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1. BEVEZETES

Az atherosclerosis eredetli ischaemias sziv-és érrendszeri betegség (CVD) még mindig
vezet6 halalok az Egyesiilt Allamokban és Eurépaban. CVD okozza majdnem az sszes
halaleset felét Europaban és a becsiilt koltségek tobb milliard eurdt tesz Ki évente. Az
atherosclerosis a f6 oka a legtobb kardiovaszkularis betegségeknek, mint példaul a
koszoruér-betegség (CAD), periférias €s carotis verdér betegség, aorta aneurizma és a
cerebrovaszkularis betegségek. Az érrendszeri és a malignus megbetegedések a 6
halalokok a fejlett orszagokban. Ezen tilmenden, a WHO arra szamit, hogy 15 éven
beliil a sziv-és érrendszeri betegség vilagszerte a vezetd haldlok lesz a kockézati
tényezok, mint a metabolikus szindroma ndvekvé gyakorisaga miatt.Ezen tények
hangsulyozzak az intenziv kutatds és a megel6zés sziikségességét a kardiovaszkularis
teriileten.A  koncepciot, miszerintazatherosclerosisprogresszi6jaban  akrdonikus
gyulladasnak és az adaptiv immunitasnak oki szerepe van, manapsag széles korben
elfogadott tény. Gyulladasos stressz tényezOk Onmagukban - példaul a dohanyzas,
hiperhomociszteinémia vagy a magas C-reaktiv protein szint - nem mindig irjak le a
elmeszesedett érrendszer Kiterjedését és a késobbikardiovaszkularis kockazatot
periférias artéria betegségben és CAD-ben.Az atherosclerosis kiterjedésének
megbecslése azérrendszeri kalcifikacid mérése altal nem elégséges a plakk

vulnerabilitas és remodeling meghatarozasara.

A szélesebb korti klinikai vizsgalatokra, mint az j biomarkerek mérésére az artérias
meszesedés €s az atherosclerosis diagnosztikdjaban, ezért siirgdsen sziikség van, hogy
segitsenek a rizikdbecslésben és a késébb nagy CVD komplikaciok elkeriilésében.

A Hsp 70 és nociceptin / orphanin FQ a gyulladasos folyamatokpotens markerei.

Mivel az atherosclerosis egy kronikus gyulladasos betegség, ebben a dolgozatban
javaslatot tesziink a nociceptin / orphanin FQ és hdsokk fehérje 70szerepéresulyos

érelmeszesedésben, valamint a N/ OFQ mint lehetséges marker szerepéreakut koronaria

szindromaban (ACS).



Nociceptin/orphanin FQ

Az opioid receptor-like (ORL1/NOP) receptor és endogén peptidje, a nociceptin /
orphanin FQ (N / OFQ), kicsivel tobb, mint egy évtizeddel ezel6tt uj tavlatokat nyitott a
az idegrendszeri peptid-alapu jelatviteli utvonalak kutatasaban.Mind a peptid és a
receptora széles korben oszlik el a kdzponti, valamint a periférias idegrendszerben, és
fontos szerepet jatszhatnak szamos biologiai funkciok a modulalasaban, mint tobbek
kozott a fajdalom-atvitel, szorongas, memoria, taplalékfelvétel és lokomotoros
aktivitas.Szabalyozzak egyes periférias rendszerek funkcioit is, mint példaul a légutak, a

gyomor-¢s urogenitalis rendszerek.

Az N / OFQ szerepét szamos kisérleti tanulmany Kimutatta a kardiovaszkularis
rendszerben. Az in vitro és in vivo eredmények alapjan altalanosan elfogadott, hogy az
N / OFQ hypotensiot, bradycardiat és vasodilatatiot indukal azaltal, hogy csokkenti a
szimpatikus és a noveli a paraszimpatikus tonust a sziv és az érrendszert beidegzd

neuronokon.

Kevés klinikai vizsgalat tortént a nociceptin rendszerrel kapcsolatosan CVD-ben. Egy
vizsgalatban emelkedett N / OFQ szinteket talaltak akut stroke és tranziens ischaemias
attack utan. A kutatok felvetették, hogy emelkedett plazma N / OFQ szint
kovetkezménye lenne a stroke-nak.Magas plazma N / OFQ szintet talaltak akut instabil
angina pectorisban, azonban nem lattak kiilonbségetindukalt miokardialis ischaemia
soran. Nincs bizonyiték a N / OFQ szerepére kronikus ischaemias sziv-és érrendszeri
betegségekben, amelykorkép altalaban magaban foglalja a kronikus gyulladast és a

visszatérd fajdalmat.

Hésokk protein 70

A Hsp70 osztaly a leginkabb tanulmanyozott altipus, és magaban foglalja a
folyamatosan termel6dé Hsp-8at és az indukalhatd6 Hsp70-t, mas néven HSPA1B-t (a
Hsp70 a kovetkezOkbenaz indukalhato formara vonatkozik). A Hsp70 hagyomanyosan
intracellularis citoprotektiv chaperonnak mindsiil, és szintje tobbszordsére né a stresszre
adott valaszul. A Hsp70 kimutatasa egészséges egyének periférias vérébodl az elséd

bizonyiték arra, hogy a Hsp70 kivalasztodhat az extracellularis kornyezetbe nem csak a



stressz-valasz soran, hanem fiziologiai koriilmények kozott is. A Hsp70 van immun
tulajdonsagokkal egyarant pro-és gyulladdscsokkentd hatdsa a fajok kozti modon. A
hogy a diszregulalt szolubilis Hsp70 szint valoban az oka vagy a kovetkezménye az
érelmeszesedésnek. Az atheroszklerozismértéke és a a kardiovaszkularis rizikofaktorok
(homocisztein, CRP, dohanyzas, cukorbetegség) jelenléte magyarazhatja a a Hsp70
rendszer diszregulaciojat. Tovabbi elemzésre van sziikség annak érdekében, hogy
Mivel mind a Hsp70nek és a nociceptinnek megkiilonboztetett hatasa van az ér-endothel

sejteken, atheroszklerotikus markerekként valo tanulmanyozasukkiemelt érdek.

2. CELKITUZESEK

Egy proba-kohorszvizsgalatban kronikus ischaemias kardiovaszkularis és akut

koronaria szindromas betegekben Kkerestiik a valaszt a kovetkezo kérdésekre:

2.1. A nociceptin/orphaninFQ szintek korrelalnak-e az iszkémidas szivbetegség

sulyossagaval?

Kevés ismeretiink van a N / OFQ rendszer szerepér6l az emberi sziv-és érrendszerben.
Ezért célul tiztik ki a N / OFQ szint és a sulyos ischaemias szivelégtelenség

Osszefliggésének vizsgalatat.

2.2.  Milyen kapcsolatok vannak jelen a plazma N / OFQ szintek és a periféridas

artérias betegség kozott?

Mikozben az endogén N / OFQ és mas nociceptin receptor agonistak nitrogén-oxid altal
valtanak szisztémas hypotoniat, az N / OFQ szerepe a periférias artérias betegség
kialakulasaban még feltaratlan. Célul tiiztiik ki, hogy leirjuk az Gsszefliggést N / OFQ

szintek és periférias artérias betegség a betegcsoportban.

2.3. Vannak-e a N / OFQ szintek és a klinikai jellemzék kozott oOsszefiiggések

érelmeszesedéses betegcsoportban?



Megvizsgaltuk a korrelaciokat a plazma N/ OFQ szint, a klinikai jellemzok és a
laboratoriumi paraméterek kozott sulyos ischaemias szivelégtelenségben és a periférias

artérias betegséghen.

2.4. Van-e osszefiiggés a NI OFQ szintek és a klinikai eredmények kozétt a ACS
betegcsoportunkban?

N/ OFQ egy lehetséges markere a betegség sulyossaganak, mivel az ACS jellemezhetd

a fajdalom, a gyulladas, €s a funkcioveszteség mértekével.

A keresztmetszeti vizsgalatban atheroszklerotikus periférias artéria sziikiiletes és a

carotis stenosis betegek kerestiik a valaszt az alabbi kérdésekre:

2.5.  Van-e kapcsolat a stressz-reakcio (a sHsp70 szintekkel jellemezve), valamint a

kalcifikacio sulyossdaga kozott érelmeszesedésben?

Szérum Hsp70 hozzéjarulhat a stulyos atherosclerosisbanmegfigyelt
meszesedésfolyamatédhoz. Célul tliztiik ki, hogy mérjik ameszesedés kiterjedésésnek

mértékét betegesoportunkban, mely adatokat korrelaltatjuka szérum Hsp70 szintekkel.

2.6. Vajon a SsHsp70 szint korrelal-e mds ismert kockdzati tényezdkkel
atherosclerosisban? Milyen bioldgiai dsszefiiggéseket mutatnaka sHsp70 szintek carotis

és also végtagi sziikiiletbenszenvedd betegekben?

Célunk az volt, hogy megvizsgaljuka tanulmanyozott biomarker in vivo biologiai
Osszefliggéseit az atheroszklerotikusérelmeszesedésben. Célunk tovabba az volt, hogy
azonositsuk a biologiai korrelaciokat az ismert kockazati tényezdk és a Hsp70 szérum

szintek kozott betegcsoportunkban.
2.7. A sHsp70 szintek korreldlnak-e az érelmeszesedés gyulladdsos markereivel?

Szérum Hsp70, mint a cellularis stressz markere, szerepet jatszhat az atherosclerosisban
megfigyelhetd szisztémas gyulladasban, bar nincs adat a markerek kozotti
Osszefliggésre, mint példaul a CRP és a szérum bilirubin és sHsp70 szinten. Célunk az
volt, hogy leirjuk, hogy a sHsp70 Osszefligg-e a CRP és a bilirubin szintekkelstlyos

atheroszklerotikus betegcsoportunkban.



3. MODSZEREK

Nociceptin/orphanin FQ mérésekiszkémias kardiovaszkularis betegekben (1. és 2.

beteg csoport)

Korhazunkba felvett 22 kronikus stabil angina pectorisos (SAP) és 12 beteg periférias
artérias érbeteget (PAD) vontunk be a vizsgalatba. Nociceptin szinteket mértiink - 7
betegnek volt stabil angina pectorisa tobbszorés koszortér sziikiilet miatt (SAP-
tobbszoros), mig 5 betegnél degenerativ meszes aorta stenosis (AS) allt a tiinetek
hatterében. Tiineteik stlyossaga szivsebészeti beavatkozast tett indokoltta minden
esetben. 10 stabil anginas betegeknek csak egy koszortuerevolt érintett (SAP-egyszeres),
ezért perkutan koszoruér-intervencionak (PCI) estek ala. SAP-t6bbszoros és SAP-AS
betegstlyos angina pectoris tiinetei a Canadian Cardiovascular Society(CCS) IlI-
IV.fokozataba estek, mig az SAP-egybetegek CCS II-III. fokozatu tiineteket mutattak. A
betegeket arra kértiik, hogy keriiljék a terhelést. Egyetlen beteg sem mutatott mellkasi
fajdalmat vagy légszomjat a vérvétel el6tti egy héten beliil. Egy stabil angina pectorisos
betegiinkneksem volt nyugalmi anginaja. Kilenc PAD beteg intermittens klaudikacio
(<100 m) és 3 beteg nyugalmi fajdalom és iiszk6sodés miatt keriilt intézetiinkbe, de
egyiknél sem jelentkezett éjszakai fajdalom. A betegeket arra kértiik, hogy keriiljenek
mindennemii terhelést.Nyugalmi fajdalmas betegeink analgetikumokat (tramadol-
hidroklorid) kaptak két hétig a vérvétel eltt. A fajdalomcsillapitok nem okoztak
komplikaciokat. Betegeink nem jeleztek klaudikaciot illetve nyugalmi fajdalmat a

vizsgalat el6tti héten. 14 egészséges dnkéntes vontunk be a kontroll csoportba.

Az ACS betegcsoportban osszesen 59 alanyt vizsgaltunk. Koziilik 28-an elektiven
keriiltek felvételre a Semmelweis Egyetem Kardiologiai Kézpontjaba. 17 esetben, akut
koronaria szindroma volt a felvétel oka, melyet azonnal kovetett a fizikai vizsgalat és a

kortorténet felvétele.

Laboratoriumi eredmények enzim pozitivitds 10 esetben mutattak (1.betegcsoport:
enzim pozitiv akut koronaria szindroma [EPACS], n = 10), a tobbi beteg az enzim-
negativ akut koronaria szindroma csoportositottuk (2-es betegcsoport: ENACS, n = 7).
Mind a 17 esetben siirgés coronarographiat egytapasztalt intervencids kardiologus

végezte intézetlinkben, aki nem vett részt ebben a vizsgalatban. Coronarographia



szignifikdns szlikiiletet 15 betegnél mutatott, mely esetekben perkutan koszoraér-

beavatkozast (PCI) végeztiink azonnal.

A tobbi 11 beteg szintén a Kardiologiai Kézpontban keriilt bevonasra ismert nyugalmi
fazisu ischaemids szivbetegség (angina pectoris €s a myocardialis infarctus anamnézis)
miatti kontrollvizsgalat keretében. Kizaras kritériumai kozott voltak azanamnézisben
szereplomaj-vagy veseelégtelenség, sulyos gyulladds vagy rosszindulatu betegség,
thrombolyticus vagy immunszuppressziv terapia, és a felvételelétt tobb mint 6 oraval
kezd6dé mellkasi fajdalom. 31 egészséges Onkéntes szolgalt a vizsgalati kontroll
csoportban, akik nem voltak tudatdban, hogy barmilyen betegségiik lenne és nem
szedtek semmilyen gyogyszert [15 férfi, 16 nd, életkor 36.2 (+ 13.8), BMI 24.4 (z 4.0)].
Minden résztvevd irasos beleegyeyését adta a vizsgalatba. Minden beteget kezelt az
American College of Cardiology és az American Heart Association iranymutatasokkal

Osszhangban kezeltiink (3).

frasos beleegyezését adtak a résztvevok, és a jegyzékonyvet jovahagyta a Semmelweis
Egyetem Regionalis és Intézményi Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaga (205-
1/2007). A kutatasi protokol a Helsinki Nyilatkozat elveivel 6sszhangban tortént.

A szolubilis Hsp70 szintek meghatarozasa a Kkalcifikalt periférias artérias

betegségben szenvedo betegekben(3. betegcsoport)

Ebben a keresztmetszeti vizsgalat 180 egymast kovetd beteg toboroztunk a Semmelweis
Egyetem Ersebészeti Klinikajan 2009. januarja és juniusa kozott. Az egymast kovetd
bevonasra keriild betegek anamnézisében vagy jelenlegi tiineteiként atherosclerosis
eredetli kronikus als6 végtagi ischaemia vagy kronikus carotis stenosis szerepeltek.
Egyidejiileg fennallé rosszindulat daganat, majbetegség, végstddiumi vesebetegség
(dializis), vagy immunszuppresszio kizaro tényezoként szerepelt. A betegek felvételekor
regisztraltuk a kortorténetet, melyet részletes fizikalis allapotfelmérés és rutin klinikai
laboratoriumi vizsgalatok kovettek. A szisztémds atherosclerosist és meszesedést
ultrahanggalvizsgaltuk (carotis intima-media vastagsag / IMT /, a meszesedésjelenléte a
hasi aorta, carotis és femoralis bifurkaciok, aorta és mitralis szivbillentyiik felett).

Rogzitettik a gyulladas szabvanyos szérummarkereinek szintjét, valamint a



cukorbetegség, a vesefunkcid, a boka-kar index és az atherosclerosis hagyomanyos
kockazati tényezOk jelenlétét. Felvételkor vérmintakat vettiink le a szérum Hsp70
szintekre még a miitétet vagy perkutan transzluminalis angioplasztikat (PTA)
megelézéen. A tanulmanyta Helsinki Nyilatkozat szerint végeztika Semmelweis
Egyetem Ersebészeti Klinikdjan. A vizsgalati protokollt jovahagyta a Semmelweis
Egyetem Regionalis és Intézményi Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaga. Minden

beteg irasos beleegyezését adta a vizsgalatokhoz.
Klinikai adatok

Minden betegnélrogzitettilk a kortorténetet és fizikalis vizsgalatot végeztiink. EQy
tanulmany kérddivet hasznaltunk a relevans demografiai és klinikai adatok rogzitésére
(kor, suly, magassag, a dohanyzas, gyogyszerek €s kisérd betegség). A tiinetek gondos
feltarasat (terhelésre jelentkezd légszomj, mellkasi fajdalom, santitas vagy nyugalmi
fajdalom)kovette echokardiografia és koronaria / periférias angiografia. A kronikus also
végtagi atherosclerosis klinikai sulyossaganakmegitélésére (1., 11 / a, I1 / b, III, 1V.)
Group Il alatt elkiilonitjiikk az "a" és "b" alcsoportot, 200 méteres sétatavolsag alapjan.
Boka-kar index (ABI) Doppler ultrahangos mérését egyABI mérésben jartas 0rvos
végezte. Az els6 vizsgalati csoportban, vérnyomast és pulzust is mértiik a vérvétel
napjan. Egy tapasztalt kardiologus végeztea transthoracalis echokardiografiat,mas
vizsgalati adatokra vakon. Az American Society of Echocardiography vezérfonala
alapjan teljes 2-dimenzids vizsgalatokat végeztiink, beleértve a Doppler képeketa
standard nézetekben aa Toshiba és a Philips Xario IE 33 ultrahangos rendszer

tobbfazisa transzducerei segitségével (2.5-4.5MHz).

Az els6 betegcsoportban kronikus ischaemias szivbeteg), echokardiografiat is végeztiink
a bal kamrai ejekcios frakcid és az aortabillentyli sziikiilet mértékének megitélése
céljabol. AS-ban a billenty( teriilet kisebb, mint 1,0 cm 2 tartottuk sulyosnak. EKG-t
rogzitettiinkminden esetben, hogy kizarjuka szivritmuszavar és az akut miokardialis

infarktus meglétét.

A masodik vizsgalati csoport betegeinél ultrahangvizsgalat tortént azintenziv osztalyos
tartozkodassordn ¢€és a korhdzi elbocsijtds eldtt, az Osszes mérést ugyanaz az

echokardiografiaban jaratoskardiologus végezte.



A harmadik csoportban, a mitralismeszesedést definicid szerint az eliilsd és hatso
mitralis vitorlanés a mitralis korgytriinlévé echodenz (epicardialis denzitast elérd)
strukturamegléte alapjan hataroztuk meg a parasternalis rovid és hosszi tengely és a
csicsi négy kamra nézetben. Aorta billentyli meszesedést allapitottunkmeg, ha
echodenzstrukturat (epicardialis denzitast eléré)vettiink észre az aorta gyokérena
parasternalis rovid és hossza tengely és a csticsi négy kamra nézetben.A Carotis IMT-t
¢s az altalanos kalcifikacioé pontszam periférias részét egy tapasztalt radiologushatarozta
meg, aki nem ismerte a beteg kortorténetét. Az IMT-t mindkét carotis communishatso
falan mértiikk harom pont atlagaként a plakkmentes teriileten a Toshiba Aplio SSA-770
ultrahangos rendszer linearis (7,5-11MHz) transzducerével. Ugyanezen A vizsgalat
kozben carotis stenosis meglétét is vizsgaltuk,a 70%-0s vagy nagyobb
szlikiiletethataroztuk meg szignifikdnsnak. Mindkét nyaki artéridk mérése utén,
anagyobb sztikiiletii artériat szazalékat hataroztuk meg a maximalis carotis sziikiiletként.
A testtdmeg indexet (BMI) mint saly (kg) / magassag’(méter) ként allapitottuk meg.
Aszisztémas atherosclerosis mértékének felmérése céljabol kalcifikacids pontszamot
(CS) szamoltunk az érrendszer hét részén: mindkét nyaki bifurkacio, a infrarenalis
aorta, a femoralis artériak és az aorta és mitralis billentylikfelett B-modua ultrahanggal
(lasd a technikai részletek fentebb a carotis IMT mérésnél). A meszesedéstegyest, mig a

nem- meszesedés zErot kapott, igy a kalcifikacio tartomanya 0-7 kdzott volt.
Nociceptin / orphanin FQ mérések

Ehomi vérmintakat (3.0 ml) vettiink nociceptin / orphanin FQ szintek mérésére a a
klinikai laborral egyiitt kronikus sziv- vagy érbetegekbodlfelvételiik masodik napjan a
miitét vagy PCI elétt. Az N / OFQ mérések akut koronaria szindromédban szenvedd
betegnél két nappal coronarographia utan vett vérekb6l torténtek. A
véreketantikoagulansként kalium-EDTA-t tartalmazé Vacutainer csdvekbe vettik le.
100 ul aprotinint adunk azonnal proteaz-inhibitorkénta csovekhez (0,6 TIU / ml,
Calbiochem). A plazmat centrifugalassal elvalasztottuk (Janetzky K70, 1600 gx 15
percig 4 °C hdmérsékleten), és a mintdkat fagyasztva tartottuk -80 °C-on kdzvetleniil a
vizsgalatokig. 1000 ul-re aliquotolt plazma mintakat dsszekevertiik azonos térfogatti 1%
v [ v trifluor-ecetsavval (TFA 1.), centrifugaltuk 1600 g-vel 20 percig 4 °C
homérsékleten. A megsavanyitott mintakat felvittilk C18 Sep-Pack oszlopokra (ABL, E



JASCO Hungary Kift.), kétszer mostuk TFA I.-val, majd elualtuk 60% acetonitril és
0,1%-0s TFA oldataval. A mintdkat fagyasztva szaritottuk centrifugalassal (SAVANT,
USA). A feloldott eluatumot mértiik radioimmunassay-vel. Nociceptin szinteket egy
validalt radioimmunoassay segitségével hataroztuk meg (125I-nociceptin-kit, Phoenix
Pharmaceuticals, Phoenix, CA, USA), melynek minimum érzékenysége 1 pg / ml volt,
korabban leirt modszerek szerint. A vizsgalatot a betegcsoportokra vakon végeztiik.
Adatok kiértékelése RIA-Mat 280-tal tortént (Byk-Sangtec, Dietzenbach, Németorszag).
A szignifikancia szinteket Origin-programmal (alapja a Student-féle t-teszt)szamoltuk.
Az ¢éhomi vérmintdkat a standard klinikai laboratoriumi paraméterek €s a troponin T-
szintek mérésére is hasznaltuk minden esetben, hogy kizarjuk az akut miokardialis
ischaemiat, vese-és majelégtelenséget, vagy barmilyen gyulladdsos folyamatokat. A
laborvizsgalatokhelyi és a Semmelweis Egyetem koézponti laboratoriumokban torténtek
(diagnosztikai miiszerek: D-Cell 5D - Diagon Kft., Cobas Integra 400 - Roche, STA-
Compact - Diagnostica Stago).

Hé sokk protein 70 mérések

A szolubilis Hsp70 szinteket az R&D System (USA, Kat. sz DYC1663E) enzim-
kapcsolt immunszorbens assay (ELISA) Kkittel mértik. A Hsp70 csalad
nomenklatarajatTavaria és mtsai. javaslatai alapjan hasznaltunk. A 96-lyuku lemezeket
egér anti-human Hsp70 antitestekkel (100 ul, 2 ug / ml) vontunk be a karbonat-
pufferben (pH = 9,5) egy éjszakan at 4 °© C-on. A lemezeket mostuk 0,1% Tween 20-at
tartalmaz6 foszfattal pufferolt sooldattal (PBS), és a nem specifikus kotohelyek
blokkoltuk2ul 0,5% Tween 20-at és a zselatint tartalmazé6 PBS-ben 1 o6ran 4t
szobahdmérsékleten (RT). Mosés utdn 100 ul referencia-készitményt (rekombinédns
human Hsp70, 0-10 ng / ml) vagy nem higitott szérum mintakat vittiink fel, és a
lemezeket 2 6ran at szobahdmérsékleten inkubaltuk. A lemezeket ezt kovetden mostuk,
¢és a Hsp70 kotddést biotinilalt nyul antihuman antitestekkel (100 ul, 0,5 ug / ml PBS-
zselatinban) hataroztuk meg. Az elegyet 1,5 oran at szobahdmérsékleten tartottuk, a
lemezeket mostuk, majd streptavidin-torma-peroxidaz (1:200) PBS-zselatinban 20
percig szobahémérsékleten inkubaltuk. A lemezeket ismét mostuk, és 100 ul o-fenilén-
diamin (Sigma, St. Louis, MO, USA) a citrat-puffert adtunk hozzajuk. Az optikai

denzitast A = 490 nm-en (referencia a A = 620 nm)mértiilk. Az assay érzékelési
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tartomanya 0,05-10 ng / ml volt, az intra/ inter-assay variabilitas <10 / <16%. Ehgyomri
szérum mintakat a standard klinikai laboratoriumi mérésekre is hasznaltuk, a CRP és
homocisztein szintek a Semmelweis Egyetem kézponti laboratoriumaban (diagnosztikai
miiszerek: D-Cell 5D - Diagon Kft.,, Cobas Integra 400 - Roche, STA-Compact -
Diagnostica Stago) keriiltek mérésre. A glomerularis filtracios ratakiszamitasahoz a
Cockcroft-Gault képletet hasznaltuk. Glomerularis filtracios rata = [(140-kor] x
testtomeg kg-ban) X konstans / (szérum kreatinin (mol / L), ahol a konstans 1.23 volt a

férfiak és a 1. 04 a ndk esetében.

STATISZTIKA
Statisztikai analizis - N / OFQ tanulmany

A plazma N / OFQ szinteket a csoportok kozott Brown-Forsythe ANOVA modszerrel
¢s Games-Howell post hoc teszttel hasonlitottuk Ossze. A binaris beteg jellemzd
valtozok (0 és 1 kodként) és a plazma N / OFQ szintek Osszefliggéseit logit modellel
vizsgaltuk. Faktor analizis alkalmaztunk a binarisvaltozok osztalyozasara egyiitt a
plazma N / OFQ szintekkel annak érdekében, hogy felfedjiik a rejtett mogottes
tényezOket. A folyamatos beteg jellemz6 valtozok és a N / OFQ szintek kozti

kapcsolatok feltarasara linearis és nemlinearis regresszios technikékat hasznaltunk.
Statisztikai analizis - Hsp70 tanulmany

Nem-paraméteres probakat hasznaltunk a csoport kozotti 6sszehasonlitasra, folyamatos
valtozok két csoportja kozotti Osszehasonlitasra a Mann-Whitney-féle U tesztet
alkalmaztuk. Spearman rank korrelacios egyiitthatot szamitottunka sHsp70 és egyéb
tényezOk koztidsszefliggések becslésére. A sHsp70 szintek ésa kalcifikacios score (CS)
kozti korrelaciokbecsléséhez hasznalt mintaszamot power-analizissel szamitottuk (p =
0.62). Tobbszords logisztikus regresszids analizist alkalmaztuka valtozok, mint a
periférias artérias betegség kategorikus elérejelzéi és sulyossag Osszefliggéseinek
becslésére. Az adatokat a szovegben medianként tintettik fel az interkvartilis
tartomannyal (IQR). Az analiziscket aSTATISTICA 8.0(StatSoft Inc., Tulsa, OK,
USA), a Prism 5.01 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA), és az
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SPSS for Windows 15.0.1 (SPSS Inc., Chicago, IL) statisztikai szoftver termékekkel
végeztik. A statisztikai analizisek két-oldaluak és p <0.05-t tekintettiik szignifikansnak.

4. EREDMENYEK

A plazma nociceptin / orphanin FQ szint és a kronikus ischaemias cardiovascularis

betegségek kozti osszefiiggések

A Dbetegek tiineteinek sulyossaga sebészeti vagy intervencios kezelést tett sziikségessé
minden esetben. A LVEF helyzeti kozépértéke (medianja)a stabil angina csoportban 50
(43-56) volt. Az artérias kozépnyomas /pulzusaz SAP és a PAD csoportokban 90 (82-
100) Hgmm / 69 (64-72) iités / perc és 96 (88-105) Hgmm / 85 (78-91) iités / perc
voltak, egyenként. A lipid-profil eredményei mérsékelten emelkedett triglicerid és a
koleszterin szinteket mutattak. A kreatinin mintak medianja és interkvartilis tartomanyai
a kovetkezOk voltak: 109 (81-178) umol/ | azSAP-egyszeres, 98 (90-117) umol/ | az
SAP-t6bbszords, 89 (79-99) umol/ | az SAP -AS és a 71 (65-93) umol/ | a PAD

betegcsoportokban.

N / OFQ szint nem normalis (ferde) eloszlast mutatott kiilonb6z6 ferdeséggel a kontroll
¢s a betegcsoportok kozott. A kovetkezé median (IQR) plazma N / OFQ szintet talaltuk
az egyes csoportokban: SAP-egyszeres: 7.49 (7.23-8.12) pg/ ml, SAP-t6bbszoros 6.88
(6.27-7.46) pg/ ml, SAP-AS: 7.05 (5.75-7.54) pg/ ml, PAD: 6.99 (6.16-7.05) pg/ ml és
egészséges kontroll csoport: 9.50 (8.43-10.88) pg/ ml. Astlyosabb CCS score szerint
csoportositva, SAP-tobbszoros/ SAP-AS csoportok egyiittes plazma N/ OFQ szintje
6.96 (6.27-7.38) pg/ ml volt. Median-kézpontt Fligner Killeen median-teszt
bizonyitotta (F=5.18, df;=3, df,=42, p=0.004), hogy az adatok megsértették az egyenld
variancia feltételezését. Ezért a Brown-Forsythe ANOVA-t alkalmaztunk, amely
szignifikans f6 hatast, F(3,23.9)= 20.41, p<0.001 mutatott. A post hoc tobbszoros
Osszehasonlitas soran szignifikans kiilonbséget mutattunk kiaz SAP-egyszeres és SAP-
tobbszords / SAP-AS betegcsoportban (p = 0.04). Nociceptin / orphanin FQ szintek nem
kiilonboztek egymastol az SAP-t6bbszords és az SAP-AS csoportban (p = n.s.). SAP-
egyszeres és azSAP-tobbszords csoportok tendencidjukban igen, de nem tértek el

szignifikansanegymastol (p = 0.079). SAP-t6bbszords és SAP-AS beteg csoportok N/
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OFQ szintjei szignifikansan alacsonyabbak, mint az egészséges kontroll csoporté (p=
0.001 és 0.008-kal). Ez a kiilonbség az SAP-egyszeres szemben az egészséges kontroll
csoportokra is igaz (p = 0.014). Nociceptin / orphanin FQ plazmaszintek jelentés

kiilonbséget mutattak a periférias érbeteg és a kontrollcsoport kozott (p = 0.001)

Megvizsgaltuk az Osszefliggést a plazma N / OFQ szintek, a klinikai jellemzok és
laboratoriumi értékek kozott SAP és a periférias artérias érbetegségben. A N / OFQ
szint kovarianciat mutattak a kreatinin szintekkel (r = 0.38, p = 0.04) és a linearis

regresszié az N/ OFQ szintek variancidjanak 14%-at magyarazza a betegcsoportokban.

Linedaris kapcsolat volt kimutathatdo az SAP-egyszeres csoportban is, érdekes modon, a
betegek plazma nociceptin szintje és az artérias pulzus kozott is (r= - 0.72, p = 0.04),
minél magasabb a N / OFQ szintje, annal alacsonyabb a pulzus. Szignifikans
nemlinedris (méasodrendli polinom) regresszio irja le az 6sszefiiggést az urea és N / OFQ
szintek(R*=0.91, p=0.03), valamint N / OFQ és vérnyomas(R?*=0.77, p=0.02) kozitta
SAP-egyszeres betegcsoportban.

Feltaro faktoranalizist alkalmaztunk varimax rotacioval, hogy feltarjuka kovetkezo
szimultan mért valtozok kozotti rejtett struktarat: N/ OFQ, életkor, WBC, THR, Hb,
koleszterin-, triglicerid-, gliikoz szintek, az EGFR, kreatinin, szisztolés vérnyomas és a
diasztolés vérnyomas. Négy tényezOt talaltunk, amelyek egyiittesen a variancia 72%-
aért felelések. N / OFQ szint 6nalld tényezének bizonyult, amely megmagyarazza
31.9%-at a teljes variancianak, 0.92 faktorsullyal. A masodik faktor a teljes variancia
17.4%-at adja, és a koleszterin-, triglicerid-és a gliikoz szintekbdl all, 0.85, 0.87, és
0.71, faktorsulyokkal. A harmadik tényezOként az EGFR és a kreatinin van jelen 0.85
¢és -0.83 stlyokkal, ésa teljes variancia 13,4%-ért felelos. Végiil a negyedik tényezo a
fehérvérsejt szamhoz kapcsolodik, a faktorstly -0.76, és tovabbi 9.2%-4t magyarazza

avariancianak.

A plazma nociceptin / orphanin FQ kapcsolataaz akut koronaria szindréma

tiineteivel
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A plazma N / OFQ szintek medianjai (IQR) az alabbiak: 6.86 (6.24-7.32) pg/ml a az
enzim pozitiv akut koronaria szindromas csoportban, 6.97 (6.87-7.01) pg/ml enzim
negativ ACS-ban és 7.58 (7.23-8.20) pg/ml az ischaemias szivbetegekben. 8.86 (7.27-
9.83) pg/ml N / OFQ szintetmértiink a kontroll csoportban.Nem talalt szignifikans
kiilonbséget férfiak és nok kozott.A plazma N / OFQ szintek a kontroll csoportban
sokkal szélesebb interkvartilis tartomanyt mutattak, mint a masik harom csoportban.
Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak tisztdzasara, hogy az egészséges embereket
plazma N/ OFQ szintjeik szerint be lehet-e sorolni. Koszonhetéen a latszolagos
heteroszkedaszticitasnak Brown-Forsythe ANOVAIit végeztiink. A N / OFQ 6 hatasa
jelentds volt, F (3,50.8)=21.6, p<0.000. A post hoc vizsgalatok soran kideriilt, hogy N /
OFQ szignifikansan alacsonyabb volt valamennyi kardiovaszkularis betegben
Osszehasonlitva a kontroll csoporttal (EPACS p <0.000, ENACS p <0.000, IHD p=
0.05).Egyidejlileg az ischaemias szivbetegek plazma N/ OFQ szintjei szignifikansan
magasabbak voltak, mint az enzim pozitiv akut koronaria szindromas (p= 0.009), és

enzim negativ akut koronaria szindromas (p= 0.012) betegekben.

A beteg jellemzdk statisztikai elemzéseisoran azttalaltuk, hogy az ¢életkor szignifikansan
magasabb volt az enzim pozitiv ACS csoportban, mint az enzim negativ ACS-oknal (p=
0.02). Az életkorban 1év6 kiilonbség ellenére, ésannaktudataban, hogy az Gsszes beteg
csoport életkorai magasabbak voltak, mint az egészséges kontroll csoporté, az életkor
nem bizonyult kovariansnak, igy nem volt arra sziikség, hogy ellenérizziik ¢ valtozotaz
N/ OFQ ANOVA soran. Laboratoriumi eredmények azt mutattdk, hogy a CK
szignifikdnsan magasabb volt az enzim pozitiv ACS csoportban, mint az enzim negativ
ACS és az ischaemias szivbeteg csoportokban (mindketté p= 0.04). A felvételi glikkoz
szintek szignifikansan magasabbak voltakaz enzim pozitiv akut koronaria
szindromasoknal, mint a masik két csoportban (ENACS p= 0.03 és OHD p= 0.04). A
kiilonbségekazLDH-ban az EPACS ¢és ENACS csoportok kozott ugyancsak
szignifikansak voltak (p= 0.05). Echokardiografia két nappal a felvétel utan késziilt,
mely azt mutatta, hogy az ejekcids frakcio szignifikansan alacsonyabb volt a EPACS,
mint a ENACS (p= 0.016) csoportban. Mas, betegre jellemz6 valtozo6 nem mutatott

szignifikans kiilonbséget.
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Er6s linearis kapcsolat volt kimutathatd az enzim pozitiv csoportban a plazma N / OFQ
¢és fehérvérsejt (WBC) szintek és a vérlemezke (PLT) szamok kozott (r=0.93, p=0.0001
for WBC, and 0.69 with p=0.03 for PLT).

Tovabbi jelentds korrelaciot vettiink é€szre az enzim pozitiv ACS csoportba N / OFQ
szintje ¢és a kreatin-kindz (CK), valamint a plazma koleszterin szintek kozott
(korrelacios egylitthatok ¢s p értekek 0.73 és p = 0.02 a CK, ¢és -0,66 és p = 0.05
koleszterin esetében). Jelentés nemlinearis (power) regresszio volt kimutathaté a N/
OFQ ¢és glutamat oxalacetat transzaminaz (GOT) szintek kozt az EPACS csoportban
(R?=0.49, p=0.03).A N/ OFQ egy majdnem szignifikins nemlinedris (masodfoku)
kapcsolatot mutatott a C-reaktiv proteinnel (CRP) (R?=0.629, p=0.07).A N / OFQ
szintek mérése alapjdn a betegcsoportokban két binaris valtozot, a fajdalmat és
necroenzim kiaramlast Iehetett megjosolni logisztikus regressziot hasznalva. Alacsony
N/ OFQ szintekfajdalmat(Chi’=27.5, df=1, p<0.000) és necroenzyme effluxot(Chi’=7.8,
df=1, p=0.005) josoltak.

A feltaro faktoranalizis 25 valtozot sorolt be egyiitt plazma N/ OFQ szintekkel, ahol
harom tényez0 magyarazza kozel azonos aranyban a teljes varianciat. A faktorok
magyarazzak a betegség hatterét és felelések a megfigyelt valtozok kozotti
kovariaciokért. Az els6 latens tényezé r = 0.92 korrelaciot mutat a N/ OFQ szintekkel,
mas valtozok ebben csoportban az INR, a vérlemezke-szam, a TG,a SGOTés SGPT
szintek. A masodik tényez0 tagjai az életkor, a szivfrekvencia, a CRP, a Hb, koleszterin,
HDL, GGT, a kreatinin és az urea szintek. A harmadik tényez6 a kovetkez6é beteg
jellemzd valtozokat foglalja magaban: szisztolés vérnyomds, a szérum CK, LDH,

HBDH, EF, LDL, felvételi gliikoz és az ALP szintek.
A szolubilis hésokkfehérje 70és a vascularis meszesedés kapcsolata
A betegek atlagéletkora 64 év volt a 180 betegbdlallo vizsgalati populacioban, 56

(31.1%) né6 volt, 98 (54.4%) aktiv dohanyos volt és 55 (30.6%) dohanyzott korabban,
csak 27 (15%) beteg volt nem dohanyzo. Harminchét (20.6%) beteg esetében lattunk
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egyediilszignifikans carotis stenosist, 91 (50,6%) a résztvevok koziilcsak alsd végtagi
artérias betegségben, mig 52 (28.9%) mindkét betegséghben szenvedett.

A tiinetek stlyossaga betegeinknél miutétet vagy PTA-t tett sziikségessé: 30 (81%)
carotisbetegnél, 80 (88%) PAD betegnél és 50 (96%) betegnél, akikmindkét
betegséghen szenvedtek. Akronikus alsé végtagi artérias atheroscleroticus betegség
Fontaine osztalyozasa (I-1V) szerint1l29 beteg (71.7%) tartozott Fontaine Il/b-1V
csoportokba. A median értéke a boka-kar indexnél 0.50 (0.26-0.76), az atlagos IMT-nél
0.83 mm (0.70-0.97), és a két oldal k6zott mért sulyosabb IMT 1.00 mm(0.80-1.30)
volt. A lipidp-profil eredményei mérsékelten emelkedett triglicerid, koleszterin és
alacsony strtiségii lipoprotein (LDL) szinteket mutattak. Ameszesedés kiterjedésének
jellemzdjekéntmért atlagos kalcifikaciés pontszam (CS) 5 (4-6)volt, ez megfelelt a

stulyos szisztémas artérias érmeszesedésnek kohorszunkban.

Megvizsgaltuk a kapcsolatot a szérum Hsp70 szintek és a meszesedés pontszamok, a
klinikai jellemz6ék és laboratoriumi paraméterek kozott az érbetegekben. A Klinikai
adatok és mas laboratériumi paraméterek elemzése szignifikans dsszefliggést mutatott a
szérum hdésokk protein 70 szintek és az életkor, valamint a szérum bilirubin szintek
kozott. Nem volt szignifikans korrelacio a sHsp70 koncentraciok és a majkarosodas
egyéb markerei kozott [aszpartat-aminotranszferaz (AST), alanin aminotranszferaz
(ALT), yGT]. Nem talaltunk szignifikans Osszefiiggést a szérum Hsp70 szintek és a
klinikai jellemzék mint a nem, BMI, a magas vérnyomas, a cukorbetegség, ischaemias
szivbetegség megléte, atlagos IMT, boka-kar index kozott sem. Fontos, hogy a CRP,
triglicerid, koleszterin, a szérum kreatinin, és urea-szintekkel valamint az EGFR-rel sem
volt megfigyelhet6 Gsszefliggés. Nem talaltunk korrelaciot sHsp70 szinteket és barmely,
a vérvételidején hasznalt gyogyszerek kozt sem (az adatokat nem tiintettiik fel). Nem
talaltunk szignifikans kiilonbségeket a harom betegcsoportban kor, nem, BMI,
cukorbetegség, dohanyzas, vagy meszesedés pontszamok (p = n.s. mindre) tekintetében
sem.

A Hsp70 szintek (p= 0.993), illetve a meszesedés pontszamok (p = 0.909) vizsgalata
sem eredményezett kiillonbséget a diabéteszes és nem diabéteszes betegek kozott. A
magasabb kalcifikacios pontszamti betegek szolubilis hésokk fehérje szintje (Mann-

Whitney-proba, p <0.02) magasabb értéket mutatott. Egy egyvaltozos elemzésben azon
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betegek, ahol a sHsp70 szint a 75. percentilis (0.7296 ng / ml) felett volt, csaknem 2.2-
szeres kockazattal tartoztak a sulyosabban kalcifikalt érbeteg csoportba (CS 6-7).
Logisztikus regresszios analizist végeztiink a sHsp70 szintek és az artérids meszesedés
kiterjedése  kapcsolatdnak  felderitésére. = Megvizsgaltuk  hdrom  modellaz
es¢lyhanyadosra gyakorolt lehetséges hatasat (1. modell: életkor, nem, az EGFR
szintek; modell 2: modell 1 + dohanyzas (években); modell 3: modell 2 + CRP szintek;
modell 4: modell 3 + homocisztein). A jelentdsbefolyasolo tényezokrevald korrelacio
utana keringd Hsp70 és az artérids meszesedés kapcsolata tovabbra is szignifikdns
maradt. A2-es tipust diabetes mellitus, a kor, a nemtél és az EGFR szintén nem
befolyasolta a magasabb sHsp70 szintekés a kiterjedtebb érelmeszesedés
kapcsolatanakjelent6s kockazatat (OR = 2.136 (1.077-4.237) p = 0.03)

5. KOVETKEZTETESEK

Nociceptin / orphaninFQ szintek Kkorrelaltak az ischaemias szivelégtelenség

stilyossagaval:

Ez az elsé human proba tanulmany ahol plazma nociceptin / orphanin FQ szinteket
mértiink kronikus sziv-és érrendszeri betegséghben. Eredményeink arra utalnak, hogy a j
kronikus angina pectoris elenléte alacsonyabb keringé nociceptin / orphanin FQ
szintekhez kapcsolodik sulyos atherosclerosisos betegekben. Sulyosabb ischaemias

szivelégtelenségii allapotokhozalacsonyabb plazma N/ OFQ szintek tarsulnak.
A periférias artérias betegség alacsonyabb N/ OFQ szintekhez csatolt:

Periférids artérids betegségben szenvedd csoportunkban alacsonyabb nociceptin/

orphanin FQ szinteket talaltunk, mint egészségesekben.

N / OFQ szintek és a klinikai paraméterek a Kkrénikus sziv-és érrendszeri

betegekben:

Mi nem talaltunk Osszefliggést az alanyokban az életkor / nem és a N/ OFQ szintek

tekintetében, mely 6sszhangban van a szakirodalomban korabbi eredményeivel.
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Ebben a vizsgalatban a N/ OFQ 0nallo jelentds tényezonek bizonyult, melya
laboratoriumi paraméterek teljes variancidjanak kozel egyharmadaért felelt a teljes
betegcsoportban. Ez az eredmény is hangstlyozhatja anociceptin / orphanin FQ
fiiggetlen szerepétischaemids cardiovascularis betegségek szabalyozasaban. Azonban

ezek az eredmények még tovabbi tisztazasra varnak.

N / OFQ szintek osszefiiggnek a klinikaimarkerek silyossagaval akut koronaria

szindromaban:

Alacsonyabb plazma nociceptin/ orphanin FQ szinteket talaltunk akut koronaria
szindromaban szenvedd betegekben coronarographia utan, mint egészséges
onkénteseknél. Eredményeink azt mutatjak, hogy az ACS csatlakozik a legalacsonyabb
N / OFQ szintekhez a harom vizsgalt betegcsoport koziil. ACS-ben talaltunk
Osszefliggést a N/ OFQ ¢és a GOT szintek kozott is. Ez azt sugallja, hogy az N / OFQ
szint a plazmaban nem csak a fijdalom aktualis szintjétdl, hanemaz ischaemiés sériilés
meglététél is fiigg. Talaltunk szignifikans Osszefliggéseket a N/ OFQ szintek és
fehérvérsejtszam kozott is, amely ujabb bizonyiték arra, hogy a N / OFQ
szabalyozasaban az idegrendszermellett az immunsejtek mellett is részt vesznek. Az
erds korrelacio a fehérvérsejt, a thrombocytaszam és nociceptin szintek kozt arra utal,
hogy a plazma nociceptin szintek WBC és vérlemezke eredetiiek islehetnek az acut

coronaria szindromaban.
Emelkedett sHsp70 szintekkel silyosabb érelmeszesedés jar:

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a meszes plakkok magasabb szdma Szorosan
Osszefligg az emelkedett Hsp70 szintekkel. Ezt az Osszefliggés a zavard kockazati
tényezoktdl, mint a kor, a nem, a dohanyzési szokéasok, az EGFR, CRP és homocisztein

értékektol fliggetlennek bizonyult.

A szérum Hsp70 és homocisztein szintek szignifikansan osszefiiggnek:

Szignifikéans korrelaciot figyeltiinkmega szérum Hsp70 és homocisztein szintek kdzott.
A betegpopulacio részletes jellemzése lehet6vé tette szamunkra, hogy meghatarozzuk a

sHsp70 szintek és az életkor kozti 1ényeges Osszefiiggéseket is.
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Hsp70 szintek pozitivan korrelalnaka szérum bilirubin szintekkel, de nem

kapcsolédnak a CRP szintekhez betegcsoportunkban:

A gyulladasos markerek, mint a bilirubin is szorosan kapcsolodnak a keringé Hsp70-
hez. Azonbannem talaltunk Gsszefliiggéstazszolubilis Hsp70 és az akutfazis C-reaktiv
protein szintek kozott. Ezek az eredmények a sHsp70 fliggetlen, gyulladascsokkentd
szerepére utalhatnak sulyos érelmeszesedésben, amit még kell erdsiteni késébbi

tanulmanyok soran.
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