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Koszonom disszertaciom biralataval végzett alapos munkat és hasznos észrevételeket.

Vialaszaim az észrevételekre:

A disszertacid Osszeallitasanal én is célszeriibbnek talaltam volna a folyoirat-cikkeknek
megfelelden szerkeszteni a dolgozatot, azonban PhD védésemkor ezt a szerkesztési modot az
egyik biralo kifogésolta, és ujra kellet szerkesztenem a dolgozatot a mostanihoz hasonléan. Az
Akadémia honlapjan nem taldltam a dolgozat szerkesztésével kapcsolatos, a fejezetek sorrendjét
javaslo itinereket, ezért PhD disszertacidom kapcsan szerzett tapasztalatok alapjan szerkesztettem
az akadémiai doktori disszertaciot.

K6szénom Professzor Urnak a szakmai tartalommal kapcsolatos elismerd szavait és épitd
szandéku formai észrevételeit!

Vilaszaim a kérdésekre:

2.1

Koszonom a kérdést, mely segit a munkat a jelenlegi szakmai kornyezetben elhelyezni. A
kronikus allograft nefropatia (KAN) taldn nem wvéletleniil valt népszeriivé a graft késoi
pusztulasaért felelds folyamatok gytjtéfogalmaként. Jelenleg a vese transzplantaciot kovetd graft
vesztés legfobb oka ez a valdszintileg polietiologias folyamat, melyben legtobbszor részt vesz az
idegen graft ellen zajlo lassu, szubklinikai (csak lassu, fokozatos szérum kreatinin emelkedéssel
jard) alloantigén ellen irdnyuld kilokodési reakcid. Az alloantigén fliggd folyamatok
bizonyitékaul szolgdl a KAN graftok — dolgozatban is részletezett elektronmikroszképos
vizsgalata és a korrelacio analizisek HLA egyezés mértéke ¢s KAN idobeli fellépése, sulyossaga
kozott. Ugyanakkor bizonyosan karositjak a graftot az atiiltetéssel kapcsolatos, de alloantigén
fiiggetlen (a beiiltetett graft allapota, funkcionalis nefron tomege), vagy akar az atiiltetéstol
fiiggetlen folyamatok (életkor, dohanyzas, érelmeszesedés, cukorbetegség, lipid statusz,
visszatérd vesebetegség). Atiiltetett vese esetében legtobbszor ezek a folyamatok nem kiiloniilnek
el klinikailag: csak a graft funkcid fokozatos romlasat €s szOvettanilag fibrézist, hegesedést
¢észleliink. Véleményem szerint vannak a kivaltd oktdl fliggetlen altalanos, kozos folyamatok
melyekben kdzponti szerepet jatszik az endothel aktivacioja: gyulladasos fenotipus valtasa, ami
az alloantigén fliggd és fliggetlen folyamatok fenntartasaban is kozponti szerepli. A RAAS
kiilonb6z6 tamadasponti gatloi ezen ubiquiter folyamat jotékony befolyasolasa révén képesek a
kronikus vese fibrozist lassitani. Ugyanakkor, egyes esetekben (pl. diabeteszes cukorhéztartas,
cyclosporin nefrotoxicitas, rekurrens v. de-novo IgA nefropatia) a korfolyamat részletes,
behatobb vizsgalatan alapuld specifikus beavatkozasok hatékonyabbak lehetnek a fibrozis
progresszidjanak gatlasaban. Az integrativ vagy analitikus allaspont kérdésében tehat rovid
valaszom, hogy szerintem a KAN korai szakaszdban még a szerteagazo etiologia behatod
vizsgalatanak lehet terapids konzekvenciaja, de késdbb az ubiquiter fibrotikus folyamatok
dominancidja mellet mar inkabb az integrativ allaspont mellet voksolnék: a kivaltdo oktol
fiiggetlen altalanos folyamatok hatarozzak meg a graft sorsat, amit szamos sajat és masok altal
kozolt patkanykisérleti vizsgalat is alatdmaszt (Tullius: 1994. Retransplantation reverses chronic
allograft nephropathy).



2.2

A transzplantaciot megeldz6 dializis idOtartama a recipiens szervezetében kronikus, elsé sorban
sziv-érrendszeri, kdzponti idegrendszeri, de minden szervrendszert érintd karosodasokat okoz.
Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az igy sériilt szervezetben az allograft is gyorsabban karosodik.
Mi vizsgalatunkban is szignifikdns 0sszefliggést talaltunk pl. a recipiens vér lipid szintjei és a
graft hosszu tava miikodése kozott.

Ugyanakkor a veseelégtelenség utan visszaallitott vese-funkcid szdmos az urémia soran kialakult
koros allapot gyors gyogyulasat eredményezi. A beiiltetett graft sorsdt csak a recipiens
szervezetében kialakult irreverzibilis elvaltozasok befolyasolhatjdk. Az idézett kozleményekben
(Meier, Kaplan: Transplantation, 2002, Mange: NEJM, 2001) a ,,megel6z6” (preemptive)
transzplantaciot (6 honapndl rovidebb transzplantaciés vardlistan eltoltott varakozasi 1dot)
hasonlitottak Ossze a két évnél tovabb dializalt betegek graft talélésével. Nem vizsgaltak a
dializis ,,dozis-hatas™ Osszefiiggését, ezért eredményeik kézenfekvd magyarazata, hogy > 2 év
dializis okoz olyan irreverzibilis elvaltozdsokat a recipiens szervezetében, ami rontja a graft
hossz tava tulélését. Mi hasonld analizist nem végeztiink. Vizsgalatunkban a transzplantaciot
megel6z6 dializis ideje rovidebb volt a hosszu graft miikodésti csoportban, de ez a kiilonbség
nem volt szignifikans.

A hivatkozott kozlemények €s a mi megfigyelésiink kozotti eltérés legvaloszinlibb magyarazata a
vizsgalati helyek egészségiigyi ellatasi ezen belill dializis kezelési rendszerében keresendo.
Mindkét hivatkozott vizsgalatot az USA-ban végezték, ahol a dializis ellatds kdzismerten
alacsony szinvonalti (pl. membranok tobbszori ujrafelhaszndldsa, egy dializis allomasra jutd
veseelégtelenek szama) az eurodpaihoz képest. Disszertaciomban bemutatott munka
Németorszagban dializalt betegek eredményeit mutatja, ahol a dializis ellatds nemzetkozileg
kiemelt szinvonalu (a centrumokban torténd dializisre nagy hangsulyt fektetnek, igy a betegeknek
csupan 3%-a részesiil CAPD kezelésben, mig pl. Angliaban ez 41%) (Maher JF: 1989).
Lehetséges tehat, hogy a magyarazat a dializis kezelés eredményességének a két orszag kozotti
kiilonbségeiben keresendo.

A transzplanticiot megel6zd dializis progndzisra gyakorolt hatasar6l az irodalomban azdta is
fellelheto ellentmondasok miatt egy friss németorszagi vizsgalat (Schwenger, Opelz: NDT, 2011)
nagy beteganyagon, behatdéan vizsgalta a kérdést és a mi eredményeinkkel egyezden, arra a
kovetkeztetésre jutott, hogy a transzplantaciot megel6z6 dializis onmagaban nem befolyasolja
szignifikdnsan a graft talélését.

2.3

A kérdés elso felére (korai magas kreatinin tobbet mondd-e, mint az, hogy a kezdeti graft
muikodés meghatarozza késéi kimenetelt?) a valasz, hogy nem mond tobbet. A korai magas
kreatinin szint arra utal, hogy a graft az atiiltetés alatt vagy azt megel6zéen karosodott, ami
hosszi-tava mikddését is meghatarozza. Fontos megfigyelés volt, hogy a graft hosszu-tavl sorsa
leginkabb kezdeti funkciojan mulik és nem pl. a HLA egyezésen.

A masodik kérdéssel is egyet értek: a magas BMI 6nmagaban nem feltétleniil jelent glukoz és
lipid anyagcsere-zavarokat (pl. szummo birk6zdk). Az anyagcsere-zavarokkal nem tarsulo BMI
emelkedés 6nmagaban nem rizikdja a graft vesztésnek.
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Koszondm a kérdést. A kisérletsorozat legfontosabb megfigyelése az volt, hogy LPS
elokezeléssel a kozel 100%-os halalozast kozel 100%-os talélésre tudtuk valtoztatni. A
mechanizmusok feltarasa azonban mind a mai napig nem teljes. A prekondicionalasban biztosan



szerepet jatszanak az immunrendszer citokinjei, amint azt ebben a munkaban vizsgaltuk.
Ugyanakkor szamos tovabbi hatasmechanizmusnak van kiterjedt irodalma. Koztiikk az egyik
legnépszerlibb és legkdzismertebb a dajkafehérjék/chaperonok koztiik a hésokk fehérjék (HSP)
sejt-fehérje védo hatasa. Ilyen védo szerepet jatszo fehérjék a HSP-70 csalad tagjai. A HSP-72
Na'/K'-ATP-4zt védé hatasat nagyon elegansan igazolta patkany vese ischemia-reperfiizids
modellben a Semmelweis Egyetem 1. sz. Gyerek klinika munkacsoportja. Kisérleteikben a HSP-
72 mRNS és fehérje szintje, valamint a HSP-72 és a Na'/K'-ATP-az kolokalizacioja forditottan
korrelalt a postischemias vesefunkcioval (Fekete A, AJP: 2006).

2.5

Az RNS interferencia leirasa emlds sejtekben (Tuschl 2001) 1) lendiiletet adott a kis nukleinsavak
terapias alkalmazéasanak, amivel igen széles korben probalkoznak kisérletes €s klinikai teriileten
egyarant. Bar az RNS interferencia alapti FDA altal jovahagyott klinikai vizsgalatok szama 2004
Ota exponencialisan novekszi (2006: 169, 2010: 2295) az alapveté akadalyok nem valtoztak
Iényegesen. Nem teljesen feltérképezett az RNS interferencia mellékhatas spektruma ¢€s altalaban
gondot jelent a célszervbe és a célsejt citoplazméjaba torténd bejuttatas. A mellékhatasok kozott
felmeriil a kettds szali RNS-ek antiviralis immunitast aktivaldé hatasa, az un. interferon valasz.
Sajat vizsgalataink szerint tobb siRNS in vivo tesztelése alapjan nem kaptunk emelkedést az
interferon valasz két kozponti jelatvivd molekuldjanak expressziojaban egérben (Racz:
Oligonucleotides — elfogadva). Ugyanakkor klinikai vizsgalatok nem zarjak ki, hogy a jelenlegi
bejuttatdsi modok mellet az effektiv  dozis eléréséhez sziikséges siRNS mennyiség
immunaktivaciot okozhat.

A bejuttatasi nehézségek és a lehetséges szisztémas mellékhatasok miatt a klinikai vizsgalatok
egyik f0 iranyvonala a bejuttatds kiilonb6z6 modozatait vizsgalja, ahol uttérd szerepet latszik
kapni a nanotechnoldgia. Masrészt foként izolalt szervek a célpontok, mint példaul veseatiiltetés
soran a kivett, beiiltetésre varo vese, mely alkalmas génterapiara ugy, hogy még beiiltetés elott a
sejtekbe be nem jutott terapids anyag a graftbol kimoshato, igy szisztémas mellékhatasokkal nem
kell szamolni. A Nobel dijas Philip Sharp és az emlds sejtben megfigyelheté RNS-interferencia
els6 leirdja Thomas Tuschl 4altal alapitott Alnylan Pharmaceuticals az egyik élen jar6 cég a masik
az Acuity Pharma: az els6é RNSi alapi human vizsgalatot jegyezé cég. Mindkét cég olyan
vizsgalatokat folytat jelenleg, ahol a szisztémdas keringéstdl tobbé-kevésbé izolalt szerveket
kezelnek, mint: szem, agy, tiidé vagy tumor. 2010-ben jelentds attdrés volt az a ,,first in-human”
fazis 1 klinikai kiprobalas melynek soran szisztémaésan kezeltek melanomaés betegeket targetalt
nanopartikulumokkal (cyclodextrin polimer - transferrin liganddal). A vizsgalat hatékony RNS
interferenciat igazolt a célsejtekben, els6ként adva meggy6zé bizonyitékat annak, hogy
emberben, szisztémasan adagolt siRNS-el is el lehet érni hatékony csendesitést célsejtekben
(Davis ME: Nature, 2010).

2.6

A glomerulus ultrastrukturalis szerkezete, sziird funkcidja ragcsalokban, emberekben azonos. Az
egészséges emberi vizelet csak nyomokban (rutin mérési méodszerek érzékenységi kiiszobe alatti
mennyiségben) tartalmaz fehérjét, ami elsé sorban a hugyutakban lelokédd epithel sejtekbol
szarmazik (Tam-Horsfall fehérje). Egészséges patkdnyok vizeletében ennél nagyobb mennyiségii
fehérje van. Elsé sorban a kisérletek soran leggyakrabban hasznalt him allatok vizeletében
talalhatoak (nOstény és kasztralt him allatok vizeletében nem) nagy mennyiségben kis
molekulasulya fehérjék (Finlayson: 1965). Ezért a vizelet Osszfehérje mérése kiillonbségeket
eredményezhet ember és patkany kozott. Ennek lehetséges korrekcidja albumin specifikus



kimutatasa pl. ELISA-val a patkany vizeletb6l. Az albumin a patkany-vesében az emberihez
nagyon hasonldan alig filtralodik. Egészséges patkany vizeletében csak nyomokban taldlhato,
mig kis mértékli glomerulus - elsd sorban podocitdkat érintd kéarosoddsban megjelenik a
vizeletben, ahol a napi iiritett mennyiség jol korrelal a glomerulus karosodas mértékével (Alt JM:
Lab Anim, 1980).

2.7

Igen. Természetesen: a RAAS gatlas nem specifikusan jotékony a KAN-ra, hanem
altalanossagban lassitja a kronikus vese fibrozis progresszidjat, nem csak KAN-ban, de pl.
diabeteszes nefropatidban is.

2.8

Igen. A lokalis renin-angiotenzin rendszereket (RAS) mar szdmos szervben, szovetben leirtak.
fgy a vesében azon beliil a podocitdkban is leirtik a RAS Osszes elemét. Eppen a lokélis
rendszerek hatékonyabb befolyasolasara valasztottuk az ACE-gatlok koziil kisérleteinkben a
legnagyobb szdveti dusuldst mutaté Quinaprilt.

2.9

Ko6szondm a nagyon aktualis kérdést. Tavaly Ljubljandban tartott Autoimmunitas konferencian
Abbul Abbas a megnyitd plenaris eldadast azzal zarta, hogy gyulladas csokkentése érdekében 10
¢ve az IL-2-t gatolni, ma serkenteni probaljak. A cyclosporin klinikai bevezetése 1978-ban (Sir
Roy York Calne) attorést hozott a szervatiiltetésben, mert az 1 éves graft talélés a legtobb
transzplantacios centrumban <60-70% -> >80-90%-ra nétt. A CSA {6 hatdsmechanizmusaként a
kordbban T-sejt ndvekedési faktorként ismert IL-2 gatlasat irtak le. Az IL-2 gatolja az atiiltetés
kovetden az idegen antigén altal specifikusan aktivalt T-sejtek klonalis expanzidjat, igy a
szervatiiltetés torténetében elsd, a korabbiaknal specifikusabb immunszupresszivum. Aztan a 90-
es években egyre tobb kutatds foglalkozott regulator sejtekkel, melyek periférias toleranciaért
felelosek. Hianyukban autoimmunitas alakul ki. Az els6ként leirt, €s azota legtdbbet vizsgalt un.
természetes Treg CD4 és CD25 felszini markereket és forkhead boksz (Fox)P3 jelatviteli
molekulat expresszal. A CD25 minden aktivalt T-sejt felszinén megjelenik, mert az IL-2 receptor
alfa lanca. Innen jott a felismerés, hogy az IL-2 sziikséges nem csak az autoreaktiv T-sejtek
Kis antigén-eltérés mellett végzett veseatiiltetést kovetdé rovid, alacsony dozisu
immunszupresszid utan a graft nem 16kodik ki patkanyokban (Fischer-Lewis allograft, 10 nap *
1,5 mg/kg CSA) akkor sem, ha az immunszuppressziot tartosan elhagyjuk, teljes mértékben.
Ezért az un. graft akkomodacioért regulator sejtek altal fenntartott periférias tolerancia felelds,
ami a regulator sejtek eliminalasaval attorheté (Adeegbe D, J. Immunology: 2006). Graft
akkomodacié emberben is megfigyelhetd és kisebb nagyobb mértékben valoszinileg a legtobb
atliltetés utan kialakul, bar a teljes akkomodacié (ami az immunszupresszié teljes elhagyasat
lehet6ve teszi) ritka.

Mindezek alapjan tehat a mai allaspont, hogy az immunszupresszionak nem a sejtes infiltracid
teljes megakadalyozasa a célja, hanem csak az olyan mértékii infiltraciot kell megel6zni, ami mar
akut kilokédés klinikai képéhez, azaz a graft funkcionalis és morfologiai karosodasahoz vezet. A
tulzott mértékli korai immunszupresszio bar hatékony az akut kilokodés ellen, gyorsabb kronikus
kilokoédést eredményezhet és csokkenti a graft élettartamat.

Az immunszupresszid mértéke mellet valdsziniileg nem kézOombos a valasztott szer tipusa sem.
Legtjabb eredmények arra utalnak, hogy a hagyomanyosan alkalmazott IL2 gatlok (CSA,



Tacrolimus) nem csak az akut kilokddés effektor sejtjeit gatoljak, hanem a regulator sejteket is,
mig példaul a target of rapamycin (TOR) tdmadasponton hatdé Rapamycin kezelés mellet tobb
antigén specifikus regulator sejt keletkezik (El Essawy: Cell Transplant. 2011).

2.10

Természetesen az atiiltetés utani elsd tiz napban alkalmazott MMP gétlasa esetén még nem
beszélhetiink KANTrol, tehat az észrevétel jogos: nem a KAN kozvetlen gatlasarol volt szo, hanem
olyan korai graft karosito (elsé sorban gyulladasos) folyamatok gatlasarol, ami késobb KANhoz,
annak gyorsabb, sulyosabb lezajlasahoz vezet.

A matrix metalloproteindzok extracellularis matrix bontasanak alapvetden szerepet tulajdonitanak
gyulladasban és szoveti (kotdszovetes) atépiilésben (ECM remodelling). Egyrészt gyulladdsos
sejtek, fibroblasztok termelnek MMP-okat, melyek segitik a gyulladas terjedését a matrix
fellazitasaval, feloldasaval lehetové téve a gyulladdsos sejtek, fibroblasztok vandorlasat a
szovetben (Guo C: J. Biol. Chem. 2003). Masrészt a kronikus gyulladds okozta hegesedés soran
felszaporodo kotdszoveti matrix bontasaval egyensulyt tartanak: a szoveti karosodasokat okozd
tulzott matrix felszaporodast gatoljak. Tehat akut gyulladasban a gyulladést serkentik, mig
kronikus fibrozisban a matrix felszaporodasat gatoljak. Azt gondolom, hogy az MMP-k minden
hasonld, gyulladas indukalta kronikus fibrozisban hasonloéan viselkednek (pl. endotoxin okozta
tiidd-fibrozisban: Wei W: Shock 2010, virus hepatitis okozta méjcirrdzisban Cheong: J. Kor Med
Sci. 2008, Kim TH: Hepatology, 2000, de a vesében is megfigyeltek hasonldot masok is:
veseobstrukcios modellben (UUO): Sharma AK: J Lab Clin Med, 2005).

2.11

En is Gigy gondolom, hogy a nemi hormonok arinya a meghatarozo és nem egy-egy hormon
szintjének izolalt valtozasa. Progeszteron tilsuly miatt kialakulo relativ Osztrogén hidny hatasat
nem vizsgaltuk. Viszont egy a dolgozatban is bemutatott kisérletben vizsgaltuk ovariectomizalt
néstény patkanyokban az Osztrogén monoterapia ill. az Osztrogén+progeszteron kombindcios
kezelés hatasat vesefibrozisra. Az ovariectomia jelentdsen gyorsitotta a vese fibrozist
(proteinuria, creatinine-clearance, szovettan), amit az O0sztrogén monoterapia normalizalt. Az
Osztrogén jotékony hatasat progeszteron egyiitt adasa rontotta (koztes értékek). A felvetett
hipotézist tehat, sajat kisérleteink is alatamasztjak.

Halasan koszondm a faradtsagos munkat és a sok hasznos észrevételt.
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