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1. Bevezetés

A 1égz6szervi megbetegedések koziil szamos korkép vezet végallapotu tiidGbetegség
kialakulasidhoz. Ezen esetekben — a megfelelé betegkivalasztds utan — a betegek
szamara a tlidotranszplantacio jelenti az egyediili esélyt az életmindség javitasara,
illetve sok esetben a talélésre. Az elmult két évtized soran a miitéti technika fejlédé-
sének, az ujabb és hatékonyabb immunszuppressziv gyogyszerek bevezetésének, a
peri- és posztoperativ betegellatas korszeriisodésének és a transzplanticiés immuno-
16gia tertiletén elért tudomanyos eredményeknek kdszonhetden a sikeres tiidoatiilte-
tések szama sokszorosara emelkedett.

Korabban az akut kilokodés megeldzése, a beiiltetett szerv megtartasa jelentette
a legnagyobb kihivast a tlidétranszplantacio utdn. A nagy transzplantacids centru-
mok adatai szerint a modern immunszuppressziv gyogyszerek bevezetése jelentdsen
visszaszoritotta az életet veszélyeztetd akut kilokédések gyakorisagat. A hatéko-
nyabb immunszuppresszié — a korabbi varakozasokkal ellentétben — azonban csak
kismértékben befolyasolta a transzplantatumok hossza tava talélését. Napjainkban, a
transzplantalt tiidé késoi elvesztésének leggyakoribb oka a kronikus szervdiszfunk-
cioval jard obliterativ bronchiolitis (OB). Jelenleg a korképnek sem pontos
patofiziologiaja, sem hatékony kezelése nem ismert.

Az elmult évtizedben a szervtranszplantaltak korének folyamatos kovetése so-
ran figyeltek fel arra, hogy egyes parenchymads szervek atiiltetése esetében a donor
¢és a recipiens nemi kiilonbozdségének jelentdsége van a transzplantacid késéi kime-
netele és/vagy az allograftok kilokddése szempontjabol.

A nemi kiilonboz6ség mellett az BOS kialakuldsaban szamos egyéb tényezo is
szerepet jatszhat. Az angiotenzin I, a renin-angiotenzin rendszer (RAS) 6 effektor
peptidje haemodinamikai hatasai mellett, szdmos szervben fibroproliferatiot induka-
16 hatéssal is rendelkezik. Hasonloan, a vazokonstriktor hatasi endothelin (ET)-1-
nek szamos szovetben profibrotikus és novekedést indukalo hatasa ismert. Szamos
megfigyelés tamasztja ala e két molekula kozponti patofiziologiai szerepét sziv- és

vesetranszplantatumok kronikus kilokédésében.



A thromboembolias megbetegedések profilaxisaban és kezelésében széles kor-
ben hasznalt kis molekulasulyi heparinok (LMWH) kiilonb6z6 lanchosszisaga
gliikdzaminoglikan molekulak keverékei. Kisérletes eredmények igazoltak, hogy a
heparin immunszuppressziv és antiproliferativ hatassal is rendelkezik, amely fligget-

len az antikoagulans aktivitasatol.

2. Célkitiizések

Tudomanyos kutatomunkank célkitlizése annak a vizsgalata volt, hogy a donor és a
recipiens neme miként befolyasoljak az obliterativ 1éguti betegség (OAD) kialakula-
sat patkany trachea allograftokban, és hogy az angiotenzin-konvertalé enzim (ACE)-
inhibitorok, az ET receptor gatlok, illetve a LMWH szarmazékok adasaval csok-
kenthet6-e az OAD progresszidja ebben az allatmodellben. Az értekezésben bemuta-

tasra kertil harom kisérletsorozat kapcsan az alabbi hipotéziseket vizsgaltuk meg:

a) A donor és a recipiens neme befolyasolja az OAD kialakulasat patkany trachea
allograftokban.

b) Az ACE-inhibitorok és az ET-1 receptor blokkolok egyiittes adasaval a graftok
elzar6dasanak mértéke jobban visszaszorithatd, mint a RAS ¢és az ET rendszer

kiilon-kiilon vald farmakologiai gatlasakor.

¢) Az LMWH kezelés csokkenti az OAD kialakulasat patkany trachea
allograftokban, amely a graftok koriili leukocytas infiltracio, illetve a graftok
elzar6dasahoz vezetd fibroproliferativ folyamat visszaszorulasdban nyilvanul

meg.



3. Modszerek

3.1. Allatok

Kisérleteink soran beltenyésztett, 250-300g sulyt, him és néstény Lewis (Lew, RT1;
WOBE Kft., Budapest, Magyarorszag), illetve him és néstény Brown-Norway (BN,
RT1; WOBE Kft.) patkanyokat hasznaltunk. A kisérleteket a megfeleld allatvédelmi

torvények betartasaval és az etikai bizottsag engedélyével végeztiik.

3.2. Transzplantdcio

Kisérleteinkben a BN patkanyok trachedjat heterotop modon a Lew patkanyokba
transzplantaltuk. A donor allatokat pentobarbitallal (Nembutal; 80 mg/kg ip., Egis,
Budapest, Magyarorszag) elaltattuk, majd az allatokbdl a tracheat kipreparaltuk. A
recipiensek (Lew patkanyok) nyakan, altatdsban hosszanti metszést ejtettiink és az
izomfascia felett egy subcutan ,.zsebet” képeztiink, majd a trachea graftot ebbe a

zsebbe helyeztiik. Az allatok immunszuppressziv kezelésben nem részesiiltek.

3.3. Elsd kisérletsorozat

A vizsgalatban részvevd 96 allatot random modon 4 csoportba osztottuk a donor és
recipiens neme szerint: him donor/him recipiens (M/M), him donor/néstény recipi-
ens (M/F), néstény donor/him recipiens (F/M) és néstény donor/néstény recipiens

(F/F). A beiiltetés utan az allatokat a 7. 14. és 21. napon o6ltiik le.

3.4. Masodik kisérletsorozat

A 64 Lew recipienst random mddon négy kisérleti csoportba osztottuk (n=16 al-
lat/csoport) a kapott gyogyszeres kezelés alapjan. A kezelések a kettés ET receptor
(ETa és ETg) antagonista bosentannal (B; 100mg/kg; Tracleer®, Actelion Ltd.,
Allschwil, Svéjc), vagy az ACE-gatlo ramiprillal (R; 5 mg/kg; Tritace®, Sanofi
Aventis, Budapest, Magyarorszag), illetvee két gydgyszer kombinaciojaval (B+R;
dozisok lasd elébb), vagy vehiculummal (V) torténtek. A kezelés a 0.-k naptol az

allatok leoléséig tartott. A gyogyszereket naponta gyomorszondan keresztiil per 0s



jutattuk az allatokba (1ml oldat/allat). Mindegyik csoportbol nyolc allatot a 7., mig a

maradék nyolc allatot a 21. napon 6ltiik le.

3.5. Harmadik kisérletsorozat

A vizsgélat soran 64 allatot véletlenszerlien 4 csoportba osztottuk (n=16/csoport).
Az allatok els6 csoportjat nadroparinnal (N, 57 anti-Xa IU/kg; Fraxiparine®,
GlaxoSmithKline, Budapest, Magyarorszag), a masodikat enoxaparinnal (E, 100
anti-Xa IU/kg; Clexane®, Sanofi Aventis, Budapest, Magyarorszag), a harmadikat
parnaparinnal (P, 91 anti-Xa IU/kg; Fluxum®, Alpha Wassermann, Budapest, Ma-
gyarorszag), a negyediket vehiculummal (V) kezeltiik. A nadroparint naponta egy-
szer, mig az enoxaparint és parnaparint naponta kétszer adtuk subcutan injekcio
formajaban. A vechiculummal kezelt allatok 0,9%-0s soéoldatot kaptak. Minden

csoportbol nyolc allatot a 7. napon, mig a maradék nyolc allatot a 21. napon 6ltiik le.

3.6. Szovettan

Hisztologiai és morfometriai vizsgalatokra a trachea darabokat 4%-s pufferelt for-
malinban fixaltuk. A haematoxylin-eosinnal (HE) megfestett metszeteken szamito-
gép vezérelte morfometrias méréseket (Olympus DP-Soft, Budapest, Magyarorszag)
végeztiink. Az analizis soran a luminalis obliteraciot és az epithelialis nekrozist

quantitativ formaban hataroztuk.

3.7. RNS izolacio és reverz-transzkripcio

A trachea graftokbol a TRI-Reagens segitségével (Sigma-Aldrich Kft, Magyaror-
szag) teljes RNS-t izolaltunk. A cDNS szintézisét a TagMan Reverz Transzkripcids
Kit (Applied Biosystems, Applera Kft., Budapest, Magyarorszag) segitségével vé-
geztiik.

3.8. Real-time PCR

Az IL-2, INF-y, TGF-B; és PDGF-A citokineknek megfelelé specifikus cDNS-t real-
time PCR soran a TagMan Universal PCR Master Mix Kit segitségével (Applied
Biosystems) amplifikaltuk. A vizsgalt citokineknek megfelelé relativ. mRNS

5



expressziot a AACT modszer alapjan egy szoftver (Gene Exression Analysis for
Real-time PCR Detection System; BioRad, Magyarorszag) segitségével hataroztuk
meg. Az expressziot a glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH), mint belsé

kontroll mRNS expresszidjara normalizalva adtuk meg.

3.9. Statisztikai analizis

Az adatok atlag+atlag szorasa (SEM) formaban szerepelnek. Az adatok dsszehason-
litdsa varianciaanalizissel (ANOVA), majd a Bonferroni post hoc teszttel tortént
(GraphPad Prism 4.0, GraphPad Software Inc., San Diego, USA). p<0.05 esetén
tekintettiik a kiilonbségeket szignifikdnsnak.

4. Eredmények

4.1. Elso kisérletsorozat

A 21. napon eltavolitott trachea allograftok lumene hegszdvettel majdnem teljesen
elzarodott, fiiggetleniil a donor vagy recipiens nemétél (M/M: 93.6+3.9, M/F:
94.144.1, F/F: 96.243.1 és F/M: 95.9+4.1%, p>0.05; 1. dbra).
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1. abra. A luminalis obliteracio az allograft trachedkban a 7., 14. és 21. napon ledlt allatokban.

Jollehet az elzarodas mértéke a 7. és 14. napon kisebb volt a 21. napon mérthez
értékekhez képest, itt sem mutatkozott kiilonbség a nemek kozott (7. nap: M/M:
28.242.4, M/F: 26.0+£3.1, F/F: 25.4+0.7, F/M: 22.9+2.8%, p>0.05; 14. nap: M/M:
67.9+11.2, M/F: 61.9£16.8, F/F: 66.2£10.9, F/M: 63.1+6.6%, p>0.05). A luminalis
elzarddas az epithelium teljes pusztulasaval jart. Hasonloan, az epithelium karosoda-
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sanak mértéke (epithelialis nekrozis) sem kiilonbozott az allatcsoportok kozott a

fenti id6pontokban eltavolitott trachea allograftokban (2. dbra).
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2. abra. Az epithelialis nekrozis az allograft tracheakban a 7., 14. és 21. napon ledlt allatokban.

Az IL-2, INF-y és TGF-B; citokinek mRNS szintjét a 21. napon eltavolitott
allograftokban vizsgaltuk real-time PCR technika segitségével. A szovettani ered-
ményekkel Osszhangban a vizsgalt faktorok mRNS szintjében nem mutatkozott

szignifikans kiilonbség a csoportok kozott (3. abra).
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3. abra. Citokinek és novekedési faktorok expresszidja a trachea allograftokban 21 nappal a
transzplantacié utan.

4.2. Masodik kisérletsorozat

A 7. napon eltavolitott trachea graftokban az obliterativ folyamat mar megkezdddott,
az allatcsoportok kozott kiilonbséget nem tapasztaltunk (4. dbra). A 21. napra a
vehiculummal kezelt allatokban a graftok lumenét gyakorlatilag teljes egészében
hegszovet toltotte ki. A bosentannal kezelt (B) allatokban a luminalis obliteracio
szignifikansan csokkent a vehiculummal kezelt (V) allatokhoz képest (B: 81.0+6.1
vs. V: 96.6+2.4%; p<0.05). Kozel hasonldo mértékben a ramipril kezelés (R) is csok-
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kentette a luminalis obliteraciot (R: 83.9+4.3%; p<0.05). A kombinalt kezelést
kapott allatokban (B+R) az obliteraci6 mértéke még kisebb volt a kizarolag
bosentannal vagy ramiprillal kezelt allatokhoz képest (B+R: 65.3+4.1%; p<0.01).
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4. abra. A luminalis obliteracié az allograft tracheakban a 7. és 21. napon. *p<0.05 vs.
vehiculummal (V) kezelt allatok; *p<0.05 vs. bosentannal (B) vagy ramiprillal (R) kezelt
allatok.

A 7. napon eltavolitott trachea graftokban a léguti epithelium kb. 20%-a pusz-
tult el. A graftok nyalkahartyaja megduzzadt és kifejezett gyulladasos sejtinfiltracid
jelentkezett intra- és subepithelialisan, valamint a gylriiporcokat koriilvevé kot6szo-
vetben. A csoportok kozott kiilonbség nem volt. A 21. napon eltavolitott és
vehiculummal kezelt graftokban az epithelium teljes mértékben necrotizalt, és csak a
lument kit61té hegszovetben fordult el6 néhany lobsejt. Az 6nmagaban bosentannal
vagy ramiprillal kezelt allatokban az epithelium karosodasa hasonldé mértékii volt.
Ezzel szemben, a kombinalt kezelést kapott allatokban (B+R) az epithelialis necrosis
kismértékben, de szignifikansan csokkent (B+R: 87.9+4.9 vs. V: 100%; p<0.01) (5.
és 6. abra).

A 21. napon a TGF-B; és a PDGF-A intragraft mRNS szintje a luminalis
obliteracié mértékével volt aranyos az egyes allatcsoportokban. Mind a bosentan
(B), mind a ramipril kezelés (R) csokkentette a TGF-[3; és a PDGF-A expressziojat a
vehiculum kezeléshez (V) képest (p<0.05) (7. dbra).
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5. abra. Az epithelialis nekrozis az allograft tracheakban a 7. és 21. napon ledlt allatokban.
*p<0.05 vs. vehiculummal kezelt allatok

6. abra. Vehiculummal (a), bosentannal (b), ramiprillal (c) és bosentan + ramiprillal (d) kezelt
patkanytrachea allograftok keresztmetszeti képe a 21. napon (HE festés, nagyitas: x4).
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7. abra. Citokinek és novekedési faktorok expresszidja a trachea allograftokban 21 nappal a
transzplantaci6 utan. *p<0.05 vs. vehiculummal (V) kezelt 4llatok; “p<0.05 vs. bosentannal (B)
vagy ramiprillal (R) kezelt allatok

A kombinalt kezelés (B+R) mellett a PDGF-A novekedési faktor mRNS szintje
tovabb csokkent (p<0.05), mig a TGF-[; szintje nem kiilonb6zott szignifikansan a
bosentan vagy ramipril monoterapiaval kezelt allatokhoz képest. A IL-2 és az INF-y

expresszidjaban nem mértiink szignifikans kiilonbséget az allatcsoportok kozott.
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4.3. Harmadik kisérletsorozat

A recipiensek teststlya a transzplantacié idején megegyezett egymassal, és az alla-
tok stilynvekedése is azonos mértékii volt a kisérlet ideje alatt. Az allatok a gyogy-
szereket jol toleraltak, vérzéses szovédményt nem észleltiink.

A transzplantaciot kovetd 7. napon az allograftok lumenének elzarodasi folya-
mata mar elkezdddott, hasonléan a korabbi kisérleteinkben latottakhoz. Az elzarddas
mértéke nem kiilonbozott szignifikansan a csoportok kozott (N: 24.0+2.8, E:
23.0+1.6, P: 24.2+1.7 és V: 25.6£1.7%, p>0.05, abra). A 21. napra az allograftok
mindegyikében az elzarédas majdnem teljes mértékii lett a kezelést6l fiiggetleniil

(N: 93.5+2.9, E: 93.843.5, P: 95.0+3.9, V: 94.242.3%, p>0.05) (8. és 9. dbra).
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8. abra. Luminalis obliteraci6 az allograft trachedkban a 7. és 21. napon ledlt, nadroparinnal
(N), enoxaparinnal (E), parnaparinnal (P) vagy vehiculummal (V) kezelt allatokban.
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9. abra. Epithelialis nekrozis az allograft trachedkban a 7. és 21. napon leélt, nadroparinnal
(N), enoxaparinnal (E), parnaparinnal (P) vagy vehiculummal (V) kezelt allatokban.

A 7. napon eltavolitott transzplantatumokban az epithelialis felszin kozel 20%-
a karosodott. A felszin alatt és a graft falaban bdséges lymphocyta és macrophag
szaporulat latszott. Az epithelium karosodas mértékét az LMWH kezelés nem befo-
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lyasolta (N: 22.146.2, E: 24.243.4, P: 21.74¢2.9, V: 23.5+4.6%). A 21. napon az
allografokban a felszini epithelium teljes karosodasa, nekrézisa volt észlelhetd. A
lumen elzarédashoz hasonldan a kezelés nem befolyasolta az epithelium karosoda-
sanak folyamatat sem (9. és 10. dbra).

A 21. napon a vizsgalt citokinek (IL-2, INF-y), novekedési faktorok (TGF-B; és
PDGF-A) és kemokinek (MCP-1) intragraft expresszidja mindegyik csoportban

kozel azonos mértékii volt a kezelésektdl fuggetleniil (11. dbra).

I
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10. abra. Vehiculummal (V) kezelt patkany trachea allograftok keresztmetszeti képe a 7. (a) és
a 21. (b) napon, valamint enoxaparinnal (E) kezelt allograftok képe a 7. (c) és a 21. (d) napon
(HE festés, nagyitas: x4).
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11. abra. Citokinek és novekedési faktorok expresszidja a trachea allograftokban 21 nappal a
transzplantacio6 utan.

5. Megbeszélés

5.1. Elsé kisérletsorozat
E vizsgalatunkban him és n6stény patkanyokat hasznaltunk recipiensként. A recipi-

ens neme nem volt hatassal az OAD kifejlddésére a trachea allograftokban, annak
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ellenére, hogy a nemek kozott nyilvanvald kiilonbségek vannak az immunvalasz
szabaly0zasaban és a nemi hormonok szintjébe.

A kisérletes eredmények kozotti ellentmondéasok részben a nemi hormonok
szerv-specifikus hatdsaival magyarazhatok. gy példaul a vesében a nemi hormonok
részben a vese haemodinamikara kifejtett hatasukkal befolyasoljak a vese
allograftok miikodését. A fentiek mellett jelentdsége lehet az allatkisérletes model-
lek kozotti immunologiai kiilonbségeknek is. Az altalunk hasznalt patkany trachea
transzplantaciés modellben a donor és a recipiens kozott erds kilok6dési reakcid
alakul ki. Az er6s immunreakcio alapja az, hogy a két allattorzs kozott az MHC 11
osztalyu antigénekben teljes eltérés (,,mismatch™) van, és lehetséges, hogy ez elfedi
a gyengébb hormonalis hatasokat. Olyan térzskombinacio esetén, ahol csak a minor
antigénekben van kiilonbség (pl. a Fisher-Lew patkanymodell) a kilok6dési reakcid

sokkal enyhébb, ezért az esetleges hormonalis hatasok jobban kimutathatdak.

5.2. Masodik kisérletsorozat

Masodik kisérletsorozatunkban kimutattuk, hogy (1) az ET receptor antagonista
bosentan ¢s az ACE-gatlo ramipril azonos mértékben csdkkentik az OAD progresz-
szidjat patkany trachea allograftokban; (2) a bosentan és a ramipril egyiittes alkal-
mazasa soran az obliterativ folyamat még jobban visszaszorul; és (3) az obliteracio
csokkenését a TGF-B; és a PDGF-A novekedési faktorok alacsonyabb intragraft
expresszidja kiséri.

Az angiotenzin ll-nek és az ET-1-nek az obliteraciora gyakorolt hatdsmecha-
nizmusa nem tisztazott. Hasonldan az additiv hatas oka sem vilagos. Eredményeink
alapjan valosziniisithetd, hogy e molekuldk részben kiilonb6z6 patogenetikai utakon
keresztiil fejtik ki hatasukat. Egyrészrdl elképzelhetd, hogy az angiotenzin II és az
ET-1 kozvetleniil hatnak a fibroproliferativ folyamat kialakulasaban szerepet jatszo
sejtekre. Ezt tamasztja ald az a megfigyelés, hogy az ET-1 erés mitotikus hatast
léghti  simaizomsejtekben, és  fibronektin  termelést indukal bronchialis
epithelsejtekben. Az ET-1 el6segiti tovabba fibroblastoknak —kontraktilis
myofibrobastokka valo differencialodasat is. Masrészrol, az angiotenzin II-nek és az

ET-1-nek a légutakban szerepe lehet kiilonbdzd pro-fibrotikus citokinek és noveke-
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torok koziil a TGF-B; és a PDGEF tlinik a legfontosabbnak. A TGF-B;, mint a szoveti
fibrozis egyik kozponti mediatora eldsegiti az extracellularis matrix szintézisét és

gatolja annak lebontasat.

5.3.Harmadik kisérletsorozat

A harmadik kisérletsorozatban, a klinikai gyakorlatban hasznalatos LMWH készit-
ményeknek a trachea allograftok kilokédésére gyakorolt hatasat vizsgaltuk. Harom,
a kereskedelmi forgalomban is kaphat6 LMWH készitményt vizsgaltunk: a
nadroparint, az enoxaparint és a parnaparint. Eredményeink alapjan az OAD kiala-
kulésat egyik készitmény sem befolyasolta detektalhatdé mértékben.

Szamos tanulmanyban keriilt igazolasra, hogy az LMWH készitmények -
antikoagulans aktivitasuktol fiiggetleniil - antiproliferativ és immunszuppressziv
hatassal is rendelkeznek. Az &ltalunk hasznalt allatmodellben az intraluminalis
obliteraci6 kialakulasa szamos citokin és novekedési faktor, igy példaul a TGF-P; és
a PDGF, valamint kemokin, tobbek k6zott az MCP-1 taltermelédésével jar. A PDGF
a simaizomsejtekre és fibroblasztokra erds mitogén hatast gyakorol, mig a TGF-p;-t
a beiltetett szervek kilokodésében szerepet jatszo fibroproliferativ folyamatok koz-
ponti mediatoraként tartjdk szamon. Az LMWH kezelés ezen molekulak
expresszidjat sem befolyasolta, ami egybevag a szovettani kiértékelés soran latot-
takkal. Eredményeink azt mutattak, hogy az LMWH kezelés nem alkalmas az OAD
kialakulasanak lassitasara, és nem befolyasolja sem a trachea allograftok hosszu tava

tulélését, sem a transzplantacid kés6éi kimenetelét.

6. Kovetkeztetések

Patkanykisérleteink eredményeibdl az alabbi kovetkeztetések vonhatok le:

a) Sem a donor, sem a recipiens neme nem befolyasolja az OAD kialakulasat

patkany trachea allograftokban. Eredményeink nem tamogatjak azt a feltevést,

13



b)

©)

hogy a Klinikai gyakorlatban a donor tiid6k allokacidja soran a nemi kiilonbo-

z6séget figyelembe kellene venni.

Az ET-receptor blokkolok és az ACE-gatlok azonos mértékben csokkentik az
OAD kialakulasat trachea allograftokban. A két gydgyszer egyiittes alkalmaza-
sa még kedvezObb terapias hatast eredményez. A kedvezd hatas valdsziniileg
kozvetett modon, a TGF-3;, a PDGF-A ndvekedési faktorok csokkent intragraft
expresszidjan keresztiil nyilvanul meg. A jovében e gyodgyszerek, mint az
immunszuppressziv kezelés kiegészitdi johetnek szoba a BOS megel6zése so-

ran tlidétranszplantalt betegekben.

A trachea allograftok kilokédésére az LMWH kezelésnek szignifikans hatasa
nincs. Az LMWH kezelés a TGF-B; és a PDGF-A novekedési faktorok, vala-
mint a Thl-es tipust citokinek és méas kemokinek intragraft expresszidjat sem

befolyasolja.
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