Zarojelentés

»A leukocita és trombocita funkcid valtozasok predktiv értékének vizsgélata intenziv
betegellatast igenyb kérképekben”

cimii, K060227 szamu OTKA palyazatrdl

A palyadzati munkatervnek megfadeh munkank soran esorban a Pécsi
Tudomanyegyetem Anaesthesiologiai és Intenziv Thé@salntézetével, tovabba a Baranya
Megyei Kérhaz Sebészeti Tanszékével és a Zala Md{ydhaz Szivsebészeti Osztalyaval
egyuttmikddve vizsgaltuk a leukocita és trombocita funke#itozasokat intenziv ellatast
igénylb betegekben. Céluliztik ki olyan ismeretek megszerzését a szerveisrtémas
gyulladasos valaszreakci6jat meghatarozé6 mechasiakndl, melyek koérjeld értékkel
birhatnak, alkalmasak lehetnek a terapias beavaskdz hatasossaganak megitélésére, és
hozzajarulhatnak Ujabb terapias |étséigek kimunkalasahoz.

Vizsgalataink eredményei betegcsoportok szerint

1. A kardiopulmonaris bypass hatasanak vizsgalata &eringé citokinek szintjére és a
szivizom citokin termelésére

A vizsgalat soran a hagyomanyos kardiopulmonarzby (CPB) és a pumpa nélkul
veégzett (off-pump, OP) koszoruéiateket kdveaten kialakuld gyulladasos valaszreakciot
hasonlitottuk 6ssze 20 CPB és 10 ORéten atesett betegben. Vérmintakat vettiinkiigém
alatt a sinus coronariusbdl és a periférias véndadhmint a posztoperativ 1-3. €s 7. napon a
periférias vénabdl. Mikrogytngyds aramlasi citondstmaodszerrel mértik az IL-1b, 6, 8, 12,
e€s TNFe proinflammatorikus valamint az IL-10 antiinflammakus citokinek mennyiségét
€s aranyat. A pro- és antiinflammatorikus citokireelénya a CPB-t kovétn kozvetlendl
csokkent, amit jeles és elhizodo emelkedés kovetett. ORétutan a gyulladasos valasz
joval kisebb mérték volt. A citokinek szintje a sinus coronariusbaalc€£PB soran haladta
meg a szisztémasan mért értéket. Vizsgalatainkoigdz hogy a CPB fitét nagyobb
mértékben terheli a szivizmot, melyet annak jéiseibb proinflammatérikus citokin
termelése is jeleZClin Cardiol 2006: 29: 311-315. IF: 0,989)

2. A pulmonalis embdlia (PE) trombolitikus kezelégé kiséré oxidativ stressz és
sejtaktivacio vizsgélata

A palyazat keretében munkaterviinknek megbelelvizsgaltuk az oxidativ stressz,
sejtaktivacio és a hemosztazis paraméterek vahbzdstveszélyes tdembolia ultra-high
dozisu streptase (SK), és alteplase (tPA) kezeléséthen. E palyazat vezgtkutatdjanak
témavezetése mellett dr. MUhl Diana sikeresen ndigvetémaban irt PhD értekezését.

a./ Oxidativ stressz és a leukocita aktivacio \aiag

Akut pulmondlis embdlias betegeklvérmintakat vettiink a trombolizisédd, majd a
kezelést kovéien 8 o6ra, 1, 3, 5 és 30 nap mulva. Oxidativ stresagkerként mértik a
malondialdehid (MDA), redukélt glutation (GSH), plaa SH csoport (PSH) szintet, valamint
a szuperoxid dizmutaz (SOD), mieloperoxidaz enZidPQ) aktivitast, tovabba a teljes vér
indukalt gyoktermelését (ROS). A fehérvérsejteksdgli CDlla, CD18, és CD97
kifejezodéséldl a leukocita aktivalodas és kitapadas meértékéreetk@ztettiink. Az



emelkedett MDA, ROS és MPO, a csokkent GSH és PAhtek jelezték a PE indukalta
oxidativ stresszt, mely a trombolizist ks tovabb fokozdédott (MDA, ROS tartdésan és
szignifikansan emelkedett, a GSH szignifikAnsankksit). A trombolizist koveét koros
leukocita endotél sejt egymasra hatast a granalagst monocita CD11a, CD18, valamint
CD97 kifejedydés atmeneti, de szignifikans csokkenése jelezteEArombolizisét kdvéen

az oxidativ stresszt és a leukocita aktivaciot ¢jeljgaraméterek csak a 30. napra
normalizalédtak.(Journal of Thrombosis and Thrombolysis, 2006: 221-8. IF: 1,155;
Orvosi Hetilap 2008; 149: 935-948.)

b./ Trombocita funkcio valtozasok vizsgalata

A massziv tidlembdlia trombolitikus kezelésének komplikacidjakeditzés vagy re-
embodlia johet létre, mely indokolja a trombocitankuio és a fibrinogén szint alakulasanak
kovetését. A vizsgalt betegcsoportokban e térennegallapitdsok az alabbiak: 1. A PE
kialakulasdban korokként szerepelagy a korai reembdliat magyarazd spontan troné@oci
aggregacio nem volt igazolhatd a massziv/szubmadBE-as betegek korében. 2. Az
indukalhaté trombocita aggregacid mindkét terapésoportban a normal értéknél
alacsonyabb volt a TL &tt, majd azt kovéiten tovabb csokkent. Eredményeink azt mutatjak,
hogy maga a massziv/szubmassziv PE és az alkalmeawtbolitikus terapias eljarasok
karositjak a trombocita funkciokat. 3. A szakiradaban részletezett vérzéses satimenyek
€s a trombocita aggregacio csokkenése kozott nédiutk Osszeflggést, a betegeknél
hemodinamikai jeleidséggel jaré vérzést nem észleltink. 4. Az irodaftal taglalt SK és
tPA altal kivaltott jelentis trombocita aggregacio fokozodas egy esetben &eett ffel, ezért a
re-embdlia és a trombocita aggregacié fokozédassdtktnem tartjuk valdszimek az
Osszefuggést. Vizsgalatunkban egyetlen betegnél Egrett fel re-embolia. 5. A PE
reperfiziéja soran a fibrinogén szint cstkkenésgngikans negativ korrelaciot mutat
tudoperfuzid javulasaval, ezek alapjan a fibrinogémtszéltozasa jol alkalmazhaté marker a
TL eredményességének akut felmérés@éood Coagul Fibrin 2007; 18(7): 661-667. IF:
1,373; Orvosi Hetilap 2008; 149: 935-948.)

c./ Matrix metalloproteindzok és azok inhibitorainazsgalata

E vizsgalatokbdl szarmaz6 plazma mintdkbdl brazttmerekkel egylttikodve
vizsgaltuk a matrix metalloproteindzok és azok hitbrainak valtozasat is. Korabbi
tanulmanyok igazoltdk, hogy a matrix metalloproégiok (MMP) szerepet jatszanak a PE
patomechanizmusaban, valamint a fibrinolitikuspetikiséé MMP emelkedés hozzajarul a
vérzéses szddmények kialakulasahoz. Mindez ideig azonban nenelistesek az akut PE
trombolitikus kezelését kovetMMP valtozasokra vonatkozo adatok. Munkank soraérte
célul tiztik ki a matrix metalloproteindzok (MMP-2 és MMR-9valamint endogén
inhibitoraik (TIMP-1 és TIMP-2) valtozasanak viztmat streptase és alteplase kezelt akut
PE betegekben. Eredményeink szerint a trombolitikegapiat koveét elss napon
megemelkedett a pro-MMP-9 szintje, mely a kezelése®t) 3-5. napra normalizalédott, de
az MMP-2, TIMP-1 és TIMP-2 koncentracioban nem jti#itre szignifikans valtozas.
Eredményeink alatamasztjak azt a feltételezést,y hag emelkedett MMP-9 szint
hozzdjarulhat a trombolitikus kezelést kdéveintrakranialis vérzés, és mas vérzéses
komplikaciok kialakulasahofThrombosis Research, 2010; (Kozlésre elfogadval H49)

3. Also végtagi revaszkularizacios tiitétek soran végzett vizsgalatok
A Baranya Megyei Koérhaz Sebészeti Tanszékével adgittnmikodésben - e

palyazatban még nem szerepeltetve, de éeli#evel teljesen egyemaodon - vizsgélatokat
folytattunk 10 alsé végtagi akut revaszkularizac&éten atesett betegen. A trombocita



funkciéban és az oxidativ stressz markereiben rétbzasok jelezték a revaszkularizacios
mitétet kdved jelents reperfuzids karosodast, és felhivtak a figyekezek monitorozasanak
fontossadgéra, mely hozzdjarulhat a betegek hatékdnykezelésének kidolgozasahoz, a
trombozis rizikd6 csokkentéséhez. A fenti akuftitétre szoruld betegek vizsgalatanak
eredmeényeit elektiv revaszkularizaciositéire ebjegyzett periférias artérias érbetegek
(n=10) adataival is 6sszehasonlitottuk. Megallapikp hogy az ischemia ddartamaval
aranyos az antioxidans kapacitas csokkenésénekmirdl a szabadgyok termelés és lipid
peroxidacié fokozédasanak a mértéke. A betegcsoidman az ADP és kollagén indukalta
aggregacio az izolalt trombocita dis plazmaban mtr&th csoporthoz képest alacsonyabb
volt, mely megfeldl aggregacio gatlo terapiat jelzett, azonban asegben mért aggregacio
szignifikansan étt az akut csoportban atitétet koveben egy héttel. Feltételezésiink szerint
ebben a jelenségben a vér mas alakos elemeinekbduoita aggregaciot befolyasolé hatasa
jatszhat szerepet. A trombocita funkcié alakulasat, pro- és antioxidans rendszer
egyensulyanak jeletd valtozasa is befolyasolja, igy e paraméterek tomrasa
hozzajarulhat a betegek hatékonyabb kezelésénetlgkizhsahoz, a trombdzis rizikd
csokkentéséhegPerfusion 2007; 20: 187-194.; Clin Hemorheol Miche. 2008; 39: 79-85.
IF: 1,814)

4. Egett betegeken végzett vizsgalatok

A pélyazati periodus alatt vizsgalatunkba 40 sulggési trauméat szenvedett beteget
vontunk be. Eredményeink megsitették, hogy az égési traumat jetenbxidativ stressz és
leukocita aktivacio kiséri. A kiterjedtebb égéstyay fokozottabb leukocitézis, nagyobb
meértéki oxidativ stressz kisérte, azonban a 25 % aldéiye a 30 % feletti égett testfelilet
kozotti valtozdsok nem mutattak szignifikdns klléédet, tehat az égési trauma kivaltotta
reakciok mértékeét egy kiszobértéken tul az égsttetélet nagysaga mar nem befolyasolta
jelentsen.

E palyazat vezét kutatdjanak témavezetése mellett dr. Csontos CsétEesen
megvédte e témaban irt PhD értekezését.

Az égett betegek vizsgalataval az alabbi részkékadékerestiink valaszt.

a. Folyadékterapia hatasa az égeési trauma kivatottidativ stresszre

Célunk a sulyos égeési traumat szenvedett betegelelds®re leggyakrabban
alkalmazott folyadékpotlasi médszerek hatasanaggalata volt 6sszefliggésben a szervezet
oxidativ stressz valaszaval. 8-8 beteget bevonvaizagélatba a folyadékterapiat az
oradiurézis, vagy az intratorakalis vérvolumen nddapjan vezettik. Eredményeink azt
jelezték, hogy az altalunk alkalmazott két folyapiétkasi forma eltér hatassal bir a szervezet
prooxidans allapotara és a granulocitdk funkcigjata nem befolyasolja jeldigen a
szervezet endogén antioxidansainak szin(iurnal of Burn Care & Research 2009; 30:
957-966. IF: 1.513; Orvosi Hetilap 2009; 150: 629%)

b. A citokin-egyensuly alakulasa égési sérultekben

Az égési trauma megemeli a citokinek szintjét, ézonkevés adat all rendelkezésre e
folyamatok idbeni valtozasarol. Vizsgalatainkban a pro- és iamflsmmatorikus citokinek
id6beli valtozasanak dinamikajat 26 égett beteg pl@@naé monitoroztuk mikrogyéngyos
aramlasi citometrias technikaval. Az IL-6 és IL-82anaptdl emelkedett meg jelésen,
maximumat a 4. napon érte el. Az IL-10 felvételkoit a legmagasabb, majd fokozatosan
csokkent. A felvételkor mért adatok ROC analizidepfy/ml-es IL-10 koncentracional 85,4
%-0s szenzitivitassal és 84,2 %-os specificitagsiaizte a halalozast, igy prognosztikus
ertékkel bir. A pro- és anti-inflammatorikus arégérilés utani harmadik napig magasabb



volt a tulébkben, majd fokozatosan csokkent, mialatt aékéselhunytakban ennek az
aranynak tovabbi folyamatos emelkedését észlellikraumat kdzvetlenul kovét anti-
inflammatorikus tulsuly kedvétlen a betegek kébbi gydgyulasi kilatasait illéen. (Burns
2010; 36: xxx—xxx, 2009 Dec 30. [Epub ahead oftpifr 1.605)

c. A high mobility group box protein 1 (HMGB1) saraltozasa égeési traumat koseh

A HMGB1 a sejtmagban talalhaté protein, mely gyidisos medidtorok hatasara a
monocitakbdl és makrofagokbadl aktivan, a sériltyvalpalt sejtekbl passzivan szabadul fel,
€s maga is citokinként viselkedik. Kisérletes aklagperint égési trauma hatdsara a plazma
HMGB1 szint megemelkedik, azonban valtozasanakndilkegardl égett betegekben nincs
még adat. 26 beteg plazmajdban ELISA technikdvabghaw@rozva magas HMGB1
koncentraciét meértink a koérhazi felvételkor, melkezelés soran fokozatosan csokkent. A
felvételkor mért érték a ké8bb elhunytakban (26,945,4 ng/ml) szignifikAnsan hagdta a
taléelok szintjét (7,9£1,9 ng/ml). ROC analizis 16 ng/mal-Eoncentracional 75,0 %-os
szenzitivitdssal és 83,3 %-o0s specificitdssal felez haldlozast, igy a felvételkor mért
HMGB1 értek prognosztikus értekkel bir. A HMGB1razégeési traumat kowehagyon korai
megemelkedése jeldist befolyasolja a traumat szenvedett betegek imnmkafgjat. (Shock
2010; 33: xxx—xxx, 2009 Dec 7. [Epub ahead of ptiat3.394)

d. Folyadékterapia hatasa a citokin-egyensuly ékéambs molekula expresszié valtozasra
€gési traumat kovéen
Célunk az oradiurézis (HUO, n=15) és az intratdiakérvolumen index (ITBVI,

n=15) alapjan vezetett folyadékterapia 6sszehassalivolt a citokin-egyensuly és leukocita
sejtfelszini markerek valtozasa alapjan. Eredmdkyskzerint az ITBVI csoportban az IL-6
szint, az IL-6/IL-10 arany a traumat kdge2-3. napon, mig az IL-8/IL-10 arany a 3-5. napon
szignifikhnsan magasabb volt a HUO csoporthoz képsgyanakkor a HUO csoportban az
IL-10 szint volt szignifikdnsan magasabb a 4-5.amapA sejtfelszini markerek kozll a
granulocita CD11a szint a 2., a CD11b szint a &6imfocita CD11a az 5-6., a CD11b a 3-
6., a CD49d a 2-6., a CD97 a 6., és a monocita @PCD11b, CD18 szintek a 4-6., a CD14
szint a 3-5. napokon volt szignifikhAnsan magasalU® csoportban. Eredményeink arra
utalnak, hogy az égett betegek korai folyadék remzEtacioja a hagyomanyos
folyadékterapiaval szemben tompitja a szervezetirflammatorikus valaszreakcidjat és a
leukocita sejtfelszini markerek expresszié{dournal of Burn Care and Research (kdzlésre
elfogadva) IF: 1.513)

e. N-acetilcisztein (NAC) kezelés hatasa az éggsima kivaltotta oxidativ stresszre

Az égési trauma jeledss oxidativ stresszt valt ki a szervezetben, azombég kevés
kiegészib NAC kezelés hatasat sulyosan égett betegek oxidatissz valaszéara. 8-8 beteget
bevonva, az etscsoportban csak folyadékterapiat alkalmaztunkt anmasodik csoportban
NAC kezeléssel egészitettiink ki. A NAC kezelésj&ietten megemelte a plazma szulfhidril
csoportok szintjét, és a glutation szint is hamanadrmalizalodott. A szuperoxid dizmutaz és
katalaz enzimek aktivitAsanak alakulasat a NAC lészenem befolydsolta. Az n-
acetilciszteinnel kezelt csoportban magasabb vblketagek tulélése a kezeletlen csoporthoz
viszonyitva (63 % vs. 37 %), azonban ez a kilontstatisztikailag nem volt szignifikans.
Eredményeink szerint az égett betegek kieg@skifC kezelése megemeli a szervezet
endogén, nem enzimatikus antioxidans szintjét,ete osokkenti a prooxidans paramétereket,
kuldnosen nem a fehérvérsejtek aktivalodgEabetegségek 2009; 14: 35-44.)



5. Az oxidativ stressz vizsgalata sulyos szeptikbstegekben

Munkank célja a ritéti traumat koveéien sulyos szepszishen szenveoetegek
oxidativ stressz statuszanak vizsgalata volt. \zZélsrestink arra, hogy az oxidativ stressz
markerek alkalmasak-e a szepszis progresszidjaméle gelzésére, hasznalhat6ak-e a
mortalitas jelzésére. 14 sulyos szeptikus beteigegsalva a prooxidans markerek emelkedett,
az endogén antioxiddnsok cstkkent szintje egyéiitmjelezte a tartdos oxidativ stressz
fennallasat. E valtozasok az elhunytak csoportjaiegy kifejezettebbnek mutatkoztak. A
plazma malondialdehid szint szignifikans pozitiviejes vér stimuldlt gyoktermelésének
indukcios ideje szignifikans negativ korrelaciottatatt a MODS és SOFA score értékekkel,
igy alkalmasak lehetnek a varhaté mortalitas j@megKozlés alatt)

Eredményeinkil a palyazati periédus alatt 44 kongresszusiadghsban és 14
megjelent kézleményben szamoltunk be (IF: 15,885)alyazatban résztvéwkutatok kozdl
ketten PhD fokozatot szereztek. A kutatdas eredménjabb ismeretekkel szolgaltak a
szervezet szisztémas gyulladasos valaszreakciéfabghatarozé6 mechanizmusokrol, melyek
korjelz6 ertékkel birhatnak, alkalmasak lehetnek a terapemvatkozasok hatasossaganak
megitélésére, és hozzgjarulhatnak Ujabb terjpidstsfgek kimunkaldsdhoz. Az Gjabb
biomarkerek vizsgalata javithatja az intenziv alatigenyb betegek korai diagnézisat, és
ennek kovetkeztében hatassal lehet e betegek aséab és morbiditasara.

Pécs, 2010. februar 22.

Dr. Lantos Janos
témavezét



