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1. Roviditések jegyzéke

ADAMTS13

ADP
AIS
Ang-2
ANOVA
Arg
ATP
CAD
CCL

CD36

CD40

CD40L

cFn/ckg
cH1, cH2A
cH3, cH4
CRP
CXCL

Cys
DAMP

A Disintegrin And Metalloprotease with ThromboSpondin type 1
repeat 13, egy diszintegrin és metalloproteaz 1. tipust trombospondin
ismétlédéssel 13. altipusa

adenozin-difoszfat

acute ischemic stroke, heveny isémids agyi katasztrofa

angiotenzin-2

analysis of variance, varianciaanalizis

arginin

adenozin-trifoszfat

coronaria arteria disease, koszortér-betegség

egy szerkezeti citokintipus: 2 szomszédos cisztein altal masik
ciszteinekkel alkotott diszulfidhidat tartalmazo ligand

cluster of differentiation 36 protein, cluster of designation 36,
classification determinant 36, zsirsav-transzlokaz, B-tipusu
takaritoreceptor 3. tagja

cluster of differentiation 40 protein, a TNF-receptorcsalad tagja

az antigénprezentalo sejteken

cluster of differentiation 40 ligand, a CD40 receptor ligandja

a T-limfocitakon, trombocitakon

citrullinélt fibrin/fibrinogén

citrullinalt hiszton-1 és 2A

citrullinalt hiszton-3 és 4

C-reaktiv protein

egy szerkezeti citokintipus: 2 olyan cisztein kozott egy aminosavat
tartalmazo ligand, amelyek masik ciszteinekkel diszulfidhidat alkotnak
cisztein

danger-associated molecular pattern, veszélyhez tarsuldé molekularis

mintazattal rendelkez6 részecskék (DNS, mikrobak, stb.)



DNasell3
DN-az-1
DNS

ER

ERK
FN50

FW50

GDP

Gly
Gplb-I1X-V
Gpllb/llla
GpVI
GTP

HDL
HMGB1
IL

LDL
MAPK
mCRP
MEK
MET
MMP
MPO
NADPH
NE

NET

DNase-1-like-3, DN4az-1-szerti-3, dezoxiribonukleaz-1-szerti-3
dezoxiribonukledz-1

dezoxiribonukleinsav

endoplasmic reticulum, endoplazmas retikulum

extracellular signal-regulated kinase, a MAPK egyik fajtaja

a thrombusmetszetek konfokalis mikroszkopos képén a fibrin és
extracellularis dezoxiribonukleinsav altal elfoglalt teriilet aranyanak
medianja immunfluoreszcencias kimutatas soran

a thrombusmetszetek konfokalis mikroszkopos képén a fibrin és von
Willebrand-faktor altal elfoglalt teriilet aranyanak medianja
immunfluoreszcencias kimutatas soran

guanozin-difoszfat

glicin

glikoprotein-1b-9-5

glikoprotein-2b-3a integrin

glikoprotein-6

guanozin-trifoszfat

high-density lipoprotein, nagy stiriiségii lipoprotein

high mobility group box-1, nagy mozgékonysagt csoportdoboz-1
interleukin

low-density lipoprotein, alacsony stirtiségii lipoprotein
mitogen-activated protein kinase, mitogénaktivalt protein-kinaz
monomer C-reaktiv protein

MAPK/ERK Kinase, mitogénaktivalt protein-kinaz-kinaz-1/2
makrofag extracellularis csapda (trap)

matrix metalloprotedz/metalloproteinaz

mieloperoxidaz

nikotinsavamid-adenin-dinuleotid-foszfat redukalt formaja

nemzetkozi egység

neutrofil extracellular trap, neutrofil sejten kiviili csapdaja



NETosis
NOS
oxLDL
PAD
PAD/PADI
PAI-1
pCRP
pCRP*
PI3K
PKC
PMN

Raf

RANTES

ROS

SARS-2

sdHDL

sdLDL

SEM

Ser

SOD

STEMI
fFVS%

neutrofil extracellularis csapda (trap) képzédése
nitrogén-monoxid-szintaz

oxidized low-density lipoprotein, oxidalt alacsony stirtiségli lipoprotein
peripheral artery disease, periféridsartéria-betegség
peptidil-arginin-deziminaz, protein-arginin-deziminaz

plasminogen activator inhibitor, plazminogénaktivator gatldszere
pentamer C-reaktiv protein

pentamer C-reaktiv protein aktivalt formaja

foszfatidilinozit-3-kinaz

protein-kinaz C

polymorphonuclear neutrophil granulocyte,

sokkaréjos magvu semleges festddésti fehérvérsejt

cellular Rapidly Accelerated Fibrosarcoma, a mitogénaktivalt protein-
kinaz-kindz-kinaz egyik tipusa

regulated on activation, normal T cell expressed and secreted; CCLD5;
szerkezeti citokintipus, melyben szomszédos ciszteinek alkotnak
diszulfidhidat masik ciszteinekkel, ennek 5. sz. altipusa

reactive oxygen species, reaktiv oxigénszarmazékok

severe acute respiratory syndrome coronavirus 2,

sulyos heveny 1égzési elégtelenséget okozd koronavirus 2. tipus

small dense high-density lipoprotein,

kis méretli és slirti nagy stirtiségii lipoprotein

small dense low-density lipoprotein

kis méretli és stirli alacsony stirliségli lipoprotein

scanning electron microscopy, pasztazo elektronmikroszkop

szerin

szuperoxid-dizmutaz

ST-elevation myocardial infarct, ST-emelkedéssel jaro szivinfarktus
fehérvérsejtszam a thrombusmetszetek teriiletének szazalé¢kaban a SEM

képeken



TF tissue factor, szoveti faktor

TLR toll-like receptor

TNF-a tumor necrosis factor-alpha

tPA tissue type plasminogen activator, szoveti tipusu plazminogénaktivator
TXA2 tromboxan-A2

uPA urokinaz tipusu plazminogénaktivator

VLA very late antigen, nagyon késdi antigén

VVT vorosvertest

VWD VVon Willebrand factor disease, von Willebrand-faktor-betegség

VWF von Willebrand-faktor



2. Bevezetés

2.1. A thrombusok
2.1.1. A thrombusok Osszetétele, heterogenitasa

A 2019. évi adatok szerint az egész foldon az elsé két vezetd halalok az isémids
szivbetegség és az akut agyi érkatasztrofa (stroke). Minden 100 000 f6b6l 400, illetve 200
magyar ember halt meg a fenti okok kdvetkeztében abban az évben [1]. Az artériaban
kialakulo thrombus miatt a szerv vérellatasa elégtelenné valik, és ez kozvetlen
szervkarosodashoz vezet [2]. Bar normalis koriilmények kozott a vér folyékony allapotban
aramlik a zart vérpalyaban, velesziiletett és/vagy szerzett betegségek kovetkeztében a vér az
érpalyan beliil is megalvadhat A keletkezett véralvadék tulajdonsagai, 6sszetétele fligg attol,
hogy az érpalya melyik szakaszaban, milyen aramlasi viszonyok kozott keletkezett, milyen
rizikotényezok és betegségek fokoztak a thrombus keletkezésének valoszinliségét, mennyi
id6s a thrombus [3]. A thrombus Gsszetétele, tulajdonsagai viszont meghatarozzak, hogy
milyen mddon kezelhetd a betegség miitéttel vagy gyogyszerekkel, a kezelés varhatoan
sikeriil-e, kialakul-e embdlia, illet6leg késobb ijabb thrombus [2].

Néhany évtizeddel ezel6tt csak kisszamu thrombus post mortem hisztoldgiai vizsgalatara
volt lehetdség. Manapsag az artérias thrombusok mitéti vagy perkutan intervencios
eltavolitasa gyakran megtorténik, igy sokkal nagyobb mintaszdm 4all rendelkezésre a
thrombusok 0Osszetételének vizsgalatara. Ezen kiviill komputertomografidas és magneses
rezonanciavizsgalattal is probaljak a klinikusok megbecsiilni, hogy mi a thrombus
Osszetétele, milyen kezelés lenne célszerti [4].

A hagyomanyos patologiai osztalyozas szerint a thrombusok sziniik, dsszetételiik és
tulajdonsagaik szerint kategorizalhatok: A vords thrombusok sok vorésvértestet tartalmaznak
a kevés fibrin mellett és nagyon kevés trombocitat, lazan koétddnek a vénak faldhoz, vagy a
megrepedt plakknal akar artéridban is képzddnek. A fehér thrombusok vérlemezkében és
fibrinben gazdagok, de vordsvértestben szegények, a gyors aramlast artéridkban és
arteriolakban, ill. az atheroscleroticus plakk erézidja soran képzédnek. A gyakori kevert

tipusban a voros és fehér thrombus csikjai valtogatjak egymast.



A vérlemezkék fontos szerepet jatszanak a fiziologias alvadék és a patoldgias thrombus
kialakulasaban. Aktivalodasuk soran atrendezédnek a plazmamembran foszfolipidjei, a stirti
(denz, &) granulumokbél kis molekulak és ionok, az a-granulumokbol pedig fehérjék
riilnek, és a granulumok membranja fuzional a plazmamembrannal. A vérlemezkék
aktivalodéasa fokozatosan és kiilonbozOképpen megy végbe, ezért az alvadék egyes részein
kiilonb6z6 vérlemezkepopulaciok talalhatok [5]. Az érsériilés helyén keletkez6 alvadék belsd
magjaban a vérlemezkék GpVI- és a2p1-receptorukkal kollagénhez, a Gplb-V-1X
komplexszel pedig von Willebrand-faktorhoz (VWF) kotédnek, a kalciumszint a sejten beliil
a citoszolban tranziensen magas. Ennek kovetkeztében a fuzionalt o-granulumok
degranuldlodnak, a sejtadhéziés molekuldk aktivalodnak, a vérlemezkék aggregéalodnak,
késébb  Osszehuzddnak. Erds aktivatorok: kollagén, trombin ¢és ROS (reaktiv
citoszolikus kalciumszint lesz. Ezek prokoagulans thrombocitava alakulnak: foszfatidilszerin
keriil a kiils6 membranrétegbe, az a- és o-granulumok degranulaldodnak, a trombocitak
duzzadnak és feliiletiiket alvadasi faktorok fedik be, sok trombin keletkezik, ami fokozza a
szomszédos vérlemezkékben a foszfatidilszerin-expoziciot, a vérlemezkék bimbdznak,
extracellularis vezikulak valnak le, melyek a vérlemezkékkel egyiitt felszint biztositanak a
gyors alvadékképzddéshez, ezért vékonyszala, siiri fibrinhalo keletkezik. Az artéridkban
keletkezé thrombusokban is megfigyelhetd a fenti kétféle vérlemezkepopulacio [6]. Az
alvadék peremén gyenge aktivatorok (ADP, tromboxan-A2) hatnak, a vérlemezkék
aktivacioja nem teljes mértékii, diszkoid alaktak, gyengébben kotédnek a vérfehérjékhez, a

koriilottiik levé fibrinhald lazabb [7].

2.1.2. Koszoruér-betegség (Coronaria arteria disease, CAD)

Régota ismert, hogy a koszortér-betegség oka az atherosclerosis [8]. Kockazati
tényezok, melyek atherosclerosishoz vezetnek és megvaltoztatjak a thrombus tulajdonsagait
a: magas vérnyomas [9], cukorbetegség [10], magas LDL-koleszterinszint [11], dohanyzas

[12]. Ezek jelentdségével az értekezés kiilon fejezete foglalkozik (1d. késobb).

10



A thrombus oregedésével valtozik a thrombus Gsszetétele is. Minél tobb id6 telik el a
myocardialis infarctus tiineteinek megjelenése és a thrombus eltavolitasa kozott (amit
isémias id6ének neveziink), annal jobban né a fibrin/vérlemezke arany a coronaria
thrombusban a fibrinhal6 novekedése és a vérlemezke pusztulasa miatt, valamint a
vorosvértestek  Osszenyomddnak az alvadék  Osszehuzddasakor, sokszog alaku
polihedrocitakka valnak, tovabba egyre tobb limfocita jelenik meg [13, 14].

Az atheroscleroticus plakk lehetséges tipusai: stabil, vékonysapkaju, megrepedt,
erodalodott. A vékonysapkaju (és nagy lipidtartalma) plakk hajlamos a megrepedésre. A
megrepedt és erodalodott plakk felszinén keletkezik thrombus. A repedés soran a vér
bearamlik a plakkba, ahol talalkozik a féképpen a monocitdk membranjaban levé szoveti
faktorral, olyan alvadék keletkezik, amelynek nagyobb része fibrin, kisebb része pedig
vérlemezke: 74%, ill. 35%, mig a vastag fibrotikus sapkaju plakk erézidjakor, a f6képp
kollagén kezdeményezésére keletkezé thrombusban épp forditva: 70% trombocita és 51%
fibrin [15]. Az akut myocardialis infarctusos betegbdl a rupturalt plakkok felszinérdl aspiralt
thrombusokban a plakkok kozvetlen talalkozasanal levé részen nekrotikus maradvanyok,
makrofagok és koleszterinkristalyok talalhatok a legnagyobb mennyiségben, amik a vérbol
szarmazo VWF-hoz és fibrinhez kotodnek, mig matrixfehérjék és sejtek nem talalhatok a
thrombus és plakk talalkozasi pontjaban [16]. A cukorbetegség és az clhizas fokozza az
atheroscleroticus plakkok sériilékenységét, konnyebben repednek vagy erodalodnak [17].

2.1.3. Periférias artéria elzarodasos betegsége (PAD)

A statisztikai adatok szerint az als6 végtag artéridiban az atherosclerosis az iddsek 30%-
aban megtalalhato, de az esetek kb. 2/3-dban tiinetmentes. A periférias érbetegségben
szenvedOk mintegy negyede cerebrovascularis tiineteket mutat 5 éven beliil, masik 1/4 része
pedig cardiovascularis tiineteket [18]. A periférias thrombusbol szarmazoé fibrinszal vastag,
az alvadék porusai kicsik, ex vivo az oldékonysaga rossz, a beteg gyogyulasi kilatasai
kedvezotlenek [19]. A periférias artériak thrombusainak fibrintartalma és szalatmérdje is
magasabb a coronariakbol szarmazoknal. Majdnem mindegyik vizsgalt PAD-beteg

hypertonias és dohanyos, valamint sokféle tarsbetegségben is szenved. Az sszes dohanyos

11



beteg thrombusaban a fibrin mennyisége magasabb (DNS-hez vagy citrullinalt hisztonhoz

hasonlitva) a nem dohanyzokénal [20].

2.1.4. Artérias isémias agyi katasztrofa (AlS, stroke)

A Trial of ORG 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST) kritériumok szerinti
kategorizalas szerint a stroke etiologiaja lehet: kardioembolids, nagyartéria atheroscleroticus,
kisartéria elzarddasos, egyéb (beleértve a carotid dissectiot és paradox emboliat), valamint
kriptogén [21]. Ujabban az ASCOD kategorizalas hasznélatos: atherosclerosis, kisérbetegség
(small vessel disease), cardioembolia, egyebek (others) és széthasadas (dissection) [22].

Eredetileg ugy Vvélték, hogy a nagyartérids eredetli és agyi érelzdrddast okozo
thrombusok vérlemezkékben gazdagok, mig a sziv eredetii, f6képp pitvarfibrillacié miatt az
agyi keringésbe keriilé thrombusok eritrocitaikban és/vagy fibrinben gazdagok [23, 24].
Ennek megfeleléen a pitvarfibrillacié miatti stroke-os beteget rendszerint antikoagulans
terapiaval kezelik, hogy megakadalyozzak az Wjabb thrombus keletkezését, mig az
érelmeszesedett nagyartéria miatti Stroke-os beteget vérlemezkegatloval [25]. Ugyanakkor
szamos vizsgalati eredmény szerint nincs kiilonbség a thrombusok etiologidja szerint a
haromféle Gsszetevé aranyaban [26], sOt, az utobbi iddben ellentétes eredményeket is
publikaltak nagyobb szamu betegen és a hagyomanyos hematoxilin-eozin festést egyéb
festési modokkal kiegészitett vizsgalatok alapjan, miszerint épp az artérids eredetiick a
vordsvértestben és fibrinben gazdagok [27].

Az ellentmondasos vizsgalati eredmények alatamasztjak, hogy a thrombus egyéb sejtes
¢és nem sejtes 0sszetevoit is érdemes figyelembe venni. Gyulladasok helyszinén a neutrofil
granulociték jelennek meg elészor. A thrombusok dregedésével egyre nagyobb a szamuk
sok leukocita talalhatd [29]. Rosszindulati daganat gyakran jar egyiitt trombotikus
betegségekkel, a daganatok gyakran okoznak kriptogén etiologiaju stroke-ot, amikor is a
thrombus gazdag trombocitakban [30]. A neutrofil granulocitak képesek arra, hogy a
fragmentalatlan DNS-t citoplazmatikus, magi és granulumfehérjék tarsasagaban kilokjék

magukbol. Ez egy 0Osi nem-specifikus immunreakci6: a DNS-hdlo csapdaba ejti a
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baktériumokat, a neutrofil extracellularis csapddk (NET) egyéb Osszetevdi segitenek az
elpusztitasukban. Ezért a folyamatot NETosisnak nevezték el. Ezen kiviil a NET-nek szerepe
van a thrombosis inicidlasaban, egyes OsszetevOi aktivaljak a vérlemezkéket és
vorosvértesteket, valamint kolcsonhatasba 1épnek a haloképzé egyéb struktarakkal, um.
fibrinnel, vWF-ral, fibronektinnel [31, 32].

A thrombus szerkezete, dsszetétele valtozik az id6 elérehaladtaval. Megkiilonboztetnek
egy napnal fiatalabb friss thrombust, amelyben vérlemezke-, fibrin- és vorosvértestrétegek
kiilonithetdk el (Zahn-vonalak) és a granulocitak még intaktak, 1-5 napos litikus thrombust,
amelyben a granulocitak sejtmagja felrepedt és necrosis is lathatd, valamint 5 napnal idésebb
szerviilt (organizalt) szerkezetli thrombust, amibe a simaizomsejtek és az erek kezdenek
bendni, a kotészovet vagy lerakodik vagy nem.

A pitvarfibrillaci6 miatt keletkezett thrombusok heterogén képet mutatnak, a
vérlemezkék és vordsvértestek rétegei valtogatjak egymast fibrinnel Osszeragasztva, mert
gyors és allandd véraramlas soran keletkeznek [33]. Ezzel szemben a nagy artéridkban, pl.
carotis bifurkacional keletkez6 thrombusban a vérlemezkék aggregalodnak a beszikiilt
érrészben, Kitapadnak az endothel integrinjeihez és VWF-hoz, ami a nagy nyiréeré miatt
aktivalodott [34]. A posztsztenotikus szakaszon nagy eritrocitatomegek aggregalddnak a
turbulens és lassi aramlas miatt. Az atheroscleroticus plakkokban szoveti faktor is jelen van.

A vorosvértestekben gazdag thrombusok kevesebb szamu mandvert igényelnek az
endovascularis thrombectomia soran, ezért rovidebb ideig tart az eltavolitasuk, a
rekanalizacié sikeresebb [35-38], az 1. és 2. thrombuskivétel soran a minta gazdagabb
vorosvértestekben, mig a kés6bbiekben inkabb fibrinben. A mechanikai thrombectomia
soran a thrombus fragmentalodhat és kiilonb6z6 szervekben tavoli embolusok
keletkezhetnek. A nagy mennyiségli neutrofil granulocitat tartalmazo, valamint a
fibringazdag thrombusok hajlamosabbak a fragmentaciora, mint a vorosvértestben gazdag
tipusok [35].

Sok beteg az endovascularis thrombectomia eldtt bridging (intravénds + intraartérias)
tPA (tissue type plasminogen activator) kezelésben részesiil, illetdleg miitét nélkiil a tPA-val
vald az egyetlen elfogadott kezelés a klinikumban. A thrombusban a fibrin elkezd oldodni,

igy a vorosvértest/fibrin aranya né. Ugyanakkor a tPA-kezelés paradox thrombosist okozhat,
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mert a PAI-1 (plasminogen activator inhibitor 1) és ax-antiplazmin is felszabadul a thrombus
oldodasa soran, amik a fibrinolizis gatlasa révén ujabb elzarodast, rethrombosist okozhatnak

a betegek 22-34%-aban [39].

2.2. A vorosvértestek szerepe a thrombosisban és fibrinolizisben

A vorosvértestekrol (VVT) sokaig azt gondoltak, hogy csak passziv résztvevoi a
véralvadas folyamatanak, a legnagyobb szamban jelen levd vérsejtek 1évén foglyul ejtddnek
a véralvadékban. A VVT-eknek jelent6s protrombotikus szerepiik van [40], mert 1) ndvelik
a vér viszkozitasat a hematokrit emelése révén (a hematokrit 99%-ban a VVT-szamtol fiigg),
¢és tovabb emelik, amikor sok VVT iddlegesen aggregaldodik, amit a megndvekedett nyiroerd
még fokozni is tud [41]. A VVT-ek jelenléte a pang6 vérben, pl. a vénas billentyiik zsebében
fokozza a vénas thrombosis kockazatat. 2) A VVT-ek szintén a hematokrittol és nyiroer6tol
fliggd mértékben marginalizaljdk (az érfalhoz szoritjdk) a trombocitakat, melyek igy
konnyebben kotddnek az  érsériiléshez, érfalhoz [41]. 3) A VVT-ek adheziv
membranmolekulaik révén képesek kotddni az érendothelhez és vérlemezkéhez, amit
aktivalnak is [42]. 4) Nagy nyirder6, komplementaktivalas, oxidativ stressz hatasara és
apoptdzis sordn a scramblase aktivaléddsa miatt a VVT-ek kiills6 membénrétegében
foszfatidilszerin jelenik meg, ami koéti és aktivalja a véralvadasi komplexeket, a trombin akar
40%-a is képzédhet a VVT felszinén patologias allapotban. Mikrovezikulak is
keletkezhetnek a membranatrendez6dés utan. Alacsony hematokritu betegek vérzési ideje
megnyult, de korrigalhatd VVT-transzfiizié adasaval alacsony trombocitaszam esetén is,
viszont polycytemia vera [41] vagy eritropoietin-dopping miatti tGl magas VVT-szam
fokozza a thrombosishajlamot.

5) A VVT-ek a nagy erekben 7-8 um atmérdjii bikonkav korongokként keringenek,
sejtorganellumot nem tartalmaznak. Konnyen deformalhatok, az 1-2 um-es kapillarisokban
toltény formava torzulnak. Viszont a citoszkeletalis €¢s membranfehérjék szerkezeti, valamint
a sejtmembran foszfolipidek Osszetételének valtozdsa miatt merevvé valnak, konnyen

eltomik a kapillarisokat [43]. Fokozott merevség figyelhetd meg tobbek kozott
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koronariaartéria-betegség, diabetes, magas vérnyomas, mélyvénas thrombosis allapotokban.
6) A VVT-¢ek jelenléte az alvadékban csokkenti a fibrinszal atméréjét és gatolja a tPA-
indukalt fibrinolizist, a fehérjék, pl. a plazmin nehezebben tudnak penetralni a tomorebb
haloban [44]. A VVT-ek integrinje kozvetleniil kotddik a fibrinogénhez és fibrinhez,
valaminta VVT kotédik a VWF-hoz is [45-47]. 7) Az alvadék oregedése soran kontrahalodik,
a zsugorodo thrombocytak a fibrinhalot megnyujtjak, mialtal a hozza koét6dé VVT-ek
polihedrocitadkkd nyomodnak 0Ossze az alvadék kozepén, ezért csOkken az alvadék
permeabilitasa, viszont atjarhatobba valhat az ér [48]. Meglepetésre, akut isémias stroke,
mélyvénas thrombosis, szisztémas lupus erythematosus allapotokban az alvadék
kontrakcidja csokkent mértéki, és ez éppen hogy rontja a klinikai képet [49-51].

A VVT-eknek ugyanakkor van antitrombotikus hatasuk is, pl. deformalhatosaguk révén
csokkentik a vér surldodasat, lehet6vé teszik protrombinbdl meizotrombin keletkezését, ami a
trombintdl eltéréen kizardlag a protein C-t aktivalja, és igy gatolja a véralvadasi kaszkadot
[52].

2.3. Von Willebrand-faktor

2.3.1. A von Willebrand-faktor szerkezete és metabolizmusa

A VWF multimer glikoprotein, amely az endothelialis sejteck Weibel-Palade-testeibol
folyamatosan felszabadul a vérbe és részben a szovetkozti térbe, valamint szekretalodik a
sejtek aktivalodasa soran az endothelsejtekbdl és elhanyagolhatd mennyiség a vérlemezkék
a-granulumaibol [53]. A VWF szintézisekor a 2813 aminosavbol allo pre-pro-proteinbdl
eldszor a 22 aminosavbol allo szignalpeptid hasad le az endoplazmas reticulumban, majd két
monomernek a CK (cysteine knot) nevil legutols6 doménje kozott jon 1étre 3 diszulfidhid,
aztan a keletkezett dimerek D3-doménjei kdzott Gijabb 4-4 diszulfidhid keletkezik a D1-D2-
domének katalitikus aktivitasa révén, mialtal akar 60 tagti multimerré valik [54]. A Golgi-
apparatusban a propeptid D1-D2-doménjeit furin hasitja le, és a 2050 aminosavbdl allo
monomerekbdl 1étrejové multimerek jobb-menetes csovecskét alkotva 100-ad részre

tomorodve toltik ki a Weibel-Palade-testeket [55]. Az érett fehérjében 13 N-glikozidos és 10
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O-glikozidos kotésti oligoszacharidrész kapcsolodik monomerenként, melyek szerkezete
nagy egyéni valtozatossagot mutat a populacidban.

A Weibel-Palade-testek mennyiségileg legfontosabb fehérjéje a VWF, olyannyira, hogy
annak hianyaban maga az organellum sem keletkezik [56]. Szamos fehérje kot6dik a Weibel-
Palade-testekben a VWF-hoz: VIllI-as faktor, P-szelektin, galektinek, oszteoprotegerin, amik
a keringésben is komplexben maradhatnak és a VWF védi 6ket a lebontastol. A VIII faktor
felezési idejét 2 orardl 12 orara noveli. A vérbe keriilt VWF a nagy nyirderd hatasara
konforméaciovaltozason megy at, az A2 globularis domén szalla nyulik, és a maj csillagsejtek,
valamint érendothelsejtek altal szekretalt, a vérben a VWF-hez kotédve keringd ADAMTS13
(A Disintegrin And Metalloprotease with ThromboSpondin type 1 repeat 13) metalloproteaz,
szintén konformaciovaltozason atmenve, véletlenszeriien hasitja a multimerben valamelyik
A2-domént, mialtal kisebb molekulatomegii frakciok jonnek létre [57]. A normal esetben
0,5-2 IU/ml (atlag 1) koncentracidban keringé VWF a vérben betdlti funkciojat, "oregszik",
vagyis deszializalodik, folyamatosan hasitodik és kisebbedik, majd 4-26 ora felezési idejii
keringés utan az endothelsejtek, hepatocitak és foképp a makrofagok felveszik. A
makrofagok kiilonb6z6 receptoraikkal képesek kotni a VWF-t: Siglec-5-tel (szialsavkotod
immunoglobulinszerti lektin 5. tipusu jelfogd) a nativ [58], LRP-1-gyel (low-density
lipoprotein receptor-related protein-1) a kitekeredett, un. aktiv térszerkezeti [59], ASGPR
(aszialoglikoprotein-receptor, scavenger receptor class A member 5) és MGL (makrofag
galaktoz tipusu lektin) receptorokkal deszializalt 6reg VWF-t. Mind az N-, mind az O-
glikozidos oligoszacharidok egy része hordozza a f6 vércsoportantigéneket. A 0
vércsoportuakban a VWF életideje rovidebb, ezért a fehérje vérszintje kb. 25%-kal
alacsonyabb [60]. Barmely vércsoportt egyedben az 6regedés soran a VWF vérszintje n6, 80
évesben a 40 éves kori vérszint 1,5-2-szeresére.

Az 1. dbra mutatja, hogy a VWF melyik doménje milyen molekulakhoz tud kotédni [61]
¢s az ADAMTS13 hol hasitja. A domének abrazolt hossza aranyos a nagysagukkal.
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Gplba: glikoprotein 1b-alfa; DNS:  dezoxiribonukleinsav;  PSGL-1:  P-szelektin
glikoproteinligand; ADAMTS13: a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin
type 1 repeat 13; IGFBP7: insulin-like growth factor-binding protein 7, inzulinszerti
novekedési faktort kotd fehérje; CTGF: connective tissue growth factor, kotdszoveti

novekedési faktor; integrinek: allbPB3, aVB3 és f2-tartalmi aMP2, alLB2, aXp2

2.3.2. A von Willebrand-faktor hianya

A von Willebrand-faktor-betegség (VW disease, VWD) a leggyakoribb vérzékenységet
okozo velesziiletett rendellenesség. Harom f6 tipusat kiilonboztetik meg. A betegek 70-80%-
aazl., <1%-aa 3., a tobbi a 2. tipusba tartozik. Az 1. tipusban mintegy 150-féle mutacio

lehet az oka annak, hogy a VWF fehérje mennyisége kevesebb a normalisnal, <20-50 1U/dI

crer

crer

altipusban az A1 vagy A2-domén mutacidja miatt a bioszintézis, multimerizacid, szekrécid
zavart szenved, vagy a hasitas fokozott mértékii és kevés nagy molekulasalyt multimer van.

A 2M-tipusban a vérlemezkéhez vagy kollagénhez valo kotddés csokkent mértéki, a 2N-

17



tipusban pedig a Vlll-as faktorhoz valo kotédés nem megfeleld, ezért az alvadasi faktor
hamarabb lebomlik, latszolagos hemofilia-A-t okozva. Csak a betegek kb. 5-8%-at érint6 2B-
tipus jar egyiitt thrombocytopeniaval. A 2B tipust az Al-domén funkcionyeré mutacidja
okozza, mialtal a VWF szorosabban kot6dik a trombocita Gplb-1X-V receptorahoz [61].

2.3.3. A von Willebrand-faktor funkcija

A VWF kozvetleniil is kotédik a fibrinhez, az alvadék f6 haloképzd polimerjéhez,
valamint képes kotddni az Osszes vérsejttipushoz, az aktivalt endothelhez, a f6 NET-
komponensekhez, azaz a DNS-hez ¢és hisztonhoz is [62-64], ezért Sziikség van olyan
mechanizmusra, amely megakadalyozza a VWF kotédését az endothelsejtekhez és a
vérsejtekhez, amikor arra nincs sziikség. In vitro kisérletek szerint az oszteoprotegerin
részben lefedi a VWF multimer Al-doménjeit, amivel megakadalyozza, hogy a Weibel-
Palade-testekb6l vald felszabadulast kovetéen a VWF-szal minden lehetséges helyéhez
vérlemezke kotddjon. Egy madsik kisérletben azt mérték, hogy egér gyulladdsban levd
majabol sokkal tobb oszteoprotegerin szabadul fel, mint nem gyulladtbdl, az
oszteoprotegerin/VWF arany n6 és eléri a 30-szoros molaris aranyt, ezzel védve a szervezetet
attol, hogy a VWF szekrécidja utan azonnal véralvadast indukaljon [65]. A VWF csak akkor
kezd kipanyvazodni, ha érsériilés miatt érintkezik a kollagénnel, vagy a nagy nyirderd
hatdsara a VWF Al-doménjének térszerkezete megvaltozik, szabadda valik a kotOhely a
vérlemezkén levd glikoprotein (Iba-IbB-1X)2-V heteroheptamer komplex Iba-alegysége
szamara [66], vagy az aktivalt endothel P-szelektinjéhez [67], esetleg glycocalyxahoz [68]
kotédik. A kipanyvazott VWF-t konnyebben hasitja az ADAMTS13, masrészt az aktivalt
VWEF képes neutrofil granulocitakhoz, makrofagokhoz is kotddni, azok PSGL-1 (P-szelektin
glikoproteinligand) membranfehérjéje révén, igy a leukocitdkat az érfalhoz vonzani, a
NETosist fokozni [69], vérlemezkékkel keresztbe kotni. A kovetkezd 1épés a kotddott
sejtekben levo integrinek beliilrdl kifelé torténd aktivalasa, midltal a sejtek erdsen aktivalt
allapotba keriilnek, és a kiegyenesedett integrinek tovabbi és erds sejt-fehérje
kolcsonhatasokra képesek. A VWF-hoz koétddnek az endothel aVB3 [70], a vérlemezke
allbB3, a fehérvérsejtek aMP2, alB2, aXp2 integrinjei [71]. Tovabbi védekezés a spontan
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véralvadastol, hogy nyugalomban a sejtadhézidés molekuldk, integrinek és szelektinek a
sejteken beliil tarolédnak, és csak a vérlemezke, endothel, leukocita aktivacioja soran
keriilnek ki a plazmamembranba nagy mennyiségben, vagy akkor képzddnek.

Az artéria belsé rétege és a kapillarisendothel képes a VWF kipanyvazasara, ezaltal az
ADAMTS13 miikddésének elosegitésére. Az artéria kozépso rétege (media) viszont nem
aterogén. Ha érsériilés vagy atheroscleroticus plakk miatt a neutrofil granulocitak elasztazt
¢s metalloproteazokat iiritenek a kornyezetilkbe, az enzimek emésztik az extracellularis
matrix proteoglikanjait, mialtal szabadda valik a kollagénen a kot6hely a VWF szamara (a
kollagén korabban proteoglikant kotott), ezért a kollagén, a vérlemezkék és egyéb sejtek is
gyorsan fognak kétddni a VWF multimerhez, beindulhat a véralvadas folyamata, a media is
aterogénné valik [72].

Evtizedek 6ta ismert, hogy az endothelbdl felszabaduld ultranagy és kotegekbe
aktivalodnak és beinditjak a véralvadék képzodését [57]. A VWF nem csak a nagy aramlasi
sebességli artériakban és kapillarisokban esszencialis, hanem a vérpalya minden pontjan,
fiziologias €s patoldgias koriilmények kdzott egyarant van szerepe a véralvadasban. A fehérje
fontossagat mutatja, hogy az ADAMTS13 velesziiletett hidnya esetén thromboticus
thrombocytopenias purpura (TTP) betegségben az ultranagy VWF molekulakat semmi sem
hasitja, hanem a kapcsolddd vérlemezkékkel mikrothrombusokat hoznak 1étre fibrinhald
nélkiil [57]. A VWF képes ép, de aktivalt endothel membranjaban levé P-szelektinhez [67],
aVPB3-integrinhez[70] és glycocalyxhoz [68] kot6dni és pl. vénas thrombosist okozni.

Gyulladasos allapotban a Weibel-Palade-testek szekrécidja fokozodik, a VWF vérszintje
n6 [74] és gyulladasos markernek tekinthet. A cardioembolias és nagyér tipusu Stroke
biomarkerének javasoljak a VWF-t, egyéb biomarkerekkel kombinacidban, hogy lehetdvé
valjon a stroke korai kimutatasa és stlyossaganak megitélése [75]. Ellentmond6 eredmények
szillettek a VWF vérszintje és a klinikai dallapot sulyossaganak viszonyaban. A
VWF/ADAMTS13 szintjének aranya valdsziniileg megbizhatobb marker, mint 6nmagaban a
VWEF vérszintje, mert kiilonb6zd daganatok, szivbetegségek, autoimmun betegségek, egyes
gyogyszerek hasznalata esetén az arany eltolodik szerzett von Willebrand-betegséget

okozva: ha a VWF keriil talsulyba, akkor thrombosis, ha a metalloproteaz, akkor vérzés a
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szovodmény [76]. Aorta stenosis, coronaria bypass miitét stb. miatt a hatalmas nyirderd
feldarabolja. Az ADAMTSI13 aktivitasa is valtozhat, pl. a PAD4 enzim, ami neutrofil
granulocitakbol szabadul fel, egyes arginineket citrullinna deziminal, mialtal csokkenti az
enzim aktivitasat. Oregedéssel és gyulladasos allapotokban, diabetes és daganat miatt
magasabb citrullinalt metalloproteazszint mérhetd a vérplazmaban, ami fokozza a thrombosis
kockazatat [77]. Mivel az ADAMTS13 antigén mennyisége és a metalloproteaz aktivitasa is
csokken a 65 évesnél idésebbekben az annal az életkornal fiatalabbakhoz képest, ez
magyarazhatja, hogy nem csak a vVWF antigén mennyisége nd az idésekben, hanem aktivitasa
is, hiszen nem hasitodik a metalloproteaz altal. A COVID-19 betegekben a vWF
mennyiségének ¢és aktivitdsdnak valtozdsa még kifejezettebb, mint a nem
virusfertdzottekben. Erdekesség, hogy mig a 65 évesnél fiatalabb COVID-19 betegekben nd
az ADAMTSI13 mennyisége és aktivitasa a nem fert6zottekhez képest, addig az idésekben

nem nd [78].

2.4. A vérlemezkék szerkezete, szerepe, immunothrombosis

A gerinctelenekben egyfajta a sejttipus, a hematocitak jatszanak szerepet a hemosztazis,
valamint a velesziiletett humoralis €s sejtes immunitds folyamataiban. Gerincesekben eltérd
szereppel bird sokféle sejttipus fejlodott ki, valamint a velesziiletett immunitds mellett
megjelent az adaptiv immunvalasz is.

A vérlemezkék hagyoményosan a véralvadék képzddésében jatszott szerepiik altal
ismertek, de ezen kiviil fontosak az immunreakciokban jatszott szerepiik révén is.
Mintazatfelismer6 (pattern-recognition) receptoraikkal, pl. TLR1,2,4,5,6 (toll-like receptor)
kotik a korokozot, komplementreceptorok révén a velesziiletett immunvalasz részei, az
immunoglobulin kristalyosithaté fragmensét koto receptorral (FCR) az adaptiv valaszban
vesznek részt [79, 80]. CD40 és annak ligandja, vagyis citokin és receptora egyarant

megtalalhat6 a membranjukban [81].
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A vérlemezkék a-granuluma fehérjéket tartalmaz a belsejében és membranjaban is [82]:
szolubilisak a vérbdl felvett fibrinogén, a megakariocitaban termelt V és XI véralvadasi
faktorok, protein S; adhéziés molekuldk a VWEF, fibronektin ¢és trombospondin;
antifibrinolitikusak az a2-plazmininhibitor és PAI-1; novekedési faktorok a PDGF (platelet-
derived growth factor), TGFp (transforming growth factor beta ) és EGF (epidermal growth
factor); szamtalan citokin, melyek leukocitakat vonzanak, im. a CXCL csoportbol a 4 (PF4,
platelet factor 4), 7, 1, 5, és a CCL csoportbol az 5 (RANTES) és 3, valamint -
tromboglobulin. A granulum membranfehérjéi részben mar megtalalhatok a
plazmamembranban, részben a granulum exocitozisakor fuzionalnak a sejthartyaval. llyenek
a P-szelektin, PSGL-1 (P-szelektin glikoproteinligand), mintegy 15000 glikoprotein-VI
granulumonként és szamos integrin: a5p1 (VLA-5), a2p1 (Gpla/lla, VLA-2, CD49b/CD29),
a6pBl (VLA-6), valamint legnagyobb mennyiségben, akar 80 000 allbB3 (Gpllb/Illa)
granulumonként.

Az elektrondenz &-granulumok kis molekulakat és ionokat tartalmaznak: szerotonin,
hisztamin, Ca®*, Mg?*, ADP, ATP, GDP, GTP, polifoszfat, melyek jellemzden serkentik az
alvadék képzddését, a szerotonin €s az ADP a vérlemezkét aktivaljak.

A lizoszomak savas korliilmények kozott hatdé enzimeket tartalmaznak. Koziiliik
protedzok a karboxipeptidaz A és B, katepszin D és E, kollagenaz; egyéb enzimek a foszfataz,
valamint az extracellularis matrixot/glycocalyxot bont6 heparinaz és glikozidazok.

Oldhat6 mediatorok is felszabadulnak a vérlemezkékbdl: a tromboxdn A2 és PAF
(vérlemezkeaktivalo faktor) autokrin vagy parakrin modon aktivaljak a trombocitakat, a
defenzinek a mikrobakat pusztitjak, az IL-18, HMGB1 (high mobility group box 1) és
sCD40L (szolubilis CD40-ligand) a leukocitakat aktivalja. A felszabadult sCD40L az
endothelsejteket is aktivalja, rabirja arra, hogy sejtadhéziés molekulakat, citokineket és
kemokineket termeljenek, vagyis az alap allapotban antitrombotikus belsé érfalréteget
trombotikussa valtoztatja.

A vérlemezke valasza az Ot egyszerre és egymas utan €rd serkentd €s gatld hatasok
ereddje lesz. Azokat a hatdsokat, amelyek elkezdik aktivalni a vérlemezkét, serkentd
elokészitésnek (positive priming) hivjak. Ilyen szignalok az adrenalin a2-receptoron hatva,

trombopoietin, IGF1 (inzulinszerti névekedési faktor), CD40L, ill. patoldgids allapotokban a
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nagy nyirder6 stenosisnal, diabetes és hypercholesterolaemia. Negativ priming hatasa van a
PGl2-nek, a NO-nak, az ektoATP/ADP/AMP-azoknak. Utobbiak adenozint hoznak létre, a
prosztaciklin és az adenozin cAMP-szintet emelnek sejten beliil, a NO pedig cGMP-t. [5].

A vérlemezkék 7-10 nap keringés utan foképp apoptézissal pusztulnak el. Naponta 10!
vérlemezke hal meg és keletkezik. A FXIII a vérlemezke pusztuldsa soran szabadul fel a
citoplazmabol.

A véralvadék, benne a vérlemezkék, koriilzarjak a baktériumcsoportokat, gatoljak
szétszorodasukat. A vérlemezkék bizonyos baktériumokat és virusokat internalizalni is
képesek, de nem fagocitozissal, hanem eltérd mechanizmussal, aztan a keletkezo
vakuolumok az a-granulumokkal fuzionalnak, de a mikroba eldlése nem torténik meg ROS
¢s baktericid enzimek hianyaban. [83].

Bizonyos fertézésekben, pl. influenzaban, SARS-2 fertézésben a tGlhajtott gyulladas
mikrovaszkularis vérlemezke-leukocita aggregatumokkal, véralvadék képzddésével jar, ami
szervkarosodast, akar halalt okoz [84]. A COVID-19 betegekben fokozott a Gplb-IX-V
komplex, Gplib/Illa komplex, CD9 és CD40 expresszioja [81], az aktivalt vérlemezkék sok
IL-1-et és mikrovezikuldban levé TF-t iiritenek. A fibrinogén és a lebontasi terméke, a D-
dimer a monomer, a kollagén pedig a dimer GPVI-hoz koétddve aktivalja a vérlemezkét a
sejten beliil a PKC utat aktivalva és a kalciumion szintjét emelve, a kation pedig a vérlemezke
aktivacigjakor torténé minden valtozast stimulal. A scramblase aktivalasa miatt foszfatidil-
szerin jelenik meg a kiilsé membranrétegben. A trombin a PAR-1, nagyobb koncentracioban
pedig a PAR-4 hasitasaval tobb jelatviteli Giton is aktivalja a vérlemezkét. A trombin és a
VWF a Gplba-hoz kotédve a sejten beliil a PI3K-NOS-PKG-MAPK uton a granulumok
aktivaljak a Gpllb/llla integrint, ami konformaciovaltozas utan koti a VWF-t és erGsen
aktivalja a vérlemezkét.

Kiilonbség van egérben ¢€s emberben a vérlemezke €s neutrofil granulocita kozotti
kolcsonhatasban [85]. Ko6zos, hogy a mikroba a TLR4-et (Toll-like receptor) aktivalva
kemokinfelszabadulast okoz, a 4. tipusu vérlemezkefaktor (PF4) és RANTES pedig G-
fehérjéhez kotott receptorok révén, valamint a HMGB1 a TLR4-hez koétédve aktivalja a

neutrofil granulocitat, sét, NETosist valt ki. Bar a vérlemezke aktivalasa mindkét fajban
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megtorténik a Gplba-hoz kotott ligandok altal, de emberben az ide kot6dé VWF keresztbe
koti a granulocita B2-integrinjét, és ez a 6 aktivalasi mechanizmus, viszont egérben a fibrin
teremti meg a kapcsolatot a két sejt integrinje, az allbPB3 és valamelyik B2-integrin k6zott, de
csak azutan, hogy a vérlemezke P-szelektinje kotédott a ligandjadhoz a leukocita

membranjaban és aktivalta azt. A P-szelektinnek és az allbp3-integrinhez kotott fibrinnek

emberben nincs jelentdsége.
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2.4bra A vérlemezke aktivalodasa €s neutrofil granulocitat aktivald hatasa
A vérlemezke bal oldalan a {6 aktivald szignalok és receptorok lathatok, feliil vannak a
sejten beliil aktivalt jelatviteli utak, alul az aktivalas miatt bekdvetkez6 valtozasok, jobb
oldalt pedig a mechanizmusok, ahogyan a vérlemezke aktivalja a neutrofil granulocitat
emberben.
DAG: diacil-glicerid, IP3: inozit-triszfoszfat, PAR: proteaz altal aktivalt receptor, PIP2:
foszfatidil-inozit-biszfoszfat, PKG: protein-kinaz G, PS: foszfatidil-szerin, P2Y12: 2.
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tipusu purinerg receptor Y 12 altipus, TXA2: tromboxan-A2, TP: tromboxan

prosztanoidreceptor. A tobbi rovidités a szovegben és a roviditések jegyzékében.

2.5. Neutrofil granulocitak és neutrofil extracellularis csapdak (NET)
2.5.1. Neutrofil granulocitak, polimorfonuklearis sejtek (PMN)

Az emberi vérben legnagyobb szamban keringd, a fehérvérsejtek 45-70%-at kitevo
neutrofil granulocitdk a csontveldben keletkeznek citokinek altal szabdlyozott folyamatban.
Szamuk a vérben megnd foként bakteridlis fertézések, gyulladadsok (szoveti necrosis,
szivinfarktus, égés, arthritis), valamint stressz (izgalom, gorcsok), gyogyszerek
(kortikoszteroidok, litium, béta-agonistak), trauma, hemolitikus anemia és malignus
csontvel6betegségek miatt [86]. Ezen kiviil, ha a vér LDL-koleszterinszintje magas, a
koleszterin nem tudja az ABC-transzportereken at elegendé mértékben elhagyni a
fokozza, vagyis leukocitozist okoz [87, 88].

A PMN érkezik eldszor a fertézés helyére, mivel érzékeli a citokinstimulust. A
helyszinen aktivalddik, professziondlis fagocita 1évén jellemzden fagocitalja a korokozot, a
fagolizoszémaban elpusztitja, emészti, majd a sejt apoptozissal elhal. A sejtmaradvanyokat
a makrofagok fagocitaljak. Négyféle granulumabodl erds hatasu, és nem csak a fert6zo
agenseket, hanem a kornyezd szOveteket és magat a granulocitat is karositd anyagok
szabadulnak fel: reaktiv oxigénszarmazekok, protedzok, extracellularis matrixot bonto
enzimek. A granulumok felszabaduldsanak sorrendje ellentétes a képzddésiik sorrendjével:
1) plazmafehérjéket tartalmazo szekretoros, 2) zselatinaz és heparinaz tartalmu tercier, 3)
laktoferrin és kollagenaz tartalmu specifikus szekunder granulumok iriilnek [89]. A
plazmamembrannal fuzionadld6 mindhdrom tipusu granulummembranban kiilonb6zd
receptorok és a NADPH-oxidaz oxidalo alegysége megtalalhatok, tehat szuperoxidanion és
beldle hidrogén-peroxid mindig keletkezik az aktivalt granulocita kornyezetében. Az azurofil
primer granulocitak tartalma nem mindig szabadul fel, inkabb a fagoszémaval fuzionalva hat

a mieloperoxidaz, tudniillik hipoklorossavat termel; a defenzinek, azurocitin, katepszin G,
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neutrofil elasztaz proteazok, melyek a mikrobak és a sajat szervezet fehérjéit is emésztik; a
proteinaz 3-nak és a TRAIL-nak (Tumor Necrosis Factor-Related Apoptosis-Inducing
Ligand) az apoptdzisban van szerepe [89]. A granulocita érzékeli a korokozo méretét. Ha a
korokozo elég kicsi, a granulocita altali fagocitozis és a tobbi immunsejt odavonzasa
citokinek termelése altal elegendd védelmet biztosit. Ha a korokozo nagy, pl. gombafonalas
gomba, vagy jellemzdéen megszokik a fagoszomabol, pl. Streptococcus species, akkor sok

IL-1pB termel6dik és NETosIs torténik a fagocitozis egyideji gatlasaval [90].

2.5.2. NET keletkezése és szerepe az atherothrombosisban

Mar 1996-ban megfigyelték, hogy a leukocitak egy, az apoptdzistol és nekrozistol
kiilonboz6 sejthalallal pusztulnak el, de csak 2004-ben irtak le a haromdimenzids térhalot, a
neutrofil extracellularis csapdat (NET, neutrophil extracellular trap) [91], ami a
fehérvérsejtekb6dl forbol-mirisztat-acetat, 1L-8 vagy baktériumsejtfal lipopoliszacharid
hatasara szabadult fel, és bizonyitast nyert a NET-ek baktériumold sajatsaga. A vazat a
fragmentalatlan DNS adja, melyhez f6képp reverzibilis, ionos kolcsonhatassal granularis,
citoplazmatikus és magi fehérjék kapcsolddnak, 6sszességében mintegy 70-150 féle fehérjét
detektaltak. Késobb kimutattak egyéb szignalok NETosist kivalto hatasat is: gombak [92],
aktivalt vérlemezke [93], H202 [94], komplementszarmazék peptid [95], autoantitestek [96],
protozoonok [97], uratkristaly [98], virusok [99], cigarettafiist [100], koleszterinkristaly
[101].

A fenti mikrobak és molekulak a neutrofil granulocitak Toll-like-, IgFc-
(immunoglobulin konstans fragmentum), komplement- ¢és citokinreceptoraihoz kotédve
aktivaljak a sejteket, a citoplazmaban a kalciumion szintje emelkedik az ER-bdl valo
kidramlas miatt, a Raf-MEK-ERK vagy PKC jelatviteli uton hatva a NADPH-oxidaz
komplex 6sszeall, aktivalodik és szuperoxid-aniont (O2™) termel, ami szuperoxid-dizmutaz
altal H.O2-vé alakul at, ez utobbi aktivalja a mieloperoxidazt (MPO), ami oxidalja, aktivalja
¢s felszabaditja a neutrofil elasztazt az azurofil granulumbdl membranszakadas nélkiil, a
neutrofil elasztaz emészti az aktinfilamentumot majd a sejtmagba keriil, ott a hisztonokat

hasitja. A kalciumion aktivalja a peptidil-arginil-deziminaz-4-t (PAD4) is, ami fehérjék, pl.
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hisztonok argininjének oldallancat deziminalja, citrullint Iétrehozva és csdkkentve a pozitiv
toltést. Mindezen valtozasok miatt a kromoszéma dekondenzalodik, a maganyag megduzzad,
a maghartya szétesik, a citoplazma tartalma keveredik a karioplazméaval, majd kilokddik a
sejtb6l, ahol a DNS szétteriil, haloét képez, amihez kotdédnek a hisztonok, valamint
citoplazmatikus és granularis fehérjék is, melyek tényleges mennyisége a jeltdl fiigg. A suicid
NETosis a jel megjelenésétél szamitott 2-3 o6ra mulva torténik, eredményeképpen a
fehérvérsejt elpusztul [90] (3. abra).

Staphylococcus aureus vagy Candida albicans fertézéskor, ill. aktivalt vérlemezke vagy
komplementfehérjék hatasara a neutrofil granulocita TLR2 vagy komplement-C3
receptoranak aktivalodasa révén az elasztaz és PAD4 kozremiikodésével, de NADPH-oxidaz
nélkiil torténik a vitdlis NETosis. A maganyag a magmembran bimbdzasaval 1€pésenként
vakuolumokba zarodik, majd a citoplazmaval valo keveredés nélkiil a plazmamembrannal
fuzionalva exocitozisra keriil a DNS egy része, vagy akar a teljes DNS-allomany. A
granulumok egy része exocitdzissal Uiriil, tartalmuk a DNS-hez tapad. A granulocita még egy
darabig ¢letben marad, plazmamembranja ép €s képes fagocitozisra. A vitalis NETosis gyors,

mintegy fél 6rat igényel.
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3. abra A suicid NETosis mechanizmusa. Egyes baktériumok, virusok, HMGB1, oxLDL
a Toll-like receptorokhoz (TLR), immunoglobulinok és opszonizalt baktériumok a
kristalyosithatd konstans régiot koté IgG-receptorhoz (IgFcR), mikrobak altal inditott
komplementaktivalaskor a komplement a receptordhoz (CR), IL-8, vérlemezkefaktor-4 és
egyéb citokinek a receptorukhoz (CXCR), VWF integrinhez, Porphyromonas gingivalis a
protedzaktivalt receptorhoz (PAR), H20O; a tranziens receptorpotencial melasztin-2 (TRPM)
kalciumcsatornahoz; gombak, baktériumok és virusok a C-tipusu lektinreceptorhoz (CLR)
kotédve aktivaljak a neutrofil granulocitat. A sejten beliil kalciumionszintet emelnek és/vagy
beinditjak a mitogénaktivalt protein-kinaz kaszkadot (Raf-MEK-ERK), ami a protein-kinaz
C-vel egyiitt foszforilalva aktivalja a NADPH-oxidazt (NOX), amely NADPH és O
felhasznalasaval szuperoxidgyokot allit eld. Ezt a szuperoxid-dizmutdz (SOD) alakitja
hidrogén-peroxidda vagy a mieloperoxidaz (MPO) oxigénné, ill. az MPO hipoklorossavat is
hoz létre, mikdzben a neutrofil elasztazt oxidalja (oxNE). Az aktiv enzim a citoplazmédban

az aktint és a gasdermint hasitja, utobbi porusokat képez a plazmamembranban. A
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sejtmagban a neutrofil elasztaz hasitja a hisztonokat, a kalcium altal aktivalt peptidil-arginin-
dezimindz (PAD4) citrullindlja a hisztonokat (cH), a PKC a maghértya lamininjat
foszforildlja ¢€s szétesésre készteti. A kromatin dekondenzalodik, fellazul, a magi,
citoplazmatikus és granularis fehérjék tarsasagaban kitiriil a sejtbél (NET). A SARS-2

koronavirus az angiotenzin-2-receptorhoz (ACE-2) kotédve képes aktivalni a PAD4 enzimet.

Egy ritkabb NETosis valtozatban az ionoforokkal kezelt vagy immunkomplexek altal
aktivalt granulocitaban a mitokondrium altal generalt ROS elegend6 a NETosis elinditasahoz
a NADPH-oxidaz aktivitasa nélkiil, s ilyenkor a mitokondrium DNS-e is kibocsatasra kertil.

A NET-ben aktiv molekuldk nagy helyi koncentracidoban vannak jelen elég szoros
kotésben, ami megakadalyozza, hogy a szomszédos szovetekbe diffundaljanak. Ha a NET
mennyisége, helyszine vagy lebontdsdnak ideje nem megfelelden szabalyozott, akkor annak
stlyos kovetkezményei lehetnek szamos patologias folyamat soran [102].

Vérpangas miatt hypoxia alakul ki, az endothelbdl iiriilnek a Weibel-Palade-testek, a
felszabadul6 VWF és a membranba keriil6 P-szelektin odavonzzak a leukocitakat, sot
NETosist is provokalnak, ugyanakkor megindul a véralvadas folyamata is, minek
kovetkeztében pl. vénas thrombosis lesz. A haromféle térhaloba mindenféle vérsejt beleragad
[69]. Az allatkisérletben kezelésként adott DN-az-1 a vérbeli enzim helyett hasitja a DNS-t,
a heparin pedig koti a hisztonokat a DNS helyett. Barmilyen hosszsagu heparin rendelkezik
ilyen hatéassal, s6t a részlegesen deszulfatalt és antitrombint nem kotd heparin is, mialtal a
heparinok alkalmasak a sepsis, az ahhoz asszocialt disszeminalt intravascularis
coagulopathia és COVID-19 fert6zések kezelésére, kiilondsen a heparinnak vérzékenységet
nem okozo, nem antikoagulans valtozata [103, 104].

A NET-ek lényeges szereploi az atherothrombosis folyamatanak [32]. Ha valahol az
érpalyaban apoptézist okozo sériilés éri az endothelt, a simaizmokat, akkor az apoptotizalo
sejtekhez odavonzott neutrofil granulocitakbol felszabaduld NET aktivalja a kornyezo
endothelt, ami citokineket felszabaditva tovabbi NETosist okoz egy ongerjeszté folyamat
révén. A kordbban felsorolt szigndlok az infekcid helyszinén szintén NETosist okoznak. A
sériilt endothelrétegen at még tobb LDL aramlik az endothel ala, ahol mind a fehérje, mind

a lipid része NADPH-oxidaz altal termelt ROS-sal reagalva oxidalodik, a makrofagok
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scavenger receptorok segitségével — a sejt koleszterinszintjétdl fiiggetleniil — felveszik az
oXLDL-t, koleszterinészterként taroljak, és a csokkent mértékii koleszterinleadas miatt
koleszterinnel tele levo habsejtekké alakulnak. A felszabadul6 sok citokin odavonz és aktival
még tobb neutrofilt, monocitat, limfocitat. A félresikeriilt gyulladdsos folyamatban
novekszik az atheroscleroticus plakk. A plakkban az efferocitozis, az apoptotikus testecskék
gyulladas nélkiili fagocitézisa csokkent mértékii, mert a helyileg keletkezd gyulladasos
mediator TNFa, peroxinitrit, valamint a felhalmozodoé oxLLDL gatoljak az efferocitdzist, az
'egy¢él meg' szignalok jelatvitelét megzavarjak, a 'ne egyél meg' szignalokat viszont
felerdsitik [105]. A koleszterinkristalyok is NETosist okoznak ismeretlen receptorhoz
kotodve, talan CD36 altali aktivalassal inflammoszoma keletkezését okozva [106]. Az
atheroscleroticus plakk makrofagjaiban a lizoszomak diszfunkcidosan miikddnek, csokken az
autofagia, de fokozodik az inflammoszoémak képzddése [107]. Az immunrendszer és az érfal
sejtjei elhalnak, egy bels6 nektorikus mag alakul ki. Szikiil az ér, merevedik a fala. A T-
limfocitdk CD40-ligandja ¢s a PMN CD40-receptora kdlcsonhatasba 1ép, a makrofag MMP1,
8, 13 enzimeket szekretal, amik bontjak a kollagént, a plakk fibrozus sapkaja vékonyodik.
Az aktivaloddo makrofag membranjaban a szoveti faktor is aktivalodik [108]. A NETosis
soran felszabadulo erdsen pozitiv toltésii hiszton-4 nem csak az epitelialis és endothelialis
sejtek szdmara toxikus, hanem a simaizomsejtek halalat is okozza, tovabb vékonyitva a
plazmamembranjaba [110]. Amikor a plakk megreped, vagy a nagy nyirder$ miatt a VWF
aktivalodik, a keletkez6 thrombus teljesen elzarja a vér utjat, a mogottes teriiletek szovetei
elhalnak [109, 111]. A neutrofil extracellularis csapdakat kimutattak thrombusokbol, melyek
akut szivinfarktusos [112, 113], akut isémias agyérelzarodasos [114] és periférias nagyartéria
thrombosisos betegekbdl [115] szarmaztak. A NET nagyobb mennyiségben volt jelen a
thrombus kiilsé részén, mint a belsejében [114], és a NET jelenléte rezisztenssé tette az
alvadékot a szokasos fibrinolitikus kezelésre [116], miattuk az AlS-betegekben a
thrombectomia tobbszori beavatkozast igényelt [114], és a kezelést kovetéen egy évig
vizsgalt prognozis rosszabbodott [117].

A neutrofil granulocitdk degranuldcidja soran felszabadult enzimek emésztik az

crer
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A NET-ek vazat szolgaltatnak a keletkez6 thrombus noévekedéséhez, megkotik a
vorosvértesteket, vérlemezkéket, VWF-t, egyéb fehérjéket. Mind az erodalt, mind a repedt,
mind az éppen a vizsgalat idején bevérzé coronaria plakkokban nagy mennyiségi
mieloperoxidazt és citrullinalt hiszton 3-t mutattak ki, mig az intakt, thrombosis nélkiili és a
mar régebben hemorrhagiassa valt plakkokban MPO és citrullinalt hiszton 3 alig volt
detektalhat6. A PMN sejtek és csapdaik mennyisége csokken, ahogy a thrombus egyre
Oregebbé valik [118]. Amikor a thrombectomia soran litikus thrombust tavolitottak el a
coronariabdl, a betegek mortalitisa magasabb volt a szerviilt tipust thrombustakhoz képest,
mert a litikus, sok granulocitat tartalmaz6 thrombus térékenyebb, hajlamosabb embolus
képzésére [119].

A neutrofil granulocitakon kiviil a makrofagok, hizosejtek (mastocytak), ezozinofil és
bazofil granulocitdk is képesek magéallomanyukat kilokni fehérjéik tarsasagaban ¢&s
extracellularis csapdakat 1étrehozni. Feltételezhetd, hogy a DNS és a fehérjék felszabadulasa
a NETosishoz hasonl6 mddon valdsul meg. Immunhisztokémiai vizsgalatokkal igazoltak,
hogy a bazofilokon kiviil (amit nem vizsgaltak) mindegyik emlitett sejttipus és extracellularis
cadaverbdl szarmazé nem thrombotikus coronaria plakkokban a makrofagok nagyobb
mennyiségben talalhatok, mint a neutrofilek €és a mastocytak, addig a trombotikus
plakkokban kétszer annyi neutrofil van, mint makrofag, és kb. 3-szor tobb NET, mint
makrofag extracellularis csapda (MET), tovabba kb. 26-szor t6bb NET, mint mastocyta
extracellularis csapda (MCET) [120]. Az eozinofilek és extracellularis csapdajuk (EET)
mennyisége elhanyagolhatd. A betegekbdl kioperalt friss thrombusokban sokkal tobb a
neutrofil és a NET, mint barmely masik tipus, a litikus thrombusokban majdnem annyi a
makrofag és MET, mint a neutrofil és NET, a szerviilt thrombusokban tobb a makrofag és
MET, mint a neutrofil és NET. A MCET és EET elhanyagolhaté mennyiségii a thrombus
koratol fiiggetlentil [120].

A NETosis vérbdl vald kimutatasara hasznalt egyes biomarkerek nem specifikusak a
neutrofilekre: extracellularis DNS, kettdsszali DNS, nukleoszoémak, citrullinalt hiszton 3 és
4 fehérjék. A thrombusokbol a fentieken kiviil neutrofilokbol felszabaduld elasztazt és

mieloperoxidazt, valamint vérlemezkékbdl szarmazo HMGB1-et mutattak ki [121].
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2.5.3. A NET fehérjekomponenseinek a hatasa

A neutrofil extracellularis csapdak fehérjekomponenseinek is fontos szerepe van a
véralvadék képzodésében. A hisztonok, neutrofil elasztaz és mieloperoxidaz vannak a
legnagyobb mennyiségben jelen a NET-ekben. A lizinben vagy argininben gazdag bazikus
hisztonfehérjék a DNS-ben levd negativ toltésti foszfathoz, a membranok foszfolipidjeihez
¢és szamos membranfehérjéhez képesek kotddni, mialtal a thrombosis keletkezését tobbféle
mechanizmussal tudjak fokozni [122]. Az endothelsejt aktivalasa révén mind a Weibel-
Palade-testek iiriilését [62], mind hidrogén-peroxid keletkezését stimulaljak. A hisztonok a
neutrofil granulocitdk NETosisat indukaljak. Sokféle sejttipusban, beleértve a vérlemezkét
is, porusképzés vagy csatornanyitas révén fokozzak a sejten beliili kalciumszintet, vagyis
aktivaljak a sejtet, és ezt teszik a TLR2 és 4 fehérjékhez kotddve is. A vordsvértesteken
membrandtrendezddést generalnak, foszfatidil-szerin jelenik meg a kiilsé membranrétegben,
midltal a véralvadasi faktorok komplexei keletkezhetnek. A hisztonok gatoljak a trombinnak
antitrombin altali inaktivacidjat [123], a fibrinhez vagy fibrinogénhez kétddve fokozzak a
molekulak mechanikai és kémiai stabilitasat [116], a trombin-trombomodulin interakcio
akadalyozasa révén gatoljak az aktivalt protein C (APC) keletkezését, mialtal gatlodik a
trombin keletkezésének visszacsatolt gatlasa, illetéleg az APC hidnyaban nem aktivalodik a
trombin altal aktivalt fibrinolizis inhibitor (TAFI), ezért nem gatlodik a fibrinolizis.

A neutrofil elasztdz hasitja €s inaktivalja a trombomodulint, miéltal gatolja a trombinnak
a protein C-t és a TAFI-t aktivalo hatasat is. A neutrofil elasztaz hasitja és inaktivalja a
szoveti faktor Ut inhibitorat (TFPI), megsziintetve annak FXa-t és FVIIa-t gatlo hatasat; az
antitrombint, ami miatt a trombin legfébb gatldja tiinik el; az érfalban kiilonb6z6 fehérjéket;
a fibrinolizist aktivalo tPA-t és uPA-t. A neutrofil elasztaznak in vitro vannak fibrinolitikus
¢és antitrombotikus hatasai is, amelyek in vivo is valamennyire érvényesiilhetnek: hasitja az
az-plazmininhibitort, a von Willebrand-faktort, a trombint és a X faktort, a plazminogénbdl
pedig miniplazminogént készit, amely miniplazminna aktivalodva hatékonyan emészti a

keresztkotott fibrint is [122].
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2.5.4. A neutrofil granulocitak eltiinése, a NET-ek emésztése, terapias lehetdségek

A neutrofil granulocitak felezési ideje a vérben 6-12 ora. Ha infiltralodnak a szovetkozti
térbe €s aktivalodnak, akkor életiik meghosszabbodik, a proinflammatorikus citokinek
gatoljak apoptdzisukat. Szamos patologias allapotban a leukocitaszam emelkedik, mig
szisztémas lupus erythematosus (SLE) betegségben szenveddkben, immunszupprimal-
takban és bizonyos virusfert6zésekben pedig csokken. SLE betegekben, szisztémas
gyulladéasos allapotban, daganatos betegekben nem csak teljesen érett, hanem n. alacsony
stiriségii neutrofilek (LDN, low-density neutrophil) is nagy mennyiségben keringenek,
amelyeknek csokkent fagocitald képességiik, fokozott NET-képzésiik és daganatképzodést
el6segitd aktivitasuk van. Léteznek terapids lehet6ségek a protumor-aktivitasok gatlasara,
illetdleg arra, hogy a LDN sejtek érett, tumorellenes granulocitdkka, nagy striiségi
neutrofilekké (HDN, high-density neutrophil) alakuljanak [89].

A NET-ek sokaig, akar napokig megmaradnak a thrombusban, mikézben lassan
emésztddnek. A NET DNS-tartalmat a vérben allanddan kering6 (és feltehetdleg barmely
sejtbdl szarmazo, de sejtelhalaskor fokozottan felszabaduld) DNaz-1 és a makrofagbol,
valamint dendritikus sejtbdl felszabaduld6 DNaz-1-szeri-3 (DNasellL3) enzimek
hidrolizaljak [124]. A betegek vérében abnormalisan csokkent DNaz-1 mennyiség
mikroangiopatiat okoz [125]. A keletkezd oligonukleotidokat feltehetéleg mas enzimek
tovabb bontjak, a fehérjéhez kotott DNS-fragmentumokat pedig a makrofagok és dendritikus
sejtek a fehérjéket felismerd TLR4, komplement-, FC és egyéb receptoraik segitségével
fagocitaljak. Barmelyik hiszton képes kotédni a Clec2d (C-tipust lektin) receptorhoz, a késoi
endoszomaban pedig TLR9-et aktival és proinflammatorikus citokinfelszabadulast okoz. A
citrullinalt hiszton a korai endoszoémaban kotddik a TLR4-hez és IL-1B felszabadulasat
eredményezi [124]. Potencialisan barmely NET-komponens azonosithatdo veszélyjelként
(DAMP), amit a makrofagok receptorai ismernek fel. EQyes NET-komponensek eldsegitik,
masok gatoljak a fagocitozist. Serkentik a hipercitrullinalt hiszton, LL37 (cathelicidin, 2
leucinnal kezd6d6 37 aminosavbdl 4116 antimikrobidlis peptid), ubikvitinalt mieloperoxidaz,

viszont gatolja a HMGBI1, ami egyébként a vérlemezkébdl felszabadulva serkenti a
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NETosist. Ha a DNazok altali emésztés elégtelen enzimhiany, inhibitor vagy NET-elleni
antitest jelenléte miatt pl. szisztémas lupus erythematosusban, akkor a NET-komponensek a
glycocalyxhoz kotédnek és a NET sokaig fennmarad. Ilyenkor a fagocitak apoptozissal
elhalnak, vagy a makrofag METosissal (macrophage extracellular trap formation) kiloki sajat
DNS-allomanyat, igy ndvelve az emésztetlen extracellularis DNS-t [124].

Teréapias cél lehet a NET mennyiségének csokkentése, de nem teljes blokkolésa, hiszen
az védtelenné tenné a beteget a fert6zésekkel szemben. A NET Keletkezésének gatlasa
profilaktikusan vagy a sulyosbodas gatlasaként johet szoba. Egérben gatolja a NET
keletkezését a koldokzsinorvérben levé NIF (neonatal NET-inhibitory factor), valamint a
felnott vérplazmaban keringd hozza hasonlo peptidek (nNIF-related peptides), melyek PAD4
gatld hatdssal birnak. A specifikus neutrofil granulumokbdl felszabadulo laktoferrin
valamelyest gatolja a tovabbi NETosist [124]. A PAD4 enzimnek léteznek igéretes
mesterséges gatloszerei, de még csak allatmodellekben probaltak oket: Cl-amidine, GSK
484, BB-CI-Amidine, TDFA, F-amidine, YW3-56, Paclitaxel. A PAD-gatloszereket
osztalyozhatjuk a kovetkezOképpen: reverzibilis/irreverzibilis, specifikus/nem specifikus az
izoenzimre, hatékony/kevésbé hatékony. Terapias felhasznalasa a NETosis gatlo PADA4-
specifikus és hatékony gatloszereknek lehet, amilyen a GSK-484 és GSK-199 [126]. Amikor
egér egyik coronariajanak ligalasaval infarktust indukalnak, a GSK-484 gatolja a hiszton-3
apoptozisat és csokkenti az infarktus méretét [127].

A mar meglevd véralvadék, benne a NET és VWF emésztését lehet gyorsitani.
Elméletileg elképzelhetd lenne a VWF hasitasanak eldsegitésére ADAMTS13 adagolasa, de
vérzést okoz a nagy molekulasulya VWF frakciok eltlinése, a metalloprotedz hasznalatara
nincs adat. Amikor az ADAMTS13 immunmedialt hianyat a metalloproteaz elleni antitestet
létrehozo B-sejteket depletald rituximabbal vagy a VWF-vérlemezke interakciojat gatld
caplacizumab nanotesttel kezelik, a mellékhatas vérzés a kezeltek mintegy felében [128]. A
heparin adagolasanak is van veszélye, mert a DNS helyett koti a NET-fehérjéket, a fehérjék
nélkiili DNS ugyan gyorsan emésztddik, de a fehérjék még mindig veszélyszignalként

hatnak. A heparin serkenti a trombin-antitrombin interakciot, tehat gatolja a véralvadast. A
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DNaz-1 nem tudja a DNS-t a hozza kot6do fehérje mellett hasitani, talan a DNaz-1-szerii-3
jobban képes a glycocalyxhoz kotodott NET-et bontani [124].

2.6. Peptidil-ariginin-deziminazok (PAD, PADI) és szerepiik

2.6.1. A PAD enzimek altal katalizalt reakcid

Mivel a peptidil-ariginin-deziminazok fontos szerepet jatszanak a NET0sis inicialasaban
¢és hatasaban, érdemes attekinteni mukodésiiket. A PAD enzimek reakcidémechanizmusat

mutatja a 4. abra [129].
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A citrullinlési folyamat magéban foglalja az arginin enzimes atalakulasat citrullinna. A
reakciot katalizalo enzim a peptidil-arginin-deziminaz (PAD). A reakci6 soran az arginint
vagy monometil-arginint az enzim Cys oldallanca tamadja meg, tetraéderes adduktot hozva
1étre, amit ezutan egy vizmolekula nukleofil tamadasa hasit, ammonia vagy metilamin

szabadul fel, ketocsoport jon Iétre a fehérjében és regeneralodik a Cys az enzimben.

A PAD enzim a metiltranszferazok antagonistajaként miikodik, mert a citrullin nem
metilalhatdé és nem aminalddik argininné. Ennek az irreverzibilis poszttranszlacios
valtozasnak szerepe van a génexpresszié szabalyozasaban. A dimetiladlt Arg nem
citrullindlhat6 PAD enzimekkel. Az Arg — citrullin atalakulds miatti toltésvesztés
megvaltoztatja a fehérje térszerkezetét, a lazabb harmadlagos szerkezet a korabbiaktol eltérd
fehérje-fehérje kolcsonhatasokat tesz lehetdvé. Az arginint koriilvevd aminosavak
milyensége és az Arg-t tartalmazé régidé masodlagos szerkezete befolyasolja a citrullinalas
lehetoségét. Az Asp/Gly-Arg-Asp/Ser szekvencia (a perjel vagylagossagot jelent,)
rendezetlen struktiraban vagy PB-kanyarban konnyen és teljes mértékben citrullinalodik,
legalébbis a filaggrin €s trichohialin fehérjékben, mig a prolinnal koriilvett Arg sohasem

citrullinalodik, a fehérje végeihez kozel vagy a-hélixben levé Arg pedig alig [129, 130].

2.7.2. PAD izoenzimek, eléfordulédsuk, fizioldgias és patologids szerepiik

A PAD i1zoenzimek génjei egymas mellett talalhatok az 1. sz. kromoszoéman. Emberben
a PAD 1-4 izoenzimek kiilonb6zé sejttipusokban fejezodnek ki [131], amelyek a
citoplazmaban, sejtmagban és felszabadulasuk utan extracellularisan is mitkédnek [132].
Izoenzimenként eltérd kalciumszint és pH kell a PAD enzimek miikodéséhez, a fiziologias
108-10° M intracellularis kalciumkoncentracié nem elegendd az in vitro kisérletekben,
hanem kb. 0,1 mM-t igényelnek [133]. Mivel tobb izoenzim részt vesz génexpresszios
regulacioban a sejtmagban, valoszintileg 1étezik olyan szabalyozas, ami lehetévé teszi a PAD
izoenzimek mikodését fiziologias Kkalciumszintnél, pl. fehérje-fehérje vagy fehérje-
foszfolipid interakcio révén [129]. A citrullinalt fehérjék mennyisége nem korrelal a PAD

enzimek expresszidjaval szinte egyik szovetben sem, de az agyban van a legtobb citrullinalt
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fehérje, és ott a legmagasabb a PAD aktivitas is. Csak PAD2 mikodik ott, ami a legmagasabb
aktivitassal el6forduld izoenzim, és mashol is fellelhetd: vazizomban, 1épben, szekréciods
mirigyekben, gyomor-béltraktusban, vesében, ivarszervekben, tiidében, neutrofil és eozinofil
granulocitdkban, monocitdkban. A PAD3 az epidermiszben ¢és hajhagymakban mikodik. A
PADI részt vesz a korai embriogenezis génexpresszids szabalyozasaban, késobb foképp az
epidermiszben és uterusban mitkddik. A PAD4 mindenféle fehérvérsejt jellemzd izoenzime
[130] és csak ennek az izoenzimnek van nuklearis lokalizacids szignalja. PAD2-t a sejtek
tobb sejtorganellumaban is detektaltak a citoplazman kiviil, tobbek kozott a sejtmagban, a
PAD4 feltehetbleg a citoplazmaban és a sejtmagban muikodik, valamint a PAD-ok gyorsan
aktivalodnak az extracellularisan magas kKalciumszint altal, ha NETosis, necrosis, pyroptosis
soran felszabadulnak.

Bizonyitott, hogy a neutrofil granulocitakban a PAD4 deziminalja az 1, 2a, 3, és 4 hiszton
argininjeit (cH1, cH2A, cH3 és cH4), minek kdvetkeztében a hisztonok kevésbé szorosan
kotddnek a DNS-hez, a kromatin fellazul. Bizonyos fehérjék citrullinacioja a magot
koriilvevd lamina szétesését segiti elé apoptosis [129] és NETosis soran.

Egyes fehérjék citrullindcidja fiziologias folyamat, a hiper- vagy hipocitrullinacio
viszont betegségek okozoja vagy kovetkezménye. A citoszkeletdlis fehérjék koziil a
citokeratin, profilaggrin €s trichohyalin citrullinacioja az epidermis megfeleld szerkezetének
kialakulasdban ¢és hidrataltsaganak fenntartasdban fontos. Az asztrocitdk intermedier
filamentumdanak, a glidlis fibrillaris savas fehérje (GFAP) deziminécidjanak szerepe nem
ismert, de megtorténik, fokozoddsa mérhetd Alzheimer-korban ¢és autoimmun
encephalitisben. Az oligodendrocita mielinhiivelyében a mielin bazikus fehérje
citrullinacioja is szabalyozza a fehérje-foszfolipid kdlcsonhatas erdsségét. A mielin bazikus
fehérje hipercitrullinacidja 2 évesnél fiatalabb gyerekben az agy plaszticitasat teszi lehetove,
viszont felnottben, talan a metiltranszferaz csokkent aktivitasa miatt bekovetkezo fokozott
citrullinaci6 autoimmun reakcié megindulasat eredményezi multiple sclerosisban szenvedo
betegekben, és megfigyelhetd Alzheimer-korban is [129].

A sejtmagban a specifikus génekhez kotédoé hisztonfehérjék, a citrullindlt RNS-kotod
motivumot tartalmazd fehérje-X és a TATA-kotd fehérjéhez asszocialt faktor 2N

citrullinacioja a génexpressziot képes fokozni a kromatin fellazitasa révén [130]. Apoptosis
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¢s NETosis soran a magi fehérjék aspecifikus és nagyfokt deziminacidja kdvetkezik be, a
kromatin dekondenzaldédik. A PAD4 enzimek egymadst is citrullindljak, a térszerkezet
valtozasa csokkenti az enzim kotédésének erésségét a cH3-hoz, protein-arginin-
metiltranszferaz-1-hez, hiszton-dezacetilazhoz [126]. A NETosis soran felszabadult PAD4,
¢s feltehetdleg a PAD2 is, szamos vérfehérjét citrullindl. Az ADAMTSI13 citrullindlasa a
metalloprotedz aktivitdsanak elvesztését eredményezi, nem hasitja a nagyon nagy
molekulastulyt VWF-t kevésbé aterogén kisebb molekulavad. Ez az egyik lehetséges
mechanizmus, ahogyan a NETosis el6segiti a thrombosist [77].

A rheumatoid arthritis (RA) a népesség 1%-at érinti. Iziileteik szinovialis folyadékaban
citrullinalt fibrinogén a-lancot [134], filaggrint, 2. tipusu kollagént, a-enolazt (a glikolizis
enzime a citoplazmaban és plazminogénreceptor a membranban) és vimentint talaltak. A
betegekben a PAD?2 expresszio és aktivitas fokozott, valamint olyan HLA2 (human leukocyte
antigen) izotipusuk van, ami jol koti a részlegesen emésztett citrullinalt fehérjedarabokat és
beinditja az autoimmunvalaszt [129]. A rheumatoid arthritisben szenved6 betegek 70%-aban
citrullinalt vimentin, a-enolaz és fibrinogén elleni antitest mutathato ki.

Citrullinalt fibrinogénlancot nem csak arthritises betegekben mutattak ki, hanem
egészséges emberek sok szovetében is [130]. A fibrinogén (FQ) az egyéb véralvadasi
fehérjékkel egyiitt képes az interszticiumba penetralni, ott halot is képezhet, amelyet a
plazmin hasit, a makrofagok bekebeleznek. A citrullindcié miatt a fibrin (Fn) elvesziti a
plazmin egyes hasitohelyeit, mialtal az emésztés lassul, a fibrinogén pedig elvesziti a trombin
hasitohelyét, minek kovetkeztében in vitro kisérletekben a fibrinhalo képz6dése lassul [135].
Viszont ha az extracellularisan aktiv PAD az antitrombint is citrullinalja és inaktivalja, a
trombin emelkedett aktivitasa fokozza a fibrinhal6 keletkezését.

PAD enzim nem csak emberben expresszalodik. A Porphyromonas gingivalis
baktériumbol felszabaduld PAD fehérjéket (fibrinogént is) citrullinal a szajban, periodontitist
okoz, és a fehérjéken megjelend Uj epitopok ellen antitestek képzddhetnek autoimmun
reakciot generalva [136].

Vastagbélfekélyes és Crohn-betegek belében fokozott a PAD4 aktivités, a citrullinalt
fehérjék ellen antitestek képzddnek és kronikus gyulladast tartanak fenn [137].
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A COVID-19 betegek szérumdban a citrullinalt hiszton-3 és mieloperoxidaz, a két
NETosis marker szintje magas és korrelal a leukocitak, valamint az IL-8 szintjével. NET
képzoédik a tiido epitélben, megtaldlhatd az aspiralt folyadékban. A citrullindlt fehérjék
szintje korreldl a betegség stlyossagaval, sét Osszefliggésbe hozhatdo a poszt-COVID-
szindromaval is [138].

A PAD2 vagy 4 izoenzim tlzott miikodése megfigyelhetd rosszindulati daganatokban
[139]. Ebbdl kovetkezéen a PAD2 és PAD4 specifikus gatloszerei majd a tumorok
az allapot sulyosbodasanak, a kozeli haldlnak a markere. A NETosis beinditasahoz csak
PAD4 enzimre van sziikség, de az érett extracellularis csapddkban PAD?2 is citrullinalja a
fehérjéket [140]. A NET-ek eldsegitik a tumormetastasisok 1étrejottét. A NET-ekkel
felszabadul6 HMGBI aktivalja a TLR9-et, aminek szerepe van a tumorok ndvekedésében,
valamint a neutrofil elasztaz és MMP9 szabadda teszik a teret a daganatsejtek szamara [141].

A PAD2 enzim szintje megemelkedett a vérben koszortiér bypass beiiltetés utan 2 oraval,
¢és szintje korrelalt a neutrofil granulocita marker mieloperoxidaz szintjével [142]. A
kordbban  szivinfarktuson atesett betegeken glukdztolerancia-teszt  végzésének
kovetkeztében a PAD4 expresszioja €s a kettdszali DNS szintje nd meg, ami NETosisra utal.
A jelenség hatterében feltehetdleg az all, hogy a hirtelen magas cukorszint miatt fokozodik a
glukozlebontas, a poliol-ut és a ROS-termelés is, utobbi pedig NETosist provokal [143].
Diabetes betegekben a PAD4 expresszidja fokozodik, ami fokozott NET-képzddési hajlamot
okoz [144].

2.8. Véralvadék keletkezése patolégias allapotokban

A cardiovascularis betegségek bizonyitott kockazati tényezdi a visceralis vagy
generalizalt kovérség, magas vérnyomas, dyslipoproteinaemia, diabetes, melyek egyiitt a
metabolikus szindroma tlinetegyiittesét alkotjak, és a dohdnyzés. K6z6s benniik, hogy mind

szisztémas gyulladassal jarnak egyiitt. Az egyes tényezOk kolcsOnhatasa révén lassan
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rosszabbodik a beteg allapota, de akut esemény, pl. koronavirus-fert6zés hatasara a beteg

azonnal életveszélybe kertilhet.

2.8.1. Diabetes, dyslipoproteinaemia és obesitas

A cukorbetegség az inzulin abszolut vagy relativ hianya miatt alakul ki. Az esetek 90-
95%-4at kitevd II. tipust diabetes mellitusban az inzulin jelatvitele nem megfeleld, és/vagy az
inzulinantagonista hormonok tulsulyba keriilnek. Mivel az inzulin léte és megfeleld
jelatvitele kell a pancreas P-sejtek tléléséhez és szaporodasahoz is, cukorbetegekben
csokken a funkcioképes sejtek szama. Az International Diabetes Federation adatai szerint
2021-ben 537 millio feln6tt volt cukorbeteg a f61don, varhatéoan 643 millidan lesznek 2030-
ban, és 783 millidan 2045-ben [145]. A diabetes miatti halalozas 80%-a trombotikus
események kovetkezménye. Az inzulinreceptorok megtaladlhatok minden sejttipuson,
legkevésbé az immunsejteken, mégis, a diabetes szovédményeit eredményezé gyulladasos
és trombotikus folyamatokban meghatarozd szerepiilk van a fehérvérsejteknek és
trombocitaknak.

Inzulin(hatas) hianyaban a GLUT4 (glukoztranszporter-4) nem transzlokalodik a sziv,
vazizom, zsirszOvet sejtjeinek plazmamembranjaba, valamint az inzulinreceptorral
rendelkezd sejtekben nem serkentddik a szdldcukor lebomlasa és tarolasa glikogénként.
Ennek kovetkeztében a vércukorszint tartdosan, €s a diabetes kezelése esetén is fluktualoan
magas. Hormonként az inzulin az egyetlen, amely a zsirszovetben gatolja a trigliceridek
hidrolizisét. Inzulin(hatds) hianyaban a vér zsirsavszintje tartosan magas. Mind a glukdz,
mind a zsirsavak fokozott lebomlasa ndveli a reaktiv oxigénszarmazékok keletkezését a
mitokondrialis 1égzési lancban [146]. A ROS szétkapcsolja a nitrogén-monoxid-szintazt
(NOS), ami ezaltal NO helyett O2"-t termel. A ROS permanensen aktival PKCP és &
izoenzimeket, melyek szamtalan folyamatot reguladlnak tSbb sejttipusban, pl
proinflammatorikus citokinek felszabadulasat fokozzak, €és a szivben fibrozist, hipertrofiat,
apoptozist okoznak [147]. A ROS miatt n6 az intracellularis kalciumionszint, az aktivalodo

kalpain bontja a NF«B (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
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inhibitorat, a felszabaduld transzkripcids faktor proinflammatorikus citokinek expressziojat
fokozza sokféle sejttipusban, valamint aktivalja a renin-angiotenzin rendszert, mialtal
vérnyomas-emelkedést okoz. A Ca®* PAD4-et is tud aktivalni a neutrofil granulocitaban, ami
a mar ismertetett mechanizmussal NETOsist eredményez, annak thrombosist okozo
kovetkezményével egyiitt. A ROS a DNS karositasa révén poli-(ADP-rib6z)-polimerazt
(PARP) is aktival, ami a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenazt (GAPDH) poli-ADP-
ribozilalva inaktivalja pl. az endothelben.

Mind a sz6ldcukor, mind lebontasi termékei, kiilondsen a tridzbol keletkezd metilglioxal,
spontan reagalnak fehérjékkel és egyrészt endoplazmas retikulum stresszt okoznak, masrészt
az adduktok, a fokozottan glikalt végtermékek (AGE, advanced glycation end-products)
receptoruk jeltavitele révén gyulladaskelto citokinek keletkezését serkentik [148]. A GAPDH
inaktivalodasa a glikolizis felhalmoz6do elézé koztitermékeit egyéb metabolikus utakra
tereli: a poliolutra (ozmotikusan aktiv, az idegekben, vesében, retinaban tovabb nem alakuld
szorbitol  felhalmozodasat okozva), a hexdzaminutra (fehérjék, pl. SERCA
[sarco/endoplasmic reticulum calcium ATPase] abnormalis glikacidjat és csokkent
aktivitasat, ezaltal megnyult repolarizaciot eredményezve a szivben), a DAG szintéziséhez
(ami a PKC klasszikus és 1j izoenzimeit aktivalja), valamint metilglioxal, abbol fokozottan
glikalt végtermékek (AGE) keletkezéséhez. Ezen hatasok miatt az érendothelben az értagito
és vérlemezkegatld NO, valamint a PGl, képzddése csokken, viszont az érdsszehtizo
endothelin-1 és angiotenzin-2 termelédése nd, ami hipertoniat okoz és emeli a thrombosis
kockazatat [149]. Az endothel protrombotikussa aktivalodik, felszinén a vérsejteket kotni
képes sejtadhéziés molekulak jelennek meg és aktivalodnak, a Weibel-Palade-testekbdl
exocitozissal VWF és sok egyéb fehérje tiriil a vérbe, a citoplazmabol PAI-1 szabadul fel. A
diabetesben tapasztalhato endothelialis diszfunkcié az eddig részletezett sokféle hatas
ereddje [150]. A sz6lécukor és zsirsavak lebomlasakor hd, ATP ¢és acetil-KoA keletkezik a
sejtekben.

A zsirsavtilkinalat és fokozott oxidacio miatti emelkedett acetil-KoA-szint
kovetkeztében fokozodik a fehérjék spontan és enzimatikus acetilacioja [151]. Hisztonok
acetilacioja sok gén expressziojat fokozza, ami feleldssé tehetd a diabetes, hypertonia,

cardiovascularis tiinetek kialakulasaért. A hyperglycaemia miatti fokozott DNS-metilacio
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kovetkeztében viszont szamtalan gén szuppresszalodik [152]. A sejteken beliil a fokozott
zsirsavszint emeli a digliceridszintet, ami PKC-izoenzimeket aktival, valamint a
ceramidszintet, ami pedig gatolja az inzulin jelatvitelét, s6t gyulladast, apoptosist idéz el az
endothelben, szivben stb. Diabeteses és/vagy kovér emberben a vérlemezkék érzékenyitett
allapotba keriilnek, a felszini fehérjék glikacidja merevebbé teszi oket, a hyperglycaemia
ozmotikus hatasa miatt a sejtadhézios fehérjék aktivalodnak, a csokkent NO és PGI2-szint
miatt a vérlemezkék aktivalasa nem gatolt, benniik a PKC enzimek aktivalodnak. Az ebben
és az el6zd bekezdésben targyalt folyamatok tekinthetok a diabetesben tapasztalhato
glukotoxikus és lipotoxikus hatasoknak [149].

Cukorbetegekben dyslipoproteinaemia alakul ki [153]: jellemz6en magas a VLDL,
tultaplalas esetén a kilomikron trigliceridszintje is, sok triglicerid adodik at a
koleszterinészter-transzfer-fehérje (CETP) altal LDL-nek, HDL-nek, amelyekbdl a majlipaz
hatékonyan kiemészti a trigliceridet, kis méretli, nagy siriségli lipoproteineket hozva 1étre
(sdHDL, sdLDL). A sdHDL a vesében kiszlirédik és lebomlik, ezaltal csokken a vérben a
HDL-szint, a sdLDL nem vevddik fel az LDL-receptor altal a sejtekbe, hanem a
meghosszabbodott keringési 1d6 alatt és az interszticialis térbe kertlilve szdmtalan valtozason
megy at a lipid- és fehérjerésze egyarant, un. oxidalt LDL-1¢ alakul. Az oxLDL-t lektinszer(i
oxidalt LDL-receptor (LOX1), A tipusu takaritoreceptor (SRA, scavenger receptor type A),
és CD36 takaritoreceptorok segitségével az atheroscleroticus plakkokban levé makrofagok
veszik fel, és a lizoszomakban sikerteleniil emésztik, ti. a fagolizoszomaba felvett oxLDL
gatolja a protedzokat és a savas koleszterin-észterazt, a lizoszOma membranjaban felgyild
koleszterin géatolja a proton-ATP-azt, midltal beliil kevésbé savas lesz a részecske, a
kicsapddd koleszterinkristalyok kilyukasztjdk a membrant. Mindezek kovetkeztében
csokken az autofagia és a lizoszomak diszfunkciossé valnak, a koleszterint leadni sem tudjak,
hanem a makrofagok lipiddel teli habsejtekké alakulnak [107]. A felvétel és szintézis miatti
emelkedett koleszterinszint NLRP3 (NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3,
[nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 1, leucine-rich repeat])
inflammoszomat aktival. Az inflammoszoma a kaszpaz-1-et aktivalja, ami proteolitikus
hasitassal aktiv IL-1p és IL-18 fehérjéket hoz Iétre. E citokinek a piroptdzis folyamataban

tiriilnek, és a kornyezé neutrofil granulocitakat aktivaljak: NETosisra, fagocitozisra vagy
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piroptézisra birjak. Az oXLDL TLR4-hez kotédve, egyéb veszélyjelek (DAMP), ill.
mikrobak a mintazatfelismer6 receptorokhoz kétddve a citokinek €s inflammoszémafehérjék
génexpressziojat fokozzak [154].

Az inzulinantagonista hormonok hatasa ellensuly hidnyaban felerdsodik, kovér
emberekben az adipocita hormonok egyenstilya az aterogének felé billen, a zsirsejtek kozott
felgylil6 makrofagok proinflammatorikus citokineket termelnek, szisztémas gyulladést
eredményeznek. Helyileg €s a vérben a gyulladdsos markerek szintje nd: C-reaktiv protein
(CRP) és fibrinogén a majbol, interleukinok és TNF-o foleg a fehérvérsejtekbol, PAI-1 és
VWF az endothelbdl szabadulnak fel, DNS és hisztonok a NETosis jelei. Az emlitett
molekulak vérsejteket aktivalnak, egyes fehérjék (CRP, VWF) térszerkezete megvaltozik,
poszttranszlacids modosuldsok kdvetkeznek be (hisztonok, fibrinogén citrullinalasa).

Diabetes betegekben nem csak hyperfibrinogenemia tapasztalhaté a fokozott szintézis
miatt a majban, hanem a fibrinhal6 tomorebb, porusai kisebbek, gyakoribbak az elagazasok,
a fibrinszalak vékonyabbak, mint a nem cukorbetegek thrombusai¢ vagy a fizioldgias
véralvadéké. A szerkezeti valtozds nem egyszeriien a hiperglikémiatél fiigg, hanem az
inzulinhatas hidnyanak sokréti anyagcserchatasa okozza. A diabetes betegek thrombusa
rezisztens a fibrinolitikus hatasokra [10].

A hiperglikémias inzulinfiiggd cukorbetegekben, akiknek koszortér-betegsége is van, a
neutrofil granulocitakbo6l sok calprotectin szabadul fel, ami a csontveldben serkenti a
monocitak és neutrofil granulocitdk képzddését, ezzel emeli a fehérvérsejtek szamat a vérben,

és lehetOvé teszi ezen sejtek részvételét az atherosclerosis kialakulasaban [155].

2.8.2. Hypertonia

A hypertonia morfologiai elvaltozasokat okoz az erekben: hipertrofiat és
rugalmatlanodast, az atherosclerosis fokozodasat és fibroid necrosist [156]. A lumen felé
novo simaizmok nemcsak vastagitjak az érfalat, hanem sztikitik a belsé atmérdjét. Az artériak
¢és arteriolak érfaldnak szerkezeti atalakuldsa védi az altaluk ellatott vékonyabb fala
érszakaszt a magas vérnyomastol. Tartos hypertonia a kollagén felhalmozodasa és az elasztin

csOkkenése révén teszi kevésbé rugalmassa az érfalakat.
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Az agyerek tadgulnak az éppen fokozott miikodésti agyteriileteken. A funkcionalis
hiperémiat okoz6 molekulak koziil a nitrogén-monoxid (NO) és a prosztaciklin (PGI2)
foképp az endothelsejtekbdl szarmazik. A hypertonia funkcionalis valtozasokat is okoz az
érfalban [156]. Hipertoniaban barmely érszakaszon kevesebb NO keletkezhet a ROS-nak a
nitrogén-monoxid-szintazt (NOS) szétkapcsold hatasa miatt, valamint a NO a
szuperoxidanionnal (O2) reagalva peroxinitritet (ONNO™) képez, vagyis csokken az
értagitd és vérlemezkegatld NO mennyisége. A ROS szintje tobb ok miatt is n6 kiillonb6zo
sejtekben. A vérlemezkéken az érsériiléskor szabadda valo kollagén aktivalja a glikoprotein-
6 (GpVI)-receptort, ami a NADPH-oxidaz (NOX2) enzimet aktivalva a O2" szintjének
emelkedését eredményezi, valamint ROS keletkezik a COX-1 miikodése, a TXA2
keletkezése soran is [157]. A mitokondrialis elektrontranszportlanc, a citokrom P450-
enzimrendszer, a Xantin-oxiddz altalanos ROS-forrasok. A tObbszorosen telitetlen
zsirsavakbol ROS hatasara F-tipusu prosztanoidok keletkeznek, amik szintén aktivaljak a
serkenti a NOX-komplex 0Osszeszerelédését, ezaltal Oz keletkezését okozza az érfal
sejtjeiben [158]. A keletkez peroxinitrit nitralja az érfal egyes fehérjéinek tirozin-
oldallancat és vascularis diszfunkciot okoz. Az Ang-2 a PAI-1 indukcidja révén gatolja a
szoveti tipusu plazminogénaktivator (tPA) milkodését, a ONNO'™™ pedig kozvetleniil
csokkenti a tPA proteolitikus hatasat, kovetkezésképpen lassul a fibrinolizis. A ROS gatolja
az endothelsejt felszinén az ektonukleotidazt, mialtal a vérlemezkeaktivaldo ADP kevésbé
alakul at vérlemezkegétld adenozinna.

Az agyerek 60-150 Hgmm artérias vérnyomastartomanyban alland6 szinten tartjak az
agyi véraramlast. Hipertoniaban a hipertrofia miatt nd az agyerek rezisztencigja €s sziikiil a
lumene, ami miatt f0képp a kevésbé jo vérellatasu agyteriileteken a vérnyomascsokkentd
gyogyszerek hatdsa miatti alacsony vérnyomas hypoxiat okozhat. Ezek a teriiletek a
legérzékenyebben az isémia-reperfuzid altali kdrosodasra. Ha a vérnyomads-ingadozas nagy
mértékii és meghaladja a hipertrofias erek tiir6képességét, akkor né a haemorrhagias stroke
kockazata.

A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszernek nem csak a normalis vérnyomas

fenntartdsaban van szerepe, hanem talzott aktivalodasa felelds a hypertonia kialakuldsaért és
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annak szovodményeiért is [159]. Az angiotenzinogén-1-et nem csak a tiid6kapillarisok
angiotenzinkonvertaldé enzime, hanem az aktivalodé makrofagok, neutrofil granulocitak és
dendritikus sejtek katepszin-D és -G, valamint kimaz enzime is tudja hasitani aktiv
angiotenzin-2-vé az agyban, szivben, vesében, gyulladas helyszinén [160]. Az Ang-2
indukalja a transzformalo és kotdszoveti novekedési faktorokat (TGF-B és CTGF), amelyek
fibrézist, hypertrophiat okoznak a szivben és érfalban [161]. Egy karos korfolyamat alakul
ki: a gyulladds, a ROS fokozzdk az Ang-2 keletkezését, az pedig az 1. tipusu
angiotenzinreceptorhoz kotédve NFxB utat aktival, IL-6, IL-1, MCP-1 (monocita
kemoattraktans protein) citokinek, valamint MMP-2 és -9 (matrix-metalloproteaz)
expresszojat fokozza, amik immunsejteket vonzanak oda, ill. bontjak az extracellularis
matrixot [162].

Aktiv konformacidju szoveti faktor (TF) az IL-6, IL-1 és TNFa altali aktivacié miatt
jelenik meg a monocitak/makrofagok membranjaban. A neutrofil granulocitak szintén
aktivaciojuk soran termelik a TF-t, ami a NETosis soran felszabadul. Az endothel is csak
aktivaciojakor expresszalja a TF-t. A vérlemezkék a-granulumabol a sejt aktivaciojakor
felszabadul és az akkor keletkez6 mikropartikulumok is tartalmazzak. A kiilonb6z6
gyulladasos jelek: IL-6, IL-1, TNF-a, CRP, sét az el6zdleg emlitett Ang-2 is képesek
aktivalni az endothelt és a vérsejteket, ezaltal aktiv TF jelenik meg a plazmamembranban,
ami a vérben mindig jelen levd Vlla faktorhoz kotddve és azt kofaktorként aktivalva beinditja
a véralvadas extrinsic utjat, akar érsériilés vagy az atheroscleroticus plakk megrepedése
nélkiil is [163].

2.8.3. Dohanyzas

A cigarettdban ¢és a dohanytermékek modern valtozataiban tobb szdz szerves €s
szervetlen vegyiilet van, melyek koziil egyre sincs sziiksége az emberi szervezetnek, de
soknak van karos hatasa: bizonyitottan fokozzdk a cardiovascularis megbetegedések és
bizonyos daganatok kialakuldsdnak kockazatat. A diabeteshez hasonldan egy karos
korfolyamat jon létre: a szervezetbe jutd molekuldk ismétlddd oxidativ stresszt okoznak,

aktivaljak az immunsejteket, endothelt és vérlemezkét is, amelyek proinflammatorikus
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citokineket termelnek, sejtadhézios molekulakat aktivalnak és thrombozist generalnak. A
gyulladés fennmarad, hiszen az expozicid ismétlédik. A dohanyzassal szervezetbe jut6 karos
anyagok hatasat kiilon-kiilon nehéz megbecsiilni, de allatkisérletekben azt talaltak, hogy a
nikotin vérlemezkeaggregaciot segit eld, az apro részecskék foképp endothelt aktivalva
okoznak thrombosist, a szén-monoxid a koagulacios kaszkadot aktivalja, a policiklusos
aromas szénhidrogének rakkelték ¢és oxidativ stresszt okoznak, a nehézfémek
proinflammatorikus citokinek keletkezését segitik el6, a dohanyspecifikus nitrozaminok
rakkeltok [164]. A dohanyos emberek vérlemezkeszama rendszerint valamivel magasabb a
nemdohanyzokénal (az eltérés nem feltétleniil szignifikans), és benniik a keringd
vérlemezkék hajlamosabbak aggregalodni, mint az egészséges nemdohanyz6 emberekben,

mert aktivaltabb allapotban vannak [165].

2.9. Gyulladasos jelek
2.9.1. C-reaktiv protein (CRP)

A rutin klinikai gyakorlatban vizsgalt gyulladasos markerek koziil a betegek CRP- és
fibrinogénszintjét vettiik figyelembe a fehérvérsejtszamon kiviil.

Az 1930-ban felfedezett CRP tipikus akutfazisfehérje, melyet legnagyobb mennyiségben
a maj termel gyulladasos citokinek, foképp IL-6, részben IL-1B és TNF-a hatasara [166]. A
leukocitdk, neuronok, adipocitdk, vesetubulussejtek, 1égzéham altal termelt CRP nem
valtoztatja meg az egészséges felndtt vérében mérheté 3-10 mg/l szintet, ami viszont akut
gyulladas, infekcid, trauma hatasara akar 1000-szeresre is ndhet 1-3 nap alatt, de
koncentracidoja emelkedett kronikus gyulladasos allapotokban is. Vérszintjének mérése
gyulladasos markerként szolgal a klinikai gyakorlatban [167]. A CRP és fibrinogén
vérszintjének mérése hasznalhato a cardiovascularis megbetegedések kockazatanak
predikciojara is [168].

A termelt CRP vizoldékony homopentamerként (pCRP) kering a vérben és ilyen
szerkezetli forméban artalmatlan. Amikor az alegységek egyik felszine kotddik az aktivalodo

sejtek felszinén a foszfatidilkolinhoz (kalciumionon keresztiil a foszfathoz, glutamattal a
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kvaterner N-hez, illetve fenilalaninnal a metilcsoporthoz), a k6zépsé iireg megnagyobbodik,
neoepitopok keriilnek felszinre, amikkel képes a Clq komplementet megkdtni és a
velesziiletett immunvalasz klasszikus 1utjat meginditani [169]. Savas kornyezet,
hémérsékletemelkedés ¢és ROS hatasara konformaciovaltozas kovetkezik be: az addigi -
redds szerkezetii pCRP* oldhatatlan, a-hélixet tartalmazé monomerekké (MCRP) esik szét.
A pCRP* leukocitakat vonz és aktival, fokozza a Mac-1-kifejezé (macrophage antigen-1) és
ROS-termel6 képességiiket [170]. A mCRP aktivalja az érendothelt és a vérlemezkéket,
melyek membranjaban sejtadhéziés molekulak jelennek meg, lehetévé téve leukocitak,
vérlemezkék, fibrinogén, egyéb vérfehérjék kotddését. Ily modon a CRP aktiv szerepet
jatszik a szervek isémids/reperfuzidos karosodasaban [171], hiszen az érelzarddas utan
megindul6 véraramlés hatdséara a reaktiv oxigénszarmazékok keletkezése fokozott mértékii.
Probléma, hogy a standard kimutatasok nem képesek kiilonbséget tenni a vérben levd CRP
izoformék kozott. Megemlitendd, hogy a mCRP vonzza az alternativ komplementaktivalo ut
gatldszerét is, ami a C3b kotésével gatolja az immunvalaszt. Szivinfarktusos betegek vérében
pCRP* tartalmi mikrovezikulak keringenek. Az atheroscleroticus plakkokban, ahova
feltehet6leg a vandorld neutrofil granulocitakkal egyiitt keriilnek, a proinflammatorikus
CRP-izoformak  egyiittesen  talalhatok a  makrofagokkal, oxidalt LDL-lel,
komplementfaktorokkal, és plakkruptira soran onnan fel is szabadulnak, tovabbi, a plakktol
tavolabbi teriileteken gyulladasos valaszt okozva [170]. Nativ CRP nincs a plakkokban. A
kronikus fert6zések, a diabetesszel, dyslipoproteinemiaval, hasi kovérséggel, dohanyzéassal
egylitt jaro szisztémas gyulladasos allapotok mind atherothrombotikus hatasuak [172].

Gyulladasos és trombotikus allapotokban a CRP-rendszer befolyasolasa terapids célpont
lehet. Gyogyszeranaldggal blokkolhato a pCRP-nek a foszfatidilkolin-koté helye, antisense
nukleotiddal gatolhato a CRP mRNS-e, a fehérje ellenanyag segitségével kisziirhetd a vérbol
[173].

2.9.2. A fibrinogén szintézise, Szerepe

A fibrinogén a véralvadék f6 haloképzo fehérjéje, amely az alvadési faktorok koziil a

legnagyobb koncentracidban kering a vérben. A heterohexamer vizoldékony fehérje (Aa-Bp-
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v)2 lancokbol all, molekulasilya 340 kDa. Noveli a vér viszkozitdsat, megtalalhato az
extracellularis matrixban is. A trombin hidrolizalja a fibrinopeptid A és B aminoterminalis
részeket a fibrinogénrol, midltal 0j kotohelyek jelennek meg az igy keletkezd fibrin
monomerben, ami spontan médon polimerizalédik. A fibrin szamtalan fehérjéhez képes
kotddni az alvadékképzddés soran, és keresztbe koti az aktivalt vérlemezkéket. A 2 alfa-,
valamint 2 gammalanc Lys és Gln oldallancai k6zott az aktivalt XIII faktor hoz 1étre
1izopeptidkotést, mialtal stabilizalja az alvadékot.

A fibrinogén lancai 3 kiilon génjének bazalis expresszidjat a majban a HNF1 (hepatic
nuclear factor-1) és C/EBP (CCAAT-enhancer-binding protein) transzkripcids faktorok
indukaljak. Gyulladas esetén az IL-6 a STAT3 (signal transducer and activator of
transcription protein 3) transzkripcios faktort foszforilalassal aktivalja, ami az IL-6RE-hez
(IL-6 response element) kotddve fokozza mindharom gén kifejez6dését. Hasonloan induktiv
hatasa van a kortizolnak, amikor a ligandk&tott glukokortikoid hormonreceptor a megfelel
elemhez kotédik a DNS-en [174]. A fibrinogén ezaltal akutfazis-fehérjének is tekinthetd,
vérszintje 4 g/l (12 uM) f61é emelkedik gyulladas soran, és megnd a cardiovascularis
thrombosis kockazata is, mert megvaltozhat az alvadékképzddés kinetikaja, novekszik a vér
viszkozitasa, és hatassal lehet a fibrinolizisre [175]. Diabetes betegekben — akikben
egyébként rendszerint emelkedett a vér fibrinogénszintje és a thrombus fibrinhaldja
tomorebb, szalai finomabbak, ezaltal rezisztensebb a fibrinolizisre [10] — akut isémias
agyérelzarodast kovetden szoros Osszefliggést talaltak a vér fibrinogénszintje és a neuroldgiai
allapot korai rosszabbodasa kozott [176]. A 2 g/l alatti vérszintet tekintik tal alacsonynak,
ami genetikai defektus miatt fordul eld. Szdmtalan polimorfizmus, ill. mutacio lehetséges a

génekben, amelyek hatassal vannak a génexpressziora [174].

2.10. A fibrin biomechanikaja és litikus jellemzdi
A fibrinogén és fibrin rugalmas fehérjék. A 35 nm hosszl 6 lancbdl all6 fibrinmonomer

akar 7-szeresre képes nyulni a centralis és y-nodulusok hossza lancca nyulasa, valamint a

kozbiilsd, egymasra is csavarodott a-hélixek kitekeredése és B-reddvé alakulasa révén [177].
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Amikor a zsugorodo thrombocytak és a véraramlas nyirdereje miatt a fibrin feltekeredett
'coiled coil' régidja kitekeredik, a hidrofob aminosavak felszinre bukkannak, a lancok
kozelebb keriilnek egymashoz és a folyadék kipréselédik az alvadékbol vagy thrombusbol,
valamint a FXIIIa altal 1étrehozott izopeptid keresztkotések is kozelebb huzzak a szalakat
[178]. Az aramlo vér longitudinalis iranyba rendezi a fibrinszalakat a thrombus
keletkezésekor, ezért a felszinérdl alkotott SEM felvételen a fibrinszalak azonos irdanyba
rendez6dnek, mig ugyanazon thrombus belsejérél késziilt képen random térhalot alkotnak.
In vitro modellben a fibrinhal6 nytjtasa szintén egy iranyba torténd rendezodést eredményez,
¢és a nyujtott fibrinalvadékra rétegzett tPA nehezebben penetral a nem nyujtottnal, lassul a
fibrinolizis [179]. A zsugorodott thrombusban a retrakcion atesett thrombocytak melletti
megnyult fibrinszalakat szintén nehezebb emészteni.

Von Willebrand-faktor hozzaaddsa nem befolyasolja a fibrinnek plazmin altali
emésztését, de megvédi a fibrinogént az emésztddéstol, ami ezaltal késobb felhasznalhatova
valik alvadékképzésre [180].

Altaldnossagban a vékonyszall és tomar, kis porusu fibrinhalo rezisztens a fibrinolizisre
[181]. A magasabb trombinkoncentracioval létrehozott vékonyabb szalti fibrinhald jobb
aktivatora a tPA-nak, mint a vastag szalu, mert utobbi esetben a részlegesen emésztett fibrin
és a tPA aggregildodnak. Ugyanakkor a plazmin altali emésztés a vastagabb szalakon
hatékonyabb, mert a plazminnak alig kell elmozdulnia, hogy a fibrinszalakat ugyanabban a
keresztmetszetben szétvagja, nem kell lateralisan elcstisznia a fibrinszalon vagy diffundalni
a porusokban [182].

A DNS annak ellenére csokkenti az alvadék permeabilitasat, hogy vastagitja a
fibrinszalakat. A tPA altali plazminogénaktivacio hidba gyorsul a fibrinalvadék felszinén
(modellezve a tPA gyogyszerkénti adésat), de a plazmin penetracidja lassul, a lizisidd
megnyulik, a DNS és hiszton kotddik a keletkez6 fibrindegradacios termékekhez [116]. A
hiszton megvédi a trombint az antitrombin altali inaktivaciotol. A DNS lassitja a
plazmaalvadéknak plazmin altali emésztését. A neutrofil granulocitak forbol-12-mirisztat-
13-acetattal (PMA) altal indukalt NETosisa lassitja a fibrinhald tPA-val indukalt lizisét,
amely hatast a hozzaadott DNS-emészt6 sztreptodornaz kivéd [123]. A hisztonok DNS-sel

vagy anélkiil is cs6kkentik a frakcionalatlan heparinnak és a kis molekulasulyt heparinnak a

48



trombin-antitrombin interakciot gyorsitd hatasat, mert a hisztonok kotédnek a heparinhoz,
akar a DNS-sel harmas komplexet is létrehozva. A NET jelenléte magyarazhatja a
heparinkezelés gyenge terapias hatékonysagat egyes esetekben [183].

PAD el6zetes hozzaadasaval 1étrehozott citrullinalt fibrinnek csdkkent a rugalmassaga,
kisebb eréhatasra szétesik a mikroreologias mérés soran. Ez magyarazhatja a fibringazdag
thrombusok nagyobb emboliat okoz6 hajlamat. Az egérben vénalekotéssel létrehozott
thrombusban citrullinalt fibrin ellenes antitesttel kimutathat6 a citrullinalt fibrin/fibrinogén
a-lanc jelenléte, tehat nem csak in vitro torténik meg a fibrinnek PAD altali citrullinalasa
[184].

A fibrin(ogén) egyéb poszttranszlacios modositasa is lehetséges, ami hatdssal van a
fehérje szerkezetére és az alvadék stabilitdsara: oxidacio, glioxilacio, karbamilécid és
glikacio6 [185-188]. A tiid6embolias beteg plazmajabol képzett in vitro alvadék oldékonysaga
nagyobb, viszkozitasa és elaszticitasa pedig kisebb a mélyvénas thrombosisos beteg
alvadékanal, tehat a fibrinhald szerkezete befolyasolja az embolusképzésre vald hajlamot
[189].
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. Célkitiuzeések

Von Willebrand-faktor, extracellularis DNS ¢és fibrin kolcsonhatasanak mennyiségi
immunhisztokémiai jellemzése eltérdé lokalizacioju (Koszoruér, agyi és periférias)
thrombusokban.

Artérias thrombusok osszetétele (fibrin, VWF, DNS) és a betegek klinikai, valamint
laboratoriumi jellemz6i kozotti sszefliggések vizsgalata.

A thrombusok fibrinszerkezetének jellemzése a thrombusosszetétel (VWF, DNS,
sejtes elemek) fiiggvényében.

A fibrinogén citrullinacidja hatasanak vizsgalata a beldle keletkezé fibrin

szerkezetére.
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4. Modszerek

4.1. A betegek jellemzai

Munkacsoportunk altal 2014-ban inditott vizsgalatok soran 3 év alatt 208 beteg (CAD,
PAD, AIS) akut intervencids terapia alatt nyert thrombusainak osszetételét elemezték,
kiilonds tekintettel a NET komponensek jelenlétére [115]. Ezt a kezdeti vizsgalatot kovetden,
ha a visszamaradé thrombusminta kellden nagy volt a tovabbi immunfluoreszcens
feldolgozashoz, a mintat bevontuk a jelenlegi vizsgalatba. Ennek a kritériumnak 18 CAD-
beteg, 19 PAD-beteg és 17 AIS-beteg thrombusa felelt meg. Klinikai jellemzdiket és alapvetd
laboratoriumi leleteiket az 1. tablazat és az 5. abra foglalja 6ssze. Erelmeszesedést akkor
diagnosztizaltunk, ha diagnosztikus képalkotd vizsgalattal vagy a beavatkozas soran
atheroscleroticus plakkokat észleltiink. A betegek akkor mindésiiltek dyslipidaemiasnak, ha
emelkedett €éhomi vér koleszterin- vagy trigliceridszintjiik volt, vagy lipidesokkentd
kezelésben részesiiltek.

A szivkoszoruér-betegeket a STEMI (ST-elevation myocardial infarction) tiineteinek
megjelenése utan elsédleges percutan coronaria intervenciora utaltdk (bevételi kritériumok:
akut szivinfarktus biztos diagndzisa, PCI-re val6 alkalmassag, korabbi trombolitikus terapias
megkozelités hianya és TIMI [thrombolysis in myocardial infarction] thrombus fokozat > 3).
Az angiografiat és a thromboaspiraciot radialis vagy femoralis hozzaférésbol végezték
QuickCat (Spectranectics Int., Leusden, Hollandia), Export (Medtronic Inc, Minneapolis,
MN) vagy Eliminate (Terumo, Gifu, Japan) aspirdcios katéterekkel. Kozvetleniil a
revaszkularizacié el6tt minden beteget el6zetesen kezeltek aszpirinnel (250, 300 vagy 500
mg), intravénasan frakcionalatlan heparinnal (5000 NE), abciximabbal (hacsak nem volt
abszolut ellenjavallat) és clopidogrellel (600 mg). Azok a betegek, akik mar rendszeresen
szedtek barmilyen trombocitaaggregaciot gatld szert, csokkentett adagot kaptak. Az akut
tiinetekkel jelentkezd periférias artérias thrombosisos betegeket Fogarty katéteres
thrombendarterectomiaval és Vollmar gyiris tripperrel félig zart endarterectomiaval
kezelték lokalis vagy altalanos érzéstelenitésben (bevételi kritériumok: artérids elzarodas

definialt rontgen és klinikai diagnodzisa, mutétre valo alkalmassag). A periférids artérias
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betegségek korabbi beavatkozasaibol szarmazé bypass-graftokban képzodott thrombusokat
vagy az okkluzid helyéhez kozeli elvaltozasokbol szarmaz6 embdlidkat ebben a vizsgalatban
nem kezelték kiilon. A vascularis rekonstrukcié alatt szisztémas heparint (150 NE/kg) adtak
a szoritas el6tt [20]. A tanulmanyt az intézményi és regionalis etikai testiilet hagyta jova
(Ref#2014/2014.09.18.), és minden résztvevotdl vagy torvényes gyamjatdol megkaptak a
tajékoztatott irdsos beleegyezést. A kutatds a Helsinki Nyilatkozatban megfogalmazott

elveknek is megfelel.

1. tablazat A betegek laboratdriumi paraméterei, egyéb jellemzdi

Az értékeket atlag + szoras vagy szazalékban adjuk meg az elemzésbe bevont alanyok szama
szerint. Zarojelben a betegek szama, a perjel utin az 0Ossz betegszam. FVS =
fehérvérsejtszam, Thc = trombocitaszam, CRP = C-reaktiv protein, Hgb = haemoglobin, rtPA
= recombinant tissue-type plasminogen activator = rekombindns szoveti tipusa

plazminogénaktivator, NA = nincs adat

CAD (18) PAD (19) AIS (17) Mind (54)
Férfi 66,6% (12/18) | 68,4% (13/19) | 64,7% (11/17) | 66,6% (36/54)
Beteg ¢életkora 60,4+14,9 (18) | 65,9+16,4 (19) | 58,8+10,9 (17) | 61,8+12,3 (54)
Laboratoriumi
értékek

FVS (10%/uL) 13,3+4,4 (18) |9,3+1,8 (17) 10,0+3,6 (17) | 10,9+4,1 (52)
197,8+25,4 204,2+58,6
The (103 /uL) 235+50,7 (18) 212,9+67 (52)
a7 a7
CRP (mg/L) 10,7+15,7 (18) | 26,1+22,1 (6) | 9,1+8,6 (17) 12,5+15,4 (41)
Hgb (mmol/L) | 8,1£1,0 (18) 7,7+1,9 (17) 8,4+0,9 (17) 8,1+1,3 (52)

Fibrinogén (g/L) | 3,2+1,0 (14) | 3,9+0,9 (7) 2.2+0,9 (9) 3,1+1,1 (30)

Etiologia
Thrombophilia 0% (0/18) 0% (0/18) 0% (0/17) 0% (0/53)
Cardialis

NA NA 41,1% (7/17) -
embolizacio
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Atherosclerosis | 100% (18/18) | 83,3% (15/18) | 41,1% (7/17) 75,4% (40/53)
Dissectio NA NA 5,9% (1/17) -
Cryptogen NA NA 11,8% (2/17) -
Thrombus
helyének adatai
Eratmérd (mm) | 3,240,5 (18) | 7,4+5,0 (18) | 2,8+0,7 (17) | 4,536 (54)
A beavatkozdst
megelozo
gyogyszerelés
Acetilszalicilsav | 100% (16/16) | 55,5% (10/18) | 40,0% (6/15) 64,6% (31/48)
Clopidogrel 100% (16/16) | 33,3% (6/18) | 20,0% (3/15) | 54,3% (25/46)
Oralis
) NA 5,2% (1/19) 23,5% (4/17) | -

anticoagulans
rtPA NA NA 47,0% (8/17) |-
Heparin 100% (18/18) | 100% (19/19) | 100% (17/17) | 100% (54/54)
Statin 21,4% (3/14) | 53,3% (8/15) 10,0% (1/10) | 30,8% (12/39)
Tarsbetegségek
és
rigikofaktorok
Atherosclerosis | 100% (18/18) | 83,3% (15/18) | 56,6% (9/16) 55,8% (29/52)
Diabetes 5,5% (1/18) 22,2% (4/18) | 3,1% (5/16) 19,2% (10/52)
Hypertonia 61,1% (11/18) | 66,6% (12/18) | 68,6% (11/16) | 65,4% (34/52)
Dyslipidaemia | 44,4% (8/18) | 55,6% (10/18) | 37,5% (6/16) | 45,3% (24/53)
Uraemia 22,2% (4/18) | 0% (0/17) 0% (0/16) 7,8% (4/51)
Malignus

5,5% (1/18) 11,1% (2/18) 18,8% (3/16) 11,5% (6/52)
daganat
Nemdohanyzé | 72,2% (13/18) | 16,6% (3/18) | 33,3% (1/3) 46,1% (18/39)
Korabbi

5,5% (1/18) 0% (0/18) 0% (0/3) 2,5% (1/39)
dohanyos
Vizsgalatkor

27,7% (4/18) | 88,7% (15/18) | 66,6% (2/3) 43,6% (17/39)
dohényzik
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5. abra Az artérias thrombosisos betegek kockazati tényezdi az egyes betegcsoportokban
A vizszintes tengelyen a szdmok egy-egy beteget jelolnek, a szines savok a kockazati
tényezoket. (A) Minden koszoruér-thrombosisos (CAD) beteg atheroscleroticus, 11 magas

vérnyomasos, 8 dyslipidaemias, 1-1 diabeteses vagy tumoros, 4 dohanyzott a thrombus
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keletkezésének idején, 1 pedig korabban leszokott. (B) A 19 periférias artérias betegségben
(PAD) szenvedd beteg koziil 14 atheroscleroticus, 15 dohanyos, 12 hypertonis, 9
dyslipidaemias, 3 diabeteses, 2 tumoros, egy betegr6l nincs adatunk. (C) A 17
agyérthrombosisos betegb6l (AIS) 11 hypertonias, 9 atheroscleroticus, 6 dyslipidaemias, 5
diabeteses, 3 tumoros. A filiggéleges tengelyen az etiologiat jelképezd kék csik 1-es
magassaga a szivbél szarmazd embolizacidt jelképezi 7 betegnél, a 2-es magassag az
atherosclerosist 7 betegnél, a 3-as magassag jelentése dissectio, a 4-es magassagé kriptogén

etiologia.

4.2. Pasztazo elektronmikroszkopos felvételek készitése

A mintékat az extrakcid utan azonnal rogzitettiik és feldolgoztuk. Kozvetleniil (5 percen
beliil) a miitét vagy a fibrin eldallitasa utan 5*5*10 mm-es thrombusdarabokat vagy 100 ul
térfogata fibrinrdgoket helyeztiink 10 ml 100 mM Na-kakodilat pH 7,2 pufferbe 24 6rara 4
°C-on. A mintdkat ismételten mostuk ugyanazzal a pufferrel, majd fixaltuk 1% (v/v)
glutaraldehiddel 16 oran at. A fixalt mintakat etanolos higitasok sorozataval [20-96% (v/V)],
végiil 96% (v/v) etanol/aceton és tiszta aceton 1:1 ardnyt keverékével dehidrataltuk, majd
kritikus pontig szaritottuk CO2-vel E3000 Critical Point Drying Apparatusban (Quorum
Technologies, Newhaven, Egyesiilt Kirdlysdg). A mintdkat Ontapadd szénkorongokra
helyeztiik fel, SC7620 Sputter Coaterben (Quorum Technologies) arannyal bevontuk. Ezutan
a képeket a thrombusok kiilonb6z6 részeirdl készitettiik, hogy ellendrizziik az Gsszetétel
heterogenitasat. Osszesen 10 kép késziilt minden thrombusrél SEM EVO40-nel (Carl Zeiss
Gmbh, Oberkochen, Németorszag), két kiilonbozé nagyitassal (5000x, 20000x). A
sejtosszetevok ¢és a fibrinhalozat feliileti foglaltsagat jellemzdéen 5 kiilonbozd képen
hataroztuk meg minden thrombusrol kisebb nagyitas mellett, miutan a képeket 864 egyenld
méretli négyzetes teriiletre osztottuk Photoshop 7.0.1 CE (Adobe, San José, CA. USA)
segitségével. Az egyes régiokat a vizsgald morfoldgiai jellemzok alapjan a kovetkezOképpen

osztalyozta: fibrin, vérlemezkék, egyéb vérsejtek vagy ezek kombinacidi. A thrombus
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Osszetételét ezutan kiszamitottuk az egyes komponensek altal elfoglalt régiok szazalékaban

a kép teljes teriiletén [179] (6. abra) [190].

o PEXS

20 e

B
5
)

6. abra A fibrin, vérlemezkék, fehérvérsejtek vagy vorosvértestek altal elfoglalt thrombust
alkot6 teriiletek meghatarozasa SEM képanalizissel. Ez egy reprezentativ SEM-kép, amely
szemlélteti a teljes thrombusteriilet kiilonbdz6 Osszetevok altali foglaltsagat. Szimbolumok:

fehér: csak fibrin; vords: vorosvértest; sarga: fehérvérsejt; zold: vérlemezke+fibrin.

4.3. Immunfluoreszcens felvételek készitése
A thrombusmintakat kézvetleniil a beavatkozas utan izopentanba helyezték, és a tovabbi

feldolgozasig -80 °C-on taroltuk. A thrombusok 6-15 kiilonboz6 teriiletér6l 6 um vastagsagi

kriometszetek késziiltek, a minta méretétdl fliggden. Az extracellularis DNS-t, a VWF-et €s
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a fibrint TOTO-3 dimer cianin nukleinsav festékkel (T-3604, Life Technologies, Budapest,
Magyarorszag), nyul anti-human VWF antitesttel (F3520, Sigma) és egér anti-human
fibrinogén antitesttel (sc-166968, Santa Cruz) azonositottuk. Masodlagos antitestként a fibrin
megjelenitéséhez Alexa Fluor Plus 555 kecske anti-egér IgG antitestet (Thermo Fisher,
USA), a VWF vizualizalasahoz Alexa Fluor Plus 488 kecske anti-nyul IgG (Thermo Fisher,
USA) antitestet hasznaltunk. 12-15 kép késziilt mindegyik thrombusrél konfokalis 1ézer
pasztazd mikroszkoppal (Zeiss LSM 710, EC Plan-Neofluar 20x/0,50 M27 objektiv, Carl
Zeiss, Jena, Németorszag) a kovetkezO gerjesztési/emisszios hullamhosszokkal: fibrin-
543/585, VWF-488/516, DNS-633/670 (7. abra) [190]. A kiilonb6zé fluoreszcens jelek
teriiletének szamszertsitésére Image J szoftvert (NIH, Bethesda, MD, USA) hasznaltunk.
Kivalasztottuk az érdeklddésre szamot tartd régidkat, kiszamitottuk a feliiletét pixelben, és
beallitottuk a VWF, DNS ¢s fibrin intenzitasanak kiiszobértékeit a lefedett teriiletek
azonositdsdhoz. A masodlagos antitestek keresztabszorpcidja miatt a két fluoreszcens jel
kozotti enyhe térbeli atfedés ellensulyozasara a két szazalékos lefedettségi érték aranyat
kiszamitottuk, és ezt kovetden fibrin/lVWF és fibrin/DNS aranyként hasznaltuk, majd
meghataroztuk a fibrin/DNS (FN50) és a fibrin/VWF (FW50) ardny eloszldsanak median
értékét [20].
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7. abra A thrombus alkotdelemei aranyanak meghatarozasa fluoreszcens jelintenzitas
méréssel immunfestéssel. Ezek reprezentativ képek a VWF, a fibrin és a DNS indirekt
immunfluoreszcens kimutatasara ugyanabban a thrombusmetszetben. Zold: von Willebrand-

faktor; piros: fibrin; kék: extracellularis DNS; az utols6 a harom egyesitett képe.

4.4. Fibrinogén citrullinalasa

A méréshez hasznalt reagensek: fibrinogén (human, plazminogéntdl depletalt, Merck
Kft.-t61, Budapest, Hungary), trombin (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany),

tovabb tisztitva ioncseréld kromatografiaval sulfopropyl-Sephadex oszlopon, a termék
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specifikus aktivitasa 2100 IU/mg. PAD4 (GST tagged, Merck, Budapest, Hungary), FXllla
inhibitor ZED1301 (Zedira GmbH, Darmstadt, Germany), Cl-amidine panPAD inhibitor
(Sigma-Aldrich, Germany).

mM Xlll-as faktor gatlészer Zed1301-et és citrullinald puffert, aminek osszetétele: 100 mM
Tris-HCI, 10 mM CaCl,, 1 mM ditiotreitol és pH 7,5. A XlllI-as faktor inhibitora gatolja a
fibrinogénben szennyezésként esetlegesen jelen levo véralvadasi faktort, masrészt maga a
Xlll-as faktor is citrullinalédhat, ami befolyasolnd az eredményt. Az egyik mintdhoz nem
adunk PAD4 enzimet, a masik kettdhoz adunk 1,15 pg/ml koncentracidoban, mig a 3. kontroll
rendszer 0,06 mg/ml Cl-amidin PAD4 gatldszert is tartalmaz az enzim hozzaadas el6tt. 4 h
37°C-on val6 inkubécio utan a citrullinaciot 0,06 mg/ml Cl-amidin gatloszerrel leallitjuk. Az

igy késziilt mintakat hasznaltuk a SEM, turbidimetrids ¢s PAGE vizsgalatokhoz.

4.5. Fibrin alvadasanak turbidimetrias mérése

Fibrinogént (8 uM) 1,15 pg/ml PAD4-gyel inkubéltunk 4 6ran 4t 37 °C hdmérsékleten.
A keletkezett cFg-t a kontroll fibrinogénhez (amely ekvivalens mennyiségti Cl-amidinnel
inaktivalt PAD4-et tartalmazott) adtunk ndvekvd ardnyban (az dsszes fibrinogénnek 0, 25,
50, 75 ¢és 100%-aban), majd 4 uM fibrinogénkeveréket 7,5 nM trombinnal 37 °C-on
alvasztottunk. Az alvadéas el6rehaladasat 96 lyuki mikrotiterlemezeken kovettiik az
abszorbancia mérésével 340 nm-en CLARIOstar spektrofotométerrel (BMG Labtech,
Ortenberg, Németorszag). Az alvadas végén mért maximalis abszorbanciat (Amax) a
fibrinszerkezet indikatoraként (a fibrinrostok tomeg-hosszusaga aranya) rogzitettiik, mig a
10%-0s Amax eléréséig eltelt id6t a fibrinogén citrullinacié okozta alvaszthatosag-

valtozasanak indikatoraként [191].
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4.6. Fibrinogén SDS poliakrilamid gélelektroforézise

A haromféle - nem citrullinalt, citrullinalt és PAD4-inhibitor Cl-amidint tartalmazo —
fibrinogén minta a 4.4. fejezetben leirtak szerint késziilt. Mindegyik minta tartalmazott XIII-
as faktor gatlészer Zed1301-et (ZEDIRA GmbH, Darmstadt, Németorszag) 0,02 mM
koncentracioban.

A mintat natrium-dodecil-szulfattal kezeltik eld, ditiotreitollal redukaltuk és 95°C-on
hoékezeltiik. A futtatds PhastSystem késziilékben (Pharmacia) 4-15 % gradiens mini

poliakrilamid gélen, a fehérjék kimutatdsa eziistfestéssel tortént.

4.7. Pasztazo elektronmikroszkopos felvételek statisztikai értékelése

A thrombusokrél és a fibrinr6l késziilt SEM-képeket elemeztiik a fibrinszalak
atmérdjének ¢és a fibrinhaldzat porusai teriiletének meghatdrozasahoz sajat tervezési
szkriptek segitségével, amelyek a Matlab 7.10.0.499 (R2010a) Image Processing TOOLBOX
V. 7.0-s verzidjaban futnak (The Mathworks, Natick, MA, USA). Az atméréméréshez egy
racsot rajzoltunk a képre 10-15 egyenld tavolsagra 1évd vizszintes vonallal, és az Osszes
altaluk keresztezett szalat bevontuk az elemzésbe. Az atmérdket igy mértiik meg, hogy a
Tavolsag eszkd6z mutatdjat manudlisan helyeztiik az egyes képeken 300 szal keresztiranyu
keresztmetszete végpontjaira (mindig a szalak hossztengelyére merdlegesen). A rostok
atmérdjére vonatkozd adatok eloszlasat a korabban ismertetett algoritmussal elemeztiik
[192]: az elméleti eloszlasokat illesztettiik az empirikus adatsorokra, majd Kuiper teszttel

hasonlitottuk 0ssze.

4.8. Immunfluoreszcens felvételek statisztikai analizise
Kuiper statisztikai tesztet az eloszlas egyenldségére [192] és Bootstrap egyoldali

statisztikai tesztet a median egyenl6ségre [193] hasznaltunk a folytonos adathalmazok

parjainak jellemz6i kozotti kiilonbségek azonositasara, amelyekben a megfigyelések mintai
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crisp (binaris) halmaztak vagy fuzzy (tagsagi fiiggvénnyel jellemzett) halmaziak. Annak
érdekében, hogy a viszonylag kis méretii mintdkon beliili nagy szérast mutatd adatok
kiilonbségeinek statisztikai szignifikanciajara vonatkozo becsléseket kapjunk, egy olyan
Bootstrap eljarast valdsitottunk meg, amely nem hasznal paraméteres feltevéseket, hanem
10.000 elemszamt szimulalt mintat [194], és egyenld méreteket az empirikus kumulativ
eloszlasfiiggvényekhez képest, a korabban leirtak szerint [195].

Az egy vagy két fiiggetlen valtozo és a fliggd valtozd kozotti 0sszefiiggéseket masodfokt
egyenletekkel irtuk le, amelyek paramétereit linearis regresszios modellekkel hataroztuk
meg. A fuzzy mintak esetében szereplé megfigyeléseket tagsagi fokaval megegyez6
stlyozott egyiitthatobecsléssel és a kiugrod érték kizarasara korabban bevezetett algoritmus
felhasznalasaval alkalmaztuk [196]. A tévkovetkeztetési aranyt (false discovery rate) 10%-
osnak feltételeztik [197]. Minden statisztikai tesztnél a 0,05-6s kritikus P-értéket

alkalmaztuk.

4.9. Citrullinalt fibrin pasztazé elektronmikroszkopos felvételeinek statisztikai

értékelése

A SEM-bdl szarmazo6 fibrinszal 4tmérd adatainak eloszladsat a kordbban ismertetett
algoritmus segitségével eclemeztikk: 30 elméleti eloszlast illesztettlink az empirikus
adatsorokhoz, Kuiper teszttel és Bootstrap szimulacios eljarasokkal hasonlitottuk dssze. Mas,
harom vagy tobb Osszehasonlitott részhalmazt tartalmazé adathalmazokon ANOVA-t
végeztiink. Azoknal az adathalmazoknal, ahol az adatok normal eloszlasat nem lehetett
megerdsiteni a Shapiro-Wilk teszttel, nem parametrikus statisztikai teszteket alkalmaztunk.
A Kolmogorov-Smirnov tesztet azért valasztottuk, mert robusztus a képessége két
adathalmaz eloszlasanak 0sszehasonlitdsara az eloszlas tipusatol fiiggetleniil. Hairom vagy
tobb adathalmaz 0Osszehasonlitasahoz Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztunk. Minden
statisztikai tesztet a GraphPad Prism 6.00 (GraphPad Software, La Jolla California USA) és
a Matlab Statistical Toolbox 7.3 szoftverével végeztiink. Az adatok az atlag + standard

hibgjaként vannak megadva, kivéve a fibrinszal 4tmérdjét, ahol a SEM medién és also-felsd
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kvartilis értékként van megadva. A csoportok kozotti kiilonbségeket P<0,05 valdszinliségi

értek mellett tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.
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5. Eredmények

5.1. Az artérias thrombusok VWF- vagy DNS-tartalmanak fiiggése a beteg

életkoratol

A vizsgélt betegek atlagéletkora 61,8 = 12 év. Az dsszes CAD ¢és az AIS férfi betegek
thrombusaiban a fibrin/VWF arany medianja (FW50) szignifikansan emelkedik a betegek
életkoranak elérehaladtaval (adjR?=0,66 és ANOVA P-érték = 0,017, n=10), vagyis minél
id6sebb a beteg, annal kevesebb VWF-t talaltunk a vérrogben (8. abra, 2. tablazat). Az 6sszes
AlS-beteq, ill. az Gsszes vizsgalt beteg esetén a tendencia hasonlo, de az Osszefiiggés nem
erds, adjR?<0,3. A fibrin/DNS arany (FN50) szintén né az 50 évnél idésebbek thrombusaiban
a korabbi vizsgalatunkhoz hasonléan [115]. Minél idésebb a beteg, annal kisebb a vérrog
DNS-tartalma.

FWS50 (-)
L]
T
.
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Eletkor a beavatkoziaskor (év)

8. abra Artérias thrombusok FW50 értékének fiiggése a beteg életkoratol
FWH50: a thrombusmetszetek konfokalis mikroszkopos képén a fibrin és von Willebrand-
faktor altal elfoglalt teriilet ardnyanak medidnja immunfluoreszcens kimutatasa soran. Zold:

CAD, piros: AIS, kék: PAD-betegek. Z61d pontozott vonal: a regresszios egyenes 95%-0S
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konfidencia intervalluma a CAD-betegek esetén. adjR? = korrigalt korrelacios koefficiens

p-value = probability value = a variancianalizis valosziniiségi értéke.

A kiilonboz6 eredetli, vagyis agyi, periférias és coronaria artérias thrombusok FN50 és
FW50 értékében nem mutattunk ki statisztikailag értékelhetd kiilonbséget, szignifikans
eredmények csak egyéb valtozok figyelembevételekor lathatok.

A statisztikai értékelés soran kapott azon szignifikans eredményeket, ahol két valtozé
egymastol valo fliggését vizsgaltam, a 2. tablazatban foglaltam 6ssze. A késGbbiekben csak

utalok az itt talalhato értékekre.

2. tablazat A fibrin/von Willebrand faktor arany és a fibrin/extracellularis DNS arany
alakuldsa néhany klinikai és laboratoriumi paraméter fliggvényében. Az y= AO+Al*x+
A2*x2+e egyenlet egylitthatoi két folytonos x és y valtozo regresszids modelljére. Az egyes
bemutatott egylitthatok szimmetrikus 95%-o0s konfidencia intervalluma zarojelben van
megadva az egyiitthato értéke alatt.

Roviditések: medidn  fibrin/von  Willebrand faktor ardny (FWS50); median
fibrin/extracellularis DNS arany (FNS50); koszoruér-betegség (CAD); periférias artérias
betegség (PAD); akut isémias stroke (AIS); vér fehérvérsejtszama (FVS); C-reaktiv fehérje
(CRP); felszini fehérvérsejtszam a SEM képeken (fFVS%); fliggetlen valtozo (x); fliggd
valtozo (y); mintanagysag (n); korrigalt korrelacios egyiitthatd (RZ%g;, adjusted residual sum
of squeres = adjusted R squared); a varianciaanalizis (Panova) p-értéke. A regresszioés modell
egyiitthatoinak (Ao, A1, A2) és a korrelacios egyiitthatonak (R%qj) értékei csak a szignifikans
modelleknél (Panova <0,05) lathatok. Egyiitthatok szamértékének, pl. 1.5e-1 jelentése
1,5*102.
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Fdcsoport Megszoritdsok y X n | R%g | Panova | Ao A A;
CAD nincs FW50 | életkor 18 | 0,43 | 0,0025 | 1,5e-1(-9,2e-1, 6,2e-1) | 2,1e-2(8,8e-3, 3.4e-2) -
AlIS férfi FW50 | életkor 10 | 0,66 | 0,0171 | 1,65el (9,2e-1, 3,2el) -5,8e-1 (-1,1e0, -5,3e-2) | 5,2e-3 (9,1e-4, 9,5e-3)
CAD+PAD+AIS | nincs FW50 | életkor 54 | 0,11 | 0,0120 | 2,7e-1(-3,3e-1, 8,6e-1) | 1,2e-2(2,8e-3, 2,2e-2) -
CAD+ PAD dyslipidaemia FN50 | FW50 18 | 0,40 | 0,0042 | - 3,3e0 (2,3e0, 4,4e0) -5,4e-1 (-9,4e-1, -1,5e-
1)
CAD+ PAD nincs dyslipidaemia | FN50 | FW50 18 | - 0,2304 | - - -
AlIS nincs FN50 | FW50 16 | 0,32 | 0,0332 | 2,9e0 (3,7e-1, 5,4e0) 9,2e-1 (9,2e-2, 1,7€0) -
CAD+ AIS hypertonia FW50 | FVS 22 | 0,34 | 0,0074 | 1,7e0 (1,3e0, 2,1e0) -4,5e-2 (-7,6e-2, -1,4e-| -
2)
CAD+ AIS nincs hypertonia FW50 | FVS 12 | - 0,3200 | - - -
CAD hypertonia FW50 | FVS 11 | 0,38 | 0,0261 | 2,1e0 (1,3e0, 2,9e0) -6,6e-2 (-1,2e-1, -9,8e- | -
3)
PAD nincs FW50 | FVS 17 | - 0,3704 | - - -
CAD hypertonia FW50 | fFVS% 11 | 0,12 | 0,0061 | 1,3e0 (1,2¢0, 1,4€0) -4,9e-2 (-8,4e-2, -1,5e- | -
2)
CAD nincs hypertonia FW50 | fFVS% 7 |- 0,3404 | - - -
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CAD+ AIS atherosclerosis FW50 | CRP 25 | 0,34 | 0,0092 | 1,4e0(1,1e0, 1,7€0) -7,6e-2 (-1,2e-1, -2,9e- | 1,2e-3 (4,0e-4, 2,0e-3)
2)

CAD+ AIS nincs FW50 | CRP 6 |- 0,1104 | - - -

atherosclerosis
CAD+ AIS atherosclerosis FW50 | fibrinogén | 19 | 0,57 | 0,0025 | 3,3e0 (2,10, 4,4e0) -1,2e0 (-1,9€0, -6,1e-1) | 1,7e-1(8,8e-2, 2,5e-1)
CAD nincs FW50 | fibrinogén 14 |1 0,44 |0,0212 | 1,3e-3(1,9€e0, 5,9e0) e-2 (-2,6e0, -4,5e-1) 7e-3 (6,6e-2, 3,3e-1)
mind nincs diabetes FW50 | fibrinogén | 24 | 0,52 | 0,0005 | 4,2e-6 (3,2e0, 6,3e0) 1,9e-4 (-3¢0, -1,1e0) 5e-4 (1,3e-1, 4e-1)
mind hypertonia FW50 | fibrinogén 18 | 0,52 | 0,0015 | 1,7e-5(3,1€0, 6,4e0) 5,9¢e-4 (-3e0, -e0) 1,3e-3 (1,2e-1, 4e-1)
mind dyslipidaemia FW50 | fibrinogén | 12 | 0,72 | 0,0049 | 3,7e-3 (4,9e0 7,3e-3 (-8,7€0, -1,9¢0) | 9,4e-3 (2,2e-1, 1,1e0)
mind dyslipidaemia FN50 | fibrinogén 12 |1 0,87 | 0,0001 | 2,5e-3 (2,3el, 7,5el) 1,7e-3 (-4,7¢1, -1,6el) 5,9¢e-4 (3,2e0, 7,8e0)
mind nincs hypertonia FN50 | fibrinogén | 10 | 0,86 | 0,0010 | 6e-4 (7,2el, 1,6e2) 1,7e-3 (-9,5¢e1, -3,5e1) | 3,4e-3 (4,4e0, 1.4el)
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5.2. Az artérias thrombusok VWF- és DNS-tartalmanak korrelaciéja

Az artérias thrombusok FN50 és FWS0 értéke kozott szignifikans korrelaciot
figyeltiink meg a dyslipidaemias CAD és PAD-betegek esetén (9. abra) [190]. AIS-
betegekben a két paraméter kozott a korrelacié fennall, de kevésbé erds a dyslipidaemia

1ététél vagy hidnyatol fliggetleniil (2. tablazat).
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9.abra A CAD és PAD thrombusok median fibrin/von Willebrand faktor aranya (FW50)
¢s medidn fibrin/extracellularis DNS aranya (FN50) kozotti  Osszefliggés.
Zold: dyslipidaemias betegek; piros: dyslipidaemia nélkiili betegek. Az FW50 és FN50
median értékét a fibrin-, VWF- és DNS-specifikus immunfluoreszcens festddés relativ
teriiletébdl hataroztuk meg thrombusmetszetek konfokalis mikroszkopos felvételein. A
dyslipidaemias betegekre jellemzd regresszids gorbe (az egyenlet paraméterekkel a 2.
tablazataban talalhat6) 95%-0s konfidencia intervallumokkal (szaggatott vonalak). Az x

szimbolumok a [196] kozleményben leirtak szerint azonositott kiugro értékeket mutatjak.
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5.3. Az artérias thrombusok fibrinszalatméréjének fiiggése a thrombus VWF-
és DNS-tartalmatol

Bar a teljes vizsgalt populacioban kiilon-kiilon nincs szignifikans hatasa a VWF vagy
az extracellularis DNS mennyiségi valtozasanak a fibrinszal &tmérdjére, egyiittes hatasuk
mar szignifikans. Minél kisebb az FN50 és FW50 egyiittesen, annél finomabb szalu fibrin
alkotja az alvadékot. Ha mind a VWF, mind a DNS nagyobb mennyiségben van jelen a
thrombusban a fibrinhez képest, akkor a fibrinszal atmérdje kisebb (L0A abra, 3. tablazat)
[190].

Egyes betegségcsoportokban az eldzdektdl eltérd Osszefiiggést detektaltunk.
Azokban a PAD és AlS-betegekben, akiket nem kezeltek acetilszalicilsavval vagy
clopidogrellel, valamint a nem diabetes vagy nem hypertonias CAD és PAD-betegekben
a FW50 vs. fibrin szalvastagsaga grafikon egy minimumot mutat6 parabola. Vizsgaltuk
anemek kozotti esetleges kiilonbséget. Csak a férfiakban volt korrelacio a FW50 érték és
a fibrinszal vastagsaga kozott, nékben nem, €s az acetilszalicilsavnak csak a férfiakban
volt szalvastagitoé hatasa. Nem talaltunk korrelaciot a CAD-betegek thrombusaban a
fibrinszal atmérdje és a vér CRP- vagy fibrinogéntartalma, tehat a gyulladasos markerek

kozott.
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3. tablazat A fibrin/von Willebrand-faktor és a fibrin/extracellularis DNS arany egyiittes hatasa a fibrinszal atméréjére.

Az y= Ao+A10* X1+A0™ Xo+A*X12HAn* X1* Xo+A0r* Xo22+e egyenlet egyiitthatoi harom folytonos, x1, X2 és y valtozobol alld
regresszidos modellre. Roviditések: median fibrin/von Willebrand-faktor arany (FW50); median fibrin/extracellularis DNS arany
(FN50); koszoruér-betegség (CAD); periférias artérias betegség (PAD); akut is€mids stroke (AIS); C-reaktiv protein (CRP);
fibrinszal atmérdjének medidnja nm-ben (szal median); fiiggetlen valtozok (x1, X2); fiiggd valtozoé (y); korrigalt korrelacios

egyiitthato (R%q)); varianciaanalizis p-értéke (panova).

Megszoritasok |y X1 X2 n RZ% Panova | Ao Ao |An |An |An Aoz
nincs szal median | FW50 | FN50 45 0,364 |[3x10* |10%° [10° |0,17 [10° | 0,03 0,78
PAD szal median | FW50 | FN50 15 | 0,788 10 107 | 10° |10% |0 107 0
nincs FW50 FN50 | fibrinogén | 24 | 0,876 108 10*? | 10% |10° |[10° |10° 107
nincs FW50 FN50 | CRP 32 10,196 0,055 |10 |0,16 | 0,01 |0,38 | 0,91 0,1
atherosclerosis | FW50 FN50 | CRP 22 | 0,356 0,012 | 10° |0,034 | 0,007 | O 0 0,016
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10. abra A median fibrin/extracellularis DNS (FN50) és a fibrin/von Willebrand-
faktor (FW50) aranyanak egyiittes hatasa az artérias thrombusok fibrinrost vastagsagara
mindharom (CAD, PAD, AIS) betegcsoportban (A) és periférias artérids betegségben (B).

Az FW50 és FN50 median értékét a fibrin-, VWF- és DNS-specifikus immunfluoreszcens
festddeés relativ teriiletébdl hataroztuk meg thrombusmetszetek konfokélis mikroszkopos
felvételein. A fibrinszal atmérdjét thrombusok pasztazd elektronmikroszkopos felvételein
mértiik. A regresszios feliilet a 3. tablazatban talalhato egyenlet alapjan, a mérési pontok zold
szinnel jelennek meg a kiugré értékeknek, a piros szimbolummal jelzett mérési pontoknak a

[196] k6zlemény szerinti kizarasa utan.
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5.4. A dohanyzas hatasa a fibrinszal vastagsagara és a thrombus von Willebrand-

faktor tartalmara

A vizsgalt agyérthrombosisos betegek dohanyzasi szokasairol nem allt rendelkezéstinkre
informacio. A 19 periférias artérias thrombosisban szenvedé betegbdl 15-en dohanyoztak.
Az Osszes vizsgalt 21 dohanyz6 betegben a fibrinszal atmérdje szignifikansan kisebb: 0,0658
um medidnt, mint a 17 nemdohdnyzdéban: 0,0744 um mediana (p=0,046).

A VWE ¢s extracellularis DNS egyiittes jelenléte €s a fibrinszal atmérdje erds korrelaciot
mutat a PAD-betegekben: adjR?=0,79 és panova=0,0001. Amikor a fibrin’VWF és
ugyanakkor a fibrin/DNS arany medianja kisebb értéket mutat, a fibrin vékonyabb szalu a
periférias artérias thrombusokban (10B abra, 3. tablazat) [190].

A periférias artérias thrombosisos betegek vérének vérlemezkeszama is alacsonyabb a
tobbi betegénél, 14 betegnek <210 000/ul, koziiliik 5-nek kifejezetten alacsony, 150 000-nél
Kisebb, ¢és koztik az anémia is gyakori. Ezzel szemben a CAD-betegek vérlemezkeszama
160.000-340.000/pul, és az oOsszes nemdohanyzo kozott sincs Kifejezetten alacsony

vérlemezkeszam (betegek adatai).

5.5. A vér, valamint a thrombus fehérvérsejttartalmanak és a thrombus vWF-

tartalmanak korrelacioja

A magas vérnyomassal kezelt koszortér- és agyérthrombosisos betegekben a keringd
fehérvérsejtek szamanak emelkedésével egyenes aranyban csokken a thrombus fibrin/vVWF
aranyanak medidnja, vagyis egyre tobb von Willebrand-faktor alkotja az alvadékot a
fibrinhez képest. A nem hypertonias CAD és AlS-betegek, valamint a PAD-betegek vérének
fehérvérsejtszam-értékei nem mutatnak korrelaciot a thrombus vWF-tartalmaval (11A.
abra)[190]. A hypertonias koszoruér-thrombosisos betegekben a vérben keringd
fehérvérsejtek szama és a thrombus VWF-tartalma kozotti Osszefiiggés még erdsebb:
regresszids koefficiens -0,066, Rzadj =0,38 és p =0,026.
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A pasztazd elektronmikroszkopos felvételeken a thrombus metszetén lathatod

fehérvérsejtek csak a koszoruér-thrombosisos betegek egy részében vannak 5%-nal nagyobb

feliileten. A magas vérnyomasban szenvedé CAD és AlS-betegek thrombusmetszetén egyre

tobb fehérvérsejt lathatd, ha a VWF/Fn arany né, vagyis az FW50 érték csokken (11B.

abra)[190].
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Osszefiiggés az artérids thrombusok median fibrin/von Willebrand-faktor

aranya (FWS50) ¢és a keringé fehérvérsejtszam (FVS, A panel) vagy a thrombusrezidens

fehérvérsejtek (B panel) kozott. Az FW50 median értékét a fibrin- és VWF-specifikus

immunfluoreszcens festédés relativ teriiletébdl hataroztuk meg thrombusmetszetek
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konfokalis mikroszképos felvételein. A thrombusrezidens fehérvérsejtek altal elfoglalt
terliletet pasztazd elektronmikroszkopos képekbdl (fFVS) hataroztuk meg. A hypertonids
CAD- és AlS-betegek regresszios gorbéi zold szinnel (az egyenlet paramétereit a 2. tablazat
mutatja be) 95%-0s konfidencia intervallumokkal (szaggatott vonalak). Az X szimbdlumok a
[196] kozleményben leirtak szerint azonositott kiugrd értékeket mutatnak. Piros

szimbolumok: nem hypertonias CAD ¢és AlS-betegek. Kék szimbolumok: PAD-betegek.

5.6. A vér fibrinogén, valamint C-reaktiv protein szintéjének osszefiiggése a

thrombus von Willebrand-faktor vagy DNS tartalmaval

Az atherosclerosisban szenvedé koszoruér- és agyérthrombosisos betegek vérében
keringé fibrinogénszint, valamint C-reaktiv protein koncentracidja korreldl a betegek
thrombusanak FW50 értékével. A gorbe parabola alaku, egy-egy szintig a vér CRP és
fibrinogénszintje novekedésével a thrombus fibrin/VWF arany medianja csokken, aztan nd

(12. abra, 2. tablazat) [190].
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12. 4bra Az artérias thrombusok median fibrin/von Willebrand faktor aranya (FW50)
és a gyulladas plazma biomarkerei (C-reaktiv protein [CRP] az A panelen és fibrinogén a B
panelen) kozotti kapcsolat. Az FW50 median értékét a fibrin- és VWF-specifikus
immunfluoreszcens festddés relativ teriiletébdl hatdroztuk meg thrombus metszetek
konfokalis mikroszkopos felvételein. Az érelmeszesedésben szenvedé CAD és AlS-betegek
regresszids gorbéje (az egyenlet paramétereit a 2. tablazat mutatja be) z6ld szinnel 95%-0s

konfidencia intervallumokkal (szaggatott vonalak) lathatd; az x szimbolumok a [196]
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kozleményben leirtak szerint azonositott kiugro értékeket mutatnak. Piros szimbolumok:

CAD- és AlS-betegek az érelmeszesedés jelei nélkiil, valamint minden PAD-beteg.

A vizsgalt betegek egyes alcsoportjaiban a vér fibrinogénszintje és az FW50 érték kozott
a 12B. é&brdhoz nagyon hasonld, minimumot mutaté parabolikus Osszefliggés volt
kimutathat6: az O0sszes CAD-beteg, akik egyébként mind szedtek acetilszalicilsavat és
clopidogrelt, az 6sszes beteg koziil a nem diabetesesek, a hypertoniasak, a dyslipidaemiasak
(2. tablazat). Mindegyik FW50 vs. fibrinogén gorbére jellemzd, hogy ha az 6sszefiiggést 5
g/l fibrinogénszintig vizsgaljuk, a FW50 csokkend tendenciat mutat, vagyis bizonyos
tartomanyon beliil a vér fibrinogénszintjének ndvekedésével a thrombus fibrin/vWF arany
medianja csokken.

A thrombus FN50 értéke és a vér fibrinogénszintje kevés esetben mutatott korrelaciot:
ezek voltak a dyslipidaemiasok, hypertoniasok (2. tablazat). A gérbe minimumot mutato
parabola, és az FW50 értékhez hasonldan 5 g/l fibrinogénszintig csokkend tendenciaja gorbét
kapunk, a vér Fg-szintjének novekedésével parhuzamosan a thrombus DNS/fibrin aranya no,
az FN50 érték csokken.

A 13A. édbra azt mutatja, hogyan hat a vér fibrinogénszintjének és a thrombus FN50
értékének valtozasa a thrombus FWS0 értékére az Osszes betegben [190]. Azokban a
betegekben, akikben a vér fibrinogénszintje magasabb, a thrombusnak mind a fibrin/ VWF,
mind a fibrin /DNS arany medianja egyszerre csokken, vagyis egyre tobb DNS és VWF

alkotja a thrombust a fibrinhez képest.
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13. ébra A median fibrin/extracellularis DNS (FN50) és a vérplazma gyullad4sos
biomarkereinek (CRP vagy fibrinogén) egylittes hatasa a fibrin/'von Willebrand faktor
(FW50) aranyara artérias thrombusokban. A median FW50 és FN50 aranyokat a fibrin-,
VWEF- és DNS-specifikus immunfluoreszcens festédés relativ teriiletébdl hataroztuk meg
thrombusmetszetek konfokalis mikroszkopos felvételein. Az A és B panel a harom (CAD,
PAD, AIS) csoportbol szarmazd Osszes beteg adatait mutatja, mig a C panel az
atherosclerosisban szenvedd betegek adatait tartalmazza ugyanabbol a csoportbol. Az A és
C paneleken a regresszios feliileten (az egyenlet paraméterekkel a 3. tablazatban lathato) a
zold pontok a szignifikans értékek a kiugro értékek (piros ,,x” szimbdlumok) elutasitisa utan.
A B panelen a regresszios iteraciok nem tudtak konvergalni statisztikailag szignifikans

modell egytitthatokkal.

A vér CRP-szintje és a FW50 érték kdzott minimumot mutatd parabolikus Osszefiiggést
talaltunk az atheroscleroticus CAD + AlS-betegek esetében (12A. abra). Onalldan a PAD-
betegekben nem talaltuk szignifikansnak sem a FW50 vs. fibrinogén, sem a FW50 vs. CRP
Osszefiiggést, annak ellenére, hogy mind az emelkedett vér fibrinogénszint, mind az
emelkedett vér C-reaktiv proteinszint a periférias artérias thrombosisban szenvedbkre volt
jellemzdébb a masik két betegcsoporthoz képest. Viszont ha minden betegben egyiittesen
vizsgaltuk a vér CRP, a thrombus FN50 és FWS50 értékét, akkor az atheroscleroticus
betegekben talaltunk korrelaciot, minél magasabb a vér CRP-szintje, annal kisebb a thrombus
fibrin/DNS és fibrin/VWF arany medidnja (13C. abra). A teljes vizsgalt beteganyagban, az
atherosclerosis korlatozast nem alkalmazva az adatok statisztikailag nem szignifikansak, de

a gorbe mégis jol szemlélteti az el6zbleg vazolt tendenciat (13B. abra).

5.7. Citrullinalt fibrinogénbél képz6dé alvadék szerkezete
A fibrinogén citrullinaciojat SDS PAGE vizsgalattal igazoltuk. A fibrinogén citrullinalt

a-lancanak mobilitasa a citrullinacié fokaval aranyosan egyre inkabb eltér a nem citrullinalt

0 perces, Cl-amidin gatloszert tartalmazo kontroll mobilitasatol. A fibrinogén citrullinalt o-
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lancanak nem citrullinalt y-lancéahoz képest relativ eltolodasat pixelben adjuk meg [133] (14.

abra).

idé (h) O 1 0 4

o e S = - 'OL
PAD4 58 0.6 1.4 28 1.15 1.15
(ng/mL)

A, (px) 54 58 60 63 80 90

Anti-
citrullin

antitest

14. abra A fibrinogén citrullindcidja mértékének értékelése a fibrinogén a-lanc
elektroforetikus mobilitasa alapjan. 8 uM fibrinogént inkubaltunk PAD4-gyel a megadott
koncentraciokban 1 vagy 4 oran keresztiil 37 °C-on. A citrullindciét 60 pg/ml PAD4-
inhibitor Cl-amidin hozzaadésaval allitottuk le a jelzett iddpontokban. A fibrinogén mintakat
redukald koriilmények kozott SDS elektroforézisnek vetettiik ala 4-15%-0s poliakrilamid
gélen, ¢és eziistfestéssel festettiik. A citrullinicié hatékonysagat az o-lanc y-lanchoz
viszonyitott relativ eltolodasa alapjan értékeltiik (Aa-y pixelben). A mintak, amelyekhez a
PAD4 hozzédadésa eldtt Cl-amidint adtunk (t=0), kontroll, nem citrullinalt fibrinogénként

hasznaltuk.
A fiziologias véralvadék és a thrombus szerkezetét, keletkezésének és oldodasanak

tulajdonsagait nagy mértékben megvaltoztatja a fibrin(ogén) poszttranszlacios mdodosulasa,

tobbek kozott a citrullindcioja, ami a NETosis sordn felszabadult PAD enzimek
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mikodésének kovetkezménye. Sziikségesnek lattuk megvizsgélni, hogy a fehérjében levd
arginin oldalldncainak tdltésvesztése milyen kovetkezményekkel jar in vitro kisérletekben,
vagyis a betegekb6l szarmazd thrombusokhoz képes joval definialtabb, egyszeriibb
koriilmények kozott.

A pasztazo elektronmikroszkopos felvételeken a fibrinszalak 4tmérdjét hataroztuk meg.
A citrullinélt (cFg) és nem citrullinalt fibrinogén (Fg) dsszekeverésével torténd alvasztaskor
a cFg mennyiségének emelkedésével a fibrin szalatmérdje csokken a 75% cFg: 25% Fg
aranyu keverékig (15. abra) [198]. A teljesen citrullinalt fibrinogénben tovabbi csokkenés
nem tapasztalhatd. A kontroll kisérletben kloramidin nemspecifikus PAD-inhibitor keriilt
hozzaadasra a PAD4 enzim hozzaadasa el6tt, ami teljesen gatolta az enzim mikodését. A

kontroll a 0% cFg tartalmu rendszerrel azonos eredményt adott.
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elektronmikroszképos felvételein, valamint wugyanezen alvadék képzddésekor az
abszorbancia maximuma a turbidimetrids mérés soran (jobb oldali ordinata).
A fibrinogén citrullinacioja PAD4 (peptidil-arginil-deziminaz-4) enzim hozzaadasaval, a
kontroll fibrinogén készitése enzim nélkiil 4 6ra 37°C-on torténd inkubacioval tortént. A nem
citrullinalt és citrullinalt fibrinogént dsszekevertiik és 0,68 U/ml trombin hozzdadéaséaval
alvasztottuk. A keverékek citrullinalt fibrinogén térfogatszazalékos tartalma a vizszintes
tengelyen van abrazolva. Pasztazd elektronmikroszkopos felvételek késziiltek. A zold
oszlopok magassaga a fibrinszalak median atmérdjét mutatja nm-ben, a hibavonalak az
interkvartilis tartomanyt jelzik. A turbidimetrias mérés soran az abszorbanciat 340 nm-en
kovettiik teljes alvadasig. A piros vonal az abszorbancidk maximuma 5 parhuzamos

mérésben (4tlag£SD).

5.8. Citrullinacio hatasa a fibrinogén alvadasi kinetikajara

A fibrinogén ¢és citrullinalt fibrinogén keverékek trombinnal inditott alvasztasa soran a
maximalis abszorbanciaértékek (15. abra) jol kovetik a SEM képen lathato
fibrinszalvastagsagot [198]. A finomabb fibrinszalakboél allo fibrin abszorbanciaja kisebb a
vastagabbakénal.

A fibrinogén/citrullinalt fibrinogén arany jelentdsen befolyasolja az alvadas
id6lefolyasat (16. abra). Ha a citrullinalt fibrinogén aranya 75%- ig emelkedik, az alvadas

egyre késobb indul, de efelett az alvadasi id6 nem valtozik.
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16. abra A citrullindci6 hatasa a fibrinogén alvadékonysagara. Fibrinogént (8 uM) 1,15
png/ml PAD4-gyel inkubaltunk 4 6ran at. A keletkezett citrullinalt fibrinogént névekva, 0, 25,
50, 75 és 100% ardnyban adtuk a nem citrullindlt fibrinogénhez, és a 4 uM
elorehaladasat mikrotiterlemezeken kovettiik az abszorbancia mérésével 340 nm-en. A
gorbék 5 minta atlagat (folyamatos vonalak) + szérdsat (szaggatott vonalak) mutatjak be
piros (0 % cFQ), zold (25 % cFg), kék (50 % cFg), barna (75 % cFg) és lila szinben (100 %
cFg). A szamok azt az id6t (atlag + szoras) mutatjdk, amig a teljes alvadasnal eléri a
maximalis abszorbancia 10%-at, ami a fibrinogén alvadékonysaganak valtozasat jelzi a

citrullinacio6 valtozo fokaval 6sszefiiggésben.
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6. Megbeszélés

6.1. Az artérias thrombusok von Willebrand-faktor vagy extracellularis DNS

tartalmanak fiiggése a beteg életkoratol

A VWEF vérszintje fligg a beteg €letkoratdl, vércsoportjatol, attol, hogy van-e gyulladas a
szervezetében, van-e mutacid a VWF fehérje génjében és az milyen kdvetkezményekkel jar
[61], rendben megtorténhet-e a Weibel-Palade-testecskék exocitozisa [55, 199], illet6leg a
VWEF-t hasit6 ADAMTS13 metalloproteaz miikodése megfelel-e [57].

A VWF gyulladasos markernek tekinthetd, a Weibel-Palade-testekbdl tobb iirtil helyi
gyulladas esetén [74, 75, 200-202]. Az altalunk vizsgalt artérias thrombusok olyan id6s
emberekbdl szdrmaztak, akik nem szenvedtek vérzékenységben, a VWF exocitozisdnak
zavarara nem utalt semmi, nem szenvedtek TTP-ben.

Ismert, hogy az életkor elérehaladtaval a VWF vérszintje nd. Mindezek ellenére azt
tapasztaltuk az immunhisztokémids kimutatas soran, hogy az életkor elérehaladtaval a
thrombusban lev6 VWF mennyisége a fibrinhez viszonyitva csokkent (8. abra).
Eredményeinket a kovetkezOképpen magyarazzuk. A vWF-nak a vérlemezkéhez valo
kotédéséhez sziikséges szerkezeti valtozas két 1épcsdben torténik [203]. Amikor a
molekulara alacsony nyiroerd hat, rendezetlen gomolyag szerkezetli, melyben az Al-
domének rejtve vannak, és a molekula bukfencezve gordiil tova a vérben. Amikor a VWF
nem laminaris dramlast érteriiletre ér: bifurkdciohoz, az érszakasz kontrakcidjadnak és
kevésbé szalla nyulik, az Al-domén felszinre keriil [66]. Ahhoz, hogy az Al-domén a
térszerkezetét megvaltoztassa és képes legyen a vérlemezke Gplb alegységéhez kdtddni, egy
masik doménnel 1étrejott H-hidaknak meg kell sziinnie. Ha a multimer legalabb egy ponton
kotoédik az endothelhez, kollagénhez, kitapadt vérlemezkéhez, akkor minél hosszabb a
multimer, annal nagyobb fesziilés lesz a kotddési pont €s a molekula eleje k6zott, ami
felszakitja a H-hidakat, 1étrejohet a vVWF és a vérlemezke kozotti kotés [203]. Bar nem allnak

rendelkezésiinkre laboratériumi adatok a vVWF és ADAMTSI13 vérszintjére vonatkozoan, de
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feltételezziik, hogy az irodalmi adatoknak megfeleléen minél iddsebb volt a betegiink, annal
magasabb volt a vVWF vérszintje és aktivitasa, viszont annal alacsonyabb a metalloproteaz¢é.
Az ADAMTSI13 metalloprotedznak a NETosis soran felszabadul6 PAD4 enzim altali
citrullinacioja és funkcidvesztése az életkor elérehaladtaval fokozodik. Feltételezziik, hogy
a VWF hasitatlan és hosszabb maradt, ezért kisebb mennyiség is elegendd volt a
thrombusképzéshez [77].

A koszorér, agyér és periférias artéria eredetli thrombusok ko6zott nem talaltunk
kiilonbséget a VWF tartalomban. Ezek szerint nem a keletkezés helye a meghatarozo, hanem
feltehetbleg a keletkezés koriilményei, a tarsbetegségek. A thrombosis tiineteinek
megjelenése €s a thrombus miitéti eltavolitasa kozott kiillonbozo id6 telt el attol fiiggden,
hogy hol keletkezett a vérrog. A koszoraérbdl atlagosan 3 ora elteltével, a periférias artéridbol
atlag 24 ora mulva, az agyi érbol pedig atlag 5,3 ora elteltével tavolitottak el a thrombust.
Valészintileg a thrombus szerkezetét befolyasolta ez az id6 is, de nem tudjuk, hogy a
thrombus a tiinetek megjelenése elott mennyi idével kezdett novekedésnek indulni. Agyi eret
szivbOl szarmazo, onnan leszakado thrombus zart el az esetek mintegy felében, de nem
kizarhat6 egyes esetekben a periférias artériakbol valo eredet sem.

DNS tobbféleképpen keriilhet a vérbe és a thrombusba. Az egyik lehet6ség a sejtek
necrosissal torténd pusztulasa, ami eléfordul pl. az atheroscleroticus plakkok egyes teriiletein
is. A masik lehetdség, hogy a neutrofil, eozinofil és bazofil granulocitdk, makrofagok és
hizosejtek kibocsatjak a DNS-tartalmukat a karioplazma és citoplazma fehérjéivel egyiitt, és
extracellularis csapdat hoznak l1étre. A NETosis folyamatat sokkal intenzivebbnek talaltak a
friss thrombusokban, mint a t6bbi immunsejt hasonlo folyamatat, aztan a thrombus
oregedésével egyre intenzivebbé valik a makrofag extracellularis csapda (MET) képzddése
[120]. Mivel a munkacsoportunk korabban extracellularis DNS-t és citrullinalt
hisztonfehérjéket mutatott ki immunhisztokémiai modszerekkel artérias thrombusokban,
mely mintak azonosak voltak az altalam vizsgaltakkal [115], feltételezziik, hogy az altalam
Kimutatott extracellularis DNS NET-b6l vagy MET-b6l szarmazik annak ellenére, hogy a
forrasként szolgalo sejttipust nem vizsgaltam, mert irodalmi adatok szerint az eozinofil és
mastocyta extracellularis csapda mennyisége elhanyagolhat6 [120]. Korabbi és mostani

méréseink szerint is kb. 50 év f0lott az életkor elérehaladtaval az artérias thrombus DNS-
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tartalma csokken a fibrinhez viszonyitva. Feltételezhetd, hogy a trombocitak mar részben
aktivalt allapotba kertiltek, az alvadék konnyebben képzddott, hiszen betegeink kdzott volt
diabeteses, hypercholesterolaemias, érsziikiiletben szenvedd, a trombocitak pedig egymast is
aktivalhattak CD40L segitségével [5]. Mivel a betegek tobbsége tobb tarsbetegségben is
szenvedett, egyre tobb tényezd egyiittesen okozta a thrombus megjelenését, novekedését.
Onmagéban az extracellularis DNS-nek az életkor elérehaladtaval csokkent a szerepe, de
nem sz{int meg.

A VWF-hoz hasonléan a DNS-tartalomban sem tudtunk kiilonbséget kimutatni attol

fliggben, hogy a thrombus koszoruérbdl, agyi vagy periférias artériabol szarmazott.

6.2. Az artérias thrombus DNS- és von Willebrand-faktor tartalmanak korrelacioja

Vizsgaltuk, vannak-e olyan rizikofaktorok, amelyek miatt a thrombus DNS- és VWF
tartalma egyszerre valtozik, fiigg egymastol. A CAD és PAD-betegek koziil azoknak
valtozott szignifikansan egyszerre a FN50 és FW50 értéke, akik dyslipidaemiasak, de azoké
nem, akiknek normalis a plazma lipidprofiljuk (9. abra). A vizsgalatba vont CAD-betegek
mindegyike atheroscleroticus ¢és 44%-a dyslipidaemias, a PAD-betegek 83 %-a
atheroscleroticus és 56%-a dyslipidaemias, mig az AlS-betegeknél ezek a szamok 57%, ill.
38%. Ugy tiinik, hogy az olyan artérias thrombosisban, amelyben oki tényez6 a vér koros
lipidprofilja miatt kialakulo érelmeszesedés, nagyobb szerepe van a VWF helyi
szintje/aktivacidja és a NETosis kozott leirt Osszefiiggésnek: a VWF képes NETosist
provokalni, ugyanakkor a NET-komponensek a Weibel-Palade-testek exocitozisat, ezzel a
VvWF felszabadulasat okozzak, valamint mind a VWF, mind a NET komponensei képesek
aktivalni a vérlemezkéket, vérfalendothelsejteket, neutrofil granulocitakat, és beinditani a
véralvadas folyamatat, emellett akadalyozni a fibrinolizist [32, 62, 64, 204, 205].

Amikor a fibroatheromatosus, lipidlerakodasokkal teli plakkban fokozdodik a gyulladas,
a plakk sériilékennyé¢ valik. Proinflammatorikus hatastuak a bakterilis és viralis fertézések,
az oxLDL magas szintje miatti tovabbi lipidlerakddas, a plakk nekrotikus részébdl

felszabadul6 HMGBI1, a neutrofil granulocitdkbol szarmazé S100A12 endogén AGE
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(fokozottan glikalt végtermék) [206]. A makrofagokbol és neutrofil granulocitakbol (a
NETosis soran is) felszabaduld matrix metalloprotedzok és egyéb enzimek bontjdk az
extracellularis matrixot. A gyulladédsos citokinek hatasara kevesebb kollagén keletkezik. A
NETosis soran felszabaduld hisztonok toxikusak a simaizomsejtek szamara. Mindezek
kovetkezményeként a plakk sapkaja vékonyodik, konnyen bekdvetkezik a szakadéasa. A
plakkban a sejtek aktivalt allapotban vannak, felsziniikon TF jelenik meg, a vWF aktiv
konformaéciojuva nyulik és kotddik sok-sok sejthez és molekulahoz, a bearamlo vér gyorsan

megalvad.

6.3. Az artérias thrombusok fibrinszalatméréjének fiiggése a thrombus vWF- és

DNS-tartalmatol

Amikor a thrombus DNS- és VWF-tartalma is n6 a fibrinhez képest, a fibrinszal atméréje
kisebb (10.A és B abra). A finomabb szalu fibrinnek a mechanikai és kémiai stabilitasa is
nagyobb in vitro kisérletek szerint [178]. A magas trombin- és fibrinogénszint, a vérlemezkék
¢és vorosvértestek kdzelsége vékonyitja a fibrinszalakat. Ugyan in vitro kisérletekben a NET-
komponens DNS-nek és hisztonfehérjéknek fibrinszalvastagito hatasa van, mégis lassitjak a
fibrinolizist, mert kotédnek a fibrindegradacios termékhez a plazmin és tPA helyett, valamint
gatoljak a trombin inaktivaciojat [116, 123]. A betegekben a spontan megindulo fibrinolizis
elégtelen volt, az érelzarddas bekovetkezett, a thrombust miitéttel tavolitottak el.
Feltételezhetd, hogy ebben szerepe volt annak, hogy ezekben az alvadékokban mind a VWF,
mind a DNS, ezért a NET tobbi alkotérésze is jelentds mennyiségben jelen volt és
rizikofaktorok mitkodtek, melyek feliilirtdk a NET-komponensek in vitro tapasztalhatd
fibrinszalvastagité hatasat. A VWF aktivalja a NETosist, a NET-komponensek eldsegitik a
VWF felszabadulasat az endothelbdl, a NET komponensei a VWF-ral egyiitt aktivaljak a
vérlemezkéket és segitik a thrombus képzodését [32, 62, 64, 204, 205].

Mindegyik koszortaér-thrombosisos beteget a mitét elott kezelték acetilszalicilsavval és

clopidogrellel. Ismert, hogy az acetilszalicilsavnak van a ciklooxigenazgatlo, ezért a
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vérlemezkében tromboxanszintézist gatld hatasan kiviil masik hatasa is, miszerint acetilalja
a fibrint, ezaltal vastagabb fibrinszal képzddését okozza [207]. A fibrinszal vastagsagara
vonatkozo méréseink eredményét tehat nem csak a thrombusképzédés helye, hanem a
farmakologiai kezelés is befolyasolta. Ezen kiviil éppen az acetilszalicilsav-kezeléssel
kapcsolatban nemi kiilonbségekre is fényt deritettek: csak a férfiakban vastagitja a
fibrinszalat, a n6kben nem [115, 208]. A férfiak és nok kozott kiilonbség van a vérlemezke
reaktivitasaban, egyes véralvadasgatlo gyogyszerek, Kkoztik az acetilszalicilsav
hatasossagaban [209]. Méréseink szerint a CRP-szint nem korrelal a szalatmérével, talan épp
az acetilszalicilsav adasa miatt. Irodalmi adatok szerint cukorbetegekben és/vagy
hypercholesterolaecmiasakban az acetilszalicilsavval valoé kezelés ellenére is csokkent a

szuperoxid-dizmutaz aktivitas és reaktivabbak a vérlemezkék [210].

6.4. A dohanyzas hatasa a fibrinszal vastagsagara és a thrombus von Willebrand-

faktor tartalmara

A FWS50 és FN50 egyiittes hatasa jelentés mértékben (79%-ban) magyarazza a periférias
artérias thrombusok fibrinszalatméréjének alakulasat (10B. abra). Ha mind a VWF, mind a
NET komponensek, koztiikk a DNS, nagy mennyiségben vannak jelen a thrombusban, akkor
vékonyabb a fibrinszal. Az altalunk vizsgalt 19 PAD-betegb6l 15 dohanyos volt, igy a
dohanyzas is allhat e jelenség hatterében. Az dsszes vizsgalt dohanyos fibrinszalai atlagosan
vékonyabbak a nemdohanyzokénal. Ismert, hogy a plazmaalvadék permeabilitasa
dohanyosokban kisebb, mint a nemdohanyzokéban in vitro eredmények szerint [12]. A
vékony tomor fibrinhalét nehezebb feloldani [211], ami fennallhat a vizsgalt dohanyos
betegek esetében, hiszen fibrinhaldjuk tomor, vékonyszalu.

A dohanyzasnak hatasa van a betegek vérlemezkeszamara is. Irodalmi adatok szerint
mind a vérlemezkeszam, mind a vérlemezke adheziv képessége emelkedett dohanyos
emberekben [212]. Az altalunk vizsgalt dohanyzo betegeknek, akiknek a periférias vagy agyi
artériajaban keletkezett thrombus, a vérlemezkeszama gyakran abnormalisan alacsony vagy

a hatarérték alsé tartoméanyaban volt, ami 6sszefliggésbe hozhato a trombotikus eseményhez
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kot6do vérlemezke felhasznalassal. A betegekben az elzetesen részlegesen aktivalt, de akar
a normalisnal kevesebb vérlemezke részt tudott venni a thrombusképzésben. Ugyanezen
betegek thrombusaban a FW50 érték alacsony, a thrombus jelentés mennyiségii VWF-t
tartalmazott a fibrinhez képest. A PAD-betegek ko6zott gyakori volt az anémia is. A
koszoruér-betegek koziil csak 38% dohanyzott, a vérlemezkeszamuk viszont minden esetben

normalis volt, a thrombus FW50 értéke pedig magasabb a tobbi betegénél.

6.5. A vér, valamint a thrombus fehérvérsejt-tartalmanak és a thrombus vVWF-

tartalmanak korrelacioja

Az altalunk vizsgaltak koziil leukocitozisa volt 14 CAD, 7 AIS és 5 PAD-betegnek.
Szignifikans Osszefliggést a hypertonias koszortér- és agyérthrombosisos betegek FW50
értéke és a vériik fehérvérsejtszama kozott tudtunk megallapitani (11A abra). Minél nagyobb,
sok beteg vérében patologiasan magas a fehérvérsejtszam, annal nagyobb a thrombus VWF
tartalma a fibrinhez viszonyitva. A hypertonias betegek szivében, atheroscleroticus
plakkjaiban helyileg is keletkezhetett angiotenzin-2, pl. a neutrofil granulocitakbodl
felszabadulo katepszin-G hatasara [160]. Ennek a vérnyomasemeld hormonnak a magas
szintje, valamint a NETosis is fokozza a ROS helyi mennyiségét, ami a Weibel-Palade-
testecskék szekrécigjat, a VWF felszabadulasat serkenti [161, 162]. A nagy nyirderd a
hypertonias betegek vékony artériainak atheroscleroticus plakkjainal lehet6vé teszi a VWF
konformaciovaltozasat, ennek kovetkeztében kotédését vérfehérjékhez, vérsejtekhez [66]. A
nem hypertonias CAD + AIS, valamint az 6sszes PAD-beteg esetén sem a fehérvérsejtszam,
sem a FW50 értékek nem mutattak konzekvens eltéréseket, egyéb rizikofaktoroknak
meghatarozobb szerepe volt az alvadék képzddeésében.

A SEM felvételeken az alvadékban lathato fehérvérsejtek szama és a hypertonias CAD
+ AlS-betegek FWS50 értéke kozotti korrelacio nem olyan erds, bar az dsszefiiggés a vér
fehérvérsejtszamahoz hasonld: minél tobb leukocita keriil bele a thrombusba, annal nagyobb
a VWF/fibrin arany a véralvadékban (11B abra). Feltételezziik, hogy a leukocitaknak

nagyobb szerepe van a thrombus képzodésének kezdetén a trombogén felszin és az aramlo
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vér érintkezésénél, fOképp hiperdindmias koriilmények kozott a kis atmérdjii agyi és
koszoruerekben, mint az alvadék dregedésének késObbi szakaszaban, amikor a fehérvérsejtek
elhalhatnak, tehat mar nem azonosithatok a SEM felvételeken. Irodalmi adatok szerint a
NET-marker MPO, PAD4 ¢és cH3, ebbdl kdvetkezden a neutrofil granulocitak a friss és
litikus coronaria thrombusokban mutathatok ki nagy mennyiségben, az idésebb szerviilt
thrombusokban alig [118]. Viszont az eltavolitott plakkok vizsgalata alapjan minél nagyobb
a NET-markerek mennyisége a plakkon beliil, annal jobban lehet szadmitani trombotikus
komplikaciokra, mert a felszabadult proteazok destabilizaljak a plakkot, valamint a NET

komponensei elésegitik a véralvadék képzodését [121].

6.6. A vér fibrinogén, valamint C-reaktiv protein szintéjének osszefiiggése a

thrombus von Willebrand-faktor vagy DNS tartalmaval

Az altalunk vizsgalt betegek koziil a vérben patologiasan magas fibrinogénszint (Fg) 4
PAD, 2 CAD és 1 AlS-betegben fordult eld, a tobbi betegben jellemzbéen referencia-
tartomanyban volt, mig az AlS-betegek 1/4-ében patologiasan alacsony. A vér CRP-szintje
4 PAD, 4 AIS és 3 CAD-betegben volt magasabb a normalisnal. Az atlagos Fg- és CRP-szint
is a PAD-betegcsoportban volt a legmagasabb (1. tablazat). Tobb betegcsoport FW50 vagy
FN50 értékének fiiggése a vér fibrinogén- vagy CRP-szintjétél egy minimumot mutatd
parabola alakt gorbével irhaté le (12. abra). llyen a FW50 értékének fiiggése a vér CRP-, ill.
fibrinogénszintjét6l az atheroscleroticus koszortiér- és agyérthrombosisos betegek, a
hypertoniasak, dyslipidaemiasak, nem diabetesesek, az 6sszes CAD-beteg, a dohanyz6 PAD-
betegek, valamint a dyslipidaemiasok vagy hypertoniasok esetében, tehat betegeinkben ez
egy altalanos tendencia. A Fg és CRP vérszintjének novekedése egyiitt jar a thrombus vVWF
és/vagy DNS-szintjének emelkedésével. A betegeinkben mért legmagasabb CRP- és Fg-szint
esetén a thrombus fibrin/VWF és/vagy fibrin/DNS aranya Gjra n6, de csak 1-1 ilyen adatunk
van, ezért ezt nem gondolom bizonyitottnak.

Ha azt nézziik, hogy a Fg és FN50 értéknek egyiittesen milyen hatasa van az Gsszes

betegben a thrombus FW50 értékére, akkor a mérési pontok aszimmetrikus volgy alaka
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felszinen helyezkednek el, a magasabb Fg-szintek egyiitt fordulnak elé a magas thrombus
DNS/fibrin [115] és VWF/fibrin arannyal (az FW50 és FN50 értékek reciprokaval) (13A
abra). Az Gsszes beteg halmazaban a CRP ¢és FN50 egyiittes hatdsa a FW50 értékre nem éri
el a statisztikai szignifikancia szintjét (13B abra), de szignifikanssa valik, ha az
atheroscleroticus betegekre sziikitjiik a kort (13C abra). Bar mind a CRP, mind a fibrinogén
a majban keletkezd szisztémas gyulladasos marker, s6t gyulladasos allapotban szintézisiik
legfébb serkentdje is azonos, a vér IL-6 szintjének emelkedése, de az egyéb szekréciot noveld
szignalok kiilonboznek [166, 174]. Ennek kovetkeztében nem minden betegben emelkedik
mindkét fehérjének a vérszintje patologidsan magas értékre. A fibrinogén nem csak az
viszkozitasat, valamint ha nagyobb mennyiségben van jelen szubsztratként, a trombin
hamarabb megtalalja és hasitja [175]. A CRP serkenti az alvadék képzodését, aktivalt
pentamer formaja leukocitakat vonz és aktival, tehat NETosist is okoz, monomer forméja
pedig érendothelt és vérlemezkét aktival, mialtal serkenti a Weibel-Palade-testek

Itt jegyzem meg, hogy a vastag periférias artériak elzarodasat eredményez6 hatalmas
thrombusok Iétrejottéhez kell a legtobb rizikotényezonek egyszerre jelen lennie a betegben:
majdnem mindegyik dohanyzott és atheroscleroticus, tobbeknél dyslipidaemia jelentkezett,
a betegek fele anémias és 20 %-uk cukorbeteg. Tobb PAD-betegnek legalabb két szisztémas
inflammatorikus markere magas, de gyakran a fehérvérsejtszam, CRP és fibrinogén is, mig
a masik két betegcsoportban jellemzbéen csak az egyik gyulladdsos marker vérszintje
emelkedett (1. tabl. és 5. abra).

A gylijtott kisérleti adatok prognosztikai célu alkalmazasa 0j analitikai eszkozoket
igényel, pl. masfajta modon, ugynevezett gépi tanuldsi modszerekkel torténd elemzéssel
[213]. A 17. abran egy ilyen modszer eredményeit lathatjuk. Az alkalmazott gépi tanuldsi
modszer, a ‘dontési fa’ segitségével bizonyos bemeneti adatokbol meg kivantuk jésolni, hogy
az adott vérrog milyen tipusu patoldgids esetbdl szarmazik: infarktus, stroke vagy periférias
thrombus. A gépi vizsgélat értelme az, hogy ha a vérképbdl és/vagy vérrdg adatokbol ezt

meg lehet josolni, ugy taldn megeldzésre is alkalmas lehet egy ilyen mddszer, azon tul, hogy
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a kutatast segiti, hiszen a sikeres joslas talan azt is megmutatja, hogy milyen kisérleti
paraméterek jatszanak szerepet a patologias eset kialakitasaban.

A dontési fa leegyszerusitve ugy miikodik, ahogy egy racionalis emberi dontéshozatalt
elképzeliink. Megvizsgaljuk a bemeneti adatokat egyenként, és egy optimalis értéknél
elvalasztjuk azokat - egy kiiszobérték mentén dontést hozunk, hogy milyen végeredményhez
tartozonak gondoljuk a bemeneti kisérleti paramétert (azaz stroke, infarktus, vagy periférias
thrombushoz tartozonak). Természetesen sok bemeneti valtozd lehet, és az értékelési
sorrendtdl is fligghet a dontés, ezért ez egy Osszetett optimalizacios feladat, amire talan nincs
is globalisan j6 megoldas. A problémat tovabb bonyolitja a kisérleti adatok zajossaga, ami
miatt sem lehetséges ‘tokéletes’ osztalyozas.

Konkrét eredményeink alkalmazasat a 17. abra (a) és (b) panelon szemléltetjikk. Az (a)
panelban azt kivantuk megmondani, hogy minddssze 3 bemeneti adatbol: vordsvértestszdm,
fehérvérsejtszam és vérlemezkeszam (RBC, WBC, PIt), meg tudjuk-e mondani, mi volt a
patologias kondicio, mi a thrombus lokalizacidja. A vizszintes skalan egyedi ‘dontési fa
modellek helyezkednek el, szammal jelolve. A fiiggdleges skalan lathatjuk a modellek
josagat, amit most leegyszeriisitve a valds pozitiv rataval jellemeztiink, azaz hany
szazalékban talalta el a modell a megfeleld diagnozist. Lathato, hogy a modellek itt nem tul
sikeresek: tipikusan 40% kortil tippelték meg jol a diagnozist (z6ldeskék vonal). Az, hogy a
modellek nem jok (vagy megforditva, hogy a 3 bemeneti adat kevés és/vagy nem megteleld),
az abbol is latszik, hogy véletlenszerli tippelés esetén (sarga vonal) is kozel hasonlo
eredményt kapunk (~35%).

Jobbnak latszik a helyzet a (b) panelen, ahol bemeneti adatnak tobbet és mésféle adatokat
valasztottunk. Itt atherosclerosis, diabetes, hypertonia, stb. azaz klinikai jellegi
észrevételeket adtunk meg bemenetnek (lasd a panelon az “X” valtozé megjeldlését). 1-5-0s
szamU modellek itt mar szebben, 65% koriil tippelték meg helyesen a diagndzist, vagyis az
esetek kétharmadaban. Hogy a modellek csakugyan javultak, és nem véletlen szerencsérol
van sz0, az latszik abbol, hogy a véletlen talalgatas csak ~45%-ban hozna sikert. Sok fligg
attol is, milyen bemeneti adatokat valasztunk, és mivel tobb tucat lehetséges, ezek

kombinacidja igen szamos. A munka jelenleg is folyik a kisérleti adatokkal és uj gépi tanulasi
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modszerekkel, ami nemcsak a thrombus lokalizacidjara, hanem annak Osszetételére is

lehetévé tennék az eldrejelzést.

(a) "Decision Tree" algorithm evaluation
Y = ['Main']
X = ['RBC', "WBC', 'PIt']
20 repea{:tns) x 5-fold crossvalidation I patients involved = 206 (100%) Train:Validation:Test = 140: 35: 31 (68% : 17% :15%)
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17. abra ,,PyTanito” szoftver tényleges haszndlatban — példa a legfejlettebb képzési és
értékelési funkciok hasznalatara. (a) Dontési fa modellek és értékelésiik adathalmazunkban.
X fliggetlen valtozo a vordsvértestszam 'RBC', fehérvérsejtszam "WBC' és trombocitaszam
'Plt', Y fiiggd valtozo a 'main' cimke, melynek értékei 'stroke', 'myocardialis' vagy 'periférias'
thrombus. Az ,,igazi pozitiv” aranyt valasztottuk hibamérdként az y skalan abrazolva egy
osztalyozasi problémahoz, az ismétléseknél 5-szoros kereszt validalast alkalmaztunk. Az x
skalan a kiilonbozé dontési fa modellek talalhatok, 1-50-ig szamozva. (b) X fiiggetlen
valtozok: atherosclerosis, diabetes, hypertonia, hyperlipidaemia, tumor, uraemia,
thrombophilia, dohanyzas, Y fiiggé valtoz6 a 'main' cimke, melynek értékei 'stroke’,

'myocardialis' vagy 'periférias' thrombus.

6.7. Citrullinalt fibrinogénbdél képzodé alvadék szerkezete

A neutrofil extracellularis csapdak jelenlétét a betegekbdl szarmazd thrombusokban
rendre ki tudtuk mutatni. A NETosis soran a DNS mellett rengeteg citoplazmatikus és magi
fehérje is felszabadul, amelyek koziil tobbnek hatasa van az alvadékképzodés kinetikajara, a
keletkezett alvadék tulajdonsagaira.

A citrullindlt fibrint egérben olyan thrombusbdl is ki lehet mutatni, amelyet a vena cava
részleges lekotésével indukaltak. A fibrin(ogén) citrullinacidja PAD enzimek altal
megvaltoztatja az alvadék reoldgiai tulajdonsagait, csokkenti a mechanikai stabilitasat és
rugalmassagat, kisebb nyiroerd képes a gél-szol atmenetet eldidézni a reométerben. A cFn
felszinére rétegzett tPA lassabban penetral, a fibrinolizis lasstibb [184]. A citrullinalt fibrint
is tartalmazoé alvadék mechanikailag kevésbé stabil, konnyebben képzddhet az ilyen
alvadékbol embolia, de ugyanakkor a lizisre, a farmakoldgiai kezelésre rezisztenssé valik.

A fibrinogén citrullindcidja megvaltoztatja az alvadék szerkezetét, vékonyitja a
fibrinszalakat (15. abra), ezzel pedig atjarhatatlanabba teszi a plazminogénaktivatorok,
plazmin és egyéb fehérjék szamara, bar a vékonyabb szalakat konnyebben hasitja a plazmin

az alvadék felszinén [181]. A cFn-nak plazmin hozzaadasaval mért lizisideje megnyult a nem
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citrullinalthoz képest, aminek oka lehet, hogy a plazmin nehezebben penetral a tomdr haloba,
in vivo pedig a NET-tel 6sszefon6do €s cFn-t tartalmazo fibrinhalot nehezebb emészteni. A
kisérlet alapjan ugy véljiik, hogy a NETosis soran a neutrofil granulocitakbol felszabadult és
aktivalodott PAD4 (és valoszintlileg PAD?2) is jelentdsen hozzajarul a fibrinolizisrezisztens
hal6 kialakulasahoz [184], nem csak a korabban mar leirt DNS-hal6 és a hisztonok hatnak
ilyen médon [116, 123]. A vékony szalakbol allo tomor fibrinhald rendszerint lassabban
oldédik az in vitro kisérletekben, ex vivo pedig korai életkorban eléforduléd szivinfarktusos
betegek thrombusaiban is kimutattak [214], valamint a tiidéemboliat okozé mélyvénas
thrombosisos betegekben is ez a jellemz6 [215]. A thrombusszerkezet ismeretének klinikai
prognosztikus értéke van [216].

In vivo a PAD enzimek a fibrinogénen kiviil egy sor mas fehérjét is citrullinalnak a
vérben [77, 217], aminek szintén hatdsa van az alvadék keletkezésének és oldodasanak
kinetik4jara. Mivel a fibrinogén a f6 vazalkotoja az alvadéknak és a tobbi alvadasi faktorhoz
képest nagy, mikromolaris koncentrdcidban van jelen a vérben, ennek a fehérjének a
citrullindcioja kozponti jelentdségli. PAD4-specifikus €s csak extracellularisan hato, tehat a
sejtekbe nem penetral6 inhibitort lehetne hasznalni a trombotikus betegek kezelésére, hogy
gatoljuk a fibrin(ogén) és egyéb vérfehérjék citrullinacidjat és az alvadék tulajdonsagainak

kedvezotlen valtozasat.

6.8. Citrullinacié hatasa a fibrinogén alvadasi kinetikajara

A fibrinogén eldzetes citrullindcidja PAD4 enzim altal csokkenti a fehérje pozitiv
toltését, megvaltoztatja a fehérje szerkezetét, emiatt a beldle keletkez6 fibrinhald vékonyabb
szalakbol all, abszorbancidja kisebb a turbidimetrias vizsgalatban, mint a nem citrullinalt
fibrinogéné (15. abra). A turbidimetrias vizsgalat soran minél tobb citrullinalt fibrinogén van
jelen a keverékben, annal késébb indul az alvadas a trombin hozzaadasa utan (16. abra). A
PAD2 és PAD4 enzim azt a két arginint is képes deziminalni, ami mellett a trombin
lehasitand a fibrinopeptid A-t és B-t, vagyis a citrullinacié miatt elvész a trombin hasitéhelye

a fibrinogén Aa és Bf lancaban [135, 218], s6t a cFg akadalyozza a polimerizaciot [219]. A
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két enzim részben eltérd helyeken és eltérd hatékonysaggal citrullinal: mindkét enzim az Aa-
lancot 16, a BB-t 4 és a y lancot 1 helyen, mig 6 helyen az Aa, illetve 3 helyen a B lancban
csak a PAD2 deziminal, a PAD4 pedig specifikusan 1 helyen a BB lancban [133].
Feltételezhetd, hogy a trombin hasitohelyén kiviil a tobbi arginin deziminalédéasa is
befolyasolja a fibrinhal6 szerkezetét.

Csak néhany publikacio emlit adatokat szdveti vagy vérplazmaban mért PAD
enzimaktivitasokrol [220, 221], a NETosis soran felszabadulé koncentraciot csak becsiilni
tudjuk. A neutrofil clasztaz koncentracidja az azurofil granulumokban 160 mg/ml,
degranulacié utan 5 um-es pericellularis korben ez 0,1 mg/ml-re higul, majd tovabb az egész
keringésben 0,2 ug/ml-re. Ha hasonlo higulast vesziink figyelembe és a kozolt 5 ng/ml
vérkoncentraciobol indulunk ki, akkor a PAD4 2,5-5 pg/ml pericellularis koncentracidban
lehet jelen, ami magasabb, mint az altalunk hasznélt mennyiség. A PAD enzimek aktivak
extracellularisan, hiszen citrullinalt fehérjét rheumatioid arthritises betegek iziileti
folyadékaban, atheroscleroticus plakkokban és szamtalan szévetben is kimutattak [130, 134,
222].
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7. Kovetkeztetések

e A thrombusok magas DNS-tartalma a dyslipidacmias betegekben magas vVWF-
tartalommal parosult, ami arra utal, hogy ebben az 6sszefliggésben a thrombusok

e Amikor a feltehetéen NET eredeti DNS kolokalizalt a vérrogok emelkedett
VWF-tartalmaval, a fibrinrostok vékonyabbak voltak. A plakkban a
prothrombotikus koriilmények kozott nem érvényesiilt a DNS és hiszton
szalvastagitd hatésa.

e A hypertonids betegek kisebb atmérdjli agyi artéridiban és koszoruereiben (de
nem a periférias artériakban) keletkezett thrombusok VWF tartalma korrelalt a
vér fehérvérsejtszamdval, ami arra utal, hogy a hidrodinamikus koérnyezet
szerepet jatszik a kering6 leukocitak és a kialakul¢ fibrinr6gdk kdlcsonhatasaban.

e A thrombus VWF ¢és a szisztémas CRP 0Osszefiiggése specifikus volt az

e A citrullinalt fibrinogénbdl keletkezd fibrinhalod vékonyabb szalu, kisebb porust
a citrullindlt fibrint nem tartalmazonal. Ez magyarazatul szolgalhat a korabbi
megfigyelésre, miszerint a tomodr fibrinhalé kevésbé permedbilis, a tPA és
plazmin nehezebben jut a hald belsejébe, ezért lizise jelentdsen tovabb tart.

e A citrullinalt fibrinogén lassabban kezd alvadni trombin hozzaadéséara, mert a
trombin elvesziti hasitohelyeit, hiszen az ott levé argininek is atalakulnak

citrullinna.
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8. Osszefoglalas
A 2019. évi WHO adatok szerint globalisan az els6 két vezet6 halalok az isémias
szivbetegség €s az akut agyi érkatasztrofa (stroke). A diabetes, hypertonia, dohanyzas,
daganat nemcsak fokozzak az atherosclerosis, s ezzel az artérias thrombosis kialakulasanak
kockézatat, hanem megvaltoztatjak a véralavadék osszetételét, mechanikai tulajdonsagait és
oldékonysagat is.

Coronaria, agyi ¢és periférias artériakbol szarmaz6 thrombusbol kriometszeteket
készitettiink, majd azok konfokalis mikroszkopos felvételein a fibrin-, von Willebrand-
faktor- (VWF) és DNS-specifikus immunfluoreszcens festdédés teriiletét hataroztuk meg. A
fibrin/vWF és fibrin/DNS teriileti aranyok medianjaval szamoltunk tovabb. A dyslipidaemias
betegekbdl szarmazo thrombusok felvételén mind a DNS, mind a VWF aranya fibrinhez
viszonyitva magas volt. A megrepedd/erodalodott atheroscleroticus plakkban a neutrofil
granulocitabol felszabaduld csapda (NET) aktivalja az érendothelt, az onnan exocitdzisra
keriil6 vWF pedig tovabbi NETosist okoz, és mind a VWF, mind a DNS aktivéalja a
trombocitakat, beinditja a véralvadast.

Amikor a feltehetéleg NET eredetii DNS és a vWF mennyisége egyarant emelkedik a
thrombusban, a fibrinhald szalatmérdje csokken a pasztazo elektronmikroszkopos képek
tanusaga szerint. Korabbi vizsgélataink szerint a DNS-sel 6sszefonodo és vékonyszall fibrint
nehéz oldani.

A hypertonias betegek kis atmérdjii agyi artéridiban és koszortiereiben keletkezett
thrombus vWF tartalma korrelalt a vériik leukocitaszamaval, ami arra utal, hogy a thrombus
keletkezésében fontos szerepe volt a hydrodindmias kornyezetben aktivaloédé vWF-nak és
Kitapadt granulocitaknak. A thrombus vVWF-tartalma és a betegek vérének gyulladasos
marker C-reaktiv protein tartalma az atheroscleroticus betegekben korrelalt egymassal.

A peptidil-arginil-deziminaz (PAD4) enzim hozzaadasaval citrullinalt fibrinogénbdl
keletkezd fibrinhal6 vékonyabb szalu és kisebb porust a nem citrullinaltnal. Ez a megfigyelés
magyarazhatja a korabbiakat, miszerint a tomdr haloba nehezen penetral a tPA €s a plazmin,
a haldé nehezen oldodik, a betegek fibrinolizisrezisztensek. Ugyanakkor a trombin hatasara
indulé véralvadas késobb indul a turbidimetrias vizsgalatban, mert a PAD4 citrullinalja a

trombin hasitohelyein levd arginineket is.
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