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A kutatas célja

A sziv és keringési betegségek vezetik a mortalitasi statisztikat hazankban. A
vérellatasi zavar kovetkezményeként kialakulo sejtkarosodas meghatarozott idon belil
visszafordithaté folyamat, azaz a vérellatast biztositva a funkcio helyredllithato. A reperfizid
paradoxona azonban, hogy az Ujrainduld keringés nemcsak javitja, hanem a létrejovo
mikrocirkulacids zavar és szoveti gyulladas kovetkeztében sulyosbitja is a megelézéen
kialakult ischemias karosodast, és e folyamatban az oxidativ stressz és a leukocita-endotél sejt
egymasra hatas meghataroz6 szerepet jatszik. A négyéves kutatbmunka célja az ischemia-
reperfuzios karosodas mechanizmusanak és Kkivedési lehetéségének vizsgalata volt
allatkisérletekben és klinikai beteganyagon.

A vizsgalatok soran elért f6bb eredmények dsszefoglalasa

1. Kroénikus allatkisérletekben kimutattuk, hogy szivizom ischemiat kovetéen a
kering6 leukocitak szabadgyok termelése és adhézids molekula expresszioja a reperfizid
késoi szakaszaban is emelkedett. A monocitak tartds adhézios molekula expresszio
fokozodasa e sejteknek az infarktus gydgyulasi szakaszaban jatszott jelentds szerepére utal.

2. Kimutattuk, hogy a szivizom ischemids prekondicionélasa sordn az NF-kB
bifazisos, mig az AP-1 monofazisos aktivalodast mutat, és e transzkripcios faktorok idobeli
valtozasat a prekondicionalo ischemiés ciklusok széma alig befolyasolja. Az acetilszalicilsav
antitrombotikus és analgetikus dozisa nem, de a klinikailag alkalmazhatd maximalis dézis
gatolja az ischemias prekondicionalas kardioprotektiv hatasat.

3. Kimutattuk, hogy a koronaria mitétek kovetkeztében kialakulé gyulladasos
reakciok jelentésen enyhébbek az off-pump modszerrel operélt betegekben, mint a sziv-tidé
géppel operaltakban, amit az extrakorporalis keringés nélkiuli mitétek soran a fehérvérsejtek
adhézios molekula expresszidjanak és a gyulladasos citokinek mennyiségének jelentds
mérséklodése igazol.

4. Kimutattuk, hogy a pulmonalis embdlia indukalta oxidativ stressz a trombolizis
korai id6szakaban tovabb fokozodik, kilondsen a hatékonyabb rogoldo alteplase kezelés
sorén. A keringé fehérvérsejtek emelkedett citokin termelése és adhézids molekula expresszid
valtozasa a pulmonélis embolia tromboliziset kiséré gyulladasos folyamatok elhizddasat jelzi.



Részletes beszamold

1. A szivizom ischemia-reperfuzios karosodas mechanizmusanak vizsgalata kronikus
allatkisérletes modellekben.

A szivizom ischemia és hosszu idejt reperfizid soran létrejové leukocita funkcio
valtozasokat mellkasnyitassal jaro, illetve zart mellkas mellett Iétrehozott kutyamodellen
vizsgaltuk. A nyitott mellkasi modellben a szivizom ischemiat a r. desc. anterior (LAD) 1 €s
3 oras leszoritasaval, mig a zart mellkasi modellben PTCA Kkatéter ballonjanak 3 o0réas
felfljasaval idéztik el6. Ezt kdvetéen a koronaria keringést helyreallitva az akut, szubakut és
a kronikus tulélési idészakban végeztik vizsgalatainkat. Periférias vénas vérmintét vettink a
mutétet megel6zéen, az ischemias periddus végeén, a reperfuzid 5. és 60. percében, valamint
az 1., 2., 3., 7., 14., 21., és 28. posztoperativ napon. Az oxidativ stressz paraméterek
(malondialdehid, redukalt glutathion, plazma SH csoport szint, katalaz, szuperoxid dizmutaz,
mieloperoxiddz enzimaktivitas) és a sejtek aktivaciojat jelzé izolalt granulocitak
gyoktermelésének mérése mellett teljes vérb6l is meghataroztuk a reaktiv oxigén
intermedierek termelédését luminol dependens kemilumineszcencids modszerrel. A kutya
leukocitakkal keresztreakciot mutaté antihuman monoklonalis antitestet hasznalva &ramlasi
citometriaval mertlk a leukocitak CD11a adhézids molekula expressziojat.

Az 1 és 3 0rés LAD leszoritast koveto 28 napos reperfizid soran nyert eredmeények az
oxidativ stressz elhlzodasat mutattak. Ennek soran a keringé granulocitak gyoktermelésének
maximuma megel6zte az adhéziés molekula kifejezédésik maximumat. A granulocitak és
monocitdk CD11a expresszidja az akut reperfuzid sordn kismértékben csokkent, majd az elsé
posztoperativ naptdl jelentésen megemelkedett. Maximumat a 3. napon érte el, és szintje
emelkedett marad a reperf(zio késoi idészakdban is. Mindez kifejezettebb volt 3 0rés
ischemiat kovetéen. Mivel a nyitott mellkasi modellben a szivizom ischemia-reperfizios
karosodas altal eloidézett valtozasokra a mellkasnyitassal jard sebészi trauma is hatassal lehet,
ezért a tovabbi vizsgélatokat zart mellkasi modellen folytattuk. Ezekben az esetekben a
gyoktermelés csak az elsé posztoperativ naptol kezdett emelkedni, a csdcsértékét szintén a
masodik napon érte el. A CD1la expresszié emelkedése a monocitak felszinén volt a
legnagyobb mertékii a 3. napon, és még a 4 hetes reperfizid végén is emelkedett szinten
maradt. A monocitdk emelkedett adhézios molekula expresszioja a késéi reperfuzio soran
felhivja a figyelmet e sejteknek az infarktus gyogyulasi szakaszaban jatszott jelent6s
szerepére. Almitott, azaz megkatéterezett, de nem ischemizalt allatokon végzett
vizsgalatokban a gyoktermelés csak kismértékben valtozott és a monocitdk CD11a expresszio
emelkedése is csak az els6 posztoperativ napon volt szignifikdns. Ennek alapjan
megallapithato, hogy a zart mellkas mellett el6idézett id6leges koronéria elzarasos modell
alkalmas a szivizom ischemia-reperfuzid indukalta leukocita funkcid valtozasok nyomon
kovetésére és lehetéséget teremt Kkardioprotektiv szereknek az infarktus gyogyulési
szakaszaban Kkifejtett hatasanak vizsgalatara. Az &llatvédelmi térvény 2004. januér 1.-tél
hatalyba lépett modositasa miatt azonban e tervezett vizsgalatokat nem tudtuk elvégezni,



mivel a Kisérletekhez sziikséges megfelel6 méretti kutydkhoz jutdst a térvénymodositas
ellehetetlenitette.

A fenti eredményekrél 1 konyvfejezetben (Progress In Experimental Cardiology,
2003) és 6 folydiratban megjelent absztraktban szamoltunk be.

2. Az ischemias prekondicionalds mechanizmusanak, valamint az acetilszalicilsavnak a
prekondiciondlas jelatviteli folyamataira kifejtett hatasanak vizsgéalata.

A tervezett allatkisérletes vizsgalatokat az allatvédelmi torvény valtozasa miatt
maodositottuk és a korcs kutyakon tervezett PTCA modellben vizsgalandd kardioprotekcid
helyett ratértiink a szivizom ischemia-reperfizid, az ischemiéas prekondicionalas nyulakon
vegezhet6 vizsgalatara. A prekondicionalés a szervezet endogén védelmi mechanizmusainak
aktivalasaval jarul hozza a reperfuzios karosodas csokkentéséhez. A nyulakon végzett
kisérletsorozatban megallapitottuk, hogy az ischemiads prekondicionalas soran az NF-kB
bifazisos, mig az AP-1 monofazisos aktivalddast mutat, és e transzkripcios faktorok idobeli
valtozasat a prekondicionald ischemias ciklusok szama alig befolyasolja. Az ischemias
prekondicionalas hatdsmechanizmusénak tovabbi vizsgélata sordn megéllapitottuk, hogy az
acetilszalicilsav antitrombotikus (5 mg/kg) és analgetikus (25 mg/kg) ddzisa nem, de a
klinikailag alkalmazhaté maximalis dézis (130 mg/kg) gatolja az ischemias prekondicionalas
kardioprotektiv hatasat.

A fenti eredmenyekrél 3 kdzleményben (Cardiologia Hungarica 2003; Eur. Surg. Res.
2004; J. Cardiovasc. Pharmacol. 2005) és 4 folydiratban megjelent absztraktban szdmoltunk
be.

3. Hagyomanyos és pumpa nélkil végzett koronaria miitéteket kdvetéen kialakulo
oxidativ stressz és gyulladasos valaszreakciok vizsgalata.

A reperflzios szivizom-kérosodas mechanizmusat klinikai beteganyagon is vizsgaltuk,
melynek elsédleges célja a hagyomanyos kardiopulmonaris bypass (CPB) és a pumpa nélkiil
vegzett (off-pump, OP) koszoruérmiitéteket kovetéen kialakuld gyulladasos vélaszreakciok
0sszehasonlitdsa volt. A Zala Megyei Korhaz Szivsebészeti Osztalyaval egyuttmikodésben
végzett prospektiv, randomizalt vizsgalatunk elsé korébe 10 CPB és 10 OP mitéten atesett
beteget vontunk be, akiknél a mttét alatt (az anesztézia utan, az ischemias szakaszban, majd a
reperfizid 5. és 30. percében), illetve a posztoperativ 1-3. és 7. napon periférias vérmintakat
vettink. A mintdkban vizsgaltuk a szivizom k&rosodasat jelz6 enzimek plazmaszintjét,
valamint a gyulladdsos citokinek mennyiségét. A fehérvérsejtek adhéziés molekula
expresszidjat aramlasi citometriaval hataroztuk meg. A vizsgalatok soran a szivizomzat
karosodasat jelz6 CK-MB és troponin | nekrotikus enzimek jelentés emelkedését talaltuk a
CPB csoportban az els6é posztoperativ napon. A TNF-a. és IL-8 proinflammatorikus citokinek
plazmaszintjének emelkedése is szignifikansan nagyobb volt a CPB csoportban az OP
csoporttal 6sszehasonlitva. A fehérvérsejtek adhézidos molekula expresszidja (CD18, és



kilénésen a CD11a) ugyancsak fokozddott a hagyomanyos mddszerrel operalt betegeknél,
szignifikans eltéréssel a 2. posztoperativ napon. Az off-pump mddszerrel operalt betegekben a
mutét alatt, illetve a mutét utan kialakulé gyulladasos reakciok jelentésen enyhébbek voltak,
mint a hagyomanyosan operalt betegeknél. Az extrakorporalis keringés kikiiszobolésével a
fehérvérsejtek adhéziés molekula expresszidja, és a gyulladasos citokinek termelése
mérséklodik, mely feltehetéen javitja a szivizom kapillaris keringéset, csokkentve a
posztoperativ szovodmenyek és az elh(1z6do hospitalizacio kockazatat.

A koszortérmiutéteket kovetéen kialakuld gyulladasos vélaszreakciok biokémiai
monitorozasat a tovabbiakban a Zala Megyei Korhaz Szivsebészeti Osztalyaval és a PTE
AOK Szivgyogyaszati Klinikajaval egyiittmiikddésben vizsgalatuk. 20 CPB és 10 OP miitéten
atesett betegt6l a mutét alatt a sinus coronariusbdl és a periférias vénabol, a posztoperativ 1-3.
és 7. napon pedig a periférids vénabodl vettiink vérmintakat, melyekb6l mikrogyéngyos
aramlasi citometridss modszerrel mértuk az  IL-1B, IL-6, IL-8; IL-12, TNF-a
proinflammatorikus és az IL-10 antiinflammatorikus citokinek mennyiségét. A pro és
antiinflammatorikus citokinek aranya CPB utan nagyobb mértéki és elhtizodobb emelkedést
mutatott az OP mitéttel Osszehasonlitva. A citokinek szintje a sinus coronariusban
meghaladta a szisztémasan mért értéket CPB soran. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
kilénbdz6 mutéti megoldasok eltéré patoldgiai folyamatokat indukalnak, és a citokinek
koncentracidvaltozasanak mérése alkalmas a kialakulé gyulladasos folyamatok sulyossaganak
megitélésére. Ugyanezekbdl a betegekbdl nyert vérmintakbdl a fehérvérsejtek adhézios
molekula expresszidja mellett meghataroztuk a CD97 gyulladasos marker kifejezezédeseét is.
A CDl11la, CD18 és CD97 expresszid a granulocitdkon és a monocitdkon szignifikansan
megemelkedett a 2-3. posztoperativ napon a hagyomanyos modszerrel operélt betegeknél. A
CD97 markert egészséges korilmények kozott gyengén expresszald limfocitakon azonban
mar az elsé posztoperativ napon szignifikansan megemelkedett a CD97 expresszio, ami arra
utal, hogy a limfocitadk erésen aktivalodva szerepet jatszanak a CPB indukalta gyulladasos
folyamatokban.

A fenti eredményekrdl 3 kozleményben (Cardiologia Hungarica 2004; Exp. Clin.
Cardiol. 2004; Eur. Surg. Res. 2005) és 6 folyodiratban megjelent absztraktban szamoltunk be.

4. A pulmonalis embdlia trombolizisét kiséré oxidativ stressz és leukocita aktivacio
vizsgalata.

Munkaterviinknek megfeleléen a PTE AOK Anaesthesioldgiai és Intenziv Theréapias
Intézetével kollaboracioban elvégeztiik a szisztémas trombolizis oxidativ stresszre, trombocita
és leukocita funkcié véltozasara kifejtett hatdsanak vizsgalatat szubtotalis pulmonalis
embolias betegeknel. Az elére meghatarozott bevonasi és kizarasi kritériumok miatt elhiizodé
vizsgalatokba 6sszesen 15 beteget vontunk be, akik kozul 8 beteg ,ultra-high” doézisu
streptokinase (UHSK), 7 beteg alteplase (tPA) kezelésben részesilt. Periférias vénas
vérmintakat vettlink a trombolizist megel6zéen, a lizis 8. 6rajaban, majd a beavatkozast
koveté 1., 3., 5. és 28. napon. Az oxidativ stressz paraméterek (malondialdehid (MDA),



redukalt glutathion (GSH), plazma SH (PSH) csoport szint, katalaz (KAT), szuperoxid
dizmutéaz (SOD), mieloperoxidaz (MPQO) enzimaktivitas) merése mellett kemilumineszcencias
modszerrel meghataroztuk a teljes vér gyoktermelését (ROS). Aramlasi citometriaval mértik
a leukocitdk CD11a, CD18 adhézids molekula és a CD97 gyulladasos marker expressziojat,
valamint forbol-mirisztat-acetattal 4 6ran at inkubalt teljes vérbsl nyert plazma mintakbdl
ELISA Kkittel mértiik az IL-1p, IL-6, IL-8 és TNF-o koncentraciot. Meghataroztuk tovabba a
fibrinogén és D-dimer szintet és mértiik a trombocita aggregaciot is.

Eredmenyeink szerint a betegek felvételekor levett vermintakban az emelkedett MDA,
MPO valamint a csokkent PSH eértékek a pulmonalis emboliat Kkiséré oxidativ stressz
meglétére utaltak. A trombolizist kdvet6 szignifikans MDA emelkedés és GSH cstkkenés,
valamint a ROS érték emelkedése jelezte az oxidativ stressz fokozodasat. A granulocita és
monocita CD1la és CD18 adhéziés molekula expresszié szignifikdnsan csokkent a
trombolizist kovetéen. Ez a csokkenés nagyobb mértékiinek mutatkozott a monocitakon
alteplase kezelést kovetéen. A fehérvérsejtek indukalt citokin termelése mindkét kezelést
kovetéen hasonloan valtozott, de az alteplase kezelés hatasara a citokin szintek jelentésebb
mértékben emelkedtek és a maximalis értékiiket a kezelést kdveté 5. napon értek el. A
trombocita aggregacio a lizist koveté 8. oOraig szignifikansan csokkent, majd a 20. o6réatdl
fokozodott. Az adrenalinnal torténé indukcidt kivéve nem mutatkozott szignifikans eltérés a
két szerrel végzett kezelés hatasa kozott, azonban a fibrinogén valtozasa a két szer eltéro
hatasat jol jelezte. A reperflzio sikerét a D-dimer valtozasa mindkét szer esetében markansan
tukrozte. Osszességében megallapithatd, hogy a pulmonalis embdlia indukalta oxidativ stressz
a trombolizis korai iddszakaban tovabb fokozodott, kiilondsen a hatékonyabb régoldd
alteplase kezelés soran. A fehérvérsejtek csokkent adhézids molekula expresszidja jelezte a
trombolizist kdveté koros leukocita-endotelidlis sejt egymasra hatést, feltételezve az aktivalt
sejtek kapillaris falra torténo jelentés kitapadasat. A keringé fehérvérsejtek emelkedett citokin
termelése és adhézios molekula expresszio valtozasa a gyulladasos folyamatok elhtizodasara
utalt a pulmonélis embdlia trombolizise soran. A streptokinase, vagy alteplase adasaval
torténé lizis eltéro hatasa felveti az antioxidans terapia esetleges sziikségességeét is.

A fenti eredményeket 6 folyoiratban megjelent absztraktban ismertettiik, és egy
publikalasra elklldott, valamint egy el6késziletben levé kdzleményben foglaltuk dssze.



