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,»A patholdgias thrombocyta aktivacio és az antithrombotikumok szerepe
az ischaemias szivbetegség kilonbézé megjelenési formaiban ,, cimii
OTKA pélyazathoz

Készitette: dr.Toth Zsamboki Emese

A 2004-2007 kodzott végzett kutatdbmunka f6 targya a thrombocytak ischaemias szivbetegségben,
azaz a human atherosclerosis akut és kronikus fazisaiban jatszott pathologids szerepenek
vizsgalata volt. Az atherosclerotikus plaque rupturaja vagy erosidja sordn a vérlemezkék
aktivalddasa a létrejovo okkluziv thrombus képzodésének kdzponti lépése, igy a thrombocyta
gatl6 gyogyszerek jelenleg a kardiovaszkularis medicina elengedhetetlen elemei. Jelen
kutatomunka ezért kitért az antithrombotikus gydgyszerek hatékonysaganak vizsgalatara, a
gyogyszerrrezisztencia lehetséges mechanizmusaira is. Emellett eredeti témakorink kibovilt az
akut atherothrombozis (ennek kardiologiai manifesztacidja, az akut myokardialis infarktus illetve
akut koronéria szindroméak) pathomechanizmuséban szerepet jatsz6 endothelialis k&rosodas és az
oxidativ stressz szerepével is.

. A thrombocytéak patholdgias szerepe ischaemias szivbetegségben; a thrombocyta
gatlé gydgyszerek rezisztenciajanak lehetséges mechanizmusai

Jelenleg a kettés thrombocyta aggregacié gatlas (clopidogrel és aszpirin) a kardiovaszkularis
terapia f6 eleme; hatékonysaga jelentés individualis eltéréseket mutat (rezisztencia), nem
megfelel6 szintje noveli a Kkardiovaszkuléris rizikét. Az antithrombocyta kezelés
hatékonysaganak mérésere, a rezisztens betegek kisztirésére klinikai igény van, az direkt terapias
konzekvencaval és reményeink szerint az adverz kardialis események szaméanak csokkenéesével,
a kardiovaszkularis halalozas mérseklédésével jar.

Célkitiizések, fobb eredmenyek:

- A standard aszpirin kezelés hatékonysaganak felmérésére aggregacios tesztek
kidolgozasa (n=25) (1. pont).

- Az ADP EC50 értékének meghatarozasa a clopidogrel kezelés effektivitasanak mérésére
(n=86). Clopidogrel rezisztens betegek identifikalasa (2. pont).

- A katecholaminok pathologias aggregacioban jatszott szerepének tisztdzasa (n=124)
ischaemids szivbetegség miatt PCl-ra keriilé betegekben (3.pont).

- A patholdgias thrombocyta purinerg funkcidé (P2Y1 ADP receptor) hozzajaruldséra az
atherothrombdzis folyamatahoz (4. pont).

- Kizartuk a statinok és a P2Y12 receptor gatld clopidogrel kozti negativ gyogyszer-
interakciot és bizonyitottuk a statinok pleiotrop, aggregacio gatldé hatasat is (n=48)(5.
pont).

- Adatbazisunk alapjan kidolgoztuk a koronéaria stent thrombozis esetén javasolhato
alternativ thrombocyta gatlé kezelés lépéseit is (n=10)(6. pont). Egy recidiv koronéria
stent thrombozisos eset részletes molekulargenetikai analizise.

1. Az aszpirin (ASA) in vivo és in vitro trombocytagatl6é hatasanak vizsgalata

Az ASA trombocyta aggregacio-gatld kepessége egyénenként kilonb6zé és befolyasolja a

recidiv kardiovaszkularis események szamat és a mortalitast. Célunk olyan in vitro trombocyta

aggregacios tesztek kidolgozasa volt, mely segitségével az aszpirin hatasa felmérheto, a
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rezisztens betegek Kiszirhetéek. Napi 100mg ASA per os szignifikansan csokkentette az
arachidonsav, az adrenalin és a kollagen indukéalta trombocyta-aggregaciot (p<0,005), mig az
ADP, az U466613 (specifikus thromboxane receptor agonista) indukalta aggregaciokra nem volt
hatassal. A fenti aggregacios paraméterek tehat alkalmazhatoak az ASA terapia kovetésére és a
rezisztens betegek sziirésére. Ha in vitro aszpirinnel preinkubaltuk a thrombocytakat, ASA nem
szedokon a kollagen indukélta aggregacio jelentésen csokkent tovabb (p<0,005); aszpirin
szedokon az in vitro ASA csak parcialis hatast (p=NS), ezen betegek rezidualis aggregacioja
magasabb, mint az aszpirint nem szedéke (30 versus 19,5%). Ez a jelenség az ASA rezisztencia
egyéni mértékére utal és jelzi, hogy a kronikus aszpirin terapia alternativ, COX-1 independens
aggregacios mechanizmusok aktivalodasahoz vezet.

2. Az ADP EC50 ertek meghatarozasanak szerepe clopidogrel rezisztens betegek kisziirésében
perkutan koronaria intervenciéra (PCI) kerlls ischaemiés szivbetegekben.

A P2Y12 ADP receptort gatld clopidogrel esetében hepatikus metabolizacid révén létrejovo
aktiv metabolit kialakulasara van szilkség a thrombocyta aggregacié gatlas eléséréhez; a
hatékonysag jelentds interindividualis eltéréseket mutat. Célunk a standard dézisu napi 75 mg
clopidogrel és 100 mg ASA kezelés thrombocyta gatlo hatdsanak felmérése volt ischaemias
szivbetegség miatt PCl-ra kerilé betegekben (n=86). Habar a P2Y12 ADP receptor EC50 értéke
kisérletes rendszerekben az alacsony mikromoléaris tartomanyban van, a legtobb human
trombocita vizsgalat eddig magas koncentracioju ADP-t hasznalt. Ezért a terapia
hatékonysaganak utankévetésére meghataroztuk az ADP EC50 értéket is.

Az ADP EC50 értékét Born aggregometrids modszerrel, 0.164-10 uM ADP induktorral mértik
(ADP:1,99+0,5uM; 5uM ADP aggr.:43+15%). Négy oréval 300 mg clopidogrel bevétele utan az
EC50 értékek jelentésen emelkedtek (p<0,05). Az EC50 érték alapjan a populécié 10,8%-a volt
clopidogrel rezisztens (EC50 kevesebb, mint 10%-ot véaltozott); e csoportban emelkedett CRP,
sCD40L és VWF szinteket mértlink, jelezve, hogy a clopidogrel hatdsat az aktiv metabolit
képzodésének meértéke mellett befolyasolja a hattérben zajlo atherosclerotikus gyulladasos
folyamat intenzitasa is. A 10 uM ADP aggregéciok alapjan tobb (16%) a rezisztensek aranya
(p<0,05), azaz magas ADP koncentraciokkal tulbecstljik a terdpia rezisztens egyének szamat.

A fenti adatbazis segitsegevel identifikdlhatdak a thrombocyta gatlo kezelésre az &tlagosnél
kevésbé reagald betegek. Mivel a nem megfelelé antithrombocyta kezelés néveli a
kardiovaszkularis rizikét, tovabbi célunk a bizonyitottan elégtelen thrombocyta gatlo hatas
kimutatasa és klinikai kezelési algoritmus kidolgozasa volt (6.pont).

3. A katecholaminok thrombocyta aktivacioban jatszott szerepe

Az epinephrin (EPI) egyeduldlléan hat a thrombocytdkra, 6nmagaban nem hoz létre sem
aggregaciot, sem ,shape change”-et. A thrombocytan alpha-2A adrenerg receptor (A2AR)
talalhatd, mely gatolja az adenilat ciklaz enzimet. A cAMP szint csokkenésének kdzponti
szerepe van egyéb, fiziologids anyagok (kollagén (KOLL), ADP) altal létrehozott stabil
irreverzibilis aggregéciok kialakuldsédban is. Célunk a vérlemezke adrenerg rendszerének
vizsgalata volt kombinalt antithrombocyta terapiaban részesulé koronaria betegek thrombocytait
felhasznalva. Aggregaciés méréseink soran egyrészt igen alacsony, kozel fizioldgias
gatloszerének, az atipamezolnak (ATI, 2mM) hatésat vizsgaltuk.

EPI hozzadadasaval nagyobb aggregaciokat mertink ADP-t (0,32uM:53,2% vs. 9,8%;
1,25uM:64,4% vs. 28,6%; 5uM:75,6% vs. 58,9%; p<0,05) és KOLL-t (1ug/ml: 63,6% Vs.
36,7%; p<0,05) hasznalva primer agonistakent (n=18). Ugyanezt figyeltik meg egészseéges
donorok thrombocytéin, ahol arachidonsavat (AA:0,25mg/ml:0%; AA+EPI:52%) is hasznaltunk
(n=5). ATl-val preinkubalva a thrombocytakat az EPI indukalta aggregaciok teljes mértékben
gatlodtak (2ug/ml EPI:14%; +ATI:0%; p<0,05), ami a gatldszer specificitasat jelzi. Az ATI
kivedi az EPI és a tobbi agonista kozti szinergista hatast is (0,25mg/ml AA:0%, +EPI1:65%,
+EPI+ATI:0%; 1,25uM ADP:27,4%,+EP1:49,6%, +EPI+ATI:21,2%; 1ug/ml KOLL: 36,7%,
+EPI:63,6%; +EPI1+ATI:43,8%; p<0,05). Az ATI gatlo hatdsa az alap aggregaciokra részleges
(ADP 0,32uM:11% vs. 8%; 1,25uM:46% vs. 39%; 5uM:66% vs. 64%; KOLL 1pg/ml:76% vs.
69%; 2ug/ml:91% vs. 93%) és magasabb induktor koncentracional kevésbe érvényesiil.



Mivel a szervezetben kering6 katecholaminok 80%-a noradrenalin (NA), 6sszefuiggést kerestlink
a NA szint és a trombocita reaktivitds (flowcytometria:P-szelektin és CD40 ligand pozitiv
trombocitak aranya) kozott is. Stabil koronaria betegekben magas plazma NA szint esetén a
nagyobb a P-szelektin és a CD40L pozitiv aktivalt trombocitak aranya (p=0,01); a NA szint és a
P-szelektin pozitiv aktivalt trombocitak aranya kdzott erds pozitiv korrelaciot talaltunk (R=0,53).
Vizsgalataink alapjan az adrenerg rendszer potencirozza a valodi thrombocyta agonistak hatasat,
akér effektiv antithrombocyta terapia mellett is. Mivel az A2AR aktivalédasa a CAMP szint
csokkenésehez vezet, ezzel megkerili a P2Y12 receptor jelpalyajat. Az adrenerg rendszernek in
vivo igy fontos szerepe lehet az akut koronaria szindromaban kozponti szerepet jatszé
thrombocyta ,,over’aggregacioban/aktivacioban. Ez a jelenseég - a gatlészerek mechanizmusait
Kikertlve - aszpirin és/vagy clopidogrel rezisztencia kialakulasdhoz és az atherotrombotikus
kockazat emelkedéséhez vezethet.

4. A thrombocyta P2Y1 ADP receptor funkciojanak analizise

A P2Y12 ADP receptor gatlé clopidogrel a terapia kotelezé eleme PCl-ra keriilé ischaemias
szivbetegekben. Mivel a thrombocytak mindkét ADP receptoranak (clopidogrel-target P2Y12 és
a P2Y1) egyittes aktivalédasa hozza létre az aggregéciot, célunk a P2Y1 receptor egyéni
variabilitasanak és ezen receptor aggregacioban jatszott szerepének vizsgalata volt PCl-on atesett
kett6s antithrombocyta kezelésben részesilé betegekben (n=143).

A thrombocyta aggregacio mértekét ADP, kollagen, epinephrin induktorokat és a P2Y1 receptor
specifikus gatlgjat (MRS2179) hasznalva hataroztuk meg; mértiik a kizar6lagosan P2Y 1-medialt
ADP-indukalta shape change (SC) reakcio mértékét is. Az 5mM ADP indukalta SC amplitadoja
az egészséges kontroll (n=10) és a vizsgalt beteg populdcidban azonos volt (M:-7.8%, IQR:-6- -
10%, vs.M:-8.43%, IQR:-10- -6%); 40mM MRS2179 teljes gatlast hozott létre egészségesekben
mig betegekben csak részleges gatlast alakitott ki (M:-4.0%, IQR:-1- -6%, p<0.05), alacsonyabb
EC50 értéekre utalva. A betegeket a SC értek alapjan kvartilisekre osztva, a legalacsonyabb és a
legmagasabb kvartilis k6zott nem volt szignifikans kiilonbség az ADP (M:58%, 1QR:49-67% vs.
M:52%, IQR:38-67%), a collagen (M:22,8%, IQR: 9-32% vs M:22,8% IQR:6-30%) és
epinephrin-indukalta  (M:31.4% vs. IQR:21-36% vs. M.26,4%, IQR:14-35%) aggregacio
tekintetében. Az aggregacios paraméterek és a SC reakcid nagysaga kozott nem taldltunk
korrelaciot. MRS2179 hatdsara mind az ADP (5mM: M:52,3%, IQR:39-66% vs. M:23%,
IQR:11-30%, p<0.05) és a kollagen-indukalta aggregéacioban (M:24,6% IQR:6-32% vs.
M:10,7%, IQR:2-14%, p<0.05) szignifikans, jelentés gatlas alakult ki. Az ADP aggregaciok
alapjan legmagasabb kvartilisbe tartozd, magas reaktivitasu clopidogrellel kezelt betegekben az
MRS2179 hatékonysaga szignifikansan alacsonyabb volt, mint a legalacsonyabb kvartilisbe
tartozokban (atlagos gatlo hatas: 1.25 mM ADP: 68% vs.78.5%, p<0.005; 5mM ADP: 50%vs.
70%, p<0.005).

A fentiek alapjan, a P2Y1 receptor specifikus pharmakologiai gatlasa szignifikansan csokkenti a
thrombocyta aggregaciot, jelezve, hogy ezen receptor — akar P2Y12 géatlassal kombinédlva —
potencialis target lehet az antithrombocyta kezelésben. A P2Y1 receptor az ADP-induélta
aggregacio elengedhetetlen résztvevéje, mindazonaltal egyéni aktivitdsa nem hatarozza meg
alapvetéen a clopidogrel-kezelt betegek thrombocyta reaktivitdsat, annak elsédleges
determindléja a P2Y12 receptor gatoltsagi foka. A jovében az ADP-indukalta shape change
EC50 értekének meghatarozasa segithet az egyeni P2Y1 variabilitas tovabbi felméréseben.

5. A statinok és a P2Y1, ADP receptor gatld clopidogrel kozti gydgyszer-interakcio vizsgalata
perkutan koronaria intervencidra kerlls ischaemids szivbetegekben.

A cardiovaszkularis medicindban thrombocyta aggregacio gatlo szerként széles korben
alkalmazott P2Y;, géatlé thyenopyridinek (clopidogrel és ticlopidin) a szervezetben az
enterohepatikus keringésbe kerlilve metabolizalodnak a méajban, majd révid feléletideji, aktiv
metabolitjuk hozza létre a thrombocyta P2Y, receptor gatlé hatast. A clopidogrel a citochrom
P450 enzimrendszer P450 3A4-es izoenzime altal kerll oxidacidra, ez a thrombocyta gatlasért
felel6s aktiv metabolit termelédésnek kulcslépése. Irodalmi adatok szerint két, klinikailag
szintén széles korben alkalmazott lipidcsokkenté gydgyszer, az atorvastatin €s a simvastatin
lebontésa szintén ezen az isoenzimen at torténik. In vitro kisérletes eredmények alapjan felmerdil,
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hogy az enzimeért valo versengésbol kifolyolag a clopidogrel hatékonysaga a fenti statinokat
szedé betegeken csokkent lehet. igy a clopidogrel thrombocyta aggregacio gatlé hatasa nem,
vagy csak késobb alakul ki. Ennek az interakcionak klinikai kdvetkezménye is lehet, kiilénosen
stirgéssegi, pl. coronaria stent beliltetés eseteiben.Ezért megvizsgaltuk 48 stabil koronaria-beteg
ADP (0,32; 0,64; 1,25; 2,5; 5; 10uM) és kollagén (1; 2ug/ml) indukalta thrombocyta
a standard 300 mg telité dozisu, majd napi 75 mg clopidogrelt kaptak. A vizsgalt 48 beteg kozil
a korabban statint szed6é 20 beteg clopidogrel telités mellett 40 mg simvastatint, 8 atorvastatint
kapott; 20 beteg nem kapott statint. Az aggregaciokat a clopidogrel bevétele el6tt, majd 4, 24, 96
oOra elteltével mértik.

A clopidogrel bevétele utan 4 draval mindharom csoportban szignifikans aggregacio
csokkenes volt észlelheté (ADP 0.32uM: 6.71% versus 0.72%, 0.64uM: 18.37% v. 11.28%,
1.25uM: 47.1% v. 32.4%, 2.5uM: 59.2% v. 45.5%, 5uM: 63.1% v. 50.8%, 10uM: 74.4% v.
64.8%, Coll 1 ug/ml: 39,3% v. 28,9%, 2ug/ml: 57,2% v. 43.9%, p<0.005). A thrombocyta
aggregacio gatlas mértékében a statin és a kontroll alcsoportok kozott nem volt szignifikans
kilonbség a gyogyszerek bevétele utan 4 o6raval (p értekek>0.15, NS). A statin csoport
aggregacios értékei alacsony koncentracioju ADP-vel stimulalva a kiindulaskor szignifikans
mértékben alacsonyabbak voltak, mint a kontroll csoportéi (0.32uM: kontroll 8.6% v. statin
csoport 5.9%, p=0,037; 1.25uM: 57.3% v. 42.4% p=0,012).

A fentiek alapjan a PCI kapcsan kotelezéen adott telité dozisu clopidogrel thrombocyta
aggregacio gatlé hatasat a statin elékezelés nem befolyasolta hatranyosan, a clopidogrel és
statinok egyutt adasa biztonsagos, interakcidjuk klinikailag jelentéktelen. A tartds statin kezelés
kedvezéen befolyasolja a thrombocyta aggregaciot, ami fuggetlen a clopidogrel hatasatdl és a
statinok hosszutavu gyulladasgatld, pleiotrop hatasaval fiigghet dssze.

6. Pathologias thrombocyta P2Y12 purinerg funkcid ischaemias szivbetegekben: Rekurralé stent
thrombosis és bizonyitott clopidogrel rezisztencia esete struktdralisan ép P2Y:, receptorral.
Funkciondlis, biokémiai és genetikai analizis.

Az akut intracoronarias stent thrombosis a perkutan koronaria intervenciok (PCI) egyik
legsulyosabb szovédménye, hatterében patholdgias vaszkularis és thrombocyta funkcidval.
Mivel a clopidogrel thrombocytagatld hatékonysagaban jelentés, a PCl szempontjabol
rizikofaktorként szereplé interindividudlis kilonbségek vannak, célunk az 1. és 2. pontban
kialakitott adatbazis segitsegével antithrombocyta kezelés hatékonysaganak ellenérzese volt,
stent thrombdzison atesett betegek kdrében.

Prospektive identifikadltunk 10 olyan beteget, akiknél a standard terapia mellett
acut/subacut stent thrombozis miatt ismételt PCl-ra kerilt sor és terdpia rezisztensnek
bizonyultak (ADP EC50:1,05+0,3uM, aggregacié 5uM ADP:69+11%, p<0,05). Ezt kovetoen
napi egyszeri 150 mg clopidogrelt adtunk, hatasara a betegek 50%-ban az aggregacios értékek a
kivant tartomanyba keriltek (ADP 5uM: 45+6%); tovabbi 20%-ban részleges hatas mutatkozott.
A fennmaradd 30% kezeléset napi 2x250 mg ticlopidinnel folytattuk, mivel ennek
metabolizmusa eltér a clopidogrelétél. Ezutan minddssze egyetlen olyan beteg volt, aki
rezisztensnek bizonyult (ADP 5uM: 64%). Ebben az esetben ASA helyett napi 2x200 mg
dipyridamol+25mg ASA és 2x250mg ticlopidin kezelést kovetéen mar effektiv thrombocyta
gatlas volt észlelhet6 (ADP 5uM: 32%).

A fentiek alapjan az antithrombocyta kezelés hatéekonysaganak mérésere klinikai igény
van, therapias konzekvencaval jar. A rezisztens betegek identifikdlasa megkivanja az
aggregacios labor sajat standard értékeinek megallapitasat (Isd. 1. 2. pont). A rezisztens esetek
kezelési algoritmusa: 150mg clopidogrel+ 100mg ASA; ezutan 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 tehet6ek!
Nagyobb esetszamu vizsgalat donti el, hogy az algoritmus alkalmazasaval az adverz kardialis
események szdma csokkenthetd, a cardiovaszkularis halalozas mérsékelhet6-e?

A fenti vizsgalat mellett egy 5 izben recidiv stent thrombozison atesett ferfi esetét
részletesen vizsgaltuk. Az 59 éves férfi betegnél sikeres RDA stent belltetés utan 6t alkalommal
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alakult ki angiogréafiaval bizonyitott, anterior ST elevacioval jaro recidiv stent thrombosis és
myocardialis infarktus 6 honapon belil. Az ASA kezelés gastrointestinalis mellékhatasai miatt
clopidogrel monotherapia mellett (75, késébb napi 150 mg) elvégzett thrombocyta aggregacios
teszt sordn a standard inductor koncentraciokat hasznélva effektiv thrombocyta géatlast nem
talaltunk (ADP 5 uM:78%, kollagen 2ug/ml: 74%, epinephrine 10uM:74% and arachidonsav 0,5
mM 71% max.aggregaciok). Ezeken a Kklinikai és laboratoriumi adatokon alapulva teljes
clopidogrel rezisztenciat igazoltunk és ennek hétterében a thienopyridinek altal gatolt P2Y,
ADP receptor szerkezeti vagy mikodesbeli defektusat feltételeztiik. A pathologias elterések
biokémiai mechanizmusat tovabb vizsgélva, thrombocyta aggregacios vizsgalatokat vegeztiink a
P2Y1, receptort in vitro szelektiven gatldo ARC-69931MX jelenlétében (ARC, 5 ug/ml
koncentracid). Az egészséges kontrollhoz hasonléan, ARC jelenlétében az ADP indukalta
thrombocyta aggregacié gatolt volt (max. aggregaciok ADP: clopidogrellel ARC nélkil: 75%,
clopidogrellel ARC jelenlétében: 30%), ezzel bizonyitva, hogy beteglink esetén a P2Y, receptor
alapvet6 purinerg ligand koté struktaraja intact. Ezt kovetéen a clopidogrel aktiv metabolitja és a
receptor fehérje kozti interakcio zavarét feltételeztilk. Mivel az interakcioeért felel6s aminosavak
ismertek, analizaltuk a beteg P2Yi, receptort kddoldo cDNS szekvencigjat (Egyuttmiikodés
keretében a Leuveni Katolikus Egyetemmel). Ebben a thrombocyta cDNS szekvencidban
eltérést, mutacidt, polymorphismust nem talaltunk. Ezeken az adatokon alapulva a beteg teljes
clopidogrel rezisztenciajat vagy a gyogyszer felszivddasanak sulyos zavara, vagy pedig a
clopidogrel aktiv metabolitjat eléallitd hepatikus microsomalis cytochrom rendszer funkcid
zavara magyarazhatja. A fentiek felhivjak a figyelmet, hogy a kardiovaszkuléris betegek
thrombocyta gatlo kezeleésének ellenérzése egyes esetekben elengedhetetlen.

I1. A koronaria aramlasi sebesseg es szisztémas serum markerek kapcsolata.

A Kkoronaria aramlasi sebesség komplex szabalyozési folyamata atherosclerosisban zavart
szenved. Ezért célunk a lokalis koronaria aramlasi sebesség (corrected TIMI frame count, CTFC)
és az atheroscleosis soran szerepet jatszo szisztémas serum markerek (solubilis intercellularis
adhézids molekula-1, interleukin-6, high sensitivity C-reactive protein, von Willebrand factor)
kozti 6sszefliggés meghatarozasa volt stabil ischaemias szivbetegségben (n=96), akut koronaria
szindrobmaban (n=27) és negativ koronarografias eredményt mutatd betegeken (n=68). Az akut
fazis fehérjék szintjének emelkedésén tul a betegcsoportok csupan marginalis eltérést mutattak.
Azonban betegekre lebontva, pozitiv korrelaciot talaltunk az individualis CTFC és a sSICAM
szint kozott (r=0.33). Hasonld Osszefliggés az IL-6, hsCRP és VWF szintek és a CTFC kozott
nem volt kimutathato. A korrelacio flggetlen tobb rizikofaktoroktol (nem, életkor, BMI,
dohanyzas, hypertonia, diabetes), gyogyszeres kezeléstol, a hsCRP, IL-6, VWF szinttél. A fenti
eredmények jelzik a koronaria aramlasi sebesség és a szisztémas adhéziés molekulatermelés
kdzotti 6sszefuggest.

I11. Oxidativ stresszfolyamatok atherothrombotikus allapotokban:

A fenti téma eddig nem szerepelt a kutatocsoport eredeti célkitiizései kozott - a PARP
aktivacio vizsgalata igéretes Uj terlilete a kardiovaszkularis kutatdsoknak. A témat 2004. kezdete
Ota a Semmelweis Egyetem, Klinikai Kisérleti Kutatd Intézettel és a szelektiv PARP inhibitort
gyartd Inotek Pharmaceuticals Corporation- nal kdzos egylttmiikodés keretében vizsgaljuk (Dr.
Szabo Csaba).

1. DNS kéarosodas vizsgalata kardiovaszkularis betegeken

Az oxidativ/antioxiddns mechanizmusok felborult egyensulya révén keletkezé szabadgyokok
direkt sejtkarositd hatastak, DNS toréseket és lipidperoxidaciot hozva létre. Az oxidativ stressz
mértékét szerum teljes peroxid szint mérésével hataroztuk meg stabil angina pectorisban (CAD).
Ezutan a periférias leukocytakban létrejové DNS karosodast Comet assay segitségevel
analizaltuk. A plazma teljes peroxid koncentracié magasabb volt a CAD betegcsoportban (n=21)
az egészséges egyénekhez kepest (p=0,023), igazolva a fokozott lipidperoxidaciot. A Comet
index stabil angina pectorisban szintén emelkedett (0,29+0,3) volt a kontrollhoz hasonlitva
(0,12+0,1, p=0,11). A rizikofaktorok tekintetében a DNS torések mérteke dsszefliggést mutatott
a diabetes mellitussal (p=0,05) és a hypertoniaval (p=0,016); hyperlipidaemia esetén trend volt
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Kimutathatdo (p=0,27). Vizsgalataink ramutatnak az oxidativ mechanizmusok jelentésségére
atherosclerotikus allapotokban, az emelkedett plazma teljes peroxid koncentracio mellett a koros
Comet index direkt DNS kérosodast bizonyit. Az izolalt kering6 leukocytak érzékeny markerei
az oxidativ stresszallapotnak; a jovoben a DNS torés mertékének meghatarozasa az
atherosclerotikus megbetegedések rizikobecslésében szerepet kaphat.

2. PARP aktivacid vizsgalata kardiovaszkularis betegségekben és diabetes mellitusban

A fokozott szabadgyok termelés kiemelked6 jelentéssegii a szOveti hypoxia-reperfuzio
kovetkeztében fellépé karosodasok kialakuldsdban. DNS kérositd hatésa révén a poly (ADP-
ribdz) polimeraz-1 enzim aktivalédasahoz, ezzel nekrotikus sejthalél elinditasahoz vezet. Celunk
a fenti oxidativ/nitrozativ stressz folyamatok vizsgalata myokardidlis ischaemia/reperfizio
illetve diabetesz mellitus kérallapotaiban. A PARP-1 enzim fizioldgias esetben a sejtek tulélését,
a DNS repair folyamatokat szabalyozza, de reperfizié kapcsan létrejové kéros aktivacioja
kimeriti a sejt ATP és NAD® készleteit, energiadeficithez s elméletileg miokardialis
sejtpusztulashoz vezetve. Ez a mechanizmus adhatja a primer perkutdn koronaria intervencio
(PCI)-indukalta reperfizios miokardium kéarosodas alapjat.
Ennek igazolasara ST-elevacids akut miokardialis infarktus miatt primer PCl-on atesett betegek
serum peroxid koncentraciojat ([H202]), keringd leukocitaiban a reaktiv szabadgyokok hatasat
jelz6 tirozin-nitrozilaciot és kovetkezményes PARP-1 aktivaciot vizsgaltuk ELISA,
immuncitokémia és Western blott mddszerek segitségével. A fenti paraméterek meghatarozasara
a PCl elétt, kozvetlendl PCI utan, majd 24 illetve 96 6ra mulva kerdlt sor.
A serum [H20;] PCI elétt (363,6£245umol/l) és utan (353,4+254,2umol/l) emelkedett volt,
kronikus koronaria betegek értékeihez hasonlitva (332,5+235,3umol/l; n=11; p>0.05). A
leukocytak immuncytokémiai analizise soran enyhe tirozin-nitrozilacié volt észlelheté PCI el6tt,
mely PCI utan kifejezetté vat, és intenzitasa a 4. napra sem csokkent. A PAR (poli-ADP-ribdz, a
PARP-1 vegterméke) festédés mar PCI elétt lathato, kdzvetlenal PCI utéan a legintenzivebb, a 4.
napra jelentésen gyengul. Hasonl6képp, a leukocytak Western blott analizise soran a PARP-1
enzim fokozott aktivitasat jelzé6 PAR protein mennyisége pre-PCI 32+8, post PCI kiemelked6en
a legmagasabb, 6118, 24 6ra mulva 35+8, 96 dra mulva pedig 4319 denzitometrias egység volt.
Eredmenyeink alapjan az ST-elevacios miokardialis infarktus soran méar a PCI el6tt oxidativ
karosodas, kovetkezményes PARP-1 aktivacid alakul ki. Ezt a patoldgias aktivaciét a PCI sorén
elért reperfuzio jelentés mértékben fokozza. A jovében a primer PCI el6tt alkalmazott
gyogyszeres PARP-1 enzim gatlas, s ezzel a miokardialis sejtek reperfiziés oxidativ

Ve

IV. A keringé endothelsejtek szamanak meghatarozasa zajlé human atherothrombotikus
folyamatokban

1. Az endothel sériilés vizsgalata akut ST elevacios miokardialis infarktus és percutan coronaria
intervencio esetén: korrelacié a myocardialis és endothel sériilés kozott

Az akut koronaria esemény, valamint az azt kdveté perkutan koronéria intervencié (PCI) soran
endothelsériilés jon létre, mely a kering6 endothelsejtszam (CEC) illetve a von Willebrand faktor
(VWF) és egyes adhézidés molekulak (solubilis intercellularis adhéziés molekula-1, SICAM-1)
szintjének elemzésével nyomon kovethet6. Vizsgalataink soran arra kerestik a vélaszt, hogy
vajon van-e 0sszefuggés a CEC szam, a VWF és sICAM-1 szint idobeli valtozasa kdzott es
milyen klinikai jelentéseéggel birnak ezen endothel sériilésre utald6 markerek.

A VWF, sICAM-1 plazma szintjét, valamint a CEC szamét az altalunk honositott metodika
segitségével (anti-CD146, immunomagneses gyongyok) hataroztuk meg 19 akut miokardialis
infarktusban (AMI) szenvedé, PCIl-on atesett betegben PCI el6tt, kozvetlenil utana, valamint 24
és 96 6ra malva.

A pre-PCI mintakbol meghatarozott AMI-ban szenved6 betegekben a CEC szama szignifikansan
magasabb volt (median (M): 9,5/ml, interquartile range (IQR): 3,0-19,0/ml; p=0,014) a kontroll
stabil angina (SA) csoporthoz képest; a sejtszam kdzvetlenal a PCI utan tovabb emelkedett (M:
12,12/ml, IQR: 4,0-23,0/ml), majd 24 déra malva érte el a legmagasabb szintjét (M:14,856/ml,
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IQR: 11,8-53,0/ml; p=0,024). Ezzel parhuzamosan azonban a sSICAM-1 és a VWF kozvetlendl a
PCI utan csdkkeno tendenciat mutatott. A VWF plazma szintje az AMI csoportban szignifikansan
magasabb volt a kontroll SA csoporthoz hasonlitva (211,28% + 88,7% vs. 149,94% + 67,5%;
p=0,027), majd kdzvetlenll a beavatkozas utan lecsokkent (178, 15% + 77,3%), azonban a PCI- t
kdveté 24 déra mulva Gjra emelkedett (210, 21 % + 76,8 %, p=0,043) és a szignifikans
maximumot a PCI-t kdveté 96 6ra mulva érte el (256, 23 %+ 84,3%; p= 0,036). A sICAM-1
plazma szintje VWF-hoz hasonl6 kinetikat mutatott, a betegek felvételekor magasabb volt a
kontroll SA csoporthoz képest (233,64 + 65,6 ng/ml vs. 228,23 + 39,9 ng/ml), majd kozvetlenil
a PCI utdn csokkenes volt tapasztalhatd (220,51+77,8 ng/ml). Emellett szignifikans negativ
korrelacio volt megfigyelheté a PCI elétti, valamint utani CEC sejtszdmok és a VWF pre- és
post-PClI szintjének valtozasa (“acute release") kozott (r= -0,74, r =- 0,69; p< 0,05). Klinikai
jelentéseggel bir azon megfigyelés, hogy a kreatinkinaz MB izoenzim (CK-MB) PCI el6tt mert
szintje és az 1. napon meghatarozott CEC sejtszamok kdzott szignifikans pozitiv korrelaciot (r=
0, 695, p< 0,05) talaltunk.

Osszefoglalva, az AMI-ban szenvedd betegekben talalt magas keringdé endothelsejt szam erds
korrelaciot mutat a szivizom karosodas mértekével és igy prognosztikai értéke lehet a
kardiovaszkularis rizikét illetéen. Az akut coronaria intervenciét kdvet6é plazma vVWF és sICAM-
1 csokkenéseének mechanizmusa és pathofizioldgiai jelentésége még nem ismert, tisztazasra var.

2. Clopidogrel kezelés szignifikansan csokkenti a kerings endothelsejtek szamat ischaemias
szivbetegekben

Amint azt korabbi adatok igazoljak, a keringé endothelsejtek (CEC) szdma az endothel sériilés
direkt markere. Vizsgalataink soran arra kerestlk a valaszt, hogy a kardiovaszkularis kockazati
tényezok jelenléte, ill. a terapias beavatkozasok milyen hatast gyakorolnak az endothelre és a
CEC szémra stabil angindban szenved6 betegekben.

A vizsgalatainkba 82 koronarografiaval igazolt stabil angina pectorisban (AP) szenvedé beteget
(63.4% férfi, 36.6% no;atlag életkor 61.5+9.7év) vontunk be. Az ismert kardiovaszkularis
kockazati tényezok eléfordulasa a kovetkezé volt: a betegek 82.9%-a hipertdniaban (HT),
48.7%-a hiperlipidémiaban (HL), 39.0%-a diabetes mellitusban (DM) szenvedett, 24.4%-a aktiv
dohanyos (AD) volt.

A CEC szama AP betegekben szignifikdnsan magasabb volt az egészséges egyénekhez képest
(median(M):8.4/ml, 1QR:3.0-17.0 vs. M:3.2/ml, IQR:1.9-9.0, p=0.032). Hipertoniaban,
hiperlipidémiéban, diabéteszben szenvedo, illetve dohanyzo betegekben emelkedett CEC szamot
talaltunk; az 6sszefiiggés a szignifikans mértéket azonban nem érte el (HT:p=0.256, HL:p=0.34;
DM:p=0.14, AD:p=0.28, NS). A gyogyszeres kezelés hatésait illetéen, a clopidogrellel (CLO)
kezelt betegekben szignifikdnsan alacsonyabb CEC szamot talaltunk (M:4.0/ml, IQR:4.0-8.0 vs.
M:11.6/ml, 1QR:5.0-18.0, p<0.005). Szignifikdnsan alacsonyabb CEC szamot taldltunk azon
betegekben is, akik kordbban PCI-on estek at, mely jelenséget ezen betegek CLO kezelésével
hozhatunk Osszefiiggésbe (p<0.005). A statinnal kezelt betegekben hasonlé endothel protektiv
tendencia volt megfigyelheté (M:7.5/ml, IQR:3.5-14.0 vs.M:12.0/ml, IQR:7.0-20.0, p=0.07). A
fentiek alapjan stabil anginaban szenvedé betegekben az endothel sériilés mértékét az emelkedett
kering6é endothel sejtszam jelzi; a kardiovaszkularis rizikdfaktorok szerepe tovabbi, nagyobb
esetszamu beteganyagon még tisztazasra var. A clopidogrel szignifikdns mértékben, az ismert
kockazati tényezoktol fliggetlenal csdkkenti a keringé endothelsejtszamot;az endothel protektiv
hatas mechanizmusa tovabbi vizsgalatokat igényel.



