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litések jegyzéke

AU: Tetszb6leges egység (Arbitrary Unit)

BCC: Basalioma (BasoCellular Carcinoma)

BU: Bergmayer egység (Bergmayer Unit)

CAN: Krénikus allograft nefropatia (Chronic Allograft Nephropathy)

CN: Karbamid nitrogén

CNiIs: Calcineurin gétlok (CalciNeurin Inhibitors)

DN: Displasticus naevus

DSC: Differencial pasztazo6 kalorimetria (Differential Scanning Calorimetry)

DTNB: 5,5=-dithiobis-(2-nitrobenzoie sav)

EBPG: European Best Practice Guidelines

GSH: Redukalt glutation

HPV: Human papilloma virus

U: Nemzetkdzi egyseg (International Unit)

KAT: Katalaz

LDH: Laktat dehidrogenéz

LIF: Leukémia gatl6 faktor (Leukemia Inhibitory Factor)

M-CSF: Makrofag koldnia stimulalé faktor (Macrophage Colony
Stimulating Factor)

MDA: Malondialdehid

MM: Melanoma malignum

MPO: Mieloperoxidaz

MMF: Mycophenolat mofetil

MTOR: Mammalian Target Of Rapamycin

NK sejtek: Természetes 0l6sejtek (Natural Killer cells)

nmol/ml Nanomol/milliliter

NMSC.: Non-melanoma bértumor (Non-Melanoma Skin Cancer)

OFRs: Oxigén eredetl szabadgytkok (Oxygen Free Radicals)

PIBF: Progeszteron indukalta gatl6 faktor

(Progesterone Induced Blocking Factor)
PMN: PolyMorphoNuclearis
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Click Hero'io Kovetd Non-Melanoma Bértumorok

1/1 BEVEZETES

Az intenziv kutatdsok és Kklinikai munka hatdsara a transzplantaci6 ma
vilAgszerte rutin eljarasnak tekinthet6. Transzplantaciét kovetéen a tumorok
gyakorisaga a 2-4-szeresére emelkedik az atlag populaciéhoz képest. A malignus
folyamatok kozul a bértumorok incidencija a legnagyobb, tébb mint a 20-szorosa a
normal populaciénak. A transzplantalt betegeknél a leggyakrabban kialakuld
daganatok a b6értumorok. A b6ér ham eredetd non-melanoma daganatainak (Non-
Melanoma Skin Cancer: NMSC) két nagy csoportja ismert: a basocellularis
carcinoma (BasoCellular Carcinoma: BCC) és a squamocellularis carcinoma
(SquamoCellular Carcinoma: SCC). Feln6tt szervatiltetetteknél a NMSC
gyakorisdga -—szovettani tipustél fiiggéen— 10-100-szorosara is emelkedhet a
transzplantaciét kovetbéen. Az atlagosan el6fordul6 BCC/SCC 4:1-es arany
transzplantélt betegekben megfordul. A transzplantaciét kévetd tumorok etiologiaja
multifaktoridlis. A kivaltd tényez6k kozé sorolhatd a tartds immunszupressziv
kezelés, genetikai hattér, viralis infekciok, ultraviola (UV) sugérzas és az id6s életkor.
2002-ben az European Best Practice Guidelines (EBPG) szakért6i csoportja altal
kozzétett iranyelv felhivta a figyelmet a szervétiltetést kovetéen a profilaxis
fontossadgara, melynek alapvet6 modszere a transzplantalt betegek rendszeres
bérgybgyaszati szlirbvizsgalata és a betegek felvilagositasa.

1/2 CELKITUZES
Hazai szakmai protokoll hianyaban az EBPG iranyelveit alapul véve a PTE
AOK Sebészeti Klinika gondozasaban allé vese- és kombinalt vese-hasnyalmirigy

transzplantalt betegeknél rendszeres b6rgyogyaszati szlrbvizsgalat bevezetése, a

rizikotényez6k felmérésének megkezdése és a betegek részletes felvilagositasa.

1/3 BETEGEK ES MODSZEREK

2008 szeptemberétdl prospektiv klinikai vizsgalat keretén belll megkezdtik a
pécsi Sebészeti Klinika Transzplantacios Osztalydnak gondozédsaban allé vese- és
kombinalt vese-hasnyalmirigy transzplantacion atesett betegek rendszeres
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prtetjik. A tumor mentes betegek atlag életkora

49,3 év, a legfiatalabb 12 éves, mig a legidésebb 76 éves volt. Valamennyi betegnél
a teljes testre kiterjedd bé6rgybégyaszati vizsgalat tortént az EBPG ajanlasanak
megfeleléen. A rizikéfaktorok felmérése céljabdl adatlapot toltottink ki.

Statisztikai analizis: Az adatok elemzéséhez leir6 statisztikat (n, atlag, %)
alkalmaztunk. A szignifikanciat a Student t-teszt segitségével hataroztuk meg. A
szignifikans eltérésnek a p<0,05 értéket tekintettiik. A statisztikai analizist a MicroCal
Origin  (ver.6.0) program (Microcal Software, Northampton, MA, USA)

felhasznaldsaval végeztik.

1/4 EREDMENYEK

116 beteg vizsgélata soran 11 betegnél 6sszesen 16 (13,8 %) non-melanoma
bértumort talaltunk. A tumorosok éatlag életkora 60,6 év volt és egyenl6 ardnyban
oszlott meg a férfiak és n6k kdzott. A szdvettani vizsgélat 13 esetben BCC-t (81,25
%), 3 esetben SCC-t (19,75 %) igazolt. A BCC:SCC arényt 4:1-nek talaltuk. A
tumorok lokalizaci6jat tekintve szignifikansan nagyobb szdmban fordult el6 az arc
terlletén (13/16, 81,25 %; p<0,05). A fels6 végtag 12,5 %-ban (2/16), mig a torzs
6,25 %-ban (1/16) volt érintett. A transzplantaciot kbvetd NMSC kialakuldsanak éatlag
ideje 4,1 év, a legrovidebb 1, mig a leghosszabb 10 év volt.

SzignifikAnsan emelkedett volt a non-melanoma bér tumorok megjelenése
azokndl a betegeknél, akiknek életik sordn 2 vagy tbbb napégésik volt. Ez a 11
tumoros betegh6l 10 esetben fordult el6 (10/11, 90,9 %; p<0,05). A jelenleg tumor
mentes 105 beteg kozul 32 (30,4 %) ugy nyilatkozott, hogy élete soran 2 vagy tobb
alkalommal volt napégése. A tumoros betegek 91 %-nak volt szabadtéri munkdja
vagy hobbija és csak 1 beteg hasznalt rendszeresen fényvédd krémet. A nem
tumoros betegek fényvéd6 hasznélata is alacsonynak mondhato, a 105 beteghdl 23
alkalmazza (22 %).

A 11 tumoros beteg kozul 10 szedi a cyclosporint (10/11, 91 %; p<0,05). A
jelenleg b6r tumor mentes betegeknél ez a szam 43 (43/105, 41%). A mycophenolat
mofetil (MMF) szedése megkdzelitéleg azonos aranyu volt a tumoros (82 %) és bér
tumor mentes betegeknél (92 %). A transzplantaltak 80 %-a a m(itétet kdvetéen nem

jart bérgyogyaszati vizsgalaton.
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eknél alkalmazott immunszuppressziv kezelés
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tartds immunhianyos allapotot hoz létre, mellyel nemcsak a fert6z6 agensekkel
szembeni fogékonysag n6, hanem a daganatsejtek felismerése és elimindlasa is
karosodik. A leggyakoribb poszttranszplantacios tumorok a b6rdaganatok.

Az EBPG ajanlasanak megfeleléen végzett bérgydgyaszati szlrbvizsgalatkor
116 beteg vizsgalata sordan 11 betegnél 6sszesen 16 non-melanoma bdértumort
diagnosztizaltunk. Ennek szdvettani vizsgalata 13 esetben BCC-t, 3 esetben SCC-t
igazolt, igy a BCC:SCC aranyt 4:1-nek talaltuk. Ez megfelel az egészséges
populaciéban leirt BCC:SCC aranynak. Tobb kdzlemény azonban a transzplantaciot
kovetéen az emlitett arany megfordulasat irta le. Beteganyagunkban nem
tapasztaltuk az arany megfordulasat. Abou Ayache és munkacsoportja 294 beteget
vizsgaltak és azt taléltak, hogy akiknél monoterapidban alkalmaztak CNI-t, azoknél a
BCC:SCC arany 2:1 volt. Az arany megfordulasat csak akkor észlelték, ha a betegek
kett6s- vagy harmas immunszuppressziv kombinéciot kaptak

A bértumorok lokalizicidéja megfelelt a nem transzplantélt populacidban
el6fordulénak, ennek megfeleléen az arc 81.25%-ban, a fels6é végtag 12,5 %-ban,
mig a torzs 6,25 %-ban volt érintett. Ezek alapjan az egyes testrészek napfény
.Kitettsége”, valamint a bértumorok kialakulasa kozott okozati 6sszefliggés latszik.
Szlrévizsgalatunk alapjan a transzplantaciét koveté bér tumorok kialakulasanak
atlag ideje 4,1 év, mely megfelel a nemzetkdzi adatoknak. Figyelembe kell azonban
vennlink, hogy csak rendszeres szlrévizsgalat esetén tudjuk a transzplantacio és a
»-de novo” bér tumor megjelenése kozott eltelt idét egzaktul meghatérozni.

Ismert, hogy a bdértumorok kialakulasaban kiemelt szerepe van a napfény
expozicibnak és a napfény elleni védelemre nagy hangsulyt kell fektetni a
transzplantacioét kdvetd idészakban is. Eredményeink alapjan azoknal a betegeknél,
akiknél életik soran 2 vagy tobb napégés fordult el§ vagy jelentds napfény
expozicidénak voltak kitéve (szabadtéri munka vagy hobbi) szignifikansan tébb bér
tumort talaltunk. A jelenleg még NMSC mentes betegek 30 %-nak volt élete soran 2
vagy tobbszori napégése, mely jelzi szamunkra a veszélyeztetett betegcsoport
felvilagositasanak fontossagat és a rendszeres szlrévizsgalatokon valé megjelenés
preventiv szerepét. Beteganyagunkban rendkivil alacsony volt a betegek tudatos
védekezése a napfény karos hatasai ellen, akar ruhazat, akar fényvéd6é krémek

hasznéalataval.
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b vizsgélat igazolta, hogy a CNI onkogén

tulajdonsagokkal rendelkeznek, szedésik kapcsan megemelkedik a transzplantalt
betegekben a tumorok el6fordulasanak valészinlisége. A prospektiv vizsgalatok
egyértelmld 0Osszefliggést mutattak a cyclosporin  szedése és a tumorok
kialakuldsanak gyakorisaga kozott.

Vizsgélatunkban kimutattuk, hogy a NMSC el6forduldsa szignifikansan
magasabb a cyclosporint is szed§ betegek kozo6tt. Ennek f6 oka, hogy a cyclosporin
fokozza a daganat progresszibban szerepet jatszd nodvekedési faktorok
termel6dését. Az irodalmi adatok szerint az antiproliferativ hatdsu MMF-el torténé
kezeléskor a bérrak és egyéb szolid tumorok ritkdbban fordulnak el6.

A transzplantalt betegek korében végzett rendszeres bdrgydgyaszati
szlrbBvizsgalat alapvetd fontossdgd a  poszttranszplantaciés  bértumorok
prevencidjdban, diagnosztikajaban és kezelésében. A bdérgyogyaszati vizsgélat
egyszerl és a betegek szaméara nem jar kellemetlenséggel. Szlr6programunkat a
betegek pozitivan fogadtak. Tobb esetben fény derilt évek ota fennalld
bérbetegségekre is (mikdzis, ekcéma, stb.), melyek kezelésével a betegek
kellemetlen panaszoktdl szabadultak meg. A betegek érdekeit szem el6tt tartva
érdemes lenne hazankban is szorosabb egylUttmdkodést kialakitani a

transzplantaciés szakemberek és bérgydgyasz szakorvosok kozott.
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TACIOT KOVETO NON-MELANOMA
XIDATIV STRESSZ VIZSGALATA

2/1 BEVEZETES

Transzplantalt betegekben megnd a NMSC kialakulasanak valdszinlisége. Az

UVA sugéarzas fokozza az oxidativ szabad gyokok (OFRs) képz6dését, amelyek
oxidativ stressz kialakuldsahoz, kulénb6z6 molekuldk (DNS, fehérjék, lipidek)
oxidativ atalakulasdhoz és karcinogenezishez vezethetnek els6sorban az
immunszupprimalt betegek esetében. A transzplantalt betegekben né a bértumorok
kialakuldsanak veszélye az UV sugarzas indukalta helyi és a szisztémas

immunszuppresszio egylttes hatasara.

2/2 CELKITUZES

Célkitlizésunk az volt, hogy a b6rtumoros és a tumor mentes transzplantalt
betegek periférias vérmintaiban meghatarozzuk az oxidativ stressz paramétereket,
annak reményében, hogy 6sszefliggést talaljunk a NMSC kialakulasa és az oxidativ
folyamatok valtozasai kozott.

2/3 BETEGEK ES MODSZEREK

A dolgozat elsé fejezetében leirt, bérgydgyaszati sz(irévizsgalaton atesett 116
transzplantélt betegtdl periférias veérvétel tortént az oxidativ stressz paraméterek
meghatarozasa céljabdl.

Biokémiai mdédszerek

A lipidperoxidacio indirekt markereként ismert malondialdehid (MDA) és az
endogén antioxidans scavenger redukalt glutation (GSH) koncentracidjat a
vérmintakban lipid peroxidaciés kit és glutation kit segitségével hataroztuk meg (Lipid
peroxidation assay kit, Glutathione assay kit; Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) a gyari leirasoknak megfelel6éen. Az eredményeket nanomol/milliliter
(nmol/ml) mértékegységben adtuk meg. A SOD aktivitasanak meghatarozasahoz
Superoxide dismutase assay kit-et hasznaltunk (Calbiochem; Merck KGaA). A kapott
eredményeket nemzetkozi egység/milliliterben (IU/ml) adtuk meg. A plazma -
szulfhidril (—=SH) csoportok els6sorban a plazma fehérjékbdl szarmaznak és az


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

; Your complimentary
— use period has ended.
Thank you for using

t CO m p | ete PDF Complete.

Click Horai pen jatszanak szerepet. Az —SH csoportok

Unlimited Pages

(uh) plazma, 100 pl Ellman reagens (1 mmol/l

DTNB [5,5=-ditiobis-(2-nitrobenzol) sav] metanolban), és 800 pl EDTA-t tartalmazé
Tris puffer keveréket hasznaltunk és 412 nanométeres (nm) hullamhosszisagon
spektrofotometrias vizsgalatot végeztiink. A plazma —SH csoport értékét nmol/ml
egységben hataroztuk meg. A polymorphonuclearis (PMN) leukocitak szabadgyok
termelését teljes vérbdl kemolumineszcens médszerrel hataroztuk meg, amely azon
alapul, hogy a Iluminol reakcioba |ép a szabad gyokokkel. 20 pl EDTA-val
antikoagulalt veért higitottunk (1400 pl Dulbecco médositott Eagle médium keveréke).
30 ul of 3-aminophtalhydrazid hozzaadasat kdovetéen a kivettat azonnal teljes vér
lumi-aggregomeéterbe helyeztiik (Chrono-log Corp, Havertown, Penn). Az igy kapott
vegyllet dsszekeverését kovetben a mérés alatt 37 fokon inkubaltuk. A spontan
szabadgyok meghatarozast kovetéen 50 pl phorbol-12-myristat-13-acetét-ot
fecskendeztink a klvettaba. A maradék fény kibocsajtast bevezettik egy ,chart
rekorderbe”. A szabadgyok képz6dés csucs értékét a rogzitett grafikonbol szamoltuk
ki és az eredményeket Osszehasonlitottuk a betegek fehérvérsejt szaméaval. A
normalis kdzépcsucs érték kevesebb volt, mint 10,9+2,6 tetsz6leges egységekben
(Arbitrary Unit (AU)), mely a standard gorbe alapjan szamitott egység. A plazma
mieloperoxiddz (MPO) koncentracié meghatarozashoz 200 pl plazma és 1 ml kevert
oldat (10,9 ml sodium citrat, 100 pl o-dianisidin, 1 ml viz, 5 pl 0.05% Triton X-100)-ot
hasznaltunk fel. 5 perc 37°C-on tortént inkubaciot kdvetéen 1 ml 35% perklor savat
adtunk hozza és 2500/perc fordulaton 10 percig centrifugaltuk, majd 560 nm-es
hulldmhosszon végeztik a vizsgalatot. A normal érték kevesebb, mint 0,41+0,1
Bergmayer egység/milliliter (Bergmayer Unit/ml: BU/ml). A katalaz enzim a hidrogén-
peroxidot vizzé és oxigénné alakitja, ezaltal védelmet képez a méasodlagosan
képz6d6 toxikus metabolitok ellen. Aktivitasat teljes vérbdl hataroztuk meg Aebi
modszere szerint. A normal érték 1931+72 BU/m.

Statisztikai analizis: A szignifikanciat a Student t-teszt segitségével hataroztuk
meg. A szignifikans eltérésnek a p<0,05 értéket tekintettilk. A statisztikai analizist a
MicroCal Origin (ver.6.0) program (Microcal Software, Northampton, MA, USA)

felhasznaldsaval végeztik.
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pja szignifikhnsan magasabb volt mind a tumor

mentes, mind a tumoros transzplantalt betegekben az egészséges kontroll
csoporthoz viszonyitva. Tovabbi szignifikans eltérés volt kimutathatd a NMSC és a
NMSC mentes betegek eredményei kozoétt (p<0,05). A hemolizatumban mért MDA
szint NMSC betegek esetében szignifikdns emelkedést mutatott mind a kontroll, mind
a tumor mentes betegekhez képest. A PMN leukocitak altal termelt MPO aktivitdsa
emelkedett értéket mutatott valamennyi transzplantalt betegnél. Ez az emelkedés
szignifikans értékd volt mind a kontroll csoporthoz viszonyitva, illetve tovabbi
szignifikans emelkedést mértiink a NMSC csoportnal a NMSC mentesekhez képest.
Az antioxidans scavenger kataldz aktivitAsa a vérben a kontroll értékhez képest
szignifikdnsan emelkedett a NMSC mentes és a NMSC csoportokban is. Tovabbi
szignifikans eltérés volt a tumoros és tumor mentes csoportok kozoétt (p<0,05). A
SOD aktivitdsa enyhe csokkenést mutatott a vérben, de szignifikans eltérés nem volt.
A PMN leukocitdk OFRs termelése szignifikdansan emelkedett volt a tumoros
csoportban, 6sszehasonlitva a nem tumoros és egészséges csoportokkal (p<0,05).

2/5 MEGBESZELES

Transzplantalt betegekben a gydgyszer kivaltotta immunszuppresszio jelentés
faktor a bértumorok kialakulasaban az atlag populacidhoz viszonyitva. Azonban nem
az immunszuppresszid az egyediuli tényez6 a tumorok gyakorisdganak
novekedésében. FOként a jelentds napfény expozicioju orszadgok klinikai vizsgalati
eredményei hivjak fel a figyelmet arra, hogy az UV fény indukalta oxidativ stressz
folyamatok és az immunszuppresszié egyittes prediszponald tényez6k a bér
tumorok kialakuldsaban.

Vizsgélataink soran a tumoros betegek vérében mind a lipid peroxidacio
indirekt markereként ismert MDA koncentracidja, mind a PMN leukocitak indukalt
OFRs termelése szignifikAnsan emelkedett volt az egészséges kontroll csoporthoz
€s a tumor mentes betegekhez viszonyitva. A lipid peroxidaci6 emelkedése
feltehet6en nem az egyetlen kivalté ok az UV indukalta foto karcinogenezisben, de
azzal szoros Osszeflggést mutat. Human keratinocitdkban UV sugérzds hatasara
megnd a xantin-oxidaz aktivitdsa, amely az OFRs képz6dés fokozédasdhoz vezet,
ezdltal a DNS, a fehérjék és membran lipid komponenseinek karosodasat idézi eld. A
lipid peroxidacié prosztaglandinok segitségével gyulladast idéz el a bérben, amely

10
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tanak ki, amelyek a NMSC, els6sorban a SCC

kialakuldsadhoz vezethetnek.

Az OFRs termelés fokozodasat és a gyulladasos kaszkad aktivalddasat
bizonyitja a PMN leukociték altal termelt MPO aktivitasdnak szignifikans emelkedése
valamennyi vizsgalt transzplantdlt betegben. A GSH és -SH csoportok
koncentracidja szignifikansan csokkent a tumoros betegekben, jelezve a fokozott
gyoktermelésb6l szarmazé felhasznalddasukat. Ezzel szemben szignifikdnsan
emelkedett katalaz aktivitast tapasztaltunk a tumoros betegeknél.

Eredményeink szerint a PMN leukocitak fokozott aktivitAsaval 6sszefliggd
emelkedett OFRs termelés és MPO aktivitds, valamint ezek folyamatos
neutralizaladsa miatt csokkent endogén scavenger és antioxidans kapacitas vezet az
oxidativ folyamatok fokozédaséhoz. A tartds és gyulladasos folyamatokat aktivalo UV
sugarzas gyengiti a szervezet antioxidans védelmi funkcidit, megndvelve a
szabadgyokok koncentracidjat, ezaltal sebezhetévé téve a bért a kilonféle
behatasokra.

Osszefoglalva elmondhat6, hogy vizsgéalataink igazoltak a pro- és antioxidans
statusz egyensulynak megbomlésat transzplantalt betegekben. Tobb paraméter
esetében is tovabbi szignifikans kilonbségeket talaltunk a tumoros betegek és a még
tumor mentes betegek kozott, jelezve, hogy a bértumorok kialakuldsaban az UV
indukalta oxidativ stressz kialakulasanak jelentés szerepe van.
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\LTOZASA SZERVTRANSZPLANTALT

BETEGEKBEN

3/1 BEVEZETES

Végstadiuml veseelégtelenségben a szervtranszplantacié széles korben
elterjedt beavatkozas Vvildgszerte. A Dbelltetett szerv kilokédése veszélyes
szovédménye a transzplantaciénak, a graft rejekcidojanak elbrejelzése fontos
szerepet jatszik a transzplantalt szerv tulélése szempontjabdl. Napjainkban a graftok
késdi elvesztésének legfontosabb oka a kardiovaszkularis halalozast kévetéen a
kronikus allograft nefropatia (Chronic Allograft Nephropathia: CAN).

Annak ellenére, hogy az utébbi évtizedben az akut rejekciok szama
Iényegesen csokkent, a kronikus allograft diszfunkcid a transzplantacié kulcskérdése
maradt. A kronikus rejekcido a vezetd oka a graftok késéi elvesztésének, amely
immunoldgiai és nem immunoldgiai faktorok kozott végbemend interakciok
kovetkezménye. Ebben a folyamatban a f6 immunologiai faktorok a természetes
Ol6sejtek (Natural Killer (NK) sejtek), amelyek citokinek szekréciéjan keresztil
jatszanak szerepet a T és B sejtek medidlta graft rejekcidkban.

Az NK sejtek kozponti szerepet jatszanak nem csak a transzplantacids
immunoldgiai folyamatokban, de a terhességi immunolégiaban is. Vizsgéalatok szerint
a n6éknek azon csoportjdban, akiknél rendszeresen visszatérd idiopatids abortusz,
vagy implantaciés képtelenség fordult el6, fokozott NK sejt aktivitds volt
megfigyelhet6. A progeszteron fontos szerepet jatszik a terhesség létrejtte és
kimenetele szempontjabdl, mind az endokrin, mind az immunolégiai folyamatokon
keresztul. A progeszteron immunolégiai hatasainak medidlasaban a progeszteron-
indukdlta blokkol6 faktor (PIBF) nev(i fehérje jatszik fontos szerepet. Egerekben a
PIBF nélkilozhetetlen a sikeres terhességhez, amely “terhesség-védd” hatasat a
fehérje az NK sejt gatldé hatasan keresztil éri el. A PIBF koncentracidja a terhes nok
vizeletében szoros 6sszefiiggést mutat a terhesség pozitiv, vagy negativ kimenetele
szempontjabdl.

Immunolégiai folyamatok vizsgalatai arra utalnak, hogy a graft kilék6désében
hasonlé mechanizmusok jatszhatnak szerepet, mint terhes ndékben, visszatérd

spontan abortuszok esetében. Feltételezésink szerint a transzplantalt szervek
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3/2 CELKITUZES
Kutatdsunk célja az volt, hogy transzplantalt betegek vizeletében
megvizsgaljuk a PIBF koncentraciét, azokban a betegekben, akiknél el6fordult, és

akiknél nem fordult el6 rejekcid a szervatiltetést kbvetben.

3/3 BETEGEK ES MODSZEREK

Vizsgalatunkba 116 beteget vontunk be (70 férfi és 46 ng; atlag életkor: 49,3
év) akiknél vese-, valamint kombinalt hasnyélmirigy-vese transzplanticié tortént.
Adatokat gydjtottink a transzplantacio idejérél, a vesebetegség kezdetérdl, az
alkalmazott immunszuppressziv kezelésr6l és a rejekcio el6fordulasardl, illetve
idejérdl. A vesebetegség kezdetétdl eltelt atlag id6 12,3 év, a szervtranszplantaciétol
eltelt atlag id6 3,46 év, a rejekciotdl eltelt atlag id6tartam 1,75 év volt. A betegektdl
vett vizeletmintakban hataroztuk meg a PIBF koncentraciét. A betegeket egyenld
szadmu csoportokra osztottuk annak megfelel6éen, hogy anamnézisikben eléfordult -e
rejekcio, mennyi volt aktualisan a szérum kreatinin (CN) és a karbamid koncentracio
(normél és emelkedett értékek). A rutin vérvizsgalatokat a PTE KK Kdzponti
Laboratoriumdban végeztik. A szérum CN koncentraciot 180 és 350 pymol/l, a
karbamid koncentraciot pedig 2 és 9 mmol/l kdzott vettik “normal” értéklinek.

Biokémiai mdédszerek

A vizeletben a PIBF koncentraciojat ELISA mddszerrel hataroztuk meg az
aldbbiak szerint. A vizeletmintakat egy éjszakén at 4°C-on inkubaltuk. 1. lemez: 98-
lyuka mikrotiter lemez, mely anti-humén 48-kDa rekombinans PIBF IgG-t tartalmaz
50 mmol pufferben. 2. lemez: 98-lyuku mikrotiter lemez, mely 48-kDa rekombinans
PIBF-et tartaimaz 0.5 mol Tris pufferben. A standard gorbe felvételéhez a
rekombinans puffert inkubaltuk standard mennyiségl biotin-jelolt antirekombinans
PIBF 1gG-vel (400 ng) 60 percig 37°C-on. A vizeletmintdkat 1:2,5 és 1:5 ardnyban
higitottuk és 400 ng biotin-jel6lt antirekombinans PIBF IgG-vel inkubaltuk 0.5 mol
PBS-ben 60 percig 37°C-on mielbtt hozzaadtuk volna az ELISA 1. lemezhez. A 2.
lemez nem-specifikus két6helyein torténd 1 6ras inkubacié utédn géatoltuk a folyamatot
(PBS-Tween: 200 ml 0.1% BSA és 0.5% zselatin). Az inkubacios lépés utan 100 ml
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omszori mosésa (PBS-Tween) utan hozzaadtunk

100 ml 1:1000 higitdst HRPO (horse radish peroxidase)-konjugant Streptavidint (AP
Hungary Ltd., Budapest). Majd hozzaadtuk a szubsztratot (OPD: orthophenylene-
diamine; Sigma, Hungary) és 495 nm-en mértik a koncentraciot. Az eredményeket
ng/ml-ben hataroztuk meg.

Statisztikai analizis: a szignifikanciat a Student t-teszt segitségével hataroztuk
meg. A szignifikans eltérésnek a p<0,05 értéket tekintettik.

3/4 EREDMENYEK

Vizsgélataink soradn azt talaltuk, hogy a PIBF koncentraciéja szignifikansan
alacsonyabb volt azon betegek vizeletében, akiknél korabban el6fordult egy vagy
tobb rejekciés epizdd, 6sszehasonlitva azon betegek vizeletével, akiknél nem volt
rejekcio6 az anamnézisben (22,7+1,2 ng/ml vs., 31,8£2,2 ng/ml) (p<0,01). A
csokkeneés a rejekciok szamatol és a betegek nemétél fliggetlen volt.

Tovabba, a PIBF koncentracidja szignifikansan alacsonyabb volt azoknal a
betegeknél is, akiknek a vérében a kreatinin (PIBF: 27,2+1,4 ng/ml) és a karbamid
nitrogén (PIBF: 38,1+2 ng/ml) szint emelkedését észleltiik (p<0,05).

A PIBF koncentracio az emelkedett, valamint a csokkent szérum karbamid
nitrogén szinttel is 6sszefliggést mutatott (20,4+1,5 ng/ml és 33,1+2,2 ng/ml; p<0,01).

3/5 MEGBESZELES

Az egyre hatékonyabb és modernebb immunszuppressziv gyogyszeres
kezelések ellenére a transzplantalt vese kés6i elvesztése a recipiensek
gondozasanak f6 problémaja maradt. Tovabbra is a graft diszfunkcié és rejekcio
diagnosztizalasanak “gold standard’-ja a vesefunkcié monitorozasa és az atlltetett
szerv biopsziaja, valamint szovettani kiértékelése. Napjainkban a CAN és a kilokddés
korai diagnosztizadlasahoz felhasznalhaté markerek meghatarozasa az egyik f6
kutatasi cél a transzplantalt szervek tulélésének javitasa céljabdl.

A PIBF tobb mechanizmuson keresztil fejti ki hatdsat. Az NK aktivitas fontos
szerepet jatszik a terhesség lefolydsaban. Vizsgélatok kimutattak, hogy egerekben
hatranyos hatasai vannak a terhesség folyamataban, amelyek spontan abortuszhoz
vezetnek. Human vizsgalatok is megerésitették, hogy az emelkedett NK sejtaktivitas

“ sz
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nességek esetén az NK emelkedett aktivitdsa

figyelhet6 meg. Szadmos kutatds igazolta, hogy a PIBF a periférids vérben gétolja az
NK sejt aktivitdsat. A PIBF sejten bellli koncentracidjanak véltoztatasa in vitro az NK
sejtek aktivitasanak megvaltozasadhoz vezet. A PIBF csokkenti az NK sejtek artalmas
hatasat terhesekben is. A PIBF termelés karakterisztikus jellemzéje a normal
terhességnek, amely koncentréciojanak csokkenése veszélyeztetett terhességre utal.
Egerekben anti-PIBF antitesttel semlegesitett endogén PIBF 70 %-al cstkkentette az
életképes magzatok szamat, amely a Iép emelkedett NK aktivitasaval volt
Oszefliggésben. Szamos publikacidé igazolta az NK sejtek szerepét az
immunrendszer  T-sejt valasz  folyamatainak  exacerbéaciéjaban, amely
szervtranszplantaciét kovetd rejekciohoz vezethet. Az NK sejtek kdzponti szerepet
jadtszanak mind a spontdn abortuszokban, mind a szerv rejekcibban. A
transzplantaciés és terhességi immunoldgia hatasmechanizmusat figyelembe véve
bizonyos analdgia figyelhet6 meg a graft rejekciok és a visszatéré abortuszok kdzott.

Vizsgélatunk els6ként foglalkozott transzplantalt betegek vizeletében
bekovetkez6 PIBF szint valtozasaval, valamint a PIBF koncentracio csokkenése és a
graft rejekcio 0Osszefiiggésével. Kimutattuk, hogy a PIBF koncentracié csokken
azoknak a transzplantalt betegeknek a vizeletében, akiknél korabban graft rejekcio
fordult el6. Kutatdsunkban szoros negativ korrelaciot talaltunk a vizelet PIBF
koncentracidja, a graft rejekcid, valamint a kreatinin és a karbamid-nitrogén vérszintje
kozoétt. Annak ellenére, hogy a vizelet vizsgélata kézenfekvé vélasztasnak tlinik a
vese immunoldgiai folyamatainak nyomon kovetésére, az irodalomban kevés kutatas
foglalkozik e tényez6k meghatarozasaval. Korabbi terhes allatmodell vizsgalatok
bizonyitottdk, hogy az NK sejtek egyik f6 mechanizmusdban -a célsejtek
elpusztitdsaban- perforin és szerin-észteraz tartalmd granulatumok vesznek részt.
PIBF jelenlétében az aktivalt NK sejtek képtelenek perforint kibocsajtani az
elraktarozott granulatumokbdl, és ennek kovetkeztében a célsejtek lizisét sem tudjak

elvégezni.
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ALIGNUMOS BETEGEKBEN

4/1 BEVEZETES

A bértumorok egyik tipusa a melanoma malignum (MM), amely incidencidja

évrél-évre novekszik a vilagos bérl atlag populacidban. A betegek progndzisat
dontéen befolyasolja a korai, vékony tumorok felismerése, valamint kezelése. A MM
kialakulasaért kuls6é és bels6 faktorok egyittesen tehet6k feleléssé. A tumor
kialakuldsaban szerepet jatszik a bérszin, a sz6ke-, vorés hajszin, a diszplasztikus,
illetve  nagyméretd  kongenitdlis  anyajegyek, xeroderma  pigmentosum,
immunszupprimalt allapot, kémiai hatasok, a krénikus napfény expozicio,
gyermekkori, tdbbszoros, sulyos, holyagos leégések, valamint genetikai faktorok.

A melanoma kezlése magaban foglalja a sebészi eltavolitast és az adjuvans
terapiadkat (kemo-, radio-, immuno terapia). A klinikopatolégiai staddiumbeosztast tébb
tényezd befolyasolja (Breslow, Clark, sentinel pozitivitas, ulceracié megléte vagy
hianya, mitotikus index, regionalis vagy tavoli attétek jelenléte, stb.). A kutatasok
ellenére jelenleg is a MM korai felismerése a legfontosabb tényez6 a betegek
eredményes kezelése és a tulélés szempontjabdl. El6érehaladott esetekben a
betegek tulélési esélyei jelentdsen cstkkennek.

Napjainkban az ismert vizsgalati modszerek mellett U kutatasi irAnyvonalak
szikségesek, annak érdekében, hogy a korai stadiumban felismerhet6ek,
diagnosztizalhatoak legyenek ezek a tumorok. A differenciél pasztdz6 kalorimetrias
(Differential Scanning Calorimetry: DSC) vizsgalat egy Uj diagnosztikus eljaras lehet
a tumorok észlelésében és nyomon kdvetésében.

A DSC egy termoanalitikai mdédszer, amely alkalmas biolégiai molekuldkban
végbemend kismértékli hé6mérsékletvaltozasok észlelésére €s nyomon kovetésére.
H6 hatdsara az anyagokban kilonféle fizikai és kémiai atalakuldsok mennek végbe.
Az &talakulas hémérséklete az anyagra jellemzd. A DSC lehet6séget teremt arra,
hogy strukturdlis valtozasokat detektaljunk nem csak fizikai, hanem in vivo és in vitro
bioldgiai rendszerekben is. A biologiai molekulék felfutése kdzben kapott h6aramot a
hémérséklet fliggvényében abradzolva kapjuk meg a vizsgalt anyag egyedi
termogramjat. Az igy kapott DSC termogram alapjan kilonbséget lehet tenni a
normalis és azon biolégiai mintak kdzott, amelyekben pathomorfoldgiai elvaltozasok
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p strukturalis elvaltozasok vizsgalatara nem csak

allatkisérletes modellekben, hanem a human ortopédiai, traumatoldgiai, sebészi és

onkoldégiai vizsgalatokban.

4/2 CELKITUZES
Célunk volt, hogy DSC modszerrel detektéljuk a vérplazma komponenseket
olyan melanoméas betegekben, akiknek volt, illetve akiknek nem volt helyi

nyirokcsomo érintettsége, valamint tvoli attéte.

4/3 BETEGEK ES MODSZEREK

Vizsgélatainkba 36 beteget vontunk be (25 férfi; 11 ng; atlag életkor: 63,7 év),
akiknél szovettani vizsgalattal igazol6dott MM. A szdvettani eredmény alapjan a
tumor vastagsagot (Breslow: 0,5-8,3 mm, atlag vastagsag: 3,03 mm), az invazivitast
(Clark: 11, 1, 1V), a regiondlis nyirokcsomé érintettséget, valamint a tavoli attétek
jelenlétét vizsgaltuk betegeinknél. Regionalis nyirokcsomd 8 esetben volt érintett.

Tavoli attét (tidb, maj) 5 esetben igazolddott.

DSC analizis

Kozvetlenil a MM mitétet megel6z6en periférias vérvétel tortént a
betegeknél, amelyet kovetéen plazma komponenseket vizsgaltunk SETARAM Micro
DSC-II kaloriméterrel. Az 6sszes vizsgalati anyagon a méréseinket 0 és 100°C kozott
végeztik. A felf(ités Uteme 0.3 K volt percenként valamennyi esetben. A referencia
mintaként fiziolégids sooldatot (0,9% NaCl) alkalmaztunk. A mintdk tomegét
kiegyenlitettik (£0,1 mg). Tovabbi korrekciokra nem volt sziikség a hékapacitas
tekintetében a két minta kozoétt. A denaturalt minta ismételt felf(itését kivontuk az
eredeti DSC gorbébdl (alapvonal korrekcio).

Statisztikai analizisnek Student t-tesztet hasznaltunk. Az eredményeket

kozépértékben adtuk meg. Szignifikans eltérés: p<0,05.
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DSC mddszerrel vizsgaltuk, amely soran két

kilonb6z6 hémérsékleti csucsot észleltiink a denaturécié eredményeképpen. Az elsd
csucs (ezt 56 °C-nal észleltik (Tmi1)) nem mutatott 6sszefliggést a Breslow és Clark
beosztassal, nyirokcsomo érintettséggel és a tavoli attétekkel, hasonl6 volt a kontroll
csoportnal végzett vizsgalatokhoz. A masodik csucs (Tn) és az entalpia
Osszefliggést mutatott a tumor vastagsadggal a 1.1 mm-t6l 85 mm-ig tartd
tartomanyban. A vizsgalat hasonl6 eredményekhez vezetett a Clark II-IV-es
betegekné, a regionalis nyirokcsomo6 érintettségnél, valamint a tavoli attétek

esetében is.

4/5 MEGBESZELES

A MM incidencidja vilagszerte folyamatosan noévekszik. A tumor Kkorai
diagnosztizalasa és kezelése alapvetd fontossagu a betegség kimenetele, a betegek
tulélése szempontjdbdl. A diagnosztikus eszkdzok gyors fejlédése ellenére a korai
MM felismerésében a dermatoszkopos vizsgalat tovabbra is alapvetd fontossagu. Az
orvostudomanyban széles kdrben alkalmazasra kerulé modern technikai eszkdzok a
betegségek diagnosztizaldsaban és kezelésében is egyre nagyobb jelent6séggel
birnak. A CT, MRI és PET-CT vizsgéalatok segitségével a MM-ban jelentkezd attétek
megjelenését koradbban, nagyobb pontossaggal lehet meghatarozni. Mindezen
eredmények ellenére a MM korai diagnosztizalasanak, kialakulasuk-, névekedésuk-,
terjedésik pathomechanizmusanak pontosabb megismerése érdekében a ,régi”
vizsgalati mobdszerek pontositasara, valamint (j diagnosztikus eljarasok
bevezetésére van sziikség.

A differencial pasztazdé kalorimetria a biomakromolekuldk termodinamikai
tulajdonsagainak vizsgalatara alkalmas mobdszer. Ezek a paraméterek a
biomolekulakra specifikusak. A vérplazma DSC analizise sordn a betegségekre
specifikus szignifikans véltozasok jellemzbek, amelyek feltételezhetéen nem a f6
plazma proteinek koncentracié valtozasatol, hanem a kis molekulak vagy a peptidek
és a fehérjék kozti interakcioktdl figgnek. Mindegyik termogram egy meghatérozott
betegségre specifikus jellegzetes karakterisztikaju és termoanalitikailag mennyiségi
meghatarozast tesz lehetévé a gorbét jellemzé paraméterekkel: &tmeneti
hémérséklet (Tm), kalorimetrias entalpiavaltozas (AH).

Vizsgélataink sordn MM esetében sikerilt szoros korrel4cidét kimutatni a
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metasztazisok kozoétt. A DSC termogram MM-0s

betegekben a huméan plazma komponensek vizsgalatdn keresztil patomorfolégiai
valtozasokra utal. Az eredmények magyarazatara tovabbi kutatasok sziikségesek, de
vizsgalatunk bebizonyitotta, hogy a DSC alkalmazasa egy hasznalhatd, Uj eszkoz
lehet a MM korai diagnosztizalasaban, valamint a betegek hosszu tavi nyomon

kovetésében.
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1. Az eurOpai ajanldsoknak megfeleléen, Magyarorszagon els6ként vezettiink be
bérgyogyaszati szlirévizsgalatot szervtranszplantalt betegeknél. Tovabba els6ként
hivtuk fel a figyelmet arra, hogy a transzplantaciés szakemberek és a bérgydgyasz
szakorvosok  kozti egyuttmdkodésnek  egyértelmlen hazénkban is van

Iétjogosultsaga.

2. Vizsgalataink igazoltak a pro- és antioxidans statusz egyensulynak megbomlasat a
transzplantalt betegekben. A vizsgalt paraméterek tekintetében szignifikans
kulonbségeket taldltunk a tumoros betegek és a tumor mentes betegek kozott.
Eredmények alapjan elmondhatd, hogy a bdér tumorok kialakuldsdban az UV
indukdlta oxidativ stressz kialakuldsanak jelentds szerepe van, kilénoésen érintettek
ebben a transzplantalt betegek.

3. Elsbékent vizsgaltuk a transzplantélt betegek vizeletében bekovetkezd PIBF
szintjének valtozasait, valamint a PIBF koncentracié csokkenése és a graft rejekcid
Osszefliggését. Vizsgalatunk kimutatta, hogy a PIBF koncentracié cstkken azoknak
a transzplantalt betegeknek a vizeletében, akiknél kordbban graft rejekcié fordult eld.
Kutatdsunkban szoros negativ korrelaciét talaltunk a vizelet PIBF koncentrécidja, a
graft rejekcidja, valamint a vér kreatinin és a karbamid-nitrogén vérszintje kodzott.
Ezzel els6ként igazoltuk, hogy a PIBF szintje fontos szerepet jatszhat a graftok
tulélése vagy kilok6dése szempontjabdl. Vizsgalatunk felveti annak a lehetfségeét,
hogy a PIBF koncentracidjanak meghatarozasa a transzplantalt betegek vizeletében

a késl6bbiekben diagnosztikus, prognosztikai eljaras lehessen a korai graft rejekcio
felismerése céljabal.

4. Vizsgélataink soran MM esetében els6ként sikerllt szoros korrelaciét kimutatni a
termikus valtozasok, valamint a tumor vastagsag, a helyi tumor invazio, a regionalis
nyirokcsomo érintettség és a tavoli metasztdzisok kozoétt. Eredményeink felvetik
annak a lehet8ségét, hogy az altalunk alkalmazott DSC, mint vizsgalati médszer
alkalmas lehet a MM korai felismerésére, az attétek jelenlétének igazolasara,

valamint a betegség nyomon kovetésére.
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