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1. BEVEZETES

Miar az Okori gordogok is {irtak le splenectomidt a maldria miatt
megnagyobbodott, akir 10 kg-ot is elérd 1ép miatt. Az elsé autentikus electiv
1épeltavolitas Zaccarello nevéhez flzdodik 1549-bdl. Késobb a 1épeltavolitis
széleskorll rutinnd valt, mivel a 1épet funkci6 nélkiili szervnek tartottdk. Ezt a
szemléletet 1952-ben dontotte meg King €és Schumacher, akik leirtak az
,soverwhelming postsplenectomy infection” syndrome-ot (OPSI-syndroma), a
lépeltavolitas utdni, uralhatatlan sepsis korképét Ot gyermeken, akiknél
congenitalis haemolyticus anaemia miatt végeztek 1€peltavolitast életiik elsd hat
honapjan beliil.

Mira a sebészek szemléletében a 1€p teljes vagy részleges megtartasanak,
illetve megmentésének igénye Kkeriilt eldtérbe. Kis sériilések, illetve a
segmentumok anatémiai hataraival parhuzamos sériilések estén a konzervativ
tergpia 1s eredményes lehet. Az operaciok alkalméval felfedezett kisebb
sériilések esetén ,nyolcas” vagy ,matrac” Oltést haszndlnak a Iépsériilés
ellatasdra. Emellett szovetragasztot és bioplasztot is alkalmaznak a kis-kdzepes
sériilésnél. Nagyobb sériilésekkor lehetdség nyilik a részleges lépresectiora,
illetve a 1ép héloval torténd koriilvarrdsara is.

Természetesen vannak olyan esetek is, amikor a 1ép nem menthetd meg -a
splenectomiéat el kell végezni- és az ilyen helyzetek megoldisara jelent meg a
1épszdvet visszaiiltetésének, a 1ép-autotransplantationak az igénye. Az
autotransplantatio bevezetésére az a régi felismerés adta az Otletet, hogy a
sulyos, roncsold 1épsériilést kovetden a 1€pszovet spontidn, heterotop
autotransplantalodasat figyelték meg a csepleszen, illetve a hasiiregben a
hashartyan. Ez a ,,splenosis” jelensége. Az autotransplantatiora tobb moddszerrel

is kisérleteztek, de a klinikai gyakorlatba kevés keriilt at.



Furka és munkatédrsai 1989-ben irtak le az autotransplantatio ,Jépkotény”
technik4jat kutyan, amivel a 1€p kis, vékony szeleteit (koriilbeliil 2-3 mm vastag
2x3cm kiterjedésii szeletkéket, az eredeti 1éptomeg kb. 10-15 %-at) iiltették
vissza a cseplesz rétegei kozé. Ezaltal azok biztosan a helyiikon maradtak,
nagyobb feliileten kaptak tipanyagot, valamint igy az 0sszendvések kialakuldsa
is elkertilhetd volt. Ezt a modszert a klinikumban Debrecenben alkalmaztak
el0sz0r, mara kozel kétszaz, orszagosan pedig mintegy haromszaz betegnél.

Miké €s mtsai 2001-ben sikeresen adaptaltdk a l€p-autotransplantatio
médszerét egerekre is. Igy lehetdség nyilt a lép-autotransplantatiot kivetd

morphologiai és funkcionélis eltérések inbred egereken torténd vizsgdlatara is.

2. CELKITUZESEK

Munkéankban célul tliztiik ki, hogy a Furka-féle 1ép-autotransplantatios
kutya modellnek, a Sebészeti Miitéttani Tanszék munkatarsai altal beltenyésztett
egerekre sikeresen adaptalt modszerének alkalmazasaval kisérleti adatokat
gyljtsiink a lép-autotransplantatiot kovetd, a peripherids vérben kimutathato
haematologiai és immunoldgiai valtozasokrol.

A Balb/ c egereken végzett kisérletekben l1ép-autotransplantatiot kovetden a
2., és 8. postoperativ honapban, megfeleld ép- és aloperalt kontrollokhoz,
valamint splenectomizalt 4allatokhoz viszonyitva az aldbbi laboratériumi
vizsgalatokat terveztiik elvégezni:
1. A peripherids vér alakos elemeinek szdmban és eloszlasban tOrténd
valtozdsainak mérése.
2. A lymphocyta alcsoportok sejtszdmainak-, €s aranyainak kovetése.
3. A szérumfehérjék -immunglobulinok, complement faktorok- szintjében
torténd véltozdsok mérése.

4. A peripherids vér phagocyta aktivitdsanak vizsgalata.



5. Fénymikroszképos vizsgdlatokkal a 1ép autotransplantatumok komplex,
szovettani elemzése a hagyomanyos haematoxylin-eosin szovettani
festésmoddal €s immunhistologiai reakciok dltal sejttipus-szelektiv jelolési
modok segitségével ép- €s Adloperdlt kontroll 4llatok 1€pszdvetéhez

viszonyitva azokat.

3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A Kkisérletek koriilményei

Kisérleteinket 0sszesen 126 darab, 23-26 gramm stlyd mindkét nembdl
kozel egyenld ardnyban szarmazé Balb/c egéren végeztiik, operal6 mikroszkop
segitségével. A mutéteket két honapos egereken hajtottuk végre. Az dllatokat a
tervezett mérések eldtt kettd, illetve nyolc honappal operdltuk meg, azért, hogy a
laboratériumi vizsgilatokhoz a mintavételek €s a mérések egy iddben,
parhuzamosan torténhessenek. Ez azt jelenti, hogy az 0Osszehasonlito
laboratoriumi vizsgélatok idején a vizsgalt allatok egyik csoportja négy, a masik
pedig tiz honapos volt.

Ezen egerekbol 96 allaton torténtek a haematologiai, az immunoldgiai- €s
a serologiai vizsgalatok, tovabbi 30 dallatb6l a haematoxilin-eosin festéses

szOvettani-, €s az immunhistologiai vizsgélatok.

3.2. Sebészi beavatkozasok és Kisérleti allatcsoportok

Az 4llatokat intraperitonealisan adott, 35 mg/kg ddzisi pentobarbitallal
(pentobarbital-Na, Phylaxia Sanofi Ltd., Magyarorszag) altattuk. Operalo
mikroszkOp alatt 16x-os, valamint 40x-es nagyitassal torténtek a beavatkozasok.
A mitéteket tiszta, de nem steril koriilmények kozott végeztiik, antibiotikumot

nem hasznaltunk.



Az allatokat miutéttechnikai szempontbdl négy, kozel egyenld csoportra
osztottuk:

A) Ep kontroll csoport (K): sem mutéti beavatkozas, sem altatis nem tortént.

B), Aloperdlt” kontroll csoport (AL): a hasiireg megnyitdsa, a 1ép
eloemelése, majd visszahelyezése, illetve két rétegli hasfalzars tortént.

C) Splenectomizdlt (lépeltdvolitott) csoport (SE): a hasiireg megnyitdsa utan
a lépet eldemeltikk, és a léparteridk lekotése és atvdgasa utdn
eltavolitottuk a I€pet, majd a hasiireget két rétegben zartuk.

D) Autotransplantdlt csoport (AU): a haslireg megnyitasa utin a lépet
eloemeltiik, és a léparteridk lekotése utan a 1épet eltavolitottuk. Az
eltavolitott 1épbdl szobahdmérsékletli Ringer-laktat oldatban 5 darab,
koriilbeliil 2x2x2 mm nagysagu 1épdarabkat metszettiink, ami az eredeti
1éptomeg  koriilbeliil 10-15%-at jelentette. Ezeket a darabkdkat a
csepleszben létrehozott ,.fészkekbe” helyeztiikk. A ,,fészkek” fonallal

torténd zardsa utan a hastireget két rétegben zartuk.

A négy miitéti tipust és a két postoperativ vizsgalati idopontot figyelembe véve
az alabbi kisérleti csoportok jottek 1étre:
A muitét utdni két honapos csoportok és jelolésiik:
1. csoport - €p kontroll (K-2)
2. csoport - dloperalt kontroll (AL-2)
3. csoport - splenectomia (SE-2)
4. csoport - autotransplantatio (AU-2)
A muitét utdni nyolc hénapos csoportok és jelolésiik:
5. csoport - ép kontroll (K-8)
6. csoport - dloperalt kontroll (AL-8)
7. csoport - splenectomia SE-8)
8. csoport - autotransplantatio (AU-8)



3.3. Makroszkopos vizsgalatok

A makroszkopos vizsgélatokkal célunk az autotransplantalt 1épdarabkdk
megtapadasdnak és az Oket taplalo érrendszer kialakuldsdnak igazoldsa volt. A
megtapadt 1ép-autotransplantatumokat a hozzdjuk vezetd erekkel operald
mikroszkodp alatt is megvizsgaltuk.

Ha a mintavételnél mégis taldltunk olyan autotransplantélt dllatot, amiben
nem tapadt meg mind az Ot lépdarabka, ezen dallatokbdl a laboratériumi

méréseket nem végeztiik el.

3.4. Laboratoriumi méromodszerek

A laboratoriumi méréseket a miutétek utdn két honappal, illetve nyolc
honappal levett friss vérmintdkbol végeztiik el. Az autotransplantalt csoportban
a laboratoriumi mérések elvégzésének feltétele volt az, hogy az allatok
csepleszében operacids mikroszkdppal azonositani lehessen mind az 6t beiiltetett
lépdarabkat.

A vért pentobarbital-Na altatdsban elvégzett thoracotomia utdn
intracardidlis punctioval nyertiik, vagy 7 U/ml heparinnal alvadasgatoltuk a
haematologiai-, a luminometrids- €és az dramldsi  sejtfluorimetrids

vizsgalatokhoz, vagy nativan hagytuk szérum nyerés céljabol a nephelometrids

mérésekhez.

3.4.1. Vérkép meghatarozas
Haematologiai automatdval (DiaTerm, Abacus) mértiik a vOrds- €s
fehérvérsejtek tovabba vérlemezkék szamat és méretét. Egy méréshez 20 pl

vérre volt sziikség.



3.4.2. A lymphocyta alosztalyok vizsgalata
Az adramlési sejtfluoriméterben a sejteket nagysaguk és granuldltsaguk
alapjan kiilonitettiik el lymphocytakra, monocytdkra €s granulocytékra.

A {0 lymphocyta alosztidlyok vizsgdlata a sejtfelszinen taldlhat6 marker
molekuldk alapjdn, fluoreszcens festékkel jelolt antitestek segitségével aramlasi
sejtfluoriméterrel (Becton-Dickinson FACSCalibur, USA) tortént.

Az 50 pl vérhez 2,5 ul 2 mg/ml ellenanyagot (PE anti-mouse CD3; PE anti-
mouse CD4; PE anti-mouse-CD8a; FITC anti-mouse CD 19; PE anti-mouse
NKI1.1 — Pharmingen, USA) adtunk, és 20 percet szobahdn, s6tétben inkubaltuk
ezeket. Ezutdn 10 perces 0,32 %-os NH4Cl-os haemolizdlas, majd a 3 Na-azidos
BSA-PBS (Bovine Serum Albumin-Phosphate Buffer in Saline) mosas utan a
fixdlas 500 pl paraformaldehidben tortént.

A B -sejtek vizsgalatira anti-CD19, az NK sejtekére anti-CD56, a
T -sejtekére anti-CD3 antitesteket hasznaltunk. A T -sejteken beliil két tovabbi
alcsoportot kiilonboztettiink meg, a CD4+ ,helper”, tovabba a CD8+
,citotoxikus™ sejteket a specifikus, jelolo ellenanyagaik segitségével.

Meghatarozasaink a lymphocytédk felszinén talalhaté CD-jelzésti antigének
mennyiségi  eloszldsainak jellemzésére iranyultak. Otezer lymphocytit
leszamolva adtuk meg, hogy a sejtek hany % -a expresszalja a felszinén az adott

CD-markert.

3.4.3. Serologiai vizsgalatok

A serologiai vizsgalatok lézer nephelometerrel (Behring, Németorszag)
torténtek. A szérumokhoz a DAKO (Dénia) gyartmanyu anti- IgM, IgA, C3, C4,
illetve Behring (Németorszag) gyartmanyu anti-IgG reagenseket adva -10 perc
inkubalds utan- keriilt sor a mintak lemérése.
3.4.4. Phagocyta aktivitas mérés

A peripherias vér neutrophil granulocytdinak miukodését a zymozéan

(Sigma, USA) stimulacio utan keletkezett szabadgyokok



kemilumineszcencidjanak  mérése  alapjan  luminométerrel  (Berthold,
Németorszag) jellemeztiik. A kétszeresére higitott vér 250 pl-€hez 250 ul
1 mg/ml-es zymozan oldatot adtunk. A reakciét 50 pl 2 x 10° M-os luminol

hozzdaddasaval erositettiik fel. Az dllatokbol parhuzamos méréseket végeztiink.

3.5 Szovettani modszerek
3.5.1. Haematoxylin-eosin festés

A 1épdarabkédkkal egyiitt eltavolitott csepleszeket 4%-os formalinban
fixaltuk, és ,felszallo” alkohol soros dehidrdlds utdn paraffinba agyaztuk. A
mikrotommal készitett, 3-5 um vastag metszeteken ezutidn haematoxylin-eosin

festést végeztiink.

3.5.2. Immunhistologiai reakciok

Az immunhistologiai vizsgalatok egérlép-endothel €s stromasejtekkel
(fibroblastok, marginalis zona macrophagok, follicularis dendritikus sejtek)
reagidld patkdny eredeti monoklonalis antitestekkel torténtek a Pécsi
Tudomanyegyetem Immunologiai €s Biotechnoldgiai Intézetében.

Az IBL-7/22 antitest egy kozos sinusoidalis és arteriolaris endothel-
membrdn antigénhez kapcsolodik. Az endothelialis reaktivitis mellett a
periarteriolaris lymphoid hiively és a vords pulpa bizonyos reticularis
komponensei is jelolodnek ezen ellenanyaggal, mig a folliculus régi6 nem. A
marginalis sinus endothelsejtjer pozitivan festddnek az IBL-7/1 antitesttel és
MAdCAM-1 antigén elleni ellenanyaggal. A vizsgalatokat 8 um-es fagyasztott
¢€s aceton-fixalt metszeteken végeztiik

A T -sejtek azonositdsa anti-CD3 antitestekkel, a B -sejtek jelolése anti-
B220 ellenanyaggal tortént, a follicularis dendritikus sejteket FDC-M1
ellenanyaggal azonositottuk. A marginalis z6na macrophagjainak két kiilonb6zd
alcsoportjat festettik meg, az IBL-12 elnevezésli ellenanyag a MARCO-t
(Macrophage Receptor with COllagenous structure) ismerte fel, az IBL-13 jelt



pedig a marginalis zona metallophil macrophagjai daltal expresszalt
szialoadhezint (CD169) jelolte meg. A primer antitesteket biotindlt egér
monoklondlis  anti-patkdny (MRK-1) masodlagos ellenanyaggal (BD
Pharmingen) reagaltattuk, mely kotddését HRPO-streptavidinnal detektaltuk
(Sigma  Aldrich, USA), H,0;-amino-etil-karbazol szubsztrat-kromogén
felhasznéldsaval 0,1 M Na-acetdt pufferben (pH: 5,2). Az endogén peroxidaz-

aktivitas gatlasara a metszeteket el6zoleg 1 mg/ml fenil-hidrazinnal kezeltiik.

3.6. Adatfeldolgozas

Statisztikai analizishez SigmaStat for Windows 1.0 statisztikai programot
hasznaltunk. Az adatok normadl eloszldsa esetén one-way ANOVA tesztet
alkalmaztunk a csoportok kozti 0sszehasonlitasra. Szignifikans valtozas esetén
Dunett teszttel hasonlitottuk Ossze a parok adtlagait. Nem normdl eloszlés esetén
Kruskal-Wallis teszttel dolgoztunk. A p < 0,05 értéket tekintettiik
szignifikdnsnak.

Az adatok feldolgozédsa sordn a szignifikans valtozdsokat két csoportba
osztottuk. Az egyikbe azok keriiltek (pl.: haemoglobin, vérlemezke adatok)
amelyeket mindhdrom mitott allatcsoportban észleltiink. Ezeket ,,opericid
specifikus” eltérésnek tekintettiik, €s ezek tovabbi elemzése a jelen munkankban
nem szerepel.

Ezzel szemben a véltozasok masik csoportja csak a Iépmiitott allatokban
volt megfigyelhetd. Ezek értékelését az egészséges kontrollok adataihoz
viszonyitva végeztiikk a teljes helyreallitodast jelentd 100% -os ,restitutio ad
integrum” megitélésének szempontjabol.

A szovettani képek esetében ugyanakkor az Osszehasonlitaskor
felhasznéltuk az aloperalt csoportok adatait is, mivel a sebészi beavatkozasokat
tiszta, de nem steril koriilmények kozott végeztiik, €s a hasmegnyitds okozhatott

atmeneti, lokalis, microbialis infectiokat.
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4. EREDMENYEK

Altatdsi komplikaciok miatt Osszesen 7 kisérleti allatot vesztettiink el a
mutéttechnikai csoportoktol fiiggetleniill. A 1ép-autotransplantalt kisérleti
csoportban egy allatndl harom-, két allatnal pedig csak négy autotransplantatum
tapadt meg a beiiltetett 5-5 1épszeletkébdl, igy ezek mérési eredményei nem
keriiltek be a statisztikai elemzésbe. Tehdt ezen dllatok nincsenek benne az
utdnvizsgdlati egérszdmban. Igy ©sszesen 126 egér adatai keriiltek

laboratériumi, illetve mikroszkopos értékelésre a 133 allatbol.

4.1. A makroszkopos vizsgalatok eredményei

A makroszkopos vizsgélatokkal célunk az autotransplantalt 1épdarabkak
megtapadisanak €s az dket taplalo érrendszer kialakuldsdnak igazolasa volt.

A mintavételeknél mind makroszképosan, mind az operalé mikroszkdop
alatt jol lathat6ak voltak a megtapadt 1€p-autotransplantatumok, mind a hozzajuk
vezetd megerdsodott erek. A vérvételek utin mindig ellendriztilk operdcios
mikroszkOp alatt azt, hogy minden visszaiiltetett Iépdarabka fellelheto legyen.

Egereken végzett kisérleteinken megfigyeltiik, hogy minden megtapadt
1épdarabkdhoz vezetett legaldbb mikroszkoposan lathaté ér. Azon allatokban,
amelyekben 6tnél kevesebb autotransplantatumot taldltunk, a regeneralddott kis
lépekhez futé erek szintén jol lathatdak voltak. Az erek megléte jelezte a
1épdarabkdk életképességét, és az adott teriilet megnovekedett vérigényét. A
meg nem tapadt autotransplantatumok beiiltetési helyét csak a fészkek zardsara
szolgéld, nem felszivodo fonal maradvanyok bizonyitottak.

A 1épdarabkik életképességét mutatta az is, hogy a 8. postoperativ
hénapban vizsgélt allatokban szemmel lathatéan nagyobbak voltak a
1épdarabkdk, mint a 2. postoperativ honapban vizsgéltaké. A tulélo 1épdarabka

térfogata és tomege legaldabb masfélszeres-, esetenként kétszeres volt a
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8. postoperativ honapban, mint a 2. postoperativ hOGnaposban, bar erre specidlis

méréseket nem végeztiink.

4.2. A laboratériumi vizsgalatok eredményei
4.2.1. A vérkép vizsgalatok eredményei
4.2.1.1. Az atlagos vorosvérsejt térfogat (MCV) valtozasai

A 2. postoperativ honapban végzett vizsgalatok sordn a haematologiai
automataval mért 4tlagos vorosvérsejt térfogat ,,mean corpuscular volume”
-MCV- viltozasai azt mutattdk, hogy a keringésben szignifikdnsan megnott az
atlagos vorosvérsejt térfogat a splenectomizalt (SE-2) csoportban az ép kontroll
(K-2) csoporthoz képest (K-2: 39,08 + 1,327 fl vs. SE-2: 41,00 + 0,6 fl,
p= 0,028). Az autotransplantalt (AU-2) éllatokban is emelkedett vorosvérsejt
térfogat volt észlelhetd az ép kontrollokhoz (K-2) képest, bar ez az emelkedés
csak kozelitette, de nem érte el a szignifikans kiilonbséget.

A kettd, illetve nyolc honappal a miitét utani idopontban 6sszehasonlitva az
ép kontroll allatok (K-2) vorosvérsejt méretét, az idosebb (K-8) 4dllatok javara
egy szignifikans méretnovekedést talaltunk (K-2: 39,08 + 1,327 {1 vs. K-8: 42,00
+ 1,414 11, p= 0,009).

A 8. postoperativ honapban az MCV értékei kozott nem volt szignifikans
eltérés, bar az autotransplantdlt csoportban bizonyos mértékii filtracids
aktivitdsra utalhat az, hogy a nagy atmérdji voOrosvérsejtek ardnya kisebb
benniik, mint a splenectomizalt dllatokban, s ardnyuk kozeliti az €p- és dloperalt

kontroll csoportokét a 8. postoperativ honapban.
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4.2.1.2. A periférias vér ossz-lymphocyta szamanak valtozasai

A 2. postoperativ honapban nem volt kiilonbség az egyes csoportok kozott
a periférids vér 0ssz- lymphocyta szamat tekintve, bar tendencidjat nézve a
splenectomizdlt (SE-2) csoportban enyhe emelkedés, az autotransplantalt
(AU-2) csoportban pedig enyhe csokkenés volt megfigyelheto.

A 8. postoperativ honapra viszont mind a splenectomizalt (SE-8), mind az
autotransplantalt (AU-8) csoportban lymphopenia volt kimutathat6 az azonos
kord kontrollhoz (K-8) képest, és ez a lymphocytaszam csokkenés a
splenectomizélt (SE-8) csoportban szignifikdnsnak is bizonyult (K-8: 1,75 +
1,222 G/1 vs. SE-8: 0,78 + 0,35 G/1, p=0,044).

Az autotransplantalt (AU-8) csoportban a lymphopenia mértéke kisebb

volt.
4.2.2. A lymphocyta alosztalyok vizsgalatanak eredményei

4.2.2.1. A peripherias vér CD3+ T -lymphocyta szamanak valtozasai

A 2. postoperativ honapban nem volt kiillonbség az egyes csoportok kozott
a CD3+ T- lymphocytdk szamat tekintve.

A 8. postoperativ honapban viszont mind a splenectomizélt (SE-8), mind
az autotransplantalt (AU-8) csoportban szignifikdnsan csokkent a
CD3+ T -lymphocytdk szdma az azonos koru kontrollhoz képest, bar az
autotransplantaltaknak  kb.  20%  szazalékkal = magasabb  volt a
CD3+ T -lymphocyta szdma, mint a nyolchénapos splenectomizéltnak. Ez a
tendencia hasonl6 ahhoz, mint amit az 6ssz-lymphocyta szdmra kaptunk (K-8:
1,05 + 0,16 G/1 vs. SE-8: 0,49 + 0,10 G/1, p<0,001; vs. AU-8: 0,64 + 0,06 G/I,
p<0,001).

4.2.2.2. A peripherias vér CD19+ B -lymphocyta szamanak valtozasai
A 2. postoperativ hoénapban a splenectomizalt allatokban (SE-2)

szignifikdnsan emelkedett, az autotransplantaltakban (AU-2) viszont lecsokkent
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a CD19+ B -sejt szam taldlhaté a hasonlo koru ép kontrollokhoz (K-2) képest
(K-2: 0,44 + 0,05 G/l vs. SE-2: 0,72 + 0,15 G/1, p<0,001; vs. AU-2: 0,25 + 0,06
G/1, p<0,001).

A 8. postoperativ honapban viszont csak a splenectomizalt csoportban
(SE-8) csokkent szignifikansan a CD19+ B -lymphocytdk szdma az azonos kort
ép kontrollhoz (K-8) viszonyitva. Az autotransplantiltaknak itt mintegy 20%
szazalékkal magasabb volt a CDI19+ B -lymphocytdk szdma, mint a
splenectomizalt allatokndl, viszont igy itt mar az ép kontrollhoz képest kevésbé
csokkent értéket kaptunk. Ez a tendencia is hasonl6 ahhoz, mint amit az 0ssz-

lymphocyta-, valamint a CD3+ T -sejtszdmra kaptunk

4.2.3. A serologiai vizsgalatok eredményei

4.2.3.1. A szérum immunglobulin M szintjének valtozasai

Az OPSI-syndroma szempontjdbol kiemelt fontossagu szérum IgM szintjeit
vizsgalva azt talaltuk, hogy a 2. postoperativ honapban mind a splenectomizalt
(SE-2), mind az autotransplantélt (AU-2) édllatokban lecsokken a mennyisége az
ép kontrollhoz (K-2) képest.

A 8. postoperativ honapban a splenectomizilt allatokban (SE-8) ez a
csokkenés még tovabb fokozodik.

Ezzel szemben az autotransplantdlt egerekben (AU-8) a kordbbi, a
2. postoperativ honapban mért ért€ken maradt az IgM szintje, ami azonban mér
szignifikdnsan magasabb, mint a splenectomizalt dllatokban (SE-8) mérhetd
ellenanyagszint (SE-8: 45 + 13,3 mg/l vs. AU-8: 63 + 9,8 mg/1, p<0,05).

Az IgG, IgA, C3 és C4 szérumszintjeinek valtozasaiban nem taldltunk

szignifikans kiilonbséget a vizsgalt allatcsoportokban.
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4.2.4. A phagocyta aktivitas mérés eredményei

4.2.4.1. A peripherias vér granulocyta szamanak valtozasai

Vizsgalatainkban a 2. postoperativ honapban a splenectomizalt
allatokndal (SE-2) a neutrophil granulocytdk szamat szignifikdnsan magasabbnak
talaltuk, az ép kontrollhoz viszonyitva (K-2: 0,633 + 0,35 G/I vs. SE-2: 0,831 +
0,41 G/1; p=0,04). Az autotransplantdltak (AU-2) értékei az ép kontroll
csoporthoz megkozelitdleg hasonld eredményt mutattak.

Tovabbi szignifikdns kiilonbség volt a két kiilonbozo koru ép kontroll
csoport kozott is (K-2: 0,633 + 0,35 G/l vs. K-8: 1,337 + 0,35 G/1; p=0,0136).

A 8. postoperativ honapban a splenectomizalt allatoknal (SE-8) tovabb
emelkedett a neutrophil granulocytdk szdma az azonos koru ép kontrollokhoz
képest (K-8: 1,337 + 0,35 G/l vs. SE-8: 2,44 + 0,5 G/l; p=0,016). Ez az

emelkedés kisebb mértékill volt az autotransplantélt csoportban (AU-8).

4.2.4.2. A peripherias vér phagocytainak aktivitas valtozasai

A zymozédnnal aktivalt, luminollal erOsitett neutrophil szabadgyokképzd,
kemilumineszcens aktivitds vizsgdlata sordn a magas neutrophil granulocyta-
szam miatt, a nyolc honapos splenectomizalt dllatokban vartuk a legnagyobb
értékeket.

Mégis meglepetésiinkre ezt az egyébként valdban erds aktivitist is
tulszarnyalta a nyolc hénapos autotransplantdltakban taldlt phagocyta miikkodés
(szabadgyok-képzés, kemiluminescencia). Ez a megfigyelés a kisebb
neutrophil szamu rendszernek a jobb és hat€konyabb phagocyta milkodését

mutatta.
4.3. A mikroszkopos vizsgalatok eredményei

4.3.1. Az autotransplantatumok kimutatasa haematoxylin-eosin festéssel

Mind a 2. mind a 8. postoperativ hoénapban vizsgalt

autotransplantatumokban a 1épszovetet kotdszoveti kapszula hatarolta, melybol
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trabeculdk hatoltak be a 1épszovet mélyére, ahol ezek egy kotdszovetes halot,
vazat alkottak. A trabeculdkkal egyiitt haladtak be és le a segmentdlis arteridk és
vendk. A kotOszovetes sovények kozott intact vords pulpa és fehér pulpa volt
lathat6. A 1épdarabkak koriil az egér csepleszében normaélisan is jelen 1€vo
szétszOrt pancreas-szovet szigetek is megtaldlhatéak voltak

A Dbeiiltetett 1épdarabkdkban a normadlis 1épszovet elemei, €s fObb
struktarai megtaldlhatok. Ez a szovettani szerkezetli 1€p hosszi tdvon is
életképes volt, ezt bizonyitjdk a beiiltetés utani 8. postoperativ honapban végzett

szovettani vizsgalatok eredményel is.
4.3.2. Az immunbhistologiai vizsgalatok eredményei

4.3.2.1. Errendszeri valtozasok az autotransplantalt Iépdarabkakban

A csepleszbe visszaiiltetett 1€pdarabkdk keringése jelent0sen modosul az
eredeti taplalo arteria elvesztésével. A kiviilrol, ujolag bendvo erek veszik at a
taplalast. Arra a kérdésre, hogy a 1€p immunulogiai milkodésében
kulcsfontossagu periarteridlis lymphoid hiivelynek (PALS — Peri Arteriolar
Lymphoid Sheath) és a gerincét jelent0 centralis artéridnak a hisztologiai
képében kimutathat6-e valtozas, eddig az irodalomban nem taldltunk adatokat.

Az IBL-7/22-es antitesttel, -egy pan-endothel €s retikularis fibroblast elleni
markerrel- festve a metszeteket az autotransplantdlt 4llatokban a
2. és 8. postoperativ honapban sem latszik a centralis arteriolanak megfelelo
képlet az 4dloperalt kontroll éallatokbdl szarmazé 1€phez viszonyitva. Emellett
kevéssé kifejezett a vords pulpa rajzolata is.

Az emberi ép 1€pben a perifollicularis zondn keresztiil kapcsolodnak Ossze
az arteria termindlisok a venuldkkal egy ,nyitott” keringésen keresztiil.
Egerekben ez, illetve az embernél egy ezzel ekvivalens teriilet jatszik fontos
szerepet a B-sejtek ,homing”-jdban. A marginalis sinus endotheljét ;elold
MAdCAM-1 antitesttel pozitivan jelolddo sejteket vizsgélva azt taldltuk, hogy

az dloperalt kontroll (AL-8) egerekben a marginalis sinus gyengébben jelo16dik
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az autotransplantaltakhoz (AU-8) képest. Ezzel szemben az autotransplantalt
egerekben a vOrds pulpdban a mesenteridlis nyirokcsom6é HEV-jeihez (High
Endothelial Venules) mérhetd intenzitasu festodés figyelhetd meg, és a
MAdCAM-1 expressio csak részleges a fehér pulpa dllomany nagyobbik része
mentén. Ezek a valtozdsok azt mutatjak, hogy az autotransplantalt allatok tiléld
1épszovetében alakulnak ki olyan elvaltozdsok, melyek eltérnek a normadlis
1épszovetétol, €s ezek befolydsolhatjdk a B-sejtek ,homing” folyamatait és

ellenanyag képzo képességiiket.

4.3.2.3. A T- és B -sejtek és a follicularis dendritikus sejtek vizsgalatanak

eredményei

A T- és B-sejteket vizsgdlva az autotransplantalt dllatokban egy enyhe
B-sejt dominancidt lattunk az daloperédltakhoz képest nyolc hoénappal a
beavatkozdsok utdn. Ez a B-sejtes teriilet koriilbeliil 30%-0s novekedését, €s a
T-sejtes teriilet koriilbeliil 50%-os csokkenését jelentette. A B -sejt érésben és
aktivacioban részt vevO follicularis dendritikus sejtek (FDC) elhelyezkedése

egybevagott a B -sejt zOnaval.

4.3.2.4. A macrophagok vizsgalata az autotransplantalt Iépdarabkakban

A marginalis zona macrophag alcsoporjainak eloszlasa hasonld a
8. postoperativ honapban az autotransplantatumokban, mint a hasonlé koru,
aloperalt egerek 1épében.

A két vizsgalt alcsoport koziil az egyik az IBL-12-Anti-MARCO
(MAcrophage Receptor with COllagenous structure) antitesttel fest6do
macrophag populacid, mig az IBL-13 ellenanyaggal detektdlt szialoadhezin
(Sn-CD169) hordozé metallofil makrofag alcsoport volt. A MZ teriilet€ben
mindkét alcsoport megtartott megoszlast mutatott. Emellett a Sn-pozitiv
alcsoport esetében jelentékeny mértékl follikuléris reaktivitds is szembetiind
volt, mely T-dependens antigénekkel valé immunizalast kovetd csiracentrum-

képzodés soran jelentkezik, feltehetOleg a hasiiregi beavatkozds kovetkeztében.
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5. MEGBESZELES

Ertekezésemben a beltenyésztett egérmodellen kapott eredményeket
kivantam Osszegezni. Ennek a kisérleti modellnek az az eldnye, hogy a
periférids vér immunoldgiai €s haematologiai paramétereinek vizsgalatakor
ezekben az allatokban kisebb egyedi szordsi eredményeket kapunk, mint a nem
beltenyésztett dllatokon. Emellett vizsgalataink elso, i) eredményének is tarthato
az, hogy a lép-autotransplantatumok életképesség még a mitét utdn nyolc
hénappal is megmarad, sot erre az idore a beiiltetett 1€pszdvet tomege a korabbi
értékhez képest megno.

A szovettani vizsgédlatoknak a jelentOs kibdviilését jelentette, hogy
immunhistologiai vizsgalatokkal -egy kollabordciés munka keret€ben- specidlis
monoklondlis ellenanyag birtokdban adatokat tudtunk szolgdltatni a beiiltetett
1ép finomabb szerkezetérdl is. JelentOsnek tarthaté az az ) megfigyelés, hogy a
csepleszbe liltetett 1€pdarabkakban -bar azok életképesek, allomanyuk tomege
novekszik- nincs centrdlis arteria. Ez arra utal, hogy a csepleszbe liiltetés
hatdsdra megvéltozik a beiiltetett I€épdarabkdkban a vérkeringés iranya és jellege.
Valoészintlileg ennek a kovetkezménye az, hogy az eredeti 1épszovethez képest
megvaltozik a folliculusok, a fehér €s vorospulpa, illetve a macrophagok
elrendezddése. Ezekbol kiemelhetd, hogy a T -sejtek szdma mind a 1épben, mind
a peripherian jelentdsen lecsokken, mig a B -sejtek esetében a peripherian
tapasztalhatd B -sejt csOkkenéshez képest a folliculusokban B -sejtszam
novekedés torténik a kontrollhoz képest.

A megviéltozott membran flexibilitasi vorosvérsejtek felnottkorban
fiziologidsan a 1€pben filtralédnak ki a keringésbol. A 1€p eltavolitdsa utin ez a
funkci6 is elvész, igy a keringésben megnd a nagyobb méretli vorosvérsejtek

szama és aranya. A peripherids vér haematologiai paramétereinek vizsgalataban
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reprodukdlni tudtuk azt a kordbbi, 1€p eltdvolitas utani véltozast, hogy megno a
nagyobb atmérojii, €s a 1€p szlird funkcidjanak elmaraddsa miatt a keringésben
megmaradt voOrOsvérsejtek ardnya. Ez a jelenség a mitéteket kovetd
2. és 8. postoperativ honapban is megfigyelhetd volt az autotransplantalt
csoportban, de csak a 2. postoperativ honapban volt szignifikdns. Ehhez azt a
kiegészitést kell tenni, hogy az autotransplantatiot kovetd 8. honapban a
2. honaposokhoz képest altaldban megndtt a vorosvérsejt atmérd és térfogat.
Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogyha bar nem szignifikdns mértékben is, de az
autotransplantalt allatcsoportokban a mitétet kovetden mind két mind nyolc
honap utdn a keringésben levo ,,nagy atmérdjii” vorosvérsejtek szama kisebb
volt, mint a splenectomizalt csoportokban. Ez a beiiltetett Iépdarabkdk bizonyos
szUro funkcidjanak meglétére utal.

A lymphopenia ténye a peripheridn mind a splenectomizalt, mind az
autotransplantalt dllatcsoportokban érvényes a mutéteket kovetd 8. honapban.

Ez a tendencia teljesen érvényes a CD3+ T -sejtekre. A CD19+ B -sejtek
esetében viszont a 2. postoperativ honap utdn a splenectomizalt csoportban
lényegesen magasabb a peripherids sejtszdm, mint az €p kontrollban vagy az
autotransplantalt csoportban. Az autotransplantaltakban mérhetd csokkenést
azzal magyardzzuk, hogy ebben az iddszakban a Iépfolliculusok begyiijtik a
peripheriardl a csontveld feldl érkez6 B -sejtek egy részét. Meg kell emliteni
azonban, hogy a 8. postoperativ honapra az autotransplantalt allatok vérében -ha
nem is szignifikdns médon- de emelkedettebb B -sejt szamértéket talaltunk, mint
a splenectomizalt allatokban. Ez a tendencia érvényes volt a T - sejtekre-, €s a
teljes lymphocyta szdmra egyarant. Ez azt mutatja, hogy a beiiltetett Iépdarabkdk
nyolc hénap utdn mar a T - és B -sejt képzés szempontjabdl is a normadlishoz
jobban kozelitd allapotot hoztak létre, mint, ami a lépeltavolitast kdvetden
kialakult.

Az  OPSI-syndroma szempontjabol kiemelt fontossdgi a tokos

baktériumokat opsonizalé szérum IgM szintje. Vizsgalataink egyik legnagyobb
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értékének azt tartjuk, hogy az autotransplantalt allatcsoport szérumiban a
splenectomizélt dllatok ért€ékeihez képest szignifikdnsan magasabb szérum IgM
értékeket talaltunk. Ez arra utal, hogy ezek az dllatok egy bakteridlis fert6zéssel
szemben valdsziniileg hatékonyabb védo ellenanyagképzést mutathatnak, mint
léphidnyos tarsaik, ami a jobb neutrophil phagocyta miikodésben is
megnyilvanul.

A természetes immunvdélasz szempontjabol ugyanis nagyon fontosak a
védekezés elsO hullamat alkot6 falosejtek, amelyek nagy részét (kb. 90% -at) a
neutrophil granulocytdk alkotjdk a peripherids vérben. Megfelel0 miikodésiik
esetén a fertozO &agensek vagy gyorsan elimindlédnak, vagy terjedésiiket
korlatozzak a megfelel0 adaptiv immunvalasz kialakuldsdig. A neutrophil
granulocytdk lépeltdvolitds utdni -jol ismert- jelentds szamemelkedését mi is
megfigyeltiik. A transplantélt dllatokban ez a szdm kisebb volt.

Meglepetést jelentett ugyanakkor, hogy a zymozannal aktivalt €s luminollal
felerdsitett kemiluminescencia az autotransplantélt csoportban magasabb volt,
mint a splenectomizdlt dallatokban. Ezt azzal magyardzzuk, hogy az
autotransplantalt csoportban meglévé magasabb IgM szintek a zymozan
részecskék  jobb  opszonizicidjat  eredményezhették, midltal azok
internalizaloédéasa, phagocytaloddsa jobb hatasfoku lett, mint a splenectomizalt
allatok vérében. Meg kell jegyezni, hogy ebben a jelenségben kb. 90%-it kitevo
neutrophil granulocytdk aktivitisa nyilvanul meg. Megfigyeléseink a kisebb
neutrophil szamu, autotransplantalt rendszernek a fokozott phagocyta mitkodését
mutatjak.

Itt emlitjiik meg, hogy az IgM szinteken kiviil még mértiik az IgG, IgA, C3
és C4 szérumszinteket i1s az allatok szérumaiban, de ezekben semmiféle
szignifikdns eltérést nem taldltunk, ezért ezeket az eredményeket kiilon

dokumentaltuk.
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6. U] EREDMENYEK

A beltenyésztett egereken kapott eredményeinket ismeretében munkédnk

zar6 kovetkeztetésit a kovetkezOkben lehet 6sszefoglalni.

1. A Iépmegtartd, Furka féle Iép-autotransplantatios modszerrel a
nagycseplesz  rétegei  kozé  beiiltetett  1ép-autotransplantatumok
mikodOképessége megmarad, amit nemcsak haematoxylin-eosinnal
festett szOvettani-, hanem immunhistologiai vizsgalatokkal is igazolni

lehet.

2. A visszaiiltetett 1ép-autotransplantatumok megvaltozott keringésének -az
arteria centrdlis eltinésének- €s szoveti struktirdjdnak leirdsa, tovdbba a
lymphoid strukturanak az eredeti elrendezéshez hasonl6 regeneracidjanak

bemutatasa.

3. Az autotransplantatio kedvezd hatdsanak mértéke azonban a beiiltetett és
a beliltethetd ép 1€pszovet mennyiségétol fligg, ennek kovetkeztében
limitalt. Ez az esetiinkben 10-15 % -os hatékonyséagot jelentett csupan,

ami tavolrdl sem teljes, ugyanakkor nem elhanyagolhat6 hatésu restitutio.

4. Az autotransplantdlt 1épdarabkék beiiltetett tomegiik ardnydban javitjak a
peripherids vérben a vorosvérsejtek kiszilirését -tehat képesek bizonyos
filtracios funkcié betoltésére. Normalizaljadk tovabba a T- és B -
lymphocytdk szamat €s eloszlasat, javitjdk az IgM termelést és a
neutrophil granulocytdk phagocytdlé képességét 1s Dbeltenyésztett

egerekben.
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