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1. A DOKTORI ERTEKEZES ELOZMENYEI ES CELKITUZESEI

Az elmult évtizedek intenziv vizsgélatainak kovetkeztében az érrendszer
fiziologias és koros mitkodésére vonatkozd ismereteink robbandsszeriien ndvekedtek.
Ma mar ismert, hogy a humén vasculatura komplex rendszere magaba foglalja tobbek
kozott az erek falat alkotd endothel sejteknek, a vér alakos elemeinek, valamint a
neurogén ¢és nem-neurogén szabalyozd mechanizmusnak a dinamikus valtozasat és
kolcsonhatasat. A keringési rendszer mukodésének és funkcionalis zavarainak jobb
megértéséhez a Raynaud-szindroma vizsgalata idedlis eszkozként szolgal, latvanyos
klinikai megjelenésének és magas prevalencidjanak kovetkeztében.

Kutatasaim fokuszaban a primer Raynaud-szindrémaban megnyilvanuld
vascularis eltérések és potencidlisan megvaltozott protrombotikus folyamatok alltak.
Jelen dolgozatomban az elmult évek soran nyert, nemzetkozi folydiratokban publikalt

kutatasi eredményeimet dsszegzem a témaban.

1.1. A Raynaud-jelenség

A Raynaud-jelenség (RP — Raynaud’s phenomenon) egy viszonylag gyakori
tiinet, mely alatt az akralis teriiletek hideghatdsra, vagy érzelmi stresszre fellépd
fokozott vascularis reakcidjat és a csokkent vératdramlas kovetkeztében kialakuld
elszinez0dését értjiik. A Raynaud-szindroma (RS) kifejezés a jelenség hatterében allo
korallapotot jeloli. Az RP teljes klinikai tlinetcsoportja az ujjak hdrom egymast kovetd
jellegzetes szinvaltozasabol all. A kezdeti fehér/ischaemids fazist a kifejezett érspazmus
¢s az érzéketlen, hideg, zsibbadt, dermedt ujjak jellemzik. A kék/asphyxias fazis
legalabb o6t perc keringésmegallast kovetden fejlodik ki az érintett teriiletek ciandzisaval
¢s fajdalmaval kisérve. A voros/hyperaemidas fazis zarja a Raynaud-jelenséget, a
reperfuzid soran kialakuld poszt-okkluziv reaktiv hyperaemia 4ltaldban erds
fajdalommal, zsibbadassal és érzészavarral tarsul.

Az esetek tobbségében az RP enyhébb, tn. inkomplett formaja fejlodik ki, mely
soran tipikusan csak az ischaemias és a hyperaemias fazis jelentkezik, mig az asphyxia

fazisat a sulyosabb formakban irjak le. A roham altalaban percekig tart, de egyes



esetekben akar ordkig is fennallhat, 4atlagos iddétartama 20-25 perc. A tiinetek
jelentkezésekor kezdetben altaldban csupan néhdny ujj érintett, azonban a korfolyamat
elorehaladtaval késobb az Gsszes ujjra kiterjedhet a jelenség. A labujjak, a nyelv, az orr,

a fiilcimpak vagy a mellbimbok érintettsége kevésbé gyakori.

1.2. A Raynaud-szindroma klinikuma

Terapias és prognosztikai célbol meg kell kiilonboztetni a korkép primer ¢és
szekunder formajat. A primer Raynaud-szindroma etiologiaja ismeretlen, kifejlédésének
hatterében egyéb betegség nem mutathatdo Ki. Az ujjak rendszerint szimmetrikusan
érintettek, és pathomechanizmusat tekintve, a tisztan vasospasticus roham hatterében,
illetve kovetkezményeként sem figyelhetd meg a digitalis artériak strukturalis
karosodasa. A jelenség szisztémas jellegére utal a migrén, retinopathia és Prinzmetal
angina gyakori tarsulasa. A periférias artéridkon kiviil a tiid6, agy, retina és a
gastrointestinalis traktus is érintett lehet.

Szamos korformanak lehet egyik jellegzetes tiinete a Raynaud-jelenség. A
digitalis artériak organikus elvaltozasaival jaro szekunder RS immunolégiai
betegségekhez [pl. szisztémas sclerosis (SSc), szisztémas lupus erythematosus (SLE)]
tarsul  leggyakrabban, de haematologiai vagy malignus  betegségekben,
cukorbetegségben, carpal tunnel szindromaban, vagy thoracic outlet szindroémaban is
megjelenhet. Kiilonboz6 gyogyszerek (béta-blokkolok, amfetaminok, ergotamin,
bleomycin, vinblastin, ciclosporin) hatasara is kialakulhat RP. Id6sebb betegeknél az
elzaroédasos érbetegség szamit a leggyakoribb kivaltd oknak. Mindezeken tulmenden
munkahelyi artalmak (vibracio, polivinilklorid) is okozhatnak Raynaud-jelenséget.

A Raynaud-szindroma valodi eléfordulasi aranya nem ismert, gyakorisagat 5-
20%-ra becsiilik az eurdpai felnott lakossagban. A Raynaud-szindroma nékben négyszer
gyakoribb, mint a férfiakban. A hormonalis tényezOk szerepét tdmasztja ald az a
megfigyelés, hogy a primer RS kétszer gyakoribb fiatal nékben és ujjuk vérataramlasa
alacsonyabb, mint az azonos kort egészséges férfiaké, de ez a kiilonbség a két nem
kozott menopausa utan eltiinik, ahogy a menopauzat kdvetden a primer RS tiinetei is

megsziinhetnek.



A szekunder Raynaud-szindroma az alapbetegségektdl fiiggéen minden
¢letkorban eldéfordul, bar gyakoribb az idésebb kori kezdet. A tarsult betegségek
el6fordulasi gyakorisaga is emelkedik a korral. A Raynaud-jelenség a szisztémas
sclerosis leggyakoribb (90-95 %-os prevalencia) és altalaban kezdeti tiinete, mely
évekkel megeldzheti a betegség egyéb tiineteit. SLE-ben és Sjogren-szindroémaban a

betegek atlagosan 35-39%-andl irtdk le a Raynaud-szindromas tiinetek kifejlodését.

1.3. A Raynaud-szindroma korélettana

Az ujjak, illetve egyéb akralis teriiletek artériainak, prekapillaris arteriolainak,
illetve a boér arteriovenosus anastomosisainak vasoconstrictioja a szervezet
thermoregulaciojanak fontos elemét képezi kornyezeti hideghatas esetén. Raynaud-
szindroma esetén hideg- és stresszhatasra tulzott mértéki vascularis valaszreakciod
figyelhetd meg, kovetkezményesen csokkent vérataramldssal az érintett teriileteken. A
mikrokeringés szintjén a véraramlas Kritikusan fiigg az endothelium integritasatol, az
értonus megfeleld szabalyozasatol, illetve a vérplazma és a vér alakos elemeinek
sajatossagaitol. Alapvetd szempont a primer ¢és szekunder Raynaud-szindroma
megkiilonboztetése, mivel a masodlagos korformakban az alapbetegségtol fliggéen
eltér6 a Raynaud-jelenség korélettana. A primer Raynaud-jelenség kialakulasanak
hatterében a vascularis endothelialis eltérések, a vascularis simaizom ténus autoném

szabalyozasanak zavara és a megvaltozott intravascularis faktorok komplex

kolcsonhatésa jatszik szerepet.

Az érfal funkcionadlis és strukturdlis elvaltozdsai

Az endothelium, a fizikai barrier szerepén tilmenden, a szamos fontos cytokin
¢s faktor termelése és felszabaditasa altal kiemelkedd funkcidt tolt be a keringés
szabalyozasaban. Az endothelfiiggd folyamatok egyensulyanak megbomlasa, a
vasoconstrictor hatasi mediatorok (pl. endothelin-1, tromboxan A2) taltermelddése,
illetve a wvasodilatator hatasa faktorok (NO, prostacyclin) csokkent jelenléte

kulcsszerepet jatszhat a Raynaud-jelenség kifejlodésében.



A primer formara jellemz6 tisztan funkcionalis eltérésekkel szemben, a
szekunder, autoimmun betegségekhez tarsult formak esetén a korfolyamat
elorehaladtaval az endothel altal fokozottan termelt vasoconstrictor faktorok, illetve az
alapbetegség fliggvényében megvaltozott gyulladasos folyamatok és cytokin milié az
ujjak érfalanak strukturalis sériiléséhez vezetnek. A korfolyamat egyik legelsd 1épését az
endothelialis 1ézi6 kialakulasa képezi, mely az endothel sejtek vacuolas
sejtek elleni autoantitestek termelédése, illetve az endothelfiiggd folyamatok
egyensulyanak megbomlasa, a vasoconstrictor hatasa faktorok tultermelédése
(endothelin-1, tromboxan A2) ¢és a vasodilatator mediatorok (nitrogén-oxid,
prostacyclin) csokkent jelenléte allhat. Az ehhez tarsulé immunologiai miikodési
zavarok, pl. az NK ¢és cytotoxikus T (Tc) sejtek szerin proteaz termelése, és az
immunaktivacios folyamatok kovetkeztében megvaltozott cytokin milié az érfal
strukturalis karosodasahoz, a tunica intima és media hipertrofiajahoz, majd az advetitia
fibrozisahoz vezetnek. Az egyre sulyosbodé keringési zavar hypoxias allapotot idézhet
elé az érintett szovetekben, mely reaktiv oxigéngyokok képzodéséhez és tovabbi
novekedési faktor felszabadulashoz, illetve a fibroblasztok aktivacidjahoz vezethet.
Ezek a folyamatok az ér lumenének progressziv szlikiiletét, késobb elzarodasat és

kovetkezményes szovet- és szervkarosodasokat okozhatnak.

Neurogén zavarok

Az autoném idegrendszeri miikodés a szervezet thermoregulacidjanak egyik
kulcseleme, mely vélhetéen szerepet jatszik mind a primer, mind a szekunder RS
rohamainak fellépésében. Az ischaemias epizodok kialakulasanak kedveznek a
lumenhez képest nagyon vastag médiaval rendelkez6 (kb. 2:1 arany a media — lumen
kozott) ujjartériak geometriai tulajdonsagai, igy mar az értonus és ératmérd kismértéki
valtozasai IS jelent6s vérataramlas csokkenéssel jarnak. Ebben a folyamatban az érfal
simaizomzatanak normalis szimpatikus impulzusokra adott hiperreaktivitasa kifejezett
szereppel birhat. A rohamok kivaltasaban tobbek kozott szoba johet a fokozott
noradrenalin felszabadulas a szimpatikus idegekbdl, a csokkent katecholamin lebomlas,
az alfa adrenoreceptorok fokozott siirtisége vagy affinitasa, a béta-2 adrenoceptorok

csokkent stirtisége vagy affinitasa, tovabba eltolodas az olyan masodlagos messengerek,



mint a CAMP, cGMP ¢és kalciumionok aktivitas/koncentracié aranyaban. Freedman et al.
kutatasai kimutattak, hogy a primer Raynaud szindromas betegek periférias alfa-
adrenoceptor érzékenysége vagy siiriisége fokozott. Az alfa-2-adrenoreceptorok kiemelt
szerepet jatszanak az ujjak vascularis tonusanak szabalyozasaban, és a tanulmanyok
alapjan szisztémas sclerosishoz tarsuldo szekunder RS-ben kimutathat6 az arteriolaris
simaizmok fokozott alfa,-adrenoreceptor reaktivitasa. A Kronikus vibracio-okozta
szekunder RS-ben is leirtak megvaltozott adrenoceptor aktivitast.

A vegetativ idegrendszer vasodilatator hatasu miikodésében is figyeltek meg
eltéréseket. A calcitonin-génfiiggé peptid (CGRP), endogén értagité hatasu faktorként
fontos szerepet jatszik fOképp a bér, de szamos egyéb szerv neurovascularis
kontrolljaban. Primer RS, és SSc-hez tarsult szekunder RS betegek bérbiopsziain
végzett immunhisztokémiai vizsgalatok a CGRP-re reagald neuronok szamanak jelentds
csOkkenését észlelték. Az emocionalis terhelés kivaltotta vasospasmus hatterében a

szimpatikus rendszer kozponti aktivitasanak talzott mértékli fokozodasa allhat.

Intravascularis tényezok — thrombocytdk, protrombotikus faktorok

A Raynaud-jelenség 1étrejottében szamos intravascularis tényezo jatszhat szerepet;
a leukocyta aktivacio, a megvaltozott gyulladasos cytokin milié és a reperfiziok soran
képz6do reaktiv gyokok kovetkeztében kialakulo oxidativ karosodasok szerepe
kiemelkedd az érfalkarosodas kialakulasaban.

Mind primer RS-ben és mind szisztémas sclerosishoz tarsult RS-ben is leirtak a
vérlemezkék aktivalt allapotat, melyek véralvadasi folyamatokban betoltott
jelentdségiikon tilmenden szamos egyéb biologiai funkcidval rendelkeznek. Az elmult
évtizedek kutatasai ravilagitottak arra, hogy a thrombocytak amellett, hogy vasoaktiv
faktorok termelése altal fontos szerepet jatszanak a vascularis tonus szabalyozasaban,
részt vesznek a gyulladasos folyamatokban és a szoveti atépiilésben is.

A vérlemezkék aktivalodasa soran aktiv mediatorok széles skalaja szabadul fel,
vascularis ellenallas és permeabilitas megvaltozasahoz, az angiogenezishez és sét a
kotoszoveti atépiiléshez is. A thrombocytak szamos leukocyta kemoattraktans faktor,
ugymint kemokin (C-C) ligand 5 (CCL5), vérlemezke faktor 4 (PF-4), B-
thromboglobulin és epithelialis neutrophil aktivalo peptid-78 (ENA-78) termelésével



neutrophileket, eosinophileket, monocytakat és fibroblastokat vonzanak a gyulladas
helyszinére. Szamos pro-inflammatorikus hatast mediator [pl. interleukin (IL)-1p,
CDA40 ligand, vérlemezke-eredetli névekedési faktor (PDGF)] révén is hozzajarulnak az
immunvalasz kifejlédéséhez. A vérlemezkék aktivacidjat kovetéen P-szelektint

(CD62P) — egy egylancu transzmembran glikoproteinbél allo sejtadhézios molekula —

crcr

crer

thrombocytak és a monocytak, neutrophilek, memoria T sejtek, illetve természetes
6losejtek (NK — natural killer) k6zotti interakcioban, befolyasolva azok aktivalodasat,
funkciojat, kemokin és cytokin termelését. Az angiogenesisben, a kotészoveti
atépulésben és a fibrotikus folyamatokban a vérlemezkék altal termelt novekedési
faktorok, a transzformalo novekedési faktor (TGF)-p, PDGF jelentésége emelhetd Ki.

Mindezen megfigyelések alapjan a fokozott vérlemezke aktivacid és
megvaltozott  funkcié  potencialis  szerepet jatszhat a Raynaud-szindroma
pathogenezisében. Tanulmanyok kimutattak a thrombocytak fokozott aggregacios
képességét ex vivo a Raynaud-szindroma primer és szisztémas sclerosishoz tarsult
szekunder formajaban is. Az atlagos vérlemezke térfogatot (MPV) és a CD62P
expressziot tekintjik az emelkedett thrombocyta aktivacio egyik legérzékenyebb
markereinek. Emelkedett MPV és CDG62P szintet korabban mar leirtak egyéb
betegségekben: gyulladas, hiperlipidiémia, szivinfarktus, diabetes mellitus, hypertonia,
és egyéb autoimmun megbetegedések esetén, példaul rheumatoid arthritisben, azonban
a klinikai értéke az MPV-nak még tisztazatlan primer RS betegekben.

A vizsgalatok alapjan a jellemzden szekunder RS kifejlédésével jard autoimmun
kotdszoveti megbetegedésekben, kiilondsképpen szisztémas sclerosisban csokken a
plazma fibrinolizis, azonban primer RS-ban erdsen kérdéses a fibrinolizis etiologiai
szerepe. Szamos tanulmany szamolt be emelkedett szolubilis von Willebrand faktor
(VWF) szintekr6l SSc-ben, melynek pathologiai jelentdségét a vérlemezkék, illetve
érendothel aktivacidjara vezették vissza. Primer RS-ben azonban egymasnak
ellentmond6 adatok jelentek meg a VWF szintjeit és a betegségben betoltott szerepét
illet6en.

Trombodzis hajlam 1étrejohet egyfeldl genetikai tényezok miatt, masfeldl a

homeosztazis szerzett valtozasai IS okozhatjak, de a két tényezd egyiittesen is jelen



lehet. Primer RS-ban eddig nem talaltak bizonyitékot arra, hogy a betegség
pathogenezise kapcsolatban all-e az 6roklott protrombotikus korallapotokkal. Az V-6s
faktor Leiden mutacioja (a génjének 1691-es nukleotid helyén adenin helyett guanin
talalhato), mely aktivalt protein C rezisztenciahoz vezet, a leggyakoribb oka a vénas
tromboézisoknak az eurdpai lakossag korében: 1-11%-0s gyakorisaggal fordul eld. A
protrombin G20210A polimorfizmus (FII G20210A - valtas guaninrdl adeninre a 20210
pozicidban) prevalenciaja az atlagos populacioban 0,7 - 4 %. A mutacié fokozott
protrombin aktivitassal jar, és a trombozisos esetek atlagosan 6,2 %-aért az emelkedett
protrombin plazma aktivitas felelds. A metiléntetrahidrofolat-reduktaz (MTHFR)
(C677T - a citozin helyett timin a 677-es pozicioban) polimorfizmus a vénas és artérias
trombozisok kockazati tényez6i kozé tartozik. Az atlagos populacio 5%-nal, mig a
cardiovascularis megbetegedésekben szenveddk kozott 17%-ban fordul elé. A MTHFR
T677T mutaciot hordozokban emelkedett a total homocisztein szint, ahogy primer RS
betegekben is hasonloan emelkedett homocisztein szintet talaltak. Ezekben a
betegekben a magasabb homocisztein szint néveli az endothel sériilések kockazatat. A
Xlll-as faktor A alegységét kodolo génnek a V34L polimorfizmusa a véralvadasi
rendszer egyik fontos funkcionalis eltérését okozza. A jelent6sége abban all, hogy az
aminosavcsere minddsszesen 3 aminosavnyira van a trombin hasitasi helyétdl az
aktivacios peptidben. Egyértelmiien kimutattak, hogy a proteolitikus hasitas gyorsabb az
L34 varians esetén, mely igy korabban eredményezi a Xlll-as faktor aktivaciojat,
kovetkezésképpen felgyorsitja a fibrin keresztkotések kialakulasat. Ez a polimorfizmus
jelentés hatassal bir a fibrin alvadék szerkezetére, valoszintileg a fibrin térhalo
kialakulasi kinetikdjanak a megvaltoztatasa révén. Fehér emberek korében 25%-0S
prevalenciat, mig feketék és azsiaiak korében alacsonyabb allél gyakorisagot irtak le. A
véralvadasi folyamatokban szerepet jatszo faktorok szintjének, illetve struktirajanak
megvaltozasa szerepet jatszhat a Raynaud-szindromas betegekben megfigyelheto

microangiopathia kifejlédésében is.



1.4. Célkitiizések

Thrombocyta vizsgalatok primer Raynaud-szindromdban

Munkank soran a vérlemezkék szerepét vizsgaltuk a primer Raynaud-szindroéma
pathogenezisében. A Dbetegekb6l nyert eredményeket az egészséges kontroll
személyeknél mért adatokkal vetettilk Ossze. Mivel a thrombocytak primer RS-ben
betoltott szerepérél a szakirodalomban még nincs egységes allaspont, vizsgalataink
céljait az alabbiakban hataroztuk meg:

1) A primer Raynaud-szinromaban szenved$ betegek periférias vérében keringd
thrombocytdk szdmanak ¢és atlagos térfogatdnak Osszehasonlitiasa egészséges
kontroll értékekkel.

2) A vérlemezkék aktivacidjanak tanulmanyozasa a betegségben, a thrombocytak
CD62P expresszidjanak meghatarozasa ¢és egészséges személyekben mért
eredményekkel valod 6sszehasonlitasa altal.

3) A laboratériumi eredményekben megfigyelt eltérések és a betegek demografiai

és klinikai jellemz6i kozotti 6sszefiiggések vizsgalata.

Von Willebrand faktor és plazma fibrinogén vizsgalatok

Tanulmanyunk soran a véralvadasi folyamatokban szerepet jatsz6 von
Willebrand faktor és fibrinogén lehetséges szerepét vizsgaltuk a primer Raynaud-
szindroma kifejlodésében. Mivel a korabbi kozlemények, melyek e faktorok
megvaltozott koncentracioi és a primer RS kozotti Osszefiiggést vizsgaltak, csupan
kisszamu betegcsoportot tanulmanyoztak, tobbnyire a nemi dsszetétel figyelembe vétele
nélkil, igy az esetleges kapcsolat a fenti faktoroknal megnyilvanulé kvantitativ
eltérések és a betegség kialakuldsa kozott tovabbra sem egyértelmii. Mindezekbdl
kiindulva célkitiizéseink az alabbiak voltak:

1) Nagyszamu, primer Raynaud-szindromaban szenved6 beteg plazmajaban a von

Willebrand faktor és fibrinogén szintek meghatarozasa.

2) Amért értékek Gsszehasonlitasa a férfi és néi betegcsoportok kozott.
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3) A magasabb von Willebrand faktor ¢s fibrinogén plazma szintek és primer RS

kifejlédésében betoltott rizikoszerepének vizsgalata.

Protrombotikus polimorfizmus vizsgalatok

Szamos korabbi tanulmany szamolt be Osszefiiggésekrél a véralvadasi

rendszerben fellépd eltérések és a vascularis diszfunkciok kialakulasa kozott, melyek

vasospasticus korallapotok, koztiik Raynaud-szindroma, Prinzmetal-angina, illetve

migrén kifejlédéséhez vezethetnek. Vizsgalataink soran a trombodzisra hajlamositd

genetikai tényezok szerepét tanulmanyoztuk a migrén kialakulasaban primer Raynaud-

szindromas betegeknél. Célkitlizéseink a kovetkezok voltak:

1)

2)

3)

4)

5)

crer

a 1691-es pozicidban) kimutatdsa a betegpopulacioban.
A protrombin G20210A polimorfizmusanak (FIl G20210A) detektalasa a
betegekben.

crer

betegek korében.
A betegek két alcsoportba osztasa a migrén tarsulasa, illetve hianya alapjan, és a
két betegcsoport polimorfizmus  vizsgalatok soran nyert adatainak

Osszehasonlitasa.
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2. BETEGEK ES MODSZEREK

2.1. Betegek

A kutatasaink soran vizsgalt primer Raynaud-szindromas betegek rendszeres
kovetése €s gondozasa a Debreceni Egyetem Belgyogyaszati Intézetének Klinikai
Immunolédgiai Tanszékén tortént. A vizsgalatba 200 primer Raynaud-szindromas
beteget vontunk be (158 né, 42 férfi, atlagéletkor: 42,4 + 13,7 év). A diagndzis
megallapitasa a megfeleld diagnosztikai kritériumok szerint tortént. A betegek
gondozasa és nyomon kovetése soran teljes szerologia vizsgalatot végeztiink, hogy
kimutassuk, illetve kizarjuk a  kifejlodését az  elsédleges  kotdszoveti
megbetegedéseknek, mely esetében szekunder RS-rél beszéliink. A laboratoriumi
méréseinkhez kontrollként 116 kronikus betegségben nem szenvedd személy szolgalt
(77 no, 39 férfi, atlagéletkor: 41,6 = 14,0 év), akik a betegekkel azonos f6ldrajzi és
etnikai szarmazasuak voltak.

A vizsgalatba nem vontunk be olyan betegeket, akiknek az anamnézisében
eléfordult angina, myocardialis infarktus, diabetes mellitus, artéridas vagy vénas
trombozis, illetve kotdszoveti megbetegedés.

A betegeket atlagos nyomon kovetése 6,8 + 3,0 év volt. A vizsgalt betegek 29 %-
nal szerepelt migrén a kortorténetben. A betegek 55 %-anak, illetve a kontrollok 47 %-
anak szerepelt hiperlipidémia az anamnézisében, melynek megallapitasa 5,2 mmol/l
feletti szérum Kkoleszterinszint és/vagy 1,7 mmol/l feletti trigliceridszint és/vagy
rendszeresen lipidcsokkent6 gyogyszeres kezelés alapjan tortént. A betegek és a kontroll
bevont személyek nem részesiiltek immunmodulans, immunszuppressziv, illetve
csontveldi mitkodést vagy thrombocyta szamot befolyasolo kezelésben. Sem a betegek,
sem a kontrollok nem szenvedtek fertézésben a mintavételt megel6z6 3 honapban,
tovabba a vizsgalatok idépontjaban mért szérum CRP szintek a referencia tartomanyban
voltak (<10 mg/L).

A vizsgalatokban részt vevd személyek irasbeli beleegyez6é nyilatkozatot tettek.
A kutatasokat a Debreceni Egyetem OEC Etikai Bizottsaga engedélyezte, a kisérletek a

Helsinki Nyilatkozatban foglaltaknak megfeleléen torténtek.
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2.2. Altalanos laboratériumi vizsgalatok

A hematoldgiai vizsgalatok EDTA-val alvadasgatolt periférias vérbol torténtek
Sysmex SF-3000 késziilék (Sysmex Corporation, Kobe, Japan) hasznalataval, a gyartd
altal megadott protokollnak megfeleléen. A CRP, koleszterin és triglicerid szintek
meghatarozasa a vizsgalatba bevont személyek szérumabol a napi rutinméréseknek
megfeleléen COBAS Integra 400 késziiléken (Roche, Mannheim, Germany) torténtek a

Debreceni Egyetem Laboratoriumi Medicina Intézetében.

2.3. Autoantitestek kimutatasa

Az autoantitestek vizsgalata a Debreceni Egyetem Klinikai Immunolégiai
Tanszékének  Regionalis  Immunologiai  Laboratoriuméban  tortént  indirekt
immunfluoreszcencias technika alkalmazasaval, a HEp2 sejteken IFA-ANA-HEp2-1gG
immunfluoreszcencias kit (Viro-Immun Labor-Diagnostika GmbH, Oberursel,
Germany) felhasznaldsaval a gyartd altal megadott instrukcidknak megfeleléen. A
mintdzatok azonositasdra Eurostar II Plus fluoreszcens mikroszkopot (EUROIMMUN
AG, Liibeck, Germany) hasznaltunk.

A HEp2 sejtes vizsgalat mellett az extrahalhatd nukledris antigén (ENA) elleni
antitestek enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) szirétesztje is megtortént,
melynek pozitivitasa esetén Sm, Sm/RNP, SS-A, SS-B, Scl-70 és Jo-1 elleni antitestek
egyedi meghatarozasat is elvégeztilk ELISA modszerrel a megfelel6 AUTOSTAT 11 kit
(Hycor Biomedical, Indianapolis, IN, USA) alkalmazasaval, a gyartd altal megadott
protokollnak megfeleléen. A mérésekhez és az adatok kiértékeléséhez ETI-MAX 300
késziilék (Diasorin, Saluggia, Italy) szolgalt.

2.4. Aramlasi citometrias vizsgalat

A vérlemezkék meghatarozasa anti-CD42a-fluoreszcein izotiocianat (FITC)

monoklonalis antitesttel tortént. A vérlemezkék aktivacidjanak vizsgalatara anti-CD62P-
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fikoeritrin (PE) monoklonalis ellenanyagot (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA)
hasznaltuk fel. 40 pl, Na-citrattal alvadasgatolt periférias vért 1 ml 1 %-0s
parafomaldehiddel fixaltuk, foszfat pufferrel (PBS) mostuk, majd a monoklonalis
antitestek hozzaadasat kovetden 20 percig sotétben, szobahémérsékleten inkubaltuk. A
méréseket és kiértékeléseket a FACS Calibur aramlasi citométeren a CellQuest 3.2
program (Becton Dickinson) segitségével végeztik el. Minden mérésénél legalabb

10.000 kettds festodésii thrombocytat gylijtottiink 6ssze a mintak kiértékelése soran.

2.5. Avon Willebrand faktor és fibrinogén plazma szintek meghatarozasa

A haemostasis vizsgalatok, fibrinogén plazma szintek meghatarozasa Na-citrattal
alvadasgatolt periférias vérbol torténtek BCS XP késziiléken (Siemens Healthcare
Diagnostics, Deerfield, IL, USA).

A VWE szintek meghatarozasa ELISA technikaval tortént a gyarto altal megadott
protokollnak megfelelden a Debreceni Egyetem Laboratériumi Medicina Intézetében.

2.6. Genetikai polimorfizmus vizsgalatok

A DNS-t alvadasgatolt periférias vérmintabol nyertiik ki MagNA Pure LC kit
segitségével (Roche Diagnostics), a gyarto altal megadott protokollnak megfeleléen. Az
V-6s faktor G1691A mutacidjanak, a ll-es faktor G20210A mutacidjanak, az MTHFR

cres

fluoreszcens polimeraz-lancreakcio (PCR) alkalmazasaval, LightCycler (Roche

Diagnostics) késziilék felhasznalasaval tortént.

2.7. Statisztikai modszerek

A statisztikai adatfeldolgozas soran SPSS v.12.0 és 13.0 szoftvert (SPSS Inc.,

Chicago, IL, USA) alkalmaztunk. Az adataink eloszlasanak vizsgalatat Kolgomorov-

Smirnov teszttel végeztiik el. Normal eloszlas esetén meghataroztuk az atlag + szorés

14



(standard deviacio: SD) / standard error mean (SEM) értékeket, és a kisérleti adataink
statisztikai kiértékeléséhez fiiggetlen mintas t-probat végeztink.

Nem-normal eloszlas esetén median, valamint minimum €és maximum
értékeket kalkulaltunk, ¢és Mann-Whitney probat alkalmaztunk a statisztikai
kiértékelések soran.

A csoportok kozotti megoszlast Chi? teszttel vizsgaltuk. Bindris logisztikus
regresszios vizsgalatokat alkalmaztunk az esélyhanyados értékek (odds ratio: OR),
95% konfidencia intervallum (CI) és fliggetlen prediktiv faktorok meghatérozasa
céljabol. A statisztikai probak értékelésénél a p < 0,05 értékeket tekintettiik

szignifikansnak.
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3. EREDMENYEK

3.1. Thrombocyta vizsgalatok eredményei

A tanulmanyban részt vevok demografiai és Kklinikai jellegzetességei alapjan
nem volt jelentds kiilonbség a primer RS betegcsoport (42,4 + 10,0 év) és a kontroll
csoport atlagéletkora (41,6 + 14,0 év) kozott. Azonban a férfi-n6 arany szignifikansan
kiilonbozott a betegek (né/fti: 158/42) és az egészséges személyek (n6/ffi: 77/39) esetén
(p < 0,05), emiatt a statisztikai feldolgozas soran nemre illesztett logisztikus regresszios
vizsgalatot alkalmaztunk. Minden primer RS beteg esetén a szerologiai eredmények a
referencia tartomanyokon beliilre estek, illetve negativak voltak, autoimmun betegség
nem volt diagnosztizalhat6. A hiperlipidémia aranya az Osszehasonlitas soran
hasonlonak adodott (55% vs. 47%) mindkét csoportban, valamint nem észleltiink

gyulladasos folyamatokat a CRP szint és fehérvérsejtszam meghatarozasa soran.

Thrombocyta szam és datlagos térfogat

A thrombocyta szam szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult a vizsgalt primer
RS csoportban, mint az egészséges kontrollcsoport esetén (250 + 4,6 x 10%/1 vs. 268 +
5,4 x 10%1, p < 0,05).

A vizsgalat soran az MPV értékek szignifikansan emelkedettek voltak a
betegekben a kontrollcsoporthoz viszonyitva (11,0 + 0,1 fl vs. 8,8 + 0,1 fl, p < 0,001),
tovabba szignifikans negativ korrelaciot figyeltink meg az MPV ¢értekek ¢és a
vérlemezkeszamok kozott (R = —0,470, p < 0,001).

CD62P expresszio vizsgdlata

A thrombocytak CD62P expresszidjanak mértéke szignifikansan fokozottnak
adodott a primer RS csoportban a kontrollhoz képest (1,3 + 1,1 % vs. 0,7 = 1,1 %, p <
0,001). A statisztikai feldolgozas soran szignifikans pozitiv korrelaciot tapasztaltunk a
thrombocytak CD62P expresszidja és a szamuk kozott (R = 0,137, p = 0,032).
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Klinikai adatok és laboratoriumi eredmények kozotti osszefiiggések

Nem mutattak Osszefliggést a vérlemezkeszamok, MPV és CD62P értékek a
betegek koraval, illetve nemével, sem a betegség id6tartamaval. Amikor nemekre
elkiilonitve hasonlitottuk Ossze a beteg és egészséges kontroll populaciokat, akkor a
fentiekhez hasonlo, szignifikans (p < 0,001) kiilonbségeket tapasztaltunk az MPV
értékek és a CD62P expresszidjanak mértékét tekintve a csoportok kozott. Az MPV
értékeket illesztettiik a vérlemezkeszamra és nemre az egész betegcsoportban, valamint
a vérlemezkeszamra a ndi alcsoportban. Az esélyhanyados a tobbszords logisztikus
regresszids analizis utan azt mutatta, hogy mind az MPV (OR: 15,8, 95 % CI: 8,1-30,6)
mind a CD62P expresszié (OR: 11,3, 95 % CI: 4,8-26,1) szignifikansan (p < 0,001) és
fiiggetleniil kapcsolodott a primer RS-hez a teljes betegcsoportban, illetve a kiilonb6z6
nemd alcsoportokban egyarant.

Az elemzés soran az MPV értékeket illesztettiik a PLT és a fehérvérsejtszamra a
teljes csoportban és a noi alcsoportban, mig CD62P expressziot a thrombocyta szamra
¢és a nemekre illesztettiik a teljes csoportban, mig a néi alcsoportban a thrombocyta
szamra tortént illesztés. Figyelemre méltd, hogy a kontroll csoport 30,2 %-a, mig a
betegcsoport 98 %-a tartozott az MPV fels6 terciliséhez (> 9,3 fl). A CD62P expressziod
szempontjabol a felsé tercilisbe (> 0,99 %) a kontroll személyek 33,6 %-a, mig a primer
RS alanyoknak 67 %-a tartozott.

3.2. Von Willebrand faktor és plazma fibrinogén vizsgalatok eredményei

Eredményeink alapjan nem észlelhet6 kiilonbség a néi (n = 158) és férfi (n = 42)
primer RS betegek VWF szintjében. Fibrinogén szintje mérsékelten, de szignifikansan
emelkedett volt a néi csoportban (3,5+0,8 g/L vs. 3,1+ 0,8 g/L, p =0,016).

A nemi megoszlas és a vizsgalati eredmények kozotti osszefiiggések

A VWEF és a fibrinogén szintek alapjan tercilis értékeket kalkulaltunk, majd nemi
alcsoportok alapjan Osszehasonlitottuk Oket. Fibrinogén szintek az also tercilisben
szignifikansan magasabbnak adodtak a néi csoportban a férfiakhoz viszonyitva (p =

0,045). A masik két tercilisben nem talaltunk kiilonbséget a fibrinogén szintjében a noi

17



¢és férfi csoportok kozott. Sem a VWF felso tercilise [> 137,6 %, OR (Cl 95%): 1,022
(0,466-2,239), p = 0,958] sem a fibrinogén felsé tercilise [> 3,8 g/L, OR (Cl 95%):
0,931 (0,333-2,608), p = 0,892] nem mutatott szignifikans kockazatot primer RS-re a

nok és a férfiak kozott.

3.3. Protrombotikus polimorfizmus vizsgalatok eredményei

A vizsgalatba bevont primer Raynaud-szindromas beteg betegek 29%-a esetében
(n = 58) szerepelt migrén az anamnesztikus adatokban. A primer RS fennallasanak
idGtartama szignifikansan hosszabb volt a migrénes betegekben (5,9 + 4,4 év), mint a
migrénnel nem rendelkez6 betegekben (9,1 + 4,9 év), mind a teljes csoportban és mind

a nemek alapjan kiilonvalasztott csoportokban is (p < 0,001).

Genetikai polimorfizmusok prevalencidja

Az Osszes beteg kozil 20 (10 %) rendelkezett az V faktor Leiden allél
polimorfizmusaval. Ezek koziil a betegek koziil 18 volt heterozigota és 2 homozigota a
FV Leiden allé¢lra. FI120210A allél polimorfizmusanak prevalenciaja 5 %-nak adodott.
Nem voltak az FI1120210A allélra homozigota egyének. Erdekes modon nem volt
MTHFR homozigéota mutacié a migrénnel kiizdé betegek kozott. A T allél gyakorisaga
szignifikans eltéréseket mutatott a migrénes (50 %) és a nem migrénes (32 %) esetek
kozott (OR: 2,1, 95 % CI: 1,4-3,3, p = 0,001). Hetvenhat beteg (38 %) volt heterozigota
és 14 (7 %) volt homozigota a Xlll-as faktor V34L polimorfizmusara. Ebben a
vizsgalatban MTHFR 677T szignifikansan magasabb allél frekvenciaja volt kimutathatd
a migrénes primer RS betegekben. Nem észleltiink korrelaciot a migrén eléfordulasa és
a Il. faktor G20210A, az V-6s faktor Leiden, vagy a Xlll-as faktor V34L mutacio6i

kozott.
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4. MEGBESZELES

4.1. Thrombocyta vizsgalatok primer Raynaud-szindromaban

Szamos tényez6 jarulhat hozza a primer RS pathogeneziséhez, de a komplex
pathomechanizmus részleteiben még nem ismert. A primer RS betegekben, a szamos
eltérés kozott mar korabban leirtak, a szoveti plazminogén aktivator antigén emelkedett
szintjét, valamint a thrombocytak GPIIb/Illa receptor aktivacidjat, kovetkezményesen
emelkedett tromboxan szinttel. Erdekes modon, primer RS esetén ellentmond6 adatok
jelentek meg a thrombocyta eredetii mikropartikulumok emelkedett szintjérél. Azonban
a thrombocyta-monocyta és a thrombocyta-neutophil heterotipusos aggregatumok
szazalékos aranya szignifikansan magasabb volt a primer RS betegekben mint az
thrombocyta hiperaktivacio és az arterialis mikrotromboézis kialakulasa az ujjakban.

Az MPV, egy az automata hematologiai analizatorok altal rutinszerlien mért
thrombocyta paraméter, melynek abnormalis értéke megvaltozott thrombocyta
reaktivitasra utalhat, és potencidlis vascularis kockazatot jelezhet. A gyorsitott
thrombocyta turnover a csontvel6bél szarmazo haldszerti thrombocytak emelkedett
szintjével novelheti az MPV értékét. A korabbi vizsgalatok szerint, az atlagos
thrombocyta térfogat novekedése elére jelezheti cardio- és cerebrovascularis betegségek
vagy periférids arteridlis betegségek kifejlodését és progressziojat. Az MPV a
normalisnal magasabb stlyos dislipidaemiaban ¢és diabetes mellitusban is. Kimutattak
tovabba, hogy az MPV emelkedése a hypertoniaval is Osszefiigghet. Mas
tanulmanyokban az MPV valtozasai a trombogenezishben bekdvetkez6 modosulasokhoz,
kering6 autoantitestek és a gyulladasos agensek szintjéhez kapcsolodik.

Jelen tanulmanyunkban, az emelkedett MPV ¢érték, a vérlemezkék fokozott
CD62P expresszidjaval a megndvekedett thrombocyta reaktivitast tiikrozi, mely a
primer RS kifejlddésének egy potencialis okat, de annak kovetkezményét is egyarant
képezheti. Majdnem az osszes primer RS beteg (98 %) az MPV legmagasabb
terciliséhez tartozott, mig a CD62P pozitivitas tekintetében ez az arany 2/3 volt. Az
MPV szint szignifikansan magasabb maradt a teljes betegcsoportban és a nemi

alcsoportokban is a kontroll csoporthoz viszonyitva, a kiilonb6z6 torzitd tényezdk
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Kikiiszobolése utan is. Mindezek alapjan a primer RS betegségben az MPV egy
gazdasagosabb ¢és egyben szenzitivebb marker, mint a CD62P. Tovabbi vizsgalatok
sziikségesek, hogy megvizsgaljuk a magas MPV értékeket a thrombocytak funkcionalis
szerepével egyiitt primer RS-ben, trombotikus eseményekkel, illetve azok nélkiil.

Tanulmanyunkban a primer RS betegekben szignifikansan alacsony
vérlemezkeszam volt megfigyelheté, mely arra utal, hogy a thrombocyta aktivacio
kovetkeztében csokken a keringd thrombocytak szama. Erdekes médon RA-ban ezzel
szemben megndvekedett vérlemezkeszam volt mérhet6. Ezen eltérés oka a primer RS és
az RA kifejlodésének hatterében allo aktivalt thrombocytak eltérd pathofizioldgiai
funkcioja lehet.

Primer RS-ben a fokozott csontvel6i vérlemezke képzOédés kovetkeztében a
csontvel6i megakaryocitak fiatal és nagyobb thrombocytak képzédéséhez jarulnak
hozza. Mindezt alatamasztja az, hogy az MPV szignifikansan magasabb értéket mutatott
a vizsgalt betegek dontd részében. Eredményeink alapjan az emelkedett MPV
kapcsolatban van a primer RS-val, de a kor, a nem és a betegség idGtartama nem
valtoztat e paraméteren. A betegek hosszabb tavii nyomon kovetése, és a vizsgalt
vérlemezke paraméterekben bekovetkezett valtozasok és alkalmazott kezelések kozotti
Osszefliggések feltérképezése altal pontosabb képet nyerhetiink az altalunk megfigyelt

Osszefiiggésekrol.

4.2. Von Willebrand faktor és plazma fibrinogén vizsgalatok

Az endotheliumot ért sériiléseket kovetéen a thrombusképzddés soran a
fibrinogénbdl fibrin keletkezik. A talzott fibrin felhalmozddast a fibrinolitikus rendszer
akadalyozza meg, ami a fibrinszalak lebontasaért és eltavolitasaért felelds. A
pathologiasan csokkent plazma fibrinolizis hozzajarulhat a vér szabad aramlasanak
gatlasahoz, ami a trombotikus érrendszeri betegségek egyik fontos kivalto
mechanizmusa. A szakirodalomban eltéré és egymasnak ellentmondé eredmények lattak
napvilagot, melynek kovetkeztében nem tisztazott a VWF és plazma fibrinogén szintek

primer Raynaud-szindromaban jatszott szerepe. Tanulmanyunk eredményei alapjan
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azonban valoszintileg nem szerepel koroki tényezéként a VWF és fibrinogén Szintek

valtozasa a primer RS kialakulasaban sem a férfi, sem a n6éi nemben.

4.3. Protrombotikus polimorfizmus vizsgalatok

A fokozott protrombotikus kockazattal jaro eltérések (FVLeiden és FII120210A
mutacio, illetve FXIII-A V34L polimorfizmus) elé6fordulasa nem kiilonbozik jelentésen
a migrénes illetve nem migrénes primer RS betegek esetében. Az eredményeink
besorolhatéak azon utobbi idoben megjelent kozlemények csoportjaba, amelyek az
FVLeiden, FII20210A genotipusok és a migrén kozotti Osszefliggést vizsgaljak. A
tobbiekkel egyetemben a mi adataink is azt tamasztjak ala, hogy, a Xlll-as faktor 34L
allélje nem rendelkezik migrén ellen védé képességgel.

A neurologiai- illetve érrendszeri elmélet egyiitt magyarazhatjdk a migrén
nervus trigeminust ingeriil all a véraramlas megvaltozasanak hatterében. Az érrendszeri
elmélet a migrénes rohamokat a cerebralis vérerek perivascularis idegeiben
bekovetkezett valtozassal magyarazza. Bizonyitott, hogy az agyi és meningealis
véredények direkt stimuldlasa ipsilateralis fejfajashoz vezet. A primer Raynaud-
szindromaban az atlagos népességhez képest jelentdsen emelkedett aranyban jelentkezik
migrén, mely alapjan a két korallapot pathogenezise részben atfedhet egymassal.

Az MTHFR a remetilizacios folyamatokban szerepet jatszo enzim, mely az 5,10-
metilén-THF-ot redukcioval 5-metil-THF-¢ alakitja. A MTFHR 677 C-T pontmutacidja
a fehérje 222-es aminosavat alaninrdl valinra valtozatoztatja, melynek kovetkeztében az
enzim termolabilis variansa szintetizalodik. Ez a mutacié az 5-MTH mennyiségének
csokkentésével hiperhomociszteinémiahoz vezet. A héérzékeny MTHFR a Hcy ut
leggyakoribb 6roklott defektusa. Az MTHFR mutaciora homozigota egyéneknek
jelentdsen magasabb a Hcy szintje jellemz6 a vad vagy heterozigéta kariotipusokhoz
képest. Hiperhomociszteinémia a cardiovascularis betegségek tekintetében 06nallo
rizikofaktornak szamit és tobb mechanismussal is részt vesz az erek karositasaban.
Kozvetleniil karositja az endotheliumot, és az oxidativ stressz hatasait is felerdsiti.

Embereken  és  allatokon  végzett tanulmanyok a  kozepesen  sulyos
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hiperhomociszteinémia vérerekre gyakorolt negativ hatasat tamasztottak ald. A
homocisztein altal okozott hibas érendothelium-mikodés a nervus trigeminus
ingerlésével migrénre valdo érzékenységet okozhat. Az emelkedett szinti Hcy
neuronokra gyakorolt hatasa a reaktiv oxigén gyokok keletkezését is magaba foglalja. A
jelentdsen magasabbnak adodott migrént6l szenvedékben a nem migrénesekhez képest.
Mivel a migrénes betegekben a primer RS fennallasanak idétartama hosszabbnak
adodott, nagyobb az esély, hogy a hosszabb ideig fennallo emelkedett Hcy szint karosito
hatast fejt ki az érendothélre, ezaltal csokkentve a migrénes fejfajas kialakulasahoz
sziikséges ingerkiiszobot. Vizsgalataink szerint a hosszabb ideig fennallo primer RS és
az MTHFR 677T allél jelenléte a migrénes fejfajas kialakulasanak kockazatat emelheti.
Korabbi vizsgalatok soran a primer RS-ben szenved6 betegek korében az egészséges
Ezzel szemben tobb tanulmany is leirta a MTHFR C677T variansanak fokozott
gyakorisagat migrénes betegek korében. Igy nem zarhato ki, hogy az altalunk vizsgalt
MTHFR 677T allél fokozott jelenléte elsésorban a migrénhez kothetd, fiiggetleniil a
fennallo primer RS-t6l.

Tovabbi eredményeink alapjan az FV Leiden, FII G20210A, illetve FXIII V34L
mutacio altal okozott trombofilia nem kd&thetd Ossze primer RS-ban a migrén

kifejlédésével.
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5. AZ ERTEKEZES UJ TUDOMANYOS EREDMENYEI

A primer Raynaud-szindromas (RS) betegek vérlemezkéinek vizsgalata soran
szignifikdnsan  csokkent thrombocyta szdmot irtunk le a betegekben a
kontrollcsoporthoz viszonyitva. Ezzel szemben az atlagos vérlemezke térfogat (MPV)
értékek szignifikdnsan emelkedettek voltak, és a statisztikai feldolgozas sordn negativ
korreléaciot figyeltiink meg az MPV értékek és a vérlemezkeszadmok kozott. Tovabba a
thrombocytak aktivaltsagat jelz6 CD62P marker jelenléte is fokozott volt primer RS-
ben. Az emelkedett MPV ¢érték és a vérlemezkék fokozott CD62P expresszidja a
megndvekedett thrombocyta reaktivitast tiikrozi, mely a primer RS kifejlddésének egy
potencialis okat, de annak kdvetkezményét is egyarant képezheti.

A von Willebrand faktor és fibrinogén plazma szintek vizsgalata soran nem
tapasztaltunk eltéréseket az értékekben a betegeink periférias vérében. Tanulmanyunk
alapjan valosziniileg nem szerepelnek koroki tényezéként a primer RS kialakulasaban
sem a férfi, sem a néi nemben.

Protrombotikus polimorfizmus vizsgalataink alapjan a hosszabb ideig fennallo
primer RS betegség és az MTHFR 677T allél jelenléte a migrénes fejfajas
kialakulasanak kockazatat emelheti. Tovabbi eredményeink szerint az FV Leiden, Fll
G20210A, illetve FXIII V34L mutacio altal okozott trombofilia nem kothetd Ossze

primer RS-ban a migrén kifejlodésével.
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