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BEVEZETES

A szivsebészeti miitétek tobbsége extrakorporalis keringés (EKK) alkalmazasat
teszi sziikségessé, amely eldnyei ellenére szdmos nemkivanatos hatast okoz. Az
EKK legfontosabb kdvetkezménye, hogy gyulladasos valaszreakciok kialakulasat
idézi eld. Alkalmazasa soran szamos afiziologias koriilménnyel kell szamolni, mint
a vér nagyfelszinli idegennek anyaggal valé taldlkozésa, a kardioplégia, a sziv
direkt hiitése, a tiid6 keringésének kirekesztése, az extrém mértékli heparin,
valamint protamin adésa, jelent6és mértékii hemodilucio.

Bar az EKK altal eléidézett gyulladasos reakciok és oxidativ folyamatok
vizsgalata szamos tanulmany targyat képezi a 1étrejovo folyamatok minden részlete
még nem ismert. Jelentds tanulmanyok szamolnak be olyan térekvésekrél, amelyek
az EKK gyulladast okozo hatasait kivanja csokkenteni, ezen probalkozasok
eredményei azonban nem meggydzdek, alkalmazasuk nem terjedt el a gyakorlatban.

EKK hasznalata soran egyrészrol a komplement rendszer aktivacioja
alakul ki, melyet legfoképpen az idegen feliilet, valamint a heparin és heparin-
protamin komplex aktivaldo hatdsa indit el. A fehérvérsejtek aktivacidja a
komplement rendszer révén valamint ett6l fiiggetleniil is kialakulhat EKK hatasara,
tovabba bekovetkezik az iszkémia-reperfizié miatt is

Az aktivalodott neurofilek oxigén szabadgyokoket, arachidonsav
metabolitokat, proteolitikus enzimeket, valamint olyan faktorokat termelnek,
melyekkel a gyulladasos reakcio tovabbi fokozodasat okozzak. Monocitak és
limfocitdk ugyancsak alapvetd szerepet jatszanak az EKK pathomechanizmuséban,
azonban aktivacios allapotuk pontos dinamikaja nem ismert.

A fehérvérsejt aktivacid soran a fehérvérsejtek felsziniikon adhézids
molekulakat expresszalnak, melyek a leukocitdk endotheliumhoz kotddését és

crer
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Az EKK fehérvérsejtekhez hasonléan a trombocitak aktivacidjaban is
valtozast eredményez. Aktivacidjukkor leukocita-trombocita konjugatumok
képzddése révén intravaszkularis obstrukciok képzdédhetnek, valamint trombocita
degranulécio hatasara tovabbi szdveti karosodashoz, koagulopathidhoz vezethet.

Gyulladésos sejtaktivacié hatdsara pro- illetve antiinflammatorikus
citokinek termelddnek, melyeknek jelentds szerepiik ismeretes a gyulladasos
folyamatok iranyitdsadban, fenntartasaban. A pro és antiinflammatorikus citokinek
aranya alapvetd fontossdgu szovOodménymentes gyogyulds szempontjabol.
Bizonyos citokinek megemelkedett koncentracidja  bizonyitottan  karos,
szervelégtelenséghez, szervkarosodashoz vezethet.

A pro, illetve antiinflammatorikus citokinek aranya fontos a gyulladasos
reakcid megitélése szempontjabol, és ennek idébelisége EKK kovetden kevéssé
vizsgalt.

Irodalmi adatok alapjan egyértelmiinek tlinik, hogy a miokardium bizonyos
koriilmények kozott képes citokinek termelésére. Ezen jelenség még nem tisztazott
EKK —el illetve enélkiil végzett koszortisérmiitéteknél.

A sejtek altalanossagban védelmi mechanizmussal rendelkeznek a
szabadgyokok karositdo hatasaval szemben, enzimatikus és nem-enzimatikus
antioxidans rendszereik révén Az EKK egyik legfontosabb hatasa a szabadgyokok
fokozott termelédése, melynek mennyisége meghaladja az endogén antioxidans
rendszer kapacitasat és igy az oxidativ stressz kialakulasahoz vezet..

Az oxidativ stressz soran kialakuld sejtkarosodas, illetve a karosito hatasra
adott sejtszintii valasz fontos tényezéje a poly (ADP-ribose) polymeraz
(PARP)enzim. A poly(ADP-ribose) képzddése hisztonok és transzkripcios fehérjék
funkciojat befolyasoljak. Oxidativ stressz soran azonban, ezen enzim aktivalodasa
NAD ¢és ATP talzott mértéki felhasznalddasahoz vezet, igy stilyos esetben sejthalal
johet Iétre.

A szabadgyokok tovabba fontos szerepet jatszanak a jelatviteli
folyamatokban. Az oxidativ stressz szamos modelljében vizsgalt antioxidans szerek
a
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szignal transzdukcio befolyasolasaval érik el kedvezd hatasukat. Az EKK
generalta jelatviteli utak kevéssé tisztazottak az irodalomban.

Az EKK altal general6dd gyulladdsos folyamatok - a sokk, sepsis
pathomechanizmusaban is ismeretes - klinikailag is manifesztalddd korképet
szisztémas gyulladasos valaszreakcid szidromat (SIRS) okozhatnak. A gyulladasos
folyamatok cellularis, humoralis tényez6i bizonyos esetekben annyira felerésodnek,
hogy tobbszervi elégtelenség (MOF) kialakulasat eredményezik.

Szamos probalkozas tortént a EKK-medialta gyulladadsos folyamatok
csokkentésére, azonban ez idaig egyetlen irodalmi adat sem sz6l valamely stratégia
kizardlagos elénye mellett.

CELKITUZES

Vizsgalataink célja a EKK altal okozott gyulladdsos folyamatok klinikai,
patofiziologiai és biokémiai aspektusainak vizsgalata, valamint ezen ismeretek
alapjan olyan lehetséges stratégia kidolgozéasa, mely az EKK karos, gyulladast
generalo hatésait ellensulyozni tudja.

A tézisek els0 részében célul tiztik ki az EKK bizonyos
szovodményeinek, nemkivanatos klinikailag 1is manifesztaloddo hatdsainak
monitorozasat, valamint ezek Osszehasonlitasat EKK nélkiil operalt betegek (u.n.
off-pump technikéval operalt, OP) posztoperativ klinikai paramétereivel.

Az EKK gyulladast generalo folyamatai kozil szamos tényezd részvétele
nem tisztazott kell6képpen, vagy szerepiik ellentmondasos.

Az aladbbi gyulladasos paraméterekkel kivantuk igazolni hipotézisiinket,
miszerint EKK-t kdvetéen nagymértékii és hosszan tartd pro-inflammatorikus
folyamatok generalodnak, melyeket az anti-inflammatorikus mediatorok
kimeriilésiik miatt nem tudnak ellenstlyozni. A pro-inflammatorikus talsuly
szisztémas oxidativ karosodassal jar, melyek egyiittes hatasukkal felelgssé tehetdk a
posztopertaiv idészakban bekovetkezd nemkivanatos eseményekért,
szovodményekért. A feltett kérdések megvalaszolasara az alabbi vizsgalatokat
végeztiik el:

— A pro és antiinflammatorikus citokinek egymashoz viszonyitott ardnyanak

¢és iddébeli dinamikéjanak monitorazéasa
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— A karosodd miokardialis szovet részvételének meghatarozasa a pro-
inflammatorikus folyamatok fenntartdsaban

— Interleukin -12 szintjének mérésel a cellularis immunreakciokra.

— Az EKK ¢és OP mitét hatasa a fehérvérsejtek adhézios molekula
expressziojara.

— Kiilonbozd leukocita populaciok aktivacidjanak vizsgalata EKK —el illetve
enélkiil végzet koszoruisérmiitétek soran és az ezt kdvetd egy hét alatt.

— CD97 expresszio mérése kiilonb6zo leukocita populacidokon

— Az oxidativ karosodas mértékének és idobeliségének monitorozasa.

— Antioxidans enzimek aktivitdsanak mérése EKK —vel és OP technikéaval
operalt betegben.

—  PARP enzim szisztémas aktivacidjanak vizsgalata

BETEGEK ES MODSZEREK

Vizsgalatainkba 25 felnétt, EKK védelmében végzett koronaria bypass miitéten
atesett beteget, valamint 25 OP technikédval operalt beteget vontunk be, akiknél a
lényegsebb pre, peri és posztoperattiv paramétereket vizsgaltuk. Tovabbi 30 elektiv
CABG mitéten atesett beteget (20 EKK, 10 OP) vizsgaltunk laboratoriumi,
biokémiai paraméterek tekinttében.

Pre- és posztoperativ adatok

A két csoport betegeinek életkorat, koszorisér betegségiik stlyossagat,
elézetes miutéteiket, a diabétesz aranyat, a preoperativ. EURO score-t és a
preoperativ ejekcios frakioit hasonlitottuk dssze.

A felvarrt graftok szadmat, mitéti idot, posztoperativ vérveszteséget,
transzfizios igényt, 1élegeztetés iddtartamat, az intenziv apolas, a korhazi
tartdzkodas idejét regisztraltuk, a valamint a betegek posztoperativ 6. napon
mért ejekcios frakcidit (EF) regisztraltuk a két csoport esetén
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Vérminta vételek
Mindkét csoport betegeit6l periférids vénabol vérmintdkat vettiink az alabbi
idépontokban: az anesztézia kezdete elott, a reperfizio 5., 30. percében, és 1.,2.,3.,
7. posztoperativ napokon.

Ezen kiviil a reperfuzid 5. percében sinus coronarius-bol (CS) tovabbi
vérmintakat vettiink.
Citokinek (TNF, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12) plazmaszintjét flow citometrian
alapulé (CBA Human Inflammatory Kit, BD, USA) modszerrel hataroztuk meg és a
minta fehérvérsejt szamara korrigaltuk.
A CS-bdl szarmazo mintakat az azonos id6ben levett periférids vérminak citokin
CD97 és adhézids molekuldk expresszidjanak meghatarozasa
A mintakbol szeparalt fehérvérsejteket FITC-el jelolt CD97, CDl1la, CDI18
specifikus monoklonalis antitestekkel (BD, USA) inkubaltuk 15 percig, majd a

mintakat BD FacsCalibur tipust aramlasi citométerrel mértiik
Szadadgyoktermeld kapacitds vizsgalata

A fehérvérsejtek szabadgyok termeld kapacitasat a szabadgyokok és luminol
reakciojan alapuld, chemiluminescens modszerrel hataroztuk meg. Tovabba
fehérvérsejtek cérium klorid jelolodését is mértiik, konfokalis 1ézer mikroszkoppal.
Lipid peroxidacid, antioxidans enzimek aktivitasanak, redukalt glutation szintjének

meghatarozésa

srcr

(SOD), katalaz aktivitasat (CAT), redukalt glutation (GSH) hataroztuk meg gyari
kit segitségével.
PARP aktivacio mérése

Mononukledris sejteket izolaltunk Ficoll-Paque segitségével. Primer (PAR) és
szekunder antitest jelolést kovetden a sejteket aramlasi citométerrel mértiik.
Statisztikai analizis

Szignifikans eltérések megallapitdsara a két csoport adatai kozott a paros egy
csoport egyes id6pontjainak adatai kozt paratlan Student féle T probat
alkalmaztunk.
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EREDMENYEK

Az intubaciés i1d6 szignifikdnsan magasabb volt az EKK csoportban az OP
csoporthoz képest. Jelentdsen nagyobb volt a posztoperativ vérveszteség volt
regisztralhaté az EKK csoportban, azonban szignifikans eltérés nem mérhet6 az OP
csoporttal Osszehasonlitva. 18 EKK mellett végzett mitéten és 11 off-pump
operacion atesett beteg szorult transzfuziora, valamint a transzfiziok mennyisége
szignifikdnsan magasabbnak mutatkozott EKK esetén. A két betegcsoport EF is
szignifikdnsan kiilonboztek egymastdl, az OP technikaval operalt betegnél
detektalhato kedvez6bb EF. Az EKK védelmében végzett miitét altt és ezt kovetden
mérhetd troponin I és CK-MB szintek tobbszordsei voltak az OP csoport esetén
mérhetd enzimszintekénél.

Citokinek plazmaszintjének valtozasa

A pro és antiinflammatorikus citokinek ardnyat egy adott proinflammatorikus
citokin és IL-10 hanyadosanak segitségével hataroztuk meg. Minden hanyados
nagyjabol hasonloképpen valtozott mindkét csoportban. Az EKK csoportban a korai
reperfuzid idején csokkenés regisztralhatd majd a hanyados értéke jelentékenyen
emelkedni kezdett a 1 posztoperativ hét végéig. Az OP csoport betegeinél az
aranyszam fokozatosan csokken az 1., 2. posztoperativ napig majd normalizalodik.

A CS citokin koncentracidja az EKK csoportban meghaladta a periférias
vénas vér citokin szintjeit, szignifikans kiilonbséggel IL-1, IL-6, IL-8 és TNF
esetében. OP csoport CS citokin szintjei praktikusan hasonldak voltak a periférias
véréhez.

CD97 és adhézids molekuldk expresszioja

EKK korai csokkenést kdvetden jelentés emelkedést okozott myeloid sejtek CD97
expresszidjaban. OP csoportban a myeloid sejtek CD97 prezentacidja az iszkémia
alatt csokken , majd a vizsgalt idoszak alatt a preoperativ érték koriil marad.

A hagyomanyos operacion atesett csoportnal (EKK) a CD97 pozitiv limfocitak
aranya fokozatosan emelkedik a 3. posztoperativ napig (30,12+5,86%, preoperativ
érték 8,3+1.56%)
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Az EKK nélkiili csoportban a CD97 pozitiv limfocitak aranya a reperfuzio
30 percében éri el csticspontjat és az 1. posztoperativ napon is emelkedett marad
(10,44+1,97% , preoperativ érték 7.9+0,65%).

A mitét ideje alatt a vizsgalt integrinek expresszioja inkabb csokkenni
latszik a leukocitdkon, mely csokkenés altalaban kifejezettebb az EKK csoportban.
A posztoperativ 1. naptol kezdve az adhézidos molekula expresszidja fokozatosan
emelkedik mindkét csoportot elemezve. Mindharom leukocita populaci6 esetén az
EKK csoportban szignifikans eltérés allapithatd meg a posztoperativ 2. napon, és
ugyanezen idOpontban jelentds az eltérés a OP csoporthoz viszonyitva is.

Oxigén szabadgyokok termelddése

EKK extrém mértékben novelte a fehérvérsejtek szabadgyoktermeld kapacitasat, a
legnagyobb aranyu emelkedést a 2. posztoperativ napon okozva. OP mitét
ugyancsak szignifikansan emelte a szabadgyoktermelé kapacitast, ez azonban
jelentésen kisebb mértékd volt mint EKK esetén. Hasonld eredményeket kaptunk
konfokalis mikroszkoppal végzett vizsgalatainkkor is.

Malodialdehid koncentracidja

MDA szintje EKK kovetden a reperfuzid korai idészakatol a 3. posztoperativ napig
szignifikdns mértékben emelkedik. OP miitét soran azonban csak enyhe emelkedés
volt észlelhetd.

Antioxidans enzimek aktivitasanak, a redukalt glutation szintjének valtozasa

A SOD aktivitasa eltéréen alakult a két csoport esetén, mig az OP csoport SOD
aktivitasa novekedett és a legmagasabb aktivitds az 1 napon volt mérhetd, addig az
EKK csoport SOD aktivitasa fokozatosan csokkent a 2. posztoperativ napig és csak
a 7. napra érte el a kontroll értéket. CAT aktivitisdban nem detektalhato
szignifikans valtozas egyik csoportban sem. A GSH szintje mindkét csoportban a
korai id6szaktdl kezdve csokkenés mutat. Az EKK mellett operalt betegekben a
posztoperativ elsé hét végéig alacsony GSH szintek regisztralhatok, mig OP
miitéten atesett betegek GSH szintje az 1. posztoperativ napon normalizalodik
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PARP aktivitasanak valtozas
PAR ellenes antitestek kotddése kifejezetten fokozodott hagyomanyos miitét esetén

a korai reperfuzid id6szakatol kezdve a 2. posztoperativ napig. OP mitét
hatékonyan csokkentette a PARP aktivaciojat.

OSSZEGZES

— A vizsgalt betegpopulacidban a posztoperativ vérveszteség, transzfzios igény,
intubécios id6, posztoperativ ejekcios frakcid értéke kedvezdtlenebbiil alakult
EKK —el végzett miitét esetén

— Annak ellenére, hogy a korai reperfuzio alatt az antiinflammatorikus hatasok a
proinflammatorikus citokinek emelkedd szintjének hatasat ellensulyozni
képesek, a posztoperativ napok soran dontden proinflammatorikus folyamatok
dominalnak

— Ezen megfigyelésiink a posztoperativ gyulladas ellenes kezelés megfeleld
idozitésének jelentdségére hivja fel a figyelmet.

— Megallapithatjuk, hogy EKK hatdsira a miokardiumbol szignifikans
mennyiségli proinflammatorikus citokin kiaramlas torténik.

— Els6ként allapitottuk meg, hogy IL-12 szintjét off-pump miitét csékkenti az
EKK miitéthez viszonyitva

—  EKK keringést kdvetden a leukocitak CD97 és adhézios molekula expresszidja
jelentésen novekedett, mely a fehérvérsejtek elhtizodo aktivalodasara utal.

— Az aktivalt leukocitdk fokozodd szabadgyoOktermelésiikkel oxidativ stressz
allapotat alakitjak ki EKK kovetden

— Fokozodd és elhuzddd oxidativ hatasok mellett az antioxidans enzimek
csokkend aktivitasa detektalhatd

— Az oxidativ stressz szisztémds PARP aktivacidhoz vezet EKK keringést
kovetd posztoperativ napok soran. Off-pump technika csékkentette a PARP
enzim aktivitasat.
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