Prehledny referat

Oxidacni stres u pacientu po transplantaci ledviny

J. Vostalova', A. Galandéakova', P. Strebl?, J. Zadrazil

" Ustav lékarské chemie a biochemie Lékarské fakulty UP Olomouc, prednostka prof. RNDr. Jitka Ulrichovd, CSc.
2111 intern nefrologickd, revmatologickd a endokrinologickd klinika Lékarské fakulty UP a FN Olomouc, prednosta prof. MUDr. Josef Zadrazil, CSc.

Souhrn: Uspéina transplantace ledviny (TL) vede k normalizaci exkre¢ni funkce a k dpravé metabolické a endokrinni funkce ledvin. Nej-
Castéjsi pFi¢inou morbidity a mortality u pacient(i po TL jsou kardiovaskuldrni onemocnéni, k jejichz rozvoji ptispivd také oxidacni stres
(OS). Samotnd transplantace, ale i obdobi bezprostfedné po TL, je spojeno se zvysenou oxida¢ni zatéZi, krerd se postupné miiZe sniZzovat.
Na rozvoji OS se také podileji nékterd imunosupresivni [é¢iva, predeviim ze skupiny kalcineurinovych inhibitor(, kterd tak nepfimo zvysuji
riziko kardiovaskularnich komplikaci.
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Oxidative stress in patients after kidney transplantation

Summary: Successfull kidney transplantation (KT) leads not only to normalization of renal excretory function, but also to modi-
fication of the metabolic and endocrine kidney function. The most common cause of morbidity and mortality in patients after KT
are cardiovascular diseases which development is also associated with oxidative stress (OS). KT and the post-transplantation pe-
riod are associated with increased OS that could gradually decrease. Some immunosuppressive drugs also contribute to increase of
OS, especially compounds from a group of calcineurin inhibitors and thus indirectly contribute to increased risk of cardiovascular

complications.
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Uvod

Transplantace ledviny (TL) je jednou
z moznosti 1écby u pacientl s termi-
nalnim onemocnénim ledvin (TOL).
Uspééna TL vede k normalizaci vnit¥-
niho prostiedi a k Upravé celé fady
metabolickych a endokrinnich zmén,
které provazeji chronické selhdnf led-
vin. Transplantovanf jedinci se po re-
konvalescenci mohou zapojit do béz-
ného Zivota.

Akcelerovana ateroskleréza a né-
sledné kardiovaskuldrni komplikace
jsou hlavni p¥i¢inou morbidity a morta-
lity u pacientd s chronickymi chorobami
ledvin. U transplantovanych pacientd
jsou kardiovaskularni choroby pficinou
50-60% vsech dmrti (obr. 1). Rizikové
faktory prispivajici ke vzniku ateroge-
neze jsou uvedeny v tab. 1[1-3].

V poslednich letech byla zna¢na po-
zornost vénovana oxidaénimu stresu
(OS), ktery je fazen mezi rizikové fak-
tory kardiovaskuldrni morbidity
a mortality u transplantovanych pa-
cientl [4,5]. Vysokd udroveri oxidaéni
zatéZe u pacientd po TL vede k posko-
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zeni bunéénych proteind, lipidd a nuk-
leovych kyselin, k alteraci tkanovych
struktur a k projeviim organové dys-
funkce [6]. Hypoteticky Ize predpokla-
dat, Zze po tpravé funkce ledvin tspés-
nou transplantaci dojde také k tpravé
rovnovdhy mezi tvorbou volnych kys-
Itkovych radikdl(i a antioxida¢nim sys-
témem organizmu a ke sniZzenf oxida¢nf
zatéze organizmu. Vysledky dosavad-
nich studii v3ak nejsou jednoznacné,
a proto je problematika OS po TL
stale intenzivné studovdna. Rozporu-
plné vysledky jsou rovnéz o tom, zda
a jakym zptsobem ovliviiuji OS imu-
nosupresivni léciva, zejména inhibitory
kalcineurinu.

Ischemicko-reperfuzni poskozeni
aOs

Ischemicko-reperfuzni poskozeni na-
vozuje zvySenou imunologickou reak-
tivitu organizmu pfijemce a negativné
ovliviiuje preziti transplantovanych
ledvin [7]. Bezprosttedné po TL je po-
zorovan narlst nékterych ukazateld
OS, ktery je zptsoben reperfuzi ische-
mického $tépu [8-11]. Na produkci
reaktivnich forem kysliku (ROS) se po-
dili celd fada faktor(i. Mezi vyznamné
zdroje pat¥ mitochondrie, které pti re-
perfuzi produkuji superoxidovy radi-
kél. Daldim zdrojem ROS jsou enzymy,
které se podileji na metabolizmu pu-
rind. Xantinoxidoreduktdza (XOD)

Hlavni Vedlejsi
arterialni hypertenze
diabetes mellitus
vyssi vék
hypercholesterolemie
dyslipidemie

kourenft

Tab. 1. Kardiovaskuldrni rizikové faktory.

hyperhomocysteinemie

proteinurie

poruchy metabolizmu vépniku a fosforu
zvyseni hladiny lipoproteinu(a)
modifikace lipoproteint o nizké hustoté
zvyseni hladiny C-reaktivniho proteinu
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Obr. 1. Riziko kardiovaskularni mortality u pacientd s rendlni dysfunkci v priibéhu ¢asu v porovnani s jedinci v bézné po-
pulaci. Upraveno podle [3].

Mortalita v disledku kardiovaskularnich onemocnénije 10-20krat vy3si u pacientt s terminalnim selhanim ledvin (TOL) neZ u je-
dincl v bézné populaci. Riziko kardiovaskularni mortality u pacient(i s TOL se zvy3uje s rostouci dobou dialyzy pted transplan-
tacf ledvin (TL), ddajné je 10-20krat vy33i u pacientd [éc¢enych dialyzou v porovnani's jedinci v bézné populaci. Ro¢ni imrtnost
na kardiovaskularni choroby po TL vyrazné klesd. Zvysené riziko kardiovaskularni mortality zdistdva bezprostredné po TL (0-3
mésice), ale poté se sniZzuje na dvojndsobek v porovnani s béZznou populaci. Je zndmo nékolik rizikovych faktort, které se po TL
podileji na zvy3eni kardiovaskularni mortality, napt. snizend funkce ledvin, p¥itomnost komorbidit (napt. cukrovka) a vliv imu-
nosupresiv. Ztrata $tépu s ndvratem k dialyze je spojena s vyznamnym nardstem kardiovaskuldrni mortality, pohybuje se ve stej-
ném rozmez( jako u pacienttl s TOL. Opakovand TL se podili na opétovném snizenf rizika kardiovaskularni mortality.

Pozndmka: Odhady rizika jsou pouze priblizné s ohledem na velkou variabilitu mezi pacienty, u casové osy nejsou uvedeny jednotky.

XOD ve formé XO, v prabéhu ische-

A Xantinoxidoreduktiza mie viak dochdzi k intenzivni konverzi

(XOD) XOD na XO. Béhem reperfuze se kyslik

stava akceptorem elektron(i a dochazi

) ) Xantinoxid k nadprodukci ROS. Proto zmény po-
Xantindehydrogendza e méru aktivit XD a XO vyraznym zpU-

(XD) (XO) L _ .
sobem ovlivriuji kvalitu a funkci Stépu
l l v obdobf po transplantaci. Néktefi au-
Kyselina mocova ROS toti doporucuji sledovat zmény aktivit

enzymd metabolizujicich xantin (XO,
XD) bezprosttedné pted TL a v pri-

B Xantinoxidoreduktiza
(XOD)

/\Intenzivm’ konverze

Xantindehydrogendza Xantinoxiddza
(XD) (XO)

Kyselina mocova
ROS

i 1 nadprodukce

béhu prvnich 5 minut reperfuze, pro-
toze takto ziskané informace maji
dalezity prognosticky vyznam v posu-
zovanf kvality a funkce $tépu [12].
NADPH-oxiddza leukocytd akti-
vovanych cytokiny, komplementem
a adhezivnimi molekulami je nezane-
dbatelnym zdrojem ROS. Aktivované
leukocyty se podileji na aktivaci zanét-

livé kaskady, ktera spolu s reaktivnimi

Obr. 2. Konverze xantinoxidoreduktdzy: A) za normélnich podminek a B) v pra-

béhu ischemie/reperfuze.

formami kysliku a dusiku (RONS) pf¥i-
spivd k poskozeni epitelidlnich bunék
proximalniho tubulu. Ischemie je pro-

se nachdazi v téle ve dvou formach selinu mocovou, ¢i jako xantinoxiddza
(XO), ktera katalyzuje vznik ROS. Za

normalnich podminek je jen asi 10%

vazena akceleraci anaerobni glyko-
(obr. 2), bud jako xantindehydroge-

lyzy a akumulaci laktdtu, snizenim

nédza (XD), kterd vytvafi antioxidant ky- pH, poklesem hladiny adenozintrifos-
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fatu, narusenim stability lysozom
a uvolnénim tranzitnich kovd z pro-
teinovych prenasecl (transferin, fer-
ritin, ceruloplazmin) (tab. 2). Tyto
nevdzané ionty se zapojuji do tzv. Fen-
tonovy reakce, pfi které vznikd velmi
reaktivni hydroxylovy radikal. P¥i re-
perfuzi se zvySuje exprese inducibilnf
NO-syntdzy a tvorba oxidu dusnatého
(NO") (tab. 2), ktery je Fazen mezi
reaktivni formy dusiku (RNS). V ledvi-
ndch se nachazeji viechny 3 izoformy
NOS, 2 konstitutivni formy (endote-
lovd a neurondlni) a inducibilni forma
(INOS). INOS je aktivovdna ischemif ¢i
zanétlivymi medidtory. NO* reaguje se
superoxidovym radikdlem a vznikd pe-
roxynitrit (obr. 3), ktery je reaktivnéjsi
nez vychozi radikdly a poskozuje pro-
teiny, lipidy a DNA [6]. Peroxynitrit
mze deaktivovat antioxidaéni enzymy,
napt. superoxiddismutdzu (SOD) [13].
Zvyseni hladiny ROS vede k nérdstu
koncentrace prozanétlivych cytokint
a chemokinl. ZvySuje se rovnéz ex-
prese adhezivnich molekul na povrchu
neutrofild a monocytd. Bilé krvinky
jsou aktivovany a dostdvaji se do tkdni,
kde se stavaji daldim zdrojem ROS,
které poskozuji renalnf parenchym. Is-
chemie/reperfuze ovliviiuje, at uz po-
zitivné ¢i negativné, expresi celé Fady
gen(, jako jsou geny antioxidaénich
enzym( (SOD, glutathion-S-transfe-
rdzu), cytokindl, adhezivnich molekul,
cytochromu P450 a dalsich. Tkéan po-
zménéna ischemii mdZe mit snizenou
antioxidaéni kapacitu a jeji schopnost
eliminovat nadprodukci RONS vyvola-
nou naslednou reperfuzi méze byt li-
mitovdna, coz muze vyustit v dalsi po-
$kozeni parenchymu $tépu. Z téchto
divodi je dspésné zvlddnuti reper-
fuzni faze ddlezité pro dobu funkénosti
transplantované ledviny [14-17].
Moznostem, jak eliminovat posko-
zeni ledviny zplsobené ischemii/re-
perfuzi a jak zlepsit a prodlouZit funkci
$tépu, se zabyvd celd Fada pracovist
a vyzkumnych tym0. Pfed TL je ledvina
uchovavana v roztoku, jehoZ sloZeni by
mélo minimalizovat poskozeni bunék
a zvysit kvalitu transplantétu. Je snaha
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Ischemie

akcelerace anaerobni glykolyzy
akumulace laktatu

snizeni pH

pokles hladiny adenozintrifosfatu
narudeni stability membran (lysozomy)
uvolnéni tranzitnich kovil z proteind

Tab. 2. Nezddouci zmény probihajici v organizmu pti ischemii a reperfuzi.

Reperfuze

zvySeni exprese inducibilni NO-syntazy
preména xantinoxidoreduktazy

aktivace NADPH-oxidazy

tvorba reaktivnich forem kysliku a dusiku

pokles

disfunkce endotelu

NO*+0, ————» OONO' " =—»

poskozeni

/ PrOtEinCI

lipidd

Obr. 3. Vliv nadprodukce O*~ na hladiny reaktivnich forem dusiku v organizmu.

obohacovat tyto roztoky latkami,
které by prozanétlivé a oxidacni pro-
cesy v tkani potlacily. Dal$i moZnosti
je modulace pfirozenych antioxidantd,
jako je hemoxygendza-1, ¢i podavani
vychytdvaci RONS, antioxidant( a an-
tioxida¢nich enzymd, rostlinnych ex-
traked, polyfenold, derivatd karnitinu,
inhibitor( INOS a protizédnétlivych pre-
paratd, které vedou ke sniZenf ische-
micko-reperfuzniho poskozeni. Bohu-
Zel dosavadni poznatky byly ziskany
predevsim z experiment(i na zvitatech
¢ina ex vivo modelech [14-16].

OS v potransplantaénim obdobi

Po tspésné TL dochézi k postupnému
snizovani OS, coz se projevuje pokle-
sem plazmatickych hladin produktt OS
a upravou celkové antioxidaéni kapa-
city (TAC), hladin antioxidantd a pro-
zanétlivych a protizénétlivych mediatord
[18-20]. Vural et al sledovali skupinu
23 pacientd po dobu 28 dnl po TL
a pozorovali pokles hladiny malondial-
dehydu (MDA) a zvyseni aktivity glu-
tationperoxidazy (GPX), celkové SOD,
Zn/Cu-izoenzym( a hladiny selenu.
Hodnoty vybranych parametri OS se
u pacientd po TL blizily hodnotdm na-
méFenym u zdravych lidi [21]. P¥i dlou-
hodobém sledovani pacientd po TL
(1 rok a vice) byla v nékterych studiich

pozorovdna pozvolnd dprava markerd
OS (MDA, produkty pokro¢ilé oxidace
proteinti - AOPP, GPX, SOD, kataldza,
glutationreduktdza) do rozmezi hodnot
obvyklych u zdravych osob [22-25]. P¥i
porovnani antioxida¢niho stavu osob [é-
¢enych peritonedlni dialyzou a osob po
TL bylo zjisténo, Ze po TL se normalizuje
aktivita paraoxondzy a arylesterazy, ¢imz
dochdzi ke zlepseni funkce lipoprotein
o vysoké hustoté (HDL) a soucasné do-
chazi k snizeni hladiny produktd peroxi-
dace lipidG [26]. Jina studie sice zazna-
menala napt. pokles hladiny MDA, tento
pokles ovéem nedosdhl hodnot zdravych
jedinct [20]. Na druhou stranu byl po-
zorovan i opacny trend zvySovani za-
nétlivych markerd a produktd oxidac-
niho poskozeni biomolekul [27-29], coz
svéddi o pretrvavajicim OS v obdobi po
transplantaci. Neddvno publikované vy-
sledky prokazaly, Zze OS u osob po TL je
mozno ovlivnit sloZzenim diety. Rame-
zani et al prokazali, Ze zvySeny obsah
©-3 mastnych kyselin v dieté snizuje OS
u téchto osob [30].

Dal3im faktorem, ktery dlouhodobé
ovliviiuje kvalitu $tépu, je hladina kyse-
liny mocové. | kdyz je kyselina mocova
povazovana za hlavni soucdst antioxi-
da¢nf kapacity organizmu, ukazuje se,
Ze urikemie negativné koreluje s délkou
funkce $tépu [31]. Suplementace sele-
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nem, jakoZto vyznamnym antioxidan-
tem, nema vyrazny efekt na GPX. Zda
se v8ak, Ze k tplné normalizaci aktivity
GPX a plazmatické hladiny selenu do-
chéziaz poTL[32].

Imunosupresivni terapie a OS
Uroveri a délka funkce transplantované
ledviny je zavisld na celé Fadé faktordl, ze-
jména na véku darce a pijemce organu,
délce studené ischemie, zkuSenostech
operaéniho tymu, kvalité pooperaéni
péce a volbé imunosupresivni tera-
pie. Imunosupresivni terapie je spojena
s celou Fadou vedlejsich nezddoucich
ucinka (zvysenf rizika infekei a nddoro-
vych onemocnéni, patologickych zmén
vmetabolizmu lipid{i a sacharidd, nefro-
toxicity, hepatotoxicity a OS) [33]. Imu-
nosupresivni schémata jsou zaloZena na
kombinaci [ékd na bazi kortikosteroidt
(prednisolon, prednison, metylpredni-
solon), antimetabolitd (inhibitory pu-
rinového metabolizmu - azatioprin,
mykofenoldt sodny), kalcineurinovych
inhibitord (cyklosporin A, takrolimus),
inhibitor( serin/treoninovych proteinki-
naz (mTOR) a biologickych preparatt
na bazi monoklonalnich a polyklonal-
nich protilatek [34].

Zakladem imunosupresivnich proto-
kolt jsou v soucasné dobé kalcineuri-
nové inhibitory, cyklosporin A a takro-
limus. U téchto dvou imunosupresiv
se predpokladd, Ze zvy3uji OS po TL.
In vitro bylo zjidténo, Ze pti transfor-
maci cyklosporinu A jaternimi mik-
rozomélnimi oxidazami (cytochromy
P450) vznikaji volné radikaly, zejména
superoxidovy radikdl, v mensi mife
pak peroxid vodiku a hydroxylovy ra-
dikél [35,36]. Jind vyzkumnd skupina
prokézala, Ze za tvorbu ROS jsou zod-
povédné jiné enzymy neZ cytochromy
P450 [37]. Déle bylo prokazino, ze
tyto léky zvysuji produkci NO* indukef
exprese endotelové NO-syntdzy. V di-
sledku reakce ROS s NO* dochdzi ke
vzniku reaktivniho nitrosylového radi-
kdlu a k poklesu NO*, coz vede k po-
Skozeni endotelu s naslednym zvysenim
krevniho tlaku, fibrogenezi a k chro-
nické rejekci [38]. Varghese et al ve

své studii potvrdili, Ze kalciuneurinova
imunosupresiva maji prooxidacni Uci-
nek. Zjistili, ze LDL ziskané z krve pa-
cientdl, ktefi byli léceni takrolimem,
jsou citlivéjsi k oxidaci nez LDL pa-
cientd lécenych pripravkem Sandim-
mun Neoral, ktery obsahuje kromé cy-
klosporinu A také vitamin E [39]. Dalsf
prace prokazala, Ze poddvani vitaminu
C a E spolu s takrolimem vede k sni-
Zen{ OS [40]. | kdyz oba léky, takroli-
mus a cyklosporin A, maji prooxidaénf
vlastnosti, je stdle v zdjmu védeckych
tym0 zjistit, jestli |écba takrolimem
neni provdzena mensi prooxidaéni za-
tézi. Cofan et al se pokusili vyhodno-
tit oxida¢ni potencial kalcineurinovych
imunosupresiv u pacientl léc¢enych cyk-
losporinem A, ktefi byli v diisledku roz-
voje hyperplazie gingiv pfevedeni na ta-
krolimus. | kdyZz hodnoceny soubor byl
maly, vysledky naznacujf, Ze takrolimus
se mensi mirou podili na rozvoji OS
nez cyklosporin A a soucdasné pfiznivé
ovlivriuje lipidovy metabolizmus, ¢imz
snizuje riziko kardiovaskuldrnich kom-
plikaci u osob po TL[41]. Obdobné vy-
sledky zaznamenala skupina Martinez
Castelao, kterd popsala zlepseni lipido-
vého spektra u pacientd lé¢enych takro-
limem a zvySeni odolnosti LDL viici oxi-
daéni zatézi [42]. U skupiny pacientd
[écenych cyklosporinem A doslo v prii-
béhu 6 mésict od TL ke zvySeni trovné
OS a hladiny produktt peroxidace li-
pidl, naopak u pacientd [é¢enych ta-
krolimem se hladina produktd peroxi-
dace lipidt signifikantné snizila [43].
Oproti tomu prace Morena et al nepro-
kdzala u pacientd |é¢enych takrolimem
vy$8i odolnost LDL k oxidaci v porov-
nénis pacienty [é¢enymi cyklosporinem
A. Citlivost LDL va¢i OS byla u obou
skupin pacientli obdobnd [44]. U pa-
cientli lé¢enych cyklosporinem A nebo
takrolimem nebyl pozorovdn rozdil
ve vybranych parametrech OS (MDA,
GPX, SOD, SOD-Zn, SOD-Cu, selen)
[21,25]. Obdobné vysledky byly zjistény
i ve studiich, kde se auto¥i zaméFili na
sledovani zmén AOPP a TAC v priibéhu
3 a 6 mésicth od TL u pacient( [é¢enych
takrolimem nebo cyklosporinem A.

Oxida¢ni stres u pacient(i po transplantaci ledviny

Po TL doslo k poklesu AOPP a tpravé
TAC, ale nebyl zjistén rozdil mezi sku-
pinami pacientd |é¢enymi rozdilnymi
inhibitory kalcineurinu [45,46]. Po-
kles OS byl pozorovan také jeden rok
po TL snizenim hladiny AOPP. Nedoslo
viak k signifikantnimu poklesu hladiny
oxidovanych LDL, které jsou povaZo-
vany za jeden z marker( kardiovasku-
larnich komplikaci. Tito autofi nepozo-
rovali rozdil v mite OS mezi skupinami
pacient( |é¢enych takrolimem a cyklo-
sporinem [23].

Hypertenze a OS

ROS vznikajici v pribéhu OS reagujf
s vazodilatatorem NO* a snizuji jeho
hladinu, coz ptispiva k endotelové dys-
funkci a k rozvoji arteridIni hypertenze
[38]. Calo et al ve své praci zjistili, Ze
pokud dojde k vzniku hypertenze po TL,
je tato skutecnost spojena se zvySenim
hladiny NADPH-oxidazy, kterd je zdro-
jem ROS. Soucasné dochdzi ke snizenf
TAC a hladiny hemoxygendzy-1, kterd
je povaZovana za duleZity enzymaticky
antioxidant. Tyto ndlezy nebyly zjistény
u jedinc s normdlnim krevnim tlakem.
Studie naznacila, Ze pti |é¢bé hyper-
tenze po TL je vhodné se zaméFit také
na ovlivnéni OS. Analyza dat v3ak byla
provedena na velmi malém souboru
osob a tyto zajimavé vysledky bude za-
potiebi ovéfit v rozsahlejsi studii [47].

Zaveér

Uspééné TL vede k dpravé exkreéni
funkce ledvin, k normalizaci vnitfF-
niho prostiedi a vétsiny metabolickych
zmén, které provazeji chronické se-
Ihani ledvin. Po TL dochéazi ke sniZeni
oxida¢ni zatéZe organizmu, ale k tiplné
normalizaci parametrl charakterizu-
jicich OS nedochazi. K tomuto stavu
pFispiva také lé¢ba inhibitory kalcineu-
rinu, které jsou zdkladnim stavebnim
kamenem imunosupresivnich rezimd
pouzivanych po TL. Zvladnuti miry OS
v obdobi po transplantaci se odrazi na
dobé funkénosti Stépu.

Prace vznikla v ramci projektt IGA MZ CR NS
9964/4 a MS CR (MSM 6198959216).
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Seznam pouzitych zkratek

AOPP produkty pokrocilé oxidace proteint
GPX glutationperoxidaza

HDL lipoprotein o vysoké hustoté

iINOS inducibilni NO-syntaza

LDL lipoprotein o nizké hustoté

MDA malondialdehyd

mTOR  serin/treoninové proteinkindzy
NO* oxid dusnaty

oS oxidaénf stres

RNS reaktivni formy dusiku

ROS reaktivni formy kysliku

RONS reaktivni formy kysliku a dusiku
SOD superoxiddismutaza

TAC celkova antioxida¢ni kapacita
TL transplantace ledvin

TOL terminalni onemocnéni ledvin
XD xantindehydrogenaza

XO xantinoxidaza

XOD xantinoxidoreduktédza
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