A 2003-2006. kozotti években elért tudomanyos eredmeények 6sszefoglalasa

I. Az iszkémias szivbetegség 0j altipusa: ,,slow coronary flow phenomenon”

A morfologiailag ép epikardidlis koronariakban észlelhet6 meglassult kontrasztanyag
aramlasként definilt ,slow coronary flow” (SCF) jelenséget éveken keresztiil pusztan
angiogréafias abnormalitasnak tartottak. SCF betegek klinikai adatait, angiografias kepeit és
kilonb6z6 markerek szérum szintjeit hasonlitottuk 6ssze az iszkémiés szivbetegség (ISZB)
kil6nb6z6 formaiban szenved6 betegek paramétereihez. A SCF betegekben az instabil angina
gyakori klinikai megjelenése ellenére (32 %) az akut fazis fehérjék szintjei (IL-6, hs-CRP,
VWF) hasonléak voltak més, nem akut ISZB-ben szenved6 betegek csoportjaiban mért
szintekhez. A sICAM-1 szintek magasabbak voltak valamennyi vizsgalt klinikai csoportban
az egeszséges véradokhoz hasonlitva (p<0,005), azonban karakterisztikusan alacsonyabbak
voltak a SCF betegekben mas ISZB-ben szenved6 alanyokhoz képest (p<0,05), amely a SCF-
ban egyidejileg jelenlévé endothelialis diszfunkcio és alacsony nyirderé (,,shear stress”)
hatasat jelezheti. Ezért a SCF jelenség, amely az elvégzett koronarogréafias vizsgalatok 0,8%-
ban diagnosztizalhatd, az iszkémias szivbetegsegeken belll egy fuggetlen klinikai format
képvisel: egyedi klinikai képpel, egyedi angiogréfias jellemzoékkel és biokémiai szérum
marker mintézattal.

I1. Koronaria aramlasi sebesség és endothelialis diszfunkcié kapcsolata

Cél a lokalis koronaria aramlasi sebesség (,,corrected TIMI frame count”, CTFC) és az
atherosclerosis soran szerepet jatszo szisztémas szérum markerek (SICAM-1, IL-6, hs-CRP,
VWEF) kozti 6sszefliggés meghatarozasa volt. A kdvetkez6 betegpopulécidkat vizsgaltuk: stabil
iszkémias szivbetegség (n=96), akut koronaria szindroma (n=27) és dokumentalt miokardialis
iszkémia ellenére is negativ koronarografias eredmény (n=68). Az akut fazis fehérjék
szintjének emelkedésén tul a betegcsoportok csupan marginalis eltérést mutattak. Azonban
egyénekre lebontva és elemezve az eredményeket, pozitiv korrelaciot talaltunkk a CTFC és a
SICAM szint kozoétt (r=0.33), mely akut koronaria szindrdmaban volt a legerésebb (r=0.61),
fuggetlenul tobb kardiovaszkularis rizikofaktortol (nem, életkor, testtdmeg index (BMI),
dohanyzas, hipertonia, diabétesz). A gyogyszeres kezelés, a hs-CRP, IL-6, VWF szintek nem
befolyasoltdk a korrelacidt. A fenti eredmények jelzik a koronaria aramlasi sebesség és a
szisztémas adhézios molekulatermelés kdzotti 6sszefliggést.

I11. Az endothel diszfunkcioé non-invaziv diagnosztikéja szoveti lézer-Doppler és arteriograf
segitségével

A diabetes mellitus az akcelerélt atherosclerosis egyik legfontosabb rizikofaktora, ezért ezen
betegek segitsegével — 6ket mikro és macroangiopathia szempontjabol két klinikai csoportba
osztva - az endothelialis diszfunkcid vizsgalomodszerei kidolgozhatéak. Arteriographot és
szoveti lézer-Dopplert alkalmaztunk 1-es tipusu vagy 2-es tipusu diabetes mellitus és
egészséges kontroll csoportot @sszehasonlitva. Az arteriograf segitségével az érfal
rugalmassagara jellemzé Un. ,,augmentacios index”-et hataroztuk meg. Meéréseink alapjan
diabetes mellitus esetén mindket alkalmazott modszer érzékenynek bizonyult az érrendszer
koros elvaltozasainak kimutatasara, igy a két non-invaziv mddszer egylttes alkalmazasaval az
endothel diszfunkcid, mint a macro- és microangiopathia korai stadiuma kimutathatd, a
szovédmenyek sziirhetok.

IV. A keringé endothelsejtek (,circulating endothelial cells”, CEC) izolalasa és
karakterizacioja, az endothelidlis dysfunkcié invaziv vizsgélata kardiovaszkularis
betegekben



A verben keringé endothelsejtek szdma kardiovaszkularis események alatt megemelkedik.
Vizsgéalataink sordn a CEC szdmaét hataroztuk meg akut miokardidlis infarktusban kozvetlendil
a perkutan koronaria intervencio (PCI) el6tt, utan, 24 és 96 6ra mulva (n=21). Emellett
mértik a serum sICAM-1 és von Willebrand faktor szinteket. A pre-PCl mintakban a CEC
szama szignifikansan magasabb volt a kontroll csoporthoz képest; a sejtszam 24 6ra mulva
érte el a legmagasabb szintet (p=0,023). Erdekes modon, ezzel parhuzamosan a sSICAM-1 és
VWEF szintek csokkené tendenciat mutattak. Pozitiv korrelaciot talaltunk a CKMB PCI elétt
mért szintje és a CEC 1. napos sejtszamok kozott (r= 0,52). Osszefoglalva, a vérben talalhato
magas CEC szam egyértelmii endothel karosodast bizonyit, és mértéke korrelaciot mutat a
szivizom karosodas mértékével, jelzi a kardiovaszkularis rizikt. Az észlelt gyors VWF és
SICAM-1 csokkenés jelentdsége még tisztazasra var.

V. A keringé endothelsejtek szamat befolyasold tényezok vizsgalata koronarografiavak
igazolt stabil ischeamias szivbetegekben

A Kkering6 endothelsejtek szama az endothel serllés egyik direkt markere. F6 célkitiizésiink a
kardiovaszkularis kockazati tényezok ill. a terapias beavatkozasok hatasanak felmérése volt a
CEC szamra stabil angindban szenvedé betegekben (n=57). A CEC szdma AP betegekben
szignifikdnsan magasabb volt az egészséges egyénekhez képest; hypertonidban,
hyperlipidaemiaban, diabeteszben szenvedd, illetve dohanyzd betegekben emelkedett CEC
szamot talaltunk. A gyogyszeres kezelés hatasait illetéen, a clopidogrellel (CLO) kezelt
betegekben szignifikansan alacsonyabb CEC szamot talaltunk. Regresszios analizist
alkalmazva a kvalitativ valtozok kozil csak a CLO szedése fliggetlen prediktor paraméternek
bizonyult (p=0.029). A statinnal kezelt betegekben hasonl6 endothel protektiv tendencia volt
megfigyelhet6; a hatas mechanizmus felderitése tovabbi vizsgalatokat igényel.

VI/1. Poli-ADP-rib6z polimerdz-1 (PARP-1) aktivaci6 akut miokardialis iszkémia-
reperflzio allapotaiban

A miokardidlis iszkémiat/infarktust kdveté reperfuzié soran DNS Kkarositd reaktiv
szabadgyokok keletkeznek, melyek a PARP-1 enzim koéros aktivaciojahoz vezetnek, kimeritve
a sejt ATP és NAD" készleteit. Ez a mechanizmus adhatja a primer perkutan koronaria
intervencid (PCl)-indukalta reperfizidés miokardium karosodas alapjat. Ennek igazolasara ST-
elevacios akut miokardidlis infarktus miatt primer PCl-on atesett betegek szérum peroxid
nitrozilaciot és kovetkezményes PARP-1 aktivaciot vizsgaltunk. A szérum [H,O;] PCI elétt és
utdn emelkedett volt, kronikus koronaria betegek értekeihez hasonlitva. A leukocitak
immuncitokémiai analizise soran enyhe tirozin-nitrozilacié volt észlelheté PCI elétt, mely PCI
utén kifejezetté vat, és intenzitasa a 4. napra sem csokkent. A PAR (poli-ADP-rib6z, a PARP-1
vegterméke) festédés mar a PCI elétt 1athato, kozvetlenil a PCI utan a legintenzivebb, majd a
4. napra jelentésen gyengil. A leukocitdk Western blot analizise sordn hasonld eredmenyeket
kaptunk. A fentiek alapjan az ST-elevaciés miokardialis infarktus soran mar a PCI el6tt
oxidativ karosodas, kovetkezményes PARP-1 aktivacio alakul ki. Ezt a patoldgias aktivaciot a
PCI soran elért reperfuzid jelentés mértékben fokozza. A jovében a primer PCI elétt
alkalmazott gydgyszeres PARP-1 enzim gatlds, s ezzel a miokardialis sejtek reperfizios
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VI/2. lIschaemias szivbetegség kilénbdzé formaiban kialakuld6 DNS karosodas merése
Comet assay segitségével

Az oxidativ folyamatok és a vellik parhuzamosan jelenlevé antioxidans mechanizmusok altal
létrehozott egyensuly az atherosclerosis sordn megbomlik.  Jelen vizsgélat célja
koronériabetegek (akut miokardialis infarktus primer perkutan koronaria intervencidval, stabil



angina pectoris és korban illesztett kontrollcsoport, n=22) DNS karosodasanak
0sszehasonlitdsa, az akut miokardidlis infarktus kezelése soran lezajlo reperfizios karosodas
mértekének megitélése, illetve a rizikdfaktorok szerepének tisztazasa volt. A DNS torések
mértéke jelzi a coronaria atherosclerosis sulyossagat; azonban miokardialis infarktuson atesett
betegek PCI el6tti PCI utani értékei nem mutattak szignifikans eltérést. A DNS torések
mértéke egyértelmii dsszefliggést mutatott a diabetes mellitussal és a hypertoniaval. Ezért a
jovében a DNS torés mértékének meghatarozasa az atherosclerotikus megbetegedések
rizikbbecslésében szerepet kaphat.

VII. A patholdgiés thrombocyta funkcid felmérése ischaemiés szivbetegségekben:

VII/1. Az ADP EC50 érték thrombocyta aggregometriaval torténé meghatdrozasanak
szerepe clopidogrel rezisztens betegek kisziirésében

A P2Y12 ADP receptor gatldé clopidogrel antithrombocita hatdsanak mérésére az egyéni
varidbilitas miatt klinikai igény van. Habar a P2Y12 receptor EC50 értéke kisérletes
rendszerekben az alacsony mikromoléris tartomanyban van, a legtobb human trombocita
értéekének meghatarozasa (Born aggregometria) volt elektiv koronaria intervencidra kerilé
kardiovaszkularis betegeken (n=72). Eredményeink alapjan stabil koronéria betegekben is
alacsony mikromolaris tartomanyban van az ADP EC50 értéke. Magas ADP koncentraciok
hasznélataval az aggregometria soran talbecsilik a terdpiarezisztens egyének szamat, ezért
ajanljuk az ADP EC50 értékének meghatarozasat. A clopidogrel rezisztens egyének magasabb
CRP, sCD40L es VWF szintjei jelzik, hogy a clopidogrel hatdsat az aktiv metabolit
képzodésének mérteke mellett befolyasolja a hattérben zajlo atherosclerotikus gyulladasos
folyamat intenzitésa is.

VII/2. A sztatinok és a P2Y12 ADP receptor gatld clopidogrel kozti gyogyszer-interakciod
vizsgalata perkutan koronaria intervenciora kertlg iszkemias szivbetegekben

A clopidogrel a CYP450 3Ad4-es izoenzim altal metabolizalodik, csakugy mint két
lipidcsokkenté gyogyszer, az atorvastatin és a simvastatin. Vizsgalataink célja a harom
gyogyszer kozti kodlcsonhatas kimutatasa volt 48 stabil koronaria-beteg ADP és kollagén
indukalta trombocita aggregaciojanak mérésével. A 48 beteg kozul a kordbban sztatint szed6
20 beteg clopidogrel telités mellett 40 mg simvastatint, 8 atorvastatint kapott; 20 beteg nem
kapott sztatint. A clopidogrel bevétele utan 4 oraval mindharom csoportban szignifikans
aggregacio csokkenés volt, az aggregacid gatlas mértékében a sztatin és a kontroll alcsoportok
kdzott nem volt szignifikans kuldnbség. A fentiek alapjan a PCI kapcsan kotelezéen adott
telit6é dozisu clopidogrel trombocita aggregacio gatlo hatasat a sztatin el6kezelés nem
befolyasolta hatranyosan, a clopidogrel és sztatinok interakcidja klinikailag jelentéktelen. A
tartds sztatin kezelés kedvezéen befolyasolja a trombocita aggregaciot, ami fliggetlen a
clopidogrel hatasatdl és a sztatinok pleiotrop hatasaval fiigghet dssze.

VII/3. A thrombocyta-gatlészer rezisztencia (clopidogrel rezisztencia) jelensége
intrakoronarias stent thrombdzison atesett betegekben

A fentiek alapjan az antithrombocyta kezelés hatékonysaganak mérésére klinikai igény van,
az therdpids konzekvencaval jar. A rezisztens betegek identifikdldsa megkivanja az
aggregacios labor sajat standard értékeinek megallapitasat (Isd. VII/1. pont). El6z6
eredmeényeink alapjan prospektive identifikaltunk 10 olyan beteget, akiknél a standard terapia
mellett részben restenosis, részben acut/subacut stent thrombozis miatt ismételt PCl-ra kerlt
sor és ADP EC50 érték alapjan terapia rezisztensnek bizonyultak. Ezt kdvetéen a betegek
thrombocyta gatlé terapidja a kovetkezé algoritmus alkalmazasaval kerllt optimalizalasra:



150mg clopidogrel+ 100mg ASA; ezutdn 2x250 mg ticlopidin+100mg ASA; tovabbi
ineffektivitas esetén 2x250 ticlopidin és 2x 200 mg dipyridamol+25 mg ASA. Az identifikalt
betegek a személyre szabott antithrombocyta kezeléssel reszponderré voltak tehetéek!

VII/4. A thrombocyta P2Y1 ADP receptor funkcidjanak analizise clopidogrel kezelt
kardiovaszkularis betegekben

A P2Y12 ADP receptor gatld clopidogrel a terapia kotelezé eleme PCl-ra kerlilé ischaemias
szivbetegekben. Mivel a thrombocytak mindkét ADP receptoranak (clopidogrel-target P2Y12
és a P2Y1) egyiittes aktivalodasa hozza létre az aggregaciot, cél a P2Y1 receptor egyéni
variabilitasanak és ezen receptor aggregacidban jatszott szerepének vizsgalata volt PCl-on
atesett kett6és antithrombocyta kezelésben részesulé betegekben (n=143). A P2Y1 receptor
specifikus pharmakoldgiai gatlasa szignifikansan csokkenti a thrombocyta aggregaciot,
jelezve, hogy ezen receptor — akar P2Y12 gatlassal kombinalva — potencidlis target lehet az
antithrombocyta kezelésben. A P2Y1 receptor az ADP-indualta aggregacio elengedhetetlen
résztvevéje, mindazonaltal egyéni aktivitdsa nem hatarozza meg alapvetéen a clopidogrel-
kezelt betegek thrombocyta reaktivitasat, annak elsédleges determinéloja a P2Y12 receptor
gatoltsagi foka.

VII/5. Emelkedett plazma noradrenalin szint és trombocita P-szelektin, CD40 ligand
pozitivitas 0sszefliggése kettds trombocita gatld terdpiaban részesuls stabil koronéaria
betegekben

A kering6 katecholaminok szerepe szivelégtelenségben és ritmuszavarok tertletén jol ismert,
azonban a trombocitak adrenerg receptora révén fontos faktora lehet az atherothrombotikus
folyamatoknak is. Mivel a szervezetben keringé katecholaminok 80%-a noradrenalin (NA),
cél a NA szint és a trombocita reaktivitas 0sszefluiggésének vizsgalata volt olyan stabil
koronaria betegekben (n=21), akik masodlagos prevencidjuk soran napi 100mg
acetilszalicilsavat és 75mg clopidogrelt kaptak. A trombocita aktivalodast aramlasi
citometriaval meghatarozott P-szelektin illetve CD40 ligand pozitiv trombociték aranyaval; az
azonos idépontban levett plazmabol a NA szintet kompetitiv ELISA segitségével mértik.
Ketts antitrombocita kezelésben részesulo stabil koronaria betegekben magas plazma NA
szint esetén a nagyobb a P-szelektin és a CD40L pozitiv aktivalt trombocitdk aranya. A
keringé NA a trombocita adrenerg receptoran at az intracellularis CAMP szint csokkentésevel
hoz létre aktivaciot, ezért a gatloszerek mechanizmusait kikerilve trombocita
hiperaktivitdshoz, aszpirin és/vagy clopidogrel rezisztencidhoz és az atherotrombotikus
kockazat emelkedéséhez vezet.

VII/6. Az aszpirin in vivo és in vitro thrombocyta gatl6 hatdsanak vizsgalata
A Kkardiovaszkularis betegek aszpirin (ASA) kezelése a prevencio alapeleme.
Cél olyan in vitro trombocyta aggregacios (TA) tesztek kidolgozasa volt, melyek segitségével
az aszpirinhatas felmerhetd, a rezisztens betegek rizikdcsoportba sorolhatok. Az ASA
szignifikansan csokkenti az AA, kollagén és adrenalin indukalta aggregéciot. In vitro ASA
hozzéadasa aszpirinszedokben parcidlis gatlo hatdsi és magasabb rezidualis
aggregaciot eredményez, ellentétben az aszpirint nem szedékben megfigyelheté kifejezett
gatlassal. A fenti aggregacios paraméterek alkalmazhatéak az ASA terapia utankovetésére és
a rezisztencia sztirésére. Az ASA szedékben mérheté magas rezidualis kollagén-indukalta TA
utal az aszpirin rezisztencia egyeni mértékére és jelzi a kronikus ASA terapia COX-1-
fliggetlen aggregacids mechanizmusokat aktivalo hatasat.

A kutatocsoport altal koordinalt multicentrikus munka eredményeként 10 hazai mihely
munkajat osszefogva 2425 beteg trombocita aggregécids vizsgélatait elemeztlk.



Megallapitottuk, hogy a masodlagos prevencio céljabol acetilszalicilsavat (ASA) szed6
betegek kdzott 26,9%-ban fordult el gydgyszerrezisztencia.

VII. A thrombocyta P2X1 receptor szerepe a haemostasisban

A leuveni egyetem kutatoival torténoé egyuttmikodésnek koszonhetéen egy nemzetkozi és egy
hazai publikacio jelenhetett meg a trombocita P2X1 purinerg receptor aktivalodasat kévetod
finomabb intracellularis jelatviteli folyamatokat feltarva.



