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|. KIT UzOTT KUTATASI FELADAT

A legtobb transzplantacios kdzpontban - igy hazankis - az elért 80-90 %-0s 1 éves tulélés
ellenére a veseatiltetés hosszu tavu progndzisazenesimarad a benne fejpotencialis
lehetiségekdl. A cyclosporin A bevezetése - az akut kiddések szamanak csokkentésével - a
rovidtavua talélést jeledsen javitotta, de az él€v utan elvesztett allograftok szama gyakorlatilag
nem valtozott. Az allograftok kék elvesztéséért a@lsorban a kronikus allograft nephropatia
felelés, melynek oka nem minden részletében ismert,ifggapem megoldott.

A kronikus és az akut kil@kdés immunfolyamata alapvein kilonbozik egymastol. Az akut
kilokodésre az idegen antigén (alloantigén) altal aktialloreaktiv) T sejtek iranyitotta
immunvalasz a jellendz mely prednizolon l|okésterapiaval, vagy T-sejterdls poly- illetve
monoklonalis antitesttel jol befolyasolhato. A kildrs kilokédeést - ezzel szemben - az allograft
szoveteinek folyamatos, lassu, és csak kis-migkékosodasa jellemzi, mely kronikus gyulladasos
és parhuzamosan fennallo gyogyulasi folyamatok téetasa révén a transzplantalt szerv
kotoszbvetes atépuléséhez vezet. Kérdés, hogy ez anrfatymennyiben befolyasolhaté az akut
kilokodés kezelésére hasznalt, az IL-2 szintézisét gatitekkel.

Bar az idegen antigéiit fliggé mechanizmusok szerepet jatszanak az allograftdkilkas
kilokodésének folyamataban is, egyre tbébb adat tAmasatjaz alloantigén-fiiggetlen folyamatok
don® szerepét a szoveti szerkezet és funkciGik@sogressziv hanyatlasaban. Mai elképzelések
szerint az alloantigénnek a kronikus kibdlkési folyamat meginditdsaban lehet meghatarozé

szerepe, mig a kéisbi progresszidéban az antigéinfiiggetlen tényeik szerepe keriil éérbe.

Kisérleteinkben allatmodelleken és human betegamyagizsgaltuk, a krénikus allograft
nephropatia korélettanat és azt, hogy milyen t@gapeavatkozasokkal lehetséges a hosszu tavu

progndzist javitani.



l. KISERLETEK LEIRASA

Il/a Célkit tizések

Mivel az atlltetés étt a donorban, az atiiltetés soran az ischemiafépes karosodas ésiiteti

trauma sordn majd a recipiensben is kulogbkarositd hatdsok érik a graftot, kisérleteinkben

vizsgaltuk, hogy ezen kéarositdé hatasok milyen rkbdag befolyasoljak a prognozist €s milyen

terapias beavatkozasokkal lehet karositd hataserk wtdekezni:

Vizsgaltuk:

a graftot az atlltetés kapcsan ért ischemia-repédukarosodds mechanizmusait, és a
reperfuzios karosodas gatlasanak terapiasdségeit (7,10,17,20),

az alloantigénre adott valasg dffektor sejtjeinek a T-lymphocytadknak a krénilalilegraft
nephropatiaban betoltétt szerepét, é€s a klinikumladialmazott immunszupressziv
kezelések hatékonysagat (1,4,5,6,8,11,12,13,18)9,2

a vesefibrozis aspecifikus, de mind krénikus akdigmnephropatia, mind mas gyakori
végstadium vesét eredmén§aesebetegség folyamatat, és befolyasolasanak$eigeit a
renin-angiotensin  rendszer és mas rendszerek (attkup idegrendszer,
immunfolyamatok, nemi hormonok) kombinalt gatlasava
(2,5,8,9,11,13,14,14,20,21,22,30),

kilonos figyelmet szenteltiink egyes cytokinek ()L¢2, 8,11, 13,) és novekedési faktorok
(TGF3, PDGF) (12,13) a vesefibrozis kulénbBoZormaiban betdltott korélettani
szerepének.

Vizsgaltuk a vesefibrozis genetikai hatterét (28 a genetikusan meghatarozott
autoimmun koérnyezet hataséat a vese allogrékddésére (24).

Human beteganyagon, vizsgaltuk, hogy a belltetatt gosszi tavu tikddéset mennyiben

befolyasolja a recipiens anyagcsere allapota (3).

I1/b Mbédszerek

l1/b.1 Allatkisérletek

I1/b.1.1 Veseatiiltetés

Kisérleteink sordn beltenyésztett him Fisher patdéool a bal vesét ortotop mddon Lewis
patkanyokba (180-250 g) ultettiik (F344-to-LEW mégdekembutal narkozisban.



A jobb oldali sajat vesét a 10. napon tavolitotelk A kezdeti akut kilokdés megeéizésére a

patkanyok cyclosporin A-t kaptak naponta sc.igétet koved el 10 napon.

[I/b.1.2 Parcialis nephrektomia

Sprague-Dawley (SD) vagy Rowett patkanyok (180-8b{bbb veséjét, és a bal vese 2/3-at éter
narkézisban eltavolitottuk. A kilonb®zkisérletek soran az allatok kezelését @témn napjan

kezdtiuk, és kisérlet végéig folyamatosan alkalnkaztu

[I/b.1.3 Vese ischemia-reperflziod

A vese ischemia-reperfaziés karosod&3at/B1-6egerek veseereinek (artéria és véna) 15 vagy 35
percig tarto elszoritasaval valtottuk ki. Him, et ebkezeltiink LPS kulonb@zdozisaival vagy
foszfattal pufferolt sGoldattal a —4. és —3. napokd jobb vesét eltavolitottuk, és a bal vese ereit
leszoritottuk 30 vagy 45 percre a 0. napon. A kmewizintet és az allatok tulélését kovettik. A
kontrolloknal, 30 perces vese ischemia nem vodliletmig 45 perces ischemia utan az allatok
73%-a elpusztult 48 18 6ran beldl.

[I/b.1.4 Lupus nephritis

Az autoimmun genetikai kdrnyezet vizsgalatara $2mas lupus erythematodesben kialakulo lupus
nephritis egérmodelljeként lupus prone (Ipr) egerekzsgaltunk, és veseatiltetést végeztink Ipr és

kontroll mrl egerek kozott.

I1/b.1.5 RNS interferencia

Az allatokat az ischemiadt, vagy utanFas apoptozis receptpwalamint egy kontroll gént gatld
siRNS-sel kezeltilk, amelyeket hidrodinamikus ini@kformajaban, kis térfogati vesevéna-

injekcidban, vagy mindkét médon adtunk be.

[I/b.2 Funkcionalis, morfologiai és molekularis bidogiai modszerek

Minden 4. héten meghataroztuk a vizelettel 24 dedt airitett fehérje mennyiségét standard
triklorecetsavas kicsapast ko¥efiotometralassal. A szérum és vizelet kreatinindemtraciojat
Jaffé modszerrel hataroztuk meg. A kreatinin cleeea a kisérlet végén szamitottuk.

A glomeruloszklerdzis meértékét szévetmintak heméitdzosin és PAS festésével hataroztuk meg.
A patkany CD5 T-lymphocitak, ED-1 makrofagok, adéanolekuldk: ICAM-1, VCAM-1, VLA-

4a és LFA-Tn expresszidjat immunhisztologiaval vizsgaltuk APAehnika szerint.

Vizsgaltuk a vesében a Fas-fehérje és mRNS-expiggsxalamint (terminalis dezoxinukleotid-

transzferdz-medialta deoxiuridin-trifoszfat (dUTEBléssel, TUNEL) az apoptozist.



Az MCP-1, PDGF-AB, TGH3;, IL-2 és IL-2 receptor mRNS expresszi6jat RT-P@ehhika
segitségével hataroztuk meg. Betentrolként GAPDH-t, vagf-actin-t hasznaltunk.

Azokban az egerekben, amelyeknek kontralateralimlah eltavolitottuk a veséjét, vér urea
nitrogént (BUN) és a tulélést monitoroztuk.

A citokinek szerepének vizsgalatara tovabbi allat@tdoztunk fel a reperfazosd (,0” id 6pont)

és a reperfuzié utan 15, perccel, valamint 1, @ 86 oraval hisztol6gia, immun-hisztokémia, és
reverz transzkriptaz — polimeraz-lancreakcios aislicbbek kdzott tumornekrozis-faktor (TNF-
a), interleukinok (IL-1, IL-6), indukalhato nitrogérid-szintaz (INOS) ég-interferon (IFNy)

messengeRNS (MRNS) mérése] céljabal.

[I/b.3 Klinikai vizsgalat

Vesetranszplantalt betegek koérlapjainak retrospekifisgalata soran a k@sgraft elégtelenséget
elérejelzd paraméterek keresésére az Esseni Egyetemi Klidi®@A és 1980 kdzott transzplantéalt
betegeket két csoportra osztottuk: 1, azok a bkteggkben a graft tobb, mint 15 évigikddott
(tartds graft funkcid, n=32) és 2, azon betegelkbah a graft a ritétet kbved 1. honap és 10. év
kozott tonkrement (kontrol, n=152).

A graft tuléléesét Kaplan-Meier modszerrel szamqliakjd a graft kés elvesztéséhez kapcsolodo
rizikd faktorok megallapitasara ANOVA-t végeztimk kockazati tényesk azonositasa utan, az
egyes rizikotéenyeaik fliggetlen prognosztikus értekét cox-analizissaetatoztuk meg. Veégll

regresszios analizis segitségével e faktorok éafiatgiélése kozti korrelaciot vizsgaltuk.



lIl. EREDMENYEK ES HASZNOSITASUK

A transzplantalt vese kronikus allograft nephrapatiak vizsgalata soran az alabbi (j
megfigyeléseket tettiik:
1. a vese ischemiat kovetreperfuzid soran fellép kiterjedt szovetkarosodas alapbest
apoptotikus sejtpusztulds. Ezen karosodas mértdkntisen cstkkenthétbakterialis endotoxin
(LPS) segitségével kivaltott kereszt-toleranciagalolyamatban fontos szerepe jatszik az IL-6 (7)
és a nemi hormonok (10). Az apoptdzis mértéke bat@n csokkenthétRNS interferenciaval a
FAS apoptozis receptor termidesének gatlasaval (17,20)
2. a korabbi elképzelésekkel ellentétben, mely szesinvesefibrozis és krénikus allograft
nephropatia folyamataban a meghatarozo szerep @fagsknak jut, szamos kisérlettel igazoltuk,
hogy fontos szerepet jatszanak az

* |L-2 dependens mechanizmusok (5,11,12, 29), és

» a T-sejtes infiltracio (1,4,13).

» Szerepukdkeént a korai szakban (F344-to-LEW allograft modstii6. hétig) jeleds.

» llyenkor a TGFB termelése dominal (12,13).

 és a szoOveti infiltraciot segdit matrix metalloproteinazok gatlasa (18) a gyulladas

lokalizaldsa révén, mig mycophenolate mofetil @),4 lymphocytak széveti adhéziéjanak

gatlasa réven jotekony hatasu.

* A késibbi szakaszra (modellinkben a 24. hét) a kréonilklosotizald és szklerotizalo

folyamatok dominanciaja jellertiz

» amikor a nbvekedési faktorok kozil a PDGF terme{é2¢l 3)

* és a metalloproteinazok relativ hianya kerétéabe (18).
3. A kronikus allograft nephropatia folyamata az lls@ntézisét (cylosporin, tacrolimus) ill. T-
sejt adhéziét (mycophenolate mofetil) és prolifeéiaqazathioprin) gatld immunszupressziv
szerekkel lassithatd, de nem fordithato vissza84,5,12,13,29).

» Ez aterapia inkabb a folyamat korai - sejtestnditio altal jellemzett - szakaban hatékony.
4. Az IL-2 szintézis, a lymphocyta infiltracié, valambia renin-angiotenzin rendszer gatlasa, a
kronikus allograft nephropatiara jellethZunkcionalis és szévettani paraméterek romlasat az
idegen antigén hidnyaban: szubtotalis nephrektd@hiadukalt progressziv vesefibrdzis modelljén
is gatolja patkanyokon.

* Mindez aldtamasztja az IL-2 irdnyitotta folyamatskerepét alloantigén hianyaban is

(4,5,11,29).



5. A progressziv vesefibrozis a végstadium-vesét etaglary korfolyamatok vegs kézos Utja,

melynek jelenleg egyetlen hatékony kezelése a+4amjiotenzin rendszer (RAS) gatlasa.

* Eredmeényeink szerint, a RAS gatlas az intragloraesilnyomas csokkentése révén a
podocytak védelmével fejti ki hatasat.

Azonban a RAS gatldas 6nmagaban nem képes megaltitdnlyamatot. Kisérleteink soran

megfigyeltiik, hogy a RAS gatlassal elért javuldofhatd, ha a kezelést kiegészitjiuk a lymphocyta

infiltracié gatlasaval (2,5,8,9), a beteg vaé&zarmazo szimpatikus afferentacio felfiggeszigsév

(20) vagy a RAS ttbb tamadasponton keresztili knaibgatlasaval (22).

6. Az 0sztrogének glomerulosclerosis kifgjese soran védhatasuak patkanyban, de ezt adved

hatast progerszteron antagonizalja (14). A jotékbatasért ugytinik, hogy inkabb az 6sztriol

felelés (14). Mindez magyarazhatja éknrelativ védettségét a vesebetegségek progredsaio)
szemben.

7. A vesefibrozis kialakulasaval szembeni a Rowettgrattorzs védett: mas, érzékeny torzsekkel

(sprague-dawley, SD) 6sszehasonlitva radikalissk&fmiat koveien sem alakul ki albuminuria,

vesefibrézis (23).

8. Szisztémas autoimmun betegség (lupus nephritisinegielljében: lupus prone (Ipr) egereken

végzett veseatiltetés utan a lupus nephritis kaigrdaftban (24). Ebben az egér-modellben a lupus

nephritist vemhesség sulysobitja (25), aminek itn regulator T-sejtek megvaltozott

muikodéseét figyeltink meg (26,27).

9. A szérum magas koleszterin, triglicerid, és glukdacentracidja, valamint a magas vérnyomas

szorosan Osszefiigg a kronikus allograft nephropétiaencigjaval és progressziojaval: ezen

anyagcsere-zavarok jelésen hozzajarulnak a veseéatiiltetést kb geaftvesztéshez (3).

10. A korai graft elégtelenségeiet jelzi:

* haa szérum kreatinin > 3p@nol/L
e aszérum triglicerid > 3,5 mmol/L
» vagy a szérum koleszterin > 6,5 mmol/L (3).

11.A vérnyomas emelkedése jelémt mértekben hozzajarul a vesefibrozis progressmaja
(16,31). Ugyanakkor a vesefunkcié romlasa gyorganyomas emelkedést valt ki, igy dnrontd
kor alakul ki. A besikilt vesefunkcid kovetkeztében létrejoweérnyomas emelkedeés
hatterében a rezisztencia erek csokkent relax&épessége allhat, amit az urémias érfalban
fokozott oxidativ stressz és kdvetkezményes NOédapbkozhat (15,32).
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és kollaboratoraink:Dr Benyd Zoltan, Dr Lacza Zsombor, Dr Ungvari ZaltaDr Anna
Zenclussen, Dr Marie-Luise Gross, Dr Erwei SdDgGeiszt Miklos.

Koszonettel tartozom azon tanszék és labordkrek, akik utamon szakmai tanacsaikkal vezettek
és a kisérletek elvégzésehez szikseges feltétiélekemtésében hatékony segitséget nyujtottak:
Prof. Dr Koller Akos, Prof Dr Losonczy Gyorgy, Pif Ivanyi Béla, Prof Dr Dieter Volk, Prof
Dr. Rosivall Laszlo, Prof Dr Szollar Lajos

Kulon kdszonetet szeretnék mond&mof Dr Uwe Heemannalaki a legfontosabb keddokest
adta a veseatlltetés kisérletes vizsgalatabwad,Dr Eberhard Ritznekaki szakmai példaképul és
irAanymutatasul szolgalt é8rof Dr Judy Liebermamak ésProf Dr Harry Holthéfenek, akikol
jelenleg a legtdbb szakmai segitséget kapom.

Végul szeretnék koszonetet mondani édesapamnak:atHdanosnak, akit a kutatdi palya
szeretetét tanultam kisgyermek koromtol.
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