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1. BEVEZETES

A trombotikus megbetegedések vilagszerte vezetd szerepet toltenek be mind a
mortalitisban, mind a morbiditdsban. A trombus altali érelzarodas érintheti az artérias és a
vénas keringést egyarant.

Az alpha2-plazmin inhibitor (a,-PI), mely a plazmin f6 inhibitora, fontos szerepet
jatszhat a trombdzis kialakuldsaban és a trombus fenntartasdban. A fibrinhal6o képzdédésével
parhuzamosan az aktivalt XIII-as faktor (FXIIla) az a-Pl-t keresztkti a fibrin a-lancaval, igy
védi az alvadékot a plazmin altali degradacioval szemben [1, 2]. Az a-Pl a keringésben N-,
¢s C-termindlisan is hasitodik. Az FXIlla els6sorban a C-terminalisan ép ap-Pl-t koti
kovalensen, a trunkalt format kevésbé, valamint az N-terminalisan hasitott format gyorsabban
koti a fibrinhez [3].

Koréabbi tanulményokban kimutattdk, hogy az jonnan képzddott trombus ellenalld
képessége a korai fibrinolizissel szemben nagyrészt az o0,-PI fibrin alvadékba torténd
beépiilésétdl fiigg [4, 5]. Annak ellenére, hogy ennek a szabalyozasi 1épésnek nagy
jelentésége van és potencialis hatasa lehet a trombotikus klinikai események széles korére,
meglepden keveset tudunk arrél, hogy az a,-PI kiilonb6z6 koriilmények kézott hogyan
kotédik a fibrinhez. Kiilonboz6 Aallatkisérletekbdl szadrmazoé eredmények alapjan
megallapitottak, hogy 0sszefiiggés van a trombolizis kiemenetele és az akut iszkémids stroke -
ot (AIS) elszenvedd egyedek plazmajabol nyert fibrin alvadékba beépiilt a-PI mértéke kozott
[6-9]. Meglepé modon az 0p-PI beépiilésének mértékét a fibrin alvadékba és annak
Osszefliggését a kimenettel trombolizisen atesett AIS betegcsoportban még nem vizsgaltak.

Koréabbi vizsgalatok, melyek az a,-PI €s a vénas trombozis kialakuldsanak kockazataval
foglalkoztak, ahol csak ay-PI aktivitas szinteket mértek, nem szolgaltattak meggy6z6
eredményeket az oy-PI szerepérdl [10, 11]. Az ay-Pl C-terminalisan hasitott formainak és
azok ardnydnak meghatarozasaval trombotikus megbetegedésekben eddig csak egy tanulmany
foglalkozott, melyben miokardidlis infarktust (MI) elszenvedett férfiakban hasonlitottak 6ssze
a C-terminalisan ép €s trunkalt formak szintjét korban illesztett kontrollcsoporttal [12].

Csak kevés tanulmany vizsgalta az a,-Pl p.ArgéTrp polimorfizmus €s az artérias trombdzis
kozotti kapcsolatot. A p.Arg6bTrp polimorfizmus biokémiai vizsgalatok alapjan feltételezett
védo6 hatasat sem koronaria-ateroszklerdzisos [13], sem AlS-ban szenveddé betegekben nem

tudtak igazolni [14]. A polimorfizmus hatasat vénas trombodzisban eddig még nem vizsgaltak.



2. IRODALMI ATTEKINTES

A trombotikus megbetegedések vilagszerte vezetd szerepet toltenek be mind a
mortalitasban, mind a morbiditdsban. Ezek magaba foglaljak azokat a betegségeket ¢és
allapotokat, melyeknek kovetkezménye az intravaszkularis koagulacio, tehat az éren beliili
alvadékképzodés vagy mas néven trombozis [15, 16]. A trombozis el6fordulhat az artérias és
vénas keringésben egyarant. Az artériat érint6 elzarodas féleg miokardialis infarktust (Ml),
vagy akut iszkémias stroke-ot (AlS) okozhat, mig a vénas keringés elzardédasa mélyvénas
trombozishoz (DVT) vezet.

2.1 A vénas tromboembdlia (VTE)

A VTE-r6l akkor beszéliink, ha a vénakban a vér fluiditdsa megvaltozik és vérrdg alakul
ki, mely elzarhatja az ereket. Ha ez a vérrog a végtagok vénaiban keletkezik akkor beszéliink
DVT-rol, viszont, ha a kialakult trombus leszakad és a tiidobe vandorol, akkor
tidéembolianak (PE) nevezziik. A DVT-re jellemzd tiinetek az 6déma, also végtagfajdalom
€s bOrpir, mig a PE-nal jellegzetes tiinet lehet a mellkasi fajdalom, a légszomj, a gyors
szivverés és 1égzés, ajulas, valamint szédiilés. A VTE az eurdpai populacioban 1000 emberbdl
évente 1-2 f6t érint. Csak DVT az esetek 60%-aban alakul ki, a maradék 40%-ban PE fordul
elé DVT-vel vagy anélkiil [17].

Tobb tanulmany is vizsgalta az artérids és vénds trombozis kockazati tényezdit,
melyekbdl azt allapitottak meg, hogy bar a két betegség riziko tényezdi hasonldak, azonban a
VTE kialakulasahoz az artérias trombozis rizik6faktorai koziil csak néhany jarul hozza [18,
19]. A talsuly, a diabetes mellitus (DM) és a magas vérnyomas szignifikans Osszefliggést
mutatott a VTE kialakuldsanak kockazataval, mig a hiperkoleszterinémia vagy a dohényzas
nem mutatott statisztikailag szignifikans dsszefliggést [19].

A VTE-t mind genetikai, mind kornyezeti tényezdk befolyasolhatjdk. A kornyezeti
tényezokon beliil megkiilonboztetiink provokativ és nem provokativ befolyasolo tényezdket.
Nagyon valoszinli, hogy a VTE kialakuldsadnak kockéazata akkor a legnagyobb, ha a genetikai
¢és a kornyezeti tényezok egyiitt érvényesiilnek [20]. (1. abra)

Az 1. abran felsorolt rizik6 tényez6k mellett a VTE kialakuldsanak kockazatat novelheti a
transzvénas pacemaker jelenléte, a DM, a magas vérnyomads, a VTE korabbi csaladi
el6fordulasa, valamint az értagulatos vénak, korabbi felszini vénas trombozis, vagy részleges

végtagbénulassal jaré neurologiai korképek [21-26]. Az alacsony high-density lipoprotein



(HDL) ¢és a magas triglicerid (TG) szint noveli a VTE kockazatat, mig az emelkedett HDL
szint véd a VTE kialakulasaval szemben [27, 28].

Provokativ
befolyasolo
tényezék

Nem provokativ
befolydsold
tényezik

mitét, torés, trauma,
daganat, terhesség,
terhesség utana id6szak,
immobilizacio,
hosszitava utazas,
katéter, akut infekcid,
hospitalizacio

nem, életkor, magas BMI, hormon
terapia, fogamzasgatlo, sztatinok
hasznalata, kortikoszteroidok
hasznalata, fizikai aktivitas,,
tlémunka, légszennyezettség

Kérnyezetiés
genetikai
tényezdk

egyiittvéve

Kérnyezeti és
genetikai
tényezdk

egyiittvéve

Genetikai befolyasold
tényezék

antitrombin, protrombin,
protein C, protein S
polimorfizmusok, FV
Leiden mutdcio,
fibrinogén y-lanc mutacio,
nem 0-s vércsoport

1. abra: A vénds trombazis befolydsolo tényezdi [19]

A kor a tromboézis egyik legjelentdsebb rizikéfaktora. A VTE barmilyen korban
kialakulhat, de foképp az idds korosztalyt érinti. Incidenciaja nagyon idés korbankb. 1000x-
es a nagyon fiatalokhoz képest [29, 30]. A DVT ¢és a PE eléfordulasi gyakorisaga a kor
elérehaladtaval nemtdl fiiggetleniil novekszik. Fiatal felnéttkorban még a kozépkorasag elott
a VTE el6fordulasaalacsony (0,5-1 6 /1000 f6 /év) [31]. Ez az arany a kdzépkortsagtol 80
éves korig Iényegesen magasabb (5-7 6/ 1000 f6/év). Hogy miért pontakor a VTE egyik
legjelentdsebb befolyasold tényezdje az még nem tisztazott, bar kiilonb6z6 magyarazatokat
talalhatunk, mint pl. a csdkkent mobilitas, novekszik a kockazat-noveld betegségek
gyakorisaga, csokken az izomténus, a véndk eloregedése, kiilondsen a vénabillentyiiké,
melyek elengedhetetlenek a jo vénas aramlas fenntartasahoz [20]. A kor elérehaladtaval a
VTE-s megbetegedések nagy részét egyre inkabb a PE teszi ki mindkét nem esetén [31].
Viszont idds korban a kor mar nem értelmezhetd a VTE fiiggetlen rizik6 tényezdjeként, mivel
ebben az életszakaszban mar novekedhet a vér alvadékonysaga [32]. Tovabba valdszinii, hogy
a kor hatasat befolyasolhatjak a VTE magasabb prevalenciaju kockézati tényezdi, mint pl. a

daganatos megbetegedések, a korhazi tartozkodas és a miitétek [19].



A nemek tekintetében elmondhatjuk, hogy a férfiakban gyakoribb a trombdzis
kialakulasa (130 6/ 100.000 f6 / év), mint a nékben (110 £6/ 100.000 £6 /év) [31]. Viszont
fiatal felndtt n6kben mégis gyakoribb a VTE kialakulasanak kockazata, ami a hormonalis
valtozasokhoz kothet6 [33], de 45 éves kor felett altalanosan gyakoribba VTE a férfiakban.
Azt feltételezik, hogy ennek az oka a kiilonboz6 életvitel, de ez még nem tisztazott [31].

A diéta és a testmozgas is befolyasolhatja a VTE kialakulasat. Mig az artérids trombodzis
a rendszeres testmozgassal megeldzhetd, addig a véndas trombodzisndl ez a folyamat
bonyolultabb. Kiilonb6z6 tanulmanyok vizsgaltak mar a VTE kialakuldsa €s a fizikai aktivitas
kozotti osszefliggést, de nem jutottak egyértelmii eredményre. A mérsékelt fizikai aktivitds
hasznos, de az erds, kimeritd fizikai teljesitmény vagy a mozgasszegény életvitel magasabb
kockazatot jelenthet a VTE kialakulasara nézve [34].

A vénas trombozisra a multifaktorialis (nem Mendeli) 6roklésmenet jellemz6 [35].
Kivalté okai k6zott tobb, mint 20 genetikai rizikofaktor szerepel [36], melyeknek tobbsége a
véralvadasi rendszer fehérjéinek mutéacioit jelenti. A rizikofaktorok koziil 7 az drokletes
tulzott véralvadasért felelds, melyek koziil 4 az altalanos populacioban gyakoribb (gamma
fibrinogén, V-0s véralvadasi faktor (FV), protrombin (FIl) 20210A, nem 0-as vércsoport) és
1,5-3-szoros rizikot eredményezhetnek. A protein C (PC), protein S (PS) és az antitrombin
heterozigota mutacioi pedig nagyobb, kb. 10-szeres rizikot jelentenek a VTE kialakuldsara
nézve [19].

Tehat ezek alapjan megallapithato, hogy ha a genetikai rizik6tényezok mellett kdrnyezeti
rizik6faktorok is jelen vannak, akkor ezek képesek egymas hatasat felerdsiteni, ami egy

nagyobb kockdazatot jelent a VTE kialakulasara nézve.

2.2 Az akut iszkémias stroke

A stroke az egyik vezet6 halalt és rokkantsagot okozé megbetegedés [37, 38], ami évente
17 millio embert érinthet a vilagon. Kelet-Eurdpaban a legnagyobb a betegség incidenciaja és
a halalozasok szama [39], de Magyarorszagon is a harmadik leggyakoribb a halalokok k6 z6tt
[40]. A stroke kb. 85%-a iszkémias eredetli €s az agy véraramlasanak elzarodasat okozza, ami
visszafordithatatlan agysériilésekhez és kés6bbi neurologiai deficithez vezethet [41]. Az AIS
az agyi katasztrofak kb. 80%-at adja, ezzel szemben a vérzéses stroke kialakulasa csak 20%
[42]. Az AlS-ban szenvedd betegeknél elengedhetetlen a véraramlas gyors helyreallitasa ezzel
is csokkentve a rokkantsag kialakulasanak mértékét. A véraramlas elzarodasanak megoldasa a

trombus felold4sa, melynek ma egyetlen farmakologiai kezelése lehetséges: a rekombinans



szOveti-tipust plazminogén aktivator (rt-PA) intravénas adasa (0,9 mg/ttkg) [43], amit a
tiinetek megjelenésétdl 3-4,5 oran beliil be kell adni a betegnek (terapias ablak). Sajnalatos
modon a sziik idéablak miatt nem minden stroke-on atesett beteg részesiilhet megfeleld
kezelésben [37,44, 45]. De a rt-PA kezelés esetén is a betegek csak kb. 30-35%-anal teljes a
felépiilés, mig a stroke-on atesettek legfeljebb 6-8%-anal nem halalos kimenetelli terapiaval
Osszefliggd koponyaiiri (intrakranialis) vérzés allhat fenn [43,46-48], mely potencialisan a
tiinetek rosszabbodasahoz vagy a trombolizisen atesett betegek 1%-anal halalhozis vezethet
[49].

Az AIS rizik6faktorai lehetnek a nem, az életkor, az etnikai hovatartozas, a csaladi
halmozodas, a genetikai faktorok, a magas vérnyomas, a DM, a pitvarfibrillacio, a dohanyzas,
az iszkémias szivbetegségek, a hiperlipidémia, a diszlipidémia, a tulzott alkoholfogyasztas, a
hormon terapia vagy a droghasznalat stb [50].

A stroke vilagszervezetek egylittesen megalkottak egy skala rendszert, a National
Institutes of Health Stroke Scale-t (NTHSS), mely alapjan képesek lehetiink objektiv modon
meghatarozni a stroke stlyossagat. A skala rendszer tobb szempontot is figyelembe vesz,
melyek a kovetkezOk: beszédzavar (aphasia), artikulacios zavar (dysarthria), figyelmetlenség
(neglect), tudatszint, kiilonb6z6 kérdésekre adott valasz (életkor, datum), kiilonbozé
utasitdsok végrehajtasa, latotér, szemmozgas, arcidegbénulas (facialis paresis), izomerd az
alsé és a felsd végtagoknal, akaratlan mozgas (végtag ataxia), ligyetlenség [51].

A trombolizis kimenetele és a biztonsagossaga valdszinlileg a fibrinolizist befolyasolo €s

szabalyozo tényezoktdl fiigg, de a pontos patomechanizmusa még nem ismert.

2.3 A fibrinolizis

A fibrinolitikus rendszer fontos szerepet jatszik az emlésok keringésében, a fibrin
alvadék lebontasaban, az érrendszer normal miikodésében, valamint megkonnyiti és el segiti
a szovet ujraképzodését, illetve megakadalyozza a vérrogok kialakulasat [52]. A rendszer
koézponti enzime a plazmin, melynek inaktiv proenzime a plazminogén. Plazminogén
aktivatorok hatasara aktiv plazminna alakul, mely képes a fibrin gyors hasitasara és a
fibrinbdl kisebb molekulatomegii polipeptideket, ugynevezetett szolubilis fibrin degradacios
termékeket hozvalétre [53].

A plazminogén egy szerin proteaz, mely termeléséért a maj felelos [53]. Két

immunoldgiailag kiilonb6z06, fiziologidsan is jelenlévd aktivator katalizalja a plazminogén -



plazmin atalakulést: a szdveti-tipusu plazminogén aktivator (t-PA) és az urokinaz-tipusu
plazminogén aktivator (u-PA) [54]. A t-PA f6leg a fibrin bontasaban vesz részt, migaz u-PA
feladata az extracellularis matrix lebontasa, a szdovet Ujraképzddése, a sebgyogyulas
folyamatdban vald részvétel és a sejtmigracio. A t-PA fibrin hianyaban gyenge plazminogén
aktivator, viszont aktivitasa két nagysagrenddel nagyobb fibrin jelenlétében. [55-57]. A
plazmin (és minden szerin proteaz) C-terminalis végén elhelyezkedd aktiv centruméaban
szerin, hisztidin és aszparaginsav aminosavak talalhatoak (katalitikus triad), valamint az N-
termindlis rész tartalmaz Ot funkciondlis homolég domént, melyet Kringle-doméneknek
neveznek. Ezek a Kringle-domének tobb lizin-k6td helyet is tartalmaznak (LBS-lysine
binding site), amin keresztiil torténik a plazminogén fibrinhez, illetve az ap-plazmin
inhibitorhoz (a,-Pl) valo kotédése [58].

A fibrinolitikus rendszer gatlasa a plazminogén aktivatorok valamint a plazmin gatlasan
keresztiil is megvalosulhat [2, 59, 60]. A plazminogén aktivalas gatlasa a plazminogén
aktivator inhibitor-1 (PAI-1) és a plazminogén aktivator inhibitor-2 (PAI-2) altal valosul meg.
A plazminogén aktivalasat folega PAI-1 gatolja, mivel a PAI-2 szintje normal koriilmények
kozott a plazméban alacsony vagy egyaltalan ki sem mutathato (kivéve terhességben), de
képes gatolni a t-PA-t és az u-PA kétlancu formajatis [61].

A véralvadas XIII-as faktora (FXIII) egy tetramer struktaraju plazma fehérje, egy pro-
transzglutaminaz, mely két katalitikus A alegységb6l (FXIII-A) és két hordozd/védo funkcidt
ellatdo B alegységb6l (FXIII-B) all [62, 63]. A fibrinolitikus rendszer aktivalodasa elétt, a
véralvadasi kaszkad utolso szakaszaban az inaktiv FXIII trombin és Ca?* hatasara aktivalodik.
Az aktiv forma (FXIIla) a szubsztrat fehérjéiben a peptid lancokat e(y-glutamil)lizil
kotésekkel kovalensen koti 0ssze. A hemosztazisban betoltott fontos feladata a fibrin a-, és y -
lancok keresztbe kotése, mely sordn y-lanc dimereket és nagy molekulatomegli a-lanc
polimereket hoz 1étre. Egy masik fontos feladata a fibrinolizis inhibitoranak, az a,-Pl-nek a
(GIn14) és a fibrin a-lancan talalhato 303-as pozicioban 1év6 lizin (Lys303) k6z6tt hoz 1étre
kovalens keresztkotést [1, 62, 64, 65]. (2. abra)

Az 1950-es évek o6ta szamos kutatd foglalkozott mar a plazmin inhibitorok vizsgéalataval,
sokféleségével ¢€s funkcidjaval. 1976-ig egyetlen fiziologids jelentdségli inhibitort
azonositottak és tartottak szamon, ami az ap-makroglobulin volt [66]. De mara a human
plazmabol tobbféle plazmin inhibitort is kimutattak, melyek hatékonyan képesek a plazmin

gatlasara. Egy kutatdcsoport immunkémiai kisérletekkel bizonyitotta, hogy a humén
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plazméban van egy tigynevezett ap-fehérje, mely az urokinédz/streptokindz altali aktivacié utan
is képes gatolni a plazmint. Ez az inhibitor eltért az eddig plazmaban kimutatott protedz
inhibitorokt6l [67]. Szinte ugyanebben az idében Miillertz és munkatarsai urokinazzal aktivalt
plazmaval végzett affinitds kromatografias kisérletekkel kimutattak egy fehérjét, ami szintén
képes a plazmin hatékony gatldsara, valamint kereszt-immunelektroforézissel bizonyitottak,
hogy ez a fehérje ténylegesen képes a plazminhoz ktédni. A plazmin és az eddigismeretlen
inhibitor kozott 1étrejové kolcsonhatds nagyobb aviditdssal bir, mint a plazmin-o,-
makroglobulin komplexé [68]. Ezek a kutatocsoportok kozel egy idoben irtak le egymastol
fliggetleniil ennek a plazmin inhibitornak a létezését, de kiilonbozoképpen nevezték el.
Egyesek antiplazminnak, masok elsédleges plazmin inhibitornak vagy a-plazmin
inhibitornak nevezték. Végiil k6zos megegyezéssel dontottek az ao-plazmin inhibitor
elnevezés mellett, mivel immunelektroforézis vizsgalatok soran a fehérje az a,-globulinok

crer

plazmin inhibitor és az-antiplazmin elnevezéseket.

2.4. Az az-plazmin inhibitor

Az ay-PI fontos szerepet tolt be a fibrinolitikus rendszer szabalyozasadban, mint a
plazmin legfébb gatloszere [1]. A human a,-PI egylancu glikoprotein, mely egy szerin
protedz inhibitor, a szerpin szupercsalad tagja. Mas szerpinektdl eltéréen az a-Pl a C-
terminalis végén kb. 50-55 aminosavval tobbet tartalmaz [70, 71]. Az ezen szakaszban
talalhato lizineken keresztiil képes a plazmin (ogén) kotésére [72]. A human plazméban kb. 1
uM (=70 mg/L) koncentracidban kering és az in vivo felezési ideje kb. 2,6 nap [69].
Elsédlegesen a m4j szintetizalja, majd szekretalja de a vese és az agy is eldallithatja kisebb
mennyiségben [73, 74]. Molekulatomege ~67 kDa [65], szénhidrat tartalma kb. 11-14% és
szulfatalt tirozin reziduumokat tartalmaz a 457-es pozicidban [75]. Az a,-PI legfébb feladata
a plazmin gatldsa, mely sordn a szabad plazminnal sztdchiometrikus 1:1 ardnyu plazmin -
antiplazmin kompexet (PAP-komplex) képez [76]. A plazméaban a PAP-komplex féléletideje
12 6ra [77]. Az a,-Pl nem csak a szabad plazmin gatlasara képes, hanem a fibrinhez k6tédve
a fibrinhalo felszinén is megtartja inhibitor aktivitasat és igy képes a plazmin megkotésére és
gatlasara, ezaltal védi a fibrint a plazmin altali azonnali degradaciotol [2, 65, 69]. (2. abra)

A plazmin a,-PI altali gatlasa egy két 1épéses reakcioban jatszodik le [2, 53]. Az elsd

crer
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talalhato 6 db lizin nem kovalens modon kotddik a plazmin(ogén) Kringle-doménjein
talalhaté LBS-ekhez, egy un. “cipzar’-szerti kotddéssel egy inaktiv komplexet 1étrehozva. A
1évé arginin és a plazmin reaktiv centralis hurkaban (RCL) 1év6 471-es szerin oldallanca
kozott jon 1étre kovalens kotés. Kialakul ezaltal a PAP-komplex és megsziinik a plazmin
aktivitasa [2]. A reakci6 sebességét befolyasolja a plazmin aktiv centrumanak, szabad lizin-
kotd helyinek, az a,-Pl lizinjeinek valamint az RCL peptid kotéseinek hozzaférhetésége [78].
Az elsé reakciot kompeptitiven tudjuk gatolni lizin analogokkal, melyek a plazmin LBS-hez

bekotddve hatékonyan tudjak gatolni az a,-Pl lizinjeihez vald kotddést. Ilyen analoéglehet az

g-aminokapronsav (EACA) és a tranexamsav [64, 79]. (3. abra)
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Fibrinogén
O—h
JL Fibrinopeptid A és B
y
E Fibrin monomer

Fibrin polimer

kereszt-kotott
fibrin

Fibrin a-lanchoz
kereszt-kotott a,-Pl

Fibrin
degradacios
-_ termékek
NH}
COOH +PA/ u-PA
Vals61

2. abra: A véralvadas utolso fazisa és a fibrinolizis (sajat abra)
D: D-domén; E: E-domén,; FXIlla: aktivalt XIII-as faktor; t-PA: széveti-tipusu plazminogén aktivator; a,-Pl: alpha2-plazmin inhibitor; PAI-
1: plazminogén aktivator inhibitor 1; PAP-komplex: plazmin-antiplazmin komplex; Ca2*: kalcium-ion
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PAP-complex
Plm

A

B-chain

AcCtive =e— SeT
s't|e 1A1»
I

plasmin Met. Arg

377 376\

I

Reactive

a2-antiplasmin site

3.dbra: A PAP-komplex képzddésének lépései[ 2]

A SERPINF2 gén kddolja a human a,-Pl-t, amia 17p13.3 kromoszoman talalhato [80].
Ez a gén 491 aminosavbol all6 fehérjét kodol, amely 27 aminosavnyi szignalpeptidbdl és egy
464 aminosavbol allo egylanct fehérjébdl all [68, 74, 80-83]. A gén 10 exont és 9 intront
tartalmaz, melyek koziil a 4. exon kodolja a keresztko6to, illetve a 10. exon kodolja a
plazminogén-ko6té helyet. Hosszusaga kb. 16 000 bazispar [72]. A human ay-Pl DNS
szekvencidja 23-28% homoldgiat mutat egyéb szerpinekkel, illetve 73-81% homologiat mutat
mas fajokkal (pl. tehén, egér, patkany, nyul) [84, 85].

2.4.1. Az a2-Pl N-terminalis modosulasa

A human ay-Pl prekurzor formaja metionnal kezdédik (Met-a,-Pl), ilyen formaban
szekretalodik a majbol. A plazméaban azonban mindkét végén proteolitikus hasitasokat
szenvedhet (4. abra). Az N-terminalis hasitast az antiplazmint hasitd6 enzim (antiplasmin
cleaving enzyme, APCE), vagy més néven a szolubulis fibroblaszt aktivald protein (sFAP)
végzi, mely lehasitja az els6 12 aminosavat a fehérjérél. Az a,-Pl N-terminalisan a 12-es
pozicidban 1évd prolin és a 13-as pozicidban 1évd aszparagin kozott szenved hasitést, igy
kialakul a 452 aminosavbol allo, aszparaginnal kezd6d6 forma (Asn-op-Pl). A keringd a»-Pl
30%-a Met-a,-Pl, mig 70%-a Asn-a,-Pl formaban van jelen [74, 82]. Mindkét forma egyarant
gatolja a szabad plazmint, de a hasitott, nagyobb mennyiségben jelenlévé Asn-o,-Pl-t a
FXIlIla gyorsabban keresztkdti a fibrinhez, igy ez a forma hatékonyabban képes a fibrinolizis
gatlasara [86].
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plazminogén kété hely
Reéw fibrin-keresztkdtd hely

‘ml e na N N R K K K K K K
l. 16 12 13 14 99 268 376 418 427 434 441 448 464 ||
N-terminalis hasitasi hely: sFAP / APCE C-terminalis hasitasi hely: GIn421-Asn422

Hasitast végzé enzim: 2?

> =65%

Asn-plazminogén kdtd-o,-P1 (Asn-PB-a,-PI) { |

Met-plazminogén kété-a,-P1 (Met-PB- a,-Pl)

=30%

Met-nem plazminogén két6-at,-Pl (Met-NPB- a,-Pl) ‘ |

n >=35%

Asn-nem plazminogén kotd-a,-PI (Asn-NPB-a,-Pl) | |
\ |

=70%

4.dbra: Az ay-PI hasitdsi formdinak szisztematikus abrazoldsa (sajat dbra)
M: metionin; R: arginin; W: triptofan; N: aszparagin; K: lizin; sFAP: szolubilis fibroblaszt

aktivalo protein, a,-Pl: alpha2-plazmin inhibitor

A Met-0-Pl N-terminalis hasitasat az a,-Pl fehérje génjében talalhatd polimorfizmus is
befolyasolhatja, melyet Tone és munkatarsai génszekvenalassal azonositottak. A 6.
aminosavat kddolo nukleotidok k6zott talaltak eltérést, mely a fehérje aminosav sorrendjében
egy arginin-triptofan cserét eredményezett [85]. A Trp allél gyakorisaga egy egészséges
populacioban 20,5% [87]. A Met-a,-PI(Arg6) vagy a Met-a,-PI(Trp6) formakat a FXIIla
ugyanolyan hatékonysaggal koti a fibrinhez, de az SFAP azt a Met-a,-PI-t, amelyben a 6.
pozicidban arginin van 8-5zor gyorsabban képes hasitani, mint amelyikben triptofan van. Az
Asn-a,-Pl-fibrin FXIII altali keresztkotése azért lehet gyorsabb, mert ebben a hasitott
formaban a GIn2 (eredetileg GIn14) a FXIIla szamara konnyebben hozzaférheté. A Met-a;-
PI(Arg6) vagy a Met-a,-PI(Trp6) esetén az elsé 12 aminosav jelenléte kevésbé teszi lehetové
a GIn14 hozzaférhetoségét, igy a keresztkotési reakceid sokkal lassabban megy végbe, mint az
Asn-a,-Pl esetében. Viszont, mindharom N-termindlis forma ugyanolyan mértékben képes a

plazmin kotésére és annak gatlasara. [88].

Azért, mert csokkenti az ao-Pl-nek az N-terminalis hasitasat és ennek révén a FXllla
altali keresztk6tését a fibrinhez, azaz a fibrinolizis gatlasat, a polimorfizmusnak védo hatasa
feltételezhetd a trombotikus megbetegedésekkel szemben. A biokémiai vizsgalatok alapjan
feltételezett védd hatdst azonban klinikai tanulmanyokban korabban még nem sikertilt

igazolni.
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2.4.2. A szolubilis fibroblaszt aktivalo protein (sFAP)

Az sFAP a dipeptidil-peptidaz (DPP) 4 csalad tagjai k6z¢ tartozik, a DPP4, DPP8 és

DPP9 mellett. (5. abra)
Plasma sFAP.

membrane

5.dbra: A DPP4 csaldd tagjai[89] DPP: dipeptidil peptidaz; FAP: membrdnhoz

kotott fibroblaszt aktivalo protein; sFAP: szolubilis fibroblaszt aktivalo protein

Ezeknek az enzimeknek fontos tulajdonsdguk, hogy a fehérjék N-terminélis végén az
utolsé két aminosavat képesek lehasitani, mely hasitas mindig prolin utan torténik [89]. A
DPP csalad tagjai koziil a FAP a dipeptidil-peptidaz aktivitason kiviil endopeptidaz
aktivitassal is rendelkezik (6. abra). Ez a tulajdonsag teszi egyedivé a DPP-k k6zo6tt [90, 91].

Az endopeptidaz aktivitas soran mindig glicin-prolin utan térténik a hasitas [91, 92].
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N
6.dbra: Az SFAP dipeptidil-peptidaz és endopeptidaz aktivitasa[89] SFAP: szolubilis
fibroblaszt aktivdlo protein; Pro: prolin; Gly: glicin
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A FAP két formaban talalhato meg a human szervezetben, szolubilis €¢s membranhoz
kotott formaban [93]. A FAP egy ll-es tipusu integrans membranfehérje [94]. A szolubilis
formaja mind intra-, mind extracellularisan megtalalhato [92, 93].

Az sFAP ugy keletkezik, hogy a FAP transzmembran doménjében (7-26 aminosavak) a
fehérje hasitast szenved a 23-as pozicidban 1€v0 cisztein €és a 24-es pozicidoban 1évd izoleucin
kozott (Cys23-Ile24). Ez a forma képes hasitani endopeptidaz aktivitasa révén az I-es tipust
kollagén denaturalt formajat [95] és az a,-Pl-t, ezért antiplazmint hasité enzimnek is nevezik
(APCE) [94]. Ez az enzim hasitja le az a,-Pl N-terminalis részén 1évé elsé 12 aminosavat
[86].

A FAP-ot az aktivalt fibroblasztok termelik a sebgydgyulds és az embriogenezis soran,
valamint epithelialis eredetti daganatos megbetegedésekben is kimutattak az expressziojat.
Tobb kutatdcsoport is vizsgalta, hogy milyen daganatos megbetegedésekben expresszalddik a
FAP, és azt talaltak, hogy f6leg a prosztatat, a mellet, a hasnyalmirigyet, a gyomort, a colont
és a tiid6t érint6 daganatok esetén termelédik [96-106].

Korabban mar vizsgaltak az sFAP antigén szinteket kiilonbo z6 betegcsoportokban. Erre a
meghatarozasra egy kereskedelemben kaphaté szendvics ELISA moddszert hasznaltak.
Tillmanns ¢s munkatirsai az sFAP antigén szintjét akut korondria szivbetegségben
szenvedékben és egészséges kontrollokban hataroztak meg. Ebben a betegcsoportban
szignifikdnsan magasabb sFAP antigén koncentraciot talaltak a kontrollecsoporthoz képest,
illetve az akut korondria szivbetegségben szenveddknél a férfiakban magasabb értékeket
mértek, mint a nokben. Egy kovetéses vizsgalat soran 407 betegbdl a felépiilés els6 évében 29
hunyt el, akiknek sokkal alacsonyabb volt az sFAP szintjiik, mint akik életben maradtak. Ezen
eredmények alapjan azt a kovetkeztetést vontak le, hogy az alacsony sFAP koncentracid
fokozza a mortalitds kockazatat az akut korondria szivbetegségben szenvedd betegek
csoportjaban [107].

Egy masik kutatécsoport szintén vizsgalta az sFAP antigén szintjét koronaria
szivbetegekben, AIS betegekben, valamint periférids artérias betegségben is. Az artérids
trombozist elszenvedd betegek és kontrollok kozott az sFAP szintekben nem talaltak
szignifikans kiilonbséget, ezzel szemben a korondria artérias szivbetegségben szenveddknél
bar alacsonyabb sFAP koncentraciot talaltak, de ez nem volt szignifikéns a kontrollokhoz
hasonlitva. A kontroll csoportban a nemek kozotti SFAP szinteket vizsgalva azt talaltak, hogy
a férfiakban magasabb volt ennek a plazmafehérjének a szintje, mint ndkben. Az SFAP
szintek a BMI-vel mutattak szignifikans korrelaciot, amibdl arra lehet kovetkeztetni, hogy az

emelkedett BMI magas sFAP antigén koncentracioval tarsul [108].
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Uitte de Willige és munkatarsai egy masik tanulmanyban megvizsgaltdk, hogy az sFAP
szintek milyen dsszefiiggést mutatnak a majcirrdzis sulyossagaval. A betegekben emelkedett
sFAP koncentraciot talaltak a kontrollokhoz képest és ez az emelkedés szignifikans
Osszefliggést mutatott a majcirrdzis sulyossagaval [109].

Az sFAP szinteket tobb betegségben is vizsgaltak, de foképp artérids megbetegedések
kapcsan vontak le kovetkeztetéseket, viszont vénds trombozist elszenvedett betegek korében

még nem vizsgaltak.

2.4.3. Az a2-Pl C-terminalis modosulasa

A plazmaban az a,-Pl nem csak az N-terminalis végen szenved proteolitikus hasitast,
hanem a C-terminalis végen is. Az 6sszes a,-Pl kb. 35%-a trunkalodik ezen a végen. Az in
vivo hasitasi helyet, egy 2020-ban megjelent kozleményben irtak le, mely szerint a 421-es
glutamin és a 422-es aszparaginsav koz¢ tehetd a f6 hasitasi hely, de més potencialis hasitasi
helyeket is azonositottak [110-112]. A hasitast végz6 enzimet még nem sikeriilt azonositani.
Az 0,-Pl a C-terminalis részen talalhat6 lizinek segitségével kotddik a plazminogén Kringle -
doménjeihez, de ezen szakasz hianydban mar nem képes a plazminogén kotésére €s ezaltal a
plazmin gatlasa is lassabb [113]. Tobb olyan enzimet is azonositottak mar, melyek in vitro
képesek az a,-Pl C-terminalis hasitasara (elasztaz [114] vagy a matrix metalloproteinaz-3
(MMP-3) [115], azonban arra ezek a tanulmanyok nem adtak valaszt, hogy in vivo
koriilmények kozott is képesek-e hasitani az ap-Pl-t. Arrdl is sziilettek mér kézlemények,
hogy az a,-Pl C-terminalis atalakulasa kiilonb6z6 mechanizmussal torténhet in vivo és in vitro
koriilmények kozott. Human C-terminalisan ép ap-Pl (plasminogen-bind =PB-a,-PI) ellenes
antitestet hasznaltak kereszt-immunelektroforézis technikdban, mellyel azt az eredményt
kaptak, hogy az a C-terminalisan hasitott forma (non-plasminogen-bind = NPB-a,-Pl), mely
in vivo keletkezett elvesztette kotéképességét mind a plazminogénhez, mind pedig az
antitesthez. Ezzel szemben az in vitro C-terminalisan hasitott a,-Pl a plazminogénhez mar
nem kotédott, viszont megmaradt az antitesthez valo kotoképessége. gy ebbol arra lehet
kovetkeztetni, hogy az a,-Pl C-terminalisan kiilonb6z6 helyeken hasitodik in vivo és in vitro
koriilmények kozott [116].

Kimutattak, hogy a C-terminalisan trunkalt a,-Pl legalabb 26 aminosavval rovidebb, mint
a teljes hosszisdgu a,-Pl. Ebben a szakaszban 6 lizin talalhato, amelyek koziil 5 vesz részt a

plazminogénhez vald kotddésben (2. 3. 4. abrak). Az utols6 26 aminosavnak megfeleld

.....
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ez a szakasz nagy affinitassal képes a plazminogén Kringle-doménjeihezk6t6dni [117]. Mas
tanulmanyok kimutattak, hogy a lizinek koziil a tényleges kotddésben a legfontosabb szerepe
a 464-es pozicidban 1évd lizinnek van, de emellett a tdbbi lizin is részt vesz a kotés
megerdsitésében ugynevezett “cipzar-szer” modon [118]. Ezzel szemben Wang és
munkatarsai leirtdk, hogy a Lys464 helyett a 448-as pozicidbban 1évd lizin jatssza a
legnagyobb szerepet a plazminogénhez vald kotddésben [119]. De azt is igazoltak, hogy
elektrosztatikus kolcsonhatasok is szerepet jatszhatnak az ay-Pl C-terminalis vége €s a
plazminogén Kringle-doménjeinek kotésében. Fiziologias pH mellett a plazminogén Kringle-
doménjei nettd pozitiv toltéstiek, ezzel szemben az ay-Pl C-terminalis része nettd negativ
toltésli. A negativ toltést egy glutaminsav, 9 aszparaginsav és egy szulfatalt tirozin hozza létre
[75].

A human o,-Pl C-terminalis része a lizin mellett tartalmaz még egy arginin-glicin-
aszparaginsav (RGD) szekvenciat, mely kulcsfontossagh szerepet tolt be az integrinek hez
valo kotddésben, illetve a sejtek felismerésében. Ennek a szerepét, viszont csak kis mértékben

vizsgaltak [120].
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3. CELKITUZESEK

Annak ellenére, hogy az a,-Pl a plazmin gatlasdval fontos szerepet jatszik a fibrinolizis

szabalyozasaban ¢és ezaltal a trombotikus megbetegedésekben is, illetve a kordbbi

tanulmanyok alapjan azt feltételezziik, hogy csak az FXIIla altal az alvadékhoz ko6tott a,-Pl

gatolja hatékonyan a fibrinolizist, az a,-Pl fibrin alvadékba valod beépiilését befolyasold

faktorokrdl és azok klinikai kovetkezményeirdl keveset tudunk. Ugyancsak kevés informacié

all rendelkezésre a fehérje proteolitikus hasitdsaval képz6dd formak mennyiségérol és

szerepérdl a kiilonbozo trombotikus megbetegedésekben.

Munkank soran célunk volt vizsgalni:

1.

hogyan tudjuk viszonylag egyszerlien és reprodukalhatban meghatarozni az alvadékba
beépiild ap-Pl mennyiségét és hogyan befolyasolja ezt a FXIII plazma koncentracioja
antigén szinteket és az a,-Pl p.Arg6Trp polimorfizmus el6fordulasat akut iszkémias
stroke-on atesett betegek és egészséges kontrollok csoportjaban

az ap-Pl beépiilését a plazmabol készitett fibrin alvadékba és ennek 6sszefliggését a
trombolizis terdpia kimenetelével akut iszkémids stroke-on atesett betegekben

a ap-Pl aktivitast, a totdla,-Pl, a PB-0,-Pl és az NPB-a,-Pl antigén és az sFAP antigén
szinteket, valamint az a,-Pl p.Arg6Trp polimorfizmusat egészséges kontrollok és

vénas trombdzison atesett betegek csoportjaban

az ay-Pl antigén ¢€s aktivitas szintek egymassal, valamint egyéb paraméterekkel vald
korrelaciojat
hogy a magas total a,-Pl, PB-0,-Pl és NPB-a,-Pl, valamint az sFAP koncentracio

fokozza-e a vénas trombozis kialakulasanak kockazatat
mivel az sFAP proteolitikus hatasat az a,-Pl p.Arg6Trp polimorfizmus csékkenti,
annak vizsgalatat, hogy kimutathat6-e interakcio a két paraméter kozott a trombdzis

rizik6 befolyasolasa soran
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. A trombin-koncentracié és az alvasztasi id6 hatasa az a2-plazmin inhibitor

alvadékba valé beépiilésére

A trombin koncentracié és az alvasztasi idé hatasat az op-Pl fibrin alvadékba valo
Enzerdorf, Ausztria) (0,5; 1;2; 5 U/mL) és kiilonb6z6 ideig torténd alvasztassal (10; 20; 30;
45;60; 180 perc) vizsgaltuk két 1épésben.

1. 10 egészséges személy plazmajahoz trombint (0,5; 1; 2; 5 U/mL) és 20 mM CaCl,-ot
adtunk majd 1 6ran at 37 °C-on torténd inkubalast kovetden a keletkezett szérumot az
alvadéktol centrifugalassal elvalasztottuk (16000 g, 5 perc).

2. 10 egészséges személy plazmajahoz 2 U/mL trombint és 20 mM CaCl,-ot adtunk majd
kiilonb6z6 ideig tartd, 37 °C-on torténd inkubalast kovetden a keletkezett szérumot az

alvadéktol centrifugalassal elvalasztottuk (16100 g, 5 perc).

A total a,-PI antigén szinteket a kiindulasi plazma mintdkbol és az alvasztas utan keletkezett
szérumokbol az intézetiinkben kifejlesztett szendvics ELISA technikaval hataroztuk meg,
amely az 0,-PI minden formajat felismeri, de nem reagal a PAP-komplexszel (a plazma o-Pl

referencia tartomanya: 48-85mg/L) [121].

Az ELISA technikéaval kapott antigén koncentraciok alapjan az alvadékba beépiilt a,-Pl

mennyiségét az alabbi modon szamitottuk:

ap-Pl beépiilés(%)=(plazma a,-Pl (mg/L) — szérum o,-PI (mg/L)) / plazma a,-PI (mg/L) x 100

4.2. A FXIIl koncentracié hatasa az az-plazmin inhibitor alvadékba valé beépiilésére

A FXIIl koncentracio hatasat az ap-PI beépiilésének mértékére a fibrin alvadékba FXIII
deficiens plazmaminta alkalmazasaval vizsgaltuk, amely normal o,-Pl szinttel rendelkezett.
e A FXIII deficiens plazmat kiegészitettiik plazmabol tisztitott FXIII preparatummal
(FXI1-A2By) kiilonbdz6 koncentracidban (2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 mg/L). A
FXI1I-t egészséges személyek kevert plazmajabol tisztitottuk Lorand és munkatarsai

kozleményealapjan [122].
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A EXIlI-mal kiegészitett plazmakhoz 2 U/mL trombint ¢s 20 mM CaCl,-ot adtunk és
30 percig, 37 °C-on inkubaltuk, majd a keletkezett szérumot az alvadéktol
centrifugalassal elvalasztottuk (16100 g, 5 perc).

A total ap-PI antigén szinteket a plazma és a szérum mintakbol a fent leirtak alapjan
hataroztuk meg.

Az alvadékot 3 mg/mL jodacetamidot (IAA) tartalmazé PBS (pH; 7,2) pufferrel
alaposan (20x500uL) mostuk CRC oszlopokban (compact reaction colums;
Affymetrix, Inc. Cleavland, OH, USA).

A mosott alvadékot 8M ureat és 5% merkaptoetanolt (Bio-Rad, Hercules, CA USA)
tartalmazo redukalé Laemmli mintapufferben szobahdmérsékleten, razatas mellett 20
ora alatt feloldottuk.

A feloldott alvadékokat (100x-os higitasban) 7,5%-0s SDS-PAGE gélben
megfuttattuk. Molekulasuly standardként biotinalt molekulasuly markert (Bio-Rad),
ap-PI standardként pedig human plazmabdl tisztitott a,-PI preparatumot (Calbiochem,
San Diego, CA, USA) hasznaltunk.

A fehérjéket PVDF membranra (Bio-Rad) elektroblottoltuk 25 V-on 30 percig Trans-
Blot Turbo Transfer System (Semi-Dry) segitségével.

A membranok szabad felszinét 3% zselatint tartalmazé TBS (50 mM Tris, 100 mM
NacCl, 0,1% Tween20, pH 7,4) oldattal blokkoltuk folyamatos razatas mellett, 1 6raig
szobahOmérsekleten.

A membranokat minden inkubacids 1épés utan 3x5 percig 25 mL tTBS oldattal
mostuk.

A VECTASTAIN ABC reagens (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) A
(Avidin DH) és B (biotinalt peroxiddz) komponenseit 1:50, 1:50 ardnyban higitva
hasznaltuk a molekulasuly markerek detektalasara. A komponenseket 1:1 aranyban
O0sszemérve 30 percig inkubaltuk fénytdl elzarva, szobahdmérsékleten. Ezt 80x-0s
higitasban alkalmaztuk a membranon.

Az ABC komplexet a tormaperoxidazzal (HRPO) jelzett poliklonalis total ao-Pl
ellenes antitesttel (20 000x-es higitasban) egyiitt 0,5% zselatin-tTBS oldattal higitva
tettlink a membranra. Szobahdmérsékleten 1 6ran at inkubaltuk.

Az eldhivashoz Pierce ECL Western blot szubsztratot (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) hasznaltunk, melynek komponenseit 1:40 aranyban mértiik

0ssze.
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e A kemilumineszcens jel detektalasat Azure c300 késziilékben végeztiik. (425 nm)

4.3. Betegek és kontrollok
4.3.1. Akut iszkémias stroke-ot elszenvedo betegek

A tanulmanyba 57 AlS-ot elszenvedd beteget vontuk be, akik a tiinetek megjelenésétol
szamitva 4,5 oran beliil rt-PA (Alteplase, Boehringer Ingelheim, Germany) trombolizis
terapiaban részesiiltek. A betegek bevalogatasa 2016. szeptembere €s 2017. juniusa k6zott a
Debreceni Egyetem Neurologiai Klinikajan tortént a “European Stroke Organisation 2008.
guideline for thrombolysis” ajanlas alapjan [123]. A stroke diagnoézisanak felallitasa a
neurologiai tiinetek alapjan radiolégusok altal kontrasztanyag nélkiili, egyszerti CT és CT
angiografia (CTA) segitségével tortént. A kizarasi és a bevalogatasi kritériumok megegyeztek
a standard kizarasi és bevalogatasi kritériumokkal. Azok a betegek, akik mechanikus
trombektomian estek at, kizarasra keriiltek a tanulmanybol. A betegeket a rovid-tavi kimenet
alapjan csoportositottuk a funkcionalis neurologiai statusz (National Institutes of Health
Stroke Scale score, NIHSS) valtozasa alapjan, a felvételtdl szamitott trombolizis utani 7.
napra. Ha az NIHSS pontszdm 4 ponttal csdokken, vagy a 7. napra O-ra valtozik, akkor jo
kimenetelrdl beszéliink, mig a pontszam novekedése legaldbb 4 ponttal kedvezdtlen
kimenetelt josolhat [43, 124-126]. A vérzéses transzformaciok jelenlétét (intrakranialis
vérzés) az ECASS II kritérium Szerint hataroztuk meg a kontroll CT alapjan az esemény utan
24 o6raval. A periférids vérvétel az AIS betegek esetén a felvételkor, a trombolizis terapia elott
tortént. A rutin laboratériumi meghatarozasok (ionok, glitk6z, méj-, és vesefunkcio tesztek)

szérum mintakbol standard protokollok alapjan a kdzponti laboratoriumban torténtek.

4.3.2. Vénas tromboembdlian atesett betegek

A tanulmanyba 218 nem rokon vénas tromboemboliat elszenvedett beteget vontunk be,
akik a Debreceni Egyetem Trombdzis K&zpontjaban keriiltek felvételrea 2014 -es évben. A
vérmintak gyijtése legalabb 3 honappal az akut esemény utan tortént. Azokat a betegeket,
akiknek malignus betegségiik volt, vagy antitrombin, PC vagy PS deficienciaval rendelkeztek
nem valogattuk be a tanulmanyba. A DVT gyanujat color Doppler-ultrahang vagy venografias
vizsgalattal erdsitették meg, mig a PE-t az Europai Kardioldgiai Tarsasag ajanlasai alapjan

diagnosztizaltak [127].
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4.3.3. Kontrollok

A 218 kontroll minta gylijtése ugyanabban a f6ldrajzi régidban tortént mint a betegmintak
gyljtése. Minden kronikus betegséget kivéve a mérsékelt, jol karban tartott magas
vérnyomast (a vérnyomas 145/90 és 165/95 Hgmm kozott) és a vérvételt megel6z6 harom
hétben meglévd barmilyen akut betegséget kizarasi kritériumnak tekintettiink a kontroll

csoportban.

A vérvétel a VTE betegek és a kontrollok esetén reggel 8 és 11 ora kozott, az AlS
betegeknél a trombolizis terapiat megelézden tortént a konyodkhajlati vénabol Na-citrat
alvadasgatlot tartalmazo (1 rész 0,105 mol/L-es pufferolt trindtrium-citrat : 9 rész vér)
Vacutainer® (Becton Dickinson, Plymouth, UK) csévekbe. A plazmat centrifugalassal
szeparaltuk 1500 g-n 20 percig és felhasznélasig -70°C-on taroltuk. A nem antikoagulalt teljes
vérbdl szérumot készitettiink.

A tanulmanyokat a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaga és az Emberi Er6forrasok
Minisztériumanak Egészségiigyi Tudomanyos Tanacsanak Etikai Testiilete isjovahagyta. A
vizsgalat protokollja megfelel a Helsinki deklaracio (1975) etikai iranyelveinek. Valamennyi
beteg vagy hozzatartozdja és az egészséges Onkéntesek irdsos hozzajarulasukat adtak a

tanulmanyban vald részvételhez.

Etikai engedélyszamok: DE RKEB/IKEB: 4672-2016; ETT TUKEB: 54005-3/2016/EKU

4.4. Az alvadékba beépiilt total ao-PI meghatarozasa

e Az 57 AIS beteg és a hozzajuk korban illesztett 26 kontroll Na-citratos plazmajat 2
U/mL trombinnal és 20 mM CaCl,-dal megalvasztottuk 37 °C-0s vizfiirdoben, 30
percig.

e A szérumot és az alvadékot centrifugalassal elvalasztottuk (16 100 g, 5 perc).

e Az eredeti plazmabodl és a keletkezett szérumbol szendvics ELISA technikaval
meghataroztuk a total a,-Pl antigén szinteket.

e Az alvadékba beépiilt total a,-Pl mennyiségét a plazma és a szérum szintekbol

kalkulaltuk a 4.1. pontban leirtak alapjan.

24



4.5. PB-a,-P| antigén meghatarozas

A PB-a,-PI antigén szintjét egy altalunk fejlesztett ij ELISA technikaval hataroztuk meg
a VTE ¢és a kontroll csoportban.

A moddszer beallitdsa soran elséként az volt a célunk, hogy a total a,-PI antigén
meghatarozasara szolgalo ELISA technikéhoz hasonl6 szendvics rendszert hozzunk 1étre.

A total ay-PI meghatarozas esetén streptavidinnel fedett 96 lyuka lemezen (KaiSA96
Lockwell streptavidin coated microtiter plate, Kaivogen Oy, Turku, Finnorszag) a mintat
egyiitt inkubaljuk a laboratoriumunkban kifejlesztett biotinalt total a,-Pl ellenes monoklonalis
egér elfogd antitesttel (minden format felismerd), majd az antitesten keresztiil a felszinhez
lek6t6dott ap-Pl-t HRPO jelzett poliklonalis kecske anti-ap-Pl (GA2AP-AP) alkalmazasaval
detektaljuk.

A PB-0,-PI meghatidrozds esetén elsé 1épésben egy az ayp-Pl C-terminalis végére
specifikus biotinalt egér monoklonalis antitestet (3AP, Technoclone, Bécs, Ausztria)
alkalmaztunk elfog6 antitestként, mely bizonyitottan a C-terminélisan ép, plazminogén ko6to
format ismeri fel. Ebben az Osszeallitisban azonban a PB-0,-Pl ELISA nem mukodott
megfelelden.

Ezért kovetkezd 1épésben lecseréltiik a detektalo antitestet egy ) poliklonalis total a,-Pl
ellenes antitestre (LS-C20657, LSBio, Seattle, WA, USA), ami az N-terminalis részen ismeri
fel a fehérjét, igy biztosan nem interferal a 3AP antitest kotédésével. Azonban, ebben a
rendszerben sem kaptunk értékelhet6 jelet, amibdl arra kovetkeztettiink, hogy a 3AP antitest
nem alkalmas elfogé antitestként.

Ezért a tovabbiakban a total a,-Pl ELISA-ban hasznalt poliklonalis detektald antitest
(GA2AP-AP) jeloletlen formajat kotottiik az ELISA lemez felszinére (EB, Thermo Fischer
Scientific), majd az a,-Pl-t tartalmaz6 minta hozzdadasa utan a PB-a,-Pl ellenes antitestet
(3AP) adtuk a lyukakhoz. A lek6t6dott 3 AP detektalasara biotinalt anti-egér IgG-t (Southern
Biotech), majd streptavidin-HRPO komplexet (Southern Biotech) alkalmaztunk.
megvizsgaltuk a moddszer reprodukalhatosagat az optimalizalt koriilmények alkalmazasa
mellett. A sorozaton beliili variacios egyiitthatd a normal és a patologias a,-Pl koncentraciod
esetén 2,3% ¢€s 8,6%, mig a teljes (laboratoriumon beliili) reprodukalhatosag 5,8% és 12,5% -

nak adodott.
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Az altalunk fejlesztett PB-0,-PI antigén ELISA meghatarozas részletezve:

96 lyukt lemez (EB, Thermo Fischer Scientific) felszinét poliklonalis kecske total o -
PI ellenes antitesttel (GA2AP-AP) (3 ug/mL, 100 pL/luk, 0,2 M NaHCO3-ban, pH
9,6) fedtiik és inkubaltuk egy éjszakan at +4°C-on.

A lemezt 150 pL/luk higité pufferrel (1% BSA, 0,1% Tween20-TBS (50 mM Tris,
100 mM NacCl, pH 7,4)) blokkoltuk 1 6raig, szobahdmérsékleten.

A blokkolas utdn 100 pL/luk higitott standardot, plazmat vagy szérum mintat vittiink
fel a lemezre és 1 o6raig szobahdmérsékleten inkubaltuk.

Majd 100 pL 0,5 pg/mL egér monoklonalis anti-human PB-a,-Pl antitestet (3AP,
Technoclone) vittiink fel a lemez lukjaiba és 1 6ran at inkubaltuk szobahémérsékleten.
100 uL biotinalt kecske anti-egér IgG-t (Southern Biotech) adtunk a lemez minden
lukjaba 5000x-es higitasban és szintén 1 6raig, szobahémérsékleten inkubaltuk.
Ezutan 100 pL streptavidin-HRPO konjugdtumot (Southern Biotech) mértiink a
lukakba 3000x-es higitasban és 30 percig inkubaltuk szobahémérsékleten.

A lemez lukjaiba 100 uL 3,3°,5,5’-Tetramethyl-benzidine (TMB, One Component
HRP Microwell Substrate, Diarect Ag, Freiburg, Németorszag) oldatot mértiink és
sotétben 10 percig, szobahdémérsékleten inkubaltuk.

A reakciot 50 uL 2M H,SO, oldattal allitottuk le.

Az abszorbanciat 450 nm-en detektaltuk iEMS MF ELISA olvasoban (Labsystems
Oy, Helsinki, Finnorszag).

A 1épések kozott a lemezt haromszor mostuk 300 pL/luk 0,05% Tween20-at
tartalmazé TBS moso6 oldattal.

A modszert standard humén plazmaéra (Siemens) kalibraltuk. Mivel a normdal humén
plazmaban a PB-a,-PI a total a,-Pl-nek 65%-a, igy a standard human plazma PB-a,-PlI
tartalmat 0,65 U/L-nek tekintettiik. A koncentraciot ugy kaptunk, hogy az ELISA-val
meghatarozott total 0p-PI koncentraciét szoroztuk 0,65-tel fgy az ismert
gorbe pontjait 10-500 ug/L koncentracio tartomanyban.

Kereskedelmi forgalomban kaphaté normal és patolégias kontrollt (Siemens) és kevert
humén plazmat (20 egészséges egyén 1:1 aranyban kevert plazméja) hasznaltuk
mindségi kontrollként 1000x-es higitdsban.

A mintdkat minden esetben parhuzamosokban mértiik és az eredményt a két mérés

atlaga alapjan kalkulaltuk.

26



Az NPB-a,-PI antigén szintjét a mért total és a PB-a,-PI antigén szintek kiilonbsé geként

kalkulaltuk.

4.6. Egyéb laboratériumi vizsgalatok

A total ap-Pl antigén szinteket intézetiinkben korabban fejlesztett szendvics ELISA
technikaval hataroztuk meg [121].

A  mintdk fibrinogén koncentraciojait Clauss-modszerrel Siemens BCS-XP
koagulométeren (Siemens Healthineers, Erlangen, Németorszag) mértik.

A C-reaktiv protein (CRP) és a koleszterin szinteket rutin laboratoriumi modszerrel
Roche/Hitachi Modular P800 (Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag)
késziiléken hataroztuk meg.

A FXIII-A;B; antigén szinteket laboratériumunkban kidolgozott szendvics ELISA
technika segitségével mértiik [124, 128].

A DNS-t a citrattal alvadasgatolt teljes vérbdl izolaltuk QIAamp DNA Blood Mini Kit
segitségével (Qiagen, Hilden, Németorszag). Az ao-Pl Arg6Trp (rs2070863)
polimorfizmust valds idejiit PCR-rel (RT-PCR) LightCycler® 480 késziilékkel (Roche
Diagnostic) hataroztuk meg.

Az FV Leiden és a FII 20210 G>A mutédcidkat intézetiinkben mér korabban
meghataroztak [129].

Az 0,-PI aktivitast Berichrom a-PI aktivitas assay segitségével hataroztuk meg BCS-
XP koagulométeren.

Az sFAP antigén koncentracié meghatarozasat human FAP DuoSet® ELISA (R&D
System, Abingdon, UK) kit segitségével a gyarto leirasa alapjan végeztiik. A méréshez
a kalibracids gorbe pontjait rekombinans human FAP-bdl higitottuk.

4.7. Statisztikai analizis

Az adatok eloszlasanak meghatarozasara a Kolmogorov-Smirnov tesztet alkalmaztuk. A

normal eloszlasu adatokat atlag+SD, a nem normal eloszlast mutat6 adatokat medidn (IQR)

értekekkel prezentaltuk. Normdl eloszlasi mintak esetén, fliggetlen mintds T-probaval

hataroztuk meg a csoportok atlagai kozti kiilonbséget, mig Mann-Whitney U teszt

segitségével a rangszamok kozotti kiilonbségeket adtuk meg, nem normal eloszlasu csoportok

esetén. A csoportok kozotti kategorikus valtozokban vald kiilonbéget a y2-probaval
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vizsgaltuk. Az a,-PI aktivitas és a total a,-Pl, PB-a,-Pl és a NPB-0,-PI k6z6tti korrelaciot
kétvaltozds korrelacios analizissel szamoltuk (Pearson korrelaciot hasznaltunk azoknak a
paramétereknek az Osszevetésére, melyek normal eloszlast mutattak; Spearman korrelaciot
hasznaltunk azoknal a paramétereknél, melyek nem mutattak normal eloszlast.) Tobbvaltozos
lineéris regresszids analizist hasznaltunk annak érdekében, hogy meghatirozzuk milyen
paraméterekkel mutatnak fiiggetlen 6sszefliggést az a,-PI formak és az sSFAP szintek. A nem
normal eloszlast valtozokat (BMI, CRP, koleszterin és a kor) az analizishez természetes
logaritmikus transzformacioval alakitottuk at normal eloszlastva. A kiillonb6z6 a,-Pl és az
sFAP szintekkel fliggetlen Osszefiiggést mutatd paramétereket ko-variansként alkalmaztuk,
amikor a korrigalt szinteket hasonlitottuk 6ssze ANOVA modszerrel. Tobb csoport
Osszehasonlitasa soran a statisztikai szignifikancia meghatarozasara a Bonferroni korrekciot
hasznaltuk. A total a,-Pl, a PB-a,-PI és NPB-a,-Pl, valamint az SFAP szintek hatdsat a VTE
rizikdjara Ggy vizsgaltuk, hogy ezen paraméterek szintjeit hdrom csoportba osztottuk a
kontroll csoport megfeleld paraméter szintjeinek 33. és 67. percentilise alapjan. Az
esélyhanyadosokat (OR) és a 95%-0s konfidencia intervallumokat adtuk meg. A korrigalt
OR-ek meghatarozasara olyan logisztikus regresszidos modelleket hasznaltunk, melyek
tartalmaztdk azokat az egyéb paramétereket, melyek fiiggetleniil hozzajarulhatnak a VTE
rizikojahoz. A BMI-t, a koleszterint és a CRP-t folyamatos valtozoként tettiikk a modellbe a
logaritmikus transzformaci6 utan. A szignifikancia szintje 95% volt (p<0,05). A statisztikai

analizist SPSS szoftver segitségével végeztiik (SPSS 26.0, Chicago, IL, USA).
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5. EREDMENYEK

5.1. A trombin koncentracio és az alvasztasi ido hatasa a total a2-PI beépiilésére a fibrin
alvadékba

Annak vizsgalatara, hogy a total o,-Pl milyen mértékben épiil be a fibrin alvadékba, azt a
modszert valasztottuk, hogy citrattal alvadasgatolt plazma mintit trombin és kalcium
hozzaadasadval megalvasztunk, majd a keletkezd szérumbol és az eredeti plazmabol
meghatarozzuk ELISA modszerrel az a,-Pl koncentraciot. A plazma és szérum ay-Pl
koncentraciok kiilonbsége adja az alvadékba bek6tddott a-Pl mennyiségét.
idonek a hatdsat az a,-Pl beépiilésének mértékére. A 7. abran lathatd, hogy a total o,-Pl
maximalis beéplilése az alvadékba megkdzelitdleg 45%. A beépiilésnek ezt a szintjét mar
relative alacsony trombin koncentracio mellett el tudjuk érni (0,5-2 U/mL), magasabb trombin
koncentracionak mar nincs tovabbi hatasa (7.B abra). Az a,-Pl beépiilése a fibrin alvadékba

viszonylag gyorsan megtorténik 2 U/mL trombin koncentracié mellet (7.A abra).
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7.abra: (A) Az ar-PI beépiilésének iddfiiggése, (B) A trombin koncentrdcio hatasa az a,-Pl
fibrin alvadékba valo beépiilésére; Az abrak 10 normdl minta alvasztasa sordn kapott

eredmények atlagat és szordsat mutatjdk. a,-Pl: alpha2-plazmin inhibitor
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Az a,-Pl beépiilés mértéke az alvadékba mar 10 perc utan eléri a ~40%-ot, de a maximalis
beépiilés 30 perc utan torténik meg. A tovabbi kisérletekheza 2 U/mL trombin koncentraciot
¢s a 30 perces alvasztasi idot valasztottuk ki. Ezen paraméterek mellett az egészséges kontroll

mintdkban az a,-PI beépiilésének mértéke 44.0+4.6% volt (n=10).

5.2. A FXIII koncentracio hatasa az a2-Pl beépiilésére a fibrin alvadékba

A FXIIl koncentracié hatasat az o,-Pl beépiilésére, ugy vizsgaltuk, hogy FXIII deficiens
Korabbi tanulmanyokkal szemben, ahol a FXI1I1 koncentracio hatasat a beépiilés mértékére,
csak a normal atlag FXIII koncentracié 8%-aig vizsgaltak, mi a FXIII szint folyamatos
novelésével a magasabb (200%-ig) FXII1 koncentracio hatasat is megvizsgaltuk (8.A abra).
A normal plazma FXIII koncentracio (21 mg/L) eléréséig a beépiilés mértéke a FXIII
emelésével parhuzamosan, gyorsan nétt, ~40% beépiilést eredményezve. Ez utan a gorbe mar
kissé ellaposodik, de a FXIII koncentraciot tovabb emelve még 5-10%-kal n6 a beépiilt a,-Pl
mennyisége.

A FXIIl koncentracié hatasat az a,-Pl alvadékba valo beépiilésének mértékére Western
blottal is megvizsgaltuk. Az alvadékokat alapos mosas utan 8M ureat tartalmaz6é Laemmli-
féle mintapufferben feloldottuk, majd redukalé SDS-PAGE-t kovetden a fehérjéket PVDF
membranra blottoltuk, ahol az a,-Pl-t az 6sszes format felismerd poliklonalis anti-a,-Pl
antitesttel jeloltiik meg. A 8.B abran lathatd, hogy a FXIII koncentracio emelkedésével
fokozatosan né a fibrin a-lanc polimerekhez ko6tott ay-Pl és csdkken a kisebb molekulatomegi
termékek mennyisége. 30 mg/L feletti FXIII szintnél mar olyan erés a fibrin a-lancok
keresztkotése, hogy nem sikeriilt az alvadékot oly mértékben feloldani, hogy az a gélbe be
tudjon diffundalni. Ezért ezzel a moddszerrel a normal FXIII koncentracid feletti hatas
biztonsagosan mar nem vizsgalhato az extrém fibrin keresztkotés miatt. Az abran az a,-Pl
monomernek megfeleld savban az is lathatd, hogy az intenziv mosds ellenére jelentds
mennyiségli nem kovalensen kotott a,-Pl is taldlhatd az alvadékban, melynek mennyisége

nem fiigg a FXIII koncentraciotol.
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8.abra: A plazma FXIII szint hatisa az o»-Pl fibrin alvadékba valo beépiilésének
mértékére. A FXIII deficiens plazmat (o,-PI = 62 mg/L) egészitettiink ki kiilonbéozd

beépiilt a,-Pl mennyiségét a kiegészitett plazma és a keletkezett szérumok ay-Pl
koncentracioja alapjan kalkuldltuk és az abran az alvadékba beépiilt a,-Pl %-os aranya
lathato, (B) A mosott és feloldott alvadékok Western blot analizise (az a,-Pl detektalasara
HRPO jelzett poliklonalis anti- a,-PI antitestet hasznaltunk) lathato.

ap-Pl: alpha2-plazmin inhibitor; Mr: molekulasuly marker, kDa: kilo-Dalton

5.3. Az a2-PI fibrin alvadékba torténé beépiilésének mértéke akut iszkémias stroke-on

atesett betegekben és ennek kapcsolata a trombolizis kimetelével

A fentiekben ismertetett alvasztasos modszert alkalmaztuk annak vizsgalatara, hogy az
02-Pl plazma alvadékba torténd beépiilésének mértéke Osszefiigg-e a trombolizis
kimenetelével AlS-on atesett betegekben. Meghataroztuk az a,-Pl beépiilésének mértékét,
valamint a fibrinogén és a FXI11-A;B; szinteket 57 AIS beteg (akik intravénas trombolizisen
estek at a tiinetek megjelenésétdl 4,5 o6ran beliil) trombolizis eldtti, valamint 26 korban
illesztett egészséges kontroll citratos plazma mintdjabol A betegeket a rovid-tdvu kimenetel
szerint csoportositottuk. A vizsgalt csoportok jellemz6i az 1. tablazatban lathatoak. A
terapiaval Osszefiiggd intrakranialis (intracerebralis) vérzésben szenvedd betegek
szignifikansan idésebbek voltak és szignifikansan sulyosabb stroke-ot szenvedtek el a
felvételkori NIHSS pontok alapjan, szemben azokkal, akik jo kimenetellel rendelkeztek. A
FXIII szintek szignifikdnsan alacsonyabbak voltak minden betegcsoportban, szemben a
kontrollokkal. A fibrinogén szintek magasabbak voltak azokban a betegekben, akiknél
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sikertelen volt a trombolizis terapia és stagnalo/rossz kimenetellel rendelkeztek, szemben a
kontrollokkal. Meg kell emliteni, hogy a felvételkori CRP szint szignifikansan emelkedett
volt azoknal a betegeknél, akik stagnald/rossz kimenetellel rendelkeztek, illetve akik
terapiaval-0sszefiiggd intrakranidlis vérzésben szenvedtek, az egészséges kontrollokhoz
viszonyitva. A lizis utani intrakranialis vérzésben szenveddk csoportjaban a plazma a,-Pl
szintek szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a kontrollokhoz képest. Az ay-PI beépiilésének
mértéke a fibrin alvadékba jelentdsen alacsonyabb volt a teljes betegpopulacioban szemben a
kontrollokkal (9.A abra). Amikor a betegeket csoportositottuk a terapia kimenetele alapjan, a
beépiilés mértéke szignifikansan alacsonyabb volt a stagnalt/rossz kimenetellel rendelkez6 és
lizis utdni intrakranialis vérzésben szenvedd betegeknél (41,5+£11,8% ¢és 37,3+14,0%)
Osszehasonlitva az egészséges kontrollokkal (49,4+4,6%) (9.B abra). Az a,-Pl beépiilésének
mértéke a jo kimenettel rendelkezo betegeknél (47,4+6,7%) nem kiilonbo6zott szignifikansan
az egészségesektol. Masrészt, az a,-Pl beépiilése 1ényegesen alacsonyabb volt azokban a
betegekben, akik terapiaval 6sszefliggd intrakranidlis vérzésben szenvedtek, 6sszehasonlitva a

jo kimenetellel rendelkez6 betegekkel (9.B abra).
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L.tablazat: Az akut iszkémids stroke-ot elszenvedett betegek és a kontrollok jellemzoi

Terapiaval
Y e Stagnalé/ osszefiiggo
Kontroll Jo kimenetel S ) g.g, .
(n=26) (n=25) _ rossz intrakranialis
kimenetel Verzés
(n=20) (n=12)
Kor (év) 66,4+5,6 61,4+13,6 67,5+12,6 72,2410,08%
Nem (N&/Férfi) 12/14 12/13 8/12 7/5
Magas vérnyomas 13/13 5/16 2/15* 416
(nem/igen)
Dohanyzis 21/5 16/5 12/5 713
(nem/igen)
BMI 27,1+4,2 28 4+4.8 27 6441 26,4+4,9
Felvételkori
NIHSS - 4,0 (3,0-7,0) 9 (5-11,5) 10,0 (5,0-16,0)
NIHSS 7 nappal a i i i §85 i 585
trombolizis utan 1,0 (0,0-2,0) 11,0 (6,5-16,0) 10 (6,5-11,0)8
CRP (mg/L) 1,7 (0,8-3,4) 2,9 (1,4-5,1) 4,9 (2,8-7,1)**  53(2,5-11,9)**
Fibrinogén (g/L) 3,6+0,5 3,9+1,3 4,3+1,5* 4,2+2,0
FXIN-A2B, 28,2+4,3 23,4+5,5% 22,9+7,6% 21,346, 7**
antigén (mg/L)
Plazma a.-P1 66,9+8,7 64.9+10,8 56.8+12,8 52,819, 7%
(mg/L)
Szérum a>-Pl 33.944,2 34.146,1 32.245,9 32.2+13,3
(mg/L)
a2-Plp.Arg6Trp
(Vad/Hordozo) 15/5 17/8 13/7 6/6

A folyamatos valtozok értékeit atlag+SD és nem normal eloszlas esetén median (IQR)
formdban adjuk meg. Roviditések: N: nd; Ffi: férfi; BMI: testtomeg-index; NIHSS: The
National Institutes of Health Stroke Scale; CRP: C-reaktiv protein, a,-PI: ap-plazmin inhibitor;
*: p<0,05 beteg vs. kontroll; **: p<0,01 betegvs. kontroll; §: p<0,05 beteg vs. jo kimenetel;
§9:p<0,01 beteg vs. jo kimenetel; §§§: p<0,01 beteg vs. jo kimenetel
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9.dbra: Az ay-PI beépiilés a fibrin alvadékba. A plazma mintak alvasztasa trombinnal és
Ca?*-mal. Aplazma és a szérum antigén Szintek kozatti kiilonbséget kiszamoltuk és a plazma
értekekhez viszonyitva %-ban adtuk meg (A) a kontroll és a teljes betegcsoportban; illetve (B)
a kontroll és a kiilonbozd kimenettel rendelkezé betegcsoportokban. A box-whiskers plotok
mutatjak a medidant, az interkvartilis tartomanyt és a teljes tartomdnyt. *: p<0,05 beteg vs.

kontroll; **: p<0,01; a,-Pl: alpha2-plazmin inhibitor

Megvizsgaltuk, hogy az o,-PI beépiilés mértéke a fibrin alvadékba milyen korrelaciot
mutat egyéb paraméterekkel (2. tablazat). A kontroll csoportban a fibrinogén statisztikailag
szignifikans korrelaciot mutatott az a,-PI beépiilésének mértékével. A betegcsoportban
pozitiv, szignifikans korrelaciot talaltunk a plazma a,-Pl, a FXIII szintek és az a,-PI fibrin
alvadékba torténd beépiilése kozott. Tovabba, erds, negativ, szignifikans Osszefliggést
talaltunk a betegekben a felvételkori NIHSS és az a,-PI beépiilés mértéke kozott. Ebbol arra
lehet kovetkeztetni, hogy stulyosabb stroke esetén in vitro kevesebb a,-PI épiil be az
alvadékba. Mivel az ap-Pl beépiilése a fibrin alvadékba limitalt (45-50%), ennek az
Osszefliggésnek a legvaloszinlibb oka az lehet, hogy az akut esemény soran bekdvetkezd
jelentds in vivo fogyas miatt az az a,-Pl forma, mely képes a fibrinhezko6tédni és beépiil az
alvadékba, kisebb mennyiségben van jelen azon betegek plazma mintaiban, akik sulyosabb

stroke-ot szenvedtek el. Az NIHSS és az a,-PI beépiilésének mértéke kozotti negativ
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Osszefliggés kiilondsen erds volt a lizis utani intrakranialis vérzésben szenvedd betegek

alcsoportjaban (r=-0,627, p=0,039).

2.tablazat: Kiilonbozo paraméterek korrelacioja az a,-PI fibrin alvadékba torténd

beépiilésének mértékeével

Kontroll Beteg Totl
csoport csoport (n=83)
(n=26) (n=57)

Kor -0,051 (0,803)  -0,224 (0,093) -0,200 (0,070)
Fibrinogén 0,453 (0,039) 0,224 (0,098) 0,171 (0,137)
FXI11-A2B; 0,101 (0,622) 0,303 (0,022) 0,357 (0,001)

Plazma a.2-PI 0,284 (0,160) 0,544 (<0,001) 0,540 (<0,001)
Felvételkori NTHSS - -0,449 (0,001)

Az értékek a Pearson korrelacios egyiitthatot és zarojelben a statisztikai szignifikanciat
mutatjak, r(p); p<0.05; a,-Pl: alpha2-plazmin inhibitor; NIHSS: The National Institutes of
Health Stroke Scale

Az sFAP szintje és a 02-PI p.Arg6Trp polimorfizmus befolyasolja az 0-Pl N-terminalis
hasitasat és ezaltal az a,-PI FXIII 4ltali keresztkotését a fibrinhez. Ezért meghataroztuk ezen
paramétereket is a vizsgalt csoportokban. Az sFAP szint szignifikdnsan alacsonyabb volt a
betegekben, mint az egészséges kontrollokban (10.A abra), kiillondsen a terapiaval
Osszefliggd vérzéses szovodmeényekkel rendelkezdk, illetve a jo kimenettel rendelkezd
betegek csoportjaban, az egészséges kontrollokhoz viszonyitva (10.B abra). Az a,-Pl
p.Arg6Trp polimorfizmus nem befolyasolta a kimenetelt (1. tablazat) és az allé] frekvencia
gyakorlatilag azonos volt a beteg és a kontroll csoportokban. Az op-Pl p.Arg6Trp
polimorfizmus nem befolyasolta az 0,-PI beépiilésének mértékét a fibrin alvadékba egyik

betegcsoportban sem (nem prezentalt adat).
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10.abra: A szolubilis fibroblaszt aktivalo protein (sFAP) szintek a kontroll és a teljes
betegpopulacioban (A) illetve a kontroll és a kiilonbozo kimenettel rendelkezd betegek
csoportjaban (B). Abox-whiskers plotok mutatjak a mediant, az interkvartilis tartomanyt és a

teljes tartomadnyt. **: p<0,01; ***: p<0,001, sSFAP: szolubilis fibroblaszt aktivalo protein

5.4. Az 02-PI hatasa a vénas tromboembélia kialakuldasara

Ebbe a tanulmanyba 218 vénas tromboembdliat elszenvedett, illetve korban €s nemben
illesztett 218 egészséges kontroll személyt vontunk be. A csoportok median életkora 40 év
volt és a férfiak és ndk eloszlasa is azonos Vvolt a két csoportban (105 és 113). A 218 VTE
beteg k6zott 44 esetben fordult 16 mind DVT, mind PE, 9 esetben csak PE volt kimutathato.
A vaszkularis megbetegedések rizikofaktorai koziil a tlsulynak, a magas vérnyomasnak és a
hiperkoleszterinémianak, a FV Leiden és a FII 20210 G>A mutacioknak volt nagyobb
prevalenciaja a betegekben, minta kontrollokban. Jelenleg is dohanyzok a VTE csoportban
nem vart modon kevesebben voltak, feltehetdleg azért, mert a betegek az els6 VTE esemény
utdn megvaltoztattdk dohanyzasi szokasaikat. A CRP, a fibrinogén és a plazma FXIII aktivitas
¢s antigén (FXIII-A;B;) szintek szignifikdnsan magasabbak voltak a betegekben, mint a
kontrollokban (3. tablazat). A szerzett riziko faktorok koziil fogamzasgatld szedése vagy
hormon terapia 19, trauma 13, hosSzu tava utazas 8, mitét 7, sziilés utani id6észak 5, lupus
antikoagulans 3, kortikoszteroid kezelés 2, tumor 2, terhesség 2, visszértagulat 2 esetben

fordult eld a betegcsoportban.
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3.tablazat: A vénds trombozison dtesett betegek és az egészséges kontrollok karakterizalasa

Kontroll VTE
(n=218) (n=218) P
Nem (N&/Férfi) 113/105 113/105
Kor
(medidn (10R)) 40 (30-50) 40 (30-53) <0,001
Magas vérnyomas (nem/igen) 170/45 114/104 <0,001
Dohanyzas (nem/igen) 157/58 186/32 0,002
Hlperkolesgterlnemia 165/17 156/62 <0,001
(nem/igen)
FV Leiden p.R506Q
vad tipus 193 144
heterozigota 25 62
homozigota 0 12
Q506 hordozé frekvencia 11,5% 33,9% <0,001
Q506 all¢l frekvencia 5,7% 19,7% <0,001
FI1 20210G > A
vad tipus 210 204
heterozigdta 8 14
homozigota 0 0
A hordozo frekvencia 3,7% 6,4% 0,274
A allél frekvencia 1,8% 3,2% 0,274
o2-PI p.REW
vad tipus 136 141
heterozigota 72 67
homozigota 10 10
W6 hordozd frekvencia 37,6% 35,3% 0,889
W6 allél frekvencia 21,1% 20,0% 0,889
BMI
(medidn (I0R)) 25,2 (21,8-28,7) 29,0 (25,9-32,9) <0,001
Fibrinogén
(itlagSD) 3,440,58 3,7+0,66 <0,001
CRP mg/L i i
(median (IOR)) 1,6 (0,9-3,5) 3,8(2,3-6,7) <0,001
Koleszterin
(median (IQR)) 4,75 (4,2-5,4) 5,16 (4,5-6,0) <0,001
FXI11 aktivitas % 109,5+24,8 119,6+27,4 <0,001
FXI11 A2B: antigén % 107,2+23,6 117,8+27,4 <0,001

p<0,05; a,-Pl: alpha2-plazmin inhibitor; BMI: testtomeg-index, CRP: C-reaktiv protein,
IOR: interkvartilis tartomany,; R: arginin; W: triptofan, FXIII: XllI-as faktor; VTE: véndas

tromboembolia
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5.5. Az a2-PI aktivitas korrelacioja az a2-PI antigén szintekkel

A kontroll csoportban megvizsgaltuk, hogy az o,-PI aktivitds meghatarozas eredményei
hogyan korreldlnak a total és a C-termindlisan ép és trunkalt a,-PI antigén koncentracid
értekekkel. A legnagyobb korrelaciot az a,-PI aktivitas €s a total a,-PI antigén szintek ko zott
talaltuk (r=0,690, p<0,001). A PB-a,-PI antigén szint szintén erds korrelacidot mutatott az
aktivitas értékekkel (r=0,562, p<0,001), ugyanakkor az NPB-a,-PI antigén és az o,-Pl
aktivitas szintek kozott joval gyengébb korrelaciot talaltunk (r=0,394, p<0,001). (11. abra) A
betegcsoportban hasonl6 korrelaciokat talaltunk: a total a,-PI antigén esetén: r=0,782; PB-a.;-
Pl esetén: r=0,610; és NPB-a,-PI esetén: 1=0,477; (p<0,001). A betegcsoportban mutatott
nagyobb korrelacios értékek feltehetdleg annak a szélesebb tartomanynak kdszonhetdek,
amelyet az emelkedett a,-PI szint okoz ebben a csoportban. Nem talaltunk szignifikans

korrelaciot az ap-Pl aktivitas és a NPB-a,-PI szazalékos aranya k6zott (r=0,121, p=0,107).

38



>

a,-Pl antigén (mg/L)

60 80 100 120 140 160
a,-Pl aktivitas (%)

,,/””’////”/,//

w
()]
Q@

o
Q

w
Q

PB-a,-PI antigén (mg/L)
N
o

N
o

80 100 120 140 160
a,-Pl aktivitas (%)

)]
o

's)
o
Q@

N W A
e o 9

—
Q

NPB-a,-PI antigén (mg/L)

o

80 100 120 140 160
a,-Pl aktivitas (%)

()]
o

11.abra: Az a,-PI aktivitds és a,-PI antigén szintek korreldacioja a kontroll csoportban. (A)
totdl a-Pl; (B) PB-a,-Pl (C) NPB-a,-Pl
a2-Pl: alpha2-plazmin inhibitor; PB-a-PI: plazminogén-kité o,-Pl; NBP-a,-Pl: nem-

plazminogén-koto oz-Pl
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5.6. A kontroll csoportban mért a2-PI aktivitas és antigén szintek korrelicidoja egyéb

paraméterekkel

Az a,-PI aktivitas és antigén szintek egyéb paraméterekkel valo korreldcio analizise azt
mutatta, hogy az a,-PI aktivitas, a total o,-PI és a PB-a,-PI antigén szintek mérsékelt, de
szignifikans korrelaciot mutattak a fibrinogén és a koleszterin értékekkel. Gyenge korrelaciot
talaltunk a BMI-vel, de ez az sszefiiggés csak a total a,-Pl szintekkel volt statisztikailag
szignifikans. Az a,-PI aktivitas, a total a,-PI és a PB-a,-PI mérsékelt negativ dsszefliggést
mutattak a korral (4. tablazat). A PB-0,-PI és a nemek k6zott talaltunk negativ 6sszefiiggést,
ami azt jelenti, hogy a férfiak alacsonyabb PB-a,-PI szinttel rendelkeztek, mint a nok.
Meglepd volt viszont, hogy az NPB-a,-PI antigén szint nem mutatott korrelaciét a fentebb
emlitett paraméterekkel. Csak a CRP-vel €s a magas vérnyomadssal mutatott gyenge

Osszefliggeést.

4. tablazat: Az ay-PI és az sFAP szintek fiiggetlen korrelacioja mas paraméterekkel a
kontroll csoportban

ao-Pl Total a2-Pl  PB-a2-PI  NPB-a-Pl sFAP

aktivitas antigén antigén antigén antigén
Fibrinogén 0,289 0,295 0,242 ns. -0,160
(<0,001) (<0,001) (0,002) (0,039)
BMI n.s 0,190 n.s n.s 0219
e (0,014) e e (0,004)
Koleszterin 0,238 0,233 0,253 n.s n.s
(0,002) (0,003) (0,001) e e
Kor -0,226 -0,157 -0,199 s s
(0,004) (0,043) (0,010) ~ ~
Nem n.s. n.s. 0,156 n.s. n.s.
(0,045)
0,187
CRP n.s. n.s. n.s. (0.015) n.s.
Magas 0,193
vérnyomas n.s. n.S. n.S. (0,012) n.s.
FXIII 0,202
aktivitas n.s. n.s. n.s. n.s. (0,009)

p<0,05; n.s: nem szignifikans, BMI: testtomeg-index; CRP: C-reaktiv protein, 0,-Pl: alpha2-
plazmin inhibitor; PB-ay-PI: plazminogén-kotd op-plazmin inhibitor; NPB-o,-Pl: nem

plazminogén-kits a-plazmin inhibitor
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5.7. Az a2-PI aktivitas és antigén szintek valtozasa a kontroll és a betegcsoportban

Az a,-PI aktvitas és anigén szintek szignifikans emelkedést mutattak a VTE csoportban
(5. tablazat; 12. abra). A fibrinogénre, BMI-re, koleszterinre és a korra valé korrigdlas nem
modositotta jelentdsen az eredményeket. A C-terminalisan ép PB-a,-Pl atlagos értékeiben
nem volt szignifikans kiilonbség a beteg és a kontroll csoportban, azonban korrigalva az
eredményeket a két csoport kozotti kiilonbség statisztikailag szignifikans eltérést mutatott.
Mivel a total a,-Pl magasabb volt a betegekben, a PB-0,-PI antigén szint nem tértel igy nem
volt meglepetés, hogy az NPB-a,-PI szintén szignifikdns emelkedést mutatott a

betegcsoportban és az eredmény a fenti paraméterekre valo korrekcio utdn sem véaltozott.

S.tablazat: Mért paraméterek a kontroll és a betegcsoportban

Kontroll VTE
(n=218) (n=218) g
) P
az-Plakivitds % 1174145 130415.6 <0,001
nem Korrigalt
korrigalt 118 (115-120) 129 (127-131) <0,001
Total-o2-Pl antloge,n (mg/L) 65,147.7 72,7492 <0001
nem korrigalt
Kkorrigalt 65,9 (64,6-67,2) 72,4 (71,2-73,6) <0,001
PB-0.2-Pl antigén (Mg/L) 42,344.9 41,8456 0,295
nem Korrigalt
Kkorrigalt 42,6 (41,9-43,4) 41,2 (40,5-41,9) 0,013
NPB-az-Plantigén(Mg/l) 51 §180.269) 30,8 (26,3-35,5) <0,001
nem Korrigalt
Korrigalt 23,6 (22,5-24,7) 31,1 (30,1-32,0) <0,001
NPB-a2-Pl antigén % 34,6+7,0 43,3+6,5 <0,001
FAP L
SFAP pe/l 76,3(65,3-90,1) 80,5 (67,0-99,8) 0,044
nem Korrigalt
korrigalt 79,8 (76,6-82,9) 83,4 (80,3-86,6) 0,123

A normal és nem normal eloszlasu, nem korrigalt értékek esetében az atlag+SD-t és a mediant

(IOR) adtuk meg. A korrigalt értékeknél korrigalt atlagként (95%-os CI) tiintettiik fel. p<0,05;

Az 0p-PI aktivitds és totdl a,-Pl antigén értékeket korrigdltuk nemre, koleszterin, fibrinogén és

BMI értékekre; a PB-a,-PI antigén értékeket korrigaltuk Koleszterin, fibrinogén és BMI

ertekekre; az NPB-o0,-Pl antigén értékeket CRP-re, HT-re és korra korrigaltuk, az sFAP

ertékeket BMI-re, fibrinogénre és FXIII akivitisra korrigaltuk; a,-Pl. alpha2-plazmin
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inhibitor; PB-a,-PI: plazminogén-kits az-plazmin inhibitor; NPB-a,-PI: nem plazminogén-
kétd op-plazmin inhibitor; BMI: testtomeg-index; CRP: C-reaktiv protein; HT: magas

vérnyomads, sSFAP: szolubilis fibroblaszt aktivalo protein
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12. dbra: Kiilonbozd az-PI formak nem korrigdlt szintjei a kontroll és a betegcsoportban o-
Pl: alpha2-plazmin inhibitor; PB-a,-PI: plazminogén-kété alpha2-plazmin inhibitor; NPB-

a2-Pl: nem-plazminogén-koté alpha2-plazmin inhibitor; VTE: véndas tromboembolia

A ndék magasabb PB-0,-PI antigén és alacsonyabb NPB-a,-PI antigén szinttel

rendelkeztek mindkét csoportban, de a kiilonbség csak a PB-a,-PI szint esetén volt

42



statisztikailag szignifikans (6. tablazat). Az NPB-o0,-PI szazalékos aranya a total ay-Pl

antigén szinthez viszonyitva szignifikdnsan magasabb volt a férfiakban mindkét csoportban.

Az 0,-PI aktivitds, a totdl ay-PI antigén ¢és a PB-a,-PI antigén szintek emelkedése

kiemelkeddbb volt a nékben a VTE csoportban (6. tablazat).

6.tablazat: Az ar-PlI szintek nemek kozotti megoszldasa a kontroll és a betegcsoportban

a2-Pl aktivitas
%
nem korrigalt

korrigalt

Total-a»-Pl ag
mg/L
nem korrigalt

korrigalt

PB-a.2-Pl ag
mg/L
nem Kkorrigalt

korrigalt

NPB-a2-Pl ag
mg/L
nem Korrigalt

korrigalt

NPB-a2-Pl ag
%
sFAP

ng/L
nem Kkorrigalt

korrigalt

N6
(n=113)

118+15,3

119
(116-122)

65,5+7,7

66,1
(64,5-67,7)

43,3+4,6

42,9
(42,0-43,9)

21,2
(17,5-26,2)

23,0
(21,8-24,3)

33,5+7,4

74,3
(63,3-87,6)

78,8
(74,4-83,2)

Kontroll

Férfi
(n=105)

116+13,4

115
(112-118)

64,7+7,8

64,7
(63,1-66,4)

41,3+4,7

41,3
(40,3-42,3)

23,6
(18,7-28,0)

23,5
(22,1-24.8)

35,84+6,3

78,6
(69,1-92,4)

80,6
(76,1-85,1)

0,200

0,082

0,435

0,277

0,002

0,034

0,061

0,677

0,012

0,073

0,860

Né
(n=113)

134+14,1

134
(132-137)

73,9489

74,1
(72,5-75,7)

43,4+5,5

43,4
(42,4-44,4)

29,5
(25,8-35,3)

30,6
(29,3-31,8)

41,1+5,7

77,4
(64,8-94,4)

79,2
(74,8-83,7)

VTE

Férfi
(n=105)

125+15,5

125
(122-128)

71,549,1

71,5
(69,8-73,1)

40,0+5,2

40,0
(39,0-41,0)

31,5
(26,9-35,6)

31,4
(30,1-32,8)

43,6+7,1

83,6
(69,3-103,1)

88,0
(83,5-92,5)

<0,001

<0,001

<0,001

0,029

<0,001

<0,001

0,205

0,374

0,003

0,019

0,037

A normal és nem normal eloszlasu, nem korrigalt értékek esetében az atlag=SD-t és a medidant

(IOR) adtuk meg. A korrigalt értékeknél korrigalt atlagként (95%-os CI) tiintettiik fel. p<0,05;

Az ap-PI aktivitas és totdl ap-Pl antigén értékeket korrigaltuk nemre, koleszterin, fibrinogén és
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BMI értékekre; a PB-a-PI antigén értékeket korrigaltuk koleszterin, fibrinogén és BMI
ertekekre; az NPB-o,-PI antigén értékeket CRP-re, HT-re és korra korrigaltuk; az sFAP
ertekeket BMI-re, fibrinogénre és FXIII akivitasra korrigaltuk; a,-Pl: alpha2-plazmin
inhibitor; PB-ay-PI: plazminogén-kits az-plazmin inhibitor; NPB-a,-PI: nem plazminogén-
kotd op-plazmin inhibitor; BMI: testtomeg-index; CRP: C-reaktiv protein; HT: magas

vérnyomas,; sFAP: szolubilis fibroblaszt aktivalo protein

5.8. sFAP antigén szintek

Az sFAP antigén szintek gyenge pozitiv korrelaciot a BMI-vel és a FXIII aktivitas
szintekkel és gyenge negativ Osszefiiggést a fibrinogén szintekkel mutattak a kontroll
csoportban (4. tablazat). Az sFAP median értékei szignifikansan emelkedettebbek voltak a
VTE csoportban, habar a kiilonbség nem volt statisztikailag szignifikinsa BMI, a fibrinogén
¢s FXIII aktivitas szintekre vald korrigalas utan (5. tablazat). A beteg csoportban a férfiak
magasabb median sFAP értékekkel rendelkeztek, mint a ndk (6. tablazat), mig a kontroll

csoportban a férfiak és a n6k kozott ez nem volt staisztikailag szignifikans.

5.9. Az a2-PI p.Arg6Trp polimorfizmus és az SFAP antigén szintek kozotti 6sszefiiggés a

betegcsoportban

Az 0,-PI p.Arg6Trp polimorfizmus €s az sFAP antigén szint hatasat vizsgaltuk a VTE
kialakulasara. A polimorfizmus genotipusanak eloszlasa megfelelt a Hardy-Weinberg
egyensulynak a vizsgalt populaciéban (2 =0,2284, p =0,6327). A Trp6 hordozé és a Trp
allél frekvencia nem tért el szignifikansan egymastol a kontroll és a betegcsoportban (3.
tablazat). Nem volt szignifikans 0sszefiiggés a Trp allél hordozasa ¢és a VTE eléfordulésa
kozott a teljes vizsgalati populacioban (OR: 0,912, 95% CI: 0,617-1,348, p=0,645). Azoknak
az egyéneknek, akiknek az sFAP értéke a fels6 harmadban volt (n=90/72 a beteg/kontroll
csoportban) nem volt szignifikansan magasabb rizikojuk a VTE eléfordulasara nézve (OR:
1,246, 95% CI: 0,793-1,959, p=0,340), 6sszehasonlitva azokkal az esetekkel, akiknek a
legals6 harmadban volt az sFAP szintjiikk (n=71/70 a beteg/kontroll csoportban). Azonban, ha
a polimorfizmus hatdsat csak azon személyek csoportjaban vizsgaltuk, akiknek az sFAP
szintje a felsé harmadban volt (R6/W6=62/28 és 41/31 a beteg ¢s a kontroll csoportban),
kimutathatd volt egy szignifikdns védéhatas a VTE kialakulasara nézve. A FV Leiden
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mutacid, a magas vérnyomas, a BMI, a CRP, a fibrinogén és a koleszterin szintekre vald

korrigalas utan az OR: 0,425, 95% CI: 0,199-0,911, p=0,028.

5.10. Az a2-PI aktivitas, a total o2-PI antigén, a PB-a2-PI antigén és az NPB-a2-Pl

antigén szintek osszefiiggése a VTE kialakulasanak kockazataval

A fels6é harmadban taldlhatd a,-PI aktivitas, a totdl a,-PI antigén és az NPB-a,-Pl
antigén szintek erds 0sszefliggést mutattak a VTE kialakulasanak rizikojaval (7. tablazat). A
korrigalas utan, az OR értékek minden esetben csokkentek, de tovabbra is szignifikansan
magasak maradtak. A felsé harmadban 1év6 PB-a,-PI antigén szintek egy alacsonyabb VTE
rizikoval tarsultak, de ez az 6sszefliggés csak az egyéb befolyasold tényezdkre valo korrigalas
utan lett statisztikailag szignifikans (7. tablazat). Az emelkedett antigén koncentracio hatasan

kiviil, a magas NPB-0,-Pl %-o0s aranya is szignifikansan emelkedett VTE rizik6t eredményez.

7.tablazat: Az ar-PI szintek osszefiiggése a VTE kialakulasanak kockazataval

Paraméter s .
n (fels6 harmad/alsé harmad OR 95% CI SZIgm{ II)(anCIa
kontroll vs betegek) P
o.2-Pl aktivitas %
(45/61 vs 130/25) 7,049 3,963-12,537 <0,001
korrigalt 5,895 2,714-12,806 <0,001
Total-a2-Pl ag mg/L
11,214 2-21,201 < 1
(72/72 vs 157/14) ’ 5,93 20 0,00
korrigalt 7,645 3,459-16,896 0,029
PB-a2-Pl ag mg/L i
(72172 vs 62/80) 0,775 0,487-1,234 0,283
korrigalt 0,367 0,173-0,762 0,007
NPB-a.2-Pl ag mg/L 9
1,87 10,025-47,7 < 1
(72/72 vs 175/8) 875 0,025-47,733 0.00
Korrigalt 9,868 4,095-23,783 <0,001
NPB-a2-Pl ag % i
(72172 vs 169/10) 16,900 8,254-34,604 <0,001
korrigalt 8,367 3,635-19,259 <0,001

Azokat az eseteket, akiknek az a,-Pl szintjei a felsé harmadban voltak (>123% o2-Pl

aktivitas, >68,1 mg/L totdl-a,-PI antigén, >44,4 mg/L PB-a,-PI antigén, >25,2 mg/L NPB-
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o-PI antigén és >38,4% NPB-a,-P1%) hasonlitottuk ossze azokkal az esetekkel, akiknek az
ap-Pl szintjei a legalsé harmadba estek (<113% o,-PI aktivitds, <60,9 mg/L total-ca,-Pl
antigén, <40,2 mg/L PB-a,-PI antigén, <19,1 mg/L NPB-a,-PI antigén és <31,1% NPB-a2-
P1%). p<0.05; 4 korrigdlashoz a kévetkezé paramétereket tettiik be a logisztikus regresszios
modellbe: fibrinogén, magas vérnyomas, FV Leiden mutacio, FII 20210 G>A mutacio és a
transzformalt koleszterin, BMI és CRP.

ap-Pl: alpha2-plazmin inhibitor; PB-a,-PI: plazminogén-kité ap-plazmin inhibitor; NPB-a ;-
PI: nem plazminogén-koté ap-plazmin inhibitor; BMI: testtomeg-index; CRP: C-reaktiv
protein; ag. antigén; VTE: véndas tromboembolia; OR: esélyhanyados; CI: konfidencia

intervallum
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6. MEGBESZELES

Korabbi tanulmanyokban kimutattdk, hogy az wjonnan képzddott trombus ellenalld
képessége a korai fibrinolizissel szemben nagyrészt az 0,-PI fibrin alvadékba torténd
beépiilésétdl fiigg [4, 5]. Annak ecllenére, hogy ennek a szabalyozasi 1épésnek nagy
jelentdsége van és potencialis hatasa lehet a trombotikus klinikai események széles korére,
meglepden keveset tudunk arrél, hogy az a,-PI kiillonb6z6 koriilmények kézott hogyan
kotddik a fibrinhez. Jelen munkdm soran kifejlesztettiink egy olyan médszert, mellyel meg
tudjuk hatarozni az a,-PI beépiilésének mértékét a fibrin alvadékba, még pedig ugy, hogy a
plazmabol és a plazma alvasztasa utan késziilt szérumbol mért o,-PI antigén szintek
kiilonbségeként megadhatd a beépiilt a-PI mennyisége és %-os ardnya is egyarant. Ezt a
modszert hasznalva az els6 (akut iszkémids stroke-ot elszenvedd betegek vs. egészséges
kontrollok) tanulményban az a,-Pl beépiilésének mértéke az egészséges kontrollokban
44,0+4,6% volt. Korabbi tanulményokban, tisztitott fehérjékbdl 1étrehozott alvadékban SDS-
PAGE ¢és Western blot technikdk segitségével vizsgaltdk az a,-PI és a fibrin a-lanc
keresztkotést €s az eredmények alapjan az a,-PI bekotddését a fibrinhez csupan csak 30%
kortilire becsiilték [86, 130]. Ezeknek a kisérleteknek a limitacioja lehetett, hogy tisztitott o -
Pl-t hasznaltak a kisérletekhez, ami csak a plazminogén-koté format tartalmazta, illetve a
Western blot technika nem alkalmas a nagy molekulatomegii a,-Pl-fibrin a-lanc polimerek
mennyiségi analizisére. Az a,-Pl fibrin alvadékba torténd beépiilésének mértéke a plazmabol
¢és az alvasztas utan keletkezett szérumbol ELISA technikaval meghatarozott a,-Pl szintek
kiilonbségeként megadhato. Egy a kozelmultban megjelent kozleményben hasonld modszert
hasznaltak a Chandler hurokban készitett plazma trombusba beépiilt a,-PI kvantitalasara,
amelyben a beépiilést kb. 30-50%-ra becsiilték [5]. Eredményeink azt mutatjak, hogy nem
csak a FXIIIa altal keresztkotott a,-PI épiil be az alvadékba, hanem Kisebb mennyiségben
nem kovalensen moédon is kotédik az ap-Pl a fibrinhez, amit Tsurupa és munkatarsai
vizsgalatai is alatdmasztanak [2, 131]. Ez utobbi nem kovalens kdlcsonhatas feltételezhetéen
hozzajarul az a,-PI megfeleld elhelyezkedéséhez, ezaltal megkdnnyiti a keresztkotési
folyamatot [131]. Korabbi megallapitasokkal ellentétben [65], kimutattuk, hogy 8% FXIII
koncentracio esetén az a,-Pl fibrin alvadékba valo beépiilése még nem éri el a maximumat. A
beépiilt a,-PI kb. 100% plazma FXIII koncentracidig meredeken emelkedik és a FXIII
koncentracio tovabbi emelkedése bar kisebb mértékben, de tovabb fokozzaa beépiilést, ami
hozzajarulhat a stabilabb alvadék kialakulasdhoz. Ez a hianyz6 biokémiai kapcsolat

magyarazhatja a FXIII akut trombotikus eseményekben betoltott szerepét a klinikai
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megfigyelésekben. Jelentek mar meg olyan kozlemények, melyekben fiatal felndttekben,
kiilondsen ndkben az emelkedett FXIII szintek emelkedett Ml rizikdval tarsultak [132-134]. A
csokkent fibrinolitikus kapacitast fiatalokban a Ml és a stroke rizik6faktoraként hataroztak
meg, de a pontos mechanizmust egyelére nem sikeriilt meghatarozni [135, 136].
Feltételezhetd, hogy az emelkedett FXIII szint altali a,-PI nagymértéki beépiilése a fibrin
alvadékba ¢és a fibrinolizis hatékony gatlasa szerepet jatszhat az oklazidés trombus
fenntartasaban olyan koriilmények kozott, ahol az ateroszklerozis nem tal Kiterjedt [133].

A trombolitikus kezelés soran a fibrinolizist gatld szabalyozasi lépéseket le kell gydzni a
trombus hatékony feloldasanak érdekében. Allatmodellben mar bemutattak, hogy a trombus t-
PA altal kivaltott trombolizissel szembeni ellenallasat nagymértékben befolyasolja az ijonnan
képz6dott trombusokban 1év6 aktiv ap-PI mennyisége [6-9]. Az alvadékhoz kotott ap-Pl
gatlasa jelentdsen fokozta a trombolizist nyul jugularis véna trombozis modellben [6], mig ha
egereket kezeltek a,-PI ellenes monoklonalis antitesttel a trombus gyorsan feloldodott [7]. Az
emelkedett a,-Pl szinteket és gatlasanak hatasat alaposan tanulmanyoztak stroke trombolizis
egérmodellben és azt az eredményt kaptak, hogy az alvadékhoz kotott ap-PI gatlasa
fokozhatja a trombolizist akut stroke-ot elszenvedett betegekben [6, 8, 9]. Az
allatmodellekbdl szarmaz6é eredmények alapjan lehetséges 0sszefiiggés van a trombolizis
kiemenetele és az akut iszkémias stroke-ot elszenvedd betegek plazmajabol nyert fibrin
alvadékba vald a,-PI beépiilés mértéke kozott. A kisérletes stroke modellekbdl szarmazo
ismereteink ellenére, meglepd mdédon az a,-PI beépiilésének mértékét a fibrin alvadékba AlS-
ot elszenvedd, trombolizisen atesett betegcsoportban és a kimenetellel vald 6sszefliggésben
még nem vizsgaltdk. Jelen munkankban bemutattuk, hogy AIS betegekben a tiinetek
megjelenésétdl szamitva 4,5 oran beliil alacsonyabb mértékii in vitro a,-PI beépiilést talaltunk
a fibrin alvadékba a sulyosabb stroke-ban szenveddknél. Az eredményeink azt szemléltetik,
hogy szignifikdns negativ 6sszefiiggés van a felvételkori NIHSS és az a,-PI beépiilés meérteke
kozott. Ezeket az eredményeket az a,-PI jelentds fogyasaval magyarazhatjuk a plazmaban az
akut esemény soran. Mivel az a,-PI beépiilés mértéke limitalt (45-50%), igy feltételezhetjiik,
hogy az a,-PI azon része, mely beépiilhet az alvadékba kevésbé elérhet6 a sulyosabb stroke-ot
elszenvedd betegek plazma mintajaban a jelentds in vivo fogyas miatt. Régota ismert, hogy a
sulyosabb stroke kevésbé kedvezo trombolizis kimenetellel és lizissel szembeni ellenédllassal
tarsul és ugyanakkor nagyobb esély van a vérzéses komplikaciora, de ennek az
Osszefliggésnek a pontos oka még nem tisztazott [137]. Jelen tanulméanyban az a,-P1 in vitro
beépiilése a fibrin alvadékba szignifikdnsan alacsonyabb volt azokban a betegekben, akik

trombolizis utani intrakranidlis vérzésben szenvedtek, szemben azokkal, akik kedvez8bb
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kimenettel rendelkeztek. Osszhangban az irodalomban leirtakkal [138, 139], azok a betegek,
akik terapiaval 0sszefliggé koponyaiiri vérzésben szenvedtek a felvételkor szignifikansan
stlyosabb stroke-ot diagnosztizaltak (magasabb NIHSS pontszam). A stlyosabb stroke egy
nagyobb méretli trombussal tarsulhat, tobb a,-PI épiil be és igy kevésbé lesz fogékony a
trombolizisre, de magasabb lesz a vérzéses riziko. Ezekben az esetekben az a,-Pl in vitro
beépiilésének kisebb mértéke azt mutathatja, hogy in vivo a fibrinolizis egyenstlya a vérzés
felé tolodik el a trombus kozvetlen kdrnyezetében. Az alvadékhoz kotott a,-PI kevésbé
hozzaférhetd és emiatt ezekben az esetekben a t-PA 4ltal kivaltott hemosztatikus hatas elleni
védelem csokkenhet. A lizis utdni intrakranidlis vérzés az rt-PA indukalta trombolizis
sajnalatos mellékhatasa, illetve a klinikai eredményekre gyakorolt karos hatasa ellenére a
pontos patomechanizmus kevéssé ismert [137, 140, 141]. A betegek felvételkori mintaibol
szarmazd kisérleti eredmények, melyek Osszefiiggést mutatnak a késObbi intrakranidlis
vérzéses eseményekkel hasznosak lehetnek ezen események hatterének megértése érdekében,
illetve segithetnek egy megel6zési stratégiat is kidolgozni, hogy a jovdében elkeriilhetok
legyenek a trombolizis terapiaval 6sszefliggd koponyatiri vérzések.

Ebben a tanulmanyban vizsgaltuk az a,-PI heterogenitasat befolyasoldé SFAP szint és az ;-
Pl p.Arg6Trp polimorfizmus hatasat is, de nem tudtunk 6sszefliggést kimutatni ezen tényezok
és a klinikai kimenetel kozott. Mas tanulmanyokban, az artérias trombodzisban szenvedé (akut
koronaria szivbetegség, iszkémias stroke, periférias artérias betegség) betegekben az sFAP
szintek nem kiilonboztek a kontrolloktol [2, 108]. A mi vizsgalatunkban, az SFAP szintek
csOkkenést mutattak a betegekben a kontrollokhoz viszonyitva, mely 6sszhangban van Uitte
de Willige és munkatarsai altal vizsgalt MI betegcsoportban kapott eredménnyel [108], akik
392 Ml beteg plazma mintdjaban hataroztdk meg az SFAP antigén szinteket. Az sSFAP értékek
az akut esemény utdn né¢hany honappal mutattak csdkkenést a kontrollokhoz képest, viszont
az 1d0 eldre haladtaval az sFAP értékek normalizalodtak.

Aztis bemutattuk, hogy az a,-PI p.Arg6Trp polimorfizmusnak nincs hatasa a trombolizis
terapia kimenetelére és az allél frekvencia sem tért el egymastdl a kontroll és a
betegcsoportban. Csak kevés tanulmany vizsgalta az a,-Pl p.Arg6Trp polimorfizmus hatasat a
trombotikus események kialakulasanak kockazatara [2], de ezek a vizsgalatok nem voltak
meggy6zdek vagy nem tudtak kimutatni az a,-PI p.Arg6Trp polimorfizmus hatdsat az artérias
trombdzis kialakuldsanak kockazatéra.

A jovoben jol megtervezett, prospektiv tanulményokra van sziikség annak vizsgalatara,
hogy ezek a paraméterek hogyan befolydsoljak az o,-Pl heterogenitasat és ennek milyen

Osszefliggése van az artérids trombotikus események kialakuldsanak kockéazatara nézve.
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Korabbi vizsgalatok, melyek az a,-PI €s a vénas trombozis kialakuldsanak kockéazataval
foglalkoztak, ahol csak a,-PI aktivitas szinteket mértek, nem szolgaltattak meggy6z6
eredményeket. Vannak tanulmanyok, melyek nem mutattak 6sszefliggést az ao-Pl szintek és a
vénas trombozis kialakulasa kozott [10, 11], de ez valdszintileg az alacsony esetszamoknak
koszonhetd. Egy nagyobb tanulmanyban (MEGA tanulmany), Meltzer és munkatarsai azt
talaltak, hogy az a,-PI pozitiv 6sszefiiggést mutatott az alvadék lizis idovel, de nem taladltak
Osszefiiggést az ay-PI és a VTE rizik6 kozott, miutan BMI-re korrigaltak [142]. Az a,-Pl C-
terminalisan modositott formait csak egy tanulmanyban vizsgaltak MI-t elszenvedett
férfiakban 6sszehasonlitva korban illesztett kontrollcsoporttal [12]. Jelen tanulmanyban, mi
mind az a,-PI aktivitas és az ay-PI antigén szinteket meghataroztuk; az a,-PI aktivitast
kereskedelmi forgalomban kaphato aktivitas kit segitségével, mig a total és a PB-0,-PlI
antigén szinteket a laboratoriumunkban fejlesztett szendvics ELISA technikakkal hataroztuk
meg [121]. Az NPB-0,-PI szinteket a total és a PB-0,-PI antigén eredményekbdl kalkulaltuk.
Ebben a tanulmanyban a VTE betegek 13%-kal magasabb atlag a,-PI aktivitassal, 11,8%-kal
magasabb atlag total a,-PI antigén és 41%-kal magasabb atlag NPB-a,-PI antigén szintekkel
rendelkeztek, Osszehasonlitva a kontrollokkal, mig a PB-a,-Pl szintek nem tértek el
szignifikansan a két csoportban (5 tablazat, 12. abra). A kontroll csoportban mért NPB-a,-PlI
antigén szazalékos aranya (34,6+7,0%) megegyezik azzal a 35%-kal, amit korabban
publikaltak [113, 143] és szignifikansan emelkedett (43,3+6,5%) volt a VTE csoportban.
Mindkét csoportban jo korrelacio volt megfigyelheté a mért aktivitas és a total antigén szintek
kozott és a PB-a,-PI antigén szintek kozott egyarant (11. abra). Az aktivitds eredmények
korrelacioja az NPB-0,-PI antigén értékekkel mérsékelt volt, ami megerdsiti azt a
feltételezést, hogy az a,-PI aktivitds meghatarozasara szolgalo modszer elsésorban a PB-a,-Pl
szintjét méri, mely az aktivabb, kinetikusan gyorsabb plazmin inhibitor [12, 144]. Uitte de
Willige ¢s munkatérsai szignifikdnsan negativ korrelaciot taldltak az NPB-0,-PI antigén
szintek szazalékos aranya és az a,-PI aktivitas k6z6tt a MEGA tanulmanyon beliil 60 kontroll
plazmat megvizsgalva [12], azonban mi nem talaltunk szignifikans korrelaciot az NPB-a.,-Pl
szintek szazalékos ardnya és az a,-PI aktivitas értékek kozott.

A vaszkularis megbetegedések kockazati tényezdi €s az ap-Pl szintek kozotti 6sszefiiggés
vizsgalatara tobbsz0rds linedris regresszios analizist végeztiink. Az a,-PI aktivitas, a total a.;-
PI és a PB-0,-PI antigén szintek fiiggetlen, pozitiv §sszefiiggést mutattak a BMI-vel, a total
koleszterin szintekkel, valamint negativ §sszefiiggést mutattak az életkorral (4.tablazat). Ez
az eredmény 6sszhangban van Meltzer €s munkatarsai eredményeivel, akik az a,-PI aktivitas

korrelaciojat vizsgaltdk a vaszkuldris rizikdé faktorokkal egy 464 férfibol allo
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kontrollcsoportban (anamnézisitkben nem szerepelt MI) [145]. Ezzel szemben az NPB-a.,-Pl
antigén szint nem korrelalt a fent emlitett paraméterekkel, de gyenge 0sszefliggést mutatott a
magas vérnyomdassal és a CRP szintekkel. A gyenge kapcsolat a gyulladas
hianyanak/alacsony szintjének, vagy a magas vérnyomas ritka eléfordulasanak koszonheto a
kontrollcsoportban. Ez az eredmény felveti annak a lehet6ségét, hogy a gyulladassal/endothél
aktivacioval kapcsolatos proteolitikus enzimek lehetnek felelések az a,-Pl C-terminalis
hasitasaért.

Az a,-PI szintekkel fiiggetlen Osszefiiggést mutatdé paraméterekre vald korrigalast
kovetden az ay-Pl aktivitas, total és NPB-0,-PI antigén szintek atlagdban a szignifikans
kiilonbség megmaradt a VTE betegek és a kontrollok kozo6tt, valamint a PB-0,-PI antigén
szint enyhe csokkenése a VTE betegekben statisztikailag szignifikans eltérést mutatott a
kontroll csoporthoz képest (5.tablazat). A betegpopulacionkban emelkedett a,-PI aktivitas,
total ay-Pl, NPB-a,-Pl antigén szintek ¢€s az emelkedett C-termindlis hasitds szazalékos aranya
(fels6 harmad vs als6 harmad) fiiggetleniil tarsul a VTE rizikoval (7. tablazat); mig az
emelkedett PB-a,-PI szintek alacsonyabb VTE rizik6t mutattak. A molekula C-terminalis
vége fontos az ap-Pl plazminnal valo kotddés kezdeti reakciojaban [12, 111, 146]. Kluft
vizsgalatai alapjan az aktivalt FXIII elsésorban a C-termindlisan intakt PB-a,-Pl-t koti
keresztbe a fibrin lancokkal [3]. A keresztkotott o,-PI megtartja inhibitor aktivitasat és a
fibrin felszinén is képes gatolni a plazmint, ezaltal védi a fibrint a plazmin altali degradaciotol
[76,147]. Aztis leirtak, hogy az NPB-a,-Pl is képes a plazminnal komplexet alkotni, de ez
egy nagyon lassi reakcio [112, 146]. Igy a C-terminalis hasitisnak jelentSs klinikai
kovetkezményei lehetnek, mivel a plazminogén-kotd szekvenciak eltavolitdsa erdsen
befolyasolja az 0,-PI aktivitasat. Az NPB-a,-PI fehérjét nem tudtdk még nagy mennyiségben
kitisztitani a plazméabdl igy a fibrinolizisben betdltott szerepét még nem tudtak alaposan
megvizsgalni. Jelenlegi ismereteink alapjdn nem tudunk egyértelmii véalaszt adni arra a
kérdésre, hogy az NPB-a,-PI szint emelkedésének a PB-a,,-PI szint csokkenése nélkiil van-e
valamilyen funkciondlis kdvetkezménye, vagy csupan az éppen zajléo koros folyamatok
mellékhatdsa lehet. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek a C-terminalisan trunkalt oy-Pl

Az a,-Pl N-terminélis heterogenitasat befolyasolhatja az sFAP szintje és a p.Arg6Trp
polimorfizmus jelenléte a SERPINF2 génben. A biokémiai vizsgalatok eredményei alapjan
feltételezték, hogy az FXIIIa altal hatékonyan keresztk6tott N-terminalisan hasitott Asn-o-Pl
novelésével megemelkedett SFAP szint ndvelheti a trombotikus megbetegedések kockazatat.

Ezzel szemben, mivel a Met-a,-PI(Arg6)-t az sFAP 8x gyorsabban hasitja, mint a Met-o,-
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PI(Trp6)-t, igy a Trp6 varians jelenléte az N-terminalis hasitds csokkentésével illetve a
fibrinolizis gatlasanak csokkentésével jar, ezért védéhatasu lehet [2].

Csak kevés tanulmany vizsgalta az ap-PI p.Arg6Trp polimorfizmus és az artérias trombozis
kozotti kapcsolatot. El6z6 tanulmanyainkban az p.Arg6Trp polimorfizmusnak nem volt
szignifikans hatasa koronaria-ateroszklerézisos betegekben [13] és AlS betegekben sem [14],
de a polimorfizmus jelenléte befolyasolta a trombolizis terapia kimenetelét; a Trp6 allél
jelenléte védo hatast volt az iszkémias elvaltozasok kialakulasa ellen [14]. Egy tanulmany a
polimorfizmus és hasi aorta aneurizma (abdominal aortic aneurysm (AAA)) kialakuldsa
kozotti Osszefliggést vizsgalta. Megallapitottdk, hogy a Trp6 hordozok kismértéki, de
statisztikailag szignifikans csokkenést mutattak az AA A kialakulasanak kockazataban [148].
A mi tanulmanyunk az elsdé, ami vizsgalta az a,-PI p.Arg6Trp polimorfizmus hatasat vénas
tromboemboliat elszenvedett betegekben. Jo egyezést mutatva korabbi vizsgalatok
eredményeivel a p.Arg6Trp allél frekvenciaja 0,795/0,205 volt a teljes vizsgalt populacidoban
[12,87,144]. A Trp6 allél hordozasa és az allél frekvencia nem mutatott kiilonbséget a bete g
¢s a kontroll csoportban (3.tablazat) ¢s nem talaltunk 6sszefliggést a Trp6 allél jelenléte és a
VTE kialakulasanak kockazata kozott (OR: 0,912, 95% CI: 0,617-1,348, p=0,645).

Az sFAP szinteket és az ap-Pl N-terminalis hasitdsdt hatdroztdk meg artérids
trombozistban: korondria szivbetegségben (CHD) szenvedd, a AIS-t elszenvedd, vagy
periférias artérids betegségben szenvedd betegekben és kontroll személyekben. Szignifikans
korrelaciot talaltak az sFAP szint és az N-termindlis hasitas kozott. Az sFAP szint median
értéke hasonlo volt az artérias trombozist elszenvedd betegekben és a kontrollokban [108],
habar a CHD betegekben az sFAP szint csokkent az els6 honapban az esemény utan. Az sFAP
szintek és az N-termindalis hasitds mértéke kozott jo korrelaciot talaltak majcirrdézisban
szenvedé betegnél [109]. Jelen tanulmanyunkban az sFAP antigén szintek gyenge, pozitiv
korrelacidot mutattak a BMI-vel, a FXIII aktivitas értékekkel és gyenge, negativ 6sszefiiggést
talaltunk a fibrinogén szintekkel a kontroll csoportban (4.tablazat). Korabban arrdl is
beszamoltak, hogy a hiperlipidémidban szenvedd egyéneknél szignifikansan emelkedettebb
volt az sFAP koncentracio, illetve a férfiakban is szignifikdnsan magasabb sFAP szinteket
mértek, mint a n6kben [108], azonban mi nem talaltunk Gsszefiiggést a total koleszterin
szintekkel és nem taldltunk szignifikans kiilonbséget az sFAP szintekben a férfiak és ndk
ko6zott a kontrollesoportban, de a VTE csoportban a férfiakban magasabb atlag sFAP szinteket
mértiink, mint a nékben (6.tablazat). Az sFAP antigén szint median értéke szignifikdnsan
megemelkedetta VVTE csoportban, azonban a korrigalast kovetden ez a kiillonbség mar nem

volt statisztikailag szignifikans (5.tablazat). Azoknal az egyéneknél, akiknél az SFAP szint a
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fels6 harmadba esett, nem volt szignifikansan magasabb a VTE kialakuldsdnak kockézata
(OR: 1,246, 95%Cl: 0,793-1,959, p=0,340).

Figyelembe véve, hogy az a,-PI p.Arg6Trp polimorfizmusa jelentdsen befolyasolja az a.,-
PI sFAP altali N-terminalis hasitasat, megvizsgaltuk, hogy kimutathat6-e a két paraméter
interakcioja. Miutan a betegséghez tarsuld egyéb rizikd tényezdket is figyelembe vettiik,
elséként tudtuk kimutatni a Trp6 allél védd hatasat a vénds trombodzis eldforduldsaval
szemben magasabb sFAP szintekkel rendelkezé egyéneknél. Az a tény, hogy ki tudtuk
mutatni a polimorfizmus védo hatdsat magas sFAP szint esetén indirekt médon bizonyitja,
hogy az sFAP szintje befolyasolja a VTE rizik6t. Azonban, a fibrinhez val6 keresztkotést és
annak hatisat a fibrinolizisre szamos egyéb tényez0 is befolyasolja, mint pl. az ay-Pl, a
fibrinogén ¢és FXIII plazma szintje, ezen faktorok genetikai polimorfizmusai stb. Ezért a
magas sFAP szint VTE rizik6t befolyasold hatasanak igazolasdhoz joval nagyobb esetszamra
¢és a vizsgalt csoportokba torténd bevalogatas soran az egyéb befolyasold paraméterekre valo

megfeleld illesztésre lenne sziikség.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az ap-plazmin inhibitor (a2-Pl) a plazmin £6 fiziologias inhibitora; a fibrinolizis hatékony
gatlasaért elsésorban a Xlll-as faktor (FXIII) altal fibrinhez kotott forma felelés. Az a,-Pl a
plazmaban heterogén szerkezetii, N-, és C-terminalisan is hasitodik, ami funkcionalis
kovetkezményekkel jar. A plazminogén-koté forma (PB-ap-Pl) C-terminalis hasitas altal
alakul at nem-plazminogén-koté formava (NPB-o,-Pl). A szolubilis fibroblaszt aktivalo
protein (SFAP) lehasitja az els6 12 aminosavat az N-terminalis részr6l. Ennek eredményeként
1étrej6vo rovidebb inhibitor jobb szubsztratja a FXIII-nak. Az N-terminalis hasitas aranya
csokken az a,-Pl p.Arg6Trp polimorfizmus jelenléte altal.

Ebben a tanulmanyban megvizsgaltuk az oy-PI fibrin alvadékba vald beépiilésének
befolyasolo tényezoit, illetve, hogy a beépiilés mértékének van-e klinikai kovetkezménye.
Szintén megvizsgaltuk az a,-Pl heterogenitasat vénas tromboemboliaban (VTE), valamint a
heterogenitds hatasat a VTE rizikora. A kordbban k6zolt eredményekkel ellentétben, a FXIII a
normal szint felett is fokozta az a,-PI beépiilését a fibrin alvadékba.

Meghataroztuk a fibrinogén, a FXIII és az sFAP szinteket, az a,-PI beépiilés mértékét és az
a-PI p.Arg6Trp polimorfizmus jelenlétét 57 akut iszkémias stroke-ot (AIS) elszenvedett
beteg trombolizis el6tti és 26 egészséges kontroll mintdjaban. Nem volt szignifikdns
kiilonbség a kontrollok €s a jo kimenetellel rendelkezd betegcsoportban az a,-PI beépiilés
mértékében (49,4 +4,6% vs. 47,4 +6,7% p=1,000), de azokban a betegekben akik terapiaval
Osszefiiggd intrakranialis vérzésben szenvedtek az a,-Pl beéplilés mértéke a fibrinalvadékba
szignifikansan alacsonyabb volt (37,3 = 14,0%, p= 0.004). Ugy tiinik, hogy az AIS-ban
szenvedo betegekben az a,-Pl beépiilés mértéke dsszefiigg az intravénas trombolizis terdpia
kimenetelével, kiilondsen a terapidval 6sszefiiggd intrakranialis vérzéssel.

Megvizsgaltuk a totdl, a PB-, és az NPB-a,-Pl antigén, az a,-Pl aktivitas, az sSFAP antigén
szinteket és a p.Arg6Trp polimorfizmus jelenlétét 218 VTE beteg és 218 egészséges kontroll
mintajaban. A totdl és az NPB-a,-PI szintek szignifikdnsan emelkedettebbek voltak a
betegcsoportban, szemben a kontrollokkal, mig a PB-a,-PI szintek nem kiilonboztek. A
magas NPB-a,-PI szintek fliggetlen emelkedett rizik6t mutattak a VTE kialakulasanak
kockazatara nézve (korrigalt OR: 9,868; CI: 4,095-23,783). Az sFAP szintek szignifikansan
magasabbak voltak a betegcsoportban. Sem az emelkedett SFAP, sem az a,-Pl p.Arg6Trp
polimorfizmus 6nmagaban nem volt hatassal a VTE rizikora, de mi ki tudtuk mutatni az
emelkedett sSFAP szint és a pArg6Trp polimorfizmus kdzotti interakciot,azaz a magas sFAP

szint mellett a Trp6 allél hordozésa alacsonyabb VTE rizikoval tarsult.
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8. SUMMARY

az-plasmin inhibitor (a.-Pl) is the main physiological inhibitor of plasmin, but the
efficientinhibition of fibrinolysis is primarily based on a,-PI covalently bound to fibrin by
XIHI (FXI). It is a heterogeneous protein in the plasma dueto N- and C-terminal cleavages
that have functional consequences. The plasminogen-binding form (PB-a,-Pl) is converted to
a non-plasminogen-binding form (NPB-a,-Pl) by C-terminal truncation. Soluble fibroblast
activation protein (SFAP) cleaves off a 12 amino acids long N-terminal fragment; the
resulting shortened inhibitor is a better substrate for FXII1. The rate of N-terminal cleavage is
decreased by p.Arg6Trp polymorphism of a,-Pl.

In this work we investigated the factors modifying a,-PIl incorporation into the fibrin clot
and whether the extent of incorporation has clinical consequences. We also investigated the
heterogeneity of a,-Pl in venousthromboembolism (VTE) and the effect of the heterogeneity
on VTE risk.

Unlike the previously reported results, FXIII levels even at levels above the upper limit of
normal increased a,-Pl incorporation into the fibrin clot.

We measured fibrinogen, FXIII, and sFAP levels, a,-Pl incorporation, and a,-PlI
p.Arg6Trp polymorphism from samples of 57 acute ischemic stroke patients (AlS) before
thrombolysis and 26 healthy controls. There was no significant difference between a,-PlI
incorporation of controls and patients with good outcomes (49.4+4.6% vs. 47.4+6.7%, p =
1.000), however, in patients suffering post-lysis intracranial haemorrhage the incorporation
was significantly lower (37.3 +£14.0%, p = 0.004). It seems that in the case of intravenous
thrombolysis treatment of stroke patients a,-Pl incorporation shows anassociation with the
outcome of therapy, particularly with intracranial haemorrhage.

We also investigated total, PB- and NPB-a,-PI antigen levels, a,-Pl activity, SFAP antigen
levels and p.Arg6Trp polymorphism in 218 patients with VTE patients and 218 healthy
controls. Total a,-Pl and NPB-0,-PI levels were significantly elevated in VTE as compared to
controls, while PB-a,-Pl levels did not differ. High NPB-a,-Pl levels independently increased
the risk of VTE (adjusted OR: 9.868; CI: 4.095-23.783). sFAP levels were significantly
elevated in the VTE group. Neither elevated sFAP levels nor the a,-Pl p.Arg6Trp
polymorphism alone affected the risk of VTE, however, we could demonstrate an interaction
between the polymorphism and high sFAP levels, as in individuals with elevated sFAP levels

the carriage of Trp6 allele associated with lower VTE risk.
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Haélas koszonet Orban-Kalmandi Rita, PhD hallgatonak, aki mind szakmailag, mind
emberileg timogatott céljaim elérésében ¢és akiben igaz baratra leltem.

Koszonettel tartozom TDK hallgatdimnak a kozos munkaért és a timogatasért.

Végiil, de nem utolsé sorban koszonettel tartozom sziileimnek, hugomnak és férjének,
valamint nagysziileimnek, hogy a tanulmanyaim soran kitartottak mellettem, és szeretetiikk el

¢s biztatasukkal mindvégig tdimogattak. Nélkiiliik ez a munka nem valdésulhatott volna meg.

Munkamat szeretett Sziileimnek ajanlom!

A kutatOmunkat tamogato palyazatok:
NKFIH (K120633, FK128582, K120042, GINOP-2.3.2-15-2016-00043, GINOP2.3.2-15-
2016-00050, UNKP-20-4, EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00009)
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