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INVOKACIO
PhD dolgozatomat angol nyelven irtam meg “Biomarker investigations in acute brain injuries”
cimmel, melyet 2009-ben védtem meg. A logikus tudoméanyos gondolkodés és lelkesedés,
valamint a felfedezés 6rome egy olyan palyara allitott, melyet csak utdlag értettem meg. Egy
olyan teriilet kutatoja lettem, ami mindennapos kihivast jelent egy olyan szakorvos szamara,
aki egyszerre miveli az aneszteziologidt és intenziv terapiat, és ezt 6tvozni igyekszik a
paradigma valtas’ a 2000-es évek elején rendkiviili kihivast jelentett a korhazi ellatdsban
dolgozok szamara. Elobb a szisztémas vérrog oldd kezelés elterjedése jelentett reményt a
sikeres rekanalizaciora, majd az un. “id6 ablakon tul” érkezd, tehat trombolizis terapiara
alkalmatlan betegek szamara nyujtott tovabbi esélyt a neurointervencid latvanyos fejlodése. Az
ember azt gondolhatta, hogy egy specifikus terapia elhozta egy konkrét betegség kezelésére a
megoldast. A kép azonban nem ilyen egyszerii. Eredmények csak jol szervezett prehospitalis
rendszer, stroke centrumok €s nagyon draga intervencids eljarasok aran érhetdk el, rdadasul a
betegek jelentés része a gyors és szakszeri ellatas ellenére sem profital a koltséges
beavatkozasokbol. A fogyatékossaggal tovabb él6k pedig komoly szocialis terhet jelentenek a
csalad és az egész tarsadalom szamara. Igy a sok nyitott kérdés alapjan tudomanyos
tevékenységemet a primér stroke prevencié, a mar bekovetkezett stroke prognosztikai
elemzése, €s a stroke-ot kovetd szekunder prevencid targyaban végeztem és az alabbi
dolgozatot erre a logikai lancara épitettem fel (1. abra).

Abszolut prioritds a stroke kialakulasanak megelézése. Az akut ellatasban dolgozo
intenzives orvosnak erre nem sok befolydsa van. Szerencsés modon sikertiilt egy olyan kutatast
elinditanom, mely a prevencids eszkoztar része lehet. Ennek alapja az a sajat megfigyelés volt,
hogy a jardszalagos terhelésre alkalmatlan szivbetegek, dipyridamol terhelése kapcsan az
esetek kb 20%-ban percek alatt malo neurologiai tiineteket figyeltem meg. Feltételezésem az
volt, hogy béar a beteg valamilyen szivpanasszal fordult orvosahoz, de betegsége nem
szervspecifikus, hanem szisztémas korallapot része, mely az agyi erek szintjén is megjelenik.
Ez motivalt a jelenség hatterében all6 mechanizmusok tisztdzasara azzal a reménnyel, hogy
eljutunk a fenyegetd stroke eldszobajanak szamitd agyi atherosclerosis még szubklinikus
stidiumban valo detektalasdhoz. Amennyiben hipotézisiink helytallo, akkor megfeleld
prevencios terapidk és egyéb befolyasolhato riziko faktorok eliminalasaval esélyt adhatunk a
stroke megeldzésére (1. abra, ,,Dipyridamol indukalt steal-jelenseg”, Tézis 1).

A masodik kérdés 0j biomarkerek vizsgalatara fokuszalt mar bekdvetkezett ischaemias

stroke-ban ¢és a szintén stroke megel6zé allapotnak szamitd szignifikans carotis stenosisban
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szenvedd betegekben. Itt olyan 10j utvonalakat kezdtlink el vizsgélni (L-arginin Utvonal,
komplement rendszer, thrombo-inflammatorikus kaszkad), melyek azdta sem vesztették el
aktualitasukat a nemzetkozi irodalomban. Részben a szobajoheté molekuldk kinetikajanak
feltérképezésére, részben a prognozis fiiggetlen prediktorainak feltarasara koncentraltunk (1.
abra, ,,Akut ischaemias stroke”, Tézis 2.).

A harmadik kérdéskor ahhoz a megfigyeléshez kapcsolodik, hogy a kedvezdtlen kimenetel
olyan szovodményekkel all 6sszefiiggésben, mint a post-stroke infekcio. Elsék kozott tartuk fel
a post-stroke immundepresszid jelenségét, mely terapids célpontok azonositdsat kindlhatja a
jovoben (1. abra, ,,Post-stroke infekcid, vérzéses transzformacid, miokardialis érintettség és
mortalitas”, Tézis 3,4,5,6,7,8A és §B).

A negyedik problémakdr visszatiikrozi kettés szakmai érdeklodésemet, ¢és a
neurologia/aneszteziologia  hatarteriiletére  koncentral.  Intézménylinkben a  carotis
endarterectomiak (CEA) lokoregionalis anesztéziaban torténnek. Az éber, de a beavatkozas
miatt nyilvan szorong6 beteg perioperativ stresszének csokkentésére iranyultak eréfeszitéseink.
Olyan €ber-szedacios protokollt dolgoztunk ki, melynek kedvezd hatasait a szervezetben zajlo
komplex stresszvalasz vizsgalataval igyekeztiink alatamasztani. Majd betegeink sorsanak tobb
éves nyomonkovetésével a mindennapi orvosi gyakorlatban is hasznalhaté megfigyelésekhez
jutottunk. Emellett érsebészeti szempontbdl sem elhanyagolhatd, hogy olyan markert
azonositottunk, mely elérejelezte a miitét alatti shunt igényt. (1. abra, ,,Carotis stenosis- CEA”,
Tézis 9A ¢és 9B).

Ezt kovet6en a szekunder stroke prevencioban hasznalt vérlemezke gatlas, illetve a gyogyszer
szedése ellenére fennalld Uin. *magas rezidualis vérlemezke reaktivitds’ keriilt tudomanyos
érdeklddésiink kozéppontjaba (1. abra, ,,vérlemezke rezidudlis reaktivitas”, Tézis 10A €s B).
A rendelkezésre 4llo funkciondlis vérlemezke vizsgalatokat (impedancia aggregometria), Uj
modszerekkel egészitettiik ki. Ezek kozé sorolhatd, a sajat fejlesztésli trombocita
antiszedimentacios rata (TAR), mely azt vizsgalja, hogy egyoras gravitacids iilepités soran mi
tortenik a vérlemezkékkel. Emellett a labormedicina 4altal nyUjtott 1) vérlemezke
paraméterekkel, valamint morfologiai (transzmisszids elektronmikroszkopia és atomerd
mikroszkopia) vizsgéalatokkal egészitettiik ki kutatdsunkat. Amennyiben ez az innovativ
megkozelités eredményes lesz, akkor a személyre szabott medicina gyakorlati alkalmazésa felé
egy ujabb nagy 1épést tehetiink, megeldzve a stroke és egyéb vaszkularis események recidivajat.

Az eltelt évek alatt szamos hazai és nemzetkozi kollaboraciot sikertilt kialakitani, de biiszkén
mondhatom, hogy valamennyi kutatas, mely dolgozatomban emlitésre keriil hazankban tortént.

Minden eredményiink csapatmunka volt, amiért minden résztvevonek halas vagyok.
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1. abra. A Tézisben szereplé tudomanyos munkak logikai dsszefiiggése
CEA: carotis endarterectomia; NO: nitrogén monoxid; CCCK-18: caspase cleaved cytoceratin; HRPR: ’high

residual platelet reactivity’ (kezelés ellenére fennallo rezidualis vérlemezke reaktivitds).

Sajat klinikai teriiletem az aneszteziologia és intenziv terapia, rendkiviili moédon
tamaszkodik “high-tech” eszk6zok alkalmazasara. Rdadasul a nem tul tavoli jovében mindez
valoszintlileg kiegészilil a mesterséges intelligencia, illetve “deep learning” alapjan miikodd
dontéshozatali algoritmusok hasznalataval. Ennek ellenére személyes meggy6zddésem, hogy a
betegagy, a monitor és az altatogép mellett allo jol képzett klinikust semmi sem potolja. Ami a
kutatast illeti, a masik rendkiviil gyorsan fejlodo agazat a biotechnoldgia, mely a transzlacios
lehetdségekkel remélhetdleg tényleg elhozza az egyénre szabott gyogyitas lehetdségét.
Mindezek a jovében az orvosbiologiai szakemberek még szorosabb egylittmikodeését kivanjak
meg, kiilonben az ugréasszerl fejlodések egyszerlien maguk ald temetnek benniinket.

Osszefoglalva, egy olyan orvosgeneracio tagja vagyok, aki palyaja kezdetén tantija volt az
“eminencia” alapu, majd napjainkban az ,.evidencia” alapu és remélhetdleg a jovOben az
~egyénre szabott”, molekularis medicina fejlddésének. MTA doktori értekezésemmel a
benniinket koriilvevd biologiai vilag értelmezésének egy apro szeletét szeretném elhelyezni,
ugy, hogy abban egyarant visszatiikr6z6djon tudomdanyos és klinikai érdekl6désem két
specifikus teriileten, a neuroldgidban és aneszteziologiaban a betegek kezelésének el6térbe

helyezésével.
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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACAS: Asymptomatic Carotid Atherosclerosis Study
ACC: arteria carotis communis

ACI: arteria carotis interna

ACS: acute coronary syndromes

ACST: Asymptomatic Carotid Surgery Trial
ACTH: adreno-corticotrop hormon

ADMA: asszimetrikus dimetilarginin

ADP: adenosine diphosphate

AIS: akut ischaemias stroke

AF: atrial fibrillation

AICS: acute ischemic coronary syndromes

AMI: akut miokardialis infarktus

BDZ: benzodiazepin

BMI: body mass index

CABG: Coronary artery bypass graft

CAS: carotid artery stenting

CHS: cerebralis hiperperfuzios szindroma

COPD: chronic obstructive pulmonary disease
CRP: C-reaktiv protein

CREST: Carotid revascularization endarterectomy versus stenting trial
CT: computer tomografia; CTA: CT angiografia
DSA: digitalis szubtrakcios angiografia

DWI: diffuzié-stulyozott képalkotas

ECST: European Carotid Surgery Trial

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid

EKG: elektrokardiogram

ESR: erythrocyte sedimentation rate

FasL: fas ligand

FSC: forward scattered light

GA: altalanos érzéstelenités (general anesthesia)
GALA: General anaesthesia versus local anaesthesia (for carotid surgery)
GCS: Glasgow Coma Scale

GOS: Glasgow Outcome Scale

H-IPF: high fluorsecent immature platelet fraction
HLA-DR: Human Leukocyte Antigen — DR isotype
HPLC: High Pressure Liquid Chromatography
hsCRP: high-sensitivity C-reactive protein

ICSS: International Carotid Stenting Study

IFN-y: interferon- gamma
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IL-1: interleukin-1

IL-6: interleukin-6

IPF: immature platelet fraction

LAR: leukocyte antisedimentation rate

LCR: large cell platelet ratio

LDL.: low density lipoprotein

LOX-1: low-density oxidized lipoprotein receptor-1

MMSE: Mini Mental State Examination

MAP-1: MBL/Ficolin associated Protein-1

MASP-3: MBL associated serine protease-3

MBL: mannose binding lectin

MCP-1: monocyte chemoattractant protein-1

MPV: mean platelet volume

MRA: MR angiografia

NASCET: North American Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial
NIHSS: National Institute of Health Stroke Scale

NK cells: natural killer cells; NKT-like cells: natural Killer T-like cells
NO: nitrogén-monoxid

NOS: NO synthase; eNOS: endothelial NOS; iNOS: inducible NOS; nNOS: neuronal NOS
NSE: neurone specific enolase

PAR: platelet antisedimentation rate

P(j-a)CO./C(a-j)O2: jugulo-arterialis szén-dioxid nyomas kiilonbség/arterio-jugularis oxigéntartalom kiilonbség
PCI: perkutan koronaria intervencio

PESA: Progression of Early Subclinical Atherosclerosis Study

POCD: posztoperativ kognitiv diszfunkcio

PSV: cstics szisztolés sebesség (peak systolic velocity)

RA: regionalis érzéstelenités (regional anaesthesia)

SAPPHIRE: Stenting and Angioplasty with Protection in Patients at High Risk for Endarterectomy
sCD40L.: soluble CD40 ligand

SDMA: szimetrikus dimetilarginin

sP-selectin: soluble P-selectin

SPSS: Statistical Package for the Social Sciences

sVCAM-1: soluble vasculare cell adhesion molecule-1

TBI: traumatic brain injury

TCD: transzkranialis Doppler

TCI: target controlled infusion

TEM: transzmisszio6s elektronmikroszkopia

TIA: transient ischemic attack

tPA: tissue plasminogen activator

WBC: White Blood Cell
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BEVEZETES

BIOMARKEREK JELLEMZOI

Az akut koérképek kezelése rendkiviil id6 érzékeny. Mind a gyors diagnosztikdban, mind a
terapia hatasossaganak nyomonkdvetésében de a prognodzis becslésében is ma mar
nélkiilozhetetlen a biomarkerek hasznalata. Ezek egy rész mar *point of care’ modon a betegagy
mellett is hozzaférhetd, jelentdsen gyorsitva a klinikai dontéseket. A kutatasi céllal hasznalt
biomarkerek fontosak a patomechanizmusok megértéséhez, és a jovOben hasznalt rutin
markerek kivalasztasanak alapjait képezik. A National Institute of Health definicidja szerint:
,»A biomarker olyan tulajdonsag, melyet objektiven lehet mérni, és amely indikatora lehet a
fiziologias bioldgiai folyamatoknak, patoldgias folyamatoknak, vagy egy terdpiara adott
farmakologiai valasznak”. Ez alapjan nem csak a klasszikus testfolyadékokban mérhetd
molekuldkat, hanem 4&llapot stlyossdgi pontszdmokat, illetve képalkotod eljarassal szerzett
jeleket/kritériumokat is markereknek tekinthetiink. A kritikus allapota betegek diagnosztikaja
¢s terapiaja jelentds fejlédésen ment at az elmult idészakban, mely szamos koltséges és a beteg
szamara megterheld invaziv beavatkozast igényel. Igy a koltséghatékonysag szempontjabol is
elengedhetetlen a biomarker alapu algoritmusok haszndlata, kiilondsen a magas negativ
prediktiv értékkel rendelkez6 markereké, melyek lehetévé teszik a felesleges diagnosztikus és
terapias beavatkozasok elkeriilését. Mivel egy folyamatosan fejlédé biotechnoldgiai
forradalomnak vagyunk tanai, igy a biomarkerekrdl szo6ld ismereteink is folyamatosan
szélesednek. Egyre érzékenyebb ¢és specifikusabb markerek tlinnek fel a tudomanyos

horizonton, megcsillantva a személyre szabott medicina lehetségét.

VASZKULARIS BETEGSEGEK ~ PARADIGMA VALTAS

Az atherosclerosis patogenezisében szamosu 1j utvonal keriilt feltérképezésre. A
kardiovaszkularis kockazat értékelésében hasznalt hagyomanyos rizikod faktorok (példaul
cukorbetegség, diszlipidémia, dohanyzas, nem, és életkor) nem elég pontosak, hiszen
értelmezhetetlen, hogy egyes magas kockazati betegeknél miért nem tapasztalhato
kardiovaszkularis esemény, mig az alacsony kockazatinak mindsitett populacio egy szazaléka
mégis fatalis esemény aldozata lesz. Hasonld a probléma az evidencia alapu orvosléssal,
melynek nagy vivmanya, hogy a tekintély alapti szemléletet szigorti tudomanyos gondolkodas
valtotta fel, de mar ennek a koncepcionak a kritikdja is lathato, miszerint “ugyanaz a méret nem

biztos, hogy mindenki szamara j6”. Jelenleg ugy tiinik, hogy a jovOben a személyre szabott



dc_1804 20

medicina alkalmazasatol varhatjuk a morbiditasi és mortalitasi adatok tovabbi javulasat. Ebben
a transzlacids medicina fontos szerepet jatszhat a maga eszkdzeivel (mesterséges inteligencia
alapt “big data” analizis stb.). A cél csoportok azonositasa és a megfeleld kezelés bevezetése
megelozhetné az akut vaszkularis esemény bekdvetkezését, példaul, ha a vérlemezke gatlo
terapiara rezisztens eseteket a mindennapi gyakorlat szintjén sziirni tudnank. Ha pedig
bekovetkezett egy vaszkularis esemény (pl. ischaemias stroke), akkor a komplikaciokra (pl.
vérzéses transzformdcio vagy post-stroke infekcio) leginkabb fogékony betegek sziirése
segitene hozza, a személyre szabott kezeléshez, jelentOsen javitva annak kimenetelét. A
korabbiakban felvetett problémak mindegyikére kitérek az alabbi kutatdsaimban.

Az 6nall6 ttvonalakhoz tartozé és kiilonb6zd patofizioldgiai eseményeket tiikrdzo tobb
biomarker kozotti kdlcsonhatasok és kompozit biomarkerek vizsgalata egy 10j és izgalmas
teriilet. Ez a koncepci6 igaz lehet az L-arginin- nitrogen monoxid (NO) atvonal metabolitjai, az
akut vaszkularis korképeket kiséré trombo-inflammatorikus és a kozponti idegrendszeri

sejtsériilés neuroinflammacios molekulai kozotti osszefiiggések feltérképezése soran is.

1. RIZIKO CSOPORTOK FELTARASA

1.1. AGYI KEPALKOTO VIZSGALATOK

Az orvostudomany kdézelmultbeli rohamos fejlédésének kdszonhetden az ischaemids stroke
egyre nagyobb sikerrel kezelhetd betegséggé valt. Ennek alapkovei a laikus oktatas (tiinetek
felismerése laikus altal), a prehospitalis ellatas és a centrumok kialakitasa, ahol a modern
képalkotas, a farmakoldgiai beavatkozas (thrombolysis) €s/vagy neurointervencid a nap 24
Orajaban folyamatosan elérhetd. Az 1id0so6dé tarsadalomban megfigyelhet6 stroke
prevalencia novekedés, valamint a terapia ellenére kialakulé morbiditas miatt — a stroke a
tartos fogyatékossadg leggyakoribb oka - a prevencid fontossagdt nem lehet eléggé
hangsulyozni. Ezen a teriileten a fejlett neuro-képalkotd technikak hasznalata forradalmi. A
magneses rezonancia (MR) technikak és a pozitron emisszios tomografia (PET) segithetnek
olyan premorbid allapotok feltarasaban, amelyek egyébként stroke-hoz vezethetnek, és mind
az elsédleges, mind a masodlagos stroke prevencioban hasznosak lehetnek. A definitiv
stroke kialakulasat megel6z6é carotis stenosis és az atmeneti ischaemias rohamok (TIA)
diagnosztikdja, kezelése €s a progresszid dinamikdjadnak értelmezése elengedhetetlen.
Megallapitast nyert, hogy a carotis stenosist olyan jelentds 1¢zio jelenlétében kell kezelni,

amely neurologiai tiineteket is okoz. Felmeriil azonban a kérdés: hogyan kell kezelni azokat
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a betegeket, amikor a stenosis és a tiinetek kozotti kapcsolat nem egyértelmii, vagy a tiinetek
nem tisztdzottak. Ilyen esetekben a carotis PET és/vagy zsirtartalmu T1 MRI képei
segithetnek a plakk embolikus jellegének igazolasaban. Ismert, hogy a vulnerabilis nyaki
plakkok embolizaciot okozhatnak. A plakkban zajlé gyulladasos folyamatokat a PET, mig a
plakk bevérzését az MR detektalni képes. Habar e két vizsgalat a plakkok vulnerabilitasanak
kiilonb6z6 stddiumait mutatja, mindkettd segithet olyan érrendszeri 1ézidk észlelésében,
amelyek az ischaemias események kialakulasanak valddi kockdzatat hordozzak. A
diffuzioval sulyozott MR képalkotas (DWI) kimutatta, hogy egyes TIA-k valdban
ischaemias agyi 1éziok lehetnek, atmeneti tiinetekkel. A DWI korai alkalmazasa tehat
hozzajarulhat ezeknek a betegeknek az idében megkezdett kezeléséhez. Azonban tovabbi
innovaciora és ujabb képalkotd technikdk kifejlesztésére rendkiviil nagy tudomanyos és

tarsadalmi igény van.

1.2. DIPYRIDAMOL TESZT A NEUROLOGIABAN?

Ebben az alfejezetben szeretném Osszefoglalni a téma korabbi kutatasi eredményeit, melyek
elvezettek a jelenleg is zajlo fejlesztésekig. Eldszor a kardiologiai diagnosztikaban
alkalmazott dipyridamole (DP) stress-teszt soran észlelt atmeneti (percek alatt mulo)
neuroldgiai tiineteket kezdtikk el vizsgdlni. A DP-teszt rutin eljards az ischaemids
szivbetegség felismerésében, tovabba a koronaria intervencid indikacidjanak felallitasaban.
A protokoll szerint 0,56 mg/kg dipyridamolt juttatunk be a keringésbe 4 perc alatt,
intravénasan ¢és a vitalis paramétercket monitorozzuk. A radiofarmakon (99mTc-methoxy-
isobutyl-isonitrile, MIBI) beadasat kovetden, cardio-SPECT vizsgalat torténik. Elsoként
publikaltuk a jelenséget, hogy a betegek egy negyedében a DP beadasat kovetéen percek
alatt regredialé tranziens neurologiai jelek alakulhatnak ki. Definitiv stroke sohasem maradt
vissza. Tekintettel a DP értagito hatasara, feltételeztiik, hogy ,,steal” jellegii hatas érvényesiil
az agyi vazoregulacioban. Ezt kovetden egy prospektiv vizsgalatban a DP-al tesztelt
koronaria betegektdl DP stress elott €s utana 15 illetve 60 perccel vénas vért vettiink S100B
¢s neuron specifikus enolaz (NSE) meghatarozas céljabol. A betegeket a DP altal indukalt
tranziens neurologiai jelek alapjan pozitiv és negativ alcsoportokra osztottuk. A DP pozitiv
betegek szérumaban a DP teszt elvégzése utan egy oOraval diszkrét, de szignifikdns S100B
emelkedést (p<0.01) talaltunk mind a DP teszt el6tti, mind a kontroll alanyokban mért
értékekhez képest. Ugyanezt az NSE esetében nem tapasztaltuk. Ennek a tanulmanynak
folytatdsaként egy retrospektiv analizist végeztiink, melyben a DP indukalta S100B
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emelkedés és a betegek 7 éves utan kovetése alatt észlelt agyi vaszkularis események (TIA
illetve stroke) kozotti kapesolatot elemeztiik kérdéives modszerrel. Dokumentalt ischaemias
agyi esemény a betegek 48% -anal fordult el (TIA: 15/37, stroke: 3/37) hét év alatt. ROC
analizis alapjan a DP altal indukalt S100B emelkedés 60 perccel a DP stress utan, S100B >
0,11 ng/ml cut-off érték mellett 7 év tavlataban eldre jelezte az Gsszes cerebrovaszkularis
ischaemids eseményt 70,6% érzékenységgel és 83,3% specifitassal (AUC: 0,781, p <0,01).
A cerebrovaszkularis események szazalékos aranya 7 év alatt szignifikdnsan magasabb volt,
ha a DP-indukalt S100B koncentracio 7 évvel korabban meghaladta ezt a kiiszobértéket (p
<0,01). Ezen talmenden, a tobbvaltozos regresszids analizis igazolta, hogy a kiiszobérték
folotti S100B fliggetlen modon eldrejelzi az ischaemids cerebrovaszkularis események

kockazatat (OR: 70,1; 95% CI: 1,5-3372; p=0,03).

1.3. DIPYRIDAMOL TESZT ES MR PERFUZIOS KEPALKOTAS

Ezek utdn a DP-indukélt atmeneti neurologiai tiinettan képalkotd vizsgélattal vald
megkozelitését helyeztik fokuszba. A DP teszt pozitiv betegek agyi HMPAO-SPECT
vizsgalatanak eredményeit kordbban mar publikaltuk. A terheléses és a nyugalmi agyi
SPECT képek elemzése alapjan fogalmaztuk meg azt a hipotézisiinket, hogy a DP teszt a
neuroldgiaban a szubklinikus agyi keringészavarok diagnosztikajaban értékes eljaras lehet.
Az MR képalkotas fejlodésével a cerebrovascularis rezerv (CVR) vizsgalata, illetve TIA-n
atesett betegek agyi keringészavaranak korai felismerése lehetdséget ad a fenyegetd stroke
megelozésére, a preventiv stratégidk kialakitasara. Ezért olyan vizsgalati protokollt
terveztiink, melyben (i) a DP tesztet perfiizios MR képalkotassal egészitettiik ki; (ii) és a
utobbitol az L-arginin utvonal és az adenozin medialta vazodilatacid, valamint az endotél
funkcid szerepének tisztdzasat vartuk agyi ereken, mivel azt korabban szivizomzatban mar

leirtak.

1.4. CELKITUZES

(i) DP stress hatasban elvégzett perfuziés MR vizsgalattal feltarni a betegek tranziens
neurologiai korjelei hatterében allo vaszkularis eltéréseket az agyi vértartalom (cerebral
blood volume, CBV), az atlagos kontrasztanyag athaladasi idé (mean transit time, MTT)
illetve a kontraszt csucsig eltelt id6 (time to peak, TTP) alapjan; (ii) tisztazni a jelenség
dinamikajat: az észlelt eltérések megsziinnek-e a nyugalmi MR vizsgalat soran?; (iii) van-e
kiilonbség a tranziens neurologiai jeleket mutatd és nem mutato betegek L-arginin szérum

szintjében?



dc_1804 20

1.5. BETEGEK ES MODSZER

Osszesen 9 beteget vontunk be obszervacios “pilot vizsgalatunkba”, akik sem neurologiai
betegséghen, sem a nagy artériadk proximalis stenosisaban nem szenvedtek. Korabban
mindegyikiiknél ischaemias koszortér betegség gyanujaval DP stresszel kombinalt
myocardialis perfuzids szcintigrafia (MPS) zajlott és a szérum L-arginin meghatarozasara
pre-és post-stressz vérvétel tortént. Az L-arginin bemérése HPLC-vel tortént a Debreceni
Egyetem Alkalmazott Kémia Intézetében. Roviddel az intravénas DP beadasa utan négy
betegnél enyhe és atmeneti bal féltekei neurologiai tiineteket (TNJ) észleltiink, mely 15
percen beliil eltiint. Egyikiiknél sem maradt vissza tartos deficit. A masik 5 betegnek nem
voltak DP indukalt neurologiai tiinetei. Az irasbeli beleegyezést kovetéen mind a 9 beteget
ujabb intravénas DP-tesztre jegyeztiik el6, a korabbival megegyez6 protokoll szerint, és azt
perfuzidos agyi MR vizsgalattal kombinaltuk. A DP-teszt alatt a hemodinamikai
paramétereket mint példaul pulzusszam (HR), szisztolés (SBP), diasztolés vérnyomas
(DBP), atlagos artérids nyomas (MAP), pulzusnyomas (PP) és periférids oxigén szaturaciod

(Sp02), szintén rogzitettiik.

1.6. STATISZTIKAI ELEMZES

Az adatokat SPSS program alkalmazasaval értékeltik (11.5 verzio; IBM, Armonk, NY,
USA). A poszt-DP vs nyugalmi perfuzios és diffiiziés paraméterek, valamint a jobb és bal
félteke identikus régioi kozotti értékek dsszehasonlitasat kétmintas t-probaval végeztiik. Az
L-arginin szérum koncentraciok Osszehasonlitisa Mann-Whitney teszttel tortént. Az

eredményeket szignifikansnak tekintettiik, ha p <0,05.

1.7. EREDMENYEK

A két csoport makro-hemodinamikai és oxigenizacios valtozoiban nem taldltunk
kiilonbséget. A nyugalmi MR vizsgalattal a TNJ pozitiv betegekben szignifikansan
magasabb cerebral blood volume (CBV) volt észlelhetd a bal féltekei Senso-motoros areanak
megfelelden, a TNJ negativ betegek identikus teriiletében mérthez képest (2. abra). Ez a
kiilonbség a DP hatdsban egy honap mulva elvégzett terheléses MR felvételeken eltlint. Az
MTT és TTP értékekben nem talaltunk kiilonbséget a két csoport Osszehasonlitasakor. A
TNIJ pozitiv betegekben az L-arginin szint szignifikdnsan emelkedését tapasztaltuk a DP-
teszt utan a kiindulasi értékhez képest (atlag: 136,4 = 29,7 umol/l vs. 99,9 + 30,9 umol/l, p=

0,001). Viszont a TNJ pozitiv vs negativ betegek kozott sem a pre-stressz, sem a poszt-

10



dc_1804 20

stressz L-arginin nem mutatott szignifikans kiilonbséget (2. abra).

A B
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2. abra. A dipyridamol adas el6tt (pre-stressz) és utan (post-stressz) mért agyi vérvolumen (CBV) a
szenzo-motoros areaban (A) és a szérum L-arginin koncentracio a dipyridamole (DP) teszt pozitiv (+)
és negativ (-) csoportban (B).

DP teszt negativ (kontroll) és pozitiv= dtmenetei neurolégiai jelek hianya, illetve jelenléte

1.8. MEGBESZELES

Adataink arra utalnak, hogy a mikrocirkulacios zavarral é16 TNJ pozitiv betegekben a
rezisztencia erek atmeérdjének novekedése (magasabb lokalis CBV) képes a sziikséges,
magasabb aramlast biztositani a kritikus teriileten. A DP terhelés soran a CBV
normalizalodik vagy a maradék teriileteken is 1étrejon a vazodilatacio (3. abra). A
hatdsmechanizmus nem tisztazott. Az endotélfunkci6 helyredllitdsdért a DP-indukalta
adenozin koncentracioemelkedés, mig a miogén valaszért a lokalis S100B felszabadulas
szerepe merll fel. Mindkettd az erek atmérdjének novekedését valtja ki vazodilatacié illetve
vazorexalacio utjan. Ezért egy izolalt érprepardtum modellen megvizsgaltuk az S100B
protein élettani hatasait ex vivo patkany basilaris artérian (BA). Az S100B dozis fiiggd
médon szignifikinsan novelte a BA atméréjét (diaméter: 280+7-r61 317+8 um-re, 10° M
koncentracional, n=5, p<0.05), valamint szignifikans BA relaxéciot is okozott (0 +0,02-r61
-0,7+0,03Nm-re, n=5, p<0.05). Ismételt S100B adagolas hasonl6 nagysagrendii valtozast
okozott. Az acetil-kolin indukalta vazomotor valasz nem valtozott S100B hozzaadasa utan
(diaméter: 92+15 pm vs. 108+9 um, n=5). Ezek alapjan feltételezziik, hogy a Ca2+ kotd
S100B az izolalt basilaris artérian dilataciot és relaxacidt valt ki az endotél funkcidtol

fliggetleniil. Adataink alapjan felmeriil, hogy a sériilt agyteriiletek vératdramlasnak (CBF)

11
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fokozasa révén az S100B neuroprotektiv szerepet jatszik bizonyos kézponti idegrendszeri
sejtsériiléssel jaro korallapotokban. A pontos hatasmechanizmus (példaul a simaizom sejtek

[Ca2+]' tartalmanak szerepe) feltarisa azonban még tovabbi vizsgilatokat igényel.

A B

Nyugalmi Poszt-stressz

3. abra. Egy dipyridamol (DP) stressz pozitiv beteg nyugalmi (A) és DP hatasban elvégzett
perfuziés MR képe (B), valamint T2 kép az érintett sikban (C).
A tranziens bal féltekei tiineteket mutato beteg nyugalmi tobblet perfuzioja lathato a szenzo-motoros
kéregben az A képen (kék szin= magasabb CBYV), mig a B képen DP hatasban globalis CBV novekedés
észlelhetd, lokadlis relativ csékkenéssel a tiinetképzd teriileten (vilagos keret). Normal T2 szekvencia a C

képen.
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Az intravénas DP a kritikus teriileten ab ovo fokozott CBV-t csékkenti, paralell L-arginin
szint emelkedés kiséretében. Ez egyrészt direkt vazorelaxacids hatast jelez az agyi ereken,
masrészt egy kozvetett vazodilatacids hatast, mely feltehetéen az L-argininbdl torténd NO
felszabadulas révén jon 1étre. A DP stressz elotti heterogén CBV-vel rendelkez0 teriileteken
az ilyen kettds hatasok atmeneti neuroldgiai tiineteket okoztak valdsziniileg “steal” jelenség
kovetkeztében. Az intravénas DP stressz segithet a koszortusér betegek stroke kockazatanak
becslésében. A dipyridamole teszt alatt észlelt klinikai megfigyelés ¢és az agyi
mikrocirkulacié kozotti dsszefiiggést sajat €és masok kisérletes adatai alapjan az alédbbi

sematikus abran foglaltam 6ssze (4. abra).

Lokalis CBV, lizécio” | s | Lokélis 02 ER
Lokalis CBV, 02 ER 4 (MR) [° R — ]
Dipyridamol (DP)

Direkt hatas? Adenozin?

7~

g ™)
Szubklinikus agyi atherosclerosis ]— [ DP indukalt ,steal” —0[ Tranziens agyi ischaemia ]

(purinerg Gtvonal?)
§\§ l ’

. )

Lokalis vazomotor aktivitds modulacio (endotél, miogén, perivascularis)

\.

\, v

\

4. abra. A dipyridamole (DP), az agyi vérvolumen (CBV), az oxigén extrakcié (O2ER) és a vér-

[ Szisztémas S100B emelkedés ]_ [ Lokalis BBB diszfunkcid ]

agy gat (BBB) illetve az S100B kozotti 6sszefliggések hipotetikus kapcsolata
A kék nyilak a patofiziologiai, a piros nyilak a stresszor tényezdket, mig a zéld nyilak a “repair”

folyamatokat szimbolizadljak.

A FEJEZET ALAPJAUL SZOLGALO KOZLEMENYEK

Cseplo P, Vamos Z, Hamar J, Molnar T, Koller A. Ca2+-binding protein-S100B elicits dose-dependent
dilation/relaxation of rat cerebral arteries. ldeggyogy Sz. 2013;66:3-4 pp.130-1.

Molnar T, Szabo Z, Schmidt E, Barta E, Zambo K, Illes Z. “Cerebrovascular stressing”: drug-induced S100B
elevation and transient neurological signs predict ischemic cerebrovascular events. Clin Chem Lab Med.
2013;51:e69-72.

Molnar T, Horvath A, Szabo Z, Vamos Z, Déczi T, Illes Z. Detection of silent cerebral microcirculatory

abnormalities in patients with manifest ischemic coronary disease: a perfusion brain MRI study combined with
dipyridamole stress. Scand Cardiovasc J. 2020;D01:10.1080/14017431.2020.1821911
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2. SZIGNIFIKANS CAROTIS STENOSIS ES AKUT ISCHAEMIAS

STROKE

2.1. AZ L-ARGININ UTVONAL METABOLITJAINAK VIZSGALATA SZIGNIFIKANS
CAROTIS STENOSISBAN ES AKUT ISCHAEMIAS STROKE-BAN

Ismert, hogy olyan inzultusok, mint a hypoxia és ischaemia fokozza a fehérjékben 1évé L-
arginin metilacidjat. Ennek eredményeképpen nagy mennyiségli metilalt arginin szdrmazék
(ADMA, SDMA) keletkezik a protein metiltranszferaz (PRMT) enzim hatasara. Az ADMA
lebontasat a dimetil-diamino-hidrolaz (DDAH) végzi, mig az SDMA kizarolag vesén at
valasztodik ki. Az ADMA bizonyos koncentraciot meghaladva a szisztémas keringésben,
gatolja nitrogén-monoxid (NO) termelddését, ezért a kiillonboz6 vaszkularis betegségek
kialakulasaban etiologiai tényezOként emlitik. Feltételezik, hogy az L-arginin, mint a
legfontosabb NO donor, antagonizalja az ADMA hatasat. Az SDMA a végallapotu
vesebetegekben a mortalitds fontos markere.

A nitrogén-monoxid (NO) az erek atméréjének szabalyozasaban jatszik fontos
szerepet. Az L-arginin ¢és dimetilalt szarmazékai, az ADMA ¢és az SDMA
plazmakoncentracigja 6sszefliggésbe hozhato az akut ischaemids stroke utani hosszl tava
kimenetellel. Az ischaemias stroke utani szubakut ADMA és SDMA emelkedés a 90 napos
funkcionalis kimenetel kedvezdtlen prediktoranak bizonyult. Emellett a plazmaban mérhet6
SDMA az ischaemias stroke-ot kdvetd 30 napos kedvezoétlen kiemenetelt is elérejelzi. A
vaszkularis betegekben észlelt endotél diszfunkcio Osszefiiggésbe hozzhatd a szisztémas
keringésben mért emelkedett ADMA szinttel. Az ADMA a nitrogén-monoxid szintaz (NOS)

gatlasa révén az értonus szabalyozasaban kulcs szerepet jatszé NO termelddését csokkenti.

2.2. CELKITUZES

Célul thztik ki az akut ischaemids stroke els¢ 72 ordjdban: (i) az L-arginin Utvonal
molekuldinak kinetika elemzését; valamint korrelaciojuk vizsgalatat (ii) az infarktus
nagysagat jelz6 S100B; (iii) és az atherosclerosis (AS) marker C-reaktiv protein (CRP)
szintekkel. Kontroll csoportként olyan betegeket gyijtottiink, akik el6rehaladott

atherosclerosisban, szignifikans carotis stenosis-ban szenvedtek.
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2.3. BETEGEK ES MODSZER

Tanulmanyunkban prospektiv modon vizsgaltunk 55 akut ischaemias stroke-ban (AIS)
szenvedd beteget. Sorozatos vérmintavételt végeztink az L-arginine, ADMA, SDMA,
S100B és magas szenzitivitasu C-reaktiv protein (hsCRP) meghatarozasa céljabol a tiinetek
kezdetétol szamitott 6 6ran beliil, majd 24 és 72 6ra mulva. A szérum L-arginin, ADMA ¢és
SDMA mérése a Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémia Intézettel vald kooperacidban
tortént high-performance liquid chromatographia (HPLC) modszerrel. Adatainkat 44
aszimptomas szignifikans carotis stenosis-ban (AsCS) szenvedd beteg, illetve 45 egészséges
kontroll alany adataival hasonlitottuk 6ssze (1 tablazat). A stroke sulyossagat a National

Institute of Health Stroke Skala (NIHSS) pontszama alapjan jellemeztiik.

2.4. STATISZTIKAI ELEMZES
Az adatokat SPSS alkalmazasaval értékeltiik (11.5 verzio; IBM, Armonk, NY, USA). A két
csoport adatainak Osszehasonlitasara chi-négyzet probat és Mann-Whitney tesztet

hasznaltunk. Az eredményeket szignifikdnsnak tekintettiik, ha p <0,05.

2.5. EREDMENYEK

Az akut ischaemids stroke-ban ¢és aszimptomads szignifikdns carotis stenosisban szenvedd
betegek demografiai és klinikai adatai a 1. tablazatban foglaltuk Ossze. Az utdbbi
csoportban a statin és clopidogrel terapiaban részesiilok ardnya szignifikansan nagyobb volt,
viszont demografiai szempontbol és a tarsbetegségeket tekintve a két kohorsz hasonl6 volt..
Mar a hyperakut szakban emelkedett L-arginin, ADMA és SDMA értékeket mértiink a
stroke betegek szérumdban, mely mind a carotis stenosisban szenvedd betegekhez, mind az

egészségesekhez viszonyitva szignifikans volt (5. abra).
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1. tablazat. Akut ischaemias stroke-ban (AIS) és aszimptomas szignifikans carotis stenosisban

(AsSCS) szenvedd betegek demografiai és klinikai adatai

AIS AsCS p
N= 55 N=44
Eletkor, évek 70+10 66+10 NS
Férfi 28 (51) 29(66) NS
ISZB 8 (14) 7 (16) NS
COPD 7 (13) 5(11) NS
Dohanyzas 12 (22) 13 (29) NS
Hypertonia 40 (72) 39 (88) NS
Diabetes mellitus 7 (13) 8 (18) NS
Creatinin (umol/l) 75.5+£14.5 74.5+13.8 NS
Statin terapia 25 (45) 38 (86) <0.01
Clopidogrel 5(9) 29 (66) <0.01
Aspirin 32 (58) 24 (55) NS
NIHSS felvételkor 11.5£5.4 NA NA
NIHSS elbocsataskor 8.4+6.4 NA NA
Post-stroke infekcio 16 (29) NA NA
Halalozés 13 (24) NA NA

Az adatokat, mint atlag+SD vagy abszolut szam (szazalék) abrazoltuk (chi-négyzet és két mintas T proba); AIS:

Akut ischaemids stroke; AsCS: aszimptomds szignifikans carotis stenosis; BMI: body mass index; I1SZB:

ischaemids korondria betegség; COPD: chronic obstructive pulmonary disease, NIHSS: National Institute of
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5. abra. Szérum L-arginin, ADMA és SDMA értékek egészséges kontrollban, akut ischaemias

stroke-ban (AIS) és aszimptomas szignifikans carotis stenosisban (AsCS)

16



dc_1804 20

Az L-arginin Gtvonal markereinek a 6, 24 és 72 6ras kinetikajat akut ischaemias stroke-ban

a 6. abran (* L-arginin/ADMA 24 vs 6 6ras; # L-arginin/fSDMA 72 vs 6 6ras) mutatjuk be.

L-arginin ADMA és SDMA
250 9 1,4
1,2
200 )
150 0,8
1007 0,67
50 1 0,47
0,27
0 0
6 24 72 6 24 72
ADMA
--------- SDMA
L-arginin/ADMA L-arginin/SDMA
400 "
600
300 #
200 400
100 200
0 0
6 24 72 6 24 72

6. abra. Szérum L-arginin, ADMA és SDMA, valamint az L-arginin/ADMA és L-arginin/lSDMA
hanyadosok kinetkidja akut ischaemias stroke elsd 72 orajaban
Az adatokat, mint atlag és 95% konfidencia tartomany dabrazoltuk. (* L-arginin/ADMA 24 vs 6 oras; # L-
arginin/SDMA 72 vs 6 ords szignifikans kiilonbséget jelol)

Az agyi infarktus nagysagaval aranyos S100B protein és a post-stroke 72 6ranal mért SDMA
kozott szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk. Hasonldan pozitiv korrelaciot talaltunk a
baseline és a post-stroke 72 ora kozotti S1I00B és ADMA koncentracidvaltozas kozott.
Mindkét metilarginin szarmazék koncentraciovaltozasa pozitivan korrelalt a hsCRP
koncentraciovaltozasaval (2. tablazat). A post-stroke 72 oranal mért csokkent L-arginin
(OR:1.03, 95% CI: 1.0-1.05, p<0.05) és emelkedett hsCRP (OR:1.1, 95% CI: 1.0-1.11,
p<0.05) a post-stroke infekcio fiiggetlen prediktoranak bizonyult. A hyperakut szakban (6
oran beliil) emelkedett S100B (OR:14.3, 95% CI: 1.4-147.4, p<0.05) és a post-stroke 72
6ranal mért hsCRP (OR:1.04, 95% CI: 1.0-1.1, p<0.05) pedig a halalozas fiiggetlen

prediktorai voltak.
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2. tablazat. Az L-arginin Gtvonal és a hsCRP, valamint az S100B koz4tti korrelaciok akut ischaemids

stroke elsd 72 o6rdjaban

L-arginin ADMA SDMA
<6 6ra
hsCRP <6 o6ra r=-0.317, p<0.05 NS NS
S100B <6 6ra NS NS NS
72 6ra
hsCRP 72 6ra NS NS r=0.478, p<0.01
S100B 72 6ra NS NS r=0.375, p<0.05
valtozas 72 ora alatt (A)
AhsCRP 72 6ra NS r=0.362, p<0.05 r=0.363, p<0.05
AS100B 72 é6ra NS r=10.326, p<0.05 NS

ADMA=asszimmetrikus dimetilarginin; SDMA=sszimmetrikus dimetilarginin; hsCRP= magas-szenzitivitasii C

reaktiv protein; NS= nem szignifikans. Spearman korreldcio.

2.6. MEGBESZELES

Tanulmanyunkban alapjan megallapithat6, hogy: (i) az L-arginin Gtvonal metabolitjai
(ADMA, SDMA) mar az akut ischaemids stroke korai fazisaban emelkedettek, raadasul ez
kifjezettebb, mint szignifikdns carotis stenosisban, ami az atherosclerosisnal sulyosabb
endotél diszfunkciot tiikroz; (i) feltételezziik, hogy stroke betegekben a baseline L-arginin
emelkedett szérum koncentracidja, egy adaptiv valasz lehet az eleve fennallo érfali
bantalomra. Erre utalhat, a post-stroke 24 oOranal mért szignifikdnsan magasabb L-
arginin/ADMA hanyados; (iii) az L-arginin és az ADMA ellentétes mozgasa az L-arginin
protektiv szerepét sugallja; (iv) adatainkbol ugy tiinik, hogy az L-arginin koncentracio
mérése a post-stroke infekcio elére jelzésére is alkalmas, mely lehet6vé teszi az adekvat

antimikrobas kezelés idében valo megkezdését.

A FEJEZET ALAPJAUL SZOLGALO KOZLEMENY

Molnar T, Pusch G, Papp V, Feher G, Szapary L, Biri B, Nagy L, Keki S, Illes Z. The L-arginine pathway in
acute ischemic stroke and severe carotid stenosis: temporal profiles and association with biomarkers and
outcome. J Stroke Cerebrovasc Dis. 2014; 23:2206-14.
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3. A LEKTIN UTVONAL MOLEKULAINAK VIZSGALATA AKUT

ISCHAEMIAS STROKE-BAN

3.1. NEUROIMMUNOLOGIAI ELOZMENYEK

Az ischaemiés stroke elsOsorban, de nem kizarélagosan, az idds populacio betegsége. Mivel
az immunrendszer mitkddésének a hatékonysaga az életkor elérehaladtaval hanyatlik, a
stroke immunoldgiai aspektusainak vizsgalata az utobbi években reflektorfénybe keriilt. Egy
folyamatosan fennall¢ ,,szisztémas gyulladasos allapot™ (atherosclerosis) mellett, csokkent
sejt regeneracidval €s szoveti reparacioval is szdmolni kell az idésekben. A stroke és az
immunrendszer kapcsolatanak vizsgalata alapvetden 3 irany:

(i) Allatkisérletes és humén klinikai bizonyitékok tdmasztjak ala, hogy a szisztémas
gyulladas/infekcio fenndlldsa Onmagdban is rizikdfaktora a vaszkularis betegségek
Jatszo tarsbetegségek, mint az atherosclerosis, hypertonia, elhizas, hyperlipidaemia, vagy
cukorbetegség mind kapcsolatba hozhatok a szisztémas gyulladas tartds jelenlétével.

(i) Szamos evidencia szol a mar bekdvetkezett stroke esetén az immunrendszer
miitkodésének (mind az 6si, mind az adaptiv) diszregulacioja mellett.

(iif) Stroke esetén paralel zajlik egy lokalis és egy szisztémas immunvalasz. Klinikai
vizsgalatainkban ez utobbira koncentraltunk.

Jelenleg is intenziv kutatas targyai olyan immunolégiai, illetve gyulladasos markerek,
melyek segitségével egyrészt a stroke kialakuldsanak rizikdjat becsiilni tudjuk, masrészt
segitenek feltarni a stroke miatt megvaltozott immunvalasz (stroke indukalta
immundepresszio) kulcs szerepldit, tovabba prognosztikai értékkel birnak a korlefolyas és a
kimenetel szempontjabol. A kozelmultban megjelent adatok hivtak fel a figyelmet a
komplement rendszer lectin utvonaldnak szerepére az ischaemias stroke kialakuldsaban. A
lectin ttvonal aktivalodasa a mannose-binding lectin (MBL), ficolin-2 vagy ficolin-3
kiilonb6zd ligandokhoz vald kapcsolodasa révén indul el. Mig az MBL jelentdségérdl

szdmos adat 4ll rendelkezésre, addig a ficolinok szerepe kevéssé ismert.

3.2. CELKITUZESEK
Az akut ischaemias stroke-ot Kiséré komplement aktivacio noveli az agyi infarktus

nagysagat és befolyasolja a klinikai kimenetelt.
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3.3. BETEGEK ES MODSZER

Osszesen 65 akut ischaemids stroke-ban (AIS) szenvedd beteg (Kor: 69.8 + 9.8, férfi: 20)
szérumat vizsgaltuk. Adatainkat 100 egészséges kontrollhoz (kor: 35.5 £ 9, férfi: 47) és 135
szignifikans carotis stenosisban szenvedé beteghez (kor: 69.8 + 9.9, férfi:88) hasonlitottuk.
A tiinetek kezdetétdl szamitott 12 6ran belil és azt kovetden 3-4 napon keresztiil sorozatos
vénas mintavétel tortént. A ficolin-2 és ficolin-3 koncentracié meghatarozasa ELISA
modszerrel tortént (Laboratory of Molecular Medicine, Department of Clinical Immunology,
Rigshospitalet, Copenhagen, Denmark). Emellett az S100B szérum szinteket (BioVendor,
Modrice, Czech Republic) és a C-reaktiv protein (CRP) koncentraciot is mértiik particle-
enhanced immunturbidimetric assay (Roche Cobas Integra 400, Basel, Switzerland)
modszerrel. A stroke stlyossagat a National Institute of Health Stroke Skala (NIHSS)
pontszdma, mig a kimenetelt a modositott Rankin Skéala (mRS) alapjan jellemeztiik.

Kedvezdtlen kimenetelnek az mRS:3-6, mig kedvezdnek az mRS: 0-2 értékeket tekintettiik.

3.4. STATISZTIKAI ELEMZES

Az adatokat SPSS alkalmazasaval értékeltiik (11.5 verzid; IBM, Armonk, NY, USA). Mann-
Whitney U tesztet hasznaltunk a nem normal eloszlast mutaté paraméterek
Osszehasonlitasahoz. A Kkorrelacios analizist Spearman korrelacioés egylitthatdo (rho)
kiszamitasaval végeztiik. A binaris logisztikus regressziot hasznaltuk a fliggetlen
prediktorok feltarasara, ¢s a ROC elemzést végeztiink a kiiszobérték kiszamitasdhoz. Az

eredményeket szignifikansnak tekintettiik, ha p <0,05.

3.5. EREDMENYEK

A ficolin-2 ¢és a ficolin-3 egyarant szignifikansan alacsonyabb volt az AIS betegekben az
egészségesekhez viszonyitva (p<0.001) valamennyi mérési idépontban. Ezzel szemben a
kontroll betegekben mindkét marker koncentracioja magasabb volt, mint egészségesekben,
jelezve, hogy az alacsony ficolin-2 és ficolin-3 szérum koncentracio a stroke akut fazisaban
az ischaemids eseményhez kothetd. A stroke sulyossagat jellemzd felvételi NIHS skala
pontszama és a ficolin-3 szintek k6zott erds negativ korrelaciot talaltunk, mely magmaradt
a szubakut periodusban is (7. abra). Hasonloan negativ korrelaciot talaltunk az infarceralt
teriilettel aranyosan felszabaduld szérum S100B protein és a ficolin-3 szintje kozott a
sorozatos mérések soran (7. abra). Erdekes modon a ficolin-2 esetén a fenti korrelaciokat

nem észleltiik.
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7. abra. A ficolin-3 (A) és a hsCRP (C) a stroke stlyossaga szerinti csoportokban, illetve
korrelaciojuk (B és D) az infarctus nagysagaval (FU= 72 6ras ’follow-up’ minta)
NIHS: National Institute of Health Stroke Scale; CRP: C-reaktiv protein. Az adatokat, mint medidan és
individualis értékek (A és C), a korrelaciokat scatter plot diagram formajaban abrazoltuk (Spearman

korreldcic)

A ficolin-3 és CRP szinteket Osszehasonlitottuk a dichotomizalt betegség kimeneteli
csoportok kozott (8. abra). Amikor a betegeket az mRS alapjan kedvezétlen (3-6) és
kedvezo kimenetel (0-2) szerint csoportositottuk, akkor a ficolin-3 szint alacsonyabb volt az
el6z6 csoportban. A kiilonbség csak a 72 oras mintakban volt szignifikans (8. abra, C
panel)., mig a felvételkori mintakban trendet észleltiink (8. abra, A panel). A 9 post-stroke
infekcios beteg kizarasa utan, a CRP szintje mind a felvételkor, mind a 72 6ras mintakban
szignifikdnsan magasabb volt a kedvezétlen kimenetelti betegcsoportban (8. abra, B és D

panel).
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8. abra. A korhazi felvételkori (A és B) és 72 oras (C és D) ficolin-3 és a hsCRP kapcsolata a
modositott Rankin Skala (mRS) alapjan mért stroke kimenetellel
CRP: C-reaktiv protein. A modositott Rankin Skadla: 3-6 a kedvezdtlenn kimenetelt jelzi. Az adatokat, mint

medidan és individudlis értékek abrazoltuk.

Mivel korabbrdl ismert, hogy mind a magasabb NIHSS pontszdm, mind az emelkedett
S100B prediktora a kedvezodtlen kimenetelnek, ezért érthetd, hogy azon betegeknek, akikben
alacsonyabb ficolin-3 (OR: 0,7 p=0,003) és magasabb CRP (OR: 1,4 p=0,006) szérum
szinteket mértiink szignifikansan rosszabb volt a kimenetele az mRS szerint definialt klinikai
kimenetelt tekintve (3. tablazat). A magas CRP koncentracio, a ficolin-3 szintt6l fliggetleniil

is hasonloan prediktivnek bizonyult a kedvezétlen kimenetelre nézve.
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3. tablazat. Ficolin-3 és hsCRP, mint a kiemenetel (mRS: 3-6 vs 0-2) fiiggetlen prediktorai

OR (95% Cl)

Felvételi mintak

72 oras mintak

ficolin-3,

pg/ml

CRP, mg/L

NEM
(nd/férfi)

Eletkor, évek

0,989 (0,776-1,020)
(p=10,093)

1,226 (1,040-1,446)
(p =0,015)

0,951 (0,238-3,794)
(p=10,943)

1,005 (0,925-1,092)
(p = 0,904)

0,736 (0,603-0,899)
(p=10,003)

1,375 (1,095-1,727)
(p = 0,006)

0,969 (0,207-4,535)
p = 0,968)

0,981 (0,902-1,066)
(p=0,652)

OR= esély hanyados, CI= konfidencia intervallum; CRP= C-rekativ protein

3.6. MEGBESZELES
Eredményeink alapjan megallapithatd: (i) adataink is tdmogatjak, hogy a komplement
aktivacio hozzajarul a stroke-ot kovetd ischemias/reperfuzids karosodashoz; (ii) a korabban
leirt MBL-dependens aktivacio mellett, a lectin-titvonal ficolin-3-dependens aktivacidja is
részt vesz a patologias folyamatok alakitasaban; (iii) a 72 6raval késobbi mintakban mért
alacsony ficolin-3 és magas CRP szintek klinikai korrelacioja egymastol fiiggetlen, sugallva,
a patogenezisben résztvevo két kiilonbozé gyulladasos Gitvonal lehetdségét, melynek terapias
kovetkezmeényei lehetnek.

Osszefoglalas: a komplement rendszer aktivaloddsa a ficolin medialta lectin Gitvonalon
keresztiil részt vesz az ischaemias stroke patogenezisében és valdsziniileg stlyosbit mas,

komplementtdl fiiggetlen gyulladasos folyamatokat.

A FEJEZET ALAPJAUL SZOLGALO KOZLEMENYEK

Fiist G, Munthe-Fog L, llles Z, Széplaki G, Molnar T, Pusch G, Hirschberg K, Szegedi R, Széplaki Z, Prohaszka
Z, Skjoedt MO, Garred P. Low ficolin-3 levels in early follow-up serum samples are associated with the severity
and unfavorable outcome of acute ischemic stroke. J Neuroinflammation. 2011, 29;8:185.

Molnar T, Csuka D, Pusch G, Nagy L, Garred P, llles Z. Associations between serum L-arginine and ficolins
in the early phase of acute ischemic stroke- a pilot study. J Stroke Cerebrovasc Dis. 2020;29(8):104951.
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4. AZ L-ARGININ ES A LECTIN UTVONAL KOZOTTI KAPCSOLAT

VIZSGALATA AKUT ISCHAEMIAS STROKE- BAN

A neuroinflammacié kulcsfontossagu szerepet jatszik a stroke okozta agyszovet karosodas
progressziojaban. A stroke utani gyulladast és az immundepressziot a szisztémas
immunsejtek, endotélsejtek, mikroglia és neuronok kozvetitik. Mind a fertézés, mind a
gyulladas per se is befolyasolhatja az ischaemias stroke kimenetelét. A komplement rendszer
agyi sériilést kovetd aktivalodasa kulcsfontossagu elem az ischaemids kaszkadban, amely a
masodlagos agyi sériilés miatt hozzajarul a kedvezdtlen kimenetelhez. A lektin utvonal
molekulainak id6beli kinetikajat kordbban kutatdcsoportunk is vizsgalta akut ischaemias
stroke-ban (AIS) szenvedd betegek szérumaban. Megfigyeltiik, hogy: (i) a stroke hiperakut
szakaszaban a ficolin-3 koncentracidja feltehetéen a konszumpciéo miatt csokken; (ii)
koncentracidja valtozatlan a szubakut fazis alatt; (iii) a fikolin-3 és az asztrocita-eredetii
S100B kozott forditott a korrelacid a 72 6ras mintdkban, ami arra utal, hogy az agyi infarktus
nagyobb mérete fokozott fikolin-3 felhasznalodast eredményez, feltehetéen az apoptotikus
és nekrotikus sejtekhez torténd kotddés révén. Ezen tilmenden az alacsony ficolin-3 szint az
AIS kedvezotlen prognozisaval is 6sszefiiggést mutat.

A komplementrendszer mellett az L-arginin itvonal molekulai is hozzajarulnak az
ischaemias stroke patogenezisé¢hez és kimeneteléhez. Az ischaemias stroke hiperakut
fazisaban az L-arginin-ttvonal molekulainak kifejezettebb emelkedését figyeltik meg, mint
a tinetmentes szignifikans carotis stenosisban szenvedd betegek szérumaban. Ez
elérehaladott endotél diszfunkciora utal. Az NO donor L-arginin szintje mar a betegek
felvételekor (a tlinetek kezdetétdl szamitott 6 oran beliil) emelkedett volt. A kritikus post-
stroke 24. oraban az L-arginin/aszimmetrikus dimetilarginin (ADMA) arany atmeneti
emelkedését is megfigyeltiikés felvetettiikk, hogy az L-arginin védd szerepet tolthet be.
Emellett azt talaltuk, hogy az L-arginin utvonal valtozasai elérejelzik a stroke utani
fertézéseket. Az L-arginin utvonal és a komplement rendszer kozotti kapcsolatot akut stroke-

ban eddig még nem vizsgaltak.

4.1. CELKITUZES
Korabbi tanulmanyaink eredményei alapjan kivancsiak voltunk, hogy a komplement
rendszer akut ischaemias stroke-ot kisérd ficolin medialta lectin utvonal diszfunkcioja és az

L-arginin Gtvonal aktivalédasa kozott van-e 0sszefiiggés?
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4.2. BETEGEK ES MODSZER

Vizsgalatainkat a Semmelweis Egyetem Ill. Sz, Belgyogyaszati  Klinika
Kutatélaboratoriumaval kooperacidban végeztiik el. Tanulmanyunkban prospektiv médon
vizsgaltunk 44 akut ischaemias stroke-ban szenvedd beteget. Sorozatos vérmintavételt
végeztiink az L-arginine, ADMA, SDMA, ficolin-2, ficolin-3, mannéz-koté lectin (MBL),
MBL/ficolin-asszocialt protein 1 (MAP-1), MBL/ficolin-asszocialt szerin proteaz (MASP-
3) és high-sensitivity C-reaktiv protein (hsCRP) meghatarozasa céljabol (a tiinetek
kezdetétol szamitott 6 6ran beliil, majd 24 és 72 6ra mulva). A szérum L-arginin, ADMA ¢és
SDMA mérése a Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémia Intézettel valdo kooperacioban
tortént high-performance liquid chromatographia (HPLC) mddszerrel. A stroke sulyossagat
a National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS) pontszama alapjan jellemeztiik. A 30

napos mortalitast, illetve a post-stroke infekciot hasznaltuk klinikai végpontoknak.

4.3. STATISZTIKAI ELEMZES

Az adatokat SPSS alkalmazaséaval értékeltiik (11.5 verzio; IBM, Armonk, NY, USA). Mann-
Whitney U tesztet hasznaltunk a nem normél eloszlast mutatd paraméterek
Osszehasonlitasahoz. A Kkorrelacios analizist Spearman korrelacioés egylitthatd (rho)
kiszamitasaval végeztik. A binaris logisztikus regressziét hasznaltuk a fiiggetlen
prediktorok feltarasara, €s a ROC elemzést végeztiink a kiiszobérték kiszamitasdhoz. Az

eredmeényeket szignifikansnak tekintettiik, ha p <0,05.

4.4. EREDMENYEK

Osszesen 44 AIS-ban szenvedd beteget (4tlag életkor: 67, SD: 10 év, férfi: 21) vontunk be a
vizsgalatba. A demografia és a klinikai paramétereket a 4. tablazatban tiintettiik fel. A
betegeket az infekcios szovédmeények alapjan két alcsoportba osztottuk: post-stroke fert6zés
kialakult (n=7) és post-stroke fert6zés nélkiil (n=37). A NIHSS alapjan a stroke sulyossaga
a post-stroke 24. oraban szignifikdnsan magasabb volt a post-stroke fertdzéses csoportban,
Osszehasonlitva az ilyen szovédményekkel nem rendelkezokkel (19,7 = 5,0 vs 6,5 + 6,0,
p=0,001). A post-stroke fert6zést 7 betegnél sikeriilt azonositani atlagosan az 5. post-stroke

napon. Koziiliik 6t beteg sulyos fertézés (elsésorban pneumonia) miatt halt meg.
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4. tablazat. Demografiai és klinikai adatok

Osszes beteg  infekcioval  infekcid nélkiil

n=44 n=7 n=37
Eletkor (év) 6710 66£6 7249 NS
Férfi 21 3 18 NS
BMI 27.5£5.8 31.14£8.5 26.8+5.3 NS
Dohanyzés, % 7 (16) 1(14) 6 (16) NS
Hypertonia, % 36 (81) 5(71) 31 (84) NS
Diabetes mellitus, % 8 (18) 1(14) 7 (19) NS
Dyslipidemia, % 18 (41) 3 (43) 15 (41) NS
NIHSS felvételkor 10.4+5.3 14.44+6.9 9.5+4.6 NS
NIHSS 24 oras 10.5+8.4 19.745.0 6.5+6.0 0.001
Halélozés, % 5(11) 5(71) 0 <0.001
TAG terapia, % 25 (57) 5(71) 20 (54) NS
Statin terapia, % 18 (41) 3 (43) 15 (41) NS

BMI=body mass index; NIHSS=National Institute of Health Stroke Scale; TAG= trombocita ggregacio

gatlas; NS= nem szignifikans. Az adatok, mint atlag+SD vagy abszolut szam (%). Chi-négyzet teszt és Mann-

Whitney teszt.

A hyperakut szakban (tiinetek kezdetétél 6 oran beliil) szignifikans pozitiv korrelaciot

talaltunk az L-arginin és a ficolin-3, MAP-1 és MBL kozott (5. tablazat).
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5. tablazat. A szérum L-arginin, S100B ¢s a lektin utvonal molekulai kozotti korrelacio a tiinetek

kezdetétol szamitott 6 oran belul

L-arginin p $100B p
Ficolin-2 0,276 NS -0,216 NS
Ficolin-3 0,398 0,03 -0,307 0,05
MAP-1 0,519 0,004 0,160 NS
MASP-3 0,262 NS 0,094 NS
MBL 0,419 0,02 -0,082 NS
hsCRP -0,190 NS 0,194 NS

MBL=mannose-binding lectin; MAP-1= MBL/Ficolin asszociadlt Protein-1; MASP-3= MBL asszocidlt szerin
protedz-3; hsCRP= magas-szenzitivitisu C reaktiv protein; NS= nem szignifikans; NA= nem alkalmazhato.

Spearman korrelacio.

Ezek az 6sszefiiggések azonban a post-stroke 72 o6ranal mar eltlintek. Megjelent viszont egy
szignifikans negativ korrelacio az MBL és az ADMA ko6z6tt, valamint egy pozitiv korrelacié
az L-arginin és hsCRP kozott 72 oranal (6. tablazat). A karosodott agyszdvetbol
felszabaduld S100B protein csak a 72 6ras mintakban korrelalt a lektin utvonal markereivel
(ficolin-3 és MBL). Mindkét korrelacid negativ volt. Emellett, az S100B a hsCRP-vel egy
szignifikans pozitiv korrelaciot mutatott a 72 6ras mintakban (6. tablazat). A betegeket a
post-stroke infekcid, mint szovédmény, alapjan dichotomizaltuk, majd a lektin Utvonal
molekulait a két alcsopot kozott Gsszehasonlitottuk. A 72 6ras mintdkban, mind a ficolin-3
(p=0,03), mind a MASP-3 (p=0,009) szignifikansan alacsonyabb azokban a betegekben,
akikben jellemzé modon a 4-5. napon pneumonia vagy hugyuti infekcio jelent meg (9. dbra,

A és B panel).
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6. tablazat. A szérum L-arginin, ADMA, S100B és a lektin utvonal molekulai kozotti korrelacio a

72 oras mintakban

L-arginine p ADMA p $100B p
Ficolin-2 0,058 NS 0,155 NS -0,301 NS
Ficolin-3 -0,104 NS NA NA -0,397 0,01
MAP-1 0,167 NS 0,211 NS -0,093 NS
MASP-3 -0,173 NS -0,081 NS -0,294 NS
MBL 0,059 NS -0,397 0.04 -0,434 0,006
hsCRP 0,485 0,01 0,089 NS 0,428 0,02

ADMA=asszimmetrikus dimetilarginin; MBL=mannose-binding lectin; MAP-1= MBL/Ficolin asszocidlt
Protein-1; MASP-3= MBL asszocidlt szerin protedz-3; hsSCRP= magas-szenzitivitasu C reaktiv protein; NS=

nem szignifikans; NA= nem alkalmazhato. Spearman korrelacio.
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9. abra. A ficolin-3 (A) és MASP-3 (B) szérum szintek a 6 6ran beliili és 72 6ras mintdkban az
infekcids és anélkiili csoportokban

MASP-3, MBL/ficolin-asszocidlt szerin protedz
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Tobbvaltozos regressziés modellt alkalmazva, a csokkent 72 oras ficolin-3 76%-0s
szenzitivitassal és 72%-os specificitassal a post-stroke infekcio fiiggetlen prediktoranak
bizonyult (OR: 0,73; 95% CI:0,53-1,00; cut-off<13,3 pg/ml, Area: 0,753; p=0,03).
Ugyanebben a modellben a MASP-3 nem bizonyult fliggetlen prediktornak. A 30 napos
mortalitas fiiggetlen prediktora (OR: 1,05; 95% CI: 1,002-1,100; p=0,04) csak a 72 oras
hsCRP volt (cut-off> 39,6 mg/l, Area: 0,830, p=0.02) 80%-os szenzitivitassal és 82%-0s

specificitassal.

4.5. MEGBESZELES

A post-stroke fert6zések kialakulasanak kitett személyekben, a ficolin-3 és a MASP-3
koncentracidé csokkenése figyelhetd meg a stroke utan 72 oraval. A kozelmultban arrol
szamoltak be, hogy a MASP-2 kulcsszerepet jatszik a szovetkdrosodéasban €s a kedvezdtlen
kimenetelben ischaemias agysériilés egérmodelljében. Korabbi kutatasainkban az alacsony
ficolin-3 és az emelkedett hsCRP koncentraci6 fliggetlen prediktora volt a rosszabb
kimenetelnek. Megallapitasunk, miszerint a stroke utani 72. 6raban mért ficolin-3 az
infekcio fiiggetlen prediktora, 0sszhangban all azokkal a megfigyelésekkel, amelyek szerint
a ficolin-3 a legnagyobb komplement-aktivalo képességgel rendelkez6 molekula a lektin
utvonal iniciatorai k6zott akut ischaemias stroke-ban. Az a tény, hogy a 30 napos mortalitas
fiiggetlen elorejelzéje csak a hsCRP volt, de a ficolin-3 nem, arra utal, hogy ezek két
kiilonb6z6 gyulladasos utvonalat reprezentalnak, amelyek eltéréen jarulnak hozza a stroke
kimeneteléhez. Eredményeink azt sugalljak, hogy a stroke korai fazisaban a Kiterjedtebb
agyszovet pusztulast sulyosabb neuroinflammacios valasz kisér, ami fokozott komplemet
felhasznalodassal jar, mely a post-Stroke infekcios szovédmények szamat is emeli. Fontos
azonban hangsulyozni, hogy a Sszisztemas immundepresszio és a komplement aktivacid
kettOs hatasu, negativ (infekcio) és pozitiv hatassal egyarant jar (autoimmunitas prevencio).
Az L-arginin szérum szintje és az egyes komplement faktorok kozotti dsszefliggés, az L-
argininnek az immunvalaszban jatszott protektiv szerepe mellett szolhat, azonban a pontos

hatdsmechanizmus még nem tisztazott.

A FEJEZET ALAPJAUL SZOLGALO KOZLEMENY
Molnar T, Csuka D, Pusch G, Nagy L, Garred P, llles Z. Associations between serum L-arginine and ficolins

in the early phase of acute ischemic stroke- a pilot study. J Stroke Cerebrovasc Dis. 2020;29(8):104951.
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5. CITOKINEK VIZSGALATA AKUT ISCHAEMIAS STROKE-BAN ES

SZIGNIFIKANS CAROTIS STENOSISBAN

Egyre tobb adat all rendelkezésre arra vonatkozoan, hogy az endotél diszfunkcio, a
koagulécios kaszkad és a gyulladasos véalasz egymast erdsitve determindljdk a masodlagos
agysériilés, kovetkezésképeen a funkcio kiesés nagysagat, illetve a klinikai kimenetelt akut

ischaemias stroke-ban.

5.1. CELKITUZES

Céunk a trombo-inflammatorikus markerek idébeli profiljanak (tobb biomarker
kombinaciodjaval), és azok prediktiv szerepének prospektiv vizsgalata volt. A stroke-ban
szenvedd betegekben mért koncentraciokat két csoporthoz hasonlitottuk: (i) stlyos
atherosclerosisos; (ii) és egy neurodegenerativ betegcsoporthoz, akik Parkinson-korban
szenvedtek. Megvizsgaltuk a mért biomarkerek egyidejii kapcsolatat a klinikai végpontokkal
(halalozas, post-stroke infekcid) egy tObbszords regresszid felhasznaldsaval, és

megvizsgaltuk a regresszids modellek predikcios képességét.

5.2. BETEGEK ES MODSZER

Sorozatos vérmintavételt végeztiink (a tlinetek kezdetétdl szamitott 6 6ran beliil, majd 24 és
72 6ra mulva) 76 akut ischaemias stroke-ban szenvedd betegben a thrombo-inflammatorikus
molekulak, mint a P-selectin, a szoveti Plazminogén Aktivator (tPA), a monocita
kemoattraktans protein (MCP-1), a szolubilis CD40 ligand (sCD40L), valamint az
interleukin-6 és -8 (IL-6 és IL-8), tovabba az S100B ¢és a magas szenzitivitasu C-reaktiv
protein (hsCRP) meghatarozasa céljabol. Eredményeinket, 44 carotis duplex scan
segitségével diagnosztizalt szignifikans carotis szilikiiletben, illetve 66 Parkinson korban
szenvedd betegben mért adatokkal hasonlitottuk Ossze. Ezek a betegek vaszkularis
szempontbol neurologiailag tiinetmentesek voltak. Vérzéses stroke, valamint akut fert6zésre
utalo jelek (laz 4 héten beliil, valamint magas 10mm/h<We, 10 mg/dI<CRP, leukocit6zis)
esetén a betegeket kizartuk. A stroke stlyossagat a National Institute of Health Stroke Scale
(NIHSS) alapjan hataroztuk meg. A szovetkarosodas nagysagara a szisztémas keringésben
mérhetd S100B koncentracio alapjan kovetkeztettiink. Végpontoknak a 28 napos Barthel
Indexet, a mortalitast és a post-stoke infekcio kialakulasat valasztottuk. Az AIS tipusat a

TOAST kritériumok alapjan osztalyoztuk: 22 betegnél volt nagy ér elzarddas (atlag életkor:
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68,76+10,03; felvételkori NIHSS: 12,656+5,88), 26 lacunar infarktus (életkor: 66,46+10,25;
NIHSS: 6,896+3,71), és 28 esetben kardio-embolias stroke volt (életkor: 77,36+9,48 év;
NIHSS: 14,076+4,89). Egyik betegnél sem volt meghatarozhatatlan etiologidji stroke. A
post-stroke infekcio definidlasa egy evidencia alapt ajanlas szerint tortént (roviden, fizikalis
¢és labor eredmények: laz, leukocita szam, We, CRP, procalcitonin, vizelet, mellkas Rtg,

mikrobiologiai leoltasok).

5.3. STATISZTIKAI ELEMZES

A csoportok kozotti 6sszehasonlitasra Mann-Whitney tesztet, mig a folyamatos valtozok
kozotti kapesolat elemzéséhez Spearman korrelaciot végeztiink. A regresszidanalizishez (R
version 3.0.1) 3 klinikai végpontot hasznaltunk (mortalitds, post-stroke infekcio és a 7.
napon ¢észlelt NIHSS pontszam). A binaris kimenetelek (halal és post-stroke fertdzések)
esetén a Firth logisztikus regressziot az R csomag logistf 1.21 verzidjaval végeztiik. Az
NIHSS pontszam 7. napra torténd meghatdrozasahoz szokasos linearis regresszios modellt
alkalmaztunk. A biomarkerek, a demografiai adatok és a tarsbetegségek figyelembevételével
tobbszOrds regresszids analizist végeztiink, melynek sordn a post-stroke infekcid, a
halalozas, illetve a funkcionalis kimenetelt eldrejelz6 faktorokat kerestiink. Megvizsgaltuk
a modellek végpontokat eldrejelz6 képességét (ugyanazon adatbazison beliil), a Pearson
korrelacios egylitthatd €s a gorbe alatti teriilet (AUC, a bindris eredményekhez)

felhasznalasaval.

5.4. EREDMENYEK

Hiperakut fazis: a P-selectin, MCP-1, CD40L, IL-6, tPA, S100B és hsCRP szérum
koncentraciok a tiinetek kezdetétdl szamitott 6 6ran beliil szignifikansan magasabbak voltak
az AIS csoportban, mint a két kontroll csoportban. A carotis stenosisban szenvedd
betegtekben a P-selectin kivételével magasabb marker értékeket talaltunk a Parkinson beteg
csoporthoz képest.

Biomarker kinetika: A relevans biomarker valtozasokat (post-stroke 6, 24 és 72 oraban) a
10. abran tintettiik fel. Az IL-6, P-szelektin, hsCRP és S100B emelkedést mutatott 6 6ranal,
tovabbi emelkedéssel 72 oranal. Ezzel szemben az IL-8 csak 6 6ranal magasabb, majd ezt
kovetden csokken. Mig a tPA, CD40L és MCP-1 esetén folyamatos emelkedés észlelhetd az
elsé 72 éraban. Az 6sszes biomarker koncentracidja mindharom idépontban magasabb volt

a Parkinson-koros kontroll csoporthoz képest.
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10. abra. A biomarkerek kinetikaja a post-stroke els6 72 6raban.

tPA, széveti Plazminogén Aktivator; MCP-1, monocita kemoattraktdns protein; sCD40L, szolubilis CD40

ligand; IL-6, interleukin-6; IL-8, interleukin-8. NS, nem szignifikdns.

Korrelaciok: A TOAST kritériumok alapjan 1étrehozott alcsoportokban megvizsgaltuk az
¢letkort, a felvételkori NIHSS pontszamot, a 28 napos Barthel-indexet és a biomarkerek
elzarodasos stroke kevésbé sulyos volt (NIHSS: 6,9+3,7) Osszehasonlitva a nagyér
elzarodasos (NIHSS:12,645,8; p=003) és a kardioembolikus stroke-kal (14,1+4,9; p<001).
Mind a fert6zés, mind a halalozas gyakoribb volt a kardioembolias stroke-ban, a lakunaris
¢és nagyérelzarodasos betegekhez képest (fertdzési arany: 35% vs 10% és 14,3%; halalozas:
32%, szemben a lacunar stroke 5% -aval és a nagy artériak elzarodasaban megfigyelt 23,8%-
al). A P-selectin koncentracidja 72 ora elteltével szignifikinsan magasabb volt a
nagyérelzarddasos stroke-ban szenvedd betegeknél (29999,7+653381,8), mint a lacunaris
stroke-ban szenvedknél (3312,56+61192,367; p=0,03). Az IL-6 koncentracidja mind 6 6ran
beliil, mind a 72 6ra utan magasabb volt a nagyérelzarédasos stroke esetén (5722,7+19823
¢s 28702+10809), mint lakunaris stroke-ban (13,14+49,2 és 145,1+439,8; p=0,04). A hsCRP
szintje nem kiilonbo6zott a felvételkor, viszont szignifikansan magasabb lett a 72. 6raban a
nagyérelzarodasos stroke-ban (p=0,04) és kardioemboliat elszenvedett betegekben

(p<0,001), 6sszehasonlitva a lacunaris infarktuson atesett betegekkel.
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Korrelacio a szévet pusztulasal: Az S100B koncentracido pozitivan korrelalt a hsCRP
szintekkel a 72 6ras mintakban (p<0,001). A szérumban mérheté IL-6 abszolut szintek és az
IL-6 valtozasa az elsé 72 oOrdban szintén pozitiv korrelaciot mutatott az agyszovet
sériilésének nagysagat jelz6 S100B koncentracioval. A 72. 6raban az IL-6 és P-selectin
szintek szignifikansan magasabbak voltak a nagyér elzarodasos betegekben, mint lacunaris
stroke-ban.

Infekcio és mortalitas: A 6 6ran beliil magasabb IL-6, MCP-1 és S100B értékeket mértiink
azokban a stroke betegekben, akiknek késébb post-stroke infekciojuk alakult ki. A magas
IL-6, S100B és hsCRP koncentraciok korrelaltak a mortalitassal.

Fiiggetlen prediktorok: A stroke els6 72 érajaban a P-selectin egységnyi emelkedése és a
post-stroke infekciok incidenciaja kozott szoros kapcesolatot talaltunk (OR: 22,7). Minden
100 egységnyi baseline IL-6 emelkedés 9%o-el novelte a halalozas esélyét, mig a 72 oranal
észlelt hasonld ardnyl emelkedése 4%o-el ndvelte a post-stroke infekcid valdszinliségét.

Hasonloan, az egységnyi baseline hsCRP 7% -al novelte a halalos kimenetelt.

5.5. MEGBESZELES

Akut ischaemias stroke-ban a szisztémas keringésben mért tPA, P-selectin, MCP-1, IL-8,
IL-6 és sCD40L a stroke utdn 6 6rdn beliil és 72 6raval késobb is emelkedett maradt a
Parkinson koros csoporthoz képest, mely elhuzodod thrombo-inflammatorikus aktivitast
jelez. Mivel a 6 6ran beliill mért markerek szintje az ateroszklerozis stilyossagat is tiikrozheti,
ezért a stroke betegek adatait tlinetmentes carotis stenosisban szenvedd betegekhez
hasonlitottuk és vizsgaltuk a kinetikat is. Az az IL-8 kivételével az Gsszes biomarker
koncentracidja magasabb volt a 6 6ran belilli stroke mintakban, mint a carotis stenosisban
szenvedd betegekben, ami arra utal, hogy a megndvekedett szintek nem pusztin az
atherosclerosishoz kothetdek. Tovabbi lénnyeges megfigyelés, hogy a tPA, MCP-1, IL-8,
IL-6 és sCD40L Kkoncentracidja ugyan magasabb volt carotis stenosisban szenvedd
betegekben, mint a Parkinson csoportban, jelezve, hogy a sulyos atherosclerosishoz valoban
tarsul egy emelkedett szisztémas koncentracid, viszont az akut stroke tovabbi novekedést
eredményez. Ezen logisztikus regresszios modellek felhasznalasaval szamos tényezd
szerepe meriilt fel a végponntok eldrejelzésében: az akut fazisban a hsCRP és a P-selectin
véltozasa, valamint az IL-6 korai és kés6i emelkedése, korai NIHSS és elhizas. Kiilonosen
a P-selectin koncentracio 6 és 72 ora kozotti egységnyi valtozasa (pg/ml) 22,7-es esély

hanyadossal ndvelte a stroke utani fert6zések eléfordulasat; tovabba minden 100 egységnyi

33



dc_1804 20

(pg/ml) IL-6 emelkedés a kiindulasi értéknél 9%o -kel, a 72 6ra mulva pedig 4%o -kel novelte
a haldlozés esélyét; hasonldan a kiindulasi hsCRP-koncentracié minden tovéabbi egységnyi
(mg/L) novekedése 7%o -kel emelte a mortalitas valosziniiségét.

Osszefoglalva, a korabbi tanulmanyokbo6l ismert hsCRP mellett, két thrombo-
inflammatorikus marker dominans szerepe meriilt fel az akut ischaemias stroke kedvezétlen
kimenetelének eldrejelzésére: a P-selectin és az IL-6 korai valtozdsa a szisztémas

keringésben.

A FEJEZET ALAPJAUL SZOLGALO KOZLEMENY

Pusch G, Debrabant B, Molnar T, Feher G, Papp V, Banati M, Kovacs N, Szapary L, llles Z. Early Dynamics of
P-selectin and Interleukin 6 Predicts Outcomes in Ischemic Stroke. J Stroke Cerebrovasc Dis. 2015 24:1938-47.

6. A THROMBO-INFLAMMATORIKUS MOLEKULAK ES AZ L-
ARGININ UTVONAL METABOLITJAINAK OSSZEFUGGESE AKUT

ISCHAEMIAS STROKE-BAN

Korabban igazolni tudtuk, hogy mind a thrombo-inflammatorikus rendszer bizonyos
molekulai, mind az L-arginin Gtvonal metabolitjai kapcsolatban vannak az akut ischaemias
stroke kimenetelével. A két rendszer kapcsolatat és egyiittes prediktiv értékiiket ischaemias

stroke-ban eddig még nem vizsgaltak.

6.1. CELKITUZES
Mivel korabbi tanulményaink alapjan az L-arginin protektiv szerepét sejtettiik, feltételeztiik,
hogy a prekurzor molekula L-arginin és a metabolitjai (ADMA ¢és SDMA) eltéréen

korrelalnak a citokinekkel.

6.2. BETEGEK ES MODSZER

Tanulméanyunkban sorozatos vérmintavételt végeztiink (a tiinetek kezdetétdl szamitott 6 dran
beliil, majd 72 6ra mulva) 55 akut ischaemias stroke-ban szenvedd betegben a thrombo-
inflammatorikus molekulak, mint a P-selectin, a szoveti Plazminogén Aktivator (tPA), a
monocita kemoattraktans protein (MCP-1), a szolubilis CD40 ligand (sCD40L), valamint az
interleukin-6 és -8 (IL-6 és IL-8), tovabba az L-arginin, aszimmetrikus dimethylarginin
(ADMA) és szimmetrikus dimethylarginin (SDMA) meghatarozasa céljabol. A trombo-
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inflammatorikus molekuldk szérum szintjének meghatarozdsa immunoassay modszerrel
tortént (BMS711F, Bender Gmbh, Campus Vienna Biocenter 2, Vienna, Austria). A szérum
L-arginin, ADMA és SDMA mérése a Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémia Intézettel

valo kooperacioban tortént high-performance liquid chromatographia (HPLC) modszerrel.

6.3. STATISZTIKAI ELEMZES

Az adatokat SPSS alkalmazaséaval értékeltiik (11.5 verzio; IBM, Armonk, NY, USA). Mann-
Whitney U tesztet hasznaltunk a nem normdl eloszlast mutatd paraméterek
Osszehasonlitasahoz. A korrelacidés analizist Spearman korrelacios egylitthatd (rho)
kiszamitasaval végeztik. A binaris logisztikus regressziot hasznaltuk a filiggetlen
prediktorok feltarasara, és a ROC elemzést végeztiink a kiiszobérték kiszdmitasdhoz. Az

eredményeket szignifikansnak tekintettiik, ha p <0,05.

6.4. EREDMENYEK

A szérum L-arginine koncentracioja és az 11-6, 11-8, tPA kozott negativ, mig az ADMA és
MCP-1, tovabba az SDMA és MCP-1, P-selectin kozott pozitiv korrelaciot talaltunk a stroke
hyperakut fazisaban (7. tablazat). Ezen korrelaciok tobbsége (kivétel SDMA és MCP-1
kozotti) a tiinetek kezdetétdl szamitott 72 éra mulva eltiint (7. tablazat). Az MCP-1 baseline
korrelacidja az ADMA ¢és SDMA szintekkel és az NIHSS pontszam romlasa, valamint a
post-stroke infekcio kialakulasa kozott erds kapcesolatot talaltunk (8. tablazat). Hasonlo
asszociaciot figyeltiink meg a korai idépontban, az SCD40L és SDMA kozotti korrelacio és
az NIHSS pontszam kozott. Mig a P-selectin és az L-arginine kozotti negativ korrelacio a
hyperakut szakban szintén az NIHSS pontszam valtozasaval volt aranyos. Azon betegek
szérumaban, akiknek késébb post-stroke infekcidja lett, erds negativ korrelaciot talaltunk a
korai IL-6 és az L-arginin szintek kozott (8. tablazat). Tobb valtozos regresszids analizist
hasznalva, a 72 6ras mintakban mért L-arginin és SDMA fliggetlen asszociaciot mutatott a
post-stroke infekcié megjelenésével (OR: 1.05; 95% CI: 1,005-1,089; p=0,02, illetve OR:
4.69; 95% CI. 1,034-21,31; p=0,04). A halalozas eldrejelzésében ez mar nem volt
megfigyelhetd.
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7. tablazat. A trombo-inflammatorikus markerek €s az L-arginin utvonal markerei kozotti

korrelaciok akut ischaemias stroke-ban

sCD40L MCP-1 P-selectin IL-6 IL-8 tPA

6 oran beluli mintak

L-arginin NS NS NS -0,444 -0,378 -0,282
p=0,001 p=0,004 p=0,04
ADMA NS 0,640 NS NS NS NS
p<0,001
SDMA NS 0,602 0,269 NS NS NS

p<0,001 p<0,05

72 Oras mintak

L-arginin -0,306 NS NS NS NS NS
p<0,05

ADMA NS NS NS NS NS NS

SDMA 0,412 0,380 NS NS NS NS

p=0,006  p=0,01

6 és 72 6ra kozotti koncentracio valtozas (A)

AL-arginin NS -0,300 -0,338 NS NS NS
p=0,05 p=0,027
AADMA NS NS 0,358 NS -0,304 NS
p=0,019 p=0,048
ASDMA NS NS NS NS NS NS

sCD40L= szolubilis CD40 Ligand; MCP-1= monocita kemoattraktans protein-1; IL-6= interleukin-6; IL-8=
interleukin-8; tPA= széveti plazminogen aktivator; ADMA= asszimmetrikus dimetilarginin; SDMA=

sszimmetrikus dimetilarginin; NS= nem szignifikdans. Spearman korreldcio.
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8. tablazat. Az L-arginin

utvonal és a trombo-inflammatorikus markerek kimenetellel valo

kapcsolata
romld NIHSS 24 6ra alatt Post-stroke infekcio Mortalitas
n=10 n=16 n=13
6 oran beltili mintak
P-selectin  L-arginin p=0,008 (-0,778) NS NS
MCP-1 ADMA p=0,04 (0,648) p=0.01 (0.709) NS
SDMA p=0,005 (0,806) p=0.04 (0.618) NS
L-arg/ADMA p<0,001 (-0,952) NS NS
L-arg/SDMA p<0,001 (-0,915) NS NS
sCD40L  SDMA p=0,06 (0,612) NS NS
L-arg/ADMA p=0,01 (-0,758) NS NS
L-arg/SDMA p=0,02 (-0,709) NS NS
IL-6 L-arginin NS p=0,004 (-0,756) NS
L-arg/SDMA NS p=0,001 (-0,832) p=0,006 (-0.862)
IL-8 L-arg/ADMA p=0,02 (-0,701) NS NS

72 Oras mintak

sCD40L  SDMA NS p=0,04 (-0,636)  p=0,02 (-0,386)
L-arg/SDMA NS p=0,04 (0,661) NS

IL-8 SDMA NS NS p=0,05 (0,812)
L-arg/SDMA NS p=0,04 (-0,650)  p=0,05 (-0,812)

SCD40L= szolubilis CD40 Ligand; MCP-1= monocita kemoattraktans protein-1; IL-6= interleukin-6; IL-8=

interleukin-8; tPA= széveti plazminogen aktivator; ADMA= asszimmetrikus dimetilarginin; SDMA=

sszimmetrikus dimetilarginin; NS= nem szignifikdans. Spearman korreldcio (rho).

6.5. MEGBESZELES

Az L-arginin, az ADMA és az SDMA eltér6 modon korrelalnak a thrombo-inflammatorikus

molekuldkkal az ischaemids stroke hyperakut fazisaban. A stroke kimenetel pontosabb

eldrejelzésében a két rendszer szereplol additiv értékkel birnak. Az L-arginin ,hasznos”

szerepe a jovoben terapids lehetdségekkel kecsegtethet.

A FEJEZET ALAPJAUL SZOLGALO KOZLEMENYEK

Molnar T, Pusch G, Nagy L, Keki S, Berki T, Illes Z. Correlation of the L-Arginine Pathway with Thrombo-
Inflammation May Contribute to the Outcome of Acute Ischemic Stroke. J Stroke Cerebrovasc Dis. 2016 Jun 1.

pii: S1052-3057(16)30089-1.
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7. A TROPONIN-T ES A THROMBO-INFLAMMATORIKUS
MOLEKULAK OSSZEFUGGESE AKUT ISCHAEMIAS STROKE

KIMENETELEVEL

Az emelkedett szérum troponin koncentracid a zajlé szivizom nekrézis jele akut koronaria

szindroméban, de szivelégtelenségben, myocarditisben, Takotsubo kardiomiopatiaban és
bizonyos ritmuszavarokban is leirtdk. Scheitz és mtsai azonban az akut ischaemias stroke
kedvezétlen progndzisaval is 6sszefiiggésbe hoztak.

A stroke-ban szenvedd betegek troponin szint emelkedésének okat manifeszt miokardialis
karosodas nélkiil még nem vizsgéltadk. Nemrégiben egy nagy esetszdmu stroke adatbazisban
értékelték a stroke utani mortalitas és a troponin, illetve az echocardiogram adatok kozotti
Osszefliggést. Wrigley és mtsai azt talaltak, hogy a siirgdsségi osztalyon észlelt troponin
emelkedés megnovekedett 1 és 3 éves mortalitassal jart, még az egyidejii miokardidlis

infarktus hianyéban is.

7.1. CELKITUZES

Ennek a tanulmanynak a célja a magas szenzitivitasu troponin-T (hs-cTnT), a vér-agy gat
karosodas és az agyi infarktus nagysagat jelzé S100B, a hsCRP mint atherosclerosis marker,
valamint a thrombo-inflammatorikus markerek, példaul a monocita kemoattraktans protein
(MCP-1), a szoveti plazminogén aktivator (tPA), a szolubilis CD40 ligand (SCD40L), és a
P-selectin k6zotti sszefiiggések feltarasa volt akut ischemias stroke-ban szenvedd betegek

vérében.

7.2. BETEGEK ES MODSZER

Az akut ischaemias stroke kezdete utin 6 oOran beliill Gsszesen 35 beteget vontunk be
prospektiv vizsgalatainkba. A stroke sulyossagat a National Institute of Health Stroke Scale
(NIHSS) alapjan rogzitettiik. A Siirg6sségi Osztalyon valé megjelenéskor a betegek
karidologiai anamnézise, 12 elvezetéses EKG ¢és a fizikai vizsgalat alapjan az akut koronaria
események és a korabbi stroke-n atesett betegek kizarasra keriiltek.

Részletezett bevondsi kritériumok a kovetkezOk voltak: (i) elsé elszenvedett ischaemias
stroke; (ii) az AIS kezdete 6 oran beliil; (iii) a neurologiai tiinetek 24 o6ran tal fennallo
id6tartama; (iv) A CT vagy az MRI altal detektalt agyi infarktus megfelel a Kklinikai
tiineteknek és jeleknek. A bevont betegek mind konzervativ kezelést kaptak, igy a

keringésben kizarélagosan az endogén tPA szintjét tudtuk mérni.
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A kizdrdsi kritériumok a kovetkezOk voltak: (i) vérzéses stroke; (ii) akut koronaria
szindroma, szivizom infarktus, stabil angina, (iii) akut fertézéseket jelz6 klinikai tiinetek és
mas kronikus fertéz0 betegségek; (iv) immunrendszeri rendellenességek, maj- vagy
vesemiikodési zavarok, myopathia; (v) mind a felirt, mind a vény nélkiil kaphato
gyulladascsokkentd gyogyszerek hasznalata a vérvételt megel6z6 48 oraban.

Biomarkerek. Vénas vérmintakat vettiink a hs-cTnT mérésére az elsé neurologiai tiinetek
megjelenése utan 6 Ordn belill és 24 oraval késébb és 12 elvezetéses EKG regisztratum
tortént az esetleges ST mozgas detektalasa céljabol. A P-selectint, az MCP-1-t, az SCD40L -
t és a tPA-t, a hsCRP-t és az S100B-t a kialakulast kovetd 6 oran beliil és 72 6ras mintdkban
mértiik. A vérmintakat 10 percig 3000xg-vel centrifugaltuk. A feliiluszokat fagyasztottuk és
—80 ° C-on taroltuk az elemzésig. A hs-CTnT koncentraciokat teljesen automatizalt szilard
fazisu elektro-kemilumineszcencids immunvizsgalattal mértiik Cobas e 411 analizatorral
(Roche, Svajc). Az S100B szérumszintjét automatizalt elektrokemilumineszcens
immunoassay-modszerrel (Liaison Sangtec 100 system; DiaSorin, Bromma, Sveden)
vizsgaltuk. A hsCRP szérumszintjét automatizalt fluoreszcencia immunvizsgalattal
vizsgaltuk (BRAHMS Kryptor, Berlin, Germany). A P-szelektin, az MCP-1, az sCD40L és

crer

Vienna Biocenter 2, Vienna, Austria).

7.3. STATISZTIKAI ELEMZES

Az adatokat SPSS alkalmazasaval értékeltiik (11.5 verzio; IBM, Armonk, NY, USA). Mann-
Whitney U tesztet hasznaltunk a nem normadl eloszlast mutaté paraméterek
Osszehasonlitasahoz. A korrelacios analizist Spearman korrelacioés egylitthatd (rho)
kiszamitasaval végeztik. A binaris logisztikus regresszidt hasznaltuk a fiiggetlen
prediktorok feltarasara, és a ROC elemzést végeztiink a kiiszobérték kiszdmitasahoz. Az

eredményeket szignifikansnak tekintettiik, ha p <0,05.

7.4, EREDMENYEK

A betegek atlagéletkora 66,8+11,7 év volt (min-max:40-90). A demografiai és klinikai
adatokat az 9. tablazat foglalja 6ssze. A cukorbetegek (férfi: 6/16 vs. n6: 2/19; p=0,04) és a
dohanyosok (férfi: 8/16 vs né: 0/19; p=0,003) kozott szignifikansan tobb volt a férfi.
Markerek és NIHSS: A stroke utan 6 6ran beliil levett mintdkban az MCP-1 koncentracio

magasabb volt azokban a betegekben, akik neurologiai tiinetei romlottak (magasabb NIHSS)
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az els6 24 oraban, 0sszehasonlitva a stabil vagy javulo NIHSS pontszammal rendelkez6
betegekkel (p=0,009).

9. tablazat. Demografiai és klinikai adatok az els6 24 ora alatti stroke progresszio alapjan

Osszes beteg  NIHSS javult NIHSS romlott p

n=35 n=13 n=22
Kor, év 6711 61+10 70+11 0.02
Férfi 16 7 9 NS
BMI 27,344 26,8+4,6 27,7+£3,0 NS
Dohanyzas 8 3 5 NS
Hypertonia 29 10 19 NS
Diabetes mellitus 8 4 4 NS
Diszlipidemia 10 4 6 NS
Cardioembolia 12 2 10 NS
Atherothrombosis 21 9 12 NS
Lacunaris 2 1 1 NS
NIHSS felvételkor 12+6 9+6 1446 0.04
NIHSS 2. nap 1246 745 1546 0.05
NIHSS elbocsataskor 9.5+6 3.5+1 11£6 0.04
Halalozas 7 0 7 0.02

NIHSS= National Institute of Health Stroke Skdla; BMI= body mass index;, NS= nem

szignifikans. Az adatok, mint datlag és szorast abrdzoltuk.

A hs-cTnT koncentracioja mind a 6, mind a 24 6ras mintakban emelkedést mutatott azokban,
akiket sulyosabb NIHSS pontszammal bocsatottak el (p=0,026 és p=0,001). A 24 6rés
mintdkban mért hs-cTnT>9,4 ng/l kiiszobérték mellett, 81% érzékenységgel és 74%
specifitassal eldrejelezte a romld neurologiai statuszt (magasabb NIHSS) a korhazi

elbocsataskor (ROC analizis: Area: 0,808; p = 0,002).
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Markerek és mortalitas: A nem tulélok szérumaban (n=7) a tulélokhoz képest,
szignifikansan magasabb hs-cTnT koncentraciot mértiink a stroke kezdete utan 6 éran beliil
(median: 17,4; IQR: 15,6-25,5 vs. 7,8; 5,1-17,2), ami 24 ¢6ra elteltével is magmaradt (19,2;
16,3-26,2 vs 7,1; 6,4-20,5; p=0,03). A mortalitasi csoport tagjai azonban szignifikansan
1d6sebbek voltak (80 = 8 vs. 67 £ 11 év; p <0,001), és szignifikans pozitiv korrelacidt
talaltunk az életkor és a hs-cTnT kozott mind a 6 6rdn beliili, mind a 24 6ras mintdkban (r=
0,492; p=0,003 ¢és r= 0,538; p=0,001). Az S100B koncentracioja az AIS utan 6 6ran beliil
szintén szignifikdnsan magasabb volt azoknal a betegeknél (n=7), akik meghaltak a
talélokhoz képest (median: 1,17; IQR: 0,17-2,24 vs 0,13; 0,09-0,29; p=0,009). A hsCRP
szérumkoncentracidja 72 oraval az AIS utan szintén magasabb volt a nem taléléknél
(median: 114,1; IQR: 40,8-204 vs 4,0; 2,7-14,2; p=0,001).

Markerek kozéotti korreldacio: Az AIS utan 6 6ran beliil és 24 6ranal mért emelkedett hs-cTnT
koncentraciod pozitiv korrelaciot mutatott: mind a 72 éranal mért magasabb hsCRP szinttel
(r=0,592 ¢és 0,596, mindkét esetben p=0,001); mind a 6 6ran beliil mért tPA szinttel (r=0,550
¢s 0,534; p=0,001 és p=0,002); mind a 6 6ran beliil mért MCP-1 koncentracioval (r=0,465
¢s 0,442; p=0,01 és p=0,015). A hs-cTnT és az S100B szintek kozott azonban nem talaltunk
Osszefliggést. A stroke kezdetétdl szamitott 6 6ran beliill mért MCP-1 szérum koncentréacio
viszont pozitivan korrelalt az S100B-val, mind 6 o6ran beliil, mind 72 6ranal (r=0,379 és
0,456; p=0,04 és 0,019).

Fiiggetlen prediktorok: Az életkor, a nem és a biomarkerek bevonasaval végzett binaris
logisztikus regresszi6 alapjan, csak az AIS utan 24 oraval mért hs-cTnT volt a koérhazi
elbocsataskor észlelt neuroldgiai romlas (magas NIHSS) fliggetlen elérejelzdje (OR: 1,58;
95% CI: 1,063-2,370; p=0,024). Erdekes médon, hasonlo fiiggetlen prediktort a halalozésra,

mint kemény végpontra nem talaltunk.

7.5. MEGBESZELES

A stroke hiperakut fazisaban mért tPA és MCP-1 korrelal az AIS utan 24 6raval mért hs-
cTnT szintjével. A troponin T emelkedés fiiggetlen prediktora a neurolégiai tiinetek
progresszidjanak azokban a betegekben, akiknek nyilvanval6é miokardiélis karosodasa

nincs.

A FEJEZET ALAPJAUL SZOLGALO KOZLEMENY Csecsei P, Pusch G, Ezer E, Berki T, Szapary L, Illes
Z, Molnar T. Relationship between Cardiac Troponin and Thrombo-Inflammatory Molecules in Prediction of
Outcome after Acute Ischemic Stroke. J Stroke Cerebrovasc Dis. 2018;27(4):951-956.
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8. AZ ISCHAEMIAS STROKE VERZESES TRANSZFORMACIOJANAK

RIZIKOTENYEZOI

Ebben az alfejezetben két tanulmany keriil targyalasra: A. egy prospektiv, mely akut ischaemias
stroke-ban (AIS) egy apoptozis marker (CCCK-18) kinetikajat és annak a kimenetellel valo
kapcsolatat elemzi; B. a multicentrikus STAY ALIVE Akut Stroke Regiszter adatai alapjan a
tiinetes intrakranialis vérzéses transzformacié prediktorait vizsgalja.

Mind az intravénas trombolizissel (IVT), mind az endovaszkularis terapiaval (EVT)
kezelt AIS lesulyosabb szovédménye a tiinetes intrakranialis vérzés (symptomatic ICH,
sICH). A mechanikus thrombectomidt (MT) kisérd sICH altalanos kockazata 4,4% koriil
van. Szamos tényez6 befolyasolja az endovaszkularis terapia hatékonysagat, mint az életkor,

a stroke tlinetek sulyossaga, a preintervencios ASPECT (Alberta stroke program early CT
score) pontszam és a stroke kezdetétdl eltelt id6 (ébredési stroke). Ennek ellenére az
intrakranialis vérzés prediktorait még nem sikeriilt teljesen tisztazni.

Az apoptdzissal kapcsolatos kaszpaz aktivitds olyan sejtekben van jelen, amelyek
elveszitették a plazmamembran integritasat az agyi ischaemia soran. Az enzim hasitési
termékeinek kimutatasat a kaszpaz ttvonal aktivalodas bizonyitékanak tekintik. A
cytokeratin-18 (CK-18) protein az intermedier filamentum csalad tagja, mely az apopt6zis
soran kaszpazok hatdsara hasad. Ezt kdvetden a kapott fragmensek, példaul a kaszpazzal

hasitott citokeratin-18 (CCCK-18) a szisztémas keringésben is megjelennek.

8.1. CELKITUZES

Tanulmany A: célunk az AIS utdn kiilonbozé idépontokban levett vérmintakbol
meghatarozott CCCK-18 koncentraciok és a stroke kimenetel kozotti kapcesolat feltarasa
volt. Emellett, a CCCK-18 és a vérzéses transzformacio kozotti kapcsolatot is vizsgaltuk.
Tanulmany B: célunk a rekanalizacio (IVT, EVT vagy ezek kombindcidja) soran
szovodményként jelentkezé sICH fliggetlen prediktorainak feltarasa multicentrikus stroke
centrumok altal létrehozott regiszter alapjan (GINOP-2.3.2-15-2016-00048).

8.2. BETEGEK ES MODSZER
Tanulmany A: A modositott Rankin-skala>1 betegeket, és az onkologiai betegeket kizartuk.
A betegek kortorténeti adatbazisabol rogzitettilk a tarsbetegségeket. A felvételkori labor

paraméterek alapjan kiszamitottuk a vérlemezke-limfocita aranyt (PLR) és a neutrofil-
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limfocita aranyt (NLR). Rogzitettiik a Glasgow kimeneti skalat (GOS). Az ischaemias
infarktus és a vérzéses transzformacié (HT) detektalasara Siemens SOMATOM Definition
64 Slice CT szkennert hasznaltunk. A nagy artériak elzarodasat CT-angiografiaval (CTA)
igazoltuk. A HT kiilonféle tipusait, azaz a vérzéses infarktusot (HI, 1. és 2. tipus) és a
parenchimalis vérzést (PH, 1. és 2. tipus) a CT jellemzdi alapjan hataroztak meg. A HI1
izolalt petechialis vérzések az infarktusos szovetben, mig a HI2-et 6sszefolyd petechiak
jellemzik, de egyik sem jar térfoglalo hatassal. A PH1-et egy homogén vérzéses 1¢zid
jellemzi, minimalis térfoglalo hatassal, amely az infarktusos teriilet kevesebb, mint 30% -at
foglalja el. A PH2 meghatdrozésa szerint az infarktusos tertilet tobb mint 30% -at elfoglalo
1€zi6 térfoglalo hatassal bir, valamint a vérzés intraventrikularisan és az infarktusos teriileten
kiviil is megjelenhet. Az ASPECTS meghatarozasa képzett neuroradiologus altal tortént. A
stroke felvételkori sulyossagat az National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS) alapjan
jellemeztiik. A sulyos stroke-nak az NIHSS>9 definialtuk. Kimeneteli végpontoknak az
elbocsataskori és 6 honappal a stroke utan mért modositott Rankin-skalat (mRS) tekintettiik
(kedvezotlen kimenetel: mRS 4-6; kedvez6 kimenetel: mRS 0-3).

Mintaveétel és plazma CCCK-18: A tiinetek kezdete utan 6 6ran beliil és 72 6ra mulva vénas
vérvétel tortént. A marker plazma koncentraciojat CCCK-18 ELISA teszttel (Shanghai YL
Biotech Co., Ltd., Kina) hataroztuk meg.

Tanulmény B: Osszesen 355 beteg adatait elemeztiik. Az IVT csoportban az ajanlas szerinti rt-
PA kezelés, annak hatéstalansaga esetén EVT kezeléssel valo kombindcioja tortént. Az IVT
ellenjavallata, illetve CTA-val igazolt nagyér elzarodas (ICA, MCA, VA, BA) esetén priméren
EVT tortént. Az EVT indikacioi a kdvetkezok voltak: (i) noninvaziv érrendszeri képalkotassal
igazolt nagyér elzarodas; (i1) preorbid mRS pontszam <3; (iii)) ASPECT pontszam> 6 az els6
CT vizsgalat soran. Az EVT indikacidja a 6 6rés idéablakon tul az ASPECT pontszamon
alapult, mivel nem minden primer stroke kdzpontban tortént CT perfuzios vizsgalat. Minden
ASPECT pontszamot tapasztalt neuroradiologus validalt. A betegeket a kapott terapiatol
fliggben 3 csoportra osztottuk: csak trombolizist kapd betegek (IVT); kombinalt terapiaban
részesiiltek (IVT + EVT); csak thrombectomia-ban részesiilé betegek (EVT). Az els6dleges
végpontok a haldlozés és a kedvezd 30 és 90 napos kimenetelek voltak. Kedvezd kimenetelnek
az mRS 0-2-t tekintettiik. Masodlagos végpontnak a *thrombolysis in cerebral infarction’ (TICI)
pontszam alapjan mért rekanalizécio (teljes: TICI 2C — 3) sikerességét tekintettiik. Statisztikai
elemzés céljabol a betegeket a multifazisos CTA (mCTA) alapjan jo és rossz kollateralis

keringésti csoportokba soroltuk (gyenge kollateralis: 0-3, jo kollateralis: 4-5). A rekanalizacios
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kezelés utan 24 oran beliil elvégzett kontroll CT eredményét (ICH hianya vagy jelenléte)
hasznaltuk biztonsagi végpontnak. Az ICH diagnosztizalasat és osztalyozasat a Heidelberg
vérzéses skala alapjan végeztiik. A betegeket a klinikai allapot és a kontroll képalkoto

eredmények alapjan tiinetes (sICH) és tiinetmentes (alCH) vérzéses alcsoportba soroltuk.

8.3. STATISZTIKAI ANALIZIS

Az adatokat SPSS alkalmazésaval értékeltiik (11.5 verzio; IBM, Armonk, NY, USA). A
normalitas ellendrzésére Kolmogorov-Smirnov tesztet alkalmaztunk. A demogréfiai és klinikai
tényezOk elemzéséhez chi-négyzet probat és Student t tesztet hasznaltuk. A nem normal
eloszlast mutatd adatokat, mint median ¢€s interkvartilis tartomany abrazoltuk, és Mann-
Whitney teszttel hasonlitottuk 6ssze. ROC analizissel szamoltuk ki a CCCK-18 vagopontjat
(n=54) a 6 honapos utankovetés soran a kedvezdtlen kimenetel eldrejelzésére. Korrelacios

elemzést Spearman teszttel (rho) végeztiink. A p<0,05 értéket tekintettiik szignifikansnak.

8.4. EREDMENYEK

Tanulmany A: Betegeink demografiai és klinikai adatait a 10. tablazatban foglaltuk 6ssze. A
HT csoportban szignifikdnsan alacsonyabb ASPECT, magasabb felvételkori NIHSS, plazma
gliikéz szint, INR érték, gyakoribb pitvarfibrillacié és magasabb CCCK-18 értékek fordultak
elé. Ebben a csoportban az mRS alapjan mért kimenetel is rosszabb volt. A plazma CCCK-18
szintje a stroke kezdete utan 72 6raval eldrejelezte a 6 honapos kedvezdtlen kimenetelt (AUC:
0,851 (95% CI = 0,745-0,955; p <0,001). ROC analizissel azt talaltuk, hogy a plazma CCCK-
18 szintje > 223 ng/l cut-off érték mellett, 84,4% érzékenységgel és 77,3% specificitassal elére
jelezte a 6 honapos kedvezotlen kimenetelt. Azokban a betegekben, akikben magasabb plazma
CCCK-18 szintet mértiink, gyakoribb volt a korhazi fertézés és magasabb volt a felvételt kovetd
24 6rédban mért hsCRP.

Tanulmany B: A harom kezelési csoport demografiai és klinikai adatait a 11. tablazatban
mutatjuk. A kimeneteli végpontokat az egyes kezelési csoportokban a 12. tablazatban
foglaltuk ossze. A kontroll képalkoté eredménye alapjan igazolt ICH koziil a tiinetes ICH
nagyon magas mortalitassal jart (a taléloknél is mRS>3). Ezzel szemben a tiinetmentes ICH-
ban szenvedd betegek 43% -anal az mRS alapjan kedvezd 90-napos kimenetelt észleltiink. A
részlegesen sikeres rekanalizacio (TICI<2B), a kezdeti CT vizsgalat soran észlelt korai
ischaemids 1¢zi6 (ASPECT<6) és a rossz kollateralis keringés gyakrabban vezetett szimptomas
ICH megjelenéséhez a kontroll képalkotas soran. Tobbvaltozos regresszids analizis alapjan a
stroke utan 24 oraval felvett NIHSS pontszam filiggetleniil prediktora volt a sSICH-nak (OR:
1,376; 95% CI: 1,129-1,678, p <0,001).
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10. tablazat. Demografiai és klinikai adatok az ischaemias stroke vérzéses transzformacidja (HT)

alapjan dichotomizalt csoportokban

nincs HT HT
n=45 n=9 P
Férfi 29 (64) 3(33) 0,086
Eletkor (év) 66+10 7148 0,226
GCS 15 (13-15) 11 (4-14) 0,009
ASPECT score 9 (5-10) 4 (2-6) <0,001
NIHSS felvételkor 10 (7-15) 16 (13,5-20,5) <0,001
NLR 3,7(2,2-6,1) 6,8 (3,4-19,9) 0,027
hsCRP, mg/L 4,6 (2,1-9) 19 (6,9-46,9) 0,008
glikoz 6,8 (6-8) 9,2 (7,5-10,2) 0,014
kreatinin 83 (67-103) 62 (59-101) 0,370
INR 1,04 (1-1,15) 1,19 (1,1-2) 0,007
vérlemezke, G/L 245 (193-307) 159 (138-273) 0,133
thrombolysis 28 (62) 7 (78) 0,382
thrombectomia 10 (22) 2 (22) 1,000
pitvar fibrillacié 12 (27) 7(78) 0,003
infekcid 16 (35) 8 (89) 0,003
CCCK-18 72h, ng/L 234 (179-271) 285 (247-580) 0,025
CCCK-18>223 ng/L 23 (51) 9 (100) 0,006
mortalitas 12 (27) 7 (78) 0,003
rossz kimenetel * 26 (58) 9 (100) 0,015

Az adatokat, mint esetszam (%), atlag+SD illetve median (25-75 percentilis) dbrazoltuk. HT:
hemorragias transzformdcio; GCS: Glasgow coma skdla; ASPECT: Alberta stroke program early CT
score; NIHSS: National Institute of Health Stroke Scale; NLR: Neutrofil-limfocita ardny; CRP: C-reaktiv
protein; INR: international normalized ratio; CCCK-18, caspase-cleaved cytokeratin; *mRS: 4-6 a

korhazi elbocsataskor

ROC elemzéssel azt talaltuk, hogy a 24 6ras NIHSS >15,5 kiiszobérték mellett 100% -0s
érzékenységgel és 92% -os specifitassal eldre jelezte a tlinetes vérzést (AUC: 0,973; 95%
Cl: 0,955-0,991, p <0,001). Ezt kdvetéen meghataroztuk a 30 és 90 napos kimenetel
prediktorait is. Az alacsonyabb életkor, a kezdeti mCTA altal igazolt jo kollateralis keringés
¢s az alacsonyabb 24 6ras NIHSS pontszam fiiggetlen prediktorai voltak a 90 napos kedvez6
kimenetelnek (MRS 0-2) (13. tablazat).
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11. tablazat A kezelési csoportok STAY ALIVE stroke regiszterben felvett adatai

EVT IVT IVT+EVT p
n=131 n=157 n=67
Demografia

Kor, év 69+11 68+11 67+13 0,547
>80 év, (%) 26 (20) 23 (15) 9 (13) 0,383
N6i nem, (%) 65 (50) 69 (44) 43 (64) 0,021
BMI 27,3+£5.4 27,245 28,2+4.8 0,268

Tarsbetegségek, n (%)
Hipertonia 112 (85) 130 (83) 52 (78) 0,373
Atrial fibrillation 51 (41) 19 (12) 21 (32) <0,001
Diabetes mellitus 43 (33) 43 (27) 10 (15) 0,027
Smoking 58 (44) 55 (35) 25 (37) 0,266

Klinikai adatok n, (%)
NIHSS felvételkor 12 (8-16) 6 (4-8) 15 (10-18) <0,001
NIHSS <6 25 (19) 93 (59.2) 9(13.4) <0,001
NIHSS 24 6ras 7(3-12) 2 (0-5) 6 (2-14) <0,001
SBP, Hgmm 151+28 158+29 152431 0,083
Glikoz, mmol/l 7,943,6 7,84+3,7 7,7£2,3 0,194
DBP, Hgmm 84+16 86+13 8514 0.203
ASPECT score<6 11 (9) 1(14) 8 (13) 0,698
Gyenge kollateralist 45 (37) 1(25) 26 (41) 0,742

Elzarddas helye, n (%)
ICA 6 (5) 5@3) 6 (9) <0,001
tandem 19 (14) 0(0) 9(14) <0,001
M1 66 (50) 4 (2) 34 (51) <0,001
M2 24 (18) 5@3) 13 (20) <0,001
M3 2 (1) 1) 1(1) <0,408
VA/B 14 (11) 1(1) 3(4) 0,325
nem meghatarozott 0(0) 138 (89) 0(0) <0,001

1do, perc

door to needle NA 72 (112-205) 135 (110-175) <0,001
onset to needle NA 150 (112-205) 135 (110-175) 0,088
onset to groin 310 (218-512) NA 240 (182-305) <0,001
beavatkozas ideje 38.5 (25-59) NA 35 (25-59) 0,666

EVT: endovascularis trombektomia, IVT: intravénas trombolizis; ASPECT: Alberta stroke program early CT
score; BMI: body mass index,; SBP: szisztolés vérnyomds, DBP: diasztolés vérnyomas; NIHSS: National
Institutes of Health Stroke Scale; ICA: artéria carotis interna, tandem: ICA+MCA; M1 : artéria cerebri

média M1 ag; M2: artéria cerebri média M2 ag; M3: artéria cerebri média M3 dg; VAIB: vertebralis,
basilaris artéria; 1 multifizisos CT angiogrdfia pontszam<3,; NA: nem alkalmazhaté. Az adatokat, mint

atlag+SD vagy median (interkvartilis tartomany) abrazoltuk.
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12. tablazat. Kimeneteli végpontok az egyes kezelési csoportokban

EVT VT IVT+EVT

n=131 n=157 n=67 P
Koérhazi halalozas (%) 13 (10) 2(1) 5(7) <0,005
30-napos mRS 3 (1-5) 0 (0-3) 3 (1-5) <0,001
SICH (%) 6 (5) 3(2) 3(4) 0,394
30-napos mRS 0-2 (%) 53 (40) 114 (73) 32 (48) <0,001
90-napos mRS 3 (1-6) 0 (0-2) 2 (0-4) <0,001
60 (45,8) 119 (75,8) 35 (52,2) <0,001

90-napos mRS 0-2(%)

EVT: endovascularis trombektomia; IVT: intravénds trombolizis; mRS: modositott Rankin Skala; sICH: tiinetes

intrakranialis vérzés; mRS 0-2: kedvezd kimenetel.

13. tablazat. A 90 napos kedvez6 kimenetel (mRS<2) prediktorai (a fliggetlen valtozok vastagitva)

OR 95% ClI p
Kor 1,055 1,01-1,10 0,014
NIHSS felvételkor 1,045 0,94-1,16 0,401
ASPECT 0,953 0,66-1,37 0,796
Jo kollateralisf 3,546 1,33-9,46 0,011
NIHSS 24 6ras 1,255 1,13-1,40 0,001

OR: esély hanydos; NIHSS: National Institute of Health Stroke Scale; ASPECT: Alberta stroke program early

CT score; 1 multifazisos CT angiogrdfia pontszam>4. T6bbvaltozos regresszios analizis.

8.5. MEGBESZELES- Tanulméany A

Eredményeink alapjdn megallapithatd, hogy az ischaemias stroke utan 72 o6raval mért
magasabb plazma CCCK-18 koncentraciod: (i) mind az elbocsataskori, mind a stroke utan 6
honappal mért kedvezdtlen kimenetellel; (i1) a halalozassal; (iii) a nagy artérias elzarodassal
€s a magasabb stroke sulyossagi pontszammal; (iv) a vérzéses transzformacié nagyobb
esélyével; valamint (v) a korhazi fertdzések magasabb ardnydval mutatott dsszefliggést.
Masok az emelkedett szérum CCCK-18 szintet a szepszis sulyossdgaval, a tobbszervi
elégtelenség kifejlodésével €s a mortalitdssal is Osszefiiggésbe hoztak. A CCCK-18
szisztémas emelkedése tehat valdsziniileg nem stroke specifikus jelenség, mert mas
betegségekben is a prognosis prediktora. Vizsgalatunk korlatai: (i) a bevont betegek
alacsony szdma; (ii) a képalkotd vizsgalattal valé6 nyomonkdvetés hidnya miatt nem tudtuk
vizsgélni a korrelaciot a penumbra, illetve a hipoperfundalt agyteriiletek nagysaga és a
markerek kozott; (iii) habar ez egy prospektiv vizsgalat volt, az infarktus volumenének
meghatarozasa nem tortént meg minden betegnél, igy a 24 6ras kontroll képalkotasbol csak

az ASPECT pontszamot tudtuk felhasznalni.
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Osszefoglalva: Sajat anyagunkban egy nem szelektalt vizsgalati populacidban sikeriilt
igazolni, hogy a magasabb szérum CCCK-18 szint mind az elbocsataskori, mind a 6 hénapos
kedvez6tlen kimenetellel 6sszefiiggést mutat, tovabba elére jelezheti tovabbi szovédmények

megjelenését.

8.6. MEGBESZELES- Tanulméany B

Sajat anyagunkban azt talaltuk, hogy a tiinetes vérzés kialakuldsanak a rizikéfaktorai a
kiterjedt korai ischaemias 1ézi6, a részleges rekanalizacio, a rossz kollateralis keringés és a
nbi nem voltak. Hao és munkatdrsai hozzank hasonléan a Kollateralis keringés gyenge
minéségét, a preoperativ. ASPECT<6 ¢és az ’onset-to-groin’ (OGT) id6ét hoztak
Osszefliggésbe a SICH-val. Masokkal ellentétben sajat anyagunkban nem a felvételkori,
hanem a 24 6ras NIHSS bizonyult az sICH fliggetlen prediktoranak. A beavatkozas utan
perzisztald magas NIHSS (=15,5) jelzi a vérzéses transzformacio6 veszélyét. Egy nemrégiben
kozzétett metaanalizis a szignifikans ICH prediktoraiként a n6i nemet, a kezelési intervallum
hosszat, a tirofiban hasznalatot és a felvételkori ASPECTS pontszamot, mig az dsszes ICH
prediktoraként a diabetes mellitust, a difftizioval sulyozott képalkotas altal igazolt mély
fehérallomanyi 1ézidkat és az intravénds rt-PA kezelést talalta. Ebbdl lathato, hogy eltérd
tényezOk jatszanak szerepet a tiinetes ¢s a tiinetmentes ICH kialakulasaban. Tanulmanyunk
potencialis korlatai: (i) a betegeknél, akik t6bb mint hat 6raval a stroke kezdete utan érkeztek,
nem tortént perfuziéos CT, itt az ASPECT pontszamra tamaszkodtunk a beteg
kivalasztasakor; (i) az eltér6 trombektomias eszkozok hasznalata torzithatta
eredményeinket.

Osszefoglalva: Habdr a részleges rekanalizacié, az ASPECT<6 és a hianyos kollateralis
keringés noveli a tiinetes intrakranialis vérzés esélyét, az egyetlen fliggetlen prediktor a 24
6ras NIHSS >15,5 volt, mely arra utal, hogy a megfeleld kezelés ellenére stilyosbodé NIHSS
betegeket  koriiltekintobben  kell monitorozni. A személyre adaptalt idealis

vérnyomasviszonyok feltarasa a jovoben vizsgalatot kivan.

A FEJEZET ALAPJAUL SZOLGALO KOZLEMENYEK

Molnar T, Borocz K, Berki T, Szapary L, Szolics A, Janszky J, llles Z, Csecsei P. Subacute Elevation of Plasma
Level of Caspase-Cleaved Cytokeratin-18 is Associated with Hemorrhagic Transformation and Functional
Outcome in Ischemic Stroke. J Stroke Cerebrovasc Dis. 2019;28:719-727

Csecsei P, Tarkanyi G, Bosnyak E, Szapary L, Lenzser G, Szolics A, Buki A, Hegyi P, Abada A, Molnar T. Risk

analysis of post-procedural intracranial hemorrhage based on STAY ALIVE Acute Stroke Registry J Stroke
Cerebrovasc Dis. 2020; DOI: 10.1016/j.jstrokecerebrovasdis.2020.104851
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9. PERIOPERATIV STRESSZ CAROTIS ENDARTERECTOMIA

SORAN ES A SHUNT IGENY ELOREJELZESE

Ebben az alfejezetben szintén két tanulmanyt targyalok: A. egy prospektiv és egy retrospektiv
részb6l allo vizsgalat a perioperativ stressz akut és hossu tava hatasait elemzi; B. carotis
endarterectomia soran a kirekesztési intolerancia hatterében allo faktorok feltarasaval
foglalkozik.

A CEA elvégezhetd altalanos és regionalis érzéstelenitésben is. Ez utobbi anesztézia modalitas
egyik leggyakrabban emlitett hatranya a perioperativ stressz, mely fokozza az
adrenocorticotrop-hormon (ACTH) felszabadulasat. Ennek hatasara megemelkedik a kortizol
koncentracidja a szisztémas keringésben. A stressz-valasz emelkedett miokardialis oxigén
felhasznalassal, a vércukorhaztartas zavaraival, fertdzéses szovodményekkel és lassabb
sebgyogyulassal tarsul. Helyi érzéstelenitésben, éberen végzett beavatkozas megfeleld stressz
csOkkentéssel idealis koriilményeket biztosit a CEA-hoz. Titralhato feliiletes szedacié mellett a
beteggel az egész operacio alatt megmarad a verbalis kontaktus. Az éber szedaciohoz hasznalt
propofol jol kormanyozhato, pleiotrop molekula, mely csokkenti a cerebralis metabolikus ratat.
Szovet kulturdban és  allatkisérletes modellekben neuroprotektiv (antioxidans és
antiinflammatorikus) tulajdonsagtinak bizonyult.

Az ér tonus szabalyozasaban a nitrogén-monoxid (NO) az egyik kulcs molekula. Az NO,
az L-arginin L-citrullinna torténé atalakulasa soran szabadul fel a nitrogén-monoxid szintaz
(NOS) enzim segitségével. A NO szintézisét gatolni lehet az L-arginin guanin-szubsztitualt
analogjaival, mint az aszimmetrikus dimetil-argininnal (ADMA). Hipoxias-ischaemias inzultus
hatasara ADMA és a szimmetrikus dimetil-arginin (SDMA) képzédik az L-arginin csoportokat
tartalmazo fehérjék metilaciojaval. L-argininben gazdag fehérjéket neuroprotektiv hatastnak
talaltak allatkisérletes modellekben. Magasabb ADMA-szintet figyeltek meg COPD-ben,
ischaemids stroke-ban, valamint carotis sziikiiletben szenved6kben, de endotél diszfunkcioval
és az ateroszkler6zis progresszidjaval is dsszefiiggésbe hoztak. Carotis endarterectomia utani
reocclusioban szintén magasabb szérum ADMA szintet talaltak.

A periférias vérben mért S100B érzé¢keny markere a vér-agy gat diszfunkcidjanak és még
klinikailag tiinetmentes CEA soran is a szubklinikus agyi ischaemianak. Feltételeztiik, hogy a
carotis kirekesztése alatt a véna jugularis internabol szarmazo és az artérias oldalrdl vett sav-

bazis paraméterek tiikrozik a cerebralis hipoperfuzié mértékét. Ennek jellemzésére a jugulo-
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artérias CO2 differenciat (P(j-a)CO2) és az arterio-jugularis oxigén extrakcio (C(a-j)O2)
segitségével képzett aranyt (P(j-a)CO2/C(a-J)O2) hasznaltuk.

9.1. CELKITUZESEK

Perioperativ stressz akut és hosszatavu hatasai carotis endarterectomia soran

Al. Prospektiv rész: A perioperativ stressz csOkkentésében a premedikacion tal annak
kiegészitése a miitét alatt propofollal végzett éber szedacioval milyen elényoket biztosit?

A2. Retrospektiv rész: A perioperativ iddszakban észlelt klinikai és laboratériumi paraméterek
milyen hatassal vannak a hosszi tava kimenetelre, kiilonds tekintettel az operalt ér ujboli
elzarodésara, az ellenoldali szlikiilet progresszidjara és a mortalitasra?

Carotis endarterectomia soran a kirekesztési intolerancia hatterében allé faktorok

B1. A jugulo-artérias CO2-gap és a P(j-a)CO2/C(a-j)O2 arany tiikrozik-e a kritikus agyi
hipoperfuziot?

B2. Az L-arginin ut metabolitjai 6sszefiiggést mutatnak-e az agyi metabolizmussal, a vér-agy
gat integritasaval, illetve az agyi ischaemids karosodéssal éberen végzett CEA soran?

B3. A markerek intraoperativ ,,shunt-igényt” eldrejelz6 képességét is vizsgaltuk.

9.2. BETEGEK ES MODSZER

Tanulmadny A: Erfanalizis alapjan legaldbb csoportonként 22 beteg bevonasat terveztiik. A
lehetséges drop-out miatt, végiil 25-25 beteget randomizéltunk mindkét csoportba (boritékos
randomizacidval). A premedikacio+TCI csoportban 3 betegtdl hibas mintavétel tortént, ezért a
végso analizisbe 22 beteg adatai kertiltek be, melyeket a 25 csak premedikacioban részesiil
beteg adataival hasonlitottunk dssze.

Tanulmany B: Osszesen 55 beteget vontunk be prospektiv vizsgélatunkba.

Mindkét tanulméanyban kizarasi kritériumok voltak a végallapoti vesebetegség, illetve a
vizsgalatban vald részvétel visszautasitasa. A betegeket neurologiai vizsgalat utan jegyezték
eld carotis endarterectomiara. A carotis szlikiilet oldalisdganak megfeleld neuroldgiai deficittel
rendelkezd, illetve tranziens ischaemids attack (TIA) vagy minor stroke utan 1évé betegeket
tekintettiik tiinetesnek (N=32 beteg). A Carotis Consensus Panel kritériumai alapjan, Philips
HD7XE késziilékkel diagnosztizaltuk a szignifikans carotis stenosist (PSV > 230 cm/s, end-
diastolic velocity > 100 cm/s, ACI/ACC ratio > 4). A nemzetkdzi ajanlasokkal 6sszhangban, a

70-99%-os sziikiileteket tekintettiik szignifikdnsnak.

Premedikacio és a szedacio protokollja
Az 0Osszes beteg 0,5 mg alprazolam premedikaciot (BDZ) kapott 30 perccel a miitét el6tt.

Boritékos randomizaciot kovetéen a szedacidos csoportban (BDZ+TCI) az érzéstelenités
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elkezdése eldtt, TCI pumpa segitségével propofol szedaciot kezdtiink. A kezdeti ,,effect site”
propofol koncentraciot (0,5 ng/ml) a hatas alapjan modositottuk a kivant Ramsay szerinti 2-3-
as szedacios szint eléréséig ugy, hogy a beteggel a verbalis kontaktus megmaradt. A kontroll

csoport a permedikacion kiviil nem kapott mas anxiolyticumot.

Regionalis anesztézia, shunt behelyezés

Minden beteg regiondlis anesztézidban, €beren végzett carotis endarterectomian esett at. Mély
¢s feliiletes cervikalis blokddot végeztiink, amit sziikség esetén tovabbi helyi érzéstelenitd
adéasaval egészitett ki az érsebész a mutét alatt. A betegekkel verbalis kontaktust tartottunk €s
az operalt oldallal ellentétes kéz motoros muikodését is ellendriztiik. Shunt behelyezés
indikacidja: a carotis kirekesztése utan a beteg tudat allapotéban, illetve a motoros vagy verbalis

funkciokban hirtelen romlast tapasztaltunk.

Vérmintavétel és laboratoriumi mérések

Vérgaz és laktat: artérias és bulbus juguli vérmintakat vettiink parhuzamosan (Radiometer Abl
800 flex) négy idépontban: (i) a carotis kirekesztése elétt; (ii) a kirekesztés utan 3 perccel; (iii)
a kirekesztés felengedése elétt és (iv) utan 1-1 perccel.

Markerek: artérias vért vettiink a mitét kezdetén (T1), majd a bulbus jugulibol a carotis
kirekesztésének felengedése eldtt (T2) és a kirekesztés felengedése utan (T3), ezt kdvetden a
posztoperativ szakban csak artériabol két oraval a mitétet kovetden (T4) és a mitét utan 24
oraval (Ts). A kortizol mérése kompetitiv chemiluminescens immunoassaymodszerrel
(Immulite 2000 Siemens, Healthcare Diagnostics, Germany), mig az S100B plazma
koncentracigjanak meghatarozasa automatizalt elektrokemiluminescens immunoassay
modszerrel tortént (Liaison Sangtec 100 system; DiaSorin, Bromma, Sweden). A vérmintak L-
arginin, ADMA ¢és SDMA tartalmat a Debreceni Tudoméanyegyetem Alkalmazott Kémia
Intézete végezte. Szilard fazis extrakcios modszerrel (SPE) hataroztak meg és derivatizalas utan

magas teljesitményii folyadék kromatografiaval (HPLC) szamszerisitették.

5 éves utankovetés
Regisztraltuk az 5 éven beliili érsebészeti eseményeket (amputaciot, az operalt ACI kés6bbi

restenosisat, az ellenoldali ACI-n szignifikans szikiilet kialakulasat) és a mortalitast.

9.3. STATISZTIKAI ANALIZIS

Az adatokat SPSS 20.0 segitségével dolgoztuk fel (IBM, Armonk, NY, USA). A normalitas
vizsgalatara a Kolmogorov-Smirnov tesztet hasznaltuk. Demografiai €s klinikai tényezok
analizisére kategorikus adatok esetén a chi-négyzet probat, folyamatos véaltozok esetén Student-

féle t-tesztet alkalmaztunk. Az adatokat, mint atlag és 95%-0s konfidencia intervallum (ClI),
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illetve atlag+standard deviaci6 (SD) adtuk meg. A nem normal eloszlast mutatd adatokat Mann-
Whitney tesztettel hasonlitottuk 6ssze és mint, median és interkvartilis tartomany adtuk meg.
Binaris logisztikus regressziot hasznaltunk a fliggetlen prediktorok vizsgalatara. Az L-arginin
cut-off értékét a shunt behelyezés elérejelzésére ROC analizissel hataroztuk meg. Korrelacio

analizis Spearman teszttel tortént (rho). A p<0,05 értéket fogadtuk el szignifikansnak.

9.4. EREDMENYEK
Az A tanulményba randomizalt betegeink demografiai és klinikai adataiban egyik paraméter

sem mutatott szignifikans kiilonbséget a két csoport dsszehasonlitasakor (14. tablazat).

14. tablazat. A szedacios csoportok demografiai és klinikai adatai (tanulmany A)

BDZ+TCI BDZ Osszes beteg p
n=22 n=25 n=47

tiinetes (%) 12 (54) 14 (56) 26 (55) 0,245
folt CEA (%) 13 (59) 16 (64) 29 (62) 0,687
életkor 63,7+8,5 67,777 65,8+8,3 0,156
ferfi (%) 15 (68) 21 (84) 36 (76) 0,206
BMI 27.56 +5.92 27.32+2.94 27.43 £4.52 0,716
jobb oldali miitét (%) 10 (45) 13 (52) 23 (49) 0,658
operalt sziikiilet (%) 8591+5.9 83.60 £6.21 84.68 £6.12 0,203
ellenoldali sztikiilet (%) 43 +22.38 42.62+27.05  42.8+24.57 0,974
kirekesztési id6, perc 22.07+6.79 21.82 +6.62 21.94 + 6.63 1,00
shunt (%) 2(9) 4 (16) 6 (13) 0,117

BDZ= alprazolam premedikadcio,; TCl= target controlled infusion propofol;, BMI=body mass index. A p* érték a
két szeddacios csoport osszehasonlitasara vonatkozik.

A B tanulmany betegeinek demografiai és klinikai adatait a 15. tablazatban tiintettiik fel. Itt

sem talaltunk szignifikans kiilonbséget a két csoport 6sszehasonlitasakor.
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15. tablazat. A shunt igény alapjan képzett csoportok klinikai adatai (tanulmany B)

shunt shunt nélkiil Osszes beteg p
n=6 n=49 n=55

életkor 06+8 65+8 66+8 0,668
férfi 6 38 44 0,205
BMI 27.7£3.0 26.8+4.6 27.3+4.4 0,342
preop Hgb, g/L 148+6 141+£10 142.8+10.3 0,229
postop Hgb, g/L 133+12 129+9 128+10 0,567
operalt sziikiilet (%) 81+7 84+6 84+6 0,589
SBP max, Hgmm 18727 196+26 191426 0,771
kirekesztési id6, perc 18£8 2246 2247 0,930
Kreatinin, pmol/L 90+27 76+17 81+21 0,418

BMI=body mass index; preop= preoperativ, postop= postoperativ; Hgb= hemoglobin;, SBP= szisztolés
vérnyomds. P* a shunt igény alapjan képzett csoportok 6sszehasonlitasara vonatkozik.

A plazma kortizol dinamikéja a szedacid szerinti két csoportban

A kortizol kinetikaja a plazmaban a 12. abran lathato. A BDZ vs BDZ+TCI csoportok kozott
nem volt kiilonbség a miitét eldtti (T1) kortizol értékekben. Ezzel szemben a kirekesztés végén
(T2), a carotis felengedés utan (T3) és a mitét utan 2 oraval (T4) szignifikansan magasabb

stresszhormon szinteket mértiink a mtitét alatt propofol szedaciot nem kapott csoportban.

Az alprazolam és a kortizol szintjének Osszefiiggése
Minden betegnél meghataroztuk az alprazolam plazmaszintjét a miitét eldtt (T1) és a miitét
végén (T3). Az Osszes beteget és az egyes csoportokat kiilon-kiilon tekintve sem talaltunk

statisztikai kapcsolatot az alprazolam és a kortizol plazmaszintje kozott, egyik idépontban sem.

Kirekesztési 1d6 €s shunt

A kirekesztési 1d6 nem kiilonbozott szignifikdnsan a tiinetes €s tlinetmentes csoport kozott
(2346 perc vs. 22+6 perc). Friss neurologiai korjel jelentkezett 6 betegnél, melyek a shunt
behelyezése utan megsziintek. A shunt-id6 20 + 8 perc volt a shuntdlt csoportban. A 6 beteg
koziil, akiknél shunt behelyezésre volt sziikség, 2 a BDZ+TCI csoportban, 4 a BDZ csoportban

volt.

53



dc_1804 20

c0. _D<0,001

= ~5<0,001
0] -

304

[Jpreoperativ
201 [Jclamp vége
10+ [reperfazié
0+ - BZpost-op 2 dra

p=0,03
-10 [IJpost-op 24 6ra
BDZ BDZ+TCI

plazma kortizol koncentracié (mcg/dl)

12. abra. A kortizol szint kinetikdja a plazmaban a csak premedikacio vs. premedikacio+ intraoperativ
propofol szedacid csoportokban

BDZ= benzodiazepin (alprazolam); TCI= target controled infusion (propofol); clamp=carotis kirekesztés. Az
adatokat, mint median és interkvartilis tartomdny mutatjuk (Mann-Whitney teszt).
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13. abra. Perioperativ L-arginin plazma szintek a shunt nélkiil vs shunttel végzett carotid
endarterectomi soran

Shunt nélkiil= jo kireksztési tolerancia; shunt= kirekesztési intolerancia, shunt igény; clamp=carotis interna
kirekesztés. Az adatokat, mint medidn és interkvartilis tartomdany mutatjuk (boksz-plot diagram, Mann-Whitney
teszt).
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Preoperativ dsszefliggések

A preoperativ artérias vérb6l mért L-arginin szint szignifikansan alacsonyabb volt azokban,
akiket késobb shuntolni kellett (median: 30,3 umol/L; IQR: 24,4-34,4 vs. 57,6; 42,3-74,5;
p=0,002) (13. abra). A tobbi paraméter tekintetében nem volt kiilénbség a két csoport kdzott.

A vizsgalt markerek szintjének idobeli valtozasa

metabolizmus mutatdjaval: (i) P2 CO2/CO2 arannyal; és (ii) a jugularis laktat szinttel, a
miitét kritikus idOpontjaiban (kirekesztés el6tt €s utan, kirekesztés felengedése elott és utan).
Az artérias vérben a preoperativ L-arginin inverz korrelaciét mutatott a preoperativ laktat
szinttel (-0,447, p=0,002). Negativ korrelaciot talaltunk a preoperativ L-arginin és a jugularis
laktat szintek kozott IS, ami megmaradt a kirekesztés és a reperfiizio alatt (-0,757, p =0,002 és
-0,678, p=0,008). Ezzel szemben a preoperativ artéridas ADMA koncentracid pozitiv korrelaciot
mutatott az agyi anaerob metabolizmus mutatdjaval, a P(j.5)CO2/C(j)O2 arannyal a kirekesztés
¢s a reperfuzio alatt is (0,701, p= 0,005 és 0,644, p=0,01). Az ADMA és SDMA szintek egyik
idépontban sem korrelaltak a jugularis laktat koncentraciokkal. A preoperativ artérias L-arginin
koncentracio, az ADMA-val és SDMA-val ellentétben, forditott korrelaciét mutatott a
reperfiizié utan mért jugularis S100B-val (-0,702, p= 0,005). A P(.2)CO2/C(-jO2 hanyados a
reperfuziot kdvetden szignifikans pozitiv korrelaciét mutatott a miitét utan 2 6raval mért S100B

koncentracioval. A miitét utan 24 oraval ez az dsszefiiggés mar nem volt megfigyelhetd.

A preoperativ L-arginin prediktiv szerepe

A preoperativ L-arginin és a jugularis laktat kozotti forditott korrelacié a nitrogén-monoxid
donor L-arginin protektiv szerepére utalhat a carotis kirekesztése alatt. Meghataroztuk az L-
arginin cut-off értékét. Preoperativ L-arginin< 35 mmol/L érték (area: 0,904; szenzitivitas:
95,0%; specificitas: 83,3%; p = 0,002) elore jelezte a shunt behelyezés sziikségességét (pozitiv
prediktiv értek: 83%, negativ prediktiv érték: 95%). A betegeinket dichotomizéltuk: magas
rizikoju (preoperativ L-arginine < 35 mmol/L, n=7) és alacsony rizikoju (preoperativ L-arginine
> 35 mmol/L, n=42) csoportokra osztva. Tobbvaltozds regresszios analizis alapjan, az életkor,
tarsbetegségek, az ellenoldali carotis sziikiilet sulyossdga, a biomarkerek kiindulasi értékei
koziil egyediil a preoperativ L-arginine <35 pmol/L jelezte elére a shunt behelyezés
szlikségességét (OR: 0,061, 95%, CI 0,004 — 0,866; p = 0,039). Az esély hanyados azt mutatja,
hogy a cut-off értéknél magasabb mitét eldtti L-arginin szint protektiv a késobbi shunt

behelyezés szempontjabol.
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A magas és alacsony kockazatu alcsoportok dsszehasonlitasa

A preoperativ L-arginin szint alapjan magas kockazatii alcsoportban a jugularis laktat
koncentracid6 (mmol/L) szignifikdnsan magasabb volt valamennyi idépontban (14. abra).
Hasonl6é 0Osszehasonlitisban a magas rizikdju csoportban az S100B koncentracio is
szignifikansan magasabb volt 24 o6raval a miitét utan (median: 53,9; IQR: 43,9-57,0 vs. 124,
1,7-34,0; p=0,02).

[Jclamp el6tt

[Jclamp utéan

bulbus juguli laktat (mmol/L)

L [ declamp el6tt

p=0,03
L-arg<=35 L-arg>35

EJreperfuzio

14, abra. A preoperativ L-arginin szint alapjan képzett alcsoportokban (L-arginine <35 vs >35
umol/L) megfigyelt perioperativ jugularis laktat kinetikaja
clamp= kirekesztés, declamp= felengedés, reperfiizio= felengedés utin. Mann-Whitney teszt, az adatokat mint

medidn és interkvartilis tartomany abrazoltuk boksz-plot diagram formdjaban.

Az anaerob metabolizmus indikatorai

Megvizsgaltuk a nem shuntolt betegekben a carotis kirekesztési ideje és az anaerob
metabolizmus mutatdi, mint az artérias és jugularis laktat és a P(j-a)CO2/C(a-jO2 hanyados kdzotti
kapcsolatot. A kirekesztési id6 forditott korrelaciot (-0,296; p = 0,035) mutatott a kirekesztés
felengedése elott mért P(j.)CO2/Ca)O2 hanyadossal. Mind a jugularis, mind az artérias laktat
laktat koncentracio forditottan korrelalt a P(ji-2)CO2/C(syO2 hanyadossal a kirekesztés eldtt
(0,345; p=0,013 illetve -0,332; p=0,017). Ez utobbi inverz korrelacio a reperfizio alatt mért
artérias laktat és P(j.5)CO2/C-jO2 hanyados kozott is megmaradt (-0,422; p=0,002).
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5 éves utankovetés

Retrospektiv feldolgozas sordn 54 betegrol szereztiink informaciot. Osszesen 7 paciensnek
(13%) lett 5 éven beliil restenosisa az operalt oldalon (atlagéletkor: 61+11.33 év, 6 férfi, 1 nd).
Az ellenoldali carotison 13 (24%) betegben alakult ki szignifikans stenosis. Ezen kiviil 14
(25,9%) betegnél jelentkeztek az alsd végtagi artérids betegség tilinetei, koziilik 5 (9,3%)
betegnél tortént amputacié. Klinikailag jelentds koronaria esemény (anginas panaszok, PCI,
CABG, AMI) 18 (33,3%) betegnél 1épett fel és 13 (24%) beteg halt meg 5 éven beliil.
Retrospektiven vizsgalva, szignifikans kiilonbség volt a miitét utan 2 6rédval mért kortizol
koncentraci6 tekintetében az 5 éven beliil akut coronaria szindroma tiineteit mutatd és a
tiinetmentes betegek kozott. Bindris logisztikus regresszio fiiggetlen prediktorokat kerestiink a
kovetéses végpontok tekintetében. Ez alapjan egyediil a posztoperativ plazma kortizol
koncentracio (Ts) volt az 5 éven beliili carotis restenosis fiiggetlen prediktora (OR: 1,67; 95%
Cl: 1,02-2,73; p=0,04) (cut-off érték: kortizol> 19,45 pg/ml, szenzitivitas: 67%, specificitas:
76%, area: 0,708; 95% CI: 0,651-0,958; p=0,01). Hasonloképp, a T4 idépontban mért kortizol
koncentracié az 5 éven beliil kialakuld akut coronaria szindroma fliggetlen prediktoranak is
bizonyult (OR: 1,11; 95% CI: 1,02-1,21; p=0,01). A 13 elhunyt beteg (24%) koziil 8 szenvedett
also végtagi artérids betegségben. Szignifikans Osszefiiggést talaltunk az also végtagi artérias

betegség és az 5 éven beliili mortalitas kozott (p=0,01).

9.5. MEGBESZELES

A propofol szedaci6 és a premedikacié hatasa a preioperativ stresszre

A plazmaban mért kortizol szintek alapjan a pemedikacié és propofol szedacié kombinacidja
kedvez6bb stressz csokkentd effektusat észleltilk. A perioperativ idészakban rogzitett
paraméterek koziil, a miitét utdn 2 6raval mért magasabb kortizol szint §sszefiiggést mutatott a
carotis restenosis késobbi kialakuldsdval és a panaszokat okozo ischaemids szivbetegség
megjelenésével. Eredményeink alapjan felmeriil, hogy a miitéti stressz nagysaga és az
atherogenesisben szerepet jatszo faktorok kozott osszefliggés lehet, mely befolyasolhatja a

hosszutava kimenetelt.
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Az L-arginin Ut és az agyi ischaemia kapcsolata CEA soran
A miitét elotti plazma L-arginin koncentracié eldre jelezte a késébbi shunt behelyezés
sziikségességét carotis endarterectomia soran. Ezzel 6sszhangban a beavatkozas el6tti L-arginin
koncentraci6 forditott korrelaciot mutatott a kirekesztés elotti €s a reperfuzio utani jugularis
laktat szinttel. Ezek alapjan az NO-donor L-arginin protektiv hatasat is feltételezziik, mely lehet
a javulo perfuzid, de akar direkt metabolikus eredetli is. Ezt timogatja, hogy a posztoperativ
24. o6raban mért S100B alacsonyabb volt azokban, akiknél a preoperativ L-arginin szint
magasabb volt (neuroprotektiv hatas?).
A preoperativ. ADMA pozitivan korrelalt az anaerob agyi metabolizmus mutatdjaval (P-
a)C02/Cj)O2) jelezve, hogy az emelkedett ADMA szintet cerebralis hipoperfuzié kisér. Masok
adatai szerint az ADMA inflzié novelte az erek merevségét és csokkentette az agyi
vérataramlast egészséges onkéntesekben. A P(j.aCO2/Cj)O2 arany a reperfiizid utan pozitivan
reperfiizid utani magasabb jugulo-arterialis CO> diferencia és az ischaemia nagysaga vagy a
vér-agy gat sériilése kozott Osszefliggés lehet. Magas rizikojunak tartotjuk a kireksztési
intolerancia szempontjabdl azokat, akik kezdeti L-arginin szintje 35 mmol/L-nél kisebb volt.
Ezek a betegek az anaerob metabolizmusnak jobban ki vannak téve, amire a jugularis laktat
emelkedése és az eseménytelen endarterectomiak ellenére észlelt magasabb S100B szint is utal.
Osszefoglalva: éber-szedacios anesztezioldgiai protokollunk, perioperativ stresszvélasz
csokkenését eredményezte: 5 éves utankOvetés az intraoperativ stressz minimalizalasanak
hosszutavl elonyét jelezte. Tisztaztuk a carotis kirekesztés alatti metabolikus agyi valtozasokat,

¢és olyan markert azonositottunk, mely eldrejelzi a mtitét alatti shunt igényt.

A FEJEZET ALAPJAUL SZOLGALO KOZLEMENYEK

Szabo P, Lantos J, Nagy L, Keki S, Volgyi E, Menyhei G, Illes Z, Molnar T. I-Arginine Pathway Metabolites
Predict Need for Intra-operative Shunt During Carotid Endarterectomy. Eur J Vasc Endovasc Surg.
2016;52(6):721-728.

Szab6 P, Mayer M, Horvath-Szalai Z, Toth K, Marton S, Menyhei G, Sinay L, Molnar T. Awake Sedation With
Propofol Attenuates Intraoperative Stress of Carotid Endarterectomy in Regional Anesthesia. Ann Vasc Surg.
2019 Sep 26. pii: S0890-5096(19)30733-2.

Szab6 P, Menyhei G, Horvath-Szalai Z, Molnar T. A rniitét alatti szedacio hatas a a perioperativ stresszre és a
hosszutavu kimenetelre regionalis anesztéziaban végzett carotis endarterectomia soran. Erbetegségek,
2019;26(1):5-

58



dc_1804 20

10. CLOPIDOGREL SZEKUNDER PREVENCIOBAN RESZESULO

STROKE BETEGEK VERLEMEZKE FUNKCIOJANAK VIZSGALATA

A vérlemezkék kulcsszerepet jatszanak a stroke patogenezisében. A vérlemezke
aggregaciogatlo terapia (TAG), hatékony az aterotrombotikus sz6védmények prevenciojaban.
Ugyanakkor a TAG terapiara adott valasz betegenként eltérd lehet. Szamos kockazati tényezot
azonositottak a kezelés ellenére fennallo, magas rezidualis vérlemezke reaktivitas (high-on-
treatment residual platelet reactivity, HRPR) hatterében, beleértve a fokozott vérlemezke
turnover jelenségét. Ez utobbi megbecsiilhet6 a rezidualis messenger RNS tartalmuk miatt
retikulalt, fiatal vérlemezkék aranyabol. Ezek az éretlen vérlemezkék (IPF) nagyobbak,
reaktivabbak. Okozati és prognosztikai tényez6t képeznek az aterotrombotikus betegségekben.
Napjainkban 10j diagnosztikus vérlemezke-paraméterek keriiltek bevezetésre: (i) plateletcrit
(PCT) — a trombocitafrakcio szazaléka a teljes vérhez viszonyitva; (ii) mean platelet volume
(MPV) — az atlagos trombocitatérfogat; (iii) platelet distribution width (PDW) - a
trombocitatérfogat eloszlasgorbe szélessége; (iv) larger cell ratio (LCR) — 12 fL-nal nagyobb
térfogatu trombocitak szazaléka. Az MPV és a PCT a modositott Rankin Skala (mRS) alapjan
mért kedvezotlen stroke kimenetellel korrelaltak.

Bogar és munkatarsai a 1990-es évek kozepén kezdtek vizsgalni a leukocitdk mozgésat
a Westergren csoben. Megfigyelték, hogy a teljes vér 1-6ras iilepitése soran a leukocitak az
aktivaciojukkal aranyosan felfelé mozognak a csében. Feltételezték, ha mérik a véroszlop felsé
felében 1évo fehérvérsejtek szamat, akkor az akut fazis reakcidra utald korélettani valtozast
iranyban mozogtak, a jelenséget leukocita antiszedimentéacios ratanak (LAR) nevezték el.
Feltételeztiik, hogy a vérlemezkék a leukocitdkhoz hasonléan aktivacidjukkal ardnyos flotaciot

végeznek a teljes vért tartalmazo oszlopban.

10.1.CELKITUZES

(i) A LAR mintgjara kiszamolt trombocita antiszedimentacios rata (TAR) meghatarozasa
egészségesekben és clopidogrelt szed6 betegekben; (ii) az IPF, MPV, LCR, H-IPF kiilonbozik-
e az lilepités utan nyert also és fels6 vérmintaban a kontroll csoport és clopidogrelt szedd
betegek 6sszehasonlitasakor; (iii) a szeparacio soran ketté valasztott alsé és felsd részben mért
vérlemezke aggregacid kiilonbozik-e egymastol, illetve a teljes vérben mért aggregaciotol
egészségesekben és clopidogrelt szedékben; (iv) a fenti paraméterek mutatnak-e kiilonbséget a

clopidogrel szedé reszponder €s non-reszponder alcsoportokban; (v) végiil képalkotd
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vizsgalatokkal (transzmisszios elektronmikroszkopia, TEM és Atomerd mikroszkopia, AFM)

crer

10.2. BETEGEK ES MODSZER

Két tanulmanyt végeztiink:

Tanulmany A: Vérlemezkék funkciondlis és morfologiai vizsgalata egészségeseken

A vérlemezke paraméterek, a TAR és a vérlemezkefunkcio vizsgalatdit 31 egészséges
személynél végeztiik el. A TEM és AFM felvételekhez 6-6 egészséges személytdl vettiink vért.
Tanulmany B: Vérlemezkék funkcionalis, morfologiai vizsgalata clopidogrelt szedo betegekben
Iszkémias stroke miatt legalabb 3 honapja, napi 75 mg clopidogrel prevencioban részesiild
beteg és korban hasonlo egészséges személy keriilt bevonasra. Akut vaszkularis esemény,
trombocitopénia (<50 G/L), velesziiletett trombocitafunkcios és véralvadasi zavar, anémia és a
méréseinket befolyasold gyogyszerek szedése (oralis antikoagulans, NSAID, diuretikumok,

antiglikémias szerek) kizarasi kritériumot jelentett.

A vérlemezke paramétereket (trombocita (TCT) szam, MPV, IPF, H-IPF, P-LCR) Sysmex-XN
9000 integralt hematoldgiai automata rendszeren (Sysmex Co, Japan, 2017) végeztikk. TAR
meghatdrozas: Az egyik cs6bdl vérsejtszamlaldo automatdval (Sysmex XN 9000)
meghataroztuk a teljes vérképet. A masik EDTA-s csOben 1év0 vért 1 ora hosszan tilepitettiik,
majd a csében 1évo véroszlop magassaganak felsd Y2 részét atpipettaztuk egy masik EDTA-S
csObe. Az also és a felsé frakcioban is megmértiik a trombocitak szamat, majd a felsé rész
TCT-alsé rész TCT/ fels6é rész TCT+alsé rész TCT egyenlet szerint kiszdmoltuk a TAR

értekét €s szazzal szorozva szdzalékban adtuk meg.

Vérlemezke funkcio: Az egyik hirudinos csébdl elvégeztiik a teljes vér trombocitaaggregacios
vizsgalatot (Multiplate® Analyzer, Roche, Switzerland). A masik csé hirudinos vért {ilepitettiik
1 6ra hosszan, majd a korabban leirt szeparalasi technika segitségével also és felsé fakciohoz
jutottunk. Ezekben is megmértiik a trombocitaaggregaciot. Az igy kapott eredményekbdl a
gorbe alatti teriiletet (area under the curve, AUC), az aggregaciot (az impedancia ndvekedése)
¢s a velocity-t (aggregacios gorbe maximalis meredeksége) hasznaltuk fel adatelemzésiinkben.
Transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM): Hat egészséges személytdl tortént vérvétel. EQy
oras tlilepités utan a felsd részt atpipettaztuk egy masik EDTA-s csébe, majd az also és a felso

részt 5 percig 200 g-n centrifugaltuk. Ezt kovetden mindkét cs6 feliilliszgjat egy 11j nativ csébe
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tettiik, s ezt 1200 g-n 5 percig centrifugaltuk. A feliiluszd eltavolitds utan trombocitadas
plazmat nyertiink. A trombocitak el6készitése utan félvékony metszeteket toluidine-kékkel
festettiik és fénymikroszkoppal vizsgaltuk. Az ultravékony rétegeket racsokra helyeztiik és
JEOL JEM 1200EX TEM-el elemeztiik. A digitalis fényképek az iTEM szoftver (Olympus,
Japan) segitségével késziiltek. A kovetkezd vizsgalatok késziiltek:

1., TEM kép az also - és felsd részben 1évo trombocitakrol

2., ITEM program segitségével (interpolalt poligon) megmértiik a felsé- és alsé részben 1évo
21-21 vérlemezke (50000x nagyitas) teriiletét, kertiletét, konvex teriiletét és konvex keriiletét.
3., Meghataroztuk az als6- és fels6 részben 1évé 70-70 kozel azonos nagysaga (2 pm)
vérlemezkében (50000x nagyitas) lathato sotét (alfa) és vilagos (denz) granulumok szamat.
Atomerd mikroszkopia (AFM): Hat egészséges egyén alkar vénajabol vettiink vért K-EDTA-t
tartalmaz6 cs6be. Egyoras, szobahdn torténd iilepitést kdvetden a vér felsd felét azonnal egy
masik K-EDTA-t tartalmazo csobe pipettaztuk és mindkét felet 150 g-n, 8 percig centrifugaltuk.
A csillampala felszinre tlepedett, fixalt és szaritott trombocitdkat Cypher ES atomerd-
mikroszkoppal (Asylum Research, Santa Barbara, CA), tapogaté modban pasztaztuk AR16
programmal. A pasztazashoz szilikon-nitrid rugélapkat hasznaltunk, amelynek a rugoallandoja
~42 N/m és a rezonanciafrekvenciaja ~300 kHz (OTESPA-R3, Bruker, Billerica, MA). A
szabad amplitadét 1V-ra allitottuk, a pasztazasi amplitadot 0,5-0,7 V-ra, az erdsitést 7-10 -
szeresre. A pasztazas soran alkotott képet az AFM AR16 programjaval analizaltuk (Igor Pro
6.34 A, Wavemetrics, Lake Oswego, OR). A pasztazott teriilet 20x20 um-es volt, amelyen a

programmal megfeleld élesen korbe hatarultuk a trombocitak tertiletét (15. abra).

nm nm

140

15. abra. A trombocitak kijellése képanalizisere AFM-mel késziilt magassagképen. Az abra A része

a felso, a B része az also frakciobdl szarmazo trombocitakat mutatja
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A trombocitdk analiziséhez hasznalt paraméterek: magassag maximum (Z max), a
kozéppontban (Z Center), atlagmagassag (Z Average); teriilet (Area), térfogat (Volume),
keriilet (Perimeter), hossz (Length) és szélesség (Width).

10.3. STATISZTIKAI ELEMZES.

Az adatokat SPSS (Version 19.0, SPSS Inc, Chicago, USA) segitségével analizaltuk. A diszkrét
valtozokat Chi-négyzet probaval, a normal eloszlasu értékekeket két-mintds Student-t probaval,
mig nem normal eloszlast mutatd valtozokat Mannn-Whitney-teszttel hasonlitottuk Ossze.
Korrelacio analizishez Spearman-korrelaciot hasznaltunk (rho). Az adatokat, mint median és
interkvartilis tartomany vagy atlag+szords dbrazoltuk. A p-érték <0,05 tekintettiik

szignifikansnak.
10.4. EREDMENYEK- Tanulmény A.

Az egészségesekben (n=31; atlag életkor: 41,1£12,8; férfi/nd: 22/9) a vérlemezke
antiszedimentacios rata (TAR) atlaga 55,6+21,7 % volt. A vérlemezke szam, az abszolut értéki

IPF, valamint a szézalé¢kos aranyban kifejezett H-IPF szignifikdnsan magasabb volt a fels6

frakcioban az alsohoz viszonyitva (16. tablazat).

16. tablazat. Egészséges onkéntesekben mért vérlemezke paraméterek

*

teljes vér fels6 frakcio also frakcid p

TCT

c 253+66 348+154 93 +50 0,003
(G/1)
MPV (fl) 10,2+0,9 10,6+0,6 10,2+0,6 0,584
IPF (abs) 4,96+4,4 7,1+4,5 2,9+1,9 <0,001
H-1PF (%) 1,7+1,2 1,240,7 2,1+1,7 0,009
LCR 27,5+4.,0 26,3+4,6 26,9+4,7 0,385

TCT= trombocita szam; MPV= mean platelet volume, IPF= immature platelet fraction, H-IPF= high-

fluorescent IPF, LCR= large cell ratio. Az adatokat, mint atlag+SD abrdzoltuk. p* a felsé vs alsé rész kozétt.

Egy egészséges egyéntdl vett vérminta aggregometriai gorbéit mutatja a 16. abra. Az
aggregometriai vizsgalat soran szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk a teljes vérben mért
(69,9+13,1) vs. az also frakcioban mért (26,1+9,6) vs. a fels6 frakcidban mért gorbe alatti teriilet

(103,34£35,8) kozott a vér egyoras szedimentaciojat kovetéen (valamennyi, p<0,001) (17.

tablazat). Ugyanezt tapasztaltuk az aggregécio €s a gorbe meredekségét jelzd velocity esetén.
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16. abra. Ex vivo ADP indukdlta trombocita aggregdcio (A, teljes vér; B, felsé és C, alsé frakcio)

17. tablazat. Egészséges onkéntesekben (n=24) mért vérlemezke-aggregabilitasi adatok

Impedancia-aggregometria

*

teljes vér felsd rész also rész p
AUC 56,3+26,6 80,9+50,1 22,2+11,0 0,001
aggregacio 130,9+23,7 174,3+53,0 52,2+16,2 <0,001
velocity 15,5+3,8 26,5+10,9 6,5+1,7 <0,001

AUC, area under the curve; Velocity, gorbe meredkség. Atlag+SD. p* a felsé vs alsé rész kozott.

17. abra. A kis nagyitasi képek
az also (A) és felso (B) frakcioban
lévo verlemezkék szamat és
meéretét mutatja. A C és D képeken
nagy nagyitasban lathato
verlemezke. A nyil a C jelzésii
felvételen egy a- granulatumra
mutat, mig a D-ben 1évé csillag
egy denz granulatumot jeldl.
Skalaértékek A és B: 2 um, C és
D: 500 nm.
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A fels6é frakcidban mért AUC értékek az egészségesek 38%-aban (n=8) tullépték a normal
tartomany (AUC: 53-122) fels6 hatarat, tehat a felfelé vandorldo trombocitak ex vivo
hiperaggegalnak ADP jelenlétében. Az AUC értékek az alsé frakcioban az effektiv
antithrombotikus kezelés soran vart tartomanyban voltak (AUC: 0-53), mintha a
szedimentalddott trombocitak ex vivo nem aktivalodnanak ADP hozzaadasara (17. tablazat).
Elektronmikroszkopos eredmények: Kis nagyitas soran kiilonbséget tapasztaltunk a fels és also
vérfrakcio vérlemezkéinek morfologiai megjelenésében. A trombocitak teriilete és keriilete
szignifikansan nagyobb volt a fels6 frakcioban (p<0,001) (18. tablazat). A fels6 frakcioban
elhelyezked6 trombocitakban 1,6-szor tobb alfa granulumot talaltunk az alsokhoz képest (17.

abra), mig a denz granulumok szaméban nem talaltunk kiilonbséget.

18. tablazat. Transzmisszios elektronmikroszkoppal nyert adatok egészségesekben

also frakcio felso frakcio p

vérlemezke-teriilet
(nm?)

vérlemezke-keriilet
(nm)

2,26x10°8 + 6,3x10° 3,69 x10°+ 9,3 x10° <0,001

7.21x10%+ 1,55x10°  9,17x10° + 1,42x10° <0,001

Az adatokat, mint atlag+SD abrazoltuk.

Atomerd-mikroszkopos eredmények: A magassag, az amplitudo, a fazis és a Z szenzor képek
egyarant azt mutattak, hogy mindkét fazis trombocitai rogziilés kzben gomb alakot vehettek
fel, kitertiltek a felszinen, majd kiilonbozé mértékben 6sszehtizodtak (18. abra).

um pm

Alsd rész Felsd rész

18. abra. Trombocitdk AFM-képe az iilepités utan szeparalt also és fels6é vérfrakciobol

A képen jol latszik, hogy az alsé fazis trombocitdi kiterjedésiikben kisebbek. A felsd frakcio trombocitainak
térfogata nagyobb, mint az alséé (atlag+SE: 1,6+0,45 vs. 1,0+0,60; p <0,001), mig a kézépmagassaguk nem
kiilonbozott szignifikansan (atlag+SE: 456120 vs. 484+20).
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10.5. EREDMENYEK-Tanulmany B.

Osszesen 46, stroke szekunder prevencioé miatt clopidogrel kezelésben részesiild beteg és 15
egészséges egyén adatait hasonlitottuk dssze. A csoportok demografiai és laborértékeit a 19.
tablazatban foglaltuk 6ssze. A kontroll csoport szignifikansan fiatalabb volt (p<0,001). Az
eritrocita-szedimentacios rata (ESR) szignifikansan magasabb volt a betegpopulacioban
(p<0,001), viszont a CRP tekintetében nem volt kiilonbség a két csoport kozott. A TAR nem
mutatott szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott, azonban a betegekben magasabb TAR-
tendencia volt megfigyelheté (20. tablazat). Az MPV értékben nem talaltunk szignifikans
kiilonbséget sem betegek vs egészségesek (19. tablazat), sem pedig a csoportokon beliil (teljes
vér vs. felsé frakcio, teljes vér vs. alsod frakcio, felsé vs. also frakcid) (20. tablazat). Az
aggregometriai vizsgalat soran szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk a betegek also és a felsd
frakcioiban mért AUC értékei kozott a vér egyoras iilepitését kovetéen (mindegyik p=0,001)
(21. tablazat).

19. tablazat. A kontroll csoport és a clopidogrel kezelt egyének demografiai és laboratériumi adatai

Kontroll Clopidogrel kezelt

(n=15) (n=46) P
Eletkor 40+13 66+8 <0,001
Nem (férfi/n6) 6/14 31/15 0,06
Dohényzas (%) 2 (18) 9 (19) 0,586
CRP (mg/l) 1,70 (0,8-3,1) 1,75 (0,7-3,5) 0,237
ESR (mm/6ra) 2(1-4) 10 (6-18) <0,001
Hematocrit (%) 42.8+0,9 43,6+0,7 0,416
Leukocita (G/I) 6,3+1.2 8,3+1.7 0,251
Vérlemezke (G/1) 282+75 239+ 65 0,098
MPV (fl) 10,2+1,6 10,7+0,9 0,528

BMI= body mass index, CRP= C-reaktiv protein, ESR= eritrocita szedimentacios rata, MPV= mean platelet
volume. Az adatokat, mint dtlag+SD illetve abszolut érték (%), kivéve CRP és ESR, melyeket medidn és 25-15

percentilis abrazoltuk.
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20. tablazat. Vérlemezke paraméterek €s a TAR egészségesekben és clopidogrel szedokben

Kontroll Clopidogrel kezelt

(n=15) (n=46) P
Fels6 tct szam (G/L) 316 (218-478) 345 (301-428) 0,68
Alsé tet szam (G/1) 88 (51-124) 71 (54-86) 0,43
TAR (%) 58,5 (45,0-67,5) 67,7 (61,7-72,9) 0,15
MPYV felsé (fl) 10,7 (10,0-10,8) 10,8 (10,2-11,6) 0,30
MPV also (fl) 10,0 (9,8-10,6) 10,5 (9,8-11,2) 0,47
LCR fels (%) 28,9 (24,5-30,6) 33,0 (26,8-38,9) 0,14
LCR als6 (%) 25,5 (22,7-28,7) 30,5 (24,2-36,2) 0,14

Az adatokat, mint median és 25-75 percentilis abrazoltuk. tct=trombocita, TAR=trombocita antiszedimentdcios

rdata, MPV= mean platelet volume, LCR= large cell ratio.

A clopidogrelt szedd betegek 59%-aban (n=27) a felso frakcioban az AUC értékek meghaladtak
a terapias tartomany fels6 hatarat (AUC: 0-53). Kérdés volt, hogy a clopidogrel kezelésre nem
reagald betegek (teljes vér Multiplate mérése alapjan non-responderek, n=12) és a fels6
frakcioban mért 53 feletti AUC értékkel rendelkez6 betegek atfedést mutatnak-e? A 12 non-
responderbdl 11-nek a felsd frakcidban is 53 feletti AUC-értéket mértiink, igy a két csoport
kozotti kozotti koincidencia szignifikans volt (p=0,001).

Hasonloan, a teljes vérb6l mért AUC-értékek a kontroll csoportban szignifikans eltérést

mutattak mind a felsd, mind pedig az alsé vérfrakcidbol meghatarozott AUC-értékekhez képest
(21. tablazat).
A felsd frakcioban mért AUC-értékek az egészséges populacid 40%-aban (n=6) magasabb volt
a normal tartomany felsé értékénél (AUC: 53-122) (21. tablazat), ennek hatterében a fels6
frakcid magasabb trombocita szama is szerepet jatszhatott (20. tablazat). Az als¢ frakcioban
mért AUC-értékek szignifikdns kiilonbséget nem mutattak az egészséges és a betegcsoport
kozott (21. tablazat). Ezek az értékek a hatasos antitrombotikus terapias tartomanyban voltak
(AUC: 0-53), még a clopidogrelt nem szed6 egészségesekben is. Mind a teljes vérben, mind a
fels¢ frakcidban mért aggregacid (aggregation unit, AU) és velocity érték szignifikansan
alacsonyabb (p<0,001) volt a clopidogrelt szed betegekben, mint az egészségesekben (21.
tablazat). A clopidogrelt szedékben, mind a fels6 frakcioban mért MPV (1=0,311, p=0,04),
mind pedig a felsé frakcidbol meghatarozott LCR (%) érték (r=0,373, p=0,04) pozitivan
korrelalt a felsd frakcioban mért AUC-értékekkel.
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21. tablazat. Impedancia aggregometriai adatok egészségesekben és clopidogrelt szedékben

Kontroll Clopidogrel kezelt

(n=15) (n=46) P
AUC 73,5 (59,5-78,5) 41,5 (29-54) <0,001
AUC felsd 112,5 (73-137) 57,5 (33-79) 0,003
AUC alsé 23 (16-35) 18 (14-23) 0,26
Aggregacio, AU 135 (105-146) 76,3 (59,3-107,3) <0,001
Aggregacio felsd 164 (131-203) 100,1 (48,8-138) <0,001
Aggregacid also 39,8 (34,1-60,4) 37,4 (30,8-45,8) 0,200
Velocity 15,1 (12,2-16,6) 9,4 (7,4-11,4) <0,001
Velocity felsd 27,5 (17,5-33,6) 12,3 (6,5-21,1) <0,001
Velocity also 5,3 (5,0-7,0) 5,1 (4,3-6,5) 0,254

Az adatokat, mint median és 25-75 percentilis abrazoltuk. AUC= area under the curve; AU= aggregation unit;
velocity= a gorbe meredeksége, AUC/TCT= az egy trombocitara juto AUC.

A clopidogrelt szedd betegeket a Multiplate® analizator segitségével responder (AUC<53,
n=34) és non-responder (53<AUC, n=12) alcsoportokra osztottuk. Mivel a felsd és also
frakcidban kiilonbség van a TCT szam tekintetében, ezért Osszehasonlitottuk az egy
trombocitara jutd AUC értéket a teljes vérben, valamint a fels6 és also frakcioban az egészséges
vs responder vs non-responder betegekben (19. abra). A non-responderek inkabb a normal
kontrollhoz hasonlitottak, de a responder vs non-responder kiilonbség igy is megmaradt. Majd
megmeértiik a H-IPF (%) értékét hasonlod Gsszehasonlitasban. A fels6 frakcié H-IPF aranya a
non-responder alcsoportban volt a legmagasabb, de ez csak a kontroll csoporthoz viszonyitva
volt szignifikans (p=0,04). A fels6 vs also frakcio sszehasonlitasakor, a H-IPF (%) minden
egyes alcsoportban magasabbnak bizonyult a felsé frakcioban (H-1PF egészséges: 0,9; 0,8-1,35
vs 0,8, 0,8-1,0; p=0,04; H-IPF responder: 1,2; 0,8-1,4 vs 0,7; 0,6-1,2; p<0,001; H-IPF non-
responder: 1,7; 1,15-2,0 — 0,9; 0,7-1,55; p=0,02). A TAR nem kiilonbozott szignifikansan a
non-responder vs responder Osszehasonlitaskor. A teljes betegcsoportban és a reszponder
alcsoportban, a TAR pozitiv korrelaciot mutatott a teljes vérbol meghatarozott MPV-értékekkel
(r=0,300, p=0,04; 0,364, p=0,04). Tobb valtozd bevonasaval binaris logisztikus regressziot
végeztiink a clopidogrel kezelés ellenére fennallo rezidudlis vérlemezke aggregacid6 (HRPR,

,hon-responder” statusz) fliggetlen prediktoranak feltarasa céljabol.
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19. abra. Az egy trombocitara juto AUC érték a teljes vérben (AUC/TCT) vs fels6 frakcidban
(AUC/TCT fels6) vs alsé frakcioban (AUC/TCT also) egészségesekben és a clopidogrel kezlésre
responder és non-responder alcsoportokban
Mann-Whitney teszt, az adatokat, mint medidan és interkvartilis tartomdny dbrdzoltuk box-plot diagram

formajaban.

Csak a fels6 rész AUC bizonyult fiiggetlen rizikofaktornak (OR: 1,07; 95%Cl: 1,013-1,128;
p=0,015), mely 62 feletti cut-off érték esetén, 84%-os szenzitivitassal és 71%-0s specificitassal
pontositotta a Multiplate altal definialt ,,non-responder” status fennallasat (Area: 0,863; 95%
Cl: 0,728-0,998; p<0,001). Amennyiben a fels6 frakcioban mért IPF, H-IPF és LCR értéket is
beletettiik a modellbe, a szenzitivitas (88%) és specificitas (100%) tovabb javult (Area: 0,893;
95%CI: 0,695-1,091; p=0,001). Ezt kovetden, a betegeket 30 honapon keresztiil kovettiik.
Ezalatt 6sszesen 11 érrendszeri esemény (stroke/TIA n=5, ACS n=6) keriilt regisztralasra.
Retrospektiven vizsgalva, a recidiv stroke/TIA-t elszenvedd betegek fels6 vérfrakciojaban mért
AUC szignifikansan magasabb volt a kovetés kezdetén, Osszehasonlitva az eseménytelen
betegekkel (p=0,03). A recidiv eseményre, mint végpontra vonatkozdan azt talaltuk, hogy a
fels6 frakcioban mért AUC >62 képes megjosolni a jovobeli stroke/TIA eseményt (p=0,01).
Ezzel szemben a Multiplate alapjan elfogadott hatarérték (53<AUC) szerint definialt HRPR
statusz egyik érrendszeri esmény (stroke/TIA, ACS) eléfordulasat sem josolta meg. Ez alapjan
a vér egy Oras iilepitése utan, a felsé frakcidban mért AUC >62 cut-off érték a non-reszponder

(HRPR) betegek szfirésére pontosabb, mint a Multiplate®.
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10.6. MEGBESZELES
alapjan a felso frakcioban elhelyezked6 vérlemezkék teriilete, keriilete nagyobb volt és tobb a-
granulumot tartalmaztak. Masokhoz hasonléan a nagyobb és tobb granulumot tartalmazéd
vérlemezkék fokozott aggregabilitasat feltételezziik. Az aszcendald trombocitdk Osszefiiggést
mutattak a vérlemezkék koraval (IPF, H-IPF %), és a trombocitak térfogataval, méretével €s
granularitdsaval. A TAR klinikai jelent0ségét adhatja, hogy mig a Multiplate kevés helyen
hozzaférhetd, addig a TAR egy varosi korhaz laboratériumaban is mérhetd. A TAR az
érett/éretlen vérlemezke szubpopulacidok ardnyanak indirekt indikatora lehet. A trombocitak
AFM képe azok részleges aktivaciojat mutatta filopodidk és lamellopodidk megjelenésével.
Egy oras szedimentacio utan térfogatukban kiilonboznek a vér also ¢€s felsd frakcioibol izolalt
trombocitdk. A clopidogrel szed6kben megfigyelt pozitiv korrelacid a felsé frakcio AUC,
valamint az MPV ¢és az LCR kozott, a felfelé mozgd és nagyobb méreti vérlemezkék
trombotikus aktivitasara utal, mig a pozitiv korrelaci6 a szérum CRP szint és a vérlemezkeszam
kozott a felsd frakcioban, a felfelé mozgd vérlemezkék gyulladasos folyamatokban jatszott
szerepét jelzi. A non-responder betegek fels6 frakciojaban megfigyelt pozitiv korrelacio a CRP
¢és a H-IPF kozott a trombocitak szisztémas gyulladasos valaszban betoltott szerepére utalhat.
Osszefoglalva: a kronikus gyulladsos allapot dsszefiiggésben lehet a megndvekedett
vérlemezke turnover-rel, melyre az éretlen vérlemezke frakcié méretének novekedése utal.
Ezek a hiperreaktiv vérlemezkék tehet6k feleléssé az ex vivo fokozott aggregacio
kialakulasaért. A TAR, igy a felfelé szallo vérlemezkék ardnya, a legnagyobb a clopidogrelt
szed6 non-responder betegekben volt. A clopidogrel szedé betegek felsé frakcidjaban észlelt
AUC>62, mint vagdpont segithet a rezidualis magas trombocitareaktivitassal (HRPR) biro
egyének sziirésében, mely a felsd frakcidban mért éretlen alakok szamanak mérésével tovabb
pontosithatd. Amennyiben nagyobb esetszamon is igazolni sikeriil, hogy a szeparalt felsd
frakcioban mért AUC>62 betegek kovetése soran gyakoribb thrombotikus szovOdmény

észlelhetd, az elvezethet a személyre szabott terapia (hatoanyag, dozis) kialakitasahoz.

A FEJEZET ALAPJAUL SZOLGALO KOZLEMENYEK

Ezer E, Schrick D, Tékés-Fiizesi M, Szapary L, Bogar L, Molnar T. A novel approach of platelet function test for
prediction of attenuated response to clopidogrel. Clin Hemorheol and Microcirc, 2019; DOI: 10.3233/CH-
190580

Schrick D, Toékés-Fiizesi M, Harsfalvi J, Kellermayer M, Abraham H, Molnar T, Ezer E. Funkcionalis és
morfoldgiai kiilonbséget mutatd trombocitdk clopidogrelt szedd betegekben és egészséges Onkéntesekben.

Anesztezioldgia és Intenziv Terapia 2020; elfogadva
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12. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Az intravénas dipyridamol az ab ovo fokozott regionalis CBV-t csokkenti, paralell L-arginin
emelkedés kiséretében.

2 (i) az L-arginin utvonal metabolitjai az akut ischaemias stroke korai féazisaban
emelkedettek, mely Kkifjezettebb, mint carotis stenosisban, ami az atherosclerosisnal
sulyosabb endotél diszfunkciot tiikroz; (i1) a post-stroke 24 oranal mért magasabb L-
arginin/ADMA hanyados alapjan az L-arginin emelkedés adaptiv valasz lehet; (iii) az L-
arginin és az ADMA ellentétes mozgasa az L-arginin protektiv szerepét sugallja.

3. (i) a lectin-utvonal ficolin-3-dependens aktivacioja is részt vesz a stroke-ot kisérd
patologias folyamatokban; (i1) a kovetéses mintakban mért alacsony ficolin-3 és magas CRP
szintek egymastol fliggetlen gyulladasos utvonalak szerepét sugalljak.

4. A stroke korai fazisaban megfigyelt korrelacid a szovet pusztulds, a neuroinflammacio
illetve komplemet felhasznalodas kozott, a post-stroke infekcid kockazatat jelzi. Az L-
arginin és a lectin utvonal kozotti sszefiiggés, az elobbi immunmodulans szerepére utalhat.
5. A hsCRP mellett a P-selectin és az IL-6 mint thrombo-inflammatorikus markerek korai
valtozasa a keringésben dominans szerepet jatszik a kedvezétlen stroke kimenetel
elorejelzésében.

6. Az L-arginin, az ADMA ¢és az SDMA eltér6 moddon korreldlnak a thrombo-
inflammatorikus molekuldkkal az ischaemias stroke hiperakut fazisdban. A stroke kimenetel
elérejelzésében a két rendszer szerepldi additiv értékkel birnak.

7. A stroke hiperakut fazisaban mért tPA és MCP-1 korrelal a 24 6ras troponin szinttel, mely
fliggetlen prediktora a neuroldgiai tiinetek progresszidjanak miokardialis 1ézi6 hidnyaban is.
8. A szérum CCCK-18 szint 6sszefiiggést mutat a kedvezotlen kimenetellel. Stroke Regiszter
adatok alapjan a részleges rekanalizacio, az ASPECT<6 és a hianyos kollateralis keringés
noveli a tiinetes vérzeés esélyét, de az egyetlen fiiggetlen prediktor a 24 6ras NIHSS>15,5.
9. (i) Propofollal végzett éber szedacio csokkenti a CEA indukalta perioperativ
stresszvalaszt. (i) A magas preoperativ. ADMA-koncentracio és az anaerob agyi
metabolizmus kozotti pozitiv korrelacido, az ADMA és a csokkent cerebralis perfizio
kapcsolatara utal. (iii) Az alacsony preoperativ L-arginin szint képes eldre jelezni a carotis
kireksztési intoleranciat. (iv) CEA-t kiséré stresszvalasz nagysaga és a hosszutava
szOvodmények (5 éven beliili restenosis kialakulasa, coronaria események szama) kozott

Osszefiiggést figyeltiink meg.
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crcr

tulajdonsagukban kiilonboznek. (ii) A flotaldo és szedimentalodd vérlemezkék morfologiai
(TEM és AFM) kiilonbségeket mutatnak. (iii) A felsé frakcioban 1évé trombocitak teriilete,
kertilete és térfogata is nagyobb, valamint tobb a-granulumot tartalmaznak. (iv) A TAR kifejezi
az aktivalt vérlemezkék aranyat, mely Osszefiigg az ¢letkorral és bizonyos patoldgids

valtozasokkal. (vi) A fels6 frakcio Multiplate vizsgalata pontosithatja a HRPR felismerését.

13. AZ EREDMENYEK KLINIKAI HASZNA

1. Az intravénas DP stressz segithet a koszorusér betegek stroke kockdzatanak becslésében,
mely kiilondsen hasznos lehet a szivsebészeti mitétek elott.

2. Az L-arginin utvonal metabolitjai (ADMA, SDMA) korreldlnak az érfali bantalom
stlyossagaval. Az L-arginin prediktora a post-stroke infekci6 kialakulasanak, ezért segithet a
fogékony betegek antibiotikus kezelésének tervezésében.

3. A komplement rendszer aktivalodésa a ficolin medialta lectin Gitvonalon keresztiil részt vesz
az ischaemids stroke patogenezisében ezért potencidlis terapias targetnek tekinthetd.

4. Az L-arginin ¢€s a lectin utvonal molekuléi kozotti 6sszefiiggés, az L-arginin immunmodulans
szerepét jelezheti, ezért az L-arginin pdtlasa, mint potencialis terapias eszkoz meriil fel.

5. A P-selectin és az IL-6 kinetikajanak kovetése prognosztikus értékii ischaemias stroke-ban.
6. Mivel nincs meg az ,,agy troponinja”, ezért kdzponti idegrendszeri sejtsériilés esetén
multiplex marker kombinaciokra kell tamaszkodnunk, ennek az L-arginin is része lehet.

7. A troponin-T alkalmas lehet a korai neurologiai romlas eldrejelzésére manifeszt koronaria
esemény nélkiil is.

8. A CCCK-18 az ischaemiads stroke kimenetelének prediktora. Romlo NIHSS24 o145 €setén a
beteg fokozott monitorozasa sziikséges a vérzéses szovodmény kivédésre.

9. A preoperativ ADMA a csokkent cerebralis perfuzio, mig az L-arginin a kirekesztési
intolerancia markere carotis endarterektomiaban (CEA), ezért preoperativ mérésiik segithet

a mitét tervezésében. A betegre adaptalt propofollal végzett €ber szedacid csokkenti a CEA
indukalta stresszvalaszt.

10. A TAR fizikai alapja egy ‘size-exclusion’ kromatografias jelenség, ahol a vorosvértestek
képezik az ,,0szlopot”, mely szedimentalodik, igy a kiszoritott részecskék a méretiikkel aranyos
modon csak felfelé mozdulhatnak (antiszedimentacid). A TAR Kklinikai jelent6sége, hogy
feltarta, milyen nagy gradiens van a trombocitak méretében €és granularitdsaban, mely ravilagit

tovabbi funkcionalis dszefiiggésekre.

71



dc_1804 20

14 KOSZONETNYILVANITAS

Szeretnék koszonetet mondani mindazoknak, akik elinditottak a kutatéi palyan. Abban a
szerencsés helyzetben voltam, hogy még orvostanhallgatoként Nagy Ferenc bevezetett a
klinikai neurofizioldgia rejtelmeibe. Ezért lettem neurologus szakorvos a Czopf Jozsef
professzor vezette klinikdn. Majd Doczi Tamas professzor Pécsre érkezésével tanuja lehettem
az idegsebészeti intenziv ellatds latvanyos fejlédésének. Ekkor érett meg bennem az
elhatdrozas, hogy aneszteziologus leszek, és az a megtiszteltetés ért, hogy egy komoly
nemzetkdzi kapcsolatokkal rendelkez6 intézetbe keriilhettem, ahol Tekeres Miklos professzor
egyengette utamat, és adott az egész életre szol6 irdnymutatast. Ugyanezt a joindulatot kaptam
meg Bogar Lajos professzor részérdl is, aki messzemenden tamogatott multidiszciplinaris
érdeklddésem kibontakozdsdban. Nagyon szerencsésnek érzem magamat, hogy Illés Zsolt
professzor témavezetése alatt klinikai teriileten irhattam PhD Tézisemet. Illés professzor
segitségével kapcsolodhattam be nemzetkozi kollaboracidkba, tanulhattam meg a tudomanyos
publikacié alapjait, de amire a legbiiszkébb vagyok, hogy Zsolt az egyik legjobb baratom lett.
Onzetlen segitségiik formalta jellememet és egyben példat adott, hogy a fiatal kollégak
talentumainak kibontakoztatasaban én is aktiv szerepet vallaljak.

Végiil, de nem utols6 sorban, kimondhatatlan héalaval tartozom orvos feleségemnek és

gyermekeimnek Maténak, Abigélnek ¢s Lidianak.
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