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BEVEZETES

A szivinfarktus és a stroke a vezetd haldlokok a foldon. A
thrombosis  keletkezésének rizikojat fokozd tényezdk: az
atherosclerosis, hypertonia, dyslipidaemia, diabetes, tumor és
dohanyzas befolyasoljadk a thrombus 0Osszetételét is, nehezebben

lizalhatova teszik.

Az endothelsejtekb6l konstitutivan és stimulus hatasara felszabaduld
von Willebrand-faktor (VWF) részt vesz a vérlemezkék

crer

adhézidjaban, kollagénhez és endothelsejthez vald kotésében,
valamint  aggregacidjdban, vagyis masik  vérlemezkéhez,
fehérvérsejtekhez, fibrinhez, DNS-hez és egyéb molekulakhoz valo

kotésében.

A thrombusok kialakulasat gyulladasra jellemz6 jelenségek kisérik,
tobbek kozott neutrofil granulocita infiltracio. A gyulladas
helyszinén el6szor megjelend neutrofil granulocita vagy fagocitalja a
mikrobakat és a sejttormeléket, vagy citoplazmatikus, magi és
granularis fehérjék tarsasagaban kiloki a fragmentalatlan DNS-
tartalmat az extracellularis csapda (NET) képzédése soran. NETosist
provokalnak a  mikrobak, citokinek, antitestek, reaktiv
oxigénszarmazékok, vWF, C-reaktiv protein (CRP), vérlemezkébdl
felszabaduldé agensek. A NETosis soran a neutrofil elasztaz
fehérjéket hasit, a mileoperoxiddz oxidal, a peptidil-arginin-
deziminaz (PAD) citrullinal. Ezek az enzimek a DNS-sel és a

citrullinalt hisztonnal egyiitt a NET-markerek, és kimutathatok az



erodalodd vagy rupturalodd atherosclerotikus plakkokban is. Az
atherosclerosis rizikotényez6i kronikus gyulladast tartanak fenn,
aktivaljak  az  endothelsejteket, =~ makrofagokat,  neutrofil
granulocitakat, valamint emelkedett vér akutfazis-fehérje, um. vWF-,

CRP-, fibrinogénszintet okoznak.

A PAD4 izoenzim miikodése sziikséges a NETosis beinditasahoz.
Mind a PAD4, mind a PAD2 felszabadul a folyamatban és egy sor
extracellularis fehérjét citrullinal: fibrint és fibrinogént, kollagént,
ADAMTS13-t, vimentint, filaggrint stb. A citrullinacié soran a
fehérjék arginin oldallanca deziminalédik, ammonia szabadul fel és
citrullin marad vissza a fehérjében. A fehérje a toltésvesztés miatt
lazabb térszerkezetiivé valik, 0j epitopok jelennek meg a felszinén,
funkcidjat veszitheti, a kiilonb6zé enzimek hasitasi helye eltinik.
Ennek kovetkeztében a szervezet idegenként ismerheti fel a

citrullinalt fehérjét vagy annak fragmensét, ellenanyag keletkezhet.

CELKITUZESEK

Von  Willebrand-faktor, extracellularis DNS  és  fibrin
kolcsonhatasanak mennyiségi immunhisztokémiai jellemzése eltérd

lokalizacioju (koszoruér, agyi és periférias) thrombusokban.

Artérias thrombusok 0sszetétele (fibrin, vWF, DNS) és a betegek
klinikai, valamint laboratoriumi jellemz6éi kozotti Osszefiiggések

vizsgalata.



A thrombusok fibrinszerkezetének jellemzése a thrombusdsszetétel

(VWF, DNS, sejtes elemek) fliggvényében.

A fibrinogén citrullinacidjanak hatdsa a bel6le keletkezd fibrin

szerkezetére.

MODSZEREK

A betegek jellemzdéi, a thrombusmintikrél pasztazo
elektronmikroszkopos felvételek készitése és statisztikai

értékelése

A coronaria artérias betegségben (18 CAD), periférias artéria
betegségben (19 PAD) és agyi isémias stroke (17 AIS) betegségben
szenvedd betegekb6l szarmazo artérids thrombusmintdkat a
betegekb6l  vald  eltavolitas utan  azonnal  feldaraboltuk,
glutaraldehiddel fixaltuk, majd etanol és aceton keverékével
dehidrataltuk, széndioxid kritikus pont szaritdsi modszerrel
kiszaritottuk. A mintdkat szénkorongon arannyal bevontuk,
thrombusonként 10 felvételt készitettiink pasztazod
elektronmikroszkoppal (SEM). Photoshop segitségével a képeket
864 egyenld méretli négyzetre osztottuk és az egyes régiodkat
osztalyoztuk: fibrin, vérlemezke, egyéb vérsejt vagy ezek
kombinécidja volt lathaté. Kiszdmitottuk, az egyes komponensek a

kép teljes tertiletének hany %-at foglaljak el.



Fibrinalvadék pasztazé -elektronmikroszkopos felvételeinek

készitése és statisztikai értékelése

Az in vitro készitett fibrinalvadékot a thrombusmintaval azonos
moddon készitettiik eld a SEM felvételekhez. A szalatmérdket a képre
illesztett segédvonalakat metsz6 fibrinszalakon hataroztuk meg. A
szalatméré empirikus adatsorokra elméleti eloszlasokat illesztettiink

és Kuiper-teszttel értékeltiik eltéréseiket.
Immunfluoreszcens felvételek készitése

Immunhisztokémiai von Willebrand-faktort (VWF), DNS-t és fibrint
detektaltunk a thrombusokbol kriometszeteken. Az extracellularis
DNS-t TOTO-3 nukleinsavfestékkel, a vWF-t ¢és fibrint
ellenanyaggal, és az ellene termeltetett masodlagos antitesthez kotott
fluoreszcens festékkel tettilk lathatova konfokalis 1ézer pasztazod
mikroszkop segitségével. A kiilonbozo fluoreszcens jelek teriiletének
szamszer(isitésére Image J szoftvert hasznaltunk. Kivalasztottuk az
érdeklédésre szdmot tartd régidkat, kiszamitottuk a feliiletét
pixelben, és beadllitottuk a vWF, DNS és fibrin intenzitasanak
kiiszobértékeit a lefedett teriiletek azonositasahoz. A masodlagos
antitestek keresztabszorpcidja miatt a két fluoreszcens jel kozotti
enyhe térbeli atfedés ellenstilyozasara a két szazalékos lefedettségi
érték aranyat kiszamitottuk, és ezt kovetden fibrin/vWF ¢és
fibrin/DNS aranyként hasznaltuk, majd meghataroztuk a fibrin/DNS
(FN50) és a fibrin/vWF (FW50) arany eloszlasanak median értékét.



Kuiper statisztikai tesztet hasznaltunk az eloszlas egyenlségére és

Bootstrap egyoldali statisztikai tesztet a median egyenldségre.
Fibrinogén citrullinalisa

Fibrinogént PAD4 enzim hozzdadasaval FXllla gatloszer
jelenlétében 37°C-n citrullinaltunk. A reakciot pan-PAD-gatloszer
kloramidinnal allitottuk le. Az igy késziilt mintdkat hasznaltuk a

SEM és turbidimetrias vizsgalathoz.
Fibrin alvadasanak turbidimetrias mérése

Citrullinalt és nem citrullinalt fibrint kiilonb6z6 aranyban
Osszekevertiink és trombin hozzdadasaval spektrofotométerben
mikrotiterlemezben alvasztottunk. Az abszorbanciat 340 nm-en

mértik.

EREDMENYEK

Az artérias thrombus DNS- és von Willebrand-faktor

tartalmanak aranya

A CAD ¢és PAD-betegek koziil azoknak valtozott szignifikdnsan
egyszerre a FN50 és FW50 értéke (a konfokalis mikroszkopos
felvételen a fibrin és DNS, valamint a fibrin és von Willebrand-
faktor altal elfoglalt teriilet ardnyanak medianja), akik

dyslipidaemiasak, de azoké nem, akiknek normalis a plazma



lipidprofiljuk. Az olyan artérids thrombodzisban, amelyben oki
tényez6 a vér koros lipidprofilja miatt kialakulod atherosclerosis,
nagyobb szerepe van a vWF helyi aktivacidja és a NETosis kozott
leirt osszefliggésnek: a VWF képes NETosist provokalni, a NET
komponensek pedig a Weibel-Palade-testek exocitozisat, a vWF
felszabadulasat okozzak, valamint mind a vWF, mind a NET-
komponensek képesek aktivalni a vérlemezkét, vérfalendothelsejtet,
neutrofil granulocitat, ezzel beinditani a véralvadast és akadalyozni a

fibrinolizist.

Az artérias thrombusok fibrinszalatméréjének alakulisa a

thrombus vVWF- és DNS-tartalmanak fiiggvényében

Amikor a thrombus DNS- és vWF-tartalma is nétt a fibrinhez képest,
a fibrinszal 4tmérdje kisebb. Ismert, hogy a vékonyabb szalakbol allo
tomor, DNS-sel és vWF-ral 0sszeszovodd alvadékot nehéz lizalni.
Az acetilszalicilsav férfiakban vastagabb fibrinszal képzodését
okozza a nem kezeltekhez képest, marpedig minden CAD beteget, és
a tobbieknek is kb. felét kezelték a COX-gatloval. Betegeink kozil a
dohanyosok fibrinszala vékonyabb a nem dohanyzokénal, és PAD
betegeink tobbsége dohanyos volt. A dohanyosok vérlemezkéje,
endothelsejtje  stb.  aktivaltabb allapotban van, plazmajuk
hajlamosabb  alvadasra, = vékonyabb  fibrinszal  keletkezik.

Betegeinkben a fibrinszal vastagsagat tobb tényezd befolyasolta.

A vér, valamint a thrombus fehérvérsejt-tartalmanak és a

thrombus vVWF-tartalmanak korrelaciéja



A hypertonidas koszortér- és agyértrombodzisos betegek vérében
minél magasabb volt a fehérvérsejtek szama, annal magasabb volt a
thrombusukban a VWF aranya a fibrinhez képest. A hypertoniasok
endothelsejtje diszfunkcios, aktivalt allapotban van, sok vWF tud
felszabadulni, az atherosclerotikus plakknal a nagy nyiréerd aktiv
konformacidba tudja hozni a vWF-t, ami eldsegiti a kotddését
vérfehérjékhez, vérsejtekhez, beindulhat a véralvadas. A SEM
felvételeken lathatdo fehérvérsejtek és a thrombus FWS50 értéke
kozotti 6sszefliggés nem olyan erds, de hasonld. Feltételezziik, hogy
a leukocitaknak nagyobb szerepiik volt a thrombus képzddésének
kezdetén a thrombogén felszin és a hiperdinamias koriilmények
kozott aramlo vér kozott, mint a széles periférids artéridkban, a
thrombus Oregedése soran pedig szamuk csokkent. A neutrofil
granulocitak NETosissal is valaszolnak a stimulalasra, a felszabadult

proteazok pedig destabilizaljak a plakkot.

A thrombus von Willebrand-faktor és DNS tartalma a vér

fibrinogén, valamint C-reaktiv protein szintéjének fiiggvényében

Ha azt nézziik, hogy a vér fibrinogén és a thrombus FN50 értéknek
egylittesen milyen hatdsa van az 6sszes betegben a thrombus FW50
értékére, akkor a mérési pontok aszimmetrikus volgy alaku felszinen
helyezkednek el, a magasabb Fg-szintek egyiitt fordulnak el6 a
magas thrombus DNS/fibrin és vWF/fibrin arannyal. Az Osszes
betegben nem, de az atherosclerotikus betegekben a vér C-reaktiv
protein (CRP) és a thrombus FN50-értéke hasonldéan korreldl az
FW50-értékkel: magas CRP-szint egylitt jar magas DNS/fibrin és
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vWF/fibrin arannyal. A CRP nem csak gyulladasos marker, melynek
szintézise fokozodik IL-6 altal, hanem gyulladasos mediator is,
aktivalt formai leukocitikat vonzanak és aktivalnak, NETosist
provokalnak. A fibrinogén szintézise szintén fokozodik gyulladasos
allapotokban. Nem csak a f6 haloképzé alvadékfehérje, hanem
noveli a vér viszkozitasat is. A PAD betegekben t6bb gyulladasos
marker szintje is emelkedett volt, tobb tarsbetegség és a dohanyzas is
hozzajarult a thrombus keletkezéséhez, szemben a masik két
csoporttal, amelyben csak 1-1 inflammatorikus marker emelkedett és

akar egy rizikofaktor is elég lehetett, bar jellemzden tobb volt.
Citrullinalt fibrinogénbol képzodé alvadék szerkezete

A neutrofil extracellularis csapdak jelenlétét a betegekbdl szarmazo
thrombusokban rendre ki tudtuk mutatni. A NETosis soran a DNS
mellett rengeteg citoplazmatikus és magi fehérje is felszabadul,
amelyek koziil tobbnek hatdsa van az alvadékképzddés kinetikajara,
a keletkezett alvadék tulajdonsagaira. A PAD2 és PADA4 citrullinalja
a fibrinogént, ezzel megvaltoztatja az alvadék szerkezetét, vékonyitja
a fibrinszalakat. Korabbi vizsgalatunkban a citrullinalt fibrinnek
(cFn) plazmin hozzdadasdval mért lizisideje megnyllt a nem
citrullinalthoz képest, aminek oka lehet, hogy a plazmin nehezebben
penetral a tomdr haldba, in vivo pedig a NET-tel 6sszefonddd és
cFn-t tartalmazoé fibrinhaldt nehezebb emészteni. Korabbi méréseink
soran (nem sajat mérésben) a fibrin(ogén) citrullinacioja PAD
enzimek altal megvaltoztatja az alvadék reoldgiai tulajdonsagait,

csokkenti a mechanikai stabilitasat s rugalmassagat, kisebb nyirder6
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képes a gél-szol atmenetet eldidézni a reométerben. A cFn felszinére
rétegzett tPA lassabban penetral, a fibrinolizis lassubb. A citrullinalt
fibrint is tartalmazo alvadék mechanikailag kevésbé stabil,
konnyebben képzddhet az ilyen alvadékbol embolia, de ugyanakkor

a lizisre, a farmakologiai kezelésre rezisztenssé valik.
Citrullinalt fibrinalvadék képzdédésének kinetikaja

A fibrinogén eldzetes citrullinacidja PAD4 enzim altal csdkkenti a
fehérje pozitiv toltését, megvaltoztatja a fehérje szerkezetét, emiatt a
beldle keletkezd fibrinhald vékonyabb szalakbol all, abszorbanciaja
kisebb a turbidimetrids vizsgalatban, mint a nem citrullinalt
fibrinogéné. A turbidimetrias vizsgalat soran minél tobb citrullinalt
fibrinogén van jelen a keverékben, annal késobb indul az alvadas a
trombin hozzaadasa utan. A PAD2 és PAD4 enzim azt a két arginint
is képes deziminalni, ami mellett a trombin lehasitana a fibrinopeptid
A-t és B-t, vagyis a citrullindci6 miatt elvész a trombin hasitohelye a
fibrinogén Aa és B lancaban, s6t a cFg akadalyozza a

polimerizaciot is.

KOVETKEZTETESEK

A thrombusok magas DNS-tartalma a dyslipidaemias betegekben
magas VWHF-tartalommal parosult, ami arra utal, hogy ebben az

Osszefiiggésben a thrombusok atheroscleroticus etioldgiajanak

Szerepe van.



Amikor a feltehetéen NET eredetii DNS egyiitt lokalizalt a vérrogok
emelkedett vVWF-tartalmaval, a fibrinrostok vékonyabbak voltak. A
plakkban a prothrombotikus koriilmények kozott nem érvényesiilt a

DNS és hiszton szalvastagito hatasa.

A hypertonias betegek kisebb atméréjli agyi artériaiban és
koszortereiben (de nem a periférias artéridkban) keletkezett
thrombusok vWF tartalma korrelalt a vér fehérvérsejtszamaval, ami
arra utal, hogy a hidrodinamikus kérnyezet szerepet jatszik a keringd

leukocitak és a kialakulo fibrinr6gok kolesonhatasaban.

A thrombus vWF ¢és a szisztémas CRP Osszefiiggése specifikus volt

crer

A citrulllinalt fibrinogénbdl keletkezé fibrinhalé vékonyabb szalu,
kisebb poérusa a citrullinalt fibrint nem tartalmazénal. Ez
magyarazatul szolgalhat a korabbi megfigyelésre, miszerint a tomor
fibrinhalé kevésbé permedbilis, a tPA és plazmin nehezebben jut a

halo belsejébe, ezért lizise jelentdsen tovabb tart.

A citrullinalt fibrinogén lassabban kezd alvadni trombin
hozzaadasara, mert a trombin elvesziti hasitohelyeit, hiszen az ott

levd argininek is atalakulnak citrullinna.
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