EGYETEMI DOKTORI (Ph.D.) ERTEKEZES

Az atherosclerosis salyossaganak és klinikopatologiai

jellegzetességeinek vizsgalata stroke betegeken

Dr. Molnar Sandor

Debreceni Egyetem
Klinikai Orvostudomanyok Doktori Iskola

Debrecen, 2010



TARTALOMJEGYZEK

ROVIDITESEK JEGYZEKE

1. BEVEZETES, CELKITUZESEK

8.
9.

.IRODALMI ATTEKINTES

2.1.Az IMT, a Chlamydia infekcio és a carotis atherosclerosis kapcsolatinak vizsgdlata
2.1.1. Az intima-media vastagsag (IMT) jelentdsége, vizsgdlata
2.1.2. A Chlamydia pneumoniae szerepe az atherosclerosisban

2.2. Az érfali kalcium tartalom vizsgdlata

2.3. A kiilonbozd érteriiletek atherosclerosisdnak patologiai 6sszehasonlitdsa

. BETEGCSOPORTOK, VIZSGALATI MINTAK, MODSZEREK

3.1. Betegcsoportok, vizsgdlati mintdk
3.1.1. Az IMT, a Chlamydia infekcié és a carotis atherosclerosis kapcsolatdnak vizsgélata
3.1.2. Az érfali kalcium tartalom vizsgélata
3.1.3. A kiilonboz6 érteriiletek atherosclerosisdnak patoldgiai 9sszehasonlitdsa

3.2. Médszerek
3.2.1. Intima-media vastagsag (IMT) mérése
3.2.2. Chlamydia pneumoniae ellenes antitestek vizsgalata
3.2.3. Chlamydia pneumoniae DNS kimutatdsa a carotis plakkokban PCR-al
3.2.4. Az érfali kalcium tartalom vizsgilata PIXE mddszerrel
3.2.5. Az eltavolitott erek atherosclerosisdnak post mortem vizsgéalata

3.3. Statisztikai elemzés

. EREDMENYEK

4.1. Az IMT, a Chlamydia infekcio és a carotis atherosclerosis kapcsolatdinak vizsgdlata
4.2. Az érfali kalcium tartalom vizsgdlata

4.3. A kiilonbozd érteriiletek atherosclerosisdnak patologiai 6sszehasonlitdsa

.MEGBESZELES

5.1.Az IMT, a Chlamydia infekcio és a carotis atherosclerosis kapcsolatdnak vizsgdlata
5.2. Az érfali kalcium tartalom vizsgdlata

5.3. A kiilonbozd érteriiletek atherosclerosisdnak patologiai osszehasonlitdsa

. OSSZEFOGLALAS
. SUMMARY
.IRODALOM

TARGYSZAVAK
KOSZONETNYILVANITAS

10. FUGGELEK

O X0 93 N W N

—_—
—

—_—
— —

o R O
NhAPRArow o OD

o =
S O

[NOT ST )
AN N O

(98]
(e)

30
32
34

38
39
40
55
56
57



ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACC: arteria carotis communis

ACD: arteria coronaria dextra

ACE: arteria carotis externa

ACI: arteria carotis interna

ACM: arteria cerebri media

AFF: arteria femoralis f6torzs

AFS: arteria femoralis superficialis

ANOVA: analysis of variance (variancia-analizis)

APF: arteria profunda femoris

ASO: atherosclerosis obliterans

Ca:  kalcium

CRP: C-reaktiv protein

CT: computer tomography (szdmitogépes rétegvizsgalat)

DM: diabetes mellitus

DNS: dezoxiribo-nukleinsav

EDTA: etilén-diamin-tetra-acetat

ELISA:enzyme linked immunsorbent assay

HT: hypertonia

IgA: immunglobulin A

IgG: immunglobulin G

IMT: intima-media thickness (intima-media vastagsig)

ISZB: ischaemids szivbetegség

MeV: megaelektronvolt

MR: mégneses rezonancia vizsgdlat

MV: megavolt

OD: optikai denzitas

OMP: outer membrane protein (kiils6 membrinprotein)

PCR: polymerase chain reaction (polimerdz lancreakcio)

PIXE: particle induced X-ray emission (részecske indukalt rontgenemisszid)
RIA: ramus interventricularis anterior arteriae coronariae sinistrae
SD: standard deviacié

Si(Li): litiummal szennyezett szilicium detektor

STIM: scanning transmission ion-microscopy (pasztazé transzmisszids ionmikroszkdpia)
TNE: TRIS-Nétrium-klorid-EDTA puffer

TOAST: ,,Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment” vizsgalat
TRIS: Trisz-(hidroximetil)-amino-metan-hidroklorid

UH: ultrahang



1. BEVEZETES, CELKITUZESEK

Az agyi érbetegség a fejlett orszdgokban a haldlhoz és tartés rokkantsighoz vezetd
leggyakoribb betegségek egyike (Bonita és mtsai 1990, 1992). 2001-es nemzetkozi és
magyar adatok alapjan az ischaemids stroke 30 napon beliili haldlozdsa 13-15%. 2003-as
WHO statisztikdk szerint Magyarorszdgon a cardiovascularis és cerebrovascularis betegségek
haldlozésa az eurdpai atlag 2-2,5 szerese (Nagy 2006). A fejlett nyugat-eurdpai orszagokhoz
képest Magyarorszdgon a 65 év alattiak cerebrovascularis ok miatti haldlozdsanak
valészinlisége 3-4 -szeres, mig a 35-44 éves korosztilyban akir 5-9 -szeres is lehet (Nagy
2006). A coronariabetegekkel ellentétben - akiknek 70-80%-a képes a korabbi munkéjat
végezni - a stroke-ot tdlélok 10-20%-a élete végéig teljes ellatdsra, 30-40%-uk mindennapi
életvitelében segitségre szorul.

A kialakult stroke specifikus kezelése az egyre szaporodé lehetdségeink ellenére csak
a betegek egy részénél lehetséges és csak a kezeltek egy részénél eredményes (Adams €s
mtsai 2007, ESO 2008). A primer és szekunder vascularis prevencié célja a stroke, a
szivinfarktus, valamint az egyéb érszikiilet miatti események és haldlozds megeldzése a
rizikéfaktorok felismerése és megfeleld kezelése révén. A rizikébecslésre ezért egyre
fontosabb szerep harul a stroke és egyéb vascularis prevencidban.

A stroke legfontosabb befolyasolhat6 rizikofaktorai a hypertonia, hyperlipidaemia,
diabetes mellitus, az arteria carotisok stenosisa, €s a dohanyzds, melyek az atherosclerosis
folyamatdn keresztiil vezetnek az agyi érkatasztréfdhoz (Goldstein és mtsai 2006). Az
atherosclerosis folyamata generalizalt, megjelenési formdja, eloszldsa az érrendszeren beliil
egyénenként valtozik. Az ischaemids események progndzisa rosszabb azon betegekben,
akiknek tobb érteriiletében is szignifikdns atheroscleroticus elvaltozasok taldlhatok (Cirillo és
mtsai 2001, Espinola-Klein és mtsai 2002). Az egyes érteriilletekben mutatkoz6
atheroscleroticus folyamatok kozotti szoros Osszefiiggéseket szamos vizsgdlat eredményei
bizonyitjak (Lekakis és mtsai 2000 és 2005, Cerne és mtsai 2002, Lanzer és mtsai 2003).

Az arteria carotis communisban ultrahanggal mért intima-media vastagsagot (IMT)
szamos tanulmany eredménye alapjan az atherosclerosis korai markerének tekintik (Zureik és
mtsai 2000, Bots és Grobbee 2002, Pall és mtsai 2003).

Tekintettel arra, hogy az atherosclerosis generalizalt folyamat, a tirsszakmak mind

szorosabb egyiittmiikodésére van sziikség az érbetegek kezelésében és gondozasiban. A



szakmaspecifikus gondolkoddsmdéd egységes (kardio- cerebrovascularis és periférids
érbetegség) szemléletté formalodasa figyelhetd meg napjainkban.

Az tjabb kutatdsok az atherosclerosis folyamatiban a gyulladés jelent6ségét hangsilyozzak
(Kiechl és mtsai 2001, Gromadzka és mtsai 2001, Magyar 2003, Nencini és mtsai 2003). A
kréonikus fert6zések koziil a periodontitist, a fert6z6 dgensek kozott szeroepidemioldgiai
vizsgélatok alapjan a Chlamydia pneumoniaet, Helicobacter pylorit és a Cytomegalovirust
hoztak 6sszefiiggésbe az atherosclerosissal (Danesh €s mtsai 1997). A harom kérokozo koziil
Chlamydia pneumoniae kiemelt fontossagd. Allatkisérletek alapjan feltételezheté az
atherogen hatdsa. Klinikai prospektiv vizsgdlatban makrolid antibiotikum kezelés
csokkentette az djabb cardiovascularis események valdszinlis€égét myocardialis infarctuson
atesett, chlamydia szeropozitiv betegekben (Gupta és mtsai 1997). Populiciés prospektiv
vizsgédlatban bizonyitottdk a korokozd elleni IgA szeropozitivitds fiiggetlen kapcsolatit a

carotis és femoralis atherosclerosis jelenlétével (Mayr és mtsai 2000).

Célkitiizések:

1. Késdbb fatdlis kimenetelii stroke miatt kezelt idds betegekben in vivo a cardiovascularis
rizikéfaktorokat, a carotis communis intima-media vastagsdgot (IMT) és a Chlamydia
pneumoniae szerologiat vizsgaltuk. Haldluk utdn az eltavolitott carotisok plakkjaiban
polimeraz lancreakcidval (PCR) kerestiik a Chlamydia pneumoniae DNS jelenlétét és az

arteria carotisok falvastagsagat hatdroztuk meg.

a. Az arteria carotis communis IMT (mint atherosclerosis marker) és az atherosclerosis
rizikéfaktorai - elsésorban a Chlamydia pneumoniae infekcié szeroldgiai markerei -
kozotti  Osszefiiggéseket vizsgdltuk. Van-e szerepe a Chlamydia pneumoniae

infekcionak az atherosclerosis folyamatdban?

b. Az arteria carotis communisban in vivo mért IMT €és az arteria carotis dgakban post
mortem észlelt atheroscleroticus elvaltozasok kozotti Osszefiiggéseket vizsgdlva arra
kerestik a valaszt, mennyire jellemzi az IMT a carotisok atherosclerosisdnak

sulyossagat.



c. Az eltdvolitott arteria carotis interndk plakkjaiban a Chlamydia pneumoniae DNS
jelenlétét kerestiik, melyet az in vivo nyert szeroldgiai adatokkal, arteria carotis
communis IMT-vel, tovabba a post mortem mért atlagos falvastagsaggal korrelaltatva

a Chlamydia pneumoniae atherosclerosisban betoltott szerepét vizsgaltuk.

2. Az arteria carotis communisban in vivo mértiikk az IMT-t, majd Osszevetettik a post
mortem ugyanazon érszakaszokbol készitett keresztmetszeti szeletekben a részecske
indukalt rontgensugar emisszié (PIXE) moédszerrel mért érfali kalcium tartalommal. Arra
kerestiik a vélaszt, hogy a non invaziv vizsgilattal mért IMT mennyire jelzi
atherosclerosis korai stddiumdban kialakul6 érfali kalcifikdciét. A PIXE mddszerrel
késziilt képeken az érfalon beliili kalcifikdcié lokalizdcidjat vizsgaltuk, melyik érfali

rétegben jelentkezik legintenzivebben a kalcium lerak6das.

3. Az arteria carotisokban, a coronaridkban és az arteria femoralisokban észlelhetd
atheroscleroticus elvaltozdsok silyossdgat €s eloszldsat hasonlitottuk dssze post mortem,
kvantitativ patoldgiai médszerekkel stroke-ban elhunyt betegekben. Vizsgaltuk, hogy az
egyes érteriiletek atherosclerosisdnak sulyossiga mennyire jellemzi a tobbi teriilet
elvitozdsait, a generalizalt atherosclerosis jol vizsgidlhatd, megbizhaté marker artéridjat

keresve a klinikum szamara.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az IMT, a Chlamydia infekcio és a carotis atherosclerosis kapcsolatanak
vizsgdlata

2.1.1. Az intima-media vastagsag (IMT) jelentésége, vizsgalata

Az arteria carotisok testfelszinhez kozeli elhelyezkedésiik miatt jol vizsgalhatok ultrahanggal.
Mind az atheroscleroticus major érelvaltozasok (kinking, hypoplasia, plakkok, sziikiiletek,
occlusio), mind a finomabb érfali elvéltozasok (IMT) vizsgdlata részévé valt napjaink
klinikai gyakorlatdnak. A carotis ultrahang vizsgélat elterjedését elonyos tulajdonsagai
segitették. A moddszer non-invaziv, barmikor ismételhetd, nincs ionizdlé sugarterhelés, a
szlikiiletek és egyéb patologids érelvaltozasok gyakorlott vizsgdloval nagy pontossaggal,
kvantitative is meghatdrozhatok (Widder 1999). Modern, nagy felbontdsu késziilékek B-
mode képein az érfal tunica intima és tunica media rétegei kettés vonalként dbrazolhatok (1.
abra). Az intima-media vastagsigot (IMT) definici6 szerint az ultrahang transducertdl
tavolabbi érfalon a lumen és az els6 echogen vonal (lumen- intima hatar) valamint a masodik
echogen réteg (adventitia felsé rétege) kozott mérjiik (1. abra) (Touboul és mtsai: Mannheim
intima-media thickness consensus, 2004). Az arteria carotis communisban mért IMT-t
szamos tanulmany eredménye alapjan az atherosclerosis korai markerének tekintik (Zureik és
mtsai 2000, Bots és Grobbee 2002, Pall és mtsai 2003). A cardiovascularis rizikéfaktorokkal
is korrelal az IMT (Davis és mtsai 2001). Masok szerint a cardiovascularis és
cerebrovascularis események valdszintsége is Osszefiigg az IMT-vel (Bots és mtsai 1997,
O’Leary és mtsai 1999, Chambless és mtsai 2000, Simon és mtsai 2002). Prospektiv
vizsgélatok szerint az emelkedett IMT mar fiatal korban is fiiggetlen jelzdje a vascularis
eseményeknek (Lorenz és mtsai 2006). A magasabb IMT értékek és a recurrens stroke
rizikdja kozott is Osszefiiggést taldltak (Tsivgoulis és mtsai 2006). A mérési technika
standardizédlasaval az ismételt mérések alkalmasak a korai atheroscleroticus folyamatok és az
azt befolydsolé tényezOk, gydgyszerek hatdsdnak kovetésére is (Mercury és mtsai 1996,

Magyar és mtsai 2004, Kastelein és mtsai 2005).



Testfelszin., o-asducer Telé eso oldal

~. TR .. - - . - :: trasducerhez
Kizelital

lumen-intima hatar

trasducercol
C? tivoliral
} %advenﬂﬁa

‘ = -ﬁ'I
—h

imtim a-adf tntitia-hatar

1. abra Az arteria carotis communis nagyitott B-mode ultrahang képen. Az intima-media
vastagsagon (IMT) a két nyil koz€ esO - a lumen-intima hatdr és az adventitia belso rétegét
jelenté médsodik echogen vonal kozotti - tdvolsdgot értjiik.

2.1.2. A Chlamydia pneumoniae szerepe az atherosclerosisban

Ujabb ismereteink szerint a klasszikus rizikéfaktorok mellett a gyulladds is igen fontos
szerepet jatszik az atherosclerosis folyamatdban, kiilondsen a kezdeti intima sériilés, majd
intima hyperplasia 1étrejottében, késébb a plakk- destabilizdciéban (Kiechl és mtsai 2001,
Gromadzka és mtsai 2001, Nencini és mtsai 2003, Magyar és mtsai 2003). Az endotheliumot
vagy az atheroscleroticus plakkokat infiltrdld6 macrophagokat megfert6zni képes
kérokozokrol feltételezik, hogy az artéridk intima és media rétegeiben beinditjdk és fokozzdk
a gyulladasos folyamatokat. (Mayr és mtsai 2000, Espinola-Klein és mtsai 2002).

A Chlamydia pneumoniae egy intracellularis baktérium, mely a 1égutakon at bejutva a
keringé macrophagokkal terjed a szervezetben és az endotheliumot, sét az atheroscleroticus
plakkok kozelében 1€vo simaizom-sejteket is képes megfertézni (Yamashita és mtsai 1998,
Airenne és mtsai 1999). A korokozét az atheroscleroticus plakkokbdl is kimutattdk
immunhisztokémiai (Yamashita és mtsai 1998) és polimeraz lancreakcié (PCR) moédszerrel
(Thomas és mtsail999, Apfalter €s mtsai 2001, Virok és mtsai 2001). Ellentmondasos adatok
taldlhatok az irodalomban a Chlamydia pneumoniae az atheroscleroticus plakkokbdl torténd

kimutathatésagat illetéen. Carotis endarterectomidbdl szarmaz6 mintdkbol és boncolds sordn



eltavolitott erekbdl (Maass 1997, Yamashita 1998, Apfalter 2001, Virok 2001), 15-55%-0s

sikerrel mutattak ki a baktériumot.

2.2. Az érfali kalcium tartalom vizsgdlata

Az atherosclerosis folyamata évtizedek 6ta intenziv kutatds targya. A kalcifikacié a folyamat
egyik legfontosabb tényezdje, mely kalcium foszfat lerakddasaval jar (Libby 2000, LeGeros
2001). Az atherosclerosis és a mészlerakddas is progredial az életkorral (Tohno és Tohno
1998). A carotisokban az atheroscleroticus plakkok 4ltal okozott sziikiilet stlyossiga jol
korrelal a stroke rizikoval (Barnett és mtsai 1998, Halliday €s mtsai 2004), ennek ellenére a
carotisok kalcifikacija és a stroke riziké kozott ellentmondd Osszefiiggéseket talaltak a
kiilonbozo vizsgalatokban (Nandalur és mtsai 2005, 2006, Nicolaides és mtsai 2005). Az is
ismert, hogy a meszes plakkok lényegesen stabilabb szerkezetliek és kevésbé hajlamosak
embolizacié vagy plakk ruptura ttjan ischaemids stroke-ot okozni, mint a nem kalcifikalt
lagy vagy fibrosus plakkok (Nandalur és mtsai 2005, Miralles és mtsai 2006). Az emlitett
vizsgdlatokban a meszesedés mértékét az atheroscleroticus plakkokban mérték, mig az
atherosclerosis korai stidiumaban zajlé mészlerakodasrol kevés adat dll rendelkezésre. A
depozitumok érfalon beliili lokalizacidja értipusonként véltozhat (Tohno és Tohno 1998).

A kalcium tartalom meghatdrozdsira in vivo elektronsugir CT, valamint MR
technikdkkal lehetséges (Allison és mtsai 2005, Higgins és mtsai 2005, Nandalur és mtsai
2006). Szovettani mintdkban a kalcium koncentricié és lokalizdcié meghatdrozdsara tobbféle
modszert is lefrtak: Raman spektroszkopia, ,,inductively coupled plasma atomic emission
spectrometry”, roviditve ICP-AES, valamint az 4ltalunk haszndlt ,,particle induced X-ray
emission”, vagy PIXE mddszer (Tohno és Tohno 1998, Brands és mtsai 2001, Nogueira és
mtsai 2005, Watt és mtsai 2006,). Az utébbi jol alkalmazhat6 bioldgiai mintdkban a makro-
és nyomelemek meghatirozasara (Uzonyi és mtsai 2001) és a preciz kvantitativ mérések

mellett a lokaliz4cidt is nagy pontossaggal meghatirozza.



2.3. A kiilonbozo érteriiletek atherosclerosisanak patologiai dsszehasonlitdsa

Az atherosclerosis generalizalt folyamat, kezdetben szubklinikai elvdltozdsokat okoz az
érrendszerben. A difftiz endothelialis dysfunctiohoz késébb atheroscleroticus, majd tiinetes
vagy néma thromboticus, thromboembolids szovOdmények tdrsulhatnak. A folyamat
regiondlis eloszldsa a szervezeten belill nagy egyéni varidciét mutat. Ezt szdmos vizsgalat
bizonyitja, melyekben kiilonb6z6 mddszerekkel vizsgéltdk az  atheroscleroticus
elvaltozasokat az egyes érteriiletekben. Tobb, kiillonbozd érteriilet egyiittes érintettsége
figyelmet érdemld 4llapot, mivel az ilyen betegekben a cardiovascularis események
valdszinlisége joval nagyobb, mint az egy, izoldlt érteriilet betegségében szenveddk esetében
(Cirillo és mtsai 2001, Espinola-Klein és mtsai 2002).

Non-invaziv vizsgdlé modszerekkel konnyen hozzaférheté indikator ereket sok
klinikai vizsgalatban alkalmaznak. Az arteria carotis communis (ACC) atheroscleroticus
elvaltozasait alkalmasnak tartjdk a teljes érrendszer atheroscleroticus terheltségének
jellemzésére. Az utébbi években igen népszeri modszer az arteria carotis communis IMT
mérése. Ennek bevezetése eldtt az arteria carotisok atherosclerosisdnak mértékét az erekben
mért szikiilet sulyossdgdval jellemezték (angiogrifids, MR-angiogrifids és ultrahang
vizsgédlatokkal). Az artéridk szlkiiletének mértéke azonban csak az érbetegség késoi
stddiumardl informal. A mért IMT értékek anatomiai, hisztoldgiai, patoldgiai értelmezése,
validdldsa szdmos problémat vetett fel (Kanters és mtsai 1997, Schulte-Altedorneburg és
mtsai 2001). Az arteria carotis communis IMT-t a coronaria és a femoralis artériak
stenosisanak stlyossdgdval és a cardiovascularis események kimenetelével hoztdk
Osszefiiggésbe (Salonen és Salonen 1991, 1993, Bots és mtsai 1994, Adams és mtsai 1995,
ARIC study group 1995, Hulthe és mtsai 1997). Egy vizsgalatban az alsévégtagi periférids
érbetegség jelenléte a vascularis multimorbiditds markerének bizonyult (Criqui és mitsai
1992).

A kiilonbozoé  érteriiletek  atheroscleroticus  érintettségének  sulyossdgiat tobb
vizsgélatban, tobbféle mddszerrel is vizsgéltak, ezek eredményei azonban ellentmondédsosak.
Két vizsgalatban csak gyenge korrelacidt taldltak az arteria carotis vagy femoralis IMT és a
coronaria betegség sulyossdga kozott (Adams és mtsai 1995, Cerne és Krajnec 2002).
Lekakis és mtsai (2000) azt talaltak, hogy az arteria femoralisban mért IMT biztosabban jelzi
a coronaria betegséget, mint akdr az arteria carotis communisban, akdr a carotis bulbusban
mért IMT. Hulte és mtsai (1997) szignifikans korrelaciot taldltak a carotis bulbusban mért

IMT és a coronaria betegség kozott, azonban sem az arteria carotis communis- IMT, sem az



arteria femoralis- IMT nem korreldlt a vizsgélt coronaria szakaszok stenosisdval. Kiilénb6z0,
coronaria betegeken végzett vizsgdlatokban az arteria femoralisok atheroscleroticus
elvaltozasai szorosabban korreldltak a coronaria betegséggel, mint a carotisokban talalt
elvaltozasok (Khoury és mtsai 1997, Pasierski és mtsai 2004).

A tobb esetben ellentmond6 irodalmi adatok értelmezését tovabb neherziti, hogy az
IMT és az artéridkban taldlhat6 plakkok, azok szdma, vagy Osszteriilete alapjan szamitott
értékek az atherosclerosis egymastdl kiilonbozo tipusu markerei. Mig az IMT a korai érfali
elvaltozasokat jellemzi és definicdja szerint plakkmentes érfal szakaszon mérjiik, addig a
plakkok szdma, kiterjedése és az okozott szlikiilet mértéke méar az atherosclerosis egy joval
eldrehaladottabb stadiumat irja le.

A fentiekben felsorolt ellentmonddsos, nehezen egységesithetd adatok vezették arra
munkacsoportunkat, hogy tanulmdnyozzuk az atherosclerosis sulyossdgdt a coronaria, a
carotis €s a femoralis artéridkban, klinikai szempontbdl fontos Osszefiiggéseket keresve. A
vizsgélat tervezésekor arra torekedtiink, hogy patoldgiai mddszert vdlasszunk, mely
kikiiszoboli az in vivo mddszerek hétranyait (pl. hangdrnyék az ultrahang vizsgilatndl, 2
dimenzids 4brdzolds az angiografidndl) és az atherosclerosis minden stddiumat kvantitativ
moédon irja le, valamint az az egyes érteriiletek kiilonbozé méreti artéridin talalt elvaltozasok

egymadssal 0sszehasonlithatok.
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3. BETEGCSOPORTOK, VIZSGALATI MINTAK, MODSZEREK

3.1. Betegcsoportok, vizsgdlati mintak

Az értekezés targyat képezé mindharom vizsgélatunkba a Debreceni Neuroldgiai Klinikdn
sulyos, védrhatdéan fatdlis kimenetelt ischaemids stroke miatt kezelt betegeket valogattuk be.
Az életkor als6 hatdra 50 év volt. A vérzéses stroke-ban szenvedd betegeket a koponya CT
vizsgélat alapjan kizartuk a tanulméanybodl. A feltételezhetden ritka okra (pl. thrombophilia)
visszavezethetd stroke-betegeket kizdrtuk. Mivel a gyulladdsos paraméterek és a Chlamydia
pneumoniae infekcié vizsgalata is a tanulmany részét képezte, ezért a felvételkor, illetve 48
oran beliil pneumodnidban €s egyéb stlyos infekcidban (szepszis) szenvedoket is kizartuk. A

vizsgélatokat a DEOEC Klinikai Etikai Bizottsdga engedélyezte (1031/2001).

3.1.1. Az IMT, a Chlamydia infekcié és a carotis atherosclerosis kapcsolatanak
vizsgalata

Osszesen 67 stroke-beteget vizsgaltunk (4tlagéletkor: 77,2 év; férfi/nd: 27/40). 57 esetben
mind az in vivo IMT mérést, mind a Chlamydia antitest titerek meghatarozasat elvégeztiik, 5
esetben csak az IMT mérés, 2 esetben csak az antitesttiter mérés tortént meg, tovabbi 3 beteg
esetében csak a post mortem vizsgalatokat sikeriilt elvégezni.

A betegek klinikai felvételekor részletes anamnézis felvétel tortént, kiillonos tekintettel
a vascularis rizik6faktorokra, majd 48 oran beliil részletes laboratériumi vizsgalatokra vért
vettiink, melynek része volt a C-reaktiv protein (CRP) mérése. A Chlamydia pneumoniae
ellenes IgA és IgG antitesttiter meghatarozdshoz serum mintdkat fagyasztottunk -20°C —on.

Hatvankét betegnél elvégeztikk a részletes carotis duplex ultrahang vizsgdlatot,
kétoldali intima-media vastagsidg (IMT) méréssel az arteria carotis communisokban.

A vizsgalt betegek koziil 40 elhunyt a stroke és szovOdményei kovetkeztében. A
haldlok szerinti megoszlds: 25 esetben pneumodnia, 1 bronchiolitis, 3 tiidéembdlia, 6
szivelégtelenség, 2 arteria basilaris occlusio, €s 7 agytorzsi herniatio volt. Négy esetben két
haldlok is felmeriilt, melyek koziil az egyik minden esetben pulmonalisnak bizonyult.

Az eltavolitott arteria carotisok oszlashoz kozeli régidjaban taldlhat6 jellegzetes
atheroscleroticus plakkokban polimerdaz lancreakciéval (PCR) Chlamydia pneumoniae

specifikus DNS jelenlétét kerestiik.
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3.1.2. Az érfali kalcium tartalom vizsgalata

Hérom beteg esetében (atlagéletkor: 85,6 év; férfi/nd: 1/2) a kétoldali arteria carotisokon in
vivo elvégzett és videdszalagra rogzitett részletes carotis duplex ultrahang vizsgalat és arteria
carotis communis IMT mérés utdn post mortem meghatiroztuk az érfalak kalcium tartalmat

és annak lokalizacigjat PIXE moédszerrel.

3.1.3. A kiilonbo6z6 érteriiletek atherosclerosisanak patolégiai osszehasonlitasa

Hatvanhét ischaemids stroke-os betegbdl a 3.1.1. pontban részletezett szovodményekben
elhunyt 40 beteg (atlagéletkor: 75,3 év; férfi/n6: 21/19) carotis, coronaria és femoralis
artéridit vizsgaltuk. A korhazi felvételkor a részletes anamnézis felvétel és a vérmintdk
laboratériumi vizsgdlata tortént a fiiggelékben csatolt adatlap szerint a cardiovascularis
rizikéfaktorok és tarsbetegségek feltérképezése céljabol.

A halalt kovetd boncolas soran mindkét oldali arteria carotis communist (ACC) az
arteria carotis externa (ACE) és arteria carotis interna (ACI) oszlashoz kozeli 2-3 cm-es
szakaszaval egyiitt in toto eltavolitottuk. A kétoldali arteria femoralist is eltdvolitottuk
hasonl6 médon, egy darabban. A ligamentum inguinalétdl az arteria profunda femoris (APF)
ledgazdsdig terjedd szakaszt arteria femoralis f6torzsnek (AFF), ennek oszlas alatti folytatdsat
az angol nyelvil elnevezés analdgidjdra arteria femoralis superficialisnak (AFS) neveztiik az
egyes szakaszok pontos megkiilonboztethetdsége céljabdl. A vizsgélt coronaria szakaszok a
ramus interventricularis anterior arteriae coronariae sinistrae (RIA) és az arteria coronaria

dextra (ACD) f6torzs voltak.
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3.2. Modszerek

3.2.1. Intima-media vastagsag (IMT) mérése

Az arteria carotisok részletes neurosonologiai vizsgalatat és az IMT mérést a betegek klinikai
felvételét kovetd 48 oran beliill SONOS 4500 (Agilent technologies, Andover, MA, USA)
késziilékkel, 3-11 MHz-es linedris transducerrel végeztiik el. B-mode, color és duplex
tizemmoddban a carotisokban észlelhetd sziikiilet sulyossdgat mértiik, majd az egyes
érszakaszokban az dramldsi sebesség meghatdrozasa utin kétszeresére nagyitott és
kimerevitett B-mode képeken standard koriilmények kozott mindkét oldali arteria carotis
communisban meghataroztuk az intima-media vastagsigot. A méréseket az arteria carotis
communisok oszldstél 10 mm-re caudalisan 1év0, plakkmentes szakaszdn, a transducertdl
tavolabb es6 érfalon, end-diastoleban végeztiikk (Howard és mtsai 1993) (2. abra). Az IMT-t
a definici6 szerint a képeken lathaté lumen — intima hatarfeliilet els6 echogen vonala és a
masodik echogen vonal (az adventitia bels6 rétege) kozott mértiik (1. abra). Minden ér
esetében 3-3 mérés tortént, a transducer egymassal kb. 90 fokos szoget bezaré anterior és
lateralis poziciéjdban (Kanters és mtsai 1997). A 3 anterior és 3 lateralis transducer
poziciéban mért IMT értékek dtlagai adtdk az IMT-anterior és IMT-lateralis értékeket
minden arteria carotis communisban. Erenként 6, betegenként 12 IMT értéket kaptunk. Az

ultrahang vizsgalatokat videdszalagra rogzitettiik.

External Carotid Internal Carotid

Level of — 10 mm
Flow Divider 10 mm

Origin of Bulb ==
10 mm

N

4———— Skin Surface Commoh, Carotid

mérés

Near Wall Far Wall

2. abra Az IMT mérés a nemzetkozi ajanldsok szerint az arteria carotis communisban a
carotis oszlas kezdetétdl caudalisan mért 1 cm-es, plakkmentes érszakaszon a transducertdl
tavolabb es6 érfalon tortént. (Stroke 1993;24:1297-1304).

13



3.2.2. Chlamydia pneumoniae ellenes antitestek vizsgalata

A szeroldgiai vizsgilatok a klinikai felvételkor levett és lefagyasztott szérum mintakbol az
Orvosi Mikrobioldgiai Intézetben torténtek. A Chlamydia pneumoniae kiils6 membran
proteinre (OMP) specifikus IgG és IgA antitesteket ELISA mddszerrel mutattuk ki (MEDAC
GmbH, Wedel, Germany). A gyartd utasitdsa szerint a szérum mintdk 50x-es higitdsat
hasznéltuk. A mintdban a vizsgalt ellenanyag jelenlétét a ,,cut-off” 1.1-szeresét meghalado

optikai denzitds (OD) érték, mig a hidnyat a ,,cut-off” 0.9-szeresénél kisebb OD érték jelezte.

3.2.3. Chlamydia pneumoniae DNS kimutatisa a carotis plakkokban polimeraz

lancreakcioval (PCR)

Az elhunyt betegek carotis oszldsban elhelyezkedd tipusos atheroscleroticus plakkjaibol
szarmazo mintdk vizsgilata az Orvosi Mikrobiolégiai Intézetben tortént. A mintdkat apro, 1-
2 mm-es darabokra vigtuk, folyékony nitrogénben torténd gyorsfagyasztids utdn mozsarban
osszetorve 500 pul TNE pufferben (10 mM TRIS-HCI pH 8,0; 100mM NaCl; 1mM EDTA)
reszuszpenddltuk, majd 60 pl 10%-os SDS-t (sodium dodecyl sulphat) és 50 pl 10 mg/ml
proteindz-K oldatokat adtunk hozza. Alapos Osszerdzds utdn 3 6réan at 55 °C-on emésztettiik.
A nukleinsavat fenol-kloroform extrakcidt kovetd etanol precipitdcidval nyertiik ki, majd 50
pl TE pufferben (10 mM TRIS-HCI pH 8,0; 0,lmM EDTA) reszuszpendéltuk. A mintdk
PCR amplifikdciéra valé alkalmassagat béta-globin PCR reakcidval teszteltiik. A Chlamydia
pneumoniae kills6 membran proteint (OMP) kédold szekvencidkat nested PCR technikaval
sokszorositottuk. Mind az elsd, mind a masodik kor 35 ciklusbdl allt. A PCR termékeket

agar6z gél elektroforézissel vizualizaltuk.

3.2.4. Az érfali kalcium tartalom vizsgalata részecske indukalt rontgenemisszio (PIXE)

modszerrel

Az eltdvolitott arteria carotis communisok IMT mérésben szerepld szakaszait kozvetleniil az
eltivolitds utdn sebészi fondllal megjeldltiik az ultrahang szonddk elhelyezkedésének
megfeleld (anterior és lateralis) pontokon, az ultrahang képekkel torténd dsszehasonlithatésag

céljabol (3. abra). A jelolés utin az erek dgait lekotve szOvettani bedgyazd anyaggal
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(Cryochrome Blue; Thermo Shandon, Pittsburgh, PA, USA) toltottiik fel dket, majd -25 °C -
ra lefagyasztva a kordbbi IMT mérésben szerepld szakaszokb6l 60 um vastag szeleteket
készitettiink microtommal. Ezen szeleteket Pioloform membranok k6z¢é dgyazva készitettiik

elé a PIXE mérésekhez, gondosan megjelolve rajtuk az IMT mérés referencia pontjait.

R\

3. abra Az eltavolitott és feltoltott carotis villa. Az IMT mérés szonda-pozicidjat az
adventitiaba oltott sebészi fondllal jeloltitkk a PIXE méréssel valé osszehasonlithatdsag végett.

A részecske indukalt rontgenemissziés (PIXE) vizsgalatok a Magyar Tudomédnyos Akadémia
Atommagkutaté Intézetének lonnyaldb-Alkalmazéasok Laboratériumdban torténtek, az 5 MV-
os Van de Graaff gyorsitéhoz csatolt nukledris mikroszonddn (Rajta és mtsai 1996). A
mintdkban 1év6 elemek karakterisztikus rontgenvonalainak gerjesztéséhez 2 MeV energidju
és 70-100 pA dramd protonnyaldbot haszndltak. A nyaldbot 5x5 pm? teriiletii foltra
fokuszaltdk és a vizsgilt teriileteket (1,25x1,25 mm?) végigpdsztaztak. Minden vizsglt szelet
két, egymadstdl 90°-ra elhelyezkedd részletét vizsgaltdk, a jelolésekkel szemben, az in vivo
IMT méréseknek megfeleld érfalpontokon. A PIXE spektrumokat hagyomédnyos berillium
ablakos, valamint egy ultravékony ablakos Si (Li) detektorral vették fel. Pasztazo
transzmissziés ion-mikroszképiat (STIM) alkalmaztak a mintdk energia-elnyelésének
meghatdrozdsdhoz, mely a mintdn beliili elemek koncentracigjdnak kiszdmitdsahoz
sziikséges. A val6s kalcium elemtérképek elkészitése és az abszolut kalcium koncentracidk
szamitdsa a PIXEKLM programcsomagon (Szab6 és Borbély-Kiss 1993) alapulé True PIXE
imaging programmal (Uzonyi és Szabd 2005) tortént. A PIXEKLM programcsomag (ezen
dolgozat kereteit meghaladd, magasszintli atomfizikai ismereteket igényld részlek leirdsat
mellézve) a szdmos mért adat és fizikai jelenség figyelembe vételével az elemkoncentraciok
szamitasat végzi. A PIXEKLM kimend adatait felhasznidlva a True PIXE program
pixelenként szamitja és dbrdzolja a tényleges koncentracid értékeket, igy késziti el a valds
elemtérképeket (4/a. abra). A statisztikai elemzés sordn az igy kapott nagy felbontdsu

kalcium eloszlasi térképeket (4/a. abra) 16x16 pixel felbontast egyenld részekre osztottuk és
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minden pixelben meghataroztuk a teriiletére esé kalcium tartalmat (4/b. abra). A vizsglt
szakaszokbdl szovettani metszeteket készitettiink, hematoxilin-eozin festés utdn
fénymikroszképpal is attekintettiik. A szOvettani metszeteket, videdszalagrdl az

ultrahangképeket é€s a PIXE mddszerrel késziilt képeket 6sszehasonlitva gy6zddtiink meg a

mérési pontok azonossagarol 2 vizsgalo egyetértésével.

1.25

Catartalom

max

1.25mm

4/a Intnna Adventiia

1.25 mm

Ca tartalom
(ppmy

Bl 15000
Bl 14000
Bl 12000
[ 10000
[ 8000
[ 6000
[ 4000
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 I 2000

Intima Adventitia
4/b

4/a-b. abra
a. Egy arteria carotis communis falrészletének nagy felbontasu kalcium eloszlasi térképe

micro-PIXE médszerrel. A minta mérete 1,25x12,5 mm>.

b. Ugyanazon érfalrészlet 16x16 pixel felbontdsura alakitva a kalcium tartalom pixelenkénti
abrazolasaval. A vizszintes tengely az érfalra merdleges, a fiiggéleges tengely az érfallal
megkdzelitéen parhuzamos elemtérkép-oldalakat jeloli. A pixeleket 1-16-ig szdmoztuk.
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3.2.5. Az eltavolitott erek atherosclerosisanak post mortem vizsgalata

Az eltavolitott nativ ereket a klinikdnkon kidolgozott eljaras szerint (Schulte-Altedorneburg
és mtsai 2001) kipreparaltuk, majd a végeket és a kisebb dgakat lekotottiik, nyomads alatt az
éloben talalhatéhoz hasonlé allapotban szovettani bedgyazé anyaggal (Cryochrome Blue;
Thermo Shandon, Pittsburgh, PA, USA) Iégmentesen feltoltottiik, majd -25 °C —on
lefagyasztottuk (5/a. abra). A fagyasztott ereket a bedgyaz6 anyaggal egyiitt, a bifurcatiotdl,
mint 0 ponttél mért 3mm vastag szeletekre vagtuk (5/b. abra). Erenként atlagosan 5-8
szeletet sikeriilt késziteni. A fagyasztott érszeletek vagasi feliileteit nagy felbontdsu
(3040x2016 pixel), makré optikaval (SIGMA 50mm F2.8 EX Macro; Sigma Corporation,
Tokyo, Japan) felszerelt professziondlis digitdlis fényképezdgéppel (FinePix S1 Pro; Fuji
Photo Film Co. Tokyo, Japan) fotéztuk. Az erek mellé fotézdskor milliméterpapirt
helyeztiink a késébbi kalibralashoz. (6. abra)

5/a.

5/b.

5. abra Kipreparilt, lekotott, szovettani bedgyazd anyaggal feltoltott és beagyazott arteria
carotis villa a. fagyasztas eldtt, b. fagyasztds utdn, 3 mm vastag szeletekre vagva

A képeket planimetrids teriilet- és keriilet-meghatdrozdsnak vetettiik ald, melyhez speciilis,
tudomanyos célra kifejlesztett képanalizalé programot alkalmaztunk (Image-J; Research
Services Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA). A mérés
sordn az aldbbi paramétereket hatdroztuk meg: lumenkeresztmetszet (mm?), érkeresztmetszet
(mm?), lumenkeriilet (mm), érkeriilet (mm), maximalis falvastagsdg (mm), minimadlis
falvastagsdg (mm), illetve tovdbbi 2 helyen mért falvastagsdg (egyenld tdvolsdgra a

maximalis és a minimalis falvastagsig mérések helyeitdl) (6.abra). A méréseket az Osszes
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értékelhetd érszeleten elvégeztiik. Az elzarddott ereket a mérési adatok értelmezhetetlen volta
miatt kizartuk a mérésbol. Tekintettel arra, hogy a mérések nativ, fagyasztott mintdkon
torténtek és a plakkok hatdra szovettani festés hidnydban a legtobb esetben nem volt

biztonsdggal meghatdrozhatd, plakk teriiletet nem mértiink.

6. abra Egy ératmetszet a kalibralé milliméter skalaval.
Az érszeleteken mért primer paramétereket is abrazoltuk.

Az érszeleteken mért primer adatokbdl az aldbbi szdrmaztatott paramétereket szdmitottuk:

1. Atlag falvastagsdg (mm): egy ératmetszeten beliil a 4 falvastagsagmérés 4tlaga
2. Relativ érfalteriilet: (érkeresztmetszet - lumenkeresztmetszet) / érkeresztmetszet

3. Hosszanti érfal-egyenetlenség: egy éren belilli maximalis falvastagsag / egy éren
beliili minimalis falvastagsag

4
4. Keresztmetszeti érfal-egyenetlenség: ZI atlag falvastagsag - falvastagsdg, | /4
i=1

5. Szdmitott dtlag falvastagsdg (mm): érkeriilet / 27 - lumenkeriilet / 27
6. Erfal index: dtlag falvastagsag / (érkeriilet / 27)

7. Atherosclerosis index: relativ érfalteriilet * keresztmetszeti érfal-egyenetlenség *
hosszanti érfal-egyenetlenség

A paraméterek az atheroscleroticus elvaltozasok kiilonbozo jellegzetességeit jellemzik. Az

1.- 6. paraméterek a lokdlis érfal elvaltozdsokat irjdk le egy érszeleten, illetve egy-egy
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érszakasz hosszdn beliil. Az Atherosclerosis indexet olyan paraméterekbdl szarmaztattuk,
melyek mind relativ, mértékegység nélkiili értékek, ezdltal kikiiszobolik a méretbeli
kiilonbségeket, 1igy biztositva a  kiilonbozo  lokalizacioji  és  méreti  erek

0sszehasonlithatosagat.

3.3. Statisztikai elemzés

Az IMT-t, Chlamydia infekciot és carotis atherosclerosist dsszehasonlité vizsgalatban a két,
kategorikus mérés kozotti osszefiiggést kappa teszttel vizsgaltuk. A kategérikus valtozok
folyamatos fiiggd valtozdkra gyakorolt hatdsit non-parametrikus Mann-Whitney teszttel
vizsgéltuk. A folyamatos valtozok kozotti Osszefiiggésekhez Spearman korrelacids tesztet

hasznaltuk.

Az IMT és érfali kalcium tartalom vizsgalatdban a folyamatos véltozok normalitasat Saphiro-
Wilk teszttel ellendriztik. Mivel a valtozék nem voltak normadl eloszlastiak, Spearman

korrelacios és Friedman ANOVA teszteket hasznaltunk.

A kiilonbodzd érteriiletek atherosclerosisdnak patoldgiai Osszehasonlitdsa sordn a szdmitott
paraméterek a Saphiro- Wilk teszt alapjdn itt sem voltak normadl eloszldstak, emiatt a
kiilonbozd érteriiltek paramétereit Spearman teszttel korreldltattuk és a kiilonbségeiket
Friedman ANOVA probdval vizsgaltuk. A kategérikus valtozok (betegek neme, bal kamra
hypertrophia) hatdsdt non-parametrikus Mann-Whitney U teszttel vizsgaltuk. A
rizikéfaktorok és egyéb klinikai adatok befolydsolé hatdsdanak vizsgélatira tobbszoros

linedris regresszid analizist végeztiink.

Minden vizsgalatban a p<0,05 értéket tekintettiik szignifikansnak. A statisztikai elemzéseket

Statistica for Windows 6.1 (StatSoft, Tulsa, OK, USA) programmal végeztiik.
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4. EREDMENYEK

4.1. Az IMT, a Chlamydia infekcié és a carotis atherosclerosis kapcsolatinak
vizsgdlata

Huszonhét férfit és 40 ndt vizsgaltunk. A férfiak szignifikdnsan fiatalabbak voltak, mint a
noék (74 vs. 79 év, p=0,009). A stroke rizik6faktorok gyakorisdgit a betegcsoportban az 1.

tablazat tartalmazza.

1. tablazat Stroke rizikéfaktorok gyakorisaga a vizsgalt betegcsoportban (n=67)

Rizikofaktor Gyakorisdg
Hypertonia 53 (79%)
Diabetes mellitus 28 (42%)
Dohényzas 7 (10%)
Coronariasclerosis 46 (69%)
Symptomds arteria carotis stenosis 16 (24%)

2. tablazat In vivo az arteria carotis communisokban mért IMT, post mortem a harom arteria
carotis 4gban mért dtlag falvastagsag és ezek irregularitds értékei.

Vastagsdg, mm Irregularitds (SD), mm

atlag tartomany atlag tartomany
IMT (in vivo) 0,89 0,51-1,61 0,12 0,06-0,50
Atlag falvastagsdg
(post mortem)
Arteria carotis interna 1,03 0,64-2,28 0,21 0,02-0,49
Arteria carotis externa 0,96 0,58-1,58 0,18 0,09-0,34
Arteria carotis communis 1,43 0,93-2,28 0,12 0,05-0,23

Az arteria carotis communisban mért IMT atlagértékek (2. tablazat) a hypertoniaval (0,9 vs.
0,83 mm p=0,024) és az életkorral (Spearman r=0,25, p=0,05) mutattak Osszefiiggést. Az
IMT irregularitdsdnak, {igy az érfal egyenetlenségének jellemzésére betegenként
meghataroztuk az IMT standard deviacigjat (2. tablazat). Ennek értéke az arteria carotis
communisban magasabb volt a hypertonids, mint a normotensiés betegekben (0,13 mm vs.

0,09 mm; p=0,024).
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A Chlamydia pneumoniae infekci6 in vivo diagnézisdhoz a nagy specificitisi, Chlamydia
kiils6 membrédn protein (OMP) ellenes IgG és IgA antitesteket hasznaltuk. Az egyén élete
soran atvészelt fertdzést jelz6 IgG a vizsgaltak 73%-dban, 43 betegben volt pozitiv. A
kozelmiltbeli vagy jelenleg is zajlé fert6zésre utalé IgA antitesteket 29 esetben (49%)
tudtunk kimutatni. Az IgA pozitiv betegekben a CRP nem szignifikdnsan, kissé magasabb
volt, mint az IgA negativ betegekben (57,0 vs. 37,5 mg/l, p=0,43). Az IgG pozitiv és IgG
negativ betegekben mért IMT értékek nem kiilonboztek egymastol (0,91 vs. 0,9 mm, p=0,86),
ahogyan az IgA pozitiv és IgA negativ egyének értékei sem mutattak szignifikdns
kiilonbséget (0,88 vs. 0,9 mm, p=0,53). Hasonl6an, az IMT irregularitdsa nem korreldlt sem
az IgG, sem az IgA antitestek jelenlétével. Fentiek alapjan tehat a Chlamydia pneumoniae
infekci6 szisztémds markerei nem mutattak Osszefiiggést az arteria carotis communisok
atherosclerosisdnak in vivo markereivel.

A carotisok atherosclerosisit €s Chlamydia pneumoniae fert6zottségét post mortem 40
elhunyt betegben vizsgiltuk. A hdrom arteria carotis 4gban meghatérozott Atlag falvastagsdg
és az in vivo mért arteria carotis communis IMT értékek kozotti korrelacids koefficienseket
és szignifikancia szinteket a 3. tablazatban foglaltuk 6ssze. Az arteria carotis communisban
mért IMT szignifikdnsan korreldl az arteria carotis communis és az arteria carotis externa
falvastagsdgdval, mig az arteria carotis interna falvastagsigdval nem. Az IMT és a
falvastagsag irregularitds (SD) értékeinek korrelacié vizsgalatat is elvégeztiik (3. tablazat).

Csak az arteria carotis communis esetében taldltunk gyenge korrelaciot.

3. tablazat A hirom arteria carotis dgban post mortem mért atlag falvastagsag €s az in vivo
mért arteria carotis communis IMT értékek és az irregularitdsok korreldcidja [Spearman
korrelaciés egyiitthatok (r) és szignifikancia szintek (p)]. ACC= arteria carotis communis,
ACI= arteria carotis interna, ACE= arteria carotis externa.

ACC ACI ACE
Atlag falvastagsdg — r=0,51; p=0,002 r=0,34; p=0,052 r=0,58; p<0,001
ACC-IMT
falvastagsag irregularitds — r=0,34; p=0,045 r=0,3; p=0,078 r=0,2; p=0,24
IMT irregularitds

Chlamydia pneumoniae specifikus DNS jelenlétét az oszlas kozelében az arteria carotis
communisban vagy az interndban taldlhat6 jellegzetes, atheroscleroticus plakkokbdl a

vizsgélt 39 betegbdl 21 esetben (54%) sikeriilt igazolni PCR moédszerrel. A DNS jelenléte
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csaknem szignifikdns Osszefiiggést mutatott az IgA jelenlétével (kappa érték: 0,357,
p=0,058). A Chlamydia pneumoniae specifikus DNS jelenléte nem korreldlt szignifikdnsan
sem az IMT-vel (0,93 vs. 0,95 mm, p=0,46), sem a post mortem mért atlagos
érfalvastagsaggal egyik carotis 4g esetében sem (ACC: 1,36 vs. 1,37 mm, p=0,95; ACI: 1,00
vs. 0,97 mm, p=0,74; ACE: 0,93 vs. 0,83 mm, p=0,2). Szintén nem volt szignifikans

Osszefiiggés a Chlamydia DNS kimutathatésdga és az érfalvastagsag irregularitiasa kozott.

4.2. Az érfali kalcium tartalom vizsgdlata

Ebben a vizsgilatban hirom, ischaemids stroke-ban elhunyt beteg kétoldali arteria carotis
communisait vizsgaltuk. In vivo IMT mérés tortént, majd post mortem az érfali kalcium
tartalmat mértilk PIXE modszerrel. A betegek klinikai adatait a 4. tablazatban foglaltuk
Ossze. Az arteria carotis interna stenosis fokdt az European Carotid Surgery Trial (ECST
1991) médszere alapjan hatdroztuk meg. Az ultrahang képeken minden plakk hyperechogen

volt.

4. tablazat A vizsgélt betegek klinikai adatai. HT: hypertonia, DM: diabetes mellitus, KS:
koréabbi stroke, ASO: atherosclerosis obliterans, ISZB: ischaemids szivbetegség, ACI: arteria
carotis interna, ACM: arteria cerebri media, Jo: jobboldal, Bo: baloldal

Elet Ultrahanggal
Beteg Cardiovascularis
-kor  Nem meghatdrozott Koponya CT Haldlok
rizikokaktorok
(év) ACI stenosis (%)
Bal ACM teriileti
HT, DM, K8, Jo: 20%
1 79 Férfi territorialis Tiidéembdlia
ISZB, ASO Bo: 40%
infarktus
Jobb ACM teriileti
Jo: 30% Broncho-
2 100 N6 HT, KS, ISZB territorialis
Bo: 10% pneumonia
infarktus
Jobb ACM teriileti
HT, DM, KS, Jo: 20% Broncho-
3 78 N6 territorialis
1SZB Bo: 30% pneumonia
infarktus

Az érmintak adatai az 5. tablazatban taldlhatok. Erenként két ponton tortént IMT és PIXE
mérés, emiatt 12 mintat kaptunk. A 12 minta elemi kalcium tartalmanak atlaga 6578 + 3806

(atlag + SD) parts per million—nak (ppm = ug/g szdraz sulyra vonatkoztatva) adédott, az IMT
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atlaga 1,0 + 0,37 mm (4tlag + SD) volt. Az egyedi mintdk atlagos 0ssz- kalcium tartalminak
és IMT értékének korrelacid vizsgdlata nem igazolt szignifikdns Osszefiiggést (Spearman r=

0,545; p=0,066).

5. tablazat A vizsgalati mintdk adatai. UH: ultrahang, Ca: kalcium, ppm: parts per million.

Minta | Beteg Oldal UH IMT A mintdk dtlag ~ Fels6 Quartilis -ek  Egyesitett Felso
szonda (mm) Ca tartalma Also Hatdrértéke;  Quartilis,;, -ba esé
pozicio (ppm) (ppm) pixelek szdma (db)

1 1 Bal  Anterior 0,78 4033 4219 37
2 1 Bal  Lateralis 0,833 4327 5494 45
3 1 Jobb  Anterior 0,89 4423 6021 48
4 1 Jobb Lateralis 0,837 2494 2467 5
5 2 Bal  Anterior 0,847 3963 5102 47
6 2 Bal  Lateralis 0,877 4221 5563 49
7 2 Jobb  Anterior 0,783 7750 5987 57
8 2 Jobb Lateralis 0,823 4666 6635 58
9 3 Bal  Anterior 1,015 15550 24053 130
10 3 Bal Lateralis 0,987 9143 12493,5 121
11 3 Jobb  Anterior 1,207 7141 9268,5 82
12 3 Jobb Lateralis 2,127 11230 11771 89

A nagy felbontdsu kalcium eloszlasi térképeket (4/a. abra) 16x16 pixel felbontdsi egyenld
részekre osztottuk a 4/b. abran lithat6 médon. Minden pixelben meghatdroztuk a teriiletére
esé kalcium tartalmat. Minden egyes minta kalcium elemtérképében a pixelek kalcium
tartalmat quartilisekre osztottuk, majd meghataroztuk a Felsé Quartilis Alsé Hatdrértékét; és
ezt hasznaltuk a tovdbbi elemzés soran. A Felsé Quartilis Alsé Hatdrértéke; szignifikans
korrelaciét mutatott az IMT értékekkel (Spearman r= 0,69; p= 0,01).

A 12 minta 0Osszes pixelét (12x16x16) egyesitve meghatiaroztuk az egyesitett
quartiliseket. Az egyes mintdkban a kalcium lerakddas jellemzésére meghataroztuk az
Egyesitett Felsé Quartilis, ;-ba esé pixelek szamat (5. tablazat), mely szintén
szignifikansan korreldlt az azonos érmintdkban mért IMT értékekkel (Spearman r= 0,66; p=
0,02).

Az 1,25x1,25 mm?® méretil elemi kalcium eloszldsi térképek széle a 12-bol 8 esetben volt
megkozelitéen parhuzamos az intima - lumen hatéarfeliilettel. Ebben a 8 mintdban a

pixelekbdl 16 réteget képeztink az intima irdnydbdl az adventitia felé haladva, majd
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meghataroztuk a rétegenkénti atlagos kalcium tartalmat. Ahogy az a 7. abran lithatd, a
rétegek atlag kalcium tartalmét egyenldtlen eloszlastnak taldltuk (Friedman ANOVA, p<
0,0001). Ha figyelembe vessziik, hogy a 8 minta 4tlagos IMT értéke 0,90 + 0,14 mm és a
rétegek vastagsagabol (1,25/16 = 0,078125 mm) szdmitva az 1.-11. rétegek vastagsdga 0,859
mm, beldthatd, hogy az artéridk faldn beliil elsGsorban a tunica medidban rakddott le a
kalcium. Ennek megerdsitésére, a 8 mintara is meghataroztuk az Egyesitett Felsé Quartilis, s
—ba esO pixelek szamat (8. abra). Ez alapjan is megdllapitottuk, hogy az érfal tunica

mediajadnak megfeleld rétegekben a legmagasabb a kalcium tartalom.

Wi 1,25 mm

30000 | Frisdman ANOVA P<0.0001 Atlag [l 25%-75% "1 Min Max

25000 | T -
—

w
S 20000 | =
= T g
= g
] - =
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= 1]
= T =
[-7]

g :
G 10000 |
-1
o

5000 F ! !

. N !
1 2 3 4 5

6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16
Intima feldli oldal Rétegek Adventitia fel6li oldal

7. abra Az érfal rétegek atlagos kalcium tartalma 8 vizsgalt minta esetében. A kalcium
lerak6das elsdsorban a tunica medidnak megfeleld rétegekben jelentos.
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8. abra A 8 minta Egyesitett Felsé Quartilis, s —aba es6 pixeleinek szdma az érfal egyes
rétegeiben.
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4.3. A kiilonbozo érteriiletek atherosclerosisdnak patologiai dsszehasonlitdsa

Az ischaemids sroke -ban elhunyt 40 beteg 489 artéridjdt (kb. 2400 érszelet) vizsgdltuk post
mortem, szam szerint ACI: n=65; ACE: n=73; ACC: n=76; AFS: n=70; APF: n=68; AFF:
n=65; RIA: n=37; ACD: n=35. A betegek stroke rizikét jelentd tarsult betegségeit, a stroke
eredetének TOAST klasszifikacié (Adams és mtsai 1993) szerinti besoroldsat az 6. tablazat

tartalmazza.

6. tablazat A stroke-ban elhunyt 40 beteg stroke riziké betegségei és a stroke TOAST
szerinti besoroldsa szerinti felosztdsa. ISZB: ischaemids szivbetegség, ASO: atherosclerosis
obliterans, TOAST: Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment

. , TOAST TOAST TOAST TOAST
Stroke rizikdfaktorok és P . . , i
tdrsbeteeséoek Nagyér Cardioembolias Ismeretlen Egyéb Osszes
arsoetessese (n=19) (n=19) (n=1) (n=1)
Hypertonia, n (%) 11 (27.5) 16 (40) 1(2,5) 1(2,5) 29(72,5)
Diabetes mellitus, n (%) 7(17,5) 9(22,5) 0 1(2,5) 17 (42,5)
Hypercholesterinaemia, n (%) 3(7,5) 4(10) 0 0 7(17,5)
Dohényzas, n (%) 5(12,5) 1(2,5) 0 0 6(15)
ISZB, n (%) 12 (30) 12 (30) 1(2,5) 0 25(62,5)
ASO, n (%) 5(12,5) 1(2,5) 1(2,5) 1(2,5) 8(20)
Symptomds carotis 11(27,5) 0 0 0 11(27,5)
stenosis, n (%)

Mivel szignifikdns kiilonbséget taldltuk az Atlag falvastagsdg és a Szdmitort dtlag
falvastagsdg kozott, igy a tovabbi elemzések sordn kiilon paraméterekként kezeltiikk Oket.
Spearman paronkénti Gsszehasonlitast végeztink a Szdmitott dtlag falvastagsdg, az Erfal
index és az Atherosclerosis index (5. 6. és 7. paraméterek) esetében. Szignifikdns és
kovetkezetes (mindharom paraméter tekintetében egységesen szignifikans) korrelaciot
talaltunk az ACC és RIA, az ACI és ACE, az ACI és APF, valamint az ACI és az AFF
elvéltozasainak sulyossaga kozott (7. tablazat). Nem volt viszont szignifikdns osszefiiggés az
ACC és az ACI atherosclerosisdnak sulyossidga kozott. A leger6sebb korrelaciokat a harom
femoralis artéria paraméterei kozott talaltuk (AFF-APF-AFS). Az APF és RIA is mindhdrom
paraméterben kovetkezetesen korreldlt, a korabbi megfigyelésekkel 0Osszhangban (7.
tablazat). Az arteria carotis externa mindhdrom érteriiletb0l szarmazéd erekkel

kovetkezetes korrelaciot mutatott, ellentétben az arteria carotis communissal.
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7. tablazat A Szdmitott dtlag falvastagsdg (5. paraméter, 7/a tébézat), az Erfal index (6.
paraméter, 7/b tabazat), s az Atherosclerosis index (7. paraméter, 7/c tablazat) értékek
kiilonbozo érteriiletek kozotti Spearman korreldcids egyiitthatéi (r) és szignifikancia szintjei
(Bonferoni korrekcié nélkiil). Az egyes érteriiletek kozotti kovetkezetesen (mindhiarom
paraméter esetén) szignifikdns korreldcidkat vastaggal szedtiik. (Spearman paronkénti
0sszehasonlitds, szignifikancia szint p< 0,05).

7/a tablazat
Sz. d. faly. ACE ACI ACC AFF AFS APF
RIA 0,349; p=0,034  0261;p=0,112  0,336; p=0,038 0,408; p=0,014 0,436; p=0,006  0,442; p=0,006
ACD 0,254; p=0,153 0,387; p=0,023 0,341; p=0,048 0,474; p=0,007 0,308; p=0,07 0,452; p=0,008
APF 0,408; p=0,011  0,354; p=0,029 0,339; p=0,034 0,573; p=0,0002 0,616; p<0,001
AFS 0,485:p=0,0017  0,195; p=0,232 0,034; p=0,834 0,731; p<0,0001
AFF 0,471; p=0,004 0,381; p=0,021 0,217; p=0,19
ACC 0,492; p=0,001 0,375; p=0,018
ACI 0,392; p=0,015
7/b tablazat
Erfal index ACE ACI ACC AFF AFS APF
RIA 0,444; p=0,006  0,345; p=0,036 0,534, p=0,00065 0,339; p=0,049 0,323; p=0,051 0,409; p=0,013
ACD 0,019; p=0,914 0,097; p=0,57 0,056; p=0,74 0,243; p=0,18 0,225; p=0,19 0,346; p=0,045
APF 0,427; p=0,007  0,371; p=0,021 0,089; p=0,59 0,652; p<0,0001  0,618; p<0,0001
AFS 0,322.; p=0,046 0,026; P=0,87 0,066; p=0,68 0,679; p<0,00001
AFF 0,323; p=0,054  0,39; p=0,018 0,18; p=0,28
ACC 0,522; p=0,0006  0,30; p=0,056
ACI 0,407; p=0,011
7/c tablazat
Athscl. ACE ACI ACC AFF AFS APF
index
RIA 0,384; p=0,017 0,251; p=0,12 0,341; p=0,035 0,233; p=0,18 0,126; p=0,45 0,393; p=0,016
ACD 0,574; p=0,0004 0,276; p=0,11 0,246; p=0,16 0,125; p=0,49 0,23; p=0,19 0,201; p=0,26
APF 0,524;p=0,0006  0,550;p=0,0003 0,265; p=0,1 0,498; p=0,0016  0,606; p=0,00004
AFS 0,276; p=0,08 0,133; p=0,41 0,159; p=0,32 0,558; p=0,0003
AFF 0,531; p=0,0007  0,356; p=0,033  0,314; p=0,058
ACC 0,242; p=0,13 0,173; p=0,29
ACI 0,407; p=0,01
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Az anamnézis €és a boncoldsi adatok alapjan megéllapitott ischaemids szivbetegségben
szenvedd 25 beteg adatait kiilon is elemeztiik, hogy kikiiszoboljiikk a silyos koszordér-
betegség eredményeket torzité hatdsit. Az alcsoport elemzés sordn ugyanazon korrelaciok
bizonyultak szignifikdnsnak, mint a teljes anyagban.

A vascularis rizikéfaktorok (diabetes, hypercholesterinaemia, dohdnyzas, hypertonia)
és az egyéb relevans klinikopatologiai tényezdk (nem, atherosclerosis obliterans, symptomas
carotis stenosis, ISZB, a stroke TOAST besoroldsa) befolydsold hatdsanak vizsgdlatira
tobbszoros linedris regresszié analizist végeztiink. A korrelaciok az ACC-RIA és az ACI-
ACE parok kivételével véltozatlanok maradtak (8. tablazat).

A boncolés sordn diagnosztizalt bal kamra hypertrophia (mely a fontos rizik6faktorok
jelenlétének iddtartaméval fiigg 0ssze) megléte vagy hidnya szerint képzett betegcsoportok
Atherosclerosis indexei kozott nem taldltunk szignifikdns kiillonbséget, mely szintén a

tobbszoros linedris regresszié eredményét tdmasztja ala.

8. tablazat Az Atherosclerosis index paraméterek (7. paraméter) kozotti Pearson korrelacios
egylitthatdk és szignifikancia szintek a tobbszoros linedris reggresszidanalizis utdn

Osszehasonlitds Pearson’s R P
ACE-ACI 0,275 0,184
ACE-RIA 0,458 0,028
ACE-ACD 0,668 0,001
ACE-APF 0,473 0,017
ACI-APF 0,457 0,022
ACI-AFF 0,459 0,028
ACC-RIA 0,364 0,081
APF-RIA 0,513 0,012
APF-AFF 0,667 <0,000
APF-AFS 0,688 <0,000
AFF-AFS 0,468 0,021
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Az atherosclerosis sulyossdga kiilonbozott az egyes érteriiletekben. A Relativ érfalteriilet

erenkénti megoszlasat a 9. tablazatban, mig az Erfal index értékeket a 9. Abran 4brazoltuk.

9. tablazat A Relativ érfalteriilet (2. paraméter) egyes quartiliseibe esé erek szdma

Rel.érf .ter. ACI ACE ACC AFS APF AFF RIA ACD
0,76-0,99 2 0 0 3 6 2 14 11
0,51-0,75 20 28 16 34 31 31 23 2
0,26-0,5 18 12 24 3 3 7 3 7

0-0,25 0 0 0 0 0 0 0 0

0.60 - - - -

m Atlag [ ] Atlag+ SE ] Atlag+ 5D

0.55 —r Friedman ANOVA p=0.00001

0.50 [ R —

[ ]
0.45 . -
- [ |
0.40 S
—_— ]
0.35
= ([= ]

0.30 =1 -

0.25 —

0.20

RIA ACD ACI ACE ACC AFS APF  AFF

9. abra A vizsgalt erek Erfal index (6. paraméter) értékeinek 4tlaga. A magasabb értékek
sulyosabb atheroscleroticus elvaltozast jeleznek. (Friedman ANOVA, p<0.000001).
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5. MEGBESZELES

5.1. Az IMT, a Chlamydia infekcié és a carotis atherosclerosis kapcsolatinak

vizsgdlata

A vizsgélat djdonsdga az 0sszehasonlitd, kliniko-patolégai megkozelités, mely sordn mind az
atherosclerosis, mind a Chlamydia pneumoniae infekcié in vivo és post mortem markereit
hasonlitottuk 6ssze egymadssal. Az atherosclerosis markerei koziil az IMT az atherosclerosis
korai féazisat jellemzi, mely az endothelialis dysfunctio és az atheroscleroticus plakk-
képzodés kozé esik. A mérési technika standardizalasa a 2004-ben létrehozott, majd 2006-
ban feliilvizsgédlt Mannheim Carotid Intima-Media Thickness Consensus-sal jott 1étre, igy az
ezen elvek szerint tortént vizsgalatok 6sszehasonlithatok (Touboul és mtsai 2004, 2007). Az
altalunk post mortem mért atlagos falvastagsig az in vivo mért az IMT-vel jellemzett enyhe
érfal-vastagodast és a makroszkdpos, plakk képzddéssel jard érfali elvaltozasokat is magdba
foglalva jellemzi a vizsgélt erekben jelenlévé atherosclerosis sulyossagat. Az érfalvastagsag
egyenetlensége ezzel szemben véleményiink szerint dontéen a plakkok 4ltal okozott fali

egyenetlenségek mérészdma.

Az in vivo mért IMT és a post mortem mért Atlag falvastagsdg az arteria carotis
communis és az arteria carotis externa esetében jol korreldlt, melyet magyardz a falvastagsig
és az IMT fent emlitett Osszefiiggése. Az IMT és a falvastagsdg irregularitdsa azonban csak
az arteria carotis communis esetében mutatott gyenge korrelacidt, mely a kéttipusi mérés
altal jellemzett elvaltozasok kiilonbozoségét tdmasztja ala.

A klasszikus rizikéfaktorok koziil a hypertonia és az életkor gyakorolt szignifikdns
hatast az IMT-re, mely a kis betegszdm ellenére is validnak tarthat6, mivel egyezik a korabbi
tanulmanyok eredményével (Salonen és mtsai 1990, Simon és mtsai 2002, Pall és mtsai
2003).

A Chlamydia pneumoniae infekcié szisztémds markerei, az IgG és IgA antitestek
kimutatdsiat ELISA rendszerrel végeztiik. A fert6zés szeroldgiai diagnosztikdja a mai napig
nem standardizdlt (Ieven és Hoymans 2005). Az IgG szeropozitivak ardnya az altalunk
vizsgélt betegek kozott (73%) megegyezik a hasonlé koru atlagpopulacié adatdval, mig az
IgA pozitivitds (49%, az I1gG pozitivak 67%-a) a mds tanulmdnyokban leirtnal joval

magasabb. Utébbi alapjin arra kovetkeztethetiink, hogy az akut stroke-betegek kozott nagy

30



ardnyban van jelen Chlamydia pneumoniae fertdzés (Leowattana és mtsai 2000, Bellido-
Casado és mtsai 2006). A Chlamydia pneumoniae jelenléte (IgA pozitivitds) és a szisztémds
gyulladdsos marker CRP kozott nem taldltunk szignifikans Osszefiiggést. Ez is a szisztémads,
acut Chlamydia fert6zés és annak pneumoénidt okozd haléloki szerepe ellen sz6l a vizsgalt
stroke-betegek esetében. Sem az IgG, sem az IgA statusz nem gyakorolt hatast az IMT-re,
ahogyan az IMT irregularitdsa sem korrelalt sem az IgG, sem az IgA antitestek jelenlétével.
Fentiek alapjan tehat a Chlamydia pneumoniae infekcié szisztémdas markerei nem mutattak
Osszefiiggést az arteria carotis communisok atherosclerosisanak in vivo markereivel.

A Chlamydia infekcié lokdlis jelenlétét a legbiztosabb mddszerrel, a Chlamydia
specifikus DNS kimutatdsdval bizonyitottuk a vizsgélt személyek 54%-anak atheroscleroticus
plakkjaiban. Ez a gyakorisdg hasonld az irodalomban leirtakhoz (Janczak és mtsai 2004,
Cochrane és mtsai 2005). Lokdlisan a plakkokban a Chlamydia DNS jelenléte kozel
szignifikdns 0Osszefiiggést mutatott az IgA jelenlétével, de nem mutatott szignifikdns
Osszefiiggést az IgG jelenlétével, mivel az IgG az élet sordn bekovetkezett atfertézOodést
jellemzd, az IgA pedig a jelenleg is aktiv fertdzésre adott szisztémds immunvélaszt mutatd
szeroldgiai marker (Cochrane és mtsai 2005). Vizsgalatunkban a PCR és az IgA eredmények
kozott talalt kozel szignifikdns Osszefiiggés az alkalmazott DNS kimutatdsi mddszer bioldgiai
validit4sat sugallja.

A Chlamydia DNS jelenléte sem az in vivo, sem a post mortem morfoldgiai
markerekkel (IMT €s falvastagsag, ill. falegyenetlenség) nem volt 6sszefiiggésben.

A Chlamydia pneumoniae gyakori korokozé, mely érfali és gyulladdsban résztvevo
sejteket is képes megfertdzni. Egy metaanalizis szerint az okozati Osszefiiggésre nincs
bizonyiték, mivel a kérokozé és az atherosclerosis kozott Osszefiiggést csak keresztmetszeti
és nem kovetéses tanulmanyokban taldltak (Bloemenkamp és mtsai 2003). Az altalunk
végzett keresztmetszeti tanulmdnyban a Chlamydia pneumoniae infekcié szisztémds és
lokélis markereit is nagy ardnyban detektéltuk a vizsgdlt ischaemids stroke-ot szenvedett
betegcsoportban. A nagyardnyd kimutathatésdg ellenére a Chlamydia pneumoniae infekcid
nem korrelalt az atherosclerosis sulyossdgaval. Ezek alapjén vizsgdlatunk sem tdmasztja ald a
feltételezést, miszerint szoros kapcsolat van a Chlamydia infekci6 és az atherosclerosis
folyamata kozott. Ezért a klinikai gyakrolatban az atheroscleroticus betegségben szenveddk
gondozdasa sordn nem javasoljuk a Chlamydia pneumoniae szerologia vizsgélatat, illetve az
antibiotikus kezelést addig, mig egyértelmii tudomanyos eredmények ald nem tdmasztjak a

fertdz€s €s az atherosclerosis kozotti kapcsolatot.
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5.2. Az érfali kalcium tartalom vizsgdlata

Ebben a vizsgdlatban 3 beteg 2 oldali arteria carotis communisainak 12 falrészletében
hasonlitottuk 6ssze az in vivo mért IMT értékeket az érfalban post mortem, PIXE mddszerrel
meghatarozott lokdlis kalcium tartalomal, valamit a kalcium érfalon beliili lokalizaci6jat
vizsgéltuk. Mivel az IMT j6l dokumentdlt cardiovascularis rizik6 marker, megvizsgéltuk,
hogy az érfali kalcifikacié korai stddiumdval Osszefiiggésbe hozhat6-e. Mdsrészt, a kalcium
lerakdodés lokalizdcidja volt vizsgalatunk tirgya, mivel a folyamat korai fazisdban érintett
érfalrétegrol kevés a rendelkezésre allo informécié (Tohno €s Tohno 1998). Tudomdasunk
szerint ez az elsd olyan vizsgdlat, mely az in vivo, ultrahanggal mért IMT-t és post mortem,
PIXE moédszerrel meghatarozott elemi kalcium eloszlasi térképeket hasonlitja Ossze.

Az IMT értékek és az ugyanazon érmintdk atlagos Ossz-kalcium tartalma kozotti
korrelacié csak tendenciat jelzett, de nem volt szignifikans (Spearman r = 0,545, p = 0,066).
A PIXE térképeken lathat6 igen egyenldtlen kalcium eloszlds miatt azt is megvizsgéltuk,
vajon a legkifejezettebb kalcifikaciét mutaté teriiletek kalcium tartalma korreldl-e az IMT-
vel. A 16x16 pixel felbontasura alakitott eloszlasi térképek alapjan szamitott Felsé Quartilis
Also Hatdrértéke,, valamint 12 minta Osszes pixelének adatait tartalmazd Egyesitett Felso
Quartilis,;» —ba es6 pixelek szdma (Spearman r = 0,66; p= 0,02) is szignifikdnsan korrelélt az
azonos érmintdkban mért IMT értékekkel. Egy hasonlé 0sszehasonlitisban Allison és mtsai
(2005) is szignifikdns Osszefiiggést taldltak az arteria carotis communisban mért IMT és az
elektron nyaldb CT-vel mért carotis mészlerakddas kozott. Véleményiik szerint is az IMT jo
jelzdje az atheroscleroticus kalcifikdcidnak.

A kalcium lerakddds érfalon beliili lokalizaciéjat 8 érmintdn vizsgéltuk, melyeket 16
rétegre osztottunk. A rétegek kalcium tartalma szignifikdnsan kiilonbozott egymastol és a
kalcium akkumuléci6 els@sorban a 4. és 11. rétegek kozott jelentkezett, mely az artériafal
tunica medidjanak felel meg. Ezt er0siti meg az Egyesitett Felsé Quartilis,s —ba esO pixelek
szdma is, mely szintén a tunica medidt reprezental6 rétegekben mutat legmagasabb kalcium
tartalmat. Hasonl6 eredményre jutott Tohno és Tohno (1998) a mellkasi aorta vizsgalatanal,
ahol a kalcium lerak6das legkordbban a tunica medidban jelentkezett, az intima érintettsé gét
csak iddsebb életkorban észlelték. Az arteria femoralis esetében nem volt ilyen egyértelmii
kapcsolat a kalcifikacio térbeli és idobeli kapcsolataban.

Az IMT és a post mortem vizsgilatokhoz a mintdk kivdlasztdsa sordn olyan
érszakaszokat vélasztottunk, melyekben nem voltak atheroscleroticus plakkok. A PIXE

képek ennek ellenére jelentds kalcium lerakodast mutattak az érfalakban. A mintavételezési
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helyeken kiviil a vizsgalt erekben csak kisméretii, érdemi sziikiiletet nem okozé plakkokat
taldltunk, melyek mindegyike hyperechogen és homogén volt. A kis mintaszim és az
egységesen kisméretll plakkok miatt az IMT és a plakk morfoldgia, valamint a sziikiilet
sulyossdga kozott nem tudtunk Osszefiiggést kimutatni. Ezen Osszefiiggések vizsgdlatdra
nagyobb elemszamu, prospektiv vizsgalat sziikséges.

Az atherosclerosis folyamatanak kezdeti 1épése, az endothel sériilése, mely utian az
LDL-cholesterol a subendothelialis térbe keriilhet, ezt a macrophagga alakulé monocytdk
felveszik, habos sejteket képezve. A sériilt endothel miatt szabaddd valo subendothelialis
collagen thrombocyta adhézidt, a felszabaduld cytokinek kovetkezményes simaizomsejt
migraciot és proliferaciét indukdlnak. A simaizomsejtek altal termelt kollagénben gazdag
kotészoveti matrix a lipidmaggal egyiitt fibrosus plakkot alakit ki. Az eldrehaladott
stddiumban kalcium foszfat rakddik le a plakkban vagy a megvastagodott érfalban, melynek
legstabilabb formdja a hidroxiapatit. A kalcifikdcié folyamata nem teljesen tisztdzott, de az
eddigi adatok szerint jOl szervezett, szabdlyozott folyamat, mely a csontszovetben zajlo
folyamatokhoz hasonld (Doherty és mtsai 2003, Higgins és mtsai 2005). A nem differencialt
vascularis simaizomsejtek jatszanak benne kozponti szerepet, szdmos faktor hatdsara kalcium
szekretdld sejtekké alakulhatnak, mig mas faktorok gatoljak az ilyen irdnyu differencialodast.
A csontosoddsban is szerepet jatszé faktorok koziil a matrix vezikulumok, BMP-2,
osteopontin, osteocalcin, collagen I, matrix glia protein, csont morfogén protein €s a
sialoprotein szerepe bizonyitott (Demer 1995, Demer és Tintut 1999, Deneke és mtsai 2001,
Parhami és mtsai 2001, Vattikuti és mtsai 2004). Az oxidalt lipidek jelenléte igen fontos az
érfal kalcifikdci6jaban, melyek a csontszovetben gatoljak a csontképzddést, ezzel tijabb
bizonyitékot szolgéltatva a csontanyagcsere és az érelmeszesedés folyamata kozotti szoros
kapcsolatra (Higgins és mtsai 2005). Van olyan sz€élsOséges vélemény is, mely szerint az
érfalban is a csontéhoz hasonld dsvdnyianyag homeostasis miikddik és a kalcium leakddés
pedig az osteoblast és az osteoclast szerli sejtek mikodése kozotti egyensily koros
szabdlyozds miatti megbomldsdra vezethetd vissza (Doherty és mtsai 2002). Vizsgélataink
szerint a kalcium lerakédds mdr joval az ultrahanggal detektdlhaté plaque-képzddés elott
megindul és elsGsorban a tunica medidban kimutathato.

A megvastagodott IMT az érfal tunica medidjdban proliferdlédé simaizomsejtek
kovetkezménye is lehet (Newby és Zaltsman 2000). A simaizomsejtek kalcium szekretld
sejtekké differencidloddsa a tunica medidban kalcifikdciéhoz vezet. Az 4altalunk végzett
keresztmetszeti vizsgdlatban a PIXE mddszer és ultrahang vizsgélat segitségével kimutattuk a

korai kalcium akkumulaciét a carotisok tunica media rétegében. Eredményeink szignifikans
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Osszefliggést igazoltak az arteria carotis communisokban PIXE moédszerrel mért érfali
kalcium tartalom és az azonos érfal részleteken mért IMT kozott. Véleményiink szerint az
altalunk alkalmazott PIXE mddszer alkalmas lehet az atherosclerosis korai stddiumat kutatd
tudomdnyos vizsgélatokban az érfali kalcifikdcié igen preciz, kvantitativ és lokalizacios
kovetésére. Allatkisérletekben az atherosclerosist befolydsolé gydgyszerek (pl. statinok)
hatdsdnak vizsgalatdban tartjuk leginkdbb igéretesnek ezt a fizikai mddszert a bioldgiai
modszerekkel otvozve. A humdn atherosclerosis-kutatdsban inkdbb az in vivo is

alkalmazhatd, non-invaziv vizsgalomddszereknek (pl. elektron-nyaldb CT) van jovoje.

5.3. A kiilonbozo érteriiletek atherosclerosisanak patologiai osszehasonlitdsa

Arteria carotis communis

A teljes érhal6zat atherosclerosisdnak becslésére leggyakrabban az arteria carotis communis
(ACC) atheroscleroticus elvéltozdsait haszndljadk, mivel ez a legkonnyebben vizsgilhat6
felszinhez kozeli nagyartéria (Salonen és Salonen 1991, Wendelhag és mtsai 1993, Adams és
mtsai 1995, Pasterkamp és mtsai 1998). Az ACC-ban mért IMT cardiovascularis
eseményeket prognosztizald értékét is igazoltak (Agewall és mtsai 2001). A Cardiovascular
Health Study-ban kozel 6000 résztvevOn azt taldltdk, hogy a vastagabb ACC- IMT
cardiovascularis eldzmények nélkiili id6sebb egyénekben is magasabb szivinfarktus és stroke
rizikéval tarsul (O’Leary és mtsai 1999). Egy mésik vizsgdlatban (t6bb mint 6400 egyénben)
az IMT és a Framingham risk score korreldlt szignifikdnsan (Touboul és mtsai 2007). Ezen
eredmények és kordbbi tanulmdnyok miatt a carotis communis IMT-t a cardiovascularis
betegségek kiegészitd markerének tekintik (Bots 2006).

Egy francia vizsgélatban neuroldgiai osztilyon elhunyt betegek boncoldsi anyagaban
szoros Osszefiiggést taldltak a coronariasclerosis el6forduldsi gyakorisiga és az arteria
carotisokban, vagy az egyéb, agyat ellatd erekben talalt atherosclerosis silyossdga kozott
(Gongora-Rivera és mtsai 2007). M4s vizsgilatokban a carotis plakkok teriiletét
megbizhatobb coronariabetegség indikatornak talaltak, mint az IMT-t (Spence 2002, Brook
és mtsai 2006, Johnsen és mtsai 2007).

Vizsgalatunkban az arteria carotis communis atheroscleroticus markerei kizdrélag a
bal arteria coronaria RIA dgaval korrelaltak, de a rizikéfaktorokra tortént korrekcid utin ez az

Osszefiiggés sem bizonyult szignifikdnsnak. A kordbbi és a sajit eredmények kozotti
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ellentmondds magyardzhaté az atheroscleroticus elvéltozasok kiilonb6z6 megkozelitésével.
Mig az IMT a korai stddiumu, plakkmentes érfal-elvaltozdsok markere, addig az altalunk
hasznédlt paraméterek az atherosclerosis elérehaladottabb stadiumaban tapasztalhato
sulyosabb elvéltozdsokat irjdk le pontosan mind az arteria carotisok, mind az arteria
coronaridk vonatkozdsdban. Ezért ugy gondoljuk, hogy eredményiink nem ellentmond a
korabbi megfigyeléseknek, hanem kiegésziti azokat az altalunk hasznalt egységes értékelési
mddszer eredményével.

Néhany szerzo Osszefiiggést taldlt az arteria carotis communis falvastagsiga és az alsé
végtagi érbetegség kozott (Allan és mtsai 1997, Pasterkamp és mtsai 1998). Mi nem taldltunk
szignifikans korrelaciot az ACC és az arteria femoralisok paraméterei kozoétt, hasonléan
Pasterkamp-hoz, aki csak gyenge Osszefiiggést észlelt az ACC és mas periférids arteridk
plakk-terheltsége kozott. Espeland (2003) IMT alapd megfigyeléséhez hasonléan mi sem

taldltunk szoros Osszefiiggést az arteria carotis communis és az interna elvaltozdsai kozott.

Arteria carotis interna

Vizsgalatunkban a kordbbi megfigyelésekkel ellentétben nem taldltunk Osszefiiggést az
arteria carotis interna és az arteria coronaridk atheroscleroticus markerei kozott (Lekakis €s
mtsai 2000, Hulthe és mtsai 1997). Szoros 6sszefiiggés volt viszont az ACI és a femoralis
artéridk elvaltozasai kozott, hasonléan mas vizsgalatokhoz (Long és mtsai 1999, Kawarada és

mtsai 2003).

A femoralis artéridk

A coronaria és femoralis artéridk kozotti korrelacidok figyelemre méltdk, kiilondsen, ha
elemezziik a valtozé eredményii korabbi vizsgilatokat (Hulthe és mtsai 1997, Khoury és
mtsai 1997, Megnien és mtsai 1998, Lekakis és mtsai 2000, Cerne és Krajnec 2002, Pasierski
és mtsai 2004, Kafetzakis és mtsai 2005). Hulthe (1997) nem talalt szignifikdns 0sszefiiggést
az arteria femoralis f6torzs (AFF) IMT-je vagy plakkjai és az arteria coronaridk stenosisa
kozott. Lekakis (2005) viszont szignifikdns Osszefiiggést taldlt az AFF- IMT és a coronaria
betegség rizikdja kozott. Egy harmadik vizsgdlatban az arteria femoralis IMT volt az
egyetlen fliggetlen paraméter, mely a coronariasclerosist jellemz6 Gensini score-al korreldlt
(Lekakis és mtsai 2000). Megnien (1998) a coronaria kalcium tartalom és az arteria
femoralisban talalt plakkok kozott taldlt Osszefiiggést. Mds vizsgdlatokban az arteria

femoralisok plakk- terheltsége és az arteria femoralis IMT a szignifikdns coronaria-betegség
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er6sebb jelzOjének bizonyult, mint az arteria carotis communisokban mért hasonld
paraméterek (Khoury és mtsai 1997, Pasierski és mtsai 2004). Sajnos ezek a vizsgalatok csak
az arteria femoralis fotorzseket hasznaltak fel az Osszehasonlitisokhoz. A mi adataink
egyértelmii korreldciot mutattak az arteria femoralisok és a coronaridk kozott, kiilondsen az
arteria profunda femoris (APF) vonatkozdsdban. A sajat és a kordbbi vizsgalatok kozotti
kiilonbségek a mérési technikdk és a mért paraméterek kiilonbozoségébol adddhattak. A
legtobb korabbi vizsgalat csak az AFF-ben mért IMT-t hasznalta, mig masok a plakkok
szamat hatdroztdk meg a femoralis arteridkban. Mi 7 paramétert haszniltunk az érfali
elviltozdsok minél pontosabb leirdsdra, valamint minden vizsgdlt ér esetén az egész
értékelhetd érszakasz adatait vettilk figyelembe, ellentétben az IMT mérés lokilis,
plakkmentes szegmentumdval. Ez a megkozelités az atheroscleroticus elvéltozdsok sokkal

megbizhatobb becslését teszi lehetdvé, mint az IMT mérés.

Regiondlis kiilonbségek

Az atherosclerosis silyossdga szignifikdnsan kiilonbozott az egyes érteriiletekben. Mind a
Relativ érfal teriilet, mind az Erfal index adatok alapjan az atherosclerosis legstilyosabban az
arteria coronaridkat €rintette. Az arteria femoralisok atherosclerosisa enyhébb volt, az arteria
carotisokban taldltuk a legkevésbé sulyos elvdltozdsokat. Az arteria carotis communisban
voltak legenyhébbek, mig a harom carotis koziil az externdban a legsulyosabbak az
elvaltozasok. Az utébbi is aldtdmasztja a Spearman korrelacié sordn kapott Osszefiiggéseket,
mely szerint az arteria carotis externdk atherosclerosisa mindhdrom érteriilet adataival
korrelalt, ellentétben a legtobb korabbi vizsgalatban szerepld arteria carotis communissal.

A harom érteriilet kozotti kiilonbség leginkdbb a haemodinamikai paraméterekre
vezethetd vissza. Geometriai tényezoket (pl. az ACI eredési szoge vagy az erek gorbiiletei)
figyeltek meg az atheroscleroticus elvaltozdsok kialakuldsi helyének és rizikéjanak
hatterében (Smedby 1998, Sitzer és mtsai 2003). A zavart, turbulens dramlast régidk sokkal
fogékonyabbak az atherosclerosis kialakuldsdra, mint a szabdlyos, laminaris &ramlasu
érszakaszok (Smedby és mtsai 1996). A plakk képzdodés legkifejezettebb az alacsony és
oscillalo érfali nyiréerdnek kitett részeken, mely a turbulens dramlassal, ezdltal az arteridk
eldgazdsaival van szoros Osszefiiggésben (Ku és mtsai 1985, Glagov és mtsai 1988, 1992). Ez
magyarazhatja, hogy az arteria carotis externa és az arteria profunda femoris elvaltozdsai
miért jelzik jobban a stilyos coronariasclerosist, mint az arteria carotis communis eltérései.

Az ACE és az APF szamos helyen eldgazik (kovetkezésképpen nagyobb a lehetdség a
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turbulens dramlds kialakuldsdra), ugyanigy, mint az arteria coronaridk, ezzel szemben az

arteria carotis communis esetében ilyen dramldsi zavar kialakuldsara nincs lehetdség.

Vizsgdlatunk korldtai

Az agyi nagyartéridk vizsgalta igen értékes informacidkat adott volna a tanulmanyhoz, de
azok kis mérete, sériillékenysége miatt a feltoltési eljardas nem kivitelezhet6. A vizsgalt
kohortba id0s, ischaemids stroke-ban elhunyt betegeket valogattunk be, emiatt vizsgalatunk

eredményei ezen populacidéra érvényesek.

Osszefoglalva, eredményeink azt igazoljik, hogy az arteria carotis communisban végzett
IMT mérésen tdl, mely a coronariasclerosis sulyossidgdnak gyakran haszndlt indikétora,
egyéb erek elvdltozdsait is vizsgdlni kell a coronariasclerosis és a globdlis atheosclerosis
becslésére. Véleményiink szerint az arteria carotis externa és az arteria femoralisok
(els6sorban az arteria femoralis f6torzs €s az arteria profunda femoris) érzékenyebb markerei
a generalizalt atherosclerosisnak, mint az arteria carotis communis. A napi rutinba iiltetve ez
azt jelenti, hogy a carotisok neuroszonologiai vizsgdlata sordn a sokszor nem is vizsgalt
arteria carotis externa tanulmanyozdsa klinikailag fontos informaciét biztosithat, a
coronariasclerosis és a cardiovascularis morbiditds fontos rizikdmarkerének tekinthetd. Az
arteria carotis externa (és a femoralis artéridk) értékei egy kifejlesztendd pontozoskéla részei

lehetnének (nagyobb betegpopulacié adataira timaszkodva).
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6. OSSZEFOGLALAS

Vizsgélatainkat silyos ischaemids stroke-ban szenvedé betegeken végeztiik. Osszehasonlité
klinikopatoldgiai megkozelitést alkalmaztunk. In vivo a kardiovaszkularis rizik6faktorokat, a
Chlamydia pneumoniae infekcié szeroldgiai markereit és az arteria carotis communisban
ultrahanggal mért intima-media vastagsdgot (IMT) vizsgaltuk. Post mortem az arteria
carotisok plakkjaiban Chlamydia pneumoniae jelenlétét kerestiik, az arteria carotis
communisok faldban a kalcium lerakddas lokalizacidjat és mennyiségét vizsgaltuk, tovabba a
carotis, femoralis és coronaria artéridk egyes szakaszainak atherosclerosis okozta
elvaltozasainak silyossagat elemeztiik €s hasonlitottuk Gssze.

=> Az IMT, a Chlamydia infekcid és a carotis atherosclerosis kapcsolatdnak vizsgdlata sordn
az in vivo mért IMT és a post mortem mért atlag falvastagsag az arteria carotis communis €s
az externa esetében jol korrelalt. A Chlamydia pneumoniae infekcié szisztémas markerei (az
IgG és IgA antitestek) nem mutattak Osszefiiggést az arteria carotis communisok
atherosclerosisanak in vivo markereivel (IMT és irregularitds). Lokalisan a plakkokban a
Chlamydia DNS jelenléte nem mutatott szignifikdns 0sszefiiggést sem az IgA, sem az IgG
jelenlétével. A Chlamydia DNS jelenléte sem az in vivo, sem a post mortem morfoldgiai
markerekkel (IMT és falvastagsdg, ill. egyenetlenség) nem fiiggott Ossze. A gyakori
elofordulds ellenére a Chlamydia pneumoniae infekcié nem korreldlt a carotis
atherosclerosis siilyossdgdval. Ezek alapjdn vizsgdlatunk nem tdmasztja ald a feltételezést,
miszerint szoros kapcsolat lenne a Chlamydia infekcio és az atherosclerosis siulyossdga
kozort.

=> Az IMT és az érfali kalcium tartalom kapcsolatanak vizsgdlata soran mi hasonlitottuk
Ossze elOszor az in vivo, ultrahanggal mért IMT-t a post mortem, PIXE mddszerrel
meghatarozott érfali kalcium elemtérképekkel. Megallapitottuk, hogy a PIXE mddszer
alkalmas nativ érszeleteken kalcium regiondlis eloszldsdnak vizsgalatara. Kimutattuk a korai
kalcium akkumuldciot a carotisok tunica media rétegében és szignifikdns dsszefiiggést
taldltunk az érfali kalcium tartalom és az azonos érfal részleteken mért IMT kozott.

> A kiilonb6z6 érteriiletek atherosclerosisdnak patoldgiai 6sszehasonlitdsa sordn kapott
eredményeink azt igazoljdk, hogy az arteria carotis communisban végzett IMT mérésen tul,
mely a coronariasclerosis gyakran hasznalt indikatora, egyéb -ultrahang szdmara jol
hozzaférhet6- erek elvaltozasait is vizsgdlni kell a coronariasclerosis €s a globadlis
atheosclerosis megbecsléséhez. Véleményiink szerint az arteria carotis externa és az arteria
femoralisok legaldbb olyan érzékeny markerei a generalizdlt atheroslclerosisnak, mint az

arteria carotis communis.
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6. SUMMARY

Our examinations were performed on patients with severe acute ischemic stroke. A
comparative clinico-pathological approach was applied. Cardiovascular risk factor screening,
serological marker analysis of Chlamydia pneumoniae infection, and common carotid artery
intima-media thickness measurements were performed in vivo. The presence of Chlamydia
pneumoniae in the carotid plaques, localisation and quantity of calcium accumulation were
examined post mortem. Further on, the atherosclerotic changes of the carotid, femoral and
coronary arteries were analyzed and compared.

=> In the comparison of IMT, Chlamydia infection and carotid atherosclerosis, good
correlation was found between in vivo common carotid IMT and post mortem measured
average wall thickness data of the common and external carotid arteries. Systemic markers of
Chlamydia pneumoniae infection (IgG and IgA antibodies) did not show correlation with the
in vivo markers of the common carotid artery atherosclerosis (IMT and its irregularity). Local
presence of the Chlamydial DNA correlated neither with presence of IgA nor with that of
IgG antibodies. Further on, presence of Chlamydial DNA was independent of either in vivo
or post mortem morphological markers of atherosclerosis. In spite of a high detectability rate,
Chlamydia pneumoniae infection did not correlate with the severity of atherosclerosis.
Therefore our study does not support the link between Chlamydia infection and
atherosclerosis.

=> In the study comparing arterial wall calcium content and IMT, we were the first to
compare ultrasonographically measured IMT and elementary calcium distributional maps in
post mortem specimens determined by the PIXE method. Early calcium accumulation was
detected in the media layer of the carotid arteries and significant correlation was found
between the calcium content of the arterial wall and IMT measured on the identical arterial
segments.

=>» Results of the study comparing the atherosclerotic burden of the different arterial regions
suggest that besides the IMT measurement of common carotid artery, which is frequently
used as an early indicator of coronary disease, other vessels should also be considered as
indicators of global atherosclerosis. In our opinion, external carotid and femoral arteries are

as or even more sensitive atherosclerosis markers than the common carotid artery.
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8. TARGYSZAVAK

magyarul: Chlamydia pneumoniae, Carotis, Coronaria, Femoralis, Intima-media vastagsag,

kalcifikacid, Részecske indukalt rontgenemisszid, Ischaemads stroke, Atherosclerosis
angolul: Chlamydia pneumoniae, Carotid arteries, Coronary arteries, Femoral arteries,

Intima-media thickness, Calcification, Particle induced X-ray emission, Ischemic stroke,

Atherosclerosis
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9. KOSZONETNYILVANITAS

Koszondm témavezetdmnek Csiba Laszl6 professzor urnak, hogy elinditott a kutatémunka
utjdn. Munkdmat mindig tdmogatta, megteremtette a sziikséges targyi és financidlis
feltételeket, az intézetek kozotti kapcsolatokat. Tapasztalataival segitett dthidalni a felmeriild
nehézségeket.

Hélas vagyok Magyar Madria Tiinde adjunktusndnek, a vizsgilatokban tarsszerzokét végzett
dldozatos munkdjaért, a statisztikai elemzésben, az eredmények értékelésében nydtjtott
segitségéért, melyben sajat tapasztalatai nagyban hozzajarultak a munkék sikeréhez.
Koszonom Koénya Jézsef tanér trnak a Chlamydia pneumoniae-vel kapcsolatos laboratériumi
vizsgélatok elvégzését, preciz kiértékelését, a kozos eredmények kozleményben torténd
osszefoglalasat.

Koszonettel tartozom kedves kollégamnak és barditomnak Kerényi Levente féorvos urnak az
érszeletek paramétereinek igen faradsagos és idegdrld lemérésében végzett Kkitartd
munkdjaért.

Koszonom Bereczki Déniel professzor ur szemléletemet formdlé hasznos tanécsait,
batoritasat.

A tarsintézetekbél Gomba Szabolcs Professzor Urnak, Szollési Zoltin, Martin Andreas
Ritter, Yaeko Ida és Szekeres Csilla orvoskollégiknak, tovabba Szikszai Zita fizikus
kollégandnek tartozom koszonettel.

A vizsgilati terv kidolgozdsdban nydjtott segitségéért és a kiegészitd statisztikai
vizsgélatokért Kardos Ldszl6 orvos- statisztikus kollégdnak mondok eziiton kdszonetet.

A technikai segitséget Borok J6zsefné Ildikonak és Nagy Katalinnak hdldsan k6szonom.

Végiil kdszondm csalddomnak, hogy sokszor nélkiiloztek, ennek ellenére mindig mellettem

alltak és tdmogattak.
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10. FUGGELEK
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