DOI:10.14753/SE.2012.1728

Bronchiolitis obliterans kialakulasanak vizsgalata
patkany trachea transzplantacios modellen

Doktori értekezés

Dr. Fillinger Janos

Semmelweis Egyetem
Klinikai Orvostudoméanyok Doktori Iskola

[ SEMMELWEIS
| EGYETEM

Témavezeto: Dr. Antus Balazs osztalyvezetd, Ph.D.

Hivatalos biralok: Dr. Miiller Veronika egyetemi docens, Ph.D.
Dr. Csoma Zsuzsanna adjunktus, Ph.D.

Szigorlati Bizottsag elndke:  Dr. Nagy Péter, egyetemi tanar
Szigorlati bizottsag tagjai: Dr. Papay Judit egyetemi adjunktus, Ph.D.
Dr. Simon Kaéroly, egyetemi magantanar

Budapest
2011



DOI:10.14753/SE.2012.1728

Tartalomjegyzék
1. ROVIAItESEK JEZYZEKE .....vvviiiiii ittt 4
2. BOVEZELES ..ttt 6
3. Irodalmi NATEET ... 9
3.1. Tlid6transzplantdcid rOVIA tOTtENEL........vveivireiiieeiiie et 9
3.2. A bronchiolitis obliterans szindroma definicidja .......ccocvvvviiiiiiiieiiiee e, 11
3.3. A bronchiolitis obliterans szindroma klinikai KEpe .........cccceoeriiiiiiiiiiiiicn, 11
3.4. Bronchiolitis obliterans SZOVEttANa ...........cocueeierriiieiieiieesee e 12
3.5. Bronchiolitis obliterans pathOgeNESISE. .........cvveiiiiieiieie e 13
3.6. RIZIKOTAKLOTOK. ... oo e 19
3.6.1. HisZtoKomPatiDilitaS .......cviiieiiiiiiieciieic e 19
3.6.2. AKUL KIIOKOAES. .....veeiiiiiiieiiie ettt 20
3.6.3. Ischaemids-reperfllzios KAroSOAAS .......cccovvveiiiiiiiiiii i 21
36,4 ELEIKOT ..o 21
3.6.5. CMV INTEKCIO ....eiiiie ittt ettt 22
3.7. Allatmodellek a bronchiolitis obliterans vizsgAlatara ............co.ceveverreerrerirrernenns 24
3.7.1. Teljes tiido transzplantacio ..........cuveieerieeiieiie e 24
3.7.2. Heterotrop trachea transzplantacio ............cccovvvviiiiiiiiiiicii e 25
3.7.4. Nagy allatmodellek..........cooiiiiiii e 26
O O] S 1 2/ cET) PSSR 28
5. MOASZEIEK .. 29
5.1. EISO KISETIEtSOTOZAL ..ot 29
5110 ATLALOK .o 29
5.1.2. TranSzplantaCio........cocvviiieiriiie e 29
5.1.3. Kisérleti protoKoll........cccciiiiiiiiiiiiiiic e 29
S 104 SZOVETAN ...ttt 30
5.1.5. RNS 1z0l4ci0 €s 1everz-tranSZKripCio ........coovvvrrreereiiiiesiee e 30
5.1.6. REAI-LIME PCR ...t 31
5.1.7. Statisztikai analizZis .........ccooouiiiiiiiieiie e 31
5.2. MASodik KISEIIEtSOTOZAL ......ccueiiiiieiiiiiie e 32
5.2, 1 ATIALOK ..o 32



DOI:10.14753/SE.2012.1728

5.2.3. Kisérleti protokoll.........ccooiiiiiiiiiiiiici e 32
5.2.4. SZOVELAN ....eviiiiiie e 32
5.2.5. MoleKUlAris analiZiS..........ccevuerueriereriiniiniisesieie et 33
5.2.6. Statisztikal analiZIS ........cccovveriiiiieiie e 33
5.3. Harmadik KiSErletSOTrOZat ..........ueeiiiiiiiiii et 33
5.3 10 ATIALOK ..o 33
5.3.3. KiSErleti protoKOll..........coiiviiiiiiiiiiiciiic e 34
5.3.4. SZOVETAN ..ottt 34
5.3.5. MOIeKUIATIS @NaliZiS.......c.ceiuiiiiiiiiiieiie et 35
5.3.6. Statisztikai ANaliZiS ........cceeieiiiiiiiieie e 35
6. EredmeEnyek ......ccooiiiiie i 36
6.1. EISO KISErIetSOTOZALt ....c.vviiieieiieiiiecie e 36
6.1, 1. SZOVELLAN ... 36
6.1.2. REAI-tIME PCR ... 37
6.2. MAsodik KiSErIetSOTOZat .........eeivieiiiiiiieiie e 38
6.2. 1. ATLALOK ..o 38
6.2.2. SZOVELLAN ....vvieiiiie ittt 38
6.2.3. MOIeKUIATTS ANAIZIS......ccueeiiiiiieiii e 40
6.3. Harmadik KiSErletSOTrOZat ..........cueeiiiiiieiiiiiiee e 41
6.3. 10 ATLALOK ..o 41
6.3.2. SZOVELLAN ....eviiiiiicceeee s 41
6.3.3. MOleKUIAriS analiZiS........ccoiueieiiiieiiiieiiie et 43
T MEEDESZEIES ... 45
8. KOVELKEZIEIESEK ...t 54
9. OSSZEFOZIALAS ......o.vuvvviceiiscte e 55
10, SUMIMEBIY ...ttt e b ne e 56
11, IrodalomJEZYZEK .........vviiiiiiieii e 57
12. Sajat kozlemények bibliografiai adatai..........cccooveviiiiiiiiiiiii 78
12.1. Kozlemények az értekezés targykOrében ...........cocvvvviiiiiiiiciiiiciic e, 78
12.2. Kozlemények az értekezés targykorén Kivil..........ocoooveiiiiiiii 78



DOI:10.14753/SE.2012.1728

1. Roviditések jegyzéke

ACE angiotenzin-konvertalé enzim
APC antigénprezentalo sejt

BAL bronchoalveolaris lavage

BN Brown-Norway

BO bronchiolitis obliterans

BOS bronchiolitis obliterans szindroma
CF cisztas fibrozis

COPD kronikus obstruktiv tiidébetegség
CMV cytomegalovirus

DTH késoi-tipust tulérzékenységi reakcid
EBV Epstein-Barr virus

ET endothelin

HHV human herpervirus

IGF-1 insulin-like growth factor-1

IL interleukin

INF-y interferon-y

IPF idiopathias tlid6fibrézis

ISHLT International Society of Heart and Lung Transplantation
Lew Lewis

LMWH kis molekulastlyu heparin

MCP-1 monocyta chemotactic protein-1
MHC Major Histocompatibility Complex
NO nitrogén-monoxid

OAD obliterativ léguti betegség

OB obliterativ bronchiolitis

PDGF-A platelet-derived growth factor-A

PGlI, prosztaglandin I,

PPH primer pulmonalis hipertonia

RANTES regulated on activation, normal T-cell-expressed and -secreted

RAS renin-angiotenzin rendszer
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TGF-B1 transforming growth factor-f3;
TNF-a tumor nekrozis faktor-o

VCAM-1 vascularis sejtadhézios molekula-1
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2. Bevezetés

A légziszervi megbetegedések koziil szamos korkép vezet végallapotu tiidobetegség
kialakulasahoz. Ezekben az esetekben — a megfeleld betegkivalasztas utan — a betegek
szdmara a tiid6transzplantécio jelenti az egyediili esélyt az életmindség javitasara, illet-
ve a talélésre. Az elmult két évtized soran a mitéti technika fejlodésének, az Gjabb és
hatékonyabb immunszuppressziv gyogyszerek bevezetésének, a peri- és posztoperativ
betegellatas korszertisodésének és a transzplantacids immunoldgia teriiletén elért tudo-
manyos eredményeknek koszonhetden a sikeres tiiddatiiltetések szama sokszorosara
emelkedett.

Korébban az akut kilokddés megeldzése, a beiiltetett szerv megtartasa jelentette
a legnagyobb kihivast a tiid6transzplantacio utan. A nagy transzplantacidés centrumok
adatai szerint a modern immunszuppressziv gyogyszerek bevezetése jelentdsen vissza-
szoritotta az ¢életet veszélyeztetd akut kilokddések gyakorisagat. A hatékonyabb
immunszuppresszié — a korabbi varakozasokkal ellentétben — azonban csak kismérték-
ben befolyésolta a transzplantditumok hosszl tavu talélését.

Napjainkban, a transzplantalt tiid6 késoi elvesztésének leggyakoribb oka a kro-
nikus szervdiszfunkcioval jard obliterativ bronchiolitis (OB) (1,2). A korkép legfonto-
sabb sajatossdga a bronchiolusok falanak fibroproliferativ atépiilése és irreverzibilis
elzarédasa. A folyamat a bronchiolusok epitheliumanak immun- és nem
immunfolyamtok altal kivaltott sériilése okozta leukocytas besziirédésével (lymphocitas
bronchiolitis) indul, amely kemokinek, valamint ndvekedési faktorok termelésével
fibroblaszt és myofibroblaszt felszaporodast indukal a bronchiolus szubmukdézalis réte-
geiben. Az egymasra épiil6 és egymast folyamatosan generald reakciok a bronchiolus
fal koncentrikus/excentrikus fibrosus megvastagodasat, lumenének sziikiiletét, illetve
elzarodasat okozzak. Klinikailag, a kivaltd oktol fiiggetleniil megfigyelheté kronikus
szervdiszfunkciot bronchiolitis obliterans szindromanak (BOS) nevezziik, melyben fo-
lyamatos 1égzésfunkcid6 romléas észlelhetd. Jelenleg a koérképnek sem pontos
pathofiziologiaja, sem hatékony kezelése nem ismert.

A BOS nemzetkozileg elfogadott allatmodellje a heterotrop patkénytrachea
transzplantaciés modell (3,4), amely hazankban eldszor az Orszagos Koranyi TBC és

Pulmonolodgiai Intézet Korélettani Osztalyan kertilt beallitasra (5). A patkanymodellben
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trachea atiiltetés torténik, melynek falaban a human OB-hez hasonlé hegesedési folya-
mat indul el (obliterativ 1égiti betegség, OAD) ¢€s a trachea graftok lumene fibrotikus
granulacios szovettel rovid 1d6 alatt elzarddik. A trachea falanak fibroproliferativ atépii-
1ésével parhozamosan a léguti epithelium is elpusztul, nekrotizal.

Az elmult évtizedben a szervtranszplantaltak kdrének folyamatos kovetése soran
figyeltek fel arra, hogy egyes parenchymas szervek atiiltetése esetében a donor és a re-
cipiens nemi kiilonbozdségének jelentdsége van a transzplantacié késéi kimenetele
és/vagy az allograftok kilokédése szempontjabol (6,7). Feltételezhetd, hogy a nemi kii-
16nboz6ségek kialakulasaban genetikai tényezoknek és a nemi hormonoknak egyarant
szerepiik van. E kérdések tiid6transzplantalt betegek korében kevéssé tisztazottak, expe-
rimentalis adatok nem allnak rendelkezésre.

A nemi kiilonb6z6ség mellett az BOS kialakuldsaban szamos egyéb tényezo is
szerepet jatszhat. Az angiotenzin Il, a renin-angiotenzin rendszer (RAS) f6 effektor
peptidje haemodinamikai hatasai mellett, szamos szervben fibroproliferatiot indukald
hatassal is rendelkezik. Hasonléan, a vazokonstriktor hatasi endothelin (ET)-1-nek
szamos szovetben pro-fibrotikus és novekedést indukald hatasa ismert. Szamos megfi-
gyelés tamasztja ald e két molekula kozponti pathofiziologiai szerepét sziv- ¢€s
vesetranszplantatumok kronikus kilokédésében (8,9). A RAS és az ET rendszer farma-
kologiai gatlasa terapias hatasu, amely a vesében a kronikus allograft nephropathia, mig
a szivben a graft vasculopathia progressziojanak csokkenésében nyilvanul meg. Néhany
évvel ezelbtt allatkisérletekben azt is igazoltak, hogy a RAS és az ET rendszer részt
vesz az OAD kialakulasaban (10,11). E két rendszer kozott szamos, a szoveti karosodast
elésegité interakcid ismert. A két rendszer egyiittes gatlasa soran a kedvezd hatasok
Osszeadodhatnak. Jelenleg nem ismert, hogy a két rendszer egyiittes gatlasa milyen te-
rapias hatasu az OAD kialakuldsa szempontjabol.

A thromboembolias megbetegedések profilaxisaban és kezelésében széles kor-
ben hasznalt kis molekulasulya heparinok (LMWH) kiilonb6z6 lanchosszusaga
gliikbzaminoglikan molekulak keveréke. Kisérletes eredmények alapjan elmondhato,
hogy a heparin immunszuppressziv és antiproliferativ hatassal is rendelkezik, amely
figgetlen az antikoagulans aktivitasatol (12,13). Ugy tiinik, hogy a heparin
immunszuppressziv és antiproliferativ hatasai a szervtranszplantaci6 teriiletén is jelent-

séggel birnak, legalabbis experimentalis koriilmények kozott. LMWH adasaval kedvezo



DOI:10.14753/SE.2012.1728

hatast tudtak kimutatni patkany bér- és szivtranszplantacios modellekben (14), amely
felveti annak lehetdségét, hogy e készitmények tiidétranszplantacids allatmodellben is
jotékony hatassal rendelkeznek.

Jelen disszertacio témaja szorosan kapcsolodik a fenti, eddig minden részletében
nem tanulmanyozott és tudoméanyosan kevéss¢ feltdrt megallapitdsokhoz. Munkank
megtervezésekor — az irodalomban kozdlt eredményekbdl kiindulva — két szempont
vezérelt benniinket. Egyrészt, a nemi kiilonbségek hatasat kivantuk pontosabban meg-
ismerni az OAD pathogenesise soran. Masrészt, a RAS és az ET rendszer, valamint a
heparinnal 6sszefiiggd ¢lettani folyamatok befolyasoldsan keresztiil a terapias beavatko-

zas lehetdségét az emlitett korképben.
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3. Irodalmi hattér

3.1. Tiidétranszplantacié rovid torténete

Az elsé tiidétranszplantaciot emberen 1963-ban James Hardy végezte Missouriban (15).
A recipiens egy stlyosan emphysemas beteg volt bal fé6horgét obstruald carcinomaval.
A beteg a bal oldali tiid6transzplantaciot 18 nappal élte tul. Ezzel bizonyitotta valt,
hogy a tiiddatiiltetés technikailag megvalosithatd. A valddi sikert, a beiiltetett tiido
hossza talélését, a 80-as évek elejétdl, az immunszuppresziv hatasa cyclosporin beveze-
tése hozta meg (16) (1. dbra). A megfeleld immunszuppressziv kezelés mellett megva-
l6sulhattak a sikeres transzplantaciok, amely azt jelenti, hogy a beteg a miitétet legalabb
6 honappal éli tul.

Ezzel parhuzamosan a tiidéatiiltetések indikacios kore fokozatosan kiszélesedett
(17). A primer pulmonalis hipertonia (PPH) és az Eisenmenger-szindroma esetein til az
indikacios korbe keriilt a végstddiumt idiopathias tiidofibrézis (IPF), a kronikus
obstruktiv tiidobetegség (COPD), illetve a bronchiectasia és a cisztas fibrozis (CF) is
(18,19) (2. dbra).
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1. abra. Az egy- és kétoldali tiid6transzplantaciok szamanak alakulasa az utobbi két évtizedben
az ISHLT adatbazisa alapjan (22).
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2. abra. A tiid6étranszplantaciok indikacioinak valtozasa betegségek szerint az utobbi két évti-

zedben az ISHLT adatbazisa alapjan (22).

A transzplantaciok sikerességét a hatékony gyodgyszeres kezelés mellett a sebészi
technikak fejlodése, a donorszervet konzervalo oldatok kifejlesztése is fokozta. A beiil-
tetett szervet els6dlegesen karositdo ischaemias-reperfiziés folyamat kutatasa a
pathomechanizmus jobb megértéséhez vezetett. Ennek alapjan kidolgozott technikaknak
koszonhetden ma mar jelentésen csokkent a primer graft elégtelenség el6fordulasa, ko-
vetkezésképpen a korai haldlozasok szama. Az immunszuppressziv szerek fejlesztésé-
vel, valamint az elmult tobb mint két évtized soran szerzett tapasztalatok alapjan kidol-
gozott diagnosztikus €s terapids protokollok alkalmazéaséaval folyamatosan javul a tiido-
transzplantaltak talélése (20,21).

Az International Society of Heart and Lung Transplantation (ISHLT) 2010-ben
megjelent statisztikai adatai szerint 2009-ben Gsszesen 2769 tiidé-transzplantacidt vé-
geztek vilagszerte (1. dbra), igy a 80-as évek Ota mar tobb mint 20 ezer miitét tortént
(22). Az adatok szerint 7 olyan tiidétranszplantacios kozpontot tartanak nyilvan a vila-
gon, ahol évente 50-nél tobb tiiddatiiltetést végeznek. Ezek egyike Bécsi Orvosi Egye-
tem (Medizinische Universitdit Wien, MUW) Sziv- és Mellkassebészeti Klinikajan mii-
kodik, ahol a magyar betegeket 1996 6ta operaljak. Mint ismeretes a betegek miitét elot-
ti kivizsgalasa, felkészitése, majd teljes poszt-operativ gondozasa mar Magyarorszagon
torténik, részben az Orszdgos Koranyi Tbc és Pulmonoldgiai Intézetben, részben a

Semmelweis Egyetem Pulmonolédgiai Klinikdjan.
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3.2. A bronchiolitis obliterans szindroma definiciéja

A transzplantalt tiid6 késoi elvesztésének leggyakoribb oka a BOS kialakulasa. A hazai
szakirodalomban ¢lész6r munkacsoportunk kozolt 6sszefoglaldo kozleményt a BOS kli-
nikai és korélettani vonatkozasair6l (23). A korképben klinikailag a 1égzésfunkcio foko-
zatos csOkkenése jelentkezik, melynek hatterében a kislégutak fokozatos, végleges elza-
rodasa all. A folyamat progressziv jellegii, amely kronikus 1égzési elégtelenséghez, il-
letve kiilonbozo fertézéses szovodmények megjelenéséhez, és végiil a beiiltetett szerv
elvesztéséhez vezet.

Fontos elkiiloniteni a klinikai szindréma fogalmat a hattérben rejlé szovettani
diagnoézistol. A klinikumban a 1égzésfunkcid fokozatos, irreverzibilis romlasat tekintik a
BOS kialakulasara jellemzOnek, ezért mind a diagnosztika, mind a stddiumbeosztas erre
épul. Ezt nevezik - utalva a hattérben meghtizodo kisléguti elzarodasra - BOS-nak
(1,2,23,24). A mintavételi modszerek behatarolt lehet6ségei miatt, a klinikailag megal-
lapitott diagnozis mogott a szovettanilag BOS-nak megfeleltethetd korfolyamatot a

biopszias mintabdl ritkabban sikertil kimutatni.

3.3. A bronchiolitis obliterans szindréma klinikai képe

A BOS klinikai megjelenési formdja rendkiviil véltozatos. Sok beteg hosszu ideig pa-
naszmentes, és a korkép elérehaladasat csak a 1égzésfunkcio lassti romlasa jelzi (23).
Masoknal a BOS hirtelen kezdddik, pl. egy terdpidra rezisztens akut kilokédési epizod
vagy infekcid utan. A tiinetek aspecifikusak: dyspnoe, kohogés, a terhelhetdség csokke-
nése a leggyakoribb panasz. Késobb recurrald infekciok alakulnak ki, amelyek kiilonbo-
z6 baktériumok (pl.: Pseudomonas vagy Staphylococcusok) vagy gombak (pl.:
Aspergillus fumigatus) kolonizacidja miatt jonnek 1étre. A folyamat végén terapias be-
avatkozéasokra nehezen vagy alig reagdlo 1€gzési elégtelenség tiinetei 1épnek fel és a
beteget emiatt veszitjiik el.

Betegenként erdsen kiilonbozo lehet a transzplantacio és a BOS kialakulasa ko-
zott eltelt 1d6 is. A klinikai tanulmanyok szerint atlagosan 16-20 honap telik el, de ez az

id6 néhany honaptol akar hosszl évekig is terjedhet (1,2).

11
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3.4. Bronchiolitis obliterans szovettana

A klinikailag megfigyelt kronikus graftdiszfunkcié (BOS) hatterében hisztologiailag a
konstriktiv BO all. Fénymikroszkdposan a bronchiolusok falaban, a submucosalis ré-
tegben koncentrikusan/excentrikusan felszaporodott kotdszovet lathatd, amely a
kislégut szerkezetét deformalja, lumenét elzarja. A bels6 felszint borité ham eltiinik. A
bronchiolus maradvanyaként sokszor csak szabalytalan alaka heg fedezhet6 fel. A hege-
sedés jol megfigyelhetd gyulladasos fazissal (akut bronchiolitis) indul, amelyet a
bronchialis epithelium, illetve a bronchiolus mellett futd ér endotheljének sériilése altal
kivaltott immunfolyamat indit be. A szdveti reakci6 aspecifikus, a normalis tiidészovet-
ben is észlelhetd. A kivaltd tényezok kozott infekciok mellett gyogyszerhatas, kollagén
betegségek, stb. szerepelnek. Néhany esetben a kivalto tényezdre nem deriil fény. Ez az

un. idiopathias tipus (1. tablazat).

1. tablazat.

Az akut bronchitist kivalté tényezok

akut bronchitis

infekciok (virusok, Clamidia, Mycoplasma)
mérgez6 gazok
gyomortartalom aspiracioja
csontveld transzplantacio
tiidétranszplantacio
kollagén-vaszkularis megbetegedések
gyulladéasos bélbetegségek
Wegener-betegség
idiopathias

Az akut bronchiolitisben, melyet gyulladasos fazisnak is neveznek, a sériilt sej-
tekbol felszabaduld citokinek hatasara polimorfonuklearis sejtek, dendritikus sejtek,
illetve makrofagok vandorolnak a helyszinre. E sejtek altal prezentalt antigének, termelt

citokinek alakitjak ki a kislégutak koriil, sokszor azok falaban, helyenként az

12
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epitheliumot is érintve lathaté lymphocytas infiltraciot, melyek kozott neutrophil
granulocytak, néha eosinophil granulocytak is megjelennek. A folyamat altalaban id6-
ben szakaszosan és mozaikszertien érinti a tiidoparenchymat. Ez a fazis tehat erds im-
munoldgiai  befolyds alatt all, kovetkezésképp ekkor még reverzibilis,
immunszupressziv terapiaval befolyasolhat6 a folyamat.

Késobb, a T-lymphocytak altal termelt citokinek, névekedési faktorok beindita-
nak egy un. kés6i vagy proliferacios fazist (konstriktiv bronchiolitis), melynek soran a
Kislégutak falanak submucosalis rétegében koncentrikus/excentrikus kotdszovet felsza-
porodas torténik. Ez utobbit lehet lument elzaro ,,dugoként” észlelni egyes metszetek-
ben (3. dbra). llyenkor mar a lobsejtes infiltracié jelentds csokkenést mutat, helyenként

el is tlinik. Az elvaltozasokat ekkor mar irreverzibilisnek tartjuk (25,26).

3. abra. A human bronchiolitis obliterans-ra jellemz6 szovettani kép a korai (a) és a késdi (b)

fazisban. (HE festés, x20)

3.5. Bronchiolitis obliterans pathogenesise

A transzplantacid utan kialakuld kronikus allograft diszfunkcid (kronikus kilokddés)

eléfordulasi gyakorisaga a kiillonb6z6 parenchymas szervek koziil a tiidében a legna-
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gyobb: a korkép 5 évvel a miitét utan a maj esetében 5%, a szivnél 20%, a vesénél 30%,
mig a tiid6 esetében 50-60%-ban fordul el6 (1). A tiid6 esetében a kronikus allograft
diszfunkcio hatterében szovettanilag BO (Klinikailag BOS) all, igy a BO a kronikus
allograft diszfunkci6 egyik formaja (4. dbra).
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4, abra. A bronchiolitis obliterans szindroma (BOS) kialakulasatol mentes tiidétranszplantalt

betegek aranyanak alakulasa a transzplantacioé utani években az ISHLT adatbazisa alapjan (22).

Az utdbbi években klinikai vizsgalatok sora foglalkozott a korkép kialakulasa-
hoz vezetd korfolyamatokkal, azonban ezek részletei még mai is bizonytalanok. Kor-
¢lettani szempontbol a BO egy hegesedéssel jard korkép, ami a porcszovetet mar nem
tartalmazo terminalis kislégutakban, a bronchiolusokban alakul ki a transzplantalt tiido-
ben. Kialakulasanak kezdeti szakaszéban leukocytak infiltraljak a szubmukoézat (akut
bronchiolitis), majd fibroblastok és myofibroblastok szaporodnak fel a bronchiolusok
falaban, amelynek eredményeként koncentrikus modon sziikiilni kezd a bronchiolusok
lumene. A kotészovet mennyiségének novekedésével parhuzamosan a bronchialis
epithelium fokozatosan eltlinik, nekrotizal. A folyamat progressziv jellegli, amely végiil
hoénapok vagy évek alatt a bronchialis lumen teljes elzarodasahoz vezet.

Napjainkban a legtobb szerz6 a BO pathofiziologidjanak kezdeti Iépését a
bronchialis epithelium, illetve a kiserek endotheljének sériilésében latja (1,2). Az Un.

“response to injury” hipotézis szerint az ischaemiés-reperfiizids karosodas, az infekciok,
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az ismétlodo akut rejekciok, a mikroaspiracid egyarant az epithelsejtek/endothel sejtek
karosodasat okozzak, amelyet szoveti regeneracio kovet. Ez azonban a gatld tényezok
hianya és/vagy a pro-fibrotikus tényezok talstlya miatt korlattalanul tovabb folytatodik
és végiil kiterjedt hegszovet képzédéshez vezet. gy a BO-t egy olyan végsé, kozos kor-
allapotnak tekinthetjiik, amely 1ényegében fiiggetlen a kivaltdo noxatol (5. dbra).

Az epithelsejtek karosodasanak kozponti szerepét szamos megfigyelés tamasztja
ala. Kisérletes koriilmények kozott a trachea isograftokban az epithelium elpusztitasa
(pl. proteolitikus emésztéssel) olyan mértékii luminalis obliteraciot indukal, amilyet
kiilonben csak az allograftokban latunk (27). Kimutattak tovabba, hogy bizonyos non-
HLA antitestek hatasara az epithelsejtekbdl olyan pro-fibrotikus novekedési faktorok
szabadulnak fel, mint pl. a transforming growth factor (TGF)-B1, amely kozismerten az

extracellularis matrix szintézis egyik legfontosabb induktora (28).

ischaemia, infekcid, rejekcio

[ |
epithelsejtek

",//‘I 1 \
neutrophil
|_T-sejtek granulocytak macrophagok
| | |

citokinek, kemolanek, ndvekedés) faktorak
proteaziok, reaktiv szabadgydkdk

1

‘ bronchiolitis obliterans J

5. abra. A bronchiolitis obliterans kialakulasaban szerepet jatsz6 mechanizmusok vazlatosan

A sériilt epithelsejtekbdl tovabbi citokinek (pl. interleukin-2 [IL-2], interleukin-8
[IL-8], interferon-y [INF-y]) és kemokinek (pl. monocyta chemotactic protein-1 [MCP-
1], regulated on activation, normal T-cell-expressed and -secreted [RANTES]) szaba-
dulnak fel, melyek hatdsdra T-sejtek, neutrophil granulocytdk és macrophagok
infiltraljak a graft szovetét. Ezek a citokinek és kemokinek nagy mennyiségben kimu-

tathatoak allatokban a kronikusan kilokédé trachea allograftokban (29), illetve a BOS-
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ban szenvedd betegek bronchoalveolaris lavage (BAL) folyadékaban (30). Az aktivalt
neutrophil granulocytak toxikus protedzokat, reaktiv szabadgyokoket termelnek, és az
altaluk okozott oxidativ stressz jelentés mértékben hozzajarul az epithelsejtek pusztula-
séhoz ¢és a léguti gyulladas fenntartasahoz (31). A macrophagok ezzel szemben tipuso-
san pro-fibrotikus citokineket (pl. TGF-B;, platelet-derived growth factor [PDGF],
insulin-like growth factor-1 [IGF-1]) termelnek, melyeck a fibroblastok és a
hegszovetes atépiiléséhez vezet (32,33). Ezek a novekedési faktorok elsésorban a BO
késdi fazisaban termelédnek.

A korkép kialakulasaban rizikofaktorok allapithatok meg, amelyeket alloantigén-
dependens és alloantigén-independens kategoriakba szoktak sorolni (2. tdblazat). Az a
tény, hogy az egészséges, nem transzplantalt emberekben BO ritkan alakul ki; valamint,
hogy a transzplantaciot kovetéen a koran megjelené BOS szoros kapcsolatot mutat a
gyakori és sulyos kilok6dési reakciokkal arra utal (34), hogy alloimmun-dependens fo-
lyamatoknak esszencialis szerepe van a BOS kialakulasaban (35,36).

Az egyre nagyobb szamban publikalt allatkisérleti eredmények e megfigyelése-
ket tamogatjak. Ugyanakkor, ezek alapjan a hatterében meghuz6dé immunolégiai fo-
lyamatok szertedgazé részletei is felderitésre keriilnek. Egyre inkébb nyilvanvaléva va-
lik, hogy a rizikofaktoroknak tekintett tényez6k olyan antigén-dependens vagy antigén-
independens folyamatokat inditanak el, amelyek a bronchialis epithelium és a
bronchialis vasculatura atalakulasdhoz, karosodaséhoz vezetnek. Igy példaul Andersson-
Sjoland és mtsai. kimutattdk, hogy BOS-ban szenvedd transzplantalt betegekben, a
parenchymaban szovetileg kimutathato fibrocytak fontos szerepet jatszanak a vascularis
¢és parenchymalis szoveti atrendez6désben (remodelling) (37). E sejtek kimutatasa korai
stadiumban felismerhet6vé teheti a BOS-t (38).

Saini és mtsai. HLA-ellenes antitestek és defensinek szinergista szerepét figyel-
ték meg a BOS kialakulasaban. A transzplantaciot kovetd idészakban az anti-HLA anti-
testek és az a-defensin hatasara az epithelialis sejtekben termelddé B-defensin megjele-
nése gyulladasos sejtinfiltraciot okoz. A folyamat novekedési faktorok termelését indu-
kalja, amelyek az epithelium proliferacidja révén hozzajarulhatnak a kronikus kilokodé-

si reakci6 kialakulasahoz (39). Az a-defensin neutrophil granulocytak terméke, amely a
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BAL-b6l kimutathato ELISA modszerrel és szintén biomarkere lehet a BOS korai stadi-
umanak (40).

2. tablazat.

A BOS kialakulasaban részt vevo rizikofaktorok

Rizikofaktorok
alloantigén-dependens alloantigén-independens
HLA-mismatch ischaemias-reperfuzids karosodas
akut kilokédések szama €s su- CMV infekcio /
lyossaga pneumonitis
lymphocytas bronchiolitis egyeb (bakteralis, viralis) 1éguti
infekciok
anti-HLA antitestek GERD
donor szerv mindsége
¢letkor
BOOP

elégtelen beteg compliance

Ujabban szamos tanulméany foglalkozik a folyamatos immunvélaszt fenntarté au-
toimmun folyamatok jelentdségével a BOS pathogenesisében. A kollagén(V) az
interstitiumban talalhato és a légutak epithelialis sejtjei termelik (41). Mennyisége
emelkedik ischaemia-reperfuziés karosodasban.

Burlingham és mtsai. szerint a BOS kialakulasaban 10-szer nagyobb rizikot je-
lent a kollagén(V) reaktiv CD4+ T-sejtek megjelenése, mint az akut rejekcios epizodok
vagy a hisztokompatibilitas (42). Az adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a kolla-
gén(V) reaktiv CD4+ T-sejtek a monocyta/macrophag rendszerrel egylittmiikddve
(43,44) progressziv léguti elzarddashoz vezetnek. Klinikailag az autoimmun és
alloimmun folyamatokat nehéz egyiittesen befolyasolni. Ennek hatterében a regulacios
T sejtek hianya vagy diszfunkcidja allhat. Tobb tanulmany szamol be a BOS magasabb
eléfordulasi gyakorisagarol a regulacios T-sejt szam szignifikans csokkenése mellett
(45).

Bharat és mtsai. transzplantalt betegekbdl kollagén(V) elleni reaktiv regulacios

T sejteket izolaltak, amelyek megfigyeléseik szerint 1L-10-et szekretaltak (46). Ezek a
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sejtek képesek voltak gatolni az autoreaktiv T-sejteket és az INF-y termelést. BOS-ban
szenvedd tlidétranszplantaltakban gyakran észlelheté az IL-10 termeld T-sejtek szama-
nak csokkenése (47).

A Kkisérletes eredmények a betegekben megfigyelheté korfolyamatok hatterének
egy-egy ,,mozaikkockajat” vilagitjadk meg. Nem adnak ugyanakkor olyan, a klinikai
gyakorlatban felhasznalhato, altalanos érvényli ismereteket vagy adatokat, amelyek
alapjan monitorozni vagy hatdsosan kezelni lehetne a BOS-ban szenved6 betegeket.
Tobb szakember véleménye alapjan ugy tiinik, hogy a BOS kialakuldsanak visszaszori-
tasaban ma még a rizikofaktorok elkeriilése a legcélravezetdbb kezelési stratégia (48-
50). A BOS kialakulasaban szerepet jatszo citokinek és kemokinek kapcsolatat a 6. dbra
mutatja be.

makrofag és T-sejt
infiltrécio T

-——
- ~

-, ~
& N
,/ CCR1, CCR2 N e keadbaicn
CCRS, CXCR3 \ RS
alloantbén makrofagek :
P e expresszio T 'l
e F "~
p S \ ‘ /
u'“'i:t kemokinek

(CCLS, cCL2

' — >
‘. CXCL9, CXCL10) S
epithelsajink citokinek, ﬁ
! / ndvekedési faktorok fibroblast proliferacio
oL B, IL8, IL13, IL- :3 matrix depozicio

17, PDGF, TGF 8,
Fbroblastek HGF, IGF-1, TNF<x) ﬂ

obliteracio

6. abra. A BOS pathogenesise. A folyamat els6 1épésében az alloantigének hatasara citokinek,
novekedési faktorok és kemokinek termelédnek az allograft bronchiolusainak faldban. A
citokinek és novekedési faktorok egy része kozvetleniil pro-fibrotikus hatassal rendelkezik, igy
kemokinek kemotaktikus hatasuk miatt a graft szovetét egyre nagyobb szamban infiltraljak
alloreaktiv makrofagok és T-sejtek, melyek kemokin receptorok expressziojanak fokozodasan
keresztiil pozitiv-feedback mechanizmussal tovabbi immunsejteket vonzanak a graft szovetébe.

A folyamat végiil a bronchiolusuk falanak kotdszovetes atépiiléséhez €s elzarodasadhoz vezet.
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3.6. Rizikofaktorok

3.6.1. Hisztokompatibilitas

A szervtranszplantaciot koveté immunvalasz elsddlegesen T-sejt altal kozvetitett folya-
mat, az antitest termelédésért felelés B-sejtes valasz csak késébb jelenik meg. Az im-
munvalasz soran az alloantigének felismerése dontéen a nyirokcsomokban torténik. Az
antigének felismerésének alapvetéen harom formaja lehetséges: az Gin. “direkt”, az “in-
direkt” és az Gjabban felismert ,,szemi-direkt” antigén felismerési mod (51,52).

A direkt alloantigén felismerés soran, a recipiens T-sejtek, a nyirokcsomokban
kozvetlenil a donor f6 hisztokompatibilitasi komplex (Major Histocompatibility
Complex, MHC) génjei altal kodolt membran molekulakat ismerik fel a donor
dendritikus sejtjeinek (antigénprezentald sejtek, APC) felszinén. Az indirekt alloantigén
felismerés soran a nominalis (pl.: viralis) antigén felismerés mechanizmusahoz hasonlo-
an a recipiens T-sejtek a sajat APC-k altal a sajat MHC molekulakon bemutatott antigén
tulajdonsagu glikopeptideket ismerik fel. Ezek az antigének mindenekel6tt a donor
MHC molekulainak endogén katabolizmusabol szarmaznak. A szemi-direkt alloantigén
felismerés soran az intakt donor MHC molekulak atkeriilnek a donor APC-krél a recipi-
ens APC-kre és ezt kovetOen keriilnek bemutatasra a T-sejteknek (53,54).

Széles korben elfogadott, hogy a direkt alloantigén felismerés az akut kilokddés
soran, mig az indirekt Ut a kronikus kilokddeés, igy a BOS folyamataban jatszik elsddle-
ges szerepet (55,56). Kozvetleniil a transzplantacid utdn a graft nagyszami, un.
“passenger” APC-t (féleg dendritikus sejtek) tartalmaz, amelyek az elvezeté nyirok-
csomokba keriilnek. Ezek a sejtek nagy mennyiségben expresszalnak allo-MHC mole-
kuldkat és egyéb, a T-sejtek teljes aktivacidjahoz sziikséges ko-stimulatorikus moleku-
lakat. A direkt uton aktivalodott CD8+ és CD4+ T-sejtek proliferalnak, és létrehozzak
az akut kilokddésre jellemz6 szoveti karosodasokat.

Az id6 eldrehaladtaval a graftban fokozatosan csokken a passenger APC-k sza-
ma. Az alloantigének, elsOsorban az allo-MHC peptidek a recipiens APC-k
endoszomaiba keriilnek és a lizoszomalis enzimek hatasara nagyrészt lebomlanak. Kis
hanyaduk azonban peptidek formajaban megmarad, amelyek az MHC II molekuldkkal
komplexet alkotva, végiil az APC-k plazmamembranjara keriilnek. Az antigéneket indi-

rekt uton felismerd CD4+ T-sejtek aktivalodnak és kiilonb6z6 citokinek termelésén ke-
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resztiil szabalyozzak a CD8+ T-sejtek, tovabba a B-sejtek és a macrophagok miikodését,
amely folyamatok a graftsejtek liziséhez, antitesttermeléshez, az endothelsejtek aktiva-
ciojahoz, valamint az Gn. késoi tipusu hiperszenzivitasi reakcidhoz (késoéi-tipusu talér-
z¢ékenységi reakcid, DTH) vezetnek (57-59). A graft miikodése fokozatosan besziikiil és
kialakulnak a kronikus kilokédésre, illetve a BO-ra jellemz6 szoveti elvaltozasok.
Jollehet az indirekt alloantigén felismerés dominal a kronikus szervkilokodés
korfolyamataban, szamos tény mutat arra, hogy a direkt T-sejtes alloantigén felismerés,
a donor APC csokkenése utan is szerepet jatszik (60). A CD8+ T-sejtek MHC |
peptideket prezentald sejtek. Az MHC I osztalyi molekulak minden sejt felszinén jelen
vannak, ami folyamatos, direkt alloantigén felismerést jelent. Ugyanakkor allatkisérletes
modellekben kimutattak, hogy MHC II molekulak tulzott expresszidja észlelheté az
endothelium és epithelium felszinén (61). A folyamatosan fennmarado direkt
alloantigén felismerés lehetdsége alapjan mertilt fel a szemi-direkt alloantigén felisme-
rés gondolata. A feltevések szerint a recipiens APC-k intakt donor MHC-peptid komp-
lex molekulakat kotnek meg sejt-sejt kozotti kontaktus révén, vagy exoszomakon ke-
resztiill. A felszinre kikeriild6 molekula-komplexek képesek reagalni CD4+ és CD8+ T-
sejtekkel, fenntartva egy folyamatos direkt alloantigén felismerést (62,63). Lehetséges,
hogy a gyakran ismétl6do akut kilokodési reakcidk az epithelium és endothelium sérii-

1ések révén ilyen modon vezetnek kronikus kilokddési reakcidohoz.

3.6.2. Akut kilokodés

Szamos klinikai tanulmany beszdmol arrdl, hogy az akut kilokddések szama, intenzitasa
¢és klinikai lefolyasa szorosan korrelal a transzplantacio késoi kimenetelével (64). A
sulyos funkciondlis és szovettani eltérésekkel jaro, ismétlédd, valamint az anti-rejekcios
protokollokra nem reagald akut kilokddések utdn a késoi eredmények altalaban még
rosszabbak.

Az endothelium és epithelium sériilései donor MHC fragmentumok felszabadu-
lasaval jarnak, amelyek a recipiens APC-k felszinére keriilhetnek. A prezentalt moleku-
la-komplexek CD4+ és CD8+ T-sejteket aktivalnak (65).

Emlitést érdemel azonban, hogy nem minden akut kilokddés vezet BO kialaku-

lasdhoz. Az enyhe, mérsékelt perivascularis kereksejtes besziirddéssel jaro, viszonylag
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késon jelentkezd akut rejekcios epizodok, - mivel kisebb sériilést okoznak az
epitheliumban és endotheliumban, - altaldban nem befolyasoljak a késdi graft talélési

aranyokat.

3.6.3. Ischaemias-reperfuzios karosodas

Az ischaemias-reperfuzids kéarosodas az alloantigén-independens faktorok kozott az
egyik legvitatottabb és legtobbet vizsgalt kockazati tényez6. Minden szervnek a donor-
bol torténd eltavolitasa, konzervalasa, majd egy bizonyos id6 elteltével a recipiensbe
val6 beiiltetése — értelemszeritien — ischaemids-reperfuzios karosodassal jar a transzplan-
talt szervben.

Az ischaemia szerepét szamos allatkisérleti modellben vizsgaltak (66). Yilmaz és
mtsai. egyértelmiien kimutattak, hogy a hossza hideg ischaemias id6 ndveli a kronikus
allograft nephropathia progresszidjat patkanyvesében (67). A hosszabb ischaemias id6
karos hatasait szivtranszplantatumokban is megfigyelték (68).

A tiidében de Perrot és mrsai. kimutattak, hogy a beiiltetett graftot a hideg
ischaemias periodus utan recipiens T-sejtek infiltraljak, amelyek egy alloantigén-
dependens direkt T-sejtes reakciot okoznak a donor szervben (69). A T-sejtek a betilte-
tett szervet koriilvevé nyirokcsomokbol szarmaznak és rovid idon beliil nagy mennyisé-
gtit MHC II molekulat kétnek meg és vonnak ki a keringésbol. A viszonylag hirtelen
megjelend T-sejtek tiidokarosodast kozvetitenek a reperfizio késobbi szakaszaban. Ezt
tdmasztja ala az a megfigyelés, hogy a primer graft elégtelenségen atesett betegek szé-
rumaban emelkedett citokin (INF-y, IL-12, IL-2 és IL-1PB) és kemokin (MCP-1, IP-10)
szinteket mértek. Ezekben a betegekben ugyanakkor magas volt az alloreaktiv T-sejtek
szama és az alloantitestek mennyisége is.

Mizutani és mtsai. egy tiildtranszplantacios allatmodellben a reperfuziot kovetd-
en fokozott ET-1 felszabadulast észleltek, amely az ET vazokonstrikciot indukalo hata-

san keresztiil egyre névekvo pulmonalis vascularis rezisztenciat okozott (70).

3.6.4. Eletkor

A felhasznalhaté donorok szdma és a szervatiiltetésre varo betegek szdma kozti aranyta-

lansag vilagszerte folyamatosan novekszik. Ennek kovetkeztében a legtobb transzplan-
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tacios centrumban nagyon fiatal (<5 éves) és nagyon idds (>50 éves) szervezetekbdl is
felhasznalnak szerveket atiiltetés céljabol.

A tlidétranszplantacid bevezetésének kezdeti idészakaban (1985-1995) a dono-
rok foleg a 30 éves korosztalybol kertiltek ki. Az utobbi 10 évben az idésebb korosz-
talyok (45-65 év) részvételi aranya megnétt. Ugyanakkor, az utobbi 10 évben az 50 év
feletti tiid6transzplantaltak aranya 20% folé emelkedett. Ennek az az oka, hogy olyan
betegségcsoportok is felkeriiltek az indikacios listara, mint a COPD vagy a Boeck
sarcoidosis, melyek az idOsebb korosztalyt érintik nagyobb szdmban. Mindezek alapjan
nem meglepd, hogy a donor és a recipiens életkoranak a transzplantacié késéi kimenete-
lére gyakorolt hatasait szamos klinikai tanulmany vizsgalta.

A klinikai tanulméanyok egy része a nagyon fiatal és a nagyon id6és donorokbol
szarmazé graftok hosszu tavi prognozisat kedvezétlenebbnek itéli meg (71,72). Az
¢letkor elérehaladtaval az immunrendszer miikodése altalaban gyengiil, ami hatassal
lehet a kilokédés folyamatara is. Ugyanakkor, a nagy centrumok adatai szerint, 45 éves
kor felett az 1 éves tulélés romlik. Az adatok szerint a magasabb mortalitas nem feltét-
leniil jar allograft diszfunkcié kialakulasaval. Ugyanakkor, a megfeleléen kivalasztott
betegek esetében, nem tudtak kimutatni eltérést a rovid €s hosszu tavu graft talélésben
(73,74).

A ndvekvo igények nem csak a recipiens oldalarél emelték meg az életkort, ha-
nem egyre tobb 60 éves vagy annal is idésebb donor keriil bevalogatasra atiiltetés célja-
bol. De Perrot és mtsai. 11 évet atfogod vizsgalatukban azt talaltak, hogy az idds dono-
rokbol szarmazé tiidégraftok tulélése, fliggetlentil a recipiens életkoratol, kedvezotle-
nebb (75).

3.6.5. CMV infekcio

Az immunszuppressziv terapia mellett megnd a kiilonb6zd infekciok kialakulasanak
veszélye. Az infekciok az immunsejtek aktivalodasahoz, citokinek szintézishez, a
vascularis permeabilitdas megvaltozasahoz, kemotaktikus anyagok felszabadulasahoz és
az endothelium kéarosoddsadhoz vezetnek.

A virusinfekciok altalaban lymphocytas bronchiolitis okoznak, amely késobb az

atiiltetett tiido diszfunkciojahoz vezethet. A viralis agensek koziil legismertebb és a leg-
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tobbet vizsgalt a cytomegalovirus (CMV). A human CMYV Altal okozott megbetegedést
1905-ben Jesionek irta le elészor és un. cytomegalias zarvanytestbetegségnek nevezte
el. Igazi koérokozojat az 6tvenes években Rowe és Weller azonositotta. A jelenlegi, hu-
man CMV elnevezést 1960 6ta hasznaljak (76).

Az els6 talalkozas a CMV-vel altalaban mar gyermekkorban lezajlik, a fert6zés
kovetkezményei klinikailag igen valtozatos forméban jelentkeznek. Az egészséges im-
munrendszeri egyéneknél a primer fertézés legtobb esetben tiinetmentes vagy
mononucleosis infectiosa-szerti korkép formajaban zajlik le, de a fert6zés utan egy élet-
re sz016 latencia alakul ki. A késébbiekben rekurrens fertézés eléfordulhat. Ha az im-
munstatuszban valtozas all be (pl. immundeficientia alakul ki), a virus reaktivalodhat
vagy re-infekcio johet létre (77).

A tobbi herpesvirushoz hasonléan (human herpesrvirus [HHV]-6, HHV-7,
Epstein-Barr virus [EBV]) a primer infekcio utan a virus latens forméaban egész életen
at a szervezetben marad ("once infected, always infected" hipotézis), fliggetlenil attol,
hogy a fert6zés tiinetmentesen zajlott vagy betegséget okozott. Feltételezhetéen a virus
a mononuklearis sejtekben és a leukocytakban rejt6zkodik, de jelen lehet az epithelialis
sejtekben, a kapillarisok és venulak endothelsejtjeiben is. Feltételezhet6en ezek a sejtek
szerepet jatszanak a virus disszemindcidjaban is. Latens allapotban a CMV leggyakrab-
ban a monocytakban perzisztal, mar a CD34+ progenitor T-sejtekben is jelen lehet. A
terminalisan differencidlodott macrophagok viszont mar fert6zd virust hordoznak. A
szervezet a CMV fert6zésre ellenanyag képzddéssel, valamint citotoxikus T-

Szivtranszplantaltakban a CMV fert6zés hatasara tipikus szubendothelialis gyul-
ladas alakul ki, amely graft arteriosclerosisra hajlamosit (78). A karosodas kialakulasa-
ban szerepe van egy, a virus altal kodolt fehérjének, amely a HLA-DR B-lancaval képes
kereszt-reakcioba 1épni (79), valamint egy masik, viralis glikoproteinnek, amely homo-
16g az MHC 1 antigén nehézlancaval és a molekula kdnnytilancahoz képes kotédni (80).
A CMV infekciok sejtadhézios molekulak (pl. vascularis sejtadhéziés molekula
[VCAM]-1) expresszidjat is indukaljak endothelsejtek felszinén, amely elésegiti a gyul-
ladasos sejtek vandorlasat a graft szovetébe (81).

A tiid6transzplantalt betegek kozott szamos tanulmany kimutatta, hogy a CMV
infekciok novelik a BOS kialakulasanak kockézatat, kiilonosen, ha azok CMV-
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pneumonitis formajaban jelentkeznek (82). Az ISHLT adatai szerint is a donor és a re-
cipiens kozotti ,,CMV-mismatch” magasabb 1 és 5 éves mortalitassal jar (83). A leg-
kedvezodtlenebbnek az szamit, ha szeronegativ recipiensbe szeropozitiv donor keriil. A
CMV infekci6 a trachea transzplantaciés allatmodellben is noveli az OAD kialakulésat
az allograftokban (84). Végiil, a CMV infekciok etioldgiai szerepére utal az a megfigye-
1és is, hogy a ma mar sok centrumban rutinszeriien alkalmazott CMV profilaxis csok-

kenti a BOS el6fordulasat (85).

3.7. Allatmodellek a bronchiolitis obliterans vizsgalatira

Az elmult évtizedekben szamos allatmodellt fejlesztettek ki a BO korfolyamatanak
vizsgalatara. E modellek tették lehetdvé, hogy a BO immunologiai és patoldgiai mecha-
nizmusat jobban megértsiik, illetve lehetdséget teremtettek ujabb kezelési lehetdségek
felderitésére. Kisérleteinkhez mérlegeltiik az egyes modellek alabb részletezett eldnyeit,
korlatait, illetve lehetdségeinket, s ennek megfeleléen valasztottuk ki a legmegfelelb-
bet. A valasztasnal az alacsony koltségek mellett a minimalis eszkdzigény, a jo repro-
dukalhatosag és a kisérleti koriilmények megbizhato tervezhetdsége volt a vezetd szem-

pont.

3.7.1. Teljes tiido transzplantacio

Marck és mtsai., valamint Prop és mtsai. 1979-ben megbizhaté modszert dolgoztak ki
ortotop bal tiid6 atiiltetésre patkanyban (86,87). A beiiltetett tiid6 viselkedése hasonlitott
az emberi transzplantalt tiidé klinikai tulajdonsagaihoz és a modell segitségével tanul-
manyozhat6 volt a BAL 0sszetételének valtozasa, valamint légzésfunkcids és
haemodynamikai paraméterek. A szerzOk arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy Brown-
Norway patkanydonorok tiideje Lewis patkdny recipiensekben reprodukéalhaté modon
stlyos akut rejekciot indukal (88).

A kronikus kilokodés vizsgalatakor azonban szamos akadalyra deriilt fény. A ki-
16k6dés hatterében meghtuzodo kisléguti elzarodasok kialakulasanak idejét tobbnyire
nem érte el a graft élettartama. A kisérleti kortilményektdl és miitéti technikatdl fiiggéen

kiilonb6z6 megfigyelések sziilettek az elvaltozas kialakulasanak gyakorisagarol és mod-
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jarol. Ugyanakkor a beiiltetéshez magas szintli mikro-sebészeti technikai hatteret kell
biztositani és a transzplantacié rendkiviil koltséges és iddigényes volt.

A teljes tiido transzplantacios allatkisérletekben a 80-as évek végén bevezetett
cyclosporin kezeléssel sikeriilt csak hosszt tava graft tilélést biztositani (89). Ezéltal a
modell - a korlatai ellenére - fontos szerepet jatszott a kilokddés soran lejatszodd im-
munreakciok, virusinfekciok, valamint a tolerancia indukci6 leirdsdban, tanulmanyoza-

saban (90,91).

3.7.2. Heterotrop trachea transzplantacio

Hertz és mtsai. 1993-ban publikaltak az obliterativ bronchiolitis kérfolyamatainak vizs-
galatara kifejlesztett heterotrop patkanytrachea transzplanticids modellt. A subcutan
fascia zsebbe vagy csepleszbe iiltetett tracheagarftokban a BO-ra jellegzetes szoveti
elvaltozasok fejlodtek ki a beiiltetést kovetd 7-21 nap alatt. A graftokban szovetileg
epithelium elvaltozasokat, obstruktiv fibroproliferativ folyamatokat észleltek (92).

A kisérletek soran kideriilt, hogy az allograftokban a BO-nak megfeleltethetd
OAD kialakulasaban harom, egymastol jol elkiilonithetd és reprodukalhato fazis figyel-
heté meg (93,94). A graftok a 2.-3. napra az Gn. ischeamias fazison mennek keresztiil,
amely részleges epitheliumvesztést okoz. Az isograftokban ez a 7. napra teljesen rege-
neralodik. Az allograftokban a 7. napra kifejlédik a masodik fazis, melyet a
submucosalis régi6 erdteljes lymphocytas infiltracidja jellemez. Ezt koveti a 21. napra
kifejlodé harmadik fazis, melyben az epithelium teljes degradacidja €és a lumen szinte
teljes fibrotikus elzarodasa észlelhetd.

E harom fazis viselkedésében jelolhetd meg a modell jo hasznalhatdsédga. To-
vabbi eldnyei kozt emlithetd az egyszerli operacids technika és a minimalis eszkoz-
igény. A tracheagraftok ex vivo egyszeriien manipulalhatok immunologiailag és farma-
kologiailag. Konnyen hozzaférhetdk azok a genetikailag modositott allattorzsek, me-
lyekben kortilhatarolt koriilmények kozott vizsgalhatok az OAD-t kialakitdé immunfo-
lyamatok.

A modell hatranya, hogy a vizsgalt folyamatok a trachedban zajlanak és nem a
terminalis bronchiolusban, mint az emberekben. Tovabbi fontos kiilonbség, hogy a

graftok nem a természetes kornyezetiikben vannak és nem elsdédlegesen vascularizaltak.
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Korlatai ellenére a modell igen elterjedtté valt és ennek koszonhetden keriilt fel-
ismerésre az epithelium kozponti szerepe a BO kialakuldsaban. A modell segitségével

szamos kutatas iranyult a BOS kezelésére hatékony farmakonok vizsgalatara is (95-98)

3.7.3. Ortotrop trachea transzplantdcio

A heterotrop trachea transzplantaciés modell korlatainak kivédésére kezdték el alkal-
mazni az BO kutatdsaban a trachea elégtelenség kezelésének vizsgalatara kifejlesztett
ortotrop trachea transzplantacios modellt (99,100). A beiiltetés soran 6 gytr(nyi trachea
darabot illesztenek be recipiens allatba. A beiiltetést kovetd 30. napra a trachea graftban
- szemben az heterotrop modellben észleltekkel — sem epithelium karosodas,
lymphocytas infiltracio és lumen elzarédas nem mutathat6 ki.

Tkonen és mtsai. igazoltak, hogy mindkét modellben, a korai fazisban epithelialis
karosodas megy végbe. Ugyanakkor az ortotrop modellben a 7. napra a felszini ham
teljes regeneracidja lathatd, melyet a karosodott sejtek helyére bevandorolt recipiens
sejtek proliferacioja hoz 1étre (101). A modell tehat igazolta az epithelium épségének
fontossagat a BO kialakulasaban, melyet a heterotrop trachea transzplantaciés modell-
ben is megfigyeltek. Az ortotrop modon beiiltetett graftokben azonban hosszi megfi-

gyelési id6 utan sem alakult ki az BO-ra jellemz6 lumenobliteracio.

3.7.4. Nagy allatmodellek

A nagy allatokkal végzett transzplantacios kisérletekben szamos modellt alkalmaztak
(heterotrop teljes tiidOatiiltetés, heterotrop bronchialis transzplantdcio). A nagyobb alla-
tok mind fiziologiai, mind anatomiai jellegiikben jobban hasonlitanak az emberre, ezért
a modelleket széles korben alkalmazzak a tiidd transzplantacid korai komplikéacidinak
(reperfiizids karosodas, akut kilokddések) vizsgalatara.

A nagy allatokkal (kutya, sertés) vald kisérletek azonban igen koltségesek (al-
lattartas, mitéttechnika, stb.), ami jelentésen korlatozza alkalmazhatdsagukat. Ezért
Allan és mtsai. reprodukélhatd és a kronikus kilokddés vizsgalatara alkalmas ortotrop
tiidétranszplantacios modellt fejlesztett ki MHC locusra homozigota beltenyésztett kis-

méretll Un. térpe sertésben. A beiiltetést kovetd 12. napon a graftban, a kislégutak koriil
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kollagén felszaporodas, fibrozis és lymphocyta infiltracié észlelhetd, amely elvaltozasok
megfelelnek az emberben lezajlo folyamatoknak. A viszonylag jo reprodukalhatosag
révén jelenleg ez tlinik a legigéretesebb nagy allatmodellnek a BOS tanulmanyozasara
(102).
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4, Célkituzések

Tudomanyos kutatomunkank célkitiizése annak a vizsgalata volt, hogy a donor és a re-
cipiens neme miként befolyasolja az OAD kialakulasat patkany trachea allograftokban,
¢és hogy az angiotenzin-konvertalo enzim (ACE)-inhibitorok, az ET receptor gatlok,
illetve a LMWH szarmazékok adéasaval csokkenthet6-e az OAD progresszidja ebben az
allatmodellben. Az értekezésben bemutatasra keriil6 harom kisérletsorozat kapcsan az

alabbi hipotéziseket kivantuk megvizsgalni:

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

2. Az ACE-inhibitorok és az ET-1 receptor blokkoldok egyiittes adasaval a graftok
elzarodasanak mértéke jobban visszaszorithatd, mint a RAS és az ET rendszer

kiilon-kiilon val6 farmakologiai gatlasakor.
3. Az LMWH kezelés csokkenti az OAD kialakulasat patkany trachea

allograftokban, amely a graftok koriili leukocytas infiltracio, illetve a graftok el-

zar6dasahoz vezet6 fibroproliferativ folyamat visszaszorulasaban nyilvanul meg.
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5. Modszerek

5.1. Elso Kkisérletsorozat

5.1.1. Allatok

Kisérleteink soran beltenyésztett, 250-300g sulyu, him és néstény Lewis (Lew, RT1;
WOBE Kft., Budapest, Magyarorszag), illetve him és ndstény Brown-Norway (BN,
RT1; WOBE Kft.) patkanyokat hasznaltunk. A Lew patkanyok szerepeltek recipiens-
ként, a BN patkanyok voltak a donorok. Az allatokat standard koriilmények kozott és
normal diétan tartottuk. Az allatok ivovizet szabadon fogyaszthattak. A kisérleteket a
megfeleld allatvédelmi torvények betartasaval és az etikai bizottsag engedélyével vé-

geztik.

5.1.2. Transzplantacio

Kisérleteinkben a BN patkanyok trachedjat heterotrop médon a Lew patkanyokba
transzplantaltuk az altalunk korabban részletesen a hazai szakirodalomban is leirt mo-
don (3). Roviden, a donor allatokat pentobarbitallal (Nembutal; 80 mg/kg ip., Egis, Bu-
dapest, Magyarorszag) elaltattuk, majd az allatokbol a tracheat kipreparaltuk. Mind-
egyik trachea darabot két egyenl6 részre osztottuk és 4°C-0s Ringer-laktat oldatot tar-
talmazo edénybe helyeztiik a beiiltetésig. A recipiensek (Lew patkanyok) nyakan, alta-
tasban, két kiilonallo hosszanti metszést ejtettiink. A bdr alatt a subcutan szoveteket
szétvalasztottuk, és az izomfascia felett egy subcutan ,,zsebet” képeztiink, majd a tra-
chea graftokat ebbe a zsebbe helyeztiik, és felette a bort 2-0-s Viceryl fonallal 6sszevartr-
tuk. A hideg (ex situ) ischaemias id6 3-5 perc volt. A perioperativ infekciok megel6zé-
sére az allatok ceftriaxont (Rocephin; 20 mg/kg i.m., Roche Magyarorszag, Budapest,

Magyarorszag) kaptak. Az allatok immunszuppressziv kezelésben nem részesiiltek.

5.1.3. Kisérleti protokoll
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A vizsgalatban részvevo 96 allatot random modon 4 csoportba osztottuk a donor
€s a recipiens neme szerint: him donor/him recipiens (M/M), him donor/ndstény recipi-
ens (M/F), néstény donor/him recipiens (F/M) és nOstény donor/ndstény recipiens (F/F).
A beiiltetés utan az allatokat a 7., 14. és 21. napon Oltiik le. Ledléskor az allatokat
pentobarbitallal elaltattuk, majd a trachea transzplantatumokat (n=8/idépont) szovettani

és molekularis analizis céljabdl eltavolitottuk.

5.1.4. Szovettan

Hisztologiai és morfometriai vizsgalatokra a trachea darabokat 4%-s pufferelt formalin-
ban fixaltuk. A paraffinba dgyazott, fixalt darabokbdl 4 um-es metszeteket készitettiink,
melyeket haematoxylin-eosinnal (HE) festettiik meg.

A metszeteken szamitogép vezérelte morfometrids méréseket végeztiink
Reichenspurner és mtsai. altal kozolt modon (103). A metszetekr6l eldszor mikroszkop-
ra (Olympus BH2 mikroszkop, Olympus Hungary, Budapest, Magyarorszag) adaptalt,
nagy felbontasu digitalis kameraval (Olympus DP-10 High-Resolution Color Camera)
felvételek késziiltek, amelyeket ezutan az erre a célra kifejlesztett morfometrias szoftver
(Olympus DP-Soft) segitségével analizaltunk.

Az analizis sordn a luminalis obliteracidt €s az epithelialis nekrdzist quantitativ
formaban hatdroztuk meg az aldbbi méréstechnikdval: (1) meghataroztuk a trachea C-
porcainak kiils6 széle és a porcok kozott a pars membranacea-ra fektetett egyenes altal
hatarolt teriilet nagysagat (kiilsé teriilet); (2) megmértiik a trachean beliili 1égati lumen
teriiletét (belsd teriilet); (3) megmértik a trachean beliilli lumennek az intakt
epithelsejtekkel boritott hosszat (epithelium boritds). A luminalis obliteraciot az (1-
kiils6 teriilet/bels6 teriilet)*100%, az epithelialis nekrozist az (1-epithelium bori-
tas/belsd teriilet keriilete)*100% képletek alapjan hataroztuk meg. A méréseket és sza-

mitasokat minden alkalommal két egymastol fiiggetlen vizsgalo végezte.

5.1.5. RNS izolacio és reverz-transzkripcio

A trachea graftokbol a TRI-Reagens segitségével (Sigma-Aldrich Kft, Magyarorszag)
teljes RNS-t izolaltunk, hasonldan a korabbi munkainkhoz (104). A ¢cDNS szintézisét a
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TagMan Reverz Transzkripcids Kit (Applied Biosystems, Applera Kft., Budapest, Ma-
gyarorszag) segitségével végeztilk a cég ajanlasanak figyelembevételével. A 10 pl-es
reakcios elegy a kovetkezoket tartalmazta: 1xTagMan RT Puffer; magnézium klorid
(5.5mmol/l); adenozin-, timidin-, guanozin- ¢és citozin-trifoszfat (500pmol/l);
oligo(dT)12.18 primer (2.5umol/l); RNase inhibitor (0.4U/ul); Multiscribe reverz transz-
kriptaz (1.25U/ul) és 3.85 ul RNS minta. A transzkripcid (inkubéacid: 25°C 10 perc, RT:
48°C 30 perc; Model 9600 Thermal Cycler, Perkin-Elmer) utan a reakciot a mintak 5
percig 95°C-ra valo felmelegitésével allitottuk le, majd a mintdkat atmenetileg 4°C-on

taroltuk.

5.1.6. Real-time PCR

Az IL-2, INF-y, TGF-B; és PDGF-A citokineknek megfelelé specifikus cDNS-t real-
time PCR sordn a TagMan Universal PCR Master Mix Kit segitségével (Applied
Biosystems) amplifikaltuk a cég ajanlasai alapjan. A PCR reakcidkhoz minden esetben
2 ul cDNS-t hasznaltunk. Az amplifikaciokat a kovetkezd szekvencia profillal végeztiik:
AmpliTaq Gold aktivacio 95°C-on 10 perc, 40 ciklus (denaturacio: 95°C-on 15 percig,
polimerizéacio: 60°C-on 1 perc). A vizsgalt citokineknek megfeleld relativ mRNS
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 dehidrogendz (GAPDH), mint belsé kontroll

mRNS expressziojara normalizélva adtuk meg.

5.1.7. Statisztikai analizis
Az adatok atlagtatlag szorasa (standard error of the mean, SEM) formaban szerepelnek.
Az adatok Gsszehasonlitasa 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 szignifikansnak.
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5.2. Masodik kisérletsorozat

5.2.1. Allatok

Kisérleteink soran beltenyésztett, 250-300g sulyu, him Lew és BN (WOBE Kft.) patka-
nyokat hasznaltunk. Az allatokat a 5.1.1. pontban leirtak szerint tartottuk. A kisérleteket

az allatvédelmi torvények betartasaval és az etikai bizottsdg engedélyével végeztiik.

5.2.2. Transzplantacio

Kisérleteinkben BN patkanyok trachedjat heterotop mdédon Lew patkanyokba transz-

plantaltuk. A mitéteket a 5.1.2. pontban leirtak szerint végeztiik el.

5.2.3. Kisérleti protokoll

A 64 Lew recipienst random modon négy kisérleti csoportba osztottuk (n=16 al-
lat/csoport) és a kettds ET receptor (ETa és ETg) antagonista bosentannal (B;
100mg/kg; Tracleer®, Actelion Ltd., Allschwil, Svajc) vagy az ACE-gatlé ramiprillal
(R; 5 mg/kg; Tritace®, Sanofi Aventis, Budapest, Magyarorszag) vagy e két gyogyszer
kombinacidjaval (B+R; dozisok lasd eldbb) vagy vehiculummal (V) kezeltiik a 0. naptol
az allatok ledléséig. A bosentan és a ramipril dozisat irodalmi adatok alapjan allapitot-
tuk meg (10,105). A gyogyszereket naponta gyomorszondan keresztiil per os jutattuk az
allatokba (1ml oldat/allat). Mindegyik csoportbdl 8 allatot a 7., mig a maradék 8 allatot
a 21. napon oltikk le. Leoléskor az allatokat pentobarbitallal altattuk, majd a
transzplantatumokat szdvettani és molekularis analizis céljabol eltavolitottuk. Egy

bosentannal kezelt allat infekcid miatt nem kertilt feldolgozasra.
5.2.4. Szovettan
Hisztologiai és morfometriai vizsgalatokra a trachea darabokat 4%-s pufferelt formalin-

ban fixaltuk. A paraffinba agyazott, fixalt darabokbdl 4 pm-es metszeteket készitettiink,

melyeket HE-vel festettiink meg. A metszeteken szamitogép vezérelte morfometrias
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vizsgalatokat végeztiink a 5.1.4. pontban leirtaknak megfelelden. A méréseket €s szami-

tasokat két, egymastdl fiiggetlen vizsgalo végezte.

5.2.5. Molekularis analizis

A szovetmintakbol kivont RNS-t el6szor cDNS molekulava irtuk at (lasd. 5.1.5. pont).
Az elkésziilt cDNS-t specifikus primerek segitségével (IL-2, INF-y, TGF-B; és PDGF-
A) real-time PCR soran amplifikaltuk. A real-time PCR-t a 5.1.6. pontban leirtak szerint
végeztiik el. A vizsgalt citokineknek megfeleld relativ mRNS expressziot a AACT mod-
szer alapjan egy szoftver (BioRad) segitségével hataroztuk meg. Az expressziot a

GAPDH, mint bels6 kontroll mRNS expresszidjara normalizalva adtuk meg.

5.2.6. Statisztikai analizis

Az adatok atlagtatlag szorasa (standard error of the mean, SEM) formaban szerepelnek.
Az adatok Osszehasonlitasa varianciaanalizissel (ANOVA), majd a Newman-Keuls post
hoc teszttel tortént (GraphPad Prism 4.0, GraphPad Software Inc., San Diego, USA).

p<0,05 esetén tekintettiik a kiilonbségeket szignifikansnak.

5.3. Harmadik Kisérletsorozat

5.3.1. Allatok
Kisérleteink soran beltenyésztett, 250—300g stulya, him Lew és BN (WOBE Kft.) patka-
nyokat hasznaltunk. A Lew patkanyok szerepeltek recipiensként, a BN patkanyok vol-
tak a donorok. Az allatokat a 5.1.1. pontban leirtak szerint tartottuk. A kisérleteket az
allatvédelmi torvények betartasaval és az etikai bizottsag engedélyével végeztiik.

5.3.2. Transzplantacio

Kisérleteink soran BN patkanyok tracheajat heterotop modon Lew patkanyokba transz-

plantaltuk. A mitéteket a 5.1.2. pontban leirtak szerint végeztiik el.
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5.3.3. Kisérleti protokoll

A vizsgalat elsd részében részvevo 64 allatot véletlenszerlien 4 csoportba osztottuk
(n=16/csoport). Az allatok elsé csoportjat nadroparinnal (N, 57 anti-Xa 1U/Kg;
Fraxiparine®, GlaxoSmithKline, Budapest, Magyarorszag), a masodikat enoxaparinnal
(E, 100 anti-Xa IU/kg; Clexane®, Sanofi Aventis, Budapest, Magyarorszag), a harma-
dikat parnaparinnal (P, 91 anti-Xa IU/kg; Fluxum®, Alpha Wassermann, Budapest,
Magyarorszag), a negyediket vechiculummal (V) kezeltiik. A dozisokat irodalmi adatok
alapjan valasztottuk (106,107,108). A nadroparint naponta egyszer, mig az enoxaparint
¢és parnaparint naponta kétszer adtuk subcutan injekcié formajaban. A vechiculummal
kezelt allatok 0,9%-os sooldatot kaptak. Minden csoportbol 8 allatot a 7. napon, mig a
tobbi 8 allatot a 21. napon oltiik le. Ledléskor az allatokat pentobarbitallal elaltattuk,
majd a transzplantatumokat szovettani €s molekuldris analizis céljabol eltavolitottuk.
Egy nadroparinnal kezelt allatot a vizsgalatbol ki kellett zarni infekcio okozta kompli-
kacid miatt.

A kisérletsorozat masodik részében 16 recipiens allatot random mddon 2 c¢so-
portba osztottunk (n=8/csoport) és cyclosporinnal (C, 1mg/kg/d subcutan;
Sandimmune®, Novartis, Budapest, Magyarorszag) vagy cyclosporin + nadroparinnal
(C+N, dozisok lasd elbb) kezeltiik dket a 0. naptol az allatok ledléséig (21. nap).

5.3.4. Szovettan

Hisztologiai és morfometriai vizsgalatokra a trachea darabokat 4%-s pufferelt formalin-
ban fixaltuk. A paraffinba agyazott, fixalt darabokbol 4 pm-es metszeteket készitettiink,
melyeket HE-nal festettiik meg. A metszeteken a szamitogép vezérelte morfometrias
vizsgalatokat a 5.1.4. pontban leirtak szerint végeztiik el. A gyulladasos sejtinfiltracio
mértékét King és mtsai-hoz hasonléan (109) szemi-quantitativ formaban hataroztuk
meg: score 1: enyhe gyulladasos sejtinfiltracio (<50 sejt/latotér); score 2: kdzepes foku
sejtinfiltracié perivascularisan és/vagy a C-porcokat koriilvevd kotdszdvetben, enyhe
vagy kozepes foku subepithelialis besziirddéssel (50-100 sejt/latotér); score 3: nagyfo-

ku, diffuz transmuralis gyulladasos sejtinfiltracié jelentds sub- és intraepithelialis kom-
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ponenssel (>100 sejt/latotér). A gyulladasos sejteket fénymikroszkoppal x400 nagyitas
mellett vizsgaltuk, legaldbb 20 latoteret atvizsgalva. A méréseket és szamitasokat, két

egymastol fliggetlen vizsgald végezte.

5.3.5. Molekularis analizis

A szovetmintakbol kivont RNS-t eldszor cDNS molekulava irtuk at (lasd 5.1.5. pont).
Az elkésziilt cDNS-t specifikus primerek segitségével (IL-2, INF-y, TGF-B;, PDGF-A
és MCP-1) real-time PCR soran amplifikaltuk. A real-time PCR-t a 6.1.6. pontban leir-
tak szerint végeztiik el. A vizsgalt citokineknek megfeleld relativ expressziot a AACT
modszer alapjan egy szoftver (BioRad) segitségével hataroztuk meg. Az expressziot a

GAPDH, mint bels6 kontroll mRNS szintjére normalizalva adtuk meg.

5.3.6. Statisztikai analizis

Az adatok atlagtatlag szorasa (standard error of the mean, SEM) formaban szerepelnek.
A parametrikus adatok Osszehasonlitdsa varianciaanalizissel (ANOVA), majd a
Newman-Keuls post hoc teszttel tortént, a nem parametrikus adatokat a Kruskal-Wallis
teszttel értékeltiik ki (GraphPad Prism 4.0, GraphPad Software Inc., San Diego, USA;
G*Power 3.1.1., G*Power Software Inc., Kiel, Németorszag). p<0,05 esetén tekintettiik

a kiilonbségeket szignifikansnak.
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6. Eredmények

6.1. Elso kisérletsorozat

6.1.1. Szovettan

A 21. napon eltavolitott trachea allograftok lumene hegszovettel majdnem teljesen elza-
rodott, fliggetleniil a donor vagy recipiens nemétél (M/M: 93.6+£3.9, M/F: 94.1+4.1, F/F:
96.2+3.1 és F/M: 95.9+4.1%, p>0.05; 7. abra).
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7. abra. Luminalis obliteracio allograft tracheakban a 7., 14. és 21. napon ledlt allatokban.

A luminalis elzarddas az epithelium teljes pusztuldsaval jart. Jollehet az elzaro-
das 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: 28.2+2.4, 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). Hasonldan, az epithelium karosodasanak mértéke
(epithelialis nekrozis) sem kiilonbozott az allatcsoportok kozott a fenti idépontokban

eltavolitott trachea allograftokban (8. abra).
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8. abra. Epithelialis nekrozis allograft tracheakban a 7., 14. és 21. napon ledlt allatokban.

6.1.2. Real-time PCR

Az IL-2, INF-y és TGF-B; citokinek expresszidjat a 21. napon eltavolitott
allograftokban vizsgaltuk real-time PCR technika segitségével. A szovettani eredmé-
nyekkel 0sszhangban a vizsgalt faktorok mMRNS szintjében nem mutatkozott szignifi-

kans kiilonbség a csoportok kozott (9. dbra).
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9. abra. Citokinek és novekedési faktorok expresszidja trachea allograftokban 21 nappal a

transzplantacio utan.
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6.2. Masodik Kisérletsorozat

6.2.1. Allatok

A recipiensek testsulya a transzplantacié idején megegyezett egymassal, és az allatok
stlynévekedése is azonos mértékii volt a kisérlet ideje alatt (adatokat nem mutatjuk). Az

allatok a gyogyszereket jol toleraltak.

6.2.2. Szovettan

A 7. napon eltavolitott trachea graftokban az obliterativ folyamat mar megkezdodott, az
allatcsoportok kozott kiillonbséget nem tapasztaltunk (10. dbra). A 21. napra a
vehiculummal kezelt allatokban a graftok lumenét gyakorlatilag teljes egészében heg-
szovet toltotte ki. A bosentannal kezelt (B) allatokban a luminalis obliteracio szignifi-
kansan csokkent a vehiculummal kezelt (V) allatokhoz képest (B: 81.0£6.1 vs. V:
96.6+2.4%; p<0.05). Kbzel hasonld mértékben a ramipril kezelés (R) is csokkentette a
luminalis obliteraciot (R: 83.9+4.3%; p<0.05). A kombinalt kezelést kapott allatokban
(B+R) az obliteracié mértéke még kisebb volt az kizarolag bosentannal vagy ramiprillal
kezelt allatokhoz képest (B+R: 65.3+4.1%; p<0.01).

100 -
av
mEB
75 AR
E1B+R

luminalis obliteracio (%)
N [+
(4] o
l 1

7 21
napok a transzplantacio utan

10. abra. Luminalis obliteracio allograft trachedkban a 7. és 21. napon le6lt allatokban. *p<0.05
vs. vehiculummal (V) kezelt allatok; *p<0.05 vs. bosentannal (B) vagy ramiprillal (R) kezelt
allatok
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11. abra. Epithelialis nekrézis allograft tracheakban a 7. és 21. napon le6lt allatokban. *p<0.05

vs. vehiculummal kezelt allatok

12. abra. Vehiculummal (a), bosentannal (b), ramiprillal (c) és bosentan + ramiprillal (d) kezelt

patkanytrachea allograftok keresztmetszeti képe a 21. napon (HE festés, nagyitas: x4).
A 7. napon eltavolitott trachea graftokban a 1éguti epithelium kb. 20%-a pusztult

el (10. dbra). A megmaradt sejtek nagy része csillojat elvesztette, ellaposodott. A
graftok nyalkahartydja megduzzadt és kifejezett gyulladasos sejtinfiltracio jelentkezett
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intra- és subepithelialisan, valamint a gy(riiporcokat kortlvevd kotdszovetben. A
bosentannal és ramiprillal kezelt (B+R) allatokban az epithelialis necrosis mértéke
csokkent, de a kiilonbség nem volt statisztikailag szignifikans (p>0.05). A 21. napon
eltavolitott, vehiculummal kezelt graftokban az epithelium teljes mértékben necrotizalt,
¢s csak a lument kitoltd hegszovetben fordult elé néhany lobsejt. Az Onmagaban
bosentannal vagy ramiprillal kezelt allatokban az epithelium karosoddsa hasonld mérté-
ki volt. Ezzel szemben a kombinalt kezelést kapott allatokban (B+R) az epithelialis
necrosis kismértékben, de szignifikdnsan csokkent (B+R: 87.9+4.9 vs. V: 100%;
p<0.01; 12. dbra).
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13. abra. Citokinek és ndvekedési faktorok expresszidja trachea allograftokban 21 nappal a
transzplantacié utan. *p<0.05 vs. vehiculummal (V) kezelt allatok; “p<0.05 vs. bosentannal (B)

vagy ramiprillal (R) kezelt allatok

6.2.3. Molekularis analizis

A 21. napon a TGF-f3; és a PDGF-A intragraft expresszioja (real-time PCR) a luminalis
obliteracié mértékével volt aranyos az egyes allatcsoportokban. Mind a bosentan (B),
mind a ramipril kezelés (R) csokkentette a TGF-f; és a PDGF-A expresszidjat a
vehiculum kezeléshez (V) képest (p<0.05) (13. dbra). A kombinalt kezelés (B+R) mel-
lett a PDGF-A novekedési faktor mRNS expresszidja tovabb csdkkent (p<0.05), mig a

TGF-B1 szintje nem kiillonbozott  szignifikansan a  bosentan vagy ramipril

40



DOI:10.14753/SE.2012.1728

monoterapiaval kezelt allatokhoz képest. A IL-2 és az INF-y mRNS szintjében nem

mértlink szignifikdns kiilonbséget az allatcsoportok kozatt.

6.3. Harmadik Kisérletsorozat

6.3.1. Allatok

A recipiensek testsulya a transzplantacié idején megegyezett egymassal, és az allatok
stlynovekedése is azonos mértékii volt a kisérlet ideje alatt (adatokat nem mutatjuk). Az

allatok a gyogyszereket jol toleraltak, vérzéses szovodményt nem észleltiink.

6.3.2. Szovettan

A Kkisérletsorozat elsé részében a transzplantaciot kovetd 7. napon az allograftok lume-
nének elzarodasi folyamata mar elkezdddott, hasonldan a kordbbi kisérleteinkben latot-
takhoz (5). Az elzar6das 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, /4. dabra). A 21. napra
az allograftok mindegyikében az elzarodas majdnem teljes mértéki lett a kezeléstdl
fliggetlentil (N: 93.5£2.9, E: 93.843.5, P: 95.0+£3.9, V: 94.242.3%, p>0.05; 10. és /4.
dbra).
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14. abra. Luminalis obliteracio allograft trachedkban a 7. és 21. napon ledlt, nadroparinnal (N),

enoxaparinnal (E), parnaparinnal (P) vagy vehiculummal (V) kezelt allatokban.
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15. abra. Epithelialis nekrozis allograft tracheakban a 7. és 21. napon ledlt, nadroparinnal (N),

enoxaparinnal (E), parnaparinnal (P) vagy vehiculummal (V) kezelt allatokban.

A 7. napon eltavolitott transzplantatumokban az epithelialis felszin kdzel 20%-a
karosodott. A felszin alatt és a graft falaban bdséges lymphocyta és macrophag szaporu-
lat latszott. Az epithelium karosodds mértékét az LMWH kezelés nem befolyésolta (N:
22.1+£6.2, E: 24.24£3.4, P: 21.7+£2.9, V: 23.5+4.6%). A 21. napon az allografokban a fel-
szini epithelium teljes karosodasa, nekrozisa volt észlelhetd. A lobsejtes beszlirédés
kisebb intenzitasu volt, mint a 7. napon. A lumen elzar6dashoz hasonloan a kezelés nem
befolyasolta az epithelium karosodasanak folyamatat sem (15 és 16. dbra). A luminalis
obliteracio és az epithelialis nekrozis tekintetében standardizalt kiilonbség kimutatasara
(2=0.05) a vizsgalat ereje 85, illetve 99%-o0s volt.

A kisérletsorozat masodik részében a cyclosporinnal (C: 58+6.9%), ¢&s
cyclosporin plusz nadroparinnal (C+N: 5547.8%) kezelt allatokban a luminalis
obliteracid mértéke kozott szignifikans kiilonbség nem mutatkozott (p>0.05). Ezekben
az allatokban (C, C+N) az obliteraci6 mértéke azonban szignifikansan kisebb volt a
vehiculummal (V) és LMWH készitményekkel (N, E és P) kezelt allatokhoz képest
(p<0.05). Az epithelialis nekrozis és gyulladasos sejtinfiltracio is visszaszorult a
cyclosporinnal kezelt allatokban (p<0.05). A cyclosporinnal kezelt allatok (C, és C+N)
kozott a luminalis obliteracioban mértékében kiilonbség nem volt abban a tekintetben,

hogy a cyclosporin mellett az allatok nadroparin kezelést is kaptak (p>0.05).
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3. tablazat.
Gyulladasos sejtinfiltracio allograft trachedkban a 7. és a 21. napon le6lt, nadroparinnal (N),

enoxaparinnal (E), parnaparinnal (P) vagy vehiculummal (V) kezelt allatokban.

allatcsoportok

sulyossagi N E P V
besorolas
7. nap score 1 0 0 0 0
score 2 3 3 1 3
score 3 4 5 7 5
medidn 3 3 3 3
21. nap score 1 6 5 7 6
score 2 2 3 1 2
score 3 0 0 0 0
medidn 1 1 1 1

A 7. napon a trachea graftokban kifejezett lobsejtes besztir6dést lattunk a
submucosdban (3. tablazat): az allograftok nyalkahartydja megduzzadt és kifejezett
gyulladasos sejtinfiltracio jelentkezett intra- és subepithelialisan, valamint a C-porcokat
koriilvevo kotészovetben. A sejtek legnagyobb része lymphocyta volt.

A sejtinfiltracié mértéke a 21. napra csokkent €s erre az idOpontra csak a lument
kit61td hegszovetben fordult elé néhany lobsejt, leginkabb a pars membranacea-val
szomszédos teriileteken. A gyulladdsos sejtinfiltracid tekintetétben az LMWH ¢és

vehiculum kezelést kapott allatok kozott szignifikans kiilonbség nem volt (2. tdbldzat).

6.3.3. Molekularis analizis

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

mértékii volt a kezelésektdl fiiggetleniil (/7. dbra).
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16. abra. Vehiculummal (V) kezelt patkanytrachea 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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17. abra. Citokinek és novekedési faktorok expresszidja a trachea allograftokban 21 nappal a

transzplantacio utan.
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7. Megbeszélés

Az els6 kisérletsorozatban a donor és a recipiens nemének hatasait vizsgaltuk az OAD
kialakulasara a patkany trachea allograft modellben. Kimutattuk, hogy sem a donor, sem
a recipiens neme nem befolyasolja a beiiltetett trachea graftok lumenének hegszovettel
valo elzarddasat, illetve az epithelium nekrdzisat.

Ezzel szemben szamos érv szol amellett, hogy a transzplantalt szervek miikodése
a donor ¢és a recipiens nemétol is fiigg. Nemhez kotott kiilonbségek figyelhetok meg az
atiiltetett szervek méretében, finomszerkezetében, antigenitasaban, metabolikus igényé-
ben és nemi hormonreceptor mintazataban. Hasonlé nemi kiilonbségek vannak az im-
munvalaszban és az immunglobulinok termelésében is. Elméletileg e tényezok kiilon-
kiilon vagy akar egyiittesen is hatassal lehetnek a kilokédés folyamatara, illetve a beiil-
tetett szerv rovid vagy hossza tava talélésre.

Jelenleg vita targya, hogy a donor vagy a recipiens neme szerepet jatszik-e a
BOS kialakulasaban és/vagy a tiid6transzplantalt betegek talélésében. Az ISHLT 2002-
ben publikalt évi hivatalos jelentésében még gy talaltak, hogy a donor és recipiens ne-
me kozotti eltérés rizikofaktort jelent az 1 éven beliili halalozas szempontjabol; illetve,
hogy a recipiens ndi neme szintén rizikotényezé az 5 éves talélés tekintetében (83). Er-
dekes modon a kovetkezd évi jelentésekben ezek a megallapitasok mar nem keriiltek
megerdsitésre (110).

A BOS megjelenésének tekintetében szamos tanulmany arra a kovetkezetésre ju-
tott, hogy a nemnek nincs szignifikans hatasa a betegség kialakulasara (111,112). Ezzel
ellentétben Christie és mtsai. a graft elégtelenség magasabb rizikojat figyelték meg ndi
donorszerveknél (113). Roberts és mtsai. egy relative kis transzplantacios centrum
anyagan végzett vizsgalataikkal arra a megallitasra jutottak, hogy a donor és recipiens
neme kozotti kiilonbség csokkenti a BOS kialakulasanak valoszintiségét (114). Ezek az
adatok bizonyos mértékig megkérddjelezik azt a jelenlegi klinikai gyakorlatot, hogy
beitiltetés el6tt a donor és recipiens nemét nem veszik figyelembe.

A Fisher-Lew patkanymodell hasznalata soran Antus és mtsai., valamint Miiller
és mtsai. korabban kimutattak, hogy a kronikus allograft nephropathia kialakulasa soran
a tesztoszteron fokozza, mig az dsztrogének lassitjak a kilokodési folyamat progresszio-

jat (115,116). Az eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a vese
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allograftokat ,koriilvevé” hormonalis kornyezet felelds, legalabbis részben, a
vesetranszplantatumok viselkedésében észlelt nemi kiilonbségekért.

Jelen vizsgalatunkban him és ndstény patkanyokat hasznaltunk recipiensként. A
recipiens neme nem volt hatassal az OAD kifejlédésére a trachea allograftokban, annak
ellenére, hogy nyilvanval6 kiilonbségek vannak az immunvalasz szabalyozasaban és a
nemi hormonok szintjében a két nem kozott.

A Kkisérletes eredmények kozotti ellentmondasok részben a nemi hormonok
szerv-specifikus hatasaival magyarazhatok. Igy példaul a vesében a nemi hormonok
részben a vese haemodinamikara kifejtett hatasukkal befolyasoljak a vese allograftok
miikodését. A fentiek mellett jelent6sége lehet az allatkisérletes modellek kozotti im-
munolégiai kiilonbségeknek is. Az altalunk hasznalt patkany trachea transzplantacios
modellben a donor és a recipiens kozott erés kilokédési reakciod alakul ki. Az erés im-
munreakci6 alapja az, hogy a két allattorzs kozott az MHC Il osztalya antigénekben
teljes eltérés (,,mismatch”) van, és lehetséges, hogy ez elfedi a gyengébb hormonalis
hatasokat. Olyan torzskombinacié esetén, ahol csak a minor antigénekben van kiilonb-
ség (pl. a Fisher-Lew patkanymodell) a kilokédési reakcié sokkal enyhébb, ezért az
esetleges hormonalis hatasok jobban kimutathatoak.

Kisérletiinkben a betiltetett trachea graftokat harom kiilonb6zd idépontban tavo-
litottuk el. Ebben a modellben a lobsejtes infiltracié a 7. napon éri el a maximumat,
ezért az elsé idépontot ennek megfelelden valasztottuk ki (117). A 14. napon a graftok
részleges elzarodasa jelenik meg az epithelium szinte teljes elvesztésével. A 14. nap
olyan iddpillanatot reprezental, amelynél az észlelt szoveti elvaltozasok atmenetet ké-
peznek a 21. napon latott, teljes graftelzarodast okozd, sejtszegény fibrozis kialakulasa
felé. Mindazonaltal, vizsgalatunkban a nemnek semmilyen hatdsa nem volt a luminalis
obliteracio idébeni kifejlodésére vagy kinetikajara.

A trachea transzplantacios modellben a l1égutak fibrotikus elzardédasa nagyszamu
novekedési faktor, tobbek kozott a TGF-B; kozvetitésével torténik (1,2,32). A TGF-;,
mint a szoveti fibrozis egyik kozponti mediatora eldsegiti a lobsejtek grafthoz valé van-
gyelések alapjan a modellben Thl-tipusu citokinek (IL-2, INF-y) is szerepet jatszanak a

graftelzarodas folyamataban (29,32). Kisérletiinkben sem a donor, sem a recipiens neme
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onmagaban nem befolydsolta e molekuldk expresszidjat, amely jo egyezést mutat a
vizsgalat soran észleltekkel.

Jelenleg a betiltetésre varo tiidé neme az allokaciot nem befolyasolja. Kisérleti
adataink nem taimogatjak azt a feltevést, hogy e gyakorlatot meg kellene valtoztatni.

A minor hisztokompatibilitasi antigének az MHC molekuldkhoz kapcsolt
peptidek olyan csoportjat képezik, amelyek alloantigénként viselkedhetnek ¢és képesek
bizonyos koriilmények kozott szoveti kilokddést indukalni. Ismert, hogy a him nemre
specifikus H-Y minor antigén fontos tényez6 a kiilonboz6 szévetekben mind a graft
rejekcioban, mind az Gn. graft versus host reakciokban (118,119). A H-Y antigén szere-
pe a BOS kialakulasaban nem ismert. Kisérleti adataink alapjan a H-Y antigéneknek
nincs szignifikans szerepe a trachea transzplantacios modellben az OAD kialakulasa
szempontjabol.

Osszefoglalva, az elsd kisérletsorozat soran kapott adataink azt mutattak, hogy
nincs 6sszefliggés a donor vagy a recipiens neme és az atiiltetett allograftokban Kifejl6-
do obliterativ korkép (OAD) kozott.

Masodik kisérletsorozatunkban kimutattuk, hogy (1) az ET receptor antagonista
bosentan és az ACE-gatlo ramipril azonos mértékben csokkentik az OAD progresszidjat
patkany trachea allograftokban; (2) a bosentan és a ramipril egyiittes alkalmazasa soran
az obliterativ folyamat még jobban visszaszorul; és (3) az obliteracié csokkenését a
TGF-B1 és a PDGF-A novekedési faktorok alacsonyabb intragraft expresszioja kiséri.

Kozismert, hogy az angiotenzin II és az ET-1 vazokonstriktor tulajdonsagaik
mellett novekedési faktor-szerti hatasokkal is rendelkeznek, és fontos mediatorai a szo-
veti fibrozisnak a legkiilonb6zobb parenchymas szervekben (120,121). A RAS tagjai
mind a plazmaban, mind a szdvetekben kimutathatok. A vese juxtaglomerularis
aparatusaban, valamint szdmos mas szervben jelenlévd renin a maj altal termelt
plazminogénre fejti ki hatasat. Az enzimatikus hasitas soran eldbb angiotenzin-I kelet-
kezik, amelyet az ACE alakit at biologiailag hatasos angiotenzin-11-vé. Az ACE a vese
erekben, a vesetubulusok kefeszegélysejtjeiben €s szamos mas szervben is eléfordul. Az
egyes szervekben talalhaté enzim specifikus az adott szervre. Az ACE hatasa ugyanak-
kor nem specifikus és mas peptideket (pl. enkefalinok, bradykinin, substance-P) is bont.

Az angiotenzin-Il specifikus angiotenzin receptorokon fejti ki hatasat. Az angiotenzin
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receptorok aktivacioja kdvetkeztében a rezisztencia erek simaizomsejtsei Osszehuzod-
nak, hipertrofizalnak, a fibroblastokban sejtproliferacié indul be (122).

Az ET a szervezetlinkben talalhato egyik legismertebb érsziikité molekula (123).
Héarom forméja ismeretes: az ET-1, ET-2 és ET-3, amelyek harom kiilonb6z6 gén ter-
mékei. A bioldgiailag hatasos vegyiilet, a 21 aminosavbol allo polipeptid molekula ki-
alakitasaban az utolso6 1épést az un. endothelin-konvertaz enzim (ECE) végzi. Az ET-k
hatasaikat az ET-A és ET-B receptorokon fejtik ki. Mind az ET, mind az ET-receptor
szintézis az emberi szervezet majd minden szovetében kimutathaté. Az ET hatasai ko-
zOtt értdnus szabalyozésa, simaizomsejt proliferacio fokozasa, prosztaglandin (PG) I, és
nitrogén monoxid (NO) termelés indukalasa szerepelnek.

Szamos megfigyelés tdmasztja ala az angiotenzin-Il és az ET molekulak kdzpon-
ti pathofiziologiai szerepét sziv- és vesetranszplantatumok kronikus kilokédésében
(8,9). A RAS ¢és az ET rendszer farmakologiai gatlasa terapias hatasu, amely a vesében
a kronikus allograft nephropathia, mig a szivben a graft vasculopathia progressziojanak
csokkenésében nyilvanul meg (124,125).

A RAS és az ET rendszer szerepe a tiid6transzplantacio utan megjelené BOS ki-
alakulasaban sokkal kevésbé tisztazott. Ugy tiinik, hogy az ET-1 szintje énmagéban is
magasabb tiid6transzplantalt betegek bronchoalveolaris lavage folyadékaban (126).
Mind az akut kilokédés, mind az allograft ischaemia az ET-1 szintézis fokoz6dasahoz
vezethet (127,128). Kisérletes koriilmények kozott az ET-1 géntranszfer BO-t indukal
(129). Az altalunk is hasznalt transzplantacios modellben a kdzelmultban mutattak ki,
hogy az ET receptorok (ET-A és -B receptor) fokozott mértékben expresszalodnak, és e
RAS-nak is szerepe lehet az OAD kialakulasaban ebben a modellben. Maclean és mtsai.
igazoltak, hogy az elzarodott trachea graftok jelentés ACE immunhisztokémiai pozitivi-
tast mutatnak, és a RAS gatlasa ACE-inhibitorokkal csokkenti az obliteracio kialakula-
sat (11). Adataink egyrészrdl megerdsitik a fenti eredményeket, masrészrdl kiegészitik
ezeket azzal a megfigyeléssel, hogy e farmakologiai beavatkozasok terapids hatasa
egyenérteki.

Munkénk soran elsé alkalommal igazoltuk, hogy az ACE-gatlok és ET-1 recep-
tor blokkolok kombindlt alkalmazasa az obliteracid kialakuldsat hatékonyabban szoritja

vissza, mint e gyogyszerek kiilon-kiilon valo alkalmazasa. A kombinalt kezelés az
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epithelialis necrosis mértékét is csokkentette. Az angiotenzin II- és az ET-1-fliggd jelat-
viteli rendszerek parhuzamos blokkoldsa kiilonboz0 kisérletes koriilmények kozott mas
és mas eredményt ad. igy pl. a membranosus nephropathia (130) vagy a progressziv
glomerulosclerosis allatmodelljében (131) az ACE-gatlok és az ET-1 receptor
antagonistak protektiv hatdsa additiv, mig pl. a ,,Fisher-Lewis” vesetranszplantacios
patkdnymodellben a kombinalt kezelésrél nem sikeriilt bizonyitani, hogy kedvezdobb
hatasu lenne a RAS vagy az ET rendszer kiilon-kiilon torténd gatlasahoz képest (124).
Az angiotenzin Il-nek és az ET-1-nek az obliteraciora gyakorolt hatismecha-
nizmusa nem tisztazott. Hasonldéan az additiv hatas oka sem vilagos. Eredményeink
alapjan e molekulak részben kiilonb6z6 pathogenetikai utakon keresztiil fejtik ki hata-
sukat. Egyrészrol elképzelhetd, hogy az angiotenzin II és az ET-1 kozvetleniil hatnak a
fibroproliferativ folyamat kialakuldsdban szerepet jatszo6 sejtekre. Ezt tdmasztja al4 az a
megfigyelés, hogy az ET-1 erés mitotikus hatasu 1éguti simaizomsejtekben (132), és
fibronektin termelést indukal bronchialis epithelsejtekben (133). Az ET-1 eldsegiti to-
vabba fibroblastoknak kontraktilis myofibrobastokka vald differencialodasat is (134).
Masrészrél, az angiotenzin II-nek és az ET-1-nek a légutakban szerepe lehet kii-
16nb6z6 pro-fibrotikus citokinek és novekedési faktorok bioszintézisének és/vagy szek-
tosabbnak. A TGF-B;, mint a szoveti fibrozis egyik kozponti mediatora elésegiti az
extracellularis matrix szintézisét és gatolja annak lebontasat. A TGF-B1 expresszioja
emelkedett az obliteraciot mutato trachea allograftokban (32) és azokban a betegekben,
akik BOS-ban szenvednek (135). A PDGF molekulajat két, diszulfid hiddal 6sszekotott
polipeptid lanc - a PDGF-A lanc és -B lanc - alkotja. A PDGF jelent6sen fokozza a
kilokddés soran (136), és BOS esetén a BAL-ban szintje emelkedett (137). Ujabban
bizonyitékok vannak arra is, hogy az ET-1 a PDGF szintézisén keresztiil fokozza a sz6-
veti remodellinget a 1égutakban (138), mig az angiotenzin Il-indukalta kollagén szinté-
zis autokrin mediatora a TGF-[3; a 1éguti simaizomsejtekben (139) és fibroblastokban
(140). Ezen adatok ismeretében kézenfekvo az a feltételezés, hogy a 1éguti obliteracio
kialakuldsa soran az angiotenzin II és az ET-1 részben e novekedési faktorokon keresz-
tiil fejtik ki hatésaikat. Kisérleteinkben a bosentannal és ramiprillal kezelt allatokban a

TGF-B1 és a PDGF novekedési faktorok intragraft mRNS szintje csokkent, és ez hozza-
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jéarulhatott e graftokban az obliteracié mértékének csokkenéséhez. Hasonld valtozasokat
az IL-2 és a INF-y expresszidjaban nem tapasztaltunk.

Jelenleg nem ismert, hogy akar az ET receptor blokkoldk, akar az ACE-gatlok
kedvezéen befolyasolnak a BOS kialakulasat tiidotranszplantalt betegekben. A jovében
e gyogyszerek, mint az immunszuppressziv kezelés kiegészitdi johetnek szoba e
pulmonalis komplikacio megelézése soran. Megjegyezhetd, hogy a bosentan hatasa
sokkal szignifikansabb lehetne calcineurin inhibitorral egyiitt adva, mivel az ET-1
plazma szintje emelkedett a cyclosporinnal kezelt transzplantaltaknak (141,142).

Végil megjegyzendd, hogy egy masik, a jelen disszertacioban részleteiben nem
ismertetett kisérletsorozatban azt is kimutattuk, hogy az ET receptor blokkoldk és az
ACE-gatlok kombinalt alkalmazasaval az OAD progresszidja még akkor is visszaszo-
rithatd, ha a kezelést a 10. napon kezdjiik el és a 24. napig folytatjuk (un. késoi kezelési
protokoll) (143). Ebben az allatmodellben a 10. napon mar részleges luminalis
obliteraci6 alakul ki. A késoi kezelési protokollt hasznalva az ET receptor blokkolok és
ACE-inhibitorok monoterapidban mar nem hatékonyak. Ez a megfigyelés klinikai
szempontbol azért fontos, mert a betegek egy részében a kezelés meginditasakor a BOS
mar részlegesen kialakult, azaz nem megel6z6 kezelésrdl van szo. Ezekben a betegek-
ben csak a kombinalt kezelési stratégiaval varhaté a BOS progresszidjanak visszaszori-
tasa.

Osszefoglalva, kisérleteink soran kimutattuk, hogy mind a RAS, mind az ET
rendszer gatlasa csokkenti a trachea graftokban kialakuld fibrotikus folyamatot és e két
rendszer egyidejii gatlasa még hatékonyabb. Jollehet tisztaban kell lenni e patkanymo-
dell korlataival, az eredményeink alapjan e gyogyszerek hatisa a BOS-ban szenvedd

tiiddtranszplantalt betegekben is vizsgalatot igényel.

A harmadik kisérletsorozatban, a klinikai gyakorlatban hasznalatos LMWH ké-
szitményeknek a trachea allograftok kilokddésére gyakorolt hatdsat vizsgéaltuk. Harom,
a kereskedelmi forgalomban is kaphat6 LMWH készitményt: a nadroparint, az
enoxaparint és a parnaparint vizsgaltunk. Eredményeink alapjan az OAD kialakulasat
egyik készitmény sem befolyasolta detektalhaté mértékben.

A kiilonb6z6 LMWH készitmények heterogén keverékei 4-7000 Da sulyu,

szulfatalt mucopoliszacharidoknak, melyeket kémiai és enzimatikus eljarasokkal nyer-
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nek a standard heparinbol. A LMWH készitmények hosszabb felezési idével, jobb
biohasznosulassal és kedvez6bb mellékhatas profillal rendelkeznek, mint a standard
heparin és ezért széles korben elterjedtek thromboembolias korképek profilaxisaban és
kezelésében.

Szamos tanulmanyban keriilt igazolasra, hogy az LMWH készitmények -
antikoagulans aktivitasuktol fiiggetleniil - antiproliferativ és immunszuppressziv hatas-
sal is rendelkeznek. Igy példaul kimutattak, hogy LMWH adasaval experimentalis ko-
rilmények kozott a szivtranszplantatumok élettartama meghosszabbithato (144). Az
LMWH vegyiiletek csokkentik a sziv allograftok kronikus kilokddésének progresszidjat
IS a patkany szivtranszplantacios allatmodellben (145,146). Az LMWH kezelés a klasz-
szikus immunszuppressziv gyogyszerekkel is kombinalhatd, amely kombinacios kezelés
tovabb csokkenti a graft coronariasclerosis kialakulasanak mértékét (147).

A Fisher-Lew vesetranszplantacios patkanymodellt hasznalva Braun és mtsai.
mutattak ki els6ként, hogy a reviparin, egy LMWH készitmény, csokkenti a kronikus
allograft nephropatia kialakulasat (148). Ugy tiinik, hogy a reviparin akkor is visszaszo-
ritta a folyamat kialakulasat, ha a kezelést késéi formaban, azaz mar Kkialakult
graftkarosodas és glomerulosclerosis utan kezdik el (149).

A fenti pozitiv eredményli vizsgalatokkal ellentétben Byrne és mtsai. egy sziv
xenotranszpalntacios allatmodellel dolgozva az LMWH kezelésnek semmilyen jotékony
hatasat nem észlelték a szervatiiltetésre (150). Mindez azt mutatja, hogy kiilonb6z6 ex-
perimentalis kortilmények kozott az LMWH kezelés valtozatos, olykor egymassal is
ellentétes hatasokat fejthet ki a kilokédés folyamatara.

Kisérletiinkben a patkany trachea transzplantacids modellt hasznalva az LMWH-
t kiilonb6z6 dozisokban adagolva a kezelés semmilyen hatassal nem volt az OAD kifej-
16désére.

Munkénk soran azt is megvizsgaltuk, hogy a LMWH készitményeket (ebben az
esetben nadroparint) egy ismert immunszuppressziv gyogyszerrel, a cyclosporinnal
egylitt adva kimutathato-e valamilyen kedvezd, additiv hatas. Eredményeink és megfi-
gyeléseink azonban ezt a lehetdséget is kizartak.

A mas kisérleti eredményektdl eltéré adataink mogott a kiilonbozé modellekben
zajlo immunologiai folyamatok kozotti kiilonbségek htzodhatnak meg. Az altalunk

hasznalt patkany trachea transzplantacios modellben igen erds kilokédési reakeio alakul
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ki, mivel az allattorzsek MHC Il antigénjei k6zott teljes eltérés (,,mismatch”) van, €s
lehetséges, hogy ez elfedi az LMWH-K jotékony hatasait. Immunolédgiai szempontbol
kevésbé Osszeférhetetlen allattorzsek kozott (pl. a Fisher-Lew modell) az alloantigén-
indukalta kilokodés formaja enyhébb, ezért az esetleges LMWH hatasok jobban kimu-
tathatok.

Kozismert, hogy a korai ischaemias-reperfizios karosodas nemcsak kezdeti
graftkarosodast okoz, hanem az elsé 1épést jelenti egy eseménysorozatban, amely végiil
kronikus kilokédésben végzodik. Az LMWH kezelés egyik bizonyitottan kedvez6 tulaj-
donsaga éppen a korai ischaemias-reperfuzios karosodassal szembeni védelem (150). A
heterotrop trachea allograftok azonban nem elsédlegesen vaszkularizaltak és vérellata-
suk érujdonképzdédéssel biztositott, igy klasszikus reperfuzido sem alakul ki. Ez is oka
lehet annak, hogy kisérleteinkben az LMWH kezelést hatastalannak észleltiik.

Egyes megfigyelések szerint az LMWH-k immunszupressziv hatdsa az aktivalt
T-sejtek heparinaz enzimjének és a tumor nekrozis faktor (TNF)-a szekrécidjanak gatla-
sa kovetkeztében alakul ki (144). A heparinaz specifikusan a subendothelialis matrix
glikoz-aminoglikan haldzatanak kotéseit bontja. Gatlasaval a T-sejtek nem képesek
athatolni a matrixon ¢€s igy elérni a célszervet, ami enyhébb kilokodési reakcidt eredmé-
nyezhet. Masrészt, a TNF-a egy multifunkcionalis citokin, amely szamos transzplanta-
cids kisérleti allatmodellben, igy a trachea transzplantacios modellben is fokozott terme-
16dést mutat (151). Munkank soran sem a heparinaz, sem a TNF-o szerepét nem vizs-
galtuk, igy a fenti megfigyeléseket sem cafolni, sem megerdsiteni nem tudjuk.

Az altalunk hasznalt allatmodellben az intraluminalis obliteracié kialakulasa
szamos citokin és novekedési faktor, igy példaul a TGF-f; és a PDGF és kemokin, tob-
bek kozott az MCP-1 tultermelddésével jar. A PDGF a simaizomsejtekre és
fibroblasztokra erés mitogén hatast gyakorol, mig a TGF-f;-t a beiiltetett szervek kilo-
kddéseében szerepet jatszo fibroproliferativ folyamatok kézponti mediatoraként tartjak
szamon. Az LMWH kezelés ezen molekulak expresszidjat nem befolyasolta, ami egy-
bevag szovettani kiértékelés soran latottakkal.

Jol ismert, hogy az LMWH készitmények kémiailag kiilonbozo szerkezetiiek és
bizonyos mértékig kiilonbozé farmakologiai tulajdonsagokkal és hatékonysaggal ren-

delkeznek (152). Ezért nem zarhat6 ki annak a lehetdsége, hogy mas, a jelen kisérletben
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nem vizsgalt készitményeknek eltérd, esetleg kedvezd hatasa lenne a trachea allograftok
kilokodésére.

Osszefoglalva, a harmadik kisérletsorozatunkban az LMWH készitmények hata-
sat vizsgaltuk a trachea allograftok kilokddésére. Eredményeink azt mutattak, hogy az
LMWH kezelés nem alkalmas az OAD kialakulasanak lassitasara. A kapott eredmények
alapjan az LMWH terapia nem befolyasolja a trachea allograftok hosszi tava talélését

¢s a transzplantacio késoi kimenetelét.
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8. Kovetkeztetések

Patkanykisérleteink eredményeibdl az alabbi kovetkeztetések vonhatok le:

1. Sem a donor, sem a recipiens neme nem befolyasolja az OAD kialakulédsat patkany
trachea allograftokban. Eredményeink nem tamogatjak azt a feltevést, hogy a donor
tiidok allokacidja soran a nemi kiilonbozdséget figyelembe kellene venni a klinikai

gyakorlatban.

2. Az ET-receptor blokkolok és az ACE-gatlok azonos mértékben csokkentik az OAD
kialakulasat trachea allograftokban. A két gyogyszer egylittes alkalmazasa még ked-
vezObb terdpias hatast. A kedvezd hatas valdsziniileg kozvetett modon, a TGF-31és
a PDGF-A novekedési faktorok csokkent intragraft expresszidjan keresztiil nyilva-
nul meg. A jovében e gyogyszerek, mint az immunszuppressziv kezelés kiegészitoi

johetnek szoba a BOS megeldzése soran tiidétranszplantalt betegekben.
3. A trachea allograftok kilokddésére az LMWH kezelésnek szignifikans hatasa nincs.

Az LMWH kezelés a TGF-f3; ¢s a PDGF-A novekedési faktorok, valamint a Th1-es

tipusu citokinek és mas kemokinek intragraft expresszidjat sem befolyasolja.
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9. Osszefoglalas

Napjainkban a transzplantélt tiid6 elvesztésének leggyakoribb oka az un. bronchiolitis
obliterans szindroma (BOS). Pathologiailag a korképet mononuclearis sejtinfiltracio, az
epithelium kérosodasa és a bronchiolusok falanak progressziv, fibroproliferativ atépiilé-
se jellemzi.

A patkany trachea heterotrop transzplantacios modell a BOS nemzetkozileg el-
fogadott allatmodellje. E patkdnymodellben az Aatiiltetett trachea faldban a human
bronchiolitis obliteranshoz (BO) hasonlé hegesedési folyamat indul el (obliterativ 1éguti
betegség, OAD) és a graftok lumene relative rovid id6 alatt elzarodik.

A BOS kialakuldsdban mind alloantigén-dependens, mind alloantigén-
independens faktoroknak szerepe van. igy a donor és a recipiens neme is befolyasolhat-
ja a BOS kialakulasat. Allatkisérletekben igazoltak, hogy a renin-angiotenzin rendszer
(RAS) és az endothelin (ET) rendszer részt vesz az OAD kialakulasaban. Elképzelhetd
tovabba, hogy az OAD progresszidja kis molekulasulyt heparin (LMWH) készitmé-
nyek adasaval is visszaszorithatd, mivel a heparin, antikoagulans hatasai mellett,
immunszuppressziv és antiproliferativ hatassal is rendelkezik.

A trachea transzplantacios allatmodellen végzett kisérletsorozatainkban a donor
¢és a recipiens nemének szerepét vizsgaltuk, dsszehasonlitottuk az ET receptor blokad és
az angiotenzin-konvertal6 enzim (ACE)-gatlas terapias hatékonysagat és megvizsgaltuk,
hogy a két rendszer egyidejii gatlasanak van-e tovabbi terapids haszna. Végiil arra ke-
restiink valaszt, hogy kiilonb6z6 LMWH készitménynek adasaval az OAD progresszio-
ja csokkenthet6-e.

Vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy sem a donor, sem a recipiens neme
nem befolyésolja a trachea allograftok kilokddését ebben az allatmodellben. Az ET re-
ceptor blokkolok és az ACE-gatlok azonos mértékben csokkentik az OAD kialakulasat
¢és a két gyogyszer egyiittes alkalmazdsa még kedvezdbb terapids hatdsu. Az LMWH
szarmazékok adasaval a luminalis elzarédas folyamata nem volt befolyasolhato. Az ET
receptor blokkolokkal ¢és az ACE-gatlokkal kezelt allograftokban a transforming growth
factor (TGF)-B1 és a platelet-derived growth factor (PDGF)-A novekedési faktorok
expresszioja csokkent, mig a nemi kiilonbozdség vagy a LMWH kezelés nem befolya-

solta e citokinek szintjét.
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10. Summary

Bronchiolitis obliterans syndrome (BOS) is the most important cause of late graft loss
after lung transplantation. Pathologically, the process is characterized by mononuclear
cell infiltration, followed by the disturbance of the respiratory epithelium and progres-
sive accumulation of fibroblasts and fibrous tissue in the airways.

The heterotropic tracheal transplant model in rats is an established animal model
for the study of bronchiolitis obliterans (BO). In this model, in a relatively short period
of time, tracheal allografts develop fibrous obliteration, also known as obliterative air-
way disease (OAD), which is histologically similar to BO found in humans.

Apart from alloantigen-dependent mechanisms, alloantigen-independent factors
may be involved in the development of BOS. Consistent with this concept, donor and
recipient gender may influence lung transplantation. Moreover, experimental findings
indicate that both the renin-angiotensin system (RAS) and the endothelin (ET) system
may play important roles in the development of OAD. Low-molecular-weight heparin
(LMWH) treatment could also slow the progression of OAD, since heparin, besides its
anticoagulant activity, exerts antiproliferative and immunosuppressive effects as well.

In the present experiments, conducted in the rat tracheal allograft model, first,
we investigated whether donor and recipient gender influence allograft rejection;
second, we assessed the relative efficiency of ET receptor antagonists compared with
angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitors; and third, we tested whether interrup-
tion of both the RAS and ET system has any advantages over single-system blockage on
the development of OAD. Finally, the effects of LMWH agents on the process were
examined.

Our results indicated that gender had no impact on the development of OAD. ET
receptor blockage prevented fibrous airway obliteration to a similar extent as ACE inhi-
bitors, and interruption of both pathways provided superior graft protection as compared
with single-system blockage. Finally, LMWH preparations did not modify the progres-
sion of OAD. Beneficial effects of ACE inhibitors and ET receptor blockers were asso-
ciated with reduced mRNA expression of transforming growth factor (TGF)-B; and
platelet-derived growth factor (PDGF)-A, whereas neither the gender nor LMWH

agents influenced intragraft mMRNA level of these cytokines.
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13. Koszonetnyilvanitas
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nehézségek megoldasa terén nyujtott sokoldalu segitségéért, illetve a tudomanyos koz-
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