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Arteriogenesis: egy 1) terapids intervencios stratégia
kronikus artériabetegségekben.
Sejtes mechanizmus ¢s kisérletes modellek
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Az arteriogenesis fogalmat csak néhany évvel ezel6tt definidltak. Ez az endogén folyamat, egy természetes kompenzacios
mechanizmus a stenosis vagy artérias okkluzi6 indukalta szoveti hipoperftzi6 ellen, ami a vér mar meglévé kollateralis ar-
teriakba torténd jobb megoszlasat és az erek Gjjaszervez&dését jelenti. A f6bb kronikus artériabetegségeket, mint amilyen
a coronariabetegség, a periférias artériabetegség és a cerebrovascularis betegség, széles korben tanulmanyoztak az angio-
genesis és az arteriogenesis szempontjabol az elmult évtizedben. Az in vivo allatkisérletek és a kollateralis artériak fejlédése
mogott allo sejtes és molekularis mechanizmusok ex v2vo analizise feltarta a keringé monocitak, endothel- és simaizom-sej-
tek alapvets szerepét a kollateralis erek jrastrukturalodasaban. Az adaptiv arteriogenesis a szivben, az agyban ¢és a perifé-
rian kiilénboz6 kemokinekkel és ndvekedési faktorokkal stimulalhato. Ezen anyagok terapias alkalmazasa igéretes eredmé-
nyeket hozott preklinikai allatmodellekben, tgymint javulo kollateralis konduktanciat, kiterjedt neovascularisatiot a
kollateralis-fiiggd szoveti régioban, csokkent infarktustertiletet hemodinamikus stroke-ban ¢s jobb funkcionalis paraméte-
reket miocardialis ischaemiaban. A human vizsgalatok tervezése soran fol kell tenniink a kovetkez6 kérdéseket: mi az opti-
malis alkalmazasi megkozelités, a megfelels dozis, az idGzités és a kovetés idGtartama? Ez az Osszefoglald kozlemény atte-
kintést szeretne adni az arteriogenesis mechanizmusinak f6bb elemeir6l és a spontin ¢és stimulalt kollateralis
artériandvekedésre vonatkozo legfontosabb kisérletes adatokrol.

Kulcsszavak: arteriogenesis, coronariabetegség, periférias artériabetegség, cerebrovascularis betegség, allatmodellek, en-
dothel sejtek, monocitik, névekedési faktorok

Arteriogenesis as a new therapeutic intervention strategy in chronic artery disorders. Cellular mechanism and ex-
perimental models. The term arteriogenesis became clarified only some years ago. This endogenous process is a natural
compensation mechanism against stenosis or arterial occlusion-induced tissue hypoperfusion via improvement of blood
distribution in the pre-existent collateral arteries. The main chronic artery disorders like coronary heart disease, peripheral
artery disease and cerebrovascular disease were extensively studied for angiogenesis and arteriogenesis during the last de-
cade. The #» vivo animal experiments and the ex vivo analysis of the cellular and molecular mechanisms behind collateral
artery development revealed the crucial role of circulating monocytes, endothelial and smooth muscle cells in the remo-
delling of collateral blood vessels. The adaptive arteriogenesis in the heart, brain and periphery can be stimulated by diffe-
rent chemokines and growth factors. The therapeutic application of these substances resulted in promising data in pre-cli-
nical animal models, i.e. improved collateral conductance, extended neo-vascularization in the collateral dependent tissue
regions, decreased infarct area after hemodynamic stroke and better functional parameters in myocardial ischemia. The
questions that have to be addressed during the design of human investigations are the optimal delivery approach, the app-
ropriate dosage, timing and the durability of the follow up. The present review tries to give an overview about the main
points of the mechanism and the most important experimental data concerning spontaneous and stimulated collateral ar-
tery growth, this new and promising therapeutic approach for chronic artery diseases.

Keywords: arteriogenesis, coronary heart disease, peripheral artery disease, cerebrovascular disease, animal models, endo-
thelial cells, monocytes, growth factors
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Roviditések

ACA = arteria cerebri anterior; BCCO = bilaterdlis carotis communis
okkluzio; BMC = csontvel$ eredetii sejt; CHD = coronariabetegség;
COX = ciklo-oxigenaz; CT = komputer tomograf; CVD = cerebrovas-
cularis betegség; ECM = extracellularis matrix; EPC = endothel proge-
nitor sejt; FGF = fibroblaszt névekedési faktor; FSS = folyadék nyiroerd;
GFP = z0ld fluoreszcens fehérje; GM-CSF = granulocita-makrofag-ko-
lonia stimulal6 faktor; ICAM = intercellularis sejtadhézids molekula; IL
= interleukin; LAD = bal anterior deszcendens coronariaartéria; LFA =
limfocitafunkcio-asszocialt antigén; MCA = kozépagyi artéria; MCP =
monocita kemoattraktiv fehérje; MMP = matrix metalloproteinaz; NAP
= neutrofilaktival6 fehérje; NO = nitrogén-monoxid; PAD = periférids
artériabetegség; PBS = foszfat-pufferelt fiziologias sdoldat; PCA = arte-
ria cerebri posterior; PDGF = vérlemezke eredeti névekedési faktor;
(r)CBEF = (régionalis) agyi véraramlas; SMC = simaizomsejt; SSRE = nyi-
roerére valaszold elem; TGF = transzformald novekedési faktor; TNF =
tumor nekroézis faktor; TUNEL = terminalis deoxinukleotidil transzferaz
medialta-2’deoxiuridin, 5’trifoszfat-biotin végjelzés; VCAM = vaszkula-
ris sejtadhéziés molekula; VEGF = vaszkularis endothelidlis novekedési
faktor; 3VO = 3 ér okkluzio

Az erek novekedésének hirom formajat kiilonboztetjiik meg:
vasculogenesist, angiogenesist és arteriogenesist. A vasculoge-
nesis az erek primer plexusinak képzése az angioblaszt altal a
korai ontogenesis soran. Az angiggenesis az endothel sejtek sar-
jadasa, mely Gj kapillaris halozat kialakulisahoz vezet. Az angio-
genesis szerves része szamos folyamatnak, agymint gyulladas,
sebgyogyulas, tumorndvekedés és arterioszklerdzis. Az angio-
genesis hajtoereje az ischaemia és a legfontosabb pro-angiogén
faktor a vascularis endothelialis novekedési faktor (VEGF). Az
arteriogenesis a mar létez6 kollateralis arteriolak transzforma-
cioja nagy vezet6 artériakkd. Ez a folyamat a nagy artériak okk-
lazidja kovetkeztében kialakulé nyomasgradiens fokozodas,
vagyis a novekvé nyiroer6 fiiggvénye [1, 2]. Jelen 6sszefogla-
lonk az arteriogenesisre mint az artérias okklizio altal érintett
szovet perfuziojat javitd vagy visszaallitd érnovekedés legeftek-
tivebb formajara koncentral.

A krénikus artériabetegségek
fobb teriiletei

Az artérias okklizio az arterioszkler6zis-betegség folyamatanak
egyik végs6 jelensége. A coronariakban egy ilyen okkluzi6 angi-
na pectorist, myocardialis infarktust vagy halalt okozhat. Sza-
mos esetet leirtak azonban, ahol az artérias okklizi6 a corona-
riaartériakban a kollateralis keringés altal kompenzalodott, és a
véraramlas a veszélyeztetett myocardialis teriileteken helyreallt
[3,4]. A periférias keringésben az artérias okklizio intermittens
claudicatiot okozhat, és szamos esetben kritikus labischaemia-
hoz vagy a végtag elvesztés¢hez vezethet. A periférids artérias
betegségben (PAD) szenveddk jelents részénél a kollateralis
keringés csaknem teljesen kompenzalni tudja a leromlott szove-
ti perfiziot. Azonban sok beteg marad, akiknél a szimptomas
PAD a természetes kompenzacio, a jarasgyakorlatok és a riziko-
taktorok csokkentése ellenére progredial. Ezekben az esetekben
bypassmiitét vagy perkutan transzluminaris angioplasztika a va-
laszthat6 terapias lehetGség. A cerebrovascularis betegségek

esetében az arterioszklerotikus folyamat gyakran vezet kronikus
agyi hipoperfuzidhoz és egy nagy agyi artéria (legtobbszor a
kozépagyi artéria) okkliziojahoz, vagy egy, vagy mindkét arté-
ria carotis communis stenosisahoz. Jelenleg a stroke kezelésére
alkalmazott terapias beavatkozasok nem elégségesek. A vascula-
tis ,remodelling” stimulacidja, ¢s igy a Circulus Arteriosus Wil-
lisii kollateralis arteridinak méretbeli novelése igéretes terapids
megkozelités az agy csokkent vérellitisanak kompenzaciojara.

Sejtes és molekuldris alapok

Endothel sejtek, monocitak
és simaizomsejtek

Egy nagy artéria elzarddasa utan rendkiviili nyomasgradiens ala-
kul ki, mely néveli a véraramlast a kollateralis arteriolakon ke-
resztiil. A novekv véraramlas direkt modon fokozza a folyadék
nyir6 erejét (ESS = fluid shear stress), azaz a viszkozus nyomast,
melyet az araml6 vér kifejt az arteriolak belsé felszinét boritd
endothel sejtekre (1. abra). A FSS-t az endothel sejtek felszinén
érzékeny strukturak — mint amilyenek az integrinek, tirozin-ki-
naz-receptorok és szamos ioncsatorna — detektaljak. Tovabba az
egész sejt, amikor az FSS deformalja, tovabbitja a jelet, és szen-
zorként mikodik. A sejt a mechanikai jelet metabolikus valtoza-
sokra vagy a szignal-atviteli gépezet valtozasaira — mint példaul
génexpresszio vagy sejtproliferacio — forditja le. Tobb mint 40
génrdl irtak le, hogy nyiroerére vilaszold elemeket (SSRE:
shear stress responsive elements) tartalmaz. A sokszoros gén-
expresszio-indukcio egy gépezetet hoz mikodésbe, ami a ke-
ringd vérsejtek vonzasat és adhéziojat idézi elS. A legtobb |, fel-
regulalt” gén kemoattraktiv vagy aktivalo citokinszerd noveke-
dési faktorok, vagy adhézios molekuliak expressziojaért felelds.
Az endothel sejteken fokozodik a szelektinek, intercellularis ad-
hézios molekulak (ICAM-1 és -2) és vascularis sejtadhézios mo-
lekulak (VCAM-1) expresszidja. Monocita kemoattraktiv pro-
tein-1 (MCP-1) és vascularis endothelialis novekedési faktor
(VEGEF)-szer( faktorok szabadulnak fel, hogy a monocitikon
integrinexpressziot valtsanak ki. A monocitak és az endothel
sejtek kozti kolesonhatasért f6ként két integrin felel6s: a Mac-1
és az LFA-1, melyek a B,-integrin-csaladhoz tartoznak. Ezek az
integrinek az endothel sejtek felszinén kolesonhatasba Iépnek a
nekik megfelel6 adhézios molekulakkal, igy elsésorban a fokalis
adhézios komplexbe csoportosult ICAM-1-gyel, ICAM-2-vel
¢és VCAM-1-gyel. A monocitaknak a kollateralis artéria lumina-
ris oldalardl a mélyebb érfalrégiokba torténé migraciojuk soran
barriereken kell atjutniuk, igy a belsé elasztikus laminan, vala-
mint az extarcellulris matrixon (ECM). A monocitak, illetve az
érett makrofigok proteazszeri matrix-metalloproteinizokat
(MMP-2, MMP-9) és uPA-t termelnek. Ezek a proteolitikus
anyagok kinyitjak a barriereket, és nyilasokat képeznek, melyek
altal a monocitak at tudnak hatolni az érfalon [5]. A szabad ext-
racellularis helyek lehet6vé teszik, hogy a simaizomsejtek
(SMC) noveljék mobilitasukat és pozitiv vascularis ujjaszerve-
z6dést (remodelling) okozzanak. A SMC-k migralni tudnak az
intimaba és/vagy i situ osztddnak. Az SMC-k de novo egy
intercellularis jelrendszert fejlesztenek ki, a konnexin-37-et.
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A differencidlodd kollaterilisok noévekedési folyamatiban az
SMC-k, adventiciilis fibroblasztok és az endothel sejtek prolife-
raci6ja dominal. Ezt a folyamatot a parakrin novekedési fakto-
rokat (GM-CSF, TGF-B, PDGF és MCP-1) szekretald monoci-
tak /makrofagok indukaljak. A sejtproliferacio a kis kollateralis
utak nagy vezetd artériakka torténd transzformaciojahoz vezet.

Egyéb sejttipusok részvétele

A n6vekv6 kollaterdlisok falaban nagy szamban talaltak hizosej-
teket. A monocitikhoz hasonléan ezek a sejtek is a vérbdl szar-
maznak, ¢s az érfalat infiltraljak. Valoszindleg a simaizomsejtek
proliferaciojat FGF-2 és TGF- felszabaditasa révén stimulaljak.
A hizosejtek indirekt modon, gyulladasos citokinek (MCP-1 és
a TNF-o) liberalizacioja atjan indukaljak a monocitak kemota-
xisat ¢s makrofagokka torténd differencialodasat. A monocitak
¢letidejét GM-CSF felszabaditasa révén hosszabbitjak meg [5].

Az utdbbi idében szamos tanulmany mutatott ra, hogy a
csontvel6 eredetd Gssejtek (BMC), és az endothel progenitor
sejtek (EPC) nemcsak az embrionalis fejlédés soran, de a fel-
nétt szervezetben is részt vesznek a véredények névekedésé-
ben. Ezek a sejtek a fiziologids ¢és patologias neovascularisatio
helyére vandorolnak, és ott beépiilnek az érfalba [6, 7, 8]. Az
EPC transzplanticié novelte a vérperfuziot és a szervfunkcio

visszatérését myocardialis és periférias ischaemiamodellekben
[9, 10]. Heil és Schaper leirtak, hogy egy egér hatso labanak is-
chaemiamodelljén a zold fluoreszcens-fehérjével (GEP) jelzett
csontvelével torténd transzplanticié utin a GFP szignalok
nem ko-lokalizaltak sem az endothel sejtekkel, sem a sima-
izom-sejtekkel, de a novekv kollateralis artériak kornyezeté-
ben akkumuliciot mutattak [5]. Igy valoszintinek latszik, hogy
a csontvel6 eredetd sejtek inkabb timogatjak a kollateralis no-
vekedést proarteriogén anyagok folszabaditisa révén, mint a
novekvé kollateralisokba torténd beépiiléssel.

Az arteriogenesis kisérletes modelljei

Az arteriogenesis iz vivo modelljei az artérids betegség harom
f6 tipusara koncentralnak: a coronariabetegségre (CHD), a pe-
riféras artériabetegségre (PAD) ¢és a cerebrovascularis beteg-
sé¢gre (CVD).

Coronariabetegség

A novekvé kollateralis arterik els6 részletes vizsgalatait kutyaszi-
ven végezték. Monocitikat talaltak az endotheliumban ¢és a ku-
tyak coronariarendszerében, a szubintimalis térben. A vascularis
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1. dbra

Sejtes torténések az arteriolafalban az arteriogenesis soran. (ESS = folyadék nyirderd, ECM = extracellularis matrix, EC = endo-
thel sejt, MC = simaizomsejt) A magyarazatot lasd a szovegben
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Vena cava cranialis

Jobb coronaria arteria

Bal f6 coronaria arteria

Circumflex arteria

Pulmonaris arteriak

Pneumatikus kacsos

okklader

Bal anterior descendens arteria

2. abra
chaemias periddusok utan

A patkanysziv-coronaria artéridinak sematikus reprezentacioja. Bal: fiziologias kortilmények, jobb: kollateralizacié repetitiv is-

simaizomsejtek a contractilis formabol a proliferativ fenotipussa
valtoztak, és részt vettek a neointima képzésében. JelentSs gyul-
ladasos reakci6 a novekvo erek kornyezetében is megfigyelhetd
volt [11]. A mar meglévé kollateralis erek atmérGjének néveke-
dése kutyakon nagyon jelent6s (20-szoros) volt [12].

Weihrauch és misni, valamint Matsunagn és mtsai repetitiv
coronariaartéria okkluziot alkalmaztak kutyakon, mellyel a my-
ocardialis szovet nem nekrotikus ischaemids karosodasat indu-
kaltak [13, 14]. A bal anterior deszcendens coronariaartériat
(LAD) vascularis ballon mandzsetta okkluderrel szoritottik el.
Az okklaziokat 21 napon keresztil, naponta nyolcszor, kiviil-
6l hoztak létre. A myocardialis interstitialis folyadékot egy int-
ramiocardialis katéteren keresztill gytjtoteék. Azt talaltak,
hogy a repetitiv ischaemias epizodoknak kitett allatokbol szar-
maz6 miocardialis interstitialis folyadék alkalmazasa jelentGs
endothel-sejt- ¢és simaizom-sejt-proliferaciot eredményezett
sejtkulturakban. Kimutattak, hogy a nitrogén-monoxid (NO)
a coronaria kollateralis novekedés egy fontos regulatora, és
hogy a repetitiv ischaemia a VEGF expressziojat indukilja. Az
ischaemias kontroll allatokon a radidaktiv mikroszférakkal mért
kollateralis véraramlas progressziven ndvekedett a 21 napos
megfigyelési id6 soran [13].

Lamping és mtswi egy nemrégiben megjelent kozleményben
leirtak, hogy a bradycardia stimulalja a vascularis novekedést ku-
tydkon részleges coronariaokkluzio6 soran [15]. Ameroid okkld-
dert hasznaltak, és 4 héttel a coronaria artéria okkluzidja utan
mind a vezet6képességet (miokardialis véraramlas/diasztolés
nyomas), mind a sziv vascularis morfometridjat éreékelték.

White és misni részleges coronariaartéria-okkliziot alkal-
maztak sertéssziven, s azt tapasztaltik, hogy a kis, mar meglévo
arterioldk megnagyobbodnak. Az ischaemias tertileten mind a
kapillaris denzitas, mind pedig az arteriolas denzitas névekedé-
se megfigyelhetS volt [16, 17].

A célbdl, hogy meghatirozzak, hogy a VEGE-expresszio
alapvet$ fontossagl nemesak az angiogenesisben, de a coronaria
kollateralisok novekedésében is, Toyotn és mtsai repetitiv LAD
okkluzios modellt fejlesztettek ki patkinyokon [18]. Az okkld-
zidhoz specialis miniat{ir pneumatikus ballon kacsokkludert hasz-
naltak, melyet - hasonldan a kutyakisérletekhez — a lapockak ko-
z0tt vezettek ki [13]. 40 masodperces ischaemias periddusokat
alkalmaztak 2 6ra 20 percen keresztiil, majd 5 6ra 40 perces pihe-
n6id6 kovetkezett. Ezek a 8 oras egységek 10 napon keresztiil

naponta 3-szor kertiltek megismétlésre. A koronaria véraramlas
(radioaktiv mikroszférakkal), a szisztémas hemodinamika (kamrai
kontrakciok, tachycardia, fibrillaci6, arrythmia) és a coronaria
mikrovascularis morfologidja (mikro-CT-vel) keriilt értékelésre.
Az tjraszervez6dott vascularis kollateralis halozat sémas szerke-
zetét a 10 napos ischaemia el6tt és utdn a 2. 4bra mutatja be.

Boodhwani és mtsai a hiperkoleszterinémia hatasat vizsgal-
tak a sziv novekvd kollateralisain. Osszehasonlitottik a myo-
cardialis angiogén valaszt Yucatan minisertésen, melyet normal
tappal vagy magas koleszterin-tartalmu tappal etettek 13 héten
keresztil [19]. A circumflex artériat ameroid okkladerrel zar-
tak el, és 7 héttel késobb a vascularis denzitast (kollateralis kép-
zG6dés), a funkciondlis valaszt és angiogén mediatorok exp-
ressziojat értékelték. Azt talaltak, hogy az ischaemia indukalta
angiogenesis gatlodik a hiperkoleszterinémias sertéseken, és ez
egyiitt jar az endosztatin — egy endogén angiogenesisgatlo —
expresszidjanak novekedésével. Fokozott myocardialis protein-
oxidaciot is demonstraltak a magas koleszterin-diétan tartott
allatokon, s ez arra utal, hogy a reaktiv oxigéngyokoknek sza-
balyozo szerepe van a hiperkoleszterinémias koriilmények ko-
z0tt torténd coronaria kollateralis fejlédésben.

Uj teripias megkozelitésként a myocardialis infarktus kezelé-
sére a csontveld eredeti Gssejteket is tesztelték. Ezek a sejtek részt
vesznek a szoveti helyredllitisban, és sokféle névekedési faktort
szekretalnak, melyek alapvetSk az angiogenesishez és az arterio-
genesishez. Kimutattik, hogy e sejtek kiilonb6z6 fenotipusokka
képesek differencialodni, igy cardiomyocytakka, vascularis endo-
thelsejtekké és simaizomsejtekké. Az autolog csontveldssejtek
ischaemias myocardiumra gyakorolt hatasat sertéssziven transen-
docardialis alkalmazas mellett vizsgaltak [20, 21]. A transzplanta-
ci6 utin mind a kollateralis aramlas, mind a myocardialis funkcio
javult. Azonban a sejtterapia tekintetében szamos megvalaszolat-
lan kérdés maradt. Példaul a biztonsagossagot, az optimalis alkal-
mazasi modot, a dozist, az alkalmazas idézitését és a hemodina-
mikai javulas idStartamat még vizsgalni kell.

Periférids artériabetegség

A kollateralis artériak fejlédését kiterjedten tanulmanyoztak
periféias artérias okkluziés modellekben is. A legelterjedtebb
modszer a femoralis artéria elzarasa, mely kisérleteket elsédle-
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gesen nyulakon alkalmazzik. Ebben a modellben mar 12 6ra-
val az artérids okklazié utin makrofag akkumulaciot figyeltek
meg a novekvo kollateralis erek kornyezetében, és a gyullada-
sos folyamat legkifejezettebbé 3 nap mulva valt [22]. A femo-
ralis kollateralis erek atmér6je 100 pm-r6l 400 pm-re néte 21
nap ¢érlekotés utdn [22]. Ez alatt a 3 hét alatt a kollateralis ve-
zetSképesség megnovekedett, ¢és jol fejlett kollateralis erek val-
tak angiografidsan lathatova [23]. Ezt az atalakulast sémasan a
3. abran mutatjuk be.

Az elmult két év soran szamos munkacsoport hasznilta a
PAD-modellt az arteriogenesis vizsgalatira. Grundmann és
misai bizonyitékot szolgaltattak arra vonatkozodan, hogy a tu-
mor-nekrozis-faktor-o, (TNF-0) két ismert gyulladascsokkent6
anyag (infliximab ¢és etanercept) altal torténd antagonizmusa
gyengiti az adaptiv arteriogenesist [24]. Az atlagos artériadtmé-
16 ¢s az érsimaizomsejt-proliferacio csokkenését immunhiszto-
kémiai analizissel demonstraltak, valamint kimutattak a kollate-
ralis artéridk koriil a leukocyta-akkumulacié redukciojat is.
A kezelt csoportokban megndvekedett a monocyta-apoptozis.

Hoefer és mtsai tesztelték a hipotézist, miszerint az ICAM-
1 alapvet6 fontossagu az adaptiv arteriogenesisben [25]. 7
nappal a femordlis artéria ligacidja utan azt talaltak, hogy a
kollateralis vezetSképesség megemelkedett az MCP-1-gyel
kezelt llatokon. Az arteriogenesis jelentds volt az MCP-1 ke-
zelés utan a posztmortem angiogramokon, de ezt a hatast el-
torolte az ICAM-1 ellenanyaggal torténd egytittadasa. Ezek
az eredmények arra utalnak, hogy az MCP-1 altal kivaltott ar-
teriogenesis mechanizmusaban szerepet jatszik az, hogy az
ICAM-1 sejtadhézios molekulan keresztiil a monocytak az en-
dothel sejtek felszinén lokalizalodnak. Ezt a hipotézist tovabb
vizsgaltik ICAM-1 (-/-) és Mac-1 (-/-) knockout egereken,
melyeken szintén a femoralis artériat zartak el. Egy héttel ké-
s6bb fluoreszcens mikroszférakkal hataroztak meg a perfuzios
aranyt. Mind az ICAM-1 (-/-), mind a Mac-1 (-/-) allatok
esetében jelentGsen csokkent az arteriogenesis. Azonban az
FT4/7 (-/-) szelektin interakcidhidanyos egerek nem mutat-
tak kiilonbséget a kollateralis vezetGképességben a megfelel6
kontrollokhoz viszonyitva. Ezeknek az adatoknak az alapjan
megallapithato, hogy a névekvé kollateralisokban a monocy-
tik endotheliumhoz t6rténé adhézidja, melyet az ICAM-

Internalis csip6 arteria

Femorilis
(comb) artéria  femoralis

(com) artéria

Simaizomsejtek
<§ E ; Endothel sejtek
Mély

1/Mac-1-medial, az arteriogenesis alapvetd 1épése. Ugyanak-
kor ez a folyamat fiiggetlennek latszik a szelektin mechaniz-
mus attol [25].

Egy nemrég megjelent cikkben Hoefer és mtsai a leukocyta
szubpopuldciok arteriogenesisben jatszott szerepét vizsgaltak
[26]. Egyoldali femoralis artériaokkluziot végeztek nyulakon.
Az Aallatokat foszfat pufferelt fiziologias sooldattal (PBS),
MCP-1-gyel, interleukin-8-cal (IL-8), neutrofilaktivald pro-
tein-2-vel (NAP-2) vagy limfotaktinnal kezelték 7 napig oz-
motikus minipumpan keresztil. A vizsgalt citokinek koziil
egyediil az MCP-1 stimulalta az arteriogenesist, melyet kolla-
teralis vezetGképesség-méréssel (fluoreszcens mikrosztérakkal)
és angiografiaval mértek. Az MCP-1 vonzotta a monocytakat
(CD68 pozitiv sejtek) és granulocytikat (CD11b pozitiv, de
CD68 negativ sejtek), mig a limfotaktin és az IL-8 féként a
granulocytakat és limphocytakat vonzott, de ez a két utobbi
nem volt arteriogén. Ez a tanulmany bizonyitotta, hogy a mo-
nocitak — nem pedig a granulocitik vagy T-limphocytik — az
arteriogenesis 6 mediatorai.

A kollateralis artériafejlédés terapias novelése, stimulalasa,
klinikai szempontbdl kiilénésen fontos. Az arteriogenesis sti-
mulaciojanak kiilonb6z6 modjait irtak le a femoralis artéria-
okkluzios modellben. Niels van Royen és mtsai demonstraltak,
hogy az exogén modon alkalmazott transzformalé novekedési
faktor-B, (TGF-pB,) kemoattraktiv a monocytakra és az artéria-
falban 1év6 sejteken proliferaciot indukal, mely a Ki-67 prolife-
racios markerrel festédik 3 nap utan [27]. A kettGs festés Ki-
67-tel és a-simaizom ellenanyaggal kimutatta, hogy a
simaizomsejt-proliferaci6  sokkal nagyobb TGF-B,-kezelés
utan. Az angiogramok szamos tipikusan dugohuzoszeri kolla-
teralis artériat mutattak a novekedésifaktor-kezelést kovetGen.
A kollateralis vezetOképesség hétszeresére novekedett a PBS-
kontrollhoz hasonlitva.

Csoportunk azt vizsgalta, hogy egy masik novekedési fak-
tor, a granulocyta-makrofag kolonia stimulalé faktor (GM-
CSF) — melyrdl ismert, hogy meghosszabbitja a monocytak
életidejét — képes-e tamogatni az arteriogenesist [28]. Ez a hi-
potézis logikusnak latszott, mivel a keringé monocytak a kis
meglév arteriolak pozitiv ujjaszervezésének fontos mediatora-
i. A GM-CSF a klinikai gyakorlatban hematologiai és onkolo-

3. abra

A kollateralis artériak sematikus reprezentacioja nydl hats6 laban a femorilis artéria ligacioja elStt (bal) és utan (jobb)
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giai betegségek kezelésére hasznalatos. A GM-CSF ozmotikus
minipumpabdl torténd, 7 napig tartd folyamatos infuzidja
nyulakon femordlis artériaokkliizié utin novekedést eredmé-
nyezett a posztmortem angiogramokon a kollateralis artériak
szamaban és méretében, valamint megemelte a maximalis vér-
aramlast. Ha az MCP-1-et és a GM-CSE-et szimultan infun-
daltuk, a hatas additiv volt, valamint a GM-CSF arra is képes
volt, hogy megnytjtsa az MCP-1 hatdsanak idéablakat.

Korabban kimutattak, hogy a monocytak adhézioja, aktiva-
cidja és transzmigracioja fontos szerepet jatszik a kollateralis
artériak névekedésében. A monocytak lokalizaljak a kollateralis
novekedés tertiletét és arteriogén kornyezetet teremtenek sza-
mos novekedési faktor szekrécidjan keresztiil. Herold és mtsoi
monocyta-transzplantaciot alkalmaztak nytlon, femoralis arté-
riaokklizios modellen, hogy megvizsgaljak a transzplantalt
nyalmonocytak terapias potencialjat. Ezek a sejtek vagy ex vivo
stimulalva voltak, vagy adenovirussal voltak atalakitva, hogy
GM-CSE-et expresszaljanak [29]. A monocytakat intravénasan
adtak 24 oraval vagy 7 nappal a femoralis artéria ligaciojat ko-
vetGen. 7 nappal az okklizi6 utin meghataroztik a kollateralis
aramlast, és angiografiat végeztek. Az allogén transzplantcio
(azonos faj) az arteriogenesis jelentds el6rehaladasat eredmé-
nyezte, valoszintleg helyi gyulladas indukcidja és recipiens
monocytak toborzasa Gitjan, mig az autolog sejtek (azonos al-
lat) nem voltak képesek novelni a kollateralizaciot. Ha az auto-
log monocytikat atalakitottak, hogy GM-CSF-et mint terapias
transzgént szallitsanak, a kollateralizacio jelent6ssé valt.

Ugyanezt a modszert hasznaltik két vérlemezkegatld anyag
(a nem szelektiv COX-inhibitor aszpirin és a nem kompetitiv
P2Y12 adenozin difoszfat receptor antagonista klopidogrel)
kollateralis névekedésre gyakorolt hatasinak vizsgalatara [30].
Egy héttel a femoralis artéria okkluzioja utin sem az aszpirin,
sem a klopidogrél nem befolyasolta az angiografids megjele-
nést és a kollateralis artériak szamat a nyulak hatso lababan. Az
in vivo sejtmigracié szovettani vizsgalata kimutatta, hogy az
aszpirinkezelés — valoszintleg a gyulladascsokkent hatison
keresztil — jelentGsen csokkenti a fehérvérsejt-migraciot és
proliferaciot (CD68, CD11b és Ki-67 festés), mig a klopido-
grélnak a fiziologids sooldattal kezelt allatokéhoz hasonlo,
semleges hatésa volt.

Ezeknek az eredményeknek az alapjan fontosnak latszik,
hogy tovabbi klinikailag hasznalt kardiovascularis és immun-
rendszert befolyasolo terapias anyagokat is megvizsgaljanak az
arteriogenesisre gyakorolt hatds szempontjabol.

A hiperkoleszterinémia artériandvekedésre (arteriogenesis)
gyakorolt hatasat vizsgaltak Tirizu és mtsai femoralis artéria-
okkluzios modellen, egereken [31]. Az arteriogén valasz id6zi-
tésének késleltetése, de nem a nagysaganak csokkenése volt de-
tektalhaté a hiperkoleszterinémias egereken a torzsben ¢és
életkorban megegyez6 kontrollegerekhez viszonyitva. Ezenki-
vill a hiperkoleszterinémias egerek késleltetett és csokkentett
arteriogén valaszt adtak a novekedésifaktor-terapiara (Ad-
PR39). A késleltetett arteriogenesis korrelalt az F4,/80 + mo-
nonukledris sejtek késleltetett szoveti megjelenésével. A szer-
z8k azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a hiperkoleszterinémia

Mis kozlemények a genetikai faktorok — mint amilyen az
egértorzsek kozti kilonbség — kollateralis novekedést befolya-
solo hatdsardl is beszamoltak femoralis artéria okklizios mo-

dellben.

Cerebrovascularis betegség

Az adaptiv arteriogenesis jelenlétét a hipoperfuizios vagy ischae-
mias patkinyagyban csak néhany évvel ezel6tt kezdték vizsgal-
ni. Szamos extra- ¢és intracranialis kollateralis rendszer, mint
amilyenek a Heubner-féle leptomeningedlis anasztomozisok,
vagy a szemartéria és a Willis-kor anasztomozis utjai (4. abra),
esélyt adnak a vérellatas javitasara lassan progredialé vascularis
okkluzi6 esetén [32]. Bizonyitott, hogy a cerebrovascularis
rendszer hemodinamikai tartaléka inverz modon korrelal az
agyi infarktus sulyossagaval, mely a kollateralis keringés adapta-
ciojanak kovetkezménye. Wei és mitsai leirtak, hogy Wistar-pat-
kanyok kozépagyi artéria (MCA) dgainak ligicidja utan a kolla-
terlis arteriak kitdgulasa figyelheté meg egy kranidlis ablakon
keresztiil az ischaemias sz¢li zona iranyaban fluoreszcens mikro-
angiografiaval. 30 nappal késébb az erek megduplaztik atmérd-
jliket, megnovelték hosszusagukat, ¢és tekervényesebb alakzatot
vettek fel [33]. A fokalis agyi ischaemia e modelljében az ipsila-
teralis agyféltekének egy nagy parieto-temporalis része valik is-
chaemiassd, melyet az MCA lat el vérrel. Ezen a teriileten a hy-
poxia nagyon rovid idén beliil blokkolja a sejtfunkciokat (ener-
giametabolizmus, agyi proteinszintézis), és néhany 6ran vagy
napon beliil apoptosist és nekrotikus sejtpusztulast okoz [34,
35, 36]. Ennck a folyamatnak a kovetkezményeként a vascularis
endothelialis valasz ¢s a monocyta-funkcio az ischamias tertile-
ten gatlodik. Igy a morfologiai és molekuléris arteriogenetikus
valtozasok tanulmanyozasasara ez a modellrendszer nehezen
hasznalhatonak tdnik.

Eppen ezért munkacsoportunk egy 6 allatmodellt fejlesz-
tett ki a kronikus extracranialis okkluzio utani agyi kollateralis
novekedés tanulmanyozasira [37]. Féloldali arteria carotis
communis okkluziot végeztiink vertebralis artériaclzaras kom-
binacidjaval, vagy anélkiil. Ez kb. 50%-os csokkenést eredmé-

— Arteria cerebri anterior
_ Arteria cerebri media
Arteria carotis interna
Arteria comunicans posteior
w / Arteria cerebri posterior

Arteria cerebellaris superior

/> / Arteria basilaris
/ Arteria vertebralis
7N

rontja mind a természetes artcriogcnesist, mind pCdig 1 néve- 4. ibra A/Ti/rlculus arteriosus Willisii sematikus szerkezete rag-
kedésifaktor-terapiara valo valaszado készséget. caoron
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nyezett a lézer-Doppler-aramlasmérével mért azonos oldali
véraramlasban a parietalis kortexben fiiggetleniil a vertebralis
artéridk okkluziojatol. Azonban az id6 elérehaladtival a vér-
aramlas csak a 3 ér lekotése (3VO) esetén (2 arteria vertebralis
¢s 1 arteria carotis communis) maradt az 50%-os szinten, mig
ha a vertebralis artériak nyitva voltak, a véraramlas néhany per-
cen belil visszatért a kontrollszintre. A 3VO morfologiai ki-
menetelét 3 nappal az okklizioé utin értékeltik. A krezil-ibolya
testés, a RhoB-immunhisztokémia ¢s a TUNEL-festés (termi-
nalis deoxinukleotidil transzferaz medialta 2°-deoxiuridin,
5 trifoszfat-biotin végjelzés) nem mutatott ki semmilyen ab-
normalitist az agyszovetben, beleértve a hippocampalis CAl
régi6 nekrozisat. A 3VO tehat megfelelt a nem letalis agyi hi-
poperfuzios modell elvarasainak, s igy hasznalhato az agyi arte-
riogenesis tanulmanyozasasra. A 3VO altal indukalt érnéveke-
dést  komplett vazoparalizist koveté latex perfuzioval
vizsgaltuk. Ez az erek anatomiai méretére vonatkozoan szol-
galtatott informaciot. Az ipsilateralis arteria cerebri posterior
(PCA) kiils6 atmérdje 39%-kal nott 1 héttel, és 72%-kal 3 hét-
tel a 3VO utan. Az arteria cerebri anterior (ACA) szintén meg-
nagyobbodott 28%-kal 3 héttel az okklizi6 utin. Az immun-
hisztokémiai vizsgalatok kimutattidk, hogy a prolifericio és
monocyta akkumulacié ugyancsak megnévekedett az azonos
oldali PCA teriiletén. A 3VO hemodinamikai kévetkezményeit
is teszteltiik a véraramlas valtozdsanak mérésén keresztiil 6%
CO, belélegeztetését kovetGen. Harom héttel a 3VO utdn a
véraramlas-csokkenés részlegesen visszatért mind az elzart,
mind pedig az ellenkez6 oldalon. Ez az eredmény azt mutatja,
hogy az arteriogenesis jelentGsen javitotta a csokkent perfizio-
ju agy hemodinamikai kapacitasat.

Tovabbi vizsgalatainkban a GM-CSF adaptiv arteriogene-
sisre gyakorolt hatasat vizsgaltuk az agyban [38]. A novekedési
taktort 7, illetve 21 napig injektaltuk szubkutan. A kezelés fel-
gyorsitotta a PCA atmérdjének novekedését (39%-rol 72%-ra
nétt 1 hétalatt) (5. abra), és az erek funkcionalis visszatérése is
jelentGsen javult, melyet ez esetben is CO,-reaktivitassal mér-
tink. A CD68 makrofag festés lathatova tette, hogy a GM-
CSEF-fel kezelt allatokon nd az adventitialis makrofagok szama
a fiziologias sooldattal kezelt kontrollokhoz viszonyitva.

Kitro/\/ 3 hét 3VO
——

Sl

5.abra A circulus arteriosus Willisii morfologiajanak megvalto-
zasa 3 ¢ér lekotése (3VO) utan patkanyokon

3VO GM-CSF +3VO

‘|4

‘|4

Normotenzid

Hipotenzio

6.abra A regionalis agyi véraramlas (rCBF) autoradiogramjanak
sematikus bemutatasa coronalis metszeteken a caudatus-
putamen szintjén 7 nappal a 3 érlekotés (3VO) utan
normotenziv ¢és hipotenziv (hemodinamikai stroke) pat-

kanyokon. Sziirke szind a karosodott tertilet

Hogy megtudjuk, van-¢ ennek a valaszreakcionak patofi-
ziologiai relevanciija, a GM-CSF adaptiv arteriogenesisre gya-
korolt hatdsat hemodinamikus stroke modellen is megvizsgal-
tuk [39]. A patkinyokat 3 ér lekotésének vetettiik ala, és egy
héttel késGbb fokalis agyi ischaemiat indukaltunk vérnyomas-
csokkentéssel. Az agyi energiametabolizmust luciferin-luciferaz
reakcion alapul6 biolumineszcens modszerrel mértiik. A régio-
nalis agyi véraramlast iodo['*C] antipirin autoradiografidval
hatiroztuk meg koronalis agyi metszeteken (6. 4bra). 15 per-
ces 20 Hgmme-es hemorrhagias hipotenziot kovetGen az ATP
deplécio jol koriilirt teriileten volt detektalhato az ipsilateralis,
de nem a kontralateralis agyféltekében. A regionalis agyi vér-
aramlas (rCBF) autoradiogrammok is lathatova tették a fokalis
karosodast a hippocampus és az arteria cerebri anterior altal el-
latott kortex kivételével minden tertileten (6. abra). A GM-
CSE-fel kezelt csoportban az ipsilateralis regionalis karosodas
tertilete dramaian kisebb volt, mely arra utal, hogy az érintett
agyféltekében javult a kollateralizacio.

Egy nemrég megjelent kozleményben Choy és mitsai kétol-
dali arteria carotis communis lekotést (BCCO) végeztek, hogy
kronikus agyi hipoperfuziot indukaljanak jsziilott és érett pat-
kanyokon [40]. Azt talaltik, hogy a CBF azonnal lecsokkent a
BCCO utan, ily moédon oligémias agyi perfuzidhoz vezetve. 6
honappal az okkluzi6 utan a CBF a kontrollértékre normaliza-
lodott mind a felndtt, mind az Gjsziilétt allatokon. A szerzék
kanyarulatos basilaris artériat mutattak ki a felnétt patkanyo-
kon a BCCO utan intra- és extracranialis magneses rezonancia
képalkotas ¢és India ink angiografia segitségével. Az ujsziilott
patkanyokon az extracerebralis kollateralisok szama volt t6bb,
mint a felnétt allatokon. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a vascularis adapticiot meghatirozza, hogy az egyed az
inzultus bekovetkezésekor milyen életkoru volt.

Az arteriogenesis terapids indukcioja

Szamos allatkisérlet demonstralta, hogy a rosszul perfundalt
szoveti teriiletek adaptiv vascularisatidja exogén novekedési
taktorokkal ¢s kemokinekkel (egyebek kozott GM-CSE-fel,
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1. tablazat Preklinikai vizsgalatok kiilonbozé kiilsé faktorok arteriogenezisre gyakorolt hatasinak tesztelésére

Faktor/sejt Faj Modell Alkalmazas modja Eredmény Irodalom
GM-CSF nyul HLI lokalis infazio pozitiv Buschmann és mtsai.
MCP-1 (minipumpa) pozitiv 2001 (28)
GM-CSF+MCP-1 pozitiv - additiv
GM-CSF patkany CVD szubkutan pozitiv (Sgcg;]ccloch ¢ misai., 2004
Monocitak vagy nyul HLI intravénas Allogén pozitiv, Herold és mtsai.,
GM-CSF atalakitott Autolog neutralis, 2004 (29)
monocitak GM-CSF-szillitas pozitiv
MCP-1 sertés HLI intraartérias pozitiv Mubhs ¢és mtsai., 2004 (41)
MCP-1 nyul HLI intravénas vagy pozitiv Hoefer és mtsai., 2004 (25)
intraartérias

MCP-1 nyul HLI lokalis infizio pozitiv Hoefer és mtsai,
1L-8 (minipumpa) negativ 2005 (26)
NAPD-2 negativ
Lymphotactin negativ
bFGF SHR HLI intraartérias pozitiv Srivastava és mtsai.,

2003 (42)
bFGF nyul HLI intravénas pozitiv Lebherz és mtsai., 2003 (43)
bFGF+VEGF intramuszkularis pozitiv (nem additiv)
VEGF sertés MI miokardiumba pozitiv Deng és mtsai., 2005 (44)
VEGF nyul HLI intraartérias pozitiv Jiang és mtsai., 2005 (45)
VEGF patkany CVD intavénas pozitiv Zhang és mtsai., 2000 (46)
CD151 patkany HLI intramuszkularis pozitiv Lan és mtsai., 2005 (47)
HSP90 cDNA nyul HLI intravénas infazio pozitiv Pfosser és mtsai., 2005 (48)
PD-ECGF kutya MI miokardiumba pozitiv Li és mtsai., 2005 (49)
NGF egér HLI intramuszkularis pozitiv Salis és mtsai., 2004 (50)
TGEF-bl nyul HLI lokalis infzio pozitiv Van Royen ¢és mtsai.,

(minipumpa)

2002 (27)

MI: miokardialis infarktus, HLI: hats6lab ischaemia, CVD: cerebrovascularis betegség, SHR: spontan hipertenziv patkany, VEGF: vascularis
endothelialis noévekedési faktor, HSP90: hésokk protein 90, MCP-1: monocita kemoattraktiv protein-1, PD-ECGF: platelet-eredetti endothel
sejt novekedési faktor, NGF: idegi novekedési faktor, GM-CSF: granulocita-makrofag kolonia stimulalé faktor, TGF-bl: transzformalo
novekedési faktor béta-1 , IL-8: interleukin-8, NAP-2: neutofil aktival6é protein-2, bFGF: alap fibroblaszt névekedési faktor.

bFGF-fel, VEGEF-fel vagy MCP-1-gyel) fokozhat6d (1. tabli-
zat). A szerzOk tobb kiilonféle szisztémas és lokalis adagolasi
modot leirnak, pl. intravénas, intramuscularis vagy intramyo-
cardialis alkalmazast. Mind az egyszeri dozisu kezelés, mind a
kronikus infizi6 (ozmotikus miniumpan keresztil) hatasosnak
bizonyult killonb6z6 betegségmodellekben. E kezelések tera-
pids potencialjainak analizise altaliban multiparametrikus.
A myocardialis modellben a szivfunkciot balkamrafunkeio- és
EKG-regisztracioval mérik. A morfologiat és a vazoarchitektd-
rat (kapillaris és arteriola-denzitds, -méret) 7 vivo magneses
rezonancia képalkotassal, mikro-CT-vel vagy kiilonb6z6 an-
giografias eljarasokkal teszik lathatova. A coronaria véraramla-
sanak mérése, a myocardialis vagy kollateralis fiiggé és fligget-
len szoveti perfizid és a kollaterdlis vezetSképesség szintén
széles korben hasznalt modszerek, melyek nagyon jellemzd
markereket szolgaltatnak a mar meglévé kollateralis artériak

fejlédésére vonatkozoan. A kollateralis artéridk sejtstruktiiraja-
nak immunhisztokémiaval, i situ hibridizacioval vagy szovet-
tannal torténd ex vivo értékelése, és a molekularis analizis ge-
nomikus vagy proteomikus megkozelitéssel kilonbozé sejtti-
pusok szerepét tarta fel, és lehetévé tette az arteriogenetikus
folyamat hatterében all6 molekularis mechanizmusok tanulma-
nyozasat.

Szamos exogén noévekedési faktor és citokin (VEGF, FGE-
1,2,4; GM-CSF) kertilt klinikai alkalmazasra az arterogenesis
stimulalasara és a klaudikacio, az angina pectoris, vagy az ischa-
emids stroke rizikojanak csokkentésére. A vizsgalatok egy része
negativ eredményt hozott, mig mas esetekben javulast tapasz-
taltak a vascularis kompenzacioban CHD ¢és PAD betegeken.
A sejtalapt klinikai vizsgalatok, melyek periférids vér Ossejtet,
csontvelé Gssejtet vagy progenitor sejtet alkalmaztak, sikere-
sebbek voltak.
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A preklinikai ¢s klinikai vizsgalatok eredményeit figyelembe
véve, a kollateralis artériak novekedésének indukalasa reményt
jelenthet a kronikus artériabetegségekben szenvedok, illetve az
erre veszélyeztetett populacié szamara. A stimulal6 faktorok,
illetve sejtek alkalmazasanak modja, idGtartama ¢és fajtajanak ki-
valasztisa még tovabbi, részletekbe mend vizsgalatokat igé-
nyel.
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