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BEVEZETES

A cerebrovaszkularis megbetegedések a fejlett orszagokban a vezetdé haldlokok kozé
sorolhatoak (1, 2). A kialakult stroke esetek kb. 80%-at iszkémias stroke (AIS), kb 15-18%-at
intracerebralis vérzéses (ICH), és mintegy 3-5%-at subarachnoidealis vérzés teszi ki. A stroke
kialakulasanak oka gyakran ismeretlen, és a prognodzis nehezen becsiilheté (3). Az AIS
kezelésére jelenleg az egyetlen valoban hatékony Magyarorszagon is torzskonyvezett
gyogyszer a rekombinans szoveti tipusu plazminogén aktivator (rt-PA). Bar ez a kezelés a
klinikai tanulmanyok és a metaanalizisek alapjan bizonyitottan hatékony, a betegek csak
mintegy 30-35%-nal jon létre javulas, mig a betegek 6-8%-a esetén a terapia
kovetkezményeként intrakranialis vérzéses szovodmény alakul ki (4). Mind az AIS, mind az
ICH mortalitasa magas, azonban az agyvérzést szenvedettek halalozasi aranya joval magasabb.
Az ICH mortalitasa az els6 honapban 40%, az els6 évben pedig 54%-ra tehet6 (5). A stroke
tipusatol fiiggetleniil, az irodalomban megtalalhat6 tanulmanyok tobbsége elsdsorban a stroke
kialakulasanak rizikojat probalja megbecsiilni specidlis hemosztazis tesztek vagy markerek
révén, joval kevesebb kozlemény vizsgdl a stroke kimenetelét potencidlisan eldrejelzd
markereket. (6). Szamos klinikai tényez6r6l tudunk, mely potencialisan ndveli a stroke
kedvezdtlen kimenetelének kockazatat (pl. elorehaladott életkor, férfi nem, stroke felvételkori
sulyossaga, diabetes mellitus, artérids magasvérnyomas, stb.) azonban a klinikai kimenetel
pontos elbrejelzése a betegek felvételekor jelenleg még nem lehetséges, mivel az elérhetd
klinikai/radiologiai kockézati skalarendszerek tobbsége nem specifikus és gyenge prediktiv
értékkel bir (3, 6). Mivel a véralvadasi és fibrinolitikus rendszer fontos szerepet jatszik mind az
1szkémids, mind a hemorrhéagids stroke patogenezisében, a megfeleld specidlis hemosztazis
laboratoriumi markerek ill. tesztek felkutatasa elméletileg lehetdséget teremthet arra, hogy
megjosoljuk a stroke kimenetelét (6, 7). A stroke progndzisanak ¢és a potencialis
szovodmeényeknek a korai eldrejelzése segithet a megfeleld terdpia (szisztémas trombolitikus,
antitrombotikus  és/vagy intraarterialis beavatkozasok, intenziv monitorozas stb.)
kivalasztasaban, mar a betegség akut szakaszaban, javitva a betegek esélyeit a tilélésre és a
minél kisebb mértékii neurologiai deficit kialakuldsara. A nemzetkozi irodalomban fellelhetd
tanulmanyok szdma, melyek a kiilonb6z6 hemosztazis tesztek ill. markerek szerepét kutatjak a
stroke révid-illetve hosszatava kimenetelére igen limitaltak. Tovabbi fontos probléma, hogy
logisztikai okok miatt ezen vizsgéalatok tobbsége nem a betegek felvételekor vett vérmintakbol
hatdroz meg biomarkereket, hanem az eseményt kdvetd néhdny nap soran vett vérmintakbol.

Ebben az idészakban azonban jelentds valtozasok léphetnek fel, melyek a hemosztazis
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egyensulyat befolyéasoljak és az elkezdett kezelések is modosithatjak a mért eredményeket.
Tovabbra is gyerekcipdben jar a fibrinolizis egyes markereit ill. a fibrinolizis globalis
vizsgalatara alkalmas moddszereket vizsgadlé kozlemények szdma az irodalomban, holott
nyilvanvalonak tinhet, hogy a fibrinolizis vizsgalatara alkalmas modszerek kozott lehet olyan,
amely megfeleld prediktiv értékekkel birhat a cerebrovaszkularis korképek kimenetelének

elérejelzésében.



IRODALMI ATTEKINTES

Hemosztazis rendszer

A hemosztazis az érrendszeri sériilésekre adott fiziologias védekez6 mechanizmus (8). A
véralvadas 1étrejottéhez a vérlemezkékre €s a koagulacios rendszerre egyarant sziikség van,
annak érdekében, hogy az ér sériilésének helyén a vérzés minimalisra csokkenjen, és a
trombocitakbol és fibrinbdl allo hemosztatikus dugé 1étrejohessen (8).

A véralvadas kaszkadra vagy vizesésre emlékezteté aktivalodasi rendszerét 1964-ben
MacFarlane és munkatarsai irtak le eldszor (9). Az altaluk felvazolt kaszkadszerti aktivalodasi
folyamatot két szakaszra tagoltak; az intrinsic €s az extrinsic utra, mely a kdzos ttvonalban
folytatodott. A modell alapjan a koagulacios folyamat egy proteolitikus reakciosorozat, mely
soran mindegyik résztvevo proteaz hasitja és aktivalja a soron kovetkez6t (9). Napjainkban a
MacFarlane és kutatocsoportja altal leirt kaszkadrendszert felvaltotta a hemosztazis sejt alapt
modellje, melyet Hoffman és Monroe 2001-ben definialt (10). Az altaluk leirt rendszer a
hemosztazist harom egymassal atfedé részre bontja: az inicidcids, az amplifikdcios és a

propagacios fazisra (1. abra) (10, 11).

Endotéfium

e

- —

~ Inicidciés fazis:
* Trombocitdk kollagénhez

kotddnek

~  Amplifikacios fazis:
*  Trombocitdk adhézidja és
aktivacidja
Trombus kialakulasa

* Fibrin keresztkotés

Propagacios fazis:
Trombocita aggregacio

Stabil alvadék kialakulasa

* Koagulacios kaszkad
amplifikacidja. nagy mértékii
trombin generacié

+  Akoagulicié szdveti faktor (TF)-
fiiggd inicidcidja. trombin
képzddés

1. abra. A hemosztazis sejt alapu modellje.

TF; szoveti faktor, FVIIla, aktivalt VII-es faktor (8) forras alapjan szerkesztve

Az iniciacids 1épés a szoveti faktort expresszalo sejtekre (endotél, szubendotélidlis struktirak)
lokalizalodik (12). Ebben a szakaszban az aktivalt VII-es faktor (FVIla) — szoveti faktor
komplex kis mennyiségben aktivalja a IX-es és X-es faktorokat. Ezt kdvetden az aktivalt X -es
faktor (FXa) az aktivalt V-6s faktorral (FVa) egyiitt kis mennyiségben protrombinaz komplexet
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képez a szoveti faktort hordozo sejtek felszinén, mely a protrombint trombinna konvertalja. A
sériilés helyén a trombocitdk kollagénhez és egyéb extracellularis matrix komponensekhez
tapadnak ki. Az adhézios folyamat tovabb aktivalja a vérlemezkéket, és elésegiti a granulumok
marad lokalizalt, hogy a sejtfelszinhez kotott FXa védett marad a plazma proteaz inhibitorokkal
szemben. Amennyiben az FXa disszocial a szoveti faktort hordozo6 sejtekrdl, a folyadékfazisban
gyorsan gatlodik az aktivitasa a szoveti faktor utvonal inhibitor (TFPI) vagy az antitrombin
révén. Az inhibitorok jelenléte tehat hatékonyan lokalizalja az FXa aktivitast azon a felszinen,
ahol képzddott. Az iniciacids szakaszban ennek megfelelden csak kevés aktiv koagulacids
fehérje képzddik (9, 10).

Az amplifikacios 1épés soran a vérlemezkék és kofaktorainak aktivalodasa torténik meg a
szoveti faktor hordozo sejteken képzddé kis mennyiségili trombin altal. Noha a trombocitdk mar
a sériilés helyén kitapadnak ¢és részben aktivalodnak, a trombin jelenléte magasabb
prokoagulans aktivitdst indukalhat, mint az adhézidés kolcsonhatdsok Onmagukban. Az
iniciacioés fazisban képz6dé trombin egy masik funkcidja az V-6s és VIII-as kofaktorok és a
Xl-es faktor aktivalasa, immar nagy mennyiségben a trombocitak felszinén (13, 14). A
trombocitak mindekdzben a trombin és egyéb aktivatorok hatasara szekretaljak a granulumaik
tartalmat. A denz granulumbdl felszabaduld adenozin-difoszfat (ADP) tovabb erdsiti a
generacio jon létre (10).

A propagacids fazis az aktivalt vérlemezkék felszinén torténik, kialakuldsdban szédmos
koagulacios fehérje jatszik szerepet (11). Ebben a 1épésben az iniciacié soran aktivalt FIX
(FIXa) a trombocita felszinén kotddik az FVIIla-hoz, pozitiv feedback mechanizmussal
létrehozva nagy mennyiségben a tenaz-komplexet. A FXa egyesiilve kofaktoraval, a FVa-val
ezt kovetden nagy mennyiségben kialakitja a protrombinaz komplexet. A protrombinaz ebben
a fazisban mar nagy mennyiségli protrombint alakit at trombinnd. A propagacios fazis soran
tehat a prokoagulans komplexek aktivitasa robbanasszer(i trombinképzédést eredményez, mely
fibrinogénbdl fibrint hoz Iétre a fibrinopeptidek kihasitasa révén. A képz0dd trombin hatasara
a Xlll-as faktor (FXIII) is aktivalodik a véralvadas utolso 1épésében. Az aktivalt FXIIT (FXI11a)
a fibrin lancokat keresztkoti, tovabba a fibrinolizis egyik legfobb inhibitorat, az a2-plazmin
inhibitort (a2-Pl, antiplazmin) a kialakult alvadékhoz koti, igy stabilizalva az alvadékot (10).
Korabbi tanulmanyok kimutattdk, hogy a véralvadas soran kialakult alvadék mindségét
nagymértékben befolyasoljak a sériilés helyén 1évo vérsejtek, cellularis elemek és sejtbol

szarmazo6 komponensek. A leglijabb tanulmanyok a trombocitdk és vorosvértestek szerepén tal
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a neutrofil extracellularis csapddk (NET) korabban nem ismert hatdsait tartak fel a fibrin
képzbdésére, szerkezetére ¢€s stabilitasara vonatkozdan (15). Ezen munkak eredményei a
jovoben fontosak lehetnek a véralvadasi rendellenességek, kiilondsen a trombotikus események

megértése szempontjabol.

Neutrofil extracellularis csapda (NET)

A neutrofil extracellularis csapdat vagy mas néven NET-et 2004-ben Brinkmann ¢és
kutatocsoportja irta le eloszor, mint gyulladdsos stimulus hatdsara az aktivalt neutrofilekbdl
felszabaduld, féként DNS-b6, hisztonbol és granularis fehérjékbdl allo extracellularis haldzatot
(2. abra) (16). Nagy felbontasu pasztazo elektronmikroszkoppal késziilt felvételek azt mutattak,
hogy a NET-ek membran nélkiili, 15-17 nm atmér6ji nyulvanyos szakaszokat és 25 nm koriili
gdmb alakili doméneket tartalmaztak, melyek nagyobb, legfeljebb 50 nm atmérdji szalakka
egyesiiltek. Ezt kovetden Brinkmann ¢és munkacsoportja immunfluoreszcens modszerrel
elemezték a NET-ek Osszetételét. Eredményeik azt mutattak, hogy a NET-ek az azurofil
(primer) granulumok egyes fehérjéit tartalmaztak, igymint a neutrofil elasztazt, katepszin G-t
¢s a mieloperoxidazt, valamint a specifikus (szekunder) és tercier granulumokbol szarmazo
fehérjék is jelen voltak, példaul a laktoferrin és a zselatinaz. DNS-be interkalal6do festési
eljarasok eredményei alapjan azt is leirtak, hogy a DNS a NET-ek egyik f6 szerkezeti eleme,
melyet az a tény is megerésitett, hogy mar rovid ideig alkalmazott dezoxiribonukleazzal (DNaz)
végzett kezelés is a NET-ek szétesését eredményezte. A NET-ek globularis doménjein végzett
kettés immunfestés megerdsitette a neutrofil elasztaz, és a hisztonok kolokalizaciojat (16, 17).
Vizsgalatuk alapjan elmondhato, hogy a neutrofilek mar 10 perccel a megfeleld aktivalas utan
felszabaditjak a NET-eket, azonban a NET képz6dés mértéke az aktivator dozisatol fiigg.
Brinkmann munkacsoportjanak korai megfigyelései szerint a NET-ek kialakulasa az emberi
szervezetbe bekeriilt baktériumok elleni immunvalasz része, vagyis a NET képz6dés a korai

neutrofil sejthalal egy Gjonnan leirt formaja (16).



2. abra. Neutrofil extracelluldaris csapda (NET) reprezentativ abrdja. A NETOzis sordn
felszabadult DNS komplexet alkot a hisztonnal (kék) és a neutrofil elasztizzal (zold) (18).

Tovabbi tanulmanyok eredményei is azt bizonyitottak be, hogy a NET-ek a sejthalal egy
egyediilalld forméjanak eredményei, melyet morfoldgiailag az intracellularis membranok
elvesztése jellemez, még azeldtt, hogy a plazmamembran integritisa veszélybe keriilne (17).
Steinberg és Grinstein 2007-ben megjelent tanulmanyukban megalkottak a NET-ek
kialakulasahoz vezetdé NET6zis fogalmat (19). A NET6zis soran az aktivalt neutrofilek dramai
morfologiai valtozasokon mennek keresztiil. Az aktivalas utan percekkel ellapulnak, majd a
kromatin dekondenzalodik, a belsé és a kiils6 maghartya fokozatosan levalik egymasrol. Ezzel
egyidejlileg a granulumok dezintegralédnak, €s a peptidilarginin-deiminaz 4 (PAD4) enzim
hatdsara a négy mag hiszton koziil harom citrullinalodik. Késébb a sejtburok vezikulakka
bomlik szét, a nukleoplazma és a citoplazma homogén masszat képez. Végil a sejtek
0sszehtizodnak mindaddig, mig a sejtmembran fel nem szakad, és a sejt belseje kilokddik az
extracellularis térbe, NET-et képezve (20). Osszegzésként tehat elmondhatd, hogy a NET6zis
morfologiailag meglehetdsen kiilonbozik az apoptodzistol és a sejthalal egyéb formaitol (17).

Brinkman ¢€s Zychlinsky 2012-ben megjelent 6sszefoglald tanulmanyukban leirjak, hogy a
NET-ek helyt6l, idotol, és az aktivator dozisatdl fiiggéen képesek harcolni a kiilonbdzo
korokozokkal ill. az altaluk okozott betegségekkel, azonban hozzajarulhatnak betegségek
patomechanizmusahoz is, példaul kronikus inflammatorikus korképek ill. trombotikus
korképek esetén (17). Manzenreiter és munkatarsai 2012-ben cisztas fibrozisban szenvedd

betegek tiid6é valadékaban mutattdk ki a NET-ek jelenlétét, mely hozzdjarult a viszkozitas



crer

(dornaz alfa, Pulmozyme), mely segit a valadék cseppfolyodsitasaban, és kiiiriilésében (21).
Korabban megjelent tanulmanyok kimutattdk a NET-ek jelenlétét preeclampsidban szenvedd
varandosok placentajaban is, és Osszefiiggésbe hoztak a korkép patomechanizmusaval (22).
Tovabbi vizsgalatok kimutattdk a NET-ek jelenlétét autoimmun betegségekben, példaul
szisztémas lupus erythematosusban (SLE) szenvedd betegek plazmamintaiban. Eredményeik
ravilagitottak, hogy SLE-ben szenvedo betegek, féleg a nék gyakran termelnek antitesteket
DNS, hiszton és neutrofil fehérjék, vagyis a NET komponensei ellen. A tanulméanyok
eredményei ramutattak arra, hogy az SLE-s betegekbdl izolalt neutrofilek hajlamosabbak NET
képzddésre, kiillondsen az antitest komplexekre adott valaszként (23, 24).

Az egyik legfontosabb hatasa a NET-eknek feltehetden a koagulaciéra van (25). A NET-ek
véralvadasban betoltott szerepe jo példa arra, hogy a képz6dott NET mennyisége hogyan
IS részt vesznek az alvadékképzddésben, azonban, ha tal sok a NET képzédés, akkor massziv
koagulacio, trombotikus komplikaciok alakulhatnak ki, iszkémiat okozva. A NET-ek
trombodzisban betoltott szerepérdl eldszor Fuchs és munkatarsai szamoltak be. Tanulmanyuk
kimutatta, hogy a NET-ek hozzakapcsolodnak a vérlemezkékhez, elésegitve azok aktivalodasat
képzddését azaltal, hogy megfeleld vazat biztositanak a vordsvértesteknek, véralvadasi
faktoroknak, prokoagulans molekulaknak (példaul a von Willebrand faktornak, fibrinogénnek,
FXII-nek, szoveti faktornak). Feltételezéseik szerint a NET-ek DNS-hiszton komplexbél allo
gerince stabilizalja a fibrint, valamint ramutattak arra is, hogy a DNS-hiszton komplex
jelenlétében kialakult alvadék egy vékonyabb fibrinrostokbol allo, stiribb haldzat, mely
fokozottan ellenall a fibrinolizisnek (3. abra) (26, 27).
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trombocita

3. dabra. NETozis szerepe a trombus képzodésben. A neutrofil granulocitik gyulladasos
stimulus hatasara foként DNS-bol, hisztonbol és granularis fehérjékbol allo neutrofil
extracellularis csapdat (NET-et) hoznak létre, ami fibrinnel interkaldalodva stirii halozatot hoz

létre, mely ellendll a fibrinolizisnek.

A NET-ek jelenlétét trombusokban mind artérias (miokardialis infarktus, stroke), mind vénas
(mélyvénas trombozis, tiildé embolia) trombotikus események soran kimutattak (28, 29). Tobb
tanulmany beszamolt akut iszkémias stroke-ot (AlS) elszenvedett betegek katéteres eljarassal
eltavolitott trombusaiban a NET-ek jelenlétérdl (30, 31). Egyes vizsgalatok kis betegszamu
populécion kimutattak a NET-ek mennyiségének Osszefiiggését a trombektomian atesett AlS

betegek kedvezodtlen kimenetelével (29).

Fibrinolizis

A fibrinolitikus rendszer egy szamos ¢élettani funkciéval rendelkezé proteolitikus
enzimrendszer, melynek a legismertebb ¢és legfontosabb Szerepe a tllzott mértékii koagulacio
soran létrejott fibrinalvadék lebontasa. A fibrinolitikus rendszerben bekdvetkezd funkcionalis
zavarok a rendszer tulzott aktivalodasanak (vérzési hajlam) vagy karosodott aktivacidjanak
(trombotikus szovodmények, fibrinlerakodas) kovetkezményei lehetnek (32).

A fibrinolitikus rendszer egy inaktiv proenzimet, a plazminogént, valamint annak aktivatorait
¢s inhibitorait tartalmazza, melyeknek egymassal torténd specifikus kolcsonhatésai biztositjak
az alvadék hatékony oldodasat a fibrinolizis soran (4. abra) (33, 34).

A plazminogénbdl a plazminogén aktivatorok hoznak létre plazmint, mely a fibrinolitikus
rendszer kozponti protedaza. Két fiziologias plazminogén aktivatort ismeriink; ezek kozil a
legfontosabb a szdveti tipusu plazminogén aktivator (t-PA), a masik az urokinaz tipust

plazminogén aktivator (u-PA). A t-PA hatékonyan alakitja at a plazminogént plazminna a fibrin
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felszinén, igy a t-PA altal kozvetitett plazminogén aktivacio elsdsorban az érrendszerben 1évo
fibrin oldasaban vesz részt. Az u-PA egy specifikus u-PA receptorhoz (u-PAR) kotédik, ami a
sejtekhez  kotott plazminogén fokozott aktivalodasat eredményezi, ezaltal az u-PA
miikodéséhez nincs sziikség a fibrin felszinre. A plazmin képes mind a t-PA-t, mind az u-PA-t
hasitani, aminek kovetkeztében az egylancu polipeptidekbdl aktivabb kétlanca polipeptidekké
alakitja 6ket. A fibrin jelenléte akar harom nagysagrenddel megndvelheti a plazminogén t-PA
altali lassu aktivalodasat, és megvédi a plazmint a specifikus inhibitoroktol (32, 35, 36).

A fibrinolizis igen szigoruan szabalyozott folyamat, mely tobb szinten is szabalyozodik
hatékony inhibitorok révén. A fibrinolizis gatlasa megvaldsulhat a plazmin aktivitasanak direkt
gatlasaval, a plazmin aktivacidjanak gatlasaval a plazminogén aktivatorok direkt gatlasa révén
ill. a plazminogén és a t-PA fibrinhez torténd kotdédésének megakadalyozasa révén. A plazmin
aktivitasanak direkt gatlasa az egyik legfobb ¢€s leghatékonyabb szabalyozasi mechanizmus. A
plazmin legfontosabb fiziol6gids inhibitora az a2-PI, melyet a FXIIla a fibrin a-lancaihoz kot,
¢s ezaltal hatékonyan védi a kialakuld alvadékot a fibrinolizissel szemben. A fibrinhez nem
kotott, szabad a2-PI rendkiviil gyorsan inaktivalja a szabad plazmint, plazmin-antiplazmin
(PAP) komplexet 1étrehozva, ezaltal megakadalyozva a fibrinolizis szisztémas terjedését. A
fibrinolizis gatlasdnak tovabbi fontos szintje a plazminogén-plazmin atalakulas
megakadalyozasa a plazminogén aktivatorok gatlasa révén. A legfontosabb plazminogén
aktivator inhibitor a plazminogén aktivator inhibitor-1 (PAI-1). A PAI-1 egy szerin proteaz
inhibitor, mely a keringésben talalhato t-PA-t és u-PA-t hatékonyan inaktivalja. A PAI-1
koncentracidja a keringésben mindig talsulyban van a plazminogén aktivatorokéval szemben,
ezért a t-PA javarészt t-PA-PAI-1 komplexben van jelen a keringésben. A fibrinolizis
szabalyozasanak tovabbi fontos szintje a plazminogén ¢€s a t-PA fibrinhez torténd kotéddésenek
megakadalyozasa. A trombin aktivalta fibrinolizis inhibitor (TAFI) aktivacigjat kovetden
eltavolitja a fibrinrdl a C-terminalis lizin kotOhelyeket, ezaltal csokkenti a fibrin affinitasat a
plazminogén és a t-PA irant. A folyamat révén csokken a plazminogén aktivaciojanak mértéke

és ezaltal a TAFI hatékony védelmet nyujt a fibrinolizissel szemben (32, 34).
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4. abra. A fibrinolizis egyszeriisitett folyamatdabrdja.
FVS; fehérvérsejt, FXIlla, aktivalt XIII-as faktor, FXI11A2B>; Xl1l1-as faktor komplex (tetramer)

D-dimer

formdja, NET; neutrofil extracellularis csapda, PAP komplex, plazmin- antiplazmin komplex,
t-PA; szoveti tipusu plazminogén aktivator, TAFI: trombin aktivalta fibrinolizis inhibitor,
TAFla: aktivalt TAFI, TM: trombomodulin, PAI-1: plazminogén aktivator inhibitor-1, a2-Pl:

o2 plazmin inhibitor, VVT, vorosvértest
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Fibrinolizis globalis tesztjei

A fibrinolizis szerepét a véralvadads egyensulyi allapotdnak fenntartdsidban mar viszonylag
koran felismerték, azonban a fibrinolizist vizsgalo tesztek fejlédése, mind az individualis, mind
a globalis tesztek szintjén jelent6sen elmaradt a koagulacios tesztek fejlédéséhez,
standardizaciojdhoz képest. Mind a rutin laboratériumi diagnosztikdban, mint a kutato
laboratériumi gyakorlatban kevés moddszer all rendelkezéslinkre a fibrinolizis folyamatanak
komplex vizsgalatara a koaguléci6 vizsgéalatahoz képest. Ennek hatterében foleg az 4ll, hogy a
koagulécioval ellentétben a fibrinolizis egy igen lassu folyamat, fiziologias koriilmények kozott
a lizis vizsgalatahoz orak, akar napok sziikségesek, ezért az alkalmazott tesztekben modositani
kell a reakciok sebességét. A fibrinolizist vizsgaldo modszerek alkalmazasa soran vagy
inhibitorokat vesziink el, vagy aktivatorokat adunk a rendszerhez, ezaltal viszont a teszt
eredményei nem teljesen tiikrozik a valosagot. A legtdbb fibrinolizist vizsgaldé modszert
technikailag koriilményes kivitelezni, ezaltal a tesztek tobbsége nem alkalmas az
automatizaciora. Nehézséget jelent az is, hogy a fibrinolizis velesziiletett deficienciai ritkak, a
fibrinolizis mérsékelt tulstilya, vagy alulmiikodése altal képviselt rizikok ismerete véralvadasi
rendellenességek vagy egyéb korképek esetén (pl. habitualis vetélés, sebgyogyulasi zavarok)
még gyerekcipdben jar (37).

A fibrinolizis vizsgalata azonban tobb okbol kifolydlag is fontos lehet. A fibrinolizis
egyensulyanak felboruldsa vérzékenységgel vagy tulzott mértéki fibrin lerakodassal jarhat, és
ezen allapotokra hatékony gyogyszeres kezelések allnak rendelkezésiinkre. A fokozott
fibrinolizis (hiperfibrinolizis) vérzékenységgel, akar életveszélyes mértékii vérveszteséggel
tarsulhat. A velesziiletett hiperfibrinolizis a fibrinolizis inhibitorok (pl. PAI-1, a2-Pl)
deficienciaja miatt ritka, de ezen korképekben akar sulyos vérzékenység is eléfordulhat, és a
PAI-1 deficiencia ndkben habitualis vetélést is okoz (37). A szerzett hiperfibrinolizis j6 néhany
korképben el6fordulhat; példaul sokk, trauma, miitétek, majcirrdzis, veseelégtelenség, sziilési
komplikaciok, hemofilia esetén. Ezen korképek esetén a fibrinolizis vizsgalata mellett szol,
hogy az idében diagnosztizalt hiperfibrinolizis jol kezelhetd fibrinolizis gatloszerekkel ( e-
aminokapronsavval, tranexamsavval, vagy aprotininnel) (38). A fibrinolizis alulmiikodése
hipofibrinolizishez vezet. Az egyik legstilyosabb korkép, amelyben a hipofibrinolizis
kovetkezményei megnyilvanulnak, a plazminogén deficiencia, melynek soran a lerakodott
fibrin szamos szerv esetén okoz funkciondlis karosodast, példaul ligndzus conjuctivitist,
elzarédasos hydrocephalust, négyogyaszati, gasztrointesztinalis tiineteket és sebgyogyulasi

zavart. A hipofibrinolizist néhany kozleményben Osszefiiggésbe hoztak trombotikus
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események kialakulasaval is, kiilondsen a vénas tromboemboliak rizikdjanak emelkedésével
(39).

A fibrinolizis vizsgalatara alkalmazhatunk egyedi vagy individudlis teszteket (pl. a
plazminogén, plazminogén aktivatorok, plazminogén aktivator inhibitorok, ¢és plazmin
inhibitorok szintjének meghatarozasa, ill. a fibrinolizis aktivacidjat jelz6 egyes markerek
szintjének meghatarozasa), valamint globalis teszteket (37). A fibrinolizis globalis tesztjeinek
vizsgalata torténhet teljes vérbol, példaul viszkoelasztikus modszerek révén, mint a
tromboelasztografia (TEG) és rotacids tromboelasztometria (ROTEM) (40, 41). A fibrinolizis
globalis tesztjeinek ismertek plazma-alapu tesztjei is, ilyen példaul a plazma alvadék lizis id6,
a fibrin lemez moédszer, vagy a szimultan trombin és plazmin generacios teszt. A ma mar inkabb
torténelmi jelent6ségii euglobulin lizis id6 meghatarozasa soran, a plazmabol képzett
euglobulin frakciot hasznaljuk a fibrinolizis globalis vizsgalatara. A fibrinolizis globalis
vizsgalatara jelenleg nincs gold standard mddszer, minden tesztnek megvan az elénye és a
hatranya. Egyes tesztek érzékenyebbek a hipo- vagy éppen a hiperfibrinolizis kimutatasara, igy
fontos a klinikai/kisérleti szitudcidnak megfelelden megvalasztani az alkalmazott teszt tipusat

(37,41, 42).
In vitro alvadék lizis vizsgalat (CLA)

Az in vitro alvadék lizis vizsgalat (CLA) a fibrinolizis vizsgalatara alkalmas globalis teszt. A
vizsgalat soran plazma mintakbol rekombinans szoveti faktor és foszfolipidek vagy trombin
hozz4adasaval alvadékot képeziink, majd rt-PA hozzaadasaval lizist indukalunk, melyet valos
idoben turbidimetrias modszerrel monitorozunk (37, 42). Az eljaras azonban igen id6- és
munkaigényes, ezért jelenleg nem tartozik a rutin laboratoriumi vizsgalatok kozé. Bar az elmult
években elindult a médszer standardizacidjanak nemzetkozi folyamata, a CLA kivitelezésének
koriilményei laboratoriumonként eltérnek (43). A modszerek eltéréseit az alkalmazott pufferek
kiilonb6z6 Gsszetétele, eltéré mértékii plazmahigitasok, a rendszerhez adott reagensek, oldatok
(t-PA, trombin, kalcium-klorid, szoveti faktor-foszfolipid) valtozo koncentracidi adjak,
valamint az, hogy mig egyes kutatocsoportok rekombinans szoveti faktor hozzaadasaval
inditjak meg az alvadék kialakulasat, addig masok trombinnal teszik ugyanezt (44-46). Minden
eljarasnal elmondhaté azonban, hogy a modszer elvi 1ényege megegyezik, vagyis, hogy a
fibrinogén-fibrin atalakulas hatasara fibrin alvadék keletkezik, a kialakult fibrinhalon athalado
fény szorodik, és az igy 1étrejott turbiditas aranyos lesz a fibrin keletkezésének mértékével. A
folyamat soran megfigyelhetd abszorbancia valtozasa a fibrin szerkezetérdl is adhat

informacidkat. Az alkalmazott turbidimetrias moddszer soran az alvadék kialakulasa az
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abszorbancia novekedésével, mig az alvadék lizise az abszorbancia csokkenésével jar (42, 43,
47). A CLA soran kapott turbidimetrias gorbék kiértékelésének modszere kutatdcsoportonként
eltérhet, azonban altalanossagban elmondhato, hogy az alkalmazott paraméterek a kovetkezok;
maximalis abszorbancia, a maximalis abszorbancia elérés€ig sziikséges 1d0, az alvadék
lizisének 10-, 50- és 90%-o0s ideje (10%CLT, 50%CLT, 90%CLT), valamint a gorbe alatti
teriilet (AUC) (5. éabra) (48). A gorbék kiértékelésére és a fent leirt paraméterek
meghatarozasara 2017-ben kifejlesztésre keriilt egy Shiny Apps ClotlysisCL elnevezésii, online
ingyenesen elérhetd szoftver. A nemzetkozi irodalomban a fibrinolizis mértékének jellemzésére

a leggyakrabban az 50%CLT paramétert alkalmazzak (43).
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5. dbra Az in vitro alvadék lizis modszer sordn detektalt, reprezentativ turbidimetrias gorbék
és a gorbe legfontosabb paraméterei. AUC; gorbe alatti teriilet, 10%CLT; 10% alvadék lizis
ido, 50%CLT; 50% alvadék lizis ido, 90%CLT; 90% alvadeék lizis id6. A kiilonbozoé szinekkel

jelolt gorbék négy parhuzamos mérés eredmeényét mutatjak.

Ahhoz, hogy a CLA mddszer jobban tiikr6zze a valdsagot, az egyes kutatdcsoportok kiilonbozé
sejtes elemeket, aktivatorokat, inhibitorokat adnak a rendszerhez a vizsgalat soran (15). Kolev
¢s munkacsoportja a CLA modszert az in vivo trombusban 1évé NET-ek imitalasa érdekében

szabad sejten kiviili DNS (cfDNA) és hiszton hozzaadasaval modositotta. Kutatasi
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eredményeik azt mutattak, hogy a cfDNA ill. hiszton hozzaadasaval képzett tisztitott fibrin ill.
plazma alvadékok rigiditasa, viszkoelasztikus paraméterei, ¢s lizise jelentdsen modosult. Az in
vivo koriilményeket imitald koncentracioban hozzaadott cfDNA és hiszton egyiittes hatasaként
elnyujtott alvadék-lizist tapasztaltak. Eredményeik alapjan felvetették, hogy a NET-ek anti-
fibrinolitikus hatdsanak tanulmanyozasa szamos klinikai korkép esetén jelentdséggel birhat,
kiilonosen a trombolitikus terdpia vonatkozasaban lenne érdemes tovabbi tanulmanyokat

folytatni. (27, 42).

Stroke

A stroke az iszkémids szivbetegség utan a masodik vezetd haldlok, és a leggyakoribb
rokkantsagot okozo betegség vilagszerte (2). Az elmult években a stroke incidenciaja jelentésen
emelkedett, ennek ellenére a halalozasi rata csokkent, melynek hatterében minden bizonnyal a
stroke kezelésének javuldsa allhat, kiilonosen a viladg fejlett orszdgaiban. Ennek ellenére a
stroke-kal Osszefiiggd halalozasok szama globalisan kb. 30%-kal nétt, mely valdszintileg a
népességnovekedés, a varhato élettartam ndvekedés és a legtobb populacid korstruktarajaban
megfigyelhetd, id6sek aranyanak novekedésébdl adodd valtozasok hatasat tikrozi (3). A
kialakult stroke esetek kb. 80%-a iszkémias, mintegy 15-18%-a nem traumas intracerebralis
vérzés, a fennmarad6 3-5% subarachnoidalis vérzés. A stroke etioldgiai altipusainak aranya
valtozo a kiilonbozo kort ill. etnikai hatteri populaciok esetén (49).

A stroke rizikofaktorait befolyasolhatd és nem befolyasolhaté rizikofaktorokra oszthatjuk, a
stroke hatterében tobbségében befolyasolhato rizikofaktorok allnak. A stroke rizikdtényezdi
jelentds atfedést mutatnak a jol ismert kardiovaszkularis rizikotényezokkel, bar relativ
fontossaguk eltérhet. Klinikai tanulmanyok eredményei alapjan az iszkémias €s a hemorrhéagias
stroke legfontosabb rizikotényezdje a magas vérnyomas, a legfontosabb nem-befolyasolhatd
rizikotényezd pedig az eldrehaladott életkor. A tovabbi, jol ismert rizikofaktorok kozé soroljuk
a hiperkoleszterinémiat, a pitvarfibrillaciot, a dohdnyzast, a tulzott alkoholfogyasztast, diabetes
mellitust, illetve a helytelen étrend, elhizas, fizikai aktivitas hianya, alvaszavar, kronikus
gyulladas, kronikus vesebetegség, hormonadlis terapia, stressz és a depresszid altal okozott
kockazatot (3).

A WHO definicidja alapjan a stroke ,,az agymiikddés vérellatasi zavara altal okozott globalis
vagy fokalis neurologiai diszfunkcioval jaro, gyorsan kialakul6 tlinetegyiittes, mely tobb mint

24 oran keresztil fennall, és amelynek bizonyithatban nincs mas oka, mint az agy
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érrendszerében kialakult valtozas”. A stroke-t6l megkiilonboztetjiik az atmeneti iszkémias
rohamot, melyr6l abban az esetben beszéliink az aktualis definicio alapjan, ha a tiinetek
jelentkezése soran nem alakul ki képalkoto vizsgalattal detektalhaté akut infarktus (1). A stroke
tipikus tlinetei koz¢ tartozik a hirtelen fellépd egyoldali gyengeség, zsibbadas, lataszavar,
megvaltozott beszédkészség, ataxia, €s szédiilés, tarsuld tiinetként felléphet tobbek kozott
fejtajas, amnézia, szédiilés- vagy bizonytalansagérzés, a stroke tipusatdl és lokalizacigjatol
fliggden. Felismerésében segit a Face Arm and Speech Test (F.A.S.T.) vizsgalat, amellyel a
stroke-ra leginkabb jellemz6 tiineteket laikusok is felismerhetik (50). A stroke diagnozisanak
felallitasa a kezdeti 6rakban a legnehezebb, kiilondsen, ha a tiinetek kezdete bizonytalan, vagy
a tiinetek atipikusak, esetleg valtoznak (51). A stroke diagnosztizalasahoz nélkiilozhetetlen a
megfeleld anamnézis felvétele, a klinikai neurologiai vizsgalatok elvégzése és az agyi
képalkotd vizsgalatok elvégzése, mindezeket kiegészitik a laboratoriumi vizsgalatok. Az
anamnézis felvételekor pontosan tisztazni kell a tiinetek kialakulasdnak hatterét, az
alapbetegségeket €s a beteg altal szedett gydgyszereket. Iszkémias stroke fennallasanak
lehetdsége esetén kiemelten fontos megtudni a tiinetek kezdetének idejét, mert hatékony kezelés
csak adott idéablakon beliil torténhet (Isd. kés6bb). A részletes neuroldgiai vizsgalat alapvetden
kétféle tlinettani csoportot tarhat fel: carotis (anterior), illetve vertebrobasilaris (posterior)
keringési zavart. A képalkoto eljarasok koziil a koponya CT vizsgalat, illetve koponya MRI
vizsgalat jatszik elsddleges szerepet a diagnosztikdban. A koponya CT vizsgalat magas
érzékenységet mutat a friss koponyaliri vérzés kimutatasara. A képalkotd vizsgalatok célja a
vérzés kimutatasan tul a kialakult kdrosodas kiterjedésének megitélése. Iszkémias stroke esetén
a diagnosztika fontos eleme az angiografias vizsgalatok elvégzése, mellyel a nagyérelzarodas

fennallasat lehet megitélni.

Akut iszkémias stroke

A kialakult stroke esetek kb. 80%-a iszkémias eredetii, melynek hatterében egy agyi ér
elzarodasa all, az ér ellatasi teriiletéhez tartozé agyéalloméany kéarosodasat és neurologiai
funkcidvesztést okozva. Az iszkémias stroke kezelése sordn a cél véraramlds gyors
helyreallitasa a kialakult testi- és szellemi fogyatékossag limitalasa érdekében (52).

Az akut iszkémias stroke (AIS) két f6 altipusra oszlik, a trombotikus és embolikus eredetiire.
A trombotikus stroke, amely az 6sszes iszkémias stroke kb. 45%-at teszi ki, el6fordulhat az agy
nagy ¢s kis ereiben. A nagy agyi erekben a trombotikus stroke altalaban akkor fordul eld,

amikor egy ateroszkerotikus plakk ruptural és felszinén trombus alakul ki. A kis ereket érintd
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vagy lacunaris infarktusok akkor alakulnak ki, mikor az agyban talalhat6 vékony erek
elzarodnak, keringésiik romlik, gyakran magasvérnyomas-betegség kovetkeztében. Az
embolids stroke az dsszes iszkémids stroke kb. 20%-4t teszi ki. Ebben az esetben a trombus
nem az agyban keletkezik, hanem a véraramlason keresztiil jut el egy agyi artéridba. A sziv a
leggyakoribb ilyen trombusforras, kiilondsen pitvarfibrillacioban szenvedo betegeknél. Az AIS
fennmaradd héanyadaban a hattérben un. kriptogén stroke all. A kriptogén stroke olyan
iszkémias stroke, ahol a kialakulas oka bizonytalan, vagy ismeretlen (3, 52). Az iszkémias
stroke etioldgiai altipusait a TOAST (Trial of ORG 10172 in Acute Stroke Treatment; nagy
artéria ateroszklerozis, kardioembolia, kisér okkluzid, egyéb ismert vagy ismeretlen etiologia)
kritérium rendszer alapjan osztalyozzuk (49).

A stroke klinikai silyossaganak megallapitasara a neurologusok a National Institutes of Health
Stroke Scale (NIHSS) skalarendszert alkalmazzak. Az NIHSS egy 11 tételbdl allo skala, amely
kvantitativ mérdszamot nytjt a standard neuroldgiai vizsgéalatok kulcsfontossagu elemeirdl. A
skalarendszer értékeli az éberségi allapotot, az extraokularis mozgéasokat, az arcizmok
miikodését, a végtagok erejét, az érzékszervi funkcidkat, a koordinaciot és a beszédképességet.
A maximadlisan adhaté pontszdm 42, minél jobban teljesit a beteg, vagyis minél enyhébb a
kialakult stroke, annal kevesebb pont adhat6. A kapott NIHSS pontszam &sszefiiggésben all a
kimenetellel, magasabb pontszam esetén rosszabb funkcionalis kimenetelre lehet szamitani (53,
54).

A stroke radioldgiai sulyossdganak megallapitasara a nemzetkozi gyakorlatban leginkabb az
ASPECTS (Alberta Stroke Program Early CT Score) pontrendszer hasznalata terjedt el. Az
ASPECTS az artéria cerebri media teriileten bekovetkezett korai iszkémias elvaltozasok
sulyossaganak megitélésre alkalmas. Az ASPECTS egy 10 pontos skala, ahol a maximalis 10
pont a normal fiziologids allapotot jelenti. A pontrendszer az artéria cerebri média teriiletét 10
részre osztja fel, minden egyes teriilet iszkémidja esetén 1 pont levondsra keriil. Minél
kiterjedtebb a sériilés, annal tobb pont keriil levonasra, a vizsgalat soran kapott 7 vagy annal
alacsonyabb pontszam a stroke kedvezdtlen funkcionalis kimenetelének eldrejelzdje (55).

Az AIS hosszatavi funkcionalis kimenetelének megitélésére leggyakrabban a modifikalt
Rankin Skalat (mRS) alkalmazzdk. Az mRS egy 0-6-ig terjed6 pontrendszer, amely az
eseményt kdvetd mobilitas felmérését teszi lehetdvé. Az mRS segitségével meghatdrozhato a
rokkantsadg vagy az onellatasra valo képesség mértéke. A mRS=0 a teljes Onellatast, mig a 6

pontérték a halalt jelenti (1. tablazat) (56, 57).
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Pontszam Leiras

0 Egyaltalan nincs tiinete/tiinetmentes.

1 Tiinetei ellenére nincs érdemi rokkantsag. minden szokasos feladatot és
cselekvést képes kivitelezni.

o

Enyhe rokkantsag. nem képes korabbi mindennapos feladatai mindegyikét
elvégezni. de sajat magh ellatasara segitség nélkiil képes.

LFS)

Meérsékelt rokkantsag. tevékenységeiben némi segitséget igényel. jarni
azonban segitség nélkiil tud.

4 Meérsékelten sulyos rokkantsag. segitség nélkiil nem tud jarni. és testi
sziikségleteit sem tudja segitség nélkiil elvégezni.

5 Sulyos rokkantsag. agyhoz kotott. incontinens. allando ellatast és feliigyeletet
1gényel.

6 Elhunyt

1. tablazat. A modifikalt Rankin Skala pontrendszer a stroke-ot kdveto mobilitas felmérésére.
Az mRS 0-/ kedvezé funkciondlis kimenetelt jelent, mig az mRS=6 az eseményt koveto

elhaldalozast definidlja (56) forras alapjan szerkesztve.

Az AIS hatékony, célzott kezelésére jelenleg Magyarorszagon az egyetlen torzskonyvezett
gyogyszer az intravénas trombolizis rt-PA-val. A kezelés limitaciojat adja, hogy sziik terapias
ablakkal rendelkezik, vagyis a tlinetek jelentkezését kovetd 3-4,5 oran beliil kell megkezdeni a
terapia adasat. Az intravénas rt-PA dozisa 0,9 mg/kg, mely nem haladhatja meg a maximum 90
mg-ot. A dozis elsé 10%-at bolusként adjak az AIS betegek szdmara, majd a maradék 90%-ot
intravénas infuzioként 60 percen keresztiil adagoljak (4, 58). Klinikai vizsgalatok alapjan az rt-
PA-val torténd trombolizis szignifikdnsan csokkentette a rossz hosszutava kimenetel aranyat a
placebo-val kezelt csoporthoz képest. A terapia azonban csak az esetek 30-40%-ban okoz
klinikai javulast, az esetek tobbségében a remélt jobb kimenetel elmarad. Fontos szévédmény
az iszkémias stroke hemorrhagias transzformacidja, ami vérrogoldo kezelés nélkiil, spontan is
kialakulhat, els6sorban embolias infarktusban és magasabb vércukor mellett. A kizarolag CT-
n leirt gyakorisag 13-43%, a tiineteket is okozo gyakorisag 0.6-20% kozotti, irodalmi adatok
alapjan (6. abra) (59, 60). A terapia asszocialt vérzés klasszifikacioja az ECASS II (European
Co-operative Acute Stroke Study-Il) kritériumok alapjan tortént, mely szerint
megkiilonboztetiink szimptomatikus vagy tiinettel jaro (SICH) és aszimptomatikus vagy tiinettel
nem jard (aSICH) intrakranialis vérzést. Tiinettel jaro vérzéses transzformacio alatt azt értettiik, ha
a neurologiai tiinetek >4 ponttal romlanak a NIHSS pontrendszer szerint, és a tlinetek hatterében a

haemorrhagias elvaltozasok valdszintisithetok (59). A trombolitikus terdpia elkezdése eldtt
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azonban nehéz megjosolni a kimenetelt (a kezelés sikertelenségét és a vérzéses komplikaciokat
egyarant), mely annak tulajdonithatd, hogy a jelenleg elérhetd rizikobecslé skalak nem
specifikusak, prediktiv értékiik alacsony (60, 61). Feltételezhetjiik, hogy a véralvadas ill.
fibrinolizis egyenstlyanak individudlis eltérései, melyek az alvadék szerkezetét ¢&s
oldékonysagat meghatarozzak, kulcsszerepet jatszhatnak a rekanalizacid elmaradédsaban ill. a
vérzéses komplikaciok kialakuldsdban. Ennek ellenére jelenleg nincs olyan ismert hemosztazis
ill. fibrinolizis biomarker, amely igazoltan hasznos informaciét nytjthat a betegek felvételekor
a terapia kimenetelére vonatkozdéan. Mivel a hemosztazis ill. fibrinolizis egyenstlyat

befolyasold tényezok szamosak lehetnek, feltételezhetjiik, hogy a klinikai gyakorlatban

elsdsorban a globalis tesztek hasznalata lehet célszerii a kimenetel gyors megitélésére és a
klinikai dontéshozatal segitésére.
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6. dbra Az intravénds trombolizis hatékonysaga akut iszkémids stroke sordn. Sotétzold jelolés:
jelentds javulds, a kimenetel a trombolizist kévetéen a korabbi életkoriilményeknek megfelelé
(13%); vilagos zold: a terdpia kévetkeztében javulas mutatkozott (19%); fehér: a kezelést
kovetéen nem tortént javulas (62%), athuzott alak: terdpia asszocialt vérzéses komplikacio
(6%); piros: kedvezdtlen kimenetel, romlas vérzés kovetkeztében (3%); voros jelolés: igen

sulyos fogyatékossag/halal vérzés miatt (1%). Forrads: (60)

Napjainkban a katéteres vérrdgeltavolitas (mechanikus trombektomia) egy masik fontos

lehetdség AIS esetén a keringés gyors helyreallitasara, melyre kizardlag nagyér okkluzio esetén
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van lehetdség. Az utdbbi évek nemzetkdzi tanulméanyainak eredményei ravilagitottak arra, hogy
a CT és MRI vizsgalatokkal igazolt nagyér okkluzido miatt AIS-ban szenvedd betegekben
mechanikus trombektomiat kovetéen a reperfizid mértéke szignifikansan magasabb volt a
kizarélag intravénas trombolizisben részesiild betegekhez képest. Ez az eredmény a felhasznalt
eszk6zok ¢és technikak fejlédésének ill. a szigora kritériumok szerint kivalasztott
betegpopulacionak koszonhetd. A mechanikus trombektomia leginkdbb olyan betegeknél
alkalmazhato sikerrel, akiknél jo a kollateralis keringés, anterior keringés (az arteria cerebri
media vagy az arteria carotis interna ellatasi teriilete) érintett, sulyos a neuroldgiai deficit,
ugyanakkor nincsenck Kkiterjedt korai iszkémids jelek, a betegnek nincsenek sulyos
tarsbetegségel, és a stroke el6tti funkcionalis allapot megfelelé. Nemzetk6zi tanulmanyok
alapjan a trombektomia utan megfigyelhetd kedvezd hosszutavu kimenetel aranya hasonl6 az
intravénas trombolizis esetén tapasztalt kb. 30-40%-hoz, vagy némileg magasabb. A
mechanikus trombektomia terdpias ablaka 6 ora, vagyis sikertelen trombolizist kdovetden is
alkalmazhatd. A trombektomia veszélyét a beavatkozast kovetd vérzéses komplikaciok adjak,
csakugy, mint a rt-PA-val torténd trombolizis esetében. A jelenlegi nemzetkozi ajanlasok
alapjan elmondhatd, hogy a mechanikus trombektdémia hatékonysagat noveli, ha a beavatkozas

megkezdése eldtt trombolizist is végeznek az erre alkalmas AIS betegeken (3, 52, 62).

Nem traumas vérzéses stroke

Az intracerebralis vérzés stroke (ICH) az 0sszes stroke eset kb. 15-18%-at teszi ki, halalozasi
aranya azonban joval magasabb (63). A betegség mortalitasa az els6 honapban kb. 40%, az els6
évben pedig 54%-ra tehetd. Az ICH globalis incidencidja az elmult évtizedekben emelkedett,
melynek hatterében elsésorban az alacsony és kozepes jovedelmii orszdgokban vald
eléfordulasanak 22%-o0s novekedése all, mig a fejlett orszagokban enyhe csokkenés volt
megfigyelhetd 1990 és 2010 kozott (5). A vérzéses stroke-ot anatdmiai helye vagy a feltételezett
etiologiaja szerint osztalyozzak. Az ICH leggyakoribb lokalizacidja supratentorialis (85-95%),
ezen beliil elkiilonithetliink kiterjedt féltekei (roncsold), medidlis ill. laterdlis torzsduci,
thalamus-, valamint lebenyvérzéseket. Az infratentorialis vérzésekhez az agytorzsi vérzés és a
cerebellaris vérzés tartozik. Az ICH kialakulasanak leggyakoribb okai: a magasvérnyomas (30-
60%), az agyi amyloid angiopathia ill. arteritis (10-30%), antikoagulacio ill. véralvadasi zavar
(1-20%), érabnormalitasok, pl. aneurysma, angioma, arterio-venosus malformatio (3-8%),
valamint az esetek mintegy 5-20%-aban a kivaltd ok meghatarozhatatlan (3). Kockazati

tényezOként tartjuk szdmon a diabetes mellitust, dohanyzast, alkoholfogyasztast ill. egyes
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drogok hasznalatat is (64). Agyvérzés kialakulhat meglévl cerebralis 1ézid talajan is, pl.
kozponti idegrendszeri tumor, granuloma, gyulladas, pl. encephalitis, abscessus esetén is. Noha
a magasvérnyomas eredetli ICH tovabbra is a leggyakoribb forma, a visszatér6é vérzés magas
kockazata és a rendelkezésre allo kezelési lehet6ségek miatt fontos minden esetben
konszideralni a mogottes érrendellenességek lehetdségét is (3, 64).

A kronikus magasvérnyomas az ICH kialakulasanak legfontosabb kockézati tényezdjének
tekinthetd, azonban emellett szamos mas riziko faktor is ismert, mint példaul az elérehaladott
¢letkor (> 50 év), talzott alkoholfogyasztas, magas koleszterinszint, antikoagulans terapia,
vaszkularis malforméciok. Az 50 év feletti férfiaknal az ICH kialakuldsdnak kockazata
gyakoribb (5, 65).

Az ICH-ban szenvedd betegeket idedlis esetben atfogd korhdzi kornyezetben kell kezelni,
multidiszciplinaris egészségiigyi cSapatmunka részeként, ideértve az ideggyogyaszatot,
idegsebészetet, neuroradioldgiat, intenziv terdpiat, a siirgdsségi ellatast és a belgyodgyaszatot is.
A korhazi felvételt kovetden fontos az anamnesztikus adatok felvétele és a részletes neuroldgiai
¢és képalkoto vizsgalatok elvégzése. Fontos tisztazni, hogy emelkedett-e a beteg szisztolés
vérnyomasa, szed-¢ antikoagulanst, van-e intraventrikularis kiterjedés, mutatja-e a beteg a
hydrocephalus jeleit, van-e bizonyiték makrovaszkularis vérzési forma jelenlétére (fistula,
aneurysma, agyi vénas sinus trombozis), valamint, hogy van-e kockazata a hematoma
expanzidjanak. Mindezek az adatok kritikusak lehetnek az ICH gyors diagnozisanak és kezelési
protokolljanak felallitisa szempontjabol (66). Az ICH életveszélyt jelentd orvosi vészhelyzet,
amely gyors diagnodzist igényel. A radioldgiai képalkotas elengedhetetlen az ICH megbizhat6
megkiilonboztetéséhez az AIS-t0l. A CT angiografia, a nem kontrasztanyagos CT (NCCT) vagy
az MR angiografia alkalmas lehet a vérzés forras kimutatasara is (67).

Kimutattak, hogy az intenziv, korai ellatas korhazi koriilmények kozott kozvetlen hatassal van
az ICH-t kdvetdé morbiditasra €s mortalitisra. A vérzések nem sebészi ellatasara vonatkozo
javaslatok nem egységesek, és a rendelkezésre allo, kis esetszamu randomizalt vizsgalatok
alapjan sem a sebészi, sem a gyogyszeres kezelés elényei nem igazolddtak egyértelmiien (68).
A diagnozist kdvetden az azonnali cél az Ujravérzés és a hematoma terjedési kockazatanak
minimalizéldsa az elsé 24-72 oran beliil. Intenziv osztalyos kezelés gyakran indokolttd vélhat,
mert gyakran novekszik az intrakranidlis nyomas és a vérnyomas, emellett intubdcio és
1élegeztetés is sziikséges lehet. Fontos a vérnyomas stabilizalasa, bar a vérnyomas csokkentése
nem ajanlott 180/105 Hgmm érték alatt. A tartésan megemelkedett vérnyomads lehetséges

kovetkezménye a hematoma novekedése (3, 63). A konzervativ kezelés fontos pontja a
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koagulacios rendellenesség korrigalasa, beleértve az antikoagulansok hatdsanak
felfliggesztését.

Az ICH kimenetelét sok tényez6 befolyasolja, melyek koziil az egyik a hematoma térfogata. Az
ICH soran kialakult hematoma térfogatat a CT vizsgalatok eredménye alapjan leggyakrabban
az ABC/2 modszer segitségével hatarozzak meg, ahol az A a legnagyobb atmér6 a legnagyobb
vérzést mutatd szeleten, B az A-ra merdleges atmérd, a C pedig a vérzéses axialis szeletek
hozzavetbleges szama, szorozva a szelet vastagsagaval (69).

Az ICH score egy 0-6-ig terjed6 pontrendszer, mely a nemzetkozi gyakorlatban leggyakrabban
hasznalt klinikai skalarendszer az ICH 30 napos mortalitasanak elérejelzésére. Az ICH score
magaba foglalja az életkort, a becsiilt vérzésvolumen értéket, az intraventrikularis vérzés
jelenlétét, az ICH lokalizaciojat (supra/infratentorialis eredetét), és a Glasgow Coma Skala
(GCS) pontértékét. Minél magasabb a betegek szamolt ICH pontszama, annal nagyobb a
valdszinlisége a mortalitdsnak az eseményt kovetd elsd honapon beliil. Az ICH score= 6
pontszam 100%-0s halalozasi arannyal tarsul (70).

hatasainak megértése kritikus fontossagi lehet a jovében a jobb, modernebb kezelési
protokollok kidolgozasa szempontjabol és a betegek tulélésének javitasa szempontjabol (70).
A jelenleg érvényben 1évo kezelési iranyelvek alapjan egyértelmiien megallapithatd, hogy az
akut iszkémias stroke kezelésével szemben a hemorrhagids stroke kezelése az elmult
¢vtizedekben keveset valtozott. A hemosztazis illetve a fibrinolizis eltéréseivel kapcsolatos
ismereteink ICH betegekben igen limitaltak. Mindossze néhany tanulmany all
rendelkezésiinkre, amelyben leirjak, hogy a magas D-dimer értékek eldrejelezhetik a mortalitast
(71, 72), ugyanakkor a fibrinolizis globalis vizsgalata ICH betegkohorszban még nem tortént

meg.
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CELKITUZES

Munkank soran célul tiiztikk ki megvizsgalni, hogy egy altalunk kifejlesztett uj, modositott in
vitro CLA vizsgalat (NnCLA), mely a NET-ek jelenlétének imitalasa érdékében CFDNA-t és
hisztont is tartalmaz, képes e megjosolni a stroke rovid- és hosszutava funkcionalis kimenetelét
trombolitikus kezelésben részesiilé akut iszkémias stroke betegekben, és nem traumas vérzéses
stroke-ot szenvedett betegekben.

Részleteiben, két prospektiv obszervacios tanulmany révén célunk volt megvizsgalni, hogy:

1. Intravénds trombolizis terapia elott alld akut iszkémias stroke-ot elszenvedd betegek
plazmamintaiban a cfDNA szint, az in vitro CLA ¢és a mddositott CLA kiilonbozé paraméterei
mutatnak-e Osszefiiggést a stroke sulyossagaval és az eredmények alapjan megjosolhato- e a
terapia kimenetele €s a vérzéses szovodmények kialakulasa.

2. Nem traumas intracerebralis vérzéses stroke-ot elszenvedett betegek felvételi
plazmamintaiban az in vitro CLA és a mddositott CLA kiilonbozé paraméterei mutatnak-e
Osszefliggést a stroke sulyossagaval, a hematoma térfogataval, a stroke mortalitasaval és a

hosszatava funkcionalis kimenetelével.
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BETEGEK ES MODSZEREK

Intravénas trombolizis elott allo akut iszkémias stroke-ot elszenvedett
betegek vizsgalata

Az els6, prospektiv, obszervacids tanulmanyban az AIS betegek bevalogatidsa a Debreceni
Egyetem Klinikai Kozpont, Neurologia Klinikajanak Stroke Centrumaban tortént. A betegek
bevonasa a tanulmanyba 2016 szeptemberében kezdédott és 2019 aprilisaig tartott. A
bevalogatasi és kizarasi kritériumok megegyeztek a trombolitikus terapia 2008-as European
Stroke Organisation (ESO) iranyelveivel és az érvényes magyar szakmai protokollal (73).
Minden iszkémias stroke-ot elszenvedett beteg a tiinetek jelentkezésétdl szamitott 4,5 6ran beliil
intravénas trombolizis kezelésben (rt-PA, Alteplase, Boehringer Ingelheim, Németorszag)
részesiilt a standard protokolloknak megfelelden (73). Azok a betegek, akiken a trombolitikus
terapia mellett mechanikus trombektomiat is elvégeztek, nem keriiltek be a tanulmanyba. Az
AIS diagnozisanak felallitasa CT-vel és CT angiografiaval tortént. Minden esetben kontroll CT
vizsgalat is tortént 24 oraval az eseményt kovetéen. Az ASPECTS pontrendszert 3 fiiggetlen
vizsgalo értékelte a felvételi és 24 oraval a trombolizist kovetden végzett CT felvételen egyarant
(74). A kezelést végz6 neurologusok a korhazi felvétel soran szamos demografiai és klinikai
adatokat rogzitettek még a trombolizis megkezdése eldtt: kor, nem, cerebrovaszkularis
rizikofaktorok (artérias magasvérnyomas, pitvarfibrillacio, korabbi stroke, TIA, diabetes
mellitus, dohanyzas, hiperlipidémia), gyogyszerek (antihipertenziv, antikoagulans,
antitrombotikus, antidiabetikus és lipidcsokkentd terapiak). A stroke stulyossagat a klinikusok
az NIHSS skalarendszer alapjan hataroztdk meg felvételkor, valamint 7 nappal a terapiat
(76). A betegek kovetése és a hosszatavi funkcionalis kimenetel megitélése az mRS
pontrendszert alkalmazva tortént 3 honappal a terapiat kovetéen (56, 57, 77).

A tanulmany sordn a kovetkez6 kimeneteleket allitottuk fel:

1. Rovidtavl funkciondlis kimenetel: az NIHSS valtozasa alapjan a 7. napra. Az NIHSS
minimum 4 ponttal val6 csokkenése vagy 0 NIHSS pontérték a kedvezd rovidtava kimenetelt,
az NIHSS legalabb 4 pontos emelkedése vagy a 7. napra bekdvetkezd haldl a kedvezdtlen
hosszatavu kimenetelt jelentette (78).

2. Hosszatava funkcionalis kimenetel: az mRS érték alapjan 90 nappal az eseményt kovetden.

Kedvezod hosszatava kimenetelként értékeltiik az mRS 0-1 értékeket (56).
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3. Vérzéses transzformaciok: a szimptomatikus (SICH) vagy aszimptomatikus intrakranialis
vérzés (aSICH) jelenlétét a European Cooperative Acute Stroke Study (ECASS) II kritériumok
alapjan definialtuk (79).

Nem traumas intracerebralis vérzéses stroke-ot elszenvedett betegek
vizsgalata

A masodik prospektiv obszervacids tanulmanyba nem traumas ICH-t elszenvedett betegek
keriiltek bevalogatasra a Debreceni Egyetem Klinikai Ko&zpont Neurologiai Klinikéjaval
kollaboracidban. A betegek bevalogatasa a tanulmanyba 2017 juniusdban kezdodott és 2020
szeptemberéig tartott (IRONHEART vizsgalat). A vizsgélat klinikai protokollja publikalasra
keriilt (80). A vizsgalatba bevont betegek 18. életéviiket betoltott, CT-vel igazolt nem traumas
intracerebralis vérzéses stroke-ot szenvedett személyek voltak. Kizarasi kritériumok ko6zé
tartozott az agyi aneurizma, AV malformaciok, epiduralis hematoma, subduralis hematoma,
malignus elvaltozasok, stlyos maj-és vesekarosodas, hemorrhagias diathesis és a SARS-CoV2
virusfert6zés jelenléte. Az ICH jelenlétének igazoldsa a klinikai tiineteken alapulé komplex
neurologiai vizsgalatok mellett NCCT-vel tortént. A CT vizsgélatokat az eseményt kdvetd 14.
¢s 30. napon megismételték. A CT felvételek elemzését 3 fiiggetlen radiologus végezte, akik a
radiografiai jellemzoket és a becsiilt vérzésvolumen értékeket is rogzitették (81). A
neurologusok emellett szdmos klinikai és demografiai adatot regisztraltak (tiinetek
jelentkezésének ideje, kor, nem, gyogyszerek, cerebro- és kardiovaszkularis kortorténet,
cerebrovaszkuléris rizikd faktorok, dohdnyzas) a koérhazba keriilés pillanatdban. A stroke
sulyossdganak meghatarozasara az NIHSS skélarendszert alkalmaztik, felvételkor és az
eseményt kovetd 7. napon (75). A mortalitas veszélyének becslésére a klinikusok az ICH score
pontrendszert alkalmaztak minden beteg esetén (70). A betegek hossztavu funkcionalis
kimenetelének értékelésére az mRS pontrendszert hasznaltak (56). 2020 marciusatol, vagyis a
COVID-19 fertézés magyarorszagi megjelenésétdl szamitva, minden ICH beteg esetében
odafigyeltek a virusfert6zés jelenlétére mar a korhazi felvételtdl egészen a 3 honapos kovetési
idoszakig. Valamennyi beteg esetén felvételekor orr/garat valadékbol szarmazo RNS mintabol
reverz transzkripcidés polimeraz-lancreakcié (RT-PCR) vizsgalat tortént a koronavirus
jelenlétének kimutatisara/kizarasara.

A tanulmény soran egészséges Onkéntesek egy csoportjat is vizsgaltuk. Minden bevalogatott

onkéntes 18. életévét betdltott személy, akinél az artérids magasvérnyomason kiviil mas
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alapbetegség a koreldzményben nem szerepelt, valamint a csaladtorténetben vénas, vagy
artérias trombotikus esemény nem Szerepelt.

A tanulmany soran a kovetkez6 kimeneteleket vizsgaltuk:

1. Mortalitas az eseményt kovetd 14. és 90. napig.

2. Hosszutavua funkcionalis kimenetel: az mRS érték alapjan 90 nappal az eseményt kovetden.

Kedvez6 hosszatava kimenetelként értékeltiik az mRS 0-1 értékeket (56).

Etikai engedély

Mindkét tanulmany tervezése a Helsinki deklaracios egyezmény figyelembevételével tortént.
A vizsgalatokat a Debreceni Egyetem Regionalis és Intézményi Etikai Bizottsaga, illetve az
Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsdga is engedélyezte.
A vizsgalatrol a betegek vagy hozzatartozoik és az egészséges Onkéntesek megfeleld
tajékoztatdsban részesiiltek és onkéntes, irdsos beleegyezd nyilatkozatot adtak a tanulményban

valo részvételrol.

Mintavétel és laboratoriumi mérések

A mérésekhez hasznalt periférids vérminta vétele minden betegtdl felvételkor tortént. Az AlS
betegpopulacio esetén a felvételi vérminta levételére minden esetben még az intravénas rt-PA
infuzi6 megkezdése eldtt keriilt sor. A rutin laboratoriumi vizsgalatok (ionok, szérum gliikoz
koncentracidé, maj- és vesefunkcid, nagy szenzitivitasi C-reaktiv fehérje vizsgalat, teljes
vérkép) meghatarozasat standard laboratoriumi modszerek alapjan (Roche Diagnostics,
Mannheim, Németorszag és Sysmex Europe GmbH, Hamburg, Németorszag) a Debreceni
Egyetem Laboratoriumi Medicina Intézetében végezték. A hemosztazis vizsgalatokhoz és a
cfDNA szintek detektalasahoz a 0.109 M natrium citrattal alvadasgatolt (Becton Dickinson,
Franklin Lane, NJ) vérmintdkbol trombocita szegény plazmamintdkat készitettiink (kétszeri
centrifugdlds, 15 percig, 1500 g, szobahdmérsékleten). A hemosztazis sziirétesztek
meghatarozasa (protrombin id6, aktivalt parcialis tromboplasztin id6, €és trombin id6) BCS
koagulométeren rutin protokollt kovetve tortént (Siemens Healthcare Diagnostic Products,
Marburg, Németorszag). A specialis hemosztazis vizsgalatok végzéséhez és a cfDNA szintek
meghatérozasahoz a citrattal alvadasgatolt plazmamintakat egyedi koddal ellatva -80°C- on

taroltuk.
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Sejten kiviili szabad DNS (cfDNA) meghatarozasa

A plazma cfDNA szintek meghatarozasa fluoreszcens nukleinsav festék felhasznalasaval,
Quant-iT PicoGreen dsDNA kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
segitségével tortént a gyari protokoll 1épéseit kovetve. A mérés kezdetén egy 5 pontos standard
sort készitettiink a gyartdé altal megadott standard DNS mintabol 1 pg/mL-t61 1ng/mL
koncentracidig higitva. A standard és beteg mintakat (100 uL) fekete 96 lyuka mikrotiter
lemezre (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria) pipettaztuk, majd hozzaadtunk 100 uL
munkaoldatot (Quant-iT PicoGreen reagens) minden mintdhoz, inkubaltuk 5 percig
szobahOmeérsékleten fénytdl védve. Végiil a fluoreszcencia intenzitds detektaldsa 480 nm
hullamhosszon TECAN Infinite p200 PRO mikrolemez olvasén (TECAN Trading AG,

Mainnedorf, Svéjc) tortént. A mért értékek alapjan a standard gorbe segitségével hataroztuk meg

crer

In vitro alvadék lizis (CLA) mérések

Az in vitro CLA vizsgalat soran 96 lyuka mikrotiter lemezen a vizsgalt plazma mintakbol
rekombinans szoveti faktorral és foszfolipiddel alvadékot képeztiink, majd rt-PA hozzaadasaval
lizist indukaltunk, melyet valds idében turbidimetrias modszerrel monitoroztunk. Az altalunk
alkalmazott vizsgalati koriilmények alapjaul mar megjelent publikaciok metodikai szolgaltak
(6, 39, 43, 44, 82). A mérések soran két kisérleti beallitast alkalmaztunk, mindkét modszer
soran valamennyi mintat négy parhuzamos méréssel vizsgaltunk. A kovetkezdkben leirt
valamennyi koncentracio végkoncentraciot jelent. A betegek plazmamintait a kisérletek
elvégzése eldtt 10 percig 37°C-os vizfiirdében olvasztottuk fel. Az elsd kisérleti elrendezésben
(CLA) a citrattal alvadasgatolt mintakhoz 1000-Szeresre higitott rekombinans human széveti
faktort és foszfolipidet tartalmazo reagenst (Innovin, Siemens, Marburg, Németorszag) és
100ng/mL rt-PA-t (Alteplase, Boehringer Ingelheim, Ingelheim, Németroszag) adtunk HEPES
pufferben (10 mM HEPES, 150 mM NacCl, 0,05% Tween 20, pH:7,4). A masodik kisérleti
elrendezésben a mintaoldathoz 150 pg/mL szabad tisztitott DNS-t (borji thymus DNS, Sigma-
Aldrich, Darmstadt, Németorszag) ¢s 50 pg/mL hisztont (borju thymus, TIII S, Calbiochem,
La Jolla, Ca, USA) adtunk imitalva a NET-ek jelenlétét (modositott CLA, mMCLA). A cfDNA

crer

crer

vizsgaltak a fibrinolizis kinetikdjara, tisztitott kisérleti koriilmények kozott (27). A
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plazmamintak megalvasztasat mindkét kisérleti elrendezésben az automata altal injektalt 210
mM CaCl,-ot tartalmazd (végkoncentracié: 21 mM) HEPES pufferrel inicialtuk. A mintak
abszorbancigjat 340 nm hulldmhosszon, 37°C-on detektaltuk TECAN Infinite m200
mikrolemez olvasé segitségével (TECAN Trading AG, Mannedorf, Svajc). Az alvadék-lizis
gorbék analizisét a Shiny App ClotlysisCL online kiértékelé szoftver segitségével végeztiik
(48). Mindkeét kisérleti modszer soran kapott turbidimetrias gorbék esetén a kovetkezo
paramétereket szamoltuk ki: maximalis abszorbancia, a maximalis abszorbancia eléréséhez
sziikséges 1d6, kiilonbozé idopontokban meghatarozott alvadék lizis idok (CLT): 10%CLT,
50%CLT, 90%CLT, és a gorbe alatti teriilet (CLA AUC). A kiilonb6z6 idépontokban
meghatarozott alvadék lizis idoket ugy hataroztuk meg, hogy a maximalis turbiditas 10, 50 vagy
90%-ahoz tartozo idépontok ill. a maximalis turbiditas elérését kdvetden a vonatkozo 10, 50
vagy 90%-0s abszorbancia csokkenés idépontok kozotti idotartamokat vettiik figyelembe
(10%CLT, 50%CLT és 90%CLT). Az analitikai pontossagot mindkét kisérleti elrendezés soran
meghataroztuk a Clinical and Laboratory Standards Institutes (CLSI dokumentum, EPO05-A3)
iranyelvei alapjan (83). A pontossag meghatdrozasa egészséges Onkéntesekt6l szarmazo
plazmamintakbdl tortént, a kisérleteket 20 napig végeztik 4 parhuzamosban mérve. A
sorozaton beliili és a laboratériumon beliili pontossdg meghatirozdsa soran a varidcios
koefficiens 8.6 és 8.9%-nak adddott, mindkét kisérleti beallitas soran. EQy egészséges dnkéntes
4 parhuzamos plazmamintdin elvégzett CLA ¢és modositott CLA mérés soran detektalt

reprezentativ turbidimetrias gorbék és fobb paramétereik az 7. abran lathatoak.
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7. dabra In vitro alvadék lizis modszer (CLA) és modositott in vitro alvadék lizis médszer,

hozzdadott cfDNA és hiszton jelenlétével (modositott CLA). Az dbran a CLA mérés alvadék
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lizis gorbéi (A) és a modositott CLA turbidimetrias gorbéi (B) ill. a gorbe f6bb paraméterei
lathatok. A kiilonbozd szinek ugyanazon plazmamintdnak a 4 parhuzamos mérését mutatjak egy
mérési sorozaton beliil. AUC, gorbe alatti teriilet; 10%CLT, 10% alvadék lizis id6; 50%CLT,
50% alvadeék lizis ido; 90%CLT, 90% alvadék lizis id6.

Specialis hemosztazis vizsgalatok

A kvantitativ D-dimer szintek meghatarozasa immunturbidimetrias médszerrel (Innovance D-
dimer) tortént BCS koagulométeren a gyari protokoll leirasat kovetve (Siemens Healthcare
Diagnostic Products, Marburg, Németorszag). Az a2-Pl aktivitds és a plazminogén aktivitas
meghatarozasa kromogén tesztek segitségével, a Siemens cég kereskedelmi forgalomban
kaphat6 modszereinek gyari protokolljat kovetve zajlott BCS koagulométeren. A plazmamintak
fibrinogén szintjének meghatarozasa Clauss modszer szerint tortént. A plazma Xlll-as faktor
aktivitas meghatarozasat ammonia felszabadulason alapulo eljarassal végeztiik kereskedelmi
forgalomban 1év6 reagens kit iranyelveit kovetve (REA-chrom FXIII kit, Reanalker, Budapest,

Magyarorszag).

Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai elemzésére a Statistical Package for Social Sciences (SPSS, 26.0 verzid,
Chicago, IL) és a GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Prism Inc., La Jolla, CA) szoftvereket
hasznaltunk. A tanulméany elemszdmanak meghatdrozasat a Casagrande, Pike €és Smith’s
madszer alapjan végeztiik. A mintaszdm kalkulaciok soran korabbi kdzlemények eredményeit
figyelembe véve legalabb 10%-0s valddi kiilonbséget feltételeztiink a vizsgalni kivant
kiilonb6z6é kimenetelti alcsoportok kozott (84). Az a értékét (I. tipusu hiba arany) 0.05-ben
allapitottuk meg, 0.80 statisztikai eré mellett. A kimenetelek feltételezett aranyat és legfeljebb
10%-os lemorzsolodasi aranyt feltételezve a legkisebb sziikséges csoportonkénti mintaszam 18
betegnek adodott. Az adatok normalitasanak meghatarozasa Shapiro-Wilk teszttel tortént.
Folyamatos valtozok esetén két csoport kozotti kiilonbség elemzésére normalitastol fliggden
Student-féle t-probat, vagy Mann-Whitney U tesztet alkalmaztunk, paros adatok esetén
parositott t-probat vagy Wilcoxon pdrositott tesztet hasznaltunk. Tobb csoport esetén
folyamatos valtozok Osszehasonlitdsira ANOVA tesztet Bonferroni post hoc teszttel, vagy

Kruskal-Wallis tesztet és a Dunn-féle post hoc tesztet hasznaltunk. A folytonos valtozok kozotti
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korrelaciok erdsségének meghatarozasdhoz Pearson vagy Spearman féle korrelacios
koefficienst alkalmaztunk. A kategorikus valtozok kozotti kiilonbségek vizsgalata y? teszttel
vagy Fisher-féle egzakt teszttel tortént. A modszerek diagnosztikai hatékonysaganak
jellemzésére ROC (receiver operating characteristics) analizist végeztiink. A CLA paraméterek
esetén a diagnosztikai hatarértékek meghatarozasa Youden-féle J index hasznalataval tortént.
A tesztekre jellemz6 szenzitivitas, specificitas, pozitiv prediktiv értékek (PPV), és a negativ
prediktiv értékek (NPV) kiszamitasa kontingencia tablazatok segitségével y? teszt vagy Fisher-
féle egzakt tesztek alapjan tortént. Kaplan-Meier modszert alkalmaztunk a modositott CLA
modszer paraméterei esetén megallapitott diagnosztikai hatarértékeknek megfelelden a betegek
tulélési gorbéinek vizsgalatara.

Binaris logisztikus regressziot hasznaltunk a funkciondlis kimenetel, valamint a terapia
asszocialt intrakranidlis vérzés fiiggetlen prediktorainak meghatérozasara. A regresszios modell
azokat a valtozokat tartalmazta, melyek az egyvaltozos statisztikai modellek esetén szignifikans
eltérést mutattak a kiilonb6zé kimenetelli csoportok kozott, vagy irodalmi adatok alapjan
lényeges tényezOnek bizonyultak. Valamennyi valtozd esetén torekedtiink dichotomizalt
paraméterek szerepeltetésére a statisztikai modellben. A logisztikus regresszido eredményeit
esélyhanyadosként (OR) és a vonatkozd 95%-0s konfidencia intervallum (95%CI)
hatarértékeiként tiintettilk fel. A p<0,05 értékek esetén tekintettik az eredményeket
statisztikailag szignifikansnak.
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EREDMENYEK

Intravénas trombolizis elott allo akut iszkémias stroke-ot elszenvedett

betegek in vitro alvadék lizis vizsgalatanak eredményei
Vizsgalati populacio

A vizsgalatba 231 konszekutiv AIS miatt intravénas trombolizisben részesiild beteg kertilt
bevalogatasra. A betegek alapadatait és a stroke kimeneteleit a 2. tablazat tartalmazza. Az AlS
betegek koranak medianja 67 (IQR: 50-76) év volt, 54,6%-uk férfi volt. A felvételkori NIHSS
medianja 7 (IQR: 4-11) volt. A tiinetek kialakuldsa és a kezelés megkezdése kozott ido
medianja 150 (IQR: 111-206) percnek adddott. A cerebrovaszkularis rizikok koziil az artérias
hipertonia volt a legnagyobb aranyban jelen. A betegek 44,1%-nal kedvez6 rovidtava kimenetel
volt megfigyelhetd, 3 honappal a kezelést kovetden pedig 45,5%-nak javult az allapota. A teljes
betegpopulacié  7,8%-nal, vagyis 18 fénél volt megfigyelhetd terapidval 0Osszefliiggd
intrakranidlis vérzéses szovOdmény, mely 6 esetben tiinetképzd, 12 esetben pedig nem

tiinetképzo komplikacio volt.

Betegszam, n 231
Kor, év 67 (50-76)
Férfi, n (%) 125 (54,6)
Stroke sulyossaga felvételkor, NIHSS 7 (4-11)
Cerebrovaszkularis riziké faktorok, n (%)
Artérias hypertonia 188 (81,4)
Pitvarfibrillacio 43 (18,6)
Diabetes mellitus 61 (26,4)
Hyperlipidémia 150 (64,9)
Dohanyzas 65 (28,1)
Korabbi stroke, TTA 56 (24,2)
BMI, kg/m? 28,3 6,3
Gyogyszerek korhazi felvételkor, n (%)
Vérnyomascsokkentd 118 (51,0)
Trombocitagatlo 87 (37,7)
Antikoagulans 15 (6,5)
Lipidcsokkent6 56 (24,2)

Antidiabetikum

36 (15,6)

Felvételkori laboratériumi paraméterek

INR

APTI, sec

Fehérvérsejt szam, G/L
Trombocitaszam, G/L
Szérum gliikéz, mmol/L
hsCRP, mg/L
Kreatinin, umol/L

0,99 (0,94-1,04)
27,4 (25,6-29,9)
8,14 (6,4-10,3)
227 (179-265)
6,6 (5,8-8,2)
2,9 (1,6-7,3)
74 (63-90)
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Fibrinogén, g/LL

D-dimer, mg/L

Plazminogén aktivitas, %
02-plazmin inhibitor aktivitas %

4,2 (3,5-4,8)

0,79 (0,50-1,47)

97 (87-110)
103 (92-110)

Stroke etiologidja (TOAST), n (%)

Nagyér atherosclerosis 90 (39,0)
Kisérbetegség 38 (16,5)
Kardioembolia 30 (13,0)
Egyéb/nem meghatarozott 73 (31,5)
Képalkotd eljardsok adatai, n (%)
ASPECTS felvételkor
0-7 4(2,2)
8-10 179 (97,8)
ASPECTS 24 6raval a trombolizis kovetoen
0-7 30 (16,6)
8-10 151 (83,4)
Trombolizis kezelés (i.v. -PA)
Trombolizis id6tartama, perc 62 £12
Tiinetek kezdetétdl a terapiaig eltelt id6, perc 150 (111-206)
r-PA dozisa, mg 66,3 +£18,1
Kimenetelek, n (%)
Rovidtava kimenetel (A NIHSS 7. napon) *
Kedvez6 (legalabb -4 pont vagy NIHSS=0) 97 (41,9)
Nincs valtozas (£3 pont) 78 (33,8)
Kedvezotlen (legaldbb +4 pont vagy halal) 17 (7,4)
Nem meghatarozott 21 (9,1)
Hosszutavua kimenetel (mRS, 90. napon) *
Kedvez6 (mRS 0-1) 104 (45,0)
Kedvezétlen (mRS 2-6) 89 (38,5)
Nem meghatarozott 20 (8,7)
Intrakranialis vérzés, ICH (ECASS 11, 24 6ra)
Nincs vérzés 213 (92,2)
aSICH 12 (5,2)
SICH 6 (2,6)

2. tablazat Akut iszkémias stroke-ot elszenvedd betegek klinikai alapadatai, és a trombolizis
kimenetele. Az adatok atlag+SD vagy medidn (interkvartilis tartomadny) értékekként vannak
feltiintetve. aSICH, aszimptomatikus intrakranialis veérzés;, APTI, aktivalt parcidlis
tromboplasztin ido; ASPECTS, Alberta Stroke Program Early CT Score; BMI, testtomeg index;
ECASS I, European Co-operative Acute Stroke Study-I1; AsCRP, nagy szenzitivitasu C-reaktiv
protein vizsgalat, ICH, intrakranialis vérzés; INR, nemzetkozi normalizalt rata; i.V.,
intravénas; mRS, modositott Rankin Skala; n, betegszam; NIHSS, National Institutes of Health
Stroke Scale; rt-PA, rekombindns széveti tipusu plazminogén aktivator, SICH, szimptomatikus
intrakranidlis vérzés; TIA, dtmeneti agyi iszkémidas roham, TOAST, Trial of ORG 10172 in
Acute Stroke Treatment, A felvételkori NIHSS nem volt elérhetd két személy esetén. *kivéve

terdpia-asszocialt vérzéses szovédményt elszenvedd betegek
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Sejten Kiviili szabad DNS (cfDNA) szintek, az AIS sulyossaga és kimenetelei

Megvizsgaltuk a betegek lizis el6tti CFDNA szintje és az AIS stlyossaga és kimenetelei kozotti
Osszefiiggéseket. A felvételkori cFDNA szintek és a stroke sulyossaga kozott 1épcsézetes
Osszefliggés volt megfigyelhetd (8.A abra). Azok a betegek, akik a felvételkor sulyosabb stroke-
ot szenvedtek, szignifikansan magasabb cfDNA szintekkel rendelkeztek a korhazba kertiléskor
enyhébb stroke-ot elszenvedett (NIHSS: 0-5) betegekhez képest. A stroke etiologidja és a
felvételkori CFDNA szintek k6zo6tt vizsgalataink soran nem talaltunk osszefliggést. A cfDNA
szintek szintén nem mutattak kapcsolatot a stroke kedvezd vagy kedvezétlen révidtava
kimenetelével (8.B abra). Ugyanakkor azok a betegek, akiknél kedvezd hossztava kimenetel
(mRS 0-1) volt megfigyelhetd, szignifikdnsan alacsonyabb cfDNA szintekkel rendelkeztek a
90 nappal az eseményt kovetéen kedvezdtlen kimenetelii betegekhez képest (8.C abra). A
terapiaval Osszefiiggd intrakranidlis vérzéses szovodményt elszenvedd betegek felvételkori
cfDNA szintjei nem tértek el szignifikansan azon betegek eredményeitdl, akiknél nem alakult

ki ez a komplikaci6 (8.D abra).
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8. dbra Az akut iszkémidas stroke (ALS) sulyossdaga, kimenetelei és a felvételkori szabad DNS
(cfDNA) szintjei kozotti osszefiiggések. A stroke felvételkori sulyossaga (A), révidtavi
funkcionalis kimenetele (B), hosszutavu funkciondlis kimenetele (C), az intrakranialis vérzéses
komplikaciok (D) és a felvételkori CEDNA szintek kozotti dsszefiiggések vizsgalata.

NIHSS, National Institutes of Health Stroke Scale; cfDNA, szabad DNS

A CLA paraméterek osszefiiggése a CfDNA szintekkel, az AIS silyossagaval és
kimeneteleivel

A vizsgalt betegcsoportban az 50%CLT paraméter és a stroke felvételkori stlyossaga kozott
Iépcsbzetes Osszefiiggés volt megfigyelhetd (9.A abra). Azok a betegek, akik felvételkor
stlyosabb stroke-ban szenvedtek szignifikdnsan alacsonyabb 50%CLT értékekkel rendelkeztek
az enyhébb stroke-ot szenvedett betegekhez képest. Hasonlo, szignifikdns kapcsolat volt
megfigyelheté a 10%CLT és a CLA AUC paraméterek esetén (3. tablazat). Annak ellenére,
hogy az 50%CLT és a cfDNA szintek is 1épcsozetes, azonban forditott osszefiiggést mutattak
a stroke felvételkori sulyossagaval, meglepé modon az 50%CLT és a cfDNA szintek nem
mutattak szignifikans korrelaciot egymassal (Spearman r= 0,072, 95%ClI: -0,069-0,209,
p=0,301).

NIHSS NIHSS NIHSS NIHSS P
0-5 6-10 11-15 >15
(n=93) (n=72) (n=42) (n=22)
CLA
maximalis 1,37 1,43 1,38 1,36 0282
abszorbancia (OD)  (1,26-1,51) (1,32-1,53) (1,23-1,53) (1,17-1,52) !
max. abszorbancia
eléréséhez sziikséges ® 5:}%7 0) © (1)?1’2 0) 8 (])'f)]’_g 0) (6 é}ig 0) 0,783
id6 (perc) ’ ’ ’ ’ v , , )
32,0 32,0 29,5 25,0
0 ) i) i) )
10%CLT (perc) (23,5-43,5) (19,0-42,5) (19,0-40,0) (190-320) 2038
46,5 41,0 37,0 31,5 0,006
0 ) i) i) ) )
S0%CLT (perc) (36,0-59,0) (26,0-62,0) (23,5-51,0) (23,5-38,0)  *0,009
81,0 78,5 70,0 72,0
0 ) i) i) )
0%CLT (perc) (62,0-1115)  (59,0-109,0)  (51,5-92,0) (55,0-040) 022
CLA AUC 27,41 27,68 24,70 24,25 0.024
(OD*perc) (22,63-33,04)  (22,60-3340)  (20,32-29,34)  (20,43-27,73) '
Modositott CLA (cfDNA és hiszton jelenlétében)
maximalis 1,41 1,47 1,41 1,40 0.26
abszorbancia (OD) (1,32-1,51) (1,35-1,57) (1,29-1,56) (1,19-1,55) '
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max. abszorbancia

eléréséhez sziikséges © (1).1]’_2 0) (7 é?ig 0) © é_lj’_(g) 0) 7 é_zig 5) 0,956
id6 (perc) ’ : ’ ’ , , , ,
35,0 38,0 30,5 275
0 1 ) 1 1
10%CLT (perc) (255-50,5)  (235-525)  (20,0-405) (205375 0042
49,0 455 40,0 36,0
0 1 1 1 1
S0%CLT (perc) (36,0-640)  (300-67.0)  (260-540)  (300-450) 018
85,0 84,5 755 81,5
0 1 ) 1 1
90%CLT (perc) (665-1080)  (640-117.0)  (54.0-880)  (635-07.0) 167
CLA AUC 28,18 29,01 26,58 25,84 0,023
(OD*perc) (22,83-34,74)  (2470-36,88)  (21,95-30,97) (21,74-29.71) O
Specifikus hemosztazis/fibrinolizis fehérjék
- 4,0 43 4,2 41 0,101
ﬁbrlnogen (g/L) (313_4’7) (3’7_419) (3’6_417) (315_4!6)
_ 0.7 0.8 0.9 13
D-dimer (mg/L) (0,5-1,3) (0,5-1,5) (0,5-1,6) ©06-22) 0198
plazminogén 101,0 98,0 92,0 87,0 0,011
aktivitas (%) (900-1130)  (89,0-110,0)  (840-107,0)  (81,0-96,0)  *0,017
- 103,0 104,0 103,0 98,0
- A 0 1 1 l l
o2-Plaktivitis O6)  (920-1120)  (920-1100)  (930-1090)  (850-1060) >

3. tablazat A stroke felvételkori sulyossdga és a CLA paraméterek, valamint a specifikus
fibrinolizis fehérjék kozotti osszefiiggés. Az adatok atlag=SD vagy median (interkvartilis
tartomany) értékekként vannak feltiintetve. a.2-Pl, a2- plazmin inhibitor;10%CLT, 10% alvadék
lizis ido; 50%CLT, 50% alvadék lizis id6; 90%CLT, 90% alvadeék lizis ido; CLA, alvadék lizis
teszt; CLA AUC, alvadék lizis teszt gorbe alatti teriilete; CEDNA, szabad DNS

*NIHSS 0-5 vs. NIHSS >15

A vizsgalatunk soran a CLA paraméterek nem mutattak Osszefiiggést a stroke rovid-illetve
hosszatavu kimeneteleivel (9. B, C abra). Szintén nem talaltunk kapcsolatot az 50%CLT és a
vérzéses komplikaciok kialakulasa k6zott a vizsgalt betegpopulacioban (9.D abra), azonban a
CLA AUC paraméter szignifikansan alacsonyabb volt a lizist kdvetden agyvérzett betegek
korében (4. tablazat). A TOAST kritériumok alapjan meghatarozott stroke etiologiaja és az
ASPECTS értékek nem mutattak Osszefiiggést a CLA eredményekkel (az adatokat nem
tiintettiik fel tablazatban).
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Nincs vérzés

Intrakranialis vérzés

(n=213) (n=18) P
CLA
maximalis abszorbancia (OD) 1,440.2 1,440,2 0,361
max. abszorbancia eléréséhez 10,5 12,3 0.866
sziikséges id6 (perc) (8,8-15,0) (7,5-16,7) ’
10%CLT (perc) 30,0 (19,5-40,0) 25,3 (19,1-42,9) 0,524
50%CLT (perc) 41,0 (28,9-57,5) 35,0 (26,6-53,3) 0,396
90%CLT (perc) 77,6 (57,9-108,0) 81,8 (53,0-108,0) 0,496
CLA AUC (OD*perc) 26,3 (22,1-32,4) 23,8 (18,3-27,3) 0,028
Moébdositott CLA (CFDNA és hiszton jelenlétében)
maximalis abszorbancia (OD) 1,4+0,2 1,4+0,2 0,149
max. abszorbancia eléréséhez 11,3 12,4 0892
sziikséges id6 (perc) (9,0-18,0) (6,9-19,0) !
10%CLT (perc) 33,0 (23,0-49,0) 24,3 (18,6-41,6) 0,111
50%CLT (perc) 45,0 (30,9-64,0) 32,5 (25,9-50,6) 0,034
90%CLT (perc) 84,0 (65,0-108,0) 81,8 (53,0-108,0) 0,512
CLA AUC (OD*perc) 28,3 (23,2-34,3) 24,1 (20,2-31,7) 0,005
Specifikus hemosztazis/fibrinolizis fehérjék
fibrinogén (g/L) 4,1 (3,5-4,7) 45 (3,8-5,1) 0,167
D-dimer (mg/L) 0,8 (0,5-1,4) 1,5(0,6-2,4) 0,029
plazminogén aktivitas (%) 97,0 (88,0-110,0) 89,0 (81,0-99,0) 0,023
a2-Pl aktivitas (%) 102,0 (92,0-110,0) 105,0 (96,0-108,0) 0,979

4. tablazat A terdpia asszocidlt intrakranidlis vérzéses szovodmények, az alvadék lizis teszt

paraméterek, és specifikus fibrinolizis fehérjék kozotti osszefiiggések vizsgalata. Az adatok

atlag+SD vagy median (interkvartilis tartomany) értékekként vannak feltiintetve. a2-Pl, o2-
plazmin inhibitor; 10%CLT, 10% alvadék lizis id6; 50%CLT, 50% alvadék lizis idé; 90%CLT,
90% alvadeék lizis ido, CLA, alvadék lizis teszt; CLA AUC, alvadék lizis teszt gorbe alatti

tertilete; cfDNA, szabad DNS
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9. dbra. Alvadék lizis vizsgdlat és az akut iszkémids stroke (ALS) sulyossdga, kimenetelei
kozotti osszefiiggések vizsgdlata. A stroke felvételkori sulyossaga (4), rovidtavu funkcionalis
kimenetele (B), hosszutavu funkcionalis kimenetele (C), az intrakranidlis vérzéses komplikaciok
(D) és a felvételkori 50%CLT kozotti osszefiiggések vizsgalata.

50%CLT, 50% alvadék lizis idd; CLA, alvadék lizis vizsgalat; NIHSS, National Institutes of
Health Stroke Scale; mRS, modifikalt Rankin Skadla

A modositott alvadék lizis modszer (modositott CLLA) paraméterei, az AIS sulyossaga és
kimenetelei kozotti osszefiiggések

Az AIS kialakuldsa soran az intracerebralis trombusban jelen 1évé allapotok jobb imitalasa
érdekében, modositottuk a CLA eljarast, ugy, hogy CfDNA-t és hisztont adtunk a
mintaoldatunkhoz (modositott CLA). A vizsgalatban felhasznalt cfDNA és hiszton
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koncentraciojuk alapjan valasztottuk ki. Ahogy az korabbi irodalmi adatok alapjan varhato volt,
a kisérleti rendszerhez hozzaadott CcFDNA és hiszton szignifikansan befolyasolta az alvadék
képzbdést, és elnyujtott alvadék lizist eredményezett (5. tablazat). A cfDNA és hiszton
jelenlétében elvégzett modositott CLA vizsgalatok soran kapott 50%CLT értékek medianja 4
perccel hosszabbnak bizonyult a teljes kohorszban a hagyomanyos CLA mérések

eredményeihez képest.

CLA Médositott CLA (cfDNA és

hiszton jelenlétében)

maximalis abszorbancia (OD) 1,39 +0,20 1,42 +0,19 <0,001
max. abszorbancia eléréschez 11,0 (8,3-15,0) 11,3 (9,0-18,0) 0,002
sziikséges 1d0 (perc)

10%CLT (perc) 30,0 (19,5-40,5) 32,3 (22,0-49,0) <0,001
50%CLT (perc) 41,0 (29,0-57,0) 45,0 (30,0-64,0) <0,001
90%CLT (perc) 76,0 (57,0-108,0) 83,0 (65,0-108,0) <0,001
CLA AUC (OD*perc) 26,1 (21,7-32,1) 27,8 (22,8-33,7) <0,001

5. tablazat Felvételkori alvadék lizis teszt paraméterek, szabad DNS (cfDNA) és hiszton
jelenlétében (modositott CLA) és anélkiil (CLA). Az adatok dtlag=SD vagy median
(interkvartilis tartomdny) értékekként vannak feltiintetve. CfDNA, szabad DNS; CLA, alvadék
lizis teszt, 10%CLT, 10% alvadék lizis ido; 50%CLT, 50% alvadék lizis ido; 90%CLT, 90%
alvadek lizis ido; CLA AUC, alvadék lizis teszt gorbe alatti teriilete

A hagyomanyos CLA mérések soran tapasztaltakhoz hasonloan, a modositott CLA vizsgalatok
eredményeként kapott 50%CLT paraméter és a stroke felvételkori stlyossaga kozott
lépcsbzetes Osszefliggés volt megfigyelhet6 (10.A abra), tovabba szignifikans Osszefiiggés volt
megfigyelhetd 10%CLT és a CLA AUC paraméterek esetében is a modositott CLA mérések
soran (3. tablazat). A hagyomanyos CLA méréshez hasonloan, a modositott CLA mérések
esetében is a sulyosabb stroke-ban szenvedd betegeknél Iényegesen rovidebb alvadék lizis volt
megfigyelhetd. A némileg varatlan eredmény magyarazata érdekében valamennyi mintabol
meghataroztuk a konszumpciora vagy fokozott fibrinolizisre utaldé specifikus hemosztazis
fehérjék, markerek szintjét (3. tablazat). Mig a fibrinogén szintek nem utaltak a stroke
stlyossagaval 0Osszefliggésben konszumpciora, érdekes méodon a plazminogén aktivitas
szignifikans [épcsdzetes csOkkenést mutatott sulyosabb stroke esetén. Ez a megallapitas
azonban nem magyardzza meg a rovidebb alvadék lizist stilyosabb stroke esetén. Bar nem érte

el a szignifikancia szintjét, a legstlyosabb stroke-ok (NIHSS>15) esetén az o2-Pl aktivitas
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csokkenése volt megfigyelhetd, mely elméletileg befolyasolhatta az alvadék-lizis
eredményeket.

Osszehasonlitva azokkal, akiknél sikertelen volt a trombolizis, a kedvezd rovidtava
kimenetellel rendelkez6 betegek szignifikansan rovidebb 50%CLT értékeket mutattak a
modositott CLA mérések soran (10.B abra). Ez a kiilonbség nem volt szignifikans abban az
esetben, ha a mérés nem tartalmazott hozzaadott CFDNAt és hisztont (9.B abra). A stroke
hosszutavi funkciondlis kimenetele é¢s a modositott CLA eredmények kozott nem taldltunk

szignifikans kapcsolatot (9.C abra).
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10. dbra Az akut iszkémids stroke (AIS) kimenetelei és a modositott alvadék lizis teszt (MCLA)
kozotti osszefiiggés. A stroke felvételkori sulyossdga (A), rovidtavu funkciondlis Kimenetele (B),
hosszutavu funkcionalis kimenetele (C) valamint az intrakranialis vérzéses komplikaciok (D) és
az 50% CLT kozotti osszefiiggések a modositott CLA vizsgalat soran.

50%CLT, 50% alvadék lizis id6; mCLA, mddositott alvadék lizis teszt; NIHSS, National
Institutes of Health Stroke Scale; mRS, modifikadlt Rankin Skdla
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A terapiaval Osszefiiggd intrakranialis vérzéses szovOodmény eldéforduldsa szignifikans
Osszefliggést mutatott a CLA paraméterekkel, ha a mérés tartalmazott CFDNA-t és hisztont
(10.D abra, 4. tablazat). Azok a betegek, akik a lizist kovetden intrakranialis vérzést szenvedtek,
szignifikansan rovidebb 50%CLT értékekkel rendelkeztek a mddositott CLA vizsgalat soran,
azon betegekhez képest, akiknél nem alakult ki vérzéses komplikacio. A modositott CLA
vizsgalat egyes paraméterei kozott azonban nem volt kiilonbség a szimptomatikus ill. az

aszimptomatikus vérzéses komplikaciok esetén.

A modositott CLA médszer diagnosztikai hatékonysaga a terapia-asszocialt vérzés ill. a
rovidtavu kimenetel vonatkozasaban AIS betegekben

A modositott CLA moédszer diagnosztikai hatékonysagat dsszevetettiik a hagyoméanyos CLA
modszer diagnosztikai hatékonysagaval, a terapia-asszocialt vérzés ill. a rovidtava kimenetel
vonatkozasaban. A ROC analizis eredménye azt mutatta, hogy a CFDNA és hiszton hozzaadasa
a mintaoldathoz jelentdsen javitotta a CLA diagnosztikai teljesitményét mindkét kimenetelre
vonatkoztatva. A diagnosztikai teljesitmény javulasa leginkabb az 50%CLT paraméter esetében
volt kiemelkedd a lizist kdvetd ICH eldrejelzésében (ROC AUC DNS és hiszton jelenléte
nélkiil: 0,56; 95%CI: 0,43-0,69; p=0,371; ROC AUC DNS ¢és hiszton jelenlétében: 0,66;
95%Cl: 0,54-0,78; p=0,024). Az Gsszes teszt paraméter koziil a CLA AUC mutatta a legjobb
diagnosztikai teljesitményt a lizist kovetd ICH megjoslasara a modositott eljaras soran (ROC
AUC cfDNA és hiszton jelenlétében: 0,69; 95%CI: 0,59-0,80; p=0,006). A ROC analizis soran
meghatarozott optimalis kiiszobérték (29,9 OD*perc) alapjan a mddositott CLA modszer AUC
paramétere kiemelkedden magas negativ prediktiv értéket mutatott a trombolizis utan kialakulo6
ICH el6rejelzésére (97,9%; 95%CIL: 92,7-99,8%) (6. tablazat). A rovidtava kimenetel
elorejelzését illetben, a CFDNA és hiszton hozzdadasa szignifikansan javitotta ugyan a
diagnosztikai hatékonysagot, de a vizsgalat teljesitménye szerény maradt (50%CLT paraméter
cfDNA és hiszton nélkiil, ROC AUC: 0,57; 95%CI: 0,49-0,65; p=0,082; 50%CLT paraméter
cfDNA és hiszton hozzaadasaval ROC AUC: 0,61; 95%Cl: 0,53-0,69; p=0,008).
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Kimenetel Paraméter, Kiiszob-  Specificitas % Szenzitivitas % NPV, % PPV, % LR
egység érték (95%Cl) (959%Cl) (95%C1)  (95%CI)  (95%CI) P
CLA
,, 50%CLT 66,7 49,5 57,1 59,5 1,96
K tl ] ] ] ] ] ]
RedvezOtien perc 450 (56.3-76,0) (39.1-50.9)  (47,5-66,5) (47.9-704)  (1,09-351) 002
tgggsg e cLa AUC, »7 7 62,5 52,6 57.1 58,1 1,85 0,035
OD*perc ' (52,0-72,2) (42,1-63,0) (47,1-66,7)  (47,068,7)  (1,04-3,30) ’
50%CLT, 200 56,8 61,1 945 10,7 2,07 0.142
Vérgéses perc ' (49,9-63,6) (35,8-82,7) (89,1-97,8)  (55-183)  (0,77-5,54) ’
szovédmény o) A AuC, 283 418 88,9 97,8 11,4 5,74 0011
OD*perc ' (35,1-48,7) (65,3-98,6) (92,3-99,7)  (6,7-17.9)  (1,29-25,6) ’
Modositott CLA (cfDNA és hiszton jelenlétében)
Kedvezétlen 50%CLT, 440 55,2 64,2 60,9 58,7 221 0,007
vidthvi perc (44,7-65,4) (53,7-73,8) (49,9-712)  (48,6-68,2)  (1,34-3,95)
k!me”et,/lt . CLAAUC, 254 44,8 73,7 63,2 56,9 227 0.007
ines valtozas — op*perc ' (34,6-55,3) (63,7-82,2) (50,7-74,6)  (47,7-65,8)  (1,24-4,18) ’
50%CLT, 200 62,0 66,7 95,7 12,9 3.26 0017
Vergéses perc ' (55,1-68,5) (41,0-86,7) (90,8-98,4)  (6,8-215)  (1,18-9,02) ’
szovédmeény o A AuC, 2.9 44.1 88.9 97.9 11,9 6,32 0,006
OD*perc ' (37,4-51,1) (65,3-98,6) (92,7-99,8)  (7,0-185)  (1,42-28,17) ’
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6. tabldazat A relevins alvadék lizis teszt paraméterek diagnosztikai teljesitménye szabad DNS
(cfDNA) és hiszton jelenlétében (modositott CLA) vagy nélkiile (CLA), és dsszefiiggésiik a
trombolitikus terdpia biztonsdagossdagdval és rovidtavii kimenetelével. A diagnosztikai
teljesitményt a Youden index szerinti optimalis kiiszobértéket alapul véve hataroztuk meg.
95%CI, 95% konfidencia intervallum; cfDNA, szabad DNS; CLA, alvadék lizis teszt; CLA
AUC, alvadek lizis teszt gorbe alatti teriilete; 50%CLT, 50% alvadeék lizis ido; LR,
valosziniiségi hanyados (likelihood ratio); NPV, negativ prediktiv érték; PPV, pozitiv prediktiv
érték, (ROC analizis, y*teszt vagy Fisher-féle egzakt teszt)

A kovetkez6kben megvizsgaltuk, hogy a CLA paraméterek fiiggetlen prediktorai-e a
trombolizis kimenetelének. A backward binaris logisztikus regressziés modell, - mely
tartalmazta az életkort, a nemet, emelkedett felvételkori NIHSS értékeket, specifikus
hemosztazis/fibrinolizis fehérjéket: fibrinogén, D-dimer, plazminogén aktivitas, a2-P| aktivitas
szinteket, az 50%CLT és CLA AUC paramétereket mindkét mddszer esetében, feltarta, hogy a
modositott CLA moddszer soran megfigyelt megnyult 50%CLT paraméter (> 44 perc) szerény,
de fiiggetlen prediktora a rekanalizaci6 sikertelenségének (az NIHSS 7. napi valtozasa alapjan
értékelve) (7. tablazat). Masfeldl egy masik regresszios modellben, a modositott CLA mérés
soran kapott alacsony mMCLA AUC (<29,9 OD*perc) paraméter a terapia asszocialt vérzéses
szovodmények szignifikans, fiiggetlen prediktoranak bizonyult (OR: 5,85; 95%CI: 1,24-27,7,
p=0,026). Ezen paraméter mellett csak a felvételkor kapott NIHSS>15 érték maradt a step-wise
backward regresszidos modellben, mint az ICH filiggetlen elérejelzdje (OR: 5,32; 95%CI: 1,69-
16,75; p=0,004).
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OR 95%ClI p

Kedvezotlen rovidtava kimenetel *
MCLA 50%CLT (cfDNA és hiszton jelenlétében)

2,19 1,17-4,11 0,015

(>44,0 perc)
Terapiaval dsszefiiggd ICH jelenlétet
NIHSS>15 5,32 1,69-16,75 0,004
Fibrinogén 1,52 1,00-2,284 0,050
MCLA AUC (cfDNA és hiszton jelenlétében)
(<29.9 OD*perc) 5,85 1,24-27,70 0,026

7. tablazat A kedvezotlen rovidtavi kimenetel és a terdpidaval osszefiiggd intrakranidlis vérzés
fiiggetlen prediktorai az akut iszkémids stroke-ot elszenvedett betegpopuldcioban.
A backward t6bbszords logisztikus regresszios analizis utolso lépése alapjan.

*A kedvezdtlen rovidtavii kimenetelt az NIHSS minimum 4 pontos valtozasa alapjan hataroztuk
meg az eseményt kéveto 7. nmapon. AZ intrakranidlis vérzést szenvedo betegeket az eltérd
patologia miatt nem vettiik figyelembe az analizis soran. A backward tobbszoros regresszios
modell a kévetkezéket tartalmazta: kor, nem, NIHSS felvételkor, BMI, fibrinogén, D-dimer,
plazminogén aktivitas, a.2-plazmin inhibitor aktivitas, 50%CLT (kiiszobérték: >45 perc) 50%CLT
CfDNA és hiszton jelenlétében (kiiszobérték: >44 perc), CLA AUC (kiiszobérték: >27,7
OD*perc), mCLA AUC cfDNA és hiszton jelenlétében (kiiszobérték >25,4 OD*perc),

FA backward tobbszords regresszios modell a kévetkezdket tartalmazta: kor, nem, NIHSS
felvételkor, BMI, artérids magasvérnyomads, hyperlipidémia, fibrinogén, D-dimer, plazminogén
aktivitas, o.2-plazmin inhibitor aktivitas, 50%CLT (kiiszobérték: <39 perc), 50%CLT cfDNA és
hiszton jelenlétében (kiiszobérték: <39 perc), CLA AUC (kiiszobérték: <28,3 OD*perc), mCLA
AUC cfDNA és hiszton jelenlétében (kiiszobérték: <29,9 OD*perc),
cfDNA, szabad DNS; CLA AUC, alvadék lizis teszt gorbe alatti teriilete; 95%CI, 95%
konfidencia intervallum; 50%CLT, 50% alvadék lizis ido;, ICH, intakranidlis vérzés; mCLA
AUC, maodositott alvadék lizis teszt gorbe alatti teriilete; NIHSS, National Institutes of Health

Stroke Scale; OR, esély hanyados
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Nem traumas vérzéses stroke-ot elszenvedett betegek in vitro alvadék lizis
vizsgalatanak eredményei

Vizsgalati populacié

Az IRONHEART tanulmanyban 89 konszekutiv, nem traumas ICH-t elszenvedett beteget
vizsgaltunk a Debreceni Egyetem Neurologiai Klinikajaval kollaboralva. A vizsgélat soran egy
beteget kizartunk a tanulmanybol, mivel a kérhazba keriilést kdvetden SARS-CoV2 fert6zés
jelenlétét igazoltak nala. Egy masik betegnél 25 nappal az eseményt kovetéen alakult ki
koronavirus fertézés, ezért a hosszutava kovetési periodusbol szarmazéd adatok feldolgozasa
soran ezen beteg eredményét nem vettiik figyelembe. A betegek alapadatait, képalkoto
eljarasok eredményeit €s a stroke kimeneteleit a 8. tdblazat tartalmazza. Az ICH betegek atlag
¢letkora 68 (= 11,6) év volt, a betegek 64%-a férfi volt. A felvételkori NIHSS medianja 14
(IQR: 8-20), a median ICH score 1 (IQR: 1-3) volt. A cerebrovaszkularis riziké tényezok koziil
az artérias magasvérnyomas volt a legnagyobb aranyban jelen (96,6%). A koagulacios
sziir6tesztek és a fibrinogén szintek eredményei nem utaltak hemorrhagias diathesisre egyetlen
betegnél sem. A felvételkori becsiilt vérzésvolumen érték medianja 20,0 cm3-nek (IQR: 3,7-
48,0 cm®) adodott, és 46 betegnél (51,7%) alakult ki intraventrikularis hemorrhagia. A
betegpopulacidé mortalitdsa az elsé 14 napban 29,0% volt, mely 43,8%-ra nétt 90 nappal az

eseményt kovetden.

Betegszam, n 89
Kor, év 68 £11,6
Férfi, n (%) 57 (64,0)
Stroke sulyossaga felvételkor, NIHSS, 14 (8-20)
Stroke stlyossaga tavozaskor, NIHSS, 19 (8-43)
ICH score, 1(1-3)
Glasgow coma skala 13 (9-14)
Cerebrovaszkularis riziko faktorok, n (%)
Artérias hypertonia 86 (96,6)
Pitvarfibrillacio 11 (12,4)
Diabetes mellitus 39 (43,8)
Hyperlipidémia 48 (53,9)
Dohanyzas 15 (16,9)
BMI, kg/m? 27,0 (24,1-31,9)
Felvételkori laboratoriumi paraméterek
INR 0,97 (0,93-1,05)
APTI, sec 27,7 (25,4-31,2)
Fehérvérsejtszam, G/L 8,6 (6,7-11,5)
Trombocitaszam, G/L 226 (170-265)
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Szérum gliik6z, mmol/L

hsCRP, mg/L

Kreatinin, umol/L

Fibrinogén aktivitas, g/L
Plazminogén aktivitas %
02-plazmin inhibitor aktivitas %
FXIII aktivitds %

7.6 (6,0-10,4)
2,7 (1,2-6,5)
69,0 (61,0-84,5)
3,8 (3,1-4,4)
110 (100-122)
107 (98-113)
166 (139-176)

Képalkotd eljardsok adatai, n (%)

Hydrocephalus jelenléte felvételkor

Nincs 59 (66,3)
Hydrocephalus externa 2(2,2)
Hydrocephalus interna 21 (23,6)
Mindketté 7(7,9)
ICH féltekei lokalizacigja felvételkor
Bal félteke 44 (49,4)
Jobb félteke 41 (46,1)
Bilateralis 4 (4,5)
Intraventrikularis vérzés jelenléte felvételkor
Nincs 43 (48,3)
Subarachnoidealis 11 (12,4)
Oldals6 kamrak 8(9,0)
I11. kamra 1(1,1)
IV. kamra 1(1,1)
Kombinalt 25 (28,1)
Infratentorialis eredet
Igen 4 (4,5)
Nem 85 (95,5)
Becsiilt vérzésvolumen érték, cm?®
Felvételkor 20,0 (3,7-48,0)
14. napon 10,0 (2,8-27,0)
90. napon 0(0,0-2,4)
Kimenetelek, n (%)
Halal a 14. napig 26 (29,0)
Hosszuatava kimenetel (mRS, 90. napig)
Kedvez6 (mRS 0-1) 15 (16,9)
Kedvezétlen (mRS 2-5) 32 (36,0)
Halal (mRS 6) 39 (43,8)
Nem meghatarozott 3(3,3)

8. tablazat Nem traumds intracerebrdlis vérzést elszenvedett betegek Klinikai alapadatai, és

kimenetelei.

Az adatok dtlag+SD vagy median (interkvartilis tartomany) értékekként vannak feltiintetve.

APTI, aktivalt parcidalis tromboplasztin idé;, BMI, testtomeg index;, FXIII, XIII-as faktor;

hsCRP, nagy szenzitivitasu C-reaktiv protein vizsgalat; ICH, intrakranialis vérzés, INR,

nemzetkozi normalizalt rata; IOR, interkvartilis tartomany; i.N.; intravénds; mRS, modifikalt

Rankin Skala; NIHSS, National Institutes of Health Stroke Scale
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In vitro CLA és modositott CLA vizsgalat ICH betegekben

A vartnak megfeleléen az alvadék lizis paraméterek (maximadlis abszorbancia, 10%CLT,
50%CLT, CLA AUC) szignifikdns megnytlasa volt megfigyelhet6, ha a CLA rendszerhez
cfDNA-t és hisztont adtunk (9.tablazat).

CLA Madositott CLA p
(cfDNA és hiszton
jelenlétében)

maximalis abszorbancia (OD) 1,41 (1,30_1,59) 1,42 (1,32-1,60) 0,001
max. abszorbancia eléréséhez

sziikséges id6 (perc) 10,5 (9,0-14,0) 11,5 (8,0-15,0) 0,906
10%CLT (perc) 23,5 (15,5-33,0) 25,5 (18,5-35,0) 0,023
50%CLT (perc) 34,5 (24,5-44,0) 35,5 (28,0-49,5) 0,012
90%CLT (perc) 76,0 (66,0-87,0) 75,0 (68,0-87,0) 0,254
CLA AUC (OD*perc) 24,2 (18,4-28,3) 25,2 (19,6-30,0) 0,004

9. tablazat Alvadék lizis teszt paraméterek CEDNA és hiszton jelenlétében (maodositott CLA)
és nélkiile (CLA) a nem traumads intracerebradlis vérzést elszenvedett betegek populdcidjaban.
Az adatok medidn (interkvartilis tartomadny) értékekként vannak feltiintetve. 10%CLT, 10%
alvadék lizis ido; 50%CLT, 50% alvadék lizis idé; 90%CLT, 90% alvadék lizis idS; cfDNA,
szabad DNS; CLA, alvadék lizis id6 teszt; CLA AUC, alvadék lizis id6 teszt gorbe alatti teriilete

Ezt kovetden Osszehasonlitottuk az ICH betegek CLA ill. moédositott CLA paramétereit
egészséges Onkéntesek plazmamintaibol meghatarozott lizis id6 paraméterekkel (10. tablazat).
A vartnak megfeleléen az ICH betegek szignifikdnsan rovidebb lizis iddvel rendelkeztek az
onkéntesek alvadék lizis idejéhez viszonyitva. A vérzéses stroke-ot elszenvedett betegek esetén
azt tapasztaltuk, hogy az alvadékképzddés szignifikansan gyorsabb volt az in vitro kisérletek
soran, valamint a kialakult alvadék rt-PA indukalta lizise is gyorsabban végbement az

egészséges egyének alvadékainak liziséhez képest.
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Egészséges ICH p
onkéntesek betegek
Betegszam, n 29 89
Kor, ¢v, 44 +11,7 68 +11,6 <0,001
Férfi, n (%) 8 (27,6) 57 (64,0) 0,017
CLA
maximalis abszorbancia (OD) 1,3(1,2-1,4) 1,4 (1,3-1,6) 0,006
max, abszorbancia elérésehez 18,5 (13,0-29,0) 10,5 (9,0-14,0)  <0,001
sziikséges 1do6 (perc)
10%CLT (perc) 49,0 (14,5-60,0) 23,5 (15,5-33,0) 0,006
50%CLT (perc) 73,6 (59,5-102,0) 34,5 (24,5-44,0)  <0,001
90%CLT (perc) 106,0 (85,0,0-136,5) 76,0 (66,0-87,0)  <0,001
CLA AUC (OD*perc) 41,0 (34,5-47,0) 24,2 (18,4-28,3)  <0,001
Modositott CLA (cfDNA és hiszton jelenlétében)
maximalis abszorbancia (OD) 1,32+0,15 1,4 (1,3-1,6) 0,002
max, abszorbancia eléréschez 24,0 (16,0-34,5) 11,5(8,0-150)  <0,001
sziikséges 1d6 (perc)
10%CLT (perc) 57,0 (21,5-71,5) 25,5 (18,5-35,0) 0,001
50%CLT (perc) 89,0 (70,0-111,5) 35,5 (28,0-49,5)  <0,001
90%CLT (perc) 119,0 (100,0-1455) 75,0 (68,0-87,0)  <0,001
CLA AUC (OD*perc) 43,0 (37,9-51,4) 252 (19,6-30,0)  <0,001

10. tdblazat Az egészséges dnkéntesek és a nem traumds intracerebrdlis vérzéses stroke-ot
(ICH) elszenvedo betegek alapadatainak, és alvadék lizis (CLA, mCLA) paramétereinek
osszehasonlitasa. Az adatok atlag=SD vagy median (interkvartilis tartomany) értékekkent
vannak feltiintetve. 10%CLT, 10% alvadék lizis idé, S0%CLT, 50% alvadék lizis idé; 90%CLT,
90% aladék lizis idd; cfDNA, szabad DNS; CLA, alvadék lizis teszt; CLA AUC, alvadék lizis

teszt gorbe alatti teriilete; |\CH, intracerebralis vérzéses stroke; MCLA, modositott alvadék lizis

teszt

Kovetkezd 1épésként megvizsgaltuk a betegek hagyomanyos CLA paraméterei és a kialakult
stroke sulyossaga és az el6z6ekben meghatarozott kimenetelek kozotti dsszefiiggéseket (11.,

12., 13. tablazatok). A stroke stulyossaga és a konvencionalis CLA paraméterek kozott nem

talaltunk szignifikéns kiilonbséget a vizsgalt betegpopulacidban (11. tablazat).
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NIHSS NIHSS
0-10 >10 P

maximalis abszorbancia (OD) 1,51+0,28 1,42 +£0,21 0,081
max, abszorbancia eléréschez 12,0 (9,0-16,5) 10,0 (80-135) 0,101
sziikséges 1d0 (perc)

10%CLT (perc) 27,0 (18,0-35,5) 22,0 (15,5-33,0) 0,169
50%CLT (perc) 39,0 (26,0-45,5) 31,5 (24,5-45,0) 0,430
90%CLT (perc) 77,0 (57,5-87,0) 76,0 (69,0-87,0) 0,759
CLA AUC (OD*perc) 24,4 (20,5-31,7) 24,0 (18,2-28,1) 0,284

11. tablazat A stroke sulyossdaga és az alvadék lizis paraméterek kozotti osszefiiggések.

Az adatok dtlag +£SD és medidan (interkvartilis tartomadny) értékekként vannak feltiintetve.
10%CLT, 10% alvadeék lizis ido; 50%CLT, 50% alvadék lizis ido; 90%CLT, 90% alvadék lizis
ido; CLA, alvadék lizis ido teszt; CLA AUC, alvadék lizis ido teszt gorbe alatti teriilete; NIHSS,
National Institutes of Health Stroke Scale

Megvizsgalva a hagyomanyos CLA paraméterek és a stroke 14 napos mortalitdsa (12. tdblazat)

ill. a hosszatava funkcionalis kimenetele kozotti kapcsolatot (13. tablazat), nem talaltunk

szignifikans kiilonbséget a kiilonbdzé kimeneti csoportok kozott.

Modositott CLA paraméterek osszefiiggése az ICH kimeneteleivel

A hagyomanyos CLA vizsgalattal szemben a modositott CLA soran szignifikansan révidebb
10%CLT értékeket detektaltunk a sulyosabb stroke-ot (NIHSS>10) elszenvedd betegek esetén,

az enyhébb stroke-kal (NIHSS 0-10) beérkez6 betegekhez képest (11.A abra).
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11. dbra A modositott alvadék lizis vizsgalat (mCLA) és a nem traumads intracerebralis stroke
(ICH) sulyossdga és kimenetelei kozotti dsszefiiggés. Az modositott CLA mérés sordn a
10%CLT értékek alakulasa az ICH felvételkori sulyossaga (4), a betegek ICH score értéke (B),
a rovidtavu haldalozasi adatok (C) és a hosszutavi funkciondlis kimenetel (D) szerint.
10%CLT, 10% alvadék lizis ido; \CH, intracerebralis verzés; mMCLA, modositott alvadék lizis
teszt; mRS, modifikalt Rankin Skdla; *p <0,05

Hasonloan, szignifikdnsan rovidebb alvadék lizis volt megfigyelheté a modositott CLA
mérések soran a magasabb ICH pontszamu, kedvezdtlenebb prognézisu betegeknél (ICH score
2-5) (11.B abra). A 14. napig elhunyt betegek esetén szignifikdnsan rovidebb 10%CLT
értékeket detektaltunk az Gj modszer alkalmazasakor (11.C abra, 12. tablazat), a 10%CLT érték
medianja 9,5 perccel révidebb volt esetiikben az eseményt koveté 14. napig talélokhoz

viszonyitva (p=0,037). A mddositott CLA paraméterek mellett a felvételkori NIHSS, az INR,
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a dohanyzas, és a trombocitaszam szintén Osszefliggést mutatott a 14. napig bekdvetkezett

halalozassal (12. tablazat).

I 14. napig
14. “?ggg;‘)“e'“k elhaldloztak p
(n=26)
Kor, év 67+12 71£10 0,082
Férfi, n (%) 29 (46) 10 (39) 0,474
Stroke sulyossaga felvételkor, NIHSS 11 (5-17) 19 (16-23) <0,001
Cerebrvaszkularis rizikd faktrok, n (%)
Artérias hypertonia 59 (94) 26 (100) 0,552
Pitvarfibrillacio 7(11) 3(12) 0,999
Diabetes mellitus 24 (38) 14 (54) 0,191
Hyperlipidémia 34 (54) 14 (54) 0,932
Dohanyzas 14 (22) 2(8) 0,032
BMI, kg/m? 27,1 (23,3-32,4) 26,9 (25,4-30,6) 0,810
Felvételkori laboratériumi paraméterek
INR 0,96 (0,93-1,00) 1,02 (0,96-1,68) 0,009
APTI, sec 27,7 (25,4-30,1) 28,3 (25,1-36,5) 0,430
Fehérvérsejtszam, G/L 8,6 (6,5-11,2) 9,3 (6,9-12,0) 0,538
Trombocitaszam, G/L 238 (172-283) 203 (167-242) 0,049
Szérum gliikéz, mmol/L 7,3 (5,8-9,7) 8,2 (6,5-11,4) 0,094
hsCRP, mg/L 3,2 (1,2-7,1) 2,4 (1,3-3,8) 0,373
Kreatinin, umol/L 69 (60-82) 76 (62-95) 0,326
Fibrinogén, mg/ml 4,0 (3,2-4,6) 3,4 (2,9-4,2) 0,086
Plazminogén aktivitas % 112 (97-123) 107 (103-114) 0,212
a2-plazmin inhibitor aktivitas % 107 (99-113) 105 (94-114) 0,422

FXIII aktivitas %

CLA paraméterek
maximalis abszorbancia (OD)
max, abszorbancia eléréséhez
sziikséges 1d0 (perc)

167 (147-175) 161,5 (132-177) 0,414

1,40+0,25
10,5 (9,0-13,0)

1.41£0.21 0,318
11,0 (9,0-15,0) 0,592

109%CLT (perc) 24,0 (15,5-33,0) 22,0 (16,5-350) 0,874
50%CLT (perc) 350 (26,5-43,0)  38,0(24,0-49,0) 0,442
90%CLT (perc) 75,0 (69,0-87,0) 78 (62,0-84,0) 0,773
CLA AUC (OD*perc) 24,1 (18,5-29,1)  245(183-281) 0,987

Moédositott CLA (cfDNA és hiszton jelenlétében)

maximalis abszorbancia (OD) 1,48 0,25 1,41+0,21 0,374
max. abszorbancia eléréséhez 11,5 (8,0-15,0) 10,0 (8,0-14,0) 0,724
sziikséges id0 (perc)

10%CLT (perc) 30,0 (22,0-37,5) 20,5 (18,0-30,0) 0,037
50%CLT (perc) 39,0 (28,0-51,0) 34,0 (27,5-45,5) 0,491
90%CLT (perc) 76,5 (69,0-87,0) 74,0 (61,0-82,5) 0,179
CLA AUC (OD*perc) 25,6 (19,8-31,5) 24,1 (20,3-28,5) 0,459

12. tdablazat ICH betegek felvételkori alapadatainak, laboratoriumi paramétereinek és

alvadék lizis paramétereinek osszefiiggése a 14. napig bekovetkezd haldlozdssal. Az adatok

atlag=SD vagy median (interkvartilis tartomany) értékekként vannak feltiintetve. 10%CLT,

10% alvadeék lizis ido; 50%CLT, 50% alvadék lizis ido; 90%CLT, 90% alvadék lizis idé; APTI,
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aktivalt parcidlis tromboplasztin idé; BMI, testtomeg index, FXIII, XIII-as faktor; hsCRP, nagy
szenzitivitasu C-reaktiv fehérje meghatdarozas, INR, nemzetkozi normalizalt rata; mCLA,

modositott alvadek lizis teszt; mCLA AUC, modositott alvadék lizis teszt gorbe alatti teriilete

Hasonloan a rovidtdva kimenetelhez, a hosszatava funkcionalis kimenet is szignifikans
Osszefliggést mutatott a CLA paraméterekkel, ha cFDNA-t és hisztont is adtunk a rendszerhez
(11.D abra, 13. tablazat). Azok a betegek, akik meghaltak, vagy kedvezOtlen hosszatavu
kimenetellel (mRS>2) rendelkeztek az eseményt koveté 3 honapon beliil, szignifikansan
rovidebb felvételkori CLA paraméterekkel rendelkeztek, azokhoz a betegekhez képest, akiknél
kedvez6 hosszutava kimenetel alakult ki. A moédositott CLA paraméterek mellett, a felvételkori

NIHSS, a BMI, az INR ¢és a trombocitaszam is dsszefliggést mutatott a 90 napos kimenetellel.

mRS0-1 MRS 2-5 E’l‘l':lzg )
(n=15) (n=32) (n=39)
Kor, év 64+12 67£13 71£10 0,054
Férfi, n (%) 10 (67) 21 (66,0) 28 (72) 0,920
<0,001
Stroke stlyossaga felvételkor, ) ) i §<0,001
NIHSS 5 (4-6) 13 (10-17) 19 (15-23) #<0,001
10,015
Cerebrvaszkularis riziké faktrok, n (%)
Artérias hypertonia 13 (87) 32 (100) 39 (100) 0,060
Pitvarfibrillacio 0 (0) 5 (16) 5(13) 0,283
Diabetes mellitus 6 (40) 12 (38) 20 (51) 0,541
Hyperlipidémia 11 (73) 14 (44) 23 (59) 0,095
Dohanyzas 5(33) 6 (19) 4 (10) 0,109
0,012
23,6 30,2 27,1 ’
BMI, kg/m? ’ ’ ’ §0,037
(21,5-26,0)  (25,0-33,2) (25,4-31,6) #0011
Felvételkori laboratoriumi paraméterek
INR 0,96 0,95 1,01 0,029
(0,94-0,99)  (0,91-0,99) (0,94-1,21) 10,033
27,6 28,0 27,9
APTI, sec (25729,6)  (24,8-30,4)  (25,4-33,3) 0,822
o 6,9 8,8 8,8
Fehérvérsejtszam, G/L (6,5-9.4) (7,6-12,3) (6,7-11,4) 0,315
o 250 253 200 0,032
Trombocitaszim, G/L (158-273)  (209-288)  (168-243) #0027
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) ., 7,4 7,3 1,7
Szérum gliikéz, mmol/L (5,5-11,2) (6,0-0.8) (6,3-11,2) 0,563
15 4,2 2,7
hsCRP, mg/L 07-41) (1381  (1.27.0) 0193
- 70 68 72
Kreatinin, umol/L (54-88) (55-83) (64-88) 0,478
o 4,0 3,8 3,5
Fibrinogén, mg/ml (3,2-4,3) (3,3-4.,6) (3,0-4.,5) 0,339
Plazminogén aktivitas % (9§_Ji]'23) (10]6{']3_32) (10]?;(_)]7_ 17) 0,456
02-plazmin inhibitor aktivitas % (9;_(:)[309) (1021% 15) © 61—(;.51 4) 0,135
.. 160 174 165
Aq O
FXIII aktivitas % (138-175) (160-180) (141-178) 0,071
CLA paraméterek
maximalis abszorbancia (OD) (115?15 7) (1]:'3’_A'f 6) (1]5?5 6) 0,904
max, abszorbancia eléréséhez 12,0 9,5 10,5 0589
szlikséges id6 (perc) (8,5-16,5) (9,0-12,0) (9,0-15,0) ’
28,5 21,0 22,0
0 i) ) i)
10%CLT (perc) (175-365 (150-27,0)  (16,5-35,0) 0,231
39,0 29,0 31,5
0 i) ) i)
S0%CLT (perc) (27,5-485)  (21,0-435)  (25,0-48,0) 0.176
81,0 75,0 77,0
0 i) ) i)
0%CLT (perc) (57,5-885) (69,0-87,0)  (63.0-87,0) 0,971
24,5 21,9 24,1
* ) l [
CLA AUC (OD*perc) (22,0-381)  (17,8-29.3)  (19,3-28,3) 0,340
Modositott CLA (cfDNA és hiszton jelenlétében)
maximalis abszorbancia (OD) (113’?17 6) (114’_5{) 6) (11:;1]_2 6) 0,454
max. abszorbancia eléréséhez 15,0 10,5 9,5 0,039
sziikséges id6 (perc) (12,0-16,5) (8,0-14,0) (7,5-14,5) §0,047
36,0 23,5 22,5 0,027
0 i) ) i) )
10%CLT (perc) (22,5-51,0) (17,8-36,0)  (18.0-305)  §0,032
48,0 32,0 34,5 0,041
0 i) ) i) )
S0%CLT (perc) (42,0-630) (28,0-495)  (27.0-450)  §0,043
81,0 75,0 75,0
0 i) ) i)
90%CLT (perc) (68,0-90,0)  (69,0-85,5)  (68,0-87,0) 0,490
29,4 24,6 24,4
* 1 ] y
CLA AUC (OD*perc) (237-345)  (188-297)  (19,5-29.3) 0,149

13. tablazat ICH betegek felvételi alapadatainak, laboratoriumi paramétereinek és alvadék
lizis paramétereinek osszefiiggése a hosszutivii funkciondlis kimenetellel. Az adatok
atlag=SD vagy median (interkvartilis tartomany) értékekkeént vannak feltiintetve. 10%CLT,
10% alvadeék lizis ido; 50%CLT, 50% alvadeék lizis ido; 90%CLT, 90% alvadeék lizis ido; APTI,
aktivalt parcidlis tromboplasztin idé; BMI, testtomeg index, FXIII, XIII-as faktor; hsCRP, nagy
szenzitivitasu C-reaktiv fehérje meghatdrozas, INR, nemzetkozi normalizalt rata;, mRS,
modifikalt Rankin Skala; mCLA, modositott alvadék lizis teszt; mCLA AUC, modositott alvadék

lizis teszt gorbe alatti teriilete
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$. mRS 0-1 vs, mRS 6 (ANOVA, Bonferroni post hoc teszt vagy Kruskal-Wallis, Dunn’s post
hoc teszt);

7- mRS 2-5 vs, mRS 6 (ANOVA, Bonferroni post hoc teszt);

#: mRS 0-1 vs, mRS 2-5 (ANOVA, Bonferroni post hoc teszt or Kruskal-Wallis, Dunn’s post hoc
teszt);

A vartnak megfeleléen a felvételkori becsiilt vérzésvolumen értékek szoros osszefliggést
mutattak a 14 és 90 napig bekovetkezett halalozasi adatokkal (12. abra). Azon betegek esetén,
akik az eseményt kovetd 14. illetve 90. napig elhalaloztak, vagy kedvezétlen hosszatava
funkcionalis kimenetellel (mRS >2) rendelkeztek, szignifikansan nagyobb felvételkori becsiilt

vérzésvolumen érték volt megfigyelhetd a kedvezd kimeneteli betegekhez képest.

A B 1 **k% 1
150_ *k*k I 150- ' I * % II
A
e iE), ——
[&] -
p 100- _ é 100
£ =
= [=]
[&) >
7 50- 8 50-
.ﬁ E
.§ 0
s T 1 |
0 T | — 0 ! -1 T
14. napot 14. napig mRS mRS mRS
taleldk elhunytak 0-1 2.5 6

12. abra A felvételkori becsiilt vérzésvolumen érték és a nem traumads intracerebrdlis stroke
(ICH) rovidtavii (A) és hosszutavu (B) funkciondlis kimeneteleinek osszefiiggése. MRS,
modifikalt Rankin Skala; *p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,001

A modositott CLA paraméterek szignifikdns korrelaciot mutattak a felvételkori becsiilt
vérzésvolumen értékekkel (13. abra). A gyorsabb alvadék képzodést és lizist jelzé paraméterek
(rovidebb maximalis abszorbancia eléréséhez sziikséges id6, rovidebb 10%CLT, alacsonyabb

CLA AUC) szignifikans asszociaciot mutattak a nagyobb vérzésvolumen értékekkel.
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13. dbra A méddositott alvadék lizis (mCLA) paraméterek és az ICH betegek felvételkori
becsiilt vérzésvolumen értékének korrelacidja. Korrelacio az ICH betegek vérzésvolumen
érteke és a maximalis abszorbancia eléréséig sziikséges ido (A), a 10% alvadék lizis ido
(10%CLT) és a gorbe alatti teriilet (AUC) kozott a modositott alvadék lizis vizsgalat soran
(mCLA).

A moédositott CLA paraméterek diagnosztikai hatékonysaganak vizsgalata érdekében ROC
analizist végeztiink (14. abra). A legjobb diagnosztikai hatékonysagot a 10%CLT paraméter
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esetén figyeltilk meg a kedvezd hosszatavu kimenetel (mRS 0-1) eldrejelzésére (ROC AUC
0,73; 95%CI: 0,57-0,89). A Youden index altal meghatarozott optimalis kiiszobérték (32,25
perc) alapjan a modositott teszt esetén a 10%CLT paraméter szenzitivitasa 77,0%, specificitisa

67,7% volt a kedvez6 hosszatava kimenetel (mRS 0-1) elérejelzésére (14.B abra).

A B
100 100
__ 80- ~ 807
S 2
4 607 g 680
5 =
N 40 N 40
5 . 3] AUC (95%Cl)=
N AUC (85%Cl)= a 0,730 (0,568 - 0,889)
73] 20 0,712 (0,573 - 0,851) 20—
0= I T T T | 0+— T T T 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
100%-Specificitas(%) 100%-Specificitas(%)
Cut-off (mLCA max. absz. id8.): 11,63 perc Cut-off (mCLA 10%CLT): 32,25 perc
Szenzitivitas: 61,1% Specificitas: 86,7% Szenzitivitas: 77,0% Specificitas: 67,7%
C
100
§ 80
2
2 60
=
N
5 404
) AUC (95%Cl)=
20- 0,711 (0,545 - 0,876)
0t T T T T 1

0 20 40 60 80 100
100%-Specificitas(%)

Cut-off (mCLA 50%CLT.): 43,50 perc
Szenzitivitas: 70,8% Specificitas: 73,3%

14. dabra A mddositott alvadék lizis (mCLA) paraméterek ROC analizise a nem traumds
vérzéses stroke-ot elszenvedett betegek (ICH) hosszutavi funkciondlis kimenetelének (MRS
0-1 vs. 2-6) eldrejelzésére. Az abrakon a ROC gorbékhez tartozo AUC értékeket és a Youden
index altal meghatarozott legjobb kiiszobértékhez tartozo szenzitivitas ill. specificitas értékeket

tiintettiik fel a maximalis abszorbancia eléréséig sziikséges ido (A), a 10%CLT (B) és az

50%CLT (C) paraméterek esetén.
10%CLT, 10% alvadék lizis idé; 50%CLT, 50% alvadék lizis ido
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A ROC analizist a 14 és 90 napig bekovetkezd mortalitdsra vonatkozoan elvégezve az egyes
modositott CLA paraméterek esetén hasonld kiiszobértékeket kaptunk (a 10%CLT paraméter
kiiszobértéke >38,5 percnek addodott a 90 napos tulélésre vonatkozoan). Ezt a kiiszobértéket
felhasznalva a Kaplan-Meier talélési analizis soran eredményeink alapjan jelentds volt a
kiilonbség a 38,5 percnél hosszabb ill. rovidebb felvételkori 10%CLT értéket mutatd betegek
tulélése kozott az eseményt kovetd 90. napig vizsgalva (p=0,010) (15. abra).

-t 10%CLT>38,5 perc

;5‘ —— 10%CLT<38,5 perc
N
R
RO
=

20+ log-rank p=0,010

0 1 1 1 1 1

0 20 40 60 80 100
napok

15. dbra. A nem traumds intracerebrdlis vérzéses stroke-ot elszenvedett betegek

eredményeinek Kaplan-Meier tulélési gorbéi. 10%CLT; 10% alvadék lizis ido

A Kaplan-Meier tulélési vizsgalat soran megfigyelt eredményekhez képest, a backward binaris
regresszios modell (elemei: kor, nem, felvételi NIHSS, INR, trombocitaszam, vérzésvolumen
érték, 10%CLT, dohanyzas, hypertonia, BMI) alkalmazasa soran ugy talaltuk, hogy a
modositott CLA moddszer 10%CLT értéke nem bizonyult a 14. és 90. napig bekdvetkezett
halalozas fliggetlen prediktoranak. Masfel6l, egy masik binaris regresszios modell alkalmazasa
soran (elemei: kor, nem, felvételkori NIHSS, INR, BMI, trombocitaszam, 10%CLT,
vérzésvolumen ért€k, és hypertonia) a rovidebb 10%CLT (<32,25 perc) a kedvezdtlen
hossztavi funkciondlis kimenetel (mRS>2) fliggetlen prediktordnak mindsiilt (OR: 6,14;

95%Cl: 1,11-34,02; p=0,038) (14. tablazat).
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OR 95%CI p

Halalozas a 14. napig §

NIHSS felvételkor 1,20 1,09-1,32 0,001

INR 3,54 1,06-11,85 0,041
Halalozas a 90. napig (mRS 0-5 vs mRS 6) #

NIHSS felvételkor 1,17 1,07-1,28 0,001

INR 2,02 0,71-5,75 0,190

mMCLA 10%CLT <38,5 perc 3,69 0,84-16,15 0,083
Kedvez6tlen hosszatavi kimenetel (mRS 0-1 vs, mRS 2-6) 1

NIHSS felvételkor 1,57 1,21-2,05 0,001

mMCLA 10%CLT <32,25 perc 6,14 1,11-34,02 0,038

14. tablazat A mortalitds és a kedvezotlen hosszutavi kimenetel fiiggetlen prediktorai az ICH
betegpopuldcioban. A backward tobbszoros logisztikus regresszios analizis utolso lépése
alapjan.
SBackward tobbszords logisztikus regresszios modell elemei.: kor, nem, NIHSS felvételkor,
magasvernyomds, INR, trombocitaszam, dohanyzas, vérzésvolumen, mMCLA 10%CLT
(kiiszoberték: <30,25 perc),
#Backward tobbszords logisztikus regresszios modell tartalmazta: kor, nem, NIHSS felvételkor,
magasvernyomds, BMI, INR, trombocitaszam, vérzésvolumen, MCLA 10%CLT (kiiszobeérték:
<38,5 perc),
fBackward tobbszoros logisztikus regresszios modell tartalmazta: kor, nem, NIHSS felvételkor,
magasvernyomds, BMI, INR, trombocitaszam, vérzésvolumen, MCLA 10%CLT (kiiszobérték:
<32,25 perc),
95%CI1, 95% konfidencia intervallum, INR, nemzetkozi normalizalt rata;, NIHSS, National
Institutes of Health Stroke Scale; OR, esélyhanyados; MCLA 10%CLT, 10% alvadék lizis ido a

modositott alvadék lizis teszt soran
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MEGBESZELES

A leglijabb nemzetk6zi tanulmanyok nemrégiben az iszkémias stroke hatterében allo
vérrog képzodésének ) modelljét irtak le. A modell egyik 1ényeges eleme, hogy a trombus-
képzddés utolso 1épéseként a neutrofilek NET-ek formajaban infiltraljak a vérrogot, ezaltal egy
joval kisebb porusatmérdvel rendelkezd, a fibrinolizisnek jobban ellenalld trombus jon létre
(85). Eddigi ismereteink alapjan az alvadék rt-PA altali feloldasa a trombus kialakulasanak
korai szakaszaban a legkdnnyebb, mikor a fibrin és a fibrinolizis inhibitorok keresztkotése az
aktivalt XIII-as faktor révén még nem tortént meg. Bar ezek az események valoszintileg dont6
fontossaguak az rt-PA indukalta trombolizis Soran, jelenleg nem érhetd el olyan hemosztazis
teszt, amely figyelembe venné a NET komponenseinek hatdsat az alvadék képzddésre ill. a
lizisre. Feltételezhetjiik, hogy a NET komponensek hatdsa az alvadék kialakuldsara ill.
feloldodasara nézve jelentds egyéni kiilonbségeket mutathat, azonban a NET-ek ilyen hatasait
klinikai kérképekben még nem vizsgaltak.

Tanulmanyunk sordn bebizonyitottuk, hogy az AIS betegek felvételi vérmintajabol elvégzett
modositott CLA cfDNA-sel és hisztonnal kiegészitve igéretes vizsgalat lehet az intravénas
trombolizis rovidtava funkciondlis kimenetelének, valamint a terdpia asszocialt intrakranialis
vérzéses szovodmények eldrejelzésére. Fontos tovabbi szempont, hogy egy masik kiiszobérték
Kivalasztasaval a teszt hasznosnak bizonyult az AIS betegpopulacioban azon betegek
azonositasara, akiknél nem kell a terapia soran vérzéses komplikaciotol tartani. A teszt ilyen
jellegli alkalmazasa kiemelt jelent6séggel birhat olyan esetekben, amikor a trombolizist a
mechanikus trombektomia eldtt alkalmazzak. A leghjabb iranyelvek azt javasoljadk, hogy
azoknal az AIS betegeknél, akiknél lehetséges, fontolora kell venni az rt-PA adasat még a
mechanikus trombektomia megkezdése eldtt. E megkozelités biztonsdgossaganak javitasa
érdekében az 1) tesztek, mint példadul a modositott CLA, hasznosnak bizonyulhatnak a jovében
(85-90).

Annak ellenére, hogy AIS esetén a trombolizis kimenetelét megfeleld prediktiv értékkel becslo
diagnosztikai tesztek egyértelmiien elonydsek és hasznosak lennének a klinikai gyakorlatban,
meglepden kevés tanulmény all rendelkezésiinkre ebben a téméaban. Egy nemrégiben késziilt
metaanalizisben, ahol tobb mint 6400 kdzlemény eredményeit vizsgaltak meg, csak négy olyan
tanulmanyt talaltak, ahol a szerzOk hemosztazis biomarkereket vizsgaltak relative nagy AlS
betegkohorszban (>100 beteg), még a reperfuzids terapia megkezdése eldtt (6). A legtobb
tanulmanyban a stroke kialakulasat kovetd 24 oran beliil gyGjtott vérmintat hasznalnak, ami

meglehetdsen nagy intervallum a hemosztazis egyenstlyanak valtozasa szempontjabol. Idealis

60



esetben a trombolizis kimeneteleivel Osszefliggd hemosztazis biomarkerek szintjét még a
kezelés megkezdése elétt meg kell hatarozni (6, 7). Tekintettel az intravénas trombolizis
viszonylag révid iddablakara, a kellden nagylétszamu betegkohorszok ill. biobankok
létrehozasa sordn a mintagyljtés kihivast jelent. Tanulmanyunk elénye, hogy relative
nagylétszamu (n=231) AlS-ot szenvedett beteget tudtunk bevalogatni a vizsgalt kohorszba,
minden vizsgéalatot a trombolizis megkezdése eldtti vérmintadkbol végeztiink, a betegeket
kovettiik, és a definialt kKimeneteleket az eseményt koveté 1., 7. és 90. napon is meghataroztuk.
A legtobb tanulmany, mely AlS miatt végzett trombolizis kimenetelének prediktiv biomarkereit
vizsgélja, gyakran csak egy vagy néhany hemosztazis vagy fibrinolizis tényezd vizsgélatara
korlatozodik. Feltételezhetjiik, hogy a trombolizis kimenetelét szamos hemosztazis faktor és
inhibitora kozotti kolcsonhatas befolyasolhatja, igy logikus megoldas lehet globalis tesztek
hasznalata a terapias kimenetelek elérejelzésére individualis faktorok szintjeinek idéigényes és
koltségigényes meghatarozasa helyett. A CLA mérés elméletileg optimalis modszer lehet erre
a célra. Mivel az éltalunk alkalmazott mddszer soran az rt-PA koncentraciok joval magasabbak,
mint az endogén t-PA koncentracidk, a CLA az exogén rt-PA terdpias ddzisaival szembeni
fibrinoldodas mértékérdl ad informaciot, nem pedig az endogén fibrinolitikus kapacitas
mértékérdl (82). Ugyanakkor meg kell emliteni, hogy a CLA egy igen munkaigényes modszer,
mely jelenleg még szamos limitacioval kiizd. Eldszor is rosszul standardizalt, annak ellenére,
hogy nemzetkdzi egyiittmiikodés keretében elkezdddtek erdfeszitések a vizsgalat
standardizacioja érdekében (43). Tanulmanyunk soran a vizsgalati koriilményeket a
rendelkezésre allé szakirodalom és az egészséges egyének plazmamintain végzett
elOkisérleteink soran tapasztalt eredmények alapjan valasztottuk ki. Célunk volt a vizsgalat
koriilményeinek optimalizalasa soran még elfogadhaté analitikai pontossdg mellett olyan
feltételek megteremtése, mely viszonylag nagy mintaszam félautomata tesztelését lehetdveé
teszi. A hagyomanyos CLA modszer tovabbi hibaja, hogy a vizsgalat plazmamintakbol
torténik, ezért a trombolizis soran potencialisan szerepet jatszo sejtalkotok nincsenek jelen. A
modszer diagnosztikai teljesitményének javitasa érdekében a tesztet CFDNA és hiszton
hozzaadasaval egészitettiik ki, imitalva a NET-ek jelenlétét az alvadékképzddés és lizis soran.
Szamos tanulmany leirta, hogy a NET-ek a fibrinnel interkalalodva siirti halozatot hoznak 1étre
az agyi trombusokban, mely ellenall a fibrinolizisnek (30). Vizsgalatunk alapjan elmondhatjuk,
hogy a cfDNA és hiszton hozzaadasa az in vitro CLA keverékhez, a vartnak megfelelGen,
szignifikansan megnyult alvadék képzddést és lizist eredményezett (27, 42, 91). Eredményeink
arra is ravilagitottak, hogy az alvadék lizisének cFDNA-el és hisztonnal térténé megnyulasa az

egyének kozott is jelentds kiilonbséget mutatott.
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A kering6 cfDNA mennyiségének jelentds mértékii emelkedésérél mar korabban beszamoltak
az iszkémias stroke okozta neurovaszkularis karosodas eredményeként allatmodellekben és
néhany klinikai vizsgalat soran is (92-94). Vizsgalataink eredményeivel 0sszhangban mas
tanulmanyok is leirtdk a keringd CfDNA szintjének Osszefliggését az iszkémids stroke
stlyossagaval és mortalitasaval. Ugyanakkor a keringd cfDNA nemcsak stroke biomarker
lehet, hanem potencialisan befolyasolhatja a kialakult alvadék lizisét is. Eredményeink alapjan
ezt a feltételezést nem tudtuk megerdsiteni, mivel a vizsgalt betegpopulacioban a keringd
cfDNA szintek nem mutattak szignifikans sszefiiggést a CLA paraméterekkel.

A NET6zis kovetkeztében a trombusban felhalmozodé cfDNA jelenléte azonban potencialisan
befolyasolhatja a lizist, ezaltal az ezt a hatast imitalo teszt pontosabban eldrejelezheti a kezelés
kimenetelét. Tanulmanyunkban leirtuk, hogy a hagyomanyos CLA trombolizis kimenetelére
vonatkozo diagnosztikai teljesitményét jelentGsen javitotta a CFDNA és hiszton jelenléte.
Hangsulyoznunk kell azonban, hogy a cfDNA és hiszton beépitése a tesztbe egy szimplifikalt
modja a trombuson beliili NET hatas imitalasanak. A NET-ek felszabadulasa egy igen Gsszetett
folyamat, mely nemcsak a DNS és a hiszton, hanem mas fehérjék, koztik a neutrofil
granulumok fehérjéinek (pl. human neutrofil elasztaz, mieloperoxidaz) felszabadulasat is
magaba foglalja, ami komplex interakciok sokféleségéhez vezet a trombuson beliil (95). Bar a
cfDNA és hiszton hatasa korant sem azonos az intakt NET-ek hatasaval, kimutattak, hogy a
DNS-nek és a hisztonnak fontos alvadék-stabilizalo és antifibrinolitikus szerepe van (91, 96).
Egyéb mechanizmusok mellett azt is igazoltak, hogy a cfDNA felgyorsitja a t-PA-PAI-1
komplex képzodeését, lelassitja a t-PA altal kozvetitett plazmin képzddést, modulalja az alvadék
szerkezetét, és késlelteti a plazmin altal indukalt lizist, a fibrinszalakkal valo interkaldcioja
révén (27, 42, 91, 97, 98). A hiszton megkoéti a fibrinogént és a fibrint, valamint a hiszton
polimerizalt fibrinbe torténd beépiilésének eredményeként stabilabb alvadék képzddik. A
biokémiai modellek soran alkalmazott koncentraciok, csakigy, mint az altalunk alkalmazott
vizsgalati koriilmények korosan magas DNS ill. hiszton koncentraciokat tiikroznek, amelyek a
trombusok belsejében fordulhatnak el6. Nehéz megbecsiilni az alvadékokban el6fordulo DNS
mennyiségét, korabbi vizsgalatok igen magas koncentraciokat valoszinsitettek (26, 27).
Egészséges egyéneknél a keringd CfDNA relative alacsony szintjei figyelhetéek meg (0,02-1,7
ng/mL), de emelkedett szintet (5 pg/mL vagy anndl magasabb) észleltek szamos megbetegedés
soran, példaul szepszisben (98). A tanulmanyunk soran alkalmazott modositott CLA mérések
alapjan valasztottuk (27). Vizsgalataink eredményeként gy talaltuk, hogy a médositott CLA

paraméterei szignifikans Osszefliggést mutattak a trombolizis kedvezdtlen rovidtava
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kimenetelével. Megallapitottuk, hogy a modositott vizsgalat soran a megnyult 50%CLT
paraméter (> 44 perc) a terapia sikertelenségének szignifikdns, fliggetlen eldérejelzdjének
bizonyult az eseményt kovetd 7. napon. A rovidtavi kimenetellel csak a modositott CLA
esetében talaltunk szignifikdns Osszefiiggést, ami arra utal, hogy a jobb diagnosztikai
teljesitmény eléréséhez sziikséges a CFDNA és hiszton hozzaadasa a teszthez.

Fontos tovabbi eredménylink, hogy a moddositott CLA magas negativ prediktiv értékkel bir
(97,9%) a lizist kovetd intrakranialis vérzés el6fordulasanak kimutatasara. A logisztikus
regresszids analizis eredménye alapjan elmondhatjuk, hogy a moédositott CLA mérés soran
kapott CLA AUC paraméter (<29,9 OD*perc) a terapia asszocialt intrakranialis vérzéses
szovédmény szignifikans, fliggetlen elérejelzdje, hasonloan az emelkedett felvételkori NIHSS
értékhez. A hemorrhagias transzformacio az rt-PA terapia egyik legsulyosabb mellékhatasa,
mely korlatot szab a kevésbé tapasztalt kozpontok szamdra a terapia sz€leskorli alkalmazasanak
(99). Mindazonaltal csak néhany tanulmany all rendelkezésre olyan hemosztazis vagy
fibrinolizis biomarkerekrél, melyek elérejelzik a lizis utdni vérzést, mivel a vérzéses
komplikéaciokban szenvedd betegek szdma a vizsgalt kohorszokban gyakran tul alacsony a
megfeleld kovetkeztetések levonasahoz (6). Jelenleg az endovaszkularis trombektomiat
megel6z6 trombolizis kockazat/haszon profiljat nem lehet pontosan megjoésolni, igy a CLA
eredmények beépitése a klinikai kockazatbecslé modellekbe elméletileg javithatna a betegek
kezelésének optimalis kivalasztasat. Tekintettel a modositott CLA magas negativ prediktiv
értékére a vérzéses szovodmények eldrejelzésével kapcsolatban, fel lehetne ezen eredményt
hasznalni azon nagyérelzarodast szenvedett betegek szelektalasara, akiknél biztonsaggal
lehetne alkalmazni a mechanikus trombektoémia el6tt a trombolizist, vérzéses komplikacioktol
valo félelem nélkiil. Azokban az esetekben, amikor a modositott CLA megnovekedett vérzés
kockazatot jelez, a kapott informacié még akkor is relevans lehet a klinikai gyakorlatban, ha a
beteg mar megkapta a trombolizis terapiat, mivel ilyen esetekben a betegeket fokozott
megfigyelés ala lehet vonni a potencialis kdrosodasok csokkentése érdekében (pl. hosszabb
idejii intenziv ellatas, a magas vérnyomas agressziv kontrollja, kiterjedt neuroldgiai kovetés,
személyre szabott lizis utani terapias megkdzelités stb.). Meg kell azonban jegyezni, hogy
eredményeink nem mutattak kiilonbséget az aSICH és a SICH kozott, ami nagy valdsziniséggel
annak tudhato be, hogy az intrakranidlis vérzés soran kialakult tiineteket erdsen befolyasolja a
vérzeés lokalizacioja.

A felvételkori CLA paraméterek eredményei nem mutattak Osszefliggést a hossztava
funkcionalis kimenetellel az iszkémids stroke-ot szenvedett betegek esetén, ami feltehetdleg

azzal magyardzhat6, hogy a fogyatékossag szintjét a lizis utdn 90 nappal szamos tényezd
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befolyasolja, gyakran fiiggetleniil a hemosztazis/fibrinolizis rendszertdl (tarsbetegségek,
tarsadalmi/gazdasagi helyzet, apolas koriilményei, esemény utani fertdzések stb.).

Mindkét CLA teszt esetén ugy talaltuk, hogy az 50%CLT paraméter szignifikans forditott
Osszefliggést mutatott a stroke felvételkori stlyossagaval. Ez a forditott Osszefiiggés egy
rejtélyes eredmény, amelynek magyarazatira megvizsgaltuk néhdny hemosztazis ill.
fibrinolitikus fehérje szintjét a plazmamintakban, konszumpciora gyanakodva. Meglepé mdédon
azonban nem figyeltiink meg jelentés fogyast ezen fehérjék vizsgalata soran. Kizardlag a
plazminogén aktivitas esetén tapasztaltunk jelentds mértékii fogyast, mely forditott 1épcsbzetes
Osszefiiggést mutatott a stroke sulyossagaval ebben a betegpopuldcioban- ezen eredmények
biologiai jelentdségének tisztazdsa azonban tovabbi vizsgalatokat igényel.

Miutan a modositott CLA modszer a hemorrhagias transzformacié eldrejelzdjének bizonyult
iszkémias stroke trombolitikus kezelése esetén, megvizsgaltuk, hogy nem-traumas
hemorrhagias stroke-on atesett betegekben Osszefliggést mutat-e a vizsgalat a betegekben
kialakul6 hematoma méretével ill. a vérzés kimenetelével. Tudomasunk szerint a jelenlegi
tanulmany az els6, ami leirja, hogy a CLA modszer igéretes lehet az intracerebralis vérzéses
stroke kimenetelének eldrejelzésében. Annak ellenére, hogy az akut ICH-t elszenvedd betegek
kimenetelét elérejelz6, megfeleld prediktiv értékii diagnosztikai tesztek fontosak lennének a
klinikai gyakorlat szdmara, meglepden kevés tanulmany all rendelkezésiinkre ebben a témaban.
Dolgozatom soran bemutattuk, hogy a betegek felvételkori modositott CLA paraméterei
korrelalnak a becsiilt felvételkori vérzésvolumen nagysagaval, ami fontos eldrejelzdje a
kimenetelnek. A gyorsabb alvadék képzddés, €s a rovidebb lizis idok, amelyek az ujonnan
képz6dott alvadék gyorsabb lebomlésat jelzik, nagyobb hematoma térfogattal, stilyosabb
stroke-kal, és rosszabb kimenetellel tarsultak a vizsgalt betegpopulacioban. Ezen eredményeink
Osszhangban allnak kordbbi tanulmanyok eredményeivel, amelyek azt mutattdk, hogy az
emelkedett D-dimer szint, amely a trombus fibrinlancainak fokozott lebontasat jelzi, az ICH
kedvezdtlen kimenetelének prediktora (71, 72, 100).

Eredményeink alapjan a fibrinolitikus egyensuly felboruldsa fontos szerepet jatszhat az
intracerebralis hematoma kialakulasaban. A vizsgalt kohorszban a felvételkori fibrinogén szint
a referencia tartomanyon beliil volt, ami arra utal, hogy ebben a folyamatban feltehetdleg
fibrinolitikus faktorok, és nem maga a fibrinogén vesz részt. Masfeldl a FXIII, plazminogén és
az o2-PI aktivitas nem mutatott Osszefliggést az eredményekkel, ami ezektdl eltérd
fibrinolitikus valtozasok jelenlétére utal. A jovo farmakoldgiai terapidinak megtervezése
szempontjabol fontosnak gondoljuk a vérzés megnovekedéséért vagy megsziinéséért felelds

tényezok jobb ismeretét. Els6 1épésként elengedhetetlen lesz megérteni a betegek kedvezobtlen
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kimenetelének alapjaul szolgald patomechanizmust, és megfelelé diagnosztikai teszteket
bevezetni a klinikai gyakorlatba.

A CLA korabban mar potencidlisan hasznosnak bizonyult egyes kimenetelek eldrejelzésében
szamos olyan korkép esetén, ahol a fibrinolitikus rendszer egyensulyanak zavara alakult ki (26,
29, 30, 91, 101). A masodik tanulmanyunk soran az iszkémias stroke-ot szenvedett
betegkohorsz vizsgélatai sordn mar bedllitott vizsgdlati koriilményeket alkalmazva, a
modositott CLA moddszer diagnosztikai teljesitményét kiilondsen jonak talaltuk az agyvérzett
betegek kedvez6tlen hosszatavu funkcionalis kimenetelének elérejelzésére. Binaris logisztikus
regressziés modellben a modositott CLA modszer soran kapott rovidebb 10%CLT (<32,25
perc) a kedvezdbtlen hosszatava kimenetel (mRS>2) fiiggetlen prediktoranak bizonyult.
Osszegzésként elmondhatjuk, hogy az AIS betegek trombolizis elétti plazmajabol elvégzett
modositott CLA mddszer hasznos lehet a trombolizis révidtavi kimenetelének és kiilondsen a
lizis utani intrakranialis vérzéses szovodmények elérejelzésére. Az agyvérzett betegek felvételi
plazmamintaibol meghatarozott, moédositott CLA paraméterek jo korrelaciot mutattak a betegek
vérzésvolumen értékeivel, és a vizsgalat segitséget nytjthat a betegek kedvezotlen hosszutava
kimenetelének és mortalitasanak megjoslasaban. Vizsgalataink a jovOben kiindulasi alapot
jelenthetnek mindkét stroke altipus esetén nagyobb esetszamu betegkohorszokon végzett
tanulmanyokhoz, melyek a fibrinolizis egyensulyaban bekovetkezett valtozasok jobb
megértését célozzak az intracerebralis hematoma evolucidja ill. a betegek kimenetele
vonatkozasaban. A teszt tovabbi jovObeni mddositdsai még jobb diagnosztikai teljesitményt és
konnyebb megvalositast tehetnek lehetdvé, ami a jovoben a potencialis klinikai felhasznalas

esetén tovabbi elonyt jelenthet.

Limitaciok

Tanulmanyaink eredményeit a klinikai vizsgalatok ismert korlatainak Osszefliggésében kell
értelmezni. Mindkét tanulmany esetén a mintavételi populécio esetszdma limitélt volt, azonban
Osszehasonlitva az eddig publikalt vizsgélatokkal, ahol hemosztdzis vagy fibrinolizis
biomarkereket hataroztak meg akut stroke betegek korhazi felvételekor vett vérmintakbol, az
altalunk bemutatott vizsgalatok az eddigi legnagyobb mintaszamot fel6leld tanulmanyok kozé
sorolhatéak. Ennek ellenére, az itt bemutatott eredményeinket még nagyobb mintaszami
populaciok vizsgalataval is érdemes lesz megerdsiteni, kiillonos tekintettel a vizsgalt akut
iszkémias stroke kohorszban hemorrhagias transzformaciot elszenvedett betegek korlatozott
szamara. Mindkét vizsgalat egycentrumt vizsgélat volt, ami hozzdjarult a korlatozott

mintaszamhoz, viszont feltétlen eldnyének tekinthetd a tanulmany soran alkalmazott egységes
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mintakezelés és egységes betegellatasi eljarasok. A Debreceni Egyetem Klinikai K&zpont
Neurologia Klinika Stroke Centrumja relative nagy foldrajzi teriiletr6l fogad akut stroke-ot
szenvedett betegeket, ezért a harom honapos kovetési id6szak alatt a betegek némi
lemorzsolddasa elkeriilhetetlen volt. Ennek ellenére az AIS betegeket vizsgald tanulmanyban a
honapos kovetési idGszak alatt ez minddssze 3,4% volt (beleértve egy beteg esetét, amikor az
id6kozben elszenvedett SARS-CoV-2 fertézés miatt nem vettiik figyelembe a hossztava
funkcionalis kimenetelt). Ez a lemorzsolodasi arany mas, akut stroke betegeket érintd
prospektiv vizsgalatok esetén latott aranyoknak megfelel ill. annal alacsonyabbnak mondhato.
Megemlitendé azonban, hogy a lemorzsolodas kis mértéke ellenére is bizonyos mértékig
befolyasolhatta az eredményeket, ezért a jovoben nagyobb klinikai vizsgalatokra van sziikség

eredményeink megerdsitéséhez.

66



OSSZEFOGLALAS

A stroke az egyik vezet6 halalok, és a leggyakoribb rokkantsagot okozo korkép a vilag
fejlett orszagaiban. A kialakult stroke esetek kb. 80%-at iszkémias stroke (AIS), kb 15-18%-at
intracerebralis vérzéses stroke (ICH) teszi ki. A stroke progndzisa mindkét esetben nehezen
becsiilhetd. Célul tiztiik ki megvizsgalni, hogy egy modositott in vitro alvadék lizis modszer,
mely tartalmazza a neutrofil extracellularis csapda (NET) egyes komponenseit képes-e
megjosolni az AIS és az ICH klinikai kimeneteleit.

Munkénk soran két prospektiv obszervacids tanulmanyban 231 intravénds trombolizis
elott allo AIS beteget, és 89 ICH beteget valogattunk be. A hagyomanyos alvadék lizis
vizsgalatot (CLA) és a modositott CLA-t mely cfDNA-t és hisztont tartalmazott, a betegek
felvételkor levett trombocitaszegény plazmamintaibol végeztiik el. A stroke stlyossdganak
megallapitdsdira az NIHSS skalarendszert alkalmaztdk. A terapia asszocialt vérzés
klasszifikacidja az ECASS Il kritériumok alapjan tortént. A betegek rovid- és hosszatava
funkciondlis kimenetelének meghatdrozasa az eseményt kovetd 7. és 90. napon tortént a
ANIHSS ¢és a modifikalt Rankin Skéala (mRS) alapjan.

A cfDNA és hiszton jelenléte szignifikansan nyujtotta az alvadék lizist a vizsgalt
betegpopulaciokban. Az AIS betegekben a stroke felvételkori sulyossaga és az 50% alvadék
lizis id6 (50%CLT) kozott 1épesdzetes Osszefliggés volt megfigyelheté. ROC analizis javulo
diagnosztikai hatékonysagot mutatott a moddositott CLA esetén a hagyomanyos teszttel
szemben. Logisztikus regresszié soran a megnyult S0%CLT a kedvezdtlen rovidtava kimenetel
(OR:2,19; 95%CI:1,17-4,11; p=0,015), mig az alacsony AUC paraméter a vérzéses
szOovédmény fiiggetlen prediktoranak bizonyult (OR:5,85; 95%CI:1,24-27,7; p=0,026). Az ICH
populacidoban a stlyosabb stroke-ban szenvedd betegek szignifikdnsan révidebb 10%CLT
paraméterrel rendelkeztek a modositott CLA mérés soran (10%CLT: NIHSS 0-10: median 31,5
[IQR: 21,0-40,0] perc vs. NIHSS>10: median 24,0 [18,0-31,0] perc, p=0,032). A roévidebb
alvadék lizis paraméterek szignifikans Osszefiiggést mutattak a 14. napig bekovetkezd
mortalitassal és a kedvezdtlen hossztava kimenetellel (mRS 0-1: median 36,0 [22,5-51,0] perc
vs. MRS: 2-5: median 23,5 [18,0-36,0] perc vs. mRS 6: median 22,5 [18,0-30,5] perc, p=0,027).
Kaplan-Meier analizis alapjan a >38,5 perc 10%CLT paraméterrel rendelkezé betegek
szignifikansan jobb tulélést mutattak (p= 0,010).

A modositott CLA mérés cfDNA-el és hisztonnal kiegészitve igéretes modszer lehet a

jovoben a trombolizissel kezelt AIS betegek rovidtavi funkciondlis kimenetelének, és terapia
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asszocialt vérzéses szovédményeknek, valamint az ICH betegek hosszutavi funkcionalis

kimenetelének és mortalitdsanak elérejelzésére.
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SUMMARY

Stroke is a leading cause of death and the most common disabling disease in all
developed countries. Approximately 80% of all stroke cases are of ischemic origin (AIS), while
about 15-18% are hemorrhagic strokes (ICH). In both subtypes, prognosis is difficult to
estimate. Therefore, we aimed to investigate whether a modified in vitro clot lysis assay
incorporating neutrophil extracellular trap (NET) components could predict the clinical
outcomes of AIS and ICH.

In two prospective observational studies, 231 AIS patients undergoing intravenous
thrombolysis and 89 non-traumatic ICH patients were enrolled. Conventional clot lysis assay
(CLA) and a modified CLA (mCLA) containing cfDNA and histones were performed using
platelet-poor plasma samples of patients taken on admission. Stroke severity was determined
by NIHSS on admission. Therapy-associated bleeding complications were classified according
to ECASSII criteria. Short- and long-term outcomes were determined at 7 and 90 days post-
event based on ANIHSS and the modified Rankin Scale (mRS).

The presence of cfDNA and histones prolonged clot lysis significantly in both studied
cohorts. A step-wise association was observed between stroke severity and the 50% clot lysis
time (50%CLT) in case of AIS patients. ROC analysis showed improved diagnostic
performance of the mCLA. Logistic regression analysis proved that a prolonged 50%CLT is a
significant, independent predictor of unfavorable short-term outcome (OR: 2.19; 95%Cl: 1.17-
4.11; p=0.015), and a low AUC parameter is an independent predictor of hemorrhagic
transformation (OR:5.85; 95%CI:1.24-27.7; p=0.026) in AIS patients receiving thrombolysis.
In the ICH cohort, patients with more severe stroke showed significantly shorter 10% clot lysis
time (10%CLT) of the mCLA (10%CLT: NIHSS 0-10: median 31.5 [IQR: 21.0-40.0] min vs.
NIHSS>10: median 24.0 [18.0-31.0] min, p=0.032). Shorter clot lysis parameters of the mCLA
showed significant association with mortality by day 14 and with unfavorable long-term
outcomes (MRS 0-1: 36.0 [22.5-51.0] min vs. mRS: 2-5: 23.5 [18.0-36.0] min vs. mRS 6: 22.5
[18.0-30.5] min, p=0.027). In a Kaplan-Meier survival analysis, patients presenting with an
MCLA 10%CLT result of > 38.5 min on admissiondemonstrated significantly better survival
(p=0.010).

The modified CLA incorporating the effect of cfDNA and histones, may be a promising
method in the future to predict short-term functional outcomes and therapy-associated bleeding
complications in AIS patients receiving thrombolysis, and to predict long-term outcomes and

mortality in ICH patients.
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