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Bevezetés

A szisztémas gyulladasos valasz szindroma (systemic
inflammatory response syndrome, SIRS) sulyos, élet-
veszélyes klinikai allapot. A SIRS prevalencigja magas, a

hospitalizalt betegek egyharmadat érinti.

Szivsebészeti beavatkozasok esetén korabban fennalld
problémak (pl. rossz balkamra-funkcid, diabetes) eés
sebészeti tényezdk (pl. sternotomia, pericardectomia
vagy szivizom-ischaemia) patoldgids gyulladasos valaszt
valthatnak ki, és szervkarosodashoz vezethetnek. Ezen
kivil az extracorporalis keringés (extracorporeal
circulation, ECC) is vezethet SIRS kialakulasahoz. Az
ECC korben a vérnek levegdvel vagy idegen feliiletekkel
torténd  taldlkozasa gyulladasos, véralvadasi vagy
komplement rendszert érintd reakcidk komplex
kaszkadjat indithatja be. Ha t6bb olyan tényezd is fennall,
amely hozzajarulhat ezekhez a reakciokhoz (pl. elére-
haladott ¢letkor, beavatkozéas eldtti egészségi allapot,
perflzids technika), az tovabb ronthat a helyzeten, a pro-
és antiinflammatorikus rendszer egyensulya felborulhat,
és SIRS alakulhat ki.



Az intervencids kardioldgiai beavatkozasok kozé tartozik
a transzkatéteres aortabillentyti-implantacio (transcatheter
aortic valve implantation, TAVI) transzfemoralis (TF-
TAVI) vagy transzapikalis auton (TA-TAVI). Bar TAVI
esetén nincs ECC, a SIRS gyakori szovodmény. TAVI
esetén 40-60 %-ban alakul ki SIRS, mely fuggetlen
rizikotényezGje a a betegek rovidtava kimenetelének és
mortalitasanak. A szivmitétek esetén latott mechaniz-
mussal ellentétben a SIRS patogenezise és kivaltd
tényez6i TAVI esetén nem teljes mértékben ismertek.
Jelenleg a beavatkozés alatt észlelt alacsony perctérfogat
csak részben tehet6 felel6ssé az ischeamias szerv-

karosodasok és a SIRS kialakulasaért.

Celok

A jelen doktori tézis célja a kiilonbozd szivmiitétek és
kardiologiai intervenciok esetén a beavatkozas koriili id6-
szakban kialakulé gyulladasos vélasz és az immun-

rendszerben tapasztalt valtozasok részletes megismerése.



1. CECC altal kivaltott immun-modulaci6 vizsgalata

CD62L levalasi teszttel. A vizsgélat célja a

konvencionalis extracorporalis keringést (conventional
extracorporeal circulation, CECC) alkalmazé sziv-
mitétek koriili idészakban az immunrendszer érzékeny-
ségének valtozasanak megismerése volt. A CECC Altal
Kivaltott immunmoduléciét vizsgaltuk. Ehhez az immun-
valaszban résztvevd molekulak (azaz interleukinok)
mennyiségét hataroztuk meg. Tovabba az immunrendszer
funkciondlis allapotdnak meghatarozasdhoz Uj maod-
szereket alkalmaztunk, mely soran értékeltik a
gyulladasos effektor sejtek valaszkészségét. Ez a mod-
szer az ugynevezett CD62L levalasi teszt, amely egy
L-szelektin adhéziés molekuldnak (CD62L) a mikro-
organizmusok altal kivaltott stimuldcidja utdn a neutro-
phil sejtek felszinérdl torténd levaldsdnak mértékét
hatdrozza meg, tehat informaciot ad a granulocitak és

monocitdk érzékenységérol.

2. A qgyulladdsos valaszreakcidé vizsgalata az AS

kezelésében alkalmazott beavatkozasok soran. A vizs-

galat célja az volt, hogy sulyos tiinetekkel jaré aorta
stenosisban (AS) szenvedé betegeknél vizsgaljuk a

gyulladasos vélaszt a beavatkozas koriili id6szakban.
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Elsésorban az AS kezelésében alkalmazott szivsebészeti
beavatkozasokat hasonlitottuk ©ssze az intervencios
kardioldgiai beavatkozasokkal. Noha CECC-t alkalmaz6
sebészi aortabillentyii-csere  (surgical aortic valve
replacement, SAVR) jelenleg az els6ként valasztando
eljaras, a TAVI egyre tobb kozpontban elérheté bizonyos
magas kockazatu betegeknél, akik tobb tarsbetegségben
is szenvednek. Ezen betegeknél igy elkeriilheté az

CECC.

3. Az AS kezelésében alkalmazott szivsebészeti

beavatkozdsok 0sszehasonlitdsa a qyulladasos valasz

szempontjabdl. A vizsgélat az AS miatt kizardlag sziv-

sebészeti beavatkozassal kezelt betegeknél kialakul6
gyulladdsos valaszt vizsgalta. Elsésorban a CECC-t
hasonlitottuk 6ssze annak kevesbé invaziv valtozataval, a
minimalizalt extracorporalis keringéssel (minimized

extracorporeal circulation, MECC).



Modszerek

A szivsebészeti és a kardiologiai intervencios beavat-
kozasok az intézményi protokolloknak megfeleléen
torténtek. A beavatkozasok utan 4 (2. és 3. vizsgalat), 24
(2. és 3. vizsgalat) és 48 oraval (1., 2. és 3. vizsgalat)
hataroztuk meg a gyulladdsos markerek szintjét és a
CD62L levalas mértékét. Az els6 vérmintat (kiindulasi
érték) a beavatkozas el6tt vettiik, az anesztetikumok

adasa elott.

CD62L levalds vizsgalata. A CD62L levalas vizs-

galatthoz 25 ml citratos teljes vért stimulaltunk
lipoteicholsav (lipoteichoic acid, LTA) és tumor nekrozis
faktor (TNF) 10-szeresére titralt oldataival, melyek kezd6
koncentracidja 10 mg/ml és 20 ng/ml volt. Inkub&cio6
utan 1 %-os PBS/BSA-val mostuk, majd 15 percig 25 ml
APC-vel jeldlt anti-human CD33 és FITC-vel jelolt anti-
humén CD62L antitesteket tartalmaz6 1 %-o0s PBS/BSA-
val megfestettik a sejteket. A vordsvértesteket 200 mi
FACS oldatban lizaltuk. A monocitdkat és a granulo-
citdkat a CD33 expresszi6 és az un. ,,side scatter” alapjan
kulonitettuk el. Az FITC fluoreszcencia intenzitasanak

median értekeét meghataroztuk minden minta granulocitai



és monocitai esetében, és a higitasi tényezé flgg-
veényében abrédzoltuk, hogy parhuzamosan tobb agonista
elemzesét is elvégezhessilk. Négyparaméteres gorbéket
illesztettink non-linearis regressziot alkalmazva, és
meghataroztuk a LogEC50 értékeket. A LogEC50 értéket
anndl a higitasnal latjuk, ahol 50 %-os a granulocitak
vagy monocitdk CD62L  levéalasdnak  meértéke.
Kiszamitottuk a megfeleld ligandkoncentraciot, ¢és

minden ligand esetén elkészitettiik a gorbét.

HLA-DR expresszid. A human leukocitdk (HLA-DR)

expresszidjahoz 50 pl heparinnal kezelt vért festettiink

meg 20 pl anti-humén HLA-DR antitesttel szobahOmér-
sékleten, sotétben, 25 percig. A vorosvértesteket FACS
lizalo oldattal lizaltuk, és az oldatot ketszer &tmostuk
foszfat puffert tartalmaz6 séoldattal, majd 400 pl 4 %-os
paraformaldehiddel fixaltuk. A minték flureszcenciajanak
mértékét LSR Il aramlasi citométerrel hataroztuk meg.
Osszesen 500-1000 monocita-eseményt rogzitettink. A
FACS adatokat CD14- és CD64-pozitiv. monocita
kapuzassal analizalni tudjuk. A HLA-DR csatornat a PE
gyongyokbol szar-mazo adatokkal kalibraltuk, ezéltal a
fluoreszcencia intenzitisat 6ssze tudtuk hasonlitani a

sejtenkénti PE molekulak atlagos szamaval. Az
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eredményeket az egyes mintdk esetén a kalibralt PE
csatorna esetén kapott fluoreszcencia intenzitds median

értékeként rogzitettik.

Citokin szint meghatarozas. A citokineket (IL-6, IL-8,
IL-10) ELISA mddszerrel hataroztuk meg a betegek plaz-
majaban az egyes idopontokban. A plazmat 5 ml EDTA-
val kezelt teljes vérbol allitottuk elé 3000 g 5 perces
centrifugaléssal, és a mintéat -80 °C-on taroltuk.

sCD62L szint meghatarozas. A solubilis L-szelektin
(sCD62L) szintjét ELISA mddszerrel hataroztuk meg. A

rendelkezésre allo 96 zsebes lemezt a gyart6d utasitasai-

nak megfelelden kezeltiik, és minden kontrollt és mintat
kétszer vizsgaltunk. Az optikai denzitast eL800 mikro-
lemez leolvasoval meértiik 450 és 630 nm-es sziirGvel. Az
ures értékeket és a 630 nm esetén mért OD értékeket
kivontuk minden 450 nm esetén mért OD értékbdl, és
minden minta sSCD62L-szelektin koncentracidjat standard
4-parameéteres gorbe illesztésével hataroztuk meg.

STLR-2 szint meghatérozas. A solubilis toll-like receptor
(STLR)-2 koncentraciét human TLR-2 ELISA készlettel

mértik. Az észlelési tartomany (standard goérbe) 0,312—

20 ng/ml volt, a vizsgalaton belli (Gn. intra-assay) es a
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vizsgalatok kozoétti (Gn. inter-assay) variacio 8 és 10%
CV volt a gyartd leirdsanak megfeleléen. Az ADAMI17
mérése minden minta esetén higitatlanul tértént TACE
human ELISA készlet alkalmazasaval a gyartd
utasitasainak megfeleléen. Az észlelési tartomany
(standard gorbe) 78,15-5000 pg/ml volt, a vizsgalaton
beluli és a vizsgalatok kodzotti variacié 10 és 12 % CV

volt.

Eredmények

1. CECC Altal kivaltott immun-moduléci6é vizsqélata

CD62L levélasi teszttel. A granulocitdk és monocitak

érzékenysege az LTA-ra csokkent a szivmiitét végére, de
48 Gra mulva visszatért a kiindulasi értékre. Az immun-
rendszer szenzitivitdsanak csokkenése nyilvanvalo volt,
kozel 10-szeresére nétt a granulocitak és monocitak sejt-
felszinérél 50 %-o0s CD62L levalas kivaltasahoz szik-

séges LTA koncentracio a kiindulési ertékhez képest.

A granulocitak TNF stimul&cidja csokkent érzekenységet
mutatott a szivmiitét végén, a CD62L membranhoz kotott

részének 50 %-os levalasahoz a TNF koncentracigjat 10-



szeresére kellett emelni. Ezzel szemben a monocitak ér-
zékenysége nem csokkent a miitét végén és 48 draval

késoébb sem.

A felszini HLA-DR deniztdsdnak median érteke
szignifikansan csokkent a miitét végére. 48 draval késObb
a monocitdk denzitdsa nem tért vissza a kiindul&si
értékre, de az els6 mintavételhez képest alacsonyabb

maradt.

Az IL-8 szint szignifikdnsan emelkedett a miitét végére
az elsé mintavételhez viszonyitva. 48 6raval késébb az
IL-8 szintje csOkkent a miitét alatt vett mintaval Ossze-
hasonlitva, a mutét el6tti értéket azonban nem érte el. Az
IL-8 koncentraci6 48 oraval késdbb tovabbra is szigni-

fikdnsan magasabb volt az els6 mintavételhez képest.

Az sCD62L plazmaszintje szignifikansan csokkent a
mitét végére. 48 oraval késébb ez az érték tovabbra is
alacsonyabb volt az elsé mintavételhez képest, ami arra
utal, hogy az sCD62L 48 6ra mulva nem érte el a mutét

eldtti értéket.

Az sTLR-2 szignifikdnsan emelkedett a miitét végére. A

cstcs utdn az STLR-2 szintje csokkeni kezdett, mini-
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mumat 48 6ra mulva érte el, a miitét végén mért értékhez

képest ez szignifikdnsan alacsonyabb volt.

Az ADAM17 szint folyamatosan emelkedett a peri-
operativ id0szakban, szignifikdns kiilonbség a két

mintavételi idopont k6zott azonban nem alakult ki.

2. A qgyulladdsos valaszreakcid vizsgalata az AS

kezelésében alkalmazott beavatkozasok soran valamint a

3. Az AS kezelésében alkalmazott szivsebészeti beavat-

kozasok osszehasonlitasa a gyulladasos valasz szempont-

jdbdl. A plazma HLA-DR szintje a négy kezelési
modalitds esetén masképp valtozott. A HLA-DR leg-
magasabb kiindulasi értéke MECC-vel kezelt betegeknél
volt lathat6. Ebben a betegcsoportban a HLA-DR
folyamatosan csdkkent, minden iddpillanatban mas
értéket kaptunk a kiindulasi értékhez viszonyitva. CECC,
TF-TAVI és TA-TAVI betegeknél a HLA-DR szintje
sokkal alacsonyabb volt. CECC és TA-TAVI esetén a
betegek HLA-DR szintje eltért a kiindulaskor mért értek-
t6l minden mintavételi idépontban. TF-TAVI betegeknél
a HLA-DR értéke a miitét utan 4 és 24 oraval szigni-
fikansan csokkent a kiindulési értékhez viszonyitva. 48
oraval késobb a HLA-DR szintje TF-TAVI esetén nem
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kilonbozott  szignifikansan  a  kiinduldskor  latott

értékektol.

A plazma IL-6 szintje eltér6 modon valtozott a négy
kezelési modalitas esetén. A legnagyobb emelkedés a
TA-TAVI csoportban alakult ki, és a legmagasabb értéket
a beavatkozas utan 4 oraval érte el. A TA-TAVI, MECC
és CECC csoportokban is a beavatkozas utdn 24 O6ran
belul alakult ki a legmagasabb érték, de az utobbi értékek
alacsonyabbak voltak. A legkisebb IL-6 felszabadulas a
TF-TAVI csoportban volt tapasztalhatd, csupan kis emel-
kedés jott 1étre a megfigyelés alatt. Az IL-6 plazmaszintje
minden csoportban eltért a kiindulasi értéktdl. A meg-
figyelési idOszak végére egyik csoportban sem tért vissza
az érték a kiindulasi értékre. Az IL-8 szintje eltéré modon
valtozott a négy kezelési modalitds esetén. A leg-
nagyobb emelkedés a beavatkozés utan 4 draval alakult
ki a CECC csoportban, méasodik legmagasabb érték a
MECC csoportban volt lathatd. A TF-TAVI és TA-TAVI
csoportokban a legmagasabb érték a beavatkozas utan 4,
illetve 24 odraval alakult ki. Kardioldgiai intervencion
atesO betegeknél nem alakult ki szignifikans kiilonbség a
megfigyelés alatt. Ezzel szemben az IL-8 plazma-

szintjének valtozasa a CECC és MECC csoportokban
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szignifikdnsan kiilonbozott a beavatkozas koriili 1d6-
szakban. A MECC csoportban az IL-8 plazmaszintje 4 és
48 Oraval a beavatkozas utan szignifikdnsan eltért a ki-
indulasi értékt6l. A CECC csoportban az IL-8 szigni-
fikansan kiilonbozott a kiindulasi értéktol a beavatkozas
utdn 4, 24 és 48 oOrédval. Szivsebészeti beavatkozésok
esetén az IL-8 érteke nem tert vissza a kiindul&si szintre a
megfigyelés végére szemben a kardiologiai intervencid
esetén tapasztalt valtozasokkal. Az I1L-10 szintje hasonld
maodon valtozott a négy kezelési modalitas esetén. A leg-
magasabb IL-10 értéket a CECC csoportban mértik, ezt
kovette a MECC csoport. Az intervencids csoportban az
IL-10 legmagasabb szintje TA-TAVI utan 4 oraval és
TF-TAVI utdn 24 O6raval alakult ki, ezek az értékek
azonban alacsonyabbak voltak, mint a szivsebészeti
beavatkozas esetén latott értékek. Kardioldgiai inter-
vencid esetén az IL-10 plazmaszintje szignifikansan
kiilonbozott a kiindulasi értéktdl a beavatkozas utan 4 ¢€s
24 oraval. Az IL-10 szintje mindkét csoportban visszatért
a kiindulasi értékre a megfigyelési idGszak végére.
Hasonl6an a MECC csoportban sem kilonbdzott szigni-
fikansan az IL-10 szintje az egyes mintavételi idépontok-

ban és a megfigyelési iddszak végén. A CECC csoport-
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ban az IL-10 értéke a beavatkozas utan 4 és 24 oréaval
eltért a kiindulasi értéktol. A megfigyelés végén azonban
az IL-10 szintje a CECC csoportban hasonlé volt a

kiindulasi értékhez.

A sCD62L szintje eltéré6 modon valtozott a négy kezelési
modalitds esetén. A legmagasabb eértékek a MECC
csoportban alakultak ki, a méasodik legmagasabb ér-
tékeket pedig a CECC csoportban mértik. A MECC
csoportban az sCD62L szintek csupan a beavatkozas utan
4 és 48 oraval kiilonboztek a kiindulasi értékektol, a
CECC csoportban azonban a sCD62L értékei minden
idépontban eltértek a kiindulasi értékektdl. A sziv-
sebészeti beavatkozdson atesett betegeknél a sCD62L
értéke tehat nem tért vissza a kiindulasi értékre a meg-
figyelési 1doszak végén. A kardiologiai intervencion
atesett betegeknél a sCD62L szintjeben nem tapasz-

taltunk kiemelked6 értékeket a megfigyelési id6szakban.
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Kovetkeztetések

Munkank eredményei alapjan a SIRS és az ehhez
tarsuld csokkent immunitas minden szivsebészeti
beavatkozas és kardiologiai intervencid esetén

megfigyelhetd.

A perioperativ immunmodulécié mértéke mérhetd
hagyomanyos gyulladasos markerek szintjének
meérésevel és a CD62L levalas vizsgalataval is. Az
utobbi informéciot szolgaltathat a perioperativ
immunmoduldcié mértékérdl, és tobbet meg-
tudhatunk a beavatkozadsok koriili idészakban a

gyulladasos folyamatok modul&cigjarol.
Az ECC hatéassal van a gyulladasos valaszra.

A CECC-vel kezelt betegeknél lathatd a leg-
kifejezettebb gyulladasos vélasz.

A TF-TAVI-n atesett betegeknél kisebbmértékii a

gyulladasos valasz.

Az extracorporalis rendszer alkalmazasa nem az
egyetlen tényezd, amely befolyasolja a gyulla-
dasos molekulak felszabadulédsanak mérteket.
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A betegek kezelés eldtti allapota és a myocardium
karosodasanak mértéke is befolyasolja a gyulla-

dasos folyamatokat.

Adott kezelési modalitas utdn a gyulladésos
valasz idoébeli lefolydsa és mértéke nem josolja
meg eldre a betegség lefolyasat a posztoperativ
idészakban, €s a beteg kimenetelével sem all koz-

vetlen kapcsolatban.

Az eredményeink alapjan a vizsgalt valtozok
(CECC, MECC, TAVI) csupan egy-egy tényezot
képviselnek azon tényezdk koziil, amelyek a
betegek beavatkozds utani kimenetelét be-

folyasoljak.
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