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Roviditések jegyzeke

ACS
ADP

Cl

DNS
ECM
EGF
FCS

FN

FSH
GFLG
GnRH
GP Ib-V-1X
GP VI
HbAlc
HS

ISZB

LH
NSTEMI
PBS

PCI
PRO-BNP
PRP
SDS
STEMI
TTP
vWi§
YRRL

A dolgozat megirasa soran, ahol lehetséges, az angol kifejezések helyett magyar

megfeleljiik hasznalatara torekedtem. Egyes angol kifejezések (pl. thrombocyta-

akut coronaria szindroma
adenozin-difoszfat
sejtindex (Cell Index)
dezoxiribonukleinsav

extracellularis matrix

endothel eredetli novekedési faktor (endothelial growth factor)

borjuszérum (fetal calf serum)

fibronektin

folliculus stimulalé hormon

tetrapeptid tavtartd szekvencia

gonadotropin releasing hormone

glykoprotein Ib-V-1X

glykoproein VI

hemoglobin Alc

homogenizalt sertéssziv-vaz (heart scaffold)
1szkémids szivbetegség

luteinizalé hormon

nem ST-elevacioval jard6 myocardialis infarctus
foszfattal pufferelt sooldat

percutan coronaria intervencio

N-termindlis agyi natriuretikus peptid
vérlemezkében gazdag vérplazma (platelet rich plasma)
natrium-dodecil-szulfat (sodium dodecyl sulfate)
ST-elevacidval jar6 myocardialis infarctus
thrombotikus thrombocytopenids purpura

von Willebrand-faktor

tetrapeptid tavtartd szekvencia



DOI:10.14753/SE.2021.2239

spreading) esetében azonban tokéletes magyar forditasuk nem 1étezik, eredeti formaban
terjedtek el a szaknyelvben, igy a dolgozatban is az eredeti angol kifejezéseket

hasznaltam.
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1. Bevezetés

Doktori kutatdmunkdm soran a sziv- €s érrendszeri megbetegedések vizsgalatat harom
oldalrol kozelitettem meg: a thrombocyta-funkci6 diagnosztikdja, a szovetépitett egész
sziv kifejlesztése és a gyodgyszer-hatdéanyagok kardiotoxicitdsanak csokkentése feldl.
Mindhéarom teriilet vizsgélatanak alapjat egy multifunkcionalis laboratériumi metodika,

az impedimetriai alapt sejtes adhéziomérés adta. (1. abra)

Thrombocyta

Diagnosztikus eljarasok:
Thrombocyta-adhézio

mérése
Gyogyszeres '

kezelések

kifejlesztése . IMPEDIMETRIA

Kardiotoxicitas l' Sebészi

terapiak
kutatasa

Sziv-szovetépités

1. dbra — Jelen doktori munka felépitése
Az impedimetriai adhéziomeérés a diagnosztikus vizsgalatok, gyogyszerkutatas és sebészi

terapiak kifejlesztése teriiletén

A kardiovaszkularis betegségek a fejlett vilag legmeghatarozobb megbetegedései kozé
tartoznak. Vezetd helyet foglalnak el a mortalitasi és morbiditasi statisztikak elején is. (1)
A fizikalis artalmakon tul pszichés és szocidlis téren is karositd hatdssal birnak a
paciensekre. Az egyén mellett a tarsadalom szaméra okozott negativ hatasok is
jelentdsek. Mindezek okéan a biomedicinalis elméleti és klinikai kutatasok jelentds része

a kardiovaszkularis teriiletet célozza.

Az impedimetriat alkalmaz6 sejtadhézio-mérés az utobbi évtizedben a kutatasban egyre
elterjedtebben hasznalt technika. Szamos alkalmazasi lehetdség nyilik az impedimetria

szdmara a kardiovaszkuldris kutatdsok teriiletén is. A kardiovaszkularis sejtes

crer
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karakterizalasara, kardiovaszkularis tertiletet érint6 gyogyszerészeti kisérletek végzésére

vagy akar uj sebészeti terapidk kifejlesztésére is.

A tovabbiakban a doktori értekezés harom részének (thrombocyta-adhézi6 mérése,
kardiotoxicitas vizsgalatok, sziv-szovetépités) elméleti hatterét szeretném targyalni, majd

az ezeket 6sszekotd impedimetriai alaptl adhéziomérést szeretném bemutatni.

1.1. Thrombocyta

A thrombocytékat egy évszazaddal ezeldtt fedezték fel, fénymikroszkdp segitségével. 2-
4 pm x 0,5 pum méretli sejtfragmentumok, melyek a csontveld megakaryocytakbol valo
leszakadassal képzddnek. A keringésben atlagosan 10 napos ¢€lettartammal vannak jelen.
(2) Specialis organellumokkal, a-granulumokkal és denz testekkel (denz granulumok)
rendelkeznek, amelyek a beldliikk felszabaduld anyagok révén a thrombocyta-

aktivacioban vesznek részt. (3)

A thrombocyta-funkcié defektusaival, thrombusképz6dés zavaraival jard artérias
thrombosissal jar6 megbetegedések, mint példdul a szivinfarktus, az iszkémias stroke,
valamint a vénas thromboembolids megbetegedések a korunk morbiditasi és mortalitasi
statisztikainak vezetd tényez0i. Ezeknek a korképeknek a kialakulasaban a thrombocytak
¢és a thrombocyta-felszini adhézios receptorok kiemelt szerepet jatszanak. Ezért nem
meglepd, hogy vildgszerte rengeteg eréfeszités folyik thrombocyta-funkciot befolyasolo
gyogyszerek kifejlesztésére, amelyek kozott a thrombocyta-adhézios molekulakra hatoak
is gyakoriak. (4) A thrombocyta-aggregaciot gatlo terapia az iszkémias szivbetegség
kezelésének egyik alapkdve. Az utdobbi években azonban egyre jobban megndtt az igény
az egyénre szabott terapia irant a vérzéses €s egyéb szovodmeények elkeriilése érdekében.
Emiatt az antithrombocyta terapiak hatdsdnak monitorozésa egyre nagyobb szerepet kap,
¢és fokozddik a megfeleld thrombocyta-funkciot vizsgalo tesztek kifejlesztésének igénye

is. (5)

A thrombocyta-adhézid a thrombusképzddéshez vezetd folyamatsor elsé 1épése, melyet
a thrombocyta-aktivaci6 és végso soron a thrombocyta-aggregacio kovet. Bar a tobbivel
szorosan Osszefonddo folyamatrdl van szo, a thrombocyta-adhézio kiilon receptorokkal,

jelatviteli  utakkal rendelkez6 részfolyamat. A  thrombocyta-adhézi6 nem
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kardiovaszkularis vagy thrombotikus betegségekben is megvaltozhat. Egy vizsgalatban
az Alzheimer-kor egérmodellje esetében a thrombocytak fokozott adhézids képességét
mutattak ki. (6) A klasszikusan thrombocyta-aggregaciot befolyasolo gyogyszerek koziil
az clopidogrel és ticagrelol thrombocyta-adhéziot csokkentd hatasat mérték akut
koronaria szindromas (ACS) betegekben, mig az aspirin nem befolyasolta az adhéziot

ebben a betegcsoportban. (7)

A thrombocyta harom f6 felszini adhézios receptora ismert: glykoprotein Ib-V-1X,

glykoprotein VI és integrin a2f31. (2. dbra)

Thrombocyta

Glykoprotein Ib-V-IX Glykoprotein VI Integrin a2p1

1
von Willebrand faktor

| 1 I
Kollagén Kollagén Kollagén

| |

[ Extracellularis matrix

2. abra — Thrombocyta adhézios receptorok
A glykoprotein Ib-V-1X a von Willebrand faktoron keresztiil kotédik a kollagénhez, mig a

glykoprotein VI és az integrin o2f1 direkt kollagénreceptorok (részletesen Isd. szoveg).

A glykoprotein 1b-V-1X (GP Ib-V-IX) az extracellularis matrixban (ECM) talalhato
kollagénhoz a von Willebrand faktor (vWT) segitségével kotodik. (8) A kapcsolat a GP
Iba rész és a vWE Al domain-je kozott jon létre. Ennek a kotddésnek nagyon magas a
disszocidcids rataja, igy a f0 szerepet magas aramldsi viszonyok kozott, a kezdeti
kollagénkotés kialakulasaban, a thrombocytdk érfalhoz valéo “horgonyzasaban”
(tethering) kap — stabil adhézio kialakulasahoz azonban tovabbi receptorokra is sziikség
van. (9) A specifikus kotddés mellett a kotédés mechanikus szilardsagaban is szerepet

jatszik: a GP Ib-V-IX/vWT kotédés egy “catch bond”-ként funkcional, azaz a htizoerd
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novekedésével csokken a disszociacids rataja (tehat a stabilitdsa fokozodik), emellett a
GP Ib-V-IX a thrombocyta citoszkeletonjanak mechanikus eréhatasait is kozvetiti. (10)
Bar korabban a GP Ib-V-1X-nek nem volt ismert szerepe a thrombocyta-aktivacioban —
ez a szerep elsésorban a GP VI-ra harul —, egy 2010-es vizsgalatban a GP Ib-V-IX altal
kivaltott thrombocyta-aktivaciot is kimutattak, amely mértékében a GP VI altal
kivaltotthoz volt hasonl6. A hatdsért szelektiven a GP Iba altal kivaltott szignalizacios
eseménysor bizonyult feleldsnek. (11) A GP Ib-V-IX jelent6ségét bizonyitja a Bernard-
Soulier szindroma. Ez egy 1948-ban felfedezett, ritka genetikai betegség, melynek
hatterében a GP Ib-V-IX defektusa all. Fokozott vérzési idovel, vérzékenységgel, extrém

nagy thrombocytakkal és thrombocytopeniaval jar. (12)

A GP Ib-V-IX etiologiai szerepét kiilonb6z6 korképek kialakulasaban is kimutattak. Egy
vizsgalat soran az Iba régid polimorfizmusat, mint klinikai rizik6faktort azonositottak a
submassziv és massziv pulmonalis embdlia kialakulasaban. (13) Egy finn vizsgalatban a
GP Iba egy haploptipusat (¢s a GP VI egy genotipusat) azonositottak, mely kora
kozépkora férfiakban a haldlos myocardialis infarctus kialakuldsdnak csokkent
kockazataval volt asszocialt. (14) Gyogyszerhatasokban a szerepe nem elhanyagolhato,
egy vizsgalatban az egyik 1j tipust antikoagulans, az oralis thrombin inhibitor dabigatran
szedése mellett GP Ib altal medialt, fokozott thrombocyta-adhéziot, igy enyhén fokozott
thrombosishajlamot mértek. (15) Kifejlesztés alatt all egy, a hegyesorri mokaszinkigyo
(Agkistrodon acutus) mérgébdl eléallitott GP b antitest, az Anfibatid. (16) Ez az antitest
egereken in vivo csokkentette a thrombusok kialakulasat, ex vivo pedig gatolta a
kialakulasat — amellett, hogy a thrombocyta-aktivaciot nem fokozta, a vérzési id6t nem
novelte, €s nem hozott Iétre nyilvanvalo vérzékenységet a ragesalomodellben. Jelenleg az
Anfibatide-dal fazis I/I vizsgalatok vannak folyamatban nem ST-elevacidval jarod
myocardialis infarctus (NSTEMI) (NCTO0158525) és ST-elevacioval jaré6 myocardialis
infarctus (STEMI) (NCT02495012) korképekben szenvedd betegek esetében. Egy masik,
az egér GP IbP elleni patkdny monoklonalis antitest, a RAM.1, egerek esetében
csOkkentette a thrombusképzédést. (17) Szintén a GP Ib-V-IX-vWf{ interakciot célozza a
caplacizumab vagy ALX-0081, mely egy vWf-ellenes nanobody. Ennek hatasat TTP-ben
¢és ISZB-ben is vizsgaljak (18), és jelenleg fazis I-111 vizsgalatok is folyamatban vannak
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(NCT01020383, NCT02878603, NCT02553317, NCT03172208, NCT02189733,
NCT01151423). (19)

A glykoprotein VI (GP VI) egy direkt kollagénreceptor, mely a thrombocytak
aktivalasaban jatszik szerepet. (20) A GP-VI az immunoglobulin szupercsalad tagja,
aktivaciojaban fontos szerepet kap az FcRy-alegység. A kollegénk6tés hatasara a GP VI
citoplazmatikus vége a Src tirozinkindz ko6z¢ tartozé Fyn és Lyn kinazok SH3 domain-
jéhoz kot, amelyek ezutdn a FcRy-alegység ITAM motivuméban 1évd tirozinokat
foszforilaljak. Ez a Syk tirozinkinaz kotddését hozza létre, amely egy szignalizacios
kaszkadot indit el, ennek végén a foszfolipaz Cy2 aktivalddik, és masodlagos hirvivok
(pl. inositol-1,4,5-trifoszfat) jonnek létre valamint Ca?" szabadul fel az intracellularis
raktarakbol a thrombocyta aktivaciojahoz (degranulacio, alakvaloztas) vezetve. (21, 22)
A GP VI receptorok dimerizacidja a thrombocyta-aktivacid egyik fontos l1épése, mely
akar a thrombocyta-reaktivalodas egy uj markere is lehet. (23) A receptoraktivacioban és
a kollagénhez vald kotddésben a dimerképzédés mellett a dimerekbdl létrejovo
thrombocyta-felszini csoportoknak, az 0.n. “clustereknek” is fontos szerepét mutattak ki.
A thrombocytak adhézidja és aktivacidja soran a GP VI dimerek “clusterek”-be
tomoriilnek, amely a thrombocytak kollagénhez val6 kotddési hajlaméat fokozza, valamint
a szignalizacios kaszkad kialakulasanak hatékonysagat is noveli. (24) A GP VI egy
koraban nem ismert, teljesen 0j szerepér6l ir egy 2015-ben megjelent cikk. (25)
Mammadova-Bach és munkatarsai a GP VI polimerizalt fibrinhez valo kotédését
mutattak ki, melynek két {6 funkcigjat talaltdk: a thrombinképzddés amplifikécioja és a

keringd thrombocytak vérrogbe valo recruitmentje is indukalodhat éltala.

Vélez ¢és munkatarsai a GP VI szignalizacids utvonal szerepét vizsgaltak STEMI-s ¢€s
stabil 1SZB-s betegekben. (26) A thrombocyta-mintakat izolacio és aktivacio utan
proteomikai megkdzelitéssel vizsgaltdk. Tobb fehérjét is azonositottak, melyek kollagén-
kapcsolt protein altal kivaltott tirozin fosztorilacidja fokozottabb volt STEMI-s betegek
esetében. Emellett a STEMI-s betegcsoportban fokozott GP VI altal kivaltott
thrombocyta-aggregaciot is mértek. Egy 2014-es vizsgalatban azon primer percutan
coronaria intervencion (PCI) atesett STEMI-s betegek esetében, ahol “no reflow”
jelenséget tapasztaltak (az elzarodas megsziinte utdn a szovetek vérelldtdsa nem
rendezddott), a betegek felvételkori szolubilis GP VI szintje alacsonyabb volt azokhoz a

STEMI-s betegekhez képest, ahol a véraramlas a PCI hatasara rendez6dott. (27) A

10
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csokkent szolubilis GP VI szint egy masik vizsgalatban a stroke emelkedett rizikdjaval
mutatott osszefliggést. (28) Egy fazis I vizsgalat soran a Revacept, egy szolubilis, dimer
glycoprotein-VI-Fc fuzios fehérje, dozisfiiggd modon gatolta a thrombocyta-aggregaciot
egészséges human alanyokban. (29) Jelenleg a Revacept hatasat carotis stenosis, TIA és
stroke megbetegedésekben vizsgalo fazis II vizsgalat van folyamatban (NCT01645306).
A GP VI antitesttel valo gatlasaval ragcsalomodellben in vivo sikeresen csokkentették a
myocardialis iszkémia utani reperfizids karosodast, illetve az elhalt szivizom méretét.
(30) Egy masik igéretes molekula az ACTO017, egy humanizalt Fab, mely a GP VI
mikodését gatolja. Ez egy 2017-es vizsgalatban sikeresen gatolta a thrombocytak
emellett GP VI depléciot vagy makroszkopos vérzékenységet sem tapasztaltak. (31) A
GP VI akér gyogyszer-mellékhatasok célpontja is lehet: doxepin, egy triciklikus
antidepresszans gatolta a GP VI altal kivaltott Ca®*-szignalizaciét thrombocytdkban, és

gatolta a thrombocytak kollagénhez val6 kotodését is. (32)

Az integrin 021 szintén egy direkt kollagénreceptor, mely elsOsorban a stabil adhézi6
kialakitasahoz jarul hozza. (33) A f6 kotohelye az I. tipust kollagénben talalhato
GFOGER (O = hydroxyproline) szekvencia, mig nem kotédik a fibrinogénben és a
fibronektinben taldlhatd6 RGD szekvencidhoz. Az integrinekre jellemzd modon két
affinitasi allapotban 1étezik. Nyugalomban 1év6 thrombocytdkon egy alacsony affinitast
allapotban van, és az aktivacio hatasara valt at egy magas affinitast allapotba. A
kollagénhez valé kotédéshez Mg?* ionokat igényel a nyirderé nagysagatol fiiggd modon.
Szignalizacidjaban a Src tirozinkinazok mellett, a GP VI-hoz hasonldan, a Syk és a
foszfolipaz Cy2 jatszik szerepet. Az utobbi években kimutattdk, hogy a kordbban
gondoltakkal ellentétben a thrombocyta-aktivacio elinditasaban is szerepe van. (21)
Szerepet jatszik a normalis thrombocyta-funkcid kifejlddésében és a vaszkularis
patologiaban (pl. sebgyodgyulas, fibrozis kialakulasa) is. (34, 35) Egy 2014-es vizsgalat
soran az integrin a2fB1 kilitése egerekben vérzéshajlamot okozott (mig a GP VI kiiitése
fokozottabb vérzéshajlammal jart). (36) Mas eredmények szerint az integrin a2f1
fokozott expresszidja fokozott atherothrombotikus hajlammal jar, mig csokkent
expresszidja nem jart fokozott vérzékenységgel. (4) Egy nanokonjugatum, amelyet egy

biomimetikus peptid (LWWNSYY) ¢és poli(glicidil)-metakrilat nanopartikulumok
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konjugalasaval hoztak 1étre, blokkolta az integrin o2f1-kollagén interakciot, és in vitro

cres

1.1.1. Thrombocyta-funkciot vizsgald modszerek

Szamos laboratériumi technika ismert, mely a thrombocyta-diszfunkciorol nyujt
informéciot. (2. dbra) A hematologiai tesztek, mint a kiilonb6z6 thrombocyta-szamlald
modszerek vagy az MPV (mean platelet volume, atlagos thrombocyta-térfogat) mérése
csupan mint szlrdvizsgalatok javasoltak a thrombocyta-funkcio defektusainak
kivizsgalasaban. A thrombocyta-szamot rengeteg tényezé befolyasolhatja. Ilyenek
példaul egyes fertdzések, massziv vérzés vagy szamos immunoldgiai betegség, ezek
azonban a thrombocyta-funkcié egyes szofisztikaltabb tesztjeinek elvégezhetdségére is
hatassal lehetnek. (38)

A vérzési id0 az egyik legrégebben alkalmazott teszt a thrombocyta-funkcio vizsgalatara,
azonban a szenzitivitasa alacsony, igy manapsag haszndlatara egyre ritkdbban keriil sor.
(39) Eldszor Milian, majd Duke irtak le a XX. szazad elején. Néhany évtizeddel ezel6ttig
igen elterjedt sziirdvizsgalatnak szamitott. A technika soran egy az alkar borének volaris
felszinén ejtett kis sebzés rendszeres torlése, &m a sebzés érintetleniil hagyasa mellett
mérik a vérzés megallasaig eltelt idot. (A mddszer standardizélaséra kiilon eszkdzoket is
kifejlesztettek, pl. Ivy féle technika. (40)) A vizsgalat eredményét szamos technikai
tényezd befolyasolja, mint példaul a sebzés iranya, a torlés erdssége vagy a beteg tulzott
pszichés stressze. Normal eredmény sem zarja ki a jelentds vérzést invaziv beavatkozas
esetén, igy manapsag nem javasolt se miitétek eldtt, se egyéb esetben sziirdvizsgalatként

val6 alkalmazasa. (2)

A célzottan thrombocyta-aggregaciot vizsgald modszerek kozé tartozik a Platelet
Function Analyzer-100 berendezés alkalmazasa. E vizsgalat soran a thrombocytakat
tartalmazo, citratos teljes vérmintat egy acél kapillarison, illetve kollagénnel és
adrenalinnal (CEPI) vagy ADP-vel (CADP) fedett filteren keresztiil szivjak at. A filteren
kitapado €s aggregalodo thrombocytadk fokozatosan sziikitik majd elzarjak a kapillarson
at torténd aramlast. A miiszer a kapillaris elzarodasaig eltelt id6t (closure time = zarodasi
id6) méri. (41) Ez a technika a thrombocyta-adhéziot és -aggregaciot egyiittesen

vizsgalja. Régodta alkalmazott szlirémodszer thrombocyta-diszfunkcié diagnosztizalasara,
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azonban nem specifikus a folyamat részleteire, valamint erésen fiigg a thrombocyta-
szamtol és a hematokrit értékétdl is, tovabba a thrombocyta glykoprotein receptorok
denzitasa és funkcionalis allapota is befolydsolhatja, nem is beszélve arrol, hogy a mért
értékek diurnalis ingadozasat is kimutattak. (2, 42, 43) Bar az emlitett modszer
szenzitivitasa 85%, specificitdsa az egyes korképek esetében csupan 55-75% kozott
mozog (38, 44), bar megjegyzendd, hogy kongenitalis betegségekben a szenzitivitasa
altalaban a betegség stlyossagaval aranyos. (2) és von Willebrand-betegség esetén 90%-

hoz kozeli szenzitivitast is leirtak mar.

A thrombocyta-aggregacio6 vizsgalatanak arany standardja a Born és O’Brian altal 1962-
ben kifejlesztett fotometrias thrombocyta-aggregometria. (2) Ezen modszer soran platelet
rich plazmat (PRP) hasznalnak, az aggregaciot thrombocyta-agonista (adrenalin, ADP,
kollagén, stb.) és keverés triggereli. A thrombocytak aggregalodasaval parhuzamosan a
minta fényateresztd képessége ndvekszik. Az aggregacid mértékét a minta optikai
denzitdsanak spektrofotométerrel mért csokkenésébdl szamitjadk. A gyenge agonistak (pl.
aggregacios hullamot egy — az adenin nukleotidok denz granulumokb6l vald
felszabadulasaval magyarazhat6 — masodik aggregacios hulldm koveti. Az erds agonistak
(pl. kollagén vagy thrombin) hatasara egyetlen erés aggregacios hullam mérhet6é — ennek
oka az, hogy ezeknek az agonistdknak a hatdsa nem fiigg a thrombocytdk szekrécids
tevékenységétol. A fotometrias modszerrel mért aggregometria széles korben elterjedt a
thrombocytaaggregacio-gatld terapiak eredményességének kovetésére (45), azonban
tovabbi standardok beallitdsa még a klinikumban is elengedhetetlen, hiszen a mérési
protokollok jelentdsen kiilonbéznek az egyes laboratoriumok kozott. (46) A
standardizalasra irdnyuld torekvések folyamatosak. Ezek kozé tartoznak az
aggregometrias mérési gorbe kiilonbozd paramétereit értékeld vizsgalatok, mint példaul
Aradi és munkatarsainak a vizsgélata, akik az elterjedtebben hasznalt aggregacios gorbe
»csucsi értéke” helyett az 5-6 perccel az ADP hozzdadédsa utani ,.késdi aggregécid”
paramétert mérték. (47) Szintén hasznos moédszer az egyes Orokolt vagy szerzett
thrombocyta-funkcios defektusok diagnosztizalasaban, kiillondsen a thrombocyta-tarolasi
betegségek esetében (pl. Chédiak-Higashi szindroma, Hermansky-Pudlak szindroma,
szlirke thrombocyta szindroma), melyet dltalaban egy abnormalis masodik aggregacios

hullam jellemez. (2)
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A kiilonb6zo sziir6vizsgalatok illetve a thrombocyta-aggregacid célzottan vizsgéalod
technikdk mellett szamos egyéb specializalt metodika 1étezik. Az aramlasi citometria
alkalmazasa thrombocytak esetében is elterjedt. A mérés eldtt a thrombocytakat
fluoreszcensen jel6lt monoklonalis antitestekkel fedik. Ezutan a mintat egy kamraban
aramoltatva lézerfénnyel vilagitjdk meg, ami a fluoreszcens festéket gerjeszti. A
kibocsatott fluoreszcens fény, illetve a szort fénysugarak detektdlasaval a keresett
thrombocytak azonosithatoak. (2) A technika elsOsorban thrombocyta aktivacids
markerek, jelatvivé ttvonalak és thrombocytak valamint egyéb véralkotd sejtek kozti
kapcsolatok detektalasara hasznalatos. Eldnye, hogy igen alacsony thrombocyta-szam
esetén is pontos eredményt ad, igy thrombocytopenia vizsgalatara az idealis modszer,
azonban a megbizhatd eredmények eléréséhez specidlisan képzett, tapasztalt
vizsgaloszemélyzet sziikséges. (48) Tovabbi thrombocyta specifikus technika a total,
illetve a szecernalt nukleotidok (ADP/ATP) és a szerotonin mennyiségének mérése, mely
thrombocyta tarolasi betegségek és szekrécids defektusok vizsgalataban kap szerepet.
(49) A tarolasi betegségek esetén a denz granulumok mennyisége csokken, ez pedig
megvaltozott ADP/ATP arannyal jar, igy ezek a betegségek az adenin nukleotidok

mennyiségének mérésével vagy elektronmikroszkoppal diagnosztizalhatoak. (2)

A thromboelasztografia sordn a véralvadasi kaszkadot teljes vérben 37 °C-on, oszcillacio
mellett klasszikusan az intrinsic utra hato, negativ toltésli kaolinnal aktivaljak egy
kiivettaban. Egy, a mintdba éré ti segitségével az alvadd vér viszkoelasztikus
tulajdonsagait mérik. A globalis hemosztazis dinamikus vizsgalatara alkalmas moédszer,
egyes modositasokkal (tobbféle reagensek — aktivatorok vagy inhibitorok —
hasznalataval) specifikus paraméterek is mérhetéek — mint példaul a véralvadas
kiilonbozd Utvonalainak vizsgalata, egyes faktorok vagy a funkcionald thrombocytak
mennyiségének becslése. Szivsebészeti alkalmazasa igen elterjedt faktorpoétlas, illetve

thrombocyta-potlas megitélése céljabol. (2)
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Thrombocyta-funkcio

Szlrdvizsgalatok P
Thrombocyta-adhézid

*Hematologiaitesztek

(thrombocyta-szam, MPV)
*Vérzési idé Thrombocyta-festést

alkalmazo maodszerek

Thrombocyta-aggregaciot
vizsgaldo maodszerek

*Cone- and Plate(let) Analyzer
sFestékdilucio
*Platelet Function Analyzer-100

eFotometrias thrombocyta-
aggregometria

Thrombocyta-
szamlalast alkalmazo
maodszerek

Egyéb specializalt
vizsgalatok
*Platelet adhesion assay

*Aramlasi citometria eRetentiontest Homburg

*Nukleotidok (ADP/ATP) és
szerotonin mérese

*Thromboelasztografia
*Konfokalis-, fluoreszcens és
pasztazo elektronmikroszkdpia

3. dbra — Thrombocyta-funkciot vizsgalo modszerek osszefoglaldsa
A thrombocyta-funkcios vizsgalatok részét képezik a thrombocyta-adhéziot mérd
modszerek; ezek alapvetéen thrombocyta-festés vagy —szamlalas utjan mérik az adhéziot

(részletesen |d. szoveg).

A thrombocytak kiteriilésének (,,spreading”), illetve alakvaltozasanak vizsgalatara
altalaban vizualizacids technikdk terjedtek el. Ezek kozé tartozik a konfokalis
mikroszkopia (50), a fluoreszcens mikroszkopia (51) és a pasztazo elektronmikroszkopia.
(52)

Bar szamos maddszer elérhetd a thrombocyta-funkcio vizsgélatara, olyan teszt, mely kelld
specificitassal és szenzitivitdssal tudna elkiiloniteni a thrombusképzddés egyes
részfolyamatait, még nem all rendelkezésre. A diagnozis felallitdsahoz altalaban tobbféle,
kiilonbozd teszt eredményeinek Osszegzésére van sziikség, melyek sokszor csak

kivalasztott, magasszintii orvosi centrumokban érhetdk el. (2)
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1.1.2. Thrombocyta-adhéziot vizsgald modszerek

A thrombocyta-adhézid izolalt mérésére eddig kevés modszer keriilt kifejlesztésre, és
ezek sem terjedtek el széles korben sem a klinikai, sem a kutatoi gyakorlatban. (3. dbra)
Ezek a technikdk alapvetéen kétféle megkozelitést alkalmaznak. Egyik lehetséges
modszer szerint a letapadt thrombocytdkat megfestik, majd a festddés mértékét
analizaljak. A Cone and Plate(let) Analyzer (53) technikaban a thrombocytak kollagénnal
fedett targylemezre tapadnak ki, festékként pedig May-Griinwald festést hasznalnak. A
festddés mértékét fénymikroszkoppal és képanalitikai szoftver segitségével elemzik,
ennek sordn a letapadt thrombocytak, illetve az esetlegesen kialakult thrombocyta-
aggregatumok szamat és méretét értékelik. A Cone and Plate(let) Analyzer hatékonysagat
kimutattdk glykoprotein IIb-IIla antagonistak hatdsdnak kovetésében, valamint voltak
probalkozasok aszpirin és thienopyridinek hatdsanak monitorozasara is, azonban tovabbi
vizsgalatok sziikségesek, hogy széles korben elterjedhessen. (54) Egy tovabbi
modszerben a thrombocytak kollagénnel fedett gyongyokhoz tapadnak ki, majd a

festddés mértékét fotometriai modszerrel értékelik.

A masik ismert megkdzelités a thrombocyta-adhézi6 vizsgéalatira a thrombocyta-szam
mérése a mintdban az inkubdacids periddus (amelyben az adhézié megtorténik) eldtt és
utdn, ezek utan pedig a két szam aranyabol a letapadt thrombocyta-szam kiszamitasa. Ezt
a megkozelitést alkalmazza a ,,platelet adhesion assay”. (55) E technika soran a
thrombocyta-minta egy kiivettaba keriil, ahol az adhézios feliiletet fibrinogénnel boritott
gyongyok képezik. A minta folyamatos rdzatds mellett torténd inkubacidja soran a
thrombocyték kitapadnak a gyongyokhoz. A mintdban megmérik a thrombocyta-szamot
az inkubdacio eldtt és utan is, ebbdl kovetkeztetnek az adott fedettség melletti adhézid
mértékére. Egy masik thrombocyta-szammal operalo technika a retention test Homburg.
(56) Ennek soran a thrombocyta-minta egy specialis kétkamras tesztcsd egyik kamrajaba
keriil, melyet a masik kamratol egy polikarbonat-filter valaszt el. A cs6 centrifugalasa
soran a thrombocytak a filterhez tapadnak ki. A centrifugdlds elott €s utan mérik a
mintdban a thrombocyta-szamot, illetve a centrifugdlds utan a filtert mikroszkop alatt
analizaljak. Ezen technika sordn a centrifugdlds mértéke (g) befolyasolta a kapott
eredményeket, tovabba a filter elektronmikroszkopos vizsgélata soran a filterhez tapadt,
de nem Kkiteriilt thrombocytakat is taladltak — azaz a thrombocytdk spontan adhézidja

mellett a centrifugalis erd kitapadast kivaltd hatasa sem kizarhat6 a mérés soran.
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Mindezen technikdk kozds tulajdonsaga, hogy ezek a mddszerek végpont-esszék, azaz
nincs lehetéség a thrombocyta-adhézid valds idejii kovetésére, illetve a folyamat
dinamikdinak vizsgéalatara. Tovabba, egyik modszer sem kellden standardizalt, és

hasznalatuk nem terjedt el a laboratériumi gyakorlatban.

1.2. Célzott gydgyszerbevitel

A célzott gyogyszerbevitel (targeted drug delivery) modszer lényege, hogy a
gyogyszerként funkciondld hatéanyagot (altalaban citotoxikus hatéanyagot) egy masik
molekulahoz kapcsoljak, ezéltal a citotoxikus molekula a hatds helyén nagyobb
koncentracidban van jelen, mint a szervezet tobbi részén — ezzel a gyogyszerhatékonysag
novekszik és a mellékhatasok kialakulasa csokken. A célzott gyogyszerbevitel fogalma
Paul Ehrlich ,,varazslovedék™ (,,magic bullet”, ,,Zauberkugeln”) elméletéig nyulik vissza,
amely olyan gydgyszermolekulak megalkotasat jelenti, amelyek receptorokon keresztiil
célzottan kotddnek a daganatsejthez. (57) A célzott gydgyszerbevitel egyik formaja a
passziv bevitel — azaz a gydgyszermolekulakat nanohordozdkba (,,nanocarrier”) zarjak.
Szamos hordozo tipust fejlesztettek ki — pl. liposzomakat, nanorészecskéket, micellakat,
dendrimereket (repetitive elagazé molekulak). A célzott gyogyszerbevitel masik formdja
az aktiv bevitel — azaz a hatdanyagot egy vivomolekuldhoz kapcsoljdk, amely egy
receptoron keresztiil specifikusan kotddik a targetsejthez. A vivOanyagok lehetnek
antitestek, melyek antigén-antitest kdlcsonhatassal kotodnek a célsejthez, vagy hormon-
vagy egyéb molekuldk, melyek a tumorsejten megtalalhaté sajat receptoraikhoz

kotédnek. (58)

1.3. GnRH-I11-konjugatumok

1.3.1. A gondatropin felszabaditdo hormon

A gonadotropint felszabadito hormon
(gonadotropin-releasing hormon, GnRH, 4. abra)

felfe ¢ 1977- fiziologiai $ .
elfedezése az 977-es 1z1ologiai €s 4. dbra — Gonadotropint

orvostudomanyi Nobel-dijat elnyert Andrew V. (felszabadité hormon (GnRH)
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Schally és Robert Guillemin nevéhez fiizédik. (59) Szerkezetileg egy tiz aminosavbol

allo peptid:
pyroGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2

A GnRH-t a hypothalamus termeli,
o - . . Hypothalamus:
szekrécidja pulzatilis dinamikat kovet.

GnRH
Klasszikusan trophormonként felfedezett B
hormon, mely hatasit elsésorban a +
hypophysisen fejti ki. A hypothalamus-
) ) Hypophysis:
hypophysis-gonad axis els6 Iépéseként a  — -
LH/FSH
hypophysisbdl  felszabadulo  folliculus
stimuldlé hormon (FSH) és luteinizald +
hormon (LH) termelését serkenti, melyek
p , e e Gonadok:
elsdsorban a gonadokon fejtik ki hatdsukat.
szexudlszteroidok

(60) (5. abra)

5. abra — Hypothalamus-hypophyis-
A GnRH-nak harom izoformajat irtak le ~ “ @ /P ypophy

(GnRH-1, GnRH-I1, GNRH-III). Ezek koziil a
GnRH-I és GnRH-II emberben is termelddik (61). A GnNRH-I a klasszikusan leirt
hypophysotrop hormon. A GnRH-II izoforma az el6bbitél harom aminosavban

gonad tengely

kiilonbozik, és a GnRH-I-gyel ellentétben a GnRH-II evolucidsan konzervalt, fajok
kozott gyakorlatilag eltérést nem mutat. Az idegrendszeren kiviil tobb egyéb szovet sejtjei

is szecernaljak, f6 szerepe szintén a reprodukcios tevékenység szabalyozasaban van. (62)

A GnRH-I1ll-at 1993-ban izolaltak a tengeri ingola (Petromyzon marinus) agyabol. (63)

Szerkezetileg négy aminosavban (5-8. pozicidkban) tér el a GnRH-I izoformétol:
pyroGlu-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys- Pro-Gly-NH2

A GnRH-receptor a hét transzmembran domainnel rendelkezé G-protein kapcsolt
receptorok (GPCR) csalddjaba tartozik. Az emberben megtalalhaté GnRH-receptor
elsésorban a hypophysis gonadotrop sejtjein talalhaté meg, amelyeken az elsddleges, LH-
¢s FSH-szekréciot serkentd hatdst kozvetiti. Emellett azonban tobb mas reproduktiv
funkcidhoz kapcsolodd szovetben (pl. ovarialis sejtek, endometrium) valamint egyéb

szervekben is (pl. maj, sziv, vazizom, vese, periférias vér mononukledris sejtjei) is
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kimutattak. A GnRH-receptor egy masik altipusanak a génje is ismert emberben, valamint
MRNS-expressziot is kimutattak tobbféle szervben (pl. sziv, hasnyalmirigy, vazizom,
himivarsejt, posztmeiotikus tesztikularis sejtek, valamint négydgyaszati tumorokban,
hypophysis adenomaban €s neuroblastoma sejtekben) — azonban funkcionéld receptort

még nem sikeriilt kimutatni. (64, 65)

A GnRH-receptorok fokozott expressziojat tobb tumoros sejttipuson leirtak mar,
kiilonosképpen rosszindulati négyodgyaszati tumorok esetében (emlé-, ovarium- és
endometrialis carcinoma esetén). (66) A GnRH-receptorok miikodéséhez és a GnRH
hatasanak kifejtéséhez elengedhetetlen a GnRH kordbban emlitett pulzatilis dinamikéju
szekrécigja. Nagy dozisu, folyamatosan adott GnRH hatdsidra ugyanis a GnRH-
receptorok down-regulacidja és deszenzitizacidja kovetkezik be. Ezekbdl kovetkezik,
hogy a kiilonb6z6 GnRH-agonistak, illetve analdgok, megfeleléen adagolva, inhibitor
hatast fejthetnek ki, amely hatasat hormonfiiggé tumorok esetében (prosztata-, emlo-,

ovarium- és endometrium carcinoma) ki is hasznaljak. (67)

1.3.2. GnRH-analogok

A GnRH-t és kiillonb6z6 GnRH-analdogokat antitumor terapiaként alkalmazzak. (68) A
GnRH-IIT tumorellenes hatasat tobbféle daganat esetén is kimutattak. (69-71) Herédi-
Szabd és munkatarsai kisérleteik soran kiilonb6zd, egy GnRH-III analogokbol allo
peptid-konyvtarat hoztak létre — ebben az 5-8. pozicidban [évé aminosavakat
helyettesitették 19 természetes aminosavval (ciszteinnel nem), majd ezeknek az
analogoknak a tumorellenes hatékonysagat vizsgaltak. (72) A GnRH-I1I-mal ellentétben,
egy sem volt képes MDA-MB 231 humén emlécarcinoma sejtek novekedését gatolni —
vagyis a GnRH-III bizonyult a legpotensebb tumorellenes molekulanak. Egy 2007-es
kutatasban modositott GnRH-III molekulakat vizsgaltak. (73) Ennek soran egyetlen
(Iancon beliili) aminosav cseréjével, N- és C-termindlis aminosavak modositasaval vagy
tobb aminosav cseréjével hoztdk 1étre a modositott GnRH-I11-molekulakat, valamint a
GnRH-111 egy kopolimerrel (poli(N-vinilpirrolidon-ko-maleinsav) valé konjugatumat is
vizsgaltak. Méréseik soran a GnRH-I11 egyetlen szubsztitualt vagy modositott valtozata
sem rendelkezett magasabb tumorellenes aktivitdssal human emldcarcinoma sejteken,

s6t, a GnRH-III hatdsdhoz képest altalaban csokkent hatast mértek. Azonban a GnRH-
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Ill-kopolimer konjugatum esetében — az endokrin hatasok elvesztése mellett — két-
haromszorosan emelkedett tumorellenes hatast mutattak ki. Mezd és munkacsoportja
2007-ben publikalt cikkiikben altaluk kifejlesztett GnRH-111 dimereket mutattak be. (69)
Ezek a gyogyszermolekulak kisérleteikben a GnRH-Ill1-hoz képest fokozott
antiproliferativ hatast mutattak MCF-7 human emldcarcinoma és HT-29 human colon
carcinoma sejtvonalakon, tovabbd fokozott stabilitassal és csokkent LH-szekréciot
kivalto hatassal rendelkeztek. Lajko €és munkatérsai nativ GnRH-izoformék és GnRH-111
derivatumok kemotaktikus és adhézids hatasat vizsgaltak potencidlis targetalé molekuldk
kifejlesztése céljabol. (74) Kisérleteik soran minden molekula kemoattraktansnak és
adhéziot fokozonak bizonyult az egysejtii Tetrahymena és a Mono Mac 6 huméan
leukémias monocyta sejteken egyarant. Monocytakon legerésebb hatast a nativ GnRH-
III esetén mutattak ki, mely hatas részben meg6rz6dott a [GnRH-I11(C)]2 és [GnRH-
I11(Ac-C)]2 dimerek esetében is.

1.3.3. GnRH-alapu gyogyszerfejlesztés

A GnRH, mivel specifikus receptorai egyes tumorsejteken nagyobb szamban
megtalalhatok, illetve mivel 6nall6 daganatellenes hatassal is rendelkezik, régota szamos
gyogyszer-célbajuttatasi fejlesztés targya — doxorubicint tartalmazé konjugatumat (An-
152) Schally munkacsoportja fejlesztette ki, mely csokkent toxicitasa mellett fokozott
daganatellenes hatassal is bir, tobbek kozott human emld, ovarium, endometrium és
prosztata carcinoma sejteken. (75-79) Az An-152 esetében mar fazis Il vizsgalatokat is
végeztek. (80) A GnRH-III alapu citotoxikus gyogyszermolekulat tartalmazo

konjugatumokat mar régoéta kutatjak, mint tumorellenes terapiak célpontjait. (74)

A GnRH-III konjugatumok alapjat onkologiai gyakorlatban széles korben hasznalt
citotoxikus hatéanyagok, doxorubicin, daunorubicin és methotrexate képezi. (81, 82) A
doxorubicin és a daunorubicin az anthracyclin csalddba tartoznak, melyek a tumorsejt
DNS molekuldjat tdmadjak meg. A célsejt DNS-¢éhez interkaldlodnak, ezéltal a
polimeraz gatlasa révén a DNS-replikaciojat gatoljak. Emellett a doxorubicin
mitokondrialis DNS-hez val6 interkaldlodéasat és az RNS-polimeraz gatlasat is leirtak.

(83) A methotrexate egy antimetabolit, mely a daganatos sejt folsav-anyagcseréjét
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gatolja. A dihidrofolat reduktdz enzimhez kompetitiven kotddik, a folathoz képest
ezerszeres affinitdssal — ezdaltal a tetrahidrofolat képzését gatolja. Mivel a folsav
elengedhetetlen a DNS-bazis timidin képzéséhez, a methotrexate végs6 soron — a folsav-
anyagcsere gatlasan keresztiil — a DNS-szintézist gatolja. (84) Mindharom citotoxikus
gyogyszermolekula széles mellékhatasspektrummal rendelkezik; a doxorubicin és a
daunorubicin esetében a kardiovaszkularis mellékhatasok kiemelt jelentdséglick — foképp
cardiomyopathia —, és végso soron szivelégtelenség kialakulasahoz vezethetnek. (85, 86)
Ezek a mellékhatasok a kemoterapeutikumok alkalmazhatosagat is behataroljak. A
doxorubicin, daunorubicin és methotrexate GnRH-III molekuldkhoz valé kapcsolasa

célzott gyodgyszerbevitel révén csokkentheti a mellékhatasok kialakulasat. (6. abra)

Hatéanyag q Vivémolekula ]

Doxorubicin GnRH - Szele’ktIVItE}S ,I\
Daunorubicin GnRH-III Mellékhatas \l/
Methotrexate Maodositott GnRH-III

6. abra — GnRH alapu célzott gyogyszerbevitel
A citotoxikus hatoanyagot egy vivomolekulahoz kapcsoljak, igy a gyogyszermolekula

szelektivitasa nd, a mellékhatdsok csokkennek (részletesen |d. széveg).

A doxorubicin, daunorubicin és methotrexate tartalmi GnRH-lll-at tartalmazo
gyogyszercélbajuttatasi rendszerek fejlesztése soran szamos eredményt értek el; tobbek
kozott hatoanyag-leadast fokozd beépitett oligopeptid tavtartdé szekvenciak,
multifunkciondlis konjugadtumok ¢és dimer molekuldk keriiltek kifejlesztésre a

tumorellenes hatas fokozasa érdekében. (87-90)

1.3.4. A GnRH-III konjugatumok kifejlesztése

Hasonléan az An-152 konjugatumhoz, a GnRH-III molekuldhoz is kifejlesztették
doxorubicin kapcsolasat. (91) 2008-ban Mezo6 és munkatarsai munkajuk soran tobbféle,
kiilonb6zé GnRH-III derivatumot hoztak létre, €s ezekhez doxorubicint kapcsolva

szintetizaltak  gyogyszerkonjugatumokat. A legpotensebb  konjugatumot a
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doxorubicinnak a GnRH-IlI-hoz észterkotéssel vald kapcesolasa esetében kaptak. Az
emlitetten kiviill oximkotést ¢és amidkotést alkalmazé doxorubicin-GnRH-111
konjugatumokat is létrehoztak. Ezen kivil GFLG tetrapeptid tavtartd ,,spacer”
szekvenciat 1is kifejlesztettek. A  konjugatumba épitett tavtartd szekvenciat
intracellularisan a katepszin B hasitja, ezaltal a hatéanyag intracellularis leadasa
fokozodik — ezzel az oximkdotés stabilizalod hatasat is mérsékelték. Csak a GFLG tavtarto
szekvenciaval rendelkezé konjugatumok mutattak antiproliferativ hatdst MCF-7 huméan
emldcarcinoma sejteken, bar ez a hatas colon carcinoma sejtvonalon mar nem volt

megfigyelhetd.

Ezeket az eredményeket szdmos tovabbi kutatds kovette, melyekben citotoxikus
hatéanyagot tartalmazo, célzott gyogyszerbevitelre alkalmas GnRH-Ill-konjugatum
keriilt kifejlesztésre. A doxorubicin mellett tovabbi hatéanyagmolekulakat is
felhasznaltak. 2009-ben megjelent cikkiikben Szabd ¢és munkatirsai kozolték a
daunorubicin GnRH-11I-hoz oximkdotéssel torténd kapcsolasat (Dau-GnRH-111). (92) A
konjugatumba itt is GLFG tavtartd tetrapeptid szekvenciat épitettek be a hatéanyag
intracellularis felszabaduldsanak fokozdsa érdekében — a doxorubicint tartalmazo
konjugatumokhoz hasonldéan. Méréseik soran a Dau-GnRH-III és Dox-GnRH-III is a
szabad gydgyszermolekulandl mérsékeltebb, de szignifikdns daganatellenes hatést
mutatott in vitro, s6t, a Dau-GnRH-III konjugatumot C26 colon carcinomat hordozé
egereknek in vivo beadva az egerek nagyobb daunorubicin mennyiséget toleraltak a
letalis dozisnal, szignifikansan csokkent a tumortérfogat €s az egerek tovabb éltek. Az
oximkotéssel kapcesolt daunorubicin és GnRH-III daganatellenes hatasat és in vitro
stabilitasat, valamint kétféle (GFLG és YRRL) beépitett tdvtartd szekvencia jelentdségét
vizsgaltak Orban és munkatarsai. (93) Eredményeik szerint a GnRH-III (Dau=Aoa) és a
GnRH-I1I(Dau=Ao0a-GFLG) fokozott stabilitast mutatott human szérumban, mig az
YRRL-t tartalmazé konjugatum hamar lebomlott. A katepszin B vagy a lizoszomalis
homogenizatum mindharom konjugatumot, valamint a daunorubicint is lebontotta. Ennek
ellenére mindharom konjugatum — bar a daunorubicinhez képest kisebb mértékben —, de
tumorellenes hatast mutatott MCF-7 huméan emldcarcinoma és HT-29 humén colon
carcinoma sejteken. Kés6bbiekben az oximkotést tartalmazé GnRH-III konjugatumok in
vivo tumorellenes hatasanak €s toxicitasanak vizsgalatara is torténtek vizsgalatok. (94)

Ezen mérések soran a daunoribicint oximkotéssel és egy GFLG tetrapeptid tavtartd
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szekvencia beépitésével vagy anélkiil kapcsoltak a GnRH-I11-hoz. Mindkét konjugatum
in vivo szignifikdnsan gatolta a tumorndvekedést C26 ragesald és HT-29 human colon
carcinomat hordozé egerek esetében; a tavtartd szekvenciat tartalmazo konjugatum gatlo
hatasa még kissé nagyobb is volt. A konjugatumok — a toxikus dozisnal magasabb

daunorubicintartalom d6zisndl — nem voltak toxikus hatéssal az egerekre.

Egy masik lehetséges megkozelitésben a daunorubicint a moédositott GnRH-II1 “Lys
aminosavahoz kapcsolt kiilonb6z6 rovidlanct zsirsavakon keresztiil kapcsoltak hozza.
(95) A vizsgalatok soran a konjugatumok stabilitasa valtozo volt, tenyészté médiumban
mindegyik stabil maradt, azonban a-chymotripszin emésztéenzim jelenlétében
mindegyik degradalddott, bar a rovidlancua zsirsav tipusa ennek mértékét befolydsolta. A
patkéany lizoszomalis homogenizatum jelenlétében mindegyik konjugatum degradalodott,
¢s ekkor szabad daunorubicin jelenlétét nem lehetett kimutatni. Mindegyik molekula
fokozott tumorellenes hatast mutatott MCF-7 human emldcarcinoma ¢és HT-29 humén

colon carcinoma sejteken.

A konjugatumok hatékonysaganak fokozasara valamint a mellékhatasok csokkentésére
alkalmasak a tobb hatéanyagmolekulat is tartalmazo multifunkcionalis konjugatumok.
Az elsé ilyen eredmény volt 2012-ben a Leurs és munkatarsai altal —a GnRH-receptorok
deszenzitizalodasa és a tumorellenes hatés ellen kialakuld tolerancia elkertilése céljabol
— két daunorubicin molekulat tartalmazo, multifunkcionalis konjugatumokat
kifejlesztése: GnRH-HI[*®Lys(Dau=Ao0a)] és GnRH-I[®Lys(Dau=Aoa-
Lys(Dau=Ao0a))]. (87) Ezzel a technikaval az egy daunorubicint tartalmazo
konjugatumokhoz képest fokozott citosztatikus hatdssal bird konjugitumokat hoztak
létre. Egy évvel késobb Schreier munkacsoportja daunorubicint tartalmazo, diszulfid
hidakkal 6sszekapcsolt, dimer GnRH-I1l konjugatumokat hoztak létre, amivel szintén
fokozott citosztatikus hatast értek el. (90) Harmadik megoldasként Leurs és munkatarsai
a targetald6 molekuldhoz két kiillonbozé tumorellenes gyodgyszermolekulat kapesoltak.
(89) A modositott GnRH-IIT molekulahoz egy daunorubicint és egy methotrexate-ot is
hozzaépitettek, ezzel fokozott tumorellenes és metasztazisképzést gatld tulajdonsagu

konjugatumokat hoztak létre.

Modositott GnRH-111-at és daunorubicint tartalmazd konjugatumokat hoztak 1étre 2011-

ben Manea és munkatarsai. (88) Ezekben a konjugatumokban a 4-es pozicioban 1évo
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szerin aminosavat cserélték ki egy lizinre [GnRH-111(*Lys,Lys(Dau=Ao0a))] vagy egy
acetilalt lizinre [GnRH-I11(*Lys(Ac),’Lys(Dau=Aoa))], illetve metilacioval modositottak
[GNRH-11I(N-Me-*Ser,8Lys(Dau=Aoa))], és hasonlitottak Ossze a modositas nélkiili
konjugatummal [GnRH-I11(*Lys,2Lys(Dau=Aoa))]. A médositott konjugatumok fokozott
stabilitdst mutattak human szérumban — emellett citosztatikus hatdsukat sem veszitették
el. Késobbi vizsgalatokban Schreier és munkatarsai kimutattak, hogy a 4-es pozicioban
acetilalt lizint tartalmaz6, modositott GnRH-111-hoz kapcsolt daunorubicint tartalmazé
konjugatum megvaltoztatta a HT-29 human colon carcinoma sejtek proteinexpresszidjat.
(96) Eredményeik szerint els6sorban chaperon-ok, anyagcsereutakban résztvevo fehérjék
¢és szignalproteinek kifejezddése valtozott, foképp down-regulalodott a kontrollhoz és a
daunorubicinnel kezelt sejtekhez képest. Egy masik vizsgélatban ugyanez a konjugatum
és a Dau-GnRH-IIl antiproliferativ hatast mutatott kasztracié rezisztens

prosztatacarcinoma sejteken, mely hatast a GnRH-receptor 1. tipusan keresztiil fejtették

ki. (97)

Kiilonb6z6 doxorubicin ¢és daunorubicin tartalmu konjugatumok stabilitasat és
citosztatikus hatasat hasonlitottak 6ssze Schlage ¢és munkatarsai. (98) Targetald
molekulaként GnRH-111-at és [D-Lys®]-GnRH-I-et hasznaltak. Nem taldltak kiilonbséget
a kiilonbozo targetald molekuldkat tartalmazo konjugdtumok sejtek altali felvételében
vagy a citosztatikus hatdsban. Az észter és a hidrazolon kotést tartalmazé konjugatumok
mutattak a legerdsebb citosztatikus hatast human MCF-7 emldcarcinoma és HT-29
huméan colon carcinoma sejteken, mig az oximkotést tartalmazd konjugatumok

citosztatikus hatasa durvan egy nagysagrenddel gyengébb volt.

Hegediis és munkatarsai a molekuldk oldhatésaganak fokozédsa érdekében beépitett
oligoetilén-glikol szekvenciat tartalmazo konjugatumokat szintetizaltak. (99) A GFLG
tavtartd szekvenciaval is rendelkezd konjugatum esetén az oligoetilén-glikol beépitése az
oldékonysagot fokozta, mig az egyéb biokémiai paramétereket nem befolyasolta. A
modifikalt, 4-es pozicidban rovidlancu zsirsavval kapcsolt lizint, valamint két
daunorubicin molekulat tartalmazé GnRH-III konjugatum esetén is fokozta az
oligoetilén-glikol lanc az oldékonysagot, st, a molekula tumorellenes hatasat is novelte
MCF-7 human emlécarcinoma sejteken. Ugyanez a GnRH-IlI-konjugatum in vivo a
daunorubicin maximum toleralt dozisdhoz képest fokozott mértékben gatolta a HT-29

humén colon carcinoma ndvekedését egerekben, €s enyhén csokkentette a tumor
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proliferacios indexét és erezettségét is. Bar toxikus mellékhatdsokat nem tapasztaltak, a

konjugatum a tumor metasztazisképzését nem tudta meggatolni.

Mindezek alapjan szamos olyan doxorubicin és daunorubicin GnRH-IlI-konjugatum
keriilt kifejlesztésre, melyek in vitro és in vivo tumorellenes tulajdonsaguk, kelld
stabilitdsuk illetve intracellularis célbajutasi potencialjuk miatt igéretes molekulak
adatok alapjan Kkardiotoxicitassal nem rendelkezik. (100, 101) A GnRH-III-
konjugatumok esetében azonban, bar allatkisérletes eredmények alapjan ezeknek a
toxikus mellékhatasai csokkentek lehetnek, nem tortént eddig olyan vizsgalat, amely
ezeket a gyogyszermolekulakat kardiotoxicitas szempontjabol vizsgalna — holott ezen

tulajdonsag az anthracyclin alapl terapianak az egyik limitalé tényezdje.

1.4. Sziv-szovetépités
1.4.1. A szivelégtelenség

A szivelégtelenség jelentds személyes €s tarsadalmi koltségekkel jard, magas mortalitast
megbetegedés. Jelenleg a vilag lakossdganak 2 %-at érinti — prevalencidja az idésebb
populacioban magasabb. Kialakulasanak rizikofaktorai kozé tartoznak az iszkémias
szivbetegség ismert rizikofaktorai (hypertonia, hypercholesterinaemia, diabetes,
obezitas), pozitiv csaladi anamnézis és kardiotoxikus anyagoknak vald kitétel (pl.
alkohol, amphetamin, kemoterapeutikumok, sugarzas). A cardiomyocytak pusztulasaval
fokozodik a szivizom fesziilése, a myocardium fibrotikusan atalakul, megvaltozik a bal
kamra alakja és méretei. A neurohormonalis valtozasok hatasara fokozodik a vese
natriumvisszatartasa, folyadékretencid és oedema jelenik meg. Végsé soron a sziv
pumpafunkcidja csokken, mely a klasszikus eldre- €s visszahatd tiineteket okozza.
Diagnosztikajaban gold standard az echocardiographia, de emellett a biomarker NT-
proBNP kiemelt jelentdségli. Kezelésében gyogyszeres és eszkozOs terapidk is
elterjedtek. A gydgyszeres terapiak gerincét az ACE-inhibitorok, angiotenzin receptor
blokkoldk és mineralocorticoid receptor antagonistdk mellett a béta-blokkolok adjak.
Utobbi idében az angiotenzin receptor blokkold neprilysin inhibitorok tulélést noveld
hatasat is kimutattak, és az ivabradine is indikalt bizonyos esetekben. Az eszkdzds

terapidk kozott az implantdlhatd cardioverter defibrillatorok és a kardidlis
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reszinkronizacios terapia, valamint az implantalhaté ventrikularis assziszt device-ok

tulélést noveld hatasat bizonyitottak. (102)

Az elobb felsorolt terapidk azonban mind csupan a tiineteket csokkentik vagy a talélést
novelik — a kronikus szivelégtelenséget egyikkel sem lehet gyogyitani. Jelenleg a
végstadiumu szivelégtelenség egyetlen ismert kurativ terapidja a szivtranszplantaci6. A
donorszivek azonban csak kis szamban allnak rendelkezésre, és messze elmaradnak a
szivtranszplantaciora varok szamatol, igy a transzplantacios listak haldlozéasa igen magas.
(103, 104) Emellett a szivtranszplantacionak szamos hatranyat is figyelembe kell venni,
mint példdul akut vagy kronikus kilokodési reakciok, az élethosszig tartd
immunszupressziv terapia mellékhatasai, infekciok, malignus tumorok kialakulasa. (105)
Szamos kutatas foglalkozik Ossejt-alapt regeneracios terapiak kifejlesztésével, azonban

ez a teriilet még tobb megoldatlan problémaval bir. (106)

A donorszivek hidnya miatt egyre elterjedtebb a mechanikus keringéstamogat6 eszk6zok
alkalmazdsa a transzplantacidig athidalo (,,bridge to transplant”) vagy akar végleges
megoldasként (,,destination therapy”) is. Ezeknek az eszkozoknek azonban sok stlyos
mellékhatasa van, tobbek kozott vérzés, thromboembolids események, stroke, az eszkoz
meghibasodasa vagy infekciodja, szepszis és pumpa thrombosis — melyek tobb, min 50 %-

ban mar az els6 év soran el6fordulnak. (107)

1.4.2. Szovetépités

A szovetépités (tissue engineering) koncepciodja az 1980-as évek kozepéig nyulik vissza,
amikor Vacanti és Langer hires ,,emberi fiil egy egéren” kisérletiikben egy egér hatara
tiltetett biodegradabilis vazat in vivo chondrocytakkal implantaltattak. (108) Ezzel
elkezdédott a szovetépités kutatdsa, melynek sordn biokompatibilis vézakra sejteket

tiltetve hoznak 1étre humén implantaciora alkalmas szoveteket vagy akar egész szerveket.

Az allogén szivtranszplantaciot kiegészitd Ilehetséges 1j alternativaja lehet a
szovetépitéssel eldallitott szivek beiiltetése. A szovetépités soran eldszor egy
biokompatibilis vazat hoznak létre, majd kovetkezd Iépésben a véazra a recipiens
szervezetnek megfeleld sejttipusokat iiltetik rd, 1étrehozva a kész, szovetépitett szervet

vagy szovetdarabot. Az eljarads szamos eldnnyel bir, ezek kozil az egyik legfontosabb,
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hogy mivel a donor szervezet sejtjei eltavolitasra keriilnek, igy nem keriilnek betiltetésre,
csokken az immunoldgiai kilokddési reakciok kialakulasanak esélye. Mindez azt is
jelenti, hogy a scaffold kialakitasoz sziikséges donor szervek nem csupan human
donoroktol, hanem egyéb, hasonldé morfoldgiaval rendelkezd fajokbdl is nyerhetok (pl.
sertés). Ezaltal egy eddig kiaknazatlan, hatalmas donor-pool nyilhat meg transzplantacids

célokra. (7. abra)

A szOvetépitést laboratériumi koriilmények kozott mar  sikerrel alkalmaztak
szivelégtelenség kezelésére. Szovetépitéssel létrehozott dobogd szivizomfoltokkal
sikeresen kezeltek koriilirt szivizomnekrozist. (109) A szovetépitéssel 1étrehozott teljes

crer

létrehozasan dolgoznak.

A szdvetépités soran egyik alapvetd kérdés a vaz megalkotasa. Szovetfoltok vagy vékony,
egy-két sejtrétegli kompoziciok esetében ez kevésbé 1ényeges kérdés, mint komplex,
haromdimenzids szovetek vagy teljes szervek épitésénél. Egyik megoldas a szintetikus
vazak hasznalata. Ezeket 1étrehozhatjdk szintetikus anyagokbol vagy biologiai eredetii
anyagokbol is (pl. fibrin, kollagén). Minden vaznal lényeges, hogy egy nem toxikus,
felszivodd implantdtum legyen, melyet a kardidlis ECM elemei konnyen
helyettesithetnek. (110) Egy ilyen vazat fejlesztettek ki Silvestri és munkatarsai, akik
poli-e-caprolactone (PCL) és polietilén-glikol (PEG) szovethelyettesité anyagokbol
képzett vazakkal hoztak létre foltokat az elhalt szivizom poétlasara. (111) A masik
lehetséges modszer megfeleld vaz eldallitasara az eredeti szovetrdl vagy szervrdl a sejtek
eltavolitasaval létrehozott decellularizalt véazak alkalmazéasa. Kezdetben immerzids
modszerrel decellularizaltak szivbillentyliket ¢és kisebb szOvetdarabokat, azaz a
szovetdarabot a decellularizacios folyadékba helyezték, és aztatas mellett razatdst
alkalmaztak. Azonban a teljes szervek decellularizacidja a perfuzidos modszer
kifejlesztésével valt lehetdvé, ezen eljaras sordn a szervet a sajat érrendszerén keresztiil
aramoltatott decellularizacios folyadékkal kezelik. (112) A decellularizalt szervvazak
szdmos elonnyel rendelkeznek: megdérzik a szerv makroszkopos anatomiajat,
megtalalhatdoak benne az ECM felépitéséhez sziikséges molekuldk, serkentik az
implantatum endogén sejtekkel valo beépiilését és makroszkoposan intakt érrendszerrel

rendelkeznek. Lehetséges hatranyuk azonban, hogy a biomechanikai tulajdonsagaik (pl.
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szilardsag €s merevség) megvaltozhatnak, a decellularizacios folyamat soran citotoxikus

anyagok maradhatnak hatra, és thrombogén feliiletet is képezhetnek. (110)

A vaz létrehozasa utdin meril fel a
recellularizalo sejtek kérdése. (113) Egyik
lehetséges megkozelités szerint a vazakat VAZ SEJTEK

endogén sejtekkel recellularizaljak — ehhez

* szintetikus * endogén

* decellularizalt * ex vivo

allo- és S’Z(?VET' * Gssejtek
(novekedési faktorok, stb.) kezelik. Masik xenograft EPITETT

a vazakat eldbb regulator anyagokkal

SZERV

megkdzelitésben a vazakat ex vivo futtatjak

be sejtekkel. Itt jelentds nehézséget okoz,

hogy a cardiomyocytdk regeneracios REGULATOR ANYAGOK

e o . BIOREAKTOR
potencidlja és hypoxiatiirése csekély,

valamint nagy szamban sziikségesek a

. e ., /. abra — A szovetépités folyamatinak
teljes  recellularizacidhoz.  Harmadik pités foly

o e 1 1. . alapelemei
lehetséges megkdzelitési mod a kiilonbozo P

. ) ) , A létrehozott vazat human sejtekkel
dssejtek vagy progenitor sejtek hasznalata.

llularizaljak. Ez bioreaktorb,
Ennek eldnye, hogy ezek hypoxiatiirése oo/ 4k B2 DIOTCARIOTOAN

obb torteénik, ulator anyagok [tséodvel
J , €s igy lehetdség nyilik autolog vagy Ortentk, reg or anyagok segitsegeve
i h ; ’szlet Id. szoveg).
allogén sejtek hasznalatara is. (110) Ezt (részletesen |d. sz6veg)

megoldast kutattdk Arshi €s munkatarsai, akik a matrix rigiditdsanak kardialis

------

crer

munkatarsai human umbilicalis (vénés és artérias) sejteket alkalmaztak szovetépitett

mitralis billenytiik recellularizacidjara. (115)

A vaz és a sejtes elemek mellett mindenképp meg kell emliteni bioreaktorok
szlikségességét. A vaz sejtekkel valo recellularizacioja igen komplex folyamat, melynek
rendkiviil szabalyozott koriilmények kozott (pl. hdmérseklet, CO2-koncentracio, pH) kell
végigmennie, emellett — kiilondsen a kardidlis szovetépités esetében — az épiild szovet
sejteket a megfelelé anatdmiai pozicidba kell juttatni. Mindezek miatt a szdvetépitett
egész sziv eldallitasa — esetleges szallitasa — csak megfeleld bioreaktorokban képzelhetd

el. (105)
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Az szivek létrehozasa utan elengedhetetlenek az olyan vizsgéalatok, amelyekkel a
beiiltetésre vald alkalmassadgot bizonyitjdk. Egy beiiltetett szivnek megfeleléen kell
miikddnie elektromosan, fizioldgiailag €s mechanikusan is, ehhez pedig kielégitd
vaszkulatira  sziikséges. Ezeket kiilonbozé  képalkotdé — vizsgalatokkal — (pl.
echocardiographia, endoszkdpia vagy angiographia), EKG-val, szovettani vizsgalatokkal

lehet igazolni. Emellett a sziv megfeleld sterilitasat is biztositani kell. (116)

A recellularizaciora hasznalt sejteken til szamos vizsgalat célozza a vaz alapjaul szolgalo
ECM-et is. Szivsebészeti mitétek sordn L., V., és VIIL tipust kollagént tartalmazé
pericardialis matrixot alkalmaztak kongenitélis pitvari septumdefektus megoldasara. A
kollegénen kiviil a mintdk elasztint és fibrillint is tartalmaztak. Tomegspektrometriai
mérések soran III. és IV. tipust kollagént, mikrofibrillum-asszocidlt protein 4-et
(MFAP4) és 1. tipusu prokollagént azonositottak az ECM alkotoelemei kozott. (117)
Badylak novekedési hormonok, fibronektin, laminin és gliilkozaminoglikanok jelenlétét

irta le. (118)

A fibronektin egy nagy molekulatomegli, dimer molekula, mely sok a sejtfelszini
membran integrinjeivel kapcsolodni képes Arg-Gly-Asp (RGD) szekvenciat tartalmaz.
Szolubilis és szoveti izoformai is ismertek. Sejtadhéziot fokozd tulajdonsdga régota
ismert (119, 120), és f6 alkotoelemét képezi a submucosalis strukturaknak, valamint
basalis membranoknak. J6 adhézids tulajdonsdgai miatt gyakran alkamazzdk a
biokompatibilitas elésegitésére. (121) A RGD aminosavszekvencia az asp; integrinen
keresztiil a sejtadhézid kialakitasaban jatszik szerepet, mint {6 tényez0 a sejt-sejt és sejt-

matrix kapcsolatok kialakitasaban. (120)

A szOvetépitéssel 1étrehozott graftok egyik fontos alkalmazési terlilete a
gyermekszivsebészet. A kongenitalis szivbetegségek negyede kritikus mértékii, azaz a
szivfunkcio hidnyaval vagy jelentds csokkenésével jar. A szivsebészeti megoldasok egy
része szovetpotlast is sziikségessé tesz, mint példaul a pitvari-kamrai septumdefectusok
mitétje, vagy a hosszii szakaszu coarctatio aortae megoldasa interpozitummal. A
szintetikus graftok szdmos hatrannyal jarnak, tobbek kozott thromboembolids
szOvodmények, stenosis, infectio, illetve nem képesek a csecsemd vagy a gyermek

novekedését kovetni. Ezekre a problémakra adnak valaszt a Drews és munkatarsai altal
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kifejlesztett szovetépitett vaszkularis graftok, melyeket mar human alanyok kongenitalis

szivbetegségeinek szivsebészeti megoldasa soran is sikerrel alkalmaztak. (122)

1.4.3. A szovetépitéssel 1étrehozott teljes sziv kifejlesztése human
implantaciora

Az emberi beiiltetésre alkalmas, szovetépitett teljes sziv megalkotasa hatalmas feladat.
(8. abra) Az ehhez vezetd kisérletek soraban elsoként a kisebb modellen kapott
eredményeket érdemes targyalni. Erre jo példa a patkény egész sziveket felhasznalod

szovetépités, melyen Ott és munkatarsai értek el jelentds eredményeket. (123) Ezeket a

Human sejtek
(pl. cardiomyocyta,
endothel)

[

Decellularizdcio ﬁ Recellularizacié Implantdcio

Lr

L
Explantalt donor sziv Decellularizalt Recellularizalt
xenograft (pl. sertés) egész szivvaz egész sziv Recipiens

8. dbra — Egész sziv szovetépités kutatdasok elvi alapja és folyamatdabrdja

Az explantalt donor (altalaban sertés) szivet decellularizaljak, majd a kész vazra
recellularizacio soran human sejteket iiltetnek, igy human imlantdciora alkalmas szivet
nyerve (részletesen |d. széveg). [Az dbra a https://openclipart.org dbrak

felhasznalasaval késziilt.]

cadaverekbdl nyert patkdny sziveket coronaria-perfizidos modszerrel, SDS, TritoxX100
¢és polietilénglikol oldatok hasznalataval decellularizaltak. A szivvéazakban hisztologiai
vizsgalattal sejtmagokat vagy kontraktilis elemeket nem tudtak kimutatni, és DNS-
tartalmuk is szignifikdnsan csokkent. Nem valtozott a glukézaminoglikdn-, 1. és III.
tipust kollagén-, valamint laminin- és fibronektin tartalmuk sem. A decellularizalt szivek

falaba neonatalis cardiomyocytékat injektaltak, majd bioreaktorba helyezték és perfuzio,

30



DOI:10.14753/SE.2021.2239

valamint pace-elés (mikroelektrodak 1étrehozott 1-2 Hz frekvenciaju, 100 ms hossza, 100
V nagysagu elektromos ingerek) mellett recellularizaltdk. Az igy létrehozott
recellularizalt szivek elektromos ingerlés hatasara konraktilis tevékenységet mutattak,
mely a felndtt patkdnyszivhez képest 2%-nak felelt meg. Ezen kiviil spontan elektromos
aktivitast is megfigyeltek. Hisztologiai vizsgalatok soran a recellularizacié az injekcios
pontokon volt a legerdsebb, és a minta 95%-a megtartotta viabilitasat. A kardialis ECM-
ek patkany aorta endothel sejtekkel valo reendothelizaciojat is sikeresen elvégezték. A
szOvetépitett egész patkanysziv 1étrehozésa jelentds 1épés volt, azonban az emberi sziv
szOovetépitése mérete miatt nagyobb kihivast jelentett, és tovabbi kisérletekre volt

sziikség.

Elséként a vaz megalkotdsa volt kérdés. Mivel a sertés sziv méretében megegyezik a
humanéval, valamint anatomiailag is nagy a hasonlosag, kifejezetten alkalmasak voltak a
decellularizacids kisérletekre. 2010-ben Wainwright és munkatarsai intakt sertésszivbol
kardialis extracellularis matrixot allitottak el6. (124) A sertésekbdl nyert sziveket el6szor
lefagyasztottdk, majd felolvasztas utan tobb kiilonféle decelluldrizacids oldattal (tobbek
kozott Triton X, tripszin tartalm oldat) perfundaltdk. A kapott kardidlis ECM-et
immunhisztokémiai moddszerekkel vizsgaltak, DNS-, glukézaminoglikdn- és
elasztintartalmat mértek, valamint a biomechanikai tulajdonsagait vizsgaltak. A kardialis
ECM-bdl kivagott lemezekre csirke embriondlis cardiomyocytdkat iiltettek. A
decellularizalt kardialis ECM-ek a perfuzio soran kifehéredtek, térfogatuk megnétt. A
kardialis ECM-ekben sejtmagot nem tudtak kimutatni, DNS-tartalmuk szignifikansan
csokkent volt, elektronmikroszkopos vizsgalattal a myocardium a kontrollhoz képest
fellazultabb volt, gliikozaminoglikan- ¢és elasztintartalmuk nem valtozott. A

biomechanikai tulajdonsagok terén csak kevés romlést mutattak ki.

Egy masik sikeres megoldds volt a decellularizalt vaz eldallitisdra Weymann ¢és
munkatarsainak modszere. Teljes, huméan méretii, sertés sziveket perfuziés modszerrel
sikeresen decellularizaltak 2011-ben. (125) A 12 explantalt sertésszivet részben egy
korabban mar publikalt, tobbféle perfuzios oldatot hasznalé protokoll szerint (124),
részben egy altaluk fejlesztett modszerrel, SDS-t és PBS-t tartalmaz6 perfzios oldattal
decellularizaltak. A szivvazakat makroszkoposan ¢és mikroszkoposan is vizsgaltak,
valamint DNS-kvantifikaciot és biomechanikai méréseket végeztek. A decellularizacio

utdn a szivek sziniiket elvesztették, kifehéredtek és attetszévé valtak — azonban eredeti
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morfologiajuk megmaradt. Hisztologiai vizsgalatok soran sejtes elemeket gyakorlatilag
nem tudtak kimutatni, DNS-tartalmuk pedig szignifikansan lecsokkent. A decellularizalt
szivek a kontrollokéhoz hasonld biomechanikai tulajdonsagokat mutattak. Ezek alapjan
tehat a decellularizalt vaz elkésziilt, tovabbi 1épésben a sejtekkel vald beiiltetésre volt

sziikség.

Az emberi implantaciora alkalmas szivek recellularizacidja, tobbek kozott méretiiknél
fogva, igen komplex feladat. Els6 korben kisebb szervek, szdvetek recellularizaciojat
fejlesztették ki. Human szivbillentylik human sejtekkel valo sikeres recellularizacidjarol
mar kozoltek eredményeket. (126) Ebben a vizsgalatban a pulmonalis és aorta
billentytliket szivatiiltetés soran explantalt szivekbdl nyerték, majd rdzatdsos modszerrel
decellularizaltak, ennek a sikerességét a billentylivazak DNS-tartalménak mérésével
igazoltak. A billentylivazakat bioreaktorban, perfuzidos modszerrel recellularizaltak
huméan vena umbilicalis endothel sejtekkel (HUVEC). A recellularizalt billentyiik
biokémiai és biomechanikai tulajdonsdgait is mérték. A decellularizdcié hatdsira a
billentylik alakjukat megtartottdk, de attetszOvé valtak, a sejtes elemeket elvesztették,
DNS-tartalmuk jelentésen lecsokkent, endothelboritisuk megsziint. Kollagén- és
elasztintartalmuk, valamint biomechanikai szilardsaguk véltozatlan maradt. A

recellularizécio utan a billentylikon az endothelsejtek sikeresen megtapadtak.

Az eddigi eredmények utan kovetkezd 1épés volt a létrehozott sertésszivvazak
recellularizacidja human sejtekkel, igy a szovetépitett egész sziv megalkotasa. Weymann
¢s munkatarsai 2014-es cikkiikben elsdként huméan méretii, sertés eredetii, szovetépitéssel
létrehozott teljes szivek létrehozasat kozolték. (127) Kisérleteik soran 32 sertésbol
explantaltak egész sziveket, majd egy résziiket perfiziés modszerrel decellularizaltak
azokat. A szivek biomechanikai stabilitasat, valamint DNS-, gluk6zaminolglikdn- és
elasztintartalmat mérték. A teljes szivek recellularizciojat bioreaktorban, konrollalt
korlilmények kozott, miikodé pacemaker elektroda beiiltetésével, perfuzids és injekcios
modszerrel végezték. Neonatalis patkany cardiomyocytédkat €s huméan vena umbilicalis
endothel sejteket (HUVEC) hasznaltak recellularizaciora. A kész szivek viabilitasat €s
elektromos aktivitdsat vizsgaltdk. Eredményeik szerint a decellularizacié a perfuzids
modszerrel sikeres volt, a szivvazakban nem tudtak DNS-t vagy kontraktilis elemeket
kimutatni, azonban az ECM elemei valtozatlanul megmaradtak. A vdzak megtartottak

biomechanikai szilardsdgukat ¢&s stabilitasukat is. A recellularizalt szivekben
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folytonossagi hianyokkal kimutathatéak voltak a megtapadt endothel sejtek a
coronaridkban, illetve cardiomyocytdk is megtalalhatoak voltak, az injektalasi pontok
kozelében tobb, mint 50 %-ban. A viabilitasi vizsgalatok életképes cardiomyocytakat
mutattak ki. Tiz nap perfuzio utan a recellularizalt szivek elektromos aktivitast mutattak.
Ez jelentds eldrelépés volt, hiszen igy megvaldsult a szovetépitéssel létrehozott, human
méretli egész sziv megalkotasa. Bar ez a konstrukcié funkciojaban még messze elmarad
a feln6tt szivétdl €s human implantacidra egyelére még nem alkalmas, nagy eldrelépést

jelent egy miik6do, beiiltetésre alkalmas sziv megalkotasahoz.

Bar a decellularizalt sertésszivvazak szamos elénnyel jarnak human implantaciora, egyéb
probalkozasok is torténtek. Sanchez és munkatarsai 2015-ben megjelent cikkiikben
acellularis human sziv matrixok létrehozasat kozolték. (128, 129) Munkajuk soran 52,
transzplantaciora alkalmatlannak itélt human szivet hasznaltak fel, melyet az Ott altal leirt
perfuzidés modszerrel (123) decellularizaltak. A decellularizalt sziveket makroszkdpos
vizsgalat mellett endoszkdposan, echocardiographidsan és angiographiasan is vizsgaltak,
emellett hemodinamikai méréseket és hisztologiai vizsgalatokat és passziv biomechanikai
méréseket is végeztek. A szivek citokompatibilitasat kiilonb6z6 humén sejttipusokkal
valo recellularizacios kisérletek segitségével vizsgaltak génexpresszids vizsgalatok és
elektromos mérések hasznalataval. A makroszkopos €s a képalkotd vizsgalatok a szivek
anatomiai intaktsagat mutattak. A hisztoldgiai vizsgalatok a vazak teljes acellularis voltat
igazoltak, a DNS-tartalom is jelentdsen csokkent, mig az extracellularis matrix
komponensei (kollagén, fibronektin, laminin) valtozatlanul megmaradtak. Az
angiographids  vizsgadlatok megtartott  vaszkulatirat —mutattak. A vizsgalt
kardiovaszkularis sejttipusok egy része a matrixon megmaradt, vagy abba penetralni is
tudott, annak attraktiv voltat igazolva, tovabba a recellularizalt matrixon elektromos

aktivitast is ki tudtak mutatni.

A decellularizalt egész human sziv létrehozasa ujabb nagy elérelépés a szovetépités terén.
Szamos eldnye lehetséges ilyen szervek beiiltetésének. Egy allogén szerv beiiltetésére
nyujt lehetdséget, mely huméan volta miatt méretében és felépitésében tokéletesen
megfeleld, emellett tovabb csokken a immunoldgiai kilokddéses reakciok esélye.
Ugyanaz a hatranya azonban, mint az allogén szivtranszplantdcionak — a
decellularizaciohoz donorok sziikségesek, melyek, bar a transzplantacidhoz képest talan

nagyobb mennyiségben allnak rendelkezésre, de valdsziniileg még igy is elmaradnak az
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egyeb modszerrel eldallitott decellularizalt szivek, mint példaul a sertésszivek szdmahoz

képest.

1.5. Impedimetria

Az impedimetria 1984-ben Giaver és Keese altal kifejlesztett, sejtadhézié mérésére
alkalmas laboratoriumi technika. (130-132) A megfigyelés alapja, hogy elektromos
kozegben az €16 sejtek felszini membranjuk intakt voltanak koszonhetéen szigeteld

objektumként viselkednek.

—
MMM <Z> =1,
—— S
elektréda elektroda hattérimpedancia
sejtek nélkul
*  sejt —
v
MM e
T — R, L=1y
elektréda slktiida - 2
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| I—
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elektroda 2 erésen mért impedancia
kitapadtsejttel —

9. abra — Impedimetria mérési ely

Az elektrodakhoz (sarga) letapado sejtek/thrombocytdk (sziirke) szigetelo objektumként a
lefedettség meértékével aranyosan megvaltoztatjak az elektrodan mért elektromos
impedanciat (Z), mely az id? fiiggvényében folyamatosan regisztralhato (részletesen Id.
szoveg). [Az dbra a https://www.pharmatching.com/company/2301/49008/picture dbra
(ACEA Biosciences) felhasznaldsdval késziilt.]
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Az impedimetria sordn az adhézios feliiletet egy arany elektrod vagy elektrodhalozat
képezi, melyen a miiszer az alkalmazott frekvenciaji valtoaramnak megfeleld elektromos
impedanciat mér. Az elektrédakhoz letapadod sejtek, mint szigeteldanyagok, fokozzak az
elektroédakon mért elektromos impedanciat. A regisztralt elektromos impedancia mértéke
az elektrodak lefedettségével —azaz a letapadt sejtek szaméval €s a letapadas (,,kiteriilés™)
mértékével — aranyos. (9. dbra) Igy az impedimetria segitségével a sejtadhézio kvalitative
¢és kvantitative is jol mérhetd. Mivel a regisztralt impedancia értéke a sejtekkel lefedett
elektrodafeliilettel egyenesen aranyos, a nem letapadod, csupan az elektrodakra ,,hull6”
sejtek esetében, azoknak az elektrodakkal érintkezd kisebb feliilete miatt, alacsonyabb

jelet észlel, igy azt a valos adhézi6tol jol el tudja kiiloniteni a miiszer.

Hasonlé a helyzet a thrombocytdk Adhézié Aggregacié

vizsgélatakor az elektroddkra eso

Osszetapadt thrombocytakkal, illetve , .
thrombocyta-aggregatumokkal. Mivel
t

az aggregatum feliilete kisebb, mint az

azt képez6 thrombocytak osszfeliilete, a

(

miiszer alacsonyabb impedanciaértéket

’ )

aggregaciotol. (10. abra) Az elektromos 10. dbra — Thrombocyta-adhézio és -aggregdcio

mér, ¢és el tudja kiiloniteni az adhézidt az

impedancia  regisztralasara  nagy impedimetriaval mérve

frekvenciaval, percenként tobb Az elektroddakhoz (sarga) letapado thrombocytak
alkalommal van lehetdség — ennek (vords) osszfeliilete nagyobb, mint az aggregalt
kovetkeztében az impedimetria valds thrombocytak feliilete, ezért magasabb

idejii, a sejtadhézid6 dinamikajat impedanciat (Z) mér a miiszer

gyakorlatilag  folyamatosan  kovetd

mérési modszernek tekinthetd.

A modszer kifejlesztése Ota eltelt évtizedek soran a kutatas teriiletén az impedimetridval
torténd sejtadhézio-mérés szamos alkalmazasi teriiletét irtdk le. A sejtadhézio vizsgalatan
tul is sikerrel hasznaljak pl. a sejtproliferacio (133), sejtviabilitas (134), sejthartya-
permeabilitas (135) és citotoxicitas (136, 137) mérésére. Ezeken til szamos egyéb,
impedanciamérést  hasznald, hibrid-mddszert is  kifejlesztettek, melyek az

impedanciamérést alkalmazzak, ilyenek a plazmon rezonancia analizis (138), az
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hanghullam bioszenzor és elektrokémiai impedancia-spektroszkopia (139) vagy a

fényszorddasmérést és az impedancia-spektroszkopiat kombinald mikrochip. (140)
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2. Célkitizések

Munkdm soran célom volt az impedimetria, illetve az impedimetriai adhéziomérés
hasznosithatosaganak vizsgalata a kardiovaszkularis kutatasok teriiletén. Ennek soran az
impedimetria  alkalmazhatdsdgat vizsgédltam, mint potencidlis diagnosztikai,
gyogyszerfejlesztésben felhasznalhatd vagy sebészi terapiak kifejlesztésében segitséget

nyujté eszkozt. Munkam sordn az alabbi kérdésekre kerestem a valaszt:

1. Alkalmas technika-e az impedimetria a thrombocyta-adhéziéo és -spreading

mérésére egészséges human alanyoktol nyert thrombocyta-mintakon?

I/A. Milyen hatassal vannak az ismert referencia agonistdk a thrombocytak

impedimetriaval mért adhézios, illetve spreading tevékenységére?

1/B. Van-e a kiilonbség a referencia agonistaknak a thrombocytak adhézids vagy

spreading tevékenységére gyakorolt hatasaban?

1/C. Vannak-e kiilonbségek egy egészséges minta kiilonbozé klinikai faktorok altal
meghatarozott alcsoportokban mért thrombocyta-adhézid/spreading mértéke kozott,
illetve vannak-e kimutathat6 korrelaciok a mért klinikai paraméterek és a thrombocyta-

adhézid/spreading mértéke kozott?

2. Mely kemoterapeutikus hatéanyagot tartalmazé GnRH-1l1-konjugatumok
lehetnek alkalmasak kevesebb kardiotoxikus mellékhatassal biré

gyogyszermolekulak kifejlesztésére?

2/A. Milyen citotoxikus hatassal bir a doxorubicin, daunorubicin, methotrexate, illetve a
kemoterapeutikus hatéoanyagot tartalmazd 16 GnRH-lll-konjugdtum a sziv élettani
funkcidjat alapvetéen meghatarozo két sejttipus, a HCM humén cardiomyocyta és

HUVEC human endothel sejtek esetében?
2/B. Kimutathato-e citotoxikus hat4s doxorubicint tartalmazo konjugatumok esetében?

2/C. Kimutathato-e citotoxikus hatds daunorubicint (illetve daunorubicint és

methotrexate-ot) tartalmazé GnRH-I11 konjugatumok esetében?
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3. Lehetséges-e impedimetriai vizsgalomodszerrel, egy- és tobbsejtréteg
osszeallitasban karakterizalni a decellularizalt szivvazat, illetve annak human

kardiovaszkularis sejtekkel valé adhézios kapcsolatat?

3/A. Hogyan befolyasolja a homogenizalt decellularizalt szivvaz human endothel sejtek

crer

3/B. Milyen hatassal van az ismerten erds adhézids tulajdonsaggal bird fibronektin a

homogenizalt decellularizalt szivvaz viszonylataban a human kardiovaszkularis rendszer

crer
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3. Modszerek

3.1. Citotoxikus molekulat tartalmazé GnRH-III hormon alapu

peptidkonjugatumok

Kisérleteinkben citotoxikus hatéanyagot (doxorubicint, daunorubicint és methotrexate-
ot) tartalmazd6 GnRH-III peptid konjugatumok kardiotoxikus hatasat vizsgaltuk. (1.
tablazat) A 16 peptid eléallitasat az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport és a
Konstanzi Egyetem, Kémiai Tanszék, Analitikai Kémiai ¢&és Biopolimer

Szerkezetanalitikai Laboratorium végezte.

1. tablazat — A vizsgalt GnRH-konjugdtumok csoportositasa

Hatoanyag Vivéomolekula | Monomer Dimer
Doxorubicin GnRH-I An-152 -
GnRH-III GnRH-I11(Dox-észter) -
GnRH-III + GnRH-I11(Dox-oxim- -
spacer GFLG)
GnRH-111(Dox-amid-GFLG) | -
Daunorubicin GnRH-III GnRH-I11(Dau) [GnRH-I11(Dau)]2
GnRH-III + GnRH-I11(Dau-GFLG) -
Spacer GnRH-I11(Dau-YRRL) [GNRH-111(Dau-YRRL)].
Mbdositott (N-MeSer)*GnRH-11I(Dau) | [(N-MeSer)*GnRH-I111(Dau)]:
GnRH-MI (Lys(Ac))*GnRH-111(Dau) | -
Daunorubicin + | GnRH-III (Lys)*GnRH-11I(Dau*-Dau®) | -
Daunorubicin GnRH-I11(Daut-Dauf) .
Daunorubicin + | GnRH-III (Lys)*GnRH-11I(Mtx*-Dau®) | -
Methotrexate GnRH-111(Mtxé-Dau®) .

A GnRH peptidek eldallitisa vegyes Boc/Bzl ¢és Fmoc/tBu, valamint Fmoc/tBu
stratégiaval, szilardfazisu szintézissel tortént MBHA, valamint Rink-Amid MBHA
gyantdkon. A hatéanyagok GnRH szarmazékokhoz vald konjugalasat és a peptidek
dimerizaciojat oldatban végezték a korabban leirtak szerint. (69, 74, 87, 88, 92, 93) A
peptidkonjugatumok tisztitdsa HPLC segitségével tortént. A kapott molekulék analitikai
karakterizalasat Knaur (Knaur H., Bad Homburg, Németorszag), vagy UltiMate 3000
system (Dionex, Idstein, Németorszég) RP-HPLC és ESI-MS Bruker Esquire 3000 Plus

ioncsapdas Tomegspektrométer (Bremen, Németorszag) segitségével végezték.
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3.2. Modellsejtek

3.2.1. HT-1080 human fibrosarcoma sejtvonal

A decellularizélt sertéssziv adhézios tulajdonsagainak karakterizaldsaként elsd 1€pésben
egy ismerten, j6 adhézios tulajdonsadgokkal rendelkezd sejtvonalat, a HT-1080 human
kotdszoveti eredetl fibrosarcoma sejtvonalat (ATCC, Manassas, VA, USA) vizsgalatuk.
Standard sejttenyésztd inkubéatorban (37 °C, 5 % COg) tartottuk fent a sejtkulttrat.
Tenyészté6 médiumként 10 % FCS-t (Fetal Calf Serum) tartalmazé Minimum Essential
Medium-ot (ATCC) hasznaltunk.

3.2.2. HMEC-1 human endothelialis sejtvonal

A szovetépités kisérleteink folytatdsaként a decellularizalt sertéssziv adhézios
tulajdonsagait a kardiovaszkularis rendszer egyik legfontosabb sejttipusan, endothelialis
sejteken vizsgaltuk. Ehhez a HMEC-1 human microvascularis endothel sejtvonalat
(Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) hasznaltuk. A sejteket standard
sejttenyésztd inkubatorban (37 °C, 5 % CO») tartottuk fent. A tenyésztéshez 10 % FCS-t
(Lonza Group Ltd. Basel, Svajc), 4 mmol/ml L-glutamint (Gibco® Invitrogen
Corporation, New York, USA), 1 % penicillin/streptomicint (Gibco®/Invitrogen
Corporation), 10 ng/mL human rekombinans EGF-et (Sigma Ltd., St. Luis, USA) és 1
pg/mL hidrokortizont (Sigma Ltd.) tartalmaz6 MCDB-131 (Sigma Ltd.) médiumot

hasznaltunk.

3.2.3. HCM human primer cardiomyocyta sejtek

Szovetépitéses ¢és kardiotoxicitast elemzd kisérleteink soran human primer
cardiomyocyta modellsejtként a HCM (Human Cardiac Myocyte) sejteket (PromoCell,
Biomedica, Bécs, Ausztria) hasznéltuk. A sejteket standard sejttenyésztd inkubatorban
(37 °C, 5 % COgy) tartottuk fent. Tenyésztd médiumként Myocyte Growth Medium-ot

(PromoCell, Biomedica) hasznaltunk.
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3.2.4. HUVEC human endothelialis sejtvonal

Citotoxikus drogot tartalmaz6 peptidkonjugatumaink toxikus hatdsat cardiomyocytdk
mellett endothelialis sejteken is vizsgaltuk, ezen kisérletekhez a HUVEC humén
umbilicalis véna eredetii endothelialis sejteket hasznaltuk. A sejtvonal fenntartasahoz
standard sejttenyésztd inkubatort (37 °C, 5 % COz2) hasznaltunk. Tenyészté médiumként
2% hidrokortizont, 1% penicillin/streptomycint és 0,1 ng/mL EGF-et tartalmaz6 Endothel

Growth Medium-ot (PromoCell, Biomedica) alkalmaztunk.

3.3. Thrombocyta-mintak

A thrombocyta-adhézié impedimetrias méréseihez human eredetli thrombocyta-mintat
hasznaltunk. A vérmintak a Semmelweis Egyetem, Varosmajori Sziv- és Ergyogyaszati
Klinika altal folytatott Budakaldsz Epidemiologiai Vizsgalat keretein beliill nyertiik
egészséges, gyogyszeres kezelés alatt nem allo, 20-40 év kozotti Onkéntesektol
szarmaztak. Mind a thrombocyta-adhézi6, mind a thrombocyta-spreading mérések soran
10-10 onkéntes thrombocta-mintait vizsgaltuk. A vérmintdkat rovid vénds sztdzis utan,
komplikéciomentes vénaszirasbol nyertiik 3,5 mL-es INC 3,2 % natrium citratos
koagulacids Vacuette® vérvételi csdvekbe 18 G-s tiivel. A vérmintakat 500 g-vel 7 percig
centrifugaltuk, majd a feliilluszoként nyert Platelet Rich Plasma (PRP)-t hasznéltuk fel a
mérésekhez. A PRP higitasdhoz 0,9 %-os natrium-klorid infizids oldatot, a Salsol A

oldatot (TEVA, Debrecen, Magyarorszag) hasznaltuk.

3.4. Klinikai €s laboratériumi vizsgalatok

A vérvételi populacion (a Semmelweis Egyetem, Varosmajori Sziv- és Ergyogyaszati
Klinika altal folytatott Budakalasz Epidemiologiai Vizsgalat keretein beliil vizsgalt
egészséges, gyogyszeres kezelés alatt nem allo, 20-40 év kozotti dnkéntesek) standard
laboratoriumi vizsgalatokat (vérkép, biokémiai vizsgalatok, enzimek, lipidek) és
specializalt vizsgalatokat — hemoglobin Alc (HbAlc), N-terminalis agyi natriuretikus
peptid (PRO-BNP) — végeztink. A vizsgalatban szerepld egyének klinikai

allapotfelmérését — életkor, testtomeg, testmagassag, derék- és csipékorfogat, vérnyomas,
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jobb- és baloldali boka-kar index — is elvégeztilk. Anamnesztikusan a dohanyzast,
alkoholfogyasztast, ismert allergids megbetegedést, sporttevékenységet és fizikai

aktivitast regisztraltuk.

3.5. Decellularizalt sertéssziv vaz eldallitasa

A decellularizalt sertésszivek eldallitdsa perfizios technikaval tortént a Weymann és
munkatarsai (125) altal leirtak szerint. Az explantalt sertésszivek perfundalasa az aortan
keresztiil tortént kontrolldlt nyoméason (100 Hgmm) és hdmérsékleten (37 °C) 4%
natrium-dodecilszulfatot tartalmazé foszfattal pufferelt soéoldattal (PBS) 2 L/min
aramléssal 12 oran keresztiil. Harom 6ranként egy 15 perces atmosas tortént PBS oldattal.
A 12 6ras perfundalas utan a szivek 24 oran keresztiil voltak atmosva 1,5 L/min PBS

oldattal. (11. abra — (141))

11. abra — Decellularizalt sertéssziv

A: decellularizalt egész sziv, B: decellularizalt bal kamra, megtartott inhurok

Az impedimetrias mérések elvégzéséhez a decellularizalt sertéssziv vazakat ultrahangos
modszerrel homogenizaltuk. Ehhez egy kb. 1 cm®-es darabot vagtunk ki a szivvaz apikalis
részEébol, majd pulzatilis ultrahanggal (25 pulse/min, amplitude = 60, tune = 50; Vibra
Cell VC40, Sonics & Materials Inc., USA) homogenizaltuk, ezutdn desztillalt vizben
szuszpendaltuk.
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3.6. Impedimetriai mérések

3.6.1. xCELLigence SP késziilék

Az impedimetriai mérésekhez az xCELLigence SP késziiléket (ACEA Biosciences Inc.,
San Diego, CA, USA) hasznaltuk. Ebben a miiszerben az adhézids feliiletet egy arany
elektréda-array képezi, amelyet egy 96-lyuku E-plate welljeinek aljan helyeztek el — ez
durvan a wellek aljanak 80 szazalékat boritja be. Az elektrodakhoz letapado €16 sejtek
szigeteld objektumként viselkednek, ezaltal emelik az elektrodakon mért elektromos
impedancia értékét. A mért impedancia értéke az elektroddk sejtek altal valo
lefedettségével — tehat a letapadt sejtek szadmaval €és a letapadds mértékével (a sejtek
“kitertiltségével’) — ardnyos. Az elektromos impedanciat a miszer harom kiilonb6z6
frekvencian méri, ezek segitségével atlagot szamol. A mért értéket un. *Sejtindex’ (Cell
Index, CI) form4jaban adja meg:

7t —1Zb

I
¢ F

A ’Sejtindex’ egy dimenzionélkiili szdm, mely fiigg: (1) az adott pillanatban mért

elektromos impedanciatdl (Zt), (2) a hattérimpedanciatol (Zb) és (3) egy, a hasznalt

crer

Az xCELLingence késziilek segitségével dinamikus mérésre van lehetdség, a sejtek

adhézioja valoés idében kovetheto.

3.6.2. Thrombocyta-adhézio mérése

A thrombocyta-adhézié méréséhez a fent leirt modon eldallitott PRP-t hasznaltuk. Elsé
1épésként higitatlan PRP minta és harom kiilonb6z6 higitasa PRP minta (1:10, 1:100,
1:1000) adhéziodjat vizsgaltuk. A higitashoz 0,9%-os natrium-klorid oldatot hasznaltuk.

Ezekhez a mérésekhez az alabbi protokollt alkalmaztuk:
1. Médium (0,9%-o0s natrium-klorid) hozzdadéasa a wellekhez
2. Alapvonal felvétele (1 6ra—37 °C, 5% CO>)

3. Higitott, ill. higitatlan PRP minta hozzaadasa — mérés leallitasa nélkiil
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4. Adhézio mérése (37 °C, 5% CO»)

crer

adhézio, ill. —aggregacié mérése soran hasznalt agonista jelenlétében vizsgaltuk. Ehhez
adrenalint (Richter Gedeon, Budapest, Magyarorszag) — 5 uM és 10 uM koncentracioban
—, adenozin-difoszfatot (ADP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) — 5 uM és 10 uM
koncentracioban — és kollagént (Hormon Chemie, Miinchen, Németorszag) — 2 pg/ml
koncentracioban — hasznaltunk. A tovabbi thrombocyta-adhézid mérésekhez a késébb
targyalt okok miatt 1:10 aranyban 0,9%-o0s natrium-kloriddal higitott PRP-mintat

hasznaltunk. Ezekhez a mérésekhez az alabbi protokollt alkalmaztuk:
1. Médium (0,9%-o0s natrium-klorid) hozzdadéasa a wellekhez (80 pl)
2. Alapvonal felvétele (1 6ra—37 °C, 5% CO>)

3. Agonista (adrenalin, ADP, kollagén), illetve kontroll (0,9%-0s natrium-

klorid) hozzéadasa (20 pl) — mérés leallitasa nélkiil
4. Egyensulyi allapot (plato) elérése (20-60 perc — 37 °C, 5% COy)
5. Thrombocyta minta hozzaadas (100 pl) — mérés leallitasa nélkiil
6. Adhézidé mérése (24 6ra— 37 °C, 5% CO2)

Minden minta esetén 3 parhuzamos mérést végeztiink.

3.6.3. Thrombocyta-spreading mérése

A thrombocyta-spreading méréséhez szintén 0,9%-os natrium-kloriddal 1:10 aranyban
higitott PRP-vel eldallitott thrombocyta-mintat hasznaltunk. Ezen mérések soran az
elektroddkhoz mar letapadt thrombocytak Kkiteriilésének valtozasat, spreading
tevékenységét vizsgaltuk a thrombocyta-adhézid méréseknél alkalmazott standard
agonistak (adrenalin, ADP ¢és kollagén) hatasara. Méréseinkhez az alabbi protokollt

hasznaltuk:
1. Médium (0,9%-o0s natrium-klorid) hozzdadéasa a wellekhez (80 pl)

2. Alapvonal felvétele (1 6ra—37 °C, 5% CO>)
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3. Thrombocyta minta hozzaadasa (100 pl) — mérés leallitasa nélkiil

4. Thrombocytak adhézioja, egyensulyi allapot (platd) elérése (5-8 6ra — 37 °C,
5% CO»)

5. Agonista (adrenalin, ADP, kollagén), illetve kontroll (0,9%-o0s natrium-

klorid) hozzaadasa (20 pl) — mérés leallitasa nélkiil
6. Spreading mérése (24 6ra— 37 °C, 5% CO2)

Minden minta esetén 3 parhuzamos mérést végeztiink.

3.6.4. Decellularizalt sertéssziv vizsgalata — egy sejtréteg

A decellularizalt sertésszivvel végzett vizsgalatok elsé 1épéseként a wellek aljan
elhelyezked6 elektrodakat kiilonbozé adhéziot befolyasold anyagokkal fedtiik.
Kisérleteink soran négy kiilonbozé fedést alkalmaztunk: (1) homogenizalt sertéssziv-vaz
(heart scaffold, HS), (2) fibronektin (Human Plasma Fibronectin Purified Protein, Merck,
Whitehouse station, NJ, USA) desztillalt vizben 16 pg/ml végkoncentraciora higitva
(FN), (3) homogenizalt sertéssziv-vaz €s fibronektin keveréke (fibronektin homogenizalt
sertéssziv-vazban higitva 16 pg/ml végkoncentraciora) (FN + HS) és (4) desztillalt viz
(Kontroll). Az elkészitett fedd6 médium 25 pl mennyiségével szobahdmérsékleten 30
percig inkubaltuk a welleket, majd a megmarado oldatot pipetta segitségével dvatosan

aspiraltuk és az elektrodakat levegdén megszaritottuk.

Ezutan az impedimetriai méréseket az alabbi protokoll szerint végeztiik el:

1. Elektrodak fedése a fent leirtak szerint

2. 100 pl médium (a vizsgalt sejtvonalnak megfelelden) hozzéadéasa
3. Alapvonal felvétele (1 6ra—37 °C, 5% CO3)

4. 100 pl sejtszuszpenzid hozzaadas

5. Adhézié mérése (72 6ra— 37 °C, 5% COy)

A kisérletek soran minden vizsgalt sejtvonal esetén harom kiilonb6zd sejtszamon

végeztiik a méréseket: 10 000/well, 15 000/well és 20 000/well sejtszamokon a HT-1080
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fibrosarcoma sejtek és a HMEC-1 endothel sejtek esetén, és 5 000/well, 10 000/well és
15 000/well sejtszamokon a HCM cardiomyocytdk esetén. Minden minta esetében 4

parhuzamos mérést végeztiink. (Id. 12. abra)

s @D s @D = @D Fibrosarcoma (FS)
s @O0 " ,g—z‘m
Egy

Cer ) Endothel (ET ,
(e ) | o ] | m | i ndothel (ET) sejtreteg

! |-‘ Cardiomyocyta (CM)
Cardiomyocyta (CM)
’-‘ + “Szendvics”
! FN Endothel (ET)
(e ) (== )

Kontroll Heart Fibronectin  Heart scaffold (HS)

scaffold (FN) Lot
(HS) Fibronectin (FN)

12. abra — Decellularizalt sertésszivvaz vizsgalata — mérési protokoll

Monolayer-vizsgdlatok (1-3. sor): a kiilonbozé anyagokkal (kontroll, decellularizalt
szivvaz, fibronektin, ill. az el6zo ketté keveréke) fedett elektrodakra egy sejtrétegben
liltettiink fibrosarcoma, endothel és cardiomyocyta sejteket. ,, Szendvics -kisérlet (4. sor):
az elektréodakra kitiltetett endothel sejteket kiilonbozé anyagokkal (1d. monolayer-
vizsgalatok) kezeltiik, majd erre iiltettiink cardiomyocyta sejteket. F'S: fibrosarcoma, ET:
endothel, CM: cardiomyocyta, HS: decellularizalt sertésszivvaz-homogenizatum, FN:
fibronektin, HS + FN: decellularizalt sertésszivvaz-homogenizatum és fibronektin

keveréke

3.6.5. Decellularizalt sertéssziv vizsgalata — ,,szendvics” kisérlet

A ,,szendvics” kisérletek soran két sejtréteg egymasra iiltetését vizsgaltuk. (6. abra) Elso
1épésként HMEC-1 endothel sejtréteget iiltettiink a wellek aljan tart6 elektroda-halozatra,
melyekre, kiillonbozd fedéanyagokkal vald kezelés utan, HCM cardiomyocyta sejteket
iltettiink. Miutan az endothel sejtek egy konfluens egysejt-vastagsagu bevonatot,

monolayert alakitottak ki (ezt az impedimetria gorbe platdo fazisa jelezte), az egy
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sejtvonalas méréseknél hasznalt adhéziot befolyasolo fedd anyagokkal kezeltiik. Ehhez
100 pl médium aspirdlasa utan 100 pl anyaggal ((1) homogenizalt szivvaz, (2)
fibronektin, (3) az el6z6 kettd keveréke, illetve (4) kontrollként fentiek elhagyasa — az
el6zo szekcidban leirtak szerint) fedtiik a sejteket, majd 30 perc inkubalas kovetkezett.

Ezutan a 100 pl tobblet médium oldatot dvatosan aspiraltuk az elektrodakrol.
A méréseket az alabbi protokoll szerint végeztiik:
1. 100 pl médium hozzdadésa
2. Alapvonal felvétele (1 6ra—37 °C, 5% CO>)
3. 100 pl HMEC-1 sejtszuszpenzio (20 000/well) hozzaadasa
4. Tenyésztés, endothel monolayer kialakulasa (24 6ra — 37 °C, 5% COy)
5. Endothel monolayer kezelése feddanyagokkal a fent leirtak szerint
6. 150 ul HCM sejtszuszpenzid hozzaadasa
7. Tenyésztés, adhézio mérése (72 6ra — 37 °C, 5% CO2)

A méréseket harom kiilonb6z6 HCM cardiomyocyta sejtdenzitidssal végeztiik el:
5000/well, 10 000/well és 15 000/well. Minden minta esetén 4 parhuzamos mérést
végeztiink.

3.6.6. Kardiotoxicitas mérése

A toxicitési vizsgalatok soran HUVEC endothel sejteken és HCM cardiomyocytdkon
vizsgaltuk a 16 GnRH-konjugatum toxikus hatasat. Els6 1épésként a sejteket onmagukban
adtuk az elektrodakhoz, majd miutan az adhézié elért egy egyensulyi helyzetet (ezt jelezte
az impedimetrids gorbék platd fazisa), hozzdadtuk a vizsgalt citotoxikus hatdéanyagot. A

méréseket az alabbi protokoll szerint végeztiik:
1. Médium hozzédadasa (80 ul)
2. Alapvonal felvétele (1 6ra—37 °C, 5% CO>)

3. Sejtszuszpenzio hozzaadas (100 ul)
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4. Tenyésztés, sejtadhézio, egyensulyi helyzet (20-28 6ra HCM sejtek esetén,
24-76 6ra HUVEC sejtek esetén — 37 °C, 5% CO»)

5. Citotoxikus hatdéanyag hozzaadasa (20 ul)
6. Tenyésztés, citotoxicitas impedimetrias mérése (72 ora — 37 °C, 5% COy)

Minden minta esetén 4 parhuzamos mérést végeztiink.

3.7. Statisztikai kiértékelés

Az eredmények kiértékeléséhez az Origin Pro 8.0, SPSS, Microsoft Excel és RTCA 2.0
Software (xCELLigence SP késziilék sajat statisztikai szoftvere) statisztikai programokat

hasznaltuk.

Az adhézio, spreading és citotoxikus hatas kvantifikdldsara az RTCA Software beépitett
»dlope” paraméterét hasznaltuk. Ennek segitségével a gorbék linedris szakaszara egy
egyenest fektettiink, és annak a meredekségét szamitottuk. A kiilonbozé eredmények
Osszehasonlitasat a ,,Delta Slope” (DS) paraméter segitségével végeztiik, mely a vizsgalt
gorbe és a kontroll gorbe ,,Slope” értékének kiilonbsége. Mivel az impedimetrids gérbék
a legtobb esetben karakterisztikus bifazisos lefutast mutattak (kezdeti, rovid, altalaban
felszalld szakasz, amelyet egy elnyujtottabb, altalaban leszallo szakasz kovet), a ,,Slope”
¢és DS értékeket mindkét szakaszra szamitva kiilon értékeltiik (rovidtava és hosszutava

hatas).

A toxicitds és a decellularizalt szivvaz anyagaival tortént méréseknél a statisztikai
eltéréseket egyutas ANOVA teszt segitségével értékeltiik. A thrombocyta-adhézio és —
spreading vizsgalatokndl péaros t-probat alkalmaztunk. A populacios klinikai és
laboratoriumi paraméterek vizsgéalatanal folyamatos valtozok esetén Pearson-féle
korrelacids egylitthatot (r-értéket) szamitottunk, mig diszkrét valtozok esetén kétmintas

t-prébat hasznaltunk.
A statisztikai szignifikancia jelolésére az alabbi sémat hasznaltuk:

X:p<0,05 vy p<0,01;, z p<0,001.

48



DOI:10.14753/SE.2021.2239

4. Eredmények

4.1. Thrombocyta-funkcio vizsgalata impedimetriaval

4.1.1. Thrombocytaszam-fiiggés vizsgalata

Thrombocyta-adhézidt vizsgald méréseink soran elsé 1épésben kiilonb6z6 denzitisu

thrombocyta-mintak adhézids viselkedését hasonlitottuk dssze. (13. abra)

They

1 —They 11

——Thcy 110
They 1.100

0.0 4 ——Thcy 1:1000

T u T u T u T u T u T
0 1 2 3 4 5

13. abra — A kiilonbozo thrombocyta-szamok hatdsa a thrombocyta-adhéziora
PRP fiziologias sooldattal valo kiilonbozo higitasainak (They 1:1, They 1:10, They 1:100,
They 1:1000) impedimetrias (Sejtindex-1d6) gorbéi

A gorbék elsé (-40-0 perc) szakasza az alapvonal mérés végét mutatja. A thrombocytak
hozzaadasa el6tti utolsd mérési pontot valasztottuk nulla pontnak. A mérés soran a
kiilonboz6 thrombocyta-szami mintak impedimetrias gorbéi egyértelmiien elkiiloniiltek
egymastol. Az éabran jol lathatd, hogy a thrombocyta-szuszpenzié hozzaadésa utan
(thrombocyta-szamtol fiiggden) hirtelen megugrik az elektrodakon mért impedancia,
majd ezutan egy lassabb litemli impedanciaemelkedést mériink, ez utdbbi jelzi a
thrombocytdk elektroddkhoz valo kitapadasat. A leginkdbb dinamikus vélaszt a
magasabb, 1:1 (higitatlan PRP) és 1:10 sejtszamon kaptuk, 1:10 higitas esetén enyhébb
mértékben. Mivel tovabbi méréseink sordn thrombocyta-agonistdk hatasat terveztiik

vizsgalni, ezért ezekhez a mérésekhez az 1:10 higitast valasztottuk.
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4.1.2. Thrombocyta-adhézio vizsgalata

crer

ADP, kollagén) hatasara, kontroll ellenében, egészséges, fiatal, gydgyszert nem szedd
paciensekbdl all6 mintan (n = 10) vizsgaltuk. Az adrenalin és az ADP esetében két

koncentracioval (5 €s 10 uM) végeztiik a méréseket (14. bra).
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14. abra — Agonistdik hatdsa a thrombocyta-adhéziora

agonistak jelenlétében (kontrollhoz /fiziologias sooldathozl viszonyitva) mutato
reprezentativ impedimetriai (Sejtindex-1d6) gérbék: A— adrenalin 5 uM és 10 uM, B —
ADP 5 uM és 10 uM, C — kollagén 2 ug/ml. Az impedimetriai gérbék a thrombocyta-
agonistak thrombocyta-adhéziora gyakorolt hatasanak 6sszehasonlitasa (n = 10): D — Az
impedimetriai gorbék Slope kiértékelése [a statisztikai analizis menetérdl részletes leiras

talalhato a Modszerek fejezetben]; x: p < 0,05, y: p < 0,01, z: p < 0,001; Adr: adrenalin

A 14. dbra egy kivalasztott, reprezentativ minta impedimetrias gorbéit, valamit a vizsgalat
soran kapott dsszes eredménybdl vont statisztikat mutatja. Az adrenalin és az ADP is
mindkét vizsgalt koncentracion (5 uM és 10 uM), koncentraciofiiggd modon fokozta a

thrombocytdk adhézojat. Adrenalin esetében 5 uM koncentracion 0,067 + 0,017 (p <
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0,001) DS értéket, 10 uM koncentracion 0,068 £+ 0,019 (p = 0,003) DS értéket mértiink
(14./A és 14./D abra). ADP esetén a DS érték 5 uM koncentracion 0,116 + 0,018 (p <
0,001), 10 uM koncentracion 0,137 £ 0,023 (p < 0,001) volt (14./B és 14./D ébra).
Kollagén (2 pg/ml koncentracioban) impedimetridval vizsgadlva nem mutatott
szignifikans, gyenge negativ tendencidji hatds tapasztalhato volt (DS érték: -0,009 +
0,011 (p = 0,315)) (14./C és 14./D abra).

4.1.3. Thrombocyta-spreading vizsgalata

A thrombocytak spreading (kiteriilés) tevékenységének vizsgalatat szintén egészséges,
gyogyszeres kezelés alatt nem 4llo, fiatal egyénekbdl all6 mintan (n = 10) vizsgaltuk.
Ezen mérések soran az elektrodakra elézetesen kitapasztott thrombocytékat kezeltiik
kiilonboz6 agonistakkal (adrenalin, ADP, kollagén), és mértilk a kivaltott spreading
tevékenységet. Az adrenalin és az ADP esetén két kiillonb6z6 koncentraciot is

vizsgalatunk (15. 4bra).
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15. dbra — Agonistik hatdsa a thrombocyta-spreadingre

Thrombocyta-spreading valtozasat kiilonbozé fajtdju és koncentrdcioju thrombocyta-
agonistak jelenlétében (kontrollhoz /fiziologias sooldathozl viszonyitva) mutato
reprezentativ impedimetriai (Sejtindex-1d6) gérbék: A— adrenalin 5 uM és 10 uM, B —
ADP 5 uM és 10 uM, C — kollagen 2 ug/ml. Az impedimetriai gorbéknek a thrombocyta-
mintdk hozzdadasa utani szakaszat dabrazoltuk. Kiilonbozd fajtaju és koncentrdcioju
agonistak thrombocyta-spreadingre gyakorolt hatasanak 6sszehasonlitasa (n = 10): D —
Az impedimetriai gérbék Slope kiértekelése [a statisztikai analizis menetérdl részleteS
leiras talalhato a Modszerek fejezetben]; x: p < 0,05; y: p < 0,01; z: p < 0,001; Adr:

adrenalin

A 15. dbra mutatja a spreading mérések soran kapott eredményeket (szintén egy
kivalasztott, reprezentativ gorbesorozatot és az Osszes kapott eredmény statisztikai

kiértékelésének eredményét). A thrombocyta-adhézios mérésekhez hasonléan az ADP
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mindkét vizsgalt koncentracion, koncentraciofiiggé modon fokozta a thrombocytak
spreading tevékenységét, 5 uM koncentracion 0,051 + 0,014 (p = 0,008), 10 uM
koncentracion 0,073 + 0,022 (p = 0,011) DS értékeket kaptunk (15./B és 15./D éabra).

Ezzel ellentétben az adrenalin az alacsonyabb vizsgalt koncentracion (5 uM) semmilyen
hatast nem mutatott a thrombocyta-spreading-re (DS: -0,0005 + 0,002 (p = 0,680)), mig
a magasabb vizsgalt koncentracion (10 uM) statisztikailag ugyan szignifikans, de
aranyaiban csekély mértékli negativ hatast kaptunk (DS: -0,005 £ 0,002 (p = 0,001))
(15./A és 15./D abra). A kollagén az egyetlen vizsgalt koncentracion (2 pg/ml) szintén
negativ hatdssal birt a mért spreading tevékenységre (DS: -0,052 + 0,004 (p < 0,001))
(15./C és 15./D abra).

4.1.4. Klinikai vizsgalatok eredményei thrombocyta-adhézioval
Osszefiliggésben

A klinikai vizsgélatok ko6zott csupan kevés szignifikans dsszefiiggést tudtunk kimutatni

cyey

s

adrenalin &ltal kivaltott thrombocyta-adhézidé mértéke (r = 0,773, p = 0,042), valamint a
kollagén altal kivaltott thrombocyta-adhézio €s a jobb felkaron mért systoles vérnyomas
(SBP) kozétt (r = 0,893, p = 0,007). Nem taldltunk szignifikans 0Osszefiiggést a
thrombocyta-adhézio mértéke és az egyéb antropometriai paraméterek, valamint a tobbi

vizsgalat vérnyomasérték és a boka-kar indexek kozott sem.
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2. tablazat — A fizikdlis vizsgdlat soran mért klinikai paraméterek (datlag + standard
error/SE); valamint a thrombocyta-adhézio és a klinikai paraméterek kozti korreldcios
egyiitthatok (r)

Adr = adrenalin, ADP = adenozin-difoszfat, BMI = testtémegindek (body-mass index),
SBP = systoles vérnyomas (systolic blood pressure), DBP = diastoles vérnyomds
(diastolic blood pressure), RA = jobb kar (right arm), LA = bal kar (left arm), RL = jobb
lab (right leg), LL = bal lab (left leg), DPA = arteria dorsalis pedis, PTA = arteria tibialis
posterior, ABI = boka-kar index (ankle-brachial index); x: p < 0,05, y: p < 0,01; Ures

nyilak: szignifikans korreldcio a parameter és a thrombocyta-adhézio kozott egy esetben

Thrombocyta-adhézid

Klinikai paraméterek ) Korrelacios egyiitthato (r)
Atlag + SE Adr Adr  ADP  ADP Koll
10 uM 5uM 10 uM 5uM 2 pg/mL
—> KOR (évek) 33,70 £2,48 -0,49  -0,71% -0,31 -0,42 -0,04
Derékkorfogat (cm ) 89,36 + 3,55 -0,20 -0,56 0,17 0,17 0,09
Csip6korfogat (cm ) 103,86 + 3,94 -0,38 -0,64 -0,12 -0,12 0,07
—> Testmagassig (cm) 170,00 + 2,56 0,66 0,77* 0,50 0,54 0,22
Testtomeg ( kg ) 74,87 £ 4,44 -0,23 -0,59 0,15 0,18 -0,03
BMI (kg / m?) 26,16+2,16| -044 075 -011 -0,10  -0,10
—» SBP RA(Hgmm) 121,86 = 3,64 0,16 0,01 0,08 -0,03 0,89¥
DBP RA (Hgmm) 75,29 = 2,88 -0,25 -0,43 -0,16 -0,27 0,44
SBP LA (Hgmm) 124,43 + 3,57 -0,16 -0,37 -0,01 -0,05 0,57
DBP LA (Hgmm) 78,00 £ 3,76 -0,34 -0,64 -0,05 -0,09 0,13
SBP RL DPA ( Hgmm)| 126,86 + 7,65 0,01 -0,31 0,30 0,33 0,28
SBP RL PTA (Hgmm )| 129,43 + 8,69 0,01 -0,28 0,32 0,38 0,06
SBP LL DPA (Hgmm )| 125,00 4,47 0,08 -0,20 0,29 0,30 0,44
SBP LL TPA (Hgmm )| 131,71 £7,94 0,07 -0,21 0,33 0,38 0,23
ABI jobb 1,03 £ 0,05 0,10 -0,20 0,45 0,53 -0,17
ABI bal 1,07 £ 0,04 0,24 -0,07 0,56 0,62 0,01

Az anamnesztikus adatok Osszehasonlitisa a thrombocyta-adhézidval kissé biztatobb
eredményeket hozott (3. tablazat). Az ¢letkort mint diszkrét valtozot értékelve az
el6z6h6z hasonld eredményt kaptunk, 5 uM adrenalin jelenlétében mért thrombocyta-
adhézio szignifikdnsan magasabb volt a 35 évesnél fiatalabb alanyok esetében, mint az

1d6sebb paciensek csoportjaban (DS értékek: 0,095 £ 0,015 vs. 0,040 £ 0,011, p=0,018).
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Az allergids megbetegedés megléte szinte az Osszes vizsgdlt agonista esetében
szignifikdns pozitiv korrelaciot mutatott a fokozottabb thrombocyta-adhézidval.
Szignifikdnsan erdsebb thrombocyta-adhézidt mutattak az anamnézisiikben allergids
megbetegedéssel bird egyének a kontrollcsoporthoz képest 5 uM ADP-vel (DS: 0,171 +
0,027 vs. 0,073 £ 0,018, p = 0,035), 10 uM ADP-vel (DS: 0,224 + 0,022 vs. 0,08 + 0,025,
p =0,02) és 10 uM adrenalinnal (DS: 0,11 £ 0,011 vs. 0,024 = 0,012, p = 0,008) végzett
mérés esetén is. Ezen tul, statisztikailag nem szignifikans, de tendencialisan fokozottabb
thrombocyta-adhéziot mértiink 5 uM adrenalin hasznalata esetén is (DS: 0,075 + 0,009
vs. 0,035 £ 0,009, p = 0,051). Nem talaltunk szignifikans 0sszefliggést a thrombocyta-
adhézi6 mértéke, valamint a dohanyzas, alkoholfogyasztas, fizikai aktivitas vagy

sportolas kozott.
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3. tablazat — Delta Slope (DS) értékek (1/h) (datlag + standard error/SE) thrombocyta-
adhézio mérése sorian a kiilonbozo betegcsoportokban, és a betegcsoportok
osszehasonlitdasa kétmintas t-probaval (p-érték)

ADP = adenozin-difoszfat; x: p < 0,05, y: p < 0,01; Ures nyilak szignifkdns eltérés a
thrombocyta-adhézio tekintetében a kiilonbozé betegesoporttok kozott egy esetben,
Fekete nyilak: szignifikans eltérés a thrombocyta-adhézio tekintetében a kiilonbozo

betegcsoporttok kozott tobb esetben

Klinikai paraméter | Thrombocyta-adhézio — DS (1/h)
Thrombocyta-agonista - -
Atlag + SE Atlag + SE p-érték
=  KOR (évek) <35 > 35
Adrenalin 10 pM 0,097 £ 0,021 0,040 £ 0,019 0,082
= Adrenalin 5 pM 0,095+0,015 0,040 £ 0,011 0,018*
ADP 10 uM 0,162 + 0,034 0,113 +£0,032 0,323
ADP 5 uM 0,139 £ 0,027 0,092 + 0,022 0,206
Kollagén 2 pg/ml -0,006 £+ 0,008 -0,013 £ 0,017 0,699
Dohdnyzas Soha Igen
Adrenalin 10 pM 0,044 + 0,022 0,060 + 0,040 0,733
Adrenalin 5 pM 0,043 £ 0,013 0,055+0,011 0,645
ADP 10 uM 0,121 £0,038 0,121 £0,081 0,999
ADP 5 uM 0,103 = 0,030 0,098 + 0,046 0,930
Kollagén 2 pg/ml -0,027 + 0,005 0,013 + 0,039 0,133
Alkoholfogyasztas Soha Igen
Adrenalin 10 pM 0,065 +0,019 0,036 £ 0,029 0,473
Adrenalin 5 pM 0,050 £ 0,013 0,044 £ 0,015 0,763
ADP 10 uM 0,160 + 0,023 0,092 £ 0,051 0,334
ADP 5 uM 0,124 +0,017 0,084 + 0,038 0,436
Kollagén 2 pg/ml -0,004 + 0,029 -0,025 + 0,006 0,454
g Allergia Nem Igen
- Adrenalin 10 uM 0,024 £0,012 0,110+0,011 0,008Y
Adrenalin 5 pM 0,035 £ 0,009 0,075 £ 0,009 0,051
- ADP 10 uM 0,080 £ 0,025 0,224 + 0,022 0,020¥
=%  ADP5uM 0,073 + 0,018 0,171 + 0,027 0,035
Kollagén 2 pg/ml -0,029 + 0,005 0,017 £ 0,036 0,076
(folyt.)
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3. tablazat — Delta Slope (DS) értékek (1/h) (datlag + standard error/SE) thrombocyta-
adhézio mérése sorian a kiilonbozo betegcsoportokban, és a betegcsoportok
osszehasonlitdasa kétmintas t-probaval (p-érték)

ADP = adenozin-difoszfat; x: p < 0,05, y: p < 0,01; Ures nyilak szignifkéns eltérés a
thrombocyta-adhézio tekintetében a kiilonbozé betegesoporttok kozott egy esetben,
Fekete nyilak: szignifikans eltérés a thrombocyta-adhézio tekintetében a kiilonbozo

betegcsoporttok kozott tobb esetben

(folytatas)
Tﬁ?rfgéfﬁ;a?g?ﬁrs{a | Thrombocyta—adh’ézi(’) — DS (1/h)

Atlag + SE Atlag + SE p-érték

Sport Jelenleg nem Igen

Adrenalin 10 pM 0,066 + 0,026 0,025 £ 0,020 0,297

Adrenalin 5 pM 0,053 +0,013 0,038 £ 0,015 0,506

ADP 10 uyM 0,161 £ 0,045 0,068 = 0,026 0,166

ADP 5 uM 0,131 + 0,031 0,061 £0,015 0,134

Kollagén 2 pg/ml -0,011 + 0,022 -0,023 + 0,005 0,663

Fizikai aktivitas Nem Igen

Adrenalin 10 pM 0,059 + 0,022 0,034 + 0,033 0,548

Adrenalin 5 uM 0,053 +0,013 0,038 £0,016 0,487

ADP 10 pM 0,141 £ 0,043 0,095 + 0,054 0,526

ADP 5 uM 0,120 £ 0,032 0,077 £ 0,033 0,401

Kollagén 2 pg/ml -0,028 + 0,004 0,000 + 0,027 0,286

A laboratoriumi paraméterek vizsgéalata soran tobb szignifikans 6sszefliggést is talaltunk
(4. tablazat). A kvantitativ teljes vérkép paraméterek koziil az MCHC tobb agonista altal
kivaltott thrombocyta-adhézioval is szignifikdns pozitiv korrelaciot mutatott: ADP
esetében mindkét vizsgalt koncentracion, 5 uM (r = 0,85, p = 0,016) és 10 uM (r = 0,79,
p =0,035) koncentracion is, mig adrenalin esetében a magasabb, 10 uM koncentracion (r
=0,79,p=0,036). A hematoldgiai paraméterek koziil az MCHC-n kiviil egyediil az RDW
esetében mutattunk ki szignifikdns pozitiv korrelacidt, 5 uM adrenalin hasznélata esetén

(r=0,82, p = 0,025).

A kémiai paraméterek koziil két elektrolitszint, a natrium és a kalcium esetén is tobb

szignifikans korrelaciot mértiink. A laboratoriumi natriumszint negativan korreldlt a
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thrombocyta-adhéziéo mértékével 5 uM adrenalin (r = -0,87, p = 0,010), 10 uM adrenalin
(r=-0,96, p=0,001), 5 uM ADP (r = -0,87, p = 0,038) és 10 uM ADP (r=-0,85, p =
0,015). Hasonl6 eredményeket tapasztaltunk a szérum kalciumszinttel vald
Osszefiiggésben: negativ korrelacio 10 uM adrenalin (r =-0,84, p =0,019), 5 uM ADP (r
=-0,82, p = 0,023) és 10 uM ADP (r = -0,84, p = 0,018) esetében. Szintén tobbszords
adrenalin (r =-0,91, p = 0,005), 5 uM ADP (r = -0,94, p = 0,002) és 10 uM ADP (r = -
0,93, p=0,003) esetén. Tovabba a laboratériumi CK (r = 0,77, p = 0,043) és CKMB (r =
0,78, p = 0,038) értekek szignifikans pozitiv korrelaciot mutattak az 5 uM ADP altal

kivaltott thrombocyta-adhézié mértékével.
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4. tablazat — A mért laboratoriumi paraméterek (dtlag + standard error/SE) és

korreldcios egyiitthatok (r) a thrombocyta-adhézio és a laboratoriumi paraméterek

kozott.

Adr = adrenalin, ADP = adenozin-difoszfat, Koll = kollagén, WBC = fehérvérsejtszam

(white blood cell count), RBC = vordsvértestszam (red blood cell count), Plt =

thrombocytaszam (platelet), x: p < 0,05, y: p < 0,01; Ures nyilak: szignifikdns korrelacié

a laboratoriumi parameter és a thrombocyta-adhézio kozott egy esetben, Fekete nyilak:

szignifikans korrelacio a laboratoriumi parameter és a thrombocyta-adhézio kozott tobb

esetben
Thrombocyta-adhézié
Labore%t(’)riumi Norm’él , Korrelacios egyiitthato (r)
paraméterek tartomany | Atlag + SE Adr Adr . ADP  ADP Koll
10uM  5uM 10uM 5 uM 2 pg/mL
WBC (10"3/mm”~3)  4,0-10,0 826+ 098| -0,05 -0,24 0,07 0,02 0,60
Neutrophil (%) 45,0-79,0 | 5823+ 396| -042 -056 -0,27 -0,28 0,13
Lymphocyte (%) 16,0-45,0 | 32,33+ 3,51 0,47 0,65 0,28 0,29 -0,18
Monocyte ( %) 0-10,0 6,89+ 0,65 -0,06 -0,21 0,13 0,15 -0,12
Eosinophil (%) 0-4,0 2,24+ 0,47 0,13 0,15 0,02 0,00 0,47
Basophil (%) 0-1,0 0,27+ 0,08| -0,05 023 -029 -0,35 -0,24
RBC (10"3/mm”"3) 3,55,0-5 4,80+ 0,14 0,01 -0,24 0,22 0,26 0,29
Hemoglobin ( g/dl) 12,0-16,0 | 14,37+ 0,36 0,18 0,05 0,28 0,36 0,18
Hematocrit (%) 35,0-470| 41,87+ 085| -0,27 -0,38 -0,15 -0,09 0,16
MCV (pM*3) 76-100 87,53+ 1,34| -046 -0,12 -069 -0,68 -0,39
MCH (pg) 27,0-33,0 | 30,00+ 0,39 0,26 059 -0,01 0,05 -0,34
m) MCHC (g/dl) 31,0-350 | 34,30+ 045| 0,79< 071 0,79¢ 085 0,12
—> RDW (%) 11,0-150 | 13,06+ 0,35| -060 -0,82x -0,38 -0,40 0,16
PIt ( 10"3/mm"3) 150-400 | 238,57 +16,41| -046 -0,32 -0,60 -0,67 0,17
=)  Natrium ( mmol/l ) 135-145 | 137,29+ 036| -0,96¥ -0,87* -0,85¢ -0,78* -0,66
Kélium ( mmol/l) 3,5-5,1 430+ 0,08 0,05 0,06 -0,03 -0,16 0,42
mp  Kalcium (mmol/l) 2,15-2,55 2,44+ 0,07| -0,84¢ -069 -0,84% -0,82% -0,38
Magnézium ( mmol/1) 0,66-1,07 0,89+ 0,02 0,43 0,51 0,41 0,51 -0,26
Kreatinin ( pmol/l) 44-80 72,71+ 5,75| -0,10 -0,30 0,18 0,28 -0,35
Urea ( mmol/l) 1,0-8,3 4,76 £ 0,39 0,53 0,44 0,46 0,32 0,63
=)  Gliikéz (mmol/l ) 411589 | 531+ 0,10| -091Y -0,74 -0,93 -0,94Y -0,39
(folyt.)
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4. tablazat — A mért laboratoriumi paraméterek (dtlag + standard error/SE) és
korreldcios egyiitthatok (r) a thrombocyta-adhézio és a laboratoriumi paraméterek
kozott.

Adr = adrenalin, ADP = adenozin-difoszfat, Koll = kollagén, WBC = fehérvérsejtszam
(white blood cell count), RBC = vordsvértestszam (red blood cell count), Plt =
thrombocytaszam (platelet), x: p < 0,05, y: p < 0,01; Ures nyilak: szignifikdns korrelacié
a laboratoriumi parameter és a thrombocyta-adhézio kézott egy esetben, Fekete nyilak:

szignifikans korrelacio a laboratoriumi parameter és a thrombocyta-adhézio kozott tobb

esetben
(folytatas)
Thrombocyta-adhézié
Laboraftorui{ml Norm’al ) Korrelacios egytitthato (r)
parametere tartomany | Atlag + SE Adr  Adr  ADP ADP  Kaoll

10pyM  5pyM 10puM 5 uM 2 pg/mL
T. bilirubin ( pmol /1)  1,0-21,0 5,86+ 0,82 0,02 0,06 0,11 0,21 -0,551
D. bilirubin ( pmol /1)  0,5-3,4 1,60+ 0,14 0,26 0,35 0,27 0,34 -0,55

Protein (g/l) 66,0-87,0 | 73,70+ 1,29 0,00 -0,34 0,24 0,20 0,58
Albumin 34,0-48,0 | 49,20+ 0,85 0,60 0,69 0,41 0,42 0,45
HsCRP (mg/l) 0,1-5 3,13+ 2,18 -055 -0,67 -0,42 -0,45 0,01
Koleszterin ( mmol/l ) 0-5,2 531+ 035| -0,24 -0,36 -0,15 -0,17 0,47
Tg (mmol/l) 0-2,2 1,74+ 0,44 0,34 0,02 0,59 0,61 0,36
HDL ( mmol/l) 1,15-1,68 1,45+ 0,14| -0,18 0,00 -0,40 -0,48 0,39
LDL ( mmol/l) 0,10-3,34 320+ 026 -0,27 -041 -0,13 -0,15 0,38

Hagysav (mmol/l)  143-339 | 288,14 +2445| -017 -041 012 014 -021

GOT (UIL) 0-32 | 2029+ 326| -014 -0,40 018 026 -0,16
GPT (UIL) 0-33 18,14+ 333| -019 -047 013 018 -0,14
GGT (UIL) 5-36 1714+ 284| 005 -009 017 020 0,27
ALP (U/L) 35-104 | 6843+ 569| 000 -014 012 021 0,08
= CK(UL) 3-167 | 97.00+1447| 074 069 073 077 0,04
=> CKMB (U/L) 0-250 | 1221+ 042 059 032 075 078 044
LDH (U/L) 240-480 |267,71+1864| 053 032 063 062 052

HBalc (mmol/mol)  20-42 | 3563+ 099| 018 -013 040 036 056
HBalc (%) 4859 | 539+ 010 019 -011 039 035 0,59
NT-proBNP (pg/ml)  5-125 | 32,54+ 892| -0,06 007 -0,10 -006 -0,36
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4.1.5. Klinikai vizsgalatok eredményei thrombocyta-spreading-gel
Osszefliggésben

A fizikalis vizsgalat soran nyert klinikai paraméterek koziil egyediil a jobb labon, az a.
tibialis posterior-on Doppler-modszerrel mért systoles vérnyomas mutatott szignifikans
Osszefiiggést a thrombocytdk spreading-tevékenységével, pozitiv korrelacié 5 puM
adrenalinnal végzett mérés esetén (r= 0,87, p <0,05). (5. tablazat). Nem volt szignifikans
Osszefliggés a tobbi mért vérnyomasértékkel, a boka-kar indexekkel €s az antropometriai

értékekkel sem.
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5. tablazat — A fizikalis vizsgalat soran mért klinikai paraméterek (datlag + standard
error/SE); valamint a thrombocyta-spreading és a klinikai paraméterek kozti
korrelacios egyiitthatok (r)

Adr = adrenalin, ADP = adenozin-difoszfat, BMI = testtémegindek (body-mass index),
SBP = systoles vérnyomas (systolic blood pressure), DBP = diastoles vérnyomds
(diastolic blood pressure), RA = jobb kar (right arm), LA = bal kar (left arm), RL = jobb
lab (right leg), LL = bal lab (left leg), DPA = arteria dorsalis pedis, PTA = arteria tibialis
posterior, ABI = boka-kar index (ankle-brachial index); x: p < 0,05, y: p < 0,01; Ures

nyilak: szignifikans korrelacio a parameter és a thrombocyta-adhézio kozott egy esetben

Thrombocyta-spreading
Klinikai paraméterek ) Korrelacios egyiitthato (r)

Atlag + SE Adr Adr  ADP  ADP Koll

10 uM S5puM 10 uM S5uM 2 pg/mL

KOR (évek) 31,00 £ 2,27 -0,17 -0,14 0,28 0,22 -0,43
Derékkorfogat (cm ) 87,67 +£4,33 0,70 0,63 0,32 0,17 0,21
Csip6korfogat (cm ) 100,67 + 3,40 0,34 0,68 0,62 0,50 -0,45
Testmagassag ( cm ) 172,17 £4,20 0,46 0,59 0,55 0,39 -0,60
Testtomeg (kg ) 74,95+ 17,70 0,56 0,72 0,52 0,37 -0,20
BMI (kg / m?) 25,05+ 1,46 0,57 0,66 0,30 0,19 0,28
SBP RA (Hgmm) 121,50 + 4,76 0,39 0,46 0,22 0,19 0,56
DBP RA ( Hgmm) 72,67 +3,01 -0,07 0,34 0,67 0,73 0,04
SBP LA (Hgmm) 119,17+4,61| 050 055 028 025 056
DBP LA ( Hgmm) 7467+2,42| -014 022 019 032 032
SBP RL DPA (Hgmm )| 124,67 + 5,60 0,36 0,35 -0,13 -0,15 0,77
SBP RL PTA (Hgmm ) | 131,00 + 5,72 0,61 0,87% 0,28 0,22 0,23
SBP LL DPA (Hgmm) | 123,67 + 7,15 0,71 0,67 0,08 0,00 0,59
SBP LL TPA (Hgmm) | 130,33 + 4,54 0,28 0,58 0,17 0,15 0,36
ABI jobb 1,10+ 0,03 0,22 0,58 -0,06 -0,07 -0,33
ABI bal 1,08 £ 0,02 0,29 0,80 0,43 0,43 -0,26

Az anamnesztikus adatok esetén nem talaltunk szignifikdns korrelaciot, nem volt
Osszefiiggés a kor, dohanyzas, alkoholfogyasztas, allergias megbetegedés megléte, fizikai

aktivitas vagy sporttevékenység esetén sem. (6. tablazat).
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6. tablazat — Delta Slope (DS) értékek (1/h) (dtlag + standard error/SE) thrombocyta-
spreading mérése sordan a kiilonbozo betegcsoportokban, és a betegcsoportok
osszehasonlitdasa kétmintas t-probaval (p-érték)

ADP = adenozin-difoszfat; x: p < 0,05, y: p < 0,01

64

Tﬁ%’fé é’;t;‘_l%i’ﬁirsia ’Thrombocyta-spre’ading — DS (1/h)
Atlag + SE Atlag + SE p-érték
KOR (évek) <33 >33
Adrenalin 10 pM -0,005 £+ 0,002 -0,006 + 0,002 0,629
Adrenalin 5 uM 0,001 £ 0,002 -0,002 £+ 0,001 0,300
ADP 10 uM 0,059 £ 0,041 0,088 = 0,025 0,560
ADP 5 uM 0,044 £ 0,028 0,058 £ 0,013 0,670
Kollagén 2 pg/ml -0,050 + 0,003 -0,053 +£ 0,007 0,768
Dohdnyzas Soha Igen
Adrenalin 10 pM -0,009 £+ 0,004 -0,005 + 0,002 0,325
Adrenalin 5 uM -0,003 + 0,002 -0,003 + 0,002 0,901
ADP 10 uM 0,075+ 0,035 0,080 + 0,032 0,925
ADP 5 uM 0,056 + 0,024 0,051+0,016 0,855
Kollagén 2 pg/ml -0,045 £ 0,012 -0,054 £ 0,007 0,509
Alkoholfogyasztas Rendszeresen nem Igen
Adrenalin 10 pM -0,007 £+ 0,001 -0,006 + 0,002 0,737
Adrenalin 5 uM -0,005 + 0,003 -0,002 £+ 0,001 0,260
ADP 10 uM 0,025 £ 0,005 0,105 + 0,023 0,086
ADP 5 uM 0,024 + 0,003 0,067 £0,012 0,075
Kollagén 2 pg/ml -0,051 £ 0,007 -0,051 £ 0,008 0,983
Allergia Nem Igen
Adrenalin 10 uM -0,012 + 0,001 -0,005 + 0,001 0,071
Adrenalin 5 pM -0,005 £ 0,002 -0,002 + 0,001 0,442
ADP 10 uM 0,109 + 0,003 0,072 £ 0,026 0,595
ADP 5 uM 0,080 £ 0,001 0,047 £ 0,013 0,348
Kollagén 2 pg/ml -0,057 £ 0,001 -0,050 £ 0,007 0,703
(folyt.)
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6. tablazat — Delta Slope (DS) értékek (1/h) (atlag + standard error/SE) thrombocyta-
spreading mérése sordan a kiilonbozo betegcsoportokban, és a betegcsoportok
osszehasonlitdasa kétmintas t-probaval (p-érték)

ADP = adenozin-difoszfat; x: p < 0,05, y: p < 0,01
(folytatas)

Klinikai paraméter | Thrombocyta-spreading — DS (1/h)
Thrombocyta-agonista - -
Atlag + SE Atlag + SE p-érték

Sport Jelenleg nem Igen

Adrenalin 10 pM -0,003 £+ 0,002 -0,008 + 0,002 0,218
Adrenalin 5 uM -0,001 + 0,001 -0,003 + 0,002 0,512
ADP 10 uM 0,070 + 0,050 0,083 £ 0,029 0,817
ADP 5 uM 0,046 + 0,025 0,056 £ 0,015 0,740
Kollagén 2 pg/ml -0,051 £ 0,008 -0,052 + 0,008 0,950
Fizikai aktivitas Nem Igen

Adrenalin 10 uM -0,009 + 0,002 -0,004 + 0,001 0,145
Adrenalin 5 uM -0,004 + 0,002 -0,001 + 0,000 0,259
ADP 10 uM 0,097 + 0,035 0,060 £ 0,030 0,471
ADP 5 pM 0,064 + 0,018 0,042 + 0,015 0,403
Kollagén 2 pg/ml -0,058 + 0,008 -0,045 £ 0,007 0,310

A laboratoriumi vizsgalatok koziil tobb esetben talaltunk szignifikéns Osszefliggést (7.
tablazat). A hematoldgiai paraméterek koziil a monocyta-arany szignifikdns pozitiv
korrelaciot mutatott a 10 uM adrenalin hatasara kialakult thrombocyta-spreading
tevékenység mértékével (r = 0,87, p = 0,025). Ezzel ellentétben negativ korrelaciot
talaltunk az MCV (r = -0,85, p = 0,032) és az MCH (r = -0,87, p = 0,024), valamint a
kollagén altal kivaltott thrombocyta-spreading kozott. Szintén negativan korrelalt az
MCHC az 5 uM adrenalin altal kivaltott thrombocyta-spreading-gel (r =-0,92, p = 0,010).
A mért lipidszintek koziil a HDL-szint szignifikans negativ korrelaciét mutatott a
thrombocyta-spreading-el 5 uM adrenalinnal vizsgalva (r = -0,94, p = 0,005). A mért
majenzimszintek koziil a GOT (r = 0,90, p = 0,015) és a GPT is (r = 0,87, p = 0,024)
szignifikdns korrelaciot mutatott a kollagén altal kivaltott thrombocyta-spreading
tevékenységgel. A mért GGT-szint szignifikdns pozitiv korrelaciot mutatott a
thrombocytdk 10 uM adrenalin altal kivaltott spreading-tevékenységével (r = 0,83, p =
0,039).
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7. tablazat — A mért laboratoriumi paraméterek (dtlag + standard error/SE) és
korreldcios egyiitthatok (r) a thrombocyta-spreading és a laboratériumi paraméterek
kozott.

Adr = adrenalin, ADP = adenozin-difoszfat, Koll = kollagén, WBC = fehérvérsejtszam
(white blood cell count), RBC = vordsvértestszam (red blood cell count), Plt =
thrombocytaszam (platelet), x: p < 0,05, y: p < 0,01; Ures nyilak: szignifikdns korrelacié

a laboratoriumi parameter és a thrombocyta-adhézio kézott egy esetben

Thrombocyta-spreading

Laboratoriumi Normal

paraméterek tartomany Atlag + SE Korrelacios egytitthato (r)

Adr Adr ADP  ADP Koll
1I0uyM  5puyM 10pM 5 uM 2 pg/mL

WBC (10"3/mm”3)  4,0-10,0 7,42+ 0,61 0,20 0,43 0,26 0,31 0,50

Neutrophil (%) 45,0-79,0 | 58,00+ 1,45| 0,65 0,42 0,35 0,30 0,01
Lymphocyte (%) 16,0-450 | 31,35+ 2,48| -0,74 -048 -0,60 -0,50 0,14
—> Monocyte (%) 0-10,0 7,15+ 1,34| 087 044 031 0,19 0,18
Eosinophil (%) 0-4,0 322+ 0,91| -0,29 0,02 0,63 059 -0,64
Basophil (%) 0-1,0 0,28+ 0,05| -0,17 -0,46 0,00 -0,07 -0,21

RBC (10"3/mm"3) 35505 | 442+ 025| 050 001 011 006 0,69
Hemoglobin (g/dl) 12,0160 | 1325+ 045| 043 -006 024 018 050

Hematocrit (%) 35,0-47,0| 39,20+ 1,35 0,60 0,18 0,32 0,24 0,50
—> MCV (uM"3) 76-100 89,30+ 2,39| -0,20 0,27 0,15 0,14 -0,85
—> MCH (pg) 27,0-330| 30,18+ 0,81| -0,42 0,00 0,08 0,10 -0,87%
—> MCHC (g/dl) 31,0-350| 33,80+ 0,29 -0,73 -0,92x -0,23 -0,16 -0,08
RDW (%) 11,0-15,0 | 12,50+ 0,21 0,21 0,47 0,54 0,53 0,23
PIt (10"3/mm”3) 150-400 | 247,67 £2034| -0,22 0,31 0,15 0,19 0,10

Natrium ( mmol/l ) 135-145 | 13833+ 0,49| 0,46 0,70 0,43 0,38 0,27
Kalium ( mmol/1 ) 3,5-5,1 4,07+ 0,09 0,15 -0,10 0,54 045 -0,57
Kalcium ( mmol/l') 2,15-2,55 2,35+ 0,09 0,12 -0,26 -0,16 -0,21 0,60
Magnézium ( mmol/l ) 0,66-1,07 0,93+ 0,03 0,42 0,77 0,20 0,15 -0,42
Kreatinin ( pmol/1 ) 44-80 76,50+ 5,96 0,53 0,59 0,64 0,47 -0,42
Urea (mmol/l) 1,0-8,3 440+ 0,32| 045 0,39 0,19 0,17 0,69
Gliik6z ( mmol/1) 4,11-5,89 541+ 0,13| -0,60 -0,63 -0,06 0,13 0,14
T. bilirubin ( pmol /1)  1,0-21,0 541+ 1,18| -0,29 -081 -0,41 -0,39 0,42
D. bilirubin (pmol /1)  0,5-3,4 1,45+ 032 -019 -0,77 -041 -041 0,35
(folyt.)
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7. tablazat — A mért laboratoriumi paraméterek (dtlag + standard error/SE) és
korreldcios egyiitthatok (r) a thrombocyta-spreading és a laboratériumi paraméterek
kozott.

Adr = adrenalin, ADP = adenozin-difoszfat, Koll = kollagén, WBC = fehérvérsejtszam
(white blood cell count), RBC = vordsvértestszam (red blood cell count), Plt =
thrombocytaszam (platelet), x: p < 0,05, y: p < 0,01; Ures nyilak: szignifikdns korrelacié
a laboratoriumi parameter és a thrombocyta-adhézio kézott egy esetben

(folytatas)

Thrombocyta-spreading

Laboratériumi Normal L .. .

paraméterck tartoméany , Korrelacios egyiitthato (r)
Atlag + SE Adr  Adr ADP ADP Kol
10uM  5uM 10uM 5 uM 2 pg/mL
Protein (g/l) 66,0-87,0 | 74,77+ 1,84 0,05 0,05 0,47 0,39 -0,17
Albumin 34,0-480| 47,85+ 093| -0,12 -0,25 0,02 0,07 0,68
HsCRP ( mg/l) 0,1-5 425+ 1,70 0,48 041 -033 -041 -0,19
Koleszterin ( mmol/l ) 0-5,2 532+ 042 -0,20 0,10 0,61 0,68 0,12
Tg (mmol/l) 0-2,2 2,58+ 0,73 0,29 0,57 0,74 0,63 -0,45
—> HDL (mmol/l) 1,15-1,68 1,44+ 0,17| -059 -094¥ -0,56 -0,47 0,15
LDL ( mmol/l) 0,10-3,34 3,09+ 043| -0,02 0,23 0,47 0,55 0,35

Hugysav (mmol/1)  143-339 | 268,33+3922| 046 054 031 022 032

= GOT(UIL) 0-32 2000+ 2,58| -007 -054 -051 -046 0,90
=> GPT(UIL) 0-33 1933+ 3,76| 052 011 -010 -0,12 0,87
= GGT(UL) 5-36 1767+ 3,43| 083 065 -002 -012 061
ALP (U/L) 35-104 | 63,50+ 798| 044 079 062 053 -0,11
CK (UIL) 3-167 | 199,83+63,06| 031 038 -028 -030 0,70
CKMB (U/L) 0250 | 13,65+ 090| -0,33 -060 -054 -052 0,53
LDH (U/L) 240-480 | 28133+1556| -032 -027 -046 -040 0,62

HBalc (mmol/mol)  20-42 | 3245+ 085| 076 019 -012 -021 068
HBalc (%) 4859 | 512+ 008 072 016 -008 -017 0,70
NT-proBNP (pg/ml) 5125 | 5543+ 747| -013 031 030 022 -081
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4.2. Citotoxicitas vizsgalata impedimetriaval

4.2.1. Human endothelsejtekkel (HUVEC) végzett mérések

Els6 1épésként a harom citotoxikus hatéanyag (doxorubicin, daunorubicin ¢és
methotrexate) hatdsat vizsgaltuk hét koncentracion (102,101, 10 10°, 108, 107, 10°
® mol/L). (16. abra) Rovidtavon a doxorubicin és a daunorubicin esetében a két
legmagasabb koncentracion emelkedett impedancia értéket mértiink (DS: 0,063 és 0,037
a doxorubicin 10° és 107 mol/L esetében; 0,047 ¢és 0,055 a daunorubicin 10 és 107
mol/L esetében). Hosszutavon ezzel ellentétesen, szignifikans negativ hatast mértiink 10
® mol/L koncentraciéon a doxorubicin (DS -0,086) a daunorubicin (DS -0,112) esetében.
A methotrexate joval kisebb mértékli hatassal birt az endothel sejtekre, hosszatdvon a
kozépsé koncentraciotartomanyban (10% és 10° mol/L) szignifikinsan csdkkentette a
mért impedancia szintet (DS -0,022 és -0,017). Mivel ezekben az alapmérésekben a

legjelentdsebb hatasokat a magas koncentraciotartomanyban tapasztaltuk, tovabbi

méréseink soran ezeket a koncentraciokat vizsgaltuk (108, 107 és 10 mol/L).

—#— Doxorubicin —8— Doxorubicin

A 0.08 . | —%— Daunorubicin B. —&—Daunorubicin

) Methotrexate 0025 X Methotrexate
5

0.06 i 0.000 —o—z* —0 —
1 . ' ' ! p
1 'y

E ; E -0.050
= 0024y X X =
a ‘//\ a
L] l \ ) -0.075-
0.00 4 .—;/4—5“-7-4' --7["-—--*--.--“ w
| —_— L] -0.100 4 T
0024 4 i 1 ! z
-0.1254 i
A2 11 10 -9 -8 -7 -6 12 11 10 -9 -8 -7 -6
log ¢ (molf) log ¢ (molly

16. abra — Doxorubicin, daunorubicin és methotrexate citotoxikus hatisa HUVEC
humdn endothel sejteken.
A — rovidtavu hatasok; B — hosszutavu hatasok; log c: koncentracio (mol/L) 10 alapu

logaritmusa, DS: Delta Slope (1/h); x: p < 0,05, y: p<0,01, z: p <0,001

Tovébbi kisérleteinkben doxorubicin tartalmi konjugatumokat vizsgaltunk (17. 4bra).
Ezek soran harom doxorubicin tartalmi GnRH-111 konjugatumot [GnRH-I11(Dox-ester),
GnRH-I1I(Dox-amid-GFLG), GnRH-IlI(Dox-oxim-GFLG)], és egy doxorubicin
tartalmi GnRH-I konjugatumot (An-152) vizsgaltunk. A rovidtdva mérésekben csak egy
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konjugatum, a GnRH-I11(Dox-amid-GFLG) mutatott szignifikins (pozitiv) hatast 10
mol/L koncentracion (DS 0,058), de pozitiv tendenciat tapasztaltunk az An-152 és a
GnRH-I1I(Dox-ester) esetén is. HosszGtavon mind a négy vizsgalt konjugatum a
doxorubicinéhoz hasonlo szignifikans citotoxikus hatast mutatott az endothel sejteken. A
doxorubicin 107 és 10 mol/L koncentracion (DS -0,018 és -0,046) volt citotoxikus,
csakligy mint az An-152 (DS -0,028 ¢és -0,051), a GnRH-111(Dox-ester) (DS -0,027 és -
0,054), a GnRH-I1l(Dox-amid-GFLG) (DS -0,017 ¢és -0,041). A GnRH-111(Dox-oxim-
GFLG) csak a legmagasabb koncentracion (10 mol/L) és sokkal kisebb mértékben (DS
-0,009) mutatott citotoxikus hatast.
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17. abra — Doxorubicin és doxorubicin-GnRH konjugdtumok [An-152, GnRH-
I11(Dox-ester), GnRH-I11(Dox-amid-GFLG), GnRH-111(Dox-0xim-GFLG)]
citotoxikus hatiasa HUVEC humdn endothel sejteken.

A, C — rovidtavu hatdsok; B, D — hosszutavu hatasok; log c: koncentracio (mol/L) 10

alapu logaritmusa, DS: Delta Slope (1/h); x: p < 0,05, y: p < 0,01, z: p < 0,001

69



DOI:10.14753/SE.2021.2239

A kovetkezd 1épésben tiz daunorubicin tartalmtt GnRH-1Il konjugatum citotoxikus
hatésat vizsgaltuk: GnRH-111(Dau), GnRH-I11(Daut-Dau®), (Lys(Ac))*GnRH-I11(Dau),
(Lys)*GnRH-Il1(Dau*-Dau®), GnRH-Il1(Dau-GFLG), GnRH-Ill(Dau-YRRL), [GnRH-
I1I(Dau-YRRLC)]2, [GnRH-111(Dau-C)]2, (NMeSer)*GnRH-111(Dau),
[(NMeSer)*GnRH-111(Dau-C)]. (18. és 19. abrak) Ezek koziil hét konjugatum - [GNnRH-
I11(Dau), GnRH-Ill(Daud-Dau®), (Lys(Ac))*GnRH-IlI(Dau), (Lys)*GnRH-11I(Dau*-
Dau®), [GnRH-IlI(Dau-C)]2, (NMeSer)*GnRH-IlI(Dau), [(NMeSer)*GnRH-I1I(Dau-
OC)]2] -, teljesen elveszitette a daunorubicin esetében meglévd citotoxikus hatasat.
Rovidtavon is csupan egy molekula, az [(N-MeSer)*GnRH-IIl(Dau-C)]. valtott ki
szignifikans impedanciaemelkedést, 10°® mol/L koncentracion (DS 0,017). A harom
oligopeptid tavtarto (,,spacer”) szekvenciat tartalmazo molekula [GnRH-111(Dau-GFLG)
(DS -0,013 10® mol/L koncentraciéon), GnRH-11I(Dau-YRRL) (DS -0,018 10 mol/L
koncentracion) és a dimer [GnRH-111(Dau-YRRLC)]2 (DS -0,005 107 mol/L és -0,017
10° mol/L koncentracién)] szignifikins negativ hatist mutatott, azonban ezek a

citotoxikus hatasok a daunorubicinénal kisebb mértéktek voltak.
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18. dbra — Daunorubicin és daunorubicin-GnRH-III konjugdatumok [GnRH-111(Dau),
GnRH-111(Daud-Dau®), (Lys(Ac))*GnRH-IlI(Dau), (Lys)*GnRH-IllI(Dau*-Dau®)]
citotoxikus hatisa HUVEC humdan endothel sejteken.

A, C — rovidtavu hatasok; B, D — hosszutavu hatasok; log c: koncentracio (mol/L) 10

alapu logaritmusa, DS: Delta Slope (1/h); x: p < 0,05, y: p < 0,01, z: p < 0,001
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19. dbra — Daunorubicin és daunorubicin-GnRH-III konjugdatumok [GnRH-111(Dau-
GFLG), GnRH-IlI(Dau-YRRL), [GnRH-111(Dau-YRRLC)]2, [GnRH-I11(Dau-C)]2,
(NMeSer)*GnRH-111(Dau), [(NMeSer)*GnRH-I11(Dau-C)]2] citotoxikus hatdsa
HUVEC human endothel sejteken.

A, C — rovidtavu hatdsok; B, D — hosszutavu hatasok; log c: koncentrdcio (mol/L) 10
alapu logaritmusa, DS: Delta Slope (1/h); x: p < 0,05, y: p < 0,01, z: p < 0,001

A kettds hatéanyagtartalma GnRH-I11 konjugatumok koziil kett6t vizsgaltunk: GnRH-
HI(Mtx8-Dau®), (Lys)*GnRH-11I(Mtx*-Dau®) (20. 4bra). Révidtavon a GnRH-111(Mtx8-
Dau®) mellett emelkedett impedanciat mértiink a legmagasabb vizsgalt koncentracion (10°
® mol/L) (DS 0,013), azonban hossziitavon citotoxikus hatast nem tudtunk kimutatni. A
masik vizsgalt konjugatum, (Lys)*GnRH-III(Mtx*-Dau®), sem rdvidtavon, sem

hosszitavon nem volt szignifikans hatassal az endothelsejtekre.
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20. abra — Daunorubicin, methotrexate és daunorubicin-methotrexate-GnRH-I11
konjugdtumok [GnRH-111(Mtx8-Dau®), (Lys)*GnRH-I111(Mtx*-Dau®)] citotoxikus
hatasa HUVEC human endothel sejteken.

A, C — rovidtavu hatdsok; B, D — hosszutavu hatasok; log c: koncentrdcio (mol/L) 10
alapu logaritmusa, DS: Delta Slope (1/h); x: p < 0,05, y: p < 0,01, z: p < 0,001

4.2.2. Human cardiomyocytakkal (HCM) végzett mérések

Cardiomyocytakkal végzett méréseink sordn els® 1épésben szintén a harom alap
citotoxikus gyogyszermolekula (doxorubicin, daunorubicin és methotrexate) citotoxikus
hatasat vizsgaltuk hét koncentracion (1022, 1011, 1019, 10°, 108, 1077, 10 mol/L). (21.
abra) Ezekben a mérésekben a cardiomyocytak az endothel sejtekhez hasonl6 viselkedést
mutattak. Rovidtdvon mind a doxorubicin, mind a daunorubicin hatdsara szignifikansan
emelkedett impedancia szintet mértiink a legmagasabb, 10® mol/L koncentracion (DS
0,019 ¢és 0,031). A hosszutavi mérés soran mind a doxorubicin, mind a daunorubicin
koncentraciofiiggé citotoxikus hatast mutatott (DS -0,006 és -0,016 a 107 és 10 mol/L
doxorubicin esetében, és DS -0,007 és -0,018 a 1077 és 108 mol/L daunorubicin esetében).
A methotrexate egyetlen vizsgalt koncentracion, sem rovid-, sem hosszitdvon nem
mutatott szignifikans hatast. Csaktgy, mint az endothel sejtek esetében, tovabbi

méréseinkhez a harom legmagasabb koncentraciot (108, 107 és 10° mol/L) valasztottuk.
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21. abra — Doxorubicin, daunorubicin és methotrexate citotoxikus hatasa HMC humdn
cardiomyocyta sejteken.
A — rovidtavu hatasok;, B — hosszutavu hatdsok; log c: koncentracio (mol/L) 10 alapu

logaritmusa, DS: Delta Slope (1/h); x: p < 0,05, y: p < 0,01, z: p < 0,001

Kovetkezd 1épésben a doxorubicin tartalmua konjugdtumok citotoxikus hatdsat vizsgaltuk
(22. abra). A korabban vizsgalt harom doxorubicin tartalm@it GnRH-11l konjugatumot
[GnRH-111(Dox-ester), GnRH-111(Dox-amid-GFLG), GnRH-111(Dox-oxim-GFLG)], és
egy doxorubicin tartalmi GnRH-I konjugitumot (An-152) hasznéltunk. A rovidtavia
vizsgalatok soran a doxorubicin altal kivaltott impedancia emelkedést 10® mol/L
koncentracion tapasztaltuk a GnRH-111(Dox-ester) esetén 10 mol/L koncentracion (DS
0,012) és a GnRH-11I(Dox-amid-GFLG) esetén 10 mol/L és 10® mol/L koncentracion
is (DS 0,009 és 0,008). A hosszitavi mérések soran mind a négy vizsgalt konjugatum
citotoxikus hatast mutatott. Az An-152 107 és 10 mol/L koncentracion (DS -0,008 és -
0,023), a GnRH-III(Dox-ester) pedig minden vizsgalt (108, 107 és 10° mol/L)
koncentracion ((rendre DS -0,002, -0,008 és -0,025), a doxorubicinéhoz hasonld
mértékben hatott. A GnRH-111(Dox-amid-GFLG) is 107 és 10 mol/L koncentraciokon
mutatott citotoxikus hatéast (DS -0,004 és -0,019), azonban az alacsonyabb koncentracion
ez mar a doxorubicinéndl enyhébb hatas volt. Ennél is gyengébb, citotoxikus hatast
tapasztaltunk a GnRH-I11(Dox-0xim-GFLG) esetében, ahol csupan a legmagasabb, 10
mol/L  koncentracion mértiink szignifikans citotoxikus hatast (DS -0,007), a

doxorubicinéhoz képest csekélyebb mértékiit.
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22. dbra — Doxorubicin és doxorubicin-GnRH konjugdtumok [An-152, GnRH-
I11(Dox-ester), GnRH-111(Dox-amid-GFLG), GnRH-I111(Dox-oxim-GFLG)]
citotoxikus hatasa HCM humadn cardiomyocyta sejteken.

A, C — rovidtavu hatasok; B, D — hosszutavu hatasok; log c: koncentracio (mol/L) 10

alapu logaritmusa, DS: Delta Slope (1/h); x: p < 0,05, y: p<0,01, z: p < 0,001

A tovabbiakban tiz daunorubicin tartalmi GnRH-II1 konjugatumot vizsgaltunk: GnRH-
[1I(Dau), GnRH-lI(Daud-Dau®), (Lys(Ac))*GnRH-11I(Dau), (Lys)*GnRH-11I1(Dau*-
Dau®), GnRH-IllI(Dau-GFLG), GnRH-IlI(Dau-YRRL), [GnRH-1lI(Dau-YRRLC)]2,
[GnRH-I11(Dau-C)]2, (NMeSer)*GnRH-I11(Dau), [(NMeSer)*GnRH-111(Dau-C)]2. (23.,
24. abra) A rovidtavi mérések soran csupan egy molekula, a [GnRH-111(Dau-C)]. valtott
ki szignifikans hatast, a 10® mol/L koncentracion fokozta a mért impedanciat (DS 0,003).
A hosszutava mérések sordn a vizsgalt GnRH-III konjugatumok koziil hat [GnRH-
[11(Dau), GnRH-I1l(Dau®-Dau®), (Lys)*GnRH-Ill(Dau*-Dau®), GnRH-11I(Dau-GFLG),
[GnRH-1lI(Dau-C)]z  és  (N-MeSer)*GnRH-III(Dau)] teljesen elveszitette a

daunorubicinnal tapasztalt citotoxikus hatast. Hirom gyégyszermolekula, a (Lys)*GnRH-
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I11(Dau*-Dau®), GnRH-Ill(Dau-YRRL) és [GnRH-Ill(Dau-YRRLC)], a szignifikans
citotoxikus hatast a legmagasabb vizsgalt koncentracion (10 mol/L) (DS -0,003, -0,003
és -0,004) mutatta, mig egy konjugatum, [(N-MeSer)*GnRH-111(Dau-C)]2, 107 mol/L és
10® mol/L koncentracion is szignifikans citotoxikus hatast valtott ki (DS -0,003 és -
0,005). Lényeges kiilonbség azonban, hogy az ez altal a négy daunorubicin tartalmu
GnRH-I1I konjugatum 4ltal kivaltott citotoxikus hatds a daunorubicinéndl 1ényegesen

kisebb mértéki, gyakorlatilag egy nagysagrenddel gyengébb volt.
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23. abra — Daunorubicin és daunorubicin-GnRH-II1I konjugdatumok [GnRH-111(Dau),
GnRH-111(Daud-Dau®), (Lys(Ac))*GnRH-IlI(Dau), (Lys)*GnRH-IlI(Dau*-Dau®)]
citotoxikus hatisa HCM humadan cardiomyocyta sejteken.

A, C — rovidtavu hatasok; B, D — hosszutavu hatasok; log c: koncentracio (mol/L) 10

alapu logaritmusa, DS: Delta Slope (1/h); x: p < 0,05, y: p < 0,01, z: p < 0,001
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24. abra — Daunorubicin és daunorubicin-GnRH-III konjugdtumok [GnRH-111(Dau-
GFLG), GnRH-IlI(Dau-YRRL), [GnRH-111(Dau-YRRLC)]2, [GnRH-I11(Dau-C)]2,
(NMeSer)*GnRH-I111(Dau), [(NMeSer)*GnRH-I11(Dau-C)],/ citotoxikus hatisa HCM
humdn cardiomyocyta sejteken.

A, C — rovidtavu hatdsok; B, D — hosszutavu hatasok; log c: koncentrdcio (mol/L) 10
alapu logaritmusa, DS: Delta Slope (1/h); x: p < 0,05, y: p < 0,01, z: p < 0,001

Végezetiil a két kiilonb6zd hatdéanyagot is (daunorubicint €s methotrexate-ot) tartalmazo
két GnRH-IIl konjugatumot [GnRH-II(Mtx8-Dau®), (Lys)4GnRH-111(Mtx*-Dau®)]
vizsgaltuk (25. abra). Itt egyik vizsgalt molekula sem mutatott citotoxikus hatést, ez
megegyezett a methotrexate esetében tapasztaltakkal, és ellentétes volt a daunorubicin

esetében mért erds citotoxikus hatassal.
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25. dabra — Daunorubicin, methotrexate és daunorubicin-methotrexate-GnRH-I11
konjugdtumok [GnRH-111(Mtx8-Dau®), (Lys)*GnRH-I111(Mtx*-Dau®)] citotoxikus
hatasa HCM humdan cardiomyocyta sejteken.

A, C — rovidtavu hatdsok; B, D — hosszutavu hatasok; log c: koncentrdcio (mol/L) 10
alapu logaritmusa, DS: Delta Slope (1/h); x: p < 0,05, y: p < 0,01, z: p < 0,001

4.3. Decellularizalt sertéssziv vaz homogenizatum adhézios
tulajdonsagainak vizsgalata impedimetriaval

Az eredmények sordn a rovidtavi €s hosszatavia mérésekre vonatkozo iddintervallumokat
az elsd mérési ponthoz viszonyitva (,,Delta Time”) adjuk meg. A kiértékeléshez hasznalt
id6intervallumok (Time Interval, TI) ora:perc formatumban vannak megadva. Mivel az
egyes sejtvonalak adhézios dinamikaja egymastol eltér, az idOintervallumok az egyes

sejtvonalak kozott kiilonbozdek.

4.3.1. Sejt — ECM kapcsolat jellemzése monolayer rendszerekben

Els6 1épésben egy ismerten jo adhézids tulajdonsagokkal rendelkezé sejtvonalat, a HT-
1080 fibrosarcoma sejtvonalat vizsgaltuk (26. abra). Rovidtava (TI: 0:00-1:21)
méréseink soran a fibrosarcoma sejtek sejtszamtol fiiggd mértékd, erés adhéziot mutattak
mindhdrom vizsgalt sejtszdmon; ezt a hatast a homogenizalt szivvazbdl szarmazod
kivonattal torténd fedés nem befolyasolta (10 000/well — Kontroll 0,492 + 0,012 vs. HS
0,514 + 0,034; 15 000/well — Kontroll 0,721 + 0,029 vs. HS 0,634 + 0,040; 20 000/well
— Kontroll 0,900 + 0,057 vs. HS 0,831 + 0,037). A sejtadhézios vizsgalatok referencia

78



DOI:10.14753/SE.2021.2239

anyaganak tekintett fibronektin kifejezetten fokozta ugyanezen sejtek letapadasat,
mindharom vizsgalat sejtszdmon szignifikans pozitiv hatast mértiink (10 000/well — FN
0,923 £ 0,044, p < 0,001; 15 000/well — FN 1,267 = 0,137, p = 0,008; 20 000/well — FN
1,591 £ 0,233, p = 0,03). Hasonloan szignifikans pozitiv hatassal birt a fibrosarcoma
fibronektin hatasatol nem kiilonbozott jelentdsen (10 000/well — FN + HS 0,925 + 0,083,
p = 0,002; 15 000/well — FN + HS 1,309 + 0,203, p = 0,03; 20 000/well — FN + HS 1,545
+ 0,162, p=0,009).

Hosszatavon (TIL: 2:54-31:00) a kialakult hatasok nem valtoztak szignifikdnsan. 10
000/well sejtszam esetén a fibronektin, illetve fibronektin és homogenizalt szivvaz
keverék fedés mellett tovabbi szignifikdns emelkedést tapasztaltunk a fibrosarcoma sejtek
adhézidjaban (Kontroll 0,063 £ 0,002 vs. FN 0,085 + 0,004, p = 0,004, valamint Kontroll
0,063 £ 0,002 vs. FN + HS 0,092 £ 0,011, p = 0,04)

| Kontroll | I Kontroll

Ty ns
1 m FN
B FN + HS

10 00OVwedl 15 000/well 20 000Mwell 10 000/well 15 000/well 20 000/ well
HT-1080 /rovidtav/ HT-1080 /hosszutav/

26. abra — Decellularizalt szivvaz homogenizdatum és fibronektin elektrodafedések
hatasa HT-1080 human fibrosarcoma sejtek adhéziojara.

A — rovidtavu hatasok; B — hosszutavu hatasok; HS: decellularizalt szivvaz
homogenizatum, FN: fibronektin, FN + HS: fibronektin és decellularizalt szivvaz

homogenizdatum keveréke; x: p < 0,05, y: p < 0,01, z: p < 0,001

crer

Csakugy, mint a fibrosarcoma sejtek, az endothel sejtek esetében is mar rovidtavon (TI:
0:00-2:25) is sejtszamfiiggd, j6 adhéziot tapasztaltunk, melyet a szivvaz

homogenizatummal valé fedés mar nem befolyasolt szignifikansan (10 000/well —
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Kontroll 0,369 + 0,016 vs. HS 0,347 + 0,019; 15 000/well — Kontroll 0,581 + 0,031 vs.
HS 0,520 + 0,032; 20 000/well — Kontroll 0,856 + 0,080 vs. HS 0,780 + 0,042). A
fibronektin a két alacsonyabb vizsgalt sejtszamon szignifikdnsan fokozta az endothel
sejtek adhéziojat (10 000/well — FN 0,473 + 0,033, p = 0,03; 15 000/well — FN 0,770 +
0,056, p = 0,03), mig a legmagasabb vizsgalt sejtszdmon (20 000/well) ilyen hatast nem
tudtunk kimutatni. Ezzel ellentétben a fibronektin és a homogenizalt szivvaz keveréke (a
fibronektinétdl nem kiilonbozé mértékben) a két magasabb sejtszdmon mutatott
szignifikans adhéziot fokozé hatést (15 000/well — FN + HS 0,772 + 0,040, p = 0,009; 20
000/well — FN + HS 1,263 + 0,138, p = 0,04), mig a legalacsonyabb (10 000/well)

sejtszamon szignifikans eltérést nem mértiink.

Hosszutavon (TL: 07:06-47:45) a legalacsonyabb, 10 000/well sejtszdmon a
homogenizalt szivvaz kis mértékben, de szignifikansan fokozta az endothel sejtek
adhézigjat (Kontroll 0,020 + 0,0004 vs. HS 0,021 + 0,0001, p = 0,03), tovabba,
tendenciaszeriien egyre nagyobb mértékben, szignifikdnsan tovabb fokozta a sejtadhéziot
a fibronektin és az el6zoek keveréke is (FN 0,029 + 0,003, p = 0,03; FN + HS 0,033 +
0,003, p = 0,009). A kozéps6, 15 000/well sejtszamon az endothelsejtek adhéziojanak
gyenge, de szignifikans csokkenése volt megfigyelhetd a szivvaz homogenizatum mellett
(Kontroll 0,035 + 0,001 vs. HS 0,029 £+ 0,001, p = 0,03), mig a fibronektin ¢s a keverék
feddréteg esetén csak pozitiv tendencidkat mértiink (FN 0,040 £ 0,006; FN + HS 0,048 +
0,009). A legmagasabb, 20 000/well sejtszamon a fibronektin szignifikans
adhézioesokkentd hatast mutatott (Kontroll 0,048 + 0,003 vs. FN 0,034 + 0,003, p =
0,014), melyet a szivvaz homogenizatum fibronektinhez tértént hozzdadasa gyakorlatilag

teljesen visszaforditott (FN + HS 0,048 + 0,005, p = 0,04).
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I Kontroll I Kontroll
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1 X 1y [WNFN
| i 1 - FN +HS

00
10 000/well 15 000/well 20 000/well 10 D0C/well 15 000/ well 20 000/ well
HMEC-1 /rovidtaw/ HMEC-1 /hosszutav/

27. abra — Decellularizalt szivvaz homogenizdatum és fibronektin elektrodafedések
hataisa HMEC-1 humadn endothel sejtek adhézidjara.

A — rovidtavu hatasok; B — hosszutavu hatdasok; HS: decellularizalt szivvaz
homogenizatum, FN: fibronektin, FN + HS: fibronektin és decellularizalt szivvaz

homogenizdtum keveréke; x: p < 0,05, y: p < 0,01, z: p < 0,001

A HCM sejtvonallal végzett kisérleteink sordn a cardiomyocytak erds, sejtszamfiiggo
sejtadhéziot mutattak az impedimetrids mérési Osszeallitasban (28. abra), melyet a
rovidtavu (TI: 00:05-01:09) mérések soran a szivvaz homogenizatum nem befolyasolt
szignifikansan (5000/well — Kontroll 0,368 + 0,016 vs. HS 0,390 =+ 0,025; 10 000/well —
Kontroll 0,571 + 0,009 vs. HS 0,613 + 0,031; 15 000/well — Kontroll 0,724 + 0,025 vs.
HS 0,640 £ 0,022). A fibronektin fedés ezen vizsgalt sejttipusnal is szignifikansan fokozta
a sejtadhéziot minden vizsgalt sejtszamon (5000/well — FN 0,627 + 0,010, p < 0,001; 10
000/well — FN 1,032 £ 0,082, p = 0,02; 15 000/well — FN 1,394 + 0,021, p < 0,001). A
szivvaz homogenizatum fibronektinhez valdé adédsa tovabb fokozta a cardiomyocytak
adhézigjat, szignifikansan az 5 000/well sejtszamon (FN + HS 0,731 £ 0,026, p < 0,001),
¢s tendenciaszeriien a két magasabb sejtszamon (10 000/well — FN + HS 2,035 + 0,630;
15 000/well —FN + HS 2,278 £ 0,583). Ez a pozitiv hatas az egyediili, fibronektinnel vald
fedéshez képest is mérhetd volt, szignifikdnsan 5 000/well sejtszamon (FN 0,627 + 0,010
vs. FN +HS 0,731 + 0,026, p = 0,02) és tendenciaszerlien a két magasabb sejtszamon (10
000/well — FN 1,032 £ 0,082 vs. FN + HS 2,035 + 0,630; 15 000/well — FN 1,394 + 0,021
vs. FN + HS 2,278 + 0,583).
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Hosszutavon (TI: 07:52-24:00) a cardiomyocytak adhézios tevékenységének bizonyos
mértékii visszaesése volt mérhetd. A kontrollhoz viszonyitva a fibronektin esetében
szignifikans adhéziocsokkenés volt mérheté 5000/well és 15 000/well sejtszamon
(5000/well — Kontroll 0,004 = 0,001 vs. FN -0,001 £ 0,0004, p = 0,02; 15 000/well —
Kontroll —0,008 + 0,002 vs. FN —0,021 £ 0,002, p = 0,006), csakigy mint a keverék
fedoréteg esetén 10 000/well és 15 000/well sejtszamon (10 000/well — Kontroll —0,004
+ 0,002 vs. FN + HS —0,040 + 0,012, p = 0,04; 15 000/well — Kontroll —0,008 +
0,002 vs. FN + HS —0,043 + 0,009, p = 0,02)

A I Kontroll B I Kontroll
HS
3.0- 0.01 EN
I RN+ HS
25 0.00 -
-0.014
2.04 1
g £ 0024
15 =
o 2 .0.03
2 104 =
0 @ 0,044
0.5 -0.05 7
x
0.0 -0.06 - * X
5 000/well 10 000/well 15 000/well 5 000/well 10 000/ well 15 000/well
HCM /rovidtav/ HCM /hosszutav/

28. dabra — Decellularizalt szivvdz homogenizdatum és fibronektin elektrodafedések
hatasa HCM humdn cardiomyocyta sejtek adhézidjara.

A — rovidtavu hatasok; B — hosszutaviu hatasok; HS: decellularizalt szivvaz
homogenizatum, FN: fibronektin, FN + HS: fibronektin és decellularizalt szivvaiz

homogenizatum keveréke; x: p < 0,05, y: p < 0,01, z: p < 0,001

4.3.2. Kisérlet ,,szendvics” elrendezddésii sejtrétegekkel

A ,,szendvics”-kisérlet soran az elektréda-halozatra elozesen kitiltetett endothel-
sejtréteget kezeltiik kiilonboz6 adhézidt befolydsold anyagokkal, majd erre iiltettiik ra a
cardiomyocyta sejtréteget ¢s mértiikk az adhéziot (29. abra). A rovidtava (TL: 00:00—
00:23) mérés soran a cardiomyocytak minden vizsgalt sejtszamon erdsen kitapadtak az
endothel sejtréteghez, és ezt az adhézidt tovabb fokozta a homogenizalt szivvazzal valo
kezelés (5000/well — Kontroll 1,815 £ 0,043 vs. HS 6,104 + 0,192, p < 0,001; 10 000/well
— Kontroll 1,943 £ 0,019 vs. HS 5,774 + 0,506, p < 0,001; 15 000/well — Kontroll 1,794
+ 0,120 vs. HS 6,048 + 0,299, p <0,001). A fibronektin — az el6z6 mérésekhez hasonloan
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cres

minden vizsgalt sejtszdmon (5000/well — FN 6,215 £+ 0,095, p < 0,001; 10 000/well — FN
6,107 £ 0,520, p <0,001; 15 000/well — FN 6,001 = 0,258, p < 0,001). A fibronektin és a
szivvaz homogenizatum keveréke az el6zé eredményeknek megfeleléen szintén erds
adhéziofokozo hatast mutatott minden vizsgalt sejtszamon (5000/well — FN + HS 6,006
+ 0,115, p <0,001; 10 000/well — FN + HS 6,391 + 0,208, p < 0,001; 15 000/well — FN
+ HS 6,297 + 0,344, p < 0,001). Nem volt azonban kiilonbség a fibronektines és
homogenizatumos, illetve az azok keverékével torténd kezelés adhéziot fokozo hatasanak

mértékében.

A hosszutavu (TI: 17:01-66:00) mérés azt mutatta, hogy az eldbb bemutatott hatdsok
tartosnak bizonyulnak. A legmagasabb, 15 000/well cardiomyocyta sejtszam esetén a
szivvaz homogenizatum dnmagaban tovabb fokozta a kivaltott cardiomyocyta-adhéziot a
kontrollhoz képest (Kontroll 0,061 + 0,003 vs. HS 0,070 + 0,002, p = 0,03) és
fibronektinnel val6 keverékben is (Kontroll 0,061 &+ 0,003 vs. FN + HS 0,081 £ 0,006, p
=0,02).

z z z I Kontroll I Kontroll
;

Slope {1/h)
vy, p

-
1

ol

HCM HCM HCM
5 000/well 10 D0C/well 15 000/well 5 000/well 10 000/well 15 000/well
Szendvics [HMEC-1 20 000/well - HCM] /rovidtav/ Szendvics [HMEC-1 20 000/well - HCM)] /hosszutav/

29. abra — ,,Szendvics” kisérlet: Decellularizalt szivvdaz homogenizatum és fibronektin
fedo kezelések hatasa HCM humdn cardiomyocyta sejtek HMEC-1 humdn endothel
sejt monolayer-hez valo adhézidjdra.

A — rovidtavi hatasok; B — hosszutavi hatdisok; HS: decellularizalt szivvaz
homogenizatum, FN: fibronektin, FN + HS: fibronektin és decellularizalt szivvaiz

homogenizatum keveréke; x: p < 0,05, y: p < 0,01, z: p < 0,001
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5. Megbeszélés

5.1. Thrombocyta

A thrombocyta-funkcié vizsgalata elengedhetetlen a kiilonb6z6 kardiovaszkularis és
hematologiai korképek diagnosztikajaban, illetve a hemosztazist befolyéasolo,
thrombocyta-aggregaciot gatlo terapiak hatasanak kovetésében. Bar szamos modszer
1étezik a hemosztazis és a thrombocyta-aggregacid vizsgalatara, kelléen standardizalt,
szenzitiv €és specifikus modszer még mindig nem 4ll rendelkezésre, tovabba, nincs

elfogadott mérési modszer a thrombocyta-adhézid izolalt mérésére. (131)

Az xCELLigence rendszer az adhézid valds idejli mérésére alkalmas sejtbiologiai
vizsgalod technika. Szamos eredmény mutatja alkalmassadgat az adhézio sejtszintll
vizsgélatara, azonban thrombocyta-adhézié vizsgalatira mindeziddig nem irtak le
impedimetrids méréseken alapulé eredményeket. A thrombocytak nem valddi sejtek,
hanem sejtfragmentumok, sejtekhez képest hianyos sejtalkotokkal, valamint
nagysagrendekkel kisebb mérettel is rendelkeznek. Ezek miatt a thrombocytak
xCELLigence rendszer impedancia alapu adhézidomérése ezeknek a kovetelményeknek
megfelelt. A letapad6 thrombocytak altal generalt impedanciajel, bar a sejtekéhez képest
aranyosan kisebb mértékben, de jol detektalhatd és mérhetd volt a késziilék altal, sét, a
miszer segitségével a kiilonbozo thrombocyta-szamu minték is jol elkiilonithetoek voltak
egymastol. (13. abra) Bar a higuld vérplazma okozta hatdsok nem zarhatok ki teljesen,
kétségtelen a kiilonboz6 thrombocyta-szam hatasa. A kiillonb6z6 mintdk eltérd
dinamikaji impedanciaemelkedést hoztak 1étre az elektrodakon. Az agonistak hatasainak
megfeleld vizsgalatdhoz, ahogy az Eredmények pontban targyaltuk, a PRP 1:10 aranyu

higitasa a legalkalmasabb az impedimetriai mérések soran.

5.1.1. Thrombocyta-adhézio és -spreading — impedimetriai mérések

A thrombocytak adhézioja, illetve spreading tevékenysége két olyan folyamat, melyek a
thrombocyta funkcid 1ényeges elemei, de ezeket egymastol teljesen elvalasztani szinte
lehetetlen. Azonban két kiilonbdz0 impedimetriai mérési 0sszedllitds hasznalataval, a

folyamat kiilonboz6 aspektusait vizsgéalva, differencidlni tudtunk e két folyamat kozott.
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Az adrenalin, ADP ¢és kollagén szdmos thrombocyta-funkcios teszt sordn alkalmazott
referencia agonistak. (46) Méréseink soran ezeket az agonistakat hasznaltuk a

thrombocyta-adhézio és -spreading vizsgalatara.

Az adrenalin és az ADP is gyenge thrombocyta agonista. Impedimetriai mérés sordn
mindkét agonista hatdsa kimutathatd volt: egészséges egyénektdl szarmazo thrombocyta-
mintdkon koncentraciofiiggd modon fokoztak a mért thrombocyta-adhéziot. Az ADP
hasonl6é koncentraciofiiggdé modon fokozta a thrombocytadk spreading tevékenységét,
azonban az adrenalin nem befolyasolta az elektroddkhoz mar kitapadt thrombocytak
kiteriilését. Elmondhato tehat, hogy az impedimetria segitésével a thrombocyta-adhézio
¢és -spreading, ez két, egymdssal szorosan Osszefliggd folyamat, elkiilonithetd volt

egymastol.

A kollagén egy erés thrombocyta-agonistanak szamit. Erdekes modon, az impedimetriai
mérések sordn a kollagént haszndlva a thrombocyta-adhézio esetében jobbara negativ
hatast mértiink. Erre az ellentmondésosnak tin eredményre két kiilonb6z6 magyarazat
is felvazolhato. Egyrészrdl nem kizart, hogy figyelembe kell venni a von Willebrand
faktor (vWT) szerepét a thrombocytak indirekt kollagénkotésében. A plazma vWi{-szint
normal tartomanya 50-200 NE/dL kozé esik —a 20 NE/dL alatti plazma vWf-szint esetén
az esetek nagy részében fokozott vérzékenységgel jard egyes tipustt von Willebrand-
betegség all a hatterben. (142) Nem kizarhatd, hogy thrombocyta-minta fizioldgias
sooldattal torténd higitasa sordn annak vWf-szintje olyan alacsony szintre csdkkent, hogy
nem volt elégséges a kollagén hatdsdnak kialakulasdhoz, ezért mértiink a vartnal

alacsonyabb impedancia szintet.

Egy masik lehetséges magyarazat ezekre az eredményekre a thrombocytdk felszinén
talalhato direkt kollagénreceptorok szerepe. A thrombocytdk felszinén két direkt
kollagénreceptor is talalhatd, a glykoprotein VI (GP VI) és az integrin a2p1. Ezek a
felszini receptorok nem igényelnek vWf-et a kollagénhez val6 kétédéshez, mitobb, a GP
Vl-nak jelentds szerepe van a thrombocytdk aktivaciojaban is. Az erds thrombocyta-
agonista kollagént hasonld koncentracidban alkalmaztuk méréseink sordn, mint az a
fotometrias thrombocyta-aggregometria esetén megszokott. (143) Elképzelhetd, hogy —
annak ellenére, hogy a fizioldgias séoldattal alacsonyabb thrombocyta-szamot hoztunk

létre a mintdkban — a thrombocytdkhoz adott kollagén aggregaciot valtott ki. A
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thrombocyta-aggregatumok feliilete 6sszességében sokkal kisebb, mint az egyes letapado
thrombocytak Osszeadott feliilete — ez pedig magyarazattal szolgal az alacsonyabb mért
Sejtindexre. Hasonlo jelenséget figyeltiink meg, amikor az elektroddkra mar letapadt
thrombocytakhoz adtuk hozza a kollagént: alacsonyabb impedanciaszintet mértiink, mely

megfelel annak, amire aggregacio végbemenetele esetén szamitunk.

Ezen eredmények alapjan ugy gondoljuk, hogy a gyenge thrombocyta agonistak (pl.
adrenalin, ADP) a megfelelo trigger anyagok a thrombocyta-adhézio vizsgalatara, mivel

itt gyengébb stimulusokra van sziikség, mint a thrombocyta-aggregacio vizsgalata esetén.

A legtobb impedimetrids gorbén egy kezdeti felszalld szakaszt, valamint egy azt kdvetd
leszallo szakaszt figyeltiink meg. Ahogy az eldbbiekben targyaltuk, a kezdeti felszalld
szakasz mutatja az adhézid vagy a spreading fazisat. A leszallo szakasz ezzel szemben
tobbféle tevékenység eredménye is lehet: lehetséges, hogy az elébb végbement
folyamatok leépiilését, azok visszafordithatdsagat jelzi, de az sem kizart, hogy valdjaban

a thrombocytak egyes populacidinak pusztuldsat mutatja.

5.1.2. Klinikai faktorok hatasa a thrombocytak adhézios és spreading
tevékenységére

A thrombocytak miitkodését szamos kiilonb6zo tényezd befolyasolja. A kardiovaszkularis
vagy hematoldgiai betegségek soran kialakuld prothrombotikus vagy antithrombotikus
allapotok a fiziologidstdl jelentds eltérést mutatnak. Egy egészséges populacidoban ezek a
kiilonbségek sokkal kisebb mértékiiek, melyeket csupan egy nagy érzékenységli
modszerrel lehet kimutatni. Vizsgalatunk soran kiilonbozé in vivo paramétereket
regisztraltunk ¢és vetettiink 0Ossze a thrombocyta-adhézi6 valtozdsaval, hogy az

impedimetriai alapi thrombocyta-adhézié mérést tovabb karakterizaljuk.

Az akut és kronikus allergids megbetegedésekkel vagy egyéb hyperimmun allapotokkal
jard fokozott thrombocyta-aktivacio és -reaktivitas tobbszorosen is leirt adat. (144-147)
Az impedimetriai mérés soran hasonld 0sszefliggéseket mértiink. Azon egyének esetében,
akiknél az anamnézisben ismert volt valamilyen tipusti allergias megbetegedés,

szignifikansan fokozott thrombocyta-adhéziot mértiink.
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A diabetes mellitus és a hosszatavu hyperglykaemia a thrombotikus megbetegedések
ismert rizikofaktorai. Egy vizsgdlatban diabetes-es paciensek esetében fokozott
thrombocyta-aggregaciot mutattak ki. (148) Azonban vannak olyan adatok is, melyek
szerint a vércukorszint és a thrombocyta-reaktivitas kozott kapcsolat nem mutathaté ki
(149), vagy esetleg forditott 6sszefiiggés talalhato. (150, 151) Ezek a vizsgalatok mind
Impedimetriai méréseink soran a thrombocytdk adhézids tevékenysége negativ
korrelacidt mutatott a szérum vércukor szinttel, mely az utobbi eredményeket erdsiti meg.
Meg kell azonban jegyezni, hogy ezek nem éhomi vércukor szintek voltak, és nem
talaltunk szignifikans korrelaciot a thrombocyta-adhézié és a szérum HbAlc szintek —

melyek azonban mind normal tartoményba estek — kozott sem.

A kor eldrehaladtaval jo ismert a kardiovaszkularis megbetegedések kialakulasanak
rizikoja novekszik, és fokozott a thrombocyta-reaktivitas, valamint a thrombocyta-
aggregaciot gatld gyogyszerek csokkent hatasa. (152-155) Ezzel ellentétben az
impedimetriai mérések sordn a thrombocyta-adhézié mértéke negativan korrelalt az
vizsgélatban az alanyok mind fiatal, 20 ¢és 40 év kozotti egyének voltak, amely
populacidban kardiovaszkularis megbetegedések eléfordulasanak rizikdja alacsony, mig
az elézéekben emlitett tanulméanyokban résztvevd paciensek fOképp az 1ddsebb

populécidba tartoztak.

Mindezek alapjan elmondhatd, hogy az impedimetriai alapt thrombocyta-adhézio mérés
kelléen differencidlt egy egészséges populacio alcsoportjai kdzott, és érzékenyen tudta
kimutatni az apré kiilonbségeket is. Ez kiemeli ennek a technikdnak a jelentdségét

prognosztikai faktorok detektalasara egy tlinetmentes populéacio esetén.

5.1.3. Laboratoriumi paraméterek €s impedimetriai mérések kozotti
korrelaciok

Az impedimetriai thrombocyta-adhézio mérés klinikai hasznosithatosaganak tovabbi
vizsgélata céljabol a standard laboratoriumi paraméterek és az impedimetriaval mért

thormbocyta-adhézio, illetve -spreading kozti Osszefiiggéseket elemeztiik. Részben,
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mivel kevés thrombocyta-adhéziot mérd technika 1étezik, illetve ezek nem terjedtek el

sz¢les korben, kevés adat ismert ezzel kapcsolatban, igy tovabbi vizsgélatok sziikségesek.

Az adrenalin és az ADP altal kivaltott thrombocyta-adhézié negativ korrelaciét mutatott
a szérum natrium ¢és kalcium szintekkel. A szérum natriumszint thrombocyta-muiikodést
befolyasold hatdsat taglald irodalmi forrdsok ellentmonddsosak. A kalcium
hemosztazisban betoltott szerepe kozismert. Egy vizsgalatban az ADP és az adrenalin
altal kivaltott thrombocyta-aggregacio fokozott volt citratos mintakban. (156) Egy masik
kutatas alacsony kalciumkoncentracido mellett csokkent mértékii ADP altal kivaltott
fibrinogénkotést mutatott ki. (157) A kalciumpétlas in vivo thrombocyta-aggregaciora
gyakorolt klinikai hatasat is dokumentaltak mar. (158) Az altalunk végzett kisérletek
soran a szérum kalcium szint negativan korreldlt az adhézidval, de a mérésekhez
sziikséges thrombocyta-preparatum készitéséhez citratos vérmintdkat vettiink, igy
valészinli, hogy ezek az eredmények nem kozvetlen Osszefiiggéseket mutatnak.
Thrombocyta-mintainkat fiziologias sooldattal higitottuk a mérések elvégzéséhez, igy

inkdbb egy indirekt kapcsolat feltételezhetd.

Tobb ponton is asszociaciot talaltunk a thrombocyta-adhézio és az MCHC szint kozott.
Az MCHC egy szamitott paraméter, melyhez a hemoglobinkoncentraciot és a
hematokritot haszndljadk fel. Ezen két paraméter nem mutatott Osszefliggést a
thrombocyta-adhézidval egy agonista esetében sem, igy nem kizarhato, hogy az MCHC-

vel val6 korreléacid esetén csupan egy statisztikai miiterméket latunk.

A spreading jelenség sordn tapasztalt valtozasok az elektrodafelszinhez tapado
thrombocyték esetében joval gyengébb reakciok, mint amelyeket az adhézid vizsgalata
esetén tapasztaltunk. Nem meglepd tehat, hogy a spreading mérések esetében joval
kevesebb korrelaciot tapasztaltunk a laboratériumi paraméterekkel, sot, a tendencidk is
homalyosabbak voltak. A szabad koleszterin és a membranban taldlhaté koleszterin
szerepét a thrombocyta-aktivacioban és -adhézidban tobb forras is leirja. (159, 160) Az
altalunk végzett mérések sordn a vizsgalt koleszterinértékek koziil csupan a HDL
esetében tapasztaltunk szignifikans, negativ korrelacioét a thrombocyta-spreading-gel,
azonban csupédn az 5 uM koncentracioban alkalmazott adrenalin hasznalatakor, amely
semleges hatassal volt a spreading-re, igy valoszinii, hogy ebben az esetben is artefaktot

latunk. Hasonl6 a helyzet a tobbi paraméter €s a spreading esetében is. Mivel a spreading

88



DOI:10.14753/SE.2021.2239

tevékenység egy kisebb nagysagrendli, finomabb folyamat az adhézidhoz képest,
feltételezhetd, hogy egy egészséges populdcidoban, ahol a variabilitas kicsi, nehezebb
kiilonbségeket kimutatni. Mindez azt mutatja, hogy ezen a téren tovabbi vizsgalatok
sziikségesek, célzott betegcsoportok bevonasaval, a spreading mérés standardizaldsahoz.
Az azonban, hogy egy egészséges mintan is ki lehett mutatni eltéréseket, azt sugallja,
hogy patologias allapotokban, ahol ezek a kiilonségek hatvanyozottan vannak jelen, jo
eséllyel vizsgalhatok a thrombocyta-spreading tevékenységbeli kiilonbségek

impedimetriaval.

5.2. Kardiotoxicitas vizsgalatok

A két kemoterapidban hasznalt gydgyszermolekula, doxorubicin és daunorubicin
kardiovaszkuléris mellékhatéasait régdta dokumentaltak mar, mig a methotrexate esetében
igen ritka, incidentalis kardiovaszkularis mellékhatasok ismertek. (85, 86) Kisérleteink
hasonld in vitro eredményeket mutattak: a doxorubicin és a daunorubicin esetében
citotoxikus hatast mértiink cardiomyocytakon €s endothel sejteken is, mig a methotrexate
esetében cardiomyocytidkon semmilyen toxikus hatast nem tudtunk kimutatni, és az
endothel sejtek esetében is csak rovidtava hatasokat figyeltiink meg, hosszutavon ezek a

hatasok eltlintek. (16. és 21. abra)

Az An-152 egy doxorubicin tartalmazé GnRH-I konjugatum, amelynek erds tumorellenes
hat4séat szamos human rosszindulati daganat esetén leirtak, tobbek kozott human prostata
carcinoma esetében fazis I és fazis II vizsgalatok is folyamatban vannak. (161) Ezt a
molekulat GnRH-III konjugatum esetében, mint kontroll molekulat hasznaljak. Sajat
méréseink sordn az An-152 a doxorubicinhez hasonléan citotoxikus hatassal birt a
cardiomyocytakra, azonban a doxorubicinhez képest csokkent mértékben, csak a két
legmagasabb (10 mol/L és 10”7 mol/L) vizsgalt koncentracion. Endothel sejteken az An-
152 hasonl6 toxikus hatdst mutatott. Ezek alapjan, jo tumorellenes hatasa ellenére, a
mellékhatasok tekintetében nem az An-152 javasolhatd, mint idealis molekula. (17. és 22.

abra)

A GnRH-IlI(Dox-ester) az An-152 GnRH-Ill-at tartalmaz6 analdgja. Ez a konjugatum

korabbi vizsgalatok soran az An-152-éhez hasonlo, illetve anndl nagyobb mértéki
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antitumor hatast mutatott. (91) Azonban az altalunk végzett mérések soran a
doxorubicinéhoz hasonlé citotoxikus hatast mutatott endothel sejteken a két magasabb
koncentracion (107 és 10° mol/L), és még erésebb mértékben, minden vizsgalt
koncentracion (108, 107 és 10® mol/L) a cardiomyocytdkon, melyek feltételezhetéen

limitalnak késdébbi felhasznaldsat, mint gyogyszerhatoanyag. (17. és 22. abra)

Leurs ¢s munkatarsainak kutatocsoportja kifejlesztett daunorubicin tartalma GnRH-III
konjugatumokat és két hatdbanyag-molekulat tartalmazo bifunkcionalis konjugatumokat
IS. (87) Ezek az iranyitott gyogyszer-célbajuttatasra alkalmas konjugatumok citosztatikus
hatast mutattak huméan emld-, prosztata- és colon carcinoma sejtvonalakon. Azt is
Kimutattak, hogy a két hatéanyag-molekulat tartalmaz6 konjugatumok erésebb
citosztatikus hatissal birtak az egyetlen daunorubicin molekuldt tartalmazé
konjugatumoknal. Az altalunk végzett kisérletek soran a vizsgalt monomer konjugatumok
koziil a GnRH-111(Dau) — a citotoxikus hatasu daunorubicinnel ellentétben — nem mutatott
toxikus hatast se a cardiomyocyta, se az endothel sejteken. A két, altalunk vizsgalt
bifunkcionélis konjugatum, (Lys)*GnRH-11I(Dau*-Dau®) és GnRH-lII(Dau®-Dau®) is
hasonl6 viselkedést mutatott: nem volt toxikus hatdssal egyik vizsgalt sejttipusra sem.
Ezen adatok alapjan a bemutatott harom konjugatum kardiotoxikus mellékhatas nélkiili

kemoterapeutikumok fejlesztésének jovobeli célpontjai lehetnek. (18. és 23. abra)

Mez6 és munkacsoportja tobb olyan GnRH-III konjugatumot is megalkottak, amelyekbe
egy specialis tetrapeptid tavtarto (,,spacer”) szekvenciat (GFLG vagy YRRL) illesztettek
— ezzel a tumorsejtekben a konjugdtum lizoszomalis hasithatosagat fokoztdk, amivel a
daganatellenes potencialt fokoztak. (91) Sajat vizsgalatainkban kett6 doxorubicin
tartalmu, tavtartdo szekvenciat tartalmazé konjugatumot vizsgaltunk: GnRH-111(Dox-
amid-GFLG) ¢és GnRH-IlI(Dox-oxim-GFLG). Mindkét molekula megtartotta a
doxorubicinra jellemzd toxikus hatdsat cardiomyocytakon és endothelsejteken is, bar
cardiomyocytdk esetében ez a hatds csokkent mértékii volt, csak a legmagasabb
koncentracioban volt kimutathatd. Ettdl eltérden, az egyik daunorubicin tartalmu, tavtartd
szekvenciaval bird konjugatum, a GnRH-111(Dau-GFLG) egyik vizsgalt koncentracioban
sem mutatott toxikus hatast cardiomyocyta sejteken, és az endothel sejtek esetében is
csupan a legmagasabb vizsgalt koncentracidban. A masik daunorubicin tartalmti, YRRL
spacer szekvenciat tartalmazo konjugatum és dimer formaja, GnRH-111(Dau-YRRL) és

[GNRH-I11(DauYRRLC)]2, viszont a daunorubicinéhoz hasonld mértékben citotoxikus
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hatastiak voltak endothel sejteken, mig gyakorlatilag egy nagysagrenddel gyengébben,
csupan a legmagasabb vizsgalt koncentracion mutattak toxikus hatast cardiomyocyta
sejteken. (17., 19., 22. és 24. 4bra)

Tobb modositott GnRH-III konjugatum is kifejlesztésre keriilt Manea kutatocsoportja
altal. (88) Ezekben a kisérletekben a GnRH-III molekula négyes pozicioban 1évd szerin
(*Ser) aminosavat cserélték ki annak N-metilalt valtozatara (N-Me-Ser) vagy egy acetilalt
lizinre [Lys(Ac)]. Az 6 méréseikben ezek a modositott GnRH-III konjugatumok
megtartottak citosztatikus hatasukat humén prosztata-, emlé és colon carcinoma
sejtvonalakon a molekulak fokozott stabilitdsa mellett. Sajat vizsgalatunk soran kettd
médositott GnRH-III konjugatumot [(Lys(Ac))*GnRH-III(Dau) és (N-MeSer)*GnRH-
[TI(Dau)] vizsgaltunk. Endothel sejtekben egyik hatéanyagnal sem tudtunk toxikus hatést
kimutatni. Cardiomyocytidkon az (N-MeSer)*GnRH-I1I(Dau) nem mutatott toxikus
hatast, de a (Lys(Ac))*GnRH-III(Dau) esetében a legmagasabb vizsgalt koncentracioban
(10 mol/L) toxikus hatast mértiink — ellentétben a daunorubicinnal, mely ezt a toxikus
hatast a két alacsonyabb vizsgalt koncentracion is mutatta — tovabba, ez a hatas
gyakorlatilag egy nagysagrenddel gyengébb volt a daunorubicinénal. Ezek alapjan a “Ser
modositasa feltételezhetben nem csak fokozott stabilitasi daganatellenes hatast

eredményez, hanem a kardialis mellékhatasok is csokkenhetnek altala. (18., 19., 23. és

24. 4bra)

Schreier €s munkatarsai munkajuk soran dimer daunorubicin tartalmti GnRH-III
konjugatumokat szintetizaltak. (90) Ezek a konjugatumok in vitro fokozott citosztatikus
hatdst mutattak huméan emldcarcinoma sejteken. Jelen munka sordan végzett
kisérleteinkben a [GnRH-111(Dau-C)]> dimer konjugatum nem volt citotoxikus hatassal
se az endothel, se a cardiomyocyta sejtekre — hasonléan a monomer GnRH-IlI(Dau)
konjugatumhoz. Ezzel ellentétben, a (N-MeSer)*GnRH-11I(Dau) monomer konjugatum —
mely nem mutatott toxikus hatdst — dimer parja, a [(N-MeSer)*GnRH-111(Dau-C)]2
cardiomyocyta sejteken toxikus hatassal birt a két magasabb vizsgalt koncentracion (10
és 107 mol/L), azonban ez a hatas a daunorubicinénal gyengébb volt. Hasonloképpen, a
dimerizaci6 fokozta a [GnRH-I11(Dau-YRRLC)]> dimer konjugatum citotoxikus hatasat

endothel sejteken, €s megtartotta azt cardiomyocytakon is. (19. és 24. abra)
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Komplex, két kiilonb6z6 kemoterapidban haszndlt hatéanyagot tartalmazo,
multifunkcionalis GnRH-1IIl gydgyszerkonjugatumokat fejlesztettek ki Leurs ¢és
munkatarsai. (89) Ezen munka soran egy acetilalt lizint épitettek a GnRH-III
molekuldban, amely stabilizalta azt, ugyanakkor lehetdséget biztositott egy masodik
hatéanyagmolekula hozzakapcsolasara — methotrexate a daunorubicin mellett —, ezzel
tovabb fokozva a konjugatum potencidlis tumorellenes hatdsat. Méréseikben ezek a
multifunkcionalis konjugatumok fokozott tumorellenes €s metasztazisellenes hatéssal
birtak human prosztata-, emld- és colon carcinoma sejteken az egy hatdanyagot
tartalmazod konjugadtumokhoz viszonyitva. Sajat méréseinkben a kettd vizsgalt
multifunkcionélis konjugatum koziil se a GnRH-11I(Mtx8-Dau®), se a (Lys)*GnRH-
I(Mtx*-Dau®) nem volt citotoxikus hatdssal cardiomyocyta sejtekre. Bar a GnRH-
[11(Mtx8-Dau®) esetében az impedancia csekély emelkedését mértiik a legmagasabb (107
mol/L) koncentraciéon rovidtdvon endothel sejteken, a hosszatdva mérés sordn
szignifikans kiilonbséget nem tudtunk kimutatni. A (Lys)*GnRH-I11(Mtx*-Dau®) nem
mutatott citotoxikus hatast endothel sejteken sem révid-, sem hosszatavon. Ezek alapjan
fokozott tumorellenes ¢és metasztazisellenes hatasaik mellett a multifunkcionalis
konjugatumok jo eséllyel kevesebb kardiovaszkuldris mellékhatéassal is rendelkezhetnek

a daunorubicinnal. (20. és 25. abra)

A kardiotoxicitds mérések soran 7 olyan konjugatumot azonositottunk, melyek nem
mutattak citotoxikus hatast sem az endothel, sem a cardiomyocyta sejteken. Ezeket a

konjugatumokat a 8. tdblazat mutatja be.
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8. tablazat A citoxikus hatdst nem mutaté GnRH-konjugdtumok (piros szinnel

kiemelve) dsszefoglaldsa

Hatoéanyag Vivomolekula | Monomer Dimer

Doxorubicin GnRH-I An-152
GnRH-111 GnRH-I11(Dox-észter)
GnRH-III + GnRH-111(Dox-oxim-GFLG)
Spacer GNnRH-I11(Dox-amid-GFLG)

Daunorubicin GnRH-I1I GnRH-I11(Dau) [GnRH-I111(Dau)]2
GNRH-11I + GnRH-I11(Dau-GFLG) -
Spacer GNnRH-I1I(Dau-YRRL) [GNRH-I1I(Dau-YRRL)]»
Mbdositott (N-MeSer)*GnRH-111(Dau) | [(N-MeSer)*GnRH-I11(Dau)];
GnRH-1II (Lys(Ac))*GnRH-111(Dau)

Daunorubicin + | GnRH-I1I (Lys)*GnRH-111(Dau“-Dau®)

Daunorubicin GnRH-111(Daué-Dau®)

Daunorubicin + | GnRH-I1II (Lys)*GnRH-I11(Mtx*-Dau?®)

Methotrexate GnRH-111(Mtx&-Dau®)

5.3. Szovetepités vizsgalatok

Az utdbbi évtizedekben jelentds eldrelépések torténtek a szovetépitéssel létrehozando
teljes, miikodo sziv kifejlesztése terén, mindazonaltal szamos megoldasra varo probléma
van még, kiilondsen a decellularizalt teljes szervvdzzak miikodd sejtekkel valo
recellularizaciojaban. (162) Human eredeti pulmonalis és aorta billenty(i graftok
endothellal valo befedését mar kifejlesztették (126), de a harom dimenzids myocardialis
vazak cardiomyocytdkkal vald recellularizicioja eddig még csupan vékony
szivizomfoltok esetén volt sikeres, akkor is csak alacsony sejtstirliséggel. (163)
Patkanybol nyert egész szivvazzak recellularizaciojat is elvégezték mar, azonban ezek a
szivek a feln6tt kontraktilis funkcionak csak egy toredékét mutattak. (123) A

recellularizalt, mikodo teljes sziv eldallitasat eddig még nem sikeriilt elérni.

A szovetépitéssel eldallitott, human méretli szivek gyartdsahoz egyik lehetdség
cadaverbdl nyert emberi szivek decellularizacidja, mely optimalis vazat biztosit, azonban
a donorszivek kevés volta miatt feltételezhetden ez is csak elégtelen mennyiséget
biztositana. Sertés szivek vagohidi sertésekbdl konnyen, nagy szamban nyerhetdk, és, a

megfeleld decellularizacios kezelés utan sejtmentes, potencidlisan immunologiailag
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semleges vazak allithatéak el6. (125) Human sejtekkel és regulator anyagokkal valod

recellularizacio utan optimalis, beiiltethetd egész sziv graftok allithatoak eld.

A decellularizalt szivek adhézios tulajdonsagainak sejtszintli karakterizacioja, illetve
human sejtekkel valo kapcsolatuk jellemzése a jovendd recellularizacios fejlesztések
szdmara hasznosithatd informaciéval szolgalhat. A HT-1080 human fibrosarcoma
sejtvonal egy tumoros sejtvonal, melyet, erds adhézids tulajdonsagai miatt, tobbek kozott,
adhézios kutatasok modellsejtjeként hasznalnak. (164) Kisérleteink soran a HT-1080
sejtek jellegzetes, sejtszamfiiggd, erds adhézids tevékenységét mértiikk, melyet az
elektrodak fibronektinnel valé eldzetes fedése tovabb fokozott. A sertéssziv-
homogenizatumbol nyert fedés esetén a HT-1080 sejtek hasonloan erds adhézids
tevékenységét tapasztaltuk, amely mellett szintén megfigyelhetd volt a fibronektin pozitiv
hatdsa. Ezen eredmények szerint a decellularizadlt szivvdaz 6nmagdban nem rendelkezik

adhéziot gatlo hatassal.

Az endothel sejtek kizarolag a kardivaszkularis rendszerben megtalalhato sejtek, melyek,
az erek mellett, az endocardium luminalis, vascularis részét bélelik. Mint ilyenek, a
recellularizacid potencidlis alanyai, ezért kisérleteink soran a decellularizalt sertéssziv
HMEC-1 endothelsejtek adhézios aktivitasa megtartott volt az elektrédak decellularizalt
szivvaz-homogenizatummal val6o fedése utan, gy fibronektin hozzaadéasaval, mint
an¢lkiil. Az endothelsejteken kiviil a recellularizaciohoz sziikséges sejtek masik f6
célcsoportja a cardiomyocyta sejtek, igy ezek kapcsolatat is vizsgaltuk a homogenizalt

szivvazzal.

crcr

homogenizatum feddréteg. Amennyiben ezt fibronektinnel kombinaltuk, az adhézio
fokozodasa volt megfigyelhetd, kiilondsen alacsony (5000/well) sejtszdmon. Bar
hossztavon ez a fokozodas valamelyest csokkent, a kezdeti szint ala nem jutott el az
adhézid erdssége. Magas sejtszamokon (10 000/well és 15 000/well) ez a cs6kkenés
kifejezettebb volt. Ennek hatterében technikai tényezdk valoszinilisithetéek. Nem kizart
ugyanis, hogy a sejtek egy része pusztulni kezdett, ugyanis a kisérletiinkben a kdzeg
alland6 volt, médiumcserével nem szakitottuk meg a mérést, ez pedig befolyasolhatta a

sejtek megmaradasat hosszutavon.
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A ,szendvics” kisérletben a homogenizalt szivvaz kezelés jelentésen fokozta a
jelezte az impedimetria gorbék platdo fazisa) endothel sejtrétegen. Hasonld erds
adhézidfokozo hatast figyeltiink meg a fibronektinnel valo kezelés esetén is, 0nmagaban,
valamint szivvaz homogenizatummal egyiitt is. Ez az erds pozitiv hatds megmaradt a
kisérlet soran végig (72 ora). Ezek az eredmények decellularizalt sertéssziv-vaz humén
hatdsadt mutatjdk. Mindezek alapjan az Altalunk vizsgalat HMEC-1 huméan
microvascularis endothel sejtek és a HCM cardiomyocytak igéretes sejttipusok lehetnek

a jovoben szivvazak recellularizacios kisérleteihez.

A decellularizalt szivvaz és kardiovaszkularis sejtek kapcsolatara utald kedvezd
eredményektdl fiiggetleniil a recellularizacids folyamathoz tovabbi regulator anyagok
biztositasa elengedhetetlen. A fibronektin a sejtadhézid ismert fokozo- és szabalyozo
molekulaja. (120) Vizsgalatok bizonyitjak a fibronektin jelenlétét decellularizalt
szivvazakban. (123) Méréseink soran a fibronektin kezelés pozitiv hatast gyakorolt a HT-
1080 fibrosarcoma, HMEC-1 endothel és HCM cardiomyocyta sejtek adhézidjara,
valamint az endothel és cardiomyocyta sejtek kozti sejt-sejt adhéziora. Korabbi
vizsgélatok kimutattdk, hogy a decellularizalt aorta graftok fibronektinnel valo fedése
fokozta a graftok in vivo endothelializaciojat patkanyokban. (165) Sajat kisérleteink soran
hasonl6 eredményeket kaptunk, a decellularizalt szivvaz kivonattal €s fibronektinnel valé
alapjan eredményeink megerdsitik a korabbi feltevést (165), miszerint a fibronektin a
jovoben sikerrel alkalmazhato lehet adhéziot fokozo és reguldtor molekulaként is az

egész szivvazak recellularizaciojahoz.
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6. Kovetkeztetések

1. Az impedimetria alkalmas metodika a thrombocyta-adhézio és -spreading
kvalitativ és kvantitativ mérésére. Azimpedimetria a jovoben hasznos médszer lehet
a thrombocyta-funkci6é vizsgalatara a kutatéi és a klinikai gyakorlatban is,
diagnosztikus vizsgalatok és antithrombotikus terapiak hatasanak kovetése soran

egyarant.

1/A. Referencia agonistak hatasa a thrombocyta-adhéziora és -spreadingre egészséges
egyénektdl szdrmazo thrombocyta-mintdkon impedimetria felhasznalasaval kimutathato
¢s mérhetd. A tovabbi vizsgdlatok sordn az adrenalin és az ADP javasolhatd, mint

impedimetriaban alkalmazott thrombocyta-agonista.

1/B. Az impedimetria segitségével a thrombocytak adhézios és spreading tevékenysége
elkiilonithetd egymastol. Az adrenalin csak az adhéziora gyakorol pozitiv hatdst, mig az

ADP az adhéziora és a spreadingre is.

1/C. Az impedimetriai thrombocyta-adhézio mérés segitségével az egészséges egyének
kozotti kiilonbségek és kiilonbozd klinikai faktorokkal asszocialt kiilonbségek is
kimutathatok. Ezek a kiilonbségek kifejezettebbek az adhézio, mint a spreading vizsgalata
esetén. A jovOben betegcsoportokon tovabbi vizsgélatok sziikségesek a thrombocyta-

adhézio egyes korallapotokban 1étrejovo valtozasanak vizsgélatara.

2. Impedimetriai méréssel hét, cardiomyocytakon és endothel sejteken toxikus
hatast nem mutat6 GnRH-I11 konjugitumot azonositottunk, melyek a jovében
kevesebb kardiotoxikus mellékhatassal biré kemoterapeutikus gyogyszermolekulak

fejlesztésének célpontjai lehetnek

2/A. A doxorubicin, daunorubicin, methotrexate, illetve a kemoterapeutikus hatéanyagot
tartalmaz6é GnRH-11l konjugatumok hatdasa HCM humén cardiomyocytdkon ¢s HUVEC

human endothel sejteken kimutathat6 és mérhetd volt.

2/B. A vizsgalt doxorubicint tartalmaz6 konjugdtumok kozott mindegyik molekula

mutatott citotoxikus hatast.

2/C. A vizsgélt daunorubicint (illetve daunorubicint és methotrexate-ot) tartalmazé

GnRH-III konjugatumok kozott citotoxikus hatast nem mutatott:
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— monomer konjugatum: GnRH-111(Dau)

— daunorubicin tartalmi multifunkcionélis konjugatum: (Lys)*GnRH-I11(Dau’-
Dau®), GnRH-I11(Dau®-Dau®)

— modifikalt GnRH-I11-at tartalmazo6 konjugatum: (N-MeSer)*GnRH-111(Dau)
— dimer konjugatum: [GnRH-111(Dau-C)].

— daunorubicint €s methotrexate-ot tartalmazo, multifunkcionalis konjugatum:

GnRH-11I(Mtx8-Dau®) and (Lys)*GnRH-I11(Mtx*-Dau®).

3. A hasznalt impedimetriai mérési osszeallitas a szivvaz de/recellularizacios
folyamatanak jol alkalmazhaté modellje. A homogenizalt decellularizalt szivvaz,
valamint az impedimetria a jovében az egész sziv szovetépités kutatasok soran a

recellularizacios kisérletek hasznos eszkoze lehet.

3/A. A decellularizalt szivvaz-homogenizatum semleges vagy pozitiv hatassal van az

decellularizalt szivvdz cardiomyocytdk szdmdra kedvezd kornyezet Ilehet a

recellularizacio soran.

3/B. Impedimetriai uton is kimutathat6 volt, hogy a fibronektin, mint erds adhéziot
fokozo6 tulajdonsaggal birdé molekula, a jovében fontos szabalyozo vagy serkentd szerepet

tolthet be a recellularizacid soran.
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7. Osszefoglalas

A kardiovaszkularis megbetegedések korunk megbetegedéseinek ¢€s halalozasanak
jelentds részét képezik, ezzel nagy terhet rova az egyénre és a tdrsadalomra is. Ezeknek a
koérképeknek jelentds hanyadat teszik ki a thrombotikus etioldgiaji megbetegedések vagy
a szivelégtelenség. Egyes daganatellenes szerek alkalmazasanak egyik legfobb gatja a
kardiotoxikus mellékhatdsok kialakulasa. Mindezek miatt elengedhetetlen olyan
laboratériumi technikak fejlesztése, mellyel a kardiovaszkularis kutatas még szélesebb

korben folytathato.

Az impedimetria a kutatéi gyakorlatban évtizedek ota sikerrel alkalmazott metodika a
sejtadhézio, sejtproliferacid, viabilitas és citotoxicitas vizsgalatara. Jol hasznosithatd
technika lehet a kardiovaszkuléris kutatasok teriiletén is, beleértve a diagnosztikus
vizsgalatokat, gyogyszerfejlesztéseket és sebészi terapiak kifejlesztését. Munkam soran
az impedimetriai alapt vizsgélatokkal végzett (i) thrombocyta-adhézio mérés fejlesztését,
(i1) a kardiotoxikus hatdssal nem rendelkezd tumorellenes GnRH-III konjugatumok
keresését €s (iii) a szovetépitett egész sziv létrehozasat celzd decellularizalt szivvazak

sejtbiologiai tulajdonsagainak karakterizalasat tliztem ki célul.

Az impedimetria alkalmasnak bizonyult egészséges egyénektdl szarmazo mintdkon a
thrombocyta-adhézié kvalitativ és kvantitativ mérésére, illetve az adhézid és spreading
tevékenység elkiilonitésére, valamint a klinikai faktorokkal asszocialt kiilonbségek
kimutatasara. A vizsgalt tumorellenes GnRH-I11 konjugdtumok koziil hét, potencidlisan
kardiovaszkularis mellékhatds nélkiili gydgyszermolekuldt azonositottunk. Mérési
Osszedllitaisunk a de/recellularizacios modelljét adta a szovetépitéses kisérleteknek,
melynek sordn a decellularizalt szivvaz cardiomyocytdk szamara attraktiv kornyezetnek

bizonyult.

Mindezek alapjan az impedimetriai jol alkalmazhat6é technikdnak bizonyult mind
thrombocyta-adhézié diagnosztikaja, mind a nem-kardiotoxikus kemoterapeutikumok
fejlesztése, mind a szdvetépitett egész sziv megalkotasat célzd kutatasok teriiletén.
Dokumentaltuk, hogy az impedimetria egy ¢&rzékeny, sokoldal sejtbioldgiai
vizsgalomodszer, melynek a kardiovaszkularis megbetegedések gyodgyitasdban szamos

potencidlis alkalmazasi lehetdsége van.
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Summary

Cardiovascular disease account for high percentage of today’s morbidity and mortality,
placing an enormous burden on individual and society. Thrombotic diseases and heart
failure make up a bulk of these statistics. Cardiotoxicity is the limiting factor of the use
of many anticancer drugs. Therefore, the developement of laboratory techniques for the

more thorough research of cardiovascular disorders is essential.

Impedmetry is a technique for the measurement of cell adhesion, proliferation, viability
and cytotoxicity which has been applied succesfully in research for decades. It could be
valuable method in the field of cardiovascular research, including diagnostic tests, drug
research and the development of surgical therapies. In my work my objectives were (i)
the development of impedimetric platelet adhesion measurement, (ii) impedimetric search
and characterization of antitumor GnRH-III conjugates without cardiotoxic side effects
and (iii) cell-biological characterization of decellularized heart scaffold targetting the

tissue-engineered whole heart.

Impedimetry proved to be suitable for qualitative and quantitative measurement of
platelet adhesion in healthy human subjects, also for the differentiation of platelet
adhesion and spreading, as well as of changes associated with clinical factors. Amongst
the investigated anticancer GnRH-I1l conjugates seven with no potential cardiotoxic
effects were identified. Our experimental setup gave a strong de/recellularization model
for tissue engineering experiments, where the decellularized heart scaffold proved to be

an attractive environment for future recellularization experiments.

In conclusion, impedimetry was shown to be a useful technique in platelet adhesion
diagnostics, development of non-cardiotoxic chemotherapeutic drugs and construction of
the tissue-engineered whole heart. Impedimetry is a sensitive, multifaceted cell-biological
technique, with a variety of potential application in the treatment of cardiovascular

disorders.
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