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1. BEVEZETES

A trombozis, vagyis a koros vérrogképzddés szamos kardiovaszkularis és tromboembolias
megbetegedés kozéppontjaban all. A trombdzis kialakulasanak klasszikus magyarazatat a XIX.
szazadban Rudolf Virchow fogalmazta meg, akirdl elnevezett tridsz (Virchow-triasz) egyes
elemei, Ggymint a véraramlds hianya, vagy csokkent mértéke (sztazis), a vér fokozott
alvadékonyséaga (hiperkoagulabilitas) és az érfal sériilése (endothél diszfunkcid) egyiittesen
jatszanak szerepet. Igy, a Virchow-tridszban megfogalmazott tényez8k nem csupan az artérids,
de a vénas oldalon bekovetkezd trombotikus folyamatok kialakuldsaban is dontd szerepet
toltenek be.

A vénas tromboembolia (VTE) mind a mai napig jelentds globalis egészségligyi kihivast jelent,
nemcsak az akut események kialakuldsa és kezelése, hanem a hosszu tavu kovetkezmények
szempontjabol is. A VTE gyakori kardiovaszkularis betegség; az 6t leggyakoribb vaszkularis
betegségek egyike. A legfrissebb beszamolok szerint a VTE incidenciaja 1-2 eset/1000 foé/év
kozotti érték a nyugati orszdgokban, ezzel szemben a keleti régidkban alacsonyabb, <1/1000
f6/év.

Artérids oldalon bekovetkezd elzarodasok, igy a korondria artéridkban kialakulo
trombusképzddés, jelentOs szerepet jatszanak az akut korondriaszindromak, koztik az ST-
elevacioval jar6 miokardidlis infarktus (STEMI) kialakuldsdban. A STEMI Osszesitett
incidenciaja Europaban orszdgonként 80-370 eset/100 000 személy-év kdzott valtozik, mig 33-
138 eset/100 000 személy-év kozotti értékek mérhetdek Azsiaban. A 2023-as ESC EuroHeart
Report adatai alapjan Magyarorszagon 5 717 STEMI esetet regisztraltak a 2022-es évben. Az
Egyesiilt Allamokban 73 eset/100 000 személy-év volt 2011-ben, azéta hospitalizacios adatok
allnak rendelkezésre, 36/100 000 hospitalizaciorol szamoltak be 2019-ben.

Az utdbbi években végzett kutatdsok jelentds mértékben hozzéjarultak e betegségek hatterének,
patomechanizmusanak jobb megértéséhez, szdmos kérdés azonban tovabbra is
megvalaszolatlan maradt. Ma mar egyértelmi, hogy a trombozisok multifaktorialis betegségek,
szamos genetikai determindnssal a hatteriikben. Annak ellenére, hogy mind az artérias, mind a
vénas trombodzisok igen jelentds heritabilitdssal rendelkeznek (egyes tanulményokban akar 25-
30% is lehet ez az érték), a trombozis hajlam, a visszatérd trombodzisok, illetve az artérias
trombozisok genetikai hatterének az ismerete még ma sem teljes. Szdmos nyitott kérdés mertil
fel egyrészt az ismert “trombofilia gének”-ben taldlhaté muticiok funkcionalis
kovetkezményeinek vonatkozasaban, az egyes trombofilia tényezdk artérids trombdzisokban,

illetve egyéb biokémiai folyamatokban betoltott szerepével kapcsolatban, valamint még



jelenleg is vannak ismeretlen eredetli familiaris tromboézisok, ahol a genetikai tényezd
felderitetlen. A hemosztazis elemei nyilvanvaldan szerepet jatszanak e folyamatokban, habar
nem minden tényez6rdl all rendelkezésre kelld bizonyiték arra nézve, hogy velesziiletett, vagy
szerzett rendellenessége esetén milyen mértékii trombdzis kockazattal kell szamolni, illetve,
hogy az egyes genetikai varidnsok klinikailag relevansak-e. A genetikai determindnsok
vizsgalata (kandidans gén analizisek, nagy ateresztOképességli modszerekkel torténd exom
vagy genom szintll vizsgalatok) mellett a trombusok Osszetételének mélyebb vizsgalata is
segithet a koagulacid elemeinek trombusképzddésben betdltott szerepének meghatarozasaban.
annak friss, litikus és organizalt fazisaiban megjelend molekularis és sejtes alkotoelemek
részletes feltérképezésével. Ezen kittizott cél eléréséhez konfokalis mikroszkdpos
immunfluoreszcens elemzéseket hasznaltunk fel, melynek soran mennyiségi és kolokalizacios
analiziseket végeztlink, melyek a trombusképzdédés kulcsmolekuldira és sejtes elemeikre
iranyult. Vizsgélatunk f6 elemét képezte a fibrin, az 02-plazmin-inhibitor (a2-PI) és a faktor
XIII (FXIII) mennyiségi valtozasainak nyomon kdvetése a trombus evollcioja soran. Tovabba
az aktivalt protein C/protein C (APC/PC), a neutrofil extracellularis csapdéakat jelzé marker, a
citrullindlt H3 hiszton és a CD66b kozotti kapcsolatot térképeztiik fel az egyes trombus
fejlodési fazisokban. A kutatds eredményei elésegithetik a kardiovaszkularis események
patogenezisének ¢s a trombusképzddés dinamikdjanak pontosabb megismerését, mely
hozzajarulhat a személyre szabott kezelési stratégiak kidolgozasahoz.

Az értekezés masik szerves része a PROCR gén p.Ser219Gly (rs867186) polimorfizmusanak
szerepét vizsgalja VTE kialakuldsdban ¢s rekurrens trombdzisokban eset-kontroll vizsgalat és
metaanalizis modszerével. Statisztikai elemzések soran arra kerestilk a vélaszt, hogy az
rs867186 polimorfizmus milyen mértékii kockazatemelkedést jelent a VTE kialakulasaban és a
rekurrens trombozisban. Megvizsgaltuk a tradiciondlis trombdzis kockdzati faktorokat
(agymint a FV Leiden és protrombin 20210G>A mutaciok) ¢és e genetikai tényezd
kolesonhatasait, amelyek egylittes jelenléte potencialisan additiv, vagy szinergista hatéast
gyakorolhat a VTE kockéazatira. Ezenkiviil, a MetaGenyo szoftverrel végzett Uj
metaanalizisiink megbizhatdsagat is vizsgaltuk, Osszevetve a korabbi metaanalizisek
eredményeivel a modszertani reprodukalhatosag megallapitasa végett. Kutatasunk eredményei

hozzajarulhatnak a VTE-vel kapcsolatos rizikdstratifikacid pontositasahoz.



1.1 Korondria trombdozis

A plakkok diszrupcidja (rupturdja és erdzidja) és a korondria trombusképzddése az akut
koronaria szindroma (ACS) leggyakoribb mechanizmusai. Az akut koronaria szindroma egy
komplex, atfogd klinikai entitas, amely kiilonb6zd sulyossagi korképeket foglal magaba,
ugymint az ST-elevacios miokardidlis infarktust (STEMI), a nem ST-elevaciés miokardialis
infarktust és az instabil anginat is. Ezek koziil is az ACS legsulyosabb formaja az ST-elevacios
miokardidlis infarktus (STEMI), melyet EKG-n megfigyelhetd, perzisztaldé ST-szakasz
elevacid jellemez, utalva a koronaria artéria teljes elzarodasara.

A STEMI patofizioldgiai hatterében az ateroszklerozis all - egy lipoprotein vezérelt folyamat-
amely intima gyulladas, fibrosis, kalcifikacid és nekrdzis révén az artérids rendszer specifikus
helyein plakk képzddéshez vezet. Ezen ateroszklerotikus plakkok lipid-gazdag magjanak és
szubendothelidlis matrixnak a vérarammal érintkezése aktivalja azt a folyamatot, mely a
vérlemezkéket és a koagulacios kaszkadot aktivalja, elinditva a koronaria trombusképzddést.
A 2008-as eurdpai (ESC) és amerikai (ACC/AHA) iranyelvek szerint - TAPAS vizsgalat (1071
beteg) eredményei alapjdn - az ST-elevacids miokardidlis infarktusban a manualis
trombektomiat és a trombusaspiraciot korabban Ila (ésszerlien megfontolandd) ajanlési
osztallyal javasoltdk alkalmazni. A TAPAS vizsgélat elsOként mutatott ki a miokardialis
perfuzioban szignifikans javuldst és ezenkiviil csokkent mortalitdst is, amennyiben az
elzarodott koronariabol a trombus eltavolitasra keriilt. A 2008-as TAPAS vizsgélatot kdvetden
a késobbi multicentrikus vizsgalatok azonban mér nem igazoltak a fentiekben taglalt elényodket:
a 2013-as TASTE (7244 beteg) tanulmany mortalitasi elényt nem tudott kimutatni, és a 2015-
0s TOTAL (10732 beteg) vizsgalat pedig nemcsak, hogy nem tudott klinikai eldnyt kimutatni,
de ezen tilmenden a stroke fokozott kockazatit mutatta ki a trombektomidn atesettek
csoportjaban. gy, a TASTE és a TOTAL vizsgalatok eredményei a 2008-as iranyelvet kovetéen
jelentds paradigmavaltast hoztak: 2014-ben IIb (megfontolhato) ajanlasi osztalyra mindsitették
vissza ¢és 2018 oOta rutinszerien nem ajanlott, Illa ajanlasi szintet kapott a korondria
trombusaspiracio.

A betegek klinikai és demografiai jellemz6i, a korondria elzarodas helye, a korondria
intervencio tipusa, a nekrézis mértéke és az azt kovetd gyulladassal osszefliggd tényezok —
melyek jellemezhetdek az ateroszklerotikus rizikofaktorok meglétével, a trombus terhelés
mértékével, a disztalis embolizacié kialakulasaval, a mikrovaszkularis obstrukcié mértékével

(,,thrombolysis in myocardial infarction flow", a koronaria aramlas mértékének kifejezése, a

crer



jellemzdje, MBG-vel leirva), valamint a gyulladdsos markerek szintjével — mar képezték
klinikai vizsgélatok targyat kiilonb6z6 trombusaspiracios tanulmanyokban.

Azonban az a kérdés tovabbra is megvalaszolatlan maradt, hogy miért nem mutatkozik
elényOsnek a trombus eltavolitasa a rovid és hosszl tavli mortalitas tekintetében, ahogyan azt
a legutdbbi, nagy betegszamon végzett vizsgalatok és metaanalizisek allitjdk. Az ugyanis
ismert, hogy a miokardidlis infarktus haldlozésa szoros Osszefliggést mutat a trombus
terheléssel és a mikrovaszkularis obstrukcios paraméterekkel. Azt is tudjuk, hogy a trombus
aspiracidja nyilvanvaldan javitja a mikrovaszkularis perfuziot és csokkenti a trombus terhelést.
Ennek ellenére még mindig nem vildgos, miért nem javitja a trombusaspiracié a mortalitast a
klinikai vizsgalatokban. A vérrdg kora, mint prediktor egy érdekes, de eddig mélyebben nem
vizsgalt kérdés. A mai napig megjelent trombusaspiracids tanulmanyokban altaldban rutin
laboratoriumi paramétereket nem vizsgalnak, ¢és a betegekkel kapcsolatos klinikai
paramétereket nem irjak le, tovabba nem hasonlitjdk azokat Ossze a trombus koranak
megfelelden. Bar a legijabb irdanyelvek mar nem tadmogatjak a trombusaspiraciot, korabban,
amikor még gyakori beavatkozas volt — a terapias célok mellett — lehetévé tette a koronaria
trombusok szerkezetének vizsgalatat €s a trombus evolucidja soran a trombus komponenseinek

megjelenésében bekovetkezd valtozasok megfigyelését.

1.2 Korondaria trombusban vizsgalt molekulik és sejtes elemek jellemzoi és
trombusképzodésben betoltitt szerepiik

A MI sordn keletkezett trombus kora €s architekturaja kozotti Osszefiiggések, valamint a
trombus kiilonboz0 komponenseinek a trombus evolicid soran torténd megjelenése
tekintetében az elmult évtizedben tobb vizsgalat is zajlott. A koronaria trombusok elemzése
fejlett képalkotd technikékkal jelentds kutatasi fokuszteriiletté valt, és mar néhany érdekes
eredményt leirtak. A legtobb tanulméanyban a koronaria trombusok szerkezetét hematoxilin—
eozin (H&E) festéssel vagy fibrinogén (fibrin), vérlemezkék és leukocitdk immunfestésével
vizsgaltak. Ezeknek a tanulmanyoknak az eredményei szerint a koronaria trombusok féként
fibrinbdl, vérlemezkékbdl, eritrocitakbol, koleszterinkristalyokbol és leukocitakbol allnak, ahol
a fibrin a dominans komponens. Megfigyelhet, hogy a trombusképzddés egy dinamikus
folyamat, amelyet az dramlds, a vérsejtek és a plazmafehérjék szabalyoznak. Feltételezik, hogy
az iszkémias allapotban eltoltott id0 hatdssal van a trombus Osszetételére. Kordbban
megallapitottak, hogy a fibrin tartalom novekszik, mig a vérlemezke tartalom csokken az id6

elérehaladtaval, ami egy gyorsan fejlddd folyamatra utal akut koronéria elzarddas soran.



Nyilvanval6, hogy a koagulacié fontos szerepet jatszik a koronaria trombusképzddésében.
Azonban a koagulacios faktorok (a fibrinogén kivételével) jelenlétét a trombusban alig
vizsgaltak. A véralvadasi faktorok koziil a Xlll-as faktor (FXIII), egy zimogén
transzglutamindz, a koagulacié végsd fazisdban vesz részt. A plazmaban fibrinogénnel
komplexet alkotva kering, mint két katalitikus A alegységbdl és két hordozo/gatlo B
alegységbdl 4allo heterotetramer. Az FXIII-A alegység jelen van kiilonb6zd sejtekben is,
beleértve a megakariocitdkat, vérlemezkéket, monocitadkat, makrofagokat és oszteoblasztokat.
Trombin altali aktivalas utan az FXIII-B elhagyja a komplexet, mig az aktivalt FXIII-A
(FXIIIa) a fibrinhez kotddik és keresztkotéseket hoz 1étre a fibrin y- és a-lancai kozott; ily
modon noveli a fibrinhdld merevségét és a fibrinolizissel szembeni ellendllasat. Ezenkiviil az
FXIIla antifibrinolitikus hatdsdnak egy része tigy valosul meg, hogy az a2-plazmin inhibitort
(a2-PI), egy szerin protedz inhibitort, keresztkotésekkel kapcsolja a fibrin a-lancaihoz. Az a2-
PI, amely a plazmin 0 fiziol6gias inhibitora, a keresztktések utan is teljesen aktiv marad, és
védi a kialakuld vérrdogot a spontéan fibrinolizist6l. Megjelenésiiket és kapcsolatukat a korondria
trombusban mindezid4dig nem vizsgaltdk. Szdmos tanulmany ramutatott a neutrofil
extracellularis csapdak (NET-ek) jelentds szerepére a trombus stabilizaciojaban és jelenlétiikre
a korondria trombusban. Kimutattdk, hogy a trombusok NET-tartalma valtozik az artérids
helytdl fiiggden, ¢€s a korondria erekben 2,5-szer magasabb, mint a periférids artéridkban. A
NET-ek {6 6sszetevdi a dekondenzalt DNS-vaz és a hisztonok, elsddleges funkciojuk pedig a
baktériumok csapdaba ejtése és elpusztitasa gyulladas esetén. Azonban a bakteridlis invazio
nem az egyetlen indukaldja a NET képzddésnek, és a NETOzist a sejthalal kovetkezményének
tekintik. A NET képzddés szerepet jatszik steril gyulladasban is, mint példaul az
ateroszkler6zis. Korabban kimutattdk, hogy a NETOzis eldsegitheti a koagulaciot; igy
hozzajarulhat a trombdzishoz. Megéllapitottak, hogy a NET-ek tarsulnak a szoveti faktorhoz, a
Xll-es faktorhoz, a X-es faktorhoz, az aktivalt VII-es faktorhoz, valamint egy természetes
antikoagulans fehérjéhez, az aktivalt protein C-hez (APC). A protein C-t (PC) a trombin
aktivalja a trombomodulin (TM) és az endothelialis protein C receptor (EPCR), egy sejtfelszini
fehérje jelenlétében, amely a PC-t Gla doménjén keresztiil koti €s bemutatja a trombin-TM
komplexnek. Az APC inaktivalja az aktiv VIII-as és V-0s faktort, igy az egyik legjelentdsebb
fiziologias antikoagulans a szervezetben. Az APC/PC citoprotektiv molekulaként is ismert,
amely megakadalyozza a sejtes ¢és szervi vaszkuldris sériiléseket. Az extracellularis
hisztonokrol—a NETO6zis termékeirél—kimutattdk, hogy hozzdjarulnak az endothelidlis
diszfunkcidhoz, a szervi elégtelenséghez ¢és a szepszis soran bekovetkezd haldlhoz, és

terapidsan célozhatok, kiillondsen az APC altal. Tovabba azt is kimutattdk, hogy az APC



indukalja a hem-oxigenaz-1-et a makrofagokban, ami a trombus feloldédasat eredményezi. Az
APC/PC megjelenése a korondria trombusban ¢s annak kapcsolata a NET-ekkel azonban nem
ismert. A CD66b (mas néven CEACAMS, azaz Carcinoembryonic Antigen-Related Cell
Adhesion Molecule 8), a karcinoembriondlis antigén (CEA) csalad egyik tagja, hasznalhato
gyulladasos biomarkerként is, mivel részt vesz gyulladdsos valaszreakcidokban, potencialisan
fontos szerepet jatszhat a NET képzddési folyamataban. A neutrofil granulocitak felszinén
megtalalhato és kimutattak, hogy gyulladasos stimulust kovetden, (kiilonosen von Willebrand
faktor jelenlétében) emelkedik a CD66b felszini expresszidja. A neutrofil granulocitdk szerepe
a trombusképzdédésben, gyulladéssal jard allapotokban, mar ismert, igy hasznos markernek
tekinthetd a gyulladas- NET képzddés- trombozis dsszefiiggéseinek vizsgalatdban.

Az aspirdlt korondria trombus mintdk értékelése fejlett képalkotd technologidkat
igényel, amelyek lehetévé teszik a korondria trombus Osszetételének és szerkezetének
elemzését. A teriileten elsddlegesen hasznalt fejlett technikak a spektralis hisztopatologia, a
multiphoton mikroszképia ¢és a nagy felbontasi mikroszkopia, mint példaul az
elektronmikroszkopia (transzmisszids elektronmikroszkopia, pasztazo elektronmikroszkopia)
¢és a konfokalis mikroszkopia. A jelenlegi tanulmanyban az aspiralt s festett koronaria trombus
metszeteket konfokalis 1ézerpasztazd mikroszkopids analizisnek vetettiik ald, ahogy masok is

ezt a vizsgalati modszert valasztottak.

1.3 Vénas tromboembdlia és genetikai hdttere

A vénas tromboembolianak (VTE) két lehetséges megjelenési formaja a mélyvénas trombozis
(DVT) és a tildéembolia (PE). A VTE gyakori kardiovaszkularis betegség; az 6t leggyakoribb
vaszkularis betegségek egyike. Az éves incidencia 1-2 eset per 1000 személy, sot, a korhazban
kezelt betegek kozott elérheti az 1 per 100 egyént is. Az American Heart Association (AHA)
Heart Disease and Stroke Statistics—2023 jelentése alapjan az Egyesiilt Allamokban 2019-ben
(amikor az USA lakossidga 328 millio volt) hozzavetdlegesen 1 036 000 VTE-esetet
regisztraltak. Az eurdpai orszagokban a VTE incidencidja jellemzden 1.4-3.2/1000 {6/év kdzott
mozog. A VTE-betegek esetében intrinsic (velesziiletett) és kornyezeti kockéazati tényezok
ismertek, kiilondsen, mivel szamos jol definialt patogén mutacio 1étezik az antitrombin (AT), a
Protein C (PC) ¢és a Protein S (PS) génjeiben (SERPINCI1, PROC, illetve PROS1), amelyek
befolyasolhatjak a trombdzis kockéazatat, valamint e természetes antikoagulansok szintjét. Noha
az AT-, PC- és PS-hiany ritka, am erés VTE-rizikofaktor, ezért ezek rutinszeriien szerepelnek

a thrombofilia kivizsgalasi protokolljadban. Az 6roklott trombofilia kivizsgalasa sordn — a



nemzetk6zi ajanlasoknak megfeleléen — eldbbiek mellett az V-0s alvadasi faktor Leiden
mutacidja (FV Leiden, p.Arg506Gln) és a protrombin gén 20210A allél jelenlétét is vizsgaljak.
Az endothelialis Protein C receptor (EPCR), ami a PC aktivacid egyik kulcsmolekuldja —legyen
sz6 akar plazmaszintjérdl, akar a PROCR gén genetikai variacidirdl — jelenleg nem képezi a
rutin kockazatértékelés részét, hiszen jelentds trombdzis kockazat fokozodassal jard genetikai
variansai eddig nem ismertek.

A VTE ugyanakkor tipikus példaja a gyakori, komplex betegségeknek, ahol szamos genetikai
tényez6 egyszerre jatszhat szerepet, és ahol gén—gén, illetve gén—kornyezet kdlcsonhatasok
alakitjak ki a fenotipust, azaz ebben az esetben a VTE és a rekurrens VTE kockazatanak
mértékét. Eppen ezért az egyéni kockézatbecslés stratégidja racionalis megkozelités a beteg
személyes trombodzis- és kiujulasi kockdzatanak felmérésére. Ilyen komplex betegségek
esetében az egyes gének ¢és variansai (melyek Aaltaldban gyakoriak, azaz minor
allélgyakorisdguk, MAF, legalabb 0.1) altal képviselt kockdzat dnmagaban nem feltétleniil
jelentds, azonban egyiitt hatva kiilonb6z6 mértékben fokozhatjak a VTE kialakuldsanak esélyét.
Tovabba, a gyakori génvaridciok és a VTE kozotti 6sszefiiggések vizsgalata segithet populéciod
szinten jellemezni a VTE hatterében allo genetikai determinansok jelentdségét.

A Protein C (PC) egy természetes, endogén antikoagulans fehérje gyulladascsokkentd
tulajdonsagokkal, amely kolcsonhatasba 1ép az EPCR-rel. Az EPCR eldsegiti a protein C
aktivalasat az endothél sejtek felszinén. A transzmembran EPCR-rel ellentétben az oldhato
(sEPCR) forma nem rendelkezik transzmembran doménnel, és a transzmembran formaéhoz
képest ellentétes hatast fejt ki, azaz az SEPCR gatolja a PC aktivacigjat, tovabba az aktivalt PC
(APC) antikoagulans hatasat is.

Vannak olyan egypontos nukleotid polimorfizmusok (SNP-k), amelyek befolyasoljak a kering6
protein C szintjét. Az endothelialis protein C receptor (PROCR) génjében (20ql11) talalhatod
rs867186 diallélikus SNP (NC_000020.11:2.35176751 A>G, ¢.655 A>G, p.Ser219Gly, MAF
0,10) p.Ser219Gly aminosavcserét eredményez, amely noveli a membranhoz kotott EPCR-hez
viszonyitva az oldhat6 sEPCR szintjét. Ez a variacio a plazma oldhatd, SEPCR-szintjének 75%-
os valtozékonysagat magyarazza, és a PC-szintre is hatassal van.

Ujabban mar genomszintli asszociacids vizsgalatok (GWAS) eredményei is rendelkezésre
allnak. A MARTHA projektben szignifikans Osszefiiggést irtak le a PROCR rs867186, a
PROCR 156060278 (NC _000020.11:2.35165459 T>C, MAF 0.23) és a PROCR rs8119351
(NC _000020.11:2.35166602 G>A, MAF 0.09) polimorfizmusok, valamint a PC-szintek kdzott
VTE-betegekben, amely a variancia 20%-at magyardzza. A 156060278 erds negativ
kapcsoltsagi egyensulyban (LD) allt (1> = 0.03, D’ =—1) a p.Ser219Gly varianssal Germain ¢s



munkatarsai tanulmanya szerint. Az ¢ vizsgalatukban a vénéds trombodzis (VT) korrigalt
esélyhdanyadosa (OR) 1.33 volt (95% megbizhatosagi tartomany (CI): 1.11-1.60) az rs867186
,G”7 allél  jelenlétében. Ugyancsak kimutattdk, hogy a PROCR rs6088735
(NC_000020.11:2.35157873 C>T, MAF 0.22) noveli a VTE kockazatat. A PROCR rs8119351
G>A valtozat magasabb PC-szinthez vezet, de ennek mechanizmusa nem ismert.

Mig az rs867186 ,,A” allél a H1, H2 vagy H4 haplotipust jelezheti, addig az rs867186 ,,G” allél
kizarolag a H3 haplotipussal tarsul az EPCR esetében. A p.Ser219Gly varians fokozott oldhato
EPCR-szintet eredményez, ami az EPCR fokozott hasitdsat (shedding) tiikkr6zi az endothél
membranrol. Az EPCR p.Ser219Gly varians és a magasabb oldhaté EPCR- és valtozé plazma
PC-szint kozotti Osszefiiggés mechanizmusa nem tisztdzott. Szdmos korabbi tanulmany
vizsgalta az EPCR gén p.Ser219Gly polimorfizmusanak és a VTE kockazatanak sszefiiggését,
am eredményeik heterogének voltak. Emellett két metaanalizis is késziilt a t¢éméban.

Az utobbi idében tovabbra sem egyértelmiiek a bizonyitékok az EPCR gén p.Ser219Gly
polimorfizmusa és a vénas trombozis kozotti dsszefliggéssel kapcsolatban. Korabbi vizsgalatok
azt mutattak, hogy az rs6088735 és az rs867186 polimorfizmusok additiv médon hathatnak a
VTE kockézatara.
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2. CELKITUZESEK

Jelen kutatds elsddleges célja a tromboézisos események vizsgalata, kiilonds tekintettel a

mikroszkopos immunfluoreszcens elemzése, feltdirva a trombusképzddés soran megjelend

kulcsmolekuladkat és sejtes elemeket. Ezen beliil:

e A fibrin, a faktor XIII (FXIII) és az a2-plazmin-inhibitor (a2-PI) mennyiségi valtozasainak
nyomon kovetése a koronaria trombusképzddés soran.

e Tovabb4, az aktivalt protein C/protein C (APC/PC), neutrofil extracellularis csapdat jelzo
marker (citrullindlt H3 hiszton) és CD66b kapcsolatanak feltérképezése, mennyiségi

Ezenkiviil, vizsgéalatunk célja volt a rutin laboratoriumi paraméterek és a betegekkel

kapcsolatos klinikai tényez6k vizsgalata a trombus kordnak tiikrében. Arra kerestiik a valaszt,

hogy vajon a trombus kora és tomege mutat-e Osszefliggést a laboratoriumi és klinikai

tényezdkkel, valamint a mortalitassal.

Jelen kutatds masik szerves részében a f6 célunk az volt, hogy a PROCR gén p.Ser219Gly

(rs867186) polimorfizmus szerepét megvizsgaljuk a vénas tromboembolia (VTE)

kialakulasanak és kiujulasanak tiikkrében, mely vizsgalati kérdés megvalaszolasédhoz az altalunk

kivitelezett eset-kontroll vizsgdlat és metaanalizis eredményeit kivantuk felhasznalni. Ezen
beliil célunk volt:

e A statisztikai ¢és metaanalizis mddszerek hasznalataval feltarni, hogy milyen mértéki
kockazatemelkedést jelent az rs867186 polimorfizmus hordozdsa a VTE els6
elofordulasaban, valamint a rekurrens trombdzisban.

e A hagyomanyos trombdzis kockazati tényezdk (agymint FV Leiden, protrombin 20210G

e Az 1j, MetaGenyo szoftverrel végzett metaanalizis moddszertan megbizhatosaganak

vizsgalata, reprodukélhatdséagi analizis.

11



3. BETEGEK, ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1 Korondaria trombusok vizsgalata akut miokardialis infarktusban
3.1.1 Koronadaria trombazison dtesett paciensek klinikai és rutin laboratoriumi jellemzése

A Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont Kardioldgiai Klinikdja egy nagy betegforgalmi
intézmény, évente koriilbeliil 700-750 primer PCI (pPCI) eljarassal. A 2012 januarja és 2018
decembere kozott kezelt, STEMI-ben szenvedd betegeket (n = 164) vontuk be a tanulmanyba,
akiknél a tiinetek kezdetétdl szamitott 48 dran beliil két vagy tobb szomszédos elvezetésben
>0,2 mV ST-szegment elevacio igazolta a STEMI-t, és alkalmasak voltak PCI-re. A pPCI el6tt
5000 NE heparint, valamint telité dozisban aszpirint (250-500 mg) és clopidogrelt (600 mg)
kaptak. Ebben az idszakban a korondria trombusaspiracié még elsévonalbeli terapias eljaras
volt. Két kiilonb6z6é trombusaspiracids rendszert hasznaltunk: QuickCat (The Spectranetics
Corporation/Philips Healthcare, Colorado Springs, CO, USA) és ASAP (Merit Medical
Systems, Inc., South Jordan, UT, USA). Az alkalmazott aspiracios eszk6zok 6F-kompatibilisek
voltak, a QuickCat esetében 0.86 mm?, az ASAP eszkoz esetében 1.0 mm? kivonasi lumen
terililettel. Ismert, hogy az aspiracid hatékonysagat foként a kivonasi lumen teriilete hatdrozza
meg, amely nem mutatott jelentds kiilonbséget a két eszkdz kozott. Az aspirdcios eszkoz
kivalasztasa a beavatkozast végzo belatasara volt bizva. Az aspiralt trombusokat feldolgoztuk,
ha elegend6 mennyiség allt rendelkezésre tovabbi elemzéshez. Minden trombus tomegét
megmértiik, mieldtt bedgyaztuk a Thermo Scientific Shandon Cryomatrix Frozen Embedding
Mediumba (Thermo Shandon, Pittsburg, PA, USA) és folyékony nitrogénnel lefagyasztottuk.
Ezt kdvetden a mintdkat —80 °C-on taroltuk az analizisig. A trombus mintak egy masik részét
fixaltuk és paraffinba agyaztuk. A koronaria emboliabol (n = 18), véna szaféna graftbol (SVG,
n = 8) €s sztent trombdzisbol (n = 13) szarmazo6 korondria trombusokkal rendelkezd betegeket
a toborzas els 1épésében kizartuk, mivel a jelen tanulmany fokuszaban a nativ koronaria artéria
plakk-ruptarajaval kapcsolatos trombusok vizsgalata allt. A mintanagysag szamitdsa a trombus
tomege ¢s a haldlozasi arany (ami a nemzeti infarktusregiszteriink alapjan kalkuldlva legalabb
0,1; Janosi A. Cardiologia Hungarica 2022;52:226-33.) alapjan tortént, ahol (0,05 mint I. faja
hiba és 0,80 mint statisztikai erd) a kockazati aranyt 3,5-re, a lemorzsolddasi aranyt 15%-ra
allitottuk. Az elsé és masodfaju hiba értékeit és a lemorzsolodasi ardnyt az irodalom alapjan, a
kockézati aranyt pedig klinikai tapasztalatbol fakad6 megfontolds alapjan éallitottuk be. E
szamitas alapjan mindkét csoportban (azaz 20 mg alatti és feletti trombus tomeggel rendelkezd
betegek) n = 60 f6 mintanagysag adodott. Ennek alapjan tanulmanyunkba bevontunk egymast

kovetd, az aspirdcid soran eltdvolitott alacsony ¢és magas trombus tomeggel rendelkez6
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betegeket, n = 65 és 60 fot. A klinikai paramétereket—mint életkor, nem, az ateroszklerdzis
rizikofaktorai, testtomegindex (BMI), a mellkasi fijdalom és a trombusaspiracié kozott eltelt
1id0—¢s a beteg felvételekor meghatarozott laboratoriumi paramétereket—mint vérsejtszamok,
vesefunkcio (glomerularis filtracios rata, eGFR) és C-reaktiv fehérje (CRP) szintek—a sajat
orvosi adatbazisunkbol nyertiik ki. A szérum kreatinint (az eGFR szamitidshoz), CRP-t ¢és
kreatin-kindzt (CK) Roche reagensekkel mérték Cobas analizatoron (Roche, Mannheim,
Németorszag). A vérképet Sysmex hematologiai analizatorral vizsgaltdk (Sysmex, Kobe,
Japan) a Laboratoriumi Medicina Intézetben. Az angiografias paramétereket, mint a koszortaér-
betegség kiterjedése, a beavatkozas elétti és utani TIMI dramlas (azaz TIMI - thrombolysis in
myocardial infarction flow), a 1€zi6 hossza és atmérdje, a disztalis embolizacié eléfordulasa,
valamint az infarktussal érintett artéria (IRA) miokardidlis blush grade (MBG) a betegekre
vonatkozo6 elektronikus adatbazisbdl és a korondria angiografidk vizudlis ujraértékelésével
gyljtottiik 6ssze. A TIMI aramlas fokozata O volt, ha nem volt anterograd aramlas az
elzarodason til; az 1-es fokozatot akkor definialtuk, ha a kontrasztanyag atjutott az elzaroédason,
de a disztalis részek nem telitették teljesen a koszorueret; a 2-es fokozat részleges perfuziot és
a koszortér-agy teljes telitettségét jelentette, de a kontrasztanyag lassabban iiriilt ki disztalisan;
a 3-as fokozat teljes perfuziot és anterograd dramlést jelentett gyors disztalis kiiiriiléssel az
elzarodas utan. Az MBG—0 azt jelentette, hogy a kontrasztanyag nem jutott be a
mikrokeringésbe, ami nem eredményezett "blush" jelenséget, jelezve a szoveti szintii perfiizid
hidnyat. Az MBG—1 akkor volt, ha a festék lassan jutott be, de nem tudott kilépni a
mikrokeringésbdl (a festék tobb mint 30 mésodpercig volt jelen a miokardiumban); az MBG—2
a kontrasztanyag késleltetett be- ¢és kilépését jelentette a mikrokeringésbdl, és a kontrasztanyag
harom szivciklus utdn is megmaradt, de 30 méasodpercen beliil kioblitddott; az MBG—3 normaél
be- és kilépést jelentett a festék szdmara a mikrokeringésbdl, és harom szivcikluson beliil
teljesen kitiriilt a szovetbdl. Az MI-t akutnak osztalyoztuk, és az aspiralt trombust frissnek
tekintettiik, ha kevesebb mint 12 o6ra telt el a mellkasi fajdalom kezdete és a trombusaspiraciod
kozott és/vagy a felvételkori kreatin-kindz (CK) szint kevesebb volt, mint a normal felsd
hataranak kétszerese. A 12 és 24 6ra kozott, valamint a mellkasi fajdalom kezdete utdn tobb
mint 24 6raval aspiralt trombusokat és/vagy ha a felvételkori CK-szint tobb mint a normal felsd
hataranak kétszerese volt, vagy mar a felvételkor csticsot mutatott, szubakutnak, illetve
késoinek osztalyoztuk.

A betegektdl tajékozott beleegyezést kaptunk. A munkat a Helsinki Nyilatkozatban lefektetett

elveknek megfeleléen végeztiik, amelyet a 2008-as Szoulban, Dél-Koreaban tartott Orvosi
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Vilagszovetség kozgylilésén modositottak. A tanulmany etikai jovahagyasat az Orszagos Etikai

Bizottsagtol szereztilk meg (3166/2012/HER).

3.1.2 Korondaria trombus mintak immunhisztokémiai és immunfluoreszcens analizisének
mdodszertani bemutatdsa

A trombusaspirdcié utan a trombus mintdk egy részét fixaltuk és paraffinba agyaztuk. A
metszeteket sorozatban 5 pm vastagsagura vagtuk (Cryostat, Leica CM1860 UV, Nussloch,
Németorszag). Ezeket a mintakat morfologiai jellemzok vizsgalatara hasznaltuk; ezért H&E
(hematoxilin—eozin) festéssel megfestettilk Oket, majd fiiggetlen patologus vizsgalta és
értékelte.

A trombus mintdk masik részét folyékony nitrogénben mélyfagyasztottuk és —80 °C-on taroltuk
tobbszords immunfluoreszeens festés és konfokalis 1ézerpasztazd mikroszkopos analizisig.
Ebben az esetben az Osszes trombus mintabdl egymast kovetd 5 pm vastagsagii metszeteket
készitettiink, amelyeket tobbszordsen festettiink fibrinogen, FXIII és a2-PI vagy APC/PC,
hiszton H3 és CD66b ellen. Az alabbi antitesteket és higitasi ardnyokat hasznaltuk: egér
monoklonalis anti-humén a2-PI antitest FITC-vel konjugalva, higitasi arany: 1:100 (in-house
fejlesztett, minden a2-PI formaval reagal); poliklonalis nydl anti-humén fibrinogén antitest
(ab34269, Abcam, Cambridge, UK), higitasi ardny: 1:100, melyet Alexa Fluor® 568-al jelolt
kecske anti-nyul IgG (H + L), higitasi arany: 1:500 (A11011) ellenanyaggal hasznaltunk; egér
monoklonalis anti-human FXIII-A alegység antitest Alexa Fluor® 647-tel konjugalva (in-house
fejlesztett), higitasi arany: 1:500; monoklonalis egér anti-humén Protein C (AHPC-5071,
Haematologic Technologies/CellSystems, Troisdorf, Németorszag), higitasi arany: 1:500;
Dylight 488 anti-egér IgG (DI-2488, Vector Laboratories, Newark, NJ, USA), higitasi arany:
1:500; poliklondlis nyul anti-hiszton H3 (citrullin R2 + R8 + R17) antitest — ChIP Grade
(ab5103, Abcam, Cambridge, UK), higitasi arany: 1:400; és kecske anti-nyul IgG Alexa Fluor®
568, valamint egér monoklondlis anti-human CD66b Alexa Fluor® 647-tel konjugalva
(305109, BioLegend, San Diego, CA, USA), higitdsi ardny: 1:100. Minden metszetet
Hydromount vizalapu fedémédiummal (NAT1324, National Diagnostics/Scientific Laboratory
Supplies, Nottingham, UK) fedtiink le. A mélyfagyasztott trombus mintakat H&E festéssel is
megfestettiik, mely mintékat fliggetlen patologus vizsgalta és értékelte.

A képeket Olympus FluoView 3000 konfokélis mikroszkoppal (Olympus, Tokid, Japan)
rogzitettiilk, és a képanalizishez annak multi-area time-lapse (MATL) szoftvermoduljat
hasznaltuk. A friss, litikus és organizalt trombusok konfokalis képeit ugyanazzal a

lézerintenzitassal ¢és detektorszenzitivitdsi bedllitdsokkal készitettik a megbizhatd és
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kovetkezetes atlagos fluoreszcenciaintenzitds (MFI) mérések biztositasa érdekében. A H&E
metszeteket Pannoramic Confocal mikroszkoppal digitalizaltuk, és Pannoramic SlideViewer
(2.3 verzio) (3ADHISTECH, Budapest, Magyarorszag) segitségével elemeztiik (beleértve a
morfometriai méréseket is). A korondria trombus mintdk konfokalis képeinek elemzéséhez a
nyilt forraskodu Fiji (2.3 verzid) (Fiji Is Just Imagel) szoftvert hasznaltuk. A konfokalis
fluoreszcens képek kiilonb6zd jellemzett elemeinek kvantifikdlasahoz egy standardizalt,
kordbban jol részletezett, publikdlt modszert adaptaltunk. A kolokalizacids analizis
eredményeit Pearson korrelacios egyiitthatoként (PCC) hataroztuk meg, mely szdmitashoz a

Fiji JaCoP pluginjat hasznaltuk.

3.1.3 Statisztikai analizis

A folytonos valtozok eloszlasat Kolmogorov—Smirnov teszttel vizsgaltuk. Normal eloszlas
esetén a folytonos valtozokat (életkor) atlag + SD formdajaban adtuk meg, mig nem normal
eloszlas esetén medidn ¢és interkvartilis tartomany (IQR) forméjaban (BMI, ejekcids frakcid
(EF), fehérvérsejt-, neutrofil-, eozinofil-, monocita-, thrombocitaszam, eGFR, CRP és CK). A
betegek kategorikus valtozoi kozotti kiilonbségeket y? teszttel vizsgaltuk. A folytonos valtozok
kozotti kiillonbségeket a kiilonbozé betegesoportok kozott t-probaval, ANOVA-val vagy
Mann—Whitney U teszttel és Kruskal-Wallis teszttel elemeztiik. Pearson vagy Spearman
korrelacios analizist végeztiink a paraméterek eloszldsa szerint. Logisztikus regresszios modellt
hasznaltunk a klinikai és laboratoriumi tényezok trombusaspiracid utani egyéves mortalitassal
valo Osszefliggésének vizsgalatara. A statisztikai elemzést a Statistical Package for Social
Sciences (SPSS 28.0 verzid) szoftverrel végeztiik, Chicago, IL, USA. A 0.05 vagy annal kisebb
p-értéket statisztikailag szignifikansnak tekintettiik.

3.2 Metaanalizis és obszervdcios eset-kontroll tanulmdny vénds tromboembdoliaban

3.2.1 Vizsgalati populacio kivalasztasa az eset-kontroll tanulmanyhoz és a metaanalizishez

crer

263) és latszolag egészséges, nem rokon felnétt kontrollszemélyek (n = 320) alkottak.

A Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudoméanyi Kar, Laboratoriumi Medicina Intézet,
Klinikai Laboratériumi Kutaté Tanszéke 2014 februarja és 2015 januarja kozott, egy éven
keresztiil, folyamatosan toborozta a VTE-eseteket. A VTE diagnozisa standard diagnosztikai

eljarasokkal, igymint color Doppler ultrahanggal vagy flebografiaval keriilt megallapitasra a
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Belgydgyaszati Klinikdn. A trombozis meghatarozasa a Trombdzis és Haemostasis Nemzetkdzi
Térsasadga (ISTH) iranyelvei szerint tortént.

A VTE diagnézisat megel6z6 1 honapon beliil fellépd szerzett kockazati tényezdket — igymint
trauma, mitét, akut betegség miatti korhazi kezelés, centralis vénas katéter, immobilizacio,
terhesség, oralis fogamzasgatlo alkalmazéasa, hormonkezelés, elhizodo utazés, L-aszparaginaz
kezelés, valamint a pozitiv csaladi anamnézis €s a szerzett kockazati tényezok jelenléte (példaul
malignitds, paroxizmalis nokturnalis hemoglobinuria (PNH, Machiafava-Micheli szindréma),
autoimmun betegségek, antifoszfolipid szindroma, testtomeg-index (Body Mass Index, BMI)
emelkedés, visszértagulatok, nefrozis szindroma, szivelégtelenség és tartds immobilizacid) —
mind rogzitésre kertiltek.

A vizsgalt idészakban toborzott egészséges onkéntesek esetében nem volt ismert véralvadasi
rendellenesség (pl. Orokletes vérzékenység, trombofilia, vagy szerzett hemosztazis
rendellenesség), illetve nem szedtek a véralvadast befolyasold gyogyszereket (pl. K-vitamin-
antagonistakat, heparint, ] tipust oralis antikoagulansokat stb.); tovabbéa nem fordult el6 vénas
vagy artérids trombozis a kortorténetiikben (mélyvénds trombodzis ¢€s tlidéembolia,
szivinfarktus, iszkémids stroke, periférids artérias betegség).

Azokat a személyeket, akiknek antitrombin-, protein C- vagy protein S-hidnya volt, és ezt oki
mutaciok tdmasztottak ald, kizartuk a teljes vizsgalati populaciobol. Szintén kizarasra keriiltek
a kronikus betegségekben szenveddk (autoimmun, daganatos, kronikus gyulladasos, vese- vagy
majbetegségek). A hipertonia, a cukorbetegség és ezek terdpidja engedélyezett volt a vizsgalt
alanyok korében. NOk, akik oralis fogamzasgatlot (OAC) szedtek, szintén részt vehettek a
vizsgalatban. A vizsgélatot a Helsinki Nyilatkozat elvei szerint, annak 2008-ban, a Koreai
Koztarsasagban, Szoulban a Nemzetkozi Orvosszovetség altal jovahagyott modositasainak
figyelembevételével végeztilk. Az etikai jovahagyast az Orszagos Etikai Tanacs adta meg

(3166/2012/HER)

3.2.2 Vérmintavétel és SNP-genotipizaldas

A vérmintakat a konyokhajlati vénabol, vakuténer csévekbe (Beckton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA) vettik, melyek 1/10 térfogatnyi 0,109 M citratot tartalmaztak
antikoagulansként. A citratos vérmintak buffy coat rétegébdl a DNS-izolalast QIAamp DNA
Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) felhasznalasaval végeztiikk. A FV Leiden és a
protrombin (FII) 20210 G>A mutaciok vizsgalatdt standard molekuldris genetikai
modszerekkel végeztiik. A PROC, PROCR, PROS1 és SERPINCI1 génekben elhelyezkedd 12
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SNP-t vizsgaltunk az ABI PRISM SNaPshot Multiplex Kit (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) felhaszndlasaval, melyek koziil ebben a tanulmanyban kizarélag az EPCR
p-Ser219Gly (rs867186) hatasat elemeztiik. Emellett figyelembe vettiik két tovabbi PROCR
polimorfizmus, az rs8119351 ¢és az rs6088735 hatdsat is. A moddszer lényege, hogy a
termociklusos elongéacid soran SNP-specifikus primerekhez fluoreszcensen jeldlt didezoxi-
nukleotidokat (ddNTP-ket) épitiink be, igy azonositva a vizsgalt SNP-ket. A multiplex
reakcidkhoz hasznalt PCR primereket és az egypontos baziskiterjesztési (single base extension)
primereket a Primer3Plus ingyenes online szoftverrel terveztik 58°C-os hibridizécios
hémérsékletre. A primereket az Integrated DNA Technologies (Miinchen, Németorszag)
szintetizalta.

A PCR-amplifikaciot és tisztitdst kovetéen a multiplex miniszekvenalast 10 pl-es
reakciotérfogatban végeztiik: 3 ul tisztitott PCR-terméket, 2 pl SNP-specifikus primert és 5 pl
SNaPshot reakciokeveréket alkalmazva. A szekvencia-amplifikacié 40 ciklusbdl allt, melyek
sordn a denaturacido 96°C-on 10 masodpercig, a primerkotés 50°C-on 5 méasodpercig, a primer
meghosszabbitasa pedig 60°C-on 30 masodpercig tartott. A felszaporitott termékeket 0,7 pl
SAP (garnéla alkalikus foszfatdz, Sigma-Aldrich, Steinheim, Németorszag) kezeléssel
inkubaltuk, hogy megakadalyozzuk a ddNTP-k tovabbi kotédését. A keveréket 37°C-on 60
percig, majd 75°C-on 15 percig inkubaltuk.

A SAP-kezelést kovetden a termékekbdl 0,5 pl-t 9 pl HiDi formamiddal (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) ¢és 0,5 pul GeneScan 120-LIZ méretjelzd standarddal (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) elegyitettiink, majd 95°C-on 5 percig denaturaltuk, ezt kovetden
legalabb 1 percig jégen tartottuk. A fluoreszcensen jelolt fragmentumok szétvalasztasat POP7
polimerben ABI 3130 Genetic Analyzeren (Applied Biosystems) végeztik. Az adatokat
GeneMapper Software v4.1-el elemeztiik.

A trombofilia kivizsgalasanak részeként antitrombin-, protein C- ¢és protein S-hidnyra
vonatkoz6 plazmavizsgalatokat végeztlink Siemens reagensek (Innovance AT, Berichrom PC,
Innovance free PS) felhasznalasaval BCS-XP automata koagulométeren (Siemens, Marburg,
Németorszag). A plazmat 1500 g-n 20 percig torténd centrifugalassal szeparaltuk, majd 500 pl-

es alikvotokat —70°C-on taroltunk a meghatarozasig.

3.2.3 Eset-kontroll vizsgadlat statisztikai elemzése
A demografiai jellemzok és a PROCR rs867186 polimorfizmus genotipus-gyakorisagainak
eloszlasaban tapasztalhatd kiilonbségeket a y>-probaval vizsgéltuk a betegek és a kontrollok

kozott. A PROCR rs867186 polimorfizmus és a VTE kockazata kozotti Osszefliggések
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értekelésehez feltétel nélkiili (unconditional) logisztikus regresszioval szamoltuk ki a nyers
OR-t 95%-o0s Cl-vel, valamint a korrigalt OR-t 95%-o0s CI-vel.

A folytonos valtozdkat medidn, minimum—maximum értékek és interkvartilis terjedelem (IQR)
formajaban fejeztiik ki. Az IQR a 25. és 75. percentilis kdzotti tartomanyt jeloli. Az eset—
kontroll vizsgélat statisztikai elemzését a Statistical Package for Social Sciences (SPSS 23.0,
Chicago, IL, USA) ¢és a Stata 17 (Statistical Software: Release 17; Stata Corp LLC, College
Station, TX, USA) szoftverek segitségével végeztik. A p < 0,05 értéket statisztikailag

szignifikansnak tekintettiik.

3.2.4 Metaanalizis

A metaanalizist a magas moddszertani mindség érdekében a Szisztematikus Irodalmi
Attekintések és Metaanalizisek Preferalt Jelentéstételi Elemek (Preferred Reporting Items for

Systematic Review and Meta-analyses, PRISMA) ajanlasai alapjan végeztiik el.

3.2.4.1 Metaanalizis — irodalomkeresési stratégia

A primer irodalomkeresést a MEDLINE adatbézisban végeztiik a kdvetkezd keresokifejezések
kombinéciojanak felhasznalasaval: ,,6936A/G”, ,,rs867186”, ,,4600AG”, ,,thromboembolism”,
,thrombosis”, ,,EPCR” ¢s ,,PROCR”. A metaanalizisbe kizarolag azokat a tanulmanyokat
vontuk be, amelyek az EPCR gén polimorfizmusanak és a vénas tromboembolia kockézatanak
Osszefiiggését vizsgaltak. A jelenlegi keresést 2023 majusaig végeztiik, és a keresési stratégia

nyelvi megkotés nélkiil tortént.

3.2.4.2 Bevalasztasi és kizarasi kritéeriumok

Az alabbi kritériumoknak megfeleld tanulmanyokat véalasztottuk be:

(1) Az elérhetd vizsgélatok az EPCR gén polimorfizmusa és a vénas tromboembolia kockazata
kozotti 0sszefiiggést vizsgaljak;

(2) Eset—kontroll vagy kohorszvizsgélatok;

(3) A tanulmanyok megfeleld allél- és/vagy genotipus-gyakorisagi adatokat tartalmaznak az
esetekre és a kontrollokra vonatkozoéan.

A kizarasi kritériumok pedig a kdvetkezdk voltak:

(1) Nincs megfeleléen megadva a prediktor és a kimeneti valtozo;

(2) Attekintd kozlemények, absztraktok vagy konferenciaanyag;

(3) Duplikalt adatok.
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3.2.4.3 Adatok kinyerése

Két fiiggetlen értékeld volt felelds az irodalom sziiréséért és a bevont tanulmanyokbol szarmazo
adatok kinyeréséért. Az alabbi adatokat gytijtottiik ki minden bevont tanulmanybol: elsd szerzd,
a megjelenés éve, a minta mérete, az esetek €és kontrollok szdma, etnikai hovatartozas, tovabbi
informaciok a vizsgélati populaciorol (életkor, nem, illesztési stratégia), valamint a genotipus-

¢s allélmegoszlas az esetek és a kontrollok korében.

3.2.4.4 Adatszintézis és statisztikai elemzés a metaanalizishez és a reprodukdlhatésdagi
vizsgalathoz

A PROCR rs867186 polimorfizmus és a vénas tromboembolia kockazata kozotti dsszefiiggés
meghatdrozasahoz az eltérd genetikai modellek alapjan szdmitott esélyhanyadosokat (OR) és a
hozzajuk tartozd 95%-os Cl-értékeket alkalmaztuk. A genetikai asszociacios vizsgalatok
metaanalizisekor kiilonb6zd statisztikai modellek alkalmazhatéak a genotipus-fenotipus
kapcsolatainak feltérképezésére.

Az egyik leggyakrabban alkalmazott megkdzelités az allél kontraszt modell (vagy mas néven
allélikus modell), amely elsddlegesen a beteg ¢€s kontroll csoportok kozott az egyes allélek (G
¢és A) eléfordulasi gyakorisaganak kiillonbségeit vizsgalja. Az allélikus modellben a vizsgélati
populdcionk egyes tagjai két alléllal jarulnak hozza az elemzéshez, ugy, hogy a genotipus-
frekvencidkat allél-frekvenciakra alakitjuk at. Konverziot kdvetden esélyhanyadost (odds ratio,
OR) ¢és a hozzatartozd6 95%-os konfidencia intervallumot kalkulalunk a két allél
Osszehasonlitasara. Az allélkontraszt modell {6 elénye - az allélhatas additiv feltétele mellett -
a statisztikai er6 maximalizalasaban rejlik. Azonban, ha a populacié a Hardy-Weinberg-
egyensuly idealis feltételeitdl eltér, akkor az elemzés konnyen torzitott, téves kovetkeztetéshez
vezethet.

A recessziv modell (GG vs.GA+AA) hasznalatakor azt feltételezziik, hogy a vizsgalt allél (G)
hatésa csak ¢és kizardlag homozigota formaban nyilvanul meg, igy az elemzés soran a GG
genotipusu egyéneket a GA és AA genotipusuak egyesitett csoportjaval hasonlitjuk dssze.

A domindns modellben (GG + GA vs. AA) arra keressiik a valaszt, hogy vajon mar egyetlen
kockazati allél megléte is elegendd-e a fenotipusos hatas kivaltasdhoz. A domindns modellben
a GG ¢és GA genotipusuak egyesitett csoportjat hasonlitjuk dssze az AA genotipussal.

A homozigoéta kontraszt modell (GG vs. AA) megkozelités a két homozigdta genotipus kozotti

kiilonbségek kimutatasara fokuszal, anélkiil, hogy a heterozigota genotipustiak koztes hatasai
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befolyasolndk az eredményeket. Ennek kovetkeztében, a modellben kizarolagosan a két
homozigota genotipust (GG vs. AA) hasonlitjuk dssze.

A homozigéta kontraszt modell gyakran erésebb kapcsolatot mutat, 6sszehasonlitva mas
modellekkel, kiilondsen azokban az esetekben, amikor a genetikai hatds dozisfiiggd. A
heterozigdta kontraszt modell (GA vs. AA) a heterozigdta (GA) genotipusuak csoportjat
hasonlitja 6ssze a vad tipusii homozigota genotipussal (AA).

A tanulményunkban az alabbi genetikai modelleket alkalmaztuk:

AG vs. AA,

GG vs. AA,

GG + AG vs. AA (dominans modell),

GG vs. AG + AA (recessziv modell) és

G vs. A (allélkontraszt).

A G allélhoz tartozd kisebb allélgyakorisagot (minor allele frequency, MAF) vettik
figyelembe. A tanulmanyok kozotti heterogenitas értékeléséhez Cochran-féle Q-statisztikat és
I>-statisztikat alkalmaztunk. Az I? értéket a tanulmanyok kozotti heterogenitasbol fakado
variacié szézalékos aranyédnak leirdsara hasznaltuk. Az I? értékek 25%, 50% ¢és 75% esetén
alacsony, kozepes és magas tanulmanyok ko6zotti heterogenitasrol beszélhetiink. A Cochran-
féle Q-teszt esetén a p > 0.1 értéket a vizsgalatok kozotti heterogenitas szempontjabol nem
szignifikansnak tekintettiik. Ha nem volt kimutathatd szignifikdns heterogenitas, akkor az
inverz variancia sulyozott hatdsméret-Osszegzést (inverse variance-weighted effects meta-
analysis) alkalmaztuk; ellenkezd esetben a wvéletlen hatdsi (random effect) modellt
(DerSimonian—Laird-médszer) hasznaltuk. Szenzitivitdsi elemzést végeztiink annak
megallapitdsdra, hogy az egyes bevont tanulmdnyok milyen mértékben befolyasoljdk az
egyesitett, ’poolozott” eredményt. Az Egger-tesztet alkalmaztuk a kozlési (publikacids) torzitas
(publication bias) értékelésére, az eredményeket tdlcsérplot segitségével szemléltettiik. A 0.05
vagy annal kisebb p-értéket tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak. A metaanalizis
statisztikai elemzését a MetaGenyo webes eszkoz felhasznalasaval végeztiik.

A MetaGenyo megbizhatdsaganak értékelése érdekében reprodukélhatdsagi vizsgélatot is
végeztiink, melyben a MetaGenyo eredményeit Osszehasonlitottuk a korabban Dennis és
munkatarsai altal STATA statisztikai szoftverrel kapott eredményekkel. A reprodukalhatosagi
vizsgalat soran a MetaGenyo ¢és a STATA platformokkal kapott eredmények szazalékos
eltérését mutattuk ki. Az dsszehasonlitott paraméterek a kdvetkezOk voltak: az eltérés a Hardy—
Weinberg-egyensulytol (HWE), az asszocidcio tesztje (OR és 95%-os CI), valamint a
vizsgalatok kozotti heterogenitas (I? és Cochran Q p-érték).
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4. EREDMENYEK
4.1 A korondria trombusaspirdcion dtesett vizsgdlati populdacio altalanos jellemzoi

A vizsgalati iddszakban n = 164 betegnél végeztek koronaria trombus-aspiraciot; kozottiik férfi
dominancia volt megfigyelhetd: n = 115 férfit és n = 49 n6t kezeltek. A betegek atlagéletkora
61.1+11.9 év volt. A betegeket a koronaria elzarddas hattere szerint osztalyoztuk, ahol n = 125
esetben ateroszklerotikus koronaria plakk-ruptaraval Osszefliggd nativ korondriaartéria-
elzarddas (artery occlusion, AC) volt, n = 18 esetben koronaria embdlia, n = 8 esetben véna
szaféna koszoruér-graft (saphenous coronary grafts, SVG) elzarddasa, és n = 13 esetben sztent-
trombozis fordult eld. A koronaria elzarddas, koronaria embolia, SVG ¢és sztent-trombozis
eltérd klinikai és patofiziologiai jellege miatt ezek az esetek kizarasra keriiltek a jelen

tanulmanybol.

4.2 Rutin klinikai, laboratoriumi és angiogrdfids paraméterek vizsgalata

Az ateroszklerotikus korondria plakk-ruptaraval 6sszefiiggd esetek csoportjan beliil nem volt
kiilonbség az életkorban, a nemben és a klasszikus rizikdfaktorokban (hipertonia, diabetes
mellitus, hiperlipidémia és dohanyzés) az akut, szubakut és kései megjelenésii betegek kozott.
A Dbeavatkozas eldtti ejekcios frakcio, TIMI dramléds, fehérvérsejt-, neutrofil- ¢&s
thrombocitaszam, valamint az eGFR is hasonl6 volt a harom alcsoportban, mig a monocitaszdm
a legmagasabb volt a késon érkezdk esetében. Fokozatos és forditott dsszefliggések voltak
megfigyelhetok a beavatkozas utani TIMI aramlasban és az MBG értékekben a koronaria
elzarddas utan eltelt id6 fiiggvényében. A CRP-szint fokozatos novekedést mutatott a korondria
elzarodas utan eltelt idével. A CK-értékek a felvételkor—a varakozasoknak megfeleléen—a
szubakut esetekben voltak a legmagasabbak, és csak enyhe emelkedést mutattak az akut
fazisban. Mig a trombus tomege a legmagasabb volt a késén érkezdkben, a PCI és a
trombusaspirdcié utani egyéves prognozis nem fliggdtt a korondria elzdrédas és trombus
aspiracid kozott eltelt id6tdl. Vizsgaltuk azokat a klinikai és laboratoriumi markereket, amelyek
hozzajarulhatnak a PCI utani egyéves mortalitassal jelzett rossz prognozishoz.

A teljes populaciobol n = 121 betegnél volt adatunk az egyéves tulélésrol, akik koziil n = 17
nem ¢lte tal az egy évet a PCI utan. Az iddsebb életkor, a diabetes mellitus, az alacsonyabb
felvételi ejekcios frakcio, a gyenge beavatkozas utani TIMI dramlas és MBG, a felvételkor
magasabb fehérvérsejt-, neutrofil- és thrombocitaszam, az alacsonyabb eGFR, a magasabb CK-

érték, valamint az aspirdlt trombus nagyobb tomege Osszefliggést mutatott az egyéves
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mortalitassal. Ezek koziil az aspiralt trombus nagy tomege (azaz 20 mg felett), a diabetes
mellitus ¢és a magasabb neutrofil sejtszam fliggetlen prediktorai voltak a mortalitasnak a
korrigalt modellben. A magasabb ejekcids frakcio a felvételkor a jobb prognoézis fliggetlen
prediktora volt.

A 20 mg alatti trombus tdmeg jo negativ prediktiv értéket mutatott az egyéves mortalitasra
(NPV =0.95), mig a pozitiv prediktiv érték alacsony volt (PPV =0.23), és a ROC analizis 0.732
AUC értéket eredményezett (95% CI 0.600-0.863, p = 0.002).

Ezzel szemben az infarktussal érintett artéria (azaz LAD, CX vagy RCA) ¢és az érintett erek
szama (azaz egy-, két- vagy haromér-betegség) nem mutatott szignifikdns korrelaciot a
prognozissal. Az eljards soran bekovetkezd disztalis embolizacid gyakoribb volt azoknal a
betegeknél, akik nem élték tal, azonban a gyakorisagi kiilonbség statisztikailag nem volt
szignifikans. A beiiltetett sztent hossza és atmérdje, a LAD hossza, valamint a proximalis vagy
disztélis trombus lokalizacido nem mutatott szignifikdns 0sszefliggést az egyéves mortalitassal.
Az aspiralt trombus tomegének és a kiilonbozd klinikai és laboratoriumi tényezok kozotti
Osszefiiggések vizsgalata soran a trombus életkora (azaz akut-szubakut-késéi), a felvételkori
CK-szint és az infarktussal érintett artéria (IRA) szignifikans korrelaciot mutatott (r = 0.278, p
=0.002 a trombus ¢életkorara; r = 0.288, p = 0.001 a CK-ra; és r=0.227, p=0.011 az IRA-ra).
Magasabb aspiralt trombus tomeg esetén tendencia mutatkozott a magasabb CRP-szintek felé

(r=0.175, p = 0.059).

4.3 A trombus életkoranak meghatadrozdsa klasszikus hisztopatolégiaval

A korondria trombdzis jol ismert dinamikus fejlddési folyamatat alapul véve, az aspiralt
trombusok életkorat H&E (hematoxilin-eozin) festéssel vizsgaltuk, és friss, litikus vagy
organizalt kategoéridkba soroltuk 6ket. A trombusok életkorat a kordbban leirt kritériumok
alapjan osztalyoztuk. A kiilonboz6 életkort trombusok koziil kivalasztottunk 8 friss, 8 litikus
¢és 8 organizalt trombust a tovabbi, konfokalis mikroszkopias vizsgalatokhoz.

Az H&E festéssel friss, litikus és organizalt kategoridba sorolt trombusok minden esetben

megfeleltek a klinikai és laboratoriumi indexek alapjan tortént eldzetes besorolasuknak.
A friss trombusban ép sejtes elemek és réteges strukturak voltak megfigyelhetdk. Ezek

intracoronarids masszak voltak heterogén szerkezettel, amely fibrinhalobol €s ép vérsejtekbdl

allt, ugymint granulocitak, vérlemezkék és eritrocita aggregatumok.
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A litikus fazisban 1évé trombusban a granulocitdk kollikvéacioja és karyorrhexise volt
¢észlelhetd. Ezeket a sejtek apoptozisa és a koaguldcios nekrozis teriiletei jellemzik, amelyek a
sejtes elemek Ujraecloszlasaval tarsulnak. Megfigyeltik a makrofagok megjelenését és a
granulocitak polarizacios hajlamat litikus aktivitassal a fibrinhalé felszinén.

Az organizalt trombusban a magas foku szervezddés, a simaizomsejtek belsé novekedése, a
kotdszovet lerakodasa és proliferacioja voltak a f6 hisztopatologiai jellemzok. A fibroblasztok
belsd felhalmozodéasa és a laza kotdszovet lerakddasa volt megfigyelhetd. A trombusok
azonban nem voltak homogének, mivel gyakran az organizalt, a litikus valtozasok ¢és a friss
trombus elemeinek jellemzdit mutattdk ugyanazon mintdkban egyidejiileg. Annak érdekében,
hogy megvizsgéaljuk a hemosztazis faktorok jelenlétét a trombusokban és Osszehasonlitsuk
megjelenésiiket a trombus életkora szerint, az elemzés sordn kor-specifikus teriileteket (ROI,

Region of Interest) hataroztunk meg.

4.4 A hemosztazis fehérjék és a NET-ek markereinek megjelenése a korondria trombusokban
az evolucio kiilonbozo szakaszaiban

Azn =164 betegminta kezdeti feldolgozasa utan részletes elemzést végeztiink n = 24 férfi beteg
koronaria trombusan, akik ateroszklerotikus korondria plakk-rupturdval Osszefliggd nativ
koronériaartéria-elzarédasban (AC) szenvedtek, immunfluoreszcens festés és konfokalis
mikroszképos analizis segitségével. A kizarolag férfi betegek bevonasaval a jelenlegi
tanulmany hatékonyan kikiisz6boli az esetleges, nemhez kapcsolddo valtozokat, ezaltal novelve
eredményeinek megbizhatdsagat.

Azn =8 betegtdl szarmazo friss trombusok egységes, réteges szerkezetet mutattak, amelyekben
csak nagyon kis mértékben volt jelen a NET marker (citrullindlt H3 hiszton) és a CD66b
marker. Pontosabban, a friss trombusokban volt a legkisebb aranyban jelen a NET marker,

atlagos fluoreszcenciaintenzitas (MFI) értéke 8.176 + 0.72 (atlag + SEM).

Hasonloképpen, a friss korondria trombusok alacsony szintli a2-PI-t mutattak; ennek a
markernek az MFI értéke 12.31 = 1.22 volt. A PC/APC, CD66b, fibrinogén és FXIII MFI
értékei sorrendben 34.3 + 2.26, 16.1 £ 2.28, 26.5 £ 2.24 és 33.4 + 3.68 voltak. Morfoldgiai
megjelenés szempontjabol az a2-PI pontszeri struktirat mutatott, ami megfigyelhetd volt a

NET és a CD66b esetében is.
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Ahogy varhat6 volt, a fibrin mar a trombusképzddés korai fazisdban jol felismerhetd struktarat
mutatott. Az APC/PC ¢és az FXIII markerek szintje is jelentds volt a friss trombusokban. A
fibrinszalak, mint egy vazként toltotték ki az egész trombust. Az FXIII ugyanazon a helyen volt
detektalhatd, nem pontszerli, hanem inkabb egy folytonos strukturaként jelent meg a fibrin
mellett, tovabbd a kolokalizacio elemzése erds korrelaciot mutatott a fibrinnel (Pearson
korrelacios egyiitthatd (PCC) 0.65 = 0.01 volt). Az APC/PC az egész trombus teriiletét

elfoglalta, és nem pontszerii struktiraként jelent meg.

crer

szakaszaban (litikus fazis). A NET marker MFI értékei (25.8 + 3.72), a CD66b (27.0 & 3.56) és
az a2-PI (22.6 £ 2.41) novekedtek, és az a2-PI esetében a kiilonbség statisztikailag szignifikans
volt az el6z0 (friss) fazisban mért mennyiségéhez képest. A fibrin mennyisége (43.15 + 3.36)
szintén jelentésen megndvekedett a friss trombusok esetében mért mennyiséghez képest. Az
FXIII mennyisége (42.1 + 4.6) enyhén emelkedett a litikus trombusokban, mig az APC/PC
intenzitasa (32.3 + 3.36) alland6 maradt. Az a2-PI és a NET megjelenése hasonlo6 volt a friss
trombusokban megfigyelthez, pontszerli mdédon, nem homogén eloszlassal. Az APC/PC ebben
a trombus fazisban méhsejtszeri strukturat mutatott, és a CD66b is hasonlé modon jelent meg
a trombusok nagy teriiletén, ami arra utal, hogy koriilolelik a NET-et. Az APC/PC és a NET
kolokalizacigja jelentds volt (PCC értéke 0.49 + 0.02). A fibrin ¢és az FXIII kolokalizacidja

allando és erds korrelaciot mutatott (PCC értéke 0.69 + 0.01) a litikus trombusokban.

Az organizalt trombusokban a NET (9.96 + 2.76) és a CD66b (14.0 + 1.84) mennyisége
jelentdsen csokkent az el6zd fazishoz képest a NET marker esetében, és az MFI értékek
csokkenése statisztikailag szignifikans volt (p = 0.0007). A vizsgalt hemosztazis markerek
mennyisége hasonl6 maradt a litikus fazisban mértekhez. A PC/APC, a2-PI, fibrinogén és FXIII
MFI értékei sorrendben 30.8 + 2.68; 21.2 + 1.74; 37.0 £ 4.35 és 41.2 + 5.37 voltak. Az a2-PI
¢s a NET megjelenése hasonlo volt a trombus evolicio korabbi fazisaihoz, pontszerti moédon és
nem homogén eloszlassal. Az APC/PC és a CD66b méhsejtszerti strukturdban jelentek meg;
azonban ahogy a trombusok egész szerkezete lazabba valt, az immunpozitiv teriilet is csokkent.
Mivel mind a NET, mind a CD66b mennyisége jelentdsen csokkent, az APC/PC-vel val6
kolokalizacidjuk vizsgélata nem volt konkluziv. A fibrin szerkezete—ahogy varhat6 volt—
toredezetté valt az organizalt trombusban. Az FXIII tovébbra is erdsen tarsult a fibrinnel, ¢s a

PCC értéke 0.63 + 0.01 volt.
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4.5 APROCR p.Ser219Gly polimorfizmus szerepe vénds tromboemboliaban. Az Eset-kontroll
tanulmany eredményeinek ismertetése

Miutdn a résztvevok beleegyezd nyilatkozatot adtak, n = 263 VTE-s esetet és n = 320,
egymassal nem rokon, egészséges kontrollszemélyt vontunk be a vizsgalatba.

A VTE-esetek ¢s a kontrollok egyarant a 18-85 éves korcsoportba tartoztak; a VTE-s esetek
median életkora szignifikdnsan magasabb volt, mint a kontrolloké. A nemek eloszldsdban nem
volt kiilonbség a két csoport kozott. A testtomegindex (BMI), valamint a trombodzisra
vonatkozoan pozitiv csaladi anamnézis eléforduldsa szignifikdnsan magasabb volt a VTE-
csoportban. Az aktiv dohanyosok ardnya szignifikdnsan alacsonyabb volt az esetek kozott.

A széjon at szedhetd fogamzasgatlot (OAC) szedd ndk szama az esetek csoportjdban n = 18, a
kontroll csoportban n = 17 volt; ez a kiilonbség nem volt statisztikailag szignifikans.

A VTE-csoportban az esetek 23%-anal allt fenn valamilyen provokald tényez6 a trombozis
kapcsan. Ezek kozott 30%-ban OAC-hasznalat fordult eld, 23.3%-ban trauma és/vagy
gipszrogzités szerepelt a kortorténetben, 16.6%-ban miitét, 11.7%-ban sziilés utani idészakban
jelentkezett trombozis, 5%-ban hosszu utazas eldzte meg a trombozist, 5%-nal immobilizaciot
regisztraltak, 3.3%-ban terhességgel 6sszefliggd trombozis fordult eld, 1.7%-ban hormonpotlas,
1.7%-ban visszérbetegség, 1.6%-ban intravénas kaniilhdz kothetd trombodzis volt jelen. A
provokalo tényezdvel rendelkezd esetek szignifikdnsan fiatalabbak voltak, és a ndk aranya
szignifikdnsan magasabb volt, mint a provokald tényezo nélkiil kialakult VTE-esetekben.

A két csoport kozott nem volt kiilonbség a dohanyzés, a BMI, a pozitiv csalddi anamnézis
gyakorisaga, valamint a rekurrens VT és PE tekintetében. A VTE csoportban a rekurrens VT
aranya 28%, a PE gyakorisdga 27% volt. A diabetes mellitus és a hipertonia eléforduldsa
szignifikdnsan magasabb volt az esetek korében; ugyanakkor e két tényezo tekintetében nem
mutatkozott kiilonbség a provokalt és nem provokalt VTE-esetek kozott.

A FV Leiden mutécié gyakoribb volt a VTE csoportban (p <0.001), mig a protrombin
20210G>A polimorfizmus mutacios gyakorisagaban nem volt kiilonbség a két csoport kdzott.
Nem mutatkozott eltérés a FV Leiden és a protrombin 20210G>A mutaci6é gyakorisagaban a
provokalt és nem provokalt VTE-esetek dsszehasonlitasakor sem.

A vizsgalt populacioban a p.Ser219Gly polimorfizmus, valamint az rs6088735 és az rs8119351
is megfelelt a Hardy—Weinberg-egyensuly kovetelményeinek (p = 0.7687; p = 0.5521; p =
0.6701). A harom SNP kozott erds kapcsoltsadgi egyensuly (LD) allt fenn. A harom SNP
kombinaciojat vizsgalva a leggyakoribb haplotipus az ,,ACG” volt (gyakorisag 0.659), ezt
kovette az ,,ATG” (gyakorisag 0.232), mig a ,,GCA” (gyakorisag 0.094) és a ,,GCG”
(gyakorisag 0.014) ritka variansoknak bizonyultak.
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A teljes vizsgalati populdcioban, barmiféle korrekcid €s alcsoportelemzés nélkiil, nem tudtunk
szignifikans kiilonbséget kimutatni az rs867186 genotipus gyakorisagai kozott sem a VTE-
esetek €s a kontrollcsoport, sem a provokalt és nem provokalt VTE-esetek kozott. A nemek és
a dohanyzas szerinti alcsoportelemzés sem mutatott szignifikans kiilonbséget az rs867186
genotipusgyakorisagokban. A BMI <30 kg/m*-es vagy a 60 ¢év alatti (a VTE-esetek 75.
percentilise alatti életkortl) egyének alcsoportjaiban sem volt szignifikans eltérés az rs867186
vadtipust és mutaciohordozé genotipusainak megoszlasa kozott. Amennyiben csak az rs6025
(FV Leiden) vagy az rs1799963 (F1120210G>A) vadtipusu, illetve hordozé személyeket vettiik
figyelembe, az rs867186 genotipusgyakorisdgaban akkor sem mutatkozott szignifikans

kiilonbség.

Vizsgalatunkban elemeztiikk a VTE kiujuldsat is a PROCR rs867186 kapcsan, és OR = 1.72
(95% CI: 0.95-3.13; p = 0.075) értéket kaptunk, amely a korrigalt modellben is hasonlé maradt.
Az FV Leiden ¢és a FII 20210A sem befolyasolta a VTE kiojulasanak kockazatat
elemzésiinkben.

Mivel a pacienseink dontd tobbsége K-vitamin-antagonista terapidban részesiilt a bevonds
idején, és a vizsgalat sordn nem engedélyeztiink terapiamoddositast, a protein C (PC)
antikoagulans aktivitdsat esetiikben nem lehetett értelmezni. Azonban az antikoagulans
terapidban nem részesiilé egészséges egyéneknél kimutattuk, hogy az rs867186 jelenléte
szignifikansan novelte a PC aktivitast, a homozigdta mutdnsoknal kiilondsen magas plazma PC
aktivitasi szintet eredményezve. A vad tipusu egyének esetében a median PC aktivitas 112%
(IQR 24) volt, a heterozigotdknal a median PC aktivitds 128.5% (IQR 32), mig a
homozig6taknal (n = 3) a median PC aktivitas 160% volt.

4.6 A PROCR p.Ser219Gly polimorfizmus szerepe vénds tromboembdliaban. Metaanalizis

Osszességében 53 potencialisan relevans publikaciot azonositottunk az irodalmi adatbazisban
végzett keresés soran. A jelenlegi metaanalizishez végiil 11 tanulmanyt véalasztottunk ki.

Az ,Identification”, avagy Azonositas fazisban n = 19 tanulményt zartunk ki duplikacioé miatt.
A ,,Screening”, avagy Sziirés fazisban n = 20 tanulmany keriilt kizarasra. A kizart tanulmanyok
kozott volt két in vitro sejtvonalas kisérlet, egy allatkisérletes vizsgalat, hdrom metaanalizis,
egy olyan tanulmany, amelybdl nem lehetett primer adatokat kinyerni, négy egyéb génmutaciot

vizsgalo tanulmany, valamint kilenc olyan vizsgalat, amelyek eltéré kimenetet tanulmanyoztak
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(akut mieloid leukémia, cerebralis trombdzis, koszoriér-betegségben szenvedé (CHD) betegek,
myeloma multiplex, petefészekrakos betegek ¢és nem provokalt VTE).

Az ,FEligibility”, avagy Alkalmazhat6sagi fazisban tovabbi négy tanulmanyt zartunk ki.
Koziilik ketté nem felelt meg a Hardy—Weinberg-egyensuly (HWE) kritériumainak, egy
tanulmany pedig a kordbban publikaltakhoz hasonlo vizsgélati populacioval és mintavételi
tervvel rendelkezett. Egy tanulmanyt publikdcids torzitds kimutatdsa miatt zartunk ki. A
mindségértékelést és az adatextrakciot kdvetden a bevont tanulmanyokban 6sszesen 5768 eset
¢s 30 017 kontroll szerepelt.

Az Osszes kivalasztott tanulméany adatait Osszevonva, metaanalizisiink szignifikans
Osszefliggést mutatott ki az EPCR p.Ser219Gly polimorfizmusa és a VTE ko6zott minden
vizsgalt genetikai modell esetében (dominans modell: OR =1.27, 95% CI: 1.11-1.46; recessziv
modell: OR = 1.60, 95% CI: 1.26-2.04; GG vs. AA kontraszt: OR = 1.64, 95% CI: 1.28-2.09;
GA vs. AA kontraszt: OR = 1.24, 95% CI: 1.08-1.43).

A vizsgalatok kozotti heterogenitds minden vizsgalt genetikai modell esetében alacsony volt.
Ugyanakkor ez a kis szami GG genotipusii személy miatt torzulhat, ami elfedheti a valos,
vizsgalatok kozotti heterogenitast, ahogy azt korabbi kozlemények is felvetették mar.

A bevont tanulmanyok kdzott nem mutatkozott szignifikans kiilonbség az Egger-teszt alapjan
az allélkontraszt (G vs. A) (p = 0.07), a recessziv modell (GG vs. GA + AA) (p = 0.58), a
dominéns modell (GG + GA vs. AA) (p = 0.05) és a GG vs. AA kontrasztmodell (p = 0.43)
esetében. A tolcsérdiagram — amely a log-odds ratat abrazolja a standard hiba reciprokanak
fliggvényében — sem mutatott publikacids torzitast ezekben a genetikai modellekben. Az Egger-
féle regresszids aszimmetria-teszt azonban szignifikans eltérést jelzett a GA vs. AA
kontrasztmodell esetében (p = 0.04), és a tolcsérdiagram publikécids torzitasra utalt.

A szenzitivitdsi elemzés szerint az egyes tanulmanyok kihagyasa nem eredményezett

szignifikans valtozast az egyesitett OR-értékben.

4.7 Reprodukdlhatosagi vizsgalat

A reprodukélhatdsag definicio szerint a mérési eredmények hasonlosaganak a mértékét jelenti
kiilonbozo kutatdcsoportok és eltérd kisérleti beallitasok dsszevetésében. Reprodukalhatdsagi
vizsgalatunkban arra kerestiik a valaszt, hogy a metaanalizis eredményei valtozatlanok
maradnak-e, ha eltérd statisztikai szoftvert alkalmazunk. Az éltalunk alkalmazott (MetaGenyo
online statisztikai elemzd rendszer) mddszerrel nyert adatokat dsszehasonlitottuk a Dennis és

munkatarsai altal, a STATA 11-es verzioju szoftverrel kapott és kozolt eredményekkel.
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Az Osszehasonlitd vizsgalatba csak azokat a tanulmédnyokat vontuk be, amelyeket Dennis ¢és
munkatrsai is elemeztek. Osszevetettiik a Hardy—Weinberg-egyenstly (HWE) eltérését, az
asszociacios teszt eredményeit (OR ¢és 95%-os CI), valamint a vizsgéalatok kozotti
heterogenitast (I*> és Cochran Q p-érték). A STATA ¢és a MetaGenyo altal szolgaltatott

metaanalizis-eredmények kozott nem talaltunk eltérést és a szazalékos eltérés 0% volt.
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5. MEGBESZELES

5.1 A hemosztazis elemeinek megjelenése a korondria trombusban, és azok valtozdsai a
trombus evolicio sordn; a kiilonbozo klinikai és laboratoriumi paraméterek osszefiiggése a
trombus koraval, illetve a trombusaspirdciot koveto klinikai kimenetellel

E tanulméanyunkban a laboratoriumi és betegekkel kapcsolatos klinikai tényezdket vizsgaltuk
olyan betegek esetében, akiknél STEMI zajlott és a koronaria trombusok aspiraciora keriiltek.
A betegeket osztalyoztuk az infarktus kora szerint (akut-szubakut-késdi). A legmagasabb CK-
értekeket—ahogy az varhat6 volt—a STEMI szubakut fazisdban regisztraltuk, mig a CRP és a
fehérvérsejt-szam, kiilondsen a monocitaszam, fokozatosan novekedett a STEMI fazisai soran,
jelezve a gyulladasos reakcio kialakulasat. A trombus terhelés és a mikrovaszkularis reperfuzios
paraméterek legkedvezdtlenebbek voltak a késon érkezOknél. Azonban az egyéves mortalitas a
harom csoport kozott nem mutatott jelentds kiillonbséget a vizsgalt betegpopulécioban.
Korabban kimutattdk, hogy a magas trombus terhelés jelentds prediktora a disztalis
embolizacionak, amely rossz prognodzissal tarsult PCI utin. Azonban a teljes vizsgélati
csoportban nem talaltunk jelentds prediktorokat a disztalis emboliz4ciora a vizsgalt indexeink
kozott. A legvaloszinlibb valtozo, amely varhatéan, eldre feltételezett modon Osszefliggést
mutat a disztalis embolizacioval, a trombus tomege volt tanulményunkban; azonban ez sem
mutatott szignifikans korrelaciét a disztalis embolizacidval (r = 0.132, p = 0.148). Nem volt
szignifikans korrelacio az akut, szubakut vagy késon érkezdk és a disztalis embolizacié kozott
sem.

Az eljarés utani TIMI és MBG értékek—ahogy varhato volt—kedvezdtlenek voltak a disztélis
embolizacidval rendelkezd betegeinknél (r = -0.183, p = 0.041 a TIMI esetében és r = -0.181,
p = 0.044 az MBG esetében). A disztalis embolizacié gyakorisdga magasabb volt azon
betegeinknél, akik egyéves utankovetés soran elhunytak, de a gyakorisag kiilonbsége nem érte
el a statisztikai szignifikanciat. Ez valoszintlileg a nem tulélé csoportunk kis mintaméretének
koszonhetd. A nagyobb trombus tomeg (azaz 20 mg felett) azonban szignifikansan dsszefiiggott
betegeinknél az egyéves mortalitassal, és—a diabetes mellitus, az alacsony felvételi ejekcios
frakcio (EF) és a magasabb fehérvérsejt (neutrofil) szam mellett—fiiggetlen rizikofaktornak

bizonyult az egyéves mortalitasra.

Ebben a vizsgélatban az ateroszklerotikus korondria plakk-ruptiraval dsszefliggd miokardidlis
infarktusban szenvedd betegek aspiralt koronaria trombusainak szerkezetét is vizsgéltuk. A
klasszikus hisztopatologiai jellemzok alapjan a trombusokat friss, litikus és organizalt

kategoriakba soroltuk.
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Megfigyeltiik a XIII-as faktor (FXIII), az a2-plazmin inhibitor (a2-PI) és az aktivalt protein
amelyeket kordbban még nem irtak le, bar ezek alapvetd fontossagu tényezdk a trombus
szilardsdga ¢és a fibrinolizis szempontjabol. Az APC/PC tovabba nemcsak a koagulacio—
antikoagulacioban jatszik fontos szerepet, hanem gyulladasgatld ¢és citoprotektiv
folyamatokban is. Meghataroztuk az FXIII ¢és az a2-PI egymassal vald kapcsolatat, valamint a
fibrinnel—a korondria trombus jol tanulmanyozott komponensével—vald Osszefliggésiiket.
Ezenkiviil tanulméanyoztuk az APC/PC kapcsolatat a NET (neutrofil extracellularis csapdak)
elemeivel és az aktivalt granulocitakkal is.

A fibrin a koronaria trombusokban a kordbbi tanulmanyokban leirtakhoz hasonld szokasos
szerkezetet mutatott. JOl ismert, hogy a keresztkotott fibrinrostok a trombusok egyik f6
komponensei, és a fibrin mennyisége idovel novekszik a trombus evolucidja sordn a litikus
fazisig; majd az organizélt fazis sordn mennyisége kissé, de nem jelentésen csokken. Ez
megfigyelheté volt eseteinkben is. Az FXIII szorosan kapcsolodik a fibrinhez, mivel
kulcsszerepet jatszik a keresztkotési folyamatban transzglutaminazként. Az altalunk vizsgalt
koronaria trombusokban az FXIII mennyisége magas volt, és evolucidjuk soran nem valtozott
jelentdsen. Ismert biokémiai szerepével 6sszhangban az FXIII és a fibrin kolokalizacioja volt a
¢és az FXIII vizualis megjelenése szorosan és folyamatosan kdvette a fibrin szerkezetét.

Nem csak az FXIII, hanem az a2-PI is alapvetd szerepet jatszik a fibrinolizis szabalyozéasaban.
Az a2-Pl, egy szerin protedz inhibitor, az FXIII altal keresztkotddik a fibrinhez, stabilizalva a
fibrinrogot és gatolva a fibrinolizist. Valojaban az a2-PI jelentdsége a korondria trombdzis
kontextusaban nagyrészt feltaratlan. Eddig az a2-PI megjelenését és kapcsolatat a korondria
trombusban nem vizsgaltak. In vitro alvadési tanulmanyokban, amelyek tisztitott fibrinogént,
FXIII-at és a2-PI-t hasznaltak trombin aktivalas utan, az o2-PI fibrin a-lanchoz vald
keresztkdtése nagyon gyorsan zajlik, és majdnem befejezddik, miel6tt a fibrinogén y-lanc
dimerjei és o-lanc polimerei kialakulndnak. Azonban az in vivo keresztkotési folyamathoz
kapcsoldddan még sok megvalaszolatlan kérdés van. Tanulmanyunkban az a2-PI mennyisége
alacsony volt a friss trombusokban, ¢s statisztikailag szignifikans novekedést figyeltiink meg a
friss és a litikus fazis kozott, ami parhuzamos volt a fibrin mennyiségének novekedésével. Az
a2-PI MFT értékei nem novekedtek tovabb az organizalt fazisban. Az FXIII szerkezetével
ellentétben az a2-PI megjelenése inkdbb diszkrét volt, de egyenletesen eloszlott ¢és

kovetkezetesen tarsult a fibrinnel.
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Ez a diszkrét eloszlas magyarazhato azzal az in vitro megfigyeléssel, mely szerint a plazma a2-
PI koriilbeliil 30-50%-a kotddik az alvadékhoz, ami azt jelenti, hogy minden 15-25 fibrin
molekulara egy 02-PI molekula jut az alvadékban. Alternativ lehetdségként az is felmeriil, hogy
a FXIII csak meghatarozott pontokon koti az o2-PI-t a fibrinhez, de ezt eddig még nem
vizsgaltak.

Megfigyeléseink és az FXIII és az a2-PI trombus képzddésében ¢€s stabilizaldsaban betoltott
bioldgiai szerepei alapjan elénydsnek tlinik ezen faktorok tesztelése, mint potencidlis terapids
célpontok a koronaria arterioszklerézisban a STEMI megeldzése és kezelése érdekében, a
standard kezelési modok mellett.

Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy az APC kulcsfontossagu szabalyozdja a fibrinolizisnek
és a koagulacionak, és nemcsak antikoagulans, hanem gyulladdsgatld és citoprotektiv
tulajdonsagokkal is rendelkezik kiilonb6zd sejttipusokon, beleértve a monocitdkat és a
neutrofileket is. Feltételezték, hogy az APC citoprotektiv és gyulladasgatlo hatdsai magukban
foglalhatjak a neutrofil funkci6 és a NET képzddés szabalyozasat azon megallapitasok alapjan,
hogy az APC képes hasitani az extracelluléris hisztonokat allatmodellekben. A NET jelenlétét
kiilonbozo eredetli trombusokban—beleértve az aspiralt koronaria trombusokat is—mar leirtak.
Yunoki és munkatarsai jelentés mennyiségii CD66b immunpozitiv teriiletet figyeltek meg egy
aspiralt trombusban, ami 9sszefiigghet a kdrosodott koronaria mikrocirkulacidval. A thrombo-
inflammacié koncepcidjat tobb évvel ezeldtt vetették fel, és kimutattdk a két alapvetd
mechanizmus kozotti kdlcsonhatést a sziv- és érrendszeri betegségek - beleértve a miokardidlis
infarktust is — kialakuldsdban. A neutrofilek és a NET-ek minden tipusu komplikalt 1ézioban
lokalizalodnak, ami arra utal, hogy jelenlétiik Osszefiigg az ateroszklerdzis akut
komplikacioival. Kimutattak, hogy az APC kulcsszerepet jatszik kardioprotektiv faktorként
nemcsak antikoaguldns, hanem gyulladasgatlo és citoprotektiv tulajdonsdgai révén is. Az APC
¢s a NET elemek kozotti kapcsolatot eldszor vizsgaltuk aspirdlt korondria trombusban
tanulmanyunkban. Kisérleteinkben viszonylag magas mennyiségli APC/PC-t észleltiink a
stadiumban megjelenik a trombusképzddés soran. A PC trombin 4ltali aktivalasa alapvetd 1€pés
a természetes antikoaguldns folyamatokban, és az APC hatdsa az aktivalt FVIII és FV
inaktivalasaval korlatozza a trombingeneraciot, ezéltal a fibrinképzédést. Az APC eldsegitheti
a fibrinolizist is, tovabb korlatozva a trombus novekedését. A NET-ek hisztonjainak hasitasaval
az APC csokkentheti az akut ateroszklerotikus plakk-ruptaraval 6sszefiiggd gyulladdsos ¢és

citotoxikus reakciokat. Ezeket a folyamatokat Osszevetve, az APC jelenléte a koronaria

31



trombusképzddésében véddfaktornak tekinthetd, amely érdemes tovabbi in vitro és klinikai
vizsgalatokra, hogy potencialis terapids alkalmazasként figyelembe vehessiik.

Nagyon kis mennyiségi NET markert talaltunk a friss trombusokban és evoluciojuk sordn; a
NET-ek intenzitasi értékei a litikus fazisban azonban jelentdsen novekedtek. Eredményeink azt
mutatjak, hogy a friss trombusokban lassan indulé NET6zis folyamat zajlik, ami 6sszhangban
van a trombusképzddéssel kapcsolatos jelenlegi ismereteinkkel. Az organizalt stddiumban a
NET mennyisége jelentdsen csokkent. A litikus fazisban, ahol magasabb mennyiségi NET
marker volt jelen, nem elhanyagolhatdé mértékii kolokalizaciot figyeltiink meg az APC/PC és a
NET marker citrullinalt H3 hiszton k6zott (PCC 0.49 + 0.02 volt). Ez a megfigyelés felveti azt
a NET csokkenéséhez vezet, igy probalva megsziintetni annak karos kovetkezményeit. A
CD66b mennyisége kovette a citrullindlt H3 hisztonok megjelenésének dinamikéjat, azaz csak
kis mennyiség volt ebbdl a markerbdl a friss trombusban, ami a litikus fazisban jelentésen
megnovekedett, majd ezt kovetden csokkent. Feltételezhetd, hogy a granulocitadk megjelenése
a plakk-ruptarat kovetden NET képzddéséhez vezet a novekvd trombusban. A NET
jelenlétének korlatozasa a szervezett trombusban az ebben a staddiumban jelen 1évd alacsonyabb
granulocitaszimmal magyardzhato. Megfigyeléseinket Osszegezve arra a kovetkeztetésre
juthatunk, hogy a koronaria trombus litikus stadiuméban a lassi NET6zis vezet a NET-ek
legmagasabb mennyiségéhez, majd a NET-ek mennyisége csokken, részben a kevesebb
granulocita miatt, amelyek termelik Oket, kiilonosen az APC 4ltal legalabb részben végzett
hisztondegradéci6 hatasara. Ezt a hipotézist alatdmasztja e markerek vizudlis megjelenése a

litikus fazisban. Az APC/PC fészek-szeri strukturat képez, amely koriilveszi a NET elemeit.

crer

crer

trombusok gyakran tobb érési stddiumot mutatnak egyszerre. Ez a leird tanulmany azonban
alapvetd kiinduldpontot jelenthet a jovdébeni transzlacidos kutatdsok szamdra az alapvetd
mechanizmusok ¢és kulcsfontossagti valtozok azonositasa révén, igy ezek az eredmények
fontosak lehetnek a koronaria trombdzis teriiletén végzett tovabbi klinikai kutatasok iranyainak
meghatdrozasaban.

A trombus aspirdcidja a primer PCI sordan mar nem része a klinikai rutinnak, ami megneheziti
a jovobeli kisérleteket. A mai napig végzett tanulmanyokban az aspiralt trombus tomegét
altalaban nem mérték, és csak meglehetdsen szubjektiv, szemi-kvantitativ értékelést végeztek

a koronaria angiogram alapjan. Tanulmanyunkban az aspiralt trombusok tomegét mértiik, és
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azt talaltuk, hogy a koronaria elzar6das utan eltelt id6 fliggvényében az fokozatosan ndvekedett.
A nagyobb trombus tomeg szignifikansan korrelélt az egyéves mortalitassal.

Tanulméanyunknak vannak olyan korlatai, amelyeket el kell ismerniink. Ez egy egykozpontu
elemzés volt korlatozott mintanagysaggal, bar a mintanagysag osszehasonlithatd volt hasonld
patologiai tanulmanyok mintdival. A trombus aspiracioja soran a szerkezet torzulhat, és a
trombus felszinét és magjat, farok- és fejrészeit nem lehetett megkiilonboztetni. Nem vizsgaltuk
a trombus Osszetételének és a klinikai progndzisnak a kapcsolatdt a primer PCI utdn a
korlatozott mintanagysag és az azonos életkori kategoridba tartozd trombusok hasonlo
megjelenése miatt. A jovObeni tanulméanyok, amelyek kiilonbozé modszereket, példaul nagy
felbontasi magneses rezonancia képalkotdst (NMR), tomegspektrometriat és szoveti
mikroarray-eket (TMA-k) hasznalnak, részletesebb térbeli eloszlast nyujthatnak a fehérje
expressziordl a trombus mikrokdrnyezetében. Ezek a technikék lehetdvé teszik a mélyrehatod
kvantitativ szoveti térképezést az aspirdlt koronaria trombusok kozotti és mintan beliili
kiilonbségek vizsgéalatdhoz. Nem tudtuk tovabba vizsgalni a korabbi antitrombotikus vagy
antikoagulans gyogyszerekkel végzett kezelés potencialis szerepét a trombus dsszetételében,
mivel a betegek csak egy kisebb csoportja szedett aszpirint a STEMI diagnozisa el6tt, és

semmilyen mas antitrombotikus terapiat nem alkalmaztak naluk primer profilaxisként.

5.2A PROCR p.Ser219Gly polimorfizmus szerepe vénds tromboembdliaban. Az eset-kontroll
tanulmdny és a metaanalizis diszkusszioja

Mivel maga a thrombofilia egy Osszetett allapot, az elsd trombdzis vagy a trombdzist kovetd
kitjulas kockazatat egyénileg kell meghatarozni szdmos bizonyiték alapjan. Ossze kell gytijteni
az adatokat a véralvadasi és antikoagulacios folyamatban részt vevo tényezOkrol, valamint a
kornyezeti és szerzett kockdzati tényezOkrol; miutan az 6sszes részlet a helyére kertil, személyre
szabott kdvetkeztetés vonhato le a trombozis kockazat mértékérdl. A trombofilidk egy részénél
jelenleg nem hatarozhaté meg pontosan a rekurrens trombdzis kockdzata, igy nehéz eldonteni,
hogy mely betegek részesiiljenek tartds antikoagulans terapidban. Vizsgalatunk eredményei
arra utalnak, hogy az rs867186 varians emelkedett — bar statisztikailag nem szignifikans — VTE
kitjulédsi kockazatot jelenthet, amelyet érdemes lenne nagyobb betegszamu vizsgalatokban
tovabb elemezni.

Rendkiviil nehéz a szdmos kiilonbozo alvadési tényezd szintjét mérni €s szamos, az
alvadas/antikoagulacios egyensulyban részt vevd fehérje funkciondlis vizsgalatat elvégezni,
mivel ezek iddigényesek és koltségesek. Manapsdg a next-generation sequencing (NGS)

technologia alkalmazasaval a genetikai vizsgéalatok egyre ésszeriibbé és szélesebb korben
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elérhetdveé valnak. A teljes genom vagy exom szekvenalds jelenleg még nem realitds — és nem
is feltétleniil sziikséges trombofilidban —, ha megfeleléen meghatarozott kandidans gének
paneljét hozzuk 1étre. Az 1d6- és koltségmegtakaritds, valamint a téves pozitiv értelmezések
elkeriilése érdekében az ugynevezett ,,trombofilia génpanelnek™ azonban csak olyan géneket
kell tartalmaznia, amelyekben az eltéréseknek bizonyitott bioldgiai kdvetkezményei vannak és
szerepiik a trombodzisban meghatarozott. A PROCR rs867186 esetében a sEPCR szint
emelkedése tobb tanulmanyban igazolddott, és in vitro vizsgélatok is megerdsitették ezt. Qu és
munkatarsai kimutattak, hogy azokban a stabil sejtvonalakban, amelyek az EPCR p.219Gly
variansat expresszaltak, az EPCR sejtmembranrdl vald levéalasa 6tszor-hétszer nagyobb volt a
p-219Ser varianshoz képest PMA (phorbol-12-mirisztat-13-acetat) stimulaciot kdvetden. Ez
magasabb sEPCR-szintet eredményezett a p.219Gly sejt kondicionalt tdpfolyadékaban. Azt is
megallapitottdk, hogy az A3 haplotipus (amely magaban foglalja a minor p.219Gly varidnst)
nemcsak a magasabb sEPCR-szinttel, hanem csokkent PC aktivacidval is Osszefliggést
mutatott. Ireland és munkatarsai azt mutattak ki, hogy a p.219Gly sEPCR fokozott bazalis
felszabadulasa fokozott trombingeneracidoval parosul, ami arra utal, hogy kevesebb
membranhoz kotott EPCR all rendelkezésre a hatékony PC aktivaciohoz.

Klinikai tanulméanyokban p.219Gly allélt hordozé egyéneknél magasabb sEPCR-szinteket
észleltek, és ez magasabb trombdzis kockazattal tarsult. Anastasiou és munkatarsai vizsgalata
szerint a SEPCR-szintje nemcsak altalanosan a p.219Gly varianst hordozdok esetében volt
emelkedett, hanem ha 0Osszehasonlitottak a vénas trombodzisban szenvedok és kontroll
személyek SEPCR szintjét a p.219Gly varianst hordozo csoportban, akkor a vénds trombozisban
szenvedd hordozoknal szignifikdnsan magasabb sEPCR szintet taldltak, mint a kontroll
hordozok esetében. Ugyanakkor nem talaltak dsszefiiggést a p.Ser219Gly génpolimorfizmus és
a trombozis kockazata kozott egy gérog populacidban. A Dennis és munkatarsai altal publikalt
metaanalizisbe bevont nyolc tanulmany koziil tobb esetben is szignifikdns sEPCR-szint
emelkedést figyeltek meg a p.Ser219Gly génpolimorfizmussal Osszefliggésben. A PROCR
1s867186 ¢és rs8119351 varidnsok a PC-szintre is hatdst gyakorolnak. Athanasiadis ¢és
munkatarsai kimutattak, hogy ezek a variansok a PC plazmaszint varianciajanak 10.27%-4ért,
illetve 9.56%-4ért feleldsek.

Az EPCR p.Ser219Gly polimorfizmus genotipusgyakorisaga eset-kontroll vizsgalatunkban
75% (AA), 24% (AG) és 1% (GQG) volt az eseteknél, valamint 81% (AA), 18% (AG) és 1%
(GG) a kontrolloknal. A ,,G” allél hordozdsa nem eredményezett szignifikdns hatast a VTE
kockazatara (OR 1,339; 95% CI: 0,904—1,984). Ugyanakkor a metaanalizisiinkbe bevont, mas
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kutatok altal végzett eset—kontroll vizsgalatok tobbsége kockazatemeld hatast irt le az
rs867186-ra a teljes vizsgalt populacidban (nemcsak alcsoport-elemzésekben).

Chen és munkatarsai kis esetszamu vizsgalatukban (n = 65 eset, n = 71 kontroll) a kinai
populécidban szignifikansan magasabb kockézatot talaltak az rs867186 variansra a ,,GA” vs.
,»AA” modellben (OR 2.75; 95% CI: 1.04-7.30). Egy maésik kinai tanulmanyban szintén
szignifikans kockazatemeld hatast figyeltek meg (OR 1.912; 95% CI: 1.064-2.818 a dominans
modellben). Francia populaciéban (n = 338 eset, n = 338 kontroll) az rs867186 még akkor is
novelte a VTE kockazatat a tobbvaltozos elemzésben — ahol az életkort, nemet, FV Leiden-t és
FII20210A-t is figyelembe vették — (OR 1.8; 95% CI: 1.2-2.6). Egy egyiptomi populacidban,
90 eset és 90 kontroll bevonasaval, a ,,G” allél hordozasa a domindns modellben négyszeresére
novelte a VTE kockazatat.

Ezzel szemben egy kis torok vizsgalatban (n = 111 eset, n = 73 kontroll) az rs867186 nem
mutatott szignifikdns VTE kockdzatemeld hatast, noha a ,,GG” homozigdta egyénekben
magasabb SEPCR-szintet figyeltek meg. Hasonldan, a Pecheniuk és munkatarsai altal végzett
vizsgalatban, amely fehér és nem fehér résztvevoket is magaban foglalt (n = 114 eset, n = 114
kontroll), nem irtak le semmilyen hatast e polimorfizmusra a VTE kockazatat illetéen. Uitte de
Willige és munkatarsai sem talaltak szignifikdns Osszefliggést a polimorfizmus és a VTE
kockazata k6zott egy holland populdcidban, amelyben n = 474 esetet €s n = 474, nem és ¢életkor
alapjan illesztett kontrollt vizsgaltak.

Ugyanakkor 6k azt is megjegyezték, hogy a populacidjukban az alacsony SEPCR-szint védo
hatasti volt a VTE-vel szemben. Egy nem fehér és fehér személyeket is magaban foglald
beagyazott eset—kontroll vizsgalatban az rs867186 nem mutatott hatast a VTE kockézatara (OR
0,93; 95% CI: 0,70-1,25). Ugyanebben a vizsgalatban a polimorfizmus megemelte ugyan az
sEPCR-szintet, de ez nem allt 6sszefliggésben a VTE kockazataval. Ezekben a tanulmanyokban
alcsoport-elemzéseket nem végeztek.

Egy spanyol vizsgélatban, melyben n = 95 VTE-esetet és n = 181 kontrollt elemeztek, Medina
¢s munkatarsai kizarolag FV Leiden-hordozdkat vizsgaltak, és az rs867186 nem befolyasolta a
VTE kockézatat. Még a nem, életkor, FII20210A, valamint a masik EPCR polimorfizmus
(rs9574) jelenlétére valo kiigazitds sem modositotta az OR értékeket. Ezzel ellentétben, bar a
gbrog populécioban az rs867186 nem volt hatdssal a VTE kockazatara, a ,,G” allél hordozasa
gyakoribb volt azoknal a betegeknél, akik 35 éves kor alatt kaptak VTE-t. Egy ijabb, nagy
esetszamu svéd vizsgalatban, amely kozépkoru és iddsebb felndtteket foglalt magéban, az
rs867186 novelte a VTE kockézatat (HR = 1,5; 95% CI: 1,1-1,9) ,,GG” homozigoétakban (n =
2 584 VTE-eset és n =26 201 VTE nélkiili személy).
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Saposnik ¢s munkatdrsai kimutattdk, hogy az rs867186 VTE kockazatnoveld hatasa a férfi
alcsoportban jelentkezett. Sajat vizsgalatunkban az rs867186 novelte a VTE kockazatat
azoknal, akik az rs8119351 tekintetében vad tipusuak voltak (OR 3,2; 95% CI: 1,372-7,465),
¢s ez a tobbvaltozos modellben is szignifikans maradt.

E tanulmanyok alapjan tovabbra is nyitott kérdés, hogy a SEPCR-szint mérésére vagy inkabb a
PROCR rs867186 genotipus meghatarozasara lenne-e célszerii timaszkodni az elsé VTE vagy
a VTE-kitjulas kockazatanak megitélése szempontjabol. A SEPCR szintjét nemcsak a PROCR
genotipusa, hanem szdmos egyéb genetikai és kornyezeti tényezd is befolydsolhatja. A
kiilonbozd vizsgalatok eredményeinek heterogenitdsa a populaciok kozotti eltérésekbdl
adodhat. Hasznos lenne tehat azon genetikai és kornyezeti tényezdk azonositasa, amelyek
hatnak az sEPCR-szintre. Figyelembe kell azonban venni, hogy a megvaltozott sEPCR-szint
lehet akar kovetkezmény is kiilonféle korallapotok, példaul thrombotikus megbetegedések
esetén, és nem feltétleniil elézményként, kockazati tényezdként jelenik meg. Nagyméreti,
prospektiv tanulmanyok adhatnanak valaszt arra, hogy a PROCR genotipus vagy az sEPCR-
szint jobb fokmérdje a VTE kockazatanak.

Az egyes tanulmanyok eredményeinek heterogenitdsa miatt metaanalizist végeztiink az
rs867186 VTE kockazatara gyakorolt hatdsanak tisztdzasa érdekében. Jelen metaanalizisiink (n
=5768 VTE-eset és n =30 017 kontroll) szignifikans dsszefliggést talalt az EPCR p.Ser219Gly
polimorfizmusa és a VTE ko6zott mind a dominans modellben (OR = 1,27; 95% CI: 1,11-1,46;
p = 0,0006), mind a recessziv modellben (OR = 1,60; 95% CI: 1,26-2,04; p = 0,0001), tovabba
a GG vs. AA (OR = 1,64; 95% CI: 1,28-2,09; p = 0,0001) és a GA vs. AA (OR = 1,24; 95%
CI: 1,08-1,43; p = 0,002) kontrasztmodellekben is. A Dennis és munkatarsai altal kordbban
végzett, kisebb esetszamot feloleld metaanalizis (n =4 821 eset €s n = 6 070 kontroll) hasonld
{6 lizenetet kozvetitett (OR 1,22;95% CI: 1,11-1,33). A Li és munkatarsai altal végzett masodik
metaanalizisben (n = 4 440 eset és n = 5 054 kontroll) szintén szignifikdnsan emelkedett VTE
kockazatot talaltak az rs867186 ,,G” all¢l hordozoéinal (OR 1,63; 95% CI: 1,30-2,04). Jelen
vizsgalatunk megerdsitette e két kordbbi metaanalizis eredményeit. Emellett
reprodukélhatdsagi vizsgalattal validaltuk az 1j, online, ingyenesen elérhetd MetaGenyo
Statisztikai Elemzdérendszer szoftvert. Eredményeink alapjan ez az online platform alkalmas
metaanalizis elvégzésére genetikai epidemiologiai tanulmanyok esetén.

Az 1867186 altal jelentett kock4dzat mindegyik, igy a mi metaanalizistinkben is szignifikansan
emelkedett volt, am a trombdzis riziko enyhe mértékiinek tiint. Ugyanakkor a személyre szabott
orvoslas, beleértve a személyre szabott kockazatbecslést is, azon a megkdzelitésen alapul, hogy

minden tényezdnek lehet jelentdsége. Minél tobb informacidé — legyen az kornyezeti vagy

36



genetikai — Osszegytiijtése a személyre szabott VTE-kockéazatkezelés alapjat képezheti. A nagy
ateresztOképességli genetikai modszerek, mint példaul az 0j generacids szekvenalas (NGS)
technologidja, tAmogatjak a nagyléptékii genetikai adatok megszerzését a paciensektdl. A
génpanel szekvendlas soran lehetdség nyilik a kandiddns gének egyidejii vizsgalatara. A
PROCR jelenleg nem része a Thrombogenomics platform paneljének, és hidnyzik az ISTH SSC
Genomics  in  Thrombosis  and  Hemostasis  Tier 1 génlistajarol  is
(https://www.isth.org/page/GinTh_GeneLists). A PROCR felvétele e génpanelekbe
hozzajarulhat ahhoz, hogy tobb tapasztalat gyiiljon 0ssze a variansainak szerepérél a VTE
kialakuldsdban — nem csak az abszolut VTE-kockézat, hanem a kitijulés és a protein C-hidnyos
egyének VTE kockazatanak modositasa szempontjabol is.

A vizsgalati iddszak alatt mindossze két 6roklott protein C (PC) hidnyos esetet azonositottunk
a mintankban. Az els6 betegnél c.811C>T (p.Arg271Trp), a masodiknal c.169C>T
(p-Arg57Trp) heterozigbta mutaciét taldltunk. E mutdciok szamos adatbazisban
patogén/valosziniileg patogén varidnsként szerepelnek, és PC-hidnnyal, valamint trombotikus
fenotipussal hozhatok Osszefiiggésbe. Mindkét betegnél heterozigdta formdaban hordozott
rs867186 varianst is kimutattunk. Az elsd beteg 29 éves kordban szenvedte el az elsd
trombotikus epizodot; eddig nem regisztraltunk rekurrens trombdzist. A méasodik beteg szintén
29 éves korban kapott el6szor vénas trombozist, majd 33 évesen, oralis antikoagulans terapia
alatt egy rekurrens eseményt is elszenvedett. E két PC-hidnyos beteg bevondsa a statisztikai
elemzésbe nem okozott valtozast az eredményekben.

A PROCR polimorfizmusok PC-szintre és a VTE kockazatara gyakorolt modosité hatdsanak
vizsgalatahoz hasznos lenne egy olyan tanulmany, amely kdzvetleniil PC-hidnyos egyéneket
toboroz. Egy korabbi vizsgalatban Fidalgo és munkatarsai portugadl PC-hidnyos csaladokat
tanulméanyozva arra utaltak, hogy az rs867186 magyarazhatja a PC-plazmaszintek kiilonbségét
azonos PROC genotipussal rendelkezd személyek kozott, és nagyon magas PC-szinteket
mutattak ki Pintao és munkatdrsai rs867186 homozigota egyéneknél. Egy nagy francia
kohorszban pedig felmertilt a feltételezés, hogy az rs867186 homozigota forméja lehet az
extrém magas PC-szintek hatterében. Ezek a vizsgalatok azonban nem targyaltdk az EPCR
polimorfizmusok VTE kockézatot mdodosito hatasat PC-hiany esetén.

A jelen metaanalizis erdssége, hogy frissitette a kordbbi eredményeket egy nagy léptékii
vizsgalattal, és hozzdadta a magyar eset—kontroll vizsgilat eredményeit is. Emellett
reprodukalhatdsagi vizsgalatot is végeztiink, hogy biztositsuk eredményeink validitasat.
Tanulmanyunknak vannak korlatai, amelyeket érdemes megemliteni. Az eset—kontroll

vizsgalatunk altalanosithatosaga korlatozott lehet a kontrollcsoport kivalasztasara vonatkozo
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szigoru kizarasi kritériumok miatt. Ennek kovetkeztében nem vagyunk biztosak abban, hogy a
kronikus betegségek és az artérias trombozis hidnya milyen mértékben befolyasolja az EPCR
polimorfizmus VTE kockézatara vonatkoz6 eredményeket.

Metaanalizisiink a GA vs. AA kontrasztmodell esetében potencialis kozlési (publikacios)
torzitast jelez. Tovabba szamitasba kell venniink a lehetséges szelekcids torzitast és a
genotipus-, valamint fenotipus-meghatarozassal kapcsolatos esetleges téves osztalyozast az
egyes tanulmanyok eredményei tekintetében. A metaanalizisben nem tudtunk tovabbi
alcsoport-elemzéseket végezni, mivel nem allt rendelkezésre elegendd, hasonld etnikumhoz
tartozd csoport. Masrészt a metaanalizisiinkbe bevont tanulmanyok nem szabvéanyositott
adatkdzlésének kovetkeztében nem volt lehetdségiink kor, nem, dohdnyzas, alkoholfogyasztas

vagy egyéb kornyezeti és életmddbeli tényezok szerinti elemzésre.
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6.AZ UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1, Az ST-elevacios miokardialis infarktus (STEMI) soran képzodo koronaria trombusok

szerkezetének és evoluciojanak konfokalis mikroszkoppal torténo vizsgalata soran

elsoként elemeztiik a fibrin stabilizacioban és lizisben fontos szerepet jatszo FXIII és a2-

PI, valamint az esszencialis antikoagulins APC megjelenését a trombusban és

o7

s rer

Kimutattuk, hogy a FXIII a fibrinnel figyelemremélté mértékii kolokalizaciot mutat
a trombus evolucié minden szakaszaban ¢és emelkedett mennyisége figyelhetd meg
a friss, litikus és az organizalt szakaszban is. Szintén kimutattuk, hogy az a2-plazmin
inhibitor (02-PI) mennyisége a trombusban a friss és litikus fazis kdzott novekszik
jelentésen és hogy az 02-PI megjelenése inkabb diszkrét, de kovetkezetesen
egyenletesen helyezkedik el a fibrinh4lé mentén.

Kimutattuk, hogy az APC/PC koran, mér a friss koronaria trombusban megjelenik,
¢s mennyisége szignifikansan nem véltozik a trombus érésének késdbbi fazisaiban
sem.

A NET marker (citH3 hiszton) és a CD66b legdominansabb jelenlétét a litikus
fazisban észleltiik és mind a NET marker, mind pedig a CD66b esetében markans
csOkkenést irtunk le az organizalt fazisban.

Kimutattuk az APC/PC és a NET marker, a citrullinalt H3 hiszton kolokalizacigjat
a trombus litikus fazisdban, és felvetettik az APC szerepét a NET (hiszton)
degradéacioban, mely szerint a NET-ek hisztonjainak hasitdsdval az APC
csOkkentheti az akut ateroszklerotikus plakk-ruptiraval dsszefiiggd gyulladasos és
citotoxikus reakciokat.

Megallapitottuk, hogy a trombus kora 6nmagédban nem, de a trombus tomeg (20 mg
feletti), a diabetes mellitus, és a magasabb neutrofil-szam filiggetlen rizikofaktorai a

STEMI betegek trombus aspiraciot kovetd egyéves mortalitdsanak.

2, A PROCR p.Ser219Gly polimorfizmus vénas tromboembdlia kockazatara gyakorolt

hatasanak vizsgalatat végeztiik el hazai populacioban eset-kontroll tanulmanyban és

nemzetkozi metaanalizisben.

Eset-kontroll vizsgalatunkban kimutattuk, hogy az rs867186 > G” allél (p.Ser219Gly) hordozas

nem befolyasolta szignifikdnsan az els§ vénas tromboembolias esemény kockazatat, de
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tendenciara utald Osszefiiggést detektaltunk a rekurrens VTE tekintetében, ami 01j irdnyt adhat

a rekurrens VTE kockézati tényezdinek tovabbi kutatasaban.

Az eset-kontroll tanulményunk eredményeivel bdvitett, ) metaanalizisiink
eredményei alapjan az EPCR p.Ser219Gly polimorfizmus mind a domindns, mind a
recessziv modellben, tovabba a GG vs. AA és GA vs. AA kontrasztmodellekben is
szignifikans trombozis kockazatfokozo hatassal bir.

Tanulmanyunkban els6ként validaltuk a MetaGenyo Statisztikai Elemz6 Szoftver
genetikai, epidemioldgiai vizsgalatok metaanalizisére torténd felhasznalasat,

mintegy a jovébeni, hasonlo genetikai kutatdsokhoz ) modszertani eszkdzt kindlva.
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