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BEVEZETES

A vérlemezkék aktivdloddsi folyamata és annak jelentdsége

A vérlemezkék 2-5 um atmérdjii olyan sejtmag nélkiili véralkotd
elemek, amelyek a csontveldben talalhaté megakaryocytak citoplazmajabdl
képzodnek, ¢és az érrendszer épségének fenntartasaban jatszanak
kiemelked6 szerepet. Vannak olyan betegségek, mint a koronaria
betegségek, ischaemias stroke, vagy 2-es tipusu cukorbetegség,
amelyekben az érelmeszesedés és atherotrombdzis kialakuldsanak igen
nagy a kockazata. Ezek kortorténetében a vérlemezkék fokozott mitkodése
kiilonféle protrombotikus allapotok kialakulasahoz vezethet, ami akar
szoveti karosodassal is egyiittjarhat a keringési elégtelenség miatt. A
vérlemezkék mind az artérias, mind a vénas trombozis kialakulasaban
fontos szerepet jatszanak, de kiillonosképpen az artérias tipusuban.
Aktivalodasuk o kivaltd tényezéje az ér endothelsejtjeinek karosodésa
miatt bekovetkezd extracellularis matrix fehérjék expozicidja. Az
endothelsejt-réteg alatti kollagén és von Willebrand faktor (vWF) szabadda
valik, és aktivalja a thrombocytdkat kiilonboz6 receptorain keresztiil.
Emellett az érfal-plakk ruptara soran kiszabadul6 szoveti faktor is okozhat
tovabbi vérlemezke aktivalodast, ami az érelmeszesedés egyik veszélyes
kovetkezménye. Az aktivalddasi folyamat harom, egymast részben atfedo
fazisbol all. A kezdeti, Gn. iniciacids fazisban a felszabadult kollagén és
vWF megkotésén keresztiil a thrombocytak egy rétegben kitapadnak az
érfal-sériilés helyén. A kiilonb6z6 integrin receptorok fontos tényezdi ezen
folyamatoknak. Az o,f; integrin és a glikoprotein (GP) VI receptorok
kozvetleniil, mig a GPIba és a GPIIb/Illa (oyP;) receptorok a vWF



rogzitésén keresztil kotédnek a kollagénhez. Ezek a folyamatok a
vérlemezkéken beliili szignalizacids utvonalak beindulédsat, tobbek kozott
az intracelluldris kalcium szintjének megemelkedését okozzak. A
thrombocytak felszinén thrombin képz6dik a nagy mennyiségben
expresszalodott foszfatidil-szerin jelenlétében. Mindez a koagulacios
folyamatok beindulasat, lezajlasat segitik eld. A masodik, extenzids
fazisban tovabbi thrombocytak aktivalédnak, majd kapcsolddnak Ossze
egymassal, amelynek soran tobbek kozott adenozin-difoszfatot (ADP)
szekretalnak a denz-granulumokbdl, valamint P-szelektint az -
granulumokbdl. A P-szelektin receptorok gyorsan expresszalédnak a
sejtfelszinen, hogy tobbféle sejt-sejt interakcio kialakitasaban vegyenek
részt a vérlemezkék, a fehérvérsejtek és az endothelsejtek kozott. A
szekretalt ADP, valamint a képz6dott thromboxan A, és thrombin tovabbi
vérlemezkéket aktival, aminek eredményeképpen fokozott szekrécid,
illetve a GPIIb/Il1a fibrinogén receptor aktivacidja kovetkezik be. Mindez
teljes thrombocyta aggregaciohoz, és végiil a stabil vérrog kialakulasdhoz
vezet. A vérlemezkék felszinérol lefiizodd 1 um-nél kisebb ,,sejtdarabkak”,
a foszfatidil-szerin pozitiv mikropartikulak fokozzadk az alvadasi
folyamatot. A végsd, un. stabilizacios fazisban a vérlemezkék megerdsitik
a vérrogot annak 1do elotti szétesése érdekében ugy, hogy tovabbi adhézids
fehérjéket kibocsatva szoros kontaktusba keriilnek egymassal. Végiil az
egész thrombus retrahalodik, ami elzarja az érfal-sériilés helyét.

Ezen ismeretek alapjan, az aktivalédott thrombocytak
kulcsszerepet toltenek be szamos érrendszeri megbetegedésben (pl.
myocardialis infarctus, angina, periférias érbetegség, stb.) fellépo

trombotikus folyamatok kialakulasdban. Ugyanakkor mas betegségekben,



mint a metabolikus szindromaban (obezitas vagy cukorbetegség), illetve
invaziv vaszkularis terapias (pl. kardiologiai) beavatkozas soran - igy
sztentbetiltetéskor - aktivaldédott vérlemezkék szintén kimutathatok a
keringésb6l, amelyek tovabbi trombotikus és gyulladasos komplikaciot
okozhatnak. A thrombocytdk részben a metabolikus eltérések
(hiperglikémia, hiperkoleszterinémia) direkt hatasa, részben pedig a
leukocytakbdl és endothélsejtekbdl felszabaduld citokinek és adhézids
molekuldk kozvetett hatdsa miatt aktivalédnak. Az aktivalddott
thrombocytak t6bb biomarkert (pl. P-szelektin, CD40L, IL-1) szekretalva
vagy expresszalva, valamint plazma fibrinogént megkotve és
mikropartikulat képezve jelentésen befolyasoljak az atherosclerotikus
folyamatok  prognézisat ¢és az ezzel parhuzamosan kialakuld
protrombotikus allapotok esetleges bekovetkezését.

Mindebbdl kovetkezden a vérlemezkék aktivaciés markereinek
gyors és hatékony vizsgalata - kiillonb6z6 mddszerek alkalmazasaval -
kiemelked6 fontossagu a fokozott thrombocyta aktivacié rovid- és
hossztavii  kovetkezményeinek kimutatdsaban és elorejelzésében.
Ugyanakkor ezek a vizsgalatok - mint egyfajta sziirOtesztek - a
thrombocyta funkcidt befolyasold gyogyszerek monitorizalasara is

alkalmasak lehetnek.

A P-szelektin receptor szerepe

Mar tobb mint két évtizede az 4ramlési citometriaval jol
vizsgalhat6 P-szelektin receptor thrombocytafelszini expresszidjat az egyik
legérzékenyebb, “gold standard” aktivaciés markernek tekintjik. A

receptor a szelektin receptorcsalad egyik 140 kDa-os glikoprotein tagja,



amely a legfontosabb tarsreceptoraval, a PSGL-1 receptorral
Osszekapcsolodva elosegiti a  kiilonbozd  sejtek  kozotti  interakciok
kialakulasat. Az igy képzodott heterotipikus aggregatumok analizise
szintén aramlasi citométeren torténik, amivel az egyes leukocyta tipusok
sejtfelszini vizsgalatakor thrombocyta-specifikus markereket (pl. CD42a
[GPIX]) detektalunk, ezaltal lemérve a kiilonb6z6é leukocyta-thrombocyta
komplexek aranyat. Egyes vélemények szerint ez a vizsgélat taldn még
érzékenyebb modszer a vérlemezkék aktivaltsagi allapotanak kimutatasara,
mint maga a P-szelektin expresszi6 analizise.

A legvizsgaltabb P-szelektin gén polimorfizmus (Thr715Pro)
szerinti hetero- és homozigdta egészséges egyénekben a plazma szolubilis
P-szelektin mennyiségét szignifikdnsan alacsonyabbnak talaltdk a vad
tipust személyek esetében mérhetdkkel. Ugyanakkor a kiil6nbdzo
protrombotikus allapottal egyiitt jaré pl. kardiovaszkularis betegségekben
szenved6k korében a jelentdségét még vitatjadk, mivel korabban

ellentmondé eredmények jelentek meg a P-szelektinre kifejtett hatasardl.

A mikropartikuldak képzodése

A mikropartikuldk a vérlemezkék, a vordsvértestek, a leukocytak
és az endothélsejtek aktivacidja vagy apoptdzisa soran a sejtek
membranjarol torténd leflizodéssel képzodnek. A mikropartikulak nagy
része foszfatidil-szerin és szoveti faktor pozitiv, amely biztositja a
sejtrészecskék prokoagulidns aktivitdsat. A foszfatidil-szerin expresszid
kimutatasa az Annexin V fehérje kalcium ionok jelenlétében bekovetkezd
kotddésének vizsgalataval lehetséges. A mikropartikuldk szambeli

vizsgalatakor csak az ilyen fenotipusi részecskéket értékeljiik.



Szignifikansan emelkedett mikropartikula mennyiséget talaltak korabban
szamos vaszkularis betegségben, igy infarctusban ¢&s anginadban. Ha
ezeknek a betegségeknek a kezelése invaziv mddon torténik, akkor a
sztentelés altal esetlegesen kivaltott thrombocyta aktivacid tovabbi
mikropartikulaszint emelkedéssel jarhat egyiitt, ami megndvelheti a korai

vagy késoi sztenttrombozisok kialakulasanak valosziniiségét.

A XIII-as véralvadasi faktor (FXIII) és a vérlemezkék kapcsolata

A nem aktivalt vérlemezkék szamos biomarkert tartalmaznak nagy
mennyiségben vagy a granulumjaik belsejében (P-szelektin: a-granulum;
LAMP (CD63): lizoszoma), vagy citoplazmatikusan (CD40L; FXIII-A,).
Ezek koziil a thrombocyta FXIII szerepe és miikodése nem kellden ismert.
A FXIII egy protranszglutamindz, amely a hemosztazis fenntartasaban
jatszik fontos szerepet, tobbek kozott mint a fibrinolizis egyik regulatora.
Két formajat kiilonboztetjiik meg: a plazmaban kering6t, amely két “A” és
két “B* alegységbdl épiil fel, és a cellularisat, ami csak az “A”
alegységekbol all. A plazma FXIII szerepe részletesen kivizsgalt, mig a
vérlemezkékben nagy mennyiségben megtalalhaté cellularis forma
jelentdsége egyeldre tisztazatlan.

A kiilonb6z6 thrombocyta aktivacios marker emelkedett szintjének
egyidejii kimutatasa egy szélesebb korii thrombocyta funkcid kivizsgalast
tesz lehetdové in vitro koriilmények kozott agonistak altal aktivalt
mintakban, illetve protrombotikus allapotokban ex vivo klinikai
betegmintakbol. Ezen tilmenden az ilyen jellegii kisérletek eldsegithetik
ujabb thrombocyta aktivacios marker vizsgalatinak bevezetését, illetve a

bonyolult aktivalddasi folyamatok pontosabb megismerését.



CELKITUZESEK

A disszertacio célja az volt, hogy megvizsgaljuk a thrombocyta aktivacid
kiilonb6z6 markereit olyan betegségekben, amelyek protrombotikus
allapotok kialakulasara hajlamosithatnak, tovabba in vitro koriilmények

koz6tt aktivalt mintak analizise soran.

1. Megmértiik a thrombocytafelszini és szolubilis P-szelektin receptor
mennyiségét obez ¢és 2-es tipusi cukorbetegségben szenvedd
betegekben, valamint egészséges egyénekben, tovabba megvizsgaltuk,
hogy a Thr715Pro P-szelektin receptor gén polimorfizmusnak van-e
szignifikans hatasa a szolubilis P-szelektin plazma szintekre ezekben a

betegcsoportokban €s kontrollokban.

2. Megvizsgaltuk a fémsztent implantacid thrombocyta aktivald hatasat a
vérlemezke-eredetli  mikropartikuldk  mennyiségének  mérésével
parhuzamosan més aktivaciés markerrel (a P-szelektin két form4ja,
heterotipikus aggregatumok) a sztentelés utan egy korai (15. perces)
idépontban vett mintabdl stabil anginas betegekben, és Osszevetettiik
olyan szintén anginazo személyekkel, akik csak diagnosztikai

katéterezésben részesiiltek.



Osszehasonlitottuk in vitro koriilmények kozott a FXIIT kotddését
teljes vérben az aktivalt vérlemezkékhez, illetve mosott
thrombocytakhoz thrombin-receptor aktivalo peptiddel (TRAP) végzett
stimulacio utan egészséges egyénekben, illetve egy sulyos, 1-es tipust
Glanzmann thrombasthéniaban (GT) szenved$ betegben azaltal, hogy

analizaltuk a sejtfelszini FXIII-A pozitivitést.

Megvizsgaltuk tovabba, hogy vajon a plazma-eredetii nem aktivalt
FXIII kozvetleniil kotddik-e az aktivalodott vérlemezkék felszinéhez a
GPIIb/II1a receptoron keresztiil, vagy csak az ezekhez a receptorokhoz
elozetesen kotodott y° vagy yA-lanca fibrinogénen keresztiil, indirekt

modon képes kapcsolddni.



ANYAG ES MODSZER

Betegek és kontrollok

A P-szelektin gén polimorfizmusaval kapcsolatos vizsgalatunkba
egy, a DE OEC I. Belgyogyaszati Klinika Ambulancidjanak gondozasa
alatt allé 2-es tipust diabéteszes betegekbdl allo 119 fos betegcsoportot
vontunk be, és hasonlitottuk 6ssze 48 hasonlo testtomeg-index (BMI)-vel
rendelkezd obez, de nem diabéteszes beteggel, illetve 57 egészséges
kontroll személlyel.

A sztentimplantacié thrombocytakat aktivalé hatasat 25 stabil
anginas betegen analizaltuk, akik a diagnosztikus katéterezés soran
kimutatott koronaria szlikiilet miatt fém (de gydgyszerrel be nem vont)
sztent beliltetésben részesiiltek. Kontroll populacidként egy 20 {0s, életkor-
illesztett, szintén stabil anginaban szenvedd, nem sztentelt betegcsoportot
hasznaltunk, akikben a katéterezése soran sziikiiletet vagy elzarodast nem
talaltak. Mindkét betegcsoport tagjait a DE OEC Kardioldgiai Intézetében
kezelték. Minden beteg a beavatkozas el6tt kizardlag 100 mg/nap aspirint
szedett. A beavatkozas soran 100 U/ttskg Na-heparin bdlust kaptak.
Vérzési vagy trombotikus komplikacio egyik betegnél sem kovetkezett be a
beavatkozastol szamitott 30 napig.

Egy sulyos, 1-es tipusi Glanzmann trombasthénias (GPIIb
receptorszam < 200/thrombocyta), a DE OEC Gyermekklinikan kezelt 8
éves kisfil mintdit is megvizsgaltuk, hogy a plazma FXIII milyen
mértékben képes kotddni a beteg thrombocytaihoz ilyen alacsony GPIIb
receptorszam mellett. A beteg FXIII-A pozitivitasi adatait 6sszevetettilk

egészséges egyének mintaibdl mért értékekkel.
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Reagensek

A FXIII thrombocytafelszini expresszidjanak vizsgalatahoz a
kovetkezd reagenseket alkalmaztuk: apyrase, prosztaglandin E; (PGE,),
bovine serum albumin (BSA), thrombin-receptor aktivalé peptid (TRAP),
tisztitott normal human plazma fibrinogén normal FXIII tartalommal (6.2
ug/mg fibrinogén), RGDS (Arg-Gly-Asp-Ser) tetrapeptid, paraformaldehid
(PFA) és eptifibatide (Integrilin®). A humin FXIII-A;B,-t egészséges
egyének plazmajabol tisztitottuk. A human plazma eredetli YA/YA és YA/’
felépitésii fibrinogén variansok tisztitasa DEAE-celluldz gradiens elucids
kromatografian tortént. A két fibrinogén varians FXIII-t gyakorlatilag nem
tartalmazott (<0.1 ug/mg fibrinogén). A kiil6nb6zd fibrinogén frakciok
FXIII tartalmét egylépéses szendvics ELISA kittel végeztik el, amely
specifikus a tetramer szerkezeti plazma FXIIl-ra. A fluorescein-
isothiocianat (FITC)-cel jelolt monoklonalis egér anti-huméan-FXIII-A
antitestet Dr. Katona Eva készitette és ajanlotta fel (DE OEC Klinikai
Kutato Kozpont). Az antitest specificitasat Triton X-100-zal permeabilizalt
thrombocytak FXIII tartalmanak intracellularis jelolésével végeztiik el. A
phycoerythrin (PE)-nel jel6lt anti-humén-P-szelektin (CD62) antitestet, a
nem-immun tipusu egér IgG; antitestet (izotipus kontroll) és a PerCP-vel
jelolt GPIX-receptor ellenes (CD42a) antitestet az aramldsi citometriai

vizsgalatokhoz hasznaltuk.

Mintavétel és elokészités
Minden vérminta vételekor a periférias vénas vért 0.105M Na-

citratot tartalmazé Vacutainer® csébe vettiik le. Az ex vivo klinikai mintak

esetén a teljes vérben vizsgalt vérlemezkéket (40 pl mintat) a vérvételtdl

11



szamitott 2 éran beliil 1 ml 1% PFA-ban fixaltuk le, és tartottuk szobahén
min. 1 o6ra hosszat. Ezutan a mintakat 1300 g-n 15 percig szobahdn
lecentrifugaltuk. A “pellet’-et 1 ml PBS pufferben mostuk, majd a fenti
koriilmények k6zotti ujabb centrifugalas utan reszuszpendaltuk PBS-ben.

A thrombocyta-eredetii mikropartikulak mennyiségének
vizsgalatakor a thrombocyta-szegény plazmat (PPP) Na-citratos teljes
vérbol nyertiik ki 1550 g-n 20 percig szobahdn tortént centrifugalassal.
Otszaz ul PPP-t azutan 13000 g-n 2 percig centrifugaltuk a vérlemezke
tormelék eltavolitasa érdekében, majd 16100 g-n 30 percig szobahoén
végzett centrifugalas utan izolaltuk a mikropartikulakat.

Az in vitro viszonyok kozott végrehajtott FXIII-kotddési
kisérletekben a vénas vért ACD-t (38 mM citromsav, 75 mM Na-citrat, 136
mM gliikdz) tartalmazé Vacutainer® csovekbe vettiik le és 300 ng/ml
PGE,-t adtunk hozza a vérlemezkék eldzetes aktivalodasanak megeldzése
érdekében. A thrombocyta-gazdag plazmat centrifugalassal nyertiik 150 g-
n 15 perces 37°C-os centrifugalassal, majd tovabb szedimentaltuk 1200 g-n
15 percig 37°C-on. A “pellet’-et haromszor mostuk mddositott HEPES-
Tyrode pufferben (140 mM NaCl, 2,5 mM KCIl, 1 mM MgCl,, 10 mM
NaHCOs, 0,5 mM NaH,PO,, 0,1% glikoz, 0,36% BSA, 10 mM HEPES,
pH 7.,4) 1 U/ml apyrase és 300 ng/ml PGE;, jelenlétében. A mosasi Iépések
utan végiil reszuszpendaltuk a sejteket apyrase-t and PGE;-t mar nem
tartalmazé HEPES-Tyrode pufferben.

A szolubilis P-szelektin plazma szintjét a kereskedelmi
forgalomban kaphaté ELISA kittel mértiik meg. A mintdkat a mintavétel
utan 30 percen beliil 2000 g-n 15 percig szobahon lecentrifugaltuk, majd az

analizisig -70°C-on téroltuk.
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Aramldsi citometriai mérések

A vérlemezkék azonositasa és mas sejtektol valo elkiilonitése a
GPIX (CDA42a) receptor ellenes monoklonélis antitesttel valo jeloléssel
tortént mind a klinikai, mind az in vitro mintadk esetén. A thrombocytak
aktivaltsagi allapotanak detektdlasat P-szelektin (CD62) ellenes antitesttel
végeztik. Az in vitro korilmények kozott vizsgalt thrombocytak
vizsgalatakor a mintak aktivalasa és jelolése egyiddben tortént. Az ex vivo
betegmintak esetén pedig a vérlemezkéket miutan fixaltuk, 20 percig
inkubaltuk az antitestekkel sotétben, szobahodn. Izotipus kontrollként IgG;
antitestet hasznaltunk, és 10000 kettds jelolésii eseményszamot gyiijtottiink
be FACSCalibur citométeren CellQuest 3.2 program alkalmazasaval.

A thrombocyta-leukocyta aggregatumok aranyat teljes vérben
mértitk, amikor a kiilonbozd fehérvérsejt populaciok felszini analizisekor
CD42a pozitivitdst vizsgaltunk, igy mérve indirekt moédon a
vérlemezkékkel vald kapcsolodasukat. A mikropartikulak mennyiségi
meghatarozasahoz ~ két  tipusi  fluoreszcens  gyongykészitményt
alkalmaztunk: a TruCOUNT®-ot és a CytoCount®-ot, amelyek standard
mérettel és gyongyszdmmal rendelkeztek. A gyongydket nem adtuk
kozvetleniil hozza a mintakhoz, mivel az eldzetes vizsgalataink alapjan a
mikropartikulak kisebb mennyisége hozzatapadhatott a gyongyok egy
részéhez, ezaltal cskkentve azok valodi szamat. Ennek megfeleléen a
gyongyoket tartalmazd csoveket mértiik le elészor, majd ezutan a klinikai
mintakat ugyanolyan begytjtési id6 (30 masodperc) alatt. A mintak
mikropartikulaszamat a  begyijtétt  gyongyok  eseményszamahoz
viszonyitva allapitottuk meg. A mintak feldolgozasat a mintavétel utan 120

perccel kezdtiik el, amely id6pont minden beteg esetében kivitelezhetd
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volt. A mikropartikuldkat az elére szort (FSC) és oldalra szort (SSC) fény
paraméterei alapjan kapuztuk be, majd az Annexin V és CD4la
pozitivitdsuk szerint értékeltiik ki. Az aktivaltsdgi allapotukat a P-szelektin

expresszid mérésével hatdroztuk meg.

A Thr715Pro P-szelektin polimorfizmus genetikai vizsgdlata

A betegek DNS-ét Na-citrattal alvadasgatolt teljes vérbol nyertiik
ki QIAamp DNS kit hasznalataval. A primereket a Primer3 programmal
terveztik meg, ¢és a P-szelektin gén 13. exonjat amplifikdltuk azok
segitségével. A primerek szekvencidgja a kovetkezd volt: 5'-
TTTCTGCAGCTGTGAAATGC-3', illetve 5'-ATTGTACCTTGGCAGGT
TGG-3'. A PCR mintak ossztérfogata 50 ul volt, ami 100 ng DNS-t, 10
pmol primert, 200 uM dNTP-t, 1,5 mM MgCl,-t, 10% DMSO-t és 2 U Taq
DNS polimerazt tartalmazott. A PCR soran a kezdeti denaturacié 94°C-on
5 percig folyt, majd a 40 ciklusbol allé amplifikacié kovetkezett 94°C-on
30 masodpercig, 60°C-on 60 masodpercig és 72°C-on 60 masodpercig, és a
végsd extenzido 72°C-on 10 percig tartott. A PCR termékeket (198
bazispar) Eco911 enzimmel emésztettiik, majd 3%-os agardz gélen futtattuk
meg. A Pro715 allél jelenlétében egy 0j 163 bazispar nagysagii DNS
terméket detektaltunk.

A FXIII kétodésének vizsgdlata aktivalt vérlemezkék felszinén
A FXII vérlemezkékhez torténd kotodésének analizisét teljes

vérben és mosott thrombocyta szuszpenzidban is elvégeztik. A

crer

TRAP-pal aktivaltuk 15 percig 37°C-on HEPES-Tyrode pufferben, anti-
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human-FXIII-A antitestet jelenlétében. Annak érdekében, hogy kelld
mértékben aktivaljuk a vérlemezkéket, de elkeriiljik ugyanakkor a FXIII
aktivalédasat, a thrombin-receptort stimulaldé TRAP szintetikus peptidet
alkalmaztuk minden FXIII-kotédési kisérletiinkben. Ez a peptid a
természetes o-thrombin hatasat képes helyettesiteni a fenti in vitro
kortilmények biztositdsa érdekében. A  thrombocytak vizsgalatat,
aktivaltsagi allapotuk lemérését a fentebb részletezett moédon végeztiik el.
Annak érdekében, hogy megallapitsuk, milyen eredetii a teljes
vérben 1évé thrombocytdkhoz kotédd FXIII, mosott thrombocytakat is
hasonlé modon aktivaltunk és jeloltink. Az eredményeket FXIII-A
szazalékos pozitivitas értékében fejeztiik ki. Ezen tilmenden megmértiik a
kiilonb6z6 méreti thrombocytak FXIII-A és CD62 pozitivitas értékeit is
azaltal, hogy a teljes vérlemezke populdcidt hdrom, kozel egyenld részre
osztottuk fel az FSC paramétereik alapjdn. A nagy, a kozepes és a kis
méretli thrombocytak egyenkénti analizise ugyanolyan fluoreszcencia

intenzitas “cut-off” értéken tortént.

GPIIb/I11a receptor antagonistik hatdsa a plazma FXIII expressziora
Megvizsgaltuk a GPIIb/IIla receptor esetleges szerepét a plazma-
eredeti  FXIII expresszio folyamataban, ¢és ehhez tobb moddszert
alkalmaztunk: kétféle antagonistaval specifikusan blokkoltuk a receptort és
a fibrinogén ko6tddését, illetve a receptor ,,hianyaban” is megnéztiik a FXIII
expresszi6 mértékét (lasd alabb). A GPIIb/Illa receptor antagonista
eptifibatide nagy specificitassal blokkolja a fibrinogén kot6dését ehhez a
receptorhoz, ezaltal gatolva a thrombocyta aggregaciét. Tovabba

megvizsgaltuk az RGDS tetrapeptid hatasat is, ami méis modon,
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kozvetleniil a receptor-fibrinogén interakcidét képes megakadalyozni. A
citratos teljes vért tehat eldinkubaltuk eptifibatide-del (2 ug/ml), vagy
RGDS peptiddel (5§ mM) 15 percig 37°C-on. Az inkubacid utan kiil6nb6zo

koncentracigju TRAP-pal aktivaltuk a vérlemezkéket ¢és dramlasi

citométeren analizaltuk a mintakat.

A FXIII kétodése Glanzmann thrombasthénids beteg vérlemezkéihez
Ahhoz, hogy megerésitsiik a GPIIb/Illa receptor szerepét a plazma
FXIII expresszidban, egy sulyos, 1-es tipusu GT beteg thrombocytait is
megvizsgaltuk teljes vérben nagyon alacsony GPIIb receptorszam mellett.
A sejtek in vitro aktivalasa, majd az ezt kovetd analizise ugyanolyan
moddon tortént, mint a fenti, antagonistakkal végzett kisérletekben. A beteg

eredményeit egészséges mintak FXIII-A pozitivitdsdhoz hasonlitottuk.

A FXIII kétodésének mechanizmusa

Megvizsgéltuk, hogy a nem aktivalt plazma-eredeti FXIII-A,B,
kozvetleniil - a GPIIb/Illa receptoron keresztiil - képes-e kotddni az
aktivalt vérlemezkék felszinéhez, vagy kizarélag a receptor-kototte
fibrinogén molekulakon keresztiil torténik az expresszidja. FXIII-A
pozitivitdst olyan mintakban mértiink, ahol a tisztitott FXIII-A,B, (25
ug/ml) és/vagy yA/y’ fibrinogén (2,5 mg/ml), vagy yA/yA fibrinogén (2,5
mg/ml) varians volt hozzaadva a nem stimulalt és a TRAP-pal (40 uM)
aktivalt mosott thrombocyta mintakhoz 15 percig 37°C-on 1 mM CacCl,
jelenlétében. Normal FXIII tartalmi huméan plazma fibrinogént

hasznaltunk a kisérletek pozitiv kontroll mintajaban. Az inkubacié utan a
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mintakat 1 % PFA-ban fixaltuk, majd egy PBS-ben torténd mosas utan a

mintakat aramlasi citométeren lemértiik.

Statisztikai szamitdsok

Az adatok atlag + SEM formaban voltak kifejezve és legtobbszor
Student’s ¢ tesztet hasznaltuk a kiilonbségek kimutatasara. Ha a p érték
<0,05 volt, a kiilonbséget szignifikansnak értékeltiik. A klinikai vizsgalatok
soran normalitdsvizsgdlatra Kolmogorov-Smirnov tesztet alkalmaztunk.
Mivel a legtobb paraméter nem normal eloszlasu volt, log-traszformaciot
hajtottunk végre, majd ezutdn vizsgaltuk fiiggetlen Student’s ¢ teszttel. A
betegcsoportok kozott a valtozd paraméterek kozotti kiilonbség mérésére
ANOVA-t és chi-square tesztet is hasznaltunk. Multiplex regresszios
analizissel vizsgaltuk az Osszefiiggést a demografiai paraméterek ¢s
szolubilis P-szelektin szintek kozott. Egyvaltozds variancia analizissel
adjusztaltuk a szignifikans valtozokat, és vetettiik Gssze a szolubilis P-
szelektin értékekkel a kiilonbozd genotipusok kozott. A szamitasokat a

SPSS program 13.0 verzidjan végeztiik el.
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EREDMENYEK ES DISZKUSSZIO

Szignifikdansan emelkedett thrombocytafelszini és szolubilis P-szelektin
szintek obez egyénekben és 2-es tipusu cukorbetegekben

A betegcsoportok kiilonféle demografiai és mért laboreredményei
kozott szignifikans kiilonbséget talaltunk. A szolubilis P-szelektin plazma
szintje és a sejtfelszini P-szelektin szazalékos pozitivitasa szignifikdnsan
magasabb volt az obez és a cukorbeteg egyénekben Gsszehasonlitva az
egészséges kontrollokkal. Ezek az eredmények megfelelnek korabbi
kozlemények adataival, amelyek a vérlemezkék fokozott aktivaltsagi
allapotardl szamoltak be, Osszefiiggésbe hozva a betegségekre jellemzo

komplikacidk, pl. az érbetegség pathomechanizmusaval.

A Thr715Pro polimorfizmus kis mértékben befolydsolja a szolubilis P-
szelektin szintet az egyes betegcsoportokban

A Thr715Pro genotipus aranya szignifikdnsan nem kiilonbozott a
betegcsoportok kozott. Egészségesekben: 77,2% (AA, n=44), 22,.8% (AC,
n=13); obezekben: 81,3% (AA, n=39), 18,7% (AC, n=9); 2-es tipust
diabéteszesekben: 74,8% (AA, n=89), 23.5% (AC, n=28), 1,7% (CC, n=2).
Minden csoportban fennallt a Hardy-Weinberg equilibrium. Nem volt
olyan betegiink, aki homozigota (CC) genotipusi lett volna az
egészségesek és az obezek kozott. Mivel a diabéteszes csoportban is elég
alacsony volt a homozigotak aranya, ezeket a betegeket a heterozigotak
(AC) csoportjaba soroltuk a statisztikai szamitasok soran. A cukorbetegek
kozott a szignifikansan emelkedett szolubilis P-szelektin szinteket nem

befolyasolta a betegek genotipusa (p=0,642). Habar az egészséges Pro715
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allél hordozdk jelentésen alacsonyabb szolubilis P-szelektin szintet
mutattak, ez a kiilonbség nem volt statisztikailag szignifikans (p=0,060)
szemben korabbi publikaciok adataival. Az obez egyénekben ez az
aktivacioés marker is jelentosen emelkedett volt, de nagy kiilonbséget nem

mutatott az AA és AC hordozdk kozott (p=0,777).

A BMI jelentosége a szolubilis P-szelektin szintek alakuldsdban
egészséges személyekben

Meghataroztuk a BMI és a szolubilis P-szelektin szintek
kapcsolatat a kiilonboz6 BMI-jii egészséges egyénekben. A <22.4 kg/m’
BMI-vel rendelkezd “C” allél hordozokban a szolubilis P-szelektin szint
szignifikansan (p=0,004) alacsonyabb volt, mint az AA genotipustakban.
Erdekes modon, nem volt jelentés eltérés a genotipus alapjan azokban,
akiknek a BMI-je > 22,4 kg/m’. Egy korabbi kézlemény gyenge korrelaciot
mutatott ki a szolubilis P-szelektin szintek és a BMI kozott kizardlag
egészséges egyénekben, de nem volt ilyen jellegli Osszefiiggés a

kardiovaszkularis betegekben.

A kiilonbozo valtozok hatdsa a szolubilis P-szelektin szintekre 2-es tipusu
diabéteszben

Korabbi publikaciok szerint a szolubilis P-szelektin szintek
alakulasa kor- és nemfiiggd, bar masok cukorbetegekben ezt nem tudtak
egyértelmiien megerositeni. Betegcsoportunkban a  kor jelentdsen
befolyasolta ennek az aktivacios markernek az értékét. Szignifikans
(p<0,05) kiilonbség volt lathato a szolubilis P-szelektin szintekben, amikor

az idoésebb (atlag életkor >54 év, 111,4 + 61,7 ng/ml) és a fiatalabb (atlag
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életkor <54 év, 64,7 £ 47,1 ng/ml) alcsoportokba voltak a betegek
besorolva, de a genotipus ekkor sem befolyasolta szignifikansan a
szolubilis P-szelektin értékeket. Mivel az életkor jelentdsen kihatott ra, egy
olyan életkor-illesztett diabéteszes alcsoportot is Iétrehoztunk, amivel a
kontroll csoportot (6ssz. 57 part) 6ssze tudtuk hasonlitani. A szolubilis P-
szelektin  szintek szignifikansan (p<0,001) magasabbak voltak a
diabéteszes alcsoportban (atlag: 79,4 ng/ml, quartilis: 39,7-121 ng/ml)
Osszehasonlitva a korban megfeleld egészséges kontroll személyekhez
(atlag: 46,6 ng/ml, quartilis: 33,2-57,6 ng/ml).

Nem talaltunk statisztikailag szignifikans kiilonbséget a férfiak
(91,5 + 65,5 ng/ml) és a ndk (86,4 + 44,6 ng/ml) kozoétt, és nem volt
genotipus szerinti eltérés sem. A szolubilis P-szelektin szinteket nem
befolyasolta a dohanyzasi szokas, nem talaltunk eltérést a nem-dohanyzé
cukorbetegek (87,8 £ 49,7 ng/ml) és a rendszeresen dohanyzo betegek
(90,9 = 80 ng/ml) kozott. A genotipusnak ebben a vizsgalatban sem volt
jelentdsége. E16z06 vizsgalatok bar talaltak osszefliggést a Pro715 allél és az
alacsonyabb szolubilis P-szelektin szintek kozott, ez a nem-dohanyzo
kardiovaszkularis betegekre volt csak igaz. Masok viszont nem taldltak
ilyen kapcsolatot normal egyének kozott sem.

A diabéteszes csoportban multiplex regresszidos analizist
hasznaltunk szignifikans Osszefiiggések megallapitasara a szolubilis P-
szelektin értékek és a betegek valtozo adatai kozott. Egyediil az életkor
mutatott szignifikans hatast. Ezutdn ezt a paramétert illesztettiik a tbbi
valtozéra (pl. nem, vérnyomas, dohanyzasi szokas, stb.), de nem talaltunk
statisztikailag szignifikans (p=0,204) kiilonbséget a szolubilis P-szelektinre

vonatkozdan az AA és AC+CC genotipusu betegek kozott egyvaltozos

20



variacios analizissel. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek majd annak
megallapitasara, hogy ennek a genotipusnak mdas P-szelektin
polimorfizmussal egyiitt van-e tovabbi jelentdsége obezitasban és 2-es

tipust cukorbetegségben.

Szignifikansan emelkedett thrombocyta-eredetii mikropartikulaszint
anginds betegekben sztentelést kivetoen

A sztentek - beiltetést kovetéen - egy trombogén felszint
képezhetnek az érben, ami akar thrombocyta aktivaciot is okozhat. Korabbi
tanulmanyok a thrombocyta P-szelektin felszini expresszidjanak mérését
szenzitiv moédszernek talaltak ballonos tagitas (PTCA)-val kezelt betegek
vérlemezkéinek vizsgalatara €s a kiillonb6z6 clopidogrel terapia hatasanak
monitorizalasara. Jelen tanulmanyunkban a sztentbeiiltetés vérlemezke-
aktivaldo  hatasat  vizsgaltuk thrombocyta-eredetli  mikropartikulak
mennyiségének mérésével, parhuzamosan mas thrombocyta aktivacids
markerrel egyiitt a beavatkozas utani 15. percben vett mintabol. Aramlési
citometriat hasznaltunk, mint az erre a célra a legszélesebb korben
alkalmazott technikat. Annexin V-pozitiv mikropartikulakat analizaltunk,
és azon belil is a thrombocyta-eredetlicket, mivel ezt a tipust tartjak a
legnagyobb (80-95%) populacidonak. A tobbi sejt eredetli mikropartikulak
jelentdségérdl (pl. az endothélsejt-eredetliek) eltérnek a vélemények.

Korabban egyediil egy publikacié foglalkozott a thrombocyta-
eredetli mikropartikulaknak a beavatkozas utani, ilyen korai idépontban
torténd mérésével koronaria betegségben szenvedd egyénekben, amit
ELISA-val hataroztak meg. Szignifikdns novekedést ugyanakkor nem

mutattak ki. Ezzel szemben vizsgalatunkban szignifikansan (p=0,031)
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megemelkedett mikropartikulaszintet (557+83/ul vs. 325+42/ul) mértiink
sztentelés utan 15 perccel, szemben olyan, szintén anginas betegekkel, akik

csak diagnosztikai katéterezésen estek 4t.

A felszini P-szelektin és a heterotipikus aggregdtumok megemelkedett
szintje sztentelt betegekben

A sztentelés mivelete a vérlemezkék aktivaldédasahoz vezetett, ami
a felszini P-szelektin szint (2,7£0,3% vs. 1,99+0,1%; p=0,024)
megemelkedésében is megmutatkozott. Erdekes modon, a szolubilis forma
ez esetben nem mutatott kiilonbséget a két betegcsoport kozott (38+12
ng/ml vs. 36x11 ng/ml). Ez feltehetden a korai mintavételnek kdszonheto,
mivel kevés id6 allhatott rendelkezésre ahhoz, hogy a felszini forma
lehasitédjon és a plazmaba keriiljon. A mikropartikulak CD62 pozitivitasa
is jelentdsen megnétt a sztentelt betegekben, szemben a katéterezett
egyénekben mérhetdvel.

Mindharom thrombocyta-leukocyta komplex mennyisége névekvo
tendenciat mutatott, de egyediil a monocyta-thrombocyta aggregatumok
szintje nott szignifikansan (48+4% vs. 38+3%; p=0,044). Relevans
kontrollként szintén anginazo, ugyanolyan gyodgyszeres terapiaban
részesiild betegeket hasznaltunk, akik hasonld invazivitasii beavatkozast
(katéterezés) kaptak. Ezek a ,kontroll-betegek” is mutattak valamilyen
mértékii thrombocyta aktivacidt viszonyitva a masik vizsgalatunkban
megfigyelt egészséges kontrollokhoz. Mas szerzok szerint, bar a sztentek
hasznalata thrombocyta aktivalodasra hajlamosithatnak, a beavatkozas
csokkentheti is kedvezd mddon a mikropartikuldk szintjét a beavatkozas

utani 30. napra. Ezek alapjan a thrombocyta-eredetli mikropartikulak
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mennyiségi meghatarozasa egy korai érzékeny moédszernek tekinthetd az
invaziv kardiologiai terapia okozta thrombocyta aktivacio kimutatasara,
mely vizsgalat kiegészitheti olyan mas aktivacids markerek analizisét, mint
a sejtfelszini CD63 expresszid, a szolubilis GPV, a szolubilis CD40L és a
RANTES plazma szintek mérését. Tovabbi kisérletek sziikségesek annak
megallapitasara, hogy ezek a paraméterek egyuttal alkalmasak-e a
protrombotikus allapotok kimutatasara, illetve a gyogyszerrel bevont

sztentek hatasa kiilonbozik-e a ,,sima” fémsztentekétol.

A nem aktivalt FXIII is kétodik az aktivalt thrombocytikhoz

A FXIII kotodését els6ként TRAP-pal stimulalt thrombocytak
teljes vérben valo vizsgalataval végeztik. A FXIII-A pozitivitast a CD62
pozitivitassal parhuzamosan mértiik. Nem aktivalt mintakban a FXIII nem
kotodott a vérlemezkékhez. Ugyanakkor a FXIII-A pozitivitas fokozatosan
nétt a TRAP koncentracidjanak novelésével és 40 uM agonista
koncentracional érte el a maximalis szintjét a 90%-os CD62 pozitivitasnal.
A FXIII-A és a P-szelektin koexpressziot mutatott az aktivalt mintakon. A
FXIII tehat kizarolag aktivalt vérlemezkéken expresszalodik. Korabban
egy specifikus thrombin-aktivalta FXIII kotodést irtak le thrombin-
stimulalt vérlemezkéken.

A vérlemezke populdcidé méret szerinti felosztasa utdn azt
tapasztaltuk, hogy a nagyméretli sejtek mutattak a legnagyobb FXIII-A
pozitivitast, amig a legkisebbek a legalacsonyabb szintet. A P-szelektin
pozitivitasban nem volt kiilonbség. Ezek alapjan olyan kotohelyekhez

kapcsolddhat a FXIII, aminek szdma aranyos a vérlemezke méretével.
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A thrombocytak plazma eredetii, és nem intracelluldaris FXIII-t kotnek a
felsziniikon

A korabbi irodalmai adatok alapjan nem volt tisztazott, hogy
aktivalt mintadkban az intracellularis FXIII képes-¢ expresszalodni a
sejtfelszinen. Régebbi kozlések tobbsége ugyan arrdl szamolt be, hogy a
FXIII a thrombocytdkban marad €s nem jut ki onnan. Masok viszont leirtak
a gél-filtralt, egyidoben kollagénnel és thrombinnal stimulalt vérlemezkék
FXIII expressziojat kiilsé faktor hozzaaddsa nélkiil. Megvizsgaltuk tehat,
hogy az altalunk detektalt FXIII-A pozitivitast az intracellularis vagy a
plazma eredetti FXIII kotddése jelenti. Ennek érdekében mosott és teljes
vérben 1évé thrombocytakat aktivaltunk a fenti koriilmények kozott. Az
aktivalt mosott thrombocyta szuszpenzioban nem talaltunk FXIII-A
pozitivitds emelkedést szemben a teljes vérben végzett kisérletekkel.
Ugyanakkor a CD62 pozitivitas fokozatosan n6tt mindkét mintatipusban.
Ez alapjan a plazma eredetti FXIII k6tddik a vérlemezkékhez teljes vérben,

de az intracelluléris forma nem expresszalodik.

Az eptifibatide és az RGDS tetrapeptid szignifikdnsan csokkentette a
FXIII-A pozitivitas mértékét

Megvizsgaltuk a GPIIb/Illa receptornak a FXIII kotddésében
jatszott esetleges szerepét tekintettel arra, hogy egy nagyszdmu
thrombocyta receptorrol van sz, ami els6sorban a thrombocyta aggregaciod
mechanizmusaban jatszik fontos szerepet. Ehhez specifikus GPIIb/Illa
receptor antagonistat, eptifibatide-ot hasznaltuk olyan koncentracidban (2
ug/ml), amit a stirgdsségi kardiolégiaban alkalmaznak betegekben. A FXIII

kotédésének 55 %-at blokkolta a sejtek eptifibatide-kezelése, szemben a
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nem kezelt kontroll mintdhoz (p<0,05). Amikor a vérlemezkéket RGDS
tetrapeptiddel gatoltuk, a fibrinogén kotddés megeldzése révén tovabb
csokkent a FXIII-A pozitivitas, ami igy 73%-kal volt alacsonyabb, mint a
kontrollé. Ennek megfeleléen a GPIIb/Illa receptornak ¢és az altala
megkotott fibrinogénnek nagy jelentésége van a nem aktivalt FXIII
vérlemezkékhez valdé kotddésében. Régebbi kozlemények err6l a
jelenségrol ellentétes adatokat kozoltek. Voltak olyanok, amelyek kizartak
a GPIIb/Illa receptor és a fibrin(ogén) szerepét, ugyanakkor masok késdbb
a thrombin-aktivalt FXIII GPIIb/Illa receptoron keresztiili expresszidjat
detektaltak thrombin-stimulalt thrombocytakon. Hangsulyozni szeretnénk,
hogy a kisérleteinkben bemutatott FXIII k6todési folyamat nem egyezik
meg az irodalomban mar kozolt aktivalt FXIII expresszidjaval. Az aktivalt,
thrombin-hasitott faktor kizardlag “A” alegységet tartalmaz, mig a nem
aktivalt, plazma eredetii FXIII A,B,-komplexbdl épiil fel, igy a két forma
bizonyara mas kotéhelyen keresztiil képes expresszalodni az aktivalt

thrombocytak felszinén.

Minimadlis plazma FXIII kotodés a GT vérlemezkéken

A GT beteg vérlemezkéinek vizsgalataval sikeriilt megerdsiteni azt
a hipotézist, miszerint a GPIIb/Illa receptor nagy jelentdséggel bir a
plazma FXIII kotédésében. Ugyanolyan TRAP agonista koncentracidval
végzett aktivalasi koriilmények kozott a GT thrombocytak rendkiviil
alacsony, szinte elhanyagolhatd szintli FXIII-A pozitivitast mutattak, mint
az egészséges kontrolloké. A kiinduld pozitivitasi értékben kiilonbséget
nem tapasztaltunk. A P-szelektin pozitivitdsban nem volt eltérés, ami a

vérlemezkék egységes, megfeleld szintli aktivaltsagi allapotat jelezték.
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Ezen kisérletek tovabb erdsitették a korabbi vizsgalataink helyességét a
GPIIb/IIla receptor szerepét illetéen. Erdekes modon, az aktivalt FXIII
normal mértékben kotddott két sulyos GT beteg vérlemezkéihez egy

korabbi kozlés szerint.

A FXIII-A;B; kétodéséhez y’-lancu fibrinogén sziikséges

A FXIII kotédés mechanizmusanak pontosabb megismerése
érdekében kétféle, eltérd lancokbdl allo fibrinogén varianst adtunk mosott
thrombocyta populacidhoz. A keringésben a fibrinogén molekulak kétféle
szerkezetd, 3 (Aa, Bf és y) polipeptid lancbol épiilnek fel. A y-lanc hasitas
utani formaja a y’-lanc, amely a fibrinogén molekulak csak kb. 15%-aban
van jelen, amely képes megkdtni a FXIII-t a “B” alegységen keresztiil. A
pozitiv kontrollban hasznalt normal FXIII tartalmu plazma fibrinogén
jelenlétében a vérlemezkék felszinén a FXIII-A pozitivitas szignifikansan
(p<0,01) magasabb volt a negativ kontrollhoz képest. A TRAP-aktivalt
vérlemezkék csak enyhe FXIII-A pozitivitas novekedést mutattak, amikor a
hozzaadott plazma FXIII-A,B, fibrinogén nélkiil, vagy valamelyik
fibrinogén varians (YA/YA vagy YA/y’) Onmagaban volt a mintaban.
Ugyanakkor a yA/y’ fibrinogén a tisztitott FXIII-A;B, jelenlétében
szignifikdnsan (p<0,05) megemelte a FXIII-k6t6dés mértéket a TRAP-
stimulalt vérlemezkék felszinén, szemben a nem aktivalt kontrollal, illetve
a kizarélag yA/y’ fibrinogénnel ellatott mintaval szemben. A YA/YA
fibrinogén a FXIII-A;B, jelenlétében ugyanakkor nem tudta ndvelni a
FXIII-A pozitivitast 6sszehasonlitva olyan thrombocyta mintaval, amely
csak yA/yA fibrinogént tartalmazott (p=0,302). Ezek az adatok

egyértelmlien alatdmasztjak a y'-lancu, a GPIIb/Illa receptorhoz mar
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elozetesen kapcsolodott fibrinogén molekulak szerepét a plazmabdl
bekotddod, nem aktivalt FXIII-A,B, expressziojaban. Ugyanakkor azt is
megallapithatjuk, hogy a FXIII nem képes direkt modon, fibrinogén nélkiil,
kizarolag  thrombocyta  receptorhoz  kapcsolédva az  aktivalt

vérlemezkékhez kotddni.
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OSSZEFOGLALAS

A kardio- és cerebrovaszkularis betegségeket napjaikban is vezetd
halalokként tartjuk szamon a fejlett orszagokban. Az aktivalddott
vérlemezkék alapvetd szerepet jatszanak ezekben a Dbetegségekben
bekovetkezd trombotikus komplikacidok pathomechanizmusaban. Ezért van
olyan nagy jelentésége az ily modon megvaltozott vérlemezkék
kimutatasanak a napi rutindiagnosztikaban.

Vizsgalatainkban 2-es tipusu cukorbetegségben szenvedd
betegekben, illetve tllstlyos egyénekben a vérlemezkék felszini P-
szelektin, valamint annak szolubilis formajanak  mennyiségét
szignifikdnsan emelkedettnek talaltuk szemben az egészséges kontroll
személyekben mért értékekkel. A legjelentdsebb P-szelektin gén
polimorfizmus (Thr715Pro) egyik betegcsoportban sem befolyasolta
szignifikdnsan a szolubilis P-szelektin plazma szintjét. A cukorbetegek
esetén a kiillonb6z6 demografiai paraméterek alapjan kialakitott
alcsoportokban a szolubilis P-szelektin szintje - a genotipus alapjan -
tovabbra sem kiilonb6zott jelentds mértékben.

Stabil  angindban  szenvedd  betegekben  szignifikdnsan
megemelkedett a vérlemezke-eredetli mikropartikuldk mennyisége, a
thrombocytak felszini P-szelektin szintje és a vérlemezke-monocyta
aggregatumok aranya ellentétben olyan, szintén anginazo betegekkel, akik
“csak” diagnosztikai katéterezésen estek at elzarédas vagy sziikiilet
hianyaban. Ugyanakkor a szolubilis P-szelektin mérése jelentos
kiilonbséget nem mutatott a két betegcsoport kozott. Ezek alapjan a

thrombocyta-eredetli mikropartikulak vizsgalata egy érzékeny korai
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vérlemezke aktivacios markernek tekinthetdé az invaziv kardioldgiai
beavatkozasokkor aktivalodott vérlemezkék vizsgalatara.

In vitro kisérleteinkben, a thrombocytakban intracitoplazmatikusan
taladlhatd FXIII-A, nem expresszalddott a TRAP agonistaval aktivalt
mosott thrombocytak felszinén. A teljes vérben vizsgalt aktivalt
vérlemezkékhez kotédd nem aktivalt FXIII ezek alapjan plazma eredetii. A
YA/y’ szerkezetli fibrinogén jelenléte szignifikansan novelte a tisztitott nem
aktivalt FXIII kotddését az aktivalt mosott vérlemezkékhez. A FXIII-A
pozitivitdas ugyanakkor nem volt mérhet6 a yA/y’ fibrinogén hianyaban,
vagy olyan fibrinogénnel, aminek csak yA lanca volt, illetve dnmagaban a
FXIII-A;B;-vel sem. Mindezek alapjan ugy gondoljuk, hogy a plazma
eredetli nem aktivalt FXIII nem képes kozvetleniil k6tédni az aktivalodott
vérlemezkékhez, és jelentds FXIII kot6dés csak a GPIIb/Illa receptorhoz
elozetesen kotodott fibrinogén y’-lancan keresztiil lehetséges. A FXIII
kotddésének vizsgalata a tovabbiakban egy tjabb thrombocyta aktivacios

marker lehetdségét vetheti fel.
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