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A kutatasi munkatervnek megfeleléen célkitiizéseink két altéma keretei kozott keriiltek

megvalositasra:

1. altéma: A Kkilégzett levegé biomarkerjeinek vizsgalata a tudé allograftot érinté
pathol6gias folyamatokban.

Az elmult években szdmos Uj, non-invaziv vizsgalo mddszer jelent meg a krdnikus léguti
gyulladassal jaro tldoébetegségek diagnosztikajaban. Ilyen G vizsgalo modszer a kilégzett
leveg6 vizsgalata. A Kilégzett levego vizsgalata soran lehet6ség van a levegd gazfazisaban
gazmolekulak (nitrogén monoxid [NO], szén monoxid [CQ], sth.) vagy a leveg6 kondenzélasa
utdn a kondenzatum folyadékbol gyulladasos mediatrok, metabolitok vagy citokinek
meghatarozasara. A jelenlegi elképzelések szerint e molekuldk, mint ,,biomarkerek” utalnak a
léguti gyulladas mértékere, tipusara s annak sejtes dsszetételere.

A Kkilégzett levegé biomarkerjeinek vizsgalata a tiidétranszplantalt betegekben is
hasznos diagnosztikai modszer lehet a tldé allograftokat érinté patoldgids folyamatok
felismerésében. A tldo6transzplantacié komplex beavatkozas, ami szamos szOvédmény
kialakulasaval jarhat. A leggyakoribb pulmonalis sz6védmény az infekcio és a kilokédés. Ez
utobbi akut és kronikus formaban jelentkezhet. A krénikus kilokodés kdvetkeztében a tudo
allograftokban megjelené korképet bronchiolitis obliterans szindrémanak (BOS) hivjak.
Kutatdbmunkank soran a kilégzett biomarkerek alkalmazhat6sagat vizsgaltuk e sz6vodmények
diagnosztikajaban.

Munkank soran sokoldald modszertani megkoézelitést alkalmaztunk. A kilégzett NO
mint a legismertebb biomarker mérése ,,on-line” tortént az erre a célja kifejlesztett és a
kemiluminszcencia elve alapjan mikodé mérémiiszer segitségével (Logan Research Model
LR2000). A kilégzett CO méresere kézi detektorral (Smokerlyzer CO Monitor, Bedfont
Scientific) tortént. A kilégzett levegé kondenzatumat egy erre a célra kifejlesztett kondenzald
berendezéssel gyijtottik (Jaeger, EcoScreen) standardizalt korilmények kozott. A kilégzett
leveg6 kondenzatumaban ELISA technika segitségével hataroztuk meg a kilonbdzo

arachidonsav metabolitok (prosztaglandinok, thromboxanok, cys-leukotriének), valamint
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egyes citokinek (interleukin [IL]-1, IL-6, tumor nekrozis faktor [TNF]-a)) koncentraciojat. A
kondenzatum pH-jat a rutin klinikai gyakorlatban is hasznalt vérgaz analizatorral mértik a
laboratériumunkban kordbban bedllitott és a standard alveolaris pCO2 koncentraciora
normalizalt méréstechnika segitségével (Kulmann és mtsai. Eur Respir J, 2007).

A kilégzett NO szerepének vizsgalata

Vizsgélataink soran kimutattuk, hogy a tludétranszplantalt beteget léguti infekcidja soran a
kilégzett NO szint emelkedik a stabil (infekciomentes) alapvonalhoz képest. Az emelkedés
mértéke joval meghaladja az NO szintek vizitek kozotti variabilitasat. A diagnosztikai
modszer specificitasa magas, szenzitivitasa ugyanakkor alacsony. A léguti infekciok
antibiotikus kezelése utan az NO szint az alapvonali értékre tért vissza. Kimutattuk azt is,
hogy a transzplantélt betegek alapvonali NO szintje hasonl6 az egészséges, nem transzplantalt
emberekéhez. Az akut kilokodési epizodok soran az NO szintben valtozast nem tapasztaltunk.

A transzplantalt betegek kozott a transzplantaciohoz vezeté diagnozis nem
befolyasolta az alapvonali NO szintet és annak variabilitasat. Ezzel szemben, a tldéatiltetés
elétt a cisztés fibrozisban (CF) szenved6 betegek alapvonali NO szintjét alacsonyabb volt az
egészsegesekhez képest. A CF akut exacerbatidja soran a kilégzett NO koncentracio
megemelkedett, de csak szerény mértékben, és inkdbb csak az egészségesekre jellemzé
értéket érte el.

A tudotranszplantalt betegek kovetéses vizsgalataiban kimutattuk, hogy a BOS-ban a
kilégzett NO ugyan megemelkedik, de csak elérehaladottabb stadiumban (grade 2-3), és itt is

csak szereny mertékben.

A kilégzett CO szerepének vizsgalata

Méréseink szerint a tudétranszplantalt betegek alapvonali CO szintje hasonl6 az egészséges,
nem transzplantalt emberekéhez. A kilégzett CO szintek és a transzplantaltakban el6fordul6

szovodmenyek (rejekcio, infekcid, BOS) kozott 6sszefuiggest nem talaltunk.

A kondenzatum gyulladésos citokin mintazatdnak vizsgéalata

ELISA technikaval tortént meéréseink szint a stabil tiidétranszplantalt betegek kondenzatum
mintaiban az IL-1f citokin koncentricidéja magasabb az egészséges, nem transzplantalt
emberekéhez képest. Infekcid vagy akut kilokédesi epizod sordn a kondenzatum IL-1f szintje
megemelkedett. IL-2, IL-6 és TNF-a citokinek ELISA technikaval nem voltak megbizhat6an

kimutathat6ak a kondenzatum mintakban.



Tekintettel az ELISA modszerek optimalizalasi nehézségeire, illetve a kapott
eredmények alacsony reprodukalhatésagara, a tovabbiakban a protein microarray technikat
hasznaltunk a kondenzatum citokin mintazatanak vizsgalatara. E modszer elénye a magasabb
szenzitivitas, jobb reprodukalhatosag, valamint a nagyszamu faktor paralel vizsgalatanak
lehetésége. Méreseink szerint a protein microarray technika segitségével 120 citokin kozil
108 detektalhaté a BOS-ban szenvedé betegek kondenzatum mintaiban. A detektalt citokinek
kozil 9 szintje emelkedett (pl.: IL-13, INF-y, MIP-3a, VEGF), mig 4 faktor (pl.: Angiop-2,

FGF-4) szintje csokkent a BOS-mentes kontroll csoporthoz képest.

A kondenzatum pH mérése tiiddtranszplantalt betegekben

Munkank soran szamos olyan megfigyelés latott napvilagot, amelyek arra utaltak, hogy a
kondenzatum kémhatésa légati biomarker szerepét tolti be. Tébb munkacsoport arrél szdmolt
be, hogy a kondenzatum pH-janak csokkenésébdl a legati gyulladas meértékére lehet
kovetkeztetni szamos kronikus tiidébetegségben.

Ennek megfeleléen Kisérleteink tovabbi fékuszpontja a kondenzatum pH mérésének
bedllitasa, standardizalasa és a metodikdnak tldétranszplantalt betegeken valdé klinikai
vizsgalata volt. Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy (1) a kondenzatum pH mérése
megbizhato, jol reprodukalhatd és konnyen Kivitelezhet6 modszer; (2) a stabil
tldotranszplantélt betegek kondenzatuménak pH-ja és ennek variabilitisa megegyezik az
egészséges nem-transzplantalt emberekével. A pH nem mutatott korrelaciot sem a klasszikus
légzésfunkcids paraméterekkel, sem a kilégzett NO szinttel. A CF miatt operdlt és kilonbdz6
bakteriumokkal kolonizélt betegekben a kondenzatum pH variabilitasa megndvekedett, ami e
betegekben zajlo folyamatos szubklinikai leguati gyulladasa utalhat.

Mindezek az eredmények alapjan a kondenzatum pH mérése igéretes diagnosztikai
eszk0z lehet a jovében a tiido allograftok érinté patoldgias folyamatok felismerésében.

2. altéma: Uj terapias lehetéségek a BOS progresszidjanak csokkentésére.

Kisérleteinket a BOS egy nemzetkozileg elfogadott patkdnymodelljén végeztik. A modell
beallitasa sordn néhany metodikai Ujitast vezettink be. A beéagyazés elétt a fixalt tracheakat
sztereomikroszkép alatt metszettik le. A sztereomikroszkép alatti metszés bevezetése
alapvetéen javitja az eredmények reprodukalhatdsagat, mivel az obliteracio pontos
meghatarozasa csak a tracheara meréleges metszési sikokban lehetséges. Eredményeink
megbizhatosagat tovabb ndvelte, hogy az obliterdcidt és az epithelialis nekrozist nem semi-

quantitativ formaban, hanem morhpometriai szoftver segitségével pontosan kiszamolva,



szazalékosan adtuk meg. A trachea transzplantatumokban az killénb6zé citokinek, ndvekedési

faktorok mRNS expresszidjat real-time PCR segitségével hataroztuk meg.

A donor és a recipiens nemének szerepe a trachea graftok kilokddésére

Munkank soran kimutattuk, hogy sem a donor, sem a recipiens neme nem befolyasolja a
trachea graftokban Kkialakuld obliterativ 1égati betegség kialakuldsat. A szdvettani
eredményekkel egyezéen az IL-2, 1L-10, transforming growth factor (TGF)-B1 és INF-y
citokinek intragraft mMRNS expresszidjaban sem tudtunk nemi kilénbségeket kimutatni.
Eredményeink kilénbdznek a transzplantatum kronikus Kkilokédésének egy masik,
altalunk korabban hasznalt vesetranszplantacios allatmodelljében kimutatottakkal, miszerint a
krénikus kilokédés mechanizmusaban nemi kiilonbozéségek vannak, amelyek - legalabbis
részben - a nemi hormonoknak tulajdonithatok. A nemi hormonok kozill a tesztoszteron és

progeszteron fokozza, mig az 6sztrogének csokkentik a kilokodés progressziojat.

Az ischaemia hat4sa az obliterativ 1équti betegség progresszidjara

Munkéank soran igazoltuk, hogy ebben a transzplantacios allatmodellben még az igen hosszu
hideg ischaemias id6 sem vezet a luminalis obliteratio gyorsabb progresszidjahoz, illetve pro-
fibrotikus novekedési faktorok (TGF-B1) és Thl-es citokinek (IL-2, INF-y) fokozottabb
intragraft mMRNS expressziojahoz. Az ischaemia patogenetikai szerepének hianya azzal
fligghet 6ssze, hogy ebben a modellben az atiltetett trachea graftokban nem revascularizacio,

hanem neovascularizacié torténik.

A renin-angiotenzin és az endothelin rendszer gatldsanak hatasa

Kisérleti eredményeink szerint a renin-angiotenzin rendszer (RAS) gatlasa ACE-
inhibitorokkal (ramipril) és az endothelin rendszer géatlasa receptor antagonistakkal (bosentan)
hasonl6 mértékben csokkentik az obliterativ 1égati betegség kialakuldsat trachea
allograftokban. A két farmakon egyuttes adasa soran az obliterativ folyamat még jobban
visszaszorul. A ramiprillal és a bosentannal kezelt allatokban az intragraft TGF-B1 és platelet-
derived growth factor (PDGF)-A novekedési faktorok mRNS szintje csokkent, mig az IL-2,
IL-10 és INF-y faktorok mRNS expresszidjaban valtozas nem volt. Hasonlo kedvezé hatést
észleltiink a RAS gatlasa soran az AT1 receptor gatlé candesartan alkalmazasaval a kronikus
allograft nephropathia kisérletes allatmodelljében is. Az AT2 receptor blokkoloval vald
kombinalt kezelés additiv hatast nem mutatott. Az apoptotikus sejtek szama és a p53 mMRNS

expresszid az AT1 kezelés mellett csdkkent.



Kiserleteink folytatasaként kimutattuk, hogy a bosentan és a ramipril kombinalt
alkalmazésa gatolja a trachea allograftok kilokédését még olyan esetben is, ha a kezelést nem
a kilokodeési folyamat kezdetén, hanem késébbi idépontban kezdjuk el. A bosentan vagy a
ramipril kesoi alkalmazasa monoterapia formajaban nem volt hatékony. A kombinalt kezelés
csokkentette a TGF-B1 és a PDGF-A és -B novekedési faktor intragraft mRNS expressziojat,
mig az altalunk vizsgalt kemokinek (MCP-1, RANTES, IP-10, MIP-2) intragraft mRNS
expresszidjaban nem talaltunk valtozasokat.

Eredményeink szerint e gyogyszerek, mint az immunszuppressziv terapia kiegészitoi

elemei johetnek szoba a jovoben tlidétranszplantaltak kezelése soran.



