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Az értekezésben az idegen eredetli szakkifejezések irdsmodjat az Orvosi Helyesirasi
Szotar (Akadémiai Kiado, 1992) iranymutatasainak nyoman igyekeztem alkalmazni.
Olyan esetekben, ahol két hasonl6 jelentésti és alaku kifejezésnél eltérd irasmod javasolt
(pl. thrombolysis <> fibrinolizis), a magyar nyelvii szakszovegekben valé elterjedtséget,
legféképpen pedig a kovetkezetesség elvét szem el6tt tartva hasznaltam a fonetikus, ill.

az eredeti irasmodot.



1. BEVEZETES

Az érpalyan beliil 1étrejové vérrogok jelentds szerkezeti diverzitast mutatnak. A
makroszkopikus jellegzetességek alapjan torténd osztalyozas (igy pl. a kérbonctanban
klasszikusnak szamitd fehér és vOros thrombusok kozotti kiillonbségtétel) melldl az
orvostudomanynak egészen a kozelmultig nélkiiloznie kellett a mikro- ¢és
ultrastrukturalis felépitésre, illetve az azokat determinald molekularis tényezdékre
vonatkozo ismereteket. Ugyan régdta tudjuk, hogy a thrombusok Kkialakulasat
alapvetéen befolyasolja a hemodinamikai milieu és a vér altalanos Gsszetétele [1], az
¢lettani alapjelenségek vérrogképzodésre kifejtett hatdsdt a mai napig nem ismerjiik
pontosan, ahogyan nem bizonyult konnyli feladatnak a laboratériumi koérnyezetben
kimutatott Osszefiiggések valos, in vivo relevanciajanak megitélése sem. Masfeldl jol
ismert tény, hogy a thromusok szerkezete nagyban meghatarozza azok viselkedését:
kialakulasuk dinamikéjat csakigy, mint terapias valaszkészségiiket — ilyenforman tehat
a teljes klinikai képet.

A fejlett orszagok™ haldloki statisztikdinak ¢élén 4all6 cardiovascularis
betegségek [2] szinte mindig thrombus képzédésével jarnak. Eddigi kutatéi munkam
soran az artérias thrombusok szerkezetét befolyasold hatasokat vizsgaltam, elsdsorban a
vérrogok enzimatikus feloldasanak aspektusabol, mely terapias modalitas a korlatozott
hatékonysag és a korantsem eclhanyagolhatdé mellékhatasok [3] miatt még bdven
finomitasra szorul. Az acut myocardialis infarctus kezelésében az utobbi idoben a
katéteres beavatkozasok térnyerésével parhuzamosan kiszorultak a kémiai
thrombolysisen alapuld gyodgyszeres eljarasok, mindazonaltal az eszk6zds intervencio
még intézményi Szakellatas tekintetében kielégitd lefedettségii teriileten is csak
korlatozottan, az acut korlefolyas szempontjabol jelentds idOveszteséggel érhetd el. A
gyogyszeres thrombolysis nem csak alternativdja, de kiegészitdje is lehet az eszkdzos
beavatkozdsnak, ha figyelembe vessziikk, hogy az infarctust okozd vérrog
thromboaspiracioval el nem tavolithatd maradvanyai distalis embolizacidé forrasai
lehetnek, valamint hogy a korfolyamat triggereként szamon tartott atheroscleroticus
plaque és az esetlegesen beiiltetésre keriild coronaria-stent egyarant rethrombosis
taptalajaul szolgalhatnak. Még nagyobb sziikség lenne a gyorsan €s biztonsagosan
alkalmazhatd gyogyszeres terapiara a stroke betegek ellatasaban, mivel esetiikkben a

katéter-intervencié csak bizonyos Kkitlintetett esetekben kivitelezhetd, a rutinszeriien



alkalmazott thrombolysis pedig komoly vérzéses szovédményei miatt kizardlag
cerebrovascularis betegségekre szakosodott centrumban végezhetd, ahova a beteg
eljuttatasa csak komoly iddveszteség, azzal parhuzamosan fokozodd neuronalis
karosodas, egyszersmind jelentdsen romld prognosztikus kilatasok aran lehetséges.

A thrombusok alapvetéen két f6 szerkezeti komponensbdl allnak: sejtes
elemekbdl (thrombocytak, vérsejtek) és fibrinhalobol. Az artérids aramlasi koriilmények
kozott dominald von Willebrand faktor-dependens thrombocyta adhézid és aggregacio
proteolyticus gatlasat kutatomunkam kezdetén vizsgaltam; az ezzel kapcsolatos
eredmények képezték alapjat szakdolgozatomnak.

Jelen dolgozatban egyrészt a fibrinhald szerkezetét befolyasolod tényezokkel
foglalkozom, masrészt az artérias thrombosisban szenvedd betegek klinikai paraméterei
¢s a betegekbdl eltavolitott thrombusok ultrastrukturdlis architektirdja kozotti

Osszefiiggésekkel.

1.1. A fibrinhdlo kialakuldsa és feloldoddsa

A koagulécios kaszkad utolsd enzimeként képz6do thrombin proteolyticus aktivitdsa
révén a vizoldékony fibrinogénbdl négy fibrinopeptid levalasa mellett fibrin
monomereket hoz 1étre. A monomerek hossztengelylikkel parhuzamos irdnyban
Osszetapadnak, ilyen mddon hossz fibrin protofibrilek jonnek létre, e protofibrilek
pedig oldaliranyu polimerizacidval eldgaz6 rosthalozatot alakitanak ki. Az igy keletkez6
fibrinhald képezi vazat mind az érsériilés sordn kialakuld fiziologias koagulumnak,
mind az érpalyan beliil patologis koriilmények kozott 1étrejové thrombusnak.

A kialakult fibrinhalo térbeli

kiterjedésének korlatozasa célja- L .y
s ) 1. AKTIVACIO
J illetv érzéscsillapito .
bdl, etve  vérzéscsillapito PLAZMINOGEN PLAZMIN
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funkcigjanak  betoltése  utan - = — -
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szervezet  hatékony  proteo-
Iyticus mechanizmust fejlesztett 1. d@bra: A fibrinolysis folyamaténak sémaja.
Ki. A fibrinolysis folyamatanak sémajat az 1. abra mutatja. Ennek els6 mozzanataként a
vérben aktiv enzimként keringd, de kofaktor (pl. fibrin) hidnyaban gyenge hatasfokt
tPA a fibrinmolekuldhoz jellegzetes fehérjedoménje (kringle) segitségével kikotddve

hasitja és aktivalja az ugyanolyan mechanizmussal kihorgonyzott plazminogént. A



felaktivalt plazmin azutdn a protofibrilek hasitdsaval bontja a fibrinhal6t, szolubilis

degradacios termékeket bocsatva ezzel a keringésbe.

1.2. A fibrinszerkezet hatdsa a lysis folyamatdra

A fibrin enzimes feloldasanak dinamikajat és hatékonysagat egyarant befolyasoljak az
enzimaktivacid koriilményei €s a feloldani kivant vérrdg fizikai felépitése. Mig az
enzimatikus lysis fizioldgias koriilmények kozott a thrombus belseje fel6l megy végbe,
addig a terapias céllal beadott plazminogén aktivator (tobbnyire tPA ¢és annak
modositott valtozatai) el6szor annak felszinén fejti ki hatasat és a ,,lysisfront” csak
lassan éri el a thrombus mélyebben fekvo részeit. Mikroszkopikus szinten azonban a
hasitas mindkét esetben azonosan zajlik. Korabban feltételezték, hogy a plazminogén
aktivatorok milkodése nyoméan Iétrejové plazmin a szélak felszinét kikezdve
fokozatosan vékonyitja el azokat, mig végiil folytonossaguk megszakad.
Elektronmikroszkopos és konfokalis mikroszkopos felvételeken ugyanakkor a felszinen
zajlo  lysis kornyezetében nem vékonyabb, hanem vastagabb rostok és
kovetkezményesen kialakulé nagyobb poérusok figyelheték meg. E vastagabb szalak
legvaldszintibb kialakuldsi mechanizmusa a szomszédos, mar elhasitott rostok lateralis
iranyt Osszecsapzodasa [4,5,6]. Tovabbi meglepetésként szolgalt, hogy a vékony szalu,
nagy roststriségii fibrin teljes feloldodasa elhtizodobb, a lysisfront haladasa pedig
lassabb, mint a vastag szalu, lazabb szerkezet(i fibrin esetében, ugyanakkor egyetlen
fibrinszalat vizsgalva a vékony szalak lysise gyorsabb, mint a vastagaké [7,8]. A
jelenség kézenfekvd magyardzata, hogy a vékonyabb szalakbol 4ll6 halozat
Osszességében tobb szalat tartalmaz, ezért bar az individudlis szalak hasitasa gyorsabb, a
teljes lysis tobb 1d6t vesz igénybe. Fentiek alapjan a folyamat ugy képzelhetd el, hogy a
fibrinrostok lysise nem fokozatos vékonyodas, hanem hossztengelylikre merdleges
iranyu hasitas formdjaban valosul meg, melynek sordn a plazmin lateralis iranyban
vandorol a fibrin protofibrilek kozott. Enzimkinetikai vizsgalatok tanusaga szerint ez a
mechanizmus eldny0sebb, mintha az enzim csupan passziv diffuzioval terjedne a
porusokon keresztiil [9,10]. A finomabb fibrinszerkezet tehat ellenallobb a plazmin
hatas irant, ezzel szemben a tPA-dependens plazminképzddéshez jobb aktivacios
felszint szolgaltatva elésegiti azt. Mindamellett megjegyzendd, hogy a tPA koncentracio
emelésével a plazminogén aktivacidban tapasztalt kiilonbségek csokkennek a durva és a

finom fibrinszerkezet kozott [6].



Intravéndsan beadott thrombolyticum esetén a plazminogén aktivator szallitdsa a
vérkeringés feladata. A thrombust elérve az enzim feldasul annak felszinén, de bizonyos
mértékig penetral is abba. Ugyan a thrombus pérusmérete lehetévé teszi a passziv
diffuziot, az igy bejutd fehérje mennyisége elhanyagolhatd, ezért fontos faktor a
thrombus permedcidja, amit a poérosuk méretén kiviil a felszinre hatdé nyomas is
befolyasol. Utobbit in vitro modellekben az alvadékra nehezeddé folyadékoszlop
hidrosztatikai nyomasa [11], in vivo az artérias aramlasi eré szolgaltatja, jelent6sen
felgyorsitva a fibrinre specifikus lysis sebességét [12].

Természetesen a fibrin monomerek egymdashoz képesti szervezddése mellett
azok strukturalis varianciaja is befolyasolhatja a végsé architekturat. igy pl. a fibrinogén
mRNS alternativ splicingjaval 1étrejovd y’fibrinogénbdl képzddd fibrin (1d. még 1.5.
fejezet) ellenallobb, lysise elhtiz6do [13].

1.3. A fibrinszerkezetet befolydsolo molekularis tényezok

A 0,1-5 pm atmér6ji porusokat kozrezard fibrinrostok vastagsaga 100-200 nm kozott
valtozik [14,15], a pontos rostvastagsagot azonban tobb tényezd is befolyasolja. Az
egyik legjelentésebb tényez6 a thrombin koncentracioja [16], amelyben igen nagy
kiilonbségek lehetnek, lévén képzddését és aktivitasat Osszetett mechanizmusok
szabalyozzak. Tiszta in vitro rendszerben, tisztitott fibrinogén és thrombin oldatanak
elegyitésekor a thrombin koncentracio6 10 nM-ig novelésével parhuzamosan a
fibrinrostok vastagsaga 198 nm-ig nd, azonban annak tovabbi ndvelésével a rostatmérd
csokkenni kezd és 40 nM thrombinnal 99 nm koriili értéket mutat [14]. A thrombin
kozvetlen hatasan kiviil indirekt modon is befolyésolja a fibrin struktirat, amennyiben
Osszefliggés mutathatdo ki az aktivalt XlIl-es faktor szintje és a rostdenzitas [17],
valamint az aktivalt XIII-as faktor jelenlét és a fibrinhalo stabilitasa kozott (1d. lejjebb).
Hatassal van a rostok vastagsagara a fibrinogén koncentracioja is, noha ez in vivo sokkal
kisebb ingadozast mutat (5 — 20 uM), mint a thrombin aktivitdsa: magasabb fibrinogén
koncentracio tobb és nagyobb méretii fibrinszalat eredményez [18], hasonloképpen a
fibinogén-fibrin 4talakulds sebességének lassitdsa vastagabb szdlu €s porozusabb
fibrinhalozat kialakulasahoz vezet [14].

Vérplazmaban mérve a két komponens hatasat a végsd rostatmérdre hasonld
Osszefliggések figyelheték meg [19], tehat ezek az €16 szervezetben is relevans

tényezoknek tekinthet6k. Ugyanakkor a vérkeringésben tobb, a fenti alapreakciot



jelentdsen modositd agens is jelen van, amelyek Iényegesen komplexebb
Osszefliggéseket eredményeznek. Ilyen, a tiszta rendszerbdl hianyzo elemek példaul a
fiziologiasan vagy patologiasan képz6dé immunglobulinok [20,21], valamint az
albumin [22]. Ezek a makromolekulak tomeghatasuk révén nagy lokalis
koncentraciovaltozasokat idézhetnek eld, masrészt kivalthatjak a fibrinogén molekuldk
paramétereit. A fibrinogén molekuldk nem csak egymashoz, hanem szamos mas
plazmafehérjéhez is kotddnek [24], ezek koziil a thrombusszerkezet szempontjabdl talan
a legfontosabb a Xlll-as faktor, amely kovalens y-glutamil-e-amino-lizin keresztkotések
kialakitasaval egymashoz kapcsolja a fibrin monomerek y- és a-lancait [25], valamint
hozzajuk koéti a fibrinolysis inhibitoraiként ismert op-plazmin inhibitort [26], thrombin
altal aktivalt fibrinolysis inhibitort (TAFI) [27] és plazminogén aktivator inhibitor 2-t
(PAI-2) [28], ily modon stabilizalva és a lysis irant ellenallobba téve a thrombust.

A fehérjéken kiviil egyéb faktorok is szerepet jatszanak a fibrinrost
vastagsaganak kialakitdsdban. Novekvd s6 koncentracid kevesebb protofibrilbdl allo
fibrinszélak és pordzusabb fibrinhald létrejottének kedvez: a NaCl koncentracio 50-rdl
400 mM-ra novelésével az atlagos szalatmérd 180 nm-rél 39 nm-re csdkken, a halozat
két elagazasi pontja kozotti atlagos tavolsag pedig 1690 nm-rél 93 nm-re. Egyéb
ionkoncentraciok is befolyasoljak a szerkezetet, pl. ca® jelenlétében vastagabb rostok
keletkeznek és a gél porozitasa fokozodik, a lagos vegyhatast kozeg pedig a finomabb
rostszerkezetnek kedvez [15,29,30].

1.4. A fibrinszerkezetet és -lysist befolydsolo celluldris komponensek

Nemcsak a vér szolubilis komponensei, de sejtes elemek is jelent6s szereppel birnak a
fibrinszerkezet alakitasaban. Fiziologias haematocrit értéknek megfelelé vorosvértest-
szam mellett kétszeres porusméretii fibrinhalo jon létre a sejtmentes koriilmények kozott
mérthez képest [31]. A voOrdsvértestek jelenléte a fibrinszal &tméré jelentds
csokkenésével jar: 40% (v/v) vOrosvértest a rostatmérét 150 nm-rél 92, illetve 96 nm-re
csokkentette, fiiggden attol, hogy az extracellularis fibrinogén koncentraciét allando
értéken tartottak vagy az a sejtek térfoglalo hatasanak kovetkeztében emelkedett. A fenti
aranyban jelenlévd vorosvértestek mind a homogén rendszerben zajlo, mind a felszinre
rétegzett enzimmel inditott fibrinolysist késleltették és gatoltak a tPA indukalta

plazminogén aktivaciot. A tapasztalt hatasok mindegyike antagonizalhaté volt
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eptifibatid hozzdadéasaval, ami megerdsiti, hogy a vorosvértestek a thrombocytakon mar
régota ismert Gpllb/Illa-integrinhez hasonld, azzal azonos gatloszer-érzékenységii
receptor kozvetitésével kapcsolodnak a fibrinogénhez [32].

A vérlemezkék kontraktilis apparatusuk révén a hozzajuk kihorgonyzott
fibrinszalak 0Osszehuizasahoz, ennek megfeleléen az egész thrombus retractiojahoz
vezetnek, mind a mechanikai [33], mind a kémiai (lyticus) [34,35] hatasokkal szemben
ellenallobb, tomorebb szerkezetli vérrogot alakitva ki ezaltal. Ezenkiviil szamos, a
thrombusszerkezetre hatd komponenst bocsatanak ki: pl. vérlemezke-gazdag
vérrdgdkben a miozin és az aktin koncentracioja mikromolaris nagysagrendet is elér. A
miozin szabad formaban a fibrinhez hasonldan a plazmin kofaktora és szubsztratja, azaz
képes megovni az enzimet inhibitoraitdl, a thrombusban azonban kompeticioba 1ép a
fibrinnel a plazmin kotéséért, ezzel gatolja a fibrinolysist [36,37]. Az aktin jelenléte
vékonyabb fibrinszalak, kovetkezésképp a lysis irant ellenallobb fibrihdlo 1étrejottével
tarsul [38]. Szintén a vérlemezkékbdl keriilnek a thrombusba a foszfolipidek [39] és a
szabad zsirsavak [40]. A foszfolipidek hosszabb ideje kialakult arterias vérrogokben a
fibrinnél is nagyobb koncentraciét érhetnek el [41], feliiletaktiv tulajdonsaguk révén
jelentdsen befolyasolhatjak az enzimatikus emésztés folyamatat [42], diffizios barriert
képezhetnek a plazminogén aktivatorok (pl. tPA) szamara és gatolhatjak a plazmin
miikodését is [43]. Mindezeknél fundamentalisabb hatas, hogy a foszfolipid-
asszimetriajat vesztett membran mind vérlemezkéken, mind erythrocytakon [44]
aktivacios felszint szolgéaltat a koagulacidés kaszkad reakcidi, kozvetve tehat a
fibrinképzddés szamara. Thrombocytdk kornyezetében nagyobb mennyiségi,
vékonyabb szalu fibrin talalhatd, amelyért a vérlemezke-felszinen képzddd thrombin
felelds [34,45]. Ez a jelenség a vékony szélu, siirii fibrin fokozott lyticus rezisztenciaja
révén nemcsak a vérrog szerkezeti, de a fibrinolysis kinetikai heterogenitasat is fokozza.
Aktivacidjukat kovetéen a thrombocytak koagulacios faktorokat és inhibitorokat is
szekretalnak, igy nemcsak a fibrinhal6 stabilizalasaban (szdveti faktor, thrombin, XIII-
as faktor), de a plazminogén aktivacio (PAI-1) és a plazmin funkcio (op-plazmin
inhibitor) gatlasaban is aktivan kdzremiikodnek.

A thrombusokban allandéan megtalalhaté cellularis elemek, a vérlemezkék és

vorosvértestek mellett valtozd szamban leukocytak is jelen vannak [46]. Az

cre
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nemcsak passziv résztvevoi a vérrog képzddés folyamatanak, hanem valtozatos
modokon be is kapcsolédnak a thrombus sorsat kiséré bonyolult 6sszjatékba. Maguk a
sejtek szorosan kapcsolodnak fibrinhez és az artérias thrombusok masik f6 strukturalis
proteinjéhez, a von Willebrand-faktorhoz [47]. Képesek e szerkezeti fehérjék [48-
50,111], valamint a Xlll-as faktor [51] extracellularis bontasara, illetve a fibrin kozvetlen
fagocitozisara [52] is, ezenkiviil interakcioba 1épnek a fibrinolysis enzimeivel és azok
inhibitoraival [0sszefoglalva: 53]. A velesziiletett immunitas korabban homaly fedte, de
mostanra kulcsfontossagi elemeként szamon tartott NET-0siS soran a granulocytak
DNS-bdl és hisztonfehérjékbdl allo extracelluléris csapdakat (NET-eket) bocsatanak ki,
amelyek els6dleges, antimikrobialis funkciojuk mellett befolyasoljak a thrombus-
architekturat és a fibrinolysis folyamatat is. DNS és hisztonok jelenlétében vastagabb
fibrinszalakbol (123 nm vs. 84 nm) 4ll6 alvadék keletkezik, amely stabilabb és rigidebb
iIs egyben [54]. A hisztonok hozzdadasa mellett létrehozott thrombus siiriibb (a
fényateresztés-valtozast detektald eljardsok terminusaval élve ’turbidabb’), lysise pedig
elhuizodobb a hisztont nem tartalmazoé kontrollhoz képest [54].

Végezetiil a vér intrinsic komponensein kiviil az d&ramlasi milieu is hatassal van a
fibrinszerkezetre. Bar az ezt érintd kutatdsi eredmények helyenként egymdasnak
ellentmondoéak [55,56], egyesek felvetik, hogy a gyorsabb véraramlas az aramlasi
irannyal parhuzamosan vastagabb fibrinrostokat alakit ki, amelyeket merdleges iranya
vékonyabbak kotnek egymashoz. Az igy kialakuld vérrog magasabb szakitoszilardsagu,

a deformacioval szemben ellenallobb [56].

1.5. Patologias dllapotok osszefiiggése a fibrinszerkezettel

A fibrinszerkezet jellegzetességei és a konkrét patologias allapotok kozotti
Osszefiiggések cellularis €és szubcellularis alapreakcioi altaldban nem ismertek, némely
esetben azonban egyértelmiinek latszik a fent leirt molekuléris determindnsok szerepe a
betegséghez tarsuld szerkezeti sajatossag kialakitasdban. Igy példaul a vér emelkedett
megbetegedésben [57,58], stroke-ban [57], periférias érbetegségben [59], hasi aorta
aneurysmahoz tarsultan [60] és vénas eredetli thrombosisok, pl. pulmondlis embolia
[61] esetén is. Hogy a magas fibrinogén szint oka vagy kovetkezménye-e az emlitett
betegségeknek, maig nem tisztazott. A fibrinogén homocysteinilacigjat figyelték meg

hyperhomocysteinaemiaval jaré allapotokban és az ilyen betegek plazmajabol mind ex
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vivo eldallitott, mind in vivo képz6dé thrombusokat rovidebb, vastagabb rostok és
csokkent permeabilitas jellemzik, a terapias célu folsav bevitel ugyanakkor e hatasokat
antagonizalja [62-64]. Acut myocardialis infarctuson atesett fiatal betegek [65] és
elérehaladott koszoruér betegségben szenvedd idésebbek [66] egyarant rovidebb szalu,
rigidebb fibrinthrombusok kialakitasara hajlamosak ex vivo korilmények kozott
vizsgalva. Utobbi betegcsoportban az emelkedett C-reaktiv protein (CRP) szint, a
lipoprotein(a) jelenléte és a magasabb ¢letkor egyarant vékonyabb szalt, kevésbé
permeabilis, kisebb porusméretii fibrin fenotipussal tarsul és ugyanilyen fibrinszerkezet
kialakitasara hajlamosak a diabeteses betegek is [66]. A dohanyzas, mint a karos
kornyezeti agensek legaltalanosabbika, acut hatassal is bir a fibrinszerkezetre:
cigarettafiist expozici6 utdn vékonyabb szalu, denzebb fibrinhald kialakulédsa figyelhetd
meg ex Vvivo koriilmények kozott [67].

Nem csak maguk a korallapotok, de a terdpidsan alkalmazott vegyiiletek is
befolyasolhatjak a vérrog felépitését. A cardiovascularis betegségek primer és secunder
prevencidjara egyarant alkalmazott aspirin hatdsira a fibrinogén molekuldk
acetilalodnak [68], ezenkiviil jelenlétében nagyobb porusméretii és vastagabb szalu
fibrinhald 1étrejottét figyelték meg in vitro és ex vivo korilmények kozott is [69-71].
Felvetddott tovabba, hogy a kis dozisban (75 mg/nap) adagolt aspirin a
thrombusszerkezet szempontjabol kedvezObb hatasu, mint a nagyobb (>300 mg/nap)
mennyiség bevitelébdl allo terapia [72]. Ugyanakkor aspirinre nem reagalo, a terapias
idészak alatt is acut cardiovascularis eseményen atesd betegek esetében a nem
kezeltekhez hasonlo, rigid, vékony szalt, a fibrinolysis irant ellenallobb ex vivo
thrombusok alakulnak ki [73]. A heparinszarmazékok [74,75], csakugy, mint az Uj
oralis antikoagulans rivaroxaban [76] és dabigatran [77], a lazabb szerkezet(i, nagyobb
porusméretli, permeabilisabb, lysis irant kevésbé ellenallé fibrinthrombusok
képzddésének iranyaban hatnak ¢és hasonld fibrinhdlézatot figyeltek meg a
hyperlipidaemia kezelésében hasznalt statinok és fibratok esetében is [78]. Utobbi
megfigyelés és a csokkent permeabilitdsu thrombusok altal jellemzett szivérrendszeri
betegek nagy tobbségében fellelhetd hypercholesterinaemia felveti a koleszterin
kozvetett szerepét a fibrin struktara alakitasaban.

Szamos adat szol a thrombusszerkezet genetikai determinaltsagardl és

heritabilitasarol. Koszortér betegségben [79], periférids artérids betegségben [80] és
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vénas thromboembolidban [81] szenvedOk kozvetlen rokonai a betegekhez hasonld
vékony szalu, csokkent permeabilitdsi thrombusok kialakitdsara hajlamosak. Utobbi
megfigyelések pontos genctikai oka nem ismert, de elképzelheté, hogy a magasabb
koleszterin szint felelds kozvetleniil a betegek és hozzatartozoik kozott tapasztalhatod
thrombusszerkezeti hasonlosagért [80]. Egypetéjii ikreken végzet vizsgalatok a
fibrinszerkezet 40-45%-0s 6rokolhetéségét mutattak [82]. A fibrin halo felépitésének
kiilonbozdségét tobb génpolimorfizmussal is Osszefiiggésbe hoztak, az irodalomban
gyakran emlitettek ezek koziil a fibrinogén Aa- ¢és Bp-lancanak, illetve a XIII-as
faktornak egy nukleotidot érintd polimorfizmusai (SNP) [83-91]. Az SNP-ken kiviil a
plazmaban keringé fibrinogén kb. 8-15%-ban a vy-linc mRNS-ének alternativ
splicingjaval 1étrejové y’-lancot hordoz [92], amely addicionalis XIII-as faktor és
thrombin kotohelyekekel bir [93,94] és amely vékony szala, ellenalobb fibrinhald
kialakulasanak kedvez [95,96].

1.6. A thrombus relativ dsszetételét meghatdrozo tényezik

A thrombus komponenseinek egymashoz viszonyitott aranya nagyfokt kiilonbségeket
mutat vérrog és vérrog kozott. Régota ismert, hogy az artérias rendszerre jellemz6
aramlasi kornyezetben, azaz magas (>500 s™) nyirasi sebesség esetén a von Willebrand
faktor-dependens folyamatok dominalnak [97,98]. Az igy képz6dd thrombusokban a
vérlemezkék a von Willebrand faktor glikoprotein (VWF) segitségével tapadnak ki a
megjelend thrombogén felszinhez (pl. érsériilés vagy plaque-ruptira esetén a kollagén
rostokhoz), az aggregaci6 folyamata soran pedig egymashoz [99]. Az igen gyors
kapcsolodasi sebességgel jellemezhet6 VWF-Gplb-vérlemezke receptor interakcid
lehetové teszi, hogy a thrombocytak emelkedett aramlasi sebesség mellett, pl. Kis
artériakban vagy szilikiilt érlumen esetén is kikotddhessenek a szabadda valt thrombogén
felszinhez [100]. A kotés a gyors kialakulas mellett nagy disszociacios rataval is
jellemezhetd, emiatt irreverzibilis kapcsolat kialakitdsara nem képes. Tehat az adhézio
kezdetén a thrombocytdk bar sokkal lassabban, de tovabbra is allando sebességgel
mozognak az aramlds iranyanak megfelelden, gordiilve az érfali kollagén rostok
mentén. Ezalatt kovetkezik be az aktivacid, amelynek soran az éallando, irreverzibilis
kotés kialakitasara képes Gpllb/llla-integrin teszi teljessé az adhéziot és inditja el az
aggregaciot [101,102]. A vérlemezkék szolubilis adheziv proteineket kotnek meg,

elsésorban fibrinogént és VWF-t, amelyek a thrombocytamembranra vald lerakodasuk
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révén ujabb réteg thrombocyta kitapadasat segitik eld [103]. Az igy lerakodott
thrombocytaréteg ugyancsak aktivalodik és ezek az események egészen addig
ismétlodnek, amig a thrombus a) fiziologias szituacioban elég naggya nem valik a
vérzés elallitasdhoz, illetve b) thrombosis esetén ki nem tolti a teljes érlument. 100 s?
alatti nyirassebességnél, azaz vénas aramlasi koriilmények kozott a fibrinogén képez
hidat a Gpllb/llla-integrinek kozott és kapcsolja 6ssze a thrombocytakat [104], magas
nyirassebességnél (pl. az arteriolak teriiletén) viszont a fibrinogén egyediil nem képes
Osszetartani a thrombocytadugot, stabil thrombus csak VWF jelenlétében jon 1étre [105],
igy tehat a thrombusok jelentds szerkezeti komponense a VWF is. Ezek miatt a vVWF
fehérje enzimatikus bontdsa kézenfekvd eszkoz lenne a thrombolyticus terapidban. A
VWEF proteolysisére a néhany évvel ezelott megismert és leirt ADAMTS-13 mellett
egy¢b proteazok, pl. a klasszikusan fibrinolyticus plazmin, illetve a fehérvérsejt eredetli
elasztaz is képesek az aramlasi szituaciotol és az uralkodd nyirderdktdl fiiggd modon
[1].

Az artérids koriilmények kozott keletkezd thrombus tehat 4ltalaban tobb
vérlemezkét és relative kevesebb fibrint tartalmaz [106], mint a vénas oldalon
kifejlodok. Ugyanezen a gondolatmeneten haladva, a magasabb nyirasi sebesség
jellemezte arteriolakban [97] vérlemezkében gazdagabb thrombusok 1étrejottét varnank
a nagyobb lumenii veréerekhez képest. Ugyanakkor a nagy nyirasi sebesség jellemezte
artérias rendszeren belill is kiillonbozd szerkezetli thrombusok johetnek 1étre anatdémiai
lokaliz4ci6 szerint, pl. a hasi aorta aneurysmaban kifejlodé thrombus cellularis
komponenseket alig tartalmaz [107], hozza kell azonban tenni, hogy ezek a kisér
elzarodast okozd vérrogokhoz képest joval hosszabb 1d6 alatt alakulnak ki. Talan pont
ez a kitétel ihlette az artérias thrombusszerkezet temporalis aspektusait vizsgalo
tanulméanyokat. ST-elevacids infarctust okozd coronaria thrombusok szerkezetében
példaul jelentds kiilonbség van attdl fliggden, hogy azt a tiinetek fellépte utani 6 6ran
beliil vagy azt kovetden tavolitottak-e el: mig az irodalmi adatok alapjan a friss
thrombusok vérlemezkében gazdagok, a késeiek joforméan kizardlag fibrint és kevés
vordsvértestet tartalmaznak [108,109]. A vér alacsony thrombocyta-tartalma a stabil
vérrdg képzodésének akadalyozasdval haemorrhagias szovOdményekhez vezet,
mindazonaltal a magas vérlemezkeszammal jellemzett esszencialis thrombocytaemia is

gyakran inkabb vérzéses, semmint thromboticus szovédményekkel tarsul [110].
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Mindezek alapjan a szisztémas thrombocytaszam Onmagaban nem, csak egyéb
faktorokkal (pl. haematocrit, 1d. lejjebb) egyiitthatva determinalja a vérrog thrombocyta-
tartalmat.

A vér vorosvértest-tartalma és a vérzési idé kozotti osszefliggés egyértelmii: az
anaemids betegeknél tapasztalhatd megnyult vérzési i1d0 korrigalhatd mosott
haematocrit vérlemezke-kitapadast elésegité hatasaban az aramlas szerepe tiinik
kézenfekvonek: az érlumenben centralisan keringd vordsvértesttomeg a thrombocytakat
az ¢érfal felé nyomva segiti azok interakcidjat az endothel folytonossagi hianyakor
exponalddo thrombogén felszinnel. A sztérikus hatason til a vordsvértestek kémiai titon
is segitik a thrombocytak aktivalodasat: alacsony pOj, savas pH és mechanikai
deformacié hatasara vérlemezke aktivator molekulakat, ATP-t é&s ADP-t bocsatanak ki
[112,113]. Ugyanakkor emlésokon végzett mérések csak lassi (vénds) aramlds esetén
talaltak Osszefliggést a thrombocytak kitapadasi hajlama és a haematocrit kozott: ilyen
aramlasi sebességnél az alacsony haematocrit kedvez a thrombocytak kitapadasanak és
meredekebbé teszi a szisztémas vérlemezkeszdm — vérlemezke depozicio kozotti
Osszefliggést [106].

A vorosvértestek beépiilése a vérlemezkéknél kevésbé specifikus mechanizmus
utjan torténik [114], noha a fibrinogénhez a vérlemezkén megtalalhato Gpllb/Illa
integrinnel rokon, ahhoz hasonld gatloszer-szenzitivitast mutatd receptor segitségével
kotédnek [32,115]. A thrombus vordsvértest-tartalma mind lasst, mind gyors aramlasi

koriilmények kozott egyértelmiien fiigg a haematocrittol [106].

1.7. A TAFI és CPB miikiodése

A plazmin proteolyticus aktivitdsa nyoman a fibrinen ) C-terminalis lizin aminosavak
valnak elérhetévé, amelyek Gjabb tPA, plazminogén és plazmin molekuldkat kotnek
meg. A plazminogén aktivator (tPA) és szubsztratja (plazminogén) a kofaktorhoz
(fibrin) kotodve, egymassal kozvetlen kozelségbe keriilve hatékony, inhibitoroktol
védett aktivacios komplexszeé all Ossze; ilyen modon a fibrinolysis pozitiv feedback
szabalyozasa valosul meg [116]. Ezt az amplifikdciés mechanizmust megakadalyozva
gatolja a fibrinolysist a plazma karboxipeptiddz TAFI, amely bazikus aminosavakat
(lizint és arginint) hasit le a peptidek C-terminalisar6l [117]. A TAFI thrombin-

thrombomodulin komplex altali aktivalasa utdn azonban rendkiviil gyorsan, néhany
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perces féléletidovel elvesziti aktivitasat [118], emiatt kisérletes vizsgalatakor a vele
homolég, szintén bazikus aminosavakra specifikus, de stabilabb karboxipeptidaz B-t
(CPB) hasznaljak [119]. A TAFI élettani szerepe a mai napig nem teljesen tisztazott.
Vérplazmaban mért magas szintjét egyarant osszefliggésbe hoztak fokozott és csokkent
thrombosis rizikoval [120-124], in vitro viselkedése pedig ellentmondasokat mutat: pl.
az-plazmin  inhibitor  jelenlétében a TAFI bizonyos koncentracié  felett
profibrinolyticussa valik, amit nem magyaraz a plazmin inhibitor C-terminalis
lizinjének emésztése [125]. Minthogy a fibrinolysist jelentdsen befolyasolja a fibrin
szerkezete (1d. korabban), adja magat a kérdés, hogy a vérrog kialakuldsanak idején
aktivalodo TAFI-nak van-e a fibrin szerkezetét modulald aktivitasa, ami egyuttal

kihathat a fibrinolysisre is.
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2. CELKITUZESEK

A dolgozat tovabbi részében bemutatott kisérletekben az alabbi kérdésekre keresem a

valaszt.

- Milyen alapvet6 szerkezeti kiilonbségek figyelhetok meg coronaria és periférias
thrombusok k6zott?

- Milyen interakci6 all fenn a thrombus komponensei kozott a végsé thrombus-
architekttra kialakitdsaban?

- A thrombus kialakuldsatol az eltavolitasaig eltelt id6 miként hat a szerkezetére?

- A fibrinolysis/thrombolysis szempontjabdl relevans szerkezeti jellegzetességek
kialakuldasdban milyen tényezdk jatszanak szerepet?

- Altaldban véve milyen Kklinikai determininsai vannak az artérias
thrombusszerkezetnek?

- Alkalmas-e az immunfluoreszcens megjelenités a thrombus 0Osszetételének
kvantitativ elemzésére, helyettesitheti-e a bonyolultabb elektronmikroszkdpos
feldolgozast?

- A TAFI/ CPB miik6dése mi mddon érinti a fibrinhalo felépitését?

- A TAFI/ CPB hatasaiban szerepet jatszik-e az arginin?

- A TAFI / CPB enzimhez kothet6 szerkezeti valtozadsok milyen konzekvencidkat

hordoznak a fibrinolysis szempontjabol?
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3. MODSZEREK

3.1. A fibrinoldas kovetése: turbidimetria

A fibrin kialakulasa soran képz6dé polimerek mérete Osszevetheté a fény
hullamhosszaval, ezért a fibrin alvadékon ateresztett fény szorddds miatt veszit
intenzitdsabol. Az igy kialakul6 intenzitdscsokkenés, a tulajdonképpeni turbiditas
(opalossag) informacidot hordoz a fibrin szerkezetérdl is (ti. ardnyos a szalak
vastagsagaval). A lathat6 fény tartomdnyaba esé 340 nm-es hulldamhosszon mért
intenzitascsokkenéssel nyomon kovethetd a fibrin kialakuldsanak és a mar kialakult
fibrin oldasanak folyamata. Ezen a mddon microplateben nagyszamu parhuzamos mérés
végezhetd, mérhetd tisztitott fibrinogénbdl és vérplazmabol eldallitott alvadék is,
ezenkiviil a moddszer tovabbi elénye, hogy segitségével egyarant modellezhetd az
alvadék belsejében homogénen eloszld enzim 4ltal katalizalt és a felszinre rétegzett
aktiv proteazzal vagy plazminogén aktivatorral inditott fibrinolysis.

A 96 minta mérésére alkalmas microplateben 100 pL végtérfogatban 6 puM
fibrinogént és valtozé koncentracioju arginint illeve karboxipeptidazt tartalmazd 7.4
pH-ji, 10 mM HEPES, 150 mM NaCl 6sszetételti pufferhez 20 nM thrombin adtunk.
Amennyiben a lysist felszini tPA-val inditottuk, a fibrinogénhez elézdleg 1 pM
plazminogént is kevertiink €s 30 perces alvasztasi peridodus utan rétegeztiink tPA-t az
alvadék felszinére 15 nM koncentracidban. A rendszerben maximalis hatast kifejtd
karboxipeptidaz B koncentracidt (8 U/mL) hasznaltuk a tobbi mérési elrendezésben is.

Abban az esetben, ha a lysist alvadékban egyenletesen eloszlo tPA-val inditottuk, a

crer

crer

végbemenjen: 2-10 nM a homogénen eloszlatott plazmin és 0.5-2 pM a felszinen
alkalmazott plazmin esetén. Az alvadast €s a lysist a fény abszorbancia regisztralasaval
kovettik 340 nm-es hulldimhosszon, 37°C-on, Zenyth 200rt spektrofotométerben
(Anthos Labtec Instruments GmbH, Salzburg, Ausztria). Az abszorbancia értékeket
normalizalt forméaban kezeltiik, hogy 6ssze tudjuk hasonlitani a lyticus sebességeket az
azonos mennyiségll fibrintartalom ellenére is kiilonb6zé maximalis turbiditdst mutato

mérések kozott. A turbiditdsnak a maximalis érték bizonyos hanyadara csokkenéséig
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eltelt id6t (tos az 50%-ra, tp1 a 10%-ra csokkenésig) hasznaltuk a fibrinolyticus aktivitas
kvantitativ jellemzésére. Néhany esetben arginint vagy karboxipeptidaz B-t tartalmazo
plazmat alvasztottunk 15 nM thrombin és 12.5 mM CaCl, hozzaadasaval. Ha a plazma
alvadék feloldasat belekevert tPA-val végeztiik, a tPA koncentracio 0.8 nM volt, mig a
felszini tPA-val inditott lysisnél 30 nM.

3.2. A fibrinoldds kovetése: konfokdlis lézer mikroszkopia

A fibrin alvadék elkészitéséhez tisztitott, 2%-ban vords fluorophorral (Alexa Fluor 546)
jelolt 6 uM koncentracidji fibrinogént alkalmaztunk 7.4 pH-ja, 10 mM HEPES, 150
mM NaCl 0Gsszetételti pufferben, amelybe alvasztas elétt 1.5 puM plazminogént, és
karboxipeptiddzt vagy arginint is kevertiink. Az alvadékot 0.4 mm magas, 30 pl
térfogatii csatornat tartalmazo, elére gyartott lemezben (lbidi GmbH, Martinsried,
Németorszag) hoztuk 1étre 15 nM thrombin hozzaadaséaval, 30 perces inkubacioval. Ezt
kovetéen sarga fluoreszcens proteinnel jelolt tPA-t (tPA-YFP, pFastBac-tPA-val
expresszalva [6]) rétegeztiink az alvadék felszinére és a két fluorophor excitacios
hullamhosszanak (tPA-YFP: 488 nm; Alexass-fibrinogén: 543 nm) megfeleld
gerjesztést kovetéen az emisszios fluoreszcenciat (525 nm; 575 nm) LSM710
konfokalis 1ézer mikroszkoppal (Carl Zeiss HmbG, Jena, Németorszag) kovettiik,
rendszeres id6kozonként felvételt készitve a folyadék-fibrin hatarfelszinrdl, kb. 50 um
tavolsagra a csatorna felszinétdl, azonos lézer intenzitasokkal €s expozicidval, Plan-

Neofluar 20x/0.5 objektiv segitségével.

3.3. A plazminogén aktivdcio vizsgalata

Ebben a rendszerben microplate wellekben a 0.5 uM plazminogént, és karboxipeptidazt
vagy arginint is tartalmazo, 7.4 pH-ju, 10 mM HEPES, 150 mM NaCl 0sszetételii
pufferben oldott 6 uM fibrinogénb6l 25 nM thrombin hozzdadasaval 80 pl
végtérfogatban 1étrehozott, 30 percig 37°C-on inkubalt fibrin felszinére 60 uL 15 nM
plazmin  szubsztratot  (SpPL,  H-D-norleucil-hexahirdotirozil-lizin-p-nitroanilid,
American Diagnostica, Pfungstadt, Németorszag) rétegeztiink, mely utobbi
kompeticidba 1ép fibrinnel a plazminért. A magas koncentraciéo miatt a plazmin csak a
szintetikus SpPL szubsztratot bontja, p-nitroanilint allitva el6, melynek abszorbanciaja

405 nm-en spektrofotométerrel (Zenith 200rt) mérhetd. Az abszorbancia értékeket az
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id6 négyzetével szemben d&brazolva linedris Osszefliggést kapunk a AAdys =
0.5¢ekikea[tPA]t® egyenlet alapjan [126], ahol ¢ = 12.6 mM™cm™ a p-nitroanilin
extinkcios koefficiense [127], k; = 350 min™ a plazmin szintetikus szubsztraton mért
atalakitasi szama [127], Kcat @ plazminogén aktivacié katalitikus allandoja, [tPA] a tPA

fibrinfelszini koncentracioja.

3.4. Thrombus mintak gyiijtése

Az artérids vérrogok vizsgalatdhoz 22 hoénapon keresztil 101 acut myocardialis
infarctuson (AMI) atesett és 50 periférias artérias thrombosisban szenvedd betegbdl
eltavolitott thrombust gyiijtottiink. El6bbi betegcsoportban a thrombusokat percutan
coronaria intervencioval (PCI) dsszekapcsolt thromboaspirdci6 atjan tavolitottdk el. A
vizsgalat inkluzios kritériumait az AMI definitiv diagnozisa, a PCl-ra val6 alkalmassag,
az elézetes thrombolyticus terapias probalkozas hianya és a TIMI beosztas szerinti >3
fokozati thrombus jelenléte képezték. A betegek a revascularisatio el6tt aspirin (500
mg), clopidogrel (600 mg), nem frakcionalt heparin (5000 NE) és — abszolut
kontraindikacié hianyaban — abciximab gyogyszeres kezelésben részesiiltek. A
rendszeresen aggregacio-gatlot szedd betegek a beavatkozas el6tt alacsonyabb dozist
kaptak.

A valtoz6 iddtartamt panaszokkal jelentkezd periférids artérias betegek az
érelzarddas definitiv radioldgiai és klinikai képe, valamint operabilitasa esetén
thrombendarterectomian estek at. A betegek anamnesisében sokszor mar szerepelt
korabbi sebészeti beavatkozas és néhany esetben a thrombosis bypass-graftok teriiletén
jott 1étre. Ezeket a graft-thrombusokat a vizsgalatok soran nem kiilonitettiik el, mint
ahogy nem kezeltlik elkiilonitve az okkluziotdl proximalisan elhelyezkedd plaque-on
l1étrejovo, onnan tovasodrodod és az elzarodast tulajdonképpen embolusként kialakito
vérrogoket sem. A betegek az operacio soran nem frakcionalt heparint (150 NE/ttkg)

kaptak, ezenkiviil 78%-ban részesiiltek aspirin és/vagy clopidogrel premedikacidban.

3.5. A betegek klinikai adatai

A betegek Klinikai adatait az 1. tablazat tartalmazza. Néhany esetben a feldolgozott
adatok szama (zarojelben) alacsonyabb, mint a teljes betegszam, amelynek oka, hogy az
inkomplett klinikai dokumentaci6 miatt bizonyos betegeknél nem allt rendelkezésre

adat, igy pl. az aspirin és clopidogrel premedikaciot csak adekvat klinikai dokumentacio
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1. tablazat: A betegek klinikai adatai. A feltiintetett értékek szamtani atlagok + SD vagy medianok [IQR]. Zardjelben a rendelkezésre allé6 mintaszam vagy adatszam.
Roviditések: WBC = fehérvérsejtek; Plt = vérlemezkék; RBC = vordsvértestek; Hgb = haemoglobin; Ht = haematocrit; CRP = C-reaktiv protein; MI = myocardialis
infarctus; STEMI = ST-elevacios myocardialis infarctus; NSTEMI = non-ST-elevaciés myocardialis infarctus; AAA = hasi aorta aneurysma; CX = ramus
circumflexus; LAD = bal anterior descendens coronaria ag; RCA = jobb arteria coronaria.

Coronaria (101) Periférias (50) Osszes (151) Coronaria (101) Periférias (50) Osszes (151)
Demogradfiai adatok Dohanyzas
Férfi 62.4% (63/101) 60% (30/50) 61.6% (93/151) Aktiv / ex 56.6% (43/76) 74% (37/50) 63.5% (80/126)
N6 37.6% (38/101) 40% (20/50) 38.2% (58/151) Soha 43.4% (33/76) 26% (13/50) 36.5% (46/126)
Kor (év) 62.9 £ 13.9 (100) 67.1 +£12.4(50) 64.2 + 13.6 (150) Thrombusok lokalizacioja
Laboratériumi értékek Vénas 6% (3/50)
WBC (10%/puL) 11.9+4.3(101) 9.6 +4.8 (49) 11.1 £4.6 (150) Oldalagi 4% (2/50)
Plt (10%/uL) 241.1 £63.9 (101) 267.9+107.6(49) 249.8+81.4(150) Axillo-femoralis 2% (1/50)
RBC (10%/pL) 4.5+0.6 (101) 4.5+0.6 (49) 4.5+0.6 (150) Aorto-femoralis 4% (2/50)
Hgb (g/dL) 13.4+ 1.8 (101) 13.7+2.2 (49) 13.5+£1.9 (150) llio-femoralis 44% (22/50)
Ht (%) 40.3+5.3(101) 40.5 + 6.0 (49) 40.4 +£5.5(150) Femoro-poplitealis 26% (13/50)
CRP (mg/L) 16.1+26.2 (81) 62.7+63.2 (11) 21.7+£35.7(92) AAA 14% (7/50)
EKG eltérések CX 14% (14/100)
STEMI 80.8% (80/99) LAD 41% (41/100)
NSTEMI 19.2% (19/99) RCA 41% (41/100)
Inferolateralis Ml 3.5% (3/85) LAD/RCA 1% (1/100)
Inferior Ml 51.8% (44/85) Mesterséges 3% (3/100)
Anterior Ml 42.4% (36/85) Aggregacio-gatlo premedikdcio
Anteroseptalis Ml 1.2% (1/85) Aspirin + 100% (86/86) 64% (32/50) 86.8% (118/136)
Posterior Ml 1.2% (1/85) Aspirin - 0% (0/86) 36% (18/50) 13.2% (18/136)
Tarsbetegségek Clopidogrel + 96.6% (82/88) 14% (7/50) 64.5% (89/138)
Atherosclerosis 100% (101/101) 92% (46/50) 97.4% (147/151) Clopidogrel - 3.4% (3/88) 86% (43/50) 33.3% (46/138)
Diabetes 15.8% (12/76) 34% (17/50) 23% (29/126) Thrombusok muitéti adatai
Hypertonia 67.1% (51/76) 96% (48/50) 78.6% (99/126) Thrombus kora (6ra) 14.6 +37.9 (93) 174.8+£241.1(40) 62.8+153.7(133)
Dyslipidaemia 38.2% (29/76) 58% (29/50) 46% (58/126) Eratmérd (mm) 3.2+0.4(87) 14.9 £17.7 (50) 7.5+12.0 (137)
Uraemia 1.3% (1/76) 6% (3/50) 3.2% (4/126)
Thrombophilia 0% (0/76) 6% (3/50) 2.4% (3/126)
Tumor 1.3% (1/76) 12% (6/50) 5.6% (7/126)




esetén vettiik figyelembe a statisztikai szamitasokban. Atherosclerosisra pozitivnak az
Osszes AMI beteget €s a mitéti feltarasnal szabad szemmel lathatd plaque-kal
rendelkezd periférias érbetegeket tekintettiik. A korhazi felvétel idején mar tartdsan
statint szed0 vagy a hospitalizacios peridodus alatt sziiletett laboratoriumi leletben
emelkedett vérzsir-értéket mutatdé betegeket mindsitettiik dyslipidaemiasnak.
Hasonl6an, az ordlis antidiabetikummal vagy inzulinnal kezelt betegeket, illetve a
hospitalizacio idején koros laboratoriumi glukoz-tolerancia profilt mutaté betegeket

tekintettiik diabetesesnek.

3.6. Pasztazo elektronmikroszKopia a thrombusszerkezet vizsgalatiban

Mind kémcsOben kialakitott alvadékok, mind in vivo keletkezett thrombusok
vizsgalhatok pasztazd elektronmikroszképpal. Ehhez a 7.2 pH-ju, 100 mM
1%(v/v) glutaraldehides fixalasnak, majd felszallo etanolsorban (20-96%(v/v)), 1:1
aranyt 96%(v/v) etanol/aceton elegyben és tiszta acetonban torténé dehidralasnak,
végiil CO,-0s kritikus pont szaritasnak (E3000 szarito apparatus, Quorum Technologies,
Newhaven, Egyesiilt Kiralysag) vetettilk ala. A karbon lemezekre felvitt mintakat a
felvételek készitése el6tt a nyerhetd felbontas novelésének céljabol arany-vakuumgézzel
kezeltiik (SC7620 Sputter Coater, Quorum Technologies, Newhaven, Egyesiilt
Kiralysag). EVO40 pasztazo elektronmikroszkoppal (Carl Zeiss GmbH, Oberkochen,
Németorszag) készitettiink képeket, a betegbdl nyert thrombusok esetén egy thrombus
tobb régidjarol, dsszesen legalabb 15 felvételt.

A készitett felvételeket morfometrikusan analizaltuk, hogy meghatarozzuk a
fibrinszalak atmérdjének eloszlasat, illetve a thrombus szerkezeti Osszetételét. Elobbihez
sajat készitésii fliggvényekkel kiegészitett MatLab R2014a szoftvert (Mathworks,
Natick, MA, USA) hasznaltunk ¢és képenként legalabb 300 fibrinszal manualis
kivalasztasaval hataroztuk meg a rostaitmérdk eloszlasat (2. abra, bal oldalon lent). A
statisztikai tesztek elvégzéséhez végiil az adatokbol mediant €s interkvartilis tartoméanyt
(IQR) szédmitottunk.

A thrombusok szdzalékos 0Osszetételének meghatirozdsdhoz a képeket 432
szoftver (Adobe, San José, CA, USA) segitségével és az egyenként 8.4 pm? teriiletii

cellédkat aszerint osztalyoztuk, hogy mely komponens, azaz fibrin, vérlemezke,
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vorosvértest, fehérvérsejt vagy ezek keveréke esett bele (2. dbra, bal oldalon fent). gy

végiil a teljes cellaszamhoz viszonyitva megkaptuk az 0sszetevok szdzalékos aranyat.

B

T
= |
|

2. dbra: A thrombusok osszetételének mikroszképos analizise. A thrombus Osszetételének (bal oldalon
fent) és a fibrinszal atmérék eloszlasanak (bal oldalon lent) kvantitativ jellemzését pasztazo
elektronmikroszkopos felvételek morfometrikus elemzésével végeztiik, a thrombus metszetek vézlemekék
(z61d fluoreszcencia) és fibrin (piros fluoreszcencia) altali relativ lefedettségét pedig immunfluoreszcens
technikaval (jobb oldalon) detektaltuk a 3.6., 3.8. fejezetekben leirtak szerint.

3.7. Immunfluoreszcencia a vérlemezkék vizualizalasdara

Az élében kialakult thrombusok immunfluoreszcens vizsgalata eldtt, a mddszer pontos
beallitdsa és a thrombocyta-receptor elleni antitest viselkedésének karakterizalasa
céljabol elséként in vitro kitapadt thromboytak immunfluoreszcens festését végeztiik el.
A vérlemezke-kitapadast Na-citrattal antikoagulalt teljes vér thrombogén felszinen
torténd 4ramoltatasaval modelleztiik. Thrombogén felszinként egyrészt elhaldlozott
szervdonorokbdl miitéti uton eltavolitott és -70°C-on tarolt human arteria iliaca 6 pm-es
keresztmetszetei, masrészt 100 pg/ml koncentraciora oldott kollagén reagens (Helena
Biosciences Europe, Gateshead, Egyesiilt Kiralysag) szolgaltak. Mind az
érkeresztmetszeteket, mind a kollagént poli-lizinnel bevont targylemezre (“Poly-Prep
Slides”, Sigma-Aldrich Kft., Budapest) vittiik fel, utobbit 15 perces 37°C-on torténd
inkubaci6é utjan. Az igy nyert, thrombogén felszint hordozé targylemez képezte az
aramlasi csatorna alapjat; annak oldalat kétoldalon tapadd ragasztoszalagbol (Scotch, 64
pm vastag) alakitottuk ki, tetejére pedig 1 mm atmérdji be- és kimeneti nyilast
tartalmazo metil-akrilat fedlemezt helyeztiink. fgy a bementi nyildson bejuté vér egy
64 pm magassagu, 0.3 cm szélességli, 1.5 cm hosszl csatornan, a thrombogén felszin

felett aramolva jutott el a kimeneti nyilasig. A vér aramoltatasat pneumatikus pumpa
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segitségével végeztiik, amelyet a VWF-dependens thrombocyta-kitapadashoz sziikséges
3350 s™ nyirasi sebességre allitottunk be, laminaris aramlast feltételezve az 1.03*6
Q/(w*h?) képlet szerint, ahol Q az aramlasi sebesség ml/s-ban, w és h pedig a csatorna
sz€lessége és magassaga cm-ben [128]. A vért 1.5 percig aramoltattuk a rendszerben,
azt kovetden a csatorna alapjat képezd, thrombogén felszint és kitapadt vérlemezkéket
tartalmazd targylemezt mostuk, majd marha szérum albumint tartalmaz6 pufferrel
blokkoltuk 30 percig. A thrombocytak megjelenitésére egérben termeltetett
monoklonalis anti-GPlIb/llla (Biodesign International, Saco, ME, USA) els6dleges és
z0ld fluoreszcens kecske-anti-egér IgG masodlagos (Alexa Fluor 488, Invitrogen,
Budapest) antitesteket hasznaltunk. Ismételt mosas ¢és lefedés utan a lemezekrol
LSM710 konfokalis lézer mikroszkoppal (Carl Zeiss GmbH, Jena, Németorszag)
készitettlink felvételeket, beallitva a megfeleld kiiszobintenzitast a hattér-fluoreszcencia
kisztirésére, ilyenforman a jel/zaj arany optimalizalasara. A felvételek készitése soran
idealisnak mutatkozé hulldmhossz értékek és kiiszobintenzitasok nyujtottak az alapot az

¢16b0l szarmazo thrombusok fluoreszcens vizualizacidjanak (Id. 3.8.) beallitasaihoz.

3.8. Immunfluoreszcencia a thrombusdsszetétel meghatdrozasdra

Az immunfluoreszcens feldolgozashoz az ¢€lében kialakult thrombusokat eltavolitas
utan -80°C-ra hiitve taroltuk izopentanban, majd kriosztattal készitettiink metszeteket,
minden minta esetén hdrom kiilonb6zd régiobol. A metszeteket ezutan indirekt
immunfluoreszcenciaval dolgoztuk fel: egérben termeltetett monoklonalis anti-
GPIIb/Illa (Biodesign International, Saco, ME, USA) és monoklonalis anti-fibrin
(ADI311, American Diagnostica, Pfungstadt Németorszag) antitesteket, majd zold
(Alexa Fluor 488), illetve piros (Alexa Fluor 568) fluoreszcenciat adé anti-egér IgG
masodlagos antitesteket (Invitrogen, Budapest) hasznaltunk (2. dbra, jobb oldalon). A
metszetekr6l LSM710 konfokalis 1ézer mikroszkoppal (Carl Zeiss GmbH, Jena,
Németorszag) készitettiink felvételeket, metszetenként 5-6t, thrombusonként
(betegenként) 15-6t. A képek kiértékelését és az eredmények kvantifikalasat
szoftveresen (ImageJ szoftver, NIH, Bethesda, MD, USA) végeztiik, a megfeleld teriilet
¢és kiiszobintenzitas beallitdsdval meghatarozva a teriilet vérlemezkék és fibrin altali
lefedettségének pixelekben kifejezett értékét. A statisztikai tesztekhez a tovabbiakban a

fibrin és vérlemezke lefedettségek egymashoz viszonyitott aranyat (FP) hasznaltuk.
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3.9. Statisztikai modszerek

A Kklinikai adatok és a szerkezeti sajatossagok kozotti relaciok vizsgalatara hipotézis
teszteket és egyszeres, illetve tobbszords regresszids analizist alkalmaztunk. Otféle
BOOtStrap1 tesztet végeztiink a kisérletek sordn nyert fliggetlen, egy dimenzios,
folytonos eloszlasi mintapopulaciok kozotti kiilonbségek detektalasara: kétoldalu és
egyoldalu tesztet a szamtani atlagok és a medianok, illetve Kuiper-tesztet az eloszlasok
Osszehasonlitasara. A teszteket eredeti algoritmusok modositott valtozataival végeztiik
[129]. A regresszios modelleket, ahol a fliggd valtozot a regresszorok altal
kvadratikusan befolyasolt fiiggvénynek vartuk, klasszikus regresszios feltevések alapjan
alakitottuk [130]. A regresszios modellek koefficienseit legkisebb négyzetek
modszerével szamitottuk a valtozé matrix szingularis értékek szerinti felbontasaval
[131]. Az egytényezbs regresszios modell kezdetben linearis és négyzetes tényezot
tartalmazott (y = Ao + Aix + Axx? + ¢ formaban, ahol y a fiiggé valtozo, X a regresszor,
Ao, A1,A; az egyiitthatok, & a hibatényezd), a két regresszoros modell mindkét linearis és
mindkét négyzetes tényezon kiviil a két regresszor szorzataként meghatarozott tényezot
is tartalmazta (z = Ao + AwoX + Aoty + AxX® + Aurxy + Agay® + ¢ egyenlet alapjan, ahol z
a fliggd valtozd, x és y a regresszorok, Ag,A10,A01,A20,A11,A02 az egyiitthatok, & a
hibatényez0d). Az eredeti modellbdl a legnagyobb P értéket mutatd, azaz a regresszios
gorbét szignifikdnsan nem befolyasolo tényez6t kihagytuk, az igy modositott modellt az
adatpontokra ujraillesztettiik. Fenti eljarast a megfeleld modell kialakitasa érdekében
ismételtilk, amig olyan modellhez nem jutottunk, melynek minden tényezdje
szignifikans hatassal bir a végsé illesztési gorbére. A regresszios modellek kiugréd
értékeit (outliereit) ugyancsak eredeti algoritmussal azonositottuk, n elemi mintara n-
szer végzett, szubciklusonként n-1 adatpontra kalkulalt proba-regresszioval, a kihagyott
adatpont 95%-0s konfidencia tartomanyhoz valdé viszonya alapjan. Az abrazolt
regresszios gorbék ¢és felszinek a kiugro értékek kiszelektalasa utan marado

adatpontokra illesztett fliggvények.

1 Bootstrap: Az eljaras soran az eredeti mintabol visszatevéssel egy 0j, az eredeti elemszammal
megegyez6 elemszamu mintat vesziink. Igy egy virtualis mintahoz, tn. bootstrap-utanzathoz
(pseudo-reality) jutunk. Amennyiben az eljarast elég sokszor ismételjiik, az utanzatok eloszlasa
modellezni fogja az eredeti minta elméleti eloszalasat. Vizsgalatainkban 10000-es ismétlési
szamot hasznaltunk.
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A karboxipeptidaz B, ill. arginin jelenlétében Iétrehozott fibrinhdld esetében a
szalatmérd-eloszlasok kozotti kiillonbségek megallapitdsdhoz az empirikus eloszlasokra
legjobban illeszkedd teoretikus eloszlasokat Monte Carlo szimulaciéval® nyertiik, az igy

kapott elméleti eloszlasok kozotti kiillonbségeket Kuiper-teszt3 segitségével vizsgaltuk
[132].

2 Monte Carlo szimulacio: Tobb kiilonallo adathalmazbol azok feltételezett elméleti eloszlasanak
megfeleld virtualis mintahalmaz generalasa véletlenszeri mintavételezéssel. Részletesen Id.
[132].

3 Kuiper-teszt: A Kolmogorov-Smirnov-teszttel rokon, non-parametrikus teszt, amely a kumulativ

eloszlas fiiggvények kozotti legnagyobb pozitiv és legnagyobb negativ kiilonbség Osszege
alapjan teszteli a két adathalmaz kiilonbozdségét.
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4. EREDMENYEK

4.1. Coronaria és periférias thrombusok dsszetétele, a fibrinszdlak vastagsdga

A koszorterekbdl ¢és periférids artériakbol eltavolitott thrombusok fibrin- ¢és
sejttartalmat pasztazd elektronmikroszképpal ¢és immunfluoreszcens technikaval
vizsgaltuk (2. abra), a szerkezeti sajatossagok kvantitativ analizisének alapjaul a mért
paraméterek (szalatmérd, fibrintartalom, sejttartalom) eloszlasa szolgalt. A statisztikai
Osszehasonlitashoz a betegcsoportokat a thrombus anatémiai lokalizacidja, illetve
Klinikai adatok szerint allitottuk fel. Mindkét mikroszkdpos technika szignifikans
kiilonbségeket mutatott coronaria ¢és periférids thrombusok kozott. Tobb mint Stszords
kiilonbség mutatkozott a fluoreszcens fibrin/vérlemezke lefedettség eloszlas median
értékei (FP50) kozott a periférias thrombusok javara (P<0.05, 2. tdbldzat). Az FP50
eloszlas a két csoport kozott szignifikdnsan kiilonbozott (P=0.0002): a periférias
csoportban jobbra tolt és szélesebb volt. A két f6 csoporton beliil anatomiai lokalizacio
szerint kialakitott alcsoportokat sszehasonlitva a FP50 szintén a fenti trendet kdvette,
azaz konzekvensen alacsonyabb volt coronaria alcsoportokban, mint periférias
alcsoportokban (3. dbra, 2. tabldazat): pl. alacsonyabb volt jobb arteria coronaria (RCA)
thrombusokban, mint a femoro-poplitealis 1égidobol szarmazokban, ugyanigy
alacsonyabb volt bal anterior descendens coronaria (LAD) thrombusokban, mint ilio-
femoralis eredetiickben. Coronaria thrombusok adatainak regresszids analizisével
pozitiv korrelaciot talaltunk a FP50 és az ératméré kozott (4. abra, 5. tabldazat); 2.6 mm

felett a nagyobb koszoruér atméré alacsonyabb relativ intrathromboticus vérlemezke-

tartalommal tarsult a mintak tobb mint 50%-aban ( RZ; = 0.51, P=1x10").

3 3. dbra: Fluoreszcens fibrin/vérlemezke
lefedettség ariany coronaria és periférias
thrombusokban. Az oszlopok magassaga a
° fibrin/vérlemezke arany medianok (FP50)
2 atlagat reprezentalja a thrombus anatomiai
¢ ¢ lokalizacidja szerinti alcsoportonként: coronaria
(A), periférias (B), jobb arteria coronaria (C),
femoro-popliteélis (D), bal anterior descendens
coronaria ag (E), ilio-femoralis (F) lokalizacio.
Az oszlopparok felett jeldltik az atlagok
eltérésének egyoldalu teszttel kapott P-értékeit.

o (o]

P =0.0005 P =10.0487 P=10.0085

FP50 (-)

-]

o

8

o
i o a@

of
..
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0.8 ; : ' : — 4. dbra: A fibrin/vérlemezke lefedettség
* arany és a coronaria arteridk atmérdje

- | kozotti  korrelacio. A  fibrin/vérlemezke
lefedettség arany medianok (FP50) atlagaban
kifejezett relativ vérlemezke-tartalom
alacsonyabb a nagyobb koszorterekben 1étrejott
vérrogokben. Folytonos vonal jeldli a kiugrd
értékek  (x)  eltavolitdsa  utdn  maradt
adatpontokra (o) illesztett regresszios gorbét,
szaggatott wvonal a 95%-0s konfidencia
hatarokat.

06l - e

2 25 3 35 4 4.5
ératmérd (mm)

2. tablazat: Hipotézis tesztek eredményei. A felsorolt P-értékek kétoldaltl hipotézis tesztek eredményei
(zargjelben az egyoldalu tesztek P-értékei). Minden statisztikai teszthez n’=10000 elemszami Bootstrap
mintat hasznaltunk. Param = vizsgélt paraméter; n, N, = mintdk elemszdma; p,, u, = szamtani atlag; P, =
szamtani atlagok P-értéke; med;, med, = medianok; Ppeq = medianok P-értéke; Pyyiper = Kuiper-teszt P-
értéke; FP50 = fluoreszcens fibrin/vérlemezke lefedettség arany median; Szal @ = fibrinszal atmérd (Lm);
Fibrin% = thrombusok fibrintartalma szazalékban; P1t% = thrombusok vérlemezke-tartalma szazalékban;
RBC% = thrombusok vorosvértest-tartalma szazalékban; Cor = coronaria; Per = periférias; RCA = jobb
arteria coronaria lokalizacié; LAD = bal anterior descendens coronaria ag lokalizacid; Fem-pop =
femoro-poplitealis lokalizacio; CX = ramus circumflexus lokalizacid; AAA = hasi aorta aneurysma

lokalizacié; ® = nem dohanyzd; ex = ex-dohényzo. A szignifikans kiilonbségeket félkovérrel jeloltiik.

Param Mintal Minta 2 nn, wm w P, med; med, P imed Pkuiper
FP50 Cor Per 47 33 0.180 1.06 5x10*(5x10%) 0.103 0.536 0.003(0.003) 2x10*

FP50 Cor/RCA Per/Fem-pop 22 8 0200 1.19 0.051(0.049) 0.107 0.693 0.125 (0.096) 0.004
FP50 Cor/LAD Per/llio-fem 14 16 0.166 1.23 0.009 (0.008) 0.116 0.462 0.201 (0.196) 0.026

Szal@  Cor Per 49 47 0123 0135 0.049(0.025) 0.117 0.27 0510(0.355)  0.006
Fibrin% Cor Per 59 50 705 839 0.004(0.002) 784 937 0.009(0.006)  0.022
PIt% Cor Per 59 50 126 100 0.435(0.214) 0900  7.90 0.015(2x10%)  0.004
RBC%  Cor Per 59 50 39.0 291 0.102(0.052) 312 180 0.254(0.118)  0.25
RBC%  Cor/CX Per/AAA 6 8 496 284 0208(0.101) 582 980 0069 (0)  0.02
Fibrin% Cor/® Cor/Dohdnyzd 20 20 622 781 0.040(0.020) 59.8 87.3 0.102(0.002)  0.035
Fibrin% Cor/® +ex Cor/Dohényzé6 27 20 63.7 781 0045(0.022) 674 87.3 0.198(0.055)  0.039
FP50 ® +ex Dohényz6 31 38 0238 0.855 0.006(0.006) 0.128 0.220 0.415(0.323)  0.008

Pasztaz6 elektronmikroszkoppal a fentiekkel 6sszhangban all6 kiilonbségeket figyeltiink
meg a két f6 thrombuscsoport kozott. A teljes fibrintartalom szignifikansan alacsonyabb
volt coronaria thrombusokban, amit mutatnak az atlagok kozotti (P<0.01) és az
eloszlasok kozotti kiilonbségek (P=0.022) (2. tdabldzat). Mig a coronaria thrombusok
finom szerkezetli, vékony szalakbol allo fibrint tartalmaztak, a periférids thrombusokra
a durvabb, vastagabb szalakbol allo, nagy porusméretii fibrinhald volt jellemz6. A fibrin
szalamérd atlaga coronaria thrombusokban 122 nm, periférids thrombusokban 135 nm
volt (P<0.05), a szalatmérdk eloszlasa pedig jobbra tolt és szélesebb tartomanyt feldleld
volt az utobbi csoportban (P=0.00635) (2. rtabldzat). A vordsvértestek aranya a

morfologiai kép alajan kiilonbozott bar a két f6 csoport kozott, a kiilonbség nem volt
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szignifikans. Lokalizacio szerinti alcsoportokat 6sszehasonlitva a bal a. coronaria ramus
circumflexusabol (CX) szarmaz6 thrombusok szignifikansan tobb vordsvértestet

tartalmaztak, mint a hasi aorta aneurysmabol (AAA) szarmazo6 thrombusok.

4.2. A szisztémas sejtszamok és a vérlemezke-gatlo gyogyszerek hatdsa

Coronaria thrombusokban 50 5. dbra: A haematocrit
regresszids analizissel parabolikus (H) é a thrombus
40 szazalékos vérlemezke-

tartalma (PIt) Kkozotti
osszefiiggés. Folytonos
vonal jeloli a kiugrd
értékek (x) eltavolitasa
utan maradt adapontokra
(o) illesztett regresszios
gorbét, szaggatott vonal
a 95%-o0s konfidencia
hatarokat.

figgést  kaptunk a  thrombus
vérlemezke-tartalma és a szisztémas
vorosveértest-fliggd paraméterek
(vorosvértestszam, haematocrit,

haemoglobin) kozott: a vérlemezke-

tartalom mind magas, mind alacsony

haematocrit esetén magasabb volt, 25 % 3,_?”,,2)0 45 %0

mint koztes értékeknél ( R§d,- >0.7) (5. abra, 3. tabldzat). Ugyanez a modell a két valtozo

kozotti fliggést joval kisebb aranyban (R;fdj =0.20) magyarazta periférids thrombusok

esetén. Mindazonaltal, a periférids thrombusokat is tartalmaz6é adathalmazban

elkiilonithetd volt néhany alcsoport, ahol a haematocrit — intrathromboticus vérlemezke-
tartalom Osszefiiggés figyelemre méltéan erds volt, igy pl. nébetegekben (Rgdj =0.6, 3.

tabldzat). Onmagéban sem a haematocrit, sem a haemoglobin szint nem volt hatassal a
thrombus vordsvértest-tartalmara, a betegek korat masodik regresszorként tartalmazo
modellek  azonban kifejezett

fliggést  jeleztek hypertonias

betegekben (6. dbra). o

6. dbra: A thrombus vorosvértest-
tartalmanak fiiggése a haematocrittdl és
a  kortél  hypertonids  periférias
érbetegekben. A vérrogdk pasztazo
elektronmikroszképos felvételek alapjan
szamitott szdzalékos vordsvértest-tartalmat
(RBC) a haematocrit (Ht) és a beteg
koranak fliggvényeként abrazoltuk. Az
abran a kiugro értékek (x) eltavolitasa utan
maradt  adatpontokra  (e) illesztett %0
regresszios felszin lathato. Ht (%) 20" 40

RBC (%)

Beteg kora (évek)
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3. tablazat: Szisztémas sejtszamok hatasa a thrombusdsszetételre. A regresszios modellt a z = Ay +
Asox + Agx? + ¢ egyenlet alapjan szamitottuk, ahol z a fiiggd valtozo, X és y pedig a fliggetlen valtozok. A
tobbvaltozos regressziot a z = Ag + AppX + Agry + ApX® + Apxy + Aozy2 + ¢ egyenlet alapjan szamitottuk,
ahol z a fiiggd valtozo, x és y a regresszorok. Ag — A, az egyiitthatok, ¢ a hibatényez6. n = minta eredeti
elemszama; m = kiugrd értékek szama; Rzadj = modositott determinacios egyiitthatd; Panova = @ variancia
analizis P-értéke; o, = az ¢ hibatényez0 variancidja; Plt% = thrombus vérlemezke-tartalma szazalékban;
RBC% = thrombus vordsvértest-tartalma szazalékban; RBC = szisztémas vordsvértestszam (x 10%/pL);
WBC = szisztémas fehérvérsejtszam (x 10%/uL); Ht = haematocrit (%); Hgb = haemoglobin (g/dL); Kor =
beteg kora; Cor = coronaria; Per = periférids; RCA = jobb arteria coronaria lokalizacio;

4 X y Sziikités nm A Aos Au Axn Au Agp R Panova 6
Plts RBC - Cor 59 13 179 -78.8 - 8.67 - - 0.7 2.3x10% 3.76
Plt%  Ht - Cor 59 13 169 -8.38 - 0.104 - - 0.77 85x10%® 331
PIt%  Hgb - Cor 59 13 145 -216 - 0.806 - - 074 1.1x10® 35
Plt%  Ht - N6 47 9 191 -104 - 0141 - - 060  5.3x10° 5.36
PIte RBC WBC Per 49 10 0 145 -26.6 0416 -465 739 029  3.5x10° 583
PIts RBC WBC Per/N§ 21 3 0 192 -341 0648 -655 968 0.7  4.6x10* 4.2
Plt% RBC WBC Per/Atherosclerosis 45 6 0 159 -31.2 050 -535 881 0.9 5.1x107 5.77
PIt%s RBC WBC Per/Nem diabeteses 32 4 0 173 -33.7 0518 -572 938 068 3.6x10° 56
RBC% Hgb Kor Per 49 8 -213 0 382 0.059 -0.619 0 052 1.3x10° 17
RBC% Ht Kor Per 49 7 -213 0 132 0.062 -0.217 0 048  38x10° 18
RBC% Hgb Kor  Per/Hypertonias 47 8 -227 0 418 0.064 -0.677 0 058 25x107 16
RBC% Ht Kor Per/Hypertonids 47 8 -243 0 153 0.070 -0.251 0 06 82x10° 16

A thrombus vérlemezke- 60 - . 60

A: periférias B: periférias / aspirin +
tartalmanak fiiggése a szisztémds  sof 1 sof
thrombocytaszamtol periférias 4| * 40! *

thrombusokban J-alakt regresszios
modellekkel volt leirhat6 (P<0.05),

ahogy azt a 7. dbra mutatja. A

Plt (%)

fenti osszefiiggéseket leird gorbék

alakja némileg eltér ugyan a

Kiilénbazé tomiai lokalizacioit 100 300 500 700 100 300 500 700
il6nboz6 anatomiai lokalizacioj PIt (c10%uL) PIt (x10%L)
thrombusok kozott, ahogyan azt az 7, gbra: A thrombus vérlemezke-tartalmanak fiiggése a
. : i 1. o szisztémas thrombocytaszamtél. A thrombus szazalékos

Al, A2 egyiitthatok kiilonb6z6 vérlemezke-tartalmat (P1t%) a  vérben  mérhetd

) 3 . r r ) )

értékei is tikrozik (4. tabldzat), th'rombocyta'ls%gr’n (PIt x10°/uL) fu‘ggvenyebe'n‘ abrazoltuk
minden periférids thrombusra (A), illetve aspirinnel kezelt

mégis  250.000/uL  vérlemezke- periférias érbetegek thrombusaira (B). Folytonos vonal jeloli
a kiugro értékek (x) eltavolitasa utan maradt adatpontokra (o)

szam felett azonos trend illesztett regresszios gorbét, szaggatott vonal a 95%-0s
) oo konfidencia hatarokat.

mutatkozik: a vérrog thrombocyta-

tartalma parhuzasmosan nd a szisztémas thrombocytaszammal. Coronaria

thrombusokban a vérlemezke-gatldé premedikacio érdemben nem befolyasolta az

Osszefligges erbsségét (RZ; 0.33-rol 0.32-re csokken mind aspirin, mind clopidogrel

eldkezelés hatasara), ugyanakkor periférids thrombusokban kifejezett, az 6sszefiiggést
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4. tablazat: Szisztémas vérlemezkeszam és a vérrog vérlemezke-tartalma kozotti osszefiiggés. A
regressziot az y = Ay + Aix + Ax? + ¢ egyenlet alapjan szamitottuk, ahol y jeldli a vérrdg vérlemezke-
tartalmat (%), X a szisztémas vérlemezkeszamot (x 10%/ul), Ag, Ay, A, az egyiitthatok, ¢ a hibatényez6. n =
minta eredeti elemszama; m = kiugr6 értékek szama; Rzadj = moddositott determinacios egyiitthatd; Panova
= a variancia analizis P-értéke; o, = az ¢ hibatényez varianciaja; Cor = coronaria; Per = periférias.

Sziikités n m Ao A A, R’ P ANOVA o,
- 108 15 21.0 -0.115 1.9x107 0.18 3.9x10° 6.39
Cor 59 14 31.7 -0.206 3.3x10™ 0.33 8.4x10° 3.36
Per 49 6 16.5 -0.081 1.5x10™ 0.26 9.8x10™ 6.42
Aspirin: + 77 13 25.8 -0.151 2.4x10* 0.40 5.8x10%  5.20
Cor/Aspirin: + 44 8 32.6 -0.210 3.3x10* 0.32 6.1x10*  3.64
Per/Aspirin: + 33 5 22.4 -0.115 1.9x10™ 0.39 7.4x10* 6.19
Clopidogrel: + 5. 11 25.4 -0.159 2.6x10™ 0.38 5.2x10° 4.6
Cor/Clopidogrel: + 44 8 32.8 -0.212 3.4x10™ 0.32 5.4x10™ 3.64
Per/Clopidogrel: + 7 1 -47.4 0.398 -4.8x10* 0.91 0.013 391
N6 47 10 36.4 -0.213 3.1x10™ 0.58 1.6x107 4.95
Per/N§ 21 4 40.3 -0.233 3.3x10™ 0.80 5.8x10° 412
Dyslipidaemias 49 7 21.7 -0.125 2.1x10™ 0.42 1.1x10°® 48
Cor/Dyslipidaemias 20 4 85.4 -0.668 1.3x10°® 0.65 46x10* 342
Per/Dyslipidacmiés 29 4 15.4 -0.084 1.6x10* 0.48 3.1x10* 49
Dohanyzo 64 9 15.7 -0.079 1.5x10* 0.22 6.0x10* 6.4
Cor/Dohanyzo 27 6 43.1 -0.293 4.8x10* 0.43 2.4x10°° 3.2

"o

er6sité hatéas figyelhetd meg aspirin esetében (Rr%; 0.26—0.39) (a clopidogrel bar erds

hatast mutat, az elemszam alacsony). A ndéi nem ugyancsak jelentés determinansnak
bizonyult a szisztémas — intrathromboticus vérlemezke-tartalom fiiggés viszonylataban

periférids betegekben (RrZ;=0.80), de nem befolyasolta azt coronaria betegekben. Annak

ellenére, hogy sem a dohanyzas, sem a dyslipidaemia Onmagaban nem gyakorolt
befolyast a coronaria thrombusok vérlemezke-tartalmara, a vér — thrombus vérlemezke-
tartalom  GOsszefliggést  fokoztak
(R, 0.43-ra, illetve 0.65-re nétt,

adj
4. tablazat). ToObb paraméteres
modellek alapjan ugyan altalaban
a szisztémas fehérvérsejt-  és

vorosveértestszam nem befolyasolta

a periférids vérrogok vérlemezke-

tartalmat, néhany alcsoportban a

fiiggés egyértelmi volt, pl. nékben

RBC (x10%/,.L) WBC (x10%/uL)

(r2, =0.70), atheroscleroticus (R2, = 8. dbra: A sejtszamok hatasa a thrombus vérlemezke-
adj ' adj tartalmara atheroscleroticus periférias érbetegekben. A
veérrogok pasztazo elektronmikroszkopos felvételek alapjan
szdmitott  szdzalékos  vérlemezke-tartalmat (Plt) a
R2. =0.68) betegekben (3. tabldzat). szisztémds  sejtszadmok . (RBC, WBC) fliggvényeként
( ad) ) g ( ) abrazoltuk. Az abran a kiugro értékek (x) eltavolitasa utan

maradt pontokra (e) illesztett regresszios felszin lathato.

0.59, 8. dbra) és nem diabeteses
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4.3. A mért ultrastrukturalis paraméterek kozotti osszefiiggések

Parabolikus regressziés modellek
100 {100
zérd linedris  egyiitthatoval (5. .
80 { 80
tablazat) adekvatan (P<0.01) irtak .
le a thrombus vorosvértest- és g 60 1 60
. .. .. . . . r U
fibrintartalma kozotti Osszefliggeést 2,4 | a0l ™
egy igen erds (RZ,>0.93) fiiggest 8 .
20 20/¢, .
fedve fel e paraméterek kozott,
., ) 0 0[908° -
negativ  korreldcioval  minden "&o
0O 20 40 60 80 100 O 20 40 60 80 100

anatomiai lokalizacioban (9. dabra, Fibrin (%) Pt (%)

bal panel). Coronaria 9. dbra: A coronaria thrombusok épitéelemeinek

kolcsonos fiiggése a végsé osszetétel meghatarozasaban.

thrombusokban a parabolikus A coronaria thrombusok vorasvértest-tartalmat (%) a fibrin-

. _ 5 (%, bal oldalon), illetve vérlemezke-tartalom (%, jobb
regresszios  modell  (P=1x107) oldalon) fuggvényeként abrazoltuk. Folytonos vonal jel6li a
hasonlo, kozel linearis negativ kiugro értékek (x) eltavolitasa utan maradt adatpontokra (o)

illesztett regresszios gorbét, szaggatott vonal a 95%-0S

korrelaciot (Rgdj =0.37) irt le a konfidencia hatarokat.

thrombus vérlemezke és vorosvértest-tartalma kozott (9. dbra, jobb panel). A fibrin
szalatmérd median és FP50 kozotti Osszefliggést leird zérd linearis egyiitthatoja

parabolikus modell alapjan a magasabb intrathromboticus vérlemezke-tartalom

vékonyabb fibrinszéalakkal tdrsul minden anatémiai lokalizacioban, €s a fiiggés erdsebb-

5. tdblazat: A thrombus 0Osszetevoi kozotti interakciok a végsé thrombus-architektira
kialakitasaban. A regressziot az y = Ag + AiX + AX® + ¢ egyenlet alapjan kalkulaltuk, ahol y jelsli a
fiiggd valtozot, X jeloli a fliggetlen valtozot, Ay, Ay A, az egyiitthatok, ¢ a hibatényez6é. n = minta eredeti
elemszama; m = kiugré értékek szdma; Rzadj = modositott determinacios egyiitthatd; Panova = @ variancia
analizis P-értéke; o, = az ¢ hibatényez6 varianciaja; Szal @ = fibrin szalatmérd median (um); Er @ = a
thrombotisalt ér atméréje (mm); RBC% = thrombus szazalékos vorosvértest-tartalma; Plt% = thrombus
szazalékos vérlemezke-tartalma; Fibrin% = thrombus szdzalékos fibrintartalma; Cor = coronaria; Per =

periférias; RCA = jobb arteria coronaria lokalizacio.

y X Sziikités n m A A A, R%i Panova O
FP50 ErQ Cor 37 4 099 -0.690 0.127 051 9.9x10° 0.070
Szal@  FP50 - 4 7 0115 0 21x10° 035 7.9x10° 0.018
Szal@®  FP50 Aspirin: + 33 5 0112 0 26x10° 052 9.4x10% 0.016
Szal@®  FP50 Dyslipidaemia 21 4 0110 0 2.8x10° 051 8.2x10* 0.015
Szal®@  FP50 Per/Atherosclerosis 30 4 0.116 0 21x10° 029 2.6x10° 0.024
Szal@®  FP50 Per 32 4 0117 0 20x10° 024 4.8x10° 0.025
Szal@  FP50 Per/Dyslipidaemia 17 3 0.110 0 27x10° 047 4.1x10° 0.017
RBC% Fibrin% Cor 59 15 101 0 -9.8x10° 0.95 0 8.2
RBC% Fibrin% Per 50 8 959 0 -9.4x10° 0.93 0 7.8
RBC% Fibrin% - 109 23 99.1 0 -9.7x10° 0.94 0 8.0
Plt% RBC% Cor 50 12 991 -0.290 2.1x10° 037 1.5x10° 4.6
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nek bizonyult aspirinnel eldkezelt

(Rr2,=0.52), illetve dyslipidaemids

(R, =0.51, 11.

adj

abra)  betegek

esetén. Erdekes modon a magasabb
fibrintartalomhoz O6nmagaban nem
tarsult a fibrinszalak atmérdjének
periférias

(Rr2,=0.65)

valtozasa, ugyanakkor

thrombusoknal erfs

Osszefiiggés mutatkozott, ha a
betegek CRP értékeit is tartalmazta
a tobbtényezds regresszids modell

(7. tabldzat, 10. dbra).

Q e
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Fibrinszal atmérdé (um)
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4.4.4 thrombusok koranak hatdsa
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| |

o
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Fibrinszal atméré (um)
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-

0.05~

3
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11. dbra: A fibrin szalatméré median fiiggése a
fibrin/vérlemezke lefedettség aranytol (FP50)
hyperlipidaemias periférias érbetegek thrombusaiban.
Folytonos vonal jeloli a kiugré értékek (x) eltavolitasa utan
maradt adatpontokra (o) illesztett regresszidos gorbét,
szaggatott vonal a 95%-os konfidencia hatarokat.

10. dbra: A fibrin szalatméré fiiggése a
fibrintartalomtol és a CRP szinttol
periférias thrombusokban. A fibrinszalak
pasztazd elektronmikroszkopos felvételek
alapjan szamitott Aatméréjének median
értékeit (um) abrazoltuk a  vérrog
fibrintartalmaval (%) és a betegek CRP
értékeivel (mg/L) szemben. Abrazolva a
regresszids felszin és az adatpontok (0),
kiugro érték nem volt.

A thrombusok kora, azaz a kialakulasuktol eltavolitasukig
eltelt id6 jelentdsen kiilonb6zo tartomanyban mozgott a két f6
csoportban (1. tdbldzat). A coronaria csoportban a nagyon
régi (>300 O6ras) thrombusok fibrintartalma kozelitdleg
megegyezett a friss thrombusokéval (6. tdbldzat, 12. dbra),
ugyanakkor nem allt rendelkezésre 14 naposnal frissebb, de 3
ezért a koztes

naposnal régebbi coronaria thrombus,
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idétartomanyban egyértelmii Osszefiiggést kimutatni nem tudtunk. Amennyiben a
regressziot friss (<24 6rés) thrombusokra korlatoztuk, negativ korreldcié jelent meg a
fibrintartalom és a thrombus kora kozott (13. dbra). Periférias thrombusokban a

vérlemezke-tartalom €s a thrombus kora kozott forditott U-alaku fliggést talaltunk (R,

=0.56, 14. dbra, 6. tdbldzat) a vérrogok koranak teljes tartomanyaban (42 naposig

bezarolag), kifejezett pozitiv korrelacioval az elsé 7 napban (RZ;=0.57), amikor is a

vérrogdk thrombocyta-tartalma 29%-os maximumig emelkedé tendenciat mutat.
Ugyanakkor a thrombusok kora nem gyakorolt szignifikans hatdst a vérlemezke-

tartalomra coronaria betegek korében. Tobbvaltozds regresszios analizis erés (R,

=0.68) Osszefliggésre deritett fényt az intrathromboticus vordsvérsejt-tartalom, a beteg
kora és a thrombus kora kozott, jellemzéen magasabb vordsvértest arannyal fiatal
betegekbdl szarmazo6 friss periférids thrombusokban. Utobbi Osszefliggést tovabb

erbsitette az aspirin el6kezelés (RZ;=0.87) és a tarsuld dyslipidaemia (RZ,=0.86, 15.

abra). A beteg kora ¢és a vérrog kora erdsen (R2; =0.73, 16. dabra) befolyasoltak a FP50

adj

értéket periférids thrombusokban, joval gyengébben (RZ;=0.17) coronaria mintikban,

de megintcsak erdsen anterior laesioval jelentkezd coronaria betegekben (R%; =0.70).

13. dbra: Az id6 hatasa a vérrog
fibrintartalmara coronaria thrombu-
100F  © O goge 0, © T 1 sokban. A szazalékos fibrintartalmat a
thrombus koranak fiiggvényeként
abrazoltuk. Folytonos vonal jeldli a
kiugro értékek (x) eltavolitdsa utan
maradt  adatpontokra  (0) illesztett
regressziés gOrbét, Szaggatott vonal a
95%-o0s konfidencia hatarokat.
<

Fibrin (%)
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14. dbra: A periférias thrombusok kora és vérlemezke-tartalma
kozotti osszefiiggés. A pasztdzd elektronmikroszkopos felvételek
alapjan szamitott vérlemezke-tartalmat (%) a thrombus koranak
figgvényeként abrazoltuk. Folytonos vonal jeloli a kiugro értékek (x)
eltavolitdsa utdn maradt adatpontokra (o) illesztett regresszids gorbét, e
. . 0 7 14 21 28 35 42
szaggatott vonal a 95%-os konfidencia hatarokat. > Thrombus kora (napok)
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6. tablazat: A thrombus Koranak hatasa az dsszetételére. Az egyszerii regressziot a z = Ay + AgiX +
Apx? + & egyenlet alapjan szamitottuk, ahol z a fiiggé valtozo és x a thrombus kora, mint fiiggetlen
valtoz6. A tobbszords regressziot a z = Ag + Ay + AgiX + A20y2 + Apyx + A02x2 + ¢ egyenlet alapjan
szamitottuk, ahol z a fliggd valtozd, y az elsd regresszor, X pedig a thrombus kora, mint masodik
regresszor. Ag— Ag; az egyiitthatok, ¢ a hibatényezé mindkét egyenletben. n = minta eredeti elemszama; m
= kiugro értékek szama; Rzadj = moédositott determinacios egyiitthatd; Panova = a variancia analizis P-
értéke; o, = az ¢ hibatényez6 variancidja; Fibrin% = thrombus szazalékos fibrintartalma; P1t% = thrombus
szazalékos vérlemezke-tartalma; RBC% = thrombus szazalékos vordsvértest-tartalma; FP50 = a
fluoreszcens fibrin/vérlemezke lefedettség arany medianja; Kor = a beteg kora; CRP = C-reaktiv protein
plazma szintje; Cor = coronaria; Per = periférias; EKG = a laesio klinikai lokalizacidja EKG eltérések
alapjan; LAD = bal anterior descendens coronaria lokalizacio.

z Yy Sziikités n m Ao AlO A01 Azg All A02 Rzadi PANOVA O
Fibrin%h -  Cor 58 89.9 - 129 - - 3.8x10° 041 2.1x10° 17
Fibrin%e -  Cor/ <24 éra 53 89.5 - 0 - - -0.092 046 3.0x107 15
Plt% - Per 39 0 - 0110 - - -1.1x10* 056 15x10° 86
PIt% - Per/ <168 ¢6ra 32 2.68 - 0 - - 7.3x10* 057 3.7x10° 55
RBC% Kor Per 39 525 -13.1 -0.471 0.083 6.2x10° 7.8x10° 0.68 1.9x10° 10

674 -17.4 -0537 0111 8.0x10° 3.9x10° 0.87 1.2x10° 6.8
-0.540 0.123  7.7x10% 5.8x10° 086 2.1x10° 6.8

RBC% Kor Per/Aspirin: + 24
RBC% Kor Per/Dyslipidemias 24
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FP50 Kor Cor 43 0 2.4x10% 0 0 -8.2x10° 5.6x10° 0.17 0.012 0.079
FP50 Kor Per 26 0 8.6x10° 0 0 -5.6x10° 55x10° 0.73 7.2x10° 0.33
FP50 Kor Cor/EKG:anterior 10 0 6.0x10% 0 0 -6.3x10* 9.5x10* 0.70 6.0x10° 0.056
FP50 Kor Cor/LAD 14 0 3.2x10°% 0 0 -1.4x10* 1.1x10* 0.27 3.6x10“ 0.038
Fibrin% CRP Cor/Férfi 27 90.4 -2.30 -0.971 0.020 0 3.0x10° 073 95x10° 14

15. dbra: A beteg koranak és a
thrombus koranak egyiittes hatasa
dyslipidaemias periférias betegek
intrathromboticus vorosvértest tar-
talmara. A vérrég  szazalékos
vorosvértest-tartalmat (RBC%) a
thrombus koranak (6raban) és a beteg
koranak  (években)  fliggvényében
abrazoltuk. A regresszids felszint a
kiugro értékek (x) eltavolitasa utan
maradt adatpontokra (o) illesztettiik.
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Thrombus kora (6ra)

16. dbra: A beteg koranak és a
thrombus koranak egyiittes hatasa
periférias thrombusok fluoreszcens
fibrin/vérlemezke aranyara. A
fluoreszcens fibrin/vérlemezke arany
mediant (FP50) a thrombus kordnak
(6réban) ¢és a beteg koranak (években)
fliggvényében abrazoltuk. A regresszids
felszint a kiugré értékek (x) eltavolitasa
utan maradt  adatpontokra (o)
illesztettiik. >

Thrombus kora (6ra) 0 20 Beteg kora (év)
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4.5. A C-reaktiv protein (CRP) szint hatdsa

A rendelkezésre all6 adatok kis szama miatt a CRP érték analitikus hasznossaga

korlatozott volt a periférias csoportban, mindazonaltal néhény elgondolkodtatd

tendencia megfigyelheté volt. Kozel linearis kapcsolat mutatkozott példaul a

fluoreszcens FP50 értékek és a CRP szint k6zott erds pozitiv korrelacioval (Rr2, =0.94,

7. tablazat) és egy hasonld, de gyengébb (R2

ad)

intrathromboticus fibrintartalom
esetében 120 mg/L CRP szint alatt
(150 — 200 mg/L tartomanyban a
parabolikus modell kisfokt csokkend
trendet mutatott). Coronaria

thrombusokban  erés  (R%;=0.73)

kolesonos fiiggés volt megfigyelhetd
a CRP szint és a vérrog
fibrintartalma kozott ferfi
betegekben, amennyiben a
thrombusok korat is tartalmazta a
regresszios modell masodik
valtozoként: alacsonyabb CRP szint
friss  thrombusokban  magasabb

fibrintartalommal tarsult (17. abra).

adj

=0.67) oOsszefiiggés jelent meg az

100+

o
<]
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17. dabra: A fibrintartalom fiiggése a thrombus koratél
és a CRP szinttél férfi coronaria betegekben. A
szazalékos fibrintartalmat (Fibrin %) a thrombus kora
(6raban) és a CRP szint (mg/L) fiiggvényében abrazoltuk.
A regresszids felszint a kiugré értékek (x) eltavolitasa
utan maradt adatpontokra (o) illesztettiik.

7. tablazat: CRP hatasai a thrombusosszetételre. Az egyszeri regressziot a z = Ag + AggX + A20X2 + ¢
egyenlet alapjan szamitottuk, ahol z jel6li a fiiggd valtozot és X reprezentalja a CRP szintet, mint fliggetlen
valtozot. A tobbszords regressziot a z = Ag + AX + Agy + AjX® + Apxy + Aozy2 + & egyenlet alapjan
szamitottuk, ahol z a fiiggd valtozo, x a CRP szint mint elsd regresszor, y pedig a masodik regresszor. Ag—
Aoz az egylitthatok, ¢ pedig a hibatényez6 mindkét egyenletben. n = minta eredeti elemszama; m = kiugrod
értékek szama; Rzadj = modositott determinacids egylitthatd; Panova = a variancia analizis P-értéke; o, = az
¢ hibatényez6 varianciaja; FP50 = a fluoreszcens fibrin/vérlemezke lefedettség arany medianja; Fibrin% =
thrombus szazalékos fibrintartalma; Szal @ = fibrin szalatméré median (um); Thr. kor = thrombus kora

(6ra); Per = periférias; Cor = coronaria.

Z y SZﬁkitéS n m Ao AlO Ao]_ AZO A]_]_ A02 Rzadi PANOVA (%
FP50 - Per 8 3 0.108 0 - 19x10° - - 094  3.9x10° 0.044
Fibrinoe - Per 11 3 93.8 0.108 - -4.9x10* - - 0.67 0.027 13
Szal @ Fibrinwe Per 11 0 -3.03 0.002 0.072 -9.4x10° 0 -41x10* 0.5 0.032 0.016
Fibrinse Thr.kor Cor/Férfi 27 4 904 -230 -0.971 0.0204 0 3.0x10° 0.73 9.5x10° 14
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4.6. A dohdnyzds, mint a vérrog szerkezeti determindnsa

A fibrintartalom figyelemre mélto kiilonbsége jelent meg dohdnyz6 €s nem dohdnyzo
coronaria betegek kozott. Mig az atlagos fibrintartalom nem dohanyzok esetén 62.2%
volt, dohanyosoknal 78.14%-os értéket ért el (P<0.05, 2. tabldzat). Ehhez hasonld
eltérés volt megfigyelhetd, ha a nem dohanyzok csoportja az ex-dohdnyosok adatait is
tartalmazta. A fibrintartalom fenti alakuldsdval Osszhangban a FP50 értékek is
szignifikansan alacsonyabbak voltak nem dohanyzokban (4tlag 0.24 ex-dohanyosokkal
egyiitt), mint az aktivan dohanyzok kozott (0.86) a teljes betegmintaban (P<0.01). A

dohényzasnak kozvetlen hatasat a thrombus vordsvértest-tartalmara nem talaltuk.

4.7. Karboxipeptidaz B (CPB) és arginin hatdsa a fibrinszerkezetre

Mar régebb ota ismert volt, hogy az alvadas idején jelenlévé CPB, amely a TAFI stabil
analdgja, mar a lysis kezdete eldtt is hatast gyakorol a fibrin turbiditdsara. A fibrinhalo
szerkezetét érint6 hatasok pasztazo6 elektronmikroszkoppal nyertek igazolast (18. abra):
szalatméré 21-25%-os csokkenését eredményezte (19. dbra). Minthogy a nativ
fibrinogén molekula nem tartalmaz hasitohelyet (C-terminalis lizint vagy arginint) a
CPB szamara, tiszta rendszerben a CPB egyetlen szubsztratja a thrombin altal
levalasztott fibrinopeptidek C-terminalis argininje lehet. Amennyiben az 0Osszes
fibrinogén 6sszes fibrinopeptidjének (4 fibrinopeptid/fibrinogén) C-terminalis argininje
lehasad, 2-4 g/L fibrinogén koncentraciobol kiindulva az arginin 25-50 uM-os lokalis
koncentracidemelkedésével szamolhatunk a rendszerben (ezt megerésitik a TAFI altali

arginin felszabaditast kozvetleniil detektalo mérések: 10 uM az elsé 5 percben [133]).

18. dbra: A fibrin ultrastruktarajanak modositasa karboxipeptidaz B (CPB) altal. 6 puM
fibrinogénbdl alvasztott nativ (bal oldal), ill. 8 U/mL CPB-vel kezelt fibrin (jobb oldal). Lépték = 1 pm.
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Ennek a maximalis koncentracionak az 5 — 20%-at hasznalva a fibrinszerkezetnek a
CPB jelenlétében tapasztalttal azonos valtozasait figyeltiik meg (20. dbra). Figyelembe
véve ezeket a szerkezeti valtozasokat, valamint hogy az arginin normal plazma
koncentraciéja kb. 100 uM [134], adja magat a kovetkeztetés, hogy in vitro
koriilmények kozott mikromolaris koncentracioju arginin hozzdadéaséaval lehet csak hiien

modellezni fibrinszerkezet-fiiggd folyamatokat.

19. dbra: A szalatméro

nativ 8 U/mL CPB valtozasa 8 U/mL karboxi-
1.5uMFg 10 20 " peptidaz B (CPB) jelenlété-
u s 138 (83) nm n 'LL[' 89 (37) nm ben. Az elektronmikroszko-
& ° J_IJ - g 10 JJ 4 pos analizis sordn képenként
L [ I 300 szdl atmérdjének empiri-
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0 0.1 0.2 03 04 kus (fekete hisztogramok),
30uMFg 10 - " illetve teoretikus  (sziirke
é s /lJ-\_rLl 147 (79) nm §1[) f-rrll_ 112 (60) nm gOI‘bék) s{irﬁségﬁiggvényét
M 5 J 1, (PDF) hataroztuk meg. A
ok [ —e I_M = o [ = :z—! ——  feltiintetett értékek az elmé-
6.0 IMFg 10 15 !etl elogz}és median ’és
. _rﬂ"l 144.74) o Lo L wsezm interkvartilis  tartomany
g s i N £ | 1, (zarojelben) értékei. A f.lb.“_
o | ] L L nogén (Fg) koncentraciojat
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0 04 02 0.3 04 bal oldalon tiintettik fel.
atméré (um) atméré (pm) <
20. dbra: Az arginin hatasa a 25 25
szalatmérére. A 19. dbrandl 20 1uM Arg 2 5 M Arg
leirtakkal megegyezéen kvantifi- 15 15 Il
kaltuk az arginin fibrinszal atmérére g w0 " 124 (87) nm 2 i.” P
gyakorolt hatasat, 6 uM o J.lJ l_,_|
fibrinogénbdl kiindulva, a panelek 5 rJ e s l' L
jobb fels6 sarkdban feltiintetett 9 o o2 03 o4 % T oz o3 .4
arginin (Arg) koncentraciok 25 25
jelenlétében. > 0 H 10uM Arg 20 Jm 150 1M Arg
w 15 w 15
g 10 ’fl_ﬂ_ 82 (37) nm £ 4 JJ L 78 (42) nm
5 I s L,
L L L
o 0.1 0.2 0.3 0.4 0 0.1 0.2 0.3 0.4
atmérg (um) atmérg (pm)

4.8. CPB hatasa a lysisre, arginin hatdsa a lysisre

Mikroszkopikus szinten, konfokalis mikroszképpal vizsgalva a CPB éltal médositott
fibrin tPA indukalta lysisét, az szignifikdnsan lassabb volt a nativ fibrinhez képest,
ugyanakkor a tPA granuldris mintdzatd akkumulaciéja a nativ  fibrinnél
megfigyelhetéhdz hasonldan itt is tapasztalhatd volt (21. dbra). A lysis kinetikajat
turbidimetridval kovetve, felszinrdl inditott lysis soran a CPB 8 U/mL koncentracidénal

fejtette ki maximalis gatlohatasat és hasonlo szintli gatlas volt megfigyelheté mar 2 uM
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arginin jelenlétében is (22. dbra). Mind CPB, mind arginin jelenlétében elmaradt a nativ
fibrin lysisénél megfigyelhetd késoi akceleracid, ¢és bar a teljes feloldodasig tartd 1d6
megegyezett, a lysis kinetikaja valamelyest kiilonboz6 volt, amely eltéré hatasmecha-

nizmust vet fel a két agens esetében. Ennek pontosabb karakterizalasara két mérést alli-

nativ 100 uM arginin 8 U/mLCPB

1perc

25 perc

32111 um

212421 um 23114 um

21. dbra: Arginin és karboxipeptidaz B hatasai a tPA-YFP fibrin-penetraciéjara a lysis folyamata
soran. Vords fluorophorral jeldlt fibrinogénbdl és plazminogénbdl allo, arginint vagy CPB-t is tartalmazo
alvadékok felszinére tPA-YFP-t rétegeztiink (a képek fels6 részén lathatd) és a folyadék/fibrin
hatarfelszint konfokalis 1ézer pasztazo mikroszkopiaval monitoroztuk kettds fluoreszcens kovetést
alkalmazva (a tPA z6ld, a fibrin voros fluoreszcencia forméjaban jelenik meg). A tPA-YFP felszinre
rétegzésétdl eltelt id6t bal oldalon jeldltiik, a bal felsd panelen lathatd 1épték 50 pum-t jelol. Az also
mintabdl; az arginin és CPB esetén kapott értékek a tiszta fibrinnél megfigyelhet6tél az elvégzett
Kolmogorov-Smirnov-teszt alapjan P<0.05 szignifikancia-szinten kiilonb6znek).

22. dabra: Arginin és

1*‘\ ' ) ' ) ) ) ) ) ) i} karboxipeptidiz (CPB)
0.9} ® nativ - hatasa a fibrin alvadék
ok 2 M araini | oldasira. A plazminogént
: ¥ ZpMarginin és arginint/CPB-t tartalma-
0.7f = 8 U/mL CPB . z6 fibrinre tPA-t rétegez-
0.6k i tink. A 340 nm-en folya-

e matosan mért abszorbanci-
< 05p | at (Asgo) relativ egységek-
0.4} . ben tiintettiik fel, a gorbék
maximalis Az értékére

0.3f . . .
normalizalva. 3 fiiggetlen
0.2F ] kisérlet 8 mérésének atla-
01k - gait abrazoltuk (feketével,

. ) ) . . jelolve minden 10. mérési

L 1 L [} = . ,
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 adat). Sziirkével a standard
id6 (perc) hibat jeloltiik.
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tottunk Ossze: egyiknél csak a plazmin keletkezését kovettiik (23. dbra), a masiknal
aktiv enzim hasznalataval kikeriiltiik a plazminogén aktivacio fazisat (24. dbra).

A CPB ¢és az arginin hatasat a tPA altali plazminogén aktivaciora szintetikus
plazmin szubsztrat felhasznalasaval kovettiik. A vartnak megfeleléen a plazmin
keletkezését a CPB gatolta, feltehetéen az Gjonnan exponalédd C-terminalis lizinek
fibrinrdl val6 eltavolitasaval. Ezzel szemben az arginin jelenlétében kialakult fibrin a
nativnal jobb taptalajnak bizonyult a plazminogén aktivacié szempontjabdl (23. abra), a
teljes lysisre gyakorolt gatlo hatas ellenére. Megjegyzendé még, hogy az arginin nem

befolyasolta a tPA altali plazminogén aktivaciot fibrinmentes rendszerben.

0.35
nati
0.2 ® v .
0.3F B 50 uM arginin -
0.15 ¥ 8U/mL CPB
0.25F <& 0.1
0.05
0.2
S 0 10 20 30 40 50
< a2 2
0.15f id6” (perc”)
0.1F
0.05F
% 1 2 3 4 6 7 8 9 10

5
id6 (perc)

23. dbra: Plazminogén aktivacio a fibrin felszinén. A plazminogént és arginint / CPB-t tartalmazo
fibrin alvadék felszinére tPA-t és szintetikus kromogén plazmin szubsztratot rétegeztiink, az
abszorbanciat 405 nm-en mértiik. 3 fiiggetlen kisérlet 8 mérésének atlagait abrazoltuk (feketével,
szimbélum minden 5. mérési adatnal). Sziirkével a standard hibat jeloltiik. Mellékletben: a nyers adatok
masodlagos abrazolédsa, ahol a gorbék meredeksége reprezentdlja a maximalis plazminogén aktivacios
sebességet a 3.3. fejezetben ismertetettek szerint (1.1 nM/perc nativ, 0.8 nM/perc CPB-mddositott fibrin,
1.8 nM/perc arginin-modositott fibrin esetében).

Amennyiben aktiv plazmint rétegeztiink a fibrin gélre, a tPA-val inditott lysisnél
megfigyelthez hasonl6 lassabb oldast figyeltiink meg arginin jelenlétében (24. dbra, bal
oldalon). Vératlan volt ugyanakkor, hogy a CPB mellett 1étrehozott fibrin érzékenyebb
volt a felszini plazminnal inditott degradaciora (24. abra, jobb oldalon): a nativ fibrin
feloldodasa 2 uM plazminnal ugyanannyi id6t vett igénybe, mint a CPB-kezelt fibrin

crer

torténd homogén eloszlatdsaval sem az arginin gatld, sem a CPB facilitalé hatdsa nem

rom

mutatkozott. A két mérési elrendezés kozott tapasztalt eltéré modulacios hatas jelzi,
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hogy a hatdsmechanizmusban szerepe van a plazmin penetracié fibrinszerkezettel

kapcsolatos varianciajanak.

0.9k \ ® nativ E 0.9F ® 1M plazmin

0.8 ¥ CPB+ 1 uM plazmin
¥ 100 pM arginin

o7 = 2 M plazmin

0.6f = 150 uM arginin CPB + 2 uM plazmin

8 o5}
<
04f
0.3
0.2f

0.1

" L L " - = 3
0 50 100 150 200 250 300 0 100 200
idé (perc) idé (perc)

24. dbra: Fibrinoldas felszinen alkalmazott plazminnal. Arginint vagy CPB-t tartalmaz6 fibrinogénhez
thrombint adtunk, majd az alvadas lejatszodasa utan a kialakult gél felszinére plazmint rétegeztiink, az
abszorbanciat 340 nm-en mértiik. A turbiditast (Asq) relativ egységekben tiintettiik fel, az egyes gorbék
maximalis abszorbancia értékére normalizalva. 3 fiiggetlen kisérlet 8 mérésének atlagait abrazoltuk
(feketével, szimbolum minden 10. mérési adatnal). Sziirkével a standard hibat jeloltiik. Bal oldalon:
arginin hatasa 0.5 pM plazminnal inditott lysisre. Jobb oldalon: 8 U/mL CPB hatasa plazminnal inditott
lysisre.

8. tablazat: A karboxipeptidiaz B hatdsa a plazmin katalizilta fibrin degradacié kinetikdjara. t a
maximalis abszorbancia adott hanyadara (alsé indexben) csokkenésé€ig eltelt iddt jeloli, az értékek 3
fiiggetlen kisérlet 8 mérésébol kapott szadmtani atlagok percben £ SD. * a CPB-kezelt és nativ mintak
kozotti, Kolmogorov-Smirnov teszt szerinti P<0.05 kiilonbséget jeloli.

0.5 pM plazmin 1.0 uM plazmin 2.0 pM plazmin
CPB 0 8 U/mL 0 8 U/mL 0 8 U/mL
too 7.9+0.7 104 +0.6* 58+0.7 3.8+0.3% 54+14 3.9+02
tos 754 +6.7 81.8+23 46.5+0.8 37.0 £3.5% 33.1+5.6 23.0 £2.6%*
tos 126.0 £9.3 126.3+1.2 77.6 0.9 68.8 £4.0* 544+11.1 35.6 £ 6.4%
o1 187.0 £9.0 165.0 £2.6* 126.5+4.1 110.5 £ 3.4%* 90.6 £19.2 54.5 + 8.8%*

A tisztitott komponensekbdl Osszedllitott rendszerekhez hasonldan az arginin és
a CPB késleltette a vérplazmabol létrehozott alvadékok tPA inicidlt feloldasat (25.
dbra) is. A CPB a plazma alvadékok lysisét a tiszta rendszerben hasznalthoz képest mar
joval alacsonyabb koncentracioban is hatékonyan gatolta. Amennyiben a tPA-t az
alvasztas meginditasa el6tt homogénen eloszlattuk az elegyben, 0.1 U/mL CPB az 50%-
os lysishez sziikséges 1d6t kétszeresére novelte, mig a 100 uM koncentracioban
hozzaadott arginin ugyanilyen mérési szituacioban minimalis befolyast gyakorolt
csupan (25. dbra, jobb oldalon). Fibrinfelszinre rétegzett tPA-val inicialva az oldast, az
arginin hatasa a 0.4 U/mL CPB jelenlétében tapasztattal megegyez6 mértékii volt (25.
abra, bal oldalon).
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25. dbra: Arginin és karboxipeptidaz B hatasa a fibrinolysisre plazma kornyezetben. Az arginint /
CPB-t tartalmazo citrattal antikoagulalt plazmat thrombin és calcium hozziadasaval alvasztottuk, a
fibrinolysist tPA felszinre rétegzésével (30 nM koncentracioban, bal oldalon) vagy az alvadast
megel6zben az elegybe keverésével (0.8 nM koncentracioban, jobb oldalon) inditottuk. Az abszorbanciat
340 nm-en mértiik (Aazg). 3 fuggetlen kisérlet 4 mérésének atlagait abrazoltuk (feketével, szimbolum

minden 10. mérési adatnal). Sziirkével a standard hibat jeldltiik.
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5. MEGBESZELES

5.1. Szerkezeti kiilonbségek coronaria és periféridas artérias thrombusok kozott

Szamos kiilonbséget taldltunk a coronaria és a periférias arteridkbol szarmazo
thrombusok kozott, amik a vérrogképzodéssel és a hemodinamikai faktorokkal
kapcsolatos, korabban mar feltérképezett molekularis mechanizmusokra vezethet6k
vissza. Pasztazo elektronmikroszkdpos felvételeken szignifikdns kiillonbség dbrazolodott
a fibrin szalatméré tekintetében: koszoraér thrombusok vékonyabb szalt, finomabb
szerkezetli, periférids thrombusok vastagabb szalu, durvabb fibrinbdl épiiltek fel (2.
tablazat), amely 6sszhangban all korabbi ex vivo megfigyelésekkel [65]. A szalatmérd
egyik jol ismert in vitro determinansa az alvadasi folyamat szinhelyén rendelkezésre
allo fibrinogen plazmafehérje mennyisége [32]; alacsonyabb lokalis fibrinogen és fibrin
koncentraci6 finom szerkezetli, vékony szali halézatot hoz létre. A lokalis fibrin
koncentraci6 szalvastagsag meghatarozasaban bet6ltott in vivo szerepét latszik igazolni
az altalunk megfigyelt pozitiv korrelacio a szalatmérd ¢és a fluoreszcens
fibrin/vérlemezke lefedettség arany kozott (11. dbra), valamint a coronaria
thrombusokban ugyancsak alacsonyabbnak mutatkozo szazalékos fibrintartalom.
Minthogy a szalatméré masik ismert determinansardl, nevezetesen a lokalis thrombin
aktivitasrol [135] nem allt rendelkezésre direkt adatunk, e faktor szerepét csak kdzvetve,
a thrombin képzddését eldsegitd vérlemezkék relativ mennyiségébdl kovetkeztetve
tudtuk Dbecsiilni. Ilyenforman a coronaria thrombusokban mért alacsonyabb
fibrin/vérlemezke arany (3. dbra, 2. tabldzat) magasabb lokalis thrombin aktivitast
sejtet, ami ismerten a vékony szalu, finom struktaraju fibrin kialakulasanak kedvez
[6,135]. Valodszinlileg hemodinamikai faktorok a felelések a magasabb
fibrin/vérlemezke aranyért nagyobb atmér6jii koszortaerekben (4. abra), ugyanis a nagy
nyirasi sebesség jellemezte kisebb artériak hajlamosabbak vérlemezkében gazdag,
ugyanakkor vordsvértestben és fibrinben szegény vérrogok kialakitasara [106,136]. A
vordsvértest-tartalomban nem tapasztaltunk szignifikans differenciat a két {6
thrombuscsoport kozott, a ramus circumflexus (CX) és hasi aorta aneurysma (AAA)
lokalizé4cio szerinti alcsoportok Osszehasonlitdsakor latott kiilonbséget pedig az aorta

aneurysmak thrombosisanak specidlis, idoben elhtzddo, rétegrdl rétegre torténd
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kialakulasa miatt nem tartjuk reprezentativnak a periférids thrombusok egészére

vonatkozodan.

5.2. Vér- és vérrog-osszetétel kozotti reldaciok

A haematocrit és a coronaria thrombusok vérlemezke-tartalma kozott megfigyelt
parabolikus 0sszefiiggésért (3. tabldazat) a reologiai faktorok 0sszjatéka teheto felelOssé.
Magas haematocrit esetén az érlumen centralis részén aramld vordsvértest tomeg a
vérlemezkéket radialis iranyba nyomva az érfal felé tereli azokat, ilymodon az érfal
kozvetlen szomszédsagaban egy vérlemezke-dus plazma réteg alakul ki, amely lehetové
teszi a vérlemezkék nagy mennyiségii felhalmozodasat az utjukba keriilé endothel
dehiscentia teriiletén. Mdasfeldl alacsony haematocritndl a vér viszkozitdsa csokken és a
— példaul anaemiaban megfigyelheté — kompenzatorikus hiperdinam keringés szintén
kedvez a vérlemezke depozicionak. Megjegyzésre érdemes, hogy sem 0.5 feletti, sem
0.24 alatti haematocrit érték nem szerepelt az adataink kozott, ami nyitva hagyja a pl.
polycythaemidban vagy gravis anaemidban megfigyelhetd extrém haematocrit
thrombusszerkezetre gyakorolt hatasanak kérdését.

Periférias betegekben az aspirin fokozta a thrombus vérlemezke-tartalmanak
fliggését a szisztémas vérlemezkeszamtol (7. dabra, 4. tdbldzat). A vegylilet a
vérlemezke aktivalo mediatorok lokalis felszabadulasat gatolja és jelenlétében sokkal
inkdbb a szisztémds, semmint a lokalis faktorok jutnak érvényre a thrombus
Osszetételének alakitasaban. A mediator felszabadulas rendszeres dohanyzokban [137],
illetve statint szeddkben [138] el6forduld karosodasaval magyarazhatd a vérlemezke-
tartalom kifejezett fiiggése a szisztémas vérlemezkeszamtol dohanyzo, illetve — a
rutinszerlien statin terapiaban részesiild — dyslipidaemias coronaria betegeknél, mely

megfigyelések ugyancsak a lokalis faktorok iranti érzékenység csokkenését jelzik.

5.3. Mért ultrastrukturalis jellemzdk dsszefiiggései

A megfigyelt forditott korrelacid az intrathromboticus vordsvértest és fibrintartalom
kozott (5. tablazat) nem meglepd, ha figyelembe vessziik a tényt, hogy a vordsvértestek
a vérrog térfogatanak nagy hanyadat elfoglalhatjak, ezzel mintegy kiszoritva a fibrint a
rendelkezésre 4ll6 intrathromboticus teriiletr6l. Mindazonaltal a vorosvértest-
tartalomnak semmilyen hatasat nem tapasztaltuk a fibrin szalvastagsagra, amit azonban

korabban demonstraltunk in vitro, tisztitott fibrint és voOrdsvértestet tartalmazo
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rendszerekben [32]. Ez az eltérés betudhatd az Osszetettebb in vivo kornyezetnek.
Példaul a korabban emlitett magasabb vérlemezke-tartalom — vékonyabb fibrinszal
kapcsolat mellett megfigyeltik a vordsvértestben szegény thrombusok nagyobb
vérlemezke-tartalmat is. Ilyen modon tehat a fibrinszerkezet vérlemezkék altali
modulacidja ellenstulyozhatja az alacsony vordsvértest-tartalom széalvastagitd hatasat
[32]. Mi tobb, megfigyeltiink egy komplex asszociaciot a szisztémas vorosvértest- €s
fehérvérsejtszamok, valamint a vérrog thrombocyta-tartalma kozott (8. dbra, 3.
tablazat), ami alahtizza a fehér- és voros thrombusok kozotti klasszikus kiilonbségtétel
finomitasanak sziikségességét tobb tényezore kiterjedd analizis igénybevételével. Ebben
a komplex Osszefliggésben alacsony fehérvérsejtszam esetén a thrombus thrombocyta-
tartalma a voOrdsvértestszdmmal parhuzamosan emelkedik, amelyben a keringd
vorosveértestek  sztérikus hatdsa tekinthetd elsddleges oki tényezOnek, magas
fehérvérsejtszamnal viszont a relacid megfordul és a novekvd szisztémas sejttartalom
alacsony intrathromboticus vérlemezke aranyt von maga utan, mely jelenség hatterében
valamilyen, a monocyta-thrombocyta aggregatumok mintajara [139] elképzelhetd

altalanos leukocyta-thrombocyta interakcio mertil fel.

5.4. A thrombus-architektiira valtozdsa az idd fiiggvényében

A tlinetek fellépése és a thrombus eltavolitdsa kozott eltelt idonek nagy jelentdséget
tulajdonitanak a coronaria thrombusok szerkezetének alakulasaban [108,109]. A mi
megfigyeléseink valamivel arnyaltabb képet mutattak a thrombus Gsszetétele és kora
kozotti  Osszefliggésrdl. Koszoruér thrombusokban a fibrintartalom nem egyenes
aranyban, inkabb parabolikus fiiggésben allt a vérrog koraval (6. tdbldzat). Az elemzést
friss (<24 oras) thrombusokra korladtozva egy, a fibrintartalomra vonatkozo6 kifejezett
negativ hatas korvonalazodott (13. dbra). A periférias thrombusok kora sokkal
szélesebb tartomanyban mozgott, amit a vérlemezke-tartalom harang alaka regresszios
gorbét adva kovetett: néhany hetes thrombusok koriilbeliil ugyanannyi vérlemezkét
tartalmaztak, mint a friss thrombusok, mig a koztes koru vérrogokre a magasabb
vérlemezke-tartalom volt jellemzé. Az analizis elsé 168 orara vald korlatozasa
ugyanakkor a vérlemezke-tartalom 0%-rol 29%-ra emelkedé tendenciajat fedte fel. A
thrombocytak jelenlétének ilyen jellegii ido-fliggése eltér a korabban leirt, kiillonb6zd
lokalizacioja és korti thrombusok elemzésével nyert irodalmi adatoktol [109], ami azt

sugallja, hogy ezek az i1d6-fiiggd strukturalis valtozasok nem altalanosithatok minden

46



fajta artérias betegségre. Tovdbbmenve, a beteg kora és CRP szintje szintén
befolyasolhatjak ezeket a szerkezeti tendencidkat (6. tdbldzat). Fontos azonban
hozzatenni, hogy noha a leirasban konzekvensen a ,thrombus kora” kifejezést
hasznaljuk, a vérrogok valodi kora Iényegesen meghaladhatja a tiinetek fellépte ota

eltelt idotartamot [140].

5.5. CRP hatdsai a thrombusszerkezetre

A gyulladés és a thrombosis tobb ponton kapcsolédo folyamatok. A CRP, egy akut fazis
fehérje €s a klinikai gyakorlatban széleskortien hasznalt gyulladdsos marker, nemcsak
emelkedett thromboticus &llapotokban, de befolyasolja is a fibrin és vérlemezke
lerakodas folyamatat. Magas CRP szintek és allandd fibrinogen koncentracié mellett
kialakult plazma alvadékok nagy szakitdszilardsaguak €s denzebb, kevésbé permeabilis
szerkezetliek [66,141]. A fibrin halozat ilyen jellegli valtozasai 6sszefiiggésben lehetnek
a CRP fibrinogénhez valo kotddésével [142], de az akut fazis protein endothel sejteken
és monocytakon leirt, szoveti faktor expressziot fokozo hatasaval is [143,144]. Ezekkel
az adatokkal Gsszhangban, két kiillonb6zé mikroszkopos modalitds segitségével tett
megfigyeléseink pozitiv korreldciot mutattak a CRP szint és a vérrog fibrintartalma
kozott periférias thrombusokban (7. tabldzat). Coronaria betegeknél a CRP hatasat csak
a thrombus koraval, mint masodik regresszorral kombinalva tudtuk detektalni (7.
tablazat), ami a CRP hatasok 1d6-fliggd természetét és a periférids érmitétek idejére

(atlag 174.8 o6ra, coronaria atlag 14.6 6ra) mar komplettalddott voltat sugallja.

5.6. Dohdnyzds hatasai a thrombusszerkezetre

Dohanyosok plazma alvadékainak fibrintartalma magasabbnak bizonyult, a leszokas
pedig kozelebb hozza az értéket a nem dohanyzokban mérhet6hoz [67]. A mi méréseink
mind a fibrintartalmat (a coronaria csoportban), mind a fluoreszcens fibrin/vérlemezke
lefedettség aranyt szignifikdnsan magasabbnak mutattdk dohanyz6 betegekbdl szarmazo
vérrogok esetében (2. tablazat), az ex-dohanyosok mintaiban mért értékek pedig alig
kiilonboztek a nem dohdnyzokéitdl. Mivel a tomor fibrin allomany csokkent
fibrinolyticus érzékenységgel parosul, a dohanyzas agresszivabb korlefolyast és

rosszabb terapias valaszkészséget eredményezhet.
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5.7. CPB és arginin fibrinolysisre gyakorolt hatasai, in vivo relevancia

A TAFI anti-fibrinolyticus aktivitasat felfedezése oOta [145] a plazmin generalta C-
terminalis lizinek fibrinrdl vald eltavolitasanak tudjuk be, de a TAFI szintjének cardio-
¢és cerebrovascularis események prognozisat befolyasold hatasat populdcids szinten a
mai napig nem sikeriilt meggy6zden bizonyitani. Kutatasainkban CPB-t hasznaltunk,
egy homolog, de a TAFI-nal 1ényegesen hosszabb életidejli, bazikus aminosavak irdnti
specificitassal biré karboxipeptidazt. Méréseink a CPB aktivitas két kovetkezményét
igazoltak, amelyek antagonizaljak a CPB anti-fibrinolyticus hatasat (azaz a fibrinolysis
soran exponalédd C-termindlis lizinek megtestesitette pozitiv visszacsatolasos kor
javitasa révén, illetve 2) a plazminogén aktivacio fibrinszerkezet-fiiggd facilitalasat.

Varatlan volt, hogy a fibrin felszinén alkalmazott plazmin aktivitdsait a CPB
potencirozta (24. dabra, jobb oldalon; 8. tdbldzat): a leirt koriilmények kozott a CPB
kezelés felért a plazmin koncentraci6 megkétszerezésével. Ezzel ellentétben az
alvadékban homogénen eloszlatott plazmin esetében a CPB hatastalannak bizonyult. A
plazmin iranti szenzitizdlédas magyarazhaté az Gjonnan exponalddd C-terminalis
lizinek leemésztésével, amelyek a plazmin kot6helyéiil szolgalva késleltethetik annak
kotott plazmin kozotti egyensuly az eldbbi javara tolodik, amelyik ténylegesen részt
vesz a fibrin matrix bontasdban. Ez a megfigyelés dsszhangban all azokkal a kordbban
leirt adatokkal, amelyek szerint a TAFI fokozza a fibrinhez kotott plazmin ap-plazmin
inhibitor altali gatlasat [146] a gatlas sebességének csokkentéséért felelés kotOhelyek
eltavolitasa révén. A plazmin hatas fent emlitett potencirozdsa magyarazatot szolgaltat a
TAFI anti-fibrinolyticus hatasanak megfordulasara olyan esetben, amikor bdségesen
képzddik plazmin a fibrin felszinén és ezzel a fibrinolysis sebességének
meghatarozojava a plazminogén aktivacid helyett a plazmin aktivitas valik [147-149],
ezenkiviil Osszhangban &ll a fibrinolysis elméleti modelljei alapjan kialakitott
becslésekkel is [150].

Ugyan a vartnak megfeleléen a CPB lelassitotta a tPA-dependens lysist tiszta
fibrinben (22. dbra) és plazma alvadékban is (25. dbra), az aktivator lokalizacidja

(felszini vagy intrathromboticus) nagyban befolyasolja az alvadék CPB modulacio iranti

crer
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aktivacio gatlasat, mig e kompenzacids faktor hidnya effektiv gatlohatast tesz lehetévé
homogén eloszlasu rendszerben. Megfigyeltiik tovabba, hogy a folyadékfazisu tPA
katalizalta plazminogén aktivacid kevésbé érintett a korabbi tanulmanyok altal
elérevetitetthez képest [133]. Olyan kisérleti elrendezésekben, ahol az enzimnek nem
szlikséges penetralnia (pl. mert eleve egyenletesen oszlik el az alvadékban), a C-
terminalis lizinek lehasitdsa a plazminogén aktivacio sebességi allandojat 60%-kal
csokkentette [133], ugyanakkor a CPB csak 27%-0s csokkenést eredményezett a felszini
plazminogén aktivacio sebességében (23. dbra). Ez a diszkrepancia magyarazhatd a
plazminogén aktivacio CPB jelenlétében kialakult vékony szalu fibrinen tapasztalhatod
kompenzatorikus gyorsulasaval.

Meglepé modon, a fentiekhez hasonld szerkezeti véltozasok figyelhetok meg
bezéardlag az arginin nem befolyasolja a plazmin aktivitdsat szintetikus szubsztraton,
sem a tPA-dependens plazminogén aktivaciot fibrinmentes rendszerekben, az arginin
altal modositott fibrin hasznos eszkdznek bizonyult a CPB két hatasanak, a C-terminalis
lizinek lehasitasanak és a fibrinszerkezet modositasanak az elkiilonitésében. Az
argininnel modositott fibrin minimalis gatlohatasa a felszini plazmin aktivitasara (24.
dbra, bal oldalon) kizarja a vékony szala fibrin oki szerepét a CPB pro-fibrinolyticus
funkcidjaban (24. dabra, jobb oldalon), alatamasztja viszont a C-terminalis lizinjeitdl
aktivacio gyorsulasa argininnel modositott fibrinen (23. dbra) alatamasztja a
kovetkeztetést, mely szerint a plazmin képzédés a CPB-vel modositott fibrinen két
antagonisztikus jelenség, a vékony szalt fibrin potencirozo és a C-terminalis lizin
emésztés gatlo hatasanak végeredménye.

Mindezekbdl a megfigyelésekbdl a karboxipeptiddz aktivitds, az arginin
felszabadulas ¢€s a fibrin szerkezeti/funkcionalis valtozasai kozotti kauzalis kapcsolatot
felveté hipotézis korvonalazodik. Az arginin koncentracionak a méréseinkben hasznalt
tartomanyon beliili valtozasai in vivo szarmazhatnak a thrombin felszabaditotta
fibrinogénbdl kialakitott alvadékokban vald kézvetlen mérésével szamithatoé [133]. A
karboxipeptiddz aktivitas alternativ forrdsa lehet még a plazmdban konstitutiven

jelenlévé karboxipeptidaz N, illetve patologias koriilmények kozott akar a pancreas

49


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3891004/?report=classic#bb0180
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3891004/?report=classic#bb0180

eredeti CPB is [151]. A fenti megfontolasok alapjan szamitott arginin koncentracionak
mar a toredéke is elég volt a CPB-vel tapasztalthoz hasonld strukturalis valtozasok
l1étrehozasahoz (18. dbra, 19. dbra). Megjegyzésre érdemes, hogy tiszta fibrin tPA
medialta lysise soran a TAFI mikromolaris koncentraciéban szabadit fel mind arginint,
mind lizint, azonban az elébbi néhany 6ran keresztiil 6tszords koncentracioban van jelen
az utdbbihoz képest [133]. Ezt a tényt altaldban figyelmen kiviil hagyjak a fibrinolysist
in vitro modellezé mérések Osszeallitasa soran.

Az arginin normal plazmakoncentracidja kb. 100 uM, tehat a véralvadékok in
vivo képzddésénél szamolnunk kell egy minimalis arginin szinttel. Ugyanakkor pl.
sepsisben a szisztémas arginin koncentracio 50 uM alatti értékekre esik [152], ami
lokalisan, NO szintazt expresszalo gyulladasos sejtek kornyezetében sepsis nélkiil is
végbemehet. Mi tobb, a vordsvértestek jelentés mennyiségben tartalmaznak arginazt
[153], amely elhasznalhatja az arginint vorosvértest-gazdag thrombusokban. fgy tehat a
thrombusok sejttartalmatol fiiggéen az arginin lokalis szintje a leirt hatasok kivaltasara

alkalmas tartoméanyon beliil ¢lénken valtozhat.

5.8. Klinikai és alapkutatisi relevancia

A vérrog 0sszetételének kihatdsa a thromboticus betegségek kimenetelére széles korben
tanulmanyozott tudomanyos kérdés. Munkéank 6sszekapcsolja a vérrog dsszetételének és
ultrastrukturdjanak elemzését egyszerien mérhetd klinikai és laboratoriumi
paraméterekkel (vérkép, plazma lipid profil, CRP szint, EKG eltérések, veérrog
anatomiai lokalizacidja, tarsbetegségek, dohanyzas), igy hasznos eszkozt ajanl
prognosztikus jelentdségli informaciok rutin klinikai adatokbdl torténd kinyeréséhez,
alternativat kinalva a koltséges ¢és bonyolult technikak hasznélatat megkoveteld
eljarasokkal szemben. Konkrét példaként emlithetd az immunfluoreszcens vizualizacio,
ami a vérlemezke-kitapadast modellezd rendszeriinkben beallitott és az €16bdl szdrmazd
thrombus mintdkon kvantitativ analizisre is felhasznalt modszerként kifogastalannak
bizonyult a koltséges és koriilményes elektronmikroszkopos analizis alternativajaként.
Ezen tulmenden, a laboratoriumi ¢&s szerkezeti paraméterek kozott felfedett
Osszefliggések értékes részletekkel egészitik ki a szisztémas és lokalis in vivo faktorok
thrombusképzddésre gyakorolt hatasardl alkotott képiinket.

A CPB-vel ¢és argininnel végzett méréseink demonstraljak, hogy a fibrinolysis

karboxipeptidaz-fliggd modulacidja dsszetettebb, mint azt altalaban hiszik. Mindezidaig
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a fibrinolysis gatldsdt a plazminogén aktivacid pozitiv visszacsatolasanak
megakadalyozasaval vagy a plazmin op-plazmin inhibitor altali inaktivacidjanak
elosegitésével magyaraztdk. Eredményeink felvetik, hogy a fibrinolysis gatlasat
bizonyos fokig ellenstlyozzdk a karboxipeptidazok (TAFI, CPN) fibrinszerkezet-
modositason keresztiil megvaldsuld, plazminogén aktivaciot és plazmin diffuziot
potencirozo funkcidi. Ezen argumentumok feltétleniil mérlegelendék a TAFI-t, mint

gyogyszer-targetet felvetd terapias elképzelések és fejlesztések értékelésekor [154-156].
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KOVETKEZTETESEK

e Coronaria ¢és periférids thrombusok kozott jelentds szerkezeti kiilonbségek
vannak: el6bbiek relativ fibrintartalma alacsonyabb, vérlemezke-tartalma
magasabb, fibrinrostjaik pedig vékonyabbak.

e A kisebb ératméré inkabb a fibrinben szegény, vérlemezkében gazdag
thrombusok kialakulasanak kedvez, amely jelenség hatterében a kis arteridkban
uralkodd6 magasabb nyiréerék thrombocyta-depoziciot serkentd hatasa
feltételezheto.

e Coronaria thrombusokra és dohanyzo betegekbdl eltavolitott thrombusokra a
fibrinolysis irant ellendlobb fibrinszerkezet jellemzo.

e Az aramlasi koriilmények és a szisztémas sejtszdmok nagyban befolyasoljak a
thrombusok szerkezetét. A vorosvértestek szisztémas szamanak emelkedésével a
thrombusok vérlemezkében gazdagabb4d valnak, ugyanakkor alacsony
haematocrit értéknél is tobb vérlemezke keriill a vérrogokbe, mint koztes
vorosvértestszam esetén.

e A vérlemezke-gitld szerek a lokalis hatdsokat elnyomva a szisztémés hatasokat
juttatjdk érvényre a thrombus vérlemezke-tartalmanak kialakitasaban ¢és
ugyanilyen hatds feltételezhetd a dyslipidaemids betegek altalanos
gyogyszerének tekinthetd statinok esetében is.

e A fibrinszerkezetet a rendelkezésre all6 fibrin koncentracidja és a vérlemezkék
jelenléte in vivo is befolyasolja, minthogy a vérlemezkék hozzajarulnak a lokalis
thrombin aktivitds emelkedéséhez, amely a fibrinszalak vastagsagénak talan
legismertebb determinéansa a fibrinogén koncentracid mellett.

o A fenti Osszefiiggéseket az esetleges tarsbetegségek, mint az atherosclerosis és a
dyslipidaemia jelentdsen erdsitik.

e A thrombusok szerkezetének elemzése fontos szempont a terapias valaszkészség
becslésében. E tekintetben a vérlemezke-kitapadast modellezd aramlési
rendszerben bedllitott és a bemutatottak alapjan az ¢€lébol eltavolitott

thrombusok kvantitativ elemzésére is jol hasznalhato immunfluoreszcens
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analizis egyszerlisége miatt akar a mindennapi diagnosztikus eszkoztarnak is
hasznos kiegészitdje lehet.

A TAFI stabil analogjaként hasznalt CPB és az arginin jelenléte egyarant a
finom szerkezetti, plazminogén aktivaciot potencirozo, de a lysis irant ellenalobb
fibrin kialakuldsénak kedvez.

fibrinolyticus hatast is kifejthet.

A TAFI fentiekbdl kirajzolodo komplex aktivitasa feltétleniil figyelembe veendd

az enzimet mint farmakologiai célpontot felvetd elképzelések atgondolasakor.
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7. OSSZEFOGLALAS

A thrombus 0Osszetétele meghatarozza az acut myocardialis infarctus (AMI) és a
szerkezeti jellemzOi és rutin klinikai paraméterek kozotti korrelacidokat kerestiink.
Heterogén  betegcsoportban  thromboaspiraciéval (AMI  utan) ¢és  thromb-
endarterectomiaval (periférias arteridkbol) eltavolitott thrombusokat vizsgaltunk
pasztazd elektronmikroszkopos €és aramlasi vérlemezke-adhézios modellben beallitott
immunfluoreszcens technikaval, hogy meghatdrozzuk azok fibrin- és sejttartalmat. A
szerkezeti paraméterek és valogatott klinikai adatok (kor, nem, thrombus lokalizacioja,
vérkép, C-reaktiv protein szint, EKG eltérések, vérlemezke-gatldo kezelés, tars-
betegségek, dohanyzas) dsszefliggéseit vizsgaltuk. Szignifikans kiilonbségeket talaltunk
coronaria ¢és periférids, illetve dohdnyzokbdl ¢és nem dohdnyzokbdl szarmazod
thrombusok kozott. A thrombusdsszetételt a szisztémas sejtszamok, a thrombus kora, a
tarsbetegségek és a vérlemezke-gatld kezelés befolyasoltak. Tobbszords regresszios
analizis tovabbi asszociacios mintazatokat fedett fel. A leirt Gsszefiiggések hasznos ada-
tokkal szolgalhatnak az arterias thrombosisok terapias valaszkészségének becsléséhez.
Az 01dodo fibrinben szabadda valo C-termindlis lizin aminosavak eltavolitasa jol
ismert, a thrombin altal aktivalt fibrinolysis inhibitor (TAFI) miikodésétdl fiiggd anti-
fibrinolyticus mechanizmus, mely enzim ugyanakkor a fibrinogén alvaddsa soran
exponalddd arginineket (Arg) is eltavolitja. Az ismertetett kisérletekben a
fibrinszerkezet karboxipeptidaz aktivitashoz kothetd valtozasainak hatasat vizsgaltuk a
szoveti tipusu plazminogén aktivator (tPA) indukalt plazminogén aktivaciora €s a fibrin
plazmin-dependens  lysis  iranti  érzékenységére. A TAFI-val  azonos
szubsztratspecificitasy, stabil karboxipeptiddz B (CPB) 8 U/mL koncentracidéban és az
Arg 5-10 uM koncentracioban egyarant vékony szalu, stiriibb fibrinhalo kialakulasat
idézték el6. Az Arg-kezelt, finom szerkezeti fibrin fokozta a plazminogén aktivaciot, de
a fluoreszcens tPA-val indukalt lysist lelassitotta. Masfel6l a plazminnal inditott lysis
CPB-kezelt fibrinen felgyorsult. Ezek az eredmények igazoljak, hogy a CPB aktivitas
nyoman finom szerkezetli fibrin jon 1étre, amely ellenallobb a tPA-indukalt lysis irant,
ugyanakkor a CPB és a plazmin egyiitt facilitalhatjak is a fibinolysist, valdsziniileg a

crcr

mint gydgyszer-targetet felvetd terapias elképzelések és fejlesztések értékelésekor.
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8. SUMMARY

Thrombus composition profoundly affects the outcome of treatment in acute myocardial
infarction (AMI) and peripheral artery disease. We sought correlations between
structural features of thrombi and routinely measured clinical parameters. Thrombi
removed by thromboaspiration following AMI or thrombendarterectomy of peripheral
arteries in a heterogeneous patient population were processed by a) scanning
electronmicroscopy and b) immunofluorescent technique established in a flow chamber
platelet adhesion model, to determine fibrin fibre diameter and relative occupancy by
fibrin and cells. Correlations between the structural features and selected clinical
parameters (age, sex, vascular localization, blood cell counts, C-reactive protein, ECG
findings, antiplatelet medication, accompanying diseases, smoking) were assessed.
Significant differences were observed between coronary and peripheral thrombi and
between thrombi from smoking and non-smoking patients. Thrombus composition was
found to be determined by systemic cell counts and the age of thrombi. Co-morbidities
and antiplatelet medication strongly influenced these correlations and multivariable
regression analysis revealed more complex association patterns. The revealed
interrelations may provide a helpful tool to estimate therapeutic responsiveness.
Removal of C-terminal lysine residues that are exposed in lysing fibrin is an
established anti-fibrinolytic mechanism dependent on thrombin activatable fibrinolysis
inhibitor (TAFI), which also removes arginines (Arg) that are exposed at the time of
fibrinogen clotting. We evaluate the impact of alterations in fibrin structure mediated by
carboxypeptidase activity on the function of fibrin as a template for tissue plasminogen
activator (tPA) induced plasminogen activation and its susceptibility to digestion by
plasmin. We used the stable carboxypeptidase B (CPB), which shows the same
substrate specificity as TAFI. In the presence of 8 U/mL CPB or 5-10 uM Arg, a denser
fibrin network was formed with thinner fibers. The fine structure of Arg-treated fibrin
enhanced plasminogen activation, but slowed down lysis monitored using fluorescent
tPA. However, if lysis was initiated with plasmin in CPB-treated fibrin, the rate of dis-
solution increased. These results evidence that CPB activity generates fine-mesh fibrin
which is more difficult to lyse by tPA, but conversely, CPB and plasmin together can
stimulate fibrinolysis, possibly by enhancing plasmin diffusion. Consideration of these

effects appears essential in view of the recent interest in TAFI as a potential drug target.
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