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1. ALAPKUTATAS

A szepszis felelés az intenziv osztalyokon térténé halalozas legnagyobb részéért, a betegség mortalitasa
akar 50% is lehet. A szisztémas tlineteket a Gram negativ baktériumokbdl szarmazé endotoxin (LPS) okozza. A
haldlozasban fontos szerepet jatszik a szepszis hipodindm szakaszaban bekdvetkezé kardiodepresszio, amiért
szintén az LPS tehetd feleléssé. A folyamat pontos mechanizmusa azonban még nem ismert. Az utébbi évek
szakirodalméban idénként felmeriil, hogy a szisztolés bal kamra funkcié romlasaért az LPS indukélta
szivizomsejt apoptosis okolhat6, de ezt eddig még nem sikerdilt bizonyitani.

Az 6l ismert, hogy az LPS a Toll-like-receptord-en keresztil — a NF-kB kozvetitésével — fokozza az
indukélhato nitrogén oxid szintetaz (INOS) expresszidjat és igy a nitrogén oxid (NO) termelédését.

Munkaterviinkben azt a célt tliztik ki magunk elé, hogy megvizsgaljuk, vajon az altalunk ésszeallitott in vitro
szepszis modellben is fokozza-e az apoptotikus sejtpusztulds aranyat az LPS és ha igen, akkor a folyamat
milyen intracellularis jelatviteli utakon keresztil megy végbe. Az NO szerepét is tisztazni terveztik.

e Beallitottuk az in vitro szepszis modellt:
Ujszulétt patkanybol primer szivizomseijt kultarat készitettiink és a sejteket 60 mm-es sejttenyészé talkaban
inkubatorba helyeztiik. A negyedik napon borju szérumot nem tartalmaz6 médiumot helyeztiink a sejtekre
és a vizsgélatokat a hatodik napon kezdtik el. Ekkorra a sejtek kb. 300/perces frekvenciaval szinkronban
kontrahdltak. A sejtkultirakat emelked® koncentracidju endotoxinnal (0.05-10 ug/ml) kezeltik 5 6éran
keresztll, majd elvégeztik a vizsgalatokat.

e Megvizsgaltuk, hogy az LPS indukalja-e az Gjszilott patkany szivizomsejtek TNF-alfa termel6dését.
Jol ismert, hogy az LPS a TNF-alfa expresszibjat jelentésen fokozza. Azt szintén tudjuk, hogy a TNF-alfa
hatdsos apoptosis induktor felnétt patkdny szivizom sejtekben illetve mas sejttipusokban. A korabbi
vizsgalataink Gjszulott patkany szivizomsejtekkel ezt soha nem erésitették meg.
A szivizomsejtek LPS kezelése utan elvégeztiik a médium TNF-alfa ELISA vizsgalatat. Mar 0.025 ug/ml LPS

koncentracié emelkedést okozott.

e Megvizsgéltuk a NF-kB szerepét a folyamatban
Mas sejttipusokon elvégzett vizsgalatok eredményeibdl tudjuk, hogy az LPS a Toll-like-receptord-en
keresztll, a NF-kB kozvetitésével fokozza a TNF-alfa és az INOS expressziét, de szivizomsejteken ezt még
nem igazolta senki.
Gel shift mobility assay segitségével igazoltuk, hogy az LPS-sel kezelt szivizomsejtekben a NF-kB sokkal
nagyobb aranyban kotédik az INOS és TNF-alfa gének promoterén levé kotési helyéhez, mint a nem kezelt
szivizomsejtekben.

e Megvizsgaltuk, hogy az LPS indukalja-e az Gjszilott patkany szivizomsejtek apoptosisat:
Az endotoxinnal (0.05-10 ug/ml) 6t 6ran at kezelt szivizomsejteken ,DNS létra minta” (DNA laddering)
kimutatast végeztink. Aktivalt caspase-3 immunhisztokémiai festést végeztiink, és igazoltuk a caspase-3
aktivitas jelentés fokozédasat az LPS-sel kezelt szivizomsejtekben. Ezutdn vizsgaltuk egy caspase-3
szubsztrat, a DNS repair-ért felelés poliADP rib6z-polimeraz (pARP) hasadaséat egyszerli Western blot
modszerrel. A vizsgélatok egyértelmiien bizonyitottdk, hogy 1 ug/ml koncentracié felett az LPS apoptosist
indukalt. A szabadgydk fogd N-acetil cisztein (NAC) gatolta az apoptosist, ami bizonyitja, hogy a folyamat
szabadgyok fluiggli. A caspase inhibitor zVAD szintén géatolta az apoptoticus sejtpusztulast, ami a folyamat
caspase flggé mivoltara irdnyitotta ra a figyelminket. A szivizomsejtek el6kezelése az iINOS inhibitor
LNMMA-vel hatdsosan gatolta az apoptosist, ami egyértelmien bizonyitja, hogy az LPS indukalta
programozott sejthalal az NO kozvetitésével alakul ki.
A TNF-alfat neutralizal6 antitest (R&D Systems, Minneapolis, MN) nem befolyasolta az apoptoticus
sejtpusztulast. Ezzel az eredménnyel Ujra megerdsitettilk azt a kordbbi megfigyelésiinket, hogy a TNF-alfa
nem indukél apoptosist az Ujszllétt patkany szivizomsejtekben.
A fenti eredményeket morfoldgiai médszerekkel is megerésitettiik Hoechst festés utan.

e Megvizsgaltuk, hogy az LPS fokozza-e az Ujszulétt patkany szivizomsejtek iNOS expresszibdjat és az NO
metabolitok termelddését:
Az endotoxinnal kezelt szivizomsejteken Northern blot analizist végezve sikerilt kimutatnunk, hogy az iINOS
expresszio jelentésen fokozédik. Az NO metabolitokat a Griess reagens (2.9 mmol/l szulfanilsav és 0.2
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mmol/l N-{1-naftil} etiléndiamin-HCI 5%-0s foszforsavban) segitségével mutattuk ki spektrofotométerrel (570
nm). A vizsgdlat bizonyitotta, hogy 0.1 ug/ml LPS koncentraci6tél felfelé meredeken emelkedett az NO
metabolitok koncentracidja a médiumban. A TNF-alfat neutralizal6 antitest nem befolyasolta az NO
metabolitok termelédését.

e Megvizsgéltuk, vajon az LPS az intrinsic vagy az extrinsic apoptosis utat aktivalja-e a szivizomsejtekben
Ujsziilstt patkany szivizomsejteket kezeltiink 5 ug/ml endotoxinnal (10 perc — 8 6ra). Ezutan a sejteken
elvégeztik az in vivo caspase-8 és caspase-9 assay-t (R&D Systems, Minneapolis, MN). A caspase-8 assay
nem mutatott aktivitasfokozédast, ezzel igazoltuk, hogy az LPS nem az extrinsic (ton keresztil aktivalja az
Gjszuldtt patkany szivizomsejtek apoptosisat. Ezt bizonyitja az az eredményiink is, hogy a TNF-alfa
neutralizadlasa nem befolydsolja az LPS altal indukalt apoptosis folyamatat.

Ezzel parhuzamosan sikeriilt kimutatnunk a caspase-9 jelentds aktivitdsfokoz6dasat LPS-indukalta Ujszulétt
patkany szivizomsejt apoptosis soran, ami igazolta az intrinsic apoptosis Ut szerepét.

e Megvizsgaltuk, vajon az LPS fokozza-e a mitokondriumokbdl a citokrom ¢ kiaramlast
Ujszulétt patkany szivizomsejteket kezeltiink 5 ug/ml endotoxinnal (10 perc — 8 6ra). Ezutéan elkilonitettik a
citoszolt a mitokondriumokt6l és megvizsgaltuk, vajon van-e kimutathat6 mennyiségl citokrom ¢ a
citoszolban, ami szintén szikséges az intrinsic apoptosis Ut aktivaloddsahoz és az apoptosome
létrejottéhez. Vizsgéalatainkkal igazoltuk, hogy az LPS jelentésen fokozza a citokrom c citoszolba aramlasat
Gjszuldtt patkany szivizomsejtekben.

e Megvizsgéltuk, hogy van-e szerepe a c-jun N-termindlis kindznak (JNK) az LPS altal indukalt apoptosis
létrehozaséban Ujszllott patkany szivizomsejtekben.
Az endotoxinnal kezelt szivizomsejteken elvégezve az in vitro JNK aktivitds kimutatdst kidertlt, hogy az
alacsony endotoxin koncentracidk (0.025-0.1 ug/ml) jelentésen fokozzdk a JNK aktivitast, a magas
endotoxin koncentracidk (1-10 ug/ml) viszont nem. Azaz alacsony endotoxin koncentraciok esetében magas
a JNK aktivitds és nincs apoptosis, ezzel szemben magas endotoxin koncentracioknal alacsony a JNK
aktivitds és nincs apoptosis. Ezek a vizsgalatok meger6ésiteni latszanak azt a kordbbi megfigyelésiinket
(Andreka et al, Circularion Research 2001; 88: 305-312), hogy a JNK fokozott aktivitAsanak védd szerepe
van az LPS indukalta szivizomsejt apoptosisban is.
A fenti felvetésiink bizonyitdsdra dominans negativ JNK-ot expresszalé adenovirussal fert6zott
szivizomsejteket kezeltiink endotoxinnal (0.025-10 ug/ml) és ezutan elvégeztik a DNS Ilétraminta
kimutatast. A vizsgalataink azt bizonyitottak, hogy az endogén JNK aktivitas gatlasaval (a dominans negativ
JNK mutanssal) az apoptoticus sejtpusztulas jéval nagyobb ardnyban kévetkezett be.
Ezek az eredmények megerésitették, hogy az endotoxin altal indukélt fokozott JNK aktivitAsnak veéddé
szerepe van az endotoxin altal indukalt szivizomsejt apoptosisban.
Ezutan azt vizsgaltuk, hogy milyen jelatviteli utakon keresztil fejti ki a INK ezt a védd szerepét.
A fenti kérdés megvalaszolasara dominans negativ JNK-ot expresszalé adenovirussal fertézott
szivizomsejteket kezeltiink endotoxinnal (0.025-10 ug/ml), és ezutdn elvégeztilk a citokrom c kimutatast
valamint a caspase-9 assay-t. Azt tapasztaltuk, hogy a dominans negativ JNK fert6zés nem befolyasolta a
citokrom c kidramlast. Ezzel szemben a dominans negativ JNK fertézés tébbszorésére novelte a caspase-9
aktivitast, ami egyértelmiien igazolja a JNK caspase-9 aktivitast csdkkentd szerepét.
Ezek az eredmények igazoltdk, hogy a JNK a caspase-9 aktivitasdnak csokkentésén keresztil fejti ki
citoprotektiv szerepét LPS altal indukalt szivizomsejt apoptosisban.

2. ALKALMAZOTT ALAPKUTATAS

Autol6g csontvel6i 6ssejt transzplantacié szivizom infarktusban

Az elzar6dott koronaria artéria azonnali megnyitasa akut szivizom infarktusban jelentésen csokkentette a
betegség korai halalozasat és nagymértékben javitotta a betegek késébbi életkilatasait is. A véraramlas
helyredllitasa ellenére azonban a postinfarktusos szivelégtelenség tovabbra is komoly klinikai probléma
maradt azokban az esetekben, ahol a szivizom infarktus fellépte és az érintett koszor(ér megnyitasa kézott
viszonylag hosszl id6 telt el. Az ischaemias eredet(i szivelégtelenségért a kamrai remodeling folyamata a
felel6s, amit a bal kamra teljes szerkezeti atalakulasa, az infarktusos terilet expanziéja és az ureg dilatacioja
jellemez. A bal kamrai remodeling visszaforditasa a szivizomsejtek regeneraciés képességének
felgyorsitasaval és az infarktusos teriilet neovaszkularizaciojanak elésegitésével lenne megoldhat6. Néhany
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szivizomsejt képes ugyan replikaciora, de ezek szama elhanyagolhat6 és a folyamat csak az életképes
szivizomban mehet végbe, igy a heg teriiletét nem érinti. Ezért a mai modern kardiolégia altalanosan
elfogadott éallaspontja szerint a feln6tt szivizomsejtek nem képesek a miokardiumot regeneralni, mert
szamottevo proliferaciojuk csupan a sziletés idépontjaig tart. A neuroendokrin rendszer aktivitdsat csdkkentd
szerek javitjdk ugyan a betegek tulélési esélyeit, de nem pétoljdk az él6, Osszehlzédasra képes
szivizomsejteket. A nem gydgyszeres kezelési eljarasok fejlesztése a mechanikus rasegité eszkdzoktdl a
mesterséges szivig igéretesnek mutatkozik, de még nagyon mesze vagyunk a megoldastél. A ma ismert
egyetlen definitiv kezelési eljardas, a szivtranszplantacid, is csak korlatozottan jarulhat hozza a
mortalitdscsokkenéshez a donorszervek hidnya és az immunszupresszié szévédményei miatt.

Az (j terapias stratégiak kodzul a szivizominfarktusban elvégzett sejtatiltetés driasi gyakorlati lehetéséget
hordoz magaban. Azok az A&llatkisérletek, amelyekben izomsejtek transzplantaciojaval (embriondlis
szivizomsejtek, szkeletalis mioblasztok) kisérelték meg helyettesiteni a nekrotikus teriletet, sikerrel jartak
ugyan a szivizom poétlasaban, de az (] sejtek nem voltak képesek felvenni a szivizomsejtekre jellemzé
elektrofiziologiai tulajdonsagokat, igy aritmia szubsztratumként mikodtek. Erre az eredményre jutott néhany
klinikai vizsgalat is, ahol a malignus kamrai ritmuszavarok kivédésére — néhany betegnél - ICD belltetés valt
szilkségessé. Az utébbi idében a kutatok figyelme ezért az 6ssejt transzplantaciéra, és a csontvelére, mint
Ossejtforrasra irdnyult. Ezek az 8ssejtek megérizték képességiket a korlatlan proliferaciora, és kulonféle
sejtekké képesek fejlédni, beleértve a szivizomsejteket is. A csontvel, szemben az embrionalis éssejtekkel,
felnéttekbdl kinyerhetd, és nem allit fel etikai problémékat. Ezen fellll ha a betegek sajat 6ssejtjeit hasznaljuk,
azaz autoldg 6ssejt transzplantaciot végzink, akkor a szoveti kompatibilitds és a rejekcié sem jelent gondot.
Négy évvel ezel6tt jelent meg Piero Anversa munkacsoportjdnak kdzleménye a Nature-ben, amiben arrél
szamoltak be, hogy egerekben sikeresen potoltak az elpusztult szivizomsejteket autol6g csontveldi 6ssejtek
transzplantaci6javal. Kilenc nappal a transzplantaci6 utan szivizomsejtek valamint endothelsejtek
jellegzetességeit hordoz6 szovet foglalta el a karosodott teriilet nagy részét. Az6ta tébb munkacsoportnak is
sikerilt igazolni az elsé eredményeket, és bizonyitottdk, hogy az infarktusos teriiletbe transzplantalt autoldg
csontvel6i &ssejtek — a kornyezet hatdsadra — szabdlyos szivizomsejtekké és endothelsejtekké
differencialodtak.

Az allatkisérletek utdn hamarosan napvildgot lattak az elsé klinikai vizsgalatok eredményei is. Itt
egyértelmiien az Eur6pai Unié orszagai allnak az élen, messze megelézve az Egyesiilt Allamokat. A legtobb
klinikai tapasztalat az akut miokardialis infarktusban elvégzett perkutan korondria intervencié utan
intrakoronaridsan végrehajtott autolég csontvelsi 6ssejt transzplantacidval gydlt 6ssze. A klinikai vizsgalatok
mindegyike a szisztolés bal kamra funkcié egyértelm( javuldsarél szamolt be, és igazoltdk a mddszer
biztonsagosséagat is. Egyik vizsgélati kbzpont sem szamolt be nem kivanatos vagy sulyos, nem kivanatos
esemény el6fordulasarol. A hdrom nagyobb és tébb kisebb vizsgalat meggy6z6 eredményei hozzajarultak
ahhoz, hogy az akut szivizom infarktus utan elvégzett autoldg csontvel8i 6ssejt transzplantacié — szisztolés
bal kamra funkciéra kifejtett — j6tékony hatdséat az Eurdpai Unié teriiletén ma mar kevesen kérddjelezik meg.
Természetesen a madszer bevezetése Ota eltelt rovid id6 még nem tette lehetévé a nagy esetszamu
mortalitasi vizsgalatok elvégzését, ezek most vannak folyamatban. Ezen kivil szamos kérdésre kell még
valaszt kapnunk. Pontosan mi torténik a bedltetett csontvel6i 6ssejtekkel és milyen sejttipusokka képesek
differencialédni? Milyen mechanizmussal javul a sziv szisztolés funkciéja? Hogyan torténik a folyamat
szabéalyozasa? A transzplantacié utan hogyan viselkednek majd a sejtek? Keletkezhetnek-e bel6lik olyan
sejttipusok is, amik a szivmikddést ronthatjdk: pl. fibroblasztok vagy tumorsejtek? Mennyi sejtet kell
transzplantalni?

Jelen munkédnkban ezen kérdések megvalaszolasara torekedtiink. A vizsgalatok elvégzéséhez egy in
vivo diszné modellt vélasztottunk. Ez utébbi alkalmas az emberi szivinfarktus perkutan koronaria
intervencioval torténd kezelésének és a csontvel6i 6ssejt transzplantacionak a modellezésére. Ezen kivil
elinditottunk egy human vizsgalatot is, aminek a médszer magyarorszagi bevezetése volt a legfébb célja.

Annak ellenére, hogy mar szamos eurdpai kardiolégiai centrumban végeznek &ssejttranszplantaciot, a
mai napig nem tudjuk pontosan megmondani, hogy mi az oka az &ssejtek j6tékony hatasanak nagy
kiterjedés( szivizom infarktusban. A probléma vizsgalatara kidolgoztunk egy nagyallat modellt, ami kivall6an
alkalmas az emberi szivinfarktus, a primer perkutan koronaria intervencié valamint az infarktusban elvégzett
csontvel6i 6ssejt transzplantacio modellezésére. Kb. 25-30 kg-os diszn6kon végezzik el a kisérleteket.
Intratrachealis narkézisban az arteria femoralist kipreparalva megkatéterezzilk az &llatok ramus descendens
anterior (RDA) koronaria agat egy 7Fr-es jobb Judkins guiding katéterrel. Az ér dbrazolasa utan 14X3-3.5
mm-es PTCA ballont vezetiink az RDA proximéalis és k6zépsd részének hatarara, és 90 perces felfdjassal
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nagy kiterjedésl szivizom infarktust hozunk létre. A szivizom infarktus Iétrejéttét az anteroszeptdlis, esetleg
extenziv anterior elvezetésekben kialakult ST elevaciéval, minimum harom egymashoz tartozé
szegmentumban az echokardiografias szegmentélis falmozgaszavar kialakuldsaval és késébb a troponinT
pozitivitassal igazoljuk. Ezek utan az allatokon kontrasztanyagos MRI vizsgalatot végziink a pontos bal
kamrai dimenziok, a szisztolés és diasztolés bal kamra funkcid, a szegmentadlis falmozgaszavar valamint az
infarktusos heg méretének meghatarozdsara. A szivizom életképességét a late enhancement jelenség
alapjan értékeljuk (1. abra). A vizsgélatokat a Kaposvéari Egyetem Radiolégiai Diagnosztikai Centrumaban
végezzik. A technikat mar sikeresen elsajatitottuk, a szivizom infarktust biztonsagosan, reprodukalhatéan
létre tudjuk hozni ugy, hogy az éallatok életben maradnak. Eddig 10 disznén végeztik el a beavatkozast, ezek
az éllatok lesznek a kontroll allatok az &ssejt transzplantaciés kisérletekhez, ahol GFP-vel jeldlt
mesenchymalis &ssejtekkel tervezzik elvégezni a transzplantaciot, hogy késébb az &ssejtek szovettani
mdbdszerekkel is nyomon kévetheték legyenek.

Taviranyitott ischaemias posztkondicionalas szivizom infarktusban

Az ischaemids szivbetegség és kovetkezményei a haldlozds vezetd okainak szamitanak a nyugati
allamokban, és nagyon megterhelik az egészségigyi ellatast. A miokardialis infarktus prognézisa jelentésen
javult a ,nyitott koszorusér” fogalméanak bevetése és a modern gyogyszeres kezelés elinditasa 6ta, de ennek
ellenére még mindig a szivelégtelenség és a halalozas vezetd oka a fejlett orszagokban.

Az infarktus kiterjedése jelentdsen befolyasolja a betegek rovid és hosszl tava tulélését. A jelenlegi
kezelési stratégia kdzéppontjaban az infarktus kdvetkeztében elhalt szivizom kiterjedésének csdkkentése all
a lehetd leggyorsabban elvégzett reperfizidos kezeléssel. Annak ellenére, hogy miokardidlis infarktusban
egyértelmien bizonyitott a reperflziés kezelés mortalitdst csokkenté hatasa, mégis szamolni kell a
reperflzios kdrosodéssal is, mint az endothel karosodas okozta no reflow jelenség, a miokardidlis nekrézis és
apoptézis.

Murrey és mtarsai mutattédk ki el6szor kutyakon, hogy rovid ideig tarté ischaemias epizédok paradox
mddon csokkentik egy késébbi miokardialis infarktus kiterjedését. Ezt a jelenséget, ami soran a miokardium
révid ideig tartd ischaemias inzultusra adaptacios és protektiv valasszal reagal, “ischemias
prekondicionalasnak” nevezzik. Az ischaemias prekondicionélas létezését human in vitro és in vivo
vizsgdlatokban is kimutattak.

A lokdlis hatasok mellett az ischaemiat kdvetd reperflzié egy szisztémas gyulladasos véalaszreakciot indit
el, ami gyulladdsos mediatorok termelédését inditja el és neutrophil aktivaciét eredményez. Az ischaemias
prekondicionalassal foglalkoz6 korai vizsgélatok inkdbb a lokdlis, egy szervre Osszpontositott elénydkre
koncentréltak, annak ellenére, hogy a lokélis ichaemias prekondiciondlds szisztémas hatdsdra mar
felfigyeltek. Ez felvetette annak lehetéségét, hogy nem Iétfontossagu, kénnyen hozzaférheté szdveteken
elvégzett ischaemia-reperfizi6 megvédheti az ischaemia-reperflizion atesé tavolabbi vitalis szerveket. igy
elkertilhetd lenne a létfontossagu szerveken elvégzendd direkt prekondicionalas kockdzata. Gho és mtéarsai
patkanyokon azt figyelték meg, hogy elézetes mesenterialis vagy renalis artérids occlusiod és reperfuzié a
késébb bekovetkezé6 miokardialis infarktus kiterjedését csokkenti. Az als6 végtag ischemias
prekondicionélasa sertésekben is csokkenti az akut pulmonalis karosodast és a miokardialis infarktus
méretét. Az els6é human vizsgalatban Kharbanda és mtarsai bebizonyitottdk, hogy a taviranyitott
prekondiciondlds emberekben is kivalthat6. A fels6 végtag ischemids prekondicionalasa egészséges
onkéntesekben a neutrophil aktivacid és az endothel diszfunkcié csdkkenését okozta.

A prekondiciondlé stimulus id6zitése meghatarozé tényezd, és a folyamat bizonyitottan hasznos,
azokban az esetekben, ahol az ischaemia kezdete ismert vagy megjésolhatd, mint a kardiopulmonalis bypass
és a szerv transzplantacié. Azonban az ischemias prekondicionalas, legyen az direkt vagy taviranyitott,
klinikai hasznalhatésagat komolyan korlatozza, hogy az ischaemias esemény elétt kell alkalmazni, ami az
akut miokardialis infarktus esetén kivitelezhetetlen, hiszen a kezdete megjésolhatatlan.

Kordbban Vinten-Johansen és mtarsai. leirtak egy folyamatot, amit posztkondicionalasnak neveztek el.
Amig a prekondicionalas triggere egy révid ideig tarté ischaemia-reperfiziés sorozat kdzvetlenil a hosszas
koronaria elzarédas el6tt, addig a posztkondiciondlas egy révid ideig tartd ichaemia-reperfiziés sorozat
kézvetlentl a hosszas ischaemias inzultus utan. Az utébbi idében bizonyitast nyert, hogy az ischaemias
posztkondicionalas ugyan olyan hatasos védelmet jelent a szivizomsejtek ischaemia-reperfiiziés
karosodaséaval szemben, mint a prekondicionélas. Az ischaemids posztkondicionalas indukal tobb, a sejtek
tuléléséért felel6s jelatviteli utat, mint a foszfatidilinozitol 3-kindz (PI3K)-Akt és a MEK Y2-ERK jelatviteli tak
kilbnb6z6 mediatorokon keresztiil, mint pl. az endothelidlis nitrogén-oxid. Ezeknek a jelatviteli utaknak a
gatlasaval az ichaemias posztkondicionalas protektiv hatasa blokkolhaté.
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Szamtalan allatkisérlet utdn az ischaemias posztkondicionalds elsé human vizsgalatat 2005. oktdberben
publikaltak. A vizsgalatba 30, ST elevacios szivizom infarktuson (STEMI) atesett és primer perkutan koronaria
intervenciora (PCI) felvett beteget randomizéltak, 15 beteg kerilt az ischaemias posztkondicionalasos
csoportba és 15 beteg a kontroll csoportba. A direkt stenteléssel elvégzett reperflizié utan a kontroll
csoportnal nem tortént mas intervencid, a posztkondicionalt csoportnal viszont a reperfiizi6 kezdete utan 1
percen belll elkezdve négy révid ischaemia-reperflzié tértént 1 perces ballon felfijassal (ischaemia), amit 1
perces ballon leengedés kovetett (reperfuzid). Az infarktus méretét a kreatinin foszfokinaz enzim
kiaramlasaval hataroztdk meg a felvételtél szamitott 72 6ran keresztil, ami az infarktus méretének 36%-0s
csokkenését igazolta a posztkondicionalt csoportban a kontroll csoporttal 6sszehasonlitva. A szivizom
kontrasztanyag okozta elsététedési szintje (blush grade), mint a reperfuzié markere, szignifikansan nagyobb
volt a posztkondiciondlt csoportban, mint a kontroll csoportban. A vizsgalat eredménye alapjan egyértelmiien
megfogalmazhat6, hogy primer PCl kdzben az elzart koronaria megnyitasa utdn kozvetlendl elvégzett
ischaemids posztkondicionalas védi a szivet STEMI-ben, és egy kdnnyen kivitelezhetd, biztonsagos és
eredményes cardioprotectiv beavatkozasnak tekinthetd.

A Gottsegen Gyorgy Orszagos Kardioldgiai Intézetben 2006. majusaban kezdtiik el vizsgalni disznékon a
direkt és taviranyitott ischaemias posztkondicionalas hatasait. Tudomasunk szerint ma Magyarorszagon
munkacsoportunk foglalkozik egyedil az ischaemias posztkondicionalas témakorével, és a nemzetkdzi
kardioldgiai szakirodalomban mi irtuk le els6ként a taviranyitott ischaemias posztkondiciondlas infarktus
méretet csokkentd szerepét. A vizsgalatokat a Kaposvari Egyetem Egészségtudomanyi Kar Diagnosztikai
Intézetében végeztik. Eredményeink jelenleg kozlés alatt &llnak a Cardiovascular Research cimi
foly6iratban.

A vizsgélathoz 24 db, 18-22 kg-os Yorkshire sertést haszndltunk. Az allatokat véletlenszeriien
posztkondicionalt és kontroll csoportra osztottuk. Altalanos anesztéziaban a jobb arteria femoralison at egy
JR3.5 guiding katétert helyeztiink a f6torzsbe, elvégeztik a coronarographiat, majd a guiding katéteren
keresztll vezet6édrétot vittlink a bal coronaria ramus interventricularis paraconalis (RIP) agaba. Az akut
miokardidlis infarktust a vezet6drét mentén a RIP-be vezetett és ott 6 atm-val 90 percig felfdjva tartott PTCA
ballonnal (2.5X10 mm Maverick) hoztuk Iétre a 2. diagondlis &g utan. A teljes RIP occlusiot kontrasztanyag
befecskendezésével ellendriztik. A miokardialis infarktus Iétrejottét az ST elevéacio kialakulasaval, a kreatinin-
foszfokinaz (CPK) enzim kiaramlasaval, gadolinium kontrasztanyagos MR vizsgalattal és szovettani
vizsgalattal igazoltuk.

A PTCA ballon leeresztése utdn azonnal reverzibilis als6 végtagi ischaemiat idéztiink elé a szisztolés
vérnyomas folé pumpalt vérnyomasmérdé mandzsettaval 5 percig, amit a mandzsetta leeresztésével 5 perces
reperflzio kovetett. Az 5 perces ischaemiat kévetd 5 perces reperflziot 4 ciklusban végeztiik el.

Vizsgélataink egyértelmiien bizonyitottak, hogy sertésekben a RIP reverzibilis elzaraséaval létrehozott
szivizom infarktusban a coronararia megnyitasa utan kozvetlenul elvégzett taviranyitott posztkondicionalas a
nem |étfontossagl alsé végtagon elvégzett reverzibilis ischaemia-reperfuziés ciklusokkal szignifikdns
mértékben cstkkentette a miokardialis infarktus kiterjedését a kontroll allatokhoz képest:

1, Az els6 72 o6raban 15 alkalommal meghatarozott szérum kreatinin-foszfokindz érték abrazolasaval
elkészitett grafikon alatti teriilet szignifikansan kisebb volt a csoportban az infarktusos teriilet 26%-0s
csokkenését reprezentalta.

2, A gadolinum kontraszt MR a late enhancement jelenségét vizsgalva ugyancsak az infarktusos terilet 22%-
os csokkenését igazolta.

3, A szOvettani vizsgélat szintén az infaktusos terilet szignifikans csokkenését igazolta a posztkondicionalt
csoportban a kontroll csoporthoz képest.

Eredményeink elséként igazoltak az irodalomban azt a feltevést, hogy a kdnnyen elérhetd, nem
létfontossagl végtagizomzat rovid, reverzibilis ischaemia-reperflziéja taviranyitassal poszkondicionalja a
szivet az infarktus soran elzart coronaria megnyitdsa utan kodzvetlenil végrehajtva. Ezzel az eljarassal az
infarktusos terulet szignifikAns mértékben cstkkenthetd.
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3. HUMAN VIZSGALATOK

A diszndvizsgélatok soran kidolgoztuk az intrakoronarias autoldg csontvel8i 8ssejt transzplantacié
technikai részleteit, és felkésziltiink a beavatkozds humén alkalmazésara.

Az orszagban els6ként inditottuk el az autolég csontvel6i 6ssejt transzplantaciét emberi szivizom
infarktusban. Az etikai bizottsagtdl (ETT-TUKEB) 20 csonvel6i &ssejt transzplantaciéra és 20 kontroll beteg
nyilt bevalogatasara kaptunk engedélyt. A munkaterv szerint az akut szivizom infarktussal (12 6rén,
perzisztalé mellkasi fajdalom esetén 24 6ran belll) beérkezett betegek el6szér - a szakmai ajanlasoknak
megfeleléen - primer perkutan koronaria intervencion esnek at, amikor megnyitjuk az elzarédott koszorueret.
Az infarktuson atesett betegek koziil 20 olyan beteget valasztunk be a csontvel$ transzplantaciés csoportba,
akiknek nagy kiterjedést (legalabb harom echokardiografids szegmentumot érintd), mar a szisztolés bal
kamra funkcié romlasaval is jar6é (ejekciés frakcio<50%) szivizom infarktusa van. A bevalogatott betegeknél
kontrasztanyagos MRI vizsgalatot végziink a bal kamrai szisztolés és diasztolés funkcio, a pontos bal kamrai
dimenziék valamint az infarktus pontos kiterjedésének meghatarozasara. A szivizom életképességét a late
enhancement jelenség alapjan értékeljik. A csontvel6t az infarktus uténi 4-6. napon vesszik le, majd
mononukledris sejt szeparaciét végzink és a sejteket 10 ml-es végvolumenben koncentraljuk. Az
Osszecsapzoédas — és igy a koronaria embolizacié — megakadalyozasara DNazt adunk a sejtekhez. Ezek utan
meghatarozzuk a CD34 és CD133 pozitiv sejtek szaméat, valamint elvégezzik a sterilitdsi probakat. Még a
csontvelé levételének napjdn megtorténik a transzplantacio az infarktust okozé koszortér ismételt
megkatéterezésével. A PTCA ballon felfGjasaval elzarjuk az aramlast, és a katéter centralis nyilasan keresztil
beadjuk az 6ssejteket az érbe. A beavatkozas utdn a betegeket szorosan ellenérizzik és a transzplantacié
utani hatodik hénap végén ismételten elvégezziikk az MRI vizsgalatot.

Eddig 11 beteget transzplantaltunk, ami komoly kovetkezmények levonadsara semmiképpen sem
elegendd. Az azonban eddig mér biztos, hogy a beavatkozasnak rdévid tavli szévédménye nem alakult ki,
biztonsaggal elvégezhetd.

A taviranyitott ischaemias posztkondicionalast vizsgalé huméan Klinikai vizsgélat etikai engedélyeztetése
folyamatban van.



