitasatol. Ezért az életkor, a stressz és szamos farmakologiai
beavatkozas alapvetden befolyasolja a fenesztralt endolthélium teriiletének nagysagat.
valtozasat és kimutattuk, hogy megjelenésiik szabalyozasdban szerepet jatszik az angiotenzin,
a vaszkularis endothelialis novekedési faktor (VEGF) és a MAP kinaz rendszer.

Multiphoton 1ézer mikroszkopidval €16 allatban is sikeriilt kimutatnunk a fenesztrumokat és
igazolnunk szerepiiket a renin elvalasztisban. Azt korabban is tudtuk, hogy az afferens
arteriola faldban képzddd renin egy része az ér lumenébe keriil, de ennek morfoldgiai alapjat
nem ismertiik, hiszen a renin til nagy molekula ahhoz, hogy a zart endothél rétegen keresztiil
konnyedén atjusson.

A lézer mikroszkopos eljarasok in vivo alkalmazasaval a glomerularis dinamika,
intersticidlis folyadék aramlas és endothelidlis permeabilitds korabban nem ismert részleteit és
dinamizmusat sikeriilt feltarnunk, lathatova tenniink. Ezek az eredmények felvetik szdmos
olyan alapélettani folyamat ujragondolasanak és ujravizsgélatanak sziikségességét, mint
példaul a glomerularis filtracio, intersticialis folyadékmozgas, renin-szekrécio stb.



A kifejlesztett in vitro JGA prepardtum lehetévé teszi a JGA kornyezeti befolyasoktol
mentes tanulmanyozasat. A multifoton lézer mikroszkopia alkalmazéasaval az izolalt JGA
mikodését a maga teljes térbeli integritasdnak megdrzése mellett kiilonbozo sikokban
vizualizalhatjuk, és igy lathatova tehetjiik a tubuloglomerularis feedback mechaniznust, illetve
kiilonboz6 fluoreszeens festékek alkalmazasaval a renin szekréciot, a folyadékok sejtek kozotti
aramlasat, a filtraciot nagyfelbontasu iddébeli és térbeli nyomon kovetéssel. A moddszer
tovabbfejlesztésével €16 allatban is képesek voltunk vizualizalni a hemodinamikai torténéseket.
Megfigyeléseink igazoltak korabbi feltevéseinket és tjabb provokativ eredményekre vezettek.

Izolalt, mikroperfundalt JGA modell afferens arterioldjdban a magas gluk6z koncentracio
renin elvalasztast ¢és affrens arteriolaris vazodilataciot okozott. Ez az endothelium fiiggd magas
gluko6z koncentracios hatas NO és prosztaglandin felszabadulason keresztiil érvényesiil. Fontos
ujabb megfigyelés, hogy a citrat-korben keletkez6 szubcinat a GPR91 receptorokon keresztiil
emeli a vérnyomast. Ez a receptor megtalalhaté mind a tubulusokban, mint a juxtaglomerularis
apparatusokban. Ez az eredmény a renin szabalyozas metabolikus lehetdségét veti fel és Uj
utakat nyit a hypertonia kutatés teriiletén.

A short loop feedback mechanizmus 1étezésének bizonyitdsa emldséallatban mai
eszkozeinkkel aligha lehetséges, hiszen ehhez ki kellene mutatnunk, hogy ha az afferens
arteriolaban valtoztatjuk példaul a kolloid ozmotikus nyomast, akkor ennek hatdsara - szinte
azonnal - valtozik a glomerularis kapillaris ellendllds. Azonban ha valtoztatjuk a kolloid
ozmotikus nyomast az afferens arterioldban, ugy kovetkezményként az efferens arteriola
kolloid ozmotikus nyomadsa is valtozik, illetve az ugyanazt a nephront koriilvevd peritubularis
kapillarisokban is valtoznak a nyomas viszonyok. Rdadéasul ismert, hogy a nephron koriili
intersticidlis ozmotikus nyomas befolyasolja a klasszikus tubuloglomerularis feedback
érzékenységet. Ezért kisérleti emldsallatban nem lehet eldonteni, hogy a 1étrejott glomeruldris
kapillaris ellenallas valtozéas kialakuldsanak mi a mechanizmusa. Létezik azonban egy olyan
allat, az amphiuma, amelyrdl kordbban bizonyitottak, hogy rendelkezik a klasszikus feedback
mechanizmussal, ugyanakkor az efferens arteriola nem ad kapillérist a sziildi nephron kore,
hanem kozvetleniil torkollik a vénas rendszerbe. Ezen allaton sikeriilt kimutatnunk, hogy az
afferens arterioldban torténé ozmotikus koncentraciovaltozas reverzibilis modon
megvaltoztatja a glomerularis ellenallast. Ezzel bizonyitottuk, hogy amphiumaban miikddik a
short loop tubuloglomerularis vagy feed forward mechanizmus. Hogy ez emldsben/emberben
is igy miikodik, arra csak a morfoldgiai azonossagok/hasonlosagok utalnak, de a bizonyitas
még varat magara.

II. A fenesztracio/endothelialis nanocsatorna kimutatasa atomerdé mikroszkopiaval
sejttenyészetben

Az atomerd mikroszkopia (AFM) 1) lehetdség arra, hogy nanométeres tartomanyban is
részletgazdag és igen jO mindségli képet nyerjiink kiilonbozd felszinekrdl igy példaul a
sejtmembranrol. AFM-os vizsgalatok megerdsitették korabbi EM vizsgélatokkal nyert
eredményeinket a méretrdl, az elhelyezkedésrdl €s a fenesztratumok szdmanak valtozasarol.

Human umbilikélis véna primer endothelidlis sejtenyészetében a fenesztrumok mérete AFM
modszerrel mérve ugyanabba a tartomanyba esett, mint amit a fenesztracio6 eredeti leirasakor in
vitro az afferens arterioldban elektron mikroszkoppal lattunk. Az eredeti tanulmanyban
azonban nem volt mdd arra, hogy a limitalt szdmban tanulményozhat6é fenesztra alapjan az



atmérd nagysagarol részletes informacidhoz jussunk. AFM vizsgélataink alapjan a kezeletlen,
nyugvo ¢és etanolban szaritott HUVEC felszinen 8x8 um-es feliileten atlagban 12,1£2,5
fenesztratum talalhato. Az AFM lehet6vé tette, hogy meghatidrozzuk az atmérd mérete szerinti
eloszlast. Kideriilt, hogy a fenesztratumok 90%-a 200 nm-nél kisebb atmérdjii és a 400-500
nm-es nyilasok csak elvétve fordultak eld. Szamitasaink szerint ebben a preparatumban az
endothél sejtek feliiletének kb. 0,2%-at fedi fenesztra. Elgondolkoztatd, hogy a szdjadékok
boritotta dsszes feliiletben a nagyobb atmérdjli nyilasok, még az igen alacsony szamuk ellenére
is jelentdsen kozrejatszanak. Hogy vajon ennek van-e barmiféle funkcionalis jelentsége, azt
tovabbi vizsgalatoknak kell kideritenitik.

Az AFM azt is lehetové tette, hogy a fenesztraciot ne mind sikbeli képzédményt vizsgaljuk,
hanem a valdsagnak megfeleléen, mint nanocsatorndkat tanulmanyozzuk. Az endothelialis
nanocsatorndk nagy nagyitdssal jellegzetes format mutatnak. A felszinen felhanyt széllel
koriilvéve ovalis vagy korhoz kozelalld bejdrat altaldban szabalytalan formdji. A csatornak
mélyebb rétegekbe torténd kovetésével kideriilt, hogy a csatornak tdlcsér formajuak.

Technikai okok miatt a csatorna csak mintegy 150-170 nm mélységig volt nyomon
kovethetd, tehat a tilsé szajadék nem volt tanulmanyozhato.

1. abra. Egy fenesztratum
AFM-el készitett sejtfelszini képe
nagy felbontasban, 2x2 um-es

feliileten.
Nemérd 106 nm 1. tablazat.
SHid 05000 | 0100 | T01-200 | 201-300 | 301-400 | $01-500 Kiilsnboz6 atmérdii
mélyvseghen )
fenesztratumok

eléfordulasa 8x8 um-nyi
sejtfeliileten, etanollal
szaritott mintakon.

A cxatornak atlagos

; 12,1£2,5 | 8,6501,6 | 3,00+0,6 | 2,040.4 | 18205 | 1,000
ST




Mélvség .—"'a.ilngn.-.' atmerd (mnm)
{nm} i 430 oo 135
] 4635 | 403=6F | 38047 | 411+£39
2. tablazat. Fenesztratumok
i ! P 520 23427 s , ,
ol 398432 | 356450 | 351429 | 35342 atmerOJenek véltozasa
0 350436 | 317249 | 305437 | 327421 kiilonboz6 ~ melységekben  és
kiilonbozé sikok mentén
-80 29739 | 26940 | 269:41 | 290:1] szamolva, etanollal  szaritott
00 246436 | 224439 | 217428 | 249432 mintakon.
-100 21141 | 193231 | 152+30 | 21734
=110 174445 | 159434 | 145435 | 177439
-120 16847 | 12737 | 13037 | 166237

Az endothél sejtfelszint nem csupan dehidralt sejteken vizsgéltuk, hanem ¢I6 sejteken is.
Folyadék fazisban a kezeletlen sejtfelszin morfologidjdban nem talaltunk eltérést, a
fenesztratumok atmérd szerinti eloszldsa nem mutatott eltérést.

A fenesztratumok atméré szerintl eloszidsa (%) 3. tablazat. Kiilonbozo
<100 nm | 101-200nm | 201-300nm | 309400 nm | 401-500 nm atmérojli  fenesztratumok
; ; eléfordulasa 8x8 um-nyi
Elé sejtfelszin 0.71 0.18 0.08 0,03 0,00 P
sejtfeliileten etanolban
Etanolban szaritott | 0,67 0.19 0.08 0.05 0,02 szaritott illetve 616 sejteken.

I11. A fenesztracio kialakulasanak szabalyozasa

Fenesztralt endothélium a szervezetben csak specidlis helyeken, mint példaul a
glomerulusban taldlhato. A fenesztracio jelenléte az afferens arteriola disztalis szakaszan még
ennél is kiilonosebb, mert nemcsak egy magasnyomasu (50-60 Hgmm) érszakaszrol, de
rdadasul még egy Osi, mar az amphiumaban is jelenlévé képzédmeényrél van szo. A
fenesztracid jelentds élettani szabalyozdsi mechanizmusok morfologiai alapja, ezért a
kialakulas szabalyozasdnak megismerése fontos. Mas szovetekre vonatkozolag korabban mar
feltételezték, hogy a permabilitast fokozo vaszkularis novekedési faktor szerepldje lehet a
mechanizmusnak. A VEGF bar a szervezetben altaldban alacsony expresszidt mutat, a vesében
a glomerularis podocitdkban, a disztalis tubulusokban és az erek simaizomzatdban erdsen
expresszalodott. A VEGF részt vesz a periodontalis keringés szabalyozasaban is. A gingivaban
talalhato erek endothél sejtjeinek felszinén megtalalhaté a VEGFR-2 receptor.

Mindezek alapjan feltételezve, hogy a VEGF regulatora az afferens arteriola endothelidlis
nanocsatornak megjelenésének, tanulmanyoztuk in vitro primer endothélsejt kultira modellen
a VEGF hatésat a csatornacskak kialakulasara, illetve a konfluens sejtréteg permeabilitasara. A
VEGF transzmembran tirozinkindz receptorai koziil a 2-es receptort aktivitdsanak szerepét
vizsgaltuk.

A VEGF expressziojat szamos a JGA-val kapcsolatos szabalyozd anyag befolyédsolja. Az
angiotenzin II fokozhatja a VEGF elvalasztast. A VEGF aktivélja a p38 MAPK kinazt.

A 48 oras VEGF és Ang II kezelés megnovelte a fenesztraciot és az endothelialis
permeabilitast. A vizsgilat sordn a sejteket iiveg feddlemezen konfluens allapotig



novesztettiik, majd kezeltiik kiilonb6zo dozisu Ang I1-el és VEGF-el. A viszgalatok 8x8 pum-es
sejtfelszinen torténtek és azokat a sejtfelszini bemélyedéseket tekintettiik fenesztratumoknak,
amelyek mélysége elérte vagy meghaladta 100 nm-ert. Vizsgalataik alapjan 48 o6ra utan a 100
ng/ml VEGF kozel négyszeresére, mig a 107 M Ang II kozel a duplajara novelte a
fenesztratumok szamat. Ezt a megfigyelést scanning elektronmikroszkoppal (SEM) is
megerdsitettiik. A rovid tdva VEGF és Ang II kezelések nem okoztak eltérést a fenesztratumok
szdmaban.

60 2. abra. A
fenesztratumok szamanak
50 T valtozasa 48 oran keresztiil
tartd VEGF és Ang 11

40 kezelések hatasara.
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A SEM technikéaval készitett képeken lathatd, hogy a 107 M Ang II és 100 ng/ml VEGF
kezelések hatasara az endothél felszinen lyukak jelentek meg.

3. abra. A
fenesztratumok szamanak
valtozasa 48 6ran
keresztiil tartd6 VEGF és
Ang II kezelések
hatasara. Az A, B, C
képeken a feltiintetett
1épték 10 um, a D, E, F
képeken 2 pum.

AFM-el megvizsgaltuk, hogyan valtozik az endothél sejtfelszin morfologidja Ang II és
VEGF kezelést kovetden €16, nem szaritott sejteken. Az él0 sejteken végzett mérésekben a 48
ords Ang II kezelés kétszeresére, mig a VEGF kezelés haromszorosara novelte a
fenesztratumok szadmat €s ugyanakkor eltérést tapasztaltunk a fenesztratumok atmérdjében is,
mivel mindkét kezelés hatdsara megndtt a fenesztratumok atmérdje és igy az atmérd szerinti
eloszlasa is. A folyadék fazisban, €10 sejteken végzett vizsgalatok alapjan a kezelések nem

csupan a fenesztratumok szamat, hanem azok atmérdjét is megndvelték.



4. tablazat.
Fenesztratumok szamanak és
atmérdjének valtozasa Ang I1
és VEGF kezelések utan é16
sejteken.

Fenesztratumok i
Ry Atrmvard [nmj
Kontrall 5T+13 TTAL 1.6
107 M Ang Il 11,3+ 1,5 11954 14,9
100 ngiml VEGF 200+ 1.3 1259494
A feneszirdtumok atmérd szerint eloszlaza )
<106 nm | 1200 mm | 201-300nm | 301400 nm | 401508 nm
Eli seftfelszin [ Ay (R 0.08 0,03 .08
Hontroll
Etanalban szaritott 067 (R 0.08 0,05 0.0z
Ed seltfelszin 054 0,23 0,11 0,86 .08
107 M Ang il
Etanolban szaritott [ ] 013 .04 0.83 0.0z
Elii seftfelszin 0,50 17 0,08 0,80 0,05
104 ngiml VEGF

Etanolban szaritott 8,79 (AL 0,06 0,03 0.0z

5. tablazat.
Kiilonb6z6 atmérdja
fenesztratumok
el6fordulasa VEGF és
Ang I kezelések utan
sejtfeliileten etanolban
szaritott illetve €16

sejteken.

Az Ang II és a VEGF a fenesztraciot fokozo hatasat AT, és VEGFR-2 aktivacidojan
keresztiil hozta létre. Specifikus receptor blokkolok felhasznalasaval megvizsgaltuk az AT,
illetve a VEGFR-2 receptorok szerepét a fenesztracié kialakulasaban. Az AT, receptort 10° M
candesartan-al, mig a VEGFR-2-t 50 nM ZM323881-el blokkoltuk. Eredményeink alapjan az
AT, aktivacidja felelés az Ang II hatasaiért, mig a VEGF a VEGFR-2 aktivacidjan keresztiil
fejti ki hatasat, tovabba aVEGFR-2 aktivacioja befolyasolhatja az Ang II fenesztrald hatésat is,
de az ezért felel6s mechanizmusra egyelére nincs magyarazatunk.

40 4
: T
E 35
]
E g
2
o
"
gy
E
E 20 1
i 15 | .
=
E .
g 10
g 5 | ]
o

o
Controd Candesarian fungy B Candesartan #
Angll
= el

s

45
% 40 4 e
E
I 1
=
] kI
5
"Ei 20 4
E 15 5
B oo
B
§ 5
= a4 . . .

Control  ZMI3XE1E Ang I IMI32B1E VEGF IMIZ2E1E
+ang I +VEGF

= g0

4. abra. Az ATI1 receptort blokkold
candesartartan elokezelés hatdsa az Ang
IT altal megndvelt fenesztraciora.

5. abra.
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VEGF és
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altal

megnovelt



A p38 aktivacidoja szerepet jatszik a VEGF és Ang Il kezelést koveto fenesztracio
fokozodasban. A p38 MAP kindz aktivacidjat gatlo SB203580 eldkezeléssel vizsgaltuk a
kinaz szerepét a fenesztracié kialakulasdban. Eredményeink szerint a p38 gatlasa soran
elmaradt a VEGF ¢és Ang II kezelést kovetd fenesztracio novekedés.

50 1 : = — 6. abra. Az p38 MAP kinaz gatlas
E a5 | hatasa az Ang Il és VEGF altal
S &0 . megnovelt fenesztraciora.
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A 48 oras VEGF és Ang II kezelés fokozta a fenesztratum asszocialt PV-1 molekula
mRNS szintjét. Munkank soran megvizsgaltuk, hogy a fenesztraitum-asszocialt PV-1
molekula mRNS szintjére milyen hatassal van a 48 6ras VEGF és Ang II kezelés, tovabba
SB203580 gatloszerrel vizsgaltuk a p38 MAP kinaz szerepét a folyamatban. Kvantitativ real-
time PCR-el kimutattuk, hogy mindkét kezelés megnoveli a PV-1 mRNS szintjét és ez a
fokoz6das a VEGF esetében erdteljesebb és tovabba azt is igazoltuk, hogy a PV-1 mRNS
szintjének novekedése nagyban fiigg a p38 MAP kinaz aktivaciojatol.

7. abra. A VEGF és az Ang 11
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A VEGEF esetében a ROCK (Rho aktivalta kinaz) atvonal is szabalyozo szerepet jatszik
a PV-1 expresszidjaban. A PV-1 mRNS szintjének real-time PCR-es meghatarozasaval
megvizsgaltuk a ROCK szerepét a PV-1 expresszidjdban. Eredményeink alapjadn ugy tiinik,
hogy a ROCK kinaznak szerepe van a VEGF kezelést kovetd PV-1 expresszio fokozodasban,
mivel gatlasa csokkentette a VEGF hatésat.
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IV. Endothelialis fenesztracié kimutatasa/lathatova tétele €lo allat afferens arteriolajaban
multiphoton lézer mikroszkopiaval

Felhasznalva a multiphoton 1ézermikroszkdpia azon tulajdonsagat, hogy a lézersugarral a
felszin alatt 200-300 pum-ig fokuszalhatok, tehat optikai metszési sikokat lehet vizualizalni,

erey

Patkanyban a vesét oldalt készitett gomblyukmetszésen keresztiil el6buktattuk és a vese
felszinét multifoton 1ézer mikroszkoppal vizsgaltuk. A renint szupravitalisan quinakrinnal, az
endothélt lucifer-sargaval (LS), a plazmat 70kDa dextran-rodamin B-vel jeloltiik. Megfeleld
hulldmhosszii 1ézer fény hatasara a fluoreszkdlo festékek lathatova tették a keringd
vorosvértesteket, a renin granulumokat, és az endothél szerkezetét Miinich-Wistar
patkanyokban, ahol a vese felszinén is talalhatok glomerulusok. Egérben éles metszéssel
eltavolitottuk a bab alaki vese gerincének mintegy 0,5 mm-es rétegét. Igy a vérzéscsillapodas
utdn a felszinre keriilt glomerulusokat ugyancsak képesek voltunk tanulméanyozni. A festékek
beadasa utan az afferens arteriola sargan festddd endothél fala éles vonalként latszott a
proximalis renin-negativ érszakaszon. Ahol azonban az afferens arteriola fala kiils6 €s belsd
felszine koriil megjelentek a renin-granulumok, az éles sarga csik elmosddottd valt. Nagyobb
nagyitassal jol latszott, hogy az elmosodottsag a lyukacsos/fenesztralt szerkezetnek volt
koszonhetd. Az €16 allatban végzett mérések ismét szoros korrelaciot mutattak a renin-pozitiv
¢és a fenesztralt endothéllel rendelkez6 érszakaszok hosszai kozott. A fenesztracio, illetve az
ugyancsak jol lathatd renin granulumok egymashoz viszonyitott elhelyezkedése helyenként
figyelemreméltoan mutatta az elképzelésiink realitdsat azaz, azt, hogy a renin granulumok az
altalunk leirt endothelidlis csatornan keresztiil keriilhetnek a keringésbe.

V. Fenesztracio és a renin-angiotenzin rendszer (RAS)

crer

sejtekétdl. Kisérleteinkben az afferens arteriola fenesztralt endothéllel boritott szakaszanak
hossza és a renin-pozitiv szakasz hossza kozott szigora korrelaciot talaltunk. Masképpen
fogalmazva fenesztracid ott alakul ki, ahol az ér faladban renin termelddik. Ez az Gsszefiiggés
olyan erds, hogy amennyiben a RAS aktivitasat AT, receptor blokkoldval, vagy angiotenzin
konvertal6 enzim gatld (CEI) kezeléssel fokoztuk patkanyokban, tigy nem csak a renin-pozitiv
szakasz nott szignifikansan, de ferritin pozitiv/permeabilis, azaz fenesztraltsdgot mutatd
szakasz 1s aranyosan valtozott. Ezért joggal feltételezhetjiilk, hogy az emberben is pl. a



diabeteses allapotban, amikor nd a renin aktivitds, vagy hypertonidsokban, akiknek AT; vagy
CEI blokkolot adunk terapiaként, valtozik az afferens arteriola szerkezete. Ez az atalakulas
eddigi kisérleti eredményeink alapjan feltételezhetden éppen ugy reverzibilis, mint ahogy a
renin granulalt szakasz is visszaalakulhat simaizomzata szakassza, vagy forditva. Ismert, hogy
ujsziilottekben a rendlis arteridlis rendszer fala szinte teljes hosszaban renin pozitivitast mutat.
Ezért vizsgaltuk 0jsziilott patkanyokban a ferritin permeabilitést, illetve a fenesztraltsagot. Azt
talaltuk, hogy ahol a teljes afferens arteriola renin-pozitiv, ott az arteriola teljes hosszaban
ugyancsak kimutathatdo a fenesztraciora jellemzé fokozott endothelidlis permeabilitds. A
szililetés utani napok szamanak, azaz a kornak a ndovekedésével aranyosan csokkent, mind a
renin pozitiv szakasz, mind a fenesztraltsagot mutat6 afferens arteriolaris szakasz hossza. Ezek
az adatok arra utalnak, hogy a renin és a fenesztracido megjelenése 0sszefligg.

Az irodalombodl ismert, hogy a renin az afferens arteriolabol nemcsak az intersticiumba
keriil, de bejut a keringd vérbe is. Ennek megfeleléen az afferens arteriola vérének a renin
koncentracioja alacsonyabb, mint az efferens arterioldban mért renin koncentracio6 érték. Eddig
nehéz volt belatni, hogy a relative nagy méretli renin molekula (~40 kD), hogyan juthat 4t az
arteriola falat befedd, zart réteget képezd endothélen keresztiil. Eredményeink magyarazatot
adhatnak erre a kérdésre, hiszen a fenesztracido lehetdséget biztosit a renin keringésbe
kertiléséhez. Ugyanakkor kdzvetlen kapcsolatot teremt a keringd plazma és a renin granulalt
sejtek felszine kozott is. Tehat a renin szekréciot befolyasold plazma Osszetevok a granulalt
sejtek membranjaval érintkezve kozvetleniil fejthetik ki hatdsukat a szekrécidjukra. A
Bowman-tok parietalis lemezén talalhato €s a renin granulalt sejtek felé nézo, illetve azokat
borito filtracios rések azt is lehetdvé teszik, hogy a vizelet 0sszetevok is kozvetlen kapcsolatba
kertiljenek a granulalt sejtekkel. Hogy mindezeknek mi a tovabbi fiziologiai kovetkezménye,
illetve a pathophysiologiai folyamatokban betoltott szerepe, az egyelére nem vildgos. Ezekre a
kérdésekre tovabbi vizsgalatoknak kell valaszt adniuk.

VI. A fenesztralt endothélium permeabilitasa

A fenesztrumok milkddésének jellemzésére nemcsak a fenesztrumok szaméanak nyomon
kovetése adhat felvilagositast, de fontos lehet a fenesztrumok permeabilitdsdnak
meghatarozasa, illetve valtozasanak kimutatdsa is. Annak bizonyitdsara, hogy az afferens
arteriola folyadék szamara atjarhat nyomjelzé dozisi neutralizalt ferritin szemcséket
hasznaltunk. A ferritint az aortdba adtuk és a veseszovetben elektron mikroszkoppal
lokalizaltuk. Igy sikeriilt kordn kimutatnunk, hogy a fenesztralt endothél nem csak
morfologiailag tlinik filtracids membrannak, de gy is viselkedik. A permeabilitas pontos
mértékét 40kD-os jelzett dextran molekula segitségével hataroztuk meg HUVEC sejteken in
vitro.

A VEGF és RAS hatasa a transzendothelialis permeabilitasra in vitro sejttenyészetben

A VEGF megnovelte az endothelidlis permeabilitast és ebben a p38 MAP Kkinaz
aktivaciojanak fontos szabalyozo szerepe van. Az endothel sejteket konfluens allapotig
kD méretli FITC-dextrant tartalmazo fenolvords mentes médium keriilt a sejtekre. A kezelés
megkezdése utan 15 percenként mintat vettiink a sejtréteg alatt talalhatd médiumbol és
fluoreszcens plate reader-el megmértiik a FITC tartalmat. Méréseink alapjan a 100 ng/ml



dozistt VEGF kezelés mar 15 perc utdn megnovelte a HUVEC monolayer permeabilitasat a 40
kD méretti FITC-dextran-al szemben. Ha az endothel sejteket a VEGF kezelést megel6zden 30
percig eldkezeltiik a p38 MAP kinazt szelektiven gatldo 10 uM SB203580-al, azt tapasztaltuk,
hogy az eldkezelés kivédte a VEGF permeabilitast fokozo hatisat. Eredményeink alapjan a

crer
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A 107 M Ang II kezelés 30 perc utin permeabilitas novekedést okozott. Munkank soran
40 kD-os FITC-dextrannal megvizsgaltuk a konfluens endothel sejtréteg permeabiltasat
kiilonbozé dozisu angiotenzin 11 (Ang IT) kezelést kovetden. Eredményeink alapjan a 107 M
Ang II 30 perc utan megnovelte az endothelialis permeabilitast. Az ennél nagyobb, illetve a
kisebb koncentraciotartomanyban csokkent a valasz intenzitasa.
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Megvizsgaltuk a 48 o6rds VEGF és Ang II kezelések hatasat a 40 kD méretii FITC-dextrannal
szembeni permeabilitasra és azt talaltuk, hogy a 100 ng/ml VEGF és 107 M Ang II kezelések
szignifikdnsan megnovelték a permeabilitast a kronikus, hossza tava kezelést kdvetden is.
Ebben az esetben is lathat6 az angiotenzin hatas specialis dozis fiiggése.

18 - 12. abra. A permeabilitas
B! valtozéasa 48 6ran keresztiil tartd
VEGF ¢és Ang II kezelések
hatésara.
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Munkank sordn jellemeztiik a permeabilitas-valtozast a konfluens sejtréteg elektromos
ellendllasanak mérése alapjan tgynevezett ECIS késziilékkel. Ez a késziilék a permeabiltas-
valtozas valosidejii nyomon kovetését teszi lehetdvé, tovabba sokkal érzékenyebb és
reverzibilis valtozasok is detektalhatdak. Eredményeink aldtdmasztjdk a kordbbi FITC-
dextranos permeabilitas méréseket, mivel mind a 100 ng/ml VEGF, mind a 107 M Ang II
kezelés lecsokkentette a sejtréteg impedancidjat.

14
e 13. abra. A

i Al kqnﬂuens HUVEC
7 sejtréteg
) impedancidjanak
2 valtozésa 48  orén
‘i keresztiil tartd6 VEGF
£ és Ang II kezelések
2 hatasara.
g
Z 08

0.4

o & 12 18 24 30 36 42 48
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Az Ang II és a VEGF a permeabilitast fokozo hatasat AT, és VEGFR-2 aktivaciojan
keresztiil hozta létre. Megvizsgaltuk, hogy az AT, receptornak mekkora szerepe van az Ang
Il altal elSidézett permeabilitis novekedésben. Vizsgalatainkhoz 10° M candesartan
eldkezelést hasznaltunk €s azt talaltuk, hogy mind a rovid tava, mind a 48 o6ras vizsgalat soran
a receptor blokkolé meggatolta az Ang II kezelést kdvetd permeabilitas fokozodast és ez a
gatl6 hatéas a 48 6ras kezelés soran erdteljesebb volt.
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14. abra. Az AT, receptort
blokkolé candesartartan elékezelés
hatasa a 30 perces 107 M Ang II
kezelés altal megnovelt
permeabilitasra.
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Vizsgaltuk a VEGFR-2 receptor gatlasanak hatasat a VEGF-indukalt permeabilitas
novekedésre. A receptor blokkold6 nem okozott szignifikdns csokkenést a rdovid tava
vizsgélatok soran. Ennek oka lehet, hogy az altalunk hasznalt 50 nM ZM323881 blokkolo
ebben a dozisban esetleg csak hosszu tavon fejt ki szamottevd blokkolo hatast. Ennél nagyobb
dozis azonban 48 6ras kisérletben befolyasolta a sejtek tulélését. Ugyanakkor ez a dozis a 48
ora VEGF kezelés utan kialakul6 permeabilitas ndvekedést szignifikansan csokkentette.

2B 4

16. abra. A
i L VEGFR-2  receptort
blokkolé ZM323881
151 elékezelés hatasa a 15
perces 100 ng/ml
10 4 VEGF kezelés altal
megndvelt
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18 1 " 1 17. abra. A VEGFR-2 receptort
| blokkoldo ZM323881 eldkezelés
—L hatdsa a VEGF ¢és Ang 1II altal
| megndvelt permeabilitasra.
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A p38 MAP kinaz aktivacidja szerepet jatszik a 48 oras VEGF kezelés altal indukalt
permeabilitais novekedésben. Megvizsgaltuk, hogy milyen jelatviteli utak jatszhatnak
szerepet a permeabilitds szabalyozasaban. Tobbek kozott vizsgaltuk a p38 MAP kindz

kinaz szerepét az Y-26732 gatloszer segitségével. Eldzetes eredményeink alapjan a p38
szerepet jatszik a hosszu tavii VEGF kezelést kdvetd permeabilitas ndvekedésben, mig az Ang
IT esetében nem talaltunk szignifikdns eltérést. A ROCK kindz gétldsa soran is szamszeriien
csokkent a VEGF-indukalt permeabilitds ndvekedés, de a csokkenés nem szignifikéans,
feltételezhetden az eldkisérletben szerepld alacsony esetszam miatt.

18. abra. A p38 MAP
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VII. A fenesztralt endothélen keresztiili filtracio élo allatban torténo kimutatasa

El6 allat intakt nephronjaban multiphoton lézermikroszkopia segitségével elsként
detektaltuk az afferens arteriola fenesztralt endothéljén keresztiili filtraciot ¢és ezt
Osszehasonlitottuk a glomerularis filtracio értékével.

A intravénds LS bolus femoralis véndba torténd beadasat kovetden a festek 5 s beliil
megjelenik az afferns arterioldban ¢és a glomerulusban és azutdn a Bowman térbe és a korai
proximalis tubulusba filtralodik. Az eseményeket videofilmen rogzitve kovetni tudtuk az LS
festék fluorescens intenzitasanak valtozasat a JGA teriiletén. Az LS afferens arteriolanak a
lumenben torténd megjelenésével egyidoben LS fluorescencia jelnet meg a JGA
intersticumaban éppen ugy, mint az afferens arteriola koriil. Az LS fluorescens ,,hullam” a
JGA-bol minden irdnyban terjedt €s 5 s beliill a JGA intersticiumabdl kimosodott. A JGA
intersticiumaban taldlhatdé maximalis fluorescens intenzitas kozel 20%-a volt az afferens
arteriolaban taldlhatd6 maximumnak (17,9 +/- 3,5). A fluorescens festék megoszlasa a disztalis
afferens arteriola szakasz mentén az intersticiumban heterogén volt. A glomerularis
vaszkuldris polushoz legkdzelebb esd részen mutatta a legnagyobb aktivitast, amig a
fluoreszcencia az afferens arteriola proximalis szegmentje koriil minimalis volt. Az intenziv
fluoreszcencia festddést mutatd szegmentum hossza korreldlt (r = 0,85, n = 9) a quinakrinnal
jelzett renin pozitiv szakasz hosszaval.

Az LS-hoz hasonldéan a magas molekulastlyll dextran-rodamin konjugatum a plazmabdl
ugyancsak bekeriilt a JGA intersticiumaba. Erdekes, hogy a dextran-rodamin fluorescens
intenzitas a JGA-ban oszcillalo jellegii volt, hasonléan a Bowman kapszuldhoz. Az oszcillacio
ugyanazt a fazist és ciklus id6t mutatta mindkét helyen. Két komponensbdl allt: lassa (1/40-
50s) és gyors (1/5-10s). Az LS bolus injekciot kdvetéen nemcsak a JGA intersticiumaban
jelent meg, de a macula densa tubularis lumenében is. A festéknek e megjelenése specifikusan
a macula densahoz k6t6dott. Nem volt lathato a tubularis d&ramlés irdnyaval ellentétes iranyban
sem jelezve, hogy nem a glomerularis fitraciobdl szarmazik, azaz nem a proximalis tubulus
feldl érkezik. A maximalis LS intenzitas az MD lumenben 2-5 s-mal kés6bb jelent meg, mint
az afferens arteriolaban és a JGA-ban. A glomeruluson keresztiil filtralt festék intratubularis
megjelenése sokkal késdbb kovetkezett be (30-50s).

El6 allatban tehat sikeriilt vizualizalnunk és kvantifikalnunk az AA-bol a fenesztralt
endothélen keresztiili filtraciot. Adataink szerint az afferens arteriolabdl kiaramlé folyadék
mennyiség a glomerularis filtrdtumnak mintegy 20%-a. Ugyancsak egyediilallo megfigyelés a
juxtaglomerularis apparatusbol a macula densan keresztiili folyadék kidramlés a tubulusba.

Izolalt és perfundalt patkany JGA prepardtumon multiphoton lézer mikroszkopiaval
vizsgaltuk a MD teriiletén torténd folyadékaramlast ugy, hogy az afferens arterioldn keresztiil
perfuzids folyadékot infundaltunk a glomerulusba. A Bowman kapszulanak megnoveltiik a
hidrosztatikus nyomasat a proximalis tubulus pipettaval torténd leszoritasaval, mikozben az
afferens arteriola perfuziot 50 Hgmme-en tartottuk. Jelentés volumenndvekedést tapasztaltunk a
Bowman kapszuldban és a JGA intersticiumban. A MD sejtek volumene mintegy 60%-al ndtt
(62+/-4% fluorescens fluo-4 vagy fura vords alkalmazasakor). A MD sejt volumen ndvekedése
mellett az extraglomerularis mezangium és az MD intercellularis oldalso teriilete szintén
jelentdsen kitagult kiilondsen az MD plakk kozepén. Mindezek a valtozasok reverzibilisek
voltak. Ez a megfigyelés megerdsitette a kordbbi provokativ in vivo megfigyelésiinket
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miszerint a kozismert macula densan keresztiili disztalis tubuléris aktiv ion-transzportot kovetd
folyadékaramlas (a paracellularis réseken a juxtaglomeruldris interstitiumba) mellett egy
ellentétes folyadékmozgas is 1étezik.

VIII. A VEGEF altal aktivalt jelatviteli utak illetve morfologiai és funkcionalis valtozasok

A VEGEF aktivalja a p38-at és ez az aktivacié 48 6ra utan is kimutathat6. Western blottal
vizsgaltuk a VEGF hatésat a p38 aktivacidjara. Kimutattuk, hogy a 100 ng/ml VEGF kezelés
gyorsan, mar 1 perc utdn aktivalja a p38 MAP kindzt és ez az aktivacid 5 perc utdn a
legerdteljesebb, kozel nyolcszoros, majd 60 percnél lecseng. Ugyanakkor 36 ora utan ujra
fokozodik a p38 aktivacioja, 48 ora kezelés utan ujra kdzel haromszoros.

20. abra. A VEGF 1id6
figgéen aktivalta a p38 MAP

Pp3z S L o .
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MAP kinaz array kisérletekkel kimutattuk, hogy a VEGF kezelés aktivalta mind az ERK,
JNK ¢és p38 tutvonalakat, tovabba fokozta a HSP27 kis hdsokk fehérje foszforilaciojat. Ezek
koziil 48 ora kezelés utan a p38 ¢és JNK3 aktivacidja még kimutathatdé volt. Az Ang II is
aktivalta a p38 és JNK3 utvonalat, amely 48 6ra utan is detektalhato volt, s6t a p38 esetében
még fokozodott. Tovabba mindkét citokin fokozta az MSK2 foszforilaciojat. Feltételezéseink
szerint a HSP27 aktivacidja felelds a stresszrostok kialakulasaért, mig az MSK2-rdl leirtak,
hogy tobb transzkripcios faktor aktivalasaban is szerepet jatszik (ER81, ATF1, CREB).

20 - Seantal 21. abra. A rovid tavi Ang
Wi |39 i

P—— IT és VEGF kezelés hatisa a
: MAPK utvonalak (ERK, p38,
JNK) aktivaciojara.

ERK1 ERK2 JHE1 JHK2 JMK3 MSKZ plla pldb plig
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2,0 - centi 22. abra. A hosszu tavu

18 - st Ang 11 és VEGF kezelés
hatasa a MAPK utvonalak
(ERK, p38, INK)
aktivaciojara.

ERK1 ERK2Z JHK1 JNKZ JMNKI MSK2 pl8a pdfb pl8g pd8d HSPIT

IX. A VEGTF stresszrost kialakulast idézett elo és fellazitotta a sejt-sejt kontaktusokat. A
VEGF ezen hatasait a p38 MAP kinaz aktivacidja szabalyozza

A vizsgalat soran sejteket liveg feddlemezen novesztettiik a konfluens allapot eléréséig, majd
VEGF-el kezeltiik és bizonyos esetekben SB203580-al eldkezeltiik, majd rhodaminnal jeldlt
phalloidinnal festettilk az aktin citoszkeletont. A 15 percig tarté 100 ng/ml do6zisi VEGF
kezelés hatdsara megvaltozott az endothél sejtek aktin citoszkeletonjanak struktirdja. A
nyugvo sejtekben inkabb membrankoriili elhelyezkedésti aktin rostok szerkezete a kezelt
sejtekben atrendezddott. A sejtek hossztengelyével parhuzamos lefutast aktin stresszrostok
jelentek meg a 15 perces VEGF kezelést kovetéen. A 30 perces 10 uM SB203580
elékezelésnek dnmagaban nem volt hatasa az aktin struktirara, ugyanakkor az eldkezelt majd
VEGF-el kezelt sejtekben az el6kezelés kovetkeztében megmaradt a nyugvo sejtekre jellemzd
aktin struktura, azaz elmaradt az aktin stresszrostok kialakulasa.

23. abra. A VEGF kezelés hatasa
az aktin citoszkeleton allapotara. A
15 percig tartdé 100 ng/ml VEGF
kezelés hatdsara aktin stresszrostok
jelennek meg és ez a citoszkeletaris
atrendez6dés sikeresen megeldzhetd
a p38 gatld SB203580eldkezelés
segitségével. Kezeletlen, nyugvo
sejtek(A), VEGF kezelt sejtek (B),
SB203580 eldkezelt sejtek (C),
SB203580 eldokezelt, majd VEGF
kezelt sejtek (D).

A sejteket liveg feddlemezen ndvesztettiik a konfluens allapot eléréséig, majd VEGF-el
kezeltiik ¢s bizonyos esetekben SB203580-al eldkezeltilk, majd specifikus antitestek
segitségével festettiik az adhéziok kialakitasaért felelds fehérjéket. A rovid taviht VEGF kezelés
hatasdra nem csupan a sejten beliili aktin citoszkeleton, hanem a sejtek kozotti adhézids
kapcsolatok is atalakultak. Amig konfluens allapotban a sejtek zart monolayert alkotnak, addig
a kezelés hatasara az adhéziok fellazultak, a sejtek kozott lukak jelennek meg. Figyelemre
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méltd, hogy az SB203580 eldkezelt csoportokban mind a VE-cadherin, mind a [3-catenin festés
sokkal intenzivebb jelet adott a sejt-sejt kontaktusoknal, mint a kezeletlen csoportban. A 30
percen at tartd gatloszer elkezelés pedig az Ot kovetd VEGF kezelés hatdsat jelentdsen
gatolta, a sejt-sejt kontaktusok fellazulasa elmaradt, a monolayer zart maradt. Eredményeink
alapjan a p38 gatlasaval megeldzheté a VEGF kezelést kdvetd stressz rost kialakulas és sejt-
sejt kapcsolat fellazulas, valamint az ezzel egy idOben kialakulé permeabilitds novekedés.

Stressztrost kialakulast okozott a tubularis sejtek angiotenzinnel torténd kezelése is,
mikdzben fokozddott az epithelidlis-mesenchymalis tranzicid és megjelent az epithél sejtekben
a mesenchymalis markerként szamon tartott a-simaizom aktin is.

- .

24. abra. A VEGF kezelés hatasara a sejt-sejt kapcsolatokra. A 15 percig tartd 100 ng/ml VEGF kezelés
hatasara a zart endothél monolayer sejtjei kozott rések keletkeztek, mig az SB203580 el6kezelés megakadalyozta
a sejt-sejt kapcsolatok fellazulasat. Kezeletlen, nyugvd sejtek (A;E), VEGF kezelt sejtek (B;F), SB203580
elokezelt sejtek (C;G), SB203580 eldkezelt, majd VEGF kezelt sejtek (D;H). A képeken VE-cadherin (A-D)
illetve a VE-cadherin intracellularis részéhez kapcsolodo B-catenin (E-H) festés lathato.

Annak tisztdzasara, hogy a kiilonbozd gatloszer elOkezeléseket kovetd PV-1 mRNS
csokkenés a gatloszerek specifikus hatasa miatt alakult ki €s nem a gatloszerek esetleges
sejtpusztitd hatasa miatt, MTT proliferacios teszteket végeztiink. Eredményeik alapjan a VEGF
dozisfiiggden fokozta a HUVEC sejtek proliferacidjat, amire sem a ROCK, sem a VEGFR-2
gatldsa nem volt negativ hatdssal. A p38-at gatlo6 SB203580 még fokozta s a sejtek tulélését,
mind a VEGF, mind az Ang II kezelések soran.

25. abra. A VEGF és
Ang II kezelések illetve
104 az SB203580 eldkezelés

I I hatéasa a sejtek talélésére.
o enl ) I I I ) I I

WEGFIE VEGF2E  VEGFI00  SE20S0  SEXE0 Eng il SExS0
+VEGFI00 +angll

Hormakz alt abszorbanca
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26. abra. A
ZM323881 ¢és Y-27632
gatloszer  eldkezelések
hatésa a sejtek tulélésére.

Mormaliza® abaszerbancia

ctrl VEGF Y7832 Y2TEE2 IMIZEIAY TMI2EEm
+VEGF +VEGF

A VEGF kezelés rovid id6n beliil megnovelte az intracellularis Ca**-szintet, a VEGFR-
2 aktivaciojan keresztiil.

Fluo-3-AM sejtpermeabilis fluoreszcens festék €s laser scaning konfokdlis mikroszkop
felhasznalasaval megvizsgaltuk a VEGF kezelést kovetd intracellularis Ca**-szint valtozast.
Lathato, hogy a VEGF kezelést kovetéen egy percen beliil kialakul a valasz, a kezelés tobb
mint kétszeresére novelte az intracellularis Ca” -szintet. A hatas kialakulasaért a VEGFR-2 a
felelds.

259 —YEGF
VEGP + M T 27. 4bra. A
il VEGF kezelés rovid
1d6n beliil

megnovelte az

W“"“‘*’% intracellularis Ca®'-

-y szintet, amely a

vy ey VEGFR-2 gatlasaval
Ottt P et i, kivédhet6 volt.

0.5

Norminlizalt fuoreszcancla intenzitas (Fluo-3)

01 2 3 4568 7 8 001243 44516171810 20H 2213 M
Farelgsl idd |man)

X. Osszefoglalas

A filogenetikailag dsi képz6dmény, a juxtaglomerularis apparatus, jelentds szerepet jatszik a
s0-viz haztartas €és a vérnyomas szabalyozasaban €s szamos betegség pathomechanizmusaban.
Ennek ellenére miikodésének szdmos részlete még tisztazatlan.

A juxtaglomeruldris apparatus sem nyirok-, sem vérkapillarisokat nem tartalmaz, ezért
korabban feltételezték, hogy stabil intersticidlis milleau-vel rendelkezik, és igy idealis kozeget
biztosit a macula densatdl az afferens arterioldig haladd humoralis jelatvitelhez a
tubuloglomerulédris feedback mechanizmus aktivacidja soran. E feltételezés cafolatara
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kiilonb6z6 modern funkcionalis és morfologiai modszereket - a mikropunkciotdl az atomerd
mikroszkdpidig, a molekuldris bioldgiai mérésektdl az in vivo multifoton 1ézermikroszkopos
imaging technikdig - komplex modon alkalmazva vizsgaltuk a juxtaglomeruldris apparatus
miikodését és szerkezetét in vitro és in vivo. Kimutattuk, hogy 1. az AA disztalis szakaszat
béleld endothélium szokatlan mddon fenesztralt, 2. a Bowman-kapszuldnak a renin tartalmu
sejtek felé nézd parietalis epithelidlis sejtjei filtracios réseket képeznek, 3. a vizeletlir tobb
helyen betiiremkedik a juxtaglomeruldris intersticiumba ugy, hogy e zsékszerd
képzédményeket is filtracios rések boritjak. Igazoltuk, hogy az afferens arteriola
fenesztraltsaga nem korlatozodik egyetlen fajra; altalanos jelenség. Kisérletes emlésallatokon
(patkany, mokuscickany, egér) kiviil emberben, s6t amphiumaban (goétehal) is kimutattuk.

Az altalunk leirt 0j szerkezeti sajatossagok alapjan feltételeztik, hogy az eddigi
elképzelésekkel ellentétben a juxtaglomeruldris apparatus nem zart egységként viselkedik,
hanem jelentds intersticialis folyadékmozgassal rendelkezik.

Atomerd mikroszkopiaval sikeriilt az. endothél sejtek plazméjan csatornaszeriien keresztiil
halado, membrannal bélelt fenesztrumok részleteit és annak kiilonb6z6 beavatkozasokra
torténd szambeli és formai valtozasait lathatova tenniink. Megfigyeltiik, hogy a fenesztrumok
kissé felhanyt széllel, a felszin fel§l sziikiilé tolcsér formajaban jelennek meg. Atlagos
atmérdjiik mintegy 60-200 nm. Ez az adat jo egyezést mutat az elektronmikroszkopos
technikaval mért atmérdvel.

crer

sejtekétol. Az afferens arteriola fenesztralt endothéllel boritott szakaszadnak hossza és a renin-
pozitiv szakaszanak hossza kozott szoros pozitiv korrelaciot talaltunk mind in vitro, mind
pedig in vivo mérésekkel.

Amennyiben a renin-angiotenzin rendszer aktivitdsit AT; receptor blokkoldval vagy
konvertal6 enzim gatlo kezeléssel fokoztuk, igy nemcsak a renin-pozitiv szakasz, de a ferritin-
pozitiv/fenesztralt/permedbilis szakasz hossza is aranyosan valtozott.

Ujsziilott patkanyban, ahol a renélis arterialis rendszer fala szinte teljes hosszaban renin
pozitivitast mutat, ugyancsak kimutathatd volt a fenesztraciora jellemz6 fokozott endothelidlis
permeabilitas. A sziiletés utan mind a renin-pozitiv szakasz, mind a fenesztraltsagot mutato
afferens arteriolaris szakasz naprol-napra csokkent.

El§ allatban is sikeriilt lathatova tenniink az elektronmikroszképos vizsgalat alapjan
korabban leirt mikromorfoldgiai sajatossagokat. Az in vivo megfigyelések és funkcionalis
méréseink megerdsitik, hogy a preglomerularis arteriola felépitését és funkcidjat tekintve nem
egységes ¢ér. Az afferens arteriola két szakaszbodl all: 1. a disztalis rész, mely renint nem
tartalmaz, lumenét zart endothélium boritja és falaban erdteljes miozin pozitivitas mutathato
ki, 2. a proximdlis rész, melynek fala renin-pozitiv, miozin-negativ és az iiregét fedd
endothélium fenesztralt. Az utobbi szakasz igen permedbilis, igy az arteriolabol a
nyomaskiilonbségnek megfeleléen folyadék keriill a juxtaglomeruldris apparatus
intersticlumaba, amely nemcsak a tubuloglomeruldris feedback mechanizmust és a
glomeruldris filtracidt, hanem a renin haztartast is befolyésolja.

crer

szekretalodhat az intersticiumbol az afferens arteriola lumenébe. A renin tartalmu sejtekrdl
kimutattuk, hogy egyik oldalr6l Bowman-tok parietalis lemezén talalhatd filtracids réseken
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keresztiil kozvetlen kapcsolatba keriilnek a vizelet {irrel, az arteriola lumenalis felszinén
talalhatd endothelidlis nanocsatornakon keresztiil pedig a keringd plazmaval. A
nyomasviszonyok és folyadék mozgésok iranya arra utal, hogy a JGA intersticiuméba is
jelentds mennyiségii renin kertilhet.

Igazoltuk, hogy az afferens arterioldban araml6 plazma egy része nem keriil a glomerulusba,
hanem az intersticiumba filtralodik a renin-pozitiv AA szakasz fenesztralt endotheliuman
keresztiil. A JGA intersticiumaban taldlhatd legnagyobb fluorescens intenzitas kozel 20%-a
volt az afferens arteriola iiregében mért maximumnak.

A JGA teriiletén a folyadékmozgas dinamikus és a JGA funkcidjanak és az aktudlis
hemodinamikai torténéseknek megfeleléen valtozik. A JGA-ba harom helyrél keriilhet
folyadék: 1. az afferens arteriolabdl, 2. az extraglomeruldris mezangiumba tiiremkedd
Bowman-kapszuladb6l, 3. a peritubularis kapillarisokbol. A dontd az afferens arteriolabol
torténd filtracio.

Az arteriolaris filtracio intenzitasa szoros korrelaciot mutatott a quinakrinnal jelzett renin-

pozitiv szakasz hosszéaval ¢l6 allapotban is. A fenesztrumok atmérdje in vivo mintegy 20%-kal
nagyobbaknak adodtak.

A filtracié kovetésére hasznalt festék injekcidjat kdvetden a fluorescencia nemesak a JGA
intersticiumaban valt lathatova, de a macula densat tartalmazo tubulus szakasz lumenében is,
messze megelézve a glomerularis filtracido kovetkezményeként a disztalis tubulusba érkezo
festék megjelenését. 1zolalt perfundalt JGA-prepardtumban a proximalis tubulus leszoritasat
kovetden pedig jelentds és reverzibilis volumenndvekedés jott 1étre a Bowman-kapszulaban, a
JGA intersticiumaban és a macula densdban. A macula densa sejtek térfogata mintegy 60%-kal
n6tt. Sikeriilt igazolnunk tehat, hogy a JGA intersticiumabdl folyadék aramlik a macula densa
tubularis szakaszanak lumenébe.

Végezetiil a juxtaglomerularis apparatus 1) morfoldgiai és funkciondlis adatai alapjan leirtuk
az 0j glomerularis filtraciot szabalyoz6 short loop (vaszkulo-vaszkularis, feed forward)
mechanizmust.

A kutatasaink soran olyan 0j vese morfologiai és funkcionalis jellegzetességeket tartunk fel,
Uj szabalyozasi mechanizmusokat irtunk le, illetve javasoltunk, melyek szamos tovabbi kérdést
vetnek fel és 11j kutatasi iranyt jelolnek ki.
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