Az érfal trombogenitdsa és hatasa a trombolizisre

(OTKA 60123 sz. projekt zaréjelentése)

A kutatasi tervnek megfelel6en munkank két fGteriletre fokuszalt: az érfal — vérsejt
interakcidk szerepére a trombus keletkezésében és az igy alakuld véralvadék litikus érzékenységére.
A kutatas alapkoncepcidjat alatamaszté irodalmi el6zményeket egy dsszefoglald cikkben kozoltiik (1,

a szerz6 Dr. Wohner Nikolett a projekt elsé két évében a projekt alkalmazasaban allt).

Az érfal trombogenitasat tekintve az elsd célkitlizésiink a nagyartéridk media rétegének
relativ tromborezisztencidjanak jellemzése volt. Munkank el6tt ismert volt, hogy nagy nyirasi
sebesség mellett a vérlemezkék von Willebrand faktor (VWF) dependens adhézidja elsGsorban az
adventitia rétegben toérténik, mig a nativ media szerkezete gyengén vonzza a trombocitakat. Ezt a
szituaciot modelleztlk in vitro aramldsi kamraban, ahol fagyasztva metszett érfal (human a. iliaca)
Gpllb/llla antigén indirekt immunofluoreszcens kimutatasaval (2). Az érfal egyes rétegeinek
vérlemezkével lefedett terliletaranya szamszerlien jellemzi az adott réteg trombogenitasat. E
paraméter valtozasat kovettik neutrofil granulocitakkal torténé kezelés utan. A stimulalt neutrofil
leukocitak altal szecerndlt enzimeket aktivitdsméréssel és immunoblottal azonositottuk. Stimulalt
neutrofilek hatdsara a media trombogenitdsa kb. 10-szeresére né a kontroll értékhez képest. A
granulocitdk szerin-proteazokat (elasztaz, katepszin G) illetve matrix metalloproteinazokat (MMP-8,
MMP-9) szecerndlnak. A fehérvérsejteknek az érfal trombogenitasara gyakorolt hatdsa széles
teljesen felfliggeszthetd. Ugyanakkor ez a hatds izoladlt elasztdz, trombin, MMP-8 és MMP-9
kezeléssel is reprodukalhaté. Ezek alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a neutrofil-adhézié
és aktivacio kovetkeztében az érfal szerkezete proteolitikusan megvaltozik Ugy, hogy tobb
vérlemezke tapad a media réteghez. E hatdsért legaldbb részben a neutrofil eredeti elasztaz, MMP-8

és MMP-9 felelds. Az érfal szerkezeti atalakulasat atomi er6 mikroszképpal (AFM) és pdsztazo



elektronmikroszképpal (SEM) vizsgaltuk. Munkank ez a része megerdsitette, hogy a neutrofil
leukocitdkhoz kapcsolédd proteolitizis eltavolitia a media réteg finom proteoglikdn haldjat és

hozzaférhet6vé tesz VWF kotShelyeket a kollagénben, ezzel novelve az érfal trombogenitasat.

Magas nyirasi sebesség mellett a vérlemezke-dus trombus kialakuldsa mind fibrinogént,
mind VWF-t igényel és ezek jelenléte befolyasolhatja kés6bb a trombus oldasat. A VWF fibrinolizis-
modulator szerepének tisztdzasadra kotSédési és kinetikai vizsgalatokat végeztliink (3).
Megallapitottuk, hogy a plazmin kotédik VWF-hoz, méghozza a plazminogén, plazmin és az aktiv
centrumban blokkolt plazmin hasonlé egyensulyi dllanddja alapjan ez a kotédés nem az aktiv
centrumon keresztil torténik. VWF fiziolégids koncentracidi mellett a fibrinogén plazminnal torténd
emésztése lelassul és ennek kovetkeztében VWF mellett a fibrinogén alvadék-képzé képessége
jobban ellendll a plazmin hatasnak. Ugyanakkor maga a VWF nem emészt6dik plazmin hatdsara
fibrinogén jelenlétében. Meghatdroztuk a plazmin, miniplazmin és mikroplazmin kinetikai
paramétereit a fibrinogén lebontasaban és megallapitottuk, hogy a VWF nem mddositja a vizsgalt
protedzok K, értékeit, mig a k. csokken névekvé VWF koncentracié mellett. igy a fibrinogén
degraddacidban a VWF hatdsa non-kompetitiv gatlasként értelmezhetd, amelynek az egyensulyi
gatlasi allanddi a VWF fizioldgias plazmakoncentracio tartoméanyaba esnek (5.4 ug/ml, 5.7 pg/ml és
10.0 pg/ml plazmin, miniplazmin és mikroplazmin esetében). Ezek az értékek arra is utalnak, hogy a
plazmin és miniplazmin szerkezetében jelen levé kringle 5 domén modulator szerepet jatszik a VWF
és a protedzok kolcsdnhatasaiban, bar nem ez az elsédleges VWF kotShely. A VWF nem befolydsolta
sem a plazmin amidolitikus aktivitasat szintetikus szubsztrdton (Spectrozyme-PL), sem proteolitikus
aktivitasat fibrinen. Munkank ez a része tisztazta, hogy bar a VWF gyenge szubsztratja a plazminnak,
fiziolégids koncentracidban véd6hatast gyakorol a fibrinogén plazminnal torténd emésztésében és
igy hozzdjarul a vérplazmaban levés fibrinogén alvasztd képességének megébrzésében és adhézids

szerepének fenntartasaban a vérlemezke-dus trombusokban.



A trombus kialakuldsanak kezdeti szakaszdban a neutrofil leukocitak interakcidi az érfal
egyes komponenseivel hozzajarulnak a trombogenézishez. KésGbbi stadiumban viszont neutrofil
elasztdz tartalmuknak koészonhetSen fibrinolitikus hatasuk kerll el6térbe. Munkank kovetkez6
fazisaban kvantitativ in vivo bizonyitékokat kerestiink a neutrofilek szerepére az obliterativ artérias
trombusok feloldasaban (4). Ehhez 28 beteg mlitétileg eltavolitott trombusait hasznaltuk fel. Az
ezekbdl késziilt metszeteken indirekt immunfluoreszcencidval kimutattuk az elasztdz-specifikus fibrin
degradacios termékeket (NE-FDP), a vérlemezke tartalmat (Gpllb/Illa antigén alapjan) és a fibrin
tartalmat, valamint ezzel parhuzamosan DNS festéssel a leukocita tartalmat. A digitalizalt
fluoreszcens mikroszképos képek szincsatorndit szétvalasztottuk, az integralt intenzitds-értékek
alapjan meghataroztuk a vizsgalt trombuskomponensek mennyiségét és statisztikai mddszerekkel
(korrelaciéanalizis, hierarchikus agglomerativ klaszteranalizis, Hotelling’s T> és F-statisztika)
értékeltiik. Szignifikans (p=0,00002) Pearson korrelacios koefficiens (értéke 0,71) aldtamasztotta a
trombusok NE-FDP és a leukocita tartalma kozotti asszocidciét. A klaszteranalizis két trombusosztalyt
igazolt az NE-FDP, leukocita és vérlemezke tartalom alapjan és szintén két osztalyt az NE-FDP,
leukocita és fibrin tartalom alapjan. Ha a trombusok NE-FDP, fibrin és vérlemezke tartalmat
normalizdljuk a leukocita tartalmuk szerint, egy trombocita-fliggé trombolitikus rezisztencidval
rendelkez6é klaszter azonosithatd (forditottan ardanyos NE-FDP és vérlemezke tartalommal), egy
masik pedig el6rehaladott sejt-fliggd trombolizissel jellemezhetd (forditottan aranyos NE-FDP és
fibrin tartalommal). Munkank ez a része igazolta, hogy in vivo a trombocitak alvadék-stabilizald
szerepet jatszanak a leukocita-fligg6 trombolizisben, amely hasonlit a kordbban leirt szerepikre a

plazmin-fligg6 fibrinolizisben.

A kutatasi projekt masodik fokusza a mar kialakult trombus egyes komponenseinek
(fehérjék, lipidek) a plazminogén/plazminogén-aktivator rendszer mikodésére gyakorolt hatdsa volt.
Ezen belll el6szér ex vivo és in vitro adatokkal tamasztottuk ald a szabad zsirsavak (mint a
foszfolipidek egyik lebontasi terméke) szerepét a fibrinolizis kiilénb6z8 szakaszaiban (plazminogén-

aktivacio, plazminaktivitdas) (5). Fluoreszcens prdobaval a szabad zsirsavakat millimolaris



koncentraciékban mutattuk ki sebészileg eltavolitott human trombusokban. In vitro méréseinkben
olajsavval modelleztiik a zsirsavak hatasat a fibrinolizisre. Az olajsav (0,1 mM-os koncentraciéban) a
plazmin amidolitikus aktivitasat tobb, mint 90%-kal csékkenti szintetikus szubsztraton, de csak
részlegesen gatolja annak fibrinolitikus aktivitdsat. A plazminogén szoveti tipusu plazminogén-
aktivatorral (tPA) indukalt aktivacidjat az olajsav oldatban teljesen felfliggeszti, mig fibrinfelszinen
gyorsitja. A vad tipusu tPA-hoz képest a tPA egyik rekombindns szarmazéka (retepldz) magasabb
fibrin specificitast mutat olajsav jelenlétében: kisebb olajsavkoncentracié mellett a plazminogén-
aktivacio oldatban teljesen gatolt, mig fibrinfelszinen erésebben fokozddik. A zsirsavak altalunk leirt
hatdsai egy Uj mechanizmust jelentenek, amellyel hozzajarulnak a plazminogén/plazminogén
aktivator rendszer fibrin specificitdsdahoz: azon tul, hogy a plazminogén-aktivaciét stimulaljak a
fibrinhaléban és ugyanakkor a plazmint és a plazminogén-aktivatorokat gatoljak oldatban, a

zsirsavak feloldjak a foszfolipidek altal Iétrehozott fibrinolitikus barriert.

Az el6z6ekben részletezett zsirsavhatasok pontos jellemzésére tovabbi vizsgalatokat
végeztiink (6). Mivel a vérlemezke membran foszfoglicerolipideiben el6forduld zsirsavak 22, 20,
illetve 19 %-a arachidonsav, sztearinsav, illetve olajsav indokoltnak latszott e harom zsirsav
hatdsainak 6sszehasonlitdsa. A gatlastipus jellemzéséhez a Spectrozyme-PL szubsztraton végzett
mérést valasztottuk, mert a fibrint6l eltéréen csak egy kotés hidrolizise torténik (tehat a
meghatarozott kinetikai paramétereknek kozvetlen fizikai jelentésiik is van) és az egyik terméknek, a
p-nitroanilinnek (pNA) a magas extinkcids egyitthatdja miatt a mérés sokkal érzékenyebb a plazmin
aktivitasvaltozasaira mint a fibrinoldas kovetése. A vizsgalt reakcidk jellemz&i folyamatgorbe-analizist
tettek sziikségessé, amihez Uj analizalé programot kellett kidolgozni. Onmagéban is ez a kinetikai
szoftver Ujdonsagot jelent: a szdmitdstechnika mai fejlettségi szintje mellett minden kutaté szamara
elérhet6 szamitdgépen elfogadhatd gépiddn belll a kisérlet valddi tartalmanak megfelel kinetikai
paramétereket azonosit. Eljdarasunk nem reakcidsebességi allanddkkal operal, hanem az alkalmazott
modellben altaluk képzett ardnyszamokkal, amelyekre a mérés valdban érzékeny. Tovabba a Monte
Carlo szimuldcidénak kdszonhet6en nemcsak a paraméterek becsiilt értékét, hanem azok statisztikai
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eloszlasat is meghataroztuk, ami hlen tikrozi a kisérletb6l adédd szérdst. Mindhdrom vizsgalt
zsirsav 10 — 20-szoros emelkedést okoz a plazmin K, értékében. Az oleat és arachidonat 10 — 65 uM
koncentracié tartomanyban hatadsos, mig a sztearat 65 uM feletti koncentracidban fejt ki szignifikans
hatast. A két telitetlen zsirsav (oledt és arachidonat) emellett a katalitikus allandé 2-szeres
csokkenését is okozza, igy kevert-tipusu inhibitorként viselkedik. A sztearat hatasa viszont szokatlan:
a Michaelis allandé novekedéséhez a katalitikus allandé noévekedése tarsul, ami telité szubsztrat
koncentraciok mellett |atszdlagos aktivator hatdsként jelentkezik. Ha viszont a k,/K, aranyt
értékeljiik a sztearat is plazmin inhibitornak tekinthet8, amelynek hatékonysaga a legalacsonyabb a
harom vizsgalt zsirsav kozil. A zsirsavak célpontjat a plazmin molekuldn belil Ggy kozelitettik meg,
hogy kiilonb6z6 fokban csonkitott plazmin szarmazékok amidolitikus aktivitasat vizsgaltuk zsirsavak
jelenlétében. A miniplazmin (des-kringle; 4, plazmin) az 5. kringle és a katalitikus doménbdl all, mig a
mikroplazmin (des-kringle;.s plazmin) csak a katalitikus domént tartalmazza. A Spectrozyme-PL telit§
koncentraciéindl mindhdrom zsirsav Ugy befolydsolja a miniplazmin aktivitdsat mint a plazminét:
latszdlagos aktivalas figyelhet6 meg szteardt mellett valamint gatlas oleat és arachidonat mellett. A
mikroplazmin viszont nem érzékeny a zsirsavakra. Ez az eredmény kizarja a katalitikus domént mint a
zsirsavak tdmadasi pontja és amellett szél, hogy az 5. kringle jelenléte elegendé hatdsuk kifejtéséhez.
A zsirsavak jelenlétében végzett enzimkinetikai vizsgdlataink azt az &ltaldnos lehetGséget
szemléltetik, hogy egy reguladtor képes az enzim kinetikai paramétereit egymastél fuggetlentl és
raadasul ellentétes iranyba valtoztatni. igy az enzimaktivitas tekintetében a reguldtor 6sszhatasa
eltérhet a szubsztrat koncentrdcié fliggvényében. Ez az eredmény még egyszer aldhlzza azt a fontos
modszertani kovetelményt, hogy folyamat-gérbe analizisnél is csak széles skalan valtoztatott
szubsztrat és regulator koncentracidkkal végzett mérések alapjan, megfelel6 modell-elkllonitéssel és
statisztikai feldolgozassal lehet megbizhatd kinetikai paramétereket nyerni. Ennek mddszertani
jelent&ségét kilon kozleményben targyaltuk (7) valamint heterogén rendszerre kiterjesztett

véltozatat is kdzoltik (8).



Az 3ltalunk korabban kozolt in vitro foszfolipid hatdsok patofizioldgiai jelentéségét
kozelitettik meg munkank antifoszfolipid szindromaban (APS) szenved§ betegekre kiterjedd
részében (9). Mivel mind az immunoglobulin G (IgG), mind a foszfolipidek befolyasoljak a fibrinolizist,
ezek egylttes hatdsat vizsgdltuk a fibrinolizis egyes lépéseit (tPA difflzidja a fibrin gélbe,
plazminogén aktivacio a fibrin felszinen, fibrin olddsa plazminnal) modellezd kisérleti rendszerekben
egészséges személyek és APS betegek vérplazmiajdbdl izolalt 1gG és szintetikus foszfolipidek
(foszfatidilkolin és foszfatidil szerin keveréke) jelenlétében. A normal I1gG fokozta a fibrinbe zart
foszfolipid barrier funkciojat a tPA diffuzid és plazminogén aktivacié tekintetében, de nem
befolyasolta a plazmin-katalizalta fibrinoldast. A vizsgalt APS-IgG-k egyike szintén korlatozta a tPA
diffuziét, de felgyorsitotta a plazminogén aktivaciét fibrin felszinen és gatolta plazmin-katalizdlta
és a plazminogén aktivaciét sem, részben képes volt ellensulyozni a foszfolipid gatlohatdsat a
plazmin képzésre és felgyorsitotta a foszfolipid tartalmu fibrin oldasat. Az APS betegekbdl izolalt IgG-
k hatasai a fibrinolizisre eltértek a normal 1gG-vel megfigyeltektdl, de az eltérések nem mutattak
konzekvens mintazatot. igy vizsgalataink magas foku heterogenitdsra utalnak a patolégias 1gG-k pro-
és anti-fibrinolitikus hatdsainak tekintetében, ami 06sszefliggésbe hozhaté az APS betegeknél

megfigyelhetd trombotikus tliinetek valtozatossagaval.

Jelenleg két olyan kozleményilink all elbirdlds alatt, amely a fibrin altalunk
morfometridval jellemzett szerkezeti valtozatainak litikus érzékenységével foglalkozik. Ezek kozul a
most kozlés alatt allé6 eredményeink kozil kiemelném azt a megallapitasunkat, hogy a fibrin oldasa
sordn a fibrinhalé atrendezédése kovetkeztében intermolekuldris B-lemez szerkezetek keletkeznek.
Ennek jelent6ségére mar a projekt elsé évében kozolt vizsgalatunk utalt, amely kimutatta, hogy a
kofaktor molekuldk aggregacidja sziikséges a hatékony templat |étrehozasdhoz a tPA-indukalta
plazminogén aktivacié soran (10). Akkori hé-denaturalt human szérum albumin alapi modelliink

igazolta, hogy a kofaktor részecskék 10 nm fol6tti dtméréje és B-lemez szerkezetiik kedvez a templat



funkcionak. Kés6bbi munkank aldtdmasztotta e jelenség relevancidjat az intravaszkularis

trombolizisben.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy a tervezett kutatas f6 célkitlizéseit megvaldsitottuk.
Eredményeink, amelyeket 10 teljes terjedelm(i tudomanyos cikkben (6sszesitett impakt faktoruk 27),
1 konyvfejezetben és 13 hazai és nemzetkozi konferenciael6adason mutattunk be, alapul
szolgdlhatnak a trombusszerkezethez igazitott trombolitikus eszk6zok tervezéséhez és

fejlesztéséhez.
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