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1. BEVEZETES

A modern orvostudomany szamdra a 1ép a vérpdlydhoz kapcsol6dd nyirokszerv, ami
sokrétii funkcidival a szervezet szamos mikodésében részt vesz, illetve Kisziiri a vérben
keringd, a szervezet szamara veszélyes részecskéket [Szentdgothai és mtsa, 1996.].

Sebészi szempontbdl azonban a 1ép egy nehezen kezelhetd, nagy vérzéseket okozd
szerv volt, és sériiléseinek ellatdsdra sokdig a splenectomia volt az egyediili megoldads. A
szemléletvaltast 1952-ben a King és Schumacher 4ltal leirt ,,overwhelming postsplenectomy
infection syndrome” (OPSI-syndroma), vagyis a lépeltdvolitds utdni uralhatatlan sepsis
inditotta el [King és mtsa, 1952.]. Mivel ez egy gyors progresszidju és nagy mortalitdsu
korkép, aminek az oka a lép hidnya, a 1ép fontossdga felértékelodott. Vilagszerte tobb
sebészeti €s traumatoldgiai centrumban dolgoztak ki 1épmegtarté eljardsokat a 1ép
megvarrdsitol kezdve a részleges I1épeltavolitdson at a haloval valé beboritasig.
Természetesen ezen mitéti technikdk kifejlesztése egyiitt jart, valamint raépiilt a lép
felépitésének, keringésének és milkodésének pontosabb, alaposabb megismerésével,
feltérképezésével.

A sulyosan sériilt 1ép azonban nem menthetd meg minden esetben, -a splenectomiat el
kell végezni-, és az ilyen helyzetek megoldédsara jelent meg a 1épszdvet visszaiiltetésének, a
Iép-autotransplantationak az igénye. Az autotransplantatio bevezetésére az a régi felismerés
adta a gondolatot, hogy a silyos, roncsold 1épsériilés utdni splenectomiat kdvetden a 1épszovet
spontdn, heterotop autotransplantdlédasét figyelték meg. Ez azt jelentette, hogy kis, tiléld
1épszigetek tapadtak meg a csepleszen, illetve a hasiiregben a hashdrtydval boritott
felszineken. E 1épdarabkdak miikodOképességét is igazoltdk. Ez a splenosis-nak nevezett

jelenség silyos lépsériilések utdn egyes szerzOk szerint 66%-os is lehet [Ludtke és mitsai,



1989.]. Az autotransplantatiot -allatkisérletes koriilmények kozott- tobb mddszerrel is
megprobaltdk, de ezekbdl a klinikai gyakorlatba kevés keriilt at. Egyes beavatkozasok a
transplantatumok sériilékenysége (pl. hasbdr ald vagy konyokhajlatba torténd helyezés miatt),
madsok a nem megfeleld megtapadasi arany miatt lettek sikertelenek.

Furka és munkatarsai 1989-ben irtdk le az autotransplantatio ,,1épkotény” technikdjat
kutyan, mely sordn a 1ép kis, vékony, koriilbeliil 2-3 mm vastag, 2x3 cm nagysagu szeleteit
iiltették vissza a cseplesz rétegei kozé. Igy azok biztosan és biztonsdgosan a helyiikon
maradtak, vékony atméréjik miatt diffizidval tudtak tdpldlkozni, ami lehetdvé tette a
talélésiiket az 1j, taplalé véredényrendszer kialakuldsdig [Furka és mtsai, 1989.]. Miké és
munkatdrsai 2001-ben sikeresen adaptédltdk ezt a Iép-autotransplantatios technikat
beltenyésztett egérre is [Miko és mtsai, 2001.]. Ezzel a mddszerrel az eredeti 1€ptomegnek
koriilbeliil 10-15 %-nyi része keriilt visszaiiltetésre. Ezt a mdédszert Debrecenben alkalmaztak
eloszor a klinikumban is, mara mar kozel kétszaz esetben [Szendroi €s mtsai, 1993; 1997]. Az
orszdgos szam kozel haromszaz.

A beltenyésztett egereken torténd kutatdsok lehetdséget adtak arra, hogy az egyes
immunologiai és haematologiai paraméterek a kiilonboz6é tipusi mitéti csoportokban
laboratériumi  mddszerekkel pontosabban legyenek vizsgdlhatok a kisebb egyéni
variabilitdsok miatt.

Igy kutaté munkdm sordn splenectomizalt-, 1ép-autotransplantélt-, ép kontroll- és
aloperélt kontroll beltenyésztett egerekben haematologiai és immunologiai vizsgélatokat

végeztem, melyeknek eredményeit kivinom bemutatni és értelmezni a Ph.D. értekezésemben.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A 1ép anatémiija

A 1ép az emberi test legnagyobb nyirokszerve, normélisan 120-200 g tomeg, atlagosan
12x6x4 cm nagysiagu szerv, mely koéros koriilmények kozott akdr harminc szorosdra is
megnagyobbodhat. Az egész 1épet -a hilusnak a pancreashoz kozel esé részének kivételével- a
peritoneum boritja. Rogzitését a hashdrtya kettdzetekbdl kialakulé szalagokon kiviil
(ligamentum phrenicolienale, ligamentum gastrolienale, ligamentum colicolienale) a hilushoz
mend érképletek biztositjdk. A szalagok kollagén rostjainak fO irdnya megegyezik a szerv
vongaldsok 0 irdnyaval, és ez konnyen a léptok repedéséhez vezethet.

A Iép erei, nyirokerei €s idegei a Iépkapun haladnak at. Arterids vérellatdsa az arteria
lienalisbdl és a kiilonboz6 szalagokban futd kisebb erekbdl szarmazik, és a 1€p mintegy 10 cm
hosszu hilusdban Iépnek be.

A 1€épen beliil az arteridk €s a csatlakozd vendk egymdstdl csaknem teljesen elkiiloniild
segmenteket latnak el, megteremtve ezzel a segmentdlis 1épeltavolitds anatomiai alapjat,
illetve a minden tizedik emberben megtaldlhaté intersegmentdlis anastomosisok komoly
mitéti nehézségeket -és vérzéseket- okozhatnak. A 1ép segmentilis felépitésének gondolata
1802-ben jelent meg Assolath-nél, aki kutydkon demonstrélta, hogy a léparteria végagai koziil
egyet-egyet lekotve csak specifikusan ezek ellatasi teriiletei sériilnek, leirva ezzel a
segmentumok létezését. Gray a 1éprol sz616 konyvében igy fogalmaz, hogy az egyik arteridba
beadott folyadék vagy levegd nem keriil 4t mas dgakba, illetve egy-egy 4g lekotésekor a hozza
tartozo 1éprész elhal, a tobbi egészséges marad [Gray, 1854.]. A 1€p segmentdlis felépitését -

valamint a kozottiik 1évo avascularis teriiletet- mind arterids [Gupta és mtsai, 1976.], mind



vends [Dawson és mtsai, 1986.] oldalrdl igazoltdk, és a sebészi ellatds az Uj anatOomiai
alapokra helyezddott 4t [Streicher, 1986].

A vér nagy része a 1épbdl a vena lienalison keresztiil tdvozik, amely a pancreas alatt
haladva, a mesenteridlis vendkkal egyesiil a vena portaeban. A vends vér kis része cardia-taji
vendkba, illetve a bal vesetok koriili retroperitonedlis vends halézatba keriil. Ezen kis
collateralisok portalis nyomdsnovekedés esetén hatalmas vends hal6zattd er6sodhetnek meg.

A regiondlis nyirokcsomdk a léphilusban helyezkednek el. A nyirokutak a pancreas

nyirokereivel egyesiilve futnak a cysterna chyliibe [Littman, 1988, Gadl, 2002.].

2.2. A 1ép szerkezete emberben

A 1ép felszinét a hashartydval osszenétt tok veszi koriil, melybdl kétdszovetes sovények
-trabeculdk- irdnyulnak a Iép parenchymadjdba, ahol hdlézatot alkotnak. A trabeculdk a 1ép
kapuja (hilus) felé konvergédlnak. A 1€p hilusa mentén a 1ép arteria és az idegek 1épnek be
valamint vena 4gai és a nyirokerekkel egyiitt Iépnek ki. A belépd képletek a trabeculdkban
haladnak tovabb. A 1ép trabeculdi kozott taldlhaté a 1ép parenchymadja, a 1éppulpa, melynek
két tipusat lehet a 1ép friss metszéslapjan megkiilonboztetni azon régi, anatémiai tapasztalat
alapjan, hogy a metszéslapra vizsugarat engedve az dllomany egy része kimoshaté (voros
pulpa), mig masik része fehéres szovedék formdjaban visszamarad (fehér pulpa). Ezen
morphologiai kiilonbség funkciondlis kiilonbséget is takar.

A voros pulpa a 1épallomény koriilbeliil 80% -at teszi ki, €s mikroszképosan két részbol
all: tomottebb, sejtekben gazdag kotegekbdl (Billroth-féle pulpakotegek) és az ezek kozott
elhelyezkedo lazébb szerkezetli, az arteridk és a vendk kozott kapcsolatot 1étesitd sinusokbdl.
A voros pulpa megsziiri a vért és eltavolitja a testidegen anyagokat és a sériilt/ érintett
vorosvérsejteket.

A Iéppulpa dlloméanyanak maradék 20 %-at a fehér pulpa teszi ki, amely fényld, fehéres

szinli, hosszikds vagy kerekded atmetszetli struktirdk szovedéke, és az egész test



nyirokszoveteinek egynegyedét teszi ki. Bar nyirokszerv, nincsenek ide befuté nyirokutak,
viszont a perctérfogat 5-10 %-a aramlik rajta keresztiil. Részeit, az ereket koriilvevo,
lymphocytdkbdl és jarulékos sejtekbdl allé periarteriolds lymphoid hiively (PALS - T -sejtes
z6na), a 1ép folliculusai (régies neviikon: Malpighi-testecskék — B -sejtes zéna), tovabba az
ezeket a képleteket kopenyszertien koriilvevo, azokat a voros pulpatdl elhatarolé marginalis
zona (B -sejtes zona és specializalt macrophagok) alkotjdk.

A Iép a vér szlirdjeként komplex, de nagyon fontos keringéssel rendelkezik. A vér a
léparterian 4t a hilusndl 1€p be, majd a trabeculdk mentén hatol le a parenchymdba. A
trabecularis arteridkbol kis dgak véllnak le a voros pulpa felé, ahol nyirokszovettel koriilvett
centrdlis arteridkkd véalnak. A centrélis arteridkbol tovabbi kisebb dgak valnak le, hogy a fehér
pulpa capillarisait elldssdk [Sasou és mtsai, 1986.]. Ezek vagy a fehér pulpa - marginalis z6na
hatdron, vagy a marginalis zondban végzddnek, illetve néhany tilér a fehér pulpan és a voros
pulpdban végzddik. A vér a marginalis zénan sziirddik at a vords pulpa irdnydba és vagy
Osszegytlik a marginalis zéna nyitott végli vends sinusaiban (,,gyors ut”), vagy a voros pulpa
héalézatan szirodik keresztiil (,,Jassd ut”) [Schmidt és mtsai, 1993.]. Az arteria centralisok
ezutdn ecsetszerlien oszlanak szét (arteriae penicilliformes) a vorés pulpdban (nyilt
érrendszer), vagy kozvetleniil a 1€p vends sinusaiba torkollanak (zart érrendszer) [Mebius és
mtsa, 2005.]. A voros pulpaban keriilnek szoros kapcsolatba a phagocytélé reticulumsejtek és
a macrophagok a vér sejtes elemeivel €s a vérben 1év0 antigénekkel. A vords pulpabdl a vér a
1épsinusokba, majd a vends capillarisokon és trabeculdris venakon keresztiil a hilusi vendkba
keriil [Rohlich, 2002; Cesta, 2006; Elmore, 2006].

Konventiondlisan festett paraffin metszeteken a follicularis marginélis zéna koriil
lathat6 a perifollicularis zona [Van Krieke és mtsa, 1986, 1988]. Ezen régié a voros pulpa

specializélt -folliculusokat koriilvevo- része, ahol a sinusok erednek/ végzddnek. Az itteni



capillarisok koziil szdmos macrophagok egy- és kétretegli hiivelyével fedett [Steiniger és

mtsai, 2001.].

2.3. A 1ép szerkezete egérben

Az egér és a human 1ép felépitése és milkddése szamos hasonldsdg mellett jelentos
kiilonbségeket mutat. Természetesen mindkét Iéptipusban jelen vannak a fébb szovettani
compartmentek és subcompartmentek, de az egérben a marginalis zéna sokkal kifejezettebb,
mint az emberben. A hilusi belépés utdn az emberben tobb a kis arterids eldgazdsok szdma,
igy gyakran szdmos kisebb ér is van jelen a fehér pulpdban, szemben az egér néhany arterids
agaval, amelyek a folliculusok kiilonb6zd részeit furjdk at, és a periarterioldris lymphoid
hiively (PALS) centrdlis arteridjat alkotjak [Steiniger és mtsa, 2000]. A centrélis arteriola
termindlis 4gai a fehér pulpdn keresztiil jutnak el a marginalis zondba, vagy az azon tdli voros
pulpdhoz. Egerekben néhdny nagyobb fehér pulpa ér kozvetleniil is atvezethet a voros
pulpéba, ezek az athidal6 ,,bridging” csatorndk [Mitchell, 1973.]. Intravitélis festéssel még a
fehér pulpa erek liiktetése is megfigyelhetd volt [Grayson €s mtsai, 2003.]. Az egerek nem
sinusoiddlis érrendszerében az endothelsejtek kozotti nagy hézagok konnyl akadalyai a sejtek
atjutasanak. A nyitott keringésnek koszonhetden jelentés mennyiségii vér filtralodik ki a
1épgerenddk kozott, és a reticularis sejtek nydlvanyaikkal osszekapcsolddva sziirik a kijutott
vért, mieldtt az belépne a vends keringésbe, eltdvolitva a fizikailag hibds vagy sériilt
vorosvérsejteket [Weiss, 1990.]. A vér kisebb része viszont kozvetleniil aramlik 4t az arterids
rendszerbdl a vendsba, elkeriilve az extravasatiot.

A fehér pulpaban a T -sejtek koriilveszik a centrélis arterioldt és a periarteriolaris
lymphoid hiivelyt (PALS) alkotjdk, amihez a B -sejtekbdl és follicularis dendritikus sejtekbdl
allo folliculusok csatlakoznak. A follicularis dendriticus sejtek (FDC) az antigén

bemutatasban vesznek részt. Ezek a sejtek megkotik és megtartjdk a dendritjeik felszinén az



immunkomplexeket, igy hosszu tdvon raktirozzdk a feldolgozatlan antigéneket, amelyek
val6szintileg fontos szerepet jatszanak mind a B -sejt memdoridban, mind a masodlagos antitest
valaszban [Tew €s mtsai, 1990., Kapasi és mtsai, 1998.]. A fehér pulpa reticularis fibroblast
elemei jelentds fenotipusbéli eltéréseket mutatnak [Balogh és mtsai, 2004], szerepiik a
racsrost-hdlozat kialakitdsan tdlmenden kiilonb6zd solubilis molekuldk gyors transportjat
lehetévé tevo csatornarendszer (conduit) képzése [Mebius €s mtsa, 2005].

A voros- €s fehérpulpa kozott taldlhaté a marginalis zéna, amelyben megtaldlhaték a
specializdlédott marginalis sinus endothelsejtek, valamint az azokat koriilvevo fibroblast
halézat, marginalis z6na macrophag alcsoportok, és egy kiilondllé B -sejt csoport [Kraal,
1992.; Martin és mtsa, 2002.; Karlsson €s mtsai, 2003.].

Réagcsalokban a vords pulpa kiegészitd myelopoeticus compartmentként szolgélhat a
foetalis koron kiviil is, illetve a keringd lymphocytdk nagy részének kilépési kaput is nyujt.
Az itt taldlhaté macrophagok eredményesen phagocytdljdk a vérben 1€vo antigéneket és a
sériilt vorosvérsejteket. Tovabba a plazmasejtek raktaraként is szolgdlnak [MacLennan és
mtsai, 2003.]

A 1ép egyes vascularis compartmentjei nemcsak a lymphoid sejtekhez vald
topographiai viszonyukban €s haemodinamikai jellegzetességeiben, hanem a bélelé endothel-
sejtek sejtfelszini tulajdonsdgaiban és fejlodéstani jellegzetességeiben is jelentékeny eltérést

mutatnak (Baldzs €s mtsai, 2001; Balogh és mtsai, 2007)

2.4. A 1ép élettana

A 1ép élettani szerepe sokrétli. A 1épnek négy f6 funkcidja ismert. Befolydsolja a vér

alakos elemeinek élettanat, nyirokszervként funkciondl, a vérkeringés szabdlyozdsdban részt
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vesz és vérképzo szervként is funkciondlhat. [Neman, 1997.; Hiatt és mtsai, 1997.; Krstic,
1984.].
Filtrdcios funkcio:

Az eloregedett, sériilt, deformdlt vagy immunglobulinnal fedett vorosvérsejtek
eltavolitdsa valamint egyéb keringd anyagok (baktériumok, kolloidalis részecskék) kisziirése.
Képes megszabaditani a vorosvérsejteket az intracellularis testektdl, degeneralt
mitochondriumoktdl vagy a vasszemcséktdl éppugy, mint bizonyos kérokozoktdl (maléria).
Lépeltavolitds esetén a peripherids vérben ezért jelennek meg az un. Howell-Jolly testek,
melyek vasrészecskék a vacuoldkat tartalmazé vorosvérsejteken. Az IgG és IgM
molekuldkkal fedett vorosvérsejtek szamara csak a 1épben olyan lassu a keringés, hogy azok
az Fc-receptorokhoz kotddhessenek. A sériilt és deformalt vorosvérsejtek pedig a csokkent
deformabilitdsuk miatt nem tudnak atlépni a 1épsinusok faldn. A voros pulpa macrophagjai
kebelezik be az arra megérett vorosvérsejteket. A vorosvérsejtek elbontdasaval a 1ép részt vesz
a szervezet vastranszportjaban is, napi tobb mint 20 mg vas recirkuléltatasaval.

Immunologiai funkcio:

A vérben kering0 antigének kisziirése és prezentdldsa, a B -lymphocyta termelés és érés,
a T -lymphocyta érés, valamint a monocyta - macrophag 4atalakulds serkentése, tovdbba a
plazmasejtek raktidrozasa. A tokos baktériumokkal szemben a Iép az elsddleges immunvalasz
helye, tovabba a B -sejtek 4altal termelt immunglobulinok egyik képzési helye is. A 1épben
rendkiviil magas a phagocytdlé sejtek (macrophagok, reticulumsejtek) szdma, melyek kulcs-
szerepet jatszanak az idegen anyagok elleni korai védekezésben. Rowley mér 1950-ben leirta,
hogy a Iép immunvalasza az intravenas antigén addsndl jelentds. A késobbi vizsgalatok szdmos,
a nem specifikus védekezd rendszert érintd6 tényezO szerepére (pl.: tuftsin, lysosym,

complement faktorok, kininek, interferonok termelése) vilagitottak r4.
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Tdroldsi funkcio:

Simaizomsejtekben bdovelkedd, trabeculdris vdzzal biré allatokban a 1€p vorosvérsejt
,tarold” vagy , kiliritd” funkcidjét e trabecularis vdz simaizomzatanak ténusa donti el. Erélyes
Osszehizodéasa jelentékeny mennyiségli vorosvérsejtet juttat hirtelen a vérpalyaba. Ismert,
hogy kutyakban a 1ép akar harmadéra is 6sszehizddhat.

Az emberi 1€p kotOszovetes vaza mellett ilyen mechanizmust nem tudtak igazolni.
Emberben a 1ép inkdbb a vérlemezkék, a lymphocytdk és a granulocytdk taroldsaban, illetve
az utébbiak vandorldsiaban és ,homing”-jdban jatszik fontos szerepet. A 1€p az Osszes
lymphocyta 20 % -4t tartalmazza. A tarolds novekedése esetén (pl. 1épmegnagyobbodas)
peripherids lymphocytopenia €s thrombocytopenia, mig a taroldsi kapacitds csokkenése,
illetve splenectomia esetén lymphocytosis és trombocythosis alakulhat ki.

Haemopoesisben valo részvétel:

A humadn egyedfejlédés sordn az elsd, jol definidlhaté vérképzd szerv a szikhdlyag,
amelynek szerepét a 6. gestatios héttél a magzati m4j és a 1ép, a 20. gestatios héttdl pedig az
embriondlis csontveld veszi at. A sziiletéskor az erythropoesis kizardlagos helyévé a
csontveld valik. Fokozott vérképzéssel jaré kordllapotokban, illetve myelofibrosisban a
haematopoeticus szovet Gjbol megjelenik az ébrényi vérképzo szervekben, a mdjban, a 1épben

€s a nyirokcsomoékban.

2.5. A lépsebészet torténete

Okori frasok alapjdn a lépet egy olyan szervnek tartottdk, ami egyik oldalrél a nevetés
szerve, masik oldalrol pedig akaddlyozza mind az embereket, mind az éllatokat a futdsban. A
Biblidban a Kirdlyok Konyvében leirtdk, hogy David kirdly futéinak eltdvolitottdk a lépiiket,
hogy gyorsabbak legyenek. Okori forrdsok, példdul Pliny szerint a gorogok vagy kivagtak,

vagy forré vassal égették ki a maratoni futék 1épét [Moynihan, 1921.]. Az ilyen
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,beavatkozason” dtesett személyek gyorsabban futottak, de elvesztették a humorérzékiiket.
Mivel abban az id6ben a mediterraneumban a malaria endémids volt, és a maldria a népesség
nagy részét megfertdzve komoly, akdr 10 kg-os Iépmegnagyobboddst is okozhatott, nem
meglepd, hogy egy igy megnagyobbodott szervet eltavolitva az egyén atlétikai teljesitménye
jelentdsen javult. Ezt egyébként 1922-ben Macht és Finesilver a John Hopkins Egyetemen
kisérletesen is bizonyitotta, ugyanis eldzetesen betanitott egészséges €s splenectomizalt
patkanyokat versenyeztetve igazoltdk, hogy a splenectomizéltak tényleg gyorsabbak voltak.
[Macht és mtsa, 1922.; Morgenstern, 1997.; Hansen és mtsa, 2000.].

Az els6 splenectomidt Andriano Zaccarello végezte el 1549-ben egy fiatal ndbetegen,
akinek a megnagyobbodott 1épe hiivelyi tton tapinthaté volt. A péciens tilélte a miitétet, és
felépiilve hosszi életet élt. Eugene Pool az 1923-ban megjelent ,,A 1ép sebészete” (Surgery of
the spleen) cimii munkdjaban dgy irta, hogy az 1800 -as évekig Zaccarellon kiviil még 10
sebész probalkozott 1épeltavolitassal, tobbnyire nyilt hasi trauma miatt, részlegesen a
hasiiregen kiviilre keriilt 1ép miatt. 1826-ban Karl Quittenbaum szerzett kettds elsObbséget a
splenectomidk torténetében. Egyrészt az elsd electiv splenectomia, masrészt az elsé publikalt
kudarc miatt a beteg roszz altaldnos dllapot a miatt. Késobb munkatarsa, Well, az 1864-ben
végrehajtott sikeres 1épeltavolitdsa utdn ugy nyilatkozott, hogy ezt a miitétet a nagy kockazat
miatt csak akkor szabad elvégezni, ha a betegnek nincs mas modja az életben maradasra,
illetve olyan kordllapotokban javallhaté csak, ahol a 1ép élettani miikodése stlyosan zavart
(plL. leukémidban) [Well, 1866.].

Kocher kezdte el eldszor alkalmazni azt a gyakorlatot, mely a 1épet a legkisebb
sériilése esetén is eltavolitotta, mert funkcié nélkiili szervnek tartotta [Kocher, 1911.]. Ezt a
dogmat 1919-ben Morris és Bullock dontdtte meg, amikor kisérletesen igazoltdk a
splenectomizélt patkdnyok fertdzéssekkel szembeni fokozott érzékenységét [Morris és mtsa,

1919.]. Bar a sebészek elutasitottak a szerzOk azon feltételezését, hogy ez embernél is
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hasonléan miikodik, szdmos kutatét tovabbi kisérletekre 6sztonzott, mig a tobbiek tovébbra is
nagyszamu lépet tavolitottak el a legaprobb sériilésnél valamint haematologiai betegségek
esetén. Morris és Bullock felfedezésének klinikai vonatkozdsa tovabbra is kérdéses volt.

A helyzet 1951-ben kezdett megvéltozni, amikor Gruber és munkatdrsai egy
esetismertetés keretében irtak egy gyermekrdl, aki sepsisben halt meg 1épeltavolitas utdn. A
gyermek congenitalis idiopathias thrombocytopenidval sziiletett, és a vildgra jovetele utin
14 o6raval mar el is tavolitottak a 1épét. A szerzok leirtdk, hogy ez a gyermek az elsd djsziilott,
akinél sikeresen végeztek ilyen miitétt [Gruber és mtsai, 1951.].

King és Schumacher 1952-ben irta le az ,,overwhelming postsplenectomy infection
syndrome”-ot (OPSI-syndroma), vagyis lépeltdvolitds utdni uralhatatlan sepsis kérképét ot
gyermeken, akiken congenitalis haemolyticus anaemia miatt végeztek lépeltavolitast életiik
elsé hat honapjan beliil. Cikkiikben tgy fogalmaznak, hogy az élet korai hdnapjaiban
elvégzett 1épeltavolitast legaldbb néhdny évig tartd, fert6zésekkel szembeni fokozott
fogékonysdg koveti [King és mtsa, 1952.]. Ugyanezen kérképet Smith és munkatdrsai 1957-
ben irtdk le egy léptrauma utdni eset kapcsdn [Smith és mtsai, 1957.]. Késdbb tobb
tanulmanyban is kozolték, hogy a 1ép nélkiili betegeknél sokkal magasabb a postoperativ
fert6zések veszélye [Horan és mtsa, 1962.; Slater, 1973.; McKinon és mtsai, 1973.]. Steel és
Lim a trauma miatt splenectomizalt betegek 27 %-aban talélt postoperativ fertézést [Steel és
mtsa, 1975.].

A Iépsériilések kezelésében 1968-ban Upadhyaya munkacsoportjanal felmeriilt a
konzervativ kezelés lehetdsége is (NOM - Non Operative Management). Megfigyelték, hogy
szamos 1épsériilt betegnél a vérzés a laparotomidig eldllt [Upadhyaya €s mtsa, 1968.].
Munkacsoportjuk 27 rhesus majmot vetett ald szimuldlt traumédnak 1971-ben, amikor is azt
talaltak, hogy a 1ép segmentdlis felépitése a magyardzata a kiilonb6z0 stlyossagi vérzéseknek

hasonl6 nagysdgu traumak esetén. Ha ugyanis a repedések a kiilonbozd vérellatasu teriiletek
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hatarain, illetve hatarai mentén torténnek, kis vérzéssel kell csak szamolni. Viszont ha a
sériilés a hatdrokra merdlegesen torténik, és mélyen beszakitja ezeket a teriileteket, sulyos
vérzés és shock lesz a kovetkezmény [Upadhyaya és mtsai, 1971.]. Upadhyaya kollegdja
Simpson, Douglas-sal egyiitt 1971-ben mar megfigyelési és ellatasi protokollt is leirt
gyermekek Iépsériilésének gyanuja esetére, kiillon hangsilyozva a non-operativ kezelést is
[Douglas és mtsa, 1971.; Zucker és mtsai, 1984.]. Természetesen az is fontos, hogy ne legyen
egyéb indikécidja a laparotomidnak (pl. dthatold iiregi sériilés), illetve haemodinamikailag
stabil legyen a beteg limitélt transfusio mellett is [Guillon és mtsai, 2000.]. Kezdetben tugy
vélték, hogy 55 éves kor folott mindenképpen operdlni kell [Godley és mtsai, 1989.], de
késobbi tanulmdnyok megdontotték ezt a feltevést [Barone és mtsai, 1999.; Cocanour és
mtsai, 2000.].

A kisebb sériilések esetére is mar a 70-es években megjelent a 1épszovet varrattal
torténd ellatdsanak az igénye €s az elsé technikdk leirdsa [Mishalany, 1974.; Burrington,
1977.; Slim, 1979.]. Tobbek kozott Ratner beszamoldja szamos stratégiat javasol, példaul a
nyolcas Oltéseket, a nagy vérz0 erek egyenkénti lekotését, illetve helyi vérzéscsillapitod
anyagok felhaszndl4sat [Ratner, 1977.]. Buntain és Lynn o6tlete pedig egy ,,fonal-létra” volt,
egymasra merdleges matracoltések elhelyezése merdlegesen a sériilés vonaldra [Buntain és
mtsa, 1979.].

A stlyosan sériilt, de ép hilusu 1épet polyglicolsav €s polyglactin alapanyagu felszivodo
haloval korbevarrva probéltdk megmenteni [Delany és mtsai, 1982.,1985.; Takeda és mtsai,
1990.; Tribble és mtsai, 1987.; Vanderschot és mtsai, 1993.].

A vérzés csokkentésére 1984-ben jelent meg az arteria lienalison keresztiil a kivalasztott
segment selectiv embolizacidja, mint a 1épmiitét egyik alternativdja [Mozes és mtsai, 1984.].
Bar Scalfani és munkatarsai 98,5 % -os sikerardnyrdl irtak, ezt a késdbbi cikkir6k nem

erOsitették meg [Scalfani és mtsai, 1995.]. Haan és munkatarsai 13,5 % -os sikertelenségi-,
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valamint 20 % -os komplikdcids ardnyrdl irtak, beleértve 13 % vérzést, 3 % nem észrevett
sériilést valamint 4 % fertézést [Haan és mtsai, 2004.]. Bar a 1ép-embolizacié sordn a 1ép
megmarad, de nincs adat a megdrzott, illetve megvaltozott funkcidjarél. Mivel a 1ép-sinusok
perfusidjat az arterids nyomads biztositja, nem tudhatd, hogy az arteria elzaréddsa miként
befolyasolja a visszamarado 1épfunkciét [Richardson, 2005.].

A technika fejlédésével uj eszkozok is megjelentek a sebészek eszkoztirdban. fgy a
madjsebészeti beavatkozasokndl sikeresen haszndlt ultrahang és laser vérzéscsillapit6 eljarasok
mellett a rddiofrekvencids energia felhaszndldsa a 1ép sebészeténél is bevezetésre keriilt pl. a
részleges 1épeltavolitashoz [Velanovich és mtsa, 2003.; Jiao €s mtsai, 2006.].

Mira a traumatolégusok és a sebészek szemléletében a 1€p teljes vagy részleges
megtartdsdnak, illetve megmentésének igénye keriilt eldtérbe [Szendrdi és mtsai, 1993,

1997.; McClusky, 1999a.; 1999b.].

2.5.1. Splenectomia

A 1épeltavolitas gyakorlata tobb évszdzadra nytlik vissza. Ma a splenectomia az
altalanos- és a baleseti sebészeti osztdlyokon a rutinmitétek kozé tartozik. Elvégezhetd
laparotomidbdl, vagy laparoscopos médszerrel.

A splenectomia leggyakoribb javallatai [Littmann és mtsa, 1988.; Flautner és mtsa, 2003]:
Ep szerkezetii 1ép esetén:
- 1€psériilés
- arteria lienalis aneurysma
- 1éptorsio
- szomszédos szervek malignomadja

- vena lienalis trombosis

Koros elvéltozasu lépben:

- gyulladdsos betegség (abscessuss, maldria, stb.)

- cysta, daganat
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- portalis hypertonia
- haematologia betegségek
- autoimmun betegség (pl. immunthrombocytopenias purpura)

- rendszerbetegségek (pl. lipid tarolasi betegségek)

2.5.2. A splenectomia kovetkezményei

A 1ép eltavolitdsa altaldban az élettel Osszeegyeztethetd, ennek ellenére a betegek
csaknem egy negyedében dltaldnos panaszok jelentkeznek: faradékonysag, hasi dyscomfort
érzés, fogyds, keringési zavarok, ingerlékenység és vegetativ labilitds. Ezeket alkohol-
intolerantia, sebgyogyuldsi zavarok és a fertdzésekkel szembeni ellendlld képesség
csOkkenése kiséri.

A splenectomidt gyors valtozdsok kovetik a vérképben. Sokszor a miitét végére
jelentdsen emelkedik a vérlemezkeszam. Idével a vorosvérsejtekben Howell-Jolly testek
jelennek meg. Ez viszonylag j6 indikdtora a 1ép hidnyanak. Melléklép, incomplett
1épeltavolitas, részleges resectio €s splenismus esetén a Howell-Jolly testek megjelenése nem
torténik meg. Ezen tilmenden vacuolisdlt és koros sejtalakok is észlelhetOk a peripherids
vérképben. A fehérvérsejtszam megemelkedik, és a vér viszkozitdsa megnd.

Splenectomidt kovetden életkortdl fiiggden valtozik a szervezet védekezoképessége:
gyermekkorban -elsésorban 3 éves kor alatt-, iddsebbeknél -60 év felett- jelentdsen fokozodik
a fertézésveszély. A legfontosabb pathophysiologiai problémédk a csokkent immunglobulin
szintnek, -kiilonosen az IgM termelésnek- a gyengébb phagocytosis és opszonin hatdsnak,
valamint a szervezet filtracids kapacitds beszlkiilésének a kovetkezményei. Az esetek
2-6 %-éban ezek egyiittesen vezetnek el a néha évek mulva kialakuld, igen sulyos, nagy
(75 % feletti) mortalitast septicus allapothoz, a gyors progresszidji sepsishez. Ennek angol
neve ,,overwhelming postsplenectomy infection” syndrome (OPSI-syndroma) vagyis

1épeltavolitas utani uralhatatlan sepsis. Ezt a korképet eldszor 1952-ben King €s Schumacher
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irta le, és azota is nagy figyelem oOvezi. [King és mtsa, 1952.]. Mivel I€peltavolitds utin
csokken az immunrendszer opsonisatios képessége, a kérokozo legtobbszor a polisacharid
tokkal rendelkez0 Pneumococcus, Haemophilus influenzae, valamint Meningococcus
baktérium. A gyermekekben nagyobb gyakorisdggal alakul ki kisebb mortalitdsi meningitis,
mig felndtteknél a nagyobb haldlozast septicaemia domindl [Holdsworth és mtsai, 1991.]. A
csokkent immunvédekezés velesziiletett I€phidanynal is fenndll [Brendolan €s mtsai, 2007.].

A sulyos szovodmény kivédése vaccindcidval, évekig tartd antibiotikus profilaxissal, a
1épszovet megtartdsat szolgdld sebészi megolddsokkal lehetséges [Sieber, 1992.; Hiatt, 1997.].

Sajnos az is ismert, hogy mivel a 1ép kulcsfontossdgi a thymus independens
immunvalaszban, a 1épeltavolitdson atesett személyek antitest titere toredéke lehet a 1éppel
rendelkezd tarsaiénak [Amlot és mtsa, 1985.]. Tsunoda és munkatarsa pedig fiatal, 3 hetes
egereken irta le a Iépeltdvolitdis markdnsabb immundepressiv hatdsat felndtt, 10 hetes
egerekhez képest [Tsunoda és mtsa, 1987.].

A postsplenectomids sepsis anndl gyakoribb és silyosabb, minél fiatalabb korban tortént
a splenectomia, illetve fiigg a 1épeltavolitas okatdl is. Ugyanis, ha a miitét oka Hodgkin kér
vagy mds haematologiai betegség, a betegek kozott sokkal nagyobb valdszintséggel fog
OPSI-syndroma el6fordulni, mintha trauma miatt torténik a lépeltavolitds. Haematologiai
betegségekben ezért -amennyiben lehetséges- a 1épeltavolitist 3 éves kor utdnra kell
halasztani. Traumds esetekben pedig torekedni kell a 1épmegtart6- azaz a szervmegtartd
mitéti megoldasra [Littmann és mtsa, 1988.; Flautner és mtsa, 2003; Gaal, 2002.].

A fokozott, fertzésre valo érzékenység parazitdkkal, maldridval szemben is fenndll, és a
fertozott személyben a 1ép eltavolitdsa felgyorsitja a betegség progressiojat [Wyler, 1983.].
Ezzel szemben HIV betegeken elvégzett splenectomia viszont elnydjtja az AIDS kezdetét,
val6szintlileg a l1éppel egyiitt eltdvolitott nagy mennyiségli fertdzott lymphocyta eltavolitdsa

révén [Bernard és mtsai, 1998.].
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2.5.3. Splenosis és jarulékos 1ép

A splenosis régéta ismert jelenség mely szerint traumds 1épsériilést, illetve
1épeltavolitast kovetden a 1€p szétszérddott dllomanya spontan implantdlédhat a hasiiregben.
Ezen kis darabkdk megtapadnak a nagycseplesz, mdj, gyomor és egyéb szervek hashartydval
boritott felszinén, s azon néhdny millimétertdl a centis nagysagig terjedd plakkokat, illetve
1épszovet réteget hozhatnak 1étre. A splenosis gyakorisdga stlyos l1épsériilések utdn egyes
szerzOk szerint 66%-os is lehet. Mikroszképosan a normaél léphez hasonlé szerkezetlinek
tiinnek, de a tok fibrotikus, illetve az érellatdsa sok kis artéridn keresztiil valésul meg, nem
pedig egy hiluson dthalad6 fééren at €s a trabeculdk is hidnyozhatnak [Rice és mtsa, 1980.].
Béar a splenosisos esetek nagy részét a hasiiregben {irtdk le, irodalmi adatok szélnak a
melliiregben [Buchino és mtsa, 1998.], illetve az agyban [Rickert és mtsai, 1998.] torténd
eléforduldsardl is. A megtapadt 1épdarabkdk tumort utdnozhatnak a mellkasban [Thourani és
mtsai, 2005.] a hasiiregben [Dweyer és mtsa, 2005.], és a 10vés utdni hegben akér a bor alatt is
[Yeh és mtsai, 2006.]. A hasiiregben Osszenovések-, illetve a kismedencében chronikus
fajdalom forrésai lehetnek [Sarraf és mtsai, 2006.].

A jéarulékos vagy szam feletti 1ép altaldban a ,,f6 1€p” hilusdban taldlhat6. Wadham és
munkatarsai 250 kérboncolast végeztek el tudatosan keresve a jarulékos 1épeket, és 46 esetben
(18,4 %) taléltak. Ezek mérete 2 mm és 3,5 cm kozott mozgott, és a legnagyobb jarulékos 1ép
6,6 gramm sulyu volt. A helyiik az esetek 41 %-ban a 1éphilus, 23%-ban lieno-renalis szalag,
13%-ban a gastrolienalis szalag, 11%-ban a pancreas farka, 7%-ban a nagycseplesz volt,
valamint 4%-ban a rekesz alatti kotdszovetbe volt bedgyazva a jarulékos 1ép [Wadham és
mtsai, 1981.]. Traumds sériiléseknél a jarulékos 1€p is lehet vérzésforrds, [Habib és mtsa,
2001.], illetve krénikus kismedencei fajdalom héttere [Wacha és mtsai, 2002.].

Pearson és munkatérsai leirtdk, hogy ezen lépdarabkdk ,,djraéledhetnek”, nevezetesen

radiotechnicium-scannel igazolt splenosisos esetekben a Howell-Jolly testek mér nem voltak
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kimutathatéak [Pearson és mtsai, 1978.]. Legaldbb 20-30 g maradék lépszovet sziikséges a
Howell-Jolly testek eltiinéséhez. Mig néhany Iépfunkcié visszatérhet, a fertdzésekkel
szembeni védelem kérdéses marad. Haétterében a splenosis kis mennyisége, illetve ritka
eléforduldsa éllhat. OPSI syndromdban elhunyt gyerekek és felndttek kdérboncoldsa sordn
taldlt osszesitett 1épmennyiség 4 és 92 g kozott valtozott. Ezekben az esetekben ez nem volt

elég az infekcidkkal szembeni kell6 védelemhez [Corazza és mtsai, 1984.].

2.5.4. A lépmegtarté sebészet és a 1ép-autotransplantatio

Traumds [épsériilések illetve egészséges 1€p sériilése esetén a sebészeti szakmai
irdnyelvek [Moor, 1995.] alapjan a kévetkezoképpen kell eljéarni.

Kis sériilések esetén a konzervativ therapia eredményes lehet. II. és III. fokozatd
sériilésnél ,,nyolcas” vagy ,,matrac” oltést haszndlnak, illetve szovetragaszté anyagot és/vagy
bioplastot. Sziikség esetén mobilizdlt csepleszdarabbal lehet a sériilést befedni [Feliciano,
1990.]. Nagyobb seriilés esetén (IIL.-IV. fokozat) alkalmdval lehet6ség van részleges 1€p
resectiora is. Altaldnos elv, hogy a Iépmegtarté miitét ideje nem nyujthatja meg jelentésen a
mitéti idot, vagy nem novelheti meg az intraoperativ vérvesztést. A laparoscopos technika
térhoditdsaval haemodinamikailag stabil betegek esetében explorativ, illetve therdpids
laparoscopia alkalmazasa is bekeriilt a modern sebészi eszkoztarba [Balique és mtsai, 1999.;
Huscher és mtsai, 2005., Kanyari és mtsai, 2006.].

Természetesen vannak olyan esetek is, amikor a 1ép nem tarthaté meg pl. sulyos, IV.-
V. fokozatd sériilés esetén, vagy a hilus leszakaddsa alkalmaval. Ezekre az esetekre jelent
meg a lépszovet részleges megmentésének, a lép-autotransplantationak az igénye. Furka és
munkatarsai 1989-ben irtdk le az autotransplantatio ,lépkotény” technikdjat kutyan, amivel a
1ép kis, vékony szeleteit (koriilbeliil 2-3 mm vastag 2x3cm kiterjedésti szeletkéket) iiltetnek

vissza a nagycseplesz rétegei kozé [Furka €s mtsai, 1989.]. Fontos miitéttechnikai médositas
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volt az eddigi beavatkozasokkal szemben, hogy a 1épdarabkak a cseplesz rétegei kozé és nem
arra kertiltek ra, ezért biztosabban a helyiikon maradtak, nagyobb feliiletén kaptak tdpanyagot,
valamint igy az Osszenovések kialakuldsa is elkeriilhetd volt. Ezzel a médszerrel az eredeti
1éptomeghez  képest koriilbeliil 10-15 %-nyi 1épszovet keriil visszaiiltetésre. Ezen
visszaiiltetett 1éptomeg mennyiség valasztasnak az volt a magyardzata, hogy még a nagyon
sulyosan roncsolt 1épbdl is ez még egy biztosan megmenthetd mennyiség, illetve, ha til nagy
darabok keriilnek visszaiiltetésre, akkor azok belseje nem kap diffizidval elég tdpanyagot az
4j vérellatas kialakuldsdig, ezért azok elhalhatnak. Ilyenkor steril tdlyog jon 1étre, ami tovabbi
komplikaciok, valamint feliilfertdz6dés forrdsa lehet. A 1ép-autotransplantatio Furka-féle
modszerét Debrecenben alkalmaztak el0szor a klinikumban, mara mar kozel kétszaz esetben
[Szendrdi és mtsai, 1993.; 1997]. Orszdgosan pedig kdzel haromszaz betegnél keriilt sor ilyen
miitétre.

Miké és munkatarsai 2001-ben sikeresen adaptéltdk a 1ép-autotransplantatio modszerét
egerekre is. Igy lehetdség nyilt a 1ép-autotransplantatiot kovetd morphologiai és funkciondlis
eltérések inbred egereken torténd részletesebb vizsgdlatara [Miko és mtsai, 2003., 2006.].

A 1ép visszaiiltetés tobb formdja koziil lehetséges még a szovetragaszté anyaggal
torténd rogzités is a csepleszhez [Havlicek és mitsai, 1992.], vagy a lépszeletek izolalt
vékonybéldarabba torténd iiltetése [Pabst és mtsa, 1993.]. A 1ép-autotransplantatiot lefrtdk
kézzel-asszisztalt-laparoscopos moddszerrel sertésen [Biertho €és mtsai, 2004.], tovabba
betegeken is tisztdn laparoscopos technikdval hazai [Svébis és mtsai, 2005.], és kiilfoldi
szerzOk [Petroianu és mtsa, 2006.]. A lépdarabok beiiltetésének tovabbi helyei lehetnek a
rectus hiively, valamint a retroperitoneum is.

A legalkalmasabb hely azonban a kedvezd vérellatds, a portalis elvezetés és az

antibacterialis ,,clearance” miatt a nagycseplesz.
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3. CELKITUZESEK

Munkénkban célul tliztiik ki, hogy a Furka-féle 1ép-autotransplantatiés kutya modellnek,
a Sebészeti Miutéttani Tanszék munkatdrsai dltal beltenyésztett egerekre sikeresen adaptalt
modszerének alkalmazdsdval kisérleti adatokat gytjtsiink a 1ép-autotransplantatiot kdvetod, a

peripherids vérben kimutathaté haematologiai és immunol6giai valtozasokrol.

A Balb/ ¢ egereken végezett kisérletekben Iép-autotransplantatiot kovetden a 2., és 8.
postoperativ honapban megfeleld ép- és dloperalt kontrollokhoz, valamint splenectomizalt

allatokhoz viszonyitva az aldbbi laboratériumi vizsgdlatokat terveztiik elvégezni:

1. A peripherids vér alakos elemeinek szdmban €s eloszlasban torténd valtozdsainak mérése.

2. A lymphocyta alcsoportok sejtszdmainak-, €s ardnyainak kovetése.

3. A szérumfehérjék -immunglobulinok, complement faktorok- szintjében torténd
véltozasok mérése.

4. A peripherids vér phagocyta aktivitdsanak vizsgalata.

5. Fénymikroszképos vizsgédlatokkal a 1€p autotransplantatumok komplex, szovettani
elemzése a hagyomédnyos haematoxylin-eosin  szOvettani  festésmoddal — és
immunbhistologiai reakcidk altal sejttipus-szelektiv jelolési moédok segitségével ép- és

aloperalt kontroll 4llatok 1épszdvetéhez viszonyitva azokat.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. A kisérletek koriilményei

Kisérleteink kezdete eldtt a kordbban elsajatitott mikrosebészeti alapismereteinkre
épitve a Iépeltavolitds €és a Iép-autotransplantatio miitéti technikdjat megtanultuk és
begyakoroltuk.

Kisérleteinet 6sszesen 126 darab, 23-26 gramm sulyd mindkét nembdl kozel egyenld
ardnyban szdrmaz$ Balb/c egéren végeztilk. A miitéteket két honapos egereken hajtottuk
végre. Az éllatokat a tervezett mérések eldtt kettd, illetve nyolc honappal operaltuk meg,
azért, hogy a laboratériumi vizsgédlatokhoz a mintavételek és a mérések egy iddben,
parhuzamosan torténthessenek.

Ez azt jelenti, hogy Osszehasonlité laborvizsgalatok idején a vizsgilt dllatok egyik
csoportja négy, a masik pedig tiz hénapos volt.

Ezen egerekbdl 96 allaton torténtek a haematologiai, az immunoldgiai €s a serologiai
vizsgédlatok, tovabbi 30 allatb6l a haematoxilin-eozin festéses szovettani-, és az

immunhistologiai vizsgalatok.

4.2. Sebészi beavatkozasok és kisérleti allatcsoportok

Az éllatokat intraperitonealisan adott, 35 mg/kg ddzisu pentobarbitillal (pentobarbital-
Na, Phylaxia Sanofi Ltd., Magyarorszdg) altattuk. Operalé mikroszkoép alatt 16x-os, valamint
40x-es nagyitassal torténtek a beavatkozasok. A mutéteket tiszta, de nem steril koriilmények

kozott végeztiik, antibiotikumot nem hasznaltunk.
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Az allatokat miitéttechnikai szempontbdl négy, kozel egyenld csoportra osztottuk:

A) Ep kontroll csoport (K): sem miitéti beavatkozas, sem altatds nem tortént.

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

C) Splenectomizdlt (lépeltdavolitott) csoport (SE): a hasilireg megnyitdsa utdn a lépet
eldemeltiik, és a 1éparteridk lekotése és dtvagdsa utdn eltdvolitottuk (1. dbra) a 1épet,
majd a hasiireget két rétegben zartuk.

D) Autotransplantdlt csoport (AU): a haslireg megnyitdsa utdn a lépet eldemeltiik, és a
léparteridk lekotése utdn a 1épet eltdvolitottuk. Az eltdvolitott 1épbdl
szobahdmérsékletli Ringer-laktdt oldatban 5 darab, koriilbeliil 2x2x2 mm nagysagi
lépdarabkat metszettiink, ami az eredeti 1éptomeg koriilbeliil 10-15%-at jelentette
(2. abra). Ezeket a darabkdkat a csepleszben 1étrehozott ,,fészkekbe” helyeztiik (3.

abra). A ,fészkek” fonallal torténd zdrdsa (4. dbra) utdn a hasiireget két rétegben

zartuk.

1. abra.

A 1éparteria lekotése €s atvagasa
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2. abra.

Az eltavolitott 1€pbdl a beiiltetésre elokészitett Iépdarabkak

3. abra.

A csepleszben készitett ,,fészkek™ (A) és a 1épdarabkdk behelyezése (B)

4. abra

A ,fészkek” zdrdsa a csepleszben
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A hasiireg zéarasa el6tt 1,0-1,2 ml steril physiologias séoldatot fecskendeztiink az allatok
hasiiregébe volumenp6tlas, illetve az 6sszendvések megeldzése céljabol.

A mitétek utdn az dllatok melegitdé lampa alatt toltottek még koriilbeliil 6 6rat. Az
egerek altaldban a miitétet kovetden egy ordn beliil felébredtek. Vizet és tdpot ad libitum
kaptak. Antibiotikum kezelést nem alkalmaztunk.

A négy miitéti tipust és a két postoperativ vizsgdlati idépontot figyelembe véve az
alabbi kisérleti csoportokat alakitottuk ki:

A muitét utdani két honapos csoportok és jelolésiik:
1. csoport - ép kontroll (K-2)
2. csoport - dloperalt kontroll (AL-2)
3. csoport - splenectomia (SE-2)
4. csoport - autotransplantatio (AU-2)
A muitét utdani nyolc honapos 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)

4.3. Makroszkopos vizsgalatok

A makroszképos vizsgdlatokkal célunk az autotransplantdlt Iépdarabkak
megtapaddsanak €s az Oket taplalo érrendszer kialakuldsanak igazoldsa volt. A megtapadt 1ép-
autotransplantatumokat a hozzdjuk vezetd erekkel operdlé mikroszkop alatt is megvizsgaltuk.

Ha a mintavételnél mégis taldltunk olyan autotransplantélt 4llatot, amiben nem tapadt

meg mind az 6t 1épdarabka, ezen dllatokbdl a laboratériumi méréseket nem végeztiik el.
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4.4. Laboratoriumi méréomodszerek

A laboratériumi méréseket a mitétek utdn két hénappal, illetve nyolc hénappal levett
friss vérmintdkbol végeztikk el. Az autotransplantdlt csoportban a laboratériumi mérések
elvégzésének feltétele volt az, hogy az dllatok csepleszében operdcidos mikroszképpal
azonositani lehessen mind az 6t beiiltetett 1épdarabkat.

A vért pentobarbital-Na altatdsban elvégzett thoracotomia utdn intracardidlis
punctioval nyertilk, vagy 7 U/ml heparinnal alvaddsgiatoltuk a haematologiai-, a
luminometrids- és az dramlasi sejtfluorimetrids vizsgalatokhoz, vagy nativan hagytuk szérum

nyerés céljabdl a nephelometrids mérésekhez.

4.4.1. Vérkép meghatarozas

Haematologiai automatdval (DiaTerm, Abacus) mértiik a voros- €s fehérvérsejtek

tovabba vérlemezkék szamat és méretét. Egy méréshez 20 ul vérre volt sziikség.

4.4.2. A lymphocyta alosztalyok vizsgalata

Az édramlasi sejtfluoriméterben a sejteket nagysdguk és granuldltsiguk alapjan
kiilonitettiik el lymphocytdkra, monocytakra és granulocytakra.

A {6 lymphocyta alosztidlyok vizsgdlata a sejtfelszinen taldlhaté marker molekuldk
alapjan, fluoreszcens festékkel jelolt antitestek segitségével aramlési sejtfluoriméterrel
(Becton-Dickinson FACSCalibur, USA) tortént.

Az 50 pl vérhez 2,5 pl 2 mg/ml ellenanyagot (PE anti-mouse CD3; PE anti-mouse CD4;
PE anti-mouse-CD8a; FITC anti-mouse CD 19; PE anti-mouse NK1.1 — Pharmingen, USA)
adtunk, és 20 percet szobahdn, sotétben inkubaltuk ezeket. Ezutin 10 perces 0,32 %-os
NH,4Cl-os haemolizalas, majd a 3 Na-azidos BSA-PBS (Bovine Serum Albumin-Phosphate

Buffer in Saline) mosas utdn a fixalds 500 ul paraformaldehidben tortént.
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A B -sejtek vizsgalatdra anti-CD19, az NK sejtekére anti-CD56, a T -sejtekére anti-CD3
antitesteket hasznéltunk. A T -sejteken beliil két tovabbi alcsoportot kiilonboztettiink meg, a
CD4+ ,helper”, tovabbd a CD8+ ,citotoxikus” sejteket a specifikus, jelold ellenanyagaik
segitségével.

Meghatarozéasaink a lymphocytdk felszinén taldlhaté6 CD-jelzésti antigének mennyiségi
eloszldsainak jellemzésére irdnyultak. Otezer lymphocytdt leszdmolva adtuk meg, hogy a

sejtek hany % -a expresszdlja a felszinén az adott CD-markert.

4.4.3. Serologiai vizsgalatok

A serologiai vizsgélatok 1ézer nephelometerrel (Behring, Németorszag) torténtek. A
szérumokhoz a DAKO (Dénia) gyartmanyd anti- IgM, IgA, C3, C4, illetve Behring
(Németorszdg) gyartmanyu anti-IgG reagenseket adva -10 perc inkubdlds utdn- keriilt sor a

mintak lemérése.

4.4.4. Phagocyta aktivitas mérés

A peripherids vér neutrophil granulocytdinak miikodését a zymozan (Sigma, USA)
stimuldcié utdn keletkezett szabadgyokok kemilumineszcencidjanak mérése alapjan
luminométerrel (Berthold, Németorszag) jellemeztiik [Sipka és mtsai, 1986.]. A kétszeresére
higitott vér 250 pl-éhez 250 pl 1 mg/ml-es zymozén oldatot adtunk. A reakciét 50 pl 2 x 10°

M-os luminol hozzdadasaval erdsitettiik fel. Az allatokbdl parhuzamos méréseket végeztiink.

4.5. Mikroszkopos vizsgalatok

4.5.1. Haematoxylin-eosin festés

A lépdarabkakkal egyiitt eltdvolitott csepleszeket 4%-os formalinban fixaltuk, és
,felszall¢” alkohol soros dehidralds utdn paraffinba dgyaztuk. A mikrotémmal készitett, 3-5

um vastag metszeteken ezutdn haematoxylin-eozin festést végeztiink.
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4.5.2. Immunhistologiai reakciok

Az immunhistologiai vizsgalatok egérlép-endothel és stromasejtekkel (fibroblastok,
marginalis zona macrophagok, follicularis dendritikus sejtek) reagdlé patkany eredetii
monoklondlis antitestekkel torténtek [Balogh és mtsai, 2005; Balazs €s mtsai, 2001] a Pécsi
Tudomanyegyetem Immunoldgiai és Biotechnoldgiai Intézetében.

Az 1IBL-7/22 antitest egy kozOs sinusoidalis €s arteriolaris endothel-membran
antigénhez kapcsolddik. Az endothelialis reaktivitds mellett a periarteriolaris lymphoid hiively
€s a voros pulpa bizonyos reticularis komponensei is jelolodnek ezen ellenanyaggal, mig a
folliculus régi6 nem [Baldzs és mtsai, 1999]. A marginalis sinus endothelsejtjei pozitivan
festddnek az IBL-7/1 antitesttel [Balogh és mtsa, 2005] és MAdCAM-1 antigén [Kraal és
mtsai, 1995] elleni ellenanyaggal. A vizsgédlatokat 8 um-es fagyasztott és 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 zéna macrophagjainak két kiilonb6z6 alcsoportjat festettik meg, az IBL-12
elnevezésli ellenanyag a MARCO-t (Macrophage Receptor with COllagenous structure)
ismerte fel [Kvell és mtsai, 2006], az IBL-13 jelli pedig a marginalis zona metallophil
macrophagjai altal expresszalt szialoadhezint (CD169) jelolte meg. A primer antitesteket
biotindlt egér monoklondlis anti-patkdny (MRK-1) masodlagos ellenanyaggal
(BD Pharmingen) reagdltattuk, mely kotodését HRPO-streptavidinnal detektaltuk (Sigma
Aldrich, USA), H,O,-amino-etil-karbazol szubsztrit-kromogén felhasznaldsdval 0,1 M Na-
acetat pufferben (pH: 5,2). Az endogén peroxiddz-aktivitds gétldsdra a metszeteket elozdleg

1 mg/ml fenil-hidrazinnal kezeltiik.
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4.6. Adatfeldolgozas, statisztikai analysis

Az egyes vizsgalati csoportokban a mérési atlagok és a standard deviatio +/- S.D.
meghatdrozdsa utdn a statisztikai analizishez SigmaStat for Windows 1.0 statisztikai
programot haszndltunk. Az adatok normadl eloszldsa esetén ,,one-way ANOVA” tesztet
alkalmaztunk a csoportok kozti Osszehasonlitidsra. Szignifikdns eredmény esetén Dunett
teszttel hasonlitottuk Ossze a parok atlagait. Nem normdl eloszlds esetén Kruskal-Wallis
teszttel dolgoztunk. A p < 0,05 értéket tekintettiik szignifikans eltérésnek.

Az adatok feldolgozdsa sordn a szignifikdns valtozdsokat (p < 0,05) két csoportba
osztottuk. Az egyikbe azon véltozasok keriiltek (pl. hemoglobin, vagy vérlemezke adatok)
amelyeket mindhdrom (,,autotransplantalt”, ,splenectomizalt”, ,dloperdlt”), mitott
allatcsoportban észleltiink. Ezeket ,,operacié specifikus” eltérésnek tekintettiik, és ezek
tovabbi elemzése a jelen munkankban nem szerepel.

Ezzel szemben a  vdltozdsok mdsik  csoportja csak a  1épmitott
(,,autotransplantalt”,,,splenectomizalt”) dllatokban volt megfigyelhetd. Ezek értékelését az
egészséges kontrollok adataihoz viszonyitva végeztiik a teljes helyredllitds (100%, restitutio
ad integrum) szempontjabol, bar mindig feltiintetjiik az dloperélt csoport eredményeit is,
amelyek egyébként 1ényegi kiilonbséget nem mutatnak a kontrollok adataihoz képest.

A szovettani képek esetében az Osszehasonlitiskor ugyanakkor felhasznaltuk az
aloperélt csoportok adatait is, mivel a sebészi beavatkozdsokat tiszta, de nem steril
koriilmények kozott végeztiik, €s a hasiireg megnyitdsa okozhatott &dtmeneti, lokdlis,

microbialis infekcidkat.
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5. EREDMENYEK

Altatasi komplikaciok miatt 6sszesen 7 kisérleti dllatot vesztettiink el a mutéttechnikai
csoportoktdl fiiggetleniil. A Iép-autotransplantalt kisérleti csoportban egy allatnal harom-, két
allatnél pedig csak négy autotransplantatum tapadt meg a beiiltetett 5-5 1épszeletkébdl, igy
ezek mérési eredményei nem Keriiltek be a statisztikai elemzésbe. Tehdt ezen dallatok
nincsenek benne az utdnvizsgilati egérszdmban. Igy Osszesen 126 egér adatai keriiltek

laboratoriumi illetve mikroszképos értékelésre a 133 allatbol.

5.1. A makroszkopos vizsgalatok eredményei

A makroszképos vizsgdlatokkal célunk az autotransplantdlt Iépdarabkak
megtapaddsanak és az oket taplalo érrendszer kialakuldsanak igazoldsa volt.

A mintavételeknél mind makroszképosan, mind az operdlé mikroszkép alatt jol
lathatéak voltak a megtapadt 1€p- autotransplantatumok mind a hozzdjuk vezetd megerdsodott
erek (5. dbra). A vérvételek utdn mindig ellendriztiikk operdcids mikroszkép alatt azt, hogy
minden visszaiiltetett Iépdarabka fellelheto legyen.

Egereken végzett kisérleteinken megfigyeltiik, hogy minden megtapadt 1épdarabkéhoz
vezetett legalabb mikroszképosan lathaté ér. Azon dllatokban, amelyekben 6tnél kevesebb
autotransplantatumot taldltunk, a regeneralodott kis 1épekhez futd erek szintén jol lathatdéak
voltak. Az erek megléte jelezte a Iépdarabkdk életképességét, és az adott teriilet
megnovekedett vérigényét. A meg nem tapadt autotransplantatumok beiiltetési helyét csak a

fészkek zarasara szolgdlé nem felszivodo fonal maradvanyok bizonyitottak.
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A 1épdarabkdk életképességét mutatta az is, hogy a 8. postoperativ hdnapban vizsgalt
allatokban szemmel lathatéan nagyobbak voltak a 1épdarabkdk, mint a 2. postoperativ
hénapban vizsgéltaké. A tiléld lépdarabka térfogata és tomege legaldbb masfélszeres-,
esetenként kétszeres volt a 8. postoperativ honapban, mint a 2. postoperativ honaposban, bér

erre specidlis méréseket nem végeztiink.

5. abra.

A csepleszbe iiltettet kéthonapos tilélo 1€pdarabkdk makroszkopos képe (A),
és operal6 mikroszkép alatti képe (B). J6l kovethetdk a 1épdarabkakhoz futé erek.
(N:16x) A nyilak az autotransplantatumok erez6dését mutatjak.

5.2. A laboratériumi vizsgalatok eredményei

5.2.1. A vérkép vizsgalatok eredményei

5.2.1.1. Az atlagos vorosvérsejt térfogat (MCV) valtozasai

A 2. postoperativ hénapban végzett vizsgalatok sordn a haematologiai automatdval mért
atlagos vorosvérsejt térfogat ,,mean corpuscular volume” -MCV- véltozdsai azt mutattak,
hogy a keringésben szignifikdnsan megndtt az dtlagos 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) dllatokban is emelkedett vorosvérsejt
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térfogat volt észlelhetd az ép kontrollokhoz (K-2) képest, bar ez az emelkedés csak
kozelitette, de nem érte el a szignifikdns kiillonbséget.

A kettd, illetve nyolc honappal a miitét utani idépontban 6sszehasonlitva az ép kontroll
allatok (K-2) vorosvérsejt méretét, az idosebb (K-8) édllatok javdra egy szignifikdns
méretnovekedést taldltunk (K-2: 39,08 + 1,327 1 vs. K-8: 42,00 + 1,414 {1, p=0,009).

A 8. postoperativ honapban az MCV értékei kozott nem volt szignifikédns eltérés, bar az
autotransplantalt csoportban bizonyos mértéki filtracids aktivitdsra utalhat az, hogy a nagy
atméroju vorosvérsejtek aranya kisebb benniik, mint a splenectomizalt dllatokban, s ardnyuk

kozeliti az ép- és dloperalt kontroll csoportokét a 8. postoperativ honapban (7. abra).
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6. abra.

Az atlagos vorosvérsejt térfogat valtozdsai a 2. és a 8. postoperativ honapban
K-2:39,08 + 1,327 fl vs. K-8: 42,00 + 1,414 fl, p= 0,009
) K-2:39,08 + 1,327 fl vs. SE-2: 41,00 + 0,6 fl, p= 0,028
(K-2: ép kontroll - 2 h6; AL-2: dloperdlt kontroll - 2 h6; SE-2: splenectomia - 2h6; AU-2: autotransplantatio - 2 ho;
K-8: ép kontroll - 8 hd; AL-8: dloperalt kontroll - 8 h6; SE-8: splenectomia - 8hd; AU-8: autotransplantatio - 8 hd)
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5.2.1.2. 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 splenectomizalt (SE-2)
csoportban enyhe emelkedés, az autotransplantélt (AU-2) csoportban pedig enyhe csokkenés
volt megfigyelhetd.

A 8. postoperativ honapra viszont mind a splenectomizdlt (SE-8), mind az
autotransplantdlt (AU-8) csoportban lymphopenia volt kimutathaté az azonos Kkord
kontrollhoz (K-8) képest, és ez a lymphocytaszdim csokkenés a splenectomizélt (SE-8)
csoportban szignifikdnsnak is bizonyult. Az autotransplantdlt (AU-8) csoportban a
lymphopenia mértéke kisebb volt. (K-8: 1,75 + 1,222 G/1 vs. SE-8: 0,78 + 0,35 G/1, p=0,044)

(8.4bra).
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7. abra.

A lymphocytdk szamdnak valtozdsai a 2. és a 8. postoperativ hdnapban
K-8: 1,75 + 1,222 G/1 vs. SE-8: 0,78 + 0,35 G/1, p= 0,044
(K-2: ép kontroll - 2 hé; AL-2: aloperalt kontroll - 2 hé; SE-2: splenectomia - 2h6; AU-2: autotransplantatio - 2 hd;
K-8: ép kontroll - 8 hé; AL-8: dloperalt kontroll - 8 h6; SE-8: splenectomia - 8hé; AU-8: autotransplantatio - 8 h6)

34



5.2.2. A lymphocyta alosztalyok vizsgalatanak eredményei

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

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

A 8. postoperativ honapban viszont mind a splenectomizdlt (SE-8), mind az
autotransplantalt (AU-8) csoportban szignifikdnsan csokkent a CD3+ T -lymphocytak szdma
az azonos koru kontrollhoz képest, bar az autotransplantdltaknak kb. 20% szdzalékkal
magasabb volt a CD3+ T -lymphocyta szdma, mint a nyolchénapos splenectomizaltnak. 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/1, p<0,001) (9.4bra).
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8. abra.
A CD3+ T-lymphocytak szamanak véltozdsai a 2. és a 8. postoperativ honapban
K-8: 1,05 + 0,16 G/1 vs. SE-8: 0,49 + 0,10 G/, p<0,001; vs. AU-8: 0,64 + 0,06 G/1, p<0,001

(K-2: ép kontroll - 2 hé; A,L—Z: aloperalt kontroll - 2 hd; SE-2: splenectomia - 2hé; AU-2: autotransplantatio - 2 ho;
K-8: ép kontroll - 8 hd; AL-8: dloperalt kontroll - 8 h6; SE-8: splenectomia - 8hd; AU-8: autotransplantatio - 8 hd)
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5.2.2.2. A peripherias vér CD19+ B -lymphocyta szamanak valtozasai

A 2. postoperativ hénapban a splenectomizdlt allatokban (SE-2) szignifikdnsan
emelkedett, az autotransplantdltakban (AU-2) viszont lecsokkent a CD19+ B -sejt szdm
taldlhaté a hasonlé kori 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
szignifikdnsan a CD19+ B -lymphocytdk szdma az azonos koru ép kontrollhoz (K-8)
viszonyitva. Az autotransplantdltaknak itt mintegy 20% szdzalékkal magasabb volt a
CD19+ B -lymphocytdk szdma, mint a splenectomizélt allatokndl, viszont igy itt mar az €p
kontrollhoz képest kevésbé csokkent értéket kaptunk. Ez a tendencia is hasonlé ahhoz, mint
amit az 6ssz-lymphocyta-, valamint a CD3+ T -sejtszamra kaptunk (K-8: 0,81 + 0,11 G/1 vs.
SE-8: 0,55 + 0,09 G/1, p<0,001) (10.4bra).
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9. abra.

A CD 19+ B -lymphocytdk szdmdnak valtozdsai a 2. és a 8. postoperativ hdnapban
K-2: 0,44 + 0,05 G/1 vs. SE-2: 0,72 + 0,15 G/, p<0,001; vs. AU-2: 0,25 + 0,06 G/1, p<0,001
; K-8: 0,81 + 0,11 G/1 vs. SE-8: 0,55 + 0,09 G/1, p<0,001
(K-2: ép kontroll - 2 h6; AL-2: dloperdlt kontroll - 2 h6; SE-2: splenectomia - 2h6; AU-2: autotransplantatio - 2 ho;
K-8: ép kontroll - 8 hd; AL-8: dloperalt kontroll - 8 h6; SE-8: splenectomia - 8hd; AU-8: autotransplantatio - 8 hd)
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5.2.3. A serologiai vizsgalatok eredményei

5.2.3.1. A szérum immunglobulin M szintjének valtozasai

Az OPSI-syndroma szempontjabol kiemelt fontossdgi szérum IgM szintjeit vizsgédlva
azt taldltuk, hogy a 2. postoperativ honapban mind a splenectomizalt (SE-2), mind az
autotransplantalt (AU-2) allatokban lecsokken a mennyisége az ép kontrollhoz (K-2) képest.

A 8. postoperativ honapban a splenectomizélt allatokban (SE-8) ez a csokkenés még
tovabb fokozddik.

Ezzel szemben az autotransplantdlt egerekben (AU-8) a kordbbi, a 2. postoperativ
honapban mért értéken maradt az IgM szintje, ami azonban mar szignifikdnsan magasabb,
mint a splenectomizalt allatokban (SE-8) mérhetd ellenanyagszint (SE-8: 45 + 13,3 mg/l vs.
AU-8: 63 + 9,8 mg/l, p<0,05) (11.4bra).

Az 1gG, IgA, C3 és C4 szérumszintjeinek véltozasaiban nem taldltunk szignifikéns

kiilonbséget a vizsgalt dllatcsoportokban.
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10. abra.
A IgM szintek valtozasai a 2. és a 8. postoperativ hdnapban
SE-8: 45 + 13,3 mg/l vs. AU-8: 63 + 9,8 mg/l, p<0,05
(K-2: ép kontroll - 2 hé; AL-Z: aloperalt kontroll - 2 hé; SE-2: splenectomia - 2hé; AU-2: autotransplantatio - 2 ho;
K-8: ép kontroll - 8 hd; AL-8: dloperalt kontroll - 8 h6; SE-8: splenectomia - 8hd; AU-8: autotransplantatio - 8 hd)
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5.2.4. A phagocyta aktivitas mérés eredményei

5.2.4.1. A peripherias vér granulocyta szamanak valtozasai

Vizsgdlatainkban a 2. postoperativ honapban a splenectomizalt allatoknal (SE-2)
a neutrophil granulocytdk szdmat szignifikdnsan magasabbnak taldltuk, az ép kontrollhoz
viszonyitva (K-2: 0,633 + 0,35 G/l vs. SE-2: 0,831 + 0,41 G/I; p=0,04). Az autotransplantalt
ak (AU-2) értékei az ép kontroll csoporthoz megkozelitdleg hasonl6 eredményt mutatattak.
Tovébbi szignifikans kiilonbség volt a két kiilonb6z6 kort 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 dllatokndl (SE-8) tovdbb emelkedett a
neutrophil granulocytdk szdma az azonos koru ép kontrollokhoz képest (K-8: 1,337 + 0,35 G/1
vs. SE-8: 2,44 + 0,5 G/1; p=0,016). Ez az emelkedés kisebb mértékii volt az autotransplantalt
csoportban (AU-8) (12. dbra).
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11. abra.

A neutrophil granulocytdk szamanak véltozdsai a 2. €s a 8. postoperativ honapban
K-2: 0,633 + 0,35 G/1vs. SE-2: 0,831 + 0,41 G/1; p=0,04
K-2: 0,633 + 0,35 G/1vs. K-8: 1,337 + 0,35 G/1; p=0,0136
) K-8: 1,337 + 0,35 G/1 vs. SE-8: 2,44 + 0,5 G/1; p=0,016
(K-2: ép kontroll - 2 hé; AL—Z: aloperdlt kontroll - 2 hé; SE-2: splenectomia - 2h6é; AU-2: autotransplantatio - 2 hd;
K-8: ép kontroll - 8 hd; AL-8: dloperalt kontroll - 8 h6; SE-8: splenectomia - 8hd; AU-8: autotransplantatio - 8 hd)
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5.2.4.2. A peripherias vér phagocytainak aktivitas valtozasai

A zymozannal aktivalt, luminollal erdsitett neutrophil szabadgyokképzo,
kemilumineszcens aktivitds vizsgdlata sordn a magas neutrophil granulocyta-szdm miatt, a
nyolc hénapos splenectomizélt dllatokban vartuk a legnagyobb értékeket.

Mégis meglepetésiinkre ezt az egyébként valoban erds aktivitést is tilszdrnyalta a nyolc
hénapos  autotransplantdltakban  taldlt phagocyta  mukodés  (szabadgyok-képzés,
kemiluminescencia). Ez a megfigyelés a kisebb neutrophil szdmu rendszernek a jobb és

hatékonyabb phagocyta miikodését mutatta. (13. abra).
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12. abra.

A peripherids vér phagocyta aktivitdsa zymozan stimulédci6 hatdsara
a 2. és a 8. postoperativ honapban
(K-2: ép kontroll - 2 hé; /§L—2: aloperalt kontroll - 2 h6; SE-2: splenectomia - 2h6; AU-2: autotransplantatio - 2 hd;
K-8: ép kontroll - 8 hd; AL-8: dloperalt kontroll - 8 h6; SE-8: splenectomia - 8hd; AU-8: autotransplantatio - 8 hd)
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5.3. A mikroszkoépos vizsgalatok eredményei

5.3.1. Az autotransplantatumok kimutatasa haematoxylin-eosin festéssel

A 2. mind a 8. postoperativ hénapban vizsgdlt autotransplantatumokban a 1épszovetet
kotdszoveti kapszula hatdrolta, melybdl trabeculdk hatoltak be a 1épszdvet mélyére, ahol ezek
egy kotdszovetes hdlot, vazat alkottak. A trabeculdkkal egyiitt haladtak be és le a segmentélis
arteridk és vendk. A kotdszovetes sovények kozott intact voros pulpa és fehér pulpa volt
l4that6. A 1épdarabkdk koriil az egér csepleszében normélisan is jelen 1év0 szétszort pancreas-

szovet szigetek is megtaldlhatdak voltak (6. abra).

13. abra.

Lép-autotransplantatum szovettani képe a 2. postoperativ honapban.
(HE festés, N: 100x)

A Dbeiiltetett 1épdarabkdkban a normdlis 1épszovet elemei, és fObb struktirdi
megtaldlhatok. Ez a szdvettani szerkezetii 1ép hosszu tavon is életképesek volt, ezt bizonyitjak

a beiiltetés utdni 8. postoperativ hdnapban végzett szovettani vizsgalatok eredményei is.
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5.3.2. Az immunbhistologiai vizsgalatok eredményei

5.3.2.1. Errendszeri valtozasok az autotransplantalt lIépdarabkakban

A csepleszbe visszaiiltetett 1épdarabkdk keringése jelentésen mddosul az eredeti taplald
arteria elvesztésével. A kiviilrdl, djélag bendvo erek veszik 4t a taplalast. Arra a kérdésre,
hogy a 1€p immunulogiai miikédésében kulcsfontossdgu periarteridlis lymphoid hiivelynek
(PALS - Peri Arteriolar Lymphoid Sheath) és a gerincét jelentd centrdlis artéridnak a
hisztologiai képében kimutathat6-e véltozas, eddig az irodalomban nem taldltunk adatokat.

Az IBL-7/22-es antitesttel, -egy pan-endothel és retikuldris fibroblast elleni markerrel-
festve a metszeteket az autotransplantélt dllatokban a 2. és 8. postoperativ honapban sem
latszik a centrélis arterioldnak megfeleld képlet az dloperalt kontroll allatokbdl szdrmazé

Iéphez viszonyitva. Emellett kevéssé kifejezett a voros pulpa rajzolata is (14. dbra).

14. abra.

Az IBL-7/22 pozitiv sejtek elhelyezkedése a 8. postoperativ honapban a 1ép-autotransplantalt

és aloperalt kontroll 1épszdvetben

N:40x, hattérfestés: haematoxylin a centralis arteria *-gal jelolve)
y gal)
(A: autotransplantatio - 8 hd B: dloperalt kontroll - 8 ho)
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Az emberi ép 1épben a perifollicularis zondn keresztiil kapcsolédnak 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 jelold MAJCAM-1 antitesttel pozitivan jelolddd sejteket
vizsgdlva azt talaltuk, hogy az 4loperdlt kontroll (AL-8) egerekben a marginalis sinus
gyengébben jelolddik az autotransplantaltakhoz (AU-8) képest. Ezzel szemben az
autotransplantalt egerekben a voros pulpaban a mesenteridlis nyirokcsomé HEV-jeihez (High
Endothelial Venules) mérhetd intenzitdsi festédés figyelhetd meg, és a MAJCAM-1
expressio csak részleges a fehér pulpa dllomdny nagyobbik része mentén (15.4bra). Ezek a
véaltozdsok azt mutatjdk, hogy az autotransplantalt dllatok tdléld 1épszovetében alakulnak ki
olyan elvéltozdsok, melyek eltérnek a normalis 1épszovetétdl, és ezek befolydsolhatjdk a B-

sejtek ,,homing” folyamatait és ellenanyag képzd képességiiket.

15. abra.

A MAdCAM-1 pozitiv marginalis sinus endothel elhelyezkedése a 8. postoperativ honapban a

Iép-autotransplantélt és dloperalt kontroll 1épszdvetben (N:40x)
(A: autotransplantatio - 8 hé B: dloperilt kontroll - 8 ho)
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5.3.2.2. A T- és B -sejtek és a follicularis dendritikus sejtek vizsgalatinak eredményei

A T- és B-sejteket vizsgélva az autotransplantélt dllatokban egy enyhe B-sejt dominanciét
lattunk az aloperaltakhoz képest nyolc honappal a beavatkozasok utdn. Ez a B-sejtes teriilet
koriilbeliil 30%-o0s novekedését, és a T-sejtes teriilet koriilbeliil 50%-os csokkenését jelentette
(16. dbra). A B -sejt érésben és aktivacidban részt vevo follicularis dendritikus sejtek (FDC)

elhelyezkedése egybevagott a B -sejt zondval. (17. abra)

16. abra.

A 8. postoperativ honapban a CD3+ T -sejtek elhelyezkedése a 1ép-autotransplantatumban
(N:100x)

17. abra.

A 8. postoperativ honapban a B220+ B -sejtek (A) és az M1+ follicularis dendritikus sejtek
(B) elhelyezkedése a 1ép-autotransplantatumban (N:100x)
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5.3.2.3. A macrophagok vizsgalata az autotransplantalt Iépdarabkakban

A marginalis zéna macrophag alcsoporjainak eloszldsa hasonlé a 8. postoperativ
hoénapban az autotransplantatumokban, mint a hasonl6 kort, dloperalt egerek 1épében.

A két vizsgalt alcsoport koziil az egyik az IBL-12-Anti-MARCO (MAcrophage
Receptor with COllagenous structure) antitesttel festdddé macrophag populdci6 (18. dbra), mig
az IBL-13 ellenanyaggal detektélt szialoadhezin (Sn-CD169) hordozé metallofil makrofag
alcsoport volt (19. dbra). A MZ teriiletében mindkét alcsoport megtartott megoszlast mutatott.
Emellett a Sn-pozitiv alcsoport esetében jelentékeny mértékii follikularis reaktivitds is
szembetlind volt, mely T-dependens antigénekkel valé immunizdlast kovetd csiracentgrum-

képzddés soran jelentkezik, feltehetdleg a hasiiregi beavatkozas kovetkeztében.

18. abra.

A 8. postoperativ hénapban az IBL-12-Anti-MARCO pozitiv macrophagok elhelyezkedése

a 1ép-autotransplantatumban (N:100x)
(A: autotransplantatio - 8 hd B: dloperlt kontroll - 8 ho)
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19. abra.

A 8. postoperativ hénapban az IBL-13: Anti-metallophil macrophag antitest pozitiv

macrophagok elhelyezkedése a 1€p-autotransplantatumban (N:100x)
(A: autotransplantatio - 8 hd B: dloperlt kontroll - 8 ho)
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6. MEGBESZELES

A 1épmegtarté sebészi beavatkozdsoknak széleskorli irodalma van. A téma jelentdségét
az adja, hogy megnétt azoknak a traumdknak a szdma, melyekben lépeltavolitast igényld
sériilés jon 1étre. Ez az éllapot, kiillonosen, ha kora gyemekkorban alakul ki a még fejletlen
immunrendszer miett-, ha id6sebb korban jon létre, az egész immunrendszerben mind a
természetes, mind az adaptiv immunvadlasz hatékonysidganak csokkenése miatt veszélyes
szovodmény lehetéségeket hordozhat magédban. Ennek az allapotnak a klinikai szempontbdl
legsulyosabb, legveszélyesebb formdja az ,,Overwhelming postsplenectomy Infection”
syndrome (OPSI-syndroma) lehet. Bar nem tdl gyakori szovédmény, de ha létrejon, nagy
mortalitdsd, kiilonosen a tokos baktériumokkal torténd fertdzések esetén. Ezért nagy
jelentdségli az a par éve Magyarorszagon is érvényes szakmai irdnyelv és gyakorlat, hogy
1épeltavolitds utdn kotelezd elinditani a mesterséges aktiv immunizdlast a pneumococcus
vaccindval, €s megfeleld antibiotikus védelem is sziikséges.

A sebészek és traumatolégusok szamos Iépmegtarté lehetdséget é€s mutéti tipust
dolgoztak ki az elmult évek sordn abbdl a célbdl, hogy minél tobb mitkoddképes 1€pszovetet
lehessen megmenteni a szervezet szamara. Az ugyanis egyértelmiien igazolast nyert, hogy az
eredeti 1€p tomegének, kb. 10-40% az, ami idedlis esetben, képes megdrizni a 1ép funkcidit
egy szovetroncsold trauma utdn. A nagy szakmai kihivast a kutaté sebészek szaméra az
jelentette €s jelenti, hogy milyen sebészi technikdval lehet biztonsdgosan elérni a legnagyobb
mennyiségli miikodoképes 1épszovet megmentését.

A Furka és munkatérsai altal 1989-ben kidolgozott ,,1épkotény” 1€p-autotransplantatios
technika két szempontbol hozott Gjdonsdgot. Egyrészt a 1épdarabkdk nagycsepleszbe torténd

sz

beiiltetése jobb tulélési eredményeket mutatott a csepleszbe torténd revascularisatio révén,
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madsrészt ez a technika csokkentette az adhézids szovédmények lehetdségét a hasiiregben
[Furka és mtsai, 1989.].

Ennek az eredetileg kutydkra kidolgozott médszernek a beltenyésztett egerekre torténd
adaptdlasa Miké és munkatdrsai révén valdsult meg, akik, HE festett szovettani vizsgélatokkal
is bizonyitottdk a 1épdarabkdk megtapaddsat és regenerdlddasat a 6. postoperativ hétre [Miko
és mtsai, 2001.]. Debrecenben a traumatolégusok részérél a médszer leirdsat kovetden nagy
érdekldodés mutatkozott arra, hogy a klinikai gyakorlatban is alkalmazzdk ezt a technikat
[Szendr8i és mtsai, 1993, 1999]. Igy Debrecenben a lép-autotransplantatio vonatkozasdban
két fontos eldretorés tortént. Egyrészt traumds 1épsériilést kovetden jelentds szamu betegnél
tortént 1ép-autotransplantatio, illetve a beltenyésztett egereken megvaldsult kisérleti modell
[Miko6 €s mtsai, 2001] alapjan 1étrejott a lehetdsége a 1€p-autotransplantatio immunrendszerre
kifejtett hatdsainak komplex és dsszehasonlito vizsgédlatanak.

Ertekezésemben ez utobbi kutatdsi lehetéség sordn, a beltenyésztett egérmodellen kapott
eredményeket kivintam Osszegezni. Ennek a kisérleti modellnek az az eldnye, hogy a
periféridas vér immunoldgiai €s haematologiai paramétereinek vizsgédlatakor ezekben az
allatokban kisebb egyedi szérdsi eredményeket kapunk, mint a nem beltenyésztett allatokon.
Emellett vizsgalataink els0, 4j eredményének is tarthat6 az, hogy a 1ép-autotransplantatumok
életképesség még a miitét utdn nyolc hénappal is megmarad, s6t erre az idOre a beiiltetett
Iépszovet tomege a kordbbi értékhez képest megnd.

A szovettani vizsgédlatoknak a jelentds kibdviilését jelentette, hogy immunhistologiai
vizsgédlatokkal -egy kollaboraciés munka keretében- specidlis monoklonalis ellenanyag
birtokdban adatokat tudtunk szolgaltatni a beiiltetett 1€p finomabb szerkezetérdl is.
Jelentdsnek tarthatd az az 4j megfigyelés, hogy a csepleszbe iiltetett Iépdarabkdkban -bar azok
életképesek, dllomdnyuk tomege novekszik- nincs centrdlis arteria. Ez arra utal, hogy a

csepleszbe iiltetés hatdsara megvaltozik a beiiltetett 1épdarabkdkban a vérkeringés irdnya és
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jellege. Valoszinlileg ennek a kovetkezménye az, hogy az eredeti 1é€pszovethez képest
megvaltozik a folliculusok, a fehér és vorospulpa, illetve a macrophagok elrendezddése.
Ezekbdl kiemelhetd, hogy a T -sejtek szdma mind a 1épben, mind a peripheridn jelentdsen
lecsokken, mig a B -sejtek esetében a peripheridn tapasztalhaté B -sejt csokkenéshez képest a
folliculusokban B -sejtszam novekedés torténik a kontrollhoz képest.

A megvaltozott membran flexibilitdsi vorosvérsejtek felndttkorban fiziologidsan a
lépben filtralédnak ki a keringésbdl. A 1ép eltavolitdsa utdn ez a funkciéd is elvész, igy a
keringésben megnd a nagyobb méretli vorosvérsejtek szdma €s ardnya. A peripherids vér
haematologiai paramétereinek vizsgilatdban reprodukaélni tudtuk azt a korabbi, 1ép eltavolitas
utdni valtozast, hogy megnd a nagyobb atmérdji, és a 1€p sziird funkcidjanak elmaraddsa
miatt a keringésben megmaradt vorosvérsejtek ardnya. Ez a jelenség a miitéteket kovetd 2. és
8. postoperativ hénapban is megfigyelhetd volt az autotransplantalt csoportban, de csak a 2.
postoperativ honapban volt szignifikins. Ehhez azt a kiegészitést kell tenni, hogy az
autotransplantatiot kovetd 8. honapban a 2. hdénaposokhoz képest altaliban megnétt a
vorosvérsejt atmérd és térfogat. Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogyha bar nem szignifikans
mértékben is, de az autotransplantdlt dllatcsoportokban a mutétet kovetden mind két mind
nyolc hénap utdn a keringésben levo ,,nagy atmérdjii” vorosvérsejtek szama kisebb volt, mint
a splenectomizélt csoportokban. Ez a beiiltetett 1€pdarabkdk bizonyos sziird funkcidjanak
meglétére utal.

A lymphopenia ténye a peripheridn mind a splenectomizalt, mind az autotransplantalt
allatcsoportokban érvényes a miitéteket kovetd 8. honapban. Ez a tendencia teljesen érvényes
a CD3+ T -sejtekre. A CD19+ B -sejtek esetében viszont a 2. postoperativ honap utdn a
splenectomizdlt csoportban lényegesen magasabb a peripherids sejtszdm, mint az ép

kontrollban vagy az autotransplantdlt csoportban. Az autotransplantdltakban mérheto

csOkkenést azzal magyardzzuk, hogy ebben az idOszakban a Iépfolliculusok begyiijtik a
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peripheridrdl a csontveld feldl érkezd 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 taldltunk, mint a splenectomizalt allatokban. Ez a
tendencia érvényes volt a T -sejtekre-, €s a teljes lymphocyta szamra egyarant. Ez azt mutatja,
hogy a beiiltetett 1épdarabkdk nyolc honap utdn mar a T - és B -sejt képzés szempontjabdl is a
normalishoz jobban kozelitd dllapotot hoztak 1étre, mint, ami a lépeltavolitast kovetden.

Az OPSI-syndroma szempontjabdl kiemelt fontossagu a tokos baktériumokat opsonizal6
szérum IgM szintje. Vizsgdlataink egyik legnagyobb értékének azt tartjuk, hogy az
autotransplantalt 4allatcsoport szérumdban a splenectomizélt 4allatok értékeihez képest
szignifikdnsan magasabb szérum IgM értékeket taldltunk. Ez arra utal, hogy ezek az allatok
egy bakteridlis fertdzéssel szemben valdsziniileg hatékonyabb védo ellenanyagképzést
mutathatnak, mint léphidnyos tarsaik. Meg kell jegyezni azonban azt is, hogy ennek a
szignifikans laboreltérésnek a kimutatdsahoz sokban segitett az is, hogy a 1ézer nephelometer
segitségével kisebb szérdsi, finomabb eltéréseket tudtunk mérni, mint példdul a
sejtfluorimetridval, aminél ugyan példaul megtalaltuk, a ,,szemmel lathat6” T - és B -sejtszam
emelkedést az autotransplantdlt dllatokban, de ezek az eltérések a nagy szords miatt nem
bizonyultak statisztikailag szignifikdnsnak.

A természetes immunvélasz szempontjabol nagyon fontosak a védekezés elsd hullaméat
alkoté faldsejtek, amelyek nagy részét (kb. 90% -at) a neutrophil granulocytdk alkotjdk a
peripherids vérben. Megfeleld mikodésiik esetén a fertdzd dgensek vagy gyorsan
elimindlédnak, vagy terjedésiiket korldtozzak a megfeleld adaptiv immunvélasz kialakuldsaig.
A neutrophil granulocytak lépeltavolitds utdni -j6l ismert- jelentds szamemelkedését mi is
megfigyeltiik. A transplantdlt dllatokban ez a szam kisebb volt.

Meglepetést jelentett ugyanakkor, hogy a zymozdnnal aktivélt és luminollal felerdsitett

kemiluminescencia az autotransplantdlt csoportban magasabb volt, mint a splenectomizalt
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allatokban. Ezt azzal magyarazzuk, hogy az autotransplantalt csoportban meglévd magasabb
IgM szintek a zymozin részecskék jobb opszonizicidjat eredményezhették, midltal azok
internalizdl6ddsa, phagocytaloddsa jobb hatdsfokd lett, mint a splenectomizalt &llatok
vérében. Meg kell jegyezni, hogy ebben a jelenségben kb. 90%-at kitevd neutrophil
granulocytdk aktivitdsa nyilvdnul meg. Ez a megfigyelés a kisebb neutrophil szdmu
rendszernek a fokozottabb phagocyta miikodését mutatja.

Itt emlitjiik meg emellett, hogy az IgM szinteken kiviil még mértiik az IgG, IgA, C3 és
C4 szérumszinteket is az allatok szérumaiban, de ezekben semmiféle szignifikans eltérést nem

talaltunk, ezért ezeket az eredményeket kiilon dokumentaltuk.
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7. UJ EREDMENYEK

A beltenyésztett egereken kapott eredményeinket ismeretében munkdnk zard

kovetkeztetésit a kovetkezokben lehet Osszefoglalni.

1y

2)

3)

4)

A 1épmegtartd, Furka féle 1ép-autotransplantatios modszerrel a nagycseplesz rétegei
kozé beiiltetett 1€p-autotransplantatumok miikodoképessége megmarad, amit nemcsak
haematoxylin-eosinnal festett szovettani-, hanem immunhistoldgiai vizsgélatokkal is

igazolni lehet.

A visszaiiltetett 1ép-autotransplantatumok megvéltozott keringésének -az arteria
centralis eltinésének- és szoveti strukturdjdnak leirasa, a lymphoid strukturdnak az

eredeti elrendezéshez hasonl6 regenerdcigjanak bemutatasa.

Az autotransplantatio kedvezd hatdsanak mértéke azonban a beiiltetett €s a beiiltethetod

ép 1épszovet mennyiségétol fiigg, ennek kovetkeztében erdsen limitalt. Ez az esetiinkben
10-15 %-os hatékonysagot jelenthetett csupan, ami tavolrdl sem teljes, ugyanakkor nem

elhanyagolhat6 restitutio.

Az autotransplantdlt 1épdarabkdk beiiltetett tomegiik ardnydban javitjdk a peripherids
vérben a vorosvérsejtek kiszlirését -tehat képesek filtracios funkcié betoltésére. Javitjak
tovabba a T- és B -lymphocytdk szamat és eloszldsat, az IgM termelést és a neutrophil

granulocytdk phagocytdld képességét is beltenyésztett egerekben.
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8. OSSZEFOGLALAS

Napjaink motorizalt vildgaban a traumds balesetek és az ezzel Osszefliggd miitétek
szdma sajnos folyamatosan emelkedik. A kordbbi gyakorlatot a traumdsan sériilt 1ép
eltdvolitasat javasolta, de a 1€p sokrétli funkcidinak megismerése a szemléletmdd véltozdsat
eredményezte. A sulyosan sériilt 1€p szovetének megmentésére dolgoztidk ki Furka és
munkatédrsai az autotransplantatio 1épkotény technikdjat, aminél a 1ép kis szeleteit iiltetik
vissza a cseplesz rétegei kozé. Ezt a modszert Miké és munkatdrsai 2001-ben sikeresen
adaptéltak egérre. Munkdnkban beltenyésztett egereken néztilk a lép-autotransplantatio
haematologiai és immunologiai hatdsait, és a kovetkezdket taldltuk:

1) Az autotransplantdlt lépdarabkdk beiiltetett tomegiik ardnydban javitjdk a peripherids
vérben a vorosvérsejtek kiszilirését, a T— és B- lymphocytdk szdmét és eloszlasat, a neutrophil
granulocytdk phagocytalo képességét, tovabba az antibakteridlis védekezésben fontos szerepet
jatsz6 IgM termelést.

2) A nagycsepleszbe iiltetett 1épdarabkdnak megvéltoznak a keringési viszonyai, az arteria
centrdlis eltlinik, eredeti 1€pszovethez képest megvdltozik a folliculusok, a fehér és
vorospulpa, illetve a macrophagok elrendezddése. A valtozdsok koziil kiemelhetd, hogy a T-
sejtek szdma mind a 1épben, mind a peripherian jelentdsen lecsokken, mig a B-sejtek esetében
a peripheridn tapasztalhatd B-sejt csOkkenéshez képest a folliculusokban B-sejtszdam

novekedés torténik a kontrollhoz képest.
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9. SUMMARY

In the motorized world of nowadays the number of accidents and the operations of the
traumatic patients are constantly increasing. The previous practice used to cut the damaged
spleen out, but through the recognition of the various functions of the spleen, the viewpoint of
the surgeons changed. For saving the tissue of the severely damaged spleen had Furka and his
coworkers developed the spleen apron method of autotransplantation, in which they replant
small slices of the spleen into the two layers of the greater omentum. This method was also
adapted for mice by Mik6 and her coworkers in 2001. In our current work we monitored the
hematological and immunological changes after the spleen-autotransplantation in inbred mice,
and we found the followings:

1) The autotransplanted spleen chips are taking positive effect in the ratio of the replanted size
compared to their original amount of the spleen on the filtration of the erythrocytes, the ratio
and the number of the T- and B- lymphocytes the phagocytic activity of the neutrophil
granulocytes, and the level of IgM, playing a crucial role in the antibacterial defense.

2) The circulation of the spleen chip replanted into the greater omentum alters. The central
artery disappears, the arrangement of the follicles, the red -, the white pulp and the
macrophages change. From the alterations the following changes can be stressed: first, the
decrease in the number of T- lymphocytes both in the spleen and in the periphery, second, the

number of B-lymphocytes decreases in the periphery but increases in the follicles.
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