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Bevezetés
Pulmonalis hipertoniardl azokban a korallapotokban beszélhetiink, amikor a pulmonalis
artérias kozépnyomas nyugalomban meghaladja a 25 Hgmm-t, melyet jobb szivfél katéterezés

soran mérhetiink

A pulmondlis artérids hipertoénia egy ritka, progressziv €s a mai napig gydgyithatatlan
megbetegedés. Kifejlodése gyakran alattomos, igy felismerésekor a betegek mar rendkiviil
elérehaladott stadiumban lehetnek. Bar ritka betegségrol van sz6 az utobbi években a

felismert esetek szama novekedni latszik.

crer

obstruktiv, proliferaciés elvaltozasok kialakuldsa, a vaszkularis remodelling jelensége.
Jelenleg csak korlatozott ismereteink vannak azon patoldgiai folyamatokrol, melyek a
kardiovaszkularis karosodas kialakuldsahoz vezetnek. Tobb bizonyiték sziiletett arra, hogy
mind vazokonstrikcio, mind gyulladdsos folyamatok megel6zik a pulmondlis arteriolak
ennek a mikrovaszkularis kdrosodasnak a kialakulasdban, melyet média hipertrofia, intimalis
proliferativ elvaltozasok, adventicidlis kiszélesedés és perivaszkularis gyulladdsos infiltraciéd
jellemez. Ezek az atalakulasok, valamint reaktiv oxigén szabadgyokok feleldsek a csokkent

apoptozisért €s megndvekedett proliferacios vaszkularis atépiilésért.

Szamos szerrdl igazolddott, hogy alkalmazasukkal a betegek tiinetei enyhithetéek, a folyamat
progresszioja lassithatd, azonban a betegség tényleges gydgyitdsdra a mai napig nincs

lehetdség.

A PD5 gatlok a cGMP lebomlasat gatoljak, igy megnyujtjak a nitrogén-monoxid vazodilatator

hatésat, ezaltal pulmonalis vazodilataciot okoznak.

A monokrotalin (MCT) egy mérgezd 11-szénatomos makrociklikus pirrolizidin alkaloid, mely
a Crotalaria spectabilis magjaban talalhatd. A szer hatdsara a pulmonalis endotelialis
sejtekben és a pneumocitdkban a Golgi-apparatus megnagyobboddsa alakul ki, ami
megalocitézishoz vezet. Mivel ebben a sejtorganellumban a fehérjék szerkezetének

kialakitdsa akadalyozottd valik, a sejtmembran fehérjéinek hianya 4all eld, igy



kompenzatoérikusan proliferacios és anti-apoptotikus faktorok indukalddnak, illetve karosodik

a nitrogén-monoxid-szignaltranszdukcios titvonal szabalyozasa.

Sajat vizsgalatok patkany PH modellen

Célkitiizések

Jelen munkankban a sildenafil szerepét vizsgaltuk a tiidében MCT indukalta PH patkany
modellen. Fel kivantunk térképezni olyan j mechanizmusokat, melyek a sildenafil mar ismert
vazodilataciés hatasan tal, attdl fiiggetleniill hozzajarulnak a szer pozitiv hatasaihoz

pulmonalis hipertoniaban.

Vizsgéltuk azokat a mechanizmusokat, melyekkel a sildenafil hozzajarul a MCT okozta

gyulladasos folyamat csdkkentéséhez.

Célunk volt feltérképezni a citokin haldzat valtozésait, melyhez 29 citokin expresszidjat

analizal6 atfogo citokin arrayt hasznaltunk.

Vizsgaltuk tovabba az aktivalt B-sejtek nuklearis-faktor-kappa B (NF-xB) aktivacios
utvonalat, a mitogen-aktivalt-protein-kinazokat (MAPK) és a phosphatidylinositol 3-kinaz-
Akt (PI-3k-Akt) utvonalat, feltarva ezzel génexpresszioval Osszefliggd szignaltranszdukcios

utvonalak valtozasait.

A morfologiai valtozasokat szovettani vizsgalatokkal, a biokémiai eltéréseket a patkany

citokin array mellett Western blot analizissel, immunhisztoldgiai vizsgélatokkal elemeztiik.

Kisérleti protokoll

Kisérleteinkben 250-300 grammos him Wistar patkdnyokat (n=72) vizsgaltunk, melyeket
standard laboratoriumi koriilmények kozott (kontrollalt hdmérséklet, paratartalom), igény
szerinti taplalék- és folyadékellatas mellett tartottunk 12 oras vilagos-sotét ciklusban. A

kisérletben résztvevo allatokat 4 csoportba randomizaltuk:

e Kontroll (n=6): Az allatok a 0. napon 0,1 ml/kg izotonias sooldatot kaptak i.p.

e Sildenafil-kezelt kontroll csoport (n=8) (Kontroll+SLD): Az allatok a 0. napon 0,1
ml/kg izotonias sooldatot kaptak i.p. és 2 mg/kg/nap sildenafilt p.o. a 0-t6l 28. napig,

melyet az ivoviziikkel adagoltunk.



e Pulmonalis hipertenziv csoport (n=8) (PH): Az allatok 60 mg/kg monokrotalint kaptak

i.p. a 0. napon.

e Pulmonalis hipertenziv + sildenafil kezelt csoport (n=8) (PH+SLD): Az allatok 60
mg/kg monokrotalint kaptak i.p. a 0. napon és 2 mg/kg/nap sildenafilt p.o. a 0-tol 28.

napig, melyet az ivoviziikkel adagoltunk.

Az allatokat 4 hét elteltével isoflurannal tulaltattuk, majd szerveiket eltavolitottuk, €s azok
tomegét megmeértilk. A molekuléaris biologiai vizsgadlatokhoz sziikséges szOvetmintakat

folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, és tovabbi feldolgozasig -80°C-on taroltuk.

A tulélésvizsgalatokhoz mind a 4 csoportban 10-10 allatot hasznéltunk.

A tiid6 fénymikroszkopos szovettani és morfometriai analizise

A tidoket 6%-os pufferelt formalinban fixaltuk, paraffinba agyaztuk, és rotatoros
mikrotommal (Leica 2135) 5 um vékony sorozatmetszeteket készitettiink. A metszeteken
hematoxilin-eozin (HE) festést végeztiink. A metszetekrdl digitalis kameraval (Olympus E-
450 Digital SLR) 200x nagyitas mellett készitettiink felvételeket. Az alveolusok atlagos
falvastagsagat véletlenszerlien 50 helyen hataroztuk meg metszetenként. A makrofagokat 5

egymast nem atfedo teriileten szdmoltuk metszetenként.

Gyulladasos citokinek és adhézios molekulak vizsgalata patkany citokin array Kkit
segitségével

A citokinek vizsgalatat a tiidészovetekbdl késziilt homogenizatumokon patkany citokin array
kit (R&D Systems; Biomedica Hungaria, Hungary) segitségével végeztik. A vizsgalt
citokinek listajat az 1. tdbldzat mutatja. A modszer a mintaban 1évo fehérjék €s a nitrocelluloz
membranon duplikatumban taldlhaté befog6 antitestek kozotti specifikus kotddésen alapul. A
vizsgalat soran minden csoport — kontroll, sildenafil-kezelt kontroll, PH, PH + sildenafil-
kezelt — tiidészovet mintdit megvizsgaltuk. Az array hasznalata a gyartd leirasanak
megfelelden tortént. A folyamat végén a filmeket elohivtuk. A kiértékelés soran az
immunpozitivitas pixeldenzitasat ImageJ 1.40 szoftver segitségével értékeltiik.
Immunbhisztologia

A vizsgalat sordn a szdvettani metszeteket elokészitést kovetden elsddleges nyul antitesttel
(anti-CD34 - cat# 10097.10, clone: Q19-E, antitest 1:200 higitas, illetve anti-NF-kB antitest -
Abcam, cat#ab86299 in 1:20 higitas) inkubaltuk. Masodlagos anti-nyul antitesttel (HISTOLS



—R Detection System, anti-rabbit, Histopathology Ltd.) szobahdmérsékleten inkubaltuk a

metszeteket majd xilénes mosast, tisztitast kovetdn a metszeteket fixaltuk.

Gélelektroforézis és Western blot analizis

A tiid6szovetek 50 mg-0s darabjait homogenizaltuk, a fehérjéket trikloracetattal precipitaltuk.
Az elkészitett mintakat 10%-0S SDS-poliakrilamid gélen megfuttattuk, majd a fehérjéket
Protran nitrocellul6z membranra blottoltuk. Blokkolas utdn a membranokat egy ¢éjszakan
keresztiil inkubaltuk 4°C-on az els6 antitesteket tartalmazo oldatokban — total-p38MAPK,
phospho38MAPK (Thr180/Tyr182), phospho-extracellular signal-regulated kinase (ERK) 1/2
(Thr202/Tyr204), total ERK1/2, total GSK-3b, phospho-GSK-3b (Ser9), phospho-Akt (S473),
total Akt, total-NF-xB, phospho-NF-kB (Ser536). Inkubalast kdvetdéen a nitrocelluloz
membranokat szobahOmérsékleten kecske anti-nyul tormagyokér-peroxidaz-konjugalt
masodik antitestet tartalmazo oldatban inkubdltuk. Az antigén-antitest komplexek jelenlétét
ECL (enhanced chemiluminescence) modszer segitségével tettiik lathatova. A kopott filmeket
komputeres szkennelést kovetden kiértékeltik, mely sordn az immunpozitivitas

pixeldenzitasat Imagel 1.40 szoftver segitségével értékeltiik.

Statisztikai elemzés
A kapott szamadatok kielemzéséhez egyutas Anova tesztet hasznaltunk post hoc Bonferroni

analizissel, a normalitds tesztet pedig Kolmogorov-Smirnov teszttel végeztik el. A
szignifikancia szintet p < 0,05-tel hataroztuk meg. A statisztikai elemzést IBM SPSS Statistics

20 szoftver segitségével végeztiik.

Eredmények

Sildenafil kezelés hatasara bekovetkezo valtozasok a tiiddszovetben

A kontroll csoport patkdnyaibol nyert mintakban az alveolusok falvastagsaga 3,31 + 0,88 um-
nek mutatkozott. A vaszkularizacidt ¢€s vaszkuldris remodellinget mutat6 CD34
immunhisztokémiai vizsgélat gyenge, sporadikus pozitivitdst matatott. A sildenafil kezelés
onmagaban sem az alveolusok falvastagsagaban, sem a makrofag infiltracié mértékében nem
okozott valtozast. Az MCT kezelés hatdsara megvastagodott érfalak, gyulladdsos sejtek
falak megvastagodédsa volt lathaté a pulmonalis hipertenziv patkdnyokban. Az alveolusok
falvastagsdga ebben a csoportban szignifikdns novekedést mutatott a kontroll csoporthoz

képest (9,77 £ 2,63 um vs 3,31 + 0,88 um). A kis pulmonalis artéridk extenziv vaszkularis



remodelling jelenségét mutattdk. A makrofagok kifejezett szambeli ndvekedése, infiltracioja
szintén megfigyelhetd volt MCT kezelés hatasara. A sildenafillal kezelt patkdnyok
csoportjaban jelentds alveolus falvastagsag csokkenést figyelhetiink meg a beteg allatokhoz
képest (alveolus falvastagsag 8,1 = 1,47 um vs 9,77 £ 2,63 um), amely eldsegitheti a 1égzési
vaszkularis rezisztencia €s ezen keresztiil a pulmonalis artérids vérnyomas is.

Mindezek az eredmények mar az elsd Iépéseknél alatdmasztottak azon hipotézisiinket,
miszerint a sildenafil jotékony hatassal rendelkezik pulmonalis hipertonidban és ez a hatés
nem csupan az irodalomban mar korabban leirt vazodilataciés, hanem antiinflammatorikus

hatasanak is a kovetkezménye.

Sildenafil kezelés hatasa a citokin termelédésre

A MCT szamos citokin és kemoattraktans protein expresszidjat szignifikansan megnovelte,
melyek koziil kiemelendd az IL-1a, CINC-1, CINC-2, LIX, MIG, MIP-1a és a MIP-3a. A
sildenafil szignifikdnsan csokkentette ezen citokinek aktivacidjat, A kiilonbozd citokinek
MCT, majd sildenafil kezelés hatasara bekovetkezd valtozasait az 1. dbra és az 1. tablazat

mutatjak.
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1.dbra: Patkdny citokin array panel,
melyen a kiilonbozé pontok az egyes citokineket / kemokineket jelolik



Ref | CINC-1 CINC- | CINC-3 | CNTF | Frakt. GM- [ sICAM- | INF-y | Ref
Spt 20/B CSF |1 Spt
IL-1a IL-1B IL-ra | IL-2 IL-3 IL-4 | IL-6 IL-10
IL-13 IL-17 IP-10 LIX L-Sel MIG | MIP-1a. | MIP-

3a
Ref [ RANTES Thym TIMP- | TNF-a | VEGF Neg
Spt Chem 1 Ctr

1. tablazat A patkdny citokin array panel értelmezését segito tablazat
A kiemelten jelolt citokinek mutattik a legjelentésebb vdltozdsokat, ahol a kontroll csoporthoz
képest a PH csoportban nétt az egyes pontok denzitdsa, a PH+SLD csoportban pedig ehhez képest
csokkent. A délten jeldlt citokinek esetében a pontok denzitisa magasabb volt a kontroll

csoportban, mint a PH csoportban. A nem jelolt citokinek esetén nem tapasztaltunk valtozdst.

Sildenafil kezelés hatasa az NF-kB aktivalasara

A korabban leirt, MCT kezelés hatasara szignifikansan indukalodoé cintokinek expresszidja az
immunhisztokémiai modszerrel és Western- blot analizissel vizsgaltuk foszfo-NF-kB p65
specifikus primer antitest felhasznalasaval. A foszfo- NF-kB p65 specifikus elsédleges
antitesttel végzett immunoblotting soran a kontroll csoportban sporadikusan megjelend,

gyenge hattér aktivitast mértiink. A sejtmagok csupan igen kis hanyada mutatott az NF-xB

crer

crer

meg az MCT kezelt pulmondlis hipertenziv patkdnyok tlidészovetének endotelidlis és
epitelialis sejtjeiben. Az allatok tiidészovetében az NF-kB foszforilacidja, azaz aktivacioja
szignifikans mértékben csokkent sildenafil kezelés hatdsdra az MCT indukélta pulmonalis
hipertenziv allapotban, mivel megakadalyozza az IxB levalasat az NF-xB molekularol, igy az
NF-kB nukleuszba valo athelyezddése gatolodik, a komplex a citoplazmiban marad. A
kiilonb6z6 proinflammatorikus proteinek, novekedési faktorok €s apoptdzis regulald fehérjék
MRNS-ének transzlacidja pedig pNF-kB dependens génexpresszids folyamat, azonban egy

igen fontos szabalyoz6 molekula hidnyaban nem johet 1étre.



Sildenafil kezelés hatasa a PI-3K-Akt és MAPK szignaltranszdukcios ttvonalra

Az NF-xB aktivacidja szamos kindz tipusi szignaltranszdukcids utvonalon keresztiil
szabalyozott, igy a PI-3K-Akt és MAPK utvonalakon keresztiil is. Az Akt aktivacidjanak
valtozasat foszforilacio-specifikus primer antitestek felhasznaldsaval Western blottal
vizsgaltuk. Az Akt aktivacidja gyakorlatilag nem volt detektalhatdo a kontroll allatokban. A
sildenafil kezelés 6nmagédban enyhén fokozta az Akt foszforilacidjat, aktivacigjat, ez azonban
statisztikailag nem mutatkozott szignifikans mértékiinek. A pAkt szintje jelentOsen
megemelkedik a  pulmonalis  hipertenziv  patkanyok  tiidészovetében  védekezo
mechanizmusként, ugyanakkor a sildenafil terdpia hatdsira még inkabb feler6sodik ez a
szignaltranszdukcids utvonal.

Az Akt downstream targetjének a glikogén szintdz kinaz (GSK)-38-nak a foszforilacioja az
Akt-hoz hasonlé képet mutatott. A GSK aktivaciojanak vizsgdlatara szintén foszforilacio-
specifikus primer antitesteket hasznaltunk, melyekkel Western blot analizist végeztiink. Az
MCT kezelés szignifikdnsan megndvelte az Akt aktivaciojat, melyet a sildenafil kezelés
tovabb fokozott. Ugyanez a hatas volt megfigyelheté a pGSK-38 esetében is, mely ez utobbi
esetben szignifikdnsnak mutatkozott. A GSK gatlasa altal a sildenafil megakadéalyozza a
mitokondrialis permeabilitds tranziciot, ami nekrotikus sejthalal folyamatat inditana el.

Mai ismereteink szerint a cGMP az ERK1/2 és p38 MAPK altal regulalt. Kisérleteink soran
megvizsgaltuk az MCT és a sildenafil ezekre kifejtett hatasat. A kontroll allatok tiidejében az
ERK 1 és ERK 2 foszforilacigja mind sildenafil kezelés nélkiil, mind sildenafil kezeléssel
csupan enyhe fokot mutatott. Az MCT indukalta modellben a foszforilalt ERK1 és 2 (pERK 1
¢s 2) szintje jelentdsen emelkedett, a sildenafil képes legatolni az ERK foszforilacio
megnovekedett expresszidjat, tehat indukalja az ERK szignaltranszdukcios utvonalat, amely a
legfontosabb jelatviteli molekula a sejtttilélés biokémiai Gtvonaldban. Ez utobbi jelenségek
bar szembetlindek, statisztikai elemzés soran a szignifikancia szintjét nem érték le. A p38
MAPK foszforilacioja a sildenafil kezelést nem kapott kontroll allatokban (kontroll csoport)
gyakorlatilag nem volt detektdlhatd, a sildenafil kezelés hatdsara enyhe emelkedés volt
mérhetd. Az MCT jelentés mértékben indukalja a MAPK jelatviteli utvonalat. A p38MAPK
esetében a foszforilalt forma, a pp38MAPK szintje pulmonadlis hipertonidban az oxidativ
stressz hatasara megnd, azonban a sildenafil kezelés hatdséra itt is szignifikdns koncentracio
csokkenés tapasztalhat6 akarcsak a citokinek/kemokinek esetében. Mivel a MAPK inhibicioja
altal az IxB funkci6ja nem gatolt, az IxB komplexben marad az NF-xB-vel, igy az gatlas alatt

marad, ezzel is eldsegitve a sejtek talélését.



Kovetkeztetés

A sildenafilnak erds citoprotektiv hatasa van; mindamellett, hogy vazodilataciot okoz, ezaltal
optimalizalja a tiid6 keringését, az oxigenizaciot, hatdrozottan gatolja az apoptdzist €s a
proinflammatérikus biokémiai utvonalakat, illetve szuppresszalja ezek jelatviteli medidtorait.

Osszefoglalva tehat: nagyobb szerepet kaphatna a gyulladdsos betegségek tovabbi

crer

Akut pulmonalis embdlia (PE)

Az akut pulmonalis embolia relative gyakori koérallapot, amely konnyen kritikus allapot

kialakuldasdhoz vezethet, és magas mortalitassal jarhat.

Pulmonalis hipertonia akut tiidéemboliaban

Az artéria pulmonalisba illetve annak agrendszerébe jutd embolusok az erek mechanikai
obstrukciohoz vezetnek, ezéaltal a pulmondlis artéridkban megemelkedik a nyomas.
Mindazonaltal nem csupan a mechanikai obstrukcio, amely pulmonalis artéridkban kialakuld
emelkedett nyomdshoz vezet pulmonalis embolia soran. Az in situ trombdzis hatasara
aktivalodik a koagulacios kaszkad, a trombocitdk és endotelidlis sejtek. Az aktivacid
kovetkezményeként endotel diszfunkcid alakul ki. Bizonyos tényezdk, mint az emelkedett
nyomas, gyulladas, egyes citokinek, extracellularis matrix remodelling, extracellularis matrix
metalloprotedzok, az endogén vaszkularis elasztaz, plazminogén aktivator/plazmin rendszer
szintén szerepet jatszanak a patogenezisben.

Az oxidativ stressz és a leukocita aktivacid szinten fontos tényezd, azonban human
vizsgalatokbol csak limitalt adattal rendelkeziink a pulmonalis embolidhoz tarsuld oxidativ
stressz patologiajarol.

A matrix metalloprotedzok (MMP-k) szintén érintettek a massziv tiidéembolia sordn 1étrejovo
akut jobb szivfél elégtelenség kialakulasaban. Az aktivalt neutrofil granulocitdk reaktiv
oxigén szabadgyOk termelése, igy szuperoxid termelése is fokozodik, mely MMP
aktivalodashoz vezet. A pulmondlis vaszkulatira szempontjabdl kiilondsen fontos, hogy az
erek mechanikus fesziilésének novekedése a reaktiv oxigén szabadgyokok képzdodését
facilitalja, igy hozzajarul a fokozott MMP termeléshez. Az aktivalt MMP-k (kiilondsen az
MMP-2 és -9) a vaszkularis struktara diszrupcidjdhoz vezetnek, mely az elasztikus lamina

crcr

hipertonianak. Egy tovabbi tényezd, mely szerepet jatszhat az akut tiidéembolia okozta



pulmonalis hipertonia kialakuldsaban az MMP-k vaszkularis tonusra kifejtett hatdsa. Az
aktivalt MMP-k az in. nagy endothelin-1 endotelin 1-32-v¢ alakulasat indithatjak el, amely
molekula potens vazokonstriktor hatasu.

Ismert tény, hogy fibrinolitikus hatdsti anyagok, mint pl. a pulmonalis embolia kezelésében
hasznalt szoveti plazminogén aktivator (rt-PA; alteplaz) képes a neutrofileck MMP-9
kibocsatasat megnovelni. Kutatdocsoportunk tagjainak sikeriilt elészor leirnia massziv és
szubmassziv tiidéembolia altepldz vagy streptokindz kezelését kovetden 1étrejové emelkedett
MMP-9 szintet, mely emelkedés nem jart egyiitt a plazma TIMP-1 szintjének szignifikans
valtozéasaval. Ezek az eredmények azt sugalljdk, hogy a trombolizis megnoveli a nett6 MMP
aktivitast, és ez a hatas megnovelheti a kezelés szovodményeként kialakuld intracerebralis
vérzés kockazatat, mely a lizisterapia leginkabb felt szovodménye és az esetek tobb mint
50%-ban haldlos kimeneteli. Bar ma még nem bizonyitott, hogy az emelkedett MMP-9
aktivitds felelds a tiidéembolidban hasznélt trombolizis kezelések sordn kialakuld
agyvérzésért, az MMP-9 inhibitorok felhasznaldsa talan egy lehetOség az agyvérzéses ¢€s
egyeb vérzéses szovodmények rizikdjanak csokkentésére tiidéembolia trombolizis
kezelésének alkalmazasa sordn, ahogyan azt kordbban allatkisérletes modellekben le is irtak.
A vazoaktiv anyagok egyensulyanak felboruldsa szintén fontos szerepet jatszik az akut
tidéembolia soran fellépd pulmondlis hiperténia kialakulasdban. A kozelmultban
experimentalis allatkisérletes modellekben szignifikdns hemolizist sikeriilt kimutatni akut
pulmonalis embdlidban, valamint a megemelkedett vaszkularis rezisztencia hatterében
megndvekedett argindz I és II aktivitast irtak le. A szerzOk ramutattak, hogy a hemolizis
indukalta arginaz I szint ndvekedés l-arginin depléciot eredményez, kdrosan befolyasolva igy
az endogén NO termelést. Normal koriilmények kozott a hemoglobin a vordsvérsejtekhez
kotott, igy az endotelidlis sejtek altal termelt NO hatassal a vaszkularis simaizom sejtekre
hatva vazodilataciot eredményez. Megnovekedett sejttdl fiiggetlen hemoglobin koncentracid
emelkedése esetén az elérhetdé NO mennyisége csokken, mely egy Gjjonnan leirt fontos human
megbetegedést eredményezd biokémiai mechanizmus. A folyamat soran hemolizis indukalta
vazokonstrikcid ¢és endotelidlis diszfunkci6é alakul ki, melyet a szabad hemoglobin NO
scavenging hatdsa okoz. Feltételezésiink szerint a tlidéembolia és a trombolizis kezelés
megnoveli a szabad hemoglobin koncentracidt, ami kérositja a NO biohasznosulasat a NO
scavenging mechanizmus 4altal, ahogy az mas hemoglobin dekompartmentalizacios
korallapotokban korabban mar leirasra keriilt. Vizsgalatainkat mind Aallatkisérletes

tiidéembolizacios modellen, mind klinikai vizsgalatokban végeztiik.



Sajat vizsgalatok allatkisérletes tiidoembolia modellen és a klinikai
gyakorlatban

Célkitiizések
Hipotézisiink szerint a tiiddembodlia maga és a trombolitikus terapia megnoveli a szabad
hemoglobin koncentraciot és ezaltal a vérplazma NO konszumpcidjat, igy csokkentve a NO

biohasznosulasat, hozzajarulva ezzel a vaszkularis rezisztencia novekedéséhez.

illetve mikrogyongyokkel végzett tido embolizacid soran kialakulé szabad hemoglobin

szinteket és a plazma NO fogyasat.

A kisérleti eredmények validalasdhoz Osszehasonlitottuk akut tiidéembolids betegek ¢és

egészséges Onkéntesek szabad hemoglobin koncentracidjat és NO fogyasat.

Klinikai vizsgéalatban néztilkk a trombolitikus terdpia hatdsat a szabad hemoglobin

koncentraciora és NO fogyasra.

Anyagok és modszerek

Allatkisérletes modell

A Kkisérletek a braziliai Sdo Paulo Egyetem Orvostudoményi Karan (Faculty of Medicine of
Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Brasil) késziiltek. Az allatok elhelyezését,
gondozasat €s a kisérletek kivitelezését az etikai szabalyoknak €s az egyetemi protokollnak
megfelelden végeztiik (Guidelines of the Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto, University of
Sao Paulo, Pécsi Tudomanyegyetem, US NIH: Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals). A kisérletek soran tizennégy 17,2 £ 2,0 kg (atlag £ szoéréds) tomegli him baranyt
hasznaltunk. Az allatokat intramuszkularis ketamin (10 — 15 mg/kg) és xylazine (0,1 — 0,2
mg/kg) kombinacidjaval elaltattuk, majd pancuroniummal (0,1 mg/kg bolus és 0,5 — 1
mg/kg/ora i.v.) lazitottuk és intratrachedlisan intubaltuk. Ezt kdvetden volumen kontrollalt
iizemmodban, szobalevegdt inhalaltatva, volumenkontrollalt tizemmodban lélegeztettiik. A
tidal volument 15 ml/ttkg-ra allitottuk, a 1égzésszamot pedig a fizioldgias artérias CO2 tenzid
eléréséhez adaptaltuk. Az anesztézia fenntartdsat intramuszkuldris ketamin (Smg/ttkg) és
midazolam (0,5 mg/ttkg) kombinacidjanak 30 percenkénti adasaval végeztiik. Fiziologias

sooldattal feltoltott katétereket helyeztiink a bal femoralis artéridba €s jobb femoralis vénaba.



Elobbit nyomasatalakité transzducerrel Osszekotve folyamatos vérnyomasmonitorozasra,

utobbit folyadék és gyogyszeradagoldsra hasznaltuk. A bal femordlis vénan keresztiil egy

keresztiil nyert nyomadashulldm morfologiajabol allapitottuk meg. A katétert szintén

nyomasatalakitdbhoz csatlakoztattuk, igy mértikk az artéria pulmonalis koézépnyomast, a

centralis vénds nyomast és a pulmondlis éknyomast. A transzducereket a jobb szivfél

magassagaban kalibraltuk (nullaztuk) minden egyes mérési sorozat elétt. A termodilicios
keringési perctérfogat méréseket 3-as sorozatok atlagoldsaval viteleztilk ki, melyekhez
egyenként 3 ml fiziologids sodoldatot haszndltunk. Az eredményeket monitoroztuk és
rogzitettiik (DX2010 Monitor, Dixtal do Brasil, Manaus, Brasil). A szivfrekvenciat felszini

EKG elektrodak segitségével az I-es végtagi elvezetés felhasznalasaval mértik. A cardiac

index, szisztémas vaszkuldris rezisztencia index (SVRI) ¢és pulmondlis vaszkularis

rezisztencia index (PVRI) értékek standard formuladkkal a termodiltcios gorbékbdl, és az
invaziv nyomasmérési eredményekbdl keriiltek meghatarozasra.

Az allatokat 3 kisérleti csoportba randomizaltuk.

1. Kontroll csoport (n=4): nem embolizalt 4llatok, amelyek csak fizioldgias sooldatot kaptak.

2. Akut pulmonalis tromboembolia (APT) csoport (n=5): az embolizaciot autolog véralvadék
A véralvadekot sajat vér (5 ml/ttkg) mintdkbol nyertiik, melyet legalabb 60 percen
keresztiil hagytunk alvadni, majd 2-3 mm-es fragmentumokra vagtunk.

3. Mikrogyongy embolizaciés csoport (EMB) (n=5): az embolizaciot 300 pm-es
mikrogyongyok (Sephadex G50; Pharmacia Fine Chemicals; Uppsala, Sweden) 5-10
percen keresztiil 30 méasodpercenként végzett intravénas (vena cava inferior) adagolasaval
végeztik. A mikrogyongyokkel torténd infundalast minden egyes dallat esetén addig
végeztiik, amig az artéria pulmonalis kozépnyomas 20 Hgmm-el meg nem emelkedett.

A hemodinamikai méréseket 30 és 180 perccel az embolizacido utan végeztiik. Artérias

vérmintakat indulaskor (alapvonal), 30 és 180 perccel a tiid6k embolizaciojat kovetéen

vettiink, melyekbdl plazma szabad hemoglobin és plazma NO fogyast mértiink.

Klinikai vizsgalat

Vizsgalatainkat az 1975-6s Helsinki Deklaracio etikai ajanlasai  szerint a Pécsi
Tudomanyegyetem Etikai Bizottsaganak (Institutional Scientific and Human Research Ethics
Committee of the University of Pécs (810/2001)) engedélyével végeztilk. Minden beteg

részletes tajékoztatast kapott a vizsgalat adatairol, 1épéseirdl, céljarol, majd irdsos beleegyezd



nyilatkozattal jarultak hozzd a vizsgalatban vald részvételhez. A betegeket prospektiven
magas ¢s kozepes rizikdji csoportokba soroltuk az aktualis Eurdpai Kardiologus Térsasag
(European Society of Cardiology) ajanlasa szerint. A helyi lakossagbol 28 random 6nkéntes
kivalasztasa tortént a kontroll csoportba. A 14 kaukazusi beteg két alcsoportra keriilt
beosztasra. 7 beteg ultra-high-dose streptokinaz (UH-SK) kezelést (9 millio egység/6 oOra)
kapott, 7 beteg alteplaz kezelésben (100 mg/2 6ra) részesiilt.

Betegbevonasi kritériumok:
e A perfluzids defektus > 50%, melyet spiral CT vagy tiidészcintigrafia megerdsitett
és
¢ Hemodinamikai instabilitds (szisztolés vérnyomas < 90 Hgmm)
vagy
e Stabil hemodinamika mellett pozitiv echokardiografias lelet (D-jel vagy jobb kamra

nyomas > 40 Hgmm) és emelkedett troponin-I szint (> 0,11 ng/l).

Kizarési kritériumok:
o Irasos beleegyezd nyilatkozat hidnya

vagy
e FEldrehaladott malignus betegség

vagy
e Trombolizis abszolut ellenjavallata

A betegek APT gyantja esetén egy egyszeri 5000 IU i.v. bolus nem frakcionalt Na-heparint
(UFH) kaptak, amennyiben még nem kaptak kis molekulasulya heparin készitményt
(LMWH). Arcmaszkon keresztiil 50, ill. 100% oxigén adasat végeztiik, hogy a SaO2-t 95%
vagy a felett tartsuk. Féajdalomcsillapitdsra 2 mg i.v. morfin bolusokat alkalmaztunk. A
gyanitottan hipovolémias betegek 20 ml/kg/30 min krisztalloid infuziot kaptak. A fenntartd
folyadékpotlas 1,5 — 2 ml/kg/h volt. Hemodinamikai instabilitas esetén katekolamin
tamogatast inditottunk, hogy az artérids kozépnyomds 70-80 Hgmm kozott legyen. A
noradrenalin dézisa 5-20 pg/min kozott véltozott, mig dobutamin esetén 5-10 pg/kg/min
dozist alkalmaztunk. A dobutamin kezelést csak abban az esetben alkalmaztuk, amikor a
noradrenalin kezelés mértéke meghaladta a 10 pg/min értéket. Egyik beteg sem igényelt gépi

1élegeztetést. A szupportiv terdpia egyéb elemei a két betegcsoport kozott (UH-SK és alteplaz)



azonosak voltak. A streptokindzzal kezelt betegek esetén UFH kezelés folytatasa csak a
trombolizis utan kezdddott, mig altepldz kezelés esetén az UFH kezelés szimultan zajlott a
lizisterapiaval. Az UFH kezelés folytatdsa lizis utan 48 oran at zajlott, vagy terapias dozisu
LMWH kezelés indult. Az UFH kezelést az irodalmi ajanldsokban szereplé heparin allitasi
nomogram alapjan végeztilk. A trombolizis hatdsossagat egy masodik spirdl CT vagy
tiiddszcintigrafia vizsgalattal végeztiik. Amennyiben barmelyik vizsgalat a perfuzios defektus
méretének csokkenését legalabb 30%-kal nem erdsitette meg, tigy a trombolizis kezelést 24h
elteltével az elsé ciklus kezeléshez képest megismételtilk. Amennyiben a betegek fibrinogén
szintje 2g/l1 ald csokkent a masodik trombolitikus ciklus eldtt, friss fagyasztott plazméat
transzfundaltunk a fibrinogén szint javitasara. Artérids vérmintat vettliink a trombolizis elott,

mely az alapallapotot tiikrozte, majd a trombolizis utdn 8 6raval, 1, 3, 5 és 30 nappal. A

crer

crer

betegek értékeivel.

A hemoglobin koncentracio mérése
elérhet6 specialis kittet (Cat.#K013H1, Arbor Assays, Ann Arbor, MI) hasznaltuk. Az eljaras

soran mindenben a gyarto utasitasai szerint jartunk el.

NO konszumpcids assay

A mérésekhez specialis konszumpcids assayt hasznaltunk, mellyel detektalhato volt a
plazmamintak NO fogyasztasa. Egy nitrogénnel tisztitott iiveg edénybe foszfat pufferelt
fiziologias sooldatba (pH: 7,4) 40 uM-0s DETA NONOate (Cayman Chemical, Ann Arbor,
MI) oldatot készitettlink, melyet egy kemilumineszcens NO analizatorral (Sievers Model 280
NO Analyzer, Boulder, CO) kotottiink sorba, hogy egy egyenletes 40-60 mV koriili alap NO
szignalt nyerjiink. Ez a szigndl a DETA NONOate bomlasabol szdrmaz6 NO-bdl ered, igy
stabil alaphelyzetet teremtett. Ezek utan mindenegyes plazmamintabol 3x 50 ul mennyiséget
adtunk a rendszerhez. A mintdk az NO szignal alapvonalhoz viszonyitott csokkenését
eredményeztek (NO fogyasztas, mV). Az adatokat ORIGIN Version 6.1 szoftver (Originlab,
Northampton, MA) segitségével elemeztiik és a csokkend NO szignal gorbe alatti teriilet

szamértékét hataroztuk meg minden egyes plazmaminta esetén.



Statisztikai elemzés

Kétutas (embolizaci6 vs id0) variancia analizist (ANOVA) ¢és egyutas ANOVA tesztet
hasznaltunk melyet post hoc Bonferroni analizissel egészitettiink ki, hogy a hemodinamikai és
biokémiai valtozasokat Osszehasonlitsuk. A szabad hemoglobin koncentracid és a NO
konszumpci6 vagy mas hemodinamikai paraméter Osszefiiggésének meghatarozasara a
Spearman féle rangkorrelacids koefficienst hataroztuk meg. A plazma szabad hemoglobin
prébaval hataroztuk meg, a trombolizis okozta valtozasokat pedig egyutas ANOVA teszttel €s
post hoc Bonferroni analizissel végeztiik. Az adatok abrazolasa atlag + atlag szorasa és p érték

megadasaval tortént.

Eredmények

AllatKisérletes vizsgalatok

Azért, hogy vizsgalni tudjuk, vajon az experimentdlisan létrehozott tiidéembolia soran a
plazma NO fogyasztasanak ndvekedése a szabad hemoglobin koncentracigjanak
novekedésével hozhato dsszefliggésbe, az embolizalt allatok vérmintdin kiilonb6zé méréseket
végeztiink. Hipotézisiinket 2 kiilonbozd allatmodellen teszteltiik (sajat véralvadék és
mikrogyongy embolizacio), mert a véralvadék képzO6dés mas uton befolyasolja a szabad
hemoglobin szintet, mint a mikrogydngy embolizacio.

Ahogyan varhato volt, a tiidé embolizacidja megndvelte mind a PVRI-et mind a pulmonalis
artérias kozépnyomast mindkét modell esetében (p < 0.05) és ezek a hemodinamikai
megnovekedett NO felhasznalassal (p < 0.05). Szignifikans korrelaciot talaltunk a NO
konszumpcié €és a vérmintak hem koncentracidja kozott (p < 0.001). Ezen eredményekkel
parhuzamosan szignifikans korrelacid6 mutatkozott a PVRI (p < 0.001) vagy MPAP (p <
0.001) és a NO fogyasztas kozott.

Klinikai eredmények

Azért, hogy a kisérletes eredményeket validaljuk, akut tiidéembolia klinikai eseteiben
is. Ennek érdekében a fent emlitett paramétereket megmértiik akut tiidéembolian atesett
betegek vérmintdibol. Az allatkisérletes eredményekkel Osszhangban azt talaltuk, hogy az

egészséges emberek mintdihoz képest az akut tiidéemboliat elszenvedett betegek vérében



mind a plazma hem koncentracio, mind a NO fogyasztas magasabbnak mutatkozott
(mindegyik esetben p < 0,05). Raadasul mindkét paraméter azonnal tovabbi emelkedést
mutatott mind alteplazzal, mind streptokindzzal végzett trombolizis utan (mindkét esetben p <
0,05). Erdekes, hogy ezen valtozasok csucspontja elébb kovetkezett be a streptokindzzal
kezelt betegek esetében. A valtozasok csucspontjat streptokinaz kezelés esetén a trombolizis
utani 1. nap, mig alteplaz kezelés utan a 3. napon észleltiik. Fontos még egyszer hangsulyozni,
hogy szignifikdns korrelacidt taladltunk a NO fogyasztds és a plazma hem koncentracioja

kéz6tt (p < 0,001).

Kovetkeztetés

Eredményeink tdmogatjak azt az allaspontot, hogy a vaszkularis funkcid fizioldgias kontrollja
karosodik akut PE-ban. Vizsgalatunk volt az elsd, amely igazolta, hogy mind allatkisérletes,
mind klinikai tidéembolia esetén a NO konszumpcié a fokozott hemolizis hatisara
megnovekszik. Vizsgalataink hozzdjarultak azon koradbbi felfedezések szélesebb kori
megismeréséhez, hogy az endogén NO képzddés fontos protektiv mechanizmus az akut
tiidéemboliara adott kardiovaszkularis valaszreakcio soran. Igazoltuk tovabba, hogy az akut
tidéembolia soran bekovetkezd hemoglobin dekompartmentalizacié kovetkezetesen
megndveli a NO konszumpciot ezaltal csokkenti a vaszkularis NO biologiai hasznosulasat.
Vizsgélataink egy 0j a hemoglobin dekompartmentalizaciojat és fokozott NO konszumpciot
magaba foglal6 mechanizmusra mutattak ra, melyek talan szerepet jatszanak a tiidéembolia
soran fellépd pulmondlis hipertonia és hemodinamikai instabilitds kialakulasaban.
Mindezeken tal eldszor irtuk le, hogy a trombolitikus terdpia tovabb stlyosbithatja ezeket a
valtozasokat akut tiidéembolids betegekben. Felfedezéseinknek szamos esetleges klinikai
felhasznalhatosaga kinalkozik és segithet megérteni azokat a komplex mechanizmusokat,
melyek fontos szerepet jatszanak az akut tiidéembolia sordn fellépd pulmonalis hipertonia és

hemodinamikai valtozasok kialakulasaban.
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