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ROVIDITESEK JEGYZEKE
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BEVEZETES

Idészamitasunk elotti 5. szazadban €It hires gordg torténész, Hérodotosz
szittyakrol irt egyik feljegyzésében olvashato: ,,Egy nagy agyagedényt borral téltenek
meg, az eskiitevok kissé megszurjak magukat (karjukat) késsel vagy drral, vériiket a
borba csepegtetik; majd egy kardot, néhany nyilvesszét, egy harci bardot, és egy dardat
tesznek a keverékbe, mikozben imdkat mondanak,; végiil a két szerzodo fél iszik egyet az
edenybol, ugyanezt teszik az oket kovetok vezetoi is”. A vérszerzddés ma mar egy rég
elfeledett modja az egyezségek megpecsételésének, valdszinlileg mindenkinek
szokatlannak tlinne, ha a kdozeli jovoben az egyes nemzetek vezetdi a szerzddések
alairasa helyett ezzel a régi szokdssal foganatositandk megallapodasaikat. Régen a
szittya és hun népeknél ez a ritudlé egy kiilondsen erds, szent eskiitételnek szamitott,
melynek komolysagat a szertartdsban megjelend vér jelzi.

Német torzsi szokas volt emberaldozatok bemutatisa. Ugy vélték, hogy a
kifolyd vér tartalmazza az aldozat életerejét, ezért azt a falakra, isteneikrél formézott
szobrokra, és a szertartas résztvevoire hintették, ekozben az dldozat elgyengiilt, életereje
elszallt. Latszolag tehat a vér hordozza az életerdt, és ez a tulajdonsaga — szerencsére
csak a régen €It germanok szerint — ,,atruhdzhato” egy ilyen ceremonia keretében. Arrol
viszont nem szoOlnak a feljegyzések, hogy mindezek utan az emberek erdsebbek lettek,
vagy tovabb éltek volna.

Nemcsak a kulturdlis, szocialis eseményekben volt szerepe régen a vérnek,
hanem az ezzel kapcsolatos betegségekrdl is késziiltek feljegyzések. Gutaiitésrol
Hippokratész mar 2400 évvel ezeldtt emlitést tett. Az 1600-as évek kozepén Jacob
Wepfer azt taldlta, hogy a gutaiitéses betegek agyvérzésben haltak meg. Ugyanakkor azt
is felfedezte, hogy a betegség kapcsolatban lehet agyi érelzarddassal (1). Hemofiliarol a
legkorabbi dokumentumok masodik szdzad kornyéki zsidod rabbiktdl szarmaznak, akik
megszabtak, hogy egy n6 harmadik fitgyermekét nem szabad koriilmetélni, ha az el6z6
két fia a korlilmetélés soran, - elvérzésben - meghalt. A 10. szazadban az arab Albucasis
kiilonbozd falvakban élt férfiakrol jegyezte fel, hogy kis sebekbdl véreztek el. A 18.
szdzad veégétdl gyakrabban talalkozhatunk hasonlé esetleirasokkal, és szinte kdzismert,
hogy Viktoria, Nagy-Britannia kiralynéje is hordozdja volt a betegségnek, fiu

leszarmazottai kozt tobben haltak meg vérzékenységben. Utddai révén terjedt el ez a
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betegség az orosz, német €s spanyol kiralyi csalddokban is (2). A betegség elsd kezelési
formaja koriilbeliil az 1900-as évek elejére tehetd, a csaladtagok adtak vért a betegnek.
50 évvel késobb a kutatasok révén mar vérplazmaval kezelték a vérzékenységben
szenvedd betegeket. A 70-es évektdl aztan véralvadasi faktor koncentratumokkal, 20
évvel ezeldtt pedig mar megjelentek a terapidban a rekombindns alvadasi faktor fehérjék
(a vérplazma készitmények alkalmazésa soran gyakori volt a HIV fert6zés). A hemofilia
ma mar egy jol kezelhetd betegség. A kezelési lehetdségek kiszélesedésével az
agyvérzéses paciensek megmentésére is jO az es€ly, amennyiben a tiinetek alapjan
idében felismerik a betegséget.

A gazdasagilag fejlett orszagokban ¢él6 emberek ¢letmodbeli valtozasa hozta
magaval korunk egyik legtobb aldozattal jaro betegségét — amelyhez kotheté egyébként
az agyvérzés is - az ateroszklerozist. Az erek falanak ezen elvaltozasa, mikor
patoldgiassa valik, felfoghato egyfajta érsériilésként, melyen vérrog alakulhat ki. Kicsit
visszatérve még az emberiség nem is olyan régi torténelmébe, valdjaban ez sem a
legujabbkori ember betegsége, hiszen egyiptomi miimidk vizsgélata soran is felfedeztek
ilyen elvaltozéasokat (3).

A vérnek tehdt mar régen is fontos szerepet tulajdonitottak a kiilonb6zo
szertartdsok, ritudlék sordn, és a vele kapcsolatos egyes betegségeket is felismerték,
habar gyogyitani ugyan nem tudtdk még azokat. Manapsdg viszont hatalmas
mennyiségli informacié all rendelkezésre a tudomanynak és a klinikumnak ezeken a
teriiletein, a hematologian és a hemosztaziologian beliil. Kideriilt, hogy a példaként
emlitett hemofilia és agyvérzés a véralvadasi rendszer hibas miikddését jelzik; eldbbinél
nem mitkddik megfeleléen az érsériilését kijavito, a - vérzést megallitani szandékozo -
rendszer, az érelzarodasos gutaiités esetében pedig gyakran ugyanennek a rendszernek
tulmiikodése tapasztalhato.

Kutatasaink a véralvadas sordn kialakulo fibrinszerkezet kialakuldsanak és
feloldodasanak részletesebb feltarasara iranyultak. Sok informaciot taldlhatunk a
szakirodalomban arrél, hogy a vérben 1évé makromolekuldk, enzimek hogyan
befolyasoljak a fibrinhald képzddését és szétesését. Ugyanakkor kézenfekvd vizsgalni
azt is, hogy az érfal maga hogyan képes befolydsolni a fibrinszerkezetet, hiszen
érsériilés esetén lokalisan ahhoz kapcsolodva alakul ki a vérzést megallitd fibrindugo.

Arrol viszonylag kevés ismeret van birtokunkban, hogy az érfal egyes strukturalis
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alkotdéelemei hogyan hatnak a véralvaddsban ¢és a fibrinolitikus folyamatokban.
Munkank soran ezekre a kérdésre probaltunk meg vélaszolni, ezen értekezés témaja az,
milyen hatassal vannak az erek falaban 1év6 egyes makromolekularis komponensek a

fibrinszerkezetre, annak keletkezésére, illetve feloldodasara.

1. IRODALMI HATTER

1. 1. A véralvadasi folyamat rovid attekintése

Az ér sériilésekor azonnal lokalis érreakciok indulnak el. Ezt a folyamatot
nevezziik vazokonstrikcionak, mely a vérzéscsillapitas legelsé fazisanak tekinthetd. Az
endotél sejtréteg sériilése révén a vér érintkezésbe 1ép a szubendotéliummal, amihez a
sériilést kovetden néhany percen belil megindul a vérlemezkék (trombocitdk)
kitapadasa (masodik fazis), mely kozvetleniil vagy von Willebrand faktoron (vWf)
keresztiil kozvetve az érfal kollagénjéhez torténik. A kitapadt sejtek aktivacidja majd
aggregacioja soran egy laza szerkezetl ,,sejtdugd” alakul ki (4). A szubendotéliumban
nagy mennyiségben jelen levd szoveti faktor beinditja a véralvadasi kaszkadot
(harmadik fazis), mely folyamat végén a trombin a vérben 1év6 szolubilis fibrinogénbdl
— atmenetileg - oldhatatlan fibrinhalot hoz 1étre a kitapadt trombocitdk koré, stabilizalva
ezzel az altaluk létrehozott aggregadtumot. A kialakuldo fibrinhalé sokféle
makromolekulat képes magaba zarni, ezekrdl és szerepiikrdl, illetve hatdsaikrol késdbb
bdvebben lesz szd. A folyamat mindharom fazisa jol szabalyzott, utobbi kettdben
tobbsz0Ords pozitiv €s negativ visszacsatolasos 1épések jatszanak dontd szerepet abban,

hogy a véralvadas gyorsan €s lokélisan torténjen.

1. 2. A fibrinhalé kialakulasanak szerepléi

1.2.1. Atrombin

A trombin alapvetd szerepet jatszik a véralvaddsban, miikddése sordn a

szolubilis fibrinogén molekulat hasitja, igy alakul ki a fibrin monomer melynek

polimerizacidjaval jon létre a fibrinhalo. A vérben protrombin forméaban van jelen,
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atlagosan 1,4 pM koncentracioban. Aktivalédasa szigortian szabalyzott folyamat. Az
aktiv enzim keletkezéséhez fiziologias koriilmények kozt a véralvadas tobb faktora,
illetve vérlemezke membranfelszin is sziikséges hozza (5). A human trombinnak harom
formajat kiilonboztethetjiik meg: a-, B-, és y- trombin (6). Ezek koziil a 37 kDa tomegd,
glikozilalt o-trombin jatszik f6 szerepet a véralvadasban. Az aktiv enzim egy 36
aminosavas A lancbol, és egy 259 aminosav hosszusagi B lancbol all (7), amelyeket a
Cysl ¢és Cys122 aminosavak kozti diszulfidhid tart 6ssze (8). Autokatalitikus hasitas
kovetkeztében jon 1étre az enzim masik két formaja, amelyeknek fiziologidsan nincs
szerepe a véralvadas folyamatdban, aktivitdsuk az o forma¢hoz képest elhanyagolhato.
Az enzimen tobb kitlintetett helyet kiillonboztethetiink meg, ezek: az Asp102 - His57 -
Ser195 aminosavak altal meghatarozott aktiv centrum, az apoléris hely, illetve a
specificitasért felelds hely, ezek egymashoz kozel lokalizdlodnak. A masik fontos elem
a fibrinogén felismerd hely (FRS) (8).

Az enzimnek a fibrinogén mellett mas szubsztratjai vannak, példaul az V-0s,
elinditani, protein-C-n keresztiil pedig sajat képzodését leallitani. Mikodését az
antitrombin, oy —makroglobulin, illetve a heparin kofaktor II gatolja heparin jelenlétében

(8). Hirudin is hatékonyan képes gatolni a miikodését (9).

1. 2. 2. A fibrinogén

A fibrinogén egy 340 kDa trinodularis glikoprotein, ami a vérplazméban 2-4
mg/ml koncentracioban fordul el6. Harom kiilonb6z6 polipeptid lancbol éll, ezek a 610
aminosav hosszusagii Aa, 461 aminosavas Bf3, és a 411 aminosavbol 416 y lancok (10),
amelyeket diszulfid hidak kapcsolnak 6ssze (11). Minden lanc a molekulaban kétszer
fordul el6 (dimer). A y lanc alternativ mRNS hasitas eredményeképpen v’ formaban is
megjelenik, mely a normalis y lanctol két helyen tér el: az eredeti 408 - 411 aminosavak
408 - 427 aminosav inszercidra cseré¢lddnek (9-es intron atirodéasa végett) (12, 13). Ay’
lanc heterodimer formaban fordul leginkdbb eld (y / v’), koriilbeliil 15 %-at adva az
0ssz-fibrinogén molekuldnak. A homodimer y’ / v’ el6fordulasa 1 % alatti (14, 15).

A molekula nyUjtott szerkezetli; kdzponti, és két szélsd, disztilis globularis

régiora kiilonithetd. A 6 fehérjelanc N-termindlisa alkotja a molekula kdzponti E
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crer

alkotnak. Mindkét coiled —coil régié egy-egy globularis D régioban végzdédik. Ezek
tartalmazzak a B} és y lancok C-terminalisat, amelyeket [ illetve y csomonak neveznek.
Az Ao lancok C terminalisa a D région talnyulik, aztan visszahajlik a coiled-coil
régidhoz, majd az E régio kozelében végzddik, ahol a molekulan beliili masik Aa lanc
ugyanezen doménjével kolcsonhatasba 1ép (16, 17). Az Aa lanc ezen darabjat aC

konnektor és aC domén szakaszokra osztjak (18, 19).

1. 3. Fibrinhalo kialakulasa

1. 3. 1. A polimerizacio elso 1épései

A trombin a fibrinogén Aa lancat az Argl6-os pozicidban, Bf lancat az Argl4-
es pozicioban hasitja, l1étrehozva ezzel a fibrinopeptid A (fpA) és fibrinopeptid B (fpB)
nélkiili fibrin monomert, amely ezaltal polimerizacidora képess¢ valik. Mivel
molekulanként 2 fpA ¢és 2 fpB talalhato, ezért 6sszesen 4 peptid hasitdsa torténik meg.
A hasitdas mindig a fpA-val kezdédik (20), és gyorsan lezajlik az fpB peptidek
lehasadasdhoz képest, amelyeknél egy kezdeti faziskésés utan gyorsul fel a folyamat. Ez
a gyorsulas a fibrinhalo szerkezetének kialakulasaval all Gsszefiiggésben (21). A fpA
lehasitasa jol jellemzett: az Ao lanc 7 - 16 meglehetdsen konzervativ aminosavai
alakitjak ki azt a motivumot (révid a hélix, tobb hidrogénhid k&tés), ami ezen régid
trombin altali felismeréséhez sziikséges (22). A Phe8, Leu9 és Vall5 aminosavak egy
hidrofob térrészt alakitanak ki, ami a trombin apolaris zsebébe illeszkedik, az Argl6-0s
oldallanc pedig a specificitasért felelés helyre keriil az enzimen (23). A 7 - 19 régidoban
az egyes aminosavak cseréje majdnem minden esetben nagyon korlatozott vagy teljesen
gatolt trombin altali fpA hasitast eredményez (24).

Az {fpB lassult vagy gatolt lehasitdsa a fibrinogénrél gyakran nem is
detektalhato, hiszen az fpA lehasadasa elegendé ahhoz, hogy a fibrinhalo kialakuljon.

A trombin képes a mar fpA és fpB mentesitett fibrinhez — vagyis a kialakuld
fibrinhalohoz - is k6tddni (25). utdbbi esetben az enzim aktiv marad, tehat a kotédés
egyik esetben sem az aktiv centrumon keresztiil torténik meg. Az Aa lanc els6 51

aminosava jo trombin szubsztrat, nem Ugy mint ugyanezen lanc elsé 23 aminosava

10
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annak ellenére, hogy a hasitasi hely megvan mindkettdben. Az Aa lanc fpA hasitasi
helye a trombin FRS helyén keresztiil befolydsolja annak kdtddését a szubsztratjahoz
(26, 27). Kiilonb6z6 BP lanc valtozatokkal tortént kisérletek (28 - 30) arra engednek
kovetkeztetni, hogy az Aa lanc kezd6 szakasza mellett a BB lanc fpB hasitési hely utani
régidja is szerepet jatszik az FRS kotésben. Valdsziniileg ezen két, illetve a harmadik

(v) lanc altal alkotott térszerkezeti motivum alakitja ki a teljes FRS kotohelyet (31).

1. 3. 2. Protofibrillumok, fibrinszalak kialakulasa

Az fpA lehasitdsa utdn egy addig nem észrevehetd struktara keriil a felszinre,
aminosavai alkotjak. Ez a gomb képes a y csom¢ ’a’ zsebébe illeszkedni, ami a 337 és
379 aminosavak kozt helyezkedik el (32). Ezen A:a nemkovalens interakcio (33, 34)
eredményeképpen jonnek 1étre a félig atfedd, kétszalu protofibrillumok, melyek
elektronmikroszkopos képen 22,5 nm-es periodicitast mutatnak (35). Az ez utan
kovetkezd fpB hasitds utan kialakulé B-gomb pedig a f csomo6 ’b’ helyére képes
kapcsolddni. Eredmények vannak arra vonatkozdan, hogy a B:b kolcsonhatas fontos a
protofibrillumok lateralis Osszekapcsolodasaban, és fibrinszalakka szervezddésében,
ugyanakkor inkabb valoszinilisithetd ezen interakcid protofibrillum stabilizal6 hatasa
(36, 37). A fibrinszalak a protofibrillumok egymas koré csavarodasabol alakulnak ki
(38). aC régid hianyos fibrinogén polimerizacidja soran a kialakuld fibrinhal6 stirtibb,
vékonyabb szalu, tobb elagazést tartalmaz, ami az aC:aC interakciok szerepét tamasztja
ala a lateralis aggregacio soran (39). Valosziniileg a fibrillumok kozt tobbféle (gyenge)
kolcsonhatas jon létre, melyek mind szerepet jatszanak a laterdlis aggregéciod

folyamataban.

1. 3. 3. Elagazasok létrejotte, a halo struktira kialakulasa

Két tipust eldgazas johet 1étre a fibrinszalban. A bilateralis elagazas akkor jon
létre, ha dupla szala protofibrillumok laterdlisan asszocialnak, négyszalu fibrillumot

létrehozva, de az asszociacié nem tokéletes. Tovabbi fibrillumok lateralis kapcsolodasa

révén valosul meg a vastagoddsa ezen elagazasoknak.
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Ekvilateralis elagazodast harom protofibrillum képes 1étrehozni (40). Ez a tipus
nagyobb gyakorisdggal jon 1étre akkor, ha a fibrinopeptidek hasitasa lassan zajlik (41).
Lateralis asszociaciot elotérbe helyezd koriilmények vastag fibrin szalakat hoznak 1étre,
kevés elagazodasi ponttal, mig ha a lateralis asszociacid gatolt, vékony szalak jonnek

1étre, sok elagazassal (42).

1. 4. A fibrin(ogén) poszttranszlacios modosulasai

A fibrinogénnek in vivo akdr egymillido valtozata is létrejohet (43). Néhany
példat emlitve csak, a fibrin(ogén) esetében poszttranszlaciés modositasok kozt tartjuk
szdmon példaul az oxidéciot €s a nitrozilaciot, amelyek atherotrombotikus betegségek
markereiként is funkciondlnak. Ezen moddositdsok szerepe és hatdsa nem tisztazott,
hiszen kapcsolatba hoztak mar ezekkel a folyamatokkal gyorsult illetve teljesen gatolt
fibrinhalé képzést is. Homociszteinilacid fordulhat eld a fibrinogén szintézisekor
(intracellularisan magasabb a homocisztein koncentracidja mint a vérplazmaban), a lizin
oldallancokon, ami a plazmin 4ltali fibrinbontast lassitja. A homocisztein egy Uj
szulthidril csoportot visz a molekulaba, ami diszulfid-hid kialakitasara képes példaul
albuminnal. Glikéz kapcsolédasa a lizin oldallancokhoz (cukorbetegeknél a
megemelkedett vércukorszintnek kdszonhetden) ugyancsak a homociszteinhez hasonlo
hat4su a plazmin miikodését vizsgalva.

Egyes betegségeknél tehat jelentds szereppel birhatnak a fibrin(ogén) utdlagos

modositasai (44).
1. 5. A fibrinhalo lebontasanak szereploi

1. 5. 1. A plazminogén

Miutan a vérzéscsillapitd funkcigjat betoltotte, a véralvadéknak eliminalodnia
kell a keringési rendszerbdl. A képzddd alvadék mar a kialakuldsa soran magaba zarja
az dnmaga feloldodasaért felelds enzim, a plazmin inaktiv eldanyagat, a plazminogént.

A plazminogén egy 92 kDa tomegii glikoprotein, amely sok szovetben jelen van

ugyan, legnagyobb mennyiségben azonban a vérbdl mutathat6 ki, koncentracidja 2 uM
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(45). A majban szintetizalodd6 810 aminosavas fehérjelancbol a szekrécid soran 19
aminosav levagodik, igy alakul ki a 791 aminosavas fehérje (46). A fehérje N-
terminalisan glutamatot hordoz, ezért Glu-plazminogénnek nevezik. Az N terminalison
talalhat6 preaktivacios peptidet (Glul - Lys77) 5 homolog ugynevezett kringle strukttra
koveti (K1 - KS5). Ezek 80 aminosav nagysagi domének, melyeket egyenként 3
diszulfid-hid stabilizal (47), ezek felelGsek a fibrin és egyéb szubsztratkotéséért (48). A
molekula C terminalisan helyezkedik el a protedz aktivitasért felelds régié (Val562 -
Asn791) (49). A kringle-k a fehérjék C-terminalis lizin oldallancaihoz kapcsolodnak,
minek eredményeképpen a plazminogén aktivacioja két nagysagrenddel gyorsul.

Fiziologidsan K1 - K4-nek van a legnagyobb affinitdsa a lizin oldallincokhoz,
bizonyitottan ezek kotddnek a fibrinhez is (50, 51, 52). Nativ fibrinben a K5 mutat
legnagyobb affinitast a még intakt fehérjében 1évo lizinek irant (53). A plazminogénnek
két 6 izoformaja van (I-es és Il-es tipust plazminogén), amelyeknek glikozilaltsaga
kiilonb6z6 (54). A szerkezetbeli eltérés megnyilvanul a funkciobeli kiillonbozoségekben
is: a ll-es forma erésebben kotddik o2-antiplazminhoz, és plazminogén aktivatorokkal
kevésbé aktivalhato (55, 56).

A plazminogén onmagiban nem mikdddképes enzim, K5 melletti Arg561 -
Val562 hasitas eredményeképpen jon 1étre a szerin protedzok kézé sorolt plazmin, mely
mint molekularis oll6 képes hasitani a fibrinszalakat. A plazmin egy nehéz A lancbdl
(561 aminosav) és egy konnyii B lancbol (230 aminosav) all (57), amit két diszulfid-hid
tart 6ssze Cys549 - Cys666 és Cys558 - Cys566 poziciokban. Az aktiv centrum a B lanc
His603, Asp646 ¢és Ser741 aminosavaibdl all. Plazmin altali hasitas eredményeképpen
jon létre az ugynevezett Lys-plazminogén. A hasitds tobb helyen torténhet, Lys62,
Arg68 és Lys77 poziciokban is (58). Glu-plazminogén sokkal tomorebb szerkezetd,
melyben kolcsonhatas alakul ki az N termindlis 1 - 77 aminosav és a K5 domén kozott,
illetve K3 és K4 kozott (59). Az N terminalis peptid proteolitikus hasitasa, tehat a Glu-
plazminogén - Lys-plazminogén 4talakulas eredményeképpen a tomor formabol egy
nyUjtott, nyitott konformaci6 jon létre, amely plazminogén aktivatorokkal konnyebben

aktivalhatova valik (60, 61).
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1. 5. 2. Plazminogén aktivatorok

A plazminogén aktivatorai szintén szerin proteazok, melyek tobbfélék lehetnek:
szoveti tipust PA (tPA) urokinaz tipust (uPA), illetve protedz aktivitassal nem
rendelkezd bakterialis fehérjék (streptokindz, staphylokindz). Emberben értelemszertien

csak az els6 kettd fordul eld.

1. 5. 2. 1. Szoveti tipusu plazminogén aktivator (tPA)

Foként az erek belso falat adé endothel sejtrétegben képzodik és szekretalodik a
vérbe, 70 kDa-os 527 aminosavas egylancu glikoproteinként, ahol koriilbeliil 70 pM-0s
koncentraciot ér el (62). Plazméban kb. 20 % van szabad formdaban, a tobbi
Plazminogén Aktivator Inhibitor-1- hez (PAI-1) kotott formaban van jelen.
Szerkezetében 5 kiilonallé modult talalunk: N terminalisa az ugynevezett finger domén
(F) (Serl - Lys49), ami homoldg a fibronektin fibrin k6t finger doménjével. Ezt egy
epidermalis novekedési faktor (EGF) szerli domén koveti (Ser50 - Asp87). A két kringle
domént (K1: Thr88 - Glyl76, és K2: Asn 177 - Cys261) a tripszinszer( katalitikus
domén koveti a molekula C terminalisan (Ser262 - Pro527). A tPA fibrin szelektiv
aktivator, vagyis a plazminogént csak akkor képes aktivalni, mikor az fibrinhez kotott
allapotban van. Az egylanct tPA-t a plazmin hasitja Arg275 - 11276 pozicidban, ami
ezaltal kétszaluva alakul, melyet egy diszulfid-hid tart Gssze. Erdekes modon, az
egyszalu ,,proenzim” forma is rendelkezik kb 10 %-nyi enzimaktivitassal (a kétszalu
formahoz képest). Ennek oka a Lys156 és az Aspl94 oldallancok kozott létrejovo
kapcsolat. A tPa mindkét formaja képes létrehozni plazminogénnel és fibrinnel egy
harmas komplexet. A folyamat végeredményeképpen a plazminogén az Arg561 -Val562
pozicioban hasitddik és plazminna alakul. A fibrinhez valéo kotddés soran a
plazminogén és a tPA is konformacidvaltozdson megy at, amelynek hatasara a
plazminogén aktivacidja mintegy szdzszorosara gyorsul. A kotddés a tPA F és K2
doménjén keresztiil torténik (63). A fibrinben nagy affinitasu (Kd= 16 — 33 nM) és
alacsony affinitasi (Kd= 1 uM) Lys dependens kotéhelyek vannak a tPA szamaéra, az
aC régid An392 - 610 tartoméanyaban ¢s a y312 - 324 régidban (64, 65). Ezek a

kotohelyek a fibrinogénben nem keriilnek a felszinre, a fibrinben viszont igen. A
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plazminogén aktivacidjanak fontos aspektusa, hogy mind az aktivdlandé enzim és az
aktivator is hasonlé kotdhelyeket ismernek fel a fibrinszalon, igy egymashoz elég kozel
lokalizalodhatnak ahhoz, hogy a plazminogén aktivacios folyamat nagy hatasfokkal
végbemenjen. A tPA megfeleld miikkodéséhez kofaktorokat igényel, legfontosabb ilyen
maga a fibrin. Tovabbi kofaktorok lehetnek: aktin, miozin, denaturalt fehérjék,

jellemzdéen aggregatumok, mely B-redd struktirdkat tartalmaznak (66, 67).

1. 5. 2. 2. Urokinaz tipusia plazminogén aktivator (uPA)

Az uUPA-t sokféle sejttipus szintetizalja és szekretalja: endothel és epithel sejtek,
ér simaizom sejtjei, monocitdk, makrofagok, fibroblasztok. Molekulatomege 53 kDa,
411 aminosavnyi egyszali fehérjelanc, melynek koncentracidja a vérben 2 - 4 ng/ml
(68, 69). A tPA-val ellentétben a pro-uPA igazi zimogén, melynek aktivitasa
elhanyagolhato a kétlancu aktiv formahoz képest, melyet a plazmin alakit ki ugy, hogy
elhasitja a Lys158 - Ile159 peptidkotést. A keletkez6 két lancot egy diszulfid-hid tartja
Ossze. Ugyancsak a tPA-t6l eltérd mdodon nem csak a fibrin felszinén képes aktivalni a
plazmint, hanem a vérben is (nem fibrin szelektiv aktivator). Sejtfelszini u-PAR
receptorhoz kapcsolddva a plazmin képzddése felgyorsul, amely koszonhetd részben a
plazminogén gyorsabb aktivacigjdnak és a plazmin altali kétszalo uPA forma
kialakulasanak (61, 70). Plazminogén aktivacidja viszont a tPA-hoz hasonléan az

Arg561 - Val562 kotés hasitasa révén valosul meg.

1. 6. A vérplazma egyes elemeinek hatasa a vérrog kialakulasara és feloldasara

In vivo a trombus kialakuldsa sordn nem csak a fibrinogén jatszik szerepet a
vérrdog szerkezeti felépitésében, hanem a plazma mas fehérjéi, sejtes elemei is
beépiilnek, amik befolydsoljak a rog képzodését €s lizisét. A hatasuk lehet kozvetlen
(konkrétan a fibrin szerkezetét befolyasoljak) vagy kozvetett (a fibrinhalot kialakitd
trombin vagy lebont6d plazmin enzimekre, illetve ezek aktivatoraira vagy inhibitoraira
hatnak). A fontosabb sejtes és molekularis elemek szerepét foglalom 6ssze roviden a

kovetkez6 néhany bekezdésben.
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1.6. 1. A Xlll-as faktor

Tetramer szerkezetii (A2B;) pro-transzglutaminaz, ahol a katalitikus funkciot az
aktivalt A alegységek latjak el, a B alegységek hordozo/védelmi szerepet toltenek be.
Az A alegység 83 kDa tomegli, csontveld eredetii, mig a B alegység 80 kDa-os, és a m4j
termeli. A plazméaban soha nincs szabad A alegység, ezt a feleslegben termelédé B
alegységek mindig komplexaljak (intracellularisan aktiv homodimer A alegységek
vannak). Aktivalodasa soran a trombin az A alegység Arg37 - Gly38 kotést hasitja, €s
megfeleld mennyiségli Ca®* jelenlétében a B alegység disszocial, mely események
konformaciovaltozast okoznak az A alegységen, és szabadda valik az aktiv hely. Az
aktivalas ugyanakkor felgyorsul a fibrin felszinén, és azt is kimutattdk, hogy trombin
altal aktivalt FXIII nem mutathatd ki szérumban, tehat kotve marad az aktiv enzim a
fibrinen (71).

A plazméaban minden FXIII fehérje fibrinogénhez kotott, legnagyobb affinitassal
a v’ lancon 1évo kotdhelyhez (72), ahova a trombin is képes kapcsolodni. Aktivacioja
utan két {6 szubsztratja a fibrin és az ay-PI (tovabbiak példdul az V-6s faktor, PAI-2,
Lp(a), fibrinogén, fibronektin, vimentin, miozin, aktin, vinkulin).

Az enzim f6 funkcidja a fibrinhalo stabilitasanak fokozésa, benne keresztkotések
létrehozasa. A fibrinben intermolekularis y dimereket hoz 1étre, az egyik y lanc Lys406-
ot kapcsolja Ossze a masik y lanc Glu398/399-val. Az o lancok keresztkotése is
megvalosulhat FXIII altal, de sokkal lassabban mint a y lancoknal. A kapcsolddas tobb
helyen is végbemehet lizin és glutamin oldallancok kozott, a oligomereket 1étrehozva.
Ritkan el6fordulhat még a és y lancok kozti keresztkotés, illetve y trimerek és
tetramerek is kialakulhatnak. A fibrinhalo stabilitasat és fibrinolitikus rezisztenciajat
leginkabb az o oligomerek fokozzak (73), de a y dimerek is hozzéjarulnak a stabilabb
szerkezet kialakuldsdhoz (74). A keresztkotések révén az egyes fibrinszalak kozti terek
kevésbé atjarhatova valnak a lizist végzo vagy eldsegitd fehérjék szamara.

A FXIII képes az a2-Pl-t keresztkotni a fibrinnel (75), tovabbi akadalyokat
gorditve ezaltal a plazmin miikodése elé (76).

In vivo a trombin 4ltal aktivalt fibrinolizis inhibitor (TAFI) is keresztkotodhet a
fibrinhez a FXIII altal. A TAFI feladata ebben a rendszerben, hogy a fibrin C-terminalis

lizin oldallancait levagja, csokkentve ezzel a tPA és plazmin(ogén) kitapadasi helyeinek
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szdmat. A fibrinhaldba beépiil6 monocitak PAI-2-t tartalmaznak, ami az uPA inhibitora.
A sejtekbdl felszabaduld PAI-2-t képes a FXIII a fibrinhez kotni, gatolva ezaltal az uPA

altali plazminogén aktivaciot.

1. 6. 2. A vérlemezkék (trombocitak) és komponenseik

A vérlemezkék 2-3 um nagysagu, sejtmag nélkiili, a csontveldi megakariocitak
citoplazmajabol lefliz6do citoplazma fragmentumok. Szamuk a vérben 250000-300000
db/mm?®. Granulomer régioban kiilonbozé anyagokat tarolé granulumok vannak.
Leggyakoribbak a 400 nm atmérdjii a-granulumok, melyek véralvadasi faktorokat,
fibrinogént, plazminogént, fibronektint, IV-es tipust vérlemezkefaktort vWF-t és
trombospondint tarolnak.

Artérids trombusokban szamitdsok szerint a vérlemezkék koriilbelill 25-sz06ros
mennyiségben koncentralodnak (77). A haloba keriilt vérlemezkék kb. 6 oOra utin
elhalnak, sejtalkotdik a trombus részévé valnak, tobbek kozott nagy mennyiségii
foszfolipiddel dusitva azt (78, 79). A vérlemezkemembran fontos szerepet jatszik a
véralvadas beinditasaban, ugyanakkor az is bebizonyosodott, hogy ezen membranok
nagy részét kitevd foszfatidil-kolin és foszfatidil-szerin molekuldk a fibrinolizist
gatoljak, egyrészt diffuzios gatat képeznek a tPa, plazminogén és plazmin el6tt,
masrészt képesek ezek megkotésére is (78).

Vérlemezke eredetii miozin is pM-o0s koncentracioban fordul eld a trombusban.
Plazmin altali in vitro fibrinolizis soran a folyamat lelassul miozin jelenlétében, ez a
lassulas uPA altali fibrinolizis inditaskor linearisan fligg a miozin koncentraciojatol. A
tPA-nak a miozin kofaktora (80), de a fibrinnel asszocialt miozin nem, csak a szabad
formija véltia ki a plazminogén aktivaciora kifejtett pozitiv hatast. Aramlasi
koriilmények kozt miozin jelenlétében a fibrinhal6 szétesése hamarabb megkezdddik (a
fibrin degradacios termékek kozti kapcesolatot gyengiti) ugyanakkor mivel a plazminnak
szubsztratja (80) igy kompetal a fibrinnel a plazmin altali hasitas soran, dsszeségében a
lizist lassitja (81).

Aktivalt vérlemezkék trombin altali stimulaciora polifoszfatot szekretalnak (82),
melyek beinditjdk az XII faktoron keresztiil az aktiv trombin nagy mennyiségben

torténo keletkezését, ami a tobbek kozott a TAFI fokozott mukodéséhez vezet és
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végeredményben fibrinolizis inhibitor hatdssal birhat (83). A polifoszfatok interakcidba
Iéphetnek a fibrinogénnel és a fibrinnel, és képesek a kialakuloban 1évé fibrinhalod
szerkezetét modositani a fibrinogén — fibrin atalakulds soran, melynek hatdsara a
fibrinhal6 permeabilitasa csokken, porusai sziikebbek, szalai vékonyabbak lesznek (84).
Ezeknek a hatasoknak az ellenkez6jét is kimutattak (85), ugyanakkor mindkét esetben a
polifoszfatok gatoltdk a fibrinolizist, melynek oka a Pn és tPA csokkent affinitdsa a
fibrinfelszinhez.

Vérlemezkék szekretorikus granulumaiban foszfolipaz A2 tarolodik és iirtil
aktivacids stimulusra. Az enzim képes a foszfolipidek sn-2 pozicidji észter kotéseinek
hasitasara, szabad zsirsavakat téve ezaltal szabadda. Sebészi tuton eltavolitott
trombusbol mM nagysagrendben mutathat6 ki szabad zsirsav (86), mely a vérlemezke
Osszetételét vizsgalva foleg olajsavnak és palmitinsavnak adodik (87). Az olajsav képes
gatolni a plazmin fibrinolitikus aktivitasat, tPA mikodését teljesen gatolja fibrinmentes
kornyezetben, ugyanakkor fibrin jelenlétében hatdsa ezzel ellentétes, ami a

plazminogén-fibrin-tPA komplex favorizalt képz6désének koszonhet6 (86).

1. 6. 3. Vorosvértestek

A vérben a fibrinogén koriilbeliil 2 %-a vordsvértestekkel kototten kering, a
vordsvértest membranjanak egy integrin receptora révén (88, 89). Artérias trombusok
kialakulasakor a vorosvértestek (vvt) beéplilnek a haloba, modositva annak szerkezetét
és mechanikai tulajdonsagait. A fibrinszalak kozti tér megndvekedése tapasztalhato,
amikor 20 %-nyi vvt inkorporalddott a kialakulo haloba (90). A vérrég permeabilitasa a
benne 1évé aggregalt vvt-k hatasara lecsokken (91), a fibrinszalak atmérdje
megnovekszik, a vvt-k koncentraciojatol fliggben siirlibb vagy lazabb halostruktira jon
létre. A viszkoelasztikus modulusok 10 %-nyi vvt koncentracional érik el
maximumaikat, nagyobb mennyiségnél csdkken mind az elasztikus, mind a viszkozus
modulus esetében, ugyanakkor a viszkézus / elasztikus hanyados megnd (92). Ez a
tanulmany kiemeli azt is, hogy a vvt-k nem homogénen helyezkednek el a fibrinhaloban
(in vitro sem), illetve nagyfoku, lokalis heterogenitast okozhatnak a fibrinszalak

szamaban.
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Az in vitro kisérleti rendszerek Osszedllitasa (habar hasonld iranyt kutatasrol
van sz0) meglehetdsen eltérd lehet. Mi sem bizonyitja ezt jobban, minthogy az
elézéekhez hasonléan csak fibrinbdl és vvt-bdl keletkezd szerkezet lehet a vvt
nélkiilihez képest vékonyabb szall, €s szitkebb porusu, raadasul stirtibb halozattal (93).
A tPA dltali plazminogén aktivacié gyorsul vvt-t is tartalmazd fibrin felszinen,
ugyanakkor a plazmin altali fibrinolizis sebessége lelassul. A vvt-k jelenléte vékonyabb
szalat eredményez, ami jobb hatdsfokkal lizemel a plazminogén aktivacidé soran. A
nagyobb vvt mennyiség viszont azt eredményezi, hogy csokken a plazmin(ogén) altal

elérhetd fibrinfelszin, ami csokkent lizis lehetéségét rejti magaban.

1. 7. A fibrinhalo mechanikai stabilitasanak hattere

A véralvadék stabilitasat kétféleképpen szemlélhetjik. Egyrészt a plazmin
enzimatikus lebontas elleni rezisztenciajat értjilk alatta, masrészt a véraramlas altali
nyiréerdknek is ellen kell tudni allnia, hogy stabilan a kialakul4sa helyén maradjon, a
vérkeringés ne tudja elsodorni a képzddési helyérdl, illetve annak hatasara ne
kovetkezzen be szerkezetében olyan valtozas, ami integritasat veszélyezteti.

Az érkeresztmetszetet megvaltoztatja a kialakuld trombus, aminek hatasara
modosul a vér reologidja 1s. A vér (elképzelt) folyadékrétegei az erekben laminarisan
aramlanak. Az egyes rétegek kiillonbozd sebességgel haladnak, az érfaltdl az ér tengelye
felé haladva sebességiik egyre nd. Az egész érkeresztmetszetet figyelembe véve egy
parabola alaktl aramlasi profil rajzolodik ki. A legnagyobb nyirderd ellenben (l1évén a
sebességgradiens ott a legnagyobb) az érfal mentén generalodik. Trombus vagy
ateroszklerotikus plakk azonban megvaltozott érgeometriat, ezaltal modosuld dramlasi
viszonyokat is eredményez (94). Mindkét esetben a szilikiiletet okoz6 képlet csticsan hat
a legnagyobb nyiréerd. (Ez okozza a plakksapka er6zidjat elérehaladott
ateroszklerotikus teriileteken).

A trombus tehat valtoz6é dinamikdju koriilmények kozt alakul ki, hiszen
méretének novekedésével az ér keresztmetszete csokken, ami a rd hatdé nyirderdk
valtozasat hozza magaval.

A trombust, illetve a benne lévd fibrinhdlot viszkoelasztikus polimernek

tekintjik (95), melynek kiilonb6z0 elemei hatarozzak meg azt, hogy mennyire
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deformalddik az aramlod vér hatasara. A deformacio lehet reverzibilis, illetve akar
irreverzibilis, stilyos esetben leszakad, és emboliat okozhat. Utobbi leginkabb a nagyon
merev szerkezetli trombusra jellemzd, mig a plasztikusabb szerkezetiiek esetében
formajat megvaltoztatva, 0j alakot felvéve allhat ellen a véraramlasnak.

A viszkoelasztikus anyagok viszkézus ¢és elasztikus paraméterekkel
jellemezhetdek. Elasztikus anyagok a rajuk hat6 erd hatasara gyorsan megvaltoztatjak
alakjukat, és ez az alakvaltozas mindaddig fennall, mig az eréhatas tart, majd eredeti
alakjukba térnek vissza. Az inelasztikus anyagok rdjuk iranyuld erd hatdsara nem
deformalodnak azonnal, alakjuk folyamatosan valtozik, és az erOhatds elmultdval nem
veszik fel ujra eredeti formajukat. Fibrin esetében lassan novelve a fesziiltséget, a rog
deformaciodja csak elasztikus tulajdonsagokat mutat, inelasztikust csak elhanyagolhat6
mértékben. Gyors erdvaltozas esetében viszont utobbi komponens jelenléte ardnyaiban
nagymértékben megnd. Az elasztikus tulajdonsagok a helikalis coiled-coilhoz, a
globularis y-nodulusokhoz, de leginkabb a kevésbé strukturalt aC doménhez kothetdek

(96).

1. 8. Az erek szerkezete, felépitése, alkotéoelemei

Az érfalat beliilrdl kifelé haladva harom rétegre kiilonithetjiik el. A belsd tunica
intima, a k6zépsd tunica media és a kiilsé tunica adventitia. Ez a rétegzddés az egész
érpalyaban végigkovethetd (a legkisebb atmérdjii erekben a t. media hidnyzik),

ugyanakkor a rétegek egymashoz viszonyitott ardnya més €s mas az egyes szakaszokon.

1. 8. 1. Tunica intima

Az ¢érfalat alkotd legbelsd réteg ardnylag vékony, legfontosabb eleme a
laphamszeri sejtekbdl felépiild, folyamatos endothel réteg. Ezen sejtréteg alatt talalhato
a lamina basalis, amit nagyobb erek esetében egy laza rostos kotszoveti rétegbe
agyazott, helyenként simaizomsejteket is tartalmazo subendothel réteg kovet. Ebben
korkordsen futd rugalmas rostok és kollagén fibrillumok vannak jelen, az elasztikus

tipusu nagy artéridk esetében. Az izmos tipusu artéridkban, melyek az artérias rendszer
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legnagyobb részét adjak, a t. intima és a t. media hatdrdn az ugynevezett membrana

elastica interna is megtalalhato.

1. 8. 2. Tunica media

Artéridkban erdsen fejlett réteg. Jellemzdi a cirkularisan futd simaizomsejtek, és
a nagy aranyban el6forduld rugalmas rostok, elasztin. Ezek a rugalmas elemek
koncentrikus lamellakat hoznak 1étre az érpalya ezen teriiletén, akar 70 réteg is
kialakulhat. Koztiik szabalytalan nyildsok taldlhatok, melyben extracellularis matrixot
termeld simaizomsejtek foglalhatnak helyet. Ezek mind nagy mennyiségi

proteoglikanba 4gyazddnak be.

1. 8. 3. Tunica adventitia

Leginkabb hosszanti kollagénrost-kotegekbdl, laza rugalmas rosthaldzatbol,
fibrocitakbdl all. A vastag érfalak taplalasa szempontjabol érdemes kiemelni a vasa

vasorumokat, amelyek itt futnak.

1. 9. Az érfal szerkezeti valtozasai, az ateroszklerdzis

Az Oregedési folyamattal parhuzamosan majdnem minden artéridban
megfigyelhetd az intimaban fibrozis. Az elasztikus szovetek fragmentacidja €s
sokszorozodasa is gyakori jelenség, ez koncentrikus intimalis vastagodashoz vezet.
Kalcifikacios folyamatok létrejohetnek normal artéridkban is. Az ateroszklerotikus
elvaltozasok eldjelei is megfigyelhetéek mar egészen fiatal korban, igaz ekkor még

altalaban nem beszélhetlink patoldgias elvaltozasokrol.
1. 9. 1. Az ateroszklerotikus folyamat elso fazisai
Az ateroszklerozis a kozepes ¢€s nagy méretli artériak belsé faldnak

aszimmetrikus, fokalis megvastagodasa. A folyamat soran szubendothelialisan sejtek,

lipid és fibrotikus képletek halmozddnak fel.
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Az érendotélium egy szelektiven miikodoé gatat képez a vér és a szovetek kozt,
sejtjei tight junctionokkal kapcsolodnak egymashoz. Az erek elagazasanal, - ahol az
ateroszklerotikus folyamatok a leghamarabb elindulnak — megvaltozott nyirofesziiltség
hatasara torténd adaptacidjuk soran az endotélsejtek orientacidja €s alakja (ellipszoidrol
poligonalisra) is megvaltozik. Ezeken a teriileteken megnd az érendotél permeabilitasa,
tobbek kozt az alacsony stirtiségli lipoproteinre (LDL) is (97). Az LDL akkumulécioja
az érfalban az ateroszklerotikus folyamat els6 allomasa. Nagy eséllyel fordul eld, ha az
LDL szintje a vérben magas, illetve ha ezen anyag transzportja és retencidja az érfalban
megnovekedett. A retencidja soran az apolipoprotein B az érfalban 1évo
proteoglikanokkal 1ép kapcsolatba (98). A becsapdazott LDL modifikacion esik
keresztiil, leginkabb oxidalodik, mely 1épésben fdleg a lipoxigenazoknak tulajdonitjak a
foszerepet (99), de az LDL molekulak lipolizise, aggregacidja is szerepet jatszhat abban,
hogy gyulladasos folyamatot, majd endotél aktivaciot képes elinditani (100, 101). Az
aktivalt endotél sejtréteg leukocita adhéziés molekulai segitségével (VCAM-1)
monocitakat és limfocitdkat emel ki a vérbdl, és ragaszt a gyulladt teriilethez. Az intima
sejtréteg kemokin termelése révén a vérbdl kiemelt sejtek a szubendothelidlis rétegbe
vandorolnak (102, 103). Az intima altal termelt makrofag kolonia stimulalo faktor (M-
CSF) expresszid6 monocita — makrofag atalakulast indukal, ennek hianyaban a 1€zi6
joval kisebb (104). A makrofagok scavenger és toll receptoraikon keresztiil jelentOs
mennyiségli modositott LDL-t képesek felvenni. Amennyiben tobb koleszterint vesz fel
a sejt, mint amennyit le tud adni, a citoplazmaban koleszteril észter cseppek formajaban
valik ki, végeredményképpen pedig habsejtté alakul a makrofag.

Alternativ mechanizmus szerint (Mainz hipotézis) nem az oxidacio a
leglényegesebb modositds az LDL-ben, hanem a protedzok és koleszterin észter
hidrolazok jatszanak f0 szerepet az ugynevezett enzimatikusan médositott LDL (eLDL)
kialakulasdban. Az eLDL mar korai szakaszban megjelenik az ateroszklerotikus
folyamat soran, a makrofagok tobb receptora ismeri fel mint az oxLDL-t, és hatasara a
makrofag — habsejt atalakulas is joval jelentésebb (105).

A magas denzitasu lipoprotein (HDL) erdsen az ateroszklerotikus folyamat ellen
dolgozik: perifériasan csokkenti a koleszterinszintet, illetve egy benne megtalalhato

észteraz hatasa révén képes oxidalt foszfolipideket bontani.
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1. 9. 2. Fibrozus plakkok kialakulasa

A fibrézus plakkokat nagy mennyiségli extracelluléris lipid (féleg koleszterin
illetve ennek észtere), simaizomsejtek, €s simaizomsejt eredetli extracellularis matrix
felhalmozdodasaként definidlhatjuk. A makrofagok altal kibocsajtott citokinek ¢és
novekedési faktorok fontosak a simaizomsejtek migracidja, proliferacioja ¢és
extracellularis matrix (ECM) produkcidja szempontjabol. A CD40 ligand, melyet
makrofagok, simaizomsejtek €s az endotél sejtjei is képesek termelni, kapcsolodasa
receptorahoz (CD154) fontos szerepet jatszik az eldrehaladott 1éziok kialakuldsaban.
Ennek hatasara gyulladasért felelds citokinek, extracellularis matrixot bontd proteazok,

¢s adhézios molekulak termelddnek (106).

1. 9. 3. Elorehaladott 1éziok és a trombozis

A trombus kialakulasa az elérehaladottan ateroszklerotikus érfelszinen leginkabb
a plakk Osszetételén és ezaltal ,,sebezhetdségén” mulik, mintsem azon, hogy mekkora
sztkiiletet okoz az érlumenben. Sebezhetd plakkoknak vékony fibrozus felszini
sapkajuk van, mely alatt nagyszdm immunsejt helyezkedik el. A folyamat
kulcsfontossagu része a fibrozus sapka integritasanak fenntartdsa, melyben nagy szerepe
van az extracellularis matrix képzddésének (és lebomlasanak), hiszen a sapkaban 1évd
fibrillaris kollagén degradacioja csokkentheti a fibrozus sapka ellenallasat a mechanikus
hatdsokkal szemben. Az immunsejtek altal kibocsajtott interferon-y gatolja a
simaizomsejtek ECM komponenseinek termelését, és indukalja tobbféle proteaz
termelését, melyek képesek az ECM bontasara, példaul intersticialis kollagenazt,
zselatindzokat, stromelizint (107, 108). A 1€zi6 stabilitdsat befolyasoljak kalcifikacids
folyamatok is, amelyek ugyancsak jellemzdek eldrehaladott allapotban. Kalcifikaciod
soran pericita szer( sejtek matrix allvanyt képeznek, mely a csontfejlodéshez hasonldan
kalcifikalodik.

Amennyiben a fibrotikus sapka er6zi6 vagy ruptura soran megsériilt, az érlumen
felé nyitottd valik a 1ézi6 trombogén felszinként viselkedd magja. Ennek
trombogenicitasat foleg a szoveti faktor (TF), foszfolipidek, vérlemezke adhézids

molekulak adjak. A sériilt felszinen trombus alakul ki.
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1. 10. Az érfal fo makromolekularis alkotoelemei

1. 10. 1. A kollagén

A kollagén alapvetd eleme az extracelluldris matrixnak, minden szdvetben
megtalalhato struktarfehérje. Idaig 28 féle kiilonbozé kollagén fehérjét ismeriink,
melyek kozos jellemzdje, hogy harom balmenetes, o-helikalis lanc egymas koré
tekeredésébdl alakulnak ki. A lancban tripeptid ismétlédés figyelhetd meg, minden
harmadik aminosav glicin, ehhez képest masodik pozicidoban gyakori a prolin, harmadik
pozicidban pedig a hidroxiprolin eléfordulasa (30 %). Az a lanctol fiiggden lehetséges
homo- ¢és heterotrimer kialakulas is attol fliggéen, hogy mindharom lanc egyforma-e
vagy sem. A triplahélix részeket nemhelikdlis domének valasztjdk el egymastol, amik
mas matrix molekuldk felismerési / kapcsolddasi helyei.

Az érfalban 1évé fehérjék 40 %-at a kollagének adjak (109). Az érfal {6
kollagénjei I-es és Ill-as tipustak, fibrillaris szerkezetliek (vastag kotegeket alkotnak),
ellentétben példaul a bazélis lamina IV-es tipusu kollagénjével, ami haromdimenzios
térbeli haloszeri szerkezet kialakitasara is képes (110). Az I-es heterotrimer szerkezeti,
két al és egy a2 lanc, mig a III-as tipusu homotrimert harom al lanc épiti fel (111).

A kollagénnek jelentds szerepe van az erek alakjadnak, mechanikai stabilitasanak
kialakitasaban. Nyugalmi allapotban a t. adventitidban 1évd kollagénrostok lefutdsa
hulldmos, aminek eredménye, hogy az adventitia kevésbé feszes, mint a media. Fesziilés
hatasara azonban a hulldmos elrendezés megszlinik, a rostok kinyulnak,

megakadalyozva ezzel az ér tilnytlasat illetve egyéb sériilését (112).

1. 10. 2. Kollagén szerepe az ateroszklerozisban

Az érfal ateroszklerotikus teriiletein is a kollagének dominancidja figyelhetd
meg. Az l-es és Ill-as tipusu formai mellett a IV-es és V-0s kollagén tipusok
mennyisége is jelentdsen megemelkedik, elébbi a fibrozus sapka teriiletén jellemzd
(113, 114, 115). Ha a plakk teriiletén tal sok kollagén halmozédik fel, az stenosishoz
vezethet, mig ha mennyisége tul kevés, sériilékeny plakk alakul ki (116). Mennyiségét a

szintézis és a degradacié egyarant befolyéasolja, mindkét folyamat végbemegy egy adott
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plakkban, ugyanazon idében (117). A szintézis fdleg az érintett teriiletre vandorlod
simaizomsejtekhez, kisebb részt az endotélsejtekhez kothetd. A kollagének lebontasa
leginkdbb a teriiletre sereglé aktivalt makrofagok, T-limfocitdk altal termelt matrix
metalloproteazok (MMP-k) milkodésének az eredménye, amelyek az érfal

extracellularis matrixanak szinte minden jelenlevé komponensét képesek bontani (118).

1. 10. 3. Proteoglikanok

A kollagén rostok az érfalban proteoglikdn matrixba 4gyazottak. A
proteoglikanok alapvetéen két részbol épiilnek fel: tartalmaznak egy fehérjerészt (core)
¢és legalabb egy, nagyméretli, szulfatalt cukoroldallancot (GAG) amely harom tipust
lehet: heparan, keratin, és kondroitin/dermatan. Ezek diszacharid ismétlodésekbol
éptilnek fel, az egyik alkotdja a diszacharidnak hex6zamin, ami a 4-es vagy a 6-0s
pozicioban szulfatalt.

A heparan szulfatok (HS) a glikézamin mellett (amely lehet 2-deoxi-2-
szulfogliik6z vagy 2-deoxi-2-acetamidogliikoz) D-glukuronsavat vagy L-iduronsavat
tartalmaznak, 1 - 4 glikozidos kotésben. A szulfat csoportok szama diszacharid
egységenként 0,5 — 2,5 kozott valtozik, heparinok esetében ennél nagyobb is lehet (119,
120).

A keratan-szulfat proteoglikanok N-acetil-gliikozamin és D-galakt6z diszacharid
ismétlddésekbdl épiilnek fel, melyek 1 - 3 és 1 - 4 kotésekkel kapcsolddnak.
Eléfordulnak mannoz, fukoéz ¢és szialsav csoportok 1is. A szulfatiltsiga a
diszacharidoknak 0,8 - 1,5 kozotti.

Kondroitin/dermatan-szulfat lancok N-acetil-gliikozamin és D-glukuronsav
¢és/vagy L-iduronsav diszacharid ismétlddésekbdl allnak, és 1 - 3 vagy 1 - 4 kotésekkel
kapcsolodnak. L-iduronsav csak a dermatan lancban fordul eld. Szulfataltsaga altalaban
1/diszacharid.

L-iduronsav tartalmuk révén a dermatdn-szulfat (DS) és a heparan-szulfat
meglehetésen nagy konformacids flexibilitdssal rendelkezik (121), mellyel részben
magyarazhat6 a kétféle GAG lanc funkciobeli azonossaga. Jol ismert, hogy a heparin a
trombinnak jo gatldszere, amennyiben antitrombin €s heparin kofaktor II (HCII) is jelen

van. Ugyan a heparin és a DS szulfatdltsiga az el6bbi javara lényegesen eltér,
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szerkezetiik viszont hasonld, a dermatan-szulfat képes (HCII) jelenlétében a trombint
inaktivalni (122), mig a (L-iduronsavat nem tartalmazo) kondroitin-szulfat nem.

A DS megtalalhaté a vérben is (123, 124), vérrdg kialakuldsa soran
inkorporalodhat a fibrinhaloba, hatasara vékonyabb, térékenyebb fibrinszalak alakulnak
ki, melyek kevésbé ellenalloak a plazmin altali degradacidval szemben (125).

Hialuronsav a kondroitin-szulfatokhoz hasonlé felépitésii, de nem szulfatalt és
nem kapcsolodik fehérjéhez (126).

A proteoglikanok fehérjerészei eléggé kiillonbozoek lehetnek. A kisméretiiek
alakja globuléris, egy vagy két cukor oldallanccal. A nagyméretiicknek van legalabb
egy globularis és egy linearis része, ehhez 5 - 10 oldallanc kapcsolddhat. A nagyon nagy
méretli fehérjék akar 3 globuléris régiot is tartalmazhatnak, hossza lineéris régidjukhoz

akar 100 oldallanc is kétodhet (119).

Fiziologias koriilmények kozt a GAG-ok képesek elektrosztatikusan I-es tipusu
kollagénhez kotddni. Ebben szerepe van a toltésstirliségnek és a GAG alakjanak is. Az
erdsen kotddd GAG-ok képesek a kollagén fibrillogenezis megvaltoztatasara is. CS és
DS a GAG lancon keresztiil és fehérje-fehérje interakciok révén is képes az I-es

kollagénhez k6tddni, €s a fibrillogenezist gatolni.

1.10. 4. A dekorin

A kicsi, leucin ismétlddésekben gazdag proteoglikdnok csoportjdba tartozik
(127). Kozos jellemzojiik a kb. 40 kDa nagysagt, esetenként nagyfoki homologiat
mutatd fehérjerész, ezen beliil 6 - 10 leucinban gazdag ismétlédés (LRR), melyet két
oldalrol cisztein gazdag domének hatarolnak. Hordozhatnak dermatan/kondroitin-
szulfat (biglikan), illetve keratan-szulfat oldallancot (fibromodulin) is. Szerepiik jelentds
az extracelluldris tér strukturdjanak szervezésében, integrin receprotok ligandumaként
befolyasoljak a sejtadhéziot is.

A dekorin GAG lancanak nagysaga akar 120 — 180 kDa is lehet (128), amely a
cisztein gazdag régidban kapcsolddik a fehérjéhez. A GAG lanc leginkabb dermatan-

szulfat, de kisebb részt kondroitin-szulfat is lehet attdl fiiggéen, milyen szdvetben
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expresszalodik. Atlagosan 1 szulfatcsoportot hordoz diszacharid egységenként, de ettdl
Iényegesen eltéré mintazat is el6fordulhat (129).

Core fehérjéje, melyben 10 LRR talalhatd, 57 %-os homologidt mutat a
biglikanéval, ezért egy alcsaladba is szoktdk sorolni ezeket. Alapvetd extracellularis
matrix szervezd funkcidja a kollagén fibrillumok kotegekbe rendezése, ezek méretének
szabalyzéasa (130), illetve képes kapcsolatot teremteni az fibrillaris I-es és haldzatos
szerkezetet kialakit6 VI-os kollagének kozt, stabilizalva ezzel a koztiik 1év6 kapcsolatot.

Erek falaban nagy mennyiségben fordul elé torakalis és radialis artériak
intiméjaban €s az adventitiaban (131).

crer

képzddd fibrinhaloba, és a fibrinszalatmérdk csokkenését és gyorsabb lizisét okozza

(132, 133).

1. 10. 5. Dekorin az ateroszklerozisban

AteroszKklerotikus 1ézidkban a habsejtek teriiletén (134), illetve a fibrozus
sapkahoz asszocialtan jelentés mennyiségben mutathatd ki a fehérje (135). Az erodalt
vagy rupturalt plakkok teriiletén viszont féleg verzikan illetve hialuronsav detektalhatd,
dekorin csak nagyon kis mértékben (136). Ezen eredmények szerint a dekorin a fibrozus
sapka terliletén az ott 1év0 kollagénnel asszocialédva a plakksapka stabilizaciojaban
jatszik szerepet, alacsony expresszioja az ateroszklerotikus 1€ziot sériilékennyé teszi.
Azonban ha a sériilés megtortént, az érfalban 1€vo, az érlumen felé expresszalodod

dekorin szerepet jatszhat a vérlemezkék aktivaciojaban (137).

1. 11. Matrix metalloproteazok altalanos jellemzése

Az MMP-k az a4ltaldnosan elforduld, multidomén Zn?* dependens
endopeptidazok, a metzicinek szupercsaladjanak egyik csoportjat alkotjak. Ebbe a
fehérje szupercsaladba tartoznak még tobbek kozott az ADAM-ok (metalloproteaz rész
mellett még disintegrint is tartalmaznak) ¢s az ADAMTS-ek is, melyek az elézdek
mellett még trombospondin részt is hordoznak. K6zds szerkezeti jellemzdjiik, hogy az

aktiv centrumukban altalaban harom hisztidin tartja koordinacids kotésben a szubsztrat
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fehérjék hasitasaban alapvetd szerepet jatszo cink iont, illetve minden esetben ezen ion
koriil egy hidrofob zseb alakul ki.

Az MMP-k {6 funkcioja a matrix alkotoelemeinek lebontasa, és ezaltal az
extracellularis tér Gjraszervezése, regulacidja. Ugyanakkor képesek sejten kiviili, de az
ECM felépitésében kozvetleniil szerepet nem jatszo komponensek, mint példaul
citokinek, receptorok hasitasara is, ezaltal a szignalizacios folyamatok befolyasolasara
is (138).

Az MMP-k vagy matrixinek csaladja tehat egy alcsalad a nagy metalloproteaz
enzimcsaladon beliil. A matrixin csalddnak emberben eddig 23 tagjat fedezték fel (139).
Preproenzim formédban szintetizalédnak, ¢€s zimogén (proenzim) formaban
szekretdlodnak a sejtekbdl. Mindegyik tartalmaz egy katalitikus domént, amit egy
ugynevezett prodomén (propeptid) fed le. Ez a propeptid koriilbeliil 80 aminosav
hosszusagu (konszenzus szekvencidgja PRCXXPD), és tartja inaktiv allapotban az
enzimet. A propeptidben 1évé cisztein aminosav tiol csoportja ,tartja fogva” a
katalitikus helyen 1évo Zn*" iont (az enzimek szerkezetének helyes kialakulasdhoz ¢és
felépitéséhez sziikségesek még Zn?" illetve Ca®* ionok). Néhany kivétellel tartalmaznak
egy C-terminalis hemopexin-szeri domént, ami a szubsztrat felismerésben jatszik
szerepet (140), illetve egy prolingazdag, flexibilis ,,csukld” régiot.

Miikodésiikhoz, illetve szabalyzasukhoz elengedhetetlen feltétel az aktiv helyen
1év6 cink ion szabadda tétele, mely az aktivacios folyamat soran (melyet a szakirodalom
»Cysteine switch” néven emlit) tobbféleképpen is torténhet. A propeptid lehasitdsa nem
feltétlentil sziikséges az allosztérikus aktivacié soran, de ezen folyamat végén altaldban
ebben az esetben is megtorténik. A fed€l az esetek nagy tobbségében proteolizissel
tavolitodik el az aktiv helyrdl. Ezt a hasitast végezheti szerin proteaz mely gyakran a
plazmin, vagy egy masik MMP is. Erdekesség, hogy az MMP-k egy jelentékeny részét
a Golgi membranjan 1évé szerin protedz, a furin képes aktivalni, ezaltal mar
miikoddképes formaban szekretdlodhatnak. Leukocitak mieloperoxidaza altal termelt
hipoklorsav, peroxinitrit képes a fedél ciszteinjének tiol csoportjaval elreagdlni, mely
ezaltal képtelenné valik a cink ion kotésére, ezutan a propeptid autolizissel levalhat
(141).
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1. 11. 1. A matrix metalloproteazok szerepe az ateroszklerozisban

Normal szerkezeti artériakban MMP-k koziil csak az MMP-2 mutathato ki,
ugyanakkor regulatorai, a TIMP-1 és TIMP-2 is jelen vannak, tehat alapesetben az erek
falaban 1évé matrixkomponensek ujjaszervezédése nagyon alacsony mértékii (142).
Ateroszklerotikus plakkokban viszont nagy mennyiségben termeldédnek és egyuttal
bomlanak is le a matrixkomponensek, nagyfoku és folyamatos struktiraatszervezddés
figyelheté meg, melyben viszont jelentés szerephez jutnak az MMP-K. Ezen enzimek
forrasa a plakkot alkoto Osszes sejtféleség lehet, leginkdbb a makrofagok, T-limfocitdk,
neutrofilek, illetve a simaizomsejtek termelik, de néhdny enzim forrdsa lehet az
endotélsejt réteg. Az MMP-2-n kiviil az MMP-1, -3, -7, -8, -9, -10, -11, -12, -13, -14 ¢és
16-ot mutattdk eddig ki (118). Megjelenésiikben szerepe van a plakkban 1év6 gyulladasi
folyamatnak, mely sordn interleukin-1, tumor nekrézis faktor—a, és interferon—y
szabadul fel, illetve az oxXLDL is hozzajarul termel6désiik indukcidjahoz (143, 144,
145). Ugyanakkor ezen enzimeket szabalyzé rendszer(ek) csokkent miikodése is
kimutathat6 a plakkon beliil, a TIMP-1 bizonyitottan alacsonyabb mennyiségben van
jelen, mint a nem érintett teriileteken (146). Az enzimgatlas szabalyzasanak fontossagat
mutatja, hogy kisérletes kortilmények kozt, a plakk TIMP-1 mennyiségének novelésével
a ruptira megeldzhetd (147). A plakk rupturaja leginkébb az ugynevezett vall régidban
torténik, ahol nagy mennyiségli makrofag taldlhat6 (apoptotikus sejteket fagocitalnak),
ezek enzimtermelésiik révén teszik sériilékennyé ezt a teriiletet. Az immunsejtek nem
csak megtermelik ezeket az enzimeket, hanem reaktiv oxigén szabadgyok termelésiik

révén az aktivalasukhoz is nagymértékben hozzajarulnak (148).
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2. CELKITUZESEK

In vivo a vérrég nem csak fibrinhalobol all, hanem magaba zar vérbol szarmazo
sejteket, makromolekulakat is. Kialakuldsa helyén azonban, proteazok miikodése révén
az érfalbdl is keriilhetnek bele fehérjék, proteoglikanok.

Célunk az volt, hogy in vitro rendszerben vizsgalva meghatarozzuk az erek falaban

megtalalhato néhany jellegzetes extracellularis matrix molekula hatasat:
e a fibrinhalo6 szerkezetére

e a fibrinhalo litikus és mechanikai stabilitasara

e a fibrinfelszinen végbemend plazminogén aktivacidra vonatkozoan.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3. 1. Anyagok

Plazminogén mentes human fibrinogént a Calbiochemtdl (LaJolla, CA, USA)
szereztiink be. Ez a készitmény kis mennyiségi XIII-as faktort tartalmaz, amely az
altalunk alkalmazott kisérleti koriilmények kozt, redukalo SDS poliakrilamid gélen
vizsgalva, az alvadas utani 1 oran beliil y-monomerek jelenlétét mar nem Ilehet
kimutatni. A reologids méréseknél CaCl, mentes rendszert hasznaltunk, ez esetben fél
oran beliil nem detektalhatok a y-dimerek.

Az enzimaktivitds mérésekhez hasznalt kromogén szubsztratok (plazminhoz a
Spectrozyme-PL, H-D norleucil-hexahidrotirozil-lizin-p-nitroanilid; trombinhoz a
Spectrozyme-TH, H-D hexahidrotirozil-L-alanil-L-arginin-p-nitroanilid) az American
Diagnostica (Pfungstadt, Németorszag) termékei. A tPA a Boehringer Ingelheim-tol
(Németorszag) szdrmazott. Vizsgalatainkhoz a szarvasmarha eredetli trombint a Serva-
tol (Heidelberg, Németorszag) szereztilk be, majd tovabb tisztitottuk ioncseréld
kromatografiaval, szulfoprpoil-Sephadex gyantan 2100 IU/mg specifikus aktivitasig. A
dermatan-szulfat és a kondroitin-szulfat a Sigma-Aldrich Kft-t61 (Budapest) érkezett. A
Collagen G-t a Biochrom AG-tdl (Berlin, Németorszag) vasaroltuk. A rekombinans
huméan dekorin fehérjét a R&D Systems-tdl (Abingdon, Anglia) szereztiik be. A
natrium-citrattal elegyitettiink, aminek 10 perces, 2000 g —s centrifugalas utan a fels6
¥4-¢t hasznaltuk fel méréseinkhez, 4 oran beliil. A kecske anti-nydl torma-peroxidéaz
konjugalt antitest a Sigma-Aldrich Kft. (Budapest) terméke. A dekorin elleni antitest a
Santa Cruz Biotechnology INC.-t6l szarmazott (Santa Cruz, CA, USA). A PROTRAN
nitrocellul6z membran (Whatman, Schleicher&Schuell), a filter jelének rogzitéséhez
sziikséges AMERSHAM HYPERFILM ECL (High Performance Chemiluminescence
Film), és a kemilumineszcencids torma-peroxiddz miikodését kimutato ECL reagens a
GE Healthcare-tol (Uppsala, Sweden) szarmazott. A film eldhivasahoz kelld, el6hivo
(X-ray developer) és fixalo (Roentgen superfix) oldatok készitéséhez sziikséges
anyagok TETENAL termé¢kek. A FuGENE HD transzfekciés reagens a Roche
(Budapest), a sejttenyésztéshez sziikséges RPMI-1640, DMEM:F12, borji vérszérum
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(FBS) és antibiotikum a Sigma Aldrich Kft. (Budapest), a mlianyag aruk az Orange
Scientific (Belgium) termékei voltak. A sejtek liziséhez sziikséges CytoBuster reagens a

Merck Kft-t6l (Budapest) érkezett.

3. 2. Modszerek

3. 2. 1. MMP-k eléallitasa

MMP-8 at expresszalé sejtvonal eléallitasa, kezelése

A rekombinans MMP-8 cDNS a pT7CMYV expresszios vektor multiklonozoé hely
Ncol és EcoRI helyére volt ligalva. A ligalds eredményeképpen az MMP-8 elsé 65
aminosava hianyzott, viszont N-terminalisan 6 darab hisztidint (HIS-tag) tartalmazo
szekvenciaval fuzionaltattuk. A plazmid kanamicin és G418 antibiotikum rezisztencia
géneket hordozott.

A rekombinans fehérjék eldallitasahoz altalanosan hasznalt HEK-293 sejtvonalat
a gyartd utasitdsai szerint transzfektaltuk (80 - 90 % sejtbendvés, szérummentes
sejtmédium, 2 ug MMP - 8 plazmid DNS, 3 — 8 ul transzfekcios reagens). 1 nap utan a
tapfolyadékot DMEM-F12, + 1 % antibiotikum (10,000 egység/ml penicillin G, 10
mg/ml streptomicin - szulfat és 25 pg/ml amphotericin B) lecseréltiik 10 % vérsavot
sejteket 3 hétig szelektaltuk az antibiotikummal, kézben sziikség szerint hetente két —
harom alkalommal tripszineztiik 6ket. A tripszinezés elott a sejteket kétszer mostuk
PBS-el, majd 0,05 % tripszin, 0,02 % EDTA oldattal a sejtek feluszasaig kezeltiik
azokat. A sejtszamolas utdn az €16 sejtek 6todét novesztettiik tovabb. Az antibiotikum
rezisztens (plazmidot hordoz6) sejteket 10 % FBS-t is tartalmazo tapoldatban
novesztettiik a megfeleld sejtmennyiség eléréséig, ami altalaban 10 - 15 darab, 10 cm-es
Petri-csésze kb. 80 %-os benovését jelentette. Ekkor a sejteket mostuk PBS-el, majd 2 —

3 napig savomentes tapoldatban ndvesztettiik dket.
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MMP-8 tisztitas transzfektalt HEK-293 sejtlizatumbél

A savomentes tapoldat és kétszeri PBS-es mosas utan a sejteket a 10 darab 10
cm atmérdji Petri csészérdl sejtkapard segitségével Osszegyljtottiik, majd Petri-
csészénként 1,5 ml CytoBuster sejtlizalé pufferrel lizaltuk 4 °C-on, melyet 1 mM
benzamidin, 20 pg/ml aprotinin, 1 mM Pefabloc, 20 pg/ml leupeptin protedz gatlokkal
egészitettlink ki. A lizatumot 10 percig fugaltuk 4 °C-on, 14.000 g sebességgel,
Beckman centrifuga JA-20-as rotorban. A tisztitishoz 500 ul HIS — Select gyantat
(Sigma Aldrich Kft, Budapest) 5 x 500 ul desztillalt vizzel mostunk, majd 2,5 ml moso
pufferben (50 mM Na - foszfat, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 7,5)
szuszpendaltuk, amit 5 perces 5000 g-s centifugdlds kovetett. A mosott, ekvilibralt
gyantat 0sszekevertiik a 15 ml sejtlizdtummal, majd szobahdn kevertettiik 30 percig.
Centrifugalas utan a 3 x 1 ml mosé pufferes mosas (mindegyik 1épés utan centrifugalas
az eldzoek szerint) utan 3 x 500 pl elacios pufferrel (50 mM Na - foszfat, 300 mM
NaCl, 250 mM imidazol, pH 7,5) mostuk le a kik6t6dott fehérjét. Mindegyik elucios
Iépést 10 perces inkubécido majd centrifugalas kovette. Mindegyik 1épés utan 20 pl
mintat vettiink, amit 5 pl 5x tdménységt mintapufferrel keverve vizsgaltunk 12,5 %-0S

SDS poliakrikamid gélen futtatva, majd immunblottal.
MMP-9-et expresszalo sejtvonalak eldallitasa

A rekombindns MMP-9 CcDNS-t a pcDNA3.1/Zeo expresszidos vektor
multiklonoz6 hely EcoRI és Xhol helyére ligaltuk. A plazmid ampicillin és zeocin
antibiotikum rezisztencia géneket hordozott. A HEK-293 sejtek transzfekcidja,
szelektalasa, novesztése, fehérjetermelése az MMP-8-ndl leirtakhoz hasonldan tortént
azzal a kivétellel, hogy az MMP-9-¢l transzfektalt sejtek esetében 20 pg/ml bleocinnal
végeztiik az antibiotikum szelekciot. Kiilonbség volt még, hogy a megtermelt fehérjét a
sejtek a tdpoldatba expresszaltak.

U - 937 monocita sejtvonal stimuldci6 hatasara képes megtermelni az MMP-9-
et, a transzfektalt HEK - 293 sejtek mellett ezzel a sejtvonallal is dolgoztunk. A
szuszpenzios sejtkultirat RPMI-1640, 10 % FBS, 1% antibiotikumot tartalmazo

tapoldatban ndvesztettiik a 2 x 10° sejt/ml sejtszam eléréséig, 6 — 8 darab, 175 cm?-es
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flaskdban, 0Osszesen 500 ml végtérfogatban. Indukcié eldtt a sejteket fugéltuk
szobahémérsékleten, 1200 g-vel 10 percig, majd mostuk PBS-el. A stimulalast 2 -3
napig vérsavomentes RPMI-1640 tapoldatban végeztik, mely 0.2 % laktalbumin
hidrolizatumot és 50 ng/ml PMA-t (phorbol 12-mirisztat 13-acetat) tartalmazott.

Indukci6 utan a sejtek tapoldatait 0sszegytijtottik.
MMP-9 tisztitasa

Az Osszegyljtott sejtfeliiliszokat (altalaban 500 ml) dializdld hiivelybe
csomagoltuk, majd szilard polietilén-glikollal toményitettiik 20-30 ml-es térfogatra. Ezt
dializaltuk egész éjszakan keresztiil TNC pufferrel szemben (50 mM Tris-HCI, 150 mM
NaCl, 10 mM CacCly, 0,02 % NaNs, 0,05 % Brij-35, pH 7,5). 50 ml zselatin — Sepharose
gyantat ekvilibraltunk 500 ml TNC pufferrel, majd oszlopban 6sszekombinaltuk a
dializalt sejtfeliilliszéval. A nem specifikusan kotédé fehérjéket 5 x 50 ml TNC
pufferrel mostuk le, majd TNC pufferben oldott 5 %-0s DMSO (dimetil-szulfoxid) 5
ml-es térfogataival elualtuk az oszloprodl a specifikusan kik6tddott fehérjéket. Az 5 ml-
es frakciokbol vett 20 pl-es mintakat zselatin-zimografidval vizsgaltuk (a poliakrilamid
gélbe annak polimerizacidja soran 0,12 tomeg/térfogat % zselatint inkorporaltunk). A
gélelektroforézis utan a gélt 3 x 15 percig mostuk 2,5 %-0s Triton-X-100-al, majd 2 x 5
percig 50 mM Tris, 10 mM CaCl,, 20 mM NaCl pH 7,5-6s pufferrel. Ezt két napos, 37
°C-os inkubaci6d kovette ugyanebben a pufferben, amit a gél Coomassie kék festése

kovetett.
3. 2. 2. Aorta dekorin tisztitasa

Frissen vagott borju aorta darabokat -80 °C-on fagyasztottuk és felhasznalasig
ezen a hoémérsékleten taroltuk 2-metilbutanban. Felolvasztds utan az anyagokat
koriilbeliil 1 mm?>-es darabokra vagtuk, majd homogenizaltuk 4 °C-on, 4 M guanidin-
hidroklorid, 50 mM natrium-acetat 5,6-0s pH-ju pufferben, ami 5 mM benzamidin, 100
mM g-aminokapronsavat, 10 mM etiléndiamin-tetraecetsavat (EDTA) és 1 mM
fenilmetilszulfonil-fluorid (PMSF) protedz gatlokat is tartalmazott. Ebbol az extrakcios

pufferb6l 10 ml-t hasznaltunk 1 gramm szovetre (nedves sulyra szamitva).
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Homogenizalds és egész ¢jszakan keresztiili extrakcid utdn a homogenizatumot
centrifugaltuk 4 °C-on 10000 g-vel, 1 oran keresztiil. A feliiliszot egész ¢éjszakan at
dializaltuk 4 °C-on, 6,0 pH-ju, 50 mM natrium-acetat, 8 M urea, 200 mM NaCl, 0,1 %
Triton-X-100 pufferrel szemben (D puffer). A dializalt felillaszot D pufferrel
kiegyenstlyozott Q-Sepharose gyantan adszorbealtattuk 2 6ran keresztiil. Ezt a gyantat
oszlopba toltottiik, mostuk 5 térfogat D pufferrel, majd Iépcsdzetes eluciot hajtottunk
végre 0,5-1,2 M NaCl koncentracié kozt (0,1 M Iépésgradiens, a puffer tobbi
komponense a D pufferrel megegyez6 volt). A frakcidkban 1évé proteoglikdnokat
poliakrilamid gélelektroforézis utan alcian kék festéssel tettiik 1athatova. A proteoglikan
tartalmu frakciokat 0sszegytijtottiik, és egész éjszakan keresztiil dializaltuk 4 °C-on, pH
6,0-s natrium-acetat pufferben, amely 7 M ureat, 100 mM NaCl-t tartalmazott (D2
puffer). Dietilaminoetil-Sepharose gyantat ekilibraltunk 10 oszloptérfogatnyi D2
pufferrel, és kombinaltunk &ssze a D2 pufferrel dializalt frakciokkal. Ot
oszloptérfogatnyi D2 pufferes mosas utan 1épcsozetes eluciot hajtottunk végre 0,3 — 1,2
M NaCl koncentracido kozt (az elicios puffer tobbi komponense a D2 pufferrel
megegyez0 volt, az egyes 1épcsék kozt 0,1 M volt a sdkoncentracidbeli eltérés). A
frakciokat SDS-poliakrilamid gélelektroforézis utan alcian kékkel festettiik meg, majd a
proteoglikanokat tartalmazokat Osszegyljtottik és dializaltuk 6,0-s pH-ja 50 mM
natrium-acetat, 1,5 M ammonium-szulfat pufferrel szemben (D3 puffer), egész éjszakan
keresztiil, 4 °C-on. Octyl-Sepharose gyantat tartalmazo oszlopot mostunk 10
oszloptérfogatnyi D3 pufferrel, majd felvittiik a dializalt mintat. Ot oszloptérfogatnyi
D3 pufferrel torténd mosas utan elualtuk az oszlopot 1,5 — 0 M csokkend ammonium-
szulfat gradienssel. A frakciokat SDS-PAGE utan alcian kékkel és dekorin elleni
antitesttel vizsgaltuk. A dekorin tartalmu frakciokat 7,4-es pH-t 10 mM HEPES, 150
mM NaCl pufferrel szemben dializaltuk és felhasznalasig —20 °C-on taroltuk. A
dekorint  tomegspektrometriaval ~is  azonositottuk, LCQ-Fleet lon  Trap

tomegspektrométerrel (Thermo Scientific, Karlsruhe, Németorszag).

3. 2. 3. Alcian kék festés

Az alcian kék festés specidlisan a savas karakterli poliszacharidok

(mukopoliszacharidok, szulfatalt glilkozaminoglikanok), igy tobbek kozott a dermatan
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vagy kondroitin-szulfat lancot hordozé dekorin kimutatasara alkalmas. A poliakrilamid
gélt futtatas utan 1 oran keresztiil fixaltuk 2 x 50 ml 30 %-0s metanol, 10 %-0s ecetsav
keverékében. A metanol kimosasara 2 x 30 percig 7 %-os ecetsavoldatot hasznaltunk. A
festés 30 percig tortént 0,5 % alcian kékkel, melyet 7 %-0s ecetsavban oldottunk fel. A

g¢l differencialasa 7 %-os ecetsavban tortént.

3. 2. 4. Kondroitinaz ABC emésztés

A vizsgalanddo minta 10 pl-¢hez 40 ul 96 %-os etil-alkoholt adtunk, majd
vortexelés utan 30 percre -80 °C-ra tettiik. Felolvasztas utan 12.000 g-vel 4 °C-on, 15
percig centrifugaltuk. A csapadékot a kondroitindz ABC enzim reakciopufferében
oldottuk vissza: 50 uL 50 mM Tris-HCI, 60 mM natrium-acetat, pH 8,0, mely elegy
0,01 egység enzimet tartalmazott. A glikozaminoglikdn lancok emésztése egész
¢jszakan keresztiil tortént, 37 °C-on. Az emésztést 12 %-0s SDS-poliakrilamid gélen

ellendriztiik, alcian kék és Coomassie kék festéssel.

3. 2. 5. Coomassie kék festés

Specialisan a fehérjék kimutatasara kifejlesztett modszer. A gélt futtatas utan 1 6ran
keresztiil 2 x 50 ml 50 %-os metanol és 10 %-os ecetsav keverékében fixaltuk. A festd
oldat 0,1 % Coomassie Brilliant Blue R-250-et tartalmazott 50 % metanolban és 10 %
ecetsavban feloldva, ezzel inkubaltuk a fixalt gélt 1 o6ran keresztiil. A differenciald
oldatban (40 %-o0s metanol, 10 %-os ecetsav) addig aztattuk a gélt, mig a fehérjecsikok

lathatova nem valtak.

3. 2. 6. Dekorin kimutatasa immunblottal

A vizsgalt minta 40 pl-éhez kondroitinaz ABC emésztés utan hozzaadtunk 500
ul 96 %-os etil-alkoholt, majd fél orara — 80 °C-ra helyeztiik. Felolvasztas utan 12.000-
g-vel 4 °C-on, 15 percig centrifugaltuk. A csapadékot 40 pul 50 mM HEPES, 150 mM
NaCl, ImM CaCl, 7,5-6s pH-ju pufferben oldottuk vissza, melyhez 1 pl 100 pg/ml

crer
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keresztiil tortént. Az emésztett mintat mintakezeld pufferrel (100 mM Tris, 100 mM
NaCl, 5 % SDS, pH 8,2) kevertiik 6ssze 4:1 aranyban, majd 5 percig 95 °C-on
inkubaltuk. A mintat 12 %-os stiriségli SDS-poliakrilamid gélen futtattuk, 125 mM
Tris, 1 M glicin, 05 % SDS-t tartalmazo  futtatd  pufferben.
A gélt ezutan nitrocelluléz filterre blottoltuk at (25 mM Tris, 192 mM Glicin, 20 %
metanol pufferben). A filtert egész éjszakan keresztiil inkubaltuk a nem specifikus
kotohelyek blokkoldsa miatt 3 %-os borju szérum albumint (BSA) tartalmazo foszfat
pufferben (PBS, 100 mM NaH,PO,4, 100 mM NaCl, pH 7,4). A filtert mostuk 3 x 10
percig PBS-el a folosleges BSA kimosasa végett, majd 10 ml 3 % BSA-PBS 0,05 %
°C-on, 1 oran keresztiil. A filtert mostuk 2 x 1 percig 10 ml PBS-el, majd 4 x 10 percig
10 - 10 ml PBS-e¢l. A filtert ezutan 10 ml 3 % BSA-PBS 0,05 % Tween-20-ban 1:10.000
higitott kecske anti-nyul torma-peroxidaz konjugalt antitesttel inkubaltuk 1 orat 4 °C-
on, majd a fentiek szerint mostuk. 6 ml erdsité kemilumineszcencia oldattal (A és B
komponens, hidrogén-proxid tartalma) 1 percig inkubaltuk a filtert, majd a filmen a
peroxidaz okozta jelet sotétszobaban fixald és hivo oldatok segitségével tettiik

lathatova.

3. 2. 7. Eziist festés

A matrix-metalloprotedz-8-al emésztett kollagén fragmentumokat GE
Amersham Biosciences-t6]l szarmaz6 vasarolt 12,5 %-0s SDS-poliakrilamid géleken
futtattuk, majd eziist festéssel tettiik lathatova. A gélt 10 ml 40 % metanol és 13,5 %
metanol elegyében fixaltuk, 25 percig. 3 x 5 perces desztillalt vizes mosas utan 0,02 %
Na,S,03 redukald oldatban aztattuk 5 percig, majd 2 x 20 masodpercig mostuk
desztillalt vizben. 20 percig inkubaltuk 0,1 %-0S AgNO; oldatban, majd desztillalt
vizzel mostuk 20 masodpercig. A 20 ml szinkifejleszté oldattal (0,0008 % redukalod
oldat, 0,0005 % formaldehid, 0,03 % Na,CO3) addig mostuk, mig a fehérjecsikok
megjelentek. A gélt 10 % etanol, 5 % glicerin oldatban széritottuk.
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3. 2. 8. Kollagén fragmentumok eldallitasa

crc

HEPES, 150 mM NaCl, 1 mM CacCl, pufferben aktivaltunk 1 mM végkoncentracidju
APMA-val (aminofenil-higany-acetat) 37 °C-on, 1 6ran keresztiil. Az aktivalt enzimmel
1 mg kollagén G-t (90:10%-os keveréke az I-es és IlI-as kollagéneknek) emésztettiink 8
oran keresztiil, 37 °C-on, 1 ml térfogatban, a fenti pufferben. A folyamatot 8-as pH-ja,
30 ul 50 mM HEPES, 45 mM EGTA oldataval allitottuk le. Az emésztést SDS —
gélelektroforézissel ellendriztiik. Az eziist-festett gélen legnagyobb tomegben 20-60

kDa méretti fehérjerészek voltak lathatok.

3. 2. 9. Turbidimetrias mérések

96 zsebes mikrotiter lemezek méréhelyeiben 80 ul 6 uM fibrinogént 7,4-es pH-
ju, 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl,-t tartalmazo pufferben, 50 pg/ml
kollagén fragmentum / 50 nM dekorin fehérje / 50 nM aorta dekorin / 50 pg/ml
dermatan-szulfat / 50 pg/ml kondroitin szulfat — al keverve inkubaltunk 10 ul 200 nM
trombin €s 10 pul 60 nM plazmin jelenlétében. Az alvadék képzddését és szétesését a
fényabszorpcid 340 nm-en, 37 °C-on torténd folyamatos mérésével kovettiik, Zenyth
200rt spektrofotométerben. Az alvadaési illetve a lizisidot (t12) a maximalis turbidités
értekek felének elérésének pontjaiként definidltuk (kiilon-kiilon a gorbék felszallo

illetve leszallo dgan). Néhany esetben az 50 ng/ml tPA tartalmt vérplazmat 15 nM

crer

3. 2. 10. Scanning elektronmikroszkopos vizsgalatok

Fibrin alvadékokat 50 ul térfogatban hoztunk Iétre (vizsgalt anyagonként 2
darabot), melyekben 4,8 uM fibrinogén volt 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 2 mM
CaCl; 7,4-es pH-ju pufferben. Az alvadast 20 nM trombinnal inditottuk és 37 °C-on, 1
oran keresztiil végeztiik. Az alvasztas el6tt a fibrinogénhez a turbidimetrias részben leirt
érfalkomponens koncentracidkat kevertiik. Az Eppendorf csoveket az alvadékok

kitapadasanak megakadalyozasara 20 %-0s Triton-X-100-al kezeltik el6, majd
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desztillalt vizzel mostuk. Az alvadék kialakuldsa utan haromszor mostuk azokat 0,5 %
Triton-X-100 oldattal, majd 100 mM 7,2-es pH-ja natrium-kakodilat pufferbe helyeztiik
1 6rara. Ezutan 1 6ras, 1%-os glutaraldehidben torténd fixalas utdn az alvadékokat 5 - 5
percre 20 % - 50 % - 70 % - 85 % - 96 %-os alkohol oldatokba, 1:1 aranyu etanol :
acetonba, majd végiil acetonba helyeztiik. A széritasi folyamatot E3000 Critical Point
Drying késziilékben fejeztiik be (Quorum Technologies, Newhaven, UK). A mintakat
tapadd szénkorongokra rogzitve, aranybevonattal fedtiik be (SC7620 Sputter Coater,
Quorum Technologies). A felvételek EVO 40 pasztazé elektronmikroszkdp segitségével
késziltek (Carl Zeiss, Oberkochen, Németorszag). A felvételeken 1évo
fibrinszalatmérék méretének meghatarozasahoz a Matlab 7.14.0.739 (R2012a) program
8-as verzidju Image Processing Toolbox-at hasznaltuk (The Mathworks, Natick, MA,
USA).

3. 2. 11. Konfokalis mikroszképia

10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 2 mM CaCl; 7,4-es pH-ju pufferben kevertiink
ossze 6 uM fibrinogént (melynek 2%-a Alexa Fluor’*® konjugalt volt), 1,5 uM
plazminogént €s a vizsgalt anyagokat. Az alvadast 16 nM trombinnal inditottuk és 30
percig végeztiik szobahdmérsékleten steril IBIDI VI 0,4 p-os lemezeken. Ezt kovetden
fluorescensen jelolt fehérje fluoreszcenciajat detektdltuk LSM710 konfokalis 1ézer
scanning mikroszkoppal (Carl Zeiss, Jena, Németorszag). A tPA-YFP excitacios
hullamhossza 488 nm, emisszidos hullamhossza 525 nm, az Alexa jelolt fibrinogén
excitacios hullamhossza 543 nm, emisszios hullamhossza 575 nm volt. Plan-
NexofluarX10/0.5-6s objektivvel, azonos lézer intenzitasi és expozicios koriilmények
kozt a vizsgald kamra felszinétdl szamitva 50 pM-es tavolsagbol készitettiink egymas

utani felvételeket a fibrin felszinérol.

3. 2. 12. Plazminogén aktivacids teszt

96 zsebes mikrotiter lemez méréhelyeiben 80ul térfogatban 3,3 uM fibrinogént,

75 nM plazminogént és a vizsgalt anyagokat tartalmazd keveréket alvasztottuk 25 nM
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trombinnal 10 mM HEPES, 150 mM NacCl, 1,5 mM CaCl;, pH 7,4-es pufferben, 37 °C-
on. 45 perc utan 60 pl 14 nM tPA-t és 0,6 mM Spectrozyme-PL-t tartalmazd elegy
keriilt az alvadék felszinére 10 mM HEPES, 150 mM NaCl pH 7,4 pufferben. A
képz6do plazmin p-nitroanilint hasit ki a szintetikus szubsztratbdl, melynek a novekvd
abszorbancidja (a képzddd p-nitroanilin mennyiségének ndvekedése) 405 nm
hullamhosszon spektrofotométerben (Zenyth 200rt, Anthos Labtec Instruments GmbH,
Salzburg, Ausztria) kovetheté. A mért értékeket az id6 négyzetének fliggvényében
abrazolva egy linearis osszefliggést kapunk a AAugs = 0.5ekiKea[tPA]t? egyenletnek
megfelelden, ahol € a p-nitroanilin extinkcios koefficiense (12,6 /mM x cm), k; pedig a
plazmin Spectrozyme-PL-re vonatkoztatott atviteli szama (350/min), ket @ plazminogén
aktivacio katalitikus allandoja, [tPA] pedig a tPA koncentracidjat jelenti a fibrin felszini
rétegében (149, 150, 151). A Vap = Kea[tPA] Osszefiiggés a plazminogén latszolagos
maximalis aktivaciés sebességét irja le a fibrin felszini rétegében, amit linearis
regresszidval hatdroztunk meg ezen egyenlet segitségével, a Matlab 2012a Curve Fitting

Toolbox 3.2.1-el.

3. 2. 13. Reolodgiai mérések

A reoldgia az anyag folyasi ¢és deformacids tulajdonséagait vizsgalja. Méréseink
¢és az eredmények hatterének konnyebb megértéséhez itt definidlnék néhany fogalmat.

Fesziiltség: kiilsé erd hatasara az anyagban fellépd ellenerd, melyet mindig
feliiletegységre vonatkozik. Mértékegysége a Pascal (Pa, N/m?). Amennyiben az
anyagra hat6 erd iranya a felszinnel parhuzamos, nyiro fesziiltségrol (t) beszEliink. A
nyirasi (deformacio) gradiens (y) a test alakvaltozasat irja le a nyirderd hatasara
(y=dx/dy, ahol dx és dy az anyag két, térbeli dimenzidjanak valtozasa, 1ényegében az
alakvaltozas leirasara alkalmas paraméter). Leirdsara gyakran hasznaljak a tangens y —t
is, hiszen tg vy = vy. Ildedlisan rugalmas (elasztikus) az anyag, ha a ra hatd erd
megsziinése utan eredeti alakjdba tér vissza (egyszerli rugdként képzelhetd el).
Viszkozitas: belsd ellendllas a kiilsé fesziiltséggel szemben. Tobbféle mértékegysége
1étezik, kisérleteink kapcsan a dinamikai viszkozitas () mértékegysége a [Pa*s]. A
viszkozus anyag allandd fesziiltség mellett a fesziiltséggel aranyos sebességgel

megfolyik (irreverzibilis alakvaltozast szenved).
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A fibrinhal6 egy viszkoelasztikus polimer, mely — nevébdl adodoan — viszkozus
¢s elasztikus tulajdonsagokkal is rendelkezik. Az ilyen természetii anyagok a rajuk hatd
deformacios fesziiltségre nem azonnal reagalnak, hanem faziskéséssel, amely
faziseltolodasi szogként (0) megadhato. A faziseltolodasi sz6g a deformacio elasztikus —
viszkozus tulajdonsagairol ad informéciot. Az idealis elasztikus testek faziseltolodasa
0°, az idedlis viszkdzus anyagokra a faziseltolodas 90°. A viszkoelasztikus rendszerek
esetében a faziseltolodas 0 — 90° kozotti. Modulus (G): szilard anyagok deformaciod
elleni ellenallasanak kifejezdje (fesziiltség / deformacio). G* (komplex modulus): az
anyagnak a deformalo er6vel szembeni dsszes ellenallasa: |G* |= VG* + G2 G~
(tarolasi modulus): a deformacidt 1étrehozo fesziiltség azon része, melyet a deformalt
anyag tarol és a fesziiltség megsziinésével a deformacié megsziintetéséhez felhasznal.
G’ (veszteségi modulus): a deformécios fesziiltség azon része, mely az anyag szamara a
deformacio soran hé formajaban elvész (94, 152, 153).

Oszcillacios reométer segitségével vizsgaltuk a kiilonbozo érfalkomponensekkel
modositott szerkezetli fibrinhdlokat. Az altalunk hasznalt reométer mérdcelldjat az 1.
abra mutatja.

10 mM HEPES, 150 mM NaCl pH 7,4-es pufferbe kevert 7,4 uM koncentracioju
fibrinogént ¢s a vizsgalt matrixkomponenseket tartalmazé elegyhez 10 nM trombint
adtunk. Ebbdl a keverékbdl 410 pl-t helyeztiink az oszcillacidos reométer (HAAKE
RheoStress | oszcillaciés reométer, Thermo Scientific) 37 °C-ra elémelegitett alsd
lapjara (mérdrés). A kap alaka mozg6 fejet (2°-os szdgli, 35 mm atmérdjil) a vizsgalt
minta felszinére allitva, a trombin hozzaadédsa utani masodik perctdl kezdve 0,015-6s
nyirasi gradienst (y) alkalmazva végeztilk a tarolasi modulusz (G’) és a veszteségi
modulusz (G’’) meghatarozasat 15 percig, 1 Hz-es (1 mérés/masodperc) frekvencian. A
mérési értekeket HAAKE RheoWin 3.50.0012 szoftver segitségével rogzitettik. A
fibringél folyashataranak meghatarozasdhoz a nyirofesziiltséget (1) 150 masodpercen
belil 0,01 Pa-r61 500 Pa-ra noveltik, és a relativ deformacio mérésének
felhasznaldsaval hataroztuk meg a viszkozitast. A kritikus nyirofesziiltség to értékét a

crer

folyadék fazisatmenet (fibrinszalak elszakadasanak) hatarat.
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kip alakd mozgo fej

2 i je—— also (fix) lap

1. abra
Reométer kup — lap geometridju mérdcellajanak séemdja. A felso forgo kup a vizsgalt
mintat nyirdfesziiltség ala helyezi. A mintaban igy generalt deformdcio illetve fesziiltség

a mozgo fejen keresztiil mérheto.

3. 2. 14. Statisztikai elemzések

Elektronmikroszkopos felvételeken a fibrinszalak atmérdinek meghatarozasahoz
a Matlab Image Processing Toolbox-at hasznaltuk. Egy képen 300 fibrinszal atmérdjét
mértiik le. Az elméleti eloszlast a mért adatok alapjan Kuiper teszttel €¢s Monte Carlo
szimulacioval adtuk meg. A tobbi kisérlet eredményét Kolmogorov-Smirnov teszttel
elemeztiik (Matlab R2012a Statistic Toolbox 8.0).
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4. EREDMENYEK

4. 1. Az MMP-k eléallitasa

Az MMP-9 fehérje eldallitasaval MMP-9-et hordozé plazmiddal transzfektalt
HEK-293-as, illetve PMA stimulaciora MMP-9-et szekretald U-937 monocita
sejtvonalban is megprobalkoztunk. Az MMP-9 zselatink6td doménnel rendelkezik, igy
a zselatin-Sepharose gyanta specifikusan képes kikotni azt. Az eltcios frakciokat
zselatin-zimografiaval vizsgaltuk, ami meglehetésen érzékeny modszer a zselatinazok
kimutatdsara. A moddszer 1ényege, hogy a poliakrilamid gélbe zselatint inkorporalunk,
majd a mintat megfuttatva az SDS-t a gélbdl kimossuk Triton-X-100-al, mely 1épés az
enzim a zselatint elbontja. A gélt Coomassie kékkel festve az enzimaktivitas helyén a
gél szintelen marad (2. 4bra). Detektdlni tudtuk az MMP-9 enzimaktivitasat
zimografidval, ugyanakkor a termelt enzim alacsony mennyisége miatt kisérleteinkhez
nem volt elegendo.

Az MMP-8-at HEK-293 sejtek lizatumabdl tisztitottuk. A fehérje N-terminalisan
HIS-tag-el (6 darab egymds utani hisztidin aminosav) volt fuzionéltatva, ami a
tisztitasat nagymértékben leegyszertsitette, hiszen a tisztitasahoz hasznalt HIS-Select
gyantdn immobilizalt Zn** ionhoz a HIS-tag specifikusan képes kotddni. Az enzim
termelddeését és tisztuldsat immunblottal sikeriilt kimutatnunk (2. &bra), ugyanakkor a
Metodikak vonatkozo részében leirtak szerint, a vasarolt enzimmel ellentétben APMA -
val az altalunk enzimfehérje nem volt aktivalhato (APMA-val torténd kezelés utan a

kollagént nem emésztette).
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2. abra

A: U-937 sejtfeliiluszobol tisztitott MMP-9 enzimaktivitas detektalasa zselatin —

zimografiaval. A mintdk futtatdsa utan az enzimet a gélben renaturdljuk, az aktiv enzim
a koriilotte 1évo zselatint elbontja, Coomassie kék festés utan a teriilet igy szintelen
marad, mig ahol a zselatin nem bomlott le, kék lesz. Az abra az egyik tisztitdas soran a
zselatin-Sepharose gyantardl eluadlt 4 eliicios frakcioban 1évé enzimaktivitdast mutatja.

B: HEK-293 sejtlizatumbol rekombinans MMP-8 tisztitasanak ellendrzése és kimutatdsa
immunblottal. Az MMP-8 a masodik eliicios frakciokban (5) az 50 kDa-os markercsik
magassagaban lathato, ez megfelel a plazmidban megklonozott méretének. Magyarazat:
1.: sejtlizatum, 2.: gyantahoz nem kotodo frakcio, 3.: moso frakcio, 4., 5., 6.: elucios

[frakciok.

4. 2. Aorta dekorin tisztitasa

A dekorin az érfalb6l nagy mennyiségben izolalhaté extracellularis
matrixfehérje. A kaotropikus  guanidin-hidrokloridot  tartalmazé  pufferben
kozegben a Q-Sepharose gyantdhoz foleg csak a GAG oldallancot tartalmazé fehérjék
kotddnek. A legnehezebb feladat a dekorin biglikantol vald elvéalasztisa, hiszen a
fehérjerésziik tobb mint 50 %-o0s homologiat mutat, és a GAG lancuk is szinte egyforma
lehet (ugyan a biglikdnnak két GAG oldallanca van, mérete ezaltal lényegesen

nagyobb). Elvalasztasuk leghatékonyabban hidrofob kromatografiaval lehetséges. Az
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ammonium—szulfat altal — részlegesen — denaturalt core fehérjéik kiilonbdzo erdsséggel
kotddnek az octyl-Sepharose gyantdhoz. A denaturdlé agens mennyiségét fokozatosan
csokkentve a fehérje visszanyeri eredeti konforméciojat, hidrofob felszinei megsziinnek
¢s a gyantdrdl levalik. Az elucios frakciokat vizsgalva a dekorin hamarabb eludlodik a
biglikannal (154). Az Aaltalunk tisztitott dekorin detektdlasanak és azonositdsanak

1épéseit a 3. dbra mutatja.
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3. dbra
Dekorin tisztitasa és azonositasa. A: octyl-Sepharose gyantan tisztitott egyik elucios
frakcio Coomassie kék festett képe, kondroitinaz ABC emésztés elott (1), és utan (2).
Utobbiban a core fehérje is detektalhato a 37 kDa-os markersav mellett. A GAG lancot
hordozo fehérjék alcian kékkel is festhetok (B, 1-3, elucios frakciok), kondroitindaz ABC-
vel emésztett elucios minta viszont nem (B, 4, az 1-es minta kondroitinaz ABC-vel
kezelve). C: dekorin kimutatasa immunblottal. A dekorinra specifikus antitest nem
ismeri fel sem a GAG lanccal rendelkezd fehérjét (1), sem a kondroitindaz ABC-vel kezelt
formdjat (2). A dekorin core fehérje MMP-3-as hasitdsa viszont egy olyan 22 kDa-0S
dekorin fragmentumot hoz létre, amit az antitest mar képes felismerni (3, pirossal
jelolve). D: a dekorin és a biglikan fehérjeszekvenciajanak részlete. Felsé sor a

biglikan, also sor a dekorin szekvenciajanak egy részletéet mutatja. Pirossal kiemellt,
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tomegspektrométerrel meghatarozott szekvenciak alapjan a mintaban egyértelmiien a

dekorin azonosithato.

Az érfalkomponensek fibrinszerkezet modositdé hatdsanak vizsgalatdhoz olyan
alvadékokat hoztunk létre, melyek kiilon — kiilon tartalmaztak az egyes anyagokat.

Eldzetes kisérleteinkben tobbféle koncentraciot hasznaltunk az egyes anyagokra
nézve. Ezek a kollagén fragmentumok esetében 5, 50, 100, 250 pg/ml, a dekorin fehérje
¢s a glikozilalt aorta dekorin esetében 2 ¢és 10 pg/ml, a dermatan-szulfatnal és a
kondroitin-szulfatnal pedig 2, 10, 50, 100 és 200 pg/ml-es (vég)koncentraciok voltak.

Mint az mar a szakirodalombdl jol ismert volt, a fibrinszélak atmérdjére a
trombin koncentracidja (illetve a trombin/fibrinogén ardny) jelentds hatassal bir.
Alacsony trombin koncentraciot alkalmazva vastag szdlak jonnek létre, magas trombin
koncentracional viszont vékonyak (155). Kétféle trombin koncentraciot vizsgaltunk
elézetesen, a rendszerlinkben vastag szalakat létrehozé 8 nM, és a vékonyabb
fibrinszalakat létrehoz6 20 nM-os koncentraciokat. Az érfalkomponensek hatdsanak
tendencidja a fibrinszalak &tmérdjére vonatkozoan mindkét trombin koncentracid
esetében hasonld volt, nem fejtenek ki kiilonb6z6 iranyu hatasokat a vastag és a vékony
fibrinszalak keletkezése soran, bar hatasuk a vékony szdlak esetében jobban
megnyilvanul. Ezért tovabbi vizsgalatainkban mindig olyan koriilményeket
teremtettliink, amelyek a vékony szalak kialakulasat preferaltdk. A méréseink soran
ugyan kiilonboz6 fibrinogén koncentraciokat hasznaltunk, de az alvasztdshoz hasznalt
trombin mennyiségét mindig ugy valasztottuk meg, hogy az az adott rendszerben
vékony fibrinszalak kialakuldsdhoz vezessen.

Mindegyik esetben azzal a legalacsonyabb matrixkomponens koncentracioval
dolgoztunk tovabb, amely szignifikdns valtozast eredményezett a lizisidében vagy a
fibrinszalak atmérdjében. A kollagén fragmentumok, DS és CS esetében 50 pg/ml, a

dekorinoknal 2 pg/ml (50 nM) mennyiségeket alkalmaztunk.

46



DOI:10.14753/SE.2014.1892

4. 3. Erfalkomponensek hatasa a fibrinszerkezetre

Az ¢érfalkomponensek fibrinszerkezet modositdé hatdsanak vizsgalatdhoz
scanning elektronmikroszkopos felvételeket készitettiink a mesterségesen létrehozott
fibrinalvadékokrol (4. abra), és morfometridsan elemeztilk azokat (5. abra). A
legjelentGsebb valtozas az aortabol tisztitott glikozilalt dekorin esetében (4. B abra)
jelentkezett: a fibrinszalak atmérdjét 1ényegesen megndvelte a csak fibrint tartalmazé
alvadékhoz képest (85 + 40 nm-rél 187 £ 121 nm-re, 5. abra A és B). A kollagén
fragmentumok és a dekorin fehérje jelenléte szintén szignifikansan emelte a fibrinszalak
atmérdjét (98 + 46 nm a kollagén, 102 + 46 nm a dekorin fehérje esetében).
Megjegyzendd, hogy amennyiben a kollagén fragmentumok koncentracidja a fibrinben
250 pg/ml volt, a fibrinszalak atlagos atmérdje a csak fibrint tartalmazé kontroll
szintjére, vagy az ala esett vissza (vastag szalak esetében a kontroll 132 + 48.5 nm-ro6l
101 £ 86 nm-re, vékony szalak esetén 91,8 + 33,3 nm-re csdkken). Méréseink alapjan
megallapithatd, hogy az Osszes vizsgalt anyag hatasa koncentriciofiiggd, habar a
koncentraci6 emelésével nem egyenes ardnyban valtozik az altaluk l1étrehozott hatas.
Csak a legmagasabb koncentracioban vizsgalt kollagén fragmentumok esetében
tapasztaltunk csokkenést a fibrinszalak atmérdjében, 5 — 100 pg/ml tartomanyban
vizsgalva a szalatmérdk folyamatos novekedését okozza.

A DS és CS éaltal modositott alvadékok szalatmérdje szignifikdnsan nem valtozik
a kontrollhoz képest (4. és 5. abra E és F). A DS vagy CS GAG lancot hordozo6 aorta
dekorin szerkezetmodositd hatdsa ez esetben nem magyarazhat6 sem a GAG lancanak,
sem a core fehérjéjének a hatdsaval, hiszen a kétféle komponens egyiittesen sem hoz

létre olyan mértékii fibrinszalatmérd novekedést, mint az aorta dekorin Gnmagéban.

4. 4. A modositott alvadékok litikus rezisztenciaja

Az érfalkomponensek fibrinszerkezet modositd hatasa az in vitro létrehozott
alvadékok elektronmikroszkopos vizsgalata alapjan tehat jelentds lehet. Tovabbiakban
az igy megvaltoztatott alvadékok rezisztencidjat vizsgaltuk a plazmin altali lebontassal
szemben. Ennek a modellezésére fibrinogénbe az el6z6 részben ismertetett

komponenseket: kollagén fragmentumokat, dekorin fehérjét, glikozilalt dekorint,
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dermatan-szulfatot és kondroitin szulfatot kevertiink kiilon-kiilon, ezt kovetden az
alvadasban ¢és az alvadék lizisében torténd valtozasokat kovettik. In  vivo
koriilményekhez hasonléan az alvadast és a lizist egy iddben inditottuk, amit a

fibrinogénhez egyidejiileg hozzaadott trombinnal és plazminnal végeztiink. Ebben a

9T e T 0\

4. abra
Fibrinhalo szerkezetének valtozasa érfalkomponensek jelenlétében. 4,8 uM fibrinogént
alvasztottunk 1 oran keresztiil 20 nM trombinnal (A) 50 nM aorta dekorin (B), 50 nM
dekorin fehérje (C), 50 ug/ml kollagén fragmentum (D) és 50 ug/ml kondroitin-szulfat
(E) illetve 50 ug/ml dermatan-szulfat (F) jelenlétében. A  szkennelo
elektronmikroszkopos felvételek glutdaraldehides fixaldas, majd dehidratacio utan

keésziiltek. Méretarany: 1 um.
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5. abra

A szkenneld elektronmikroszkopos képek (4. abra) morfometrias elemzése. Mindegyik
felvételen 300 fibrinszalnak az atmérdjét mértiik le. Az oszlopok a fibrinszalatmérdk
mért értékeit, a gorbék az erre illesztett elméleti eloszldst dbrazoljak a PDF
(valosziniiségi eldfordulas) fiiggvényében. A feltiintetett adatok az elméleti eloszlds

alapjan szamolt median * interkvartilis fibrinszalatméré értékeket jelentik.

rendszerben a fibrinhdlo stabilitdsa a plazminra nézve vizsgalhatd (eltekintve a
fibrinolizis els6 fazisatol, a plazminogén aktivacidjatol). A vizsgalt anyagok ugyan
lokalisan nagy mennyiségben vannak jelen az érfalban, a fibrinbe épiilve, annak
mennyiségéhez képest sokkal alacsonyabb koncentracidban is mar jelentds destabilizalo
hat4ssal birnak, ami a plazmin okozta lényegesen gyorsabban lejatsz6dd lizisben
nyilvanult meg (6. 4bra, és 1. tablazat). Leginkdbb szembetling a valtozas a CS-al és
DS-al modositott alvadékok esetében, melyekben a lizis kevesebb mint feleannyi 1d6
alatt zajlott le. A szulfatalt cukorlanc hatdsa egyértelmii abban az esetben is, amikor a
modositd anyag dekorin fehérje, illetve az aorta dekorin, ugyanis a kettot
Osszehasonlitva utobbi esetben joval gyorsabb a fibrinhdld lebomldsa. A folyamat
kezdetén az emelkedd turbidités értékek a trombin miikddését jelzik, a fibrinogénbdl az

Aa ¢és Bp fibrinopeptidek lehasadadsa révén megtorténik a protofibrillumok kialakulasa,

49



DOI:10.14753/SE.2014.1892

.....

az abszorbancia egyre novekszik addig, amig az oldatbdl a fibrinogén nagy része

kontroll 50 nM aorta dekorin

s 3() pg/ml kollagén fragment 50 pg/ml dermatin-szulfiat

50 nM dekorin fehérje 50 pg/ml kondroitin-szulfit
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6. dbra
Fibrinogénbe kevert érfalkomponensek hatasa az alvasztas és lizis folyamataira. A
turbiditas valtozasat 340 nm-en, folyamatosan rogzitettiik. Az alvasztast 20 nM
trombinnal inditottuk (gorbék felszallo dga). A lizist a fibrinogénbe kevert 6 nM plazmin
vegezte (gorbék leszallo aga). 3 fiiggetlen kisérlet 8 parhuzamos mérésének dtlagait
folyamatos vonallal, a gorbék szordsat (SD) pontozott vonallal jeloltiik. A szimbolumok
a maximalis turbiditas értékek feléhez tartozo lizisidoket jelolik, értékeiket az 1. tabldzat

mutatja.

el nem fogy, vagy amig a plazmin miitkddésének talsulya nem valdsul meg. A gorbe itt
éri el maximumat. A gorbék emelkedd fazisaban is talalunk kiilonbségeket a csak fibrint
tartalmazd kontrollhoz képest. Amennyiben a fibrinbe valamelyik fehérjerészt
tartalmaz¢ érfalkomponenst kevertlink, rovidebb id6 alatt torténik meg a maximalis
abszorbancia értékek elérése, mig a szulfatalt cukorpolimerek esetében vagy nem
mutathat6 ki 1ényegi valtozas, vagy lassul ez a fazis (1. tablazat). Esetiikben az alvadasi

folyamat kezdetén rovid faziskésés is megfigyelhetd (6. abra). Az aorta dekorin €s a
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kondroitin-szulfat esetében a maximalis abszorbancia (max Asg) értékek joval
alacsonyabbak mint az 0sszes tobbi esetben, ami arra utalhat, hogy a fibrinszerkezetet
hasonloképpen valtoztatjdk meg. Feltehetéen a polimerizacidés folyamatnak teljesen
végbe kell mennie ahhoz, hogy az elektronmikroszkoppal megfigyelt hatast lassuk CS
esetében.
1. tablazat

A 6. és 9. abran lathato, a jelzett mennyiségii eérfalkomponensekkel modositott
alvadékok alvadasi és lizis felezési ideje. A tablazat értékei 3 fiiggetlen kisérlet 8
mérésének atlagat + szorast (SD) jelentik. (Kolmogorov — Smirnov teszt alapjan a *-al

Jjelolt értékek p < 0.05 szignifikancia szintet alkalmazva eltérnek a kontrolltol).

ido (perc = SD)
fibrin fibrin
érfalkomonens alvadas  fibrin lizis max A3z  plazma lizis
kontroll 5603 639+87 0.56+0,02 167.8+6.3
50 nM aorta dekorin 29+£0.1* 349+44* 042+0.02* 959+ 10.0*

50 nM dekorin fehérje 1.1+£0.1* 47.6+89* 0.54+0.02* 127.3+1.4*
50 pg/ml kollagén 0.9+0.1% 30.4+122% 057+0,01* 157.7+5.3*

fragment

>0 pg/ml dermatan- 54+01 258+3.1% 058+ 0,02 NA
szulfat

>0 pg/ml kondroitin- 71+03% 28.0+64% 045+0.03% 1496+ 3.8%
szulfat

A megfigyelt eltérések eredhetnek abbol, hogy az érfalalkotok kozvetleniil
befolyasoljak a trombin €s a plazmin enzimaktivitasat. Ennek eldontésére ezen enzimek
aktivitasat  vizsgaltuk fibrinmentes kornyezetben, szintetikus szubsztratokon
(Spectrozyme-TH a trombinhoz, Spectrozyme-PL a plazminhoz).

Ilyen koriilmények kozt a trombin Ky érteke 8.49 — 10.04 uM tartomanyban
mozog. Amennyiben a vizsgalt érfalkomponensek is a rendszerben vannak, a vizsgalt
anyagtol fliggden ez az érték 7.96 — 11.35 uM kozt véltozik. A trombinra vonatkozo
Vimax €érték, ami 0.24 — 0.32 uM/s, a vizsgalt anyagok jelenlétében 0.23— 0.31 puM/s-ra
valtozik.

A plazmin esetében kontrollhoz viszonyitva (Kpy: 21.61 + 2.78 uM, illetve Vimax:
0.44 + 0.02 uM/s) a mddositd anyagok jelenlétében 18.31 — 22.96 upM Ky, és 0.40 —
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0.44 uM/s Vpax értékek mérhetéek (sem a trombin, sem a plazmin esetében nem
szignifikansak az eltérések). Az altalunk alkalmazott vizsgalati koriilmények kozt tehat

egyik enzim amidolitikus aktivitdsa sem véaltozik.

4. 5. Plazminogén aktivaciojanak vizsgalata

A tPA indukalta aktivacio esetében a fibrin a plazminogénnek kofaktora, és a
képzddd aktiv plazminnak szubsztratja is egyben. Egyik esetben sem mindegy, hogy
milyen a fibrinhdlo szerkezete. A plazminogén aktivacidjat befolydsolo fibrinhalod
szerkezeti valtozasokat nehéz értelmezni annak ismeretében, hogy a plazmin miitkodését
is befolyasolja a folyamatosan médosul szubsztrat. Erdemes tehat a plazminmiikodés
(aktivacid és lizis) folyamatait kiilon-kiilon vizsgalni, hogy meghatarozhassuk, melyikre
milyen hatdssal vannak a vizsgalt érfal matrix molekulak.

A fibrinhdlo felszinére helyezett tPA hatdsdra a fibrinbe kevert plazminogén
aktivalodik. Ez a folyamat nyomon kdvethetd akkor, ha a plazmin szintetikus
szubsztratjat, a Spectrozyme-PL-t jelentds molaris feleslegben adjuk a rendszerbe. Ez a
kis méretli peptid szubsztrat a fibrinnel kompetadl a plazminhoz valdé kotddésért,
megfeleld koncentracidban alkalmazva a fibrinhald emésztdédését gatolni képes. A
latszolagos plazminogén aktivacios sebesség (Vapp) szignifikansan csokken abban az
esetben, amikor a vizsgalt érmatrix alkotok is jelen vannak a fibrin polimerizacidja
soran (7. abra). Akar 30 %-os sebességcsokkenés is mérhetd az aktivacids folyamatban
(2. tdblazat). A lassulds oka kétféle lehet: a plazmin katalitikus aktivitasa (keat) csokken
le, vagy a tPA fibrinbe torténd penetracidja gatlodik (a fibrinhald felszini rétegében a
[tPA] csokken), ugyanis Vapp=Kca*[tPA]. Fibrinfelszin nélkiili plazminogén aktivacio
soran a vizsgalt makromolekuldk nem valtoztatjdk meg a plazminogén aktivacid
sebességét, ezért annak valtozasanak oka az altaluk megvaltoztatott fibrinfelszinben

keresendd, amely befolyasolja a tPA és a plazminogén kotodését is.
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7. abra

Plazminogén aktivacio érfalkomponensekkel modositott, plazminogén tartalmu fibrin
felszinen. Alvadas utin a tPA és a szintetikus szubsztrat SpPL keverékét rétegeztiik a
rog tetejére, majd kovettiik a mintak abszorbancia valtozasat 405 nm-en. A gorbéket 3
fiiggetlen kisérlet 8§ parhuzamos mérése alapjan atlagoltuk (folyamatos vonalak). Az
egyes gorbékhez tartozo szorasok (SD) értékeit pontozott vonallal jeléltiik. Belso abra:
a 405 nm-en mért értékeket az ido negyzetének fiiggvényében dbrazolva egyeneseket
kapunk, melyek meredeksége adja a plazminogén aktivacio sebességét. Ezeket az

értékeket a 2. tablazatban tiintettiik fel.

4. 6. tPA penetracidja a fibrinbe

Az altalunk alkalmazott kisérleti koriilmények kozt szintetikus szubsztrattal
vizsgalva az érfalkomponensek nem valtoztatjdk meg a plazminogén aktivaciojat

fibrinmentes kozegben. A fibrin felszinén kovetve a plazminogén aktivacié folyamatat

viszont eltéré mértékii gatlasok figyelheték meg. Az aktivacid gatldsdnak mértéke a

53



DOI:10.14753/SE.2014.1892

vizsgalt anyagokon kiillonb6oz6, ami csak az altaluk eltéréen moddositott fibrin
felszinekkel magyarazhato.
2. tablazat

3 uM fibrint tartalmazo alvadékokra, melyekbe elozoleg 0.1 uM plazminogént, 50 nM
dekorin fehérjét / aorta dekorint, 50 ug/ml kollagén fragmentumot / DS-t | CS-t
kevertiink bele, 16 nM tPA-t és 600 uM Spectrozyme-PL-t rétegeztiink, és a 6. abra
belsé abrdjan lathato egyenesek meredeksége alapjan meghataroztuk az egyes
alvadékokra a plazminogén latszolagos aktivacios sebességet. A tablazatban feltiintetett
értékek 3 fiiggetlen kiserlet legalabb 8 mérésének atlagat és szordsat (SD). A relativ
aktivdcios sebesség értékeit a tablazat elsé sora alapjan szamitottuk ki. A tPA réteg
relatlv mozgasi sebességeit a 7. dabra értékei alapjan hataroztuk meg. A *-al jelolt

értekek p [1 0.05 szignifikancia szintet alkalmazva a kontrolltolszignifikansan eltérnek.

kollagén
kontroll fDCN cDCN fragm. DS CS
fgﬁsi‘;i:;éspszf&?s oo | 018+ 0160 0139 0130+ 0150+  0.161+
("Mipere) 0.007 0.011* 0.008* 0.015*  0.015*  0.011*
plazminogén relatiy 1 087 076 0.71 0.82 0.88
aktivacids rataja ’ ' ' ' ’
tPA front relativ, 1 203 152 1.54 1.46 1.56
%I‘aClOS sebessege

A megvaltoztatott fibrin felszin befolyasolhatja - a plazminogén fibrinfelszini
aktivacigjan kiviil - a tPA és a plazminogén kotddését a fibrin szalakhoz. Barmelyik
esemény modosul, az hatassal van a keletkezé plazmin mennyiségére, ezaltal a lizis
sebességére. A tPA-t olyan mesterséges fibrinrdg felszinére helyezve, melyben
plazminogén van eloszlatva, (kiviilrdl inditott oldas) a tPA diffiizidja a rogben nem lesz
akadalytalan, eloszldsa benne nem lesz egyenletes, hanem egy felszini hatarrétegben
dusul fel. In vivo trombolizis esetében is a kiilsdleg adott trombolitikumok a vérrog
felszinét képesek csak kezdetben elérni. Ebben a felszini rétegben azonban a vérben
1év6 koncentraciojukhoz képest mennyiségiik jelentésen megemelkedik.

Konfokalis mikroszkop segitségével, Yellow Fluorescent Proteinnel (YFP)
jelolt tPA eloszlasa és a litikus front mozgasa (amely a képz6dd plazmin miikodésének

eredménye) detektalhato a modositott fibrin felszineken (8. dbra). Mindegyik vizsgalt
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moddositdé komponens esetében a YFP-tPA kezdetben egy vékony rétegbe tomoriil a
rogok felszinén. A litikus front az id6 elérehaladtaval, a képzddd plazmin mikddése
révén elmozdul a rog belseje felé. Ezen front vandorlasi sebessége vizsgalatainkban a
plazmin altal torténd fibrin lizis sebességével korrelal, kevésbé fligg a plazmin
képzddésének sebességétdl. A kondroitin — szulfat esetében egy szélesebb, homogén
tPA hatarréteget figyeltiink meg a fibrin felszinen, a tobbi esetben a tPA a vékony
fibrinfelszini rétegben maradt, illetve a részlegesen degradalt fibrin csomokhoz
kolokalizaloédott. A csomok a fehérjekomponensekkel kevert fibrinekben sokkal
kifejezettebben jelentek meg, mint a CS, DS esetében. Legjelentdsebb valtozas a fDCN-
el modositott alvadék esetében nyilvanult meg. A tPA hasonld granularis akkumulacidja
esetében vastag fibrin szdlakon leirtak mar gyorsabb lizist és ugyanakkor lassabb
plazminogén aktivaciot, ami a fibrin strukturajanak eltér6 szerepére utal a fibrinolitikus

folyamat mindkét fazisaban.

kontrol 50 nM aorta dekorin (MCN) 50 nM dekorin fehérje (¢cDON)
237 & 4 pun 481 = 8 pum 361 % 15 um

20 ug/ml kollagén fragment 50 pg/ml kondroitin-szulfit 50 pg/ml dermatan-szulfit
364 £ 16 jum 347+ 9 um 369 £ 16 pm
8. abra

Erfalkomponensek hatdsa a felszini, tPA indukdlta fibrinolizisre. 6 uM fibrinogénbe
(melyb6l 2% Alexa™® jelolt volt) 1,5 uM plazminogént és az dbrdn feltiintetett
mennyiségii érfalkomponenseket kevertiink, majd 16 nM trombinnal fél oran keresztiil

alvasztottuk. 4 ug/ml YFP-jelolt tPA-t rétegeztiink az alvadékok felszinére, majd a
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crer

képzodo plazmin hatasara a fibrinfelszin migraciojat, illetve a tPA-val valo
kolokalizaciojat vizsgaltuk. A fibrinfelszin a 0. percben a képek felsé szélenél
helyezkedett el, a bemutatott felvételek a YFP jelolt tPA hozzaaddsa utani 25. percben
kesziiltek. A tPA z6ld, mig a fibrin voros szinii, kolokalizaciojuk sarga. A felszini réteg
egy darabjat 4-szeresére nagyitottuk (belso dbrak). A feltiintetett értékek a YFP-tPA
réteg altal az elso 25 percben megtett atlagos tdavolsagot + szorast (SD) jelentik,
Kolmogorov-Smirnov teszt alapjin mindegyik érték szignifikansan eltér a csak fibrint

tartalmazo kontrolltol p<0,05 szignifikancia szinten vizsgalva. Méretarany = 100 uM.

4. 7. Vérplazmat tartalmazo alvadékok vizsgalata

In vivo a trombus kialakuldsa és feloldédasa Osszetett folyamat, kisérletesen
teljesen reprodukédlni nem lehetséges. Meg kell kiilonboztetniink a trombolizist a
fibrinolizistdl, utobbi lényegében egy letisztult, zavar6 tényezoktdl mentesitett rendszer,
amelyben egy (vagy néhany) paramétert valtoztatva az adott kisérleti valtozot
jellemezni lehet. In vivo a trombin €s a plazmin(ogén) is egy komplexebb molekularis
kornyezetben kell hogy miikodjon a trombus kialakuldsakor és lebomlasakor, nem is
beszélve arrol, hogy ezen aktiv enzimek mitkodése mennyire jol szabalyozott folyamat.
A trombusba tobbféle, a vérben jelen 1év6 / megjelend molekula vagy sejt is bezarodhat,
amik alapvetden befolyasolhatjak annak szerkezetét, és ezéltal a lizis folyamatat.

Az érfal matrix egyes alkotoinak hatasat jellemeztiik csak fibrint tartalmazo
rendszerben, ugyanakkor érdemes vizsgalni hatasukat egy joval komplexebb
kornyezetben is, amely megkdzeliti az in vivo kialakuld fiziologids koriilményeket.
Amennyiben a kisérleteinkben hasznalt puffert sejtmentes vérplazmara cseréljiik, a lizis
soran a dermatan-szulfat hatdsa azonnal szembetiind, hiszen esetében nem alakul ki
fibrinhalo (9. dbra). A tobbi érfalkomponens hatasa hasonl6 a csak fibrines rendszerben
tapasztaltakhoz: a lizis felgyorsul minden esetben, mint ahogy azt a plazminnal inditott
lizis soran lathattuk (1. tablazat). Ugyan a 6. és 9. dbra kozvetlen 6sszehasonlitdsra nem

alkalmas, az azonban megfigyelhetd, hogy a lizisidok vérplazma esetében hosszabbak.
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9. dbra
Citratos vérplazmabdl in vitro készitett fibrinrégok lizise. A vérplazmaba 50 ng/ml tPA-
t és az abran feltiintetett koncentrdcioju érfalkomponenseket kevertiink. Az alvasztds
soran megjelend turbiditasvaltozast 340 nm-en kovettiik. Az alvasztas 12,5 mM CaCl, és
pdrhuzamos mérésének atlaga folyamatos vonalakkal, az ezekhez tartozo szords értékek
(SD) vékony pontozott vonallal jeléltek. A folyamatos vonalakon lathato szimbolumok a
lizis folyaman a 340 nm-en mért maximalis turbiditas értékek felének eléréséhez
sziikséges idot jelentik (Kolmogorov-Smirnov teszt, a kontrollhoz képest mindegyik

gorbére p < 0.05).

4. 8. A fibrinhalo mechanikai stabilitasa

A fibrinhalé egy viszkoelasztikus polimer, melynek fizikai tulajdonsagai

alapvetden befolyasoljadk a vér aramlasa soran fellépd nyomds, és (surlodasi) erdk
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ellenében kifejtett ellenallasat. Az érfalkomponensekkel modositott fibrinhalok
szerkezeti stabilitasat reologiai paramétereik mérésével vizsgaltuk (10. dbra). Az aorta
dekorint és a kollagén fragmentumokat kivéve egyik vizsgalt komponens sem
befolyasolta szignifikdnsan a vizsgalt G’ (tarolasi modulus) és G’ (veszteségi modulus)
értékeket (3. tdblazat). A kollagén fragmentumok kis mértékben csokkentik a G* értéket.
Az aorta dekorin esetében tapasztalhato a legjelentdsebb rigiditasbeli eltérés, hiszen a
G’ érteket 40 %-kal csokkenti, mig a G’ érték 25 %-kal csokken (3. tablazat). A
dekorin fehérjét kivéve az Osszes vizsgalt érmatrix komponens szignifikansan csokkenti

a kritikus nyirofesziiltség értéket (o) (3. tablazat).

3. tablazat
A mesterségesen  létrehozott,  érfalkomponensekkel — modositott  szerkezetii
fibrinalvadékok mechanikai stabilitasanak vizsgalata. 7,4 uM fibrinogént kevertiink
ossze 50 nM aorta dekorinnal / 50 nM dekorin fehérjével / 50 ug/ml kollagén
fragmentummal / 50 ug/ml kondroitin-szulfattal / 50 ug/ml dermatan-szulfattal, majd
alvasztottunk 10 nM trombinnal. Oszcillacios reométer segitségével vizsgaltuk az egyes
alvadékok tarolasi modulus (G’), veszteségi modulus (G’’) és veszteségi tangens
(G”/G’) értékek valtozasat. A tablazat az alvadas 15. percének értékeit mutatja. A
folyashatar megallapitisihoz  sziikséges —kritikus nyirdfesziiltség  értéket (1) a
fliggetlen mérés atlagat + szorast (SD) jelentik, mindegyik *-gal jelolt értékek p < 0,05

szinten szignifikans eltérést mutatnak a kontrolltol.

G' (Pa) G" (Pa) G"/G' o (Pa)
kontroll 54.29+1298 4.58+09  0.086+0.015 154.42 +24.34
fDCN 3320+ 3.68* 3.38+£0.5%* 0.102+0.006%  85.58 £ 10.65%*
cDCN 47.04£0.62 4.07+0.43 0.086+0.008 130.25£7.85
kollagén fragm. | 40.70 £2.88* 3.83+£0.38  0.094 +0.008 95.56 +9.40*
DS 41.13+10.68 3.77+0.65 0.093 +0.007 103.89 + 8.50*
CS 47.81+9.20 4.45+0.74 0.094+0.006 111.01 + 15.81*
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10. abra

Az érfalkomponensek hatdsa a fibrinhalo mechanikai stabilitasara. 7,4 uM fibrinogénbe
50 nM dekorin fehérjét / 50 nM aorta dekorint kevertiink és alvasztottuk 10 nM
trombinnal. A rész: Oszcillacios reométerben kovettiik a tarolasi modulus (G’
folyamatos vonal) és a veszteségi modulus (G’’, x-el jelolt vonalak) valtozasait, a
trombin hozzdaddsa utani 15 percig. B rész: a viszkozitds valtozdsa lépcsozetesen

novelt nyiroeré hatasara. A folydashatar eléréséhez sziikséges nyirofesziiltség értékeket

(7o) a 3. tabldzatban tiintettiik fel.
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5. MEGBESZELES

A hemosztazis az ¢letben maradashoz alapvetden sziikséges folyamat akkor, ha
az érpalya valamely része sériil. A folyamat elsé 1épése a vazokonstrikcid, amit a vér
egyes sejtes ¢€s molekularis elemeinek a sériilés kornyékére valod kitapadasa, majd
aktivalodasa kovet. Az utols6 fazis ebben a folyamatban a véralvadasi kaszkad altal
generdlt trombin altal katalizalt fibrinogén — fibrin atalakulas, melyet a
fibrinmonomerek polimerizacidja, vagyis a fibrinhal6 kialakulasa kovet. Ebbe a haloba
szOvOdnek bele a sériilés helyére kitapadt sejtek, 1ényegében ez a kialakuld szerkezet
stabilizélja az ott 1év0 sejtek kozt kialakult kapcsolatot, egyfajta mechanikai védelmet
adva azoknak a vér altal kifejtett nyirder6k ellen. Mindezen folyamatok a vérzés
megallitasdban kulcsfontossdgiak, barmelyik 1épés nem megfeleld milkddése
megfeleléen nagy sériilés esetén sulyos kovetkezménnyel jarhat.

Az artéridk falaban kialakuld ateroszklerotikus plakkokat is értelmezhetjiik
egyfajta érsériilésként akkor, ha a felsziniik valamilyen okbdl sériil, ezéltal a normalisan
az ¢érfalat boritd endotélium alatt 1évé trombogén felszin a vérrel érintkezésbe 1ép,
beinditva ezaltal a véralvadasi kaszkadot, amely ,rosszul értelmezvén™ a kialakult
jelzést (hiszen vérzés ilyenkor nem torténik) végeredményben trombust alakit ki a sériilt
plakk felszinén. Amennyiben ennek a trombusnak a kapcsolata az érfallal nem elég
stabil, elvalik attdl, az érpalya mas részén gatolhatja a megfeleld véraramlast, pl.
iszkémias, stroke-os megbetegedéseket idézve ezzel eld.

In vivo a trombus tehat nagyrészt sejtes elemekbdl €s fibrinhalobdl all. Azonban
sokféle, a vérben 1€v6 fehérje, illetve a trombusba zart sejtekbdl kiszabaduld sejtalkoto
befolyasolhatja a trombus szerkezetét ¢és ezaltal a stabilitasat. Ezeknek a
makromolekulaknak egy része mar jol ismert, hatasuk jol jellemzett.

Kevésbé feltart teriilet viszont, hogy az erek faldban 1évé matrixkomponensek hogyan
befolyasoljadk a kialakulo fibrinhalo stabilitasat. Az érfal kollagén rostjai példaul
alapvetd funkcidjuak a von Willebrand-faktor mediélt trombocita kikotddés folyaman.
Ugyanakkor a sériilés helyére az aktivalt trombocitdk altal toborzodo leukocitak nagy
mennyiségli extracellularis matrix komponenseket bontd protedzokat szekretalnak,
melyek az adott helyen proteolitikusan modositjak az érfalat (156), ezaltal

makromolekularis komponenseket szabaditanak fel abbol, melyek a kialakulo

60



DOI:10.14753/SE.2014.1892

fibrinhaldba épiilhetnek. Ateroszklerotikus plakkok teriiletén nagyfokt az extracellularis
matrix komponensek termelddése ¢és lebontdsa. Utdbbi folyamat fOleg matrix
metalloproteazok miikodésének az eredménye. A plakksapka sériilése soran kialakuld
trombus egy olyan felszinen alakul ki, ahol az érfalat alkot6 makromolekularis
komponensek nagyfoku ¢és folyamatos atrendezddése tapasztalhatd. Nagy eséllyel
kerlilnek be tehat a kialakuld trombusba — a leukocitak altal termelt proteazok
miikddéséhez hasonloan - érfalbdl szarmazd proteolitikus emésztés kovetkeztében
l1étrejovo matrixmolekulak, vagy annak darabjai.

Kisérleteinkben ezen hatdsokat modelleztik a fibrinhdld szerkezetére ¢&s
stabilitdsara vonatkozoan. Az ECM nagy mennyiségben tartalmaz féleg I-es és III-as
tipust kollagént, és a - kollagének fibrillogenezisében fontos szerepet jatszo — dekorint.
Ezek a molekulak eléforduldsa a szervezet szinte minden sejtkozti allomanyaban
altalanos, valasztasunk ezekre, illetve a dekorinon 1évé kondroitin / dermatan-szulfat
lancoknak a vizsgalatara esett. Bar felszabadulasuk helyén joval nagyobb mennyiségben
lehetnek jelen, a vérplazméban normal koriilmények kozt 1évd ionkornyezetet és
fibrinogén koncentraciot alapul véve a vizsgalt makromolekuldk viszonylag kis
mennyisége (a fibrinhez képest legfeljebb 2,5 %-ban) jelentdsen képesek befolyasolni a
fibrinhal6 altalunk vizsgalt tulajdonségait.

A fibrin alvadék stabilitasat kétféleképpen értelmezhetjiik. Erthetjilk alatta a
véraram altal kifejtett nyomd/nyirderdk elleni mechanikai ellendllasat, illetve az
érsériilés utan, mikor a vérzéscsillapito/megallitd funkcidjat mar ellatta, a fibrinszalakat
lebonto litikus rendszer mikodésére kifejtett rezisztenciajat.

A mechanikai stabilitds jelentdsen kisebb abban az esetben, ha a vizsgalt
makromolekuldk a fibrin polimerizécidja soran jelen vannak. Az aorta dekorin, a
szulfatalt glilkozaminoglikan lancok és a kollagén fragmentumok is jelentdsen
csokkentik azt a nyiréfesziiltséget, ami a fibrinszalak elszakitdsahoz sziikséges (1o, 3.
tablazat). A fibrinszerkezet reologiai paramétereit (veszteségi €s taroldsi modulusok,
illetve ezek hanyadosa) leginkabb az egyébként legnagyobb szerkezetvaltozast okozd
aorta dekorin befolyasolja. Vastagabb fibrinszalak esetében mar leirtdk a veszteségi
tangens (G’’/G’) novekedését. Ennek értelmezése szerint a mechanikai erdk hatdsara a
protofibrillumokon beliili monomerek, vagy a fibrinszalakon beliil a protofibrillumok

ideiglenesen disszocidlnak, majd Gjra kapcsolddnak, mikdzben az eredeti kotésekben
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tarolt energia elvész. Ujabb eredmények (157) az el6zé mechanizmust bizonyitjak, igaz
abban az esetben a vizsgalt anyag DNS volt. Vékony fibrinszalak esetében konnyen
elképzelheté a gomb — lyuk kapcsolatok felbomlasa majd Gjraalakulasa mas helyen,
hiszen egy vékony szalban kevesebb ilyen kotésnek kell felbomlania, nagyobb eséllyel
sziilethetnek ujra ilyen kapcsolatok, mint vastag szal esetében (95). Az aorta dekorin
esetében pedig ahogy az elektronmikroszkopos képen is megfigyelhetd, joval vastagabb
szalakat lathatunk, ahol joval tobb monomer — monomer kapcsolatnak kellene szimultan
felbomlania. A glikozilalt dekorin esetében tehat mégsem zarhat6 ki teljesen az, hogy a
protofibrillumok kozti kapcsolat bomlik fel illetve strukturalodik 4t nyomoerdk hatasara
az irreverzibilis deformacio soran.

Elképzelhetd, hogy a DNS esetében a cukorfoszfat gerinc negativ toltésii
foszfatcsoportjai, az aorta dekorin esetében az ugyancsak negativ toltésli
szulfatcsoportok hozzak 1étre a fibrinhald er6hatasokkal szembeni csokkent stabilitasat.
Ugyanakkor 6nmagéaban sem a dermatan-szulfat, sem a kondroitin-szulfat lancok nem
képesek a G”’/G’ értéket annyira megndvelni mint az aorta dekorin, tehat a fehérje és a
gliikkézaminoglikdn lanc egyiittes hatasa révén jon létre a valtozds. Masik magyarazat
lehet még a gliikdzaminoglikédn lancok hosszanak eltérése. Az altalunk tisztitott aorta
dekorinon 1év6 GAG lanc hosszabb, mint az izolalt GAG lancok. A méretbeli
kiilonbség is okozhat lényeges valtozdsokat a kialakuld fibrinszerkezetben, mint az
tapasztalhat6 a polifoszfatok esetében.

Az aorta dekorinnal modositott fibrinhal6 tehat joval hajlamosabb struktarajanak
ujrarendezésére, mint a nem modositott szerkezetli fibrin. (annak ellenére, hogy a G és
a G érték is csokken).

A fibrinhalo ellendllasat a mechanikai hatdsokkal szemben nagyban befolyasolja
az, hogy a szalak FXIII-al keresztkotottek-e vagy sem. Amennyiben keresztkotések
jonnek létre a fibrinalvadékban, a szerkezet joval merevebb, rigidebb lesz. (adott
erOhatasra kevésbé lesz deformélhatdé mint a nem keresztko6tott). Az altalunk hasznalt
fibrinogén prepardtum FXIII-al szennyezett volt. Kimutattdk, hogy abban a
fibrinalvadékban, amely FXIII-at tartalmaz, a keresztkotések még 2 oraval a szilard
alvadék létrejotte utan is keletkezhetnek (158), modositva ezzel reoldgiai tulajdonsagait
(lassaban éri el a platd fazist a rendszer). Amennyiben CaCl, nincs jelen a rendszerben,

az FXIII sem képes miikodni, igy reoldgias kisérleteinket ilyen koriilmények kozt
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c ey

rendszerbe, hogy az in vivo koriilményeket hien modellezziik, illetve mas tipusu
méréseinknél a keresztkotések kialakuldsa nem befolyasolta a vizsgalatok

végeredményeit.

A fibrinolizis alapvetden kétféle folyamatra bonthato: a plazminogén valamely
plazminogén aktivator altali aktivalasara, illetve az aktiv plazmin altali enzimatikus
fibrinhalo-bontasra. A két folyamat 0sszességében adja meg a fibrinolizis sebességét.

Kisérleteinkben a plazminogén aktivacid vizsgalatat a fibrin felszinre helyezett
tPA inditotta olyan fibrinalvadékban, amelyben a trombin 4altali alvasztds el6tt
plazminogént kevertlink a fibrinogénhez, eloszlasa ezaltal homogénnek volt tekinthetd.
A csak fibrint tartalmazé alvadékhoz képest, amennyiben érfalkomponensek is jelen
vannak a fibrinalvadékban, minden esetben alacsony foku aktivacio gatlas figyelhet
meg. Az aktivacid latszolagos maximalis sebességét a kollagén fragmentumok és a
dekorin fehérje csokkentik a legjobban, akar 30 %-os is lehet a gatldas mértéke. A
szulfatalt GAG lancok jelenlétében 12 - 18 %-os lassulas mérhetd (2. tdblazat). Ez a
gatld hatas csak akkor tapasztalhatd, ha fibrin jelen van az aktivacios folyamat soran,
nélkiile ilyen hatas nem tapasztalhat6. A gatlds magyarazhatd azzal, hogy a vizsgalt
elemek modositjdk az aktivacidban részt vevd fibrinfelszin szerkezetét. Vastagabb
fibrinszéalak gyengébb kofaktorként funkcionalnak a fibrinfliggd tPA altali plazminogén
aktivacioban. A kollagén fragmentumok és a dekorin fehérje is emeli a fibrinszalak
atmérojét, hatdsuk tehat ezzel magyarazhatd. A legnagyobb szerkezeti valtozast
létrehozd aorta dekorin viszont nem mutat nagyobb gatld hatdst mint az el6zd két
fehérje(fragmentum). Ez esetben tehat Ggy tlinik, hogy a fehérjén 1évé GAG lanc
gyorsitja az aktivaciot a dekorin fehérjéhez képest, ugyanakkor a GAG lancok
onmagukban nem okozzak az aktivacié gyorsuldsat, hanem az aorta dekorinhoz hasonl6
mértékben lassitjadk azt. Az is megfigyelhetdé azonban, hogy a fibrinszal atmérdben a
GAG lancok nem okoznak szamottevd valtozast. A GAG lancok hatasa tehat kétféle
lehet, vastagabb fibrinszalakon gyorsitjak, vékonyabbakon lassitjdk a plazminogén
aktivaciojat.

Az is elképzelhetd azonban, hogy a GAG lancok hatasara (6nallo és fehérjéhez

kotott formaban is) jobban koncentralodik a tPA a fibrin felsd, az aktivacio
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szempontjabol fontos rétegébe. Ezt az elméletet tdmasztja ald az is, hogy a GAG lancok
jelenléte , felfiiggeszti” a dekorin fehérje 4ltali lassabb aktivaciot. Erdemes
megjegyezni, hogy az aorta dekorin altal moddositott fibrinszerkezetben lényegesen
gatolhatja. A gatlas viszont ugyanakkora mértékii, mindkét esetben, ami ugyancsak a
GAG lanc tPA koncentral6 hatasat tamasztja ala.

kovetéséhez fluoreszcensen jelolt tPA-t rétegeztiink az el6z6hoz hasonld kisérleti
elrendezésekben az alvadékok tetejére. Az mar ismert volt eddig is, hogy a vastagabb
fibrinszélak individualisan ugyan lassabban bomlanak le mint a vékonyabbak (kevesebb
molekulan kell atvagnia magat a plazminnak utdbbi esetben, hogy a fibrinszal hasadjon,
illetve a vastagabb szal rosszabb felszin a plazminogén aktivacié szempontjabdl), ha
viszont nem egyes szalakat néziink hanem egy egész rogot, a vékony szalakat
tartalmazo lassabban esik szét. Ennek az a magyarazata, hogy adott térfogatban joval
tobb vékony szal foglalhat helyet, mint vastag, aminek 4atvagasahoz dsszességében tobb
1d6 kell. Ennek megfelelden a fibrinszalatmérét legnagyobb mértékben ndveld aorta
dekorinnal moédositott fibrinalvadék lizise a leggyorsabb, ami a litikus front gyorsult
mozgasan is jol kovethetd (8. dbra). Ugyanakkor mindegyik vizsgalt anyag a litikus
front gyorsabb elérehaladasat eredményezi, az eldz6en vazolt trendnek ellentmonddan a
fibrinszalatmérdt lényegesen nem modositd GAG lancok is. Ez a megfigyelés
ugyancsak a GAG lancok tPA fibrinfelszini koncentrald szerepére utal. CS esetében a
litikus front joval szélesebb mint a DS esetében, ahol a tobbi anyaghoz hasonléan egy
vékony rétegbe tomoriil, a front mozgasanak sebességében viszont nincs Iényegi eltérés
a két anyag kozt. Lehetséges, hogy CS esetében a tPA konnyebb diffuzidja valosul meg,
ezért szélesebb a front, és gyorsabb a lizis.

Vastag fibrinszalak lizisét spektroszkopidsan kovetve a folyamat kezdetén
atmeneti turbiditasndvekedés tapasztalhatdo (155), ami aggregatumok képzddésével
magyarazhatd. Ezen granuldkhoz a tPA kotddése is kimutathatd. Valdsziniileg ezek
fibrin degradacios termékek, amik a lizis folyamén atmenetileg az alvadékhoz tapadva
maradnak. Kollagén fragmentumokkal illetve a kétféle dekorinnal modositott
fibrinalvadékokban 1s megfigyelhetjiik ezen aggregatumok 1étrejottét (8. dbra). F domén

hidanyos tPA varidns altal mutatott litikus front kezdetben vékony felszini rétegben
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jelentkezik, majd egy id6 utan diffuzza valik (155), a kondroitin-szulfattal modositott
alvadékhoz hasonloan. Lehetséges, hogy a CS gatolja a tPA F (vagy valamely mas)
doménjén keresztiili kotodést a fibrinhez.

A plazmin altali lizis folyamatat spektroftométerben végigkdvetve (6. abra,
gorbék leszalld része) hasonld eredmény mutatkozik, mint amit a fluoreszcens litikus
front mozgésanal megfigyeltiink (8. abra). Vastagabb szdlak a kontrolként hasznalt csak
fibrint tartalmazé alvadékhoz képest gyorsabban oldddnak fel (a fehérjéket tartalmazo
alvadékok esetében). A dekorin fehérje negyedével csokkenti az alvadék teljes
szétesés¢hez sziikséges idOt, mig az Osszes tobbi vizsgalt érmatrix komponens esetében
a tiszta fibrinhez képest feleannyi id6 is elég (1. tablazat). CS és DS a fibrinszalak
atmérdjének valtoztatdsa nélkiil képesek a lizist gyorsitani. Egyik esetben sem tudtuk
Kimutatni, hogy a vizsgalt anyagok a plazmin amidolitikus aktivitasat befolyasoltak
volna, DS ¢és CS esetében a fibrinszerkezet a szalatmérd valtozasa nélkiil modosul olyan
modon, ami a lizist gyorsabba teszi.

Nemcsak a plazmin medialt fibrinolizisben, hanem a trombin altali alvasztasi
fazisban (6. abra, felszallo agak) is vannak kiilonbségek. Altalanossagban a gyorsabb
lizishez gyorsabb alvadés tarsult, a CS és DS esetében azonban nem valtozott illetve
lassabb lett az alvasztési fazis (1. tablazat). Mivel egyik vizsgalt anyag sem valtoztatja
meg a trombin amidolitikus aktivitdsat, a megoldast a DS CS altal megvaltoztatott
fibrin(ogén) szolgaltathatja. A vérben a fibrinogénhez asszocialtan makromolekuldk
keringenek (159,160,161), melyek megvaltoztathatjak a fibrin monomer kialakulasanak,
illetve polimerizacidjanak kinetikdjat, beépiilnek a képzddd trombusba, moddositva
annak szerkezetét. 6. dbran a CS és DS felszallo gorbéinek elején jelentkezd rovid

faziskésés ezt az elméletet igazolja.

A heparin kofaktor II (HCII) egy a vérben jelenlévd szerin-protedz inhibitor,
mely heparin vagy dermatdn szulfat jelenlétében 1000x hatékonyabb gatloszere a
trombinnak, mint ezek hidnydban (122). A HCII savas karakteri N-terminalis
doménjéhez kotédd H vagy DS mas konformdacioba alakitja a HCII ezen részét, amely
eztan konnyebben kapcsolddik a trombin exosite I-hez, géatolva ezzel az enzim
miikodését (162). Hatasat antitrombin hidnyaban képes kifejteni, illetve a véralvadasi

kaszkad mas enzimeire nincs hatassal. A trombint képes a fibrinhez kotott allapotaban is
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gatolni, megallitva ezzel a trombus novekedését (163, 164). Mindezek fényében az
alvasztas elott a plazméba kevert DS alvadasgatlo hatasa nem meglepd (9. abra).

Ellentétben az altalunk kapott eredményekkel, fibrin-mentes kornyezetben
kimutattak, hogy a DS serkenti a tPA és uPA altali plazminogén aktivaciojat (165).
Feltételezhetéen egy trimolekuldris plazminogén — DS — plazminogén aktivator
komplex alakul ki, ahol a DS mint egy ,aktivacios felszin” jatszik szerepet. Ez a
komplex nem keletkezik fibrin jelenlétében, s6t a kompetald koté molekula csokkenti a
hatékonyabb kofaktor (fibrin) hatdsat plazminogén-aktivacid mérsékelt gatlasat
eredményezve (7. abra).

Egy masik tanulmanyban, melyben a CS és DS hatasat vizsgaltdk a
fibrinalvadék kialakuldsara vonatkozoan, a fibrinszalatmérdk jelentdés novekedését
tapasztaltdk, amit igazoltak turbidimetrias méréseik is (166), ugyanakkor az
alvadékképzodés elején jelentkezd faziskésés rovidiilésérdl szamoltak be. Minden
esetben a CS mutatott nagyobb eltérést a kontrollhoz képest. Ezzel szemben az altalunk
létrehozott koriilmények kozt a fibrinszalatmérdk nem valtoztak jelentdsen, a faziskésés
hosszabbodott DS és CS esetében, a turbidimetrias eredményeink viszont egybevagoak,
novekvd koncentracioval a turbiditas is novekszik. A kiilonbségek adodhatnak a
vizsgalatok eltérd koriilményeibdl, hiszen az emlitett cikkben joval nagyobb CS és DS
koncentraciokkal dolgoztak mint mi (mg/ml tartomanyt vizsgaltak), amely esetekben
ugyan lényeges kiillonbségeket sikeriilt kimutatniuk, viszont ezek a mennyiségek
feltehetden joval a fiziologids koncentracidtartomany folé esnek.

Dekorin fehérjét vizsgalva (133) kimutattak, hogy a fibrinszalak atmérdjét
csokkenti, valosziniileg a coiled — coilhez kotddve, a protofibrillum — protofibrillum
interakciot befolyasolva. Ugyanakkor érdekes modon ezeken a vékonyabb szalakon
gyorsabban ment végbe a lizis, ami az eddigi ismereteknek ellentmond. Kisérleteinkben
a dekorin fehérje a kontrollhoz képest vastagabb fibrinszalakat hoz létre (4. abra),
ugyanakkor eredményeink szerint az altala modositott alvadékban gyorsabb a
fibrinolizis folyamata. Nem pontosan tisztdzott még tehat a  dekorin
szerkezetbefolydsold szerepe, az viszont egyértelmi, hogy az igy modositott alvadék in

vivo a plazminnak kevésbé ellenallo.
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Az érfalban 1év6 matrixalkotok csak az érfal sériilése esetén exponalddnak az
érlumen felé. A fibrin szerkezete a kialakuld trombuson beliil nem homogén példaul
annak fiiggvényében sem, hogy az érfalbol a protedzok hatasara felszabadulo
hozhatnak 1étre. Mivel eredményeink szerint az érfalkomponensekkel moddositott
fibrinhal6 lebomlasa gyorsabban megy végbe, mint az altaluk nem érintett teriileteken,
ez a vérrog konnyebb elszakadasat eredményezheti az érfaltdl, ami embolias, stroke-0s
korképeket eredményezhet. Az igy modositott fibrin keletkezése elsOsorban az
atheroscleroticus plakk gyulladdsos kornyezetében valdszinlisithetd. A sériilt
plakksapka teriiletén kialakuld trombus olyan érfeliilettel kapcsolodik, amelyben nagy
mennyiségben fordultak eld protedzok altal degradalt extracellularis matrix
komponensek, amelyek bekeriilhetnek a kialakuld alvadékba. Ezzel szemben a
vérzéscsillapitd funkcioji alvadék a mechanikai sériiléstél eltekintve megtartott
szerkezetll érfaréteg felett keletkezik és igy kisebb mértékben van kitéve a mechanikai
¢és litikus stabilitdsat csokkentd hatdsoknak. Az érfal eredetli matrixmolekulakra
vonatkoz6 eredményeink jobban tiikkrozik a patologids koriilmények kozt kialakulo
trombusban 1étrejové valtozasokat, amely 1) Ilehetoségeket tar fel a fizioldgias
(vérzéscsillapitd) és patologias alvadéskok differencialasara terapids beavatkozasok

soran.
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6. UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA, KOVETKEZTETESEK

1. Erfal eredetii fehérjekomponensek képesek a fibrinalvadék szerkezetének
modositasara, megnovelik a fibrinszalak atmérdjét. A legjelentdsebb szalatmérd
novekedés a gliikkozaminoglikan lancot hordoz6 aorta dekorin esetében tapasztalhato. A
dermatan — szulfat és a kondroitin — szulfat az alvadék szerkezetében nem okoz

valtozast.

2. Amennyiben érfalbdl szarmazo6 fehérjék jelen vannak az alvadéas kezdetén, a
véralvadék kialakulasa gyorsabban megtorténik. Minden vizsgélt anyag gyorsitja a
plazmin medialt fibrinolizis folyamatat, a legnagyobb hatasa a szerkezetet nem

befolyasold glilkdzaminoglikdn oldallancoknak van.

3. Vérplazmat tartalmazé mesterséges fibrinalvadékok lizisekor is tapasztalhato a
gyorsult fibrinolitikus folyamat, eltekintve a dermatdn — szulfattol, amelynek esetében

nem alakul ki fibrinhalo.

4. Fibrinmentes kdrnyezetben a vizsgalt komponensek hatasara nem véltozik sem a

trombin, sem a plazmin amidolitikus aktivitasa.

S. Plazminogén aktivacigja az érfalkomponensekkel modositott fibrinfelszinen
lassul, 12 — 29 %-0s gatlasok mérhetéek. Ez a gatld hatas a fibrinfelszin megvaltozott

jellegével van Osszefiiggésben.

6. A vizsgalt matrixkomponensek eldsegitik a tPA diffuzidjat a fibrinalvadékba. A

litikus front vandorlasi sebessége a fibrin lizis sebességével korrelal.

7. A fibrinhalé reoldgiai tulajdonsdgait az aorta dekorin és a kollagén
fragmentumok befolyasoljdk leginkabb, ezek csokkentik a taroldsi modulus és a
veszteségi modulus értékeit. Az Osszes vizsgalt anyag csokkenti a kritikus
nyirofesziiltség értéket, jelenlétiikkben a fibrin szerkezete kevésbé ellendllo lesz fizikai

hatasokkal szemben.
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OSSZEFOGLALAS

A trombus felépitésében a fibrinhalon kiviil sejtes elemek, példaul trombociték,
vorosvértestek, illetve vér eredetli makromolekuldk is szerepet jatszanak. Ezek hatasai a
kialakul6 fibrinhald szerkezetére, és ezaltal a trombolizisre jol jellemzettek. A korabbi
eredményekbdl egyértelmiivé valt, hogy a trombolizist nem lehet egyszeriien
fibrinolitikus folyamatként definidlni. Ateroszklerotikus plakkok teriiletén nagyfoku az
érfal extracellularis matrix komponenseinek a szintézise ¢€s lebontdsa, utobbi
folyamatban nagy szerepet kapnak a matrix metalloproteazok. Amennyiben a
plakksapka sériil, az érlumen fel¢ exponaldédd felszinen trombus alakul ki, melybe
bekeriilhetnek a proteolitikus enzimek altal degradalt, érfal eredetli extracellularis
matrix komponensek is. Vizsgalatainkkal célul tiztiik ki annak tisztazasat, hogy ezek a
makromolekularis elemek hogyan befolyasoljak a kialakuld fibrinhél6 tulajdonsagait.

Szkennelé elektronmikroszkoppal vizsgalva, érfalkomponensek jelenlétében a
fibrinalvadék szerkezetének modosuldsa tapasztalhatd. A legszembetlinObb hatést
kivalté glikozilalt dekorin az atlagos szalatmérdt 85 nm-rél 187 nm-re ndveli. Ugyan a
szulfatalt gliikdzaminoglikan oldallancok (GAG) a fibrinalvadék szerkezetét kevésbé
jelentdsen befolyasoljak, spektrofotométerben kovetve a fibrinalvadék plazmin medialt
lizisét, jelenlétiikben a folyamat tobb mint kétszeres sebességgel jatszodik le. A dekorin
fehérje esetében a lizisidd 25 %-al rovidiil, a tobbi vizsgalt anyag esetében a lizis
gyorsulasanak mértéke a GAG oldallancokéhoz viszonyithatd. Vérplazmat tartalmazé
alvadékok spektrofotometrias vizsgalatakor igazoltuk a dermatan — szulfat véralvadasra
kifejtett gatld hatasat. A modositott fibrinalvadékok rovidebb id6 alatt torténd lebomlasa
nem a hatékonyabban miikodé plazmin munkaja révén valosul meg, hiszen egyik
érfalkomponens sem valtoztatja meg fibrinmentes kdrnyezetben sem a Ky, sSem a Vmax
értékeit az enzimnek. A plazminogén tPA-val torténé aktivacidja az
érfalkomponensekkel modositott fibrinfelszineken 12 — 29 %-os lassulast mutatott,
ugyanakkor konfokalis mikroszkoppal vizsgalva a fluoreszcensen jelolt tPA front
migracids sebessége az alvadékok belseje felé masfél — kétszeres. Reométerben
vizsgalva az Gsszes anyag 15 — 45 % kozt csokkenti a kritikus nyirofesziiltség értéket.

Eredményeink alapjan kideriilt, hogy a vizsgalt érfal matrixkomponensek

csokkentik a fibrinalvadék litikus és mechanikai stabilitasat.
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SUMMARY

In vivo the structure of the thrombi is modified by platelets, red blood cells and
various blood-derived macromolecules. The effects of this components on the clot
architecture and fibrinolytic process are well defined. Results of this experiments clearly
demonstrate that thrombolysis is not identical with fibrinolysis, the former takes place
in a more complex environment.

Synthesis and degradation of the extracellular matrix components of the vessel
wall on the sites of atherosclerotic plaques are intensive. The latter process is coupled
mainly to the locally expressed matrix metalloproteases. Rupture or erosion of the
atherosclerotic cap exposes a thrombogenic surface to the lumen and leads to the
development of thrombi. During the formation of the thrombi, the components of the
proteolytically modified vessel wall can incorporate into the fibrin mesh. Our goal was
to define how these macromolecular elements influences the structure and stability of
the clot.

Scanning electron microscopy showed that the presence of the extracellular
matrix components during fibrin formation generates thicker fibrin fibers. The change is
most pronounced in the case of glycosaminoglycan chain bearing decorin which
increases the average fiber diameter from 85 nm to 187 nm. Although the presence of
the sulfated glycosaminoglycan side chains (GAG) have a less pronounced effects on
the structure of the fibrin mesh, our spectophotometric analysis indicated that when
GAGs are incorporated in the clot they speeds up the plasmin mediated fibrinolysis
about 2-fold like the all other investigated componets except decorin protein, which
decreases the lysis time by 25 %. When examined blood plasma clots, blocking of the
coagulation process by dermatan — sulfate was verified. In fibrin free system K., and
Vmax values of plasmin are unchanged, whereas on the modified fibrin surfaces
plasminogen activation by tPA slows down by 12 — 29 %. Investigated with confocal
microscopy the migration rate of the fluorescent tPA front inside the clot increases one
and a half - twofold. In rheometer the critical shear stress for all tested materials when
incorporated in the clot decreased between 15 — 45 %.

These results suggests that the presence of the vessel wall components in the

fibrin clot decreases its lytic and mechanical stability.
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