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Eloszo

A biokémia szeretete orvostanhallgaté korombdl ered: szamomra a biokémia az élet alapjainak
rejtelmeit mutatta meg, csodalatra méltd szabalyozasi folyamatokat tart fel, melyek néman és
pontosan teszik a dolgukat a szervezetiinkben. A hemosztdzis irdnti rajongds egyenesen
kovetkezett ebbdl- a rendszer komplexitasa, erdsen szabdlyozott egyenstlya, kiilonleges
biokémidja, farmakologidja végzett orvosként is mindig gondolkodésra, problémamegoldasra
késztetett egy vérzd- vagy éppen trombotikus eseményt szenvedett beteg laboratdriumi
vizsgalata esetén. Mindig is foglalkoztatott az egyes, hemosztazisra hatd terapidk
sikertelenségének oka: az akut ischaemias stroke kezelésére alkalmazott trombolizis, vagy az
aterotrombotikus események szekunder prevencidjara alkalmazott egyes trombocita funkciod
gatld terapidk hatastalansaga a betegek prognozisat nagyban befolydsolja. Mégis, mig az egyéb
aterotrombdzis rizikofaktorok pl. diabetes mellitus, hiperlipidémia vagy hipertonia esetén a
terapia hatékonysaganak ellendrzése minden esetben megtorténik, a hemosztazisra hatd
készitmények hatasat sok esetben nem vizsgaljuk, nem monitorozzuk. Ennek oka Osszetett: a
hattérben allhat a hatastalansaggal kapcsolatos ismereteink hidnya, a megfeleld laboratoriumi
marker vagy teszt hidnya, vagy a laboratoriumi vizsgalatra vonatkozd megfeleld evidencia
hidnya. Halas vagyok, hogy munkam soran az “elméleti oldalr6l” olyan iskolateremtd mesterek
tanitvanya lehettem, akik kivald biokémiai és laboratériumi diagnosztikai ismeretekkel
gazdagitottak, a “klinikai oldalr6l” pedig olyan magas szinvonali szakmai kollaboraciokra volt
lehetéségem, ahol a klinikus mentorok valodi problémat jelentd, a betegellatast kdzvetleniil
érintd kérdéseket tettek fel €s tényleges segitséget kaptam a kérdések megvalaszolasahoz. Az
értekezésben 0Osszefoglalt eredmények alapjat hemosztazis biokémiai és laboratoriumi
ismeretek adjak, de reményeink szerint kutatdsaink hosszl tdvon kozvetleniil is a betegek

gyogyulasat szolgaljak majd.
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1 ROVIDITESEK JEGYZEKE
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EKG elektrokardiografia

ELISA enzimhez kapcsolt immunszorbens technika
EPCR endothelsejt protein C receptor

ESO European Stroke Organisation

ETP endogén trombin potencial
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FEU fibrinogén ekvivalens unit
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2 BEVEZETES

2.1 A hemosztazis rendszer

A hemosztazis az érrendszeri sériilésekre adott fiziologias védekezd mechanizmus (1). A
hemosztazis harom pillére: az érfal integritdsa, a koagulaciés rendszer és a vérlemezkék
megfeleld szadma és miikodése biztositja azt, hogy az ér sériilésének helyén a vérzés minimalisra
csokkenjen, és a trombocitdkbol és fibrinbdl all6 hemosztatikus dugd 1étrejohessen (1).

A koagulacio kaszkadra vagy vizesésre emlékeztetd aktivalddasi rendszerét 1964-ben
MacFarlane és munkatarsai, valamint Davie és Ratnoff irtak le eldszor (2, 3). Az altaluk
felvazolt kaszkadszert aktivalodasi folyamatot két szakaszra tagoltdk: az intrinsic és az
extrinsic utra, mely a kdzos utvonalban folytatddott. A modell alapjan a koagulacios folyamat
egy proteolitikus reakcidsorozat, mely sordn mindegyik résztvevd proteaz hasitja és aktivalja a
soron kovetkezOt (2). Napjainkban a vizesésre emlékeztetd kaszkadrendszer elméletét
felvaltotta a hemosztazis sejt alapti modellje, melyet Hoffman és Monroe 2001-ben definialt
(4). Az altaluk leirt rendszer a hemosztazist harom egymassal atfedo részre bontja: az inicidcios,

az amplifikécios €s a propagacids fazisra (1. dbra) (4, 5).

Inicidcios fazis Amplifikaciés fazis Propagaciés fazis

&% Trombocita
-,

mm—oparﬁklﬂum

+  Trombocitik kollagénhez »  Trombocitik adhézidja és » Trombocita aggregacié

kotédnek aktivacioja *  Fibrin keresztkotés

«  Akoaguléci6 szoveti faktor * Trombus kialakulasa *  Stabil alvadék kialakuldsa
(TF)- fiiggs inici4cidja, trombin | |* Akoagulicié amplifikicidja,
képzddés nagy mértékii trombin generacié

1. abra. A hemosztazis sejt alapti modellje. FVIIa: aktivalt VII-es faktor, TF: szdveti faktor. Forras:
Mackman N et al, Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2007 alapjan (1)

2.1.1 A koagulaci6 iniciacios, amplifikacios és propagacios fazisa

A koagulacio6 sejt alapti modelljét sematikusan a 2. dbra mutatja be. Az inicidcios fazis a szoveti
faktort expresszald sejtekre (endothel, szubendothelidlis struktarak) lokalizalodik (6). Ebben a
szakaszban az aktivalt VII-es faktor (FVIla) - szoveti faktor komplex kis mennyiségben

aktivalja a IX-es és X-es faktorokat. Ezt kvetden az aktivalt X-es faktor (FXa) az aktivalt V-
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0s faktorral (FVa) egyiitt kis mennyiségben protrombinaz komplexet képez a szoveti faktort
hordoz6 sejtek felszinén, mely a protrombint trombinna konvertalja. A sériilés helyén a

trombocitak kollagénhez és egyéb extracellularis matrix komponensekhez tapadnak ki. Az

crer

cres

lokalizalt, hogy a sejtfelszinhez kotott FXa védett marad a plazma protedz inhibitorokkal
szemben. Amennyiben az FXa disszocidl a szoveti faktort hordozo6 sejtekrol, a folyadékfazisban
gyorsan gatlédik az aktivitasa a szoveti faktor utvonal inhibitor (TFPI) vagy az antitrombin
révén. Az inhibitorok jelenléte tehat hatékonyan lokalizalja az FXa aktivitast azon a felszinen,
ahol képzddott. Az iniciacids szakaszban ennek megfeleléen csak kevés aktiv koagulacios

fehérje képzddik (2, 4).

1. EX protrombin
FVII\ —_—
TR FXa Ry, FVII-VWF
trombin -—-—---- -
TF-hordoz¢ sejt ’ Villa
TF |Fvila FV——FVa '
/\ FIX . trombocita
FIXa F protrombin 2.
x‘\—» FX k _
L‘ o FVilla a FVa ) trombin )
] aktivalt — ,/
EVila le tromboclta =
~—— (FVa) fibrinogén
g; FVilla /" FXa/\ trombin k g
3 FXII > fibrin
. protrombin FXllla ---- |

keresztkotott fibrin

2. abra. A koagulicio sejt alapu modellje. 1.: iniciacios fazis, 2.: amplifikacios fazis, 3.: propagacios
fazis. a: aktivalt forma, F: faktor, TF: szoveti faktor, VWF: von Willebrand faktor. Forras: Versteeg HH
et al, Physiol Rev, 2013 alapjan (7)

Az amplifikécios fazis soran a vérlemezkék és a kofaktorok aktivalodasa torténik meg a szoveti
faktort hordozo sejteken képzddd kis mennyiségli trombin altal. A koagulacio kezdetén a von
Willebrand faktor (VWF) szubendothelidlis méatrix fehérjékhez, példaul I-es, IlI-as és VI-os
tipusu kollagénekhez kotddik, a kikotott VWF pedig a keringd trombocitdk glikoprotein Iba
(GPIba) receptordhoz kotddve inicidlja a trombocita adhézié folyamatat, mely soran
aktivalodnak a trombocitak (8). A koagulacid soran keletkezd trombin a trombocitdk

GPIb/IX/V komplexe és proteaz aktivalta receptorai (PAR) révén aktivalja a trombocitakat (9).

10
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Az aktivacio hatdsara a trombocitak alakvaltozason mennek keresztiil, membranjuk kiilsé €s
bels6 felszine kozotti aszimmetrikus foszfolipid-megoszlas megvaltozik, megjelennek a kiilsé
felszinen a prokoagulans, negativ toltésti foszfolipidek, Ggymint a foszfatidil-szerin ¢és
foszfatidil-etanolamin. A y-karboxi-glutaminsavban (Gla) gazdag domént tartalmazé alvadasi
faktorok (pl. FII, FVII, FIX, FX) elsdsorban a foszfatidil-szerin-klaszterekhez kotddnek, a
foszfatidil-szerin jelenlétében a koagulacids reakciok tobb ezerszeresére gyorsulnak (10). Az
inicidcios fazisban képz6dd trombin egy masik funkcidja az V-0s és VIlI-as kofaktorok és a
Xl-es faktor aktivdlasa, immar nagy mennyiségben a trombocitdk felszinén (11, 12). A
trombocitdk mindekdzben szekretaljak kiilonbozo granulumaik tartalmat, melyek a koagulacio
folyamatat segitik, példaul az a-granulumok fibrinogén, VWF, GPIb/IX/V komplex, FV és FIX
tartalma, tovabba a denz granulumok Ca*" és polifoszfat tartalma révén. Az aktivalt trombocitak
a tromboxdn A2 (TXA2) és az adenozin-5’-difoszfat (ADP) szekrécidja révén tovabbi
receptora a fibrinogén receptor, mely a GPIIb (oun integrin) és a GPIIla (B3 integrin) altal
alkotott heterotetramer (GPIIb/IIla) (13). Trombocita aktivacio soran az o granulumokbdl rovid
1d6 alatt nagy mennyiségii fibrinogén receptor jut a trombocitak felszinére. A receptor nyugvo
trombocitdkon inaktiv allapotban van, valamilyen trombocita agonista (pl. TXA2, ADP,
trombin, stb.) receptorahoz torténd kotddése altal elinditott biokémiai folyamatok sziikségesek
ahhoz, hogy beliilrdl kifel¢ torténd (inside-out) szignalizacié kovetkeztében a receptor
aktivalodjon ¢és kialakuljon a ligandot kotni képes aktiv forméja (14). Mig a TXA2 erdteljes
vazokonstriktor és potens vérlemezke aktivator, az ADP dnmagaban csak gyenge, reverzibilis
trombocita aggregaciot képes létrehozni, de mivel a trombocitdk denz granulumaibol
felszabadulva nagy mennyiségben van jelen a sériilés helyén, ezért a kialakulé trombus
stabilizaldsdban fontos szerepet jatszik. Eddig 8 kiilonb6z6 ADP receptort irtak le, a
trombocitak felszinén viszont minddssze kettd talalhaté meg: a P2Y'1 és a P2Y'12 receptor (3.
abra) (15). Mindkét receptor altal kdzvetitett mechanizmus fontos szerepet jatszik a trombocita
aktivacio ¢és aggregacid folyamatdban. A P2Y1 receptor Gq fehérjéhez kotott utvonalon
keresztiil intracellularis kalcium mobilizacidt hoz létre, amely a trombocitak alakvaltozasat s
az aggregacio iniciacidjat hozza 1étre. A P2Y12 receptor hatasa gatldo Gi fehérjén keresztiil
érvényesiil: csokkenti a ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP) szintet, mely hozzajarul a denz
granulumok szekréci6jahoz ¢és a granulumok ADP tartalma révén fontos pozitiv
visszacsatolasként az aggregacio stabilizalasdhoz vezet a GPIIb/Illa receptor komplexek

trombocita felszinre keriilése és aktivacidja révén. A két receptor koziil tehat a P2Y'12 receptor
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felelés a tartds, irreverzibilis trombocita aggregacio kialakitasaért (15). Mind a TXA2
képzddését gatldo aszpirin, mind az ADP hatdsat gatlé specifikus P2Y12 ADP receptor
bizonyultak az artérids trombusok elleni védelemben (lasd késébb). Az amplifikacios fazis

végére mar jelentds mértékili trombin generacio jon létre (4).

P2Y1 hOF % P2Y12

* Vérlemezke Wzn P2Y12%'<> e Stabil
alakvaltozas oA /7 trombocita

* Aggregacid aggregacio
iniciacié kialakitasa

'4‘ g granulum szekrécié
GPlIb/Illa aktivacid

trombocita aggregacio

3. abra. A vérlemezkék legfontosabb ADP receptorai és az altaluk kozvetitett intracellularis
utvonalak egyszeriisitett folyamatabraja. AC: adenilat ciklaz, ADP: adenozin-5’-difoszfat, ATP:
adenozin-5’-trifoszfat, cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat, GPIIb/Illa: glikoprotein IIb/Illa
komplex. Forras: Bagoly Z, American Association of Clinical Chemistry, Pearls of Laboratory Medicine,
2014 alapjan (16)

A propagacios fazis az aktivalt vérlemezkék felszinén torténik, kialakuldsdban szamos
koagulacids fehérje jatszik szerepet (5). Ebben a 1épésben az iniciacio soran aktivalt FIX (FIXa)
a trombocita felszinén kotddik az FVIIla-hoz, pozitiv feedback mechanizmussal 1étrehozva
nagy mennyiségben a tendz komplexet. A FXa egyesiilve kofaktordval, a FVa-val ezt kdvetden
nagy mennyiségben kialakitja a protrombindz komplexet. Ebben a fazisban mar nagy
mennyiségli protrombin alakul at trombinnd. A propagacids fazis soran tehat a prokoagulans
komplexek aktivitdsa robbanasszerl trombinképzddést eredményez, mely fibrinogénbdl fibrint
hoz 1étre a fibrinopeptidek kihasitasa révén. A képzd6dd trombin hatdsira a XllI-as faktor
(FXITIT) is aktivalodik a véralvadas utolso 1épésében. Az aktivalt FXIII (FXIIIa) a fibrin ldncokat
keresztkdti, tovabba a fibrinolizis egyik legfébb inhibitorat, az a2-plazmin inhibitort (a2-PI,

antiplazmin) a kialakult alvadékhoz koti, igy stabilizalva az alvadékot (4).
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2.1.2 A koagulacio regulacioja

rrrrr

rrrrr

inaktivator rendszerként ismert (aktivalt) protein C, protein S, a trombocitakban,
endothelsejteken és szolubilis formaban eléforduldé TFPI, valamint az antitrombin, mely utobbi
a FXa és trombin gatlasaval (kisebb mértékben a FIXa gatlasa révén) a koagulacié egyik
legfontosabb inhibitora (3, 9). A trombin-antitrombin 1:1 aranyt komplexe (TAT-komplex) az
in vivo trombin generacio érzékeny markere (7). Megjegyzendd, hogy a teljes képz6dd trombin
mennyiség kevesebb, mint 5%-a elegendd a fibrinogén fibrinné térténd atalakitdsdhoz, vagyis
az alvadék létrejottéhez. A rutin hemosztazis diagnosztikaban hasznalt alvadasi sziirétesztek,
mint a protrombin id6 (PI), az aktivalt parcialis tromboplasztin id6 (APTI) vagy trombin id6
(TT) esetében a mérés végpontja a fibrinszal megjelenése, vagyis az alvadék képzodés kezdete,
melyet kevesebb, mint a teljes képzddd trombin mennyiség 5%-a befolydsol (17). Mivel a
képz6dott trombin legnagyobb része (>95%) az alvadék létrejottét kovetden generalodik, az
alvadasi id6ket mérd tesztek nem adnak pontos informaciot a képzddott trombin
mennyiségérol. A trombin generacids teszt egy globalis hemosztazis teszt, mely egy adott id6
intervallum alatt képzddott teljes trombin mennyiségét és a képzddés kinetikdjat méri. A
trombin generacids teszt a hagyomanyos hemosztazis szlir6tesztekkel ellentétben nemcsak a
koagulacio kezdeti, inicidcios fazisat, hanem az amplifikacios €s a propagacids fazisokat is
méri, és a teszt magaban foglalja az alvadas természetes inhibitordnak (antitrombin), ill.
inaktivatorainak (protein C, ill. kofaktorként a protein S) hatésait is (18).

trombomodulin, ill. a transzmembran glikoprotein EPCR (endothelsejt protein C receptor). Az
inaktivator rendszer a prokoaguldns rendszerrel egyiitt trombin hatdsara aktivalodik.
Trombomodulin (TM) hidnyaban a folyamat csupan a trombin generacioig jut el, viszont TM
jelenlétében a folyamat tovabb halad, a trombin-trombomodulin komplex hatdséara a plazmaban
kering6 protein C aktiv enzimmé (APC) alakul. Az APC kofaktora, a protein S jelenlétében
fejti ki inaktivator hatasat a FVa és a FVIIla proteolitikus inaktivacioja révén.

Az V-0s faktor Leiden mutacidja (FV eiden) egy relative gyakori mutdcié az euroOpai

populacidban, mely heterozigdtak esetén 5-8-szoros, homozigotak esetén 50-80-szoros rizikot

jelent vénas tromboembdlids események (VTE) kialakulasara nézve (19, 20). A mutéacio a FV

crer
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eredményezi, melynek kovetkeztében az APC elsddleges hasitasi helye elvész (4. abra) (21,

22).

Arg306 - Arg5°6 \E \E Arg679

WA Wi wu

4. abra. Az aktivalt protein C (APC) hasitasi helyei (sziirke nyilak) a FV nehézlancon fiziologias
koriilmények kozott (FV vad tipus), ill. FV] eiden mutacio esetén. A piros X a FV[ egiden mutacio

kovetkeztében elveszitett APC hasitasi helyet jeloli. FV: V-0s véralvadasi faktor, FVa: V-0s véralvadasi
faktor aktivalt formaja. Forras: Bertina RM et al, Nature, 1994 alapjan (22)

FVL eiden mutacid esetén a FVa prokoagulans aktivitdsdnak down-regulécioja csokkent, igy a
trombin generacid APC okozta csokkenése elmarad (22). A FV[eiden trombin generdcion
tulmutatd kozvetett hatasai kevésbé ismertek, igy pl. munkacsoportunk vizsgalta elsdként a
mutacionak a FXIII aktivaciora, az alvadék keresztkotéseinek kialakulasara és a fibrinolizisre

gyakorolt hatasat (lasd Eredmények).

2.1.3 Az alvadék szerkezetét, stabilitasat befolyasolo sejtes elemek. A neutrofil

extracellularis csapdak

Korabbi tanulményok kimutattak, hogy a véralvadas soran kialakult alvadék mindségét
nagymértékben befolyédsoljak a sériilés helyén 1évé vérsejtek, cellularis elemek ¢€s sejtbdl
szdrmazo komponensek. A legtjabb tanulmanyok a trombocitak és vorosvértestek szerepén tul
a neutrofil extracellularis csapddk (NET) korabban nem ismert hatasait tartdk fel a fibrin
képzddésére, szerkezetére és stabilitdsara vonatkozdan (23). A NET fogalmat 2004-ben
Brinkmann és kutatdcsoportja irta le el6szor, mint gyulladasos stimulus hatdsara az aktivalt
neutrofilekbdl felszabaduld, foként DNS-boOl, hisztonbdl és granularis fehérjékbol allo
extracellularis halozatot (5. abra) (24). A NET-ek legfontosabb strukturalis dsszetevéje maga a
DNS: szamos DNS-interkaldlodo festék erdteljesen festi a NET-ek halozatat, a
dezoxiribonukledzzal (DNazzal) torténd kezelés a NET-ek szétesését eredményezi. A NET-ek

tovabbi fontos alkotoelemei a hisztonok: a NET-ek H1, H2A, H2B, H3 és H4 hiszton
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antitestekkel és a H2A-H2B-DNS komplex ellenes antitestekkel is jelolhetok (24, 25).
Brinkmann és munkacsoportja irta le, hogy a NET-ek az azurofil (primer) granulumok egyes
fehérjéit is tartalmazzdk, igymint a neutrofil elasztazt, katepszin G-t és a mieloperoxidazt,
valamint egyes specifikus (szekunder) és a tercier granulumokbdl szarmazé fehérjéket is,
példaul a laktoferrint és a zselatinazt. Brinkmann munkacsoportjdnak korai megfigyelései
szerint a NET-ek kialakulasa az emberi szervezetbe bekeriilt Gram-pozitiv és a Gram-negativ
baktériumok elleni immunvalasz része, vagyis a NET képzddés a korai neutrofil sejthalal egy
ujonnan leirt forméaja (24).

Steinberg ¢és Grinstein 2007-ben megjelent tanulményukban megalkottdk a NET-ek
kialakuldsdhoz vezeté NET6zis fogalmat (26). A NET6zis sordn az aktivalt neutrofilek dramai
morfoldgiai valtozasokon mennek keresztiil. Az aktivalas utan percekkel ellapulnak, majd a
kromatin dekondenzalddik, a belsd és a kiils6 maghartya fokozatosan levalik egymasrol. Ezzel
egyidejileg a granulumok dezintegralddnak, és a peptidilarginin-deimindz 4 (PAD4) enzim
hatdsdra a hiszton H3 citrullindlodik. Késobb a sejtburok vezikulakka bomlik szét, a
nukleoplazma ¢és a citoplazma homogén masszat képez. Végil a sejtek Osszehuzodnak
mindaddig, mig a sejtmembran fel nem szakad, és a sejt belseje kilokddik az extracellularis

térbe, NET-et képezve (27).

5. abra. Pasztazé elektron-mikroszkoppal készitett képek a neutrofil extracellularis csapdakrol.
A haldszer(i struktiurak koriilveszik és vazként alatdmasztjak a sejteket és a sejtbol szarmazo
tormelékeket (A, B). Neutrofil extracellularis csapdak fibrin gazdag kornyezetben (C, D).
Meéretarany=1um. Forras: Varju I et al, Thromb Haemost, 2015 (28)

A NET-ek azon tal, hogy védelmet nyljtanak kiilonb6z6 korokozokkal szemben, egyes
korképek patomechanizmusahoz is hozzajarulhatnak. Legujabb adatok szerint a kontrolallatlan

NET képzddés pretrombotikus allapotot eredményez (29). A NET-ek tobb ponton befolyasoljak
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a hemosztazis egyensulyat: hozzdkapcsolédnak a vérlemezkékhez, eldsegitve azok
megfeleld vazat biztositanak a vorosvértestek, véralvadasi faktorok, prokoagulans molekuldk
(példaul a VWEF, fibrinogén, FXII, szoveti faktor) kotddésének, tovabba gatoljak a TFPI-t.
Legtjabb adatok szerint a NET-ek DNS-hiszton komplexbdl allé gerince stabilizalja a fibrint,
¢s az igy kialakult alvadék vékonyabb fibrinrostokbdl 4ll9, stirtibb halozat lesz, mely fokozottan
ellenall a fibrinolizisnek (6. abra) (30, 31).

A NET-ek jelenlétét mind artérids (myocardialis infarctus, stroke), mind vénas (mélyvénas
trombozis, tiidéembolia) trombusokban kimutattak (32, 33). Legtjabb irodalmi adatok szerint
a NET-ek fokozott jelenléte jelentdsen hozzajarul a COVID-19 megbetegedést okozo uj tipusu
koronavirus (SARS-CoV-2) fertézés soran megfigyelt fokozott trombozis riziko
patomechanizmusahoz (34). Akut ischaemias stroke-ot (AIS) szenvedett betegek katéteres
eljarassal eltavolitott trombusaiban eldszor 2017-ben mutattdk ki a NET-ek jelenlétét, melyet
tobb hasonlé tanulmany kovetett (35-37). Ujabb vizsgalatok kimutattak a keringd NET-ek
mennyiségének Osszefliggését az AIS sulyossagaval, a betegek kedvezodtlen rekanalizacios
valaszaval ill. kimenetelével (33). Legujabb kozlemények a NET-eket az AIS trombolizis
terapia sikertelenségének egyik f6 okaként tartjak szamon, és szdmos kezdeményezes indult
olyan gydgyszerek kifejlesztésére, melyek a NET-ek degradacidja vagy a NETozis gatlasa

révén a jovoben a stroke kimenetelének javitasat szolgalnak (37).

neutrofil granulocita

NET6zis DNS elasztaz

trombocita

6. abra. NETozis szerepe a trombus képzodésben (sematikus abra). A neutrofil granulocitak
gyulladasos stimulus hatasara foként DNS-bol, hisztonbol és granularis fehérjékbdl allo neutrofil
extracellularis csapdat (NET-et) hoznak létre, ami fibrinnel interkalalodva siirti haldzatot hoz 1étre, mely
ellenall a fibrinolizisnek. Forras: a szerzo abraja

2.1.4 Afibrinolizis 6sszefoglalasa

A koagulacios enzimrendszer Osszjatékanak eredményeként képzddd véralvadék a szoveti

gyogyulast kovetden gatolna a helyi véraramlast, ezért lebontdsa sziikségessé valik. A fibrin
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alvadék lokalizalt, megfelelé id6ben torténd lebontasaért a fibrinolitikus rendszer felelds,
melynek kozponti protedza a plazmin (7. ébra) (38). A plazmin plazminogén aktivatorok
hataséra keletkezik plazminogénbdl, mely egylancu glikoprotein, szintézisének legfébb helye
a mdj, de a legtdbb szovet extravaszkularis terében, valamint a trombocitak a granulumaiban is
megtalalhato (38). A fibrinolizis elsd 1épéseként a plazminogén a fibrin felszinén talalhatd
lizincsoportokhoz kotddik és aktivalodik. A keletkezd szerin protedz plazmin a fibrin alvadékot
részlegesen degradalodott fibrinné hasitja, kiillonboz0, egyre kisebb méretii fibrin degradacios
termékeket hozva létre. A D-dimer két, a y-lancuknal kovalens kotéssel kapcsolddo fibrin
monomer D-régidjabol all, mely nem kovalensen komplexet képezhet az E-fragmentummal is
(23). A részlegesen degradalt fibrin C-termindlis lizin reziduumokat tartalmaz, melyek
fokozzék a plazminogén affinitasat a részben degradalddott fibrinhez, ezaltal tovabbi plazmin

generalodik (38).

A plazminogén aktivatorai koz¢é tartozik a szoveti tipust plazminogén aktivator (t-PA) és az
urokinaz tipust plazminogén aktivator (u-PA). A fibrin nemcsak szubsztratja, hanem regulatora
is a fibrinolizisnek: mind a plazminogént, mind a t-PA-t koti a felszin¢hez, ezaltal lokalizalja,
¢s fokozza a plazmin képzddését. A plazminogén és a t-PA specifikus lizin kotShelyei a
fibrinogén-fibrin atalakulas utan keletkeznek konformaciévaltozas hatdsara (39). A plazmin,
pozitiv feedback mechanizmus tjan mind a t-PA-t, mind az u-PA-t hasitja, ezaltal egy lanct

polipeptidbdl aktivabb két lancu polipeptiddé alakitja dket (38).

A t-PA egy szerin proteaz tipusu glikoprotein, kisebb erek endothelsejtjei szintetizaljak és
expresszaljak aktivacios ingerek hatasara (pl. trombin, hisztamin, adrenalin, nyirderd) (40). A
t-PA révén kialakuld plazminogén aktivacid leginkdbb az érpalyan beliili fibrin degradaciot
segiti: megakadalyozza az intravaszkuléris fibrin sziikségtelen felhalmozodasat és lehetoveé

teszi a mar kialakult alvadékok eltavolitasat.

A t-PA rekombindns formajat a trombus felolddsara (trombolizis) vilagszerte az 1990-es évek
késobb) (41). Magas plazminkoncentracidok (pl. trombolizis) esetén nemcsak fibrinhasitas,
hanem fibrinogénhasitas is torténik, fibrinogén degradacios termékeket eredményezve. A
fibrinolizis hatékonysagat szamos tényezd befolyasolja, tobbek kozott a fibrin szerkezete. A
vékony fibrinszalakbdl allo, ezért kompaktabb fibrin alvadék lassabban degradalodik, mint a
vastagabb fibrinszalakbol allo, lazabb alvadék (42). Magas trombinkoncentracié esetén
figyelték meg stirtibb, vékonyabb fibrinrostokbdl all6 fibrin alvadék képzddését, mely fokozott

trombdzis rizikdval tarsul, alacsony trombinkoncentraciondl pedig lazabb szerkezetil,
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vastagabb fibrinszalakbol allo alvadék keletkezik, mely fokozottabb vérzési kockazattal jar
egylitt (23, 42).

endothel sejtek
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7. abra. A fibrinolizis egyensilya. 02-PI: a2-plazmin inhibitor, CTL: C-terminalis lizin reziduum, FDP:
fibrin degradacios termék, PAI-1: plazminogén aktivator inhibitor-1, plg: plazminogén, TAFI: trombin
aktivalta fibrinolizis inhibitor, TAFIa: aktivalt TAFI, TM: trombomodulin, t-PA: szoveti tipust
plazminogén aktivator, u-PA: urokinaz tipusu plazminogén aktivator, uPAR: u-PA receptor. Forras:
Cesarman-Maus G et al, Br ] Haematol, 2005 alapjan (38)

A szerin protedz glikoprotein u-PA ugyanazon hasitdsi helyen aktivalja a plazminogént,
azonban mikddéséhez nem igényli a fibrin kofaktor funkcidjat, ezért farmakologiai
szempontbol nem optimalis jelolt a trombusok oldasara, rekanalizacid eldsegitésére. Szdmos
sejttipus szintetizalja (fibroblaszt-szerii sejtek, epithelialis sejtek, endothelsejtek, monocitak és
makrofagok), és sokféle sejt felszinén megtalalhato az u-PA receptora, melynek az a szerepe,
hogy lokalizalja az u-PA-t és a plazminogént a sejtfelszinen (38). A sejtfelszinen aktivalt
plazmin fontos szerepet jatszik az extracellularis matrix lebontdsdban és egyes novekedési
faktorok aktivalasdban, de az u-PA fiziologids koriilmények kozott az intravaszkularis fibrin

lebontasaban nem vesz részt (38, 43, 44).

2.1.5 A fibrinolizis inhibitorai

A fibrinolitikus rendszer protedzainak mikddése szdmos endogén inhibitor altal biztositott

szigoru szabalyozas alatt all. A plazminogén aktivatorokat és magat a plazmint a keringésben

mindig talsulyban 1év6 szerin protedz inhibitorok, méasnéven szerpinek semlegesitik (45). A
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plazminogén aktivatorok legfobb fizioldgids inhibitora a t-PA-t és u-PA-t egyarant hatékonyan
gatld plazminogén aktivator inhibitor-1 (PAI-1) (46). Az els6ként placentabol kinyert PAI-2
gyengébb inhibitor tulajdonsagokkal rendelkezik, elsésorban az u-PA gatlasdban vesz részt
hatékonyan. A PAI-2 egészséges egyénekben lényegében nem mutathat6 ki, de a terhesség alatt
plazmakoncentracidja drasztikusan megemelkedik (47).

Az aktivalt plazmin legfébb természetes inhibitora az a2-PI. Az a2-PI gyorsan ¢és
irreverzibilisen kotddik a szabad plazminhoz 1:1 aranyu stabil, inaktiv plazmin-a2-PI
komplexeket (PAP-komplexet) képezve. A fibrinhez kotott plazmin védett az o2-PI gatlo

hatasaval szemben, biztositva a fibrin proteolitikus lebontasat (48).

A fibrinolizis nem szerpin-fiiggd szabdlyozasa tobbek kozott a trombin aktivalta fibrinolizis
inhibitor (TAFI) révén valosul meg. A TAFI-t a maj és a megakariocitdk inaktiv zimogénként
szintetizaljak. A proenzimet a trombin, a trombin-trombomodulin komplex vagy a plazmin
alakitja at funkcionalisan aktiv formava. A TAFI aktiv formaja (TAFIa) egy karboxipeptidaz,
amely eltavolitja a fibrin C-termindlis lizin- és arginin-oldallancait, ezaltal csokkenti a
rendelkezésre all6 plazminogén kotOhelyek szamat, lelassitva a plazmin képzodését és ezaltal

stabilizalva az alvadékot (49, 50).

Az értekezésben késobb targyalt fibrinolizis inhibitorok legfontosabb biokémiai tulajdonsagait

¢s gyakori polimorfizmusait a kovetkez6 alfejezetek részletezik.

2.1.5.1 A XIll-as faktor és fobb polimorfizmusai

A FXIII a koagulacids kaszkad utolso alvadasi faktora, egyben a fibrinolizis egyik legfébb
inhibitora. Fizioldgias funkciodja a fibrin keresztkotésekkel torténd stabilizalasa €s ellenallova
tétele a fibrinolizis gyors hatasaval szemben. A plazmaban taldlhaté FXIII heterotetramer
szerkezetli (FXIII-A2B>), 325 kDa molekula tomegii fehérje. A tetramert két potencialisan
katalitikus A alegység (FXIII-A) és két hordozd/gatld B alegység (FXIII-B) alkotja. Fiziologias
kortilmények kozott a plazméaban mért koncentracidja 14-28 mg/L, ahol az inaktiv fehérje
fibrinogénhez kotott formaban kering (51, 52). A FXIII-A csontveldi eredetii sejtekben, mig a
FXIII-B hepatocitakban termelddik, az alegységekbdl a plazméban alakul ki a tetramer
szerkezet. A feleslegben rendelkezésre allo B alegység koriilbeliil 50%-a szabad, nem komplex
formaban fordul elé a plazmaban. A FXIII celluldris forméja csupan a két potencialisan
katalitikus alegységbdl (FXIII-A») all, mely szdmos sejttipus citoplazméjaban megtalalhato (pl.
monocitakban/makrofagokban, vérlemezkékben, oszteoblasztokban). A vérlemezkékben a

FXIII-A> mennyisége 46-82 fg/trombocita, ami az Osszes vérlemezke-fehérje 3%-anak felel
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meg (53, 54). A FXIII a transzglutamindzok csaladjaba tartozé zimogén (protranszglutaminaz).
A katalitikus A alegységet 5 domén épiti fel: a 37 aminosav hosszusagu N-terminalis aktivacios
peptid domén, egy B-szendvics, egy katalitikus kdzponti domén, és két B-hordd domén. A
katalitikus domén hordozza az enzim reakcioért felelos katalitikus triddot, ami az inaktiv
enzimben a szubsztradt szdmara hozzaférhetetlen. A B alegység egy kb. 8,5% szénhidratot
tartalmazd glikoprotein, mely Osszesen tiz, egyenként két diszulfid-hiddal stabilizalt, un. sushi
doménbdl all. A B alegység protektiv szerepet tolt be, gatolja a katalitikus alegység
eredmények alapjan ugy gondoljuk, hogy a fibrinogén és a FXIII-A;B, zimogén kozotti
kolcsonhatast a FXIII-B alegységek kozvetitik (55, 56). A plazmaban taldlhaté FXIII
protranszglutaminaz aktivacioja a véralvadasi kaszkad utolsd 1épésében torténik, a trombin és

a Ca®" 6sszehangolt hatdsa révén alakul at a fehérje aktiv transzglutaminazza (8. abra).
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8. abra. A XIlI-as faktor (FXIII) proteolitikus aktivaciéjanak sematikus abrazolasa. Az abran a
FXIII-A,B; tetrameren beliil a két FXIII-A alegység egyes doménjeit kiillonbdzé szinek mutatjak: N-
terminalis aktivacios peptid (piros vonal), B-szendvics domén (narancssarga henger), katalitikus
kézponti domén (sotétlila félkor), f-horddé domének (sotétkét hengerek). A FXIII-B alegységeket 10
tagbol allo sziirke gyongysorok reprezentaljak. FXIII-A,B,: tetramer pro-transzglutaminaz, FXIII-

crer

centrum: lyukas sotétlila félkor), AP-FXIII: aktivacios peptid. Forrds: Bagoly Z et al, J Thromb
Haemost, 2019 alapjan (57)

A FXIII aktivacidja soran elsd 1épésként a FXIII-A alegységek N-terminalisar6l a trombin
lehasitja az aktivacios peptidet (58). Ezt kovetden Ca’" hatdsara a B alegységek disszocialnak,
majd a hasitott katalitikus alegység konformacié valtozason megy keresztiil. Ennek hatasara az
aktiv hely hozzaférhetdvé valik, kialakul az aktiv forma (59). A fibrin jelenléte 80-100-szorosra
gyorsitja az aktivacios folyamatot, a plazmaban pedig az ujonnan képzddott fibrin feliiletén
aktivalodik a FXIII (60). FXIII-B hidnyaban a FXIII cellularis forméja nem igényel
proteolitikus hasitast, az intracellularis Ca** koncentracio emelkedése elegendé az aktiv

konfiguracio 1étrejottéhez (61). Az FXIlla egy acil-transzfer reakciot katalizal, amelyben az
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acil donor egy peptidlancban taldlhat6 glutamin y-karboxamid-csoportja, az acil akceptor egy
primer amin. A folyamatban a primer amin izopeptid kotéssel kovalensen kapcsolodik a -
glutamil oldallanchoz. Ha a primer amin egy peptidben/fehérjében 1€v0 lizin e-amino csoportja,
az FXIIla intermolekuldris e-N-(y-glutamil)-lizil keresztko6tés révén kovalensen keresztkoti a

két polipeptid lancot (62).

Az FXIIla meghatarozo szerepet tolt be fibrinolizis szabalyozasaban. Antifibrinolitikus hatasa
3 £6 mechanizmus révén valosul meg. Egyrészt az FXIIla kovalens keresztkotések révén beépiti
az a2-PI-t és mas plazmakomponenseket a képzddd fibrin alvadékba, ezaltal hatékony védelmet
nyUjt az id6 eldtti plazmin kodzvetitett proteolitikus fibrinbontdssal szemben (63). A masodik
mechanizmus a fibrin a- és y-lancainak keresztkotése, mely mechanikusan stabilizélja a fibrin
alvadékot a véraramlas okozta nyirdfesziiltséggel szemben és kozvetleniil befolyasolja a fibrin
alvadék fibrinolizissel szembeni érzékenységét. Harmadrészt, a fibrin a-lancok C-terminalis
lizinjeinek keresztkotése kovetkeztében csokken a plazminogén és t-PA szamdara elérhetd
kotohelyek szama a fibrinen, tehat csokken a plazminogén aktivacié mértéke. A FXIII hiany
kovetkeztében vérzékenység alakul ki, mely a deficiencia mértékétdl fliggden sulyos, akar
¢letveszélyes is lehet. Velesziiletett forma esetén jellegzetes a koldokcsonk elhuzodo vérzése,
lassu sebgyogyulas, de jellemzd a bor-, izom-bevérzések, nyalkahartyavérzések kialakulésa,
tovabba rettegett kovetkezményként igen sulyos, akar végzetes intrakranidlis vérzés is

kialakulhat (62-64).

A human FXIII-A-t kodold gén (F13A1) tobb mint 160 kb méretii, és a 6p24-25 kromoszdéman
lokalizalodik. A FXIII-B-t (F13B) koédolé gén 28 kb hosszl; az 1q31-32.1 kromoszéman
talalhato, és 12 exonbol és 11 intronbdl all (65, 66). Ot gyakori kodold polimorfizmust
azonositottak az A alegységben (p.Val34Leu, p.Tyr204Phe, p.Pro564Leu, p.Val650lle,
p.Glu651Gln) és kettot a B alegységben (p.His95Arg és ¢.1952 + 144 C > G a K intronban) (53,
62).

A FXIII leginkdbb tanulmanyozott polimorfizmusa a FXIII-A p.Val34Leu. Ez az egypontos
nukleotid polimorfizmus az A alegységet kodold gén 103-as kodonjat érinté G>T csere,
melynek kovetkezménye a 34-es pozicidban talalhato valin leucinra torténd cseréje (67). A
p.Val34Leu polimorfizmus az aktiviciés doménen beliil taldlhaté trombin hasitsi hely
kozelében helyezkedik el, ezaltal befolyasolja FXIII aktivacio sebességét. A Leu34 varians
esetében a trombin hasitas 2,5-szer gyorsabban megy végbe, igy a Leu34 allél jelenléte fokozott
FXIII aktivacioval jar egylitt. Ennek megfeleléen a novekvd alvadékban gyorsabban megy

végbe a fibrin keresztkotése (68, 69). A polimorfizmus hatassal van a keresztkotott fibrinhalo
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szerkezetére is, melyet a fibrinogén koncentracidja is befolyasol. Magas fibrinogén
koncentréacio mellett a Leu34 allélre homozigota egyénekben vastagabb fibrinrostokkal, lazabb
szerkezettel és fokozott permeabilitassal jellemezhetd alvadék alakul ki, mely a fibrinolizissel
szemben kevésbé ellenalld (69). A FXIII-A p.Val34Leu polimorfizmus €s a vénas ill. artérias
trombozisok kialakuldsanak rizikojaval az elmult két évtizedben szdmos tanulmany
foglalkozott, melyek eredményei gyakran voltak ellentmondasosak. E vizsgéalatok
metaanalizise arra utal, hogy a Leu34 allél jelenléte kismérték, de szignifikans védelmet nyu;t
a koszoruér-betegség és a VTE kialakulasaval szemben, ugyanakkor véd6hatasat ischaemias

stroke kialakulasara nézve még egyértelmiien nem igazoltak (70-72).

A FXIII-A alegység tovabbi gyakori polimorfizmusainak patofiziologids szerepével
kapcsolatban lényegesen kevesebb irodalmi adat all rendelkezésre (73, 74). Pruissen és
munkatarsai szoros Osszefiiggést talaltak a p.Tyr204Phe varians és a fiatal ndk ischaemias
stroke kockézata kozott. Az altaluk vizsgélt kohorszban a Phe204 allél hordozasa 4ltal jelentett
kockézatot tovabb ndvelte az oralis fogamzasgatlok haszndlata. Adataik alapjan a FXIII-A
p.Pro564Leu polimorfizmus viszont nem befolyasolta az ischaemias stroke kialakuldsanak
kockazatat az altaluk vizsgalt populdcidban (75). Ugyanakkor Reiner és munkatarsai azt
talaltak, hogy a 45 év alatti n6k esetében a FXIII Phe204 és Leu564 variansai a hemorrhagids

stroke-ra vald genetikai hajlam markereiként szolgalhatnak (74).

Molekularis genetikai és biokémiai technikak két f6 polimorfizmust tartak fel az F13B génben.
A 3. exonon belilli A>G csere His-Arg aminosavcseréhez vezet az érett fehérje 95.
polimorfizmust a VTE kockazati tényezdjeként azonositottak, tovabba kimutattak, hogy 1,7-

szeresére novelte az ischaemias stroke kockazatat a fiatal noknél (75, 76).

crer

talalhat6 C>G csere, ami egy Uj splice akceptor helyhez vezet. A polimorfizmus egy
allélspecifikus splicing terméket eredményez, amelyben az utolsé 10 aminosav egy 25
aminosavbol allo6 alternativ szekvencidval cserélddik ki. A varians szekvencia két tovabbi lizint
¢s egy glutaminsavat tartalmaz, melyek megvaltoztatjak a fehérje izoelektromos pontjat. A
polimorfizmus jellemzden azsiaiakban fordul eld, a kaukdzusi populacidban az allélgyakorisag

14,2% (77).
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2.1.5.2 Az o2-plazmin inhibitor és fobb polimorfizmusai

Az a2-PI-t eldszor 1976-ban irta le harom kiilonb6z6 kutatocsoport (Mullertz, Moroi és Collen
¢s munkatarsai) a plazmin gyorsan haté inhibitoraként (78-80). Az emberben az 02-PI
szintézisének elsddleges helye a méj. Az a2-PI koriilbeliil 70 kDa méretli, 464 aminosavbol
allo egylancu polipeptidként szekretalodik a plazmaba. Az a2-PI egyedi szerkezeti elemeket
mutatd szerpin, mely egy 12 aminosavbol allo6 N-terminalissal, kozponti szerpin doménnel és
egy ~55 aminosav hosszusagi C-terminalis farokkal rendelkezik (81, 82).

A keringésbe keriilve mind az amino-terminalis, mind pedig a karboxi-terminalis rész
proteolitikus modositdsokon esik at (9. abra). Ennek kovetkeztében négy heterogén, eltérd
aktivitasi a2-PI izoforma jon létre (83). A szekretal6dd fehérje N-terminalisan metionint
hordoz (Met-02-PI). A keringésbe keriilve azonban az a2-PI koriilbeliil 70%-a egy olyan
proteolitikus hasitdson megy keresztiil, amely sordn az antiplazmin hasité enzim (APCE) az
amino-terminalis vég feldl eltavolit egy 12 aminosavbdl alld oligopeptidet (81, 84). Lee ¢és
munkatarsai kimutattdk, hogy a hasitott (Asn-a2-PI) izoforma 13-szor gyorsabban
inkorporalodik a fibrinszalak kdz¢, mint a teljes hosszusagi Met-02-PI fehérje (84). Az a2-PI
fibrinhez torténd keresztkotését az FXIlla katalizalja, a keresztkotott inhibitor ellenalobba teszi
a fibrint a plazmin révén létrejott degradacioval szemben. Mivel a Met-a2-PI keresztkotése
lassabban megy végbe, ezért ezen izoforma emelkedett szintje fokozott mértékii fibrinolizissel

tarsul (84).
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9. abra. Az o2-plazmin inhibitor (02-PI) természetes heterogenitasa. A keringésben az a2-PI N-
terminalis és C-terminalis hasitdson megy keresztiil, melynek kovetkeztében 4 kiilonb6z6 izoformaban
fordul el6 (Met-PB-a2-PI, Asn-PB-a2-PI, Met-NPB-02-PI, Asn-NPB-a2-PI). APCE: antiplazmin hasito
enzim, NPB: plazminogén kotésre nem képes forma, PB: plazminogén kotésre képes forma. Forras:
Abdul S et al, Blood, 2016 alapjan (83)
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Az 02-PI C-terminalis része is atesik poszttranszlacios modositdsokon, de a hasitasért felelds
enzimet még nem azonositottdk. Az itt taldlhat6 lizin oldallancok kulcsfontossagu szerepet
toltenek be a plazminogén lizin-k6td helyeivel vald kolcsonhatasban (85). E kolcsonhatas
alapjan két izoformat kiilonboztetiink meg. A nem hasitott, hosszabb, plazminogén kotésre
képes forma (PB-02-PI) a keringésben 1évé a2-PI hozzavetdleg 65%-at teszi ki és PAP-
komplexek kialakulasa révén hatékonyan gatolja a szabad plazmint. Ezzel szemben a révidebb,
hasitott izoforma nem képes kotddni a plazminogénhez (NPB-02-PI) (86). Az a2-PI C-
terminalis hasitasa jelentds klinikai kdvetkezményekkel jarhat, mivel az FXIIla altal medialt
a2-PI-fibrin keresztkotés létrejottéhez elsdsorban a PB-a2-PI forméra van sziikség. Ebbdl

kovetkezik, hogy a C-terminalis hasitas szabalyozza az a2-PI aktivitasat is (83, 87).

Az 02-PI heterogenitasat a felsorolt modositasokon kiviil az azt kdédolo SERPINF2 gén
genetikai variacioi is befolyasoljak. Egy vérzésre hajlamos csaldd vizsgélata soran Lind és
munkatarsai az 02-PI gén 3 polimorfizmusat azonositottak (88). Ezek egyike a Met-02-PI gén
6. aminosavat kodold nukleotidokat érintd C/T egypontos nukleotid polimorfizmus volt, ami
arginint vagy triptofant eredményezhet a hatos pozicidoban. A tanulmany tovabba igazolta, hogy
mindkét forma eléfordul egészséges huméan plazmaban (88). Christiansen és munkatarsai
bizonyitottak, hogy a p.Arg6Trp egy funkcionalis polimorfizmus, ami befolyasolja a Met-a2-
PI atalakulasat az Asn-a2-PI formava, ezaltal befolyasolja az a2-PI fibrinbe valo beépiilésének
sebességét. Kimutattak, hogy az N-terminalis hasitast végzé APCE kortlbeliil nyolcszor
gyorsabban hasitja a Met-a2-PI Arg6 format a Met-a2-PI Trp6 forméhoz képest, és az argininre
nézve homozigota egyénekben kifejezettebb az N-termindlis proteolizis mértéke (89). Az a2-
PI p.Arg6Trp polimorfizmus patofiziologiai ill. klinikai jelentdsége jelenleg még kutatdsok
targyat képezi. Intézetiink egyik munkacsoportja korabban ugy talalta, hogy a Trp allél jelenléte
magas APCE szintek mellett védd hatdsunak bizonyult a vénas tromboézisok kialakuldsara nézve
(90). Bridge és munkatarsai a p.Arg6Trp polimorfizmus és a hasi aorta aneurysma kialakulasa
kozotti 0sszefliggéseket vizsgalva arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a Trp allél hordozasa esetén
megfigyelhetd egy trend, mely szerint csokkentheti az aneurysma kialakuldsanak kockazatat.
Eredményeik azt mutattak, hogy az 02-PI egy masik polimorfizmusa (p.Arg407Lys) azonban
szignifikansan Osszefligg az hasi aorta aneurysma kialakuldsaval, a Lys407 allélt hordozokban

23%-kal csokkentve annak kockazatat (91).
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2.1.5.3 A plazminogén aktivator inhibitor-1 és fobb polimorfizmusai

A PAI-1 egy egylancu glikoprotein, mely a szerin protedz inhibitorok csaladjaba tartozik és
kiemelkedden fontos szerepet jatszik a fibrinolizis szabalyozasaban (92). A PAI-1 endothel
sejtekben, simaizom sejtekben, adipocitdkban, a majban, ill. a 1épben képzddik. A PAI-1 gén
expresszigjat indukaljadk egyes citokinek, a TNFo, TGFp, az inzulin és egyéb hormonok,
protedzok és a hipoxia (93). A PAI-1 at-PA és u-PA legfontosabb inhibitora, elsérendii feladata
a t-PA gatlasa, ezen keresztiil hatékonyan gatolja a plazminogén plazmin atalakulast (92). A
PAI-1 keringésben detektalhatd szintjét szamos tényezd szabdlyozza, példaul gyulladasos
folyamatok, elhizas, cirkadian ritmus €s genetikai tényezok (94-96). Az emelkedett PAI-1
szintet tobb tanulmdnyban a kardio- és cerebrovaszkularis koérképek rizikotényezdjeként

azonositottak (94, 97, 98).

A PAI-1 fehérjét a SERPINE1 gén kodolja, mely emberben a 7. kromoszdémara lokalizalodik.
melyek a PAI-1 szinteket befolydsolhatjak (99). A gén inzercids/delécios eltérései koziil
leginkabb a 4G/5G polimorfizmus tanulményozott, mely a promoéter régido -675. helyén
talalhato (10. 4dbra). Ez a régid 4 vagy 5 guanin bazist tartalmazhat (4G ill. 5G allél). A
polimorfizmus mindkét allélja képes megkdtni transzkripcids faktorokat, azonban az 5G alléllel
rendelkezé promoter mar egy represszor fehérje megkotésére is alkalmassa valik (100, 101).
Ennek koszonhetden az 5G allél alacsonyabb PAI-1 transzkripcids aktivitast mutat a 4G
allélhez képest. A 4G allélt hordozo6 egyének esetén a PAI-1 plazma szintje emiatt magasabb,
mig az 5G allélt hordozok esetén a PAI-1 szint alacsonyabb lesz (102), azonban t6bb tanulmany
eredménye arra utal, hogy a keringd PAI-1 szinteket a PAI-1 ismert polimorfizmusai mellett
joval nagyobb mértékben befolyasoljak szerzett tényezdk, pl. a BMI, lipid anyagcsere, inzulin
rezisztencia (99). Korabbi tanulmanyok 0Osszefliggésbe hoztak a 4G allél hatasat fokozott
trombozishajlammal, emelkedett szivinfarktust kovetd halalozassal, ill. szepszist kovetd
halalozéssal is (103-105), de az irodalomban fellelhetd eredmények sokszor ellentmondasosak

(105, 106).
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10. abra. A plazminogén aktivator inhibitor (PAI-1) 4G/5G polimorfizmus sematikus abrazolasa.
A promoter régi6 -675. helyének megfeleld régié 4 vagy 5 guanin bazist tartalmazhat. Felso panel: a 4G
allélel rendelkezd promoter szakasz transzkripcids aktivatort kot. Also panel: az 5G allélel rendelkez6
promoter szakasz a transzkripcios aktivator mellett represszor fehérjét is meg tud kotni. Forras: a szerzo
abraja

2.1.6 A fibrinolizis laboratoriumi vizsgalata

A fibrinolizis szerepét a hemosztazis egyensulyi allapotanak fenntartidsdban mar viszonylag
korén felismerték, azonban a fibrinolizist vizsgalé tesztek fejlédése, mind az individualis, mind
a globdlis tesztek szintjén jelent6sen elmaradt a koagulacids tesztek fejlddéséhez,
standardizacidjahoz képest. Mind a rutin laboratoriumi diagnosztikaban, mind a kutatod
laboratériumi gyakorlatban kevés moddszer all rendelkezésiinkre a fibrinolizis folyamatanak
komplex vizsgalatara a koagulacio vizsgalatahoz képest. Ennek hatterében részben az all, hogy
a koagulacioval ellentétben a fibrinolizis egy igen lassu folyamat, fiziologids koriilmények
kozott a lizis vizsgalatdhoz orak, akar napok sziikségesek, ezért az alkalmazott tesztekben
modositani kell a reakciok sebességét (107). A fibrinolizist vizsgdldo modszerek alkalmazasa
soran vagy inhibitorokat vesziink el, vagy aktivatorokat adunk a rendszerhez, ezaltal viszont a
teszt eredményei nem teljesen tiikkrozik a valosagot. A legtdbb fibrinolizist vizsgald modszert
technikailag koriilményes kivitelezni, ezéltal a tesztek tobbsége nem alkalmas az
automatizacidra. Nehézséget jelent az is, hogy a fibrinolizis velesziiletett deficienciai ritkak, a
fibrinolizis mérsékelt tulstilya, vagy alulmiikddése altal képviselt rizikok ismerete véralvadasi
rendellenességek ill. egyéb korképek esetén is (pl. habitudlis vetélés, sebgyogyulasi zavarok)
még gyerekcipdben jar (107).
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A fibrinolizis vizsgélata azonban tobb okbol kifolydlag is fontos lehet. A fibrinolizis
egyensulyanak felboruldsa vérzékenységgel vagy tulzott mértékii fibrin lerakddassal jarhat, és
ezen allapotokra hatékony gyogyszeres kezelések allnak rendelkezésiinkre. A fokozott
fibrinolizis (hiperfibrinolizis) vérzékenységgel, akar életveszélyes mértékii vérveszteséggel
tarsulhat. A velesziiletett hiperfibrinolizis a fibrinolizis inhibitorok (pl. PAI-1, o2-PI)
deficienciaja miatt ritka, de ezen kérképekben akar stlyos vérzékenység is eléfordulhat, és a
PAI-1 deficiencia ndkben habitudlis vetélést is okoz (107). A szerzett hiperfibrinolizis szamos
korképben eléfordulhat; példaul sokk, trauma, mitétek, majcirrozis, veseelégtelenség, sziilési
komplikéaciok esetén. Ezen koérképek esetén a fibrinolizis vizsgalata mellett sz6l, hogy az
idoben diagnosztizalt hiperfibrinolizis jol kezelhetd fibrinolizis gatloszerekkel (e-
aminokapronsavval, tranexdmsavval, vagy aprotininnel) (108). A fibrinolizis alulmiikddése
hipofibrinolizishez vezet. Az egyik legstlyosabb korkép, amelyben a hipofibrinolizis
kovetkezményei megnyilvanulnak, a plazminogén deficiencia, melynek sordn a lerakodott
fibrin szamos szerv esetén okoz funkcionalis karosodast, példaul lignosus conjuctivitist,
elzarddasos hydrocephalust, ndgyogyaszati, gasztrointesztinalis tlineteket és sebgyogyulasi
zavart. A hipofibrinolizist néhany kozleményben Osszefliggésbe hoztdk trombotikus
események kialakulasaval is, kiilondsen a VTE rizikojanak emelkedésével (109).

A fibrinolizis vizsgalatara alkalmazhatunk egyedi vagy individudlis teszteket (pl. a
plazminogén, plazminogén aktivatorok, plazminogén aktivator inhibitorok, és plazmin
inhibitorok szintjének meghatdrozésa, ill. a fibrinolizis aktivacidjat jelzé egyes markerek
szintjének meghatarozéasa), valamint globalis teszteket (107). A fibrinolizis globalis tesztjeinek
vizsgalata torténhet teljes vérbdl, példaul viszkoelasztikus modszerek révén, mint a
tromboelasztografia (TEG) és roticios tromboelasztometria (ROTEM) (110, 111). A
fibrinolizis globalis tesztjeinek ismertek plazma-alapu tesztjei is, ilyen példaul a plazma
alvadék lizis 1d6, a fibrin lemez modszer, vagy a szimultdn trombin és plazmin generacios teszt.
A ma mar inkabb torténelmi jelentdségli euglobulin lizis id6é meghatarozasa soran a plazmabol
képzett euglobulin frakciot hasznéljuk a fibrinolizis globalis vizsgalatara. A fibrinolizis globalis
vizsgalatara jelenleg nincs gold standard moédszer, minden tesztnek megvan az elénye és a
hatranya. Egyes tesztek érzékenyebbek a hipo- vagy éppen a hiperfibrinolizis kimutatasara, igy
fontos a klinikai/kisérleti szitudcionak megfeleléen megvalasztani az alkalmazott teszt tipusat

(28,107, 111).
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2.2 A stroke

2.2.1 A stroke epidemiologiaja, definicidja, tipusai

Vilagszerte a stroke a haldlozas mésodik leggyakoribb ¢€s a rokkantsag leggyakoribb oka (112).
A stroke a WHO definicidja szerint ,,az agymiikodés globalis vagy fokalis zavaraval
jellemezhetd, gyorsan kialakuld tlinetegyiittes, mely tobb mint 24 6ran keresztiil fennall, és
amelynek bizonyithatéan nincs mas oka, mint az agy érrendszerében kialakult valtozas”. A
betegek 80%-a esetén a stroke ischaemids, melynek a teljes népességre vonatkoz6 eléfordulasi
gyakorisaga Magyarorszagon 40/10000 f6 (113). A stroke esetek fennmarado 20%-a vérzéses
stroke: a vérzéses csoporton beliil tovabbi két alcsoportot kiilonitiink el: nem traumads
allomanyvérzések (15%) ill. subarachnoidealis vérzések (5%) (az értekezésben a
subarachnoidealis vérzések nem szerepelnek, igy ezt az altipust a tovabbiakban részleteiben
nem targyaljuk) (114). Bar a vérzéses stroke-ok az Osszes stroke esetek kis hanyadat teszik ki,
halalozasi aranyuk joval magasabb (115).
Az ischaemids stroke csoporton beliil az etioldgiat figyelembe véve szamos altipust kiilonitiink
el. Vizsgélataink soran a klasszikus TOAST (Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment)
kritérium rendszert hasznaltuk az 6t altipus elkiilonitésére (116).

1. Nagyér ateroszklerozis

Ezen betegeknél képalkotd vizsgélati eredmények alapjan az agyat ellatd fO artéridk

terliletén 50%-ndl nagyobb sziikiilet vagy elzarodéas talalhatd, melyet feltehetden

ateroszklerdzis okoz. Az agykérgi, cerebellaris ischaemids 1¢ziok, ill. 1,5 cm-nél nagyobb

agytorzsi vagy szubkortikalis 1éziok valdszintlileg nagyér eredetiiek. Klinikailag kérgi,

agytorzsi vagy cerebellaris tiinetek jellemzdek.

2. Kisérbetegség (lacunaris stroke)

Ezen betegeknél érdemi nagyérsziikiilet nincs. Képalkotd vizsgalattal akut infarktus nem

mutathato ki, vagy a relevans 1¢zid 1,5 cm-nél kisebb. Klinikai szempontbdl ide tartoznak

a lacunaris szindromdk (tisztdn motoros vagy tisztdn szenzoros tiinetek). Egyideji

hipertdnia és/vagy diabetes mellitus tdmogatja a klinikai diagnozist.

3. Kardiogén stroke

Ebben a kategdriaban olyan betegek talalhatoak, akiknél az érelzdrddas hatterében egy

szivbdl szarmazd embolus all. Az elézményben ismert valamilyen trombus képzddésére

hajlamositd kardioldgiai betegség, pl. pitvarfibrillacio, dilatativ cardiomyopathia. Klinikai

¢és képalkotd vizsgalati szempontbdl hasonld jellegzetességei vannak, mint a nagyér
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ateroszklerdzisos csoportnak. El6zd stroke vagy keringészavar, mely tobb vaszkularis
régiot is érint, timogatja a klinikai diagnézist. A napi tevékenység soran kialakulo stroke,
a kérgi tiinetek szintén a kardiogén eredet mellett szdlnak.

4. Egyeb eredetii stroke

Kiilonféle ritka korallapotok tartoznak ebbe a csoportba: trombofilidk, vasculitisek,
hematologiai betegségek kapcsan kialakult stroke, stb. Képalkotd és laboratdriumi
vizsgalattal igazolhat6 az akut infarktus, tekintet nélkiil annak méretére.

5. Ismeretlen eredetii stroke (kriptogén stroke)

Amennyiben alapos atvizsgalds ellenére sem taldlhatdé az agyi infarktus hatterében
etiologiai tényezd, ismeretlen eredetli, masnéven kriptogén stroke-rél beszéliink. Ide
sorolhatok azok a betegek is, akiknél a stroke hatterében két vagy tobb lehetséges ok is

allhat, igy nem lehet definitiv diagndzist felallitani.

Az ischaemids agyi miikodészavarok tovabbi tipusa a tranziens ischaemias attack (TIA). Egy
régebbi definicid szerint ez olyan atmeneti neurologiai tiinetegyiittes, melyet fokalis agyi,
gerincveldi vagy retina ischaemia okoz, és 24 o6ranal kevesebb ideig tart. A jelenlegi definicid
szerint abban az esetben beszéliink TIA-rdl, ha a tlinetek atmenetiek, ¢és kialakuldsuk nem jar
akut infarktus kialakuldsaval (117). A TIA-k kb. egyharmadat egy honapon beliil stroke kdveti.

Az ABCD?2 skala alkalmazasaval megbecsiilhetd az esetleges stroke veszélye (118).

Az allomanyvérzéseket a vérzés anatomiai helye vagy a feltételezett etioldgidja szerint
osztalyozzak. Az allomanyvérzések leggyakoribb lokalizacidja supratentorialis (85-95%), ezen
beliil elkiilonithetiink kiterjedt féltekei (roncsolo), medidlis ill. laterdlis torzsduci, thalamus-,
valamint lebenyvérzéseket. Az infratentorialis vérzésekhez az agytorzsi vérzés és a cerebellaris

vérzeés tartozik.

2.2.2 Rizikotényezok

A stroke alapvetden iddskori betegség, az eléfordulédsi gyakorisaga az életkor eldrehaladtaval
folyamatosan nd, megdupldzodik minden évtized utan 55 éves életkor felett (119). A stroke
rizik6 nemi kiilonbségeket is mutat. Idésebb korban a relativ kockézat valamivel magasabb a
férfiak korében (120). Ennek ellenére a betegség gyakoribb ndknél, mivel hosszabb a varhato
¢lettartamuk, igy a prevalencia 80-85 év felett a ndk felé tolodik el (119).
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Az ischaemids stroke-nak szamos befolyasolhatd és nem befolydsolhato rizikofaktora van. A
befolyasolhato rizikofaktorok koziil a leggyakoribb a hipertonia, mely egyenes Osszefliggést
mutat a betegség kialakuldsaval (121). A cukorbetegség a stroke fiiggetlen kockazati tényezdje,
a cukorbetegeknél kétszer nagyobb a stroke kockdzata. A cukorbetegek mortalitasanak
kortlbeliil 20%-aért stroke felelés (122). A dyslipidemia szintén befolyasolja az ischaemias
stroke kialakuldsdnak kockéazatat: az emelkedett 6ssz-koleszterinszint ndveli, a magasabb HDL
szint csokkenti a rizikot (123, 124). A pitvarfibrillacid, billenty(ihibdk az ischaemias stroke
jelentds rizikofaktorai (125). Az életmdd is hozzajarul az ischaemiés stroke kialakulasahoz: a
fizikai inaktivitas, elhizds és a kovetkezményes metabolikus szindroma fontos kockazati
tényezOk (126-128). A dohanyzas a stroke kialakuldsanak egyik jelentOs rizikofaktora, a

kockazat ardnyos az elszivott cigaretta mennyiségével (129).

Az allomanyvérzés (intracerebralis hemorrhagia: ICH) kialakulasanak leggyakoribb okai: a
magasvérnyomas (30-60%), az agyi amyloid angiopathia ill. arteritis (10-30%), antikoagulacio
ill. véralvadasi zavar (1-20%), érabnormalitdsok, pl. aneurysma, angioma, arterio-venosus
malformécio (3-8%), az esetek mintegy 5-20%-aban pedig a kivaltd ok meghatarozhatatlan
(130). Kockazati tényezoként tartjuk szamon tovabba a diabetes mellitust, dohanyzast, az
elérehaladott életkort (>50 év), alkoholfogyasztast ill. egyes drogok hasznalatat is (131).
Agyvérzés kialakulhat meglévo cerebralis 1€zi6 talajan is, pl. kdzponti idegrendszeri tumor,
granuloma, encephalitis, abscessus esetén is. Noha a magasvérnyomas eredetli ICH tovabbra is
a leggyakoribb forma, a visszatérd vérzés magas kockdzata ¢és a rendelkezésre 4llo kezelési
lehetdségek miatt fontos minden esetben mérlegelni a mogottes érrendellenességek lehetdségét

is (130, 131).

2.2.3 A stroke diagnosztikaja

A stroke leggyakrabban eléfordulo, tipikus tiinetei koz¢ tartozik a hirtelen kialakulo féloldali
zsibbadas, hemiparesis (ritkdbban mono, tri- vagy tetraparesis), az arc féloldali elferdiilése,
esetenként beszédzavar, latotérzavar, kettdslatas, szédiilés (130). A diagnosztikus eljarasok
célja, hogy azonositsa a stroke altipusat, megéallapitsa lokalizaciojat, kizarja az egy€b stroke-ot
utanzo betegségeket (132). A stroke diagndzisa anamnesztikus adatok, klinikai és agyi
képalkotd vizsgalati eredményeken alapul, a laboratoriumi diagnosztika jelentdsége az akut

stroke diagnosztikdjaban csekély.
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1. tablazat. A National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS) pontrendszer

1A. Eberségi allapot
1B. T4jékozottsag
(2 kérdés)

1C. Utasitasok végrehajtasa
(2 utasitas)

2. Horizontalis tekintés

3. Latotér

4. Facialis paresis

5. Motoros funkcio (kar)
a. bal kar
b. jobb kar
(mindkét oldal pontozando)

6. Motoros funkcio
(als6 végtag)
a. bal als6 végtag
b. jobb als6 végtag
(mindkét oldal pontozando)

7. Végtagataxia

8. Erzészavar

9. Beszéd

10. Artikulacio

11. Extinctio/neglect

Osszpontszam: 0-42

W= O WO WN—=O N~ O N~ O N~ O WN—O

W= O

N—, O D, O WL O DR, D N~ b

: Eber

: Aluszékony

: Nehezen ébresztheto

: Comatosus / nem ébreszthetd

: Mindkét kérdésre helyesen valaszol
: Egy kérdésre valaszol helyesen
: Egyik kérdésre sem ad helyes valaszt

: Mindkét feladatot elvégzi
: Egy feladatot végez csak el
: Egyik feladatot sem végzi el

: Normalis horizontalis tekintés
: Részleges tekintésbénulas
: Teljes tekintésbénulas, konjugalt deviacio

: Nincs latotérzavar

: Részleges hemianopia
: Teljes hemianopia

: Kétoldali vaksag

: Nincs, szimmetrikus arcmozgas

: Enyhe fokli arcmozgas-gyengeség

: Részleges facialis paresis

: Komplett egy- vagy kétoldali facialis paresis

: Nem siillyed

: 10 mp-en beliil siillyed

: 10 mp-en beliil leesik

: Mozgéas van, de emelni gravitacioval szemben

nem tudja

: Nincs mozgas a felsé végtagban

: Nem siillyed

: 5 mp-en beliil siillyed

: 5 mp-en beliil leesik

: Mozgas van, de emelni gravitaciéval szemben

nem tudja

: Nincs mozgas az als6 végtagban

: Nincs ataxia
: Ataxia egy végtagon
: Ataxia két végtagon

: Nincs érzészavar

: Enyhe-kozepes foku érzéscsokkenés

: Sulyos foku érzéscsokkenés/érzéskiesés

: Rendben van

: Enyhe-mérsékelt aphasia

: Sulyos aphasia

: Beszédképtelenség vagy globalis aphasia

: Rendben van

: Enyhe-kozepes fokt dysarthria

: Sulyos foku dysarthria/anarthria

: Nincs

: Enyhe fokt (egy szenzoros modalitast érint)
: Sulyos foku (egynél tobb szenzoros modalitast

érint)
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A részletes neurologiai vizsgalat soran a stroke sulyossaganak megallapitdsara az NIHSS
(National Institutes of Health Stroke Scale) rendszer hasznélatos, melynek 11 eleme van, a
kiilonféle elemek pontozasa 0 és 4 pont kozotti (1. tdblazat). A pontozdrendszer maximalis
pontszama 42 (133). Mas pontozdskalakhoz hasonléan az NIHSS pontozas is korlatozott
értékil, ha a betegnek mar a stroke el6tt is voltak neuroldgiai tiinetei (pl. hemi- vagy tetraparesis,
sulyos latascsokkenés vagy nyelvi akadaly, demencia korlatozza az NIHSS értékét).

A fizikalis vizsgalat és pontos anamnézis felvételének fontos célja a differencidldiagnosztika
egyeb, stroke-ot utanzo betegségektdl ill. allapotoktol (pl. hipoglikémia, encephalitis, migrén,
epilepszias rohamot kovetd atmeneti bénulds, kozponti idegrendszeri tumor, stb.) és annak
felmérése, hogy ischaemids stroke esetén alkalmas-e a beteg valamilyen dezobliteracios
kezelésre (134).

Az akut stroke gyanus beteg ellatasanak alapvetd 1€pése az agyi képalkotd vizsgalat elvégzése,
mely lehet koponya CT vagy koponya MR vizsgalat, nativ és kontrasztanyag adasaval késziilt
vizsgalat, CT angiografia (CTA). A képalkotds célja az ischaemids ill. vérzéses stroke
elkiilonitése €s a kialakult karosodas kiterjedésének felmérése. ICH esetén fontos tisztazni,
hogy emelkedett-e a beteg szisztolés vérnyomdsa, szed-e antikoaguldnst, van-e
intraventrikuldris kiterjedés, hydrocephalus, van-e bizonyiték makrovaszkuldris vérzési forma
jelenlétére (fistula, aneurysma, agyi vénas sinus trombdzis), valamint, hogy van-e kockézata a
hematoma expanzidjanak. Mindezek az adatok kritikusak lehetnek az ICH gyors diagnozisanak
és kezelési protokolljanak felallitasa szempontjabdl (mivel az értekezés témakoréhez szorosan
nem tartozik hozza, az ICH kezelési stratégidit a tovabbiakban nem részletezziik) (135).

Az arteria cerebri media (ACM) teriileti ischaemids stroke kiterjedésének meghatdrozéasara
rutinszerlien az Alberta Stroke Program Early CT Score (ASPECTS) hasznalatos, mely egy 10
pontos kvantitativ rendszer (11. abra) (136). A rendszer az ACM ellatasi teriiletét 10
szegmentumra osztja fel: 1 pont keriil levonasra, ha egy adott szegmentumban megfigyelhetd
ischaemias 1€zi6. A felvételi CT vizsgalat sordn a <7 pont a kedvezdbtlen funkcionalis kimenetel

prediktora intravénds trombolizis esetén (136).
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11. abra. ASPECTS pontrendszer. A kiilonféle szinkodolasu teriiletek jelzik az arteria cerebri media
altal ellatott agyallomany 10 szegmentumat. C: nucleus caudatus, IC: capsula interna, L: nucleus
lentiformis, M 1-6: arteria cerebri media altal ellatott régiok. Forras: Alwalid et al, Radiopaedia.org, rID:
72706 (137)

A diagnosztika fontos része az angiografias vizsgalatok elvégzése, mellyel ischaemids stroke
esetén igazolhatd a nagyérelzarddas (LVO) fennéllasa. Az ereket elzard alvadék méretének
becslésére az anterior keringés terliletén az ugynevezett ,,clot burden score” (CBS) hasznalhat6
fel. Ez egy 10 pontos rendszer, mely segitségével az anterior keringés vizsgalhatdé CTA
felvételeken a kontrasztanyag telédés megléte alapjan, kiilonféle érszakaszokon:
supraclinoidalis arteria carotis interna (ACI), proximalis ACM M1, distalis ACM M1 (2 pontos
érszakaszok), ACM M2 agak, arteria cerebri anterior (ACA) A1 ag, ill. infraclinoidalis ACI (1
pontos érszakaszok). Az ACM M1 és az ACA az ACI két végaga. Az ACM M1 oszlasa valtozo,
leggyakrabban kettd, egy felsé és also torzsre oszlik (M2 4gak). Altalanosan elfogadott, hogy
minél distalisabb a szivhez viszonyitva egy érszakasz, anndl kisebb a lehetdsége a jo
kollateralisnak. 10 pontot kap a beteg abban az esetben, ha minden érszakaszon van tel6dés (12.

abra) (138).

Az akut dezobliteracidés kezelés megkezdése elott tovabbi vizsgéalatokra van sziikség:
vérnyomasmérés, vércukorszint, vérkép, kiilonds tekintettel a trombocitaszamra, ill.
hemosztazis szlir6tesztek (ez utdbbi két vizsgalat eredményével a legljabb iranyelvek szerint
nem kell megvarni a kezelés kezdetét, csak abban az esetben, ha alapos gyanu van alacsony

trombocitaszamra, ill. véralvadasi zavarra pl. gyogyszerszedés kapcsan) (139).

Az akut fazis lezajlasa utan a tovabbi diagnosztika soran komplex kardio- és cerebrovaszkularis

atvizsgalas keretein beliil a cél annak felderitése, hogy mi okozta a stroke-ot.
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Prox. M1=2

ICICA=1

12. abra. Clot burden score. A kiilonféle szinkodolasu, 1 vagy 2 pontot érd érszakaszok jelzik az
anterior keringés kiilonb6z6 szegmenseit. Al: arteria cerebri anterior, Dist. M1: arteria cerebri media
M1 distalis szakasza, IC ICA: infraclinoid arteria carotis interna, M2: arteria cerebri media, Prox. M1:
arteria cerebri media M1 proximalis szakasza; SC ICA: supraclinoid arteria carotis interna. Forras:
Menon BK et al, JAMA, 2018 alapjan (140)

2.2.4 Az akut ischaemias stroke kezelése

Az AIS hatékony kezelési modszere az elzarddott ér dezobliteracidja vénds vérrogoldo kezelés
(intravénds trombolizis) vagy mechanikus vérrdgeltavolitds (mechanikus trombektomia)
segitségével. A vérrogoldo kezelésre a tiinetek kialakulasatdl szamitott 4,5 oran beliil (arteria
basilaris occlusio esetén 12 dra) van lehetdség, abban az esetben, ha a beteg megfelel a
bevélogatasi ¢s kizarasi feltételeknek. A legujabb, 2021-ben megjelent European Stroke
Organisation (ESO) iranyelv 9 6ran beliil javasolja a vénas lizist és 24 6ran beliil a mechanikus
vérrogeltavolitast valogatott esetekben, ha kelld nagysagu még életképes agyszovet igazolhatd
specialis vizsgalatok (perfuzios CT ill. MRI) segitségével (141). Jelenleg az AIS intravénas
trombolizisére hazankban az egyetlen torzskonyvezett szer az alteplase (rt-PA; rekombindns
szoveti plazminogén aktivator). A dozisa 0,9 mg/kg, a maximalis adag 90 mg. Ennek a 10%-at
bolusban, 90%-at pedig perfuzorban kapja a beteg 60 perc alatt (139). Az intravénds trombolizis
hatékonysagat €s biztonsagossagat szdmos tanulmany igazolta, azonban nem tekinthetiink a
kezelésre csodaszerként, hiszen csupéan a betegek 30-40%-anal lesz kedvezd a kimenetel (13.
abra). Az rt-PA alkalmazasaval a korai rekanalizaci6 aranya kb. 25% azoknal a betegeknél,
akiknél proximalis ACM elzarédas van, és csak 10% azoknal a betegeknél, akiknél ACI
elzarddas all fenn (142). Ezen kiviil az ismételt elzarodas esélye elérheti a 30%-ot (143). A

rekanalizacids sikertelenség mellett intrakranidlis vérzés is kialakulhat mellékhatasként, a
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vérzési kockazat minimalizalasa mellett is (144). Szamos kiinduldsi klinikai faktor
befolyasolhatja az rt-PA terdpia kimenetelét, ideértve a férfi nemet, a stroke sulyossagat
felvételkor, az infarktus nagysagat, az elérehaladott ¢életkort, a hiperglikémiat, stb. Tekintettel
azonban az alacsony prediktiv értékiikre egyéni kezelési dontésekhez ezek nem hasznalhatdak
(145). Jelenleg nem ismert olyan specifikus laboratoriumi marker, amely segitséget nytjthatna
a betegek szelektalasdban azaltal, hogy eldrevetithetné a rossz kimenetelt vagy a vérzéses

szovodményeket.
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13. abra. Az ischaemias stroke rekombinans szoveti plazminogén aktivatorral (rt-PA) végzett

srers

vagy kozel tokéletes hossza tava kimenetel; sarga fej (19%): javulas; iires fej (65%): nincs szamottevo
valtozas a terapia hatasara; iires fej bordd korvonallal (3%): korai rosszabbodas és intrakranialis
hemorrhagia jelentkezett, de hosszu tavon nincs szamottevo valtozas; piros fej bordd korvonallal (2%):
korai rosszabbodas és intrakranialis hemorrhagia, a felvételhez képest rosszabb hosszll tavi kimenetel,;
szlirke fej bordd korvonallal (1%): korai rosszabbodas és intrakranialis hemorrhagia, hossza tavon
sulyosan rokkant allapot vagy halal. Forras: Gadhia J et al, Stroke, 2010 alapjan (146)

Az AIS vérzéses transzformdcidja spontan, vérrogoldd kezelés nélkiil is eléfordul, foleg
embolias infarktusban és emelkedett vércukor mellett. A csak CT-n detektalt gyakorisag 13-
43%, a tiineteket is okoz6 gyakorisag 0,6-20% kozott ingadozik az irodalom szerint (147, 148).
Munkatarsaink agyboncolds soran tett megfigyelései szerint a kiillonb6zé méreti vérzéses
transzformécio gyakorisaga 38% (148).

A trombolitikus terapia alternativ formaja az intraarterialis lizis, melyre nagyérelzar6das esetén
van lehetdség a tiinetek kialakuldsatol szamitott 6 6ran beliil. Az eljaras invaziv, intervencios
szakembert és komoly miiszeres hatteret igényel, igy hétkéznapokban ritkabban hasznalt
kezelésrdl van szo. Egységesen elfogadott intraarterialis dozis nincs (~10-80 mg rt-PA), és a

vérzéses szovodmények aranya is meghaladja az intravénas terapia szovodményeit (139).
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Az AIS masik fontos kezelési stratégiaja a mechanikus trombektémia, melyre kizarolag
nagyérelzarodas esetén van lehetdség. Az eljarast a tiinetek kialakuldsatol szamitott 6 6ran beliil
lehet elvégezni olyan betegeknél, akiknél az ACI és/vagy ACM (ill. ACA, arteria vertebralis,
arteria basilaris, vagy arteria cerebri posterior) zarddott el, nincsenek kiterjedt korai ischaemids
jelek (ASPECT 2>6), szignifikdns neurologiai deficit van jelen (NIHSS >6 vagy alacsonyabb
pontérték korlatozo tiinettel tarsulva), nincsenek sulyos tarsbetegségek, valamint megfeleld a
stroke eldtti funkciondlis allapot (149). Vélogatott betegcsoportnal kiterjesztett, 24 Oras
iddablakon beliili kezelésre is sor keriilhet, ez azonban specialis képalkoto vizsgalatot igényel
(perfuzidos CT vagy MR) (150). A mechanikus trombektomia esetén a kedvezd hossza tava
kimenetel ardnya az intravénas trombolizishez hasonld, a kiilonb6z6 tanulméanyokban kb. 30-
40% kozottinek adodott (151). Az intravénds trombolizisre alkalmas betegeknél a trombolitikus
terapia utan is alkalmazhatd a trombektémia, valamint a beavatkozas azoknal a betegeknél is
alkalmazhatd, akik a megnovekedett vérzési kockazat miatt nem részesiilhetnek intravénas
trombolizisben (pl. 50-100 G/L kdz6tti trombocitaszam). A legijabb ESO irdanyelvek az LVO-
t szenvedett betegek esetén inkdbb ajanljak az intravénas trombolizist a trombektomia eldtt,
amennyiben mindkét kezelés szdba jon, hangsulyozva, hogy bar a trombektomia maga nem
lehet az intravénds trombolizis gatja, ugyanakkor a trombolizis ne késleltesse a trombektomiat

(152).

2.2.5 Az ischaemias stroke progndzisa, rehabilitacido, masodlagos prevencio

Az els6 ischaemids stroke-ot kovetd 30 napos haldlozas kb. 16-23% kozotti. A neurologiai
tiinetek jelentds része a betegek tobbségénél 6 honapon til is fenndll: a betegek 40-50%-a
hemiparetikus, kognitiv deficit is gyakori és a betegek 15-20%-anal tapasztalhato szenzoros
tiinet, hemianopsia vagy aphasia (153). A tartésan fenndllo tiinetek altalaban rokkantsagot
okoznak, a betegek nagy része tartdés apoldsra, gondozasra szorul, kb. negyediik intézeti
elhelyezést igényel (153). A hosszu tavl funkciondlis kimenetel vizsgalatira a moédositott
Rankin Skalat (mRS) hasznéljuk (2. tdblazat) (154).

A stroke ismétlodésének kockazata igen magas, altipustdl fiiggden mintegy 7-20% egy éven
beliil és 16-35% o6t éven beliil (155, 156). A szekunder prevencid soran a trombocitagatld
terapia korai €s hosszii tavll bevezetésével a korai ismétlodd stroke jelentds hanyada
megelézhetd minor stroke vagy TIA esetében. Hosszl tavl vérnyomascsokkentéssel, az LDL
koleszterinszint csokkentésével, II. tipust diabetes mellitus esetén az inzulinszenzitivitas

novelésével csokkenthetd az ismétlédd stroke kockazata. Tobb mint 50%-os arteria carotis
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stenosis esetén felmeriil a reperfuzids kezelés lehetdsége (a tarsult betegségek fiiggvényében)
70-99% kozott pedig ajanlott TTA vagy stroke esetén (a sulyossag fiiggvényében koran vagy
késleltetve). Pitvarfibrillalo betegek esetén az egyéni vérzéses rizikotényezoktol fiiggden a 0-
14. napon megkezdett antikoagulans terapia szintén csokkenti az ismétlddo stroke kockazatat
(130). A személyre szabott rehabilitacié fontos eleme a stroke utdni gondozéasnak, funkcionalis

javulasnak (130, 157).

2. tablazat. A modositott Rankin Skala (mRS)

0 Egyaltalan nincs tiinete/tlinetmentes.

1 Tiinetei ellenére nincs érdemi rokkantsag, minden szokasos feladatot és
cselekvést képes kivitelezni.

2 Enyhe rokkantsag, nem képes korabbi mindennapos feladatai mindegyikét
elvégezni, de sajat maga ellatisara segitség nélkiil képes.

3 Mérsékelt rokkantsag, tevékenységeiben némi segitséget igényel, jarni azonban
segitség nélkiil tud.

4 Meérsékelten sulyos rokkantsag, segitség nélkiil nem tud jarni, és testi

szlikségleteit sem tudja segitség nélkiil elvégezni.

5 Stulyos rokkantsag, agyhoz kotott, inkontinens, allandé ellatést és feliigyeletet
igényel.

6 Elhunyt

2.2.6 Trombocitagatlo terapia alkalmazasa szekunder stroke prevencioként

A vérlemezke aktivacio és aggregacid kulcsszerepet jatszik az aterotrombotikus események
patogenezisében. A kettds trombocitagatld terapia, mely az aszpirin (acetil-szalicilsav) és egy
ADP receptor gatld6 kombinacidjabdl all, hatdsosan alkalmazhatéd szekunder prevencidként az
aterotrombdzis magas kockazatanak kitett betegekben, igy pl. akut koronaria szindrémaban
szenvedod betegek esetén és ujabban AIS betegek esetén is (158). Mig akut koronaria szindréma
esetén szamos randomizalt klinikai vizsgalat mar tobb, mint egy évtizede megerdsitette a kettds
vérlemezke gatld kezelés eldnyeit, szemben a monoterapiaval, ischaemids stroke-ot szenvedett
betegek esetén a kombindlt kezelés lehetdsége csak a kozelmultban keriilt be a nemzetkdzi
iranyelvekbe, ¢€s jelenleg legfeljebb 3 honapig javasolt a vérzésveszElytdl valod félelem miatt
(159). Randomizalt kontrolllt vizsgalatok metaanalizise szerint ischaemids stroke betegekben
a kettds vérlemezke gatlas, amellett, hogy jelentdsen csokkentette a visszatérd stroke rizikot
(RR: 0,76, 95%CI: 0,68-0,83), jelentésen novelte a major vérzés kritériumanak megfeleld
események rizikdjat is (RR: 2,22, 95%CI: 1,14-4,34) (160). Megjegyzend6, hogy a CHANCE
(Clopidogrel in High-risk patients with Acute Non-disabling Cerebrovascular Events)
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vizsgalatban, ahol a kettds vérlemezkegatlas idétartama mindossze 21 nap volt, a major vérzés
eléfordulasi aranya nem kiilonbozott az aszpirin monoterapidhoz képest, a visszatérd stroke
rizikdjanak csokkenése mellett (161). Mindezeket figyelembe véve, a jelenleg érvényben 1évo
ESO iranyelvek szerint az ischaemids stroke-ot szenvedett betegekben a kezdeti kettds
trombocita aggregacié gatlast kdvetéen hosszil tavu szekunder prevencioként feltétleniil
monoterapia javasolt: elsésorban aszpirin monoterdpia vagy az ADP receptor gatlok koziil
clopidogrel monoteréapia alkalmazasa lehet opcio (159).

Az aszpirin a ciklo-oxigenaz 1 (COX-1) enzim 529-es helyzetében 1év6 szerin reziduumjanak
acetilalasa révén hatékonyan gatolja az arachidonsav (AA) hozzaférését a trombocita COX-1
aktiv kozpontjdhoz és ezaltal megakaddlyozza a TXA2 képzodését a vérlemezke teljes
¢lettartama alatt (14. abra) (16, 162). Mivel a TXA2 tobb trombocita aktivacids utvonal

amplifikalo szignaljaként mikddik, az aszpirin hatékonyan gatol tobbféle trombocita aktivacios

utvonalat.
@aszpirin
1
TRt PLAZ COX-1 TXA szintaz
foszfolipidek AA < ciklikus endoperoxidok ¢, TXA2

‘\ J‘\JUL /'L /'UL /” ”\ (“ ’IL/” ) ‘\ «'
trombocita aktivacio

14. abra. Az aszpirin hataismechanizmusanak sematikus abrazolasa. A piros vonalak gatlast jelolnek.
AA: arachidonsav, COX-1: ciklo-oxigenaz-1, PLA,: foszfolipaz A,, TXA: tromboxan. Forras: Bagoly
Z, American Association of Clinical Chemistry, Pearls of Laboratory Medicine, 2014 alapjan (16)

Az ADP receptor gatlok koziil vilagszerte az egyik legelterjedtebb gyogyszer jelenleg még
mindig a clopidogrel, az 0j generacids, per os alkalmazhaté ADP receptor gatlok (prasugrel,
ticagrelor) erdteljes térhoditasa mellett (163). Az ADP receptor gatld gyodgyszerek a
trombocitdk felszinén taldlhatdé ADP receptorok koziil a P2Y1 ADP receptorra nincsenek
hatéssal, kizarolag a P2Y 12 ADP receptor inhibitorai (15. dbra).

A clopidogrel egy pro-drug, mely a méjban, a citokrom P450 (CYP) rendszer enzimek
segitségével, kétlépéses reakcioban alakul at aktiv metabolitta (16. dbra) (163). A keringésbe
jutott clopidogrel 80-85%-a gyorsan degradaldédik a plazmaban taldlhatd észterdzok altal. A
gyogyszer 10-15%-a alakul at aktiv metabolittd a méjban, amely a reaktiv tiol csoportjaval
képes diszulfid-hid kialakitasara a P2Y12 receptor extracelluléris cisztein csoportjaval, ezaltal

a clopidogrel a P2Y 12 receptor irreverzibilis gatlasat éri el és hatdsa a vérlemezke teljes
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¢lettartama alatt érvényesiil. A clopidogrel metabolizmusaban fontos szerepet jatszanak a CYP
enzimcsalad egyes tagjai, ugymint a CYP1A1, CYP2B6, CYP3A, CYP2C9 ¢s CYP2C19
enzimek, melyek koziil az egyik legfontosabb a CYP2C19. A CYP2C19 enzim egyéni genetikai
variansai kiemelkedd fontossagiiak nemcsak a clopidogrel hatastalansdg, de a fokozott

clopidogrel hatés kialakulaséban is (163, 164).

P2Y12
’ « Stabil trombocita
pOP aggregacio kialakitasa

* Vérlemezke 2,
alakvaltozas Wzn P2Y1%} \
* Aggregicio “
iniciacio @ @jl

P2Y1

(D r2v12ADP

l Ar ‘ § receptor inhibitorok
Ca?* :. ® é‘ Klasszikus:
\ ® cAmP s Ticlopidin
“ a® Clopidogrel

granulum szekrécié

Ujabb generacios:
GPIIb/llla aktivicié Jabb g

Prasugrel
Ticagrelor

trombocita aggregacio .
Beree Cangrelor (i.v.)

15. abra. A P2Y12 ADP receptor inhibitorok. A piros vonal gatlast jelol. AC: adenilat ciklaz, ADP:
adenozin-5’-difoszfat, ATP: adenozin-5’-trifoszfat, cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat, GPIIb/I11a:
glikoprotein IIb/Illa komplex, i.v.: intravénds. Forras: Bagoly Z, American Association of Clinical
Chemistry, Pearls of Laboratory Medicine, 2014 alapjan (16)

Az aszpirin és a clopidogrel varidbilis vérlemezke gatld hatasat (igynevezett “rezisztenciat”)
az elmult egy-két évtizedben vilagszerte széles korben vizsgaltdk. Az eredmények hatasara
jelentds szemlélet-valtozas kovetkezett be. Az aszpirin esetében ma mar ismert, hogy a terapiara
nem kelléen reagdlok gyakorisagdt a multban erdsen thlbecsiilték olyan laboratoriumi
modszerek hasznalataval, amelyek nem specifikusak az aszpirin COX-1 gatlasara (165, 166).
Napjainkban mar altaldnosan elfogadott tény, hogy az aszpirin "rezisztencia" leggyakoribb oka
valdjdban a non-compliance, vagyis a gyogyszer nem megfeleld szedése, indokolatlan
elhagyasa. Csak néhany, ritka esetben lehet megfeleld gyodgyszer szedés mellett valodi
rezisztenciahoz vezetd tényezdket azonositani, példaul nem-szteroid gyulladascsokkentokkel

valo interferenciat (165, 166).
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16. abra. A clopidogrel atalakuldsa aktiv metabolitta. ADP: adenozin-5’-difoszfat, CYP: citokrom
P450. Forras: Bagoly Z, American Association of Clinical Chemistry, Pearls of Laboratory Medicine,
2014 alapjan (16)

Az aszpirinnel ellentétben azonban azok a tanulmanyok, amelyekben a clopidogrel hatdsanak
mérésére megfeleld teszteket alkalmaztak, igen valtozé mértékli vérlemezke gatlast irtak le,
kontrollalt gydgyszerszedés mellett is. A kezelés soran a terapia hatastalansdgahoz vezetd
»,magas kezelés alatti trombocita reaktivitads” (“high on-treatment platelet reactivity”) a
kiilonboz6 tanulmanyok esetén 10-50%-ban fordult eld, legtobbszor 30-40%-ban volt jelen
(167). A jelenség hatterében elméletileg tobb ok is allhat (felszivodasi zavar, gydgyszer-
interferencidk, stb.), de a clopidogrel hatastalansaganak legf6bb okaként ma mar egyértelmiien
az aktiv metabolit képzddés variabilitasat tessziik feleldssé, mely elsdsorban a CYP izoenzimek
(els6sorban a CYP2C19) genetikai polimorfizmusai eredményeként jon 1étre. Az a tény, hogy
a clopidogrelre metabolikus okok miatt rezisztens betegek a rekurrens ischaemias események
magas kockazatanak vannak kitéve, 0j generacids, jobb metabolikus profillal rendelkezd oralis
P2Y 12 gatlok kifejlesztéséhez vezetett, ezek a prasugrel és a ticagrelor (163). A prasugrel aktiv
metabolitja egylépéses atalakulds révén keletkezik a madjban, igy hatastalansdga a
clopidogrelhez képest joval ritkabb (<10%) (17. dbra). A ticagrelor nem pro-drug, igy gyorsan
kialakulo, reverzibilis P2Y 12 gatlast tesz lehetové. Irodalmi adatok alapjan ma mar tudjuk,
hogy a legtobb clopidogrel rezisztenciat mutatd beteg esetén megfelelé mértékii trombocita
gatlas alakul ki prasugrel vagy ticagrelor szedése esetén (163). Az 01j generacios szerek esetén
azonban a hatasossag gyakrabban tarsulhat a vérzéses rizikd ndvekedésével, és ezek a

gyogyszerek koltségesebbek a clopidogrelhez képest.
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17. abra. Az ujabb generacios P2Y12 inhibitorok a clopidogrelhez képest kedvezébb metabolikus
profillal rendelkeznek. ADP: adenozin-5’-difoszfat, CYP: citokrom P450. Forras: Bagoly Z, American
Association of Clinical Chemistry, Pearls of Laboratory Medicine, 2014 alapjan (16)

A vérlemezke funkcio tesztelése kiilonféle laboratoriumi modszerekkel a vérlemezke gatld
szerek hatdsat 6sszehasonlitd klinikai vizsgalatok kozos jellemzdje. A mindennapi orvoslas
soran azonban a betegek testreszabott kezelése a laboratoriumi vizsgalatok eredményei alapjan
tovabbra is bizonytalan vagy nem kellé sulyu evidenciaval aldtdmasztott. Ez alapvetden két
okra vezethetd vissza: egyrészt aszpirin esetén a “rezisztencia” laboratdriumi tesztelése ma mar
ritka esetektdl eltekintve okafogyottd valt. Clopidogrel esetén pedig tobbek kozott annak a
kovetkezménye, hogy a clopidogrel tesztelése szempontjabdl idealis laboratériumi modszert
nem sikeriilt kivalasztani, standardizalni és validalni az 0j generacidés P2Y12 ADP receptor
gatlok térhoditasa el6tt (167, 168).

Amennyiben mégis sor keriil a trombocitagatld terapia tesztelésére, fontos, hogy megfeleld
laboratoriumi modszert valasszunk, mely specifikus a gyogyszer altal gatolt biokémiai
utvonalra. Az aszpirin hatas vizsgalata esetén ezért olyan modszert kell valasztanunk, mely a
vérlemezkékben a TXA2-fliggd gatlast specifikusan jelzi, vagyis specifikus a COX-1 gatlasra
(169). Ezt a gyakorlatban legegyszeriibben a vérlemezkék A A-indukalta aktivaciojaval érhetjiik
el. Az aszpirin hatéds tesztelésére alkalmas (COX-1 specifikus) moddszereket a 3. tablazat
foglalja 6ssze (16, 168). Mivel a TXA2 féléletideje in vivo rendkiviil rovid, a gyakorlatban
altalaban a stabilabb inaktiv metabolitjai révén, a tromboxan B2 (TXB2) vagy 11-dehidro-
TXB2 szarmazékok meghatarozasaval vizsgaljak a TXA2 termelddést (170). Megjegyzendo,

hogy a TXA2 a vérlemezkékben tobb trombocita aktivacios ttvonal amplifikalod szignaljaként
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mikddik, ezért az aszpirin hatékonyan gatol tobbféle trombocita aktivacids Utvonalat és igy
hatasa egyéb, nem COX-1 specifikus trombocita funkcids vizsgalatok esetén is jelentkezhet
(169). Bar korabban elterjedt volt ezen modszerek haszndlata az aszpirin hatas tesztelésére, a
COX-1 hatasra nem specifikus laboratoriumi modszerek hasznédlata az aszpirin hatds

vizsgalatara ma mar nem javasolt (168).

3. tablazat. Az aszpirin hatas laboratériumi vizsgalata

COX-1 gatlasra specifikus modszerek (terapia monitorozasra ajanlott):
Arachidonsav-indukalta trombocita aggregacio/agglutindcio alapu modszerek:
e Trombocita aggregacio és szekrécid vizsgalata (lumiaggregometria)

e Multiplate® modszer
e VerifyNow® Aspirin modszer

TXB2 meghatdrozas

e Szérumbol
e Trombocita dis plazmébdl, arachidonsav stimulacidt kovetden

COX-1 gatlasra nem specifikus modszerek (terapia monitorozasra nem ajanlott):

e ADP-, kollagén-, adrenalin-indukalta trombocita aggregacié €s szekréciod
(lumiaggregometria, Multiplate®)

e PFA-100® zarodasi id6 (kollagén/ADP, kollagén/adrenalin patronok)

e Vizelet 11-dehidro-TXB2 meghatarozas

ADP: adenozin-5’-difoszfat, COX-1: ciklo-oxigenaz-1, PFA-100: platelet function analyser-100,
TXB2: tromboxan B2. Forras: Bagoly Z, American Association of Clinical Chemistry, Pearls of
Laboratory Medicine, 2014 alapjan (16)

Annak ellenére, hogy nincs érvényben 1év6 szakmai ajanlas, a clopidogrel hatasanak tesztelése
fontos lehet olyan valogatott betegekben, akik akar szakmai (fokozott vérzéses kockazat, oralis
antikoagulans kezelés, agyi torténés, stb.), akéar finanszirozasi okok miatt nem kaphatnak
ticagrelort vagy prasugrelt. Ilyenkor kérdéses lehet, hogy melyik laboratdériumi moédszert
valasszuk a clopidogrel hatas tesztelésére. Bar az irodalomban szamos moédszer fellelhetd e
célra, a clopidogrel hatas laboratoriumi vizsgalata esetén is fontos a gatolt biokémiai iitvonalra
specifikus modszer hasznalata (4. tdblazat) (16, 168). Agonistaként a tesztek tobbsége ADP-t
hasznal, a P2Y 12 receptor hatasra valo specificitas pedig legegyszeriibben prosztaglandin E1
(PGE1) hasznalataval érhetd el. A PGE1 a P2Y1 receptor utvonal gatlasa révén specifikussa
teszi az adott modszert a P2Y 12 receptor gatlas mértékének vizsgalatara, vagyis a clopidogrel
hatasra (168). Az ADP ¢és PGE1 kombindcidjat alkalmazé lumiaggregometrias modszert

munkacsoportunk irta le el6szor (1asd Eredmények).
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4. tablazat. Az clopidogrel hatas laboratoriumi vizsgalata

P2Y12 receptor gatlasra specifikus modszerek, az agonista ADP, PGE1 jelenlétében
(terapia monitorozasra ajanlott):

Trombocita aggregacios, agglutinacios tesztek:

e Trombocita aggregacio vizsgalata (lumiaggregometria, ADP+PGE1)
e Multiplate® modszer (ADP+PGEI)
e VerifyNow® P2Y 12 modszer
e PFA-100 P2Y
Egyeb:

e VASP foszforilacios teszt (aramlasi citometria vagy ELISA)
P2Y12 receptor gatlasra nem specifikus modszerek:

e ADP-indukalta trombocita aggregacio és szekrécié (lumiaggregometria, Multiplate®)

e Trombocita felszini GPIIb/Illa receptor aktivacié mértékének vizsgélata, P-szelektin
expresszio vizsgalata aramlasi citometridval

e Tromboelasztometria

ADP: adenozin-5’-difoszfat, GPIIb/IIla: glikoprotein IIb/IIla, PFA-100: platelet function analyser-
100, PGE1: prosztaglandin E1, VASP: vazodilator stimulalt foszfoprotein. Forras: Bagoly Z,
American Association of Clinical Chemistry, Pearls of Laboratory Medicine, 2014 alapjan (16)

Kiilonosen érdekes kérdés a terapia monitorozasa olyan beteg esetén, aki kettds trombocitagatld
kezelésben részesiil (aszpirin és clopidogrel). Az aszpirin és a clopidogrel ugyan latszolag
kiilonbozd trombocita funkciokat gatol, azonban a blokkolt intracellularis utak atfedése azt
sugallja, hogy az aszpirin befolydsolhat néhany, a clopidogrel hatdsanak kimutatasara szolgalo
laboratériumi modszert €s forditva. Meglepd modon kevés informacid all rendelkezésiinkre a
jelenleg haszndlt laboratoriumi modszerek specifitdsarol egy adott vérlemezkegatlo
gyogyszerrel kapcsolatban ill. mas vérlemezkegatlok altal ezen tesztekre gyakorolt hatas

mértékérél, munkacsoportunk ezt a lehetdséget vizsgalta (1asd Eredmények).

2.3 A pitvarfibrillacio
2.3.1 A pitvarfibrillacio epidemiologiaja, rizikofaktorai

A pitvarfibrillacio az ischaemids stroke egyik legismertebb rizikofaktora. A pitvarfibrillacio a
leggyakoribb tartds arrhythmia, vilagszerte kortilbeliil 33,5 millié embert érint, gyakorisaga az
¢letkor elérehaladtaval n6 (171). A sinus csomotol vezérelt ritmusos, idében és térben rendezett
elektromechanikai szivmiikodést nevezziik sinus ritmusnak. Pitvarfibrillacié esetén a normal

sinus ritmust a pitvarok kaotikus depolarizacioja (kb. 400-800/perc) valtja fel, mely
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ellehetetleniti a sziv elektromos és mechanikai mitkddését egyarant. Pitvarfibrillacié esetén az
EKG-n gyors, szabalytalan fibrillaciés hulldmokat és rendszertelen kamrai iitéseket latunk. A
fibrillalé pitvarok valojdban nem huzoédnak Ossze. Az AV-csomd a supraventricularis
impulzusoknak csak egy részét engedi lefutni a szivkamrikra, melyek elektromos ¢&s
mechanikai miikddése igy irregularis és gyakran gyors is marad. A kamrafrekvencia emiatt
huzamosan, akar nyugalomban is nagy lehet (120-160/perc) ¢és emiatt szisztolés
szivelégtelenség alakul ki. A pitvari kontrakcid kiesése miatt a perctérfogat akar 20%-kal is
csokkenhet. A kiilonbozd diasztolés telddési id6k €s a szabdlytalan kamrai kontrakciok
kovetkezménye az erdsen valtozo pulzustérfogat, a szisztolés vérnyomas valtozd értékei €s
pulzusdeficit. A tachyarrhythmia fokozodasaval a perctérfogat csokken (172).

A pitvarfibrillacio kialakulhat organikus szivbetegség nélkiil primer vagy idiopatids modon,
esetleg genetikus hajlam révén, tovabba szekunder mdédon. A szekunder forma kialakulhat
kardidlis okok miatt pl. vicium, koszortér betegség vagy bal szivfél elégtelenség, de akar
cardiomyopathia vagy myocarditis/pericarditis miatt is. A szekunder forma kialakulhat
extrakardialis okok miatt is, ilyen pl. a hipertdnia, tiidéembolia, hipertiredzis vagy a toxikus
gyogyszerhatds, az idésebb korosztalyban gyakori tarsbetegség a hipertonia mellett a
szivelégtelenség, a kronikus veseelégtelenség, az obstruktiv alvési apnoe szindroma és a

cukorbetegség (173).
2.3.2 A pitvarfibrillacio patofiziologiaja, osztalyozasa

A pitvarfibrillacioé beinditasat kozvetlentil gyors elektromos kisiilések valtjak ki, ami gyakran
a tiildovénakba bekusz6 izomrostokban 1évé aritmogén gocokbdl szarmazik. A ritmuszavar
fennmaradésaban szdmos kiilonb6z6 tényezd szerepet jatszhat, pl. a pitvari fesziilés okozta
fibrozis, a hipokontraktilitds, a zsiros besziirddés, a gyulladas, a vaszkularis remodelling, az
ischaemia, stb. (174). Mindezek a pitvarfibrillaci6 kialakuldsanak, ill. fennmaradasanak
lehetdségén tul eldsegitik a pitvarfibrillaciohoz tarsuld hiperkoagulabilis allapot 1étrejottét is
(14sd késobb). A kontrakciok megsziinése csokkenti a helyi endothelialis nyiroer6t, s endothel
diszfunkcio alakul ki. Tartdsan fennallé pitvarfibrillacié soran elektromos remodelling 1ép fel,
ami tovabb kedvez a ritmuszavar fennmaradasanak. Ezek az elvaltozasok kezdetben
reverzibilisek, ha a sinus ritmus helyredll, azonban a pitvarfibrillacid perzisztalasa esetén
tovabbi strukturalis atalakuldsok jonnek létre, amely megmagyardzhatja a korkép progressziv
jellegét (175). A pitvarfibrillacié osztalyozasa a ritmuszavar idébeli viselkedésén és klinikai

lefolyasan alapul (5. tdblazat) (172).
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5. tablazat. A pitvarfibrillacio osztalyozasa

Kategoria Leiras

Els6 alkalommal diagnosztizalt

pitvarfibrillacio

Paroxysmalis pitvarfibrillacio Altaldban 48 6ran beliil 6Snmagatél megsziinik, bar
idénként 7 napig is tarthat. Abban az esetben is
paroxysmalis  pitvarfibrillacionak  tekintend6 a
ritmuszavar, ha 7 napon beliil kardiovertaltak.

Persistens pitvarfibrillacio Tobb mint 7 napon keresztiil fennalld ritmuszavar.
Ebbe a csoportba tartozik a 7 nap utan kardiovertalt
pitvarfibrillacio is.

Tartos persistens pitvarfibrillacio A pitvari ritmuskontroll terdpia elkezdésekor mar
legalabb 1 éve folyamatosan tarto pitvarfibrillacio.

Permanens pitvarfibrillacié A pitvarfibrillacio6 tényét elfogadta a beteg és az orvos.

Ha mégis pitvari ritmuskontroll terapia indulna, akkor
a beteg ujrasorolando tartds persistens pitvarfibrillacid
csoportba.

Forras: Fazekas T et al, Pitvarfibrillaci6. Kardiologia alapok és iranyelvek, 2010 alapjan (172)

A paroxysmalis és persistens pitvarfibrillaciéo — kiilondsen fiatalokban — éltaldban jelentésen
rontja a fizikai teljesitOképességet. Gyakori tlinetek: palpitacid érzés, nehézlégzés, fizikai
teljesitOképesség csokkenés, szédiilés. A panaszokat okozo €s a tiinetmentes pitvarfibrillacid
lefolyasa és kimenete hasonld (172). A pitvarfibrillacié két legfobb szovédménye: az akut
szivelégtelenség, melynek oka a perctérfogat kritikus csokkenése, ill. az artérids, leginkabb
nagyvérkori embolizacio, melynek oka a pitvari trombusképzdédés (173). Pitvarfibrillacid
kovetkeztében a rendezetlen szivmiikodés miatt a szivben vérrdog képzddhet, mely a szivbol az
agyba jutva kardioemboliés stroke-ot okoz. Az ischaemias stroke események 6tode sziv eredetii
okokra vezethetd vissza, melynek hatterében az esetek tobbségében maga a pitvarfibrillacio all

(172).

2.3.3 A hiperkoagulabilitas patofiziologiaja pitvarfibrillacioban

A pitvarfibrillacidban végbemend valtozasok teljesitik a Virchow-tridsz elemeit, de fontos
megjegyezni, hogy a fokozott tromboembolids rizikd pontos patomechanizmusanak
megismerése még tovabbi kutatdsokat igényel. A Virchow-tridsz mai megkdzelitésben a
kovetkezd elemekbdl tevodik dssze: 1/ endothel diszfunkcid/kdrosodas (pitvarfibrillacio esetén

endokardidlis diszfunkcio és kapcsolddo strukturalis valtozasok), 2/ sztazis, 3/ protrombotikus
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hemosztazis egyensuly: hiperkoagulabilitas, hipofibrinolizis és trombocita aktivacio (18. abra)

(176).
So @

Ver alakos elemei

Protrombotikus
hemosztazis egyensuly

Aramlési viszonyok

TROMBO?ZIS

Endothel =
Ere, diszFunkeid Sztazis
\g s, diszfunkcid
\\\Q —

18. abra. A Virchow-triasz elemei. Forras: Kumar DR et al, Clin Med Res, 2010 alapjan (176)

A pitvarfibrillacio esetén kialakuld endothel karosodas jelenlétét tobb irodalmi adat, koztiik
biomarker vizsgélatok is alatdmasztjak. A pitvarfibrillacioban jelentkezd reoldgiai valtozasok
¢s a bal pitvar falanak csokkent kontrakcioja a bal pitvari endothelium csokkent NO szintézisét
eredményezi. Az endothel diszfunkcid kovetkeztében a Weibel-Palade testekbdl VWF
szekretalodik, tovabba megnd a sejtfelszini adhézids molekuldk szama (E-szelektin, P-
szelektin, ICAM-1: intercellularis adhéziés molekula-1, VCAM-1: vaszkularis adhézids
molekula 1). Az endothel karosodds kovetkeztében emelkedik a keringd mikropartikuldk
szdma, melyek vazoaktiv és prokoagulans mediatorokat tartalmaznak (177). Az endothel
karosodas tovabbi klinikai jele a pitvarfibrillalo betegekben is megfigyelhetd csokkent aramlas
indukalta dilatacio (177, 178). Pitvarfibrillacioban az endothel diszfunkcidhoz tarsuld
gyulladésos folyamatok direkt 0sszefliggést mutatnak a hiperkoagulabilitassal (179).

A pitvarfibrillacioban megfigyelhetd strukturalis és funkcionalis bal pitvari valtozasok lassult
bal pitvari aramlasi viszonyokat és sztazist idéznek el6 (180). A bal pitvar mellett a bal pitvari
fiilcse felépitése, szlik szdjadéka, a pitvar atmérdjében bekdvetkezett valtozasok kiilondsen
hajlamositanak sztazis kialakuldséra (179). A nem valvuléris pitvarfibrillicioban embdlia
kialakulasakor az esetek tobb mint 90%-ban a bal fiilcsében talalhatd trombus az emboliaforras
(180).

A pitvarfibrillacio és hemosztazis kapcsolatanak vizsgélatakor a legtobb tanulmany elsdsorban
a koagulaciés oldalt vizsgalta, foként periférids vérmintakbol (181-183). A vizsgalatok

tobbsége endothelsejt karosodast jelzd markereken és gyulladasos markereken kiviil
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protrombotikus markereket, valamint a trombocita aktivalodas keringd markereit vizsgalta,
Osszefiiggést talaltak a pitvarfibrillacié és a megemelkedett protrombin fragmens 1+2 (F1+2),
TAT-komplex, fibrinogén szintek, tovabba az endothelsejt diszfunkcid markereként is
szamontartott VWF szintek kozott (184-188).

A hemosztazis aktivacigjat jelz6 markerek koziil a pitvarfibrillacidhoz tarsuld stroke riziko
elorejelzésével kapcsolatban a D-dimerrel kapcsolatos a legtobb adat. A  klinikai
rizikofaktorokat is figyelembe véve, irodalmi adatok szerint az emelkedett D-dimer szintek
prognosztikus értékliek stroke-rizikora nem valvularis eredetli pitvarfibrillacioban, oralis
antikoagulans terapiaban részesiild betegeknél is (189). A pitvarfibrillacid és fibrinolitikus
rendszer kapcsolatat vizsgald kevés tanulmany azonban ellentmondasos eredményekre jutott
(190). Egyes kutatdsok hipofibrinolizist jelz6 emelkedett PAI-1 szinteket talaltak, mig mas
tanulmanyok hiperfibrinolizisre utal6 emelkedett t-PA és PAP-komplex szinteket irtak le (191-
195).

A periférids vérmintak vizsgalata helyett az intrakardidlis vérmintdk vizsgdlata azért
¢rdemelhetne nagyobb figyelmet, mert a protrombotikus valtozasok esetleg csak lokalisan,
intrakardidlisan jelentkezhetnek, anélkiil, hogy a hemosztazis egyenstulydban bekovetkezd
eltérés a periférias keringésben is manifesztalodna. Erre olyan korabbi kutatasok is engednek
kovetkeztetni, melyek a bal pitvar és a szisztémas keringés kozott kiilonbséget mutattak ki
pitvarfibrillacioban: az intrakardialis kdrnyezetre korlatozddott protrombotikus valtozasokat
irtak le (196, 197). Azonban, valosziniileg az intrakardiélis vérminta bonyolult gytijtése miatt
az elmult évtizedben minddssze néhany, kevés pitvarfibrilldld beteget bevond tanulméanyban
vizsgaltdk a hemosztazis rendszert bal pitvari mintdkbol. Az eddig publikalt, bal pitvari
mintakat vizsgald tanulmanyok azonban csupdn a hemosztazis rendszer véalogatott tagjait
vizsgaltak (VWEF, P-szelektin, TAT-komplex, trombocita faktor 4, stb.), a fibrinolitikus
rendszer pedig még kevésbé tanulmanyozott ebben a vonatkozasban (198-201),
munkacsoportunk vizsgalta részleteiben eldszor (lasd Eredmények). A bal flilcsébdl szdrmazo
vérminta hemosztazis ¢s fibrinolizis paramétereinek vizsgélata szintén ritkasdgnak szamit a
szakirodalomban, annak ellenére, hogy korabbi kutatasok szerint a bal fiilcse a leginkabb

trombogén intrakardialis teriilet pitvarfibrillacioban (202).
2.3.4 A pitvarfibrillacio diagnozisa és kezelése

A diagnoézist altaldban 12 elvezetéses EKG alapjan allapitjak meg, de paroxysmalis esetekben

nem mindig detektalhat6 a ritmuszavar, ezért 24 6ras Holter-monitorozas, vagy még tartdsabb
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ritmus monitorozas lehet célravezetd. A pitvarfibrillacio diagnoézisat kdvetden széles kort
kardiologiai, ill. belgydgyaszati kivizsgalds javasolt a kordbban targyalt rizikdtényezok és
tarsbetegségek felmérése érdekében (203).

A pitvarfibrillacié kezelésének harom alappillére van: 1/ a stroke prevencio, ami a sziviiregi
trombus kialakuldsdnak megel6zését jelenti, 2/ a frekvenciakontroll, ami a kamrafrekvencia
optimalizalasat jelenti és 3/ a ritmuskontroll, ami a normal sinus ritmus helyreéllitasat és

fenntartasat célozza.

2.3.4.1 Stroke prevencio: antikoagulalas

kérdése (203). A stroke rizikdjanak felmérésére kiillonbozé klinikai pontrendszereket
alkalmazhatunk, melyek a terdpids dontéshozatalt segitik. Kordbban leginkdbb a CHADS»
klinikai pontrendszert alkalmaztak a stroke rizikojanak becslésére. Az ijabb ajanlasok szerint
a stroke rizikdjanak megitélésére a CHADS: skala tovabbfejlesztett valtozata, a CHA2DS,-
VASc pontrendszer a legalkalmasabb (6. tablazat), mely a rizikotényezdket sulyozott
mértékben veszi figyelembe (204). Alacsony stroke-riziko esetén (férfiaknal 0 pont, ndknél 1
pont) nem sziikséges antitrombotikus terapidt alkalmazni. Ennél magasabb pontértékek esetén
antikoagulalas javasolt, mely lehet K-vitamin antagonista (VKA) (ha a terapids tartomanyban
toltott idé >70%, INR: 2-3), ill. direkt oralis antikoagulans (DOAC): faktor Xa inhibitor vagy
direkt trombin inhibitor (203, 205). VKA alkalmazasaval a stroke rizikoja 64%-kal (206), az
Osszmortalitds pedig 26%-kal csokkenthetd. Ezzel szemben a trombocitagatld terdpia
alkalmazésa a stroke kockéazatat mindossze 22%-kal csokkenti, az 6sszmortalitast pedig nem
csokkenti szignifikdns mértékben (203). A DOAC ¢és VKA terapidkat pitvarfibrillald
betegekben 0sszehasonlitd fazis II1. klinikai vizsgédlatok eredményeinek metaanalizise szerint a
DOAC terapia a stroke és tromboembolias események kockéazatat tovabbi 19%-kal csokkentette
a VKA terdpidhoz képest (207). A legtjabb eurdpai irdnyelvek ezen eredmények alapjan a
DOAC alkalmazésat részesitik elonyben a VKA terapiaval szemben (208).

A HAS-BLED pontrendszer a vérzési kockazat becslésére szolgal (6. tablazat), magas kockazat
(>3 pont) esetén az antitrombotikus terapia dézisa csokkentendd, a potencidlisan reverzibilis

vérzéses kockazatot novelo faktorok kezelendok (209).

Egyes ajanldsok szerint, a pitvarfibrillaicidban alkalmazott klinikai rizikobecsld skalak
kiegészitése biomarkerekkel (pl. endothel kdrosodast jelzé vagy protrombotikus allapotot jelzd

biomarkerekkel) tovabb novelhetné azok prognosztikus értékét, azonban ilyen kezdeményezés
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egyelére még nem implementalodott a klinikai gyakorlatba (181).

6. tablazat. Pitvarfibrillacioban alkalmazott klinikai rizikobecslo skalak

Klinikai pontrendszer Leiras

CHADS; pontrendszer congestiv szivelégtelenség (1 pont), hipertonia (1 pont),
kor >75 év (1 pont), diabetes mellitus (1 pont), stroke/TTA
(2 pont)

CHA,DS;-VASc pontrendszer szivelégtelenség (1 pont), hipertonia (1 pont), >75 éves kor

(2 pont), diabetes mellitus (1 pont), stroke, TIA (2 pont),
vaszkularis betegség (periférias artérias betegség, aorta
plakk) (1 pont), 65-74 éves kor (1 pont), néi nem (1 pont)

HAS-BLED pontrendszer hipertonia (1 pont); koros vese és maj funkcio (1-1 pont);
korabbi stroke (1 pont); korabbi major vérzés vagy vérzési
hajlam (1 pont); labilis INR: <60% a terapias
tartomanyban (1 pont); >65 éves kor (1 pont); korabbi
tulzott alkoholfogyasztas, vérzéses kockazatot noveld
gyogyszer alkalmazasa: trombocitagatld, nem szteroid
gyulladasgatld (1-1 pont)

Stroke rizikd becslése CHADS: pontrendszer és CHA,DS,-VASc pontrendszer segitségével (204),

vérzési kockazat becslése HAS-BLED pontrendszer segitségével (209).

2.3.4.2 Farmakologiai ritmus- és frekvenciakontroll

Akut és hosszu tava gydgyszeres frekvencia kontroll céljabol alkalmazhatd bradikardizald
szerek a béta-blokkolok, a non-dihidropiridin tipusu kalcium-csatorna blokkolok és a digitalisz.
Akut ritmuskontroll céljabol gydgyszeres €s elektromos kardioverzio végezhetd, hosszl tava
ritmuskontroll céljabol antiarrhytmias szerek alkalmazhatok. A sinus ritmus 1 éven keresztiil
torténd fenntartdsdnak esélye a rendelkezésre allo gydgyszerek mellett azonban nem haladja
meg az 50%-ot (210). Ez a korlatozott hatékonysag magyardzza a nem gyogyszeres modszerek,

elsdsorban a katéterablacios kezelések fontossagat és 1étjogosultsagat.

2.3.4.3 A pulmonadlis véna izoldacio

A pitvarfibrillacio transzkatéteres kezelésének sarokkove a tiidovéndk, ill. az azokba bekuszo
pitvari izomrostok €s a bal pitvar elektromos izolacidja. Katéteres ablacido nem toleralt vagy
sikertelen antiarrhytmids gydgyszeres kezelést kovetden paroxysmalis, persistens és hosszan
fennalld persistens pitvarfibrillacié kezelésekor indikalt. Els6vonalbeli terapiaként
alkalmazhato tiinettel jard paroxysmalis pitvarfibrillacié esetén (203).

A Kkatéterablacios technikdk kifejlesztésével lehetdvé valt a pitvarfibrillacio triggereinek
izolalasa és eliminalasa, fenntartd palydinak modositasa. Leggyakrabban a pulmonalis vénak
szdjadékaban talalhatok a triggerek, azonban hosszan tartdé pitvarfibrillaciokor egyéb

elektrofiziologiai és strukturalis valtozasok kovetkeznek be, melyek fogékonnya teszik a pitvart
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a pitvarfibrillaci6 fenntartdsara. Ezért a pulmonalis vénaszajadékok kizarolagos izolalasa csak
paroxysmalis pitvarfibrillicioban eredményes. Persistens vagy hosszan fennalld persistens
pitvarfibrillaciéd esetén kiterjedtebb ablacid sziikséges. A bal flilcsébdl szdrmazod triggerek
gyakoriak nem paroxysmalis pitvarfibrillaciondl, izolaciojuk csokkenti a pitvarfibrillacid
visszatérését ablacio utan (203).

A katéterablacios technikakat folyamatosan fejlesztik. A beavatkozas sordn a vena femoralison
keresztiili behatolast kdvetden katétert vezetnek a jobb pitvarba, ahol a pitvari septum
punkcidjat kdvetden jutnak a bal pitvar iiregébe, felkeresve a tiidovénak szajadékat. Elsoként a
radiofrekvencias elvli katéter terjedt el, mely fokalis laesiokat, myocardialis nekrézisokat hoz
létre (point-by-point technika) (203). A beavatkozas technikai részét nagyban konnyitette,
ezaltal a beavatkozas id6tartamat jelentdsen roviditette a fazisos radiofrekvencias multielektrod
ballon) technikaval szintén jelentdsen konnyebben lehet a pulmonalis vénak szajadékat izolalni
a point-by-point technikdhoz képest (212) (19. édbra). A cryoballon ablacié kapcsan ritkdbban
jelentkezik sulyos komplikacié (pl. tamponad, vena pulmonalis stenosis, tromboembolia) a
radiofrekvencids ablaciohoz képest (212). A katéterablacid sikeressége a pitvarfibrillacio
tipusatol, tarsbetegségek jelenlététdl és az operald orvos tapasztaltsagatol is fligg. Normalis
szivfunkcioval és struktirdval tarsuld, paroxysmalis pitvarfibrillacio esetén a legjobb az
egyszeri beavatkozas sikerességi rataja (60-97%), emiatt Gjabban a cryoballon ablacié akar
elsdvonalbeli kezelésként is ajanlott paroxysmalis pitvarfibrillacié esetén (213). Persistens ¢és
hosszl ideje fennalld persistens pitvarfibrillacid esetén az egyszeri ablacid sikerességi ratdja

45-60% (203).

bal pitvar elérési Gtvonala

19. abra. A vena pulmonalis cryoballon abliciéja pitvarfibrilliciéban. Forras: Kuck KH et al, N
Engl J Med, 2016 alapjan (214)
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2.3.4.4 A periproceduralis antikoaguldlas

A pitvarfibrillaci6 transzkatéteres kezelése egy komplex beavatkozas, amelyet olyan
betegeknél hajtanak végre, akiknél a tromboembolias szovédmények, koztiik a stroke eleve
magasabb kockézatu, mint a nem pitvarfibrillalé betegeknél. Ezért nem meglepd, hogy a
cerebrovaszkularis szovodmények a pitvarfibrillacié ablacid kezdete ota a legrettegettebb
szovodmények kozé tartoznak (215). Irodalmi adatok alapjan a tromboembolias
(cerebrovaszkularis) szovodmények aradnya a transzkatéteres beavatkozast kdvetden jellemzden
1% korili vagy az alatti (216, 217). Hatterében legvaldsziniibb okként a bal pitvari
endokardidlis szovetsériilés kovetkeztében kialakult hiperkoagulabilitas all. A posztoperativ
manifeszt cerebralis embolizaci6é mellett eléfordulhat tiinetmentes, klinikailag néma cerebralis
ischaemia (Silent Cerebral Ischemia: SCI), ami a pitvarfibrillacié ablaciot kovetd 48 oran beliil
elvégzett diffuzios MR (DW-MRI: Diffusion-Weighted Magnetic Resonance Imaging)
vizsgalattal kimutathatd, mint kis kiterjedésti fehérallomany 1€zi6, ami az ablacid el6tt még nem
volt detektalhatd (218). A pitvarfibrillacidé ablacido utani SCI eléfordulasat tobb vizsgalat
megerdsitette, gyakorisdgat 5-40% kozott igazoltak (219-221). A SCI jelentdsége bar vitatott,

nem zarhato ki esetleges szerepe a betegek kognitiv funkcidjanak hosszu tavi romlasaban.

crer

iranyelvek az elmult években modosultak. A 2008-as €s 2010-es irdnyelvek javasoltak az oralis
antikoagulans terdpia atmeneti felfliggesztését a katéterablacio el6tt, a beavatkozas eldtti napig,
a beavatkozas alatt pedig heparin adéasat javasoltdk (222, 223). A legujabb ajanlasok nem
javasoljak az oralis antikoagulansok felfiiggesztését, hanem a periproceduralis tromboembolids
rizikd miatt a katéteres ablacid elétt (VKA/DOAC), alatt (heparin) és utan (VKA/DOAC)
trombozis profilaxis folytatasat javasoljak (205, 222). Ezen legujabb iranyelvek szerint a
beavatkozéas utdn minimum 2-3 hdnapig ajanlott oralis antikoaguldlasban részesiteni a beteget.
Ez utan a stroke rizikdja alapjan itélendé meg a terapia folytatdsanak sziikségessége (CHA2DS»-

VASc: >1 férfiaknal és >2 ndk esetén) (222).

A periproceduralis antikoagulaldssal kapcsolatos szemléletvaltozas lassan formalddott az
elmult évtizedben, melynek hatterében tobb ok all, koztiik a biztonsagra valod torekvés. A
beavatkozas soran alkalmazott heparin, a transseptalis szlras és a vékony falu pitvarban torténd
katéter manipulaciok, ill. az ablacios energia leadédsa egyiittesen akar ¢letveszélyes vérzéses
szovodmény veszElyét rejtheti, mely teoretikusan barmilyen preoperativ antikoagulans
folyamatos adasa ellen szol. Ezen aggodalmak ellenére randomizalt klinikai vizsgalatok a

perioperativ iddszakban terapias doézisban folyamatosan adott VKA tipust antikoagulansok
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biztonsagossagat és folényét igazoltdk a stroke rizikd csokkenésére nézve (224, 225). A
kozelmultban végzett szamos kiillonbozoé esetszdmu és tervezésii kutatds, ill. metaanalizisek
eredménye alapjan a direkt oralis FXa, ill. direkt trombin gatlok folyamatos (,,uninterrupted’)
antikoagulalasi stratégia szerinti alkalmazédsa legalabb azonos mértékli vagy nagyobb
biztonsagot nyujtottak a megszakitas nélkiili VKA stratégidhoz képest, hasonld hatdsossag
mellett, de az irodalomban néhany ellentmondéasos vizsgalat is fellelhetd (226-229). Egy
multicentrikus, nem randomizalt obszervacids vizsgéalatban a tromboembolids és a vérzéses
szOvodmények aranya is statisztikailag szignifikansan magasabb volt a folyamatosan adagolt
dabigatran alkalmazasakor, szemben a hasonloképpen alkalmazott VKA kezeléssel (228). A
dabigatran folyamatos addsa mellett végzett randomizalt kontrollalt tanulmanyokban viszont
szignifikansan kevesebb vérzéses szovodményrdl szamoltak be a folyamatos VKA terapidval
Osszehasonlitva, de Gjabban a ,,minimalisan megszakitott” DOAC alkalmazéasanak lehetdsége

is felmeriil (226, 227, 230).

Feltételezhetjiik, hogy a katéterablacios beavatkozas sordn bekdvetkez6 endothel karosodas, ill.
lokalis hemosztazis aktivacio mértékét az intrakardidlisan vett vérminta pontosabban
tiikrozheti, mint a periférias vénas vérmintdbdl nyert mérési adatok. Vélhetéen a mintavétel
nehézségeibdl addéddan azonban a kiilonbdz0 preproceduralis antikoaguldlasi stratégiak
kozvetlen hatdsait az ablacios beavatkozéds alatt intrakardialis mintdkbol kordbban nem

vizsgaltak, munkacsoportunk vizsgalta eldszor (lasd Eredmények).
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3 CELKITUZESEK

Munkénk sordn harom témakorben vizsgéltuk az ischaemids cerebrovaszkularis korképek
kezelésére, ill. megel6zésére alkalmazott hemosztazis terdpidk (intravénas trombolizis,
trombocitagatld terdpia, antikoagulans terdpia) hatékonysdgat komplex hemosztazis

diagnosztikai modszerek, biokémiai vizsgalatok, ill. obszervacios klinikai vizsgalatok révén.

Részleteiben:
I/ Hemosztazis vizsgalatok AIS betegekben az intravénas trombolizis kimenetelének
érdekében.

1. Intravénas trombolizisben részesiild, AIS betegekben célul tiiztiik ki megvizsgalni, hogy
hogyan valtozik egyes hemosztazis markerek, fibrinolitikus faktorok szintje a
trombolizis soran, és a kiilonbozd iddpontokban mért laboratdériumi eredmények
Osszefiiggésbe hozhatok-e a terapia hatastalansagaval? A legfontosabb fibrinolizis
regulatorok (FXII, o2-PI, ill. PAI-1) gyakori polimorfizmusai befolyasoljak-e a
trombolizis kimenetelét és a vérzéses szovodmények kialakulasat?

2. Azagyi ereket elzar6 alvadék mérete vagy az egyes fibrinolitikus fehérjék szintje mutat-
e szorosabb Osszefiiggést az intravénas trombolizis kimenetelével?

3. Mivel a lizdland6 alvadék mérete a trombolizis egyik f6 korlatja, célunk volt
megvizsgalni in vivo ill. in vitro kisérletekben, hogy a FXIII-A p.Val34Leu

polimorfizmusa befolyasolja-e a celluléris elemeket is tartalmazé vérrogok tomegét?

alvadékba valo beépiilésének mértékére? Uj modszert fejlesztettiink ki az alvadékba
beépiild a2-PI mennyiségének meghatarozéasara, és teszteltik a modszert intravénas
trombolizisben részesiild AIS betegekben, dsszefiiggést keresve a lizis kimenetelével.
5. A globdalis hemosztazis ill. fibrinolizis tesztek (trombin generacid, alvadék lizis
vizsgalat, ill. egy altalunk leirt 0j, modositott alvadék lizis vizsgalat) kozott van-e olyan,
amely eldrejelzi a hemorrhagias transzformaci6 kialakuldsat intravénas trombolizisben
részesiilo AIS betegekben? A mddszereket nem traumas intracerebralis vérzéses stroke-
ot elszenvedett betegek felvételi plazmamintéiban is teszteltiik, 6sszefliggést keresve a
modszerek eredménye és a hemorrhagias stroke sulyossaga, a hematoma térfogata, a

stroke kimenetele kozott.
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11/ Hemosztazis vizsgalatok a vérlemezke gatlo terapiak hatastalansaganak felismerésére.

1.

Célunk volt olyan laboratériumi teszt kidolgozéasa, amely specifikus a clopidogrel
P2Y12 ADP receptort gatlo hatasara, emellett konnyen kivitelezhetd, olcso és széles
korben elvégezhetd. Clopidogrel monoterapian 1évo, ischaemids stroke-ot szenvedett
betegekben a kidolgozott tesztet Gsszehasonlitottuk a clopidogrel hatdstalansaganak
tesztelésére alkalmas egyéb laboratoriumi tesztekkel.

Aszpirin monoterapidn ¢s clopidogrel monoterdpian 1évé betegek vérmintdinak
vizsgalataval kivantuk megfigyelni, hogy az aszpirin mely clopidogrel monitorozasra
alkalmas laboratériumi teszt eredményét befolyasolja és forditva, a clopidogrel mely

aszpirin monitorozasra hasznalatos laboratdriumi teszt eredményére van hatassal.

111/ Hemosztazis vizsgalatok pitvarfibrillalo betegekben a tromboembolias szovodmények

(stroke riziko) jobb megértése érdekében.

1.

Pitvarfibrillalé betegek ¢és nem pitvarfibrillalé kontrollok periférids vérbdl nyert és
intrakardialis (bal pitvari és bal fiilcsei) vérmintainak 0sszehasonlitdsaval célunk volt
olyan hemosztazis és fibrinolizis eltérések azonositasa, amelyek magyarazzdk a
lokalisan fokozott tromboembolias rizikot.

Célul taztiik ki a pitvarfibrillacio transzkatéteres ablacioja soran alkalmazott kiillonb6z6
antikoagulacios stratégiak koagulaciora és fibrinolizisre kifejtett hatasanak vizsgalatat
a beavatkozas el6tt ill. utdn vett bal pitvari vérmintakbol, az optimalis preproceduralis

antikoagulacids stratégia hemosztazis biokémiai nyomait keresve.
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4 BETEGEK ES MODSZEREK

4.1 Hemosztazis vizsgalatok akut ischaemias stroke betegekben az

intravénas trombolizis kimenetelének vizsgalatara

4.1.1 Betegek bevonasa

Harom prospektiv, obszervacios tanulmanyt végeztiink, a Debreceni Egyetem Neuroldgiai
Klinik4javal kollaborélva. Az els6 két tanulmany esetén a stroke kezdetétdl szamitott legfeljebb
4,5 oran belill intravénas trombolizis kezelésben részesiilt AIS betegek keriiltek bevalogatasra,
fiiggetlentil attol, hogy a stroke milyen érellatasi teriiletet érintett. Az els tanulméanyba a
betegek bevalogatasa 2011 marciusatdl 2013 januarig tartott, a masodik tanulmany esetén a
betegek bevalogatasa folytatodott és 2016 szeptember - 2019 4prilis kozott tovabbi betegek
kertiltek be a vizsgalatba (a 2016 szeptember - 2019 aprilis kozott bevont betegek kohorszat
kiilon is vizsgaltuk). A harmadik, eset-kontroll tipust tanulmanyba kizarolag anterior keringést
érintd, AIS betegek keriiltek bevalogatasra. Az eset-kontroll tanulmény esetén minden LVO-t
szenvedett beteghez (clot burden score, CBS: 0-9) egy ¢életkorban és nemben illesztett LVO
nélkili (CBS: 10) beteget parositottunk. A betegeket 519 nem konszekutiv AIS beteg koziil
valasztottuk ki, akiket 59 honap alatt vettek fel a Debreceni Egyetem Neuroldgiai Klinikara
2011 és 2020 kozott.

A betegek kezelése a vizsgalat teljes id6tartama alatt egységes volt. A neurologusok
valamennyi beteg bevalasztasanal az aktualis ESO iranyelv bevondsi és kizarasi kritériumait
hasznaltak (139). Minden beteg intravénas trombolizisben részesiilt standard protokoll alapjan
a 4,5 oras terapias idéablakon beliil rt-PA alkalmazasaval (139). A bevont betegek koziil senki
sem részesiilt mechanikus trombektoémiaban: a beavatkozés vagy nem volt elérhetd a vizsgélati
idészakban, vagy a beteg nem volt alkalmas a beavatkozasra. Az AIS jelenlétét a klinikai
tiinetek jelenléte és a képalkotd eljarasok eredményei alapjan diagnosztizaltdk CT és CTA
segitségével. A felvételkor és a lizis utan 24 oraval készitett CT-felvételeket harom fiiggetlen
radiologus elemezte a vizsgélatok sordn, és meghataroztadk az ASPECTS értékeket (136).
Minden betegnél regisztraltak a tlinetek jelentkezésének idépontjat, az alapvetd demografiai és
klinikai jellemzdket (életkor, nem, BMI, korabbi gydgyszerek, cerebro- €s kardiovaszkularis
betegségek jelenléte, rizikotényezok, beleértve a dohanyzast, stb.). A neuroldgiai tiinetek
sulyossagat a klinikusok az NIHSS pontrendszer alapjan itélték meg négy kiilonbozo

idépontban: a beteg felvételekor, 2 oraval, 24 éraval és 7 nappal a trombolizis utan (133). A
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crer

hemorrhagiés transzformdaciot tiinettel jard (SICH: szimptomatikus intrakranialis hemorrhagia)
vagy tiinettel nem jaré (aSICH: aszimptomatikus intrakranialis hemorrhagia) vérzésként
hataroztak meg az ECASS II (European Cooperative Acute Stroke Study II) kritériumai szerint.
Tiinettel jar6 hemorrhagias transzformacio alatt azt értettiik, ha a neuroldgiai tiinetek >4 ponttal
romlottak a NIHSS pontrendszer szerint, és a roml6 allapot hatterében a hemorrhagias
elvaltozasok voltak valosziniisithetdk (231). A betegek hossza tava funkcionalis kimenetelét 3

honappal az eseményt kdvetden a mRS hasznalataval allapitottdk meg (232).
A tanulmdny soran a kovetkezd kimeneteleket vizsgaltuk:

1. Rovid tavu kimenetel az eseményt koveto 7. napon: az NIHSS pontszam legalabb 4 ponttal
valé csokkenését vagy O-ra torténd csokkenését értékeltik kedvezd kimenetelként
(neuroldgiai javulds), mig az NIHSS pontszam legalabb 4 ponttal torténd ndvekedését
kedvezdtlen kimenetelnek tekintettiik (232, 233).

2. Hosszu tavu kimenetel az eseményt kéveto 90. napon: az mRS 0-2 értékeket definialtuk
kedvezd hosszl tavl kimenetelként, ill. egyes vizsgalatok esetén a legkedvezdbb kimenetell
mRS 0-1 csoportot kiilon vizsgéltuk (154, 234).

3. Terapiaval osszefiiggo intracerebralis verzés (ICH): SICH vagy aSICH az ECASS 11

kritériumai szerint, a lizist kovetd napon (231).
4.1.2 Mintagyiijtés és laboratoriumi vizsgalatok

Minden betegtdl periférids vérmintat gyljtottiink felvételkor (az rt-PA infuzid6 megkezdése
elott) és 24 oraval a lizis utan. A betegek egy részében (n=131, 2011-2013 kozott) kozvetlentil
az rt-PA teljes dozisanak beaddsa utan is tortént mintavétel. A rutin laboratoriumi vizsgéalatok
(ionok, gliikkdzszint, vese- és majfunkcios vizsgalatok, nagy érzékenységti C reaktiv fehérje
meghatarozas, vérkép) standard laboratériumi modszerek segitségével torténtek (Roche
Diagnostics, Mannheim, Németorszag és Sysmex Europe GmbH, Hamburg, Németorszag) a
Debreceni Egyetem Laboratoriumi Medicina Intézetében.

A specifikus hemosztazis tesztek elvégzéséhez a 0,109 M natrium-citratot (Becton Dickinson,
Franklin Lane, NJ) ill. natrium-citratot, teofillint, adenozint és dipyridamolt tartalmazo
csovekbe (Vacuette CTAD csovek, Greiner Bio-One, Ausztria) gyiijtott vérmintdkat a
mintavételt kovetden azonnal feldolgoztuk (kétszer centrifugaltuk 1500 g-vel,

szobahdémérsékleten 15 percig). A véralvadas szlirdvizsgalatai (PI, APTI, TI) és a fibrinogén
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szint Clauss modszer szerinti meghatarozasa BCS koagulométerrel torténtek a gyari protokoll
Iépéseit kovetve (Siemens Healthcare Diagnostic Products, Marburg, Németorszag). A
specialis hemosztazis tényezdk ¢€s fibrinolitikus markerek meghatidrozdsahoz a citrattal
alvadasgatolt plazma mintak alikvotjait egyedi koddal jeloltiik, és -80 °C-on taroltuk a mérések
elvégzéséig. A DNS izolalast citrattal alvadasgatolt mintavételi csdbe vett vérmintak hatarréteg
sejtjeibdl (buffy coat) végeztiik a QIAamp DNA Blood Mini Kit segitségével, a gyarto leirasat

kovetve (Qiagen, Hilden, Németorszag).

4.1.3 VWF antigén és FVIII aktivitas meghatarozasa

A VWF antigén szintek meghatarozasa (Siemens Healthcare Diagnostic Products, Marburg,
Németorszag, referencia tartoméany: 50-160%) immunturbidimetrids modszerrel tortént. A
reagensben a VWF ellenes specifikus antitestek kovalens modon polisztirén részecskékhez
vannak kotve. A plazma minta VWF tartalma az antitestekhez kotddve a polisztirén részecskék
meghatdrozasa kromogén modszerrel (Siemens Healthcare Diagnostic Products, Marburg,
Németorszag, referencia tartomany: 60-168%) tortént. A plazmamintaban 1évé FVIII aktivalasa
trombin hozzaadéasaval térténik. A FVIIIa, a FIXa, foszfolipidek és Ca?* jelenlétében katalizalja
a FX aktivalodasat. A FXa aktivitasanak mérése specifikus p-nitroanilid szubsztrattal torténik.
A 405 nm-en fotometriasan detektalt p-nitroanilin felszabadulasanak kezdeti sebessége aranyos
a FX aktivitasaval, igy a minta FVIII aktivitasaval. A méréseket Siemens BCS koagulométeren

végeztik a gyartd utasitasai alapjan.

4.1.4 FXIII aktivitas, FXIII-A;B, antigénszintek és fobb FXIII polimorfizmusok

meghatarozasa

A plazma FXIII aktivitas szinteket ammonia felszabadulason alapul6 teszttel hataroztuk meg
egy kereskedelmi forgalomban kaphat6 reagenskészlettel (REA-chrom FXIII kit, Reanal-ker,
Budapest, Magyarorszag, referencia tartomany: 69-143%, CV: 3,8%) (235). A FXIII-A;B>
antigénszinteket szendvics ELISA modszerrel hatdroztuk meg, amely a B alegység elleni
biotinizalt monoklondlis befogd antitestbdl és az A alegység elleni peroxidézzal jelolt
monoklondlis antitestbdl allt (referencia tartomany: 14-28 mg/L, CV: 2,0%) (236). A FXIII-A
p-Val34Leu (c.103G>T; rs5985), FXIII-A p.Tyr204Phe (c.614A>T; rs3024477), FXIII-B
p.His95Arg (c.344G>A; rs6003) és FXIII-B intron K (IVS11 ¢.1952+144C>G; 1s12134960)
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polimorfizmusait tanszékiink laboratoriumdban bedllitott valos idejii PCR-moddszerekkel
hataroztuk meg fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET) detektalas és olvadasi gorbe
elemzése segitségével LightCycler® 480 késziiléken (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Németorszag) (237, 238).

4.1.5 «2-PI aktivitas, a2-PI antigénszintek és az a2-PI Arg6Trp polimorfizmus

vizsgalata

Az a2-PI aktivitast kromogén tesztben BCS koagulométeren hatdroztuk meg, a gyartd
utasitasait kovetve (Berichrom o2-PI aktivitds, Siemens Healthcare Diagnostic Products,
Marburg, Németorszag, referencia tartomany: 80-120%). A vizsgalat elve a kdvetkezd: az a2-
PI-t tartalmazdé betegplazmat inkubdljuk a plazmint feleslegben tartalmazd reagenssel. A
plazmin gyorsan inaktivalodik az a2-PI hatdséara, és a maradék plazmin aktivitast a plazmin-
specifikus kromogén szubsztrat (D-norvalil-ciklohexilalanil-lizil-nitroanilid) hasitasan alapuld
amidolitikus tesztben mérjiikk. Az a2-PI aktivitds forditottan korreldl az abszorpcid
valtozasaival 405 nm-en. A total a2-PI antigénszintet a tansz¢kiinkdn beallitott in house ELISA
modszerrel mértiikk (239). Ez a vizsgélat az a2-PI minden izoformdjat kimutatja, és nem
befolyasolja a PAP-komplexek jelenléte (a plazma totdl a2-PI antigénszintjének referencia
tartomdnya: 48-85 mg/L). Az 0o2-PI Arg6Trp (rs2070863) polimorfizmust tanszékiink
laboratoriumaban beallitott valos idejii PCR-mddszerrel azonositottuk FRET detektalassal és

olvadasi gorbe elemzésével LightCycler® 480 késziiléken (240).
4.1.6 PAI-1 aktivitas, PAI-1 antigénszintek és a PAI-1 4G/5G polimorfizmus vizsgalata

A PAI-1 aktivitds és antigén szinteket szendvics ELISA esszék segitségével végeztiik
(Technozym PAI-1 Actibind ELISA, referencia tartomany: 1-7 U/mL ¢és Technozym PAI-1
Antigen ELISA, Technoclone, Bécs, Ausztria, referencia tartomany: 7-43 ng/mL). A PAI-1
mérésekhez felhasznalt plazma mintadkat CTAD vérlemezke gatlot is tartalmazo csdvekbe vett
vérmintakbol nyertiik, annak érdekében, hogy vérminta szallitdsa, taroldsa sordn a
vérlemezkékbdl utdlagosan PAI-1 ne szabadulhasson fel. Az Actibind essz¢ kizarolag a szabad,
aktiv PAI-1 meghatarozasara alkalmas. A Technozym PAI-1 antigén essz¢é a szabad, a t-PA-
val komplexben 1év0 és latens PAI-1-et is méri. A PAI-2 vagy mas plazminogén aktivator

inhibitorok nincsenek hatéssal a vizsgalatokra. A PAI-1 4G/5G polimorfizmust a LightMix®
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PAI-1 4G/5G kit segitségével (Roche Diagmostics GmbH, Mannheim, Németorszag) a gyartd

leirasa szerint, LightCycler® 480 késziiléken hataroztuk meg.

4.1.7 Egyéb, specialis koagulacids és fibrinolizis markerek vizsgalata

A plazminogén aktivitds meghatdrozdsa kromogén tesztben tortént (Siemens Healthcare
Diagnostic Products, Marburg, Németorszag, referencia tartomany: 75-150%), Siemens BCS
koagulométeren, a gyartd utasitasai alapjan. A reagensben 1év6 plazminogén streptokinazzal
komplexet képezve enzimatikusan aktiv streptokinaz-plazmin komplexet hoz 1étre, mely egy
kromogén szubsztrat hasitasaval p-nitroanilint szabadit fel. A minta abszorbancia novekedését
405 nm-en kovetjiik, mely ardnyos a kiinduldsi plazminogénszinttel. Valdjaban tehat a
plazminogén aktivalodasat kovetden kialakuld streptokindz-plazmin komplex aktivitasat
vizsgaljuk, a teszt altalanosan elfogadott elnevezése megtévesztd lehet.

A D-dimer szinteket immunturbidimetrids vizsgalattal hatdroztuk meg, szintén BCS
koagulométeren (Siemens Innovance D-dimer, Marburg, Németorszag, diagnosztikai
hatarérték: <0,5 mg FEU/L).

A fibrin monomer kvantitativ meghatarozasat (diagnosztikai hatarérték: <10 mg/L)
immunturbidimetrids modszerrel végeztiik, az Instrumentation Laboratory ACL TOP 500
koagulométerén, a gyarto utasitasai alapjan.

A PAP-komplex meghatarozasdhoz (Technozym PAP complex, Technoclone, Bécs, Ausztria,
referencia tartomdny: 0-514 ng/m) szendvics tipusi enzim immunesszét hasznaltunk. Az
ELISA-lemez felszine olyan monoklondlis antitestekkel fedett, melyek a PAP-komplex
neoantigén részére specifikusak. A neoantigén csak a komplexben fejezddik ki, ezért a PAP-
komplexre specifikus, a neoantigén ellenes antitest nem kotodik a szabad a2-PI-hoz vagy a
plazminogénhez. A detektalast TECAN Infinite m200 tipustt ELISA olvaséval végeztiik.

A TAT-komplex meghatarozasa (Enzygnost TAT micro, Siemens Healthcare Diagnostics,
Marburg, Németorszag, referencia tartomany: <2,0-4,2 pug/L) szendvics tipusi ELISA modszer

segitségével tortént. A detektalast TECAN Infinite m200 tipust ELISA olvasoval végeztiik.

4.1.8 Globalis hemosztazis ill. fibrinolizis tesztek vizsgalata

4.1.8.1 A trombin generacios teszt kivitelezése
A vizsgélat elvégzéséhez a fluoreszcens mérésen alapuld, Thrombinoscope CAT tesztet

hasznaltuk (Calibrated Automated Thrombogram, Diagnostica Stago, Asnicres-sur-Seine,
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Franciaorszag) a gyarto utasitisai szerint. Roviden, 80 pL plazmahoz 20 pL PPP-Reagent™
(tartalma: 5 pM rekombindns szoveti faktor és 4 uM foszfolipid) reagenst adtunk ¢€s az elegyet
10 percig inkubaltuk, U-alju, 96 lyukq, fekete polipropilén mikrolemezt hasznalva (Greiner
Bio-One). Minden minta esetén sajat kalibratort (Thrombin Calibrator™) is hasznaltunk a
szubsztrat fogyasabol adodo fluoreszcens jel korrekcidja €s a plazma-szin variabilitas
korrigalasa érdekében. A trombin generaciot 20 pL Flu-Ca-Kit™ reagens (tartalma:
fluoreszcens szubsztrat és CaCl, tartalma Fluo-Buffer™) hozzdadasaval inditottuk. Minden
minta mérése duplikdtumban tortént. A mérést a Fluoroskan Ascent FL fluoriméteren
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) végeztik, a Thrombinoscope szoftvert
(Diagnostica Stago) hasznalva, mely meghatarozta a trombin generdcios paramétereket: Lag
time (perc): a teszt kezdetétdl a trombin generacid kezdetéig eltelt id6. Peak thrombin (nM): a
legnagyobb trombin aktivitas. Time to peak (perc): a maximalis trombin generacio elérésé¢hez
szlikséges 1d6. ETP (nM*perc): endogén trombin potencial, a gorbe alatti tertilet. Start tail
(perc): a trombin generdcio lecsengésének idopontja. Velocity index (nM/perc): a felszallo

gorbe meredeksége.

4.1.8.2 In vitro alvadeék lizis (CLA) mérések. A modositott CLA (mCLA) modszer kidolgozadsa

Az in vitro alvadék lizis vizsgalat (CLA) soran 96 lyuku mikrotiter lemezen a vizsgalt plazma
mintadkbdl rekombinans szdveti faktorral és foszfolipiddel alvadékot képeztiink, és ezzel
egyidében rt-PA hozzdadéasaval lizist indukaltunk, melyet valés iddben turbidimetrids
modszerrel monitoroztunk. Az altalunk alkalmazott vizsgalati koriilmények alapjaul mar
megjelent publikdciok metodikai szolgaltak (109, 241-244). A mérések soran két kisérleti
beallitast alkalmaztunk, mindkét mddszer soran valamennyi mintat négy parhuzamos méréssel
vizsgaltunk. A kovetkezOkben leirt valamennyi koncentracid végkoncentraciot jelent. A
betegek plazmamintait a kisérletek elvégzése eldtt 10 percig 37 °C-os vizflirdében olvasztottuk
fel. Az els6 kisérleti elrendezésben (CLA) a citrattal alvadasgatolt mintakhoz 1000-szeresre
higitott rekombinans human szoveti faktort és foszfolipidet tartalmazd reagenst (Innovin,
Siemens, Marburg, Németorszag) ¢és 100 ng/mL rt-PA-t (Alteplase, Boehringer Ingelheim,
Ingelheim, Németorszag) adtunk HEPES pufferben (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0,05%
Tween 20, pH:7,4). A mésodik kisérleti elrendezésben a mintaoldathoz 150 pg/mL sejtmentes,
szabad tisztitott DNS-t (cfDNA, borju thymus DNS, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németorszag)
¢s 50 pg/mL hisztont (borju thymus, TIII S, Calbiochem, La Jolla, Ca, USA) adtunk imitalva a
NET-ek jelenlétét (modositott CLA, mCLA). A cfDNA és hiszton optimalis koncentraciojat az

irodalomban leirt elékisérletek alapjan allitottuk be, ahol a hiszton (50 pg/mL) és a kiilonb6zo
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ey

tisztitott kisérleti koriilmények kozott (31). A plazma mintdk megalvasztasat mindkét kisérleti
elrendezésben az automata altal injektalt CaCl-ot tartalmazo (21 mM) HEPES pufferrel
inicidltuk. A mintdk abszorbancidjat 340 nm hullimhosszon, 37 °C-on detektaltuk TECAN
Infinite m200 mikrolemez olvasd segitségével. Az alvadék lizis gorbék analizisét a Shiny App
ClotlysisCL online kiértékeld szoftver segitségével végeztiik (245). Mindkét kisérleti modszer
soran kapott turbidimetrias gorbék esetén a kovetkezd paramétereket szamoltuk ki: maximalis
abszorbancia, a maximalis abszorbancia elérésé¢hez sziikséges 1dd, kiilonb6zd idépontokban
meghatarozott alvadék lizis id6k (CLT): 10%CLT, 50%CLT, 90%CLT, és a gorbe alatti teriilet
(CLA AUC). A kiilonboz6 idépontokban meghatarozott alvadék lizis id6ket Gigy hataroztuk
meg, hogy a maximalis turbiditas 10%, 50% vagy 90%-ahoz tartoz6 idépontok ill. a maximalis
turbiditas elérését kovetden a vonatkozod 10%, 50% vagy 90%-os abszorbancia csokkenés
iddpontok kozotti idétartamokat vettiik figyelembe. Az analitikai pontossagot mindkét kisérleti
elrendezés soran meghataroztuk a Clinical and Laboratory Standards Institutes (CLSI
dokumentum, EPO05-A3) irdnyelvei alapjan (246). A pontossdg meghatarozasa egészséges
onkéntesektdl szarmazd plazma mintakbdl tortént, a kisérleteket 20 napig végeztik 4
parhuzamosban mérve. A sorozaton beliili és a laboratoriumon beliili pontossag meghatarozasa
soran a variacioés koefficiens 8,6 és 8,9%-nak adodott, mindkét kisérleti bedllitds soran. Egy
egészséges Onkéntes 4 parhuzamos plazmamintdin elvégzett CLA és mCLA mérés soran

detektalt reprezentativ turbidimetrias gorbék és fobb paramétereik az 20. abran lathatdak.
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20. abra. In vitro alvadék lizis mdédszer (CLA) és mddositott in vitro alvadék lizis modszer,
hozzaadott sejtmentes DNS (cfDNA) és hiszton jelenlétével (modositott CLA, mCLA). Az abran a
CLA mérés alvadék lizis gorbéi (A) és az mCLA turbidimetrias gorbéi (B) ill. a gorbe fobb paraméterei
lathatok. A kiilonb6z0 szinek ugyanazon plazmamintanak a 4 parhuzamos mérését mutatjak egy mérési
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sorozaton beliil. AUC: gorbe alatti teriilet, 10%CLT: 10% alvadék lizis id6, 50%CLT: 50% alvadék lizis
1d6, 90%CLT: 90% alvadék lizis id6

4.1.9 Nem traumas intracerebralis vérzéses stroke-ot elszenvedett betegek vizsgalata

globalis hemosztazis ill. fibrinolizis tesztek révén

A fent listazott globalis hemosztazis ill. fibrinolizis teszteket (trombin generacido, CLA
vizsgalatok) egy prospektiv obszervacios tanulméany keretein belill nem traumds ICH-t
elszenvedett betegek plazmamintdin is teszteltiik, a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont
Neurologiai Klinikajaval kollaboracidban. A betegek bevalogatiasa a tanulmanyba 2017
juniusadban kezdddott és 2020 szeptemberéig tartott (IRONHEART vizsgalat). A vizsgalat
klinikai protokollja publikalasra keriilt (247). A vizsgalatba bevont betegek 18. életéviiket
betdltott, CT-vel igazolt nem traumads intracerebralis vérzéses stroke-ot szenvedett személyek
voltak. Kizérasi kritériumok kozé tartozott az agyi aneurysma, AV malforméciok, epiduralis
hematoma, subdurdlis hematoma, malignus elvéltozasok, stlyos madj- és vesekarosodas,
hemorrhagias diathesis és a SARS-CoV-2 virusfertézés jelenléte. Az ICH jelenlétének
igazolasa a klinikai tiineteken alapulé komplex neuroldgiai vizsgélatok mellett CT-vel tortént.
A CT vizsgalatokat az eseményt kovetd 14. és 30. napon megismételtéek. A CT felvételek
elemzését 3 fliggetlen radioldégus végezte, akik a radiografiai jellemzdket és a becsiilt
vérzésvolumen értékeket is rogzitették (248). A neurologusok emellett szamos klinikai és
demografiai adatot regisztraltak (tlinetek jelentkezésének ideje, kor, nem, gyogyszerek,
cerebro- és kardiovaszkularis kortorténet, cerebrovaszkularis rizikd faktorok, dohdnyzas) a
koérhazba keriilés pillanatdban. A stroke stlyossdganak meghatarozasdra az NIHSS
skalarendszert alkalmaztak, felvételkor és az eseményt kdvetd 7. napon (133). A mortalitas
veszélyének becslésére a klinikusok az ICH score pontrendszert alkalmaztdk minden beteg
esetén (249). A betegek hosszu tavu funkciondlis kimenetelének értékelésére az mRS
pontrendszert hasznaltak (250). 2020 marciusatol, vagyis a COVID-19 fertdzés magyarorszagi
megjelenésétdl szamitva, minden ICH beteg esetében odafigyeltek a virusfert6zés jelenlétére
mar a korhazi felvételtdl egészen a 3 honapos kovetési idOszakig. Valamennyi beteg esetén
felvételekor orr/garat valadékbol szarmazé RNS mintdbdl reverz transzkripcids polimeraz-
lancreakcid (RT-PCR) vizsgélat tortént a koronavirus jelenlétének kimutatasara/kizarasara.

Mivel a vizsgalat sordn alkalmazott globalis moddszereknek jelenleg nincs hivatalosan
elfogadott referencia tartomdnya, kontrollként egészséges onkéntesek csoportjat is vizsgaltuk.

Minden bevélogatott Onkéntes 18. ¢letévét betoltott személy, akinél az artérids
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magasvérnyomdson kiviil mas alapbetegség a korelézményben nem szerepelt, valamint a

csaladtorténetben vénas, vagy artérids trombotikus esemény nem szerepelt.
A tanulmany soran a kovetkezd kimeneteleket vizsgaltuk:

1. Mortalitdas: az eseményt kovetd 14. és 90. napig.
2. Hosszu tavu funkcionalis kimenetel: az mRS érték alapjan 90 nappal az eseményt

kovetden. Kedvezd hosszu tavu kimenetelként értékeltiik az mRS 0-1 értékeket (234, 250).

4.2 Experimentalis vizsgalatok a fibrinolizis regulaciojanak jobb

megértése érdekében

4.2.1 A FXIII-A p.Val34Leu polimorfizmus hatasanak tanulmanyozasa a cellularis

elemeket is tartalmazo vérrogok sulyara

4.2.1.1 Vizsgalati alanyok

A kisérleteket Prof. Alisa Wolberg (University of North Carolina at Chapel Hill, USA)
munkacsoportjaval kollaboracioban végeztilk. Nyolcvanhat egészséges, ismert FXIII-A
p.Val34Leu genotipust (n=40 FXIIIVa/Val n=28 FXIIIVa/tet ¢s n=18 FXIIIWte%) gnkéntest (15
férfi és 71 nd, median életkor: 26; IQR: 23-39 év) valogattunk be a kisérleteinkbe. A
donoroknak nem volt ismert vérzékenységiik, maj- vagy vesebetegségiik, jelentds
belgyogyaszati betegségiik, kizarasi tényezo volt a terhesség, a korelézményben trombdzis ill.
barmilyen gyogyszerhasznalat a vizsgalatot megeldzo két hétben. A véralvadés sziirbtesztjei, a
fibrinogén-, a FXIII aktivitds és antigén szintek minden Onkéntes esetében referencia
tartomanyban voltak (mérési elveket lasd kordbban). A kisérletekhez hasznalt, tisztitott FXIII-
AsBo-t kizarolag FXIITVa/Val 11, FXIIIEewtew donoroktol gytijtott kevert human plazméakbol

preparaltuk intézetliinkben Lorand és munkatarsai modszerei alapjan (251).

4.2.1.2 Sejtes elemeket is tartalmazo, ,, teljes” véralvadékok in vitro vizsgalata

A teljes vért centrifugaltuk (150 g, 20 perc). Egy FXIIIV#'Val genotipust hordozé donortol
vérlemezke dis plazmat (platelet rich plasma, PRP) nyertiink, melyet prosztaglandin-12-vel
kezeltiik (50 ng/mL), majd ujra centrifugaltuk, hogy vérlemezkékben szegény plazmat (platelet
poor plasma: PPP, 700 g, 10 perc) vagy vérlemezkéket (400 g, 20 perc) kapjunk. A vérlemezke-
pelleteket HEPES Tyrode pufferben (15 mM HEPES, 3,3 mM NaH,POs, pH 7,4, 138 mM
NaCl, 2,7 mM KCIl, 1 mM MgCl,, 5,5 mM dextr6z) szuszpendaltuk. A vorosvértesteket O-

negativ donorbol izolaltuk; a voOrdsvértest-frakcidt izolaltuk, -citratos glicin-sooldattal
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haromszori centrifugdlassal (400 g, 5 perc) mostuk. A vérlemezkék és a vordsvértestek
elkészitése és felhasznalasa mindig a kisérlet napjan tortént.

Az elsd kisérletsorozatban tjraszuszpendalt vérlemezkék (10°/uL), mosott vordsvértestek (4,5
x10%uL) és a FXIIMVaVal FXIIVatew  vagy FXIIMWtew  donoroktdl szarmazd PPP
kombinalasaval allitottunk eld teljes vért. Az alvadast szilikonizalt mikrotiter lemez valytiban
valtottuk ki szoveti faktor és foszfolipid (1 pM szoveti faktor, Innovin, Siemens, Marburg,
Németorszag) és CaCl, (10 mM) hozzdadasaval, 37 °C-on. Két ora elteltével a kontrahalt
vérrogoket eltavolitottuk a valyukbol, és sulyukat lemértiik.

A masodik kisérletsorozatban a vérrogok elkészitéséhez a mosott vérlemezkéken (105/uL) és
mosott vorosvértesteken (4,5x10%/uL) kiviil FXIIIT deficiens plazmat hasznaltunk, és tisztitott

FXIITVaVal vagy FXIIIMewteu fehérje (21 pg/mL) hozzdadasaval allitottuk eld a teljes vért.

4.2.2 A FV] ciden mutiacio hatasa a fibrinolizis regulacidjara, az a2-PI alvadékba valo

beépiilésének mértékére

4.2.2.1 Vizsgalati alanyok, mintavétel

Tizenot egészséges, ismert FV genotipusu (5 vad tipusu, 5 FV] eiden heterozigéta, 5 FV] eiden
homozig6ta) onkéntest (3 férfit €s 12 nd, életkoruk: 17-67 év) valogattunk be a kisérleteinkbe.
Kizérasi kritériumot jelentett a személyes anamnézisben szerepld trombozis, vagy
vérzékenységgel jaro korkép. Egyik résztvevOd sem hasznalt antikoagulanst. A véralvadas
szlrdtesztjei, a fibrinogén-, a FXIII aktivitds és antigén szintek minden Onkéntes esetében
referencia tartomanyban voltak (modszereket 1asd kordbban). Tekintettel arra, hogy a FXIII
aktivacio sebességét a FXIII-A p.Val34Leu polimorfizmus is befolyasolja, ezért a
vizsgalatokhoz valamennyi esetben FXIII-A p.Val34Val genotipust egyéneket valasztottunk.
A FV] eiden mutaci6 és a FXIII-A p.Val34Leu polimorfizmus genotipizalasa korabban kozolt,
standard PCR modszerrel tortént. Valamennyi kisérletet megismételtiink izolalt vad tipust FV-

tel ill. FVL eiden-nel kiegészitett FV hianyplazmaban, a FV izolélast kordabban k6zolt modszer

alapjan végeztiik (252). Egyénenként 18 mL vért vettiink a konyokhajlati vénabol 2 mL 0,105
M-os trinatrium-citrat tartalma csébe. A véralvadés intrinsic utjdnak aktivacidjat 50 pg/mL
kukorica tripszin inhibitorral (Gentaur, Brussels, Belgium) gatoltuk, melyet kozvetleniil a
vérvétel utdn adtuk hozzd a teljes vérmennyiséghez. A citrattal alvadasgatolt vérmintakbol
trombocita-depletalt plazmat (PDP) nyertiink (a plazma felsd kétharmadanak kétszeri
centrifugélasa, 1400 g, 20 perc) és hasznaltunk fel kisérleteinkhez.
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4.2.2.2 A FXIII aktivaciojanak és a kovetkezményes fibrin keresztkotések dinamikdjanak a
vizsgalata kiilonbozo FV] ejden genotipusu plazmakban

Mivel plazmaban a FXIII aktivacioja a fibrin felszinén megy végbe, ezért kisérleteinkben a
FXIII aktivaciojat az alvasztas soran nyert fibrinalvadékokban vizsgaltuk. A fibrinalvadékokat
a szoveti faktor utvonal aktivacidja révén nyertiik. Az aktivaciot elvégeztiik rekombinans
human trombomodulin (thTM, American Diagnostica, Stamford, CT) jelenlétében ¢&s
hidnydban egyarant. Az rhTM koncentracio kivéalasztdsanal az volt a célunk, hogy a
trombingeneracié gatlasa megkozelitdleg 50%-os legyen a FV vad tipust plazmakban. A
kisérleteinkhez kivalasztott rthTM koncentraciét (1,5 nM-os végkoncentracio) eldzetes
kisérletek soran teszteltiik FV vad tipust plazmakon, melyekben az thTM jelenléte atlagosan
45,4%-al (40-61%) csokkentette a trombingeneraciot. A fibrin alvadékok képzése soran 150 pL
PPP-hez 40 pL aktivator koktélt €s 10 pL puffert adtunk, s az elegyet 37 °C-on kiilonboz6 ideig
inkubaltuk, majd a reakciot azonos térfogati gatld koktéllal allitottuk le. Az aktivator koktél a
Technothrombin TGA RC Low (Technoclone GmbH, Bécs, Ausztria) volt, melyet 7,5 nM
rthTM-et tartalmazd, vagy nem tartalmaz6 62,5 mM CaClx-ban oldottunk fel. A feloldott
Technothrombin TGA RC Low ~5 pM rekombinans human szoveti faktort, Tris-HEPES-NaCl
keletkezett trombin és FXIIla aktivitdsanak blokkolésara, ill. a fibrinolizis megakadalyozéasara
hasznalt gatlo koktél osszetétele a kovetkezd volt: 20 mM benzamidin, 0,1 mM D- fenilalanil-
L-prolil-L-arginin chloromethil keton (PPACK), 2 mM joédacetamid, 50 mM e-
aminokapronsav, 100 mM NaCl, 50 mM EDTA, 50 mM HEPES puffer (pH 7,5). Az aktivator
koktél altal indukalt reakciot kiillonbozé iddintervallumok utén leéllitottuk. Amennyiben az
adott iddintervallum alatt alvadék képzddott, azt centrifugalassal szeparaltuk, majd haromszor

alaposan atmostuk fizioldgias sooldattal és SDS-PAGE minta-pufferben feloldottuk.

4.2.2.3 SDS-PAGE és Western blotting

Az alvadékokban képzddott fibrin keresztkotéseket (a-polimerek, y-dimerek) SDS-PAGE
technikaval 10%-o0s gélben vizsgaltuk; az elektroforézist kdvetéen a gélen levd fibrint
Coomassie-kék (R250) festékkel tettiik lathatova. A képzddott fibrin y-dimerek ill. a-lanc
oligomerek-polimerek relativ mennyiségét GS-800 kalibralt denzitométeren (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) hataroztuk meg. Az a2-PI és fibrin kozti keresztkotések keletkezését SDS-
PAGE (7,5%-0s gél) és Western blotting technikéval kovettiik. Elsédleges antitestként kecske

anti-human a2-PI antitestet (Affinity Biologicals, Ancaster, Canada), masodlagos antitestként
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nyulban termelt biotinalt kecske-ellenes IgG-t hasznaltunk. Az o2-PI-fibrin o-lanc kozti
heterodimerek relativ mennyiségének a meghatarozasa kvantitativ denzitometriaval tortént. Az
egyes plazmamintakban kialakult heterodimerek relativ mennyiségét a maximalisan képzodott
a2-PI-fibrin a-lanc kozti heterodimerek %-aban fejeztiik ki. Az Osszehasonlitds érdekében

T1/2 értékeket (az 50%-0s heterodimerizacidhoz sziikséges iddintervallumokat) szamoltunk.

4.2.2.4 In vitro alvadek lizis vizsgalatok

Az alvadékok t-PA altal indukalt lizisét turbidimetrids modszerrel vizsgaltuk (1asd korébban).
A t-PA végkoncentracidja ez esetben 5 nM volt (American Diagnostica, Stamford, CT). A lizis
vizsgalatokat elvégeztiik rhTM jelenlétében is hianyaban is. Egyes kisérletekben a TAFIa-t 25
pg/mL burgonyabdl izolalt karboxipeptiddz inhibitorral (CPI; Sigma, St. Louis, MO) gatoltuk.
Amennyiben az FXIlla aktivitadst kivantuk gétolni az lizis vizsgalatok sordn, 2 mM
jodacetamidot adtunk a rendszeriinkhoz. Az eredmények kvantitativ értékeléséhez az 50%-0s

lizishez sziikséges id6t szamoltuk ki.

423 Uj modszer Kkifejlesztése az alvadékba beépiildé o2-PI mennyiségének

meghatarozasara

4.2.3.1 A trombin koncentracio és az alvasztasi idé hatasa az a2-PI fibrin alvadékba valo
beépiilésére

Annak érdekében, hogy a a2-PI fibrin alvadékba vald beépiilésének mértékét meg tudjuk
hatdrozni, Gj modszert dolgoztunk ki. Az eldkisérletek soran tiz egészséges személy
plazmajahoz trombint (0,5; 1; 2; 5 U/mL) és 20 mM CaClz-ot adtunk, majd kiilonb6z6 ideig
tartd (10; 20; 30; 45; 60; 180 perc), 37 °C-on torténd inkubalast kovetden a keletkezett
szérumokat az alvadékoktol centrifugalassal elvalasztottuk (1600 g, 5 perc). A total a2-PI
antigén szinteket a kiindulasi plazma mintakbodl és az alvasztas utan keletkezett szérumokbol
az intézetiinkben kifejlesztett szendvics ELISA technikéval hataroztuk meg, amely az a2-PI
minden formajat felismeri, de nem ismeri fel a PAP-komplexet (lasd fent) (239). Az ELISA
technikaval kapott antigén koncentraciok alapjan az alvadékba beépiilt 02-PI mennyiségét az

alabbi képlet alapjan szamitottuk:
a2-PI beépiilés (%) = (plazma 02-PI (mg/L) — szérum a2-PI (mg/L)) / plazma a2-PI (mg/L) x 100

A FXIII koncentraci6 hatasat az a2-PI fibrin alvadékba vald beépiilésének mértékére FXIII

deficiens plazma minta alkalmazéasaval vizsgaltuk, amely normal a2-PI szinttel rendelkezett. A
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FXIII deficiens plazmat kiegészitettiik plazmabdl tisztitott FXIII-A2B> prepardtummal
kiilonboz6é koncentracidban (2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 mg/L). A FXIII-t egészséges
személyek kevert plazmajabol tisztitottuk Lordnd és munkatarsai kozleménye alapjan (lasd
korabban) (251). A FXIII-mal kiegészitett plazmakhoz 2 U/mL trombint é¢s 20 mM CaClz-ot
adtunk ¢és 30 percig, 37 °C-on inkubaltuk, majd a keletkezett szérumot az alvadéktol
centrifugalassal elvalasztottuk (1600 g, 5 perc). A totdl a2-PI antigén szinteket a plazma és a
szérum mintdkbol a fent leirtak alapjan hatdroztuk meg. Az alvadékot 3 mg/mL jodacetamidot
tartalmazd PBS (pH: 7,2) pufferrel alaposan mostuk CRC oszlopokban (compact reaction
columns; Affymetrix, Inc. Cleavland, OH, USA). A mosott alvadékot 8 M ureat és 5%
merkaptoetanolt (Bio-Rad, Hercules, CA USA) tartalmaz6 redukalé Laemmli mintapufferben
szobahOmérsékleten, razatas mellett 20 ora alatt feloldottuk. A feloldott alvadékokat 7,5%-0s
SDS-PAGE gélben megfuttattuk. Western blotting technikat alkalmaztunk, tormaperoxidazzal
(HRPO) jelzett poliklonalis total o2-PI ellenes antitest hasznalataval, érzékenyitett
kemilumineszcencias detektalassal (Pierce ECL, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA), melyet Azure c300 késziilékben végeztiink.

Az 02-PI fibrinbe val6 beépiilésének tanulmanyozasat 57 AlS-ot elszenvedd beteg trombolizis
el6tti plazmamintajan teszteltiik, akik valamennyien a tiinetek megjelenésétdl szamitva 4,5 éran
beliil rt-PA trombolizis terdpiaban részesiiltek (1asd kordbban). A betegek plazmamintajat ill. a
korban illesztett 26 egészséges kontroll plazmajat 2 U/mL trombinnal és 20 mM CaCl;-dal
megalvasztottuk 37 °C-os vizfiirddben, 30 percig. A szérumot ¢és az alvadékot centrifugéalassal
elvalasztottuk (1600 g, 5 perc). Az eredeti plazmabol €s a keletkezett szérumbdl szendvics
ELISA technikéval meghataroztuk a total a2-PI antigén szinteket. Az alvadékba beépiilt total
a2-PI mennyiségét a plazma és a szérum szintekbdl kalkuldltuk. A betegek kimenetelét a
kordbban leirtaknak megfeleléen értékeltiik és Osszehasonlitottuk az a2-PI fibrinbe vald

beépiilésének mértékével.
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4.3 Hemosztazis vizsgalatok a vérlemezkegatlo terapiak

hatastalansaganak felismerésére

4.3.1 Uj, P2Y12 ADP receptor specifikus trombocita aggregaciés moédszer kidolgozasa
és a modszer Osszehasonlitasa a clopidogrel terapia monitorozasara alkalmas egyéb

laboratoriumi modszerekkel

4.3.1.1 Beteg- és kontrollpopuldcio

A vizsgalati populacioba 114 olyan beteg keriilt, akinek kortorténetében nem-kardiogén
ischaemias cerebrovaszkuléaris betegség szerepelt, és 75 mg/nap fenntartd clopidogrel
monoterapiaban részesiilt. A kontrollcsoport 140, nem szerint illesztett egészséges egyénbdl
allt, akik nem szedtek vérlemezke funkciot befolydsold gydgyszereket. A priori kizarasi
kritériumok: aszpirin/nem szteroid gyulladascsokkentd kezelés, kronikus majbetegség,
hemoglobin koncentracio <80 g/L, vérlemezkeszam >500x10°/L vagy <150x10°/L, akut
fertdzo betegség, ismert hemorrhagias diathesis, egy honapon beliil miitét vagy ischaemias
esemény, elismert non-compliance (gyogyszer-kihagyas). Clopidogrel non-responderek
esetében a betegek kikérdezését kovetden, két hetes ijabb gyogyszerszedési periddus utdn
megismételtiik az eredményeket. Bizonyitott gyogyszer-kihagyas miatt harom beteg kizarasra

kertilt a vizsgalatbol. A vizsgalatban résztvevoktdl ehgyomri konydkvéna vérvétel tortént.

4.3.1.2 A clopidogrel hatas vizsgalatara alkalmas laboratoriumi tesztek. Az ADP-indukalta
trombocita aggregdcio és szekrécio

Az ADP-indukélta trombocita aggregaciot ¢és szekréciot Chrono-Log modell 700
lumiaggregométerrel (Chrono-Log Corporation, Havertown, PA) végeztik. A citrattal
antikoagulalt teljes vér centrifugalasaval PRP-t nyertiink (150 g, szobahd, 15 perc). Miutan
ovatosan eltavolitottuk a PRP fels6 kétharmadat, a csdveket 1500 g-vel tovabbi 20 percig
centrifugaltuk, hogy PPP-t kapjunk. Az aggregacids vizsgalatokhoz a trombocitaszamot a
sziikséges mennyiségli PPP hozzaadasaval Ggy allitottuk be, hogy a trombocitaszam 250x10°/L
legyen. Az ADP-indukalta aggregaciot 5 puM ¢és 20 puM ADP-vel végeztik (Helena
Laboratories, Beaumont, TX). Luciferin-luciferdz reagenst (Biothema AB, Handen,
Svédorszag) haszndltunk az ATP szekrécid6 mérésére. A kapott gorbéken feljegyeztiik a
maximalis aggregacié mértékét (maximalis Atranszmisszid%) és az ATP felszabadulds

mértékét (umol ATP/10!! vérlemezke).
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4.3.1.3 A VerifyNow P2Y12 teszt

A VerifyNow P2Y12 teszt (Accumetrics, San Diego, CA) egy teljes vért hasznalo, betegagy
melletti vizsgalat. A mérés egyszer hasznalatos patronokban megy végbe, melyek két specialis
agonistat és fibrinogénnel fedett gyongyoket tartalmaznak. Az ADP hatasara PGE1 jelenlétében
aktivalodo trombocitdk a mérés soran fibrinogénnel fedett gyongyokhoz kotddnek és
agglutinacio/aggregacio jon létre. A PGE1 jelenléte specifikalja a tesztet a P2Y 12 receptor
utvonalara, a P2Y1 receptor altal kozvetitett valasz blokkolddik. Az agglutinacié/aggregaciod
hatasara a transzmisszié nd, melyet a késziilék detektdl és egy algoritmus segitségével
kalkuldlja az eredményt ,,P2Y 12 reaction unit”’-ként (PRU), mely ardnyos a clopidogrel

hatékonysagaval. A méréseket a gyartd utasitdsainak megfelelden hajtottuk végre.

4.3.1.4 A vazodilator stimulalt foszfoprotein (VASP) foszforilacio dramlasi citometriai
vizsgalata

A VASP foszforilacid vizsgalatat a gyartd utasitasai szerint hajtottuk végre a Biocytex
(Marseille, Franciaorszadg) altal forgalmazott kereskedelemben kaphatd reagens-készlet
felhasznalasaval. A teszt alapja, hogy PGE1 és ADP jelenlétében a VASP foszforilaciojanak
mértéke aranyos a vérlemezkék clopidogrel altali gatlasaval. Roviden: a citrattal antikoagulalt
vérmintakat PGEl-el vagy PGEI+ADP-vel inkubaltuk és paraformaldehiddel fixaltuk. A
vérlemezkéket ezutan permeabilizaltuk, és CD61 fikoeritrinnel jeldlt trombocita-ellenes
antitesttel ¢és egy FITC-jelolt foszforilalt VASP-specifikus egér monoklonalis antitesttel vagy
negativ izotipus kontroll antitesttel jeldltikk. A mintdkat FacsCalibur aramlasi citométerrel
elemeztiik (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). A VASP foszforilaciojanak mértékét az
atlagos fluoreszencia intenzitas (MFI) értékekbdl szamitott vérlemezke reaktivitasi index (PRI)

formajaban fejeztiik ki a gyarto utasitasai szerint.

4.3.1.5 Uj médszer kidolgozdsa: P2Y12 specifikus trombocita aggregdcié (ADP[PGE1])

A hagyomanyos ADP-indukalta trombocita aggregéaciot modositottuk annak érdekében, hogy
P2Y12 receptor specifikus vérlemezke aggregaciot kapjuk. A PRP-t 3 percig 37 °C-on
eldinkubaltuk 0,31 uM PGEl-el (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI) az ADP-indukalta aggregéacio
elott, a P2Y 1 receptor-hatas nemkivanatos hozzajaruldsanak felfiiggesztése érdekében. A PGE1
hatasossagat a P2Y1 receptor utvonal hatdsdnak blokkolasara Osszehasonlitottuk a P2Y1
antagonista adenozin-3', 5'-difoszfat (A3P5P; Sigma-Aldrich) hatasaval. El6kisérleteink soran
20 uM, 40 uM és 60 uM ADP-t hasznaltunk, optimalis aggregaciot 40 uM és 60 uM ADP
haszndlata esetén tapasztaltunk, ezért a teszt végleges formajaban 40 uM ADP-t alkalmaztunk.

69



bagoly 153 23

4.3.2 Aszpirin monoterapian és clopidogrel monoterapian 1évo betegek vérmintainak

tesztelése a clopidogrel és aszpirin terapia monitorozasara hasznalt modszerekkel

4.3.2.1 Betegek

Annak érdekében, hogy megtudjuk, hogy egy adott laboratoriumi modszert, mely az aszpirin
vagy a clopidogrel hatdsossaganak vizsgalatara alkalmas, befolydsol-e mas vérlemezkegatld
egyideju hasznalata, egyedi kutatasi tervet allitottunk fel (21. abra). A betegbevalasztas soran
célunk volt hatdsos aszpirin monoterapian és hatasos clopidogrel monoterapian 1évo betegek
kivalasztasa, és a betegek vérmintdinak vizsgdlata a nem szedett vérlemezkegatld
hatasossadganak vizsgélatara alkalmas tesztekkel. Kizarasi kritérium minden vizsgalatban
szerepld egyén esetén: nem szteroid gyulladascsokkentd kezelés, kronikus madjbetegség,
hemoglobin koncentracio <80 g/L, vérlemezkeszam >500x10°/L vagy <150x10°/L, akut
fertdzo betegség, ismert hemorrhagias diathesis, egy honapon beliil miitét vagy ischaemias
esemény. Clopidogrel csoport: 101 beteg keriilt bevalogatasra, akik nem kardiogén ischaemias
cerebrovaszkularis torténés miatt legalabb 1 honapja napi 75 mg clopidogrel terapidban
részesiiltek. Kizarasra keriilt 48 beteg a vizsgalati csoportbol, mert esetiikben P2Y 12 receptor
specifikus modszerrel nem lehetett clopidogrel hatdst igazolni. A P2Y12 receptor specifikus
tesztekkel clopidogrel hatast mutatd betegek mintait az aszpirin hatds kovetésére hasznalt
modszerekkel vizsgaltuk (lasd késobb). A vizsgéalat mdasik &gan (aszpirin csoport) 55
koszoruérbeteget valasztottunk be, akik legalabb egy honapja napi 100 mg aszpirin
monoterapidn voltak. Otvenkét beteg esetében a COX-1 specifikus tesztekkel aszpirin
hatadsossagot mutattunk ki, ezen betegek mintdit a clopidogrel hatdst vizsgaldé hagyomanyos
modszerekkel vizsgéltuk. Harom beteg keriilt kizarasra non-compliance miatt. Kontroll
csoportként 140 egészséges Onkéntest valogattunk be a vizsgélatba, akik semmilyen trombocita
funkciot befolyasold szert nem szedtek. A kontroll mintdkat valamennyi, a betegcsoportok
esetében alkalmazott modszerrel vizsgaltuk ¢és referencia tartomany meghatarozasra

hasznaltuk.
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21. abra. A vizsgalat koncepcidja. Célunk volt hatasos aszpirin monoterapian és hatasos clopidogrel
monoterapian 1év0 betegek kivalasztasa, és a betegek vérmintdin a nem szedett vérlemezkegatld
hatasossaganak vizsgalatara alkalmas tesztek elvégzése. COX-1: ciklo-oxigenaz 1

4.3.2.2 Clopidogrel hatas vizsgalatara hasznadlt modszerek

A clopidogrel hatas tesztelésére alkalmas modszereket az aszpirin monoterapian 1évo betegek
(aszpirin csoport) vérmintdin teszteltik. Ezek a modszerek: VASP foszforilacidé mérése
aramlési citometridval, ADP-indukalta trombocita aggregacid és szekrécid, és az ijjonnan

kifejlesztett, P2Y 12 specifikus aggregacios teszt (ADP [PGE1] teszt) (l4sd korabban).

4.3.2.3 Aszpirin hatds vizsgalatara hasznalt modszerek

Az aszpirin hatés tesztelésére alkalmas mddszereket a clopidogrel monoterapian 1évo betegek
(clopidogrel csoport) vérmintdin teszteltilk. Ezek a modszerek: AA-indukalta trombocita
aggregacio és szekrécio, AA-indukalta TXB2 képzddés PRP-bol és a VerifyNow Aspirin teszt.
A trombocita aggregacio és szekrécid soran 500 pg/mL (1,53 mM) AA agonistat hasznaltunk
(Helena, Gateshead, UK). Az eredményeket a maximalis aggregacio ¢s ATP szekrécid
mértékével fejeztiik ki a fent leirtaknak megfelelden. Az AA-indukdlta TXB2 képzddés
mértékét PRP-bAl hataroztuk meg. Az AA-stimulus hatasara képz0dott TXB2-t szolid fazist
extrakcioval tavolitottuk el, az extrahalt TXB2 mennyiségét az Assay Designs kompetitiv
ELISA modszerével hataroztuk meg (Ann Arbor, MI). Az eredményeket pg TXB2/10°
trombocita mennyiségben fejeztiik ki. A VerifyNow Aspirin teszt esetén hasznalt patron AA
agonistat tartalmaz. A mérést a gyarto utasitdsdnak megfeleléen végeztiik el, az eredményeket

Aspirin Reaction Units (ARU) értékekben fejeztiik ki.
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4.4 Hemosztazis vizsgalatok pitvarfibrillalo betegekben a tromboembdlias

szovodmények (stroke riziko) jobb megértése érdekében

4.4.1 Betegek és kontrollok

A Debreceni Egyetem Kardiologiai Klinikaval kollaboracidoban két obszervacios eset-kontroll
tanulmanyt végeztiink, olyan betegek bevalogatdsaval, akik bal pitvari elektrofiziologids
procediran estek at. Az elsd vizsgalat esetén célunk volt pitvarfibrillalé betegek és nem
pitvarfibrillald kontrollok periférias vérbol nyert és intrakardialis (bal pitvari és bal fiilcsei)
vérmintdinak Osszehasonlitdsaval olyan hemosztazis és fibrinolizis eltérések azonositasa,
amelyek magyarazzak a lokélisan fokozott tromboembolias rizikot. A masodik vizsgalat esetén
a pitvarfibrillacio transzkatéteres ablacidja soran alkalmazott kiilonb6zé antikoagulacios
stratégiak koagulaciora és fibrinolizisre kifejtett hatasat vizsgaltuk a beavatkozas elott ill. utdn
vett bal pitvari vérmintdkbol. Mindkét tanulmény esetén a betegcsoportot katéterablacios
terapiaban részesiilo, tlinettel jard paroxysmalis és persistens pitvarfibrillaloé betegek alkottak.
Az elsé vizsgalat esetén a kontroll csoportba kor és nem szerint illesztett egyéb
supraventricularis tachycardia miatt bal pitvari radiofrekvencids katéterablaci6é terapiaban
részesiilo betegek kertiltek. Az elsé vizsgalati populacio bevalogatdsa és a mintagyijtés 2013
oktober és 2015 december kozott, a masodik vizsgalati populacié esetén 2013 oktober és 2018
augusztus kozott tortént. Az elsd¢ vizsgalatban a pitvarfibrillalo betegeknél fazisos
radiofrekvencias vagy cryoballon katéterrel elvégzett pulmondlis véna izolacid tortént, a
masodik vizsgdlatban kizarélag cryoballon katéterrel elvégzett pulmonalis véna izolacid
tortént. A nem pitvarfibrillalo, egyéb supraventricularis tachycardidban szenvedd kontroll
csoportndl a bal pitvari forras foként bal oldali jarulékos atrio-ventricularis itvonal volt.

A betegcsoport bevalogatasi kritériumai az alabbiak voltak: 18-75 év, dokumentalt, tiinettel jard
paroxysmalis vagy persistens pitvarfibrillacid, legaldbb egy antiarrhytmids gydgyszer
hatastalansaga, irdsos beleegyezd nyilatkozat alairdsa. A kontroll csoport bevalogatasi
kritériumai: 18-75 év, dokumentalt pitvarfibrillaciotol eltérd arrhytmidk egyike: bal pitvari
tachycardia, paroxysmalis supraventricularis tachycardia (orthodrom vagy antidrom) vagy bal
oldali jarulékos koteg miatt kialakuld FBI (gyors, széles, irregularis) tachycardia, tiinetmentes
egyén 12 elvezetéses EKG-jan lathato praeexcitatio, ha az elektrofizioldgiai vizsgalat olyan bal
oldali jarulékos koteget mutat ki, mely a vezetési tulajdonsagai alapjan potencidlisan
szignifikans arrhytmiat eredményezhet, irasos beleegyezd nyilatkozat aldirasa. A beteg- ¢és
kontroll csoport kizarasi kritériumai az alabbiak voltak: korabbi szivsebészeti beavatkozas,

szivbillentyli betegség, bal kamrai ejectids frakcié (LVEF) <30%, NYHA (New York Heart
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Association) szerinti [1I-as vagy I'V-es foku szivelégtelenség, dokumentalt szignifikans carotis
stenosis, az utobbi 3 honapban sebészeti beavatkozas, AIS vagy TIA, nem stabil angina vagy
myocardialis ischaemia, tovabba stlyos kronikus obstruktiv pulmondlis elégtelenség, ismert
vérzéses vagy trombotikus betegség, akut gyulladds, oralis antikoaguldnsok vagy diffuzio
sulyozott magneses rezonancia képalkotas (DW MRI) kontraindikécioja, terhesség. A
betegcsoport tovabbi kizardsi kritériumai voltak: hosszan tartd persistens pitvarfibrillacio,
reverzibilis ok miatt kialakulo pitvarfibrillacio (pl. elektrolithaztartds zavara, tireotoxikézis, 14z,
droghasznalat, alkohol intoxikacid, stb.), pitvari trombus jelenléte.

A vizsgalt populacié bevélogatidsa el6tt minden esetben felmérésre keriiltek a stroke
rizikdfaktorai (hipertonia, diabetes mellitus, hiperlipidémia, BMI, hormonalis fogamzasgatlo
vagy egyéb hormonterapia, dohanyzas, alkoholfogyasztds, korabbi stroke/TIA, korabbi
myocardialis infarctus, kronikus szivelégtelenség, ismert periférias érbetegség) ¢és a
gyogyszeres terapia. Pitvarfibrillald betegek esetén felmérésre kertilt a stroke rizikdjat becsld

CHADS: és CHA2DS>-VASc pontrendszer (204).

4.4.2 Elektrofiziologiai beavatkozas és mintagyiijtés

Az elsO obszervacios vizsgalat esetén minden, a koaguldcidra vagy a trombocita aktivitasra
potencialisan befolyassal biré gyogyszer megszakitasra keriilt minimum harom féléletid6vel
korabban vagy a hatasuk teljes csokkenéséhez sziikséges id6tartammal kordbban a beavatkozast
megelézden. A mésodik obszervacids vizsgalatban, amelynek soran a kiilonbdzd perioperativ
antikoagulalasi eljardsok hatdsat vizsgaltuk, a betegek az alabbi 3 preproceduralis
antikoagulalasi stratégia valamelyikében részesiiltek (22. abra):

1/ Az orélis antikoagulans nélkiili (OAC mentes) csoportban a betegek nem szedtek
véralvadéasgatlot.

2/ A VKA csoport betegei legalabb 30 napon keresztiil VKA-t szedtek, ¢és az ablacio reggelén
INR értékiik terapias tartomanyban (2-3) volt.

3/ A dabigatran csoport betegei legalabb 30 napja 2x150 mg dabigatran terapidban részesiiltek,

az utolso dozist a beavatkozas eldtt pontosan 2 oraval kaptak meg.
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1. csoport (OAC mentes): nem antikoagulalt betegek

OAC mentes ablacio
transseptalis szlras és T ! . ,
PRE mintavétel heparin POST mintavétel

2. csoport (VKA): folyamatos VKA terapia, beavatkozas reggeli INR: 2-3

T

A
transseptalis szlras és . .
PRE mintavétel heparin POST mintavétel

3. csoport (Dabigatran): folyamatos dabigatran terapia, utolso tabletta
bevétele 2 oraval a beavatkozas el6tt

Dabigatran ablacié

. ’ ’ r 4
transseptalis szurés és
PRE mintavétel  heparin

POST mintavétel

22. abra. Antikoagulalasi stratégiak és mintavétel a kiilonb6zo csoportokban. INR: nemzetkdzi
normalizalt rata, OAC: oralis antikoagulans, PRE: cryoablacio eldtti mintavétel a bal pitvarbol, POST:
cryoablécié utani mintavétel a bal pitvarbol, VKA: K vitamin antagonista

A fenti 3 csoportba a betegek aszerint kertiltek, hogy az ablaciora torténd eldjegyzéskor melyik
antikoagulalasi stratégian voltak, a vizsgdlat nem volt randomizalt. Az antikoagulacid
hatasossagat a beavatkozas el6tt kozvetlentil nyert periférias vérmintakbol ellendriztiik, VKA
esetén INR, dabigatran esetében direkt trombin inhibitor meghatarozassal INNOVANCE DTI,
Siemens Healthcare, Marburg, Németorszag; sajat referencia tartomany: 64-443 pg/mL).

A vérmintak vétele tobb mintavételi helyrdl, minden esetben kaniilon (sheath) keresztiil tortént.
Az elsd vizsgalat soran eldszor a vena femoralisbol, majd a bal pitvarbdl, ill. pigtail katéteren
keresztiil a bal flilcsébdl tortént mintavétel. A mintavételi folyamat roviden a kdvetkezéképpen
zajlott: a jobb oldali vena femoralis-on Seldinger-technikaval harom szarast ejtett az operator,
¢s mellékagakkal rendelkezd vezetd katétert helyeztek a véndba. A rovid vezetd katéter
behelyezése utan kozvetleniil, annak mellékagan keresztiil 45 ml vérminta vételére kertilt sor,
melynek els6 5 ml-ét eldobtak, a katéteren beliili hemosztazis-aktivacio elkeriilése végett (vena
femoralis minta). A vérvétel utan egy decapoldris katéter és egy intrakardidlis ultrahangos (ICE)
katéter kertiilt bevezetésre a sinus coronariusba, valamint a jobb pitvarba. A transseptalis szlras
az ICE-katéter segitségével ultrahang vezérelten tortént Mullins-transseptalis katéterrel és
Brockenborough-tiivel (Medtronic, Kirkland, QC, Kanada) standard technikédk szerint. A
pitvari mintavételre a septumon val6 4thaladas utan, a Mullins-katéter dilatatoranak eltavolitasa
utan keriilt sor (45 ml pitvari vér, elsd 5 ml eldobdasra kertilt). A bal pitvari mintavétel utan az
elsO vizsgalatban 5F pigtail katéter (Medtronic, Kirklandm QC, Kanada) hasznalataval jutott az

operatér a bal flilcsébe (45 ml vérminta, az elsé 5 ml eldobésaval). A bal fiilcsei vérvételt
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kovetéen azonnal 150 IU/testtomeg kg intravénds heparin adasa kovetkezett, majd standard
protokollok szerint elvégezték az ablacids beavatkozast.

A masodik tanulmanyban, melyben kiillonb6z6 preproceduralis antikoaguldcios stratégiak
hatasat vizsgaltuk intrakardialisan cryoablaci6 alatt (22. dbra), a bal pitvarb6l tortént mintavétel
az ablacio eldtt (PRE) és kozvetleniil utdn (POST). Az ablacio elétti bal pitvari vérmintékat a
milanyag hiivelyen (sheath) keresztiill kozvetleniil a transseptalis szirds és a dilatator
eltavolitasa utan vették le, az intravénds heparin addsa el6tt. Az ablacié utani bal pitvari
vérmintak levétele hasonld mddon tortént az utolsd applikaciot kdvetden az ablacios katéter
eltavolitasa utan. Az operatér 45 ml vérmintat vett minden esetben, amelyekbdl az elsé 5 ml
vér nem keriilt felhasznéldsra, hogy kizarjuk a sheath-en beliili esetleges véralvadast. A
vérmintakat vakuténeres csovekbe gyiijtottik: 0,109 M nétrium-citratot, ill. CTAD-t tartalmazo
csovekbe. Az antikoagulalt vérmintakat kétszer 1500 g-vel centrifugaltuk szobahémérsékleten
20 percig. Az igy nyert plazma mintdkat -80 °C-on taroltuk alikvotokban a tovéabbi

vizsgalatokig.
4.5 Etikai engedélyek

Valamennyi klinikai tanulmany és az egészséges onkéntesek bevonasaval tortént vizsgalatok
tervezése a Helsinki deklardcios egyezmény figyelembevételével tortént. A vizsgalatokat a
Debreceni Egyetem Regiondlis és Intézményi Etikai Bizottsaga, ill. az Egészségiligyi
Tudoményos Tanacs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsdga is engedélyezte. A vizsgalatrol
a betegek vagy hozzatartozoik és az egészséges Onkéntesek megfeleld téjékoztatasban
részesiiltek és Onkéntes, irdsos beleegyezd nyilatkozatot adtak a tanulmanyban vald

részvételrol.

4.6 Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai elemzésére a Statistical Package for Social Sciences (SPSS, 26.0 verzio,
Chicago, IL) és a GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Prism Inc., La Jolla, CA) szoftvereket
hasznaltunk. A tanulméanyok soran vizsgalt adatok normalitdsdnak meghatarozésara a Shapiro-
Wilk tesztet alkalmaztunk. Folyamatos valtozok esetén két csoport kozotti kiilonbség
meghatarozasara Student-féle t-probat, vagy Mann-Whitney U tesztet alkalmaztunk, parositott
adatok esetén parositott t-probat vagy Wilcoxon pdarositott tesztet hasznaltunk a normalitastol

fliggden. Tobb csoport adatainak folyamatos valtozoi esetén ANOVA tesztet Bonferroni post
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hoc teszttel, vagy Kruskal-Wallis tesztet és a Dunn-féle post hoc tesztet hasznaltunk a
normalitas proba eredményeinek megfelelden. A trombolizis egyes hemosztazis faktorokra
kifejtett hatasat Friedman’s kétiranyt ANOV A-teszttel, valamint Dunn-Bonferroni post hoc
teszttel vizsgaltuk. Néhany esetben az adatok logaritmikus transzformaldsat kovetden, az
adjusztalt atlagok kozti kiilonbségek vizsgalatara egymintds ANCOVA-tesztet alkalmaztunk.
A folytonos valtozok kozotti sszefiiggések erdsségének vizsgalatdhoz Pearson vagy Spearman
féle korrelacios analizist alkalmaztunk. A kategorikus valtozok kozotti kiillonbségek vizsgalata
y? teszttel vagy Fisher-féle egzakt teszttel tortént az esetszamoktol fiiggben. A modszerek
diagnosztikai hatékonysaganak jellemzésére ROC (receiver operating characteristics) analizist
végeztiink. A diagnosztikai hatarértékek meghatarozasa a Youden-féle J index hasznalataval
tortént. A tesztekre jellemzd szenzitivitds, specificitas, pozitiv prediktiv értékek (PPV), és a
negativ prediktiv értékek (NPV) kiszamitasa kontingencia tablazatok segitségével 2 teszt vagy
Fisher-féle egzakt tesztek alapjan tortént. A Kaplan-Meier modszert alkalmaztuk a betegek
tulélési aranyanak abrazolésara, a talélési gorbéket a log-rank teszttel hasonlitottuk Ossze.
Backward binaris logisztikus regresszidos modelleket hasznaltunk a vizsgélt kimenetelek
fiiggetlen prediktorainak meghatarozasara. A regresszidos modellek azokat a valtozokat
tartalmaztak, melyek az egyvaltozos statisztikai modellek esetén szignifikans eltérést mutattak
a kiilonboz6 kimenetelii csoportok kozott, vagy irodalmi adatok alapjan 1ényeges tényezdnek
bizonyultak a vizsgélt kimenet szempontjabol. A logisztikus regresszios analizis eredményeit
esélyhdnyadosban (OR) és 95%-0s konfidencia intervallumban (CI) fejeztiik ki. A clopidogrel
terapia vizsgalatara alkalmas modszerek esetén referencia tartomany meghatarozast végeztiink
a CLSI ajanladsai alapjan. A diagnosztikai hatékonysagot (diagnostic efficacy: DE) ezen
modszerek esetén a VASP foszforilacios teszthez viszonyitva hataroztuk meg szazalékban. A

p<0,05 értéket tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.
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5 EREDMENYEK

5.1 Hemosztazis vizsgalatok akut ischaemias stroke betegekben az

intravénas trombolizis kimenetelének vizsgalatara

5.1.1 Prospektiv obszervacios tanulmanyok: a betegek alapadatai és kimenetele

Az els6 prospektiv, obszervacids tanulmanyban (betegek bevalogatasa: 2011 marcius - 2013
januar) 131 konszekutiv, intravénds trombolizisben részesiilé AIS betegben vizsgaltuk a VWF,
FVIII, FXIII, PAI-1 szinteket a trombolizis elott, kozvetleniil a lizis utan ill. 24 6raval a lizist
kovetéen. A masodik prospektiv, obszervacidés tanulmény esetén a betegek bevalogatdsa
folytatodott (2016 szeptember - 2019 aprilis) és 0sszesen 421 intravénas trombolizis kezelésben
részesiilld AIS beteg keriilt bevalogatasra, akikben a trombolizis el6tt ill. 24 éraval a lizist
kovetden vizsgaltuk az a2-PI szinteket, tovabba a betegek egy része esetén (n=131) kozvetleniil
a lizist kdvetden is. A két kohorsz alapadatait és a vizsgalt kimeneteleket a 7. ill. 8. tablazat
mutatja. Az els6 kohorsz esetén a betegek atlagéletkora 69,0+£12,2 év volt, 58,3%-uk férfi volt.
A felvételi NIHSS pontszdm medidnja 8 (IQR: 5-14) volt. A TOAST kritériumok szerint a
legtobb beteg esetén a stroke etiologidja nagyér aterotrombodzis volt (37,1%). A tiinetek
megjelenésétdl az rt-PA kezelésig eltelt ido atlaga kevesebb, mint 3 ora volt a kohorszban.
Kedvezo rovid tava és hosszl tavu funkcionalis kimeneteleket 40,2%, i1l. 34,8%-ban figyeltiink
meg. A mortalitds a 7. napon, a 14. napon és az esemény utani 3. honap végére 3,8%, 13,6% és
22,0% volt. A lizist kovetoen kialakulo intrakranialis vérzés 13 esetben (9,8%) kertiilt leirasra,
mely 6 esetben (4,5%) SICH, 7 esetben (4,5%) pedig aSICH volt.

A masodik kohorsz alapadatai és a vizsgalt kimenetelek hasonldan alakultak az elsd tanulmény
esetén latottakhoz (8. tablazat). A kohorsz medidn életkora 68 (IQR: 60-77) év volt, a betegek
57,2%-a férfi volt. A felvételkori NIHSS érték medianja 7 volt (IQR: 4-11). A tiinetek
megjelenésétél az rt-PA-kezelésig eltelt id0 medidanja 150 (IQR: 115-185) perc volt. A
leggyakoribb cerebrovaszkularis rizikdfaktor a magas vérnyomas volt (82,2%). Kedvezd rovid
¢s hosszu tavl kimenetel a betegek 45,2%-andl, ill. 48,6%-anal volt megfigyelhetd (a lizis utan
vérzést szenvedett eseteket kiilon csoportként kezelve). A trombolizishez kothetd intrakranialis
vérzéses szovodmény 34 betegnél (8,1%) fordult eld, 14 esetben (a teljes kohorsz 3,3%-a) volt

SICH, 20 betegnél (a teljes kohorsz 4,8%-a) pedig aSICH komplikécio alakult ki.
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7. tablazat. Klinikai alapadatok és a trombolizis kimenetele a vizsgalt kohorszban*

Betegek szama 132
Férfi, n (%) 77 (58,3)
Kor, év 69,0+12,2
Cerebrovaszkularis riziké faktorok, n (%)
Artérias hipertonia 101 (76,5)
Pitvarfibrillacio 35 (26,5)
Hiperlipidemia 82 (62,1)
Diabetes mellitus 40 (30,3)
Korabbi stroke, TIA 42 (31,8)
Dohanyzas 32 (24,2)
Stroke sulyossaga, n (%)
NIHSS 0-5 37 (28,0)
NIHSS 6-10 48 (36,4)
NIHSS 11-15 21 (15,9)
NIHSS >15 23 (17,4)
Stroke etioldgia (TOAST), n (%)
Kisérbetegség 14 (10,6)
Nagyér ateroszklerozis 49 (37,1)
Kardioembodlia 27 (20,5)
Egyéb/ nem meghatarozott 42 (31,8)
Trombolizis terapia
Tiinetek kezdetétdl a terapiaig eltelt id6, perc 160+46
rt-PA dozisa, mg
Intravénas rt-PA (n=125) 68,2+ 14,9
Intravénas és intraartérialis rt-PA (n=7) 61,6 +14,7
Képalkoto eljarasok adatai
ASPECTS felvételkor 10 (7-10)
ASPECTS 24 6raval a trombolizis kdvetoen 9 (0-10)

Kimenetelek, n (%)
Rovidtava funkcionalis kimenet (A NIHSS 7. nap)

Kedvez6 (legalabb -4 pont vagy 0 érték) 53 (40,2)
Nincs allapotvaltozas (+3 pont) 47 (36,6)
Kedvezétlen (legalabb +4 pont) 21 (15,9)
Halal 5(3,8)
Nem meghatarozott 6 (4,5
Hosszutav kimenet (mRS 90. nap)
mRS 0-1 46 (34,8)
mRS 2-5 34 (25,8)
mRS 6 (halal) 29 (22,0)
Nem meghatarozott 23 (17,4)
Intracerebralis vérzés (ECASS II)
aSICH 7(5,3)
SICH 6 (4,5

*Bevalogatas: 2011 marcius- 2013 januar. A folytonos valtozok értékeit atlag + standard deviacié vagy
medidn (IQR)-ként tiintettiikk fel. A kategorikus valtozokat az elemszam (szazalék) mutatja. aSICH:
tiinetmentes intrakranialis vérzés, ASPECTS: Alberta Stroke Program Early CT Score, ECASS II:
European Cooperative Acute Stroke Study II, IQR: interkvartilis tartomany, mRS: mddositott Rankin
Skala, n: esetszam, NIHSS: National Institute of Health Stroke Scale, rt-PA: rekombinans szoveti
plazminogén aktivator, SICH: szimptomas intrakranialis vérzés, TIA: tranziens ischaemias attack,
TOAST: Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment
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8. tablazat. Klinikai alapadatok és a trombolizis kimenetele a vizsgalt kohorszban*

Betegek szama 421
Kor, év 68 (60-77)
Férfi, n (%) 241 (57,2)
Stroke sulyossaga, NIHSS 7 (4-11)
Cerebrovaszkularis riziké faktorok, n (%)
Artérias hipertonia 346 (82,2)
Pitvarfibrillacio 86 (20,4)
Diabetes mellitus 118 (28,0)
Hiperlipidémia 267 (63.4)
Dohanyzas 128 (30,4)
El6z6 stroke, TIA 114 (27,1)
Laboratdriumi paraméterek felvételkor
INR 0,98 (0,93-1,02)
APTI, sec 27,8 (25,9-30,7)
Fehérvérsejtszam, G/L 7,9 (6,3-9,7)
Trombocitaszam, G/L 217 (180-262)
Szérum gliikdéz, mmol/L 6,5 (5,6-8,1)
hsCRP, mg/L 2,9 (1,6-6,0)
Kreatinin, pmol/L 75 (64-90)
D-dimer, mg FEU/L 0,75 (0,46-1,34)
Plazminogén aktivitas, % 108 (92-128)
Fibrinogén, g/L 3,9 (3,3-4,6)
02-plazmin inhibitor aktivitas, % 102 (93-111)
02-plazmin inhibitor antigén, mg/L 60 (54-67)
Stroke etioldgia (TOAST), n (%)
Nagyér ateroszklerozis 146 (34,8)
Kisérbetegség 76 (18,0)
Kardioembolia 54 (12,8)
Egyéb/nem meghatarozott 145 (33,4
Képalkotd eljarasok, n (%)
ASPECTS felvételkor
0-7 6 (1,4)
8-10 268 (63,7)
ASPECTS 24 6raval trombolizis utan
0-7 50 (11,9)
8-10 225 (53.4)
Trombolizis terdpia (intravénds rt-PA)
Tiinetek jelentkezésétol a terapiaig eltelt id6, perc 150 (115-185)
rt-PA dozis, mg 68,0 (58,0-81,0)

Kimenetelek, n (%)

Rovid tava kimenet (A NIHSS 7. nap) **

Kedvezo6 (legalabb -4 pont vagy 0 érték) 175 (43,7)
Nincs allapotvaltozas (+3 pont) 159 (37,8)
Kedvezétlen (legalabb +4 pont vagy halal) 46 (10,9)
Nem meghatarozott 7(1,7)
Hosszu tava kimenet (mRS 90. nap) **
mRS 0-1 188 (44,7)
mRS 2-6 157 (37,3)
Nem meghatarozott 42 (10,0)
Intrakranialis vérzés, ICH (ECASS 11, 24h)
Nincs vérzés 387 (91,9)
aSICH 20 (4,8)
SICH 14 (3,3)
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*Bevalogatas: 2011 marcius- 2013 januar és 2016 szeptember- 2019 aprilis. A folytonos valtozok
értékeit atlag + standard deviacio vagy median (IQR)-ként tiintettiik fel. A kategorikus valtozokat az
elemszam (szazalék) mutatja. aSICH: tlinetmentes intrakranialis vérzés, APTI: aktivalt parcialis
tromboplasztin id6, ASPECTS: Alberta Stroke Program Early CT Score, BMI: body mass index,
ECASS II: European Cooperative Acute Stroke Study II, hsCRP: nagy érzé¢kenységili C reaktiv protein
meghatarozas, ICH: intrakranialis vérzés, INR: nemzetk6zi normalizalt rata, IQR: interkvartilis
tartomany, mRS: modositott Rankin Skala, n: esetszam, NIHSS: National Institute of Health Stroke
Scale, rt-PA: rekombinans szoveti plazminogén aktivator, SICH: szimptomas intrakranialis vérzés, TIA:
tranziens ischaemias attack, TOAST: Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment. **kivéve a lizist
kovetden vérzést szenvedett betegeket (n=34)

5.1.2 A trombolizis hatasa a vizsgalt hemosztazis ill. fibrinolitikus faktorok szintjére

A trombolizis eldtti mintdkban a FVIII aktivitds és VWF antigén szintek medidn értéke a
referencia tartomany felett volt (FVIII aktivitds median: 188,0; IQR: 153,0-242,0%, VWF
antigén: 201,3; IQR: 169,1-259,6%) (23. abra). Kézvetleniil a trombolizis utan a FVIII aktivitas
nagymértéki, szignifikans csokkenést mutatott a terapia elotti értékekhez képest (medidn:
102,0; IQR: 62,0-155,5%; p<0,001), majd 24 oraval késobb ismét megemelkedett a szintje
(median 166,0; IQR: 130,0-209,0%; p=0,014). Ezzel ellentétben a VWF antigén szintje
folyamatos emelkedést mutatott a harom egymast kdvetd mintavételi idépontban. Figyelemre
méltd, hogy a VWF antigén szintek medidn és IQR értékei minden vizsgélt iddpontban a

referencia tartomany felett helyezkedtek el.
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23. abra. Az intravénas trombolizis hatasa a VIII-as faktor (FVIII) aktivitas (A) és von Willebrand
faktor (VWF) antigén szintekre (B). A felvételkor, kozvetleniil trombolizis utan és 24 oraval
trombolizis utdn mért faktorok median értékei teli korrel, az interkvartilis tartomanyok bajusszal
(whiskers) vannak abrazolva. Szaggatott vonal jelzi a FVIII aktivitds és VWF antigén referencia
tartomanyainak also és fels® hatarértékeit. Statisztika: Friedman kétmintas ANOVA-teszt és Dunn-
Bonferroni post hoc teszt. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 a korhazi felvételkor gyiijtott mintakhoz
hasonlitva

A FVIII aktivitas és VWF antigén értékek a trombolizis eldtti mintakban jo korrelaciot mutattak

(Spearman r=0,748, p<0,001), azonban kozvetleniil a trombolizis utdn nem mutattak
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szignifikans korrelaciot (r=0,093, p=0,299), melynek hatterében feltehetdleg plazmin medialt
FVIII degradécio allhat (24. dbra). Kozepes mértékii korrelacio volt megfigyelhetd 24 éraval a
trombolizist kovetden (r=0,420, p<0,001).
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24. abra. A VIlI-as faktor (FVIII) aktivitas és a von Willebrand faktor (VWF) antigén szintek
korrelacidoja korhazi felvételkor (A), kozvetleniil trombolizis utan (B), 24 draval trombolizis utan
(C) a vizsgalt kohorszban.

A trombolizis el6tti FXIII aktivitas €s antigénszintek a betegek egy részében (n=39) szintén
emelkedettek voltak (25. abra). A FXIII szintek fokozatos csokkenést mutattak a trombolizis
soran, a legalacsonyabb szinteket 24 6raval a trombolizist kovetden detektaltunk (FXIII
aktivitds trombolizis el6tt és 24 oraval trombolizis utan: 126,1+£36,1% és 116,6+35,0%;
p=0,034). A FXIII szintek a trombolizis soran egy kivételével minden betegnél a referencia
tartomany als6 hatara felett maradtak. A FXIII aktivitds ¢és antigénszintek erds korrelaciot
mutattak mindhdrom vizsgalt iddpontban (Pearson r=0,915, p<0,001; r=0,919, p<0,001 és
=0,917, p<0,001).
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25. abra. Az intravénas trombolizis hatasa a XIII-as faktor (FXIII) aktivitas (A) és FXIII-A;B,
antigén szintekre (B). A felvételkor, kozvetleniil trombolizis utan és 24 6raval trombolizis utan mért
FXIII aktivitas atlag értékek teli korrel, FXIII-A>B, antigén szintek teli négyzettel, az interkvartilis
tartomanyok bajusszal vannak abrazolva. Szaggatott vonal jelzi a FXIII aktivitas és FXIII-A,B, antigén
szintek referencia tartomanyainak alsé €s fels6 hatarértékeit. Statisztika: Friedman kétmintas ANOVA-
teszt és Dunn-Bonferroni post hoc teszt. *p<0,05, a korhazi felvételkor gytijtott mintakhoz hasonlitva
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A PAI-1 aktivitas trombolizis el6tt valamennyi beteg esetén a referencia tartomanyban volt, de
a trombolizis hatdsara egyontetiien minden betegben, szignifikans mértékben, a detektalhatosag
also hatarara csokkent (median: 0,94; IQR: 0,73-1,18 U/mL) (26. abra). A trombolizist
kovetéen 24 oraval a PAI-1 aktivitas jelentés mértékben megemelkedett, minden beteg esetén
meghaladta a referencia tartomany als6 hatarat. A PAI-1 antigén szintek nem valtoztak a
trombolizis hatasara. A PAI-1 aktivitas és antigénszintek kozotti legjobb korrelaciot 24 oraval

a trombolizis utan detektaltuk (Spearman r=0,752, p<0,001).
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26. abra. A plazminogén aktivator inhibitor-1 (PAI-1) aktivitas (A) és a PAI-1 antigén (B) szintek
felvételkor, kozvetleniil a trombolizis utan, és 24 draval a trombolizis utan a vizsgalt kohorszban.
A korok a PAI-1 aktivitds medidn értékeit, a négyzetek a PAI-1 antigén szintek medianjait mutatjak
kiilonb6z6 idépontokban, a bajuszok az interkvartilis tartomanyokat jelolik mindkét panelen. A
referencia intervallumok fels6 és also hatarat szaggatott vonalak jelzik. Statisztika: Friedman kétmintas
ANOV A-teszt és Dunn-Bonferroni post hoc teszt. ***p<0,0001

Az a2-PI aktivitds és antigénszintek a masodik vizsgalt kohorszban a trombolizis el6tt,
kozvetleniil lizis utdn és 24 oraval a lizist kdvetden a 27. abran lathatok. A felvételkori a2-PI
aktivitas és az antigénszintek meglepden széles eloszlast mutattak, de a betegek tobbsége esetén
az 02-PI szintek a referencia hatarértékeken beliil voltak. Mind az a2-PI aktivitas, mind az o2-
PI antigénszintek szignifikans csokkenést mutattak kozvetleniil a trombolizis utén, jelezve,
hogy a terapia soran a képzddott szabad plazmin gyorsan komplexet alkot az a2-PI-al. Amint
az a 27. abran lathatd, kdzvetleniil a trombolizis utdn az a2-Pl-aktivitas és az a2-PI antigénszint
minden betegnél a referencia tartomany alatt volt (a2-PI aktivitas median: 8; IQR: 1-29%; a2-

PI antigén median: 11,3; IQR: 8,2-17,3 mg/L).
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27. abra. o2-plazmin inhibitor (02-PI) aktivitas (A) és antigén szintek (B) AIS betegekben a
trombolizis soran. Az a2-PI aktivitas (kor) és antigén (négyzet) szinteket felvételkor (fekete alakzatok),
kozvetleniil trombolizis utan (fehér alakzatok) és 24 o6raval a trombolizist kovetden (fekete-fehér
alakzatok) hataroztuk meg. A piros szaggatott vonal a referencia tartomany fels6, a zold szaggatott vonal
a referencia tartomany alsé hatarat mutatja. A median értékeket piros vizszintes vonalak jelolik.
Statisztika: Friedman kétmintas ANOV A-teszt €s Dunn-Bonferroni post hoc teszt. ***p<0,001

Huszonnégy 6raval a trombolizis utan az a2-PI aktivitas és az a2-PI antigénszintek jelentdsen
megemelkedtek, de a betegek jelentds hanyadaban még mindig az alsé referencia hatartérték
alatt maradtak (a2-PI aktivitds median: 76; IQR: 66-86%; a2-PI antigén median: 39.4; IQR:
34,1- 46,1 mg/L). Az a2-PI aktivitas és antigénszintek kdzott a legerdsebb korrelaciot (r=0,770;
95% CI: 0,723-0,808; p<0,001) a trombolizis utan 24 6raval mért plazma mintdkban figyeltiik
meg (28. C abra). Erdekes modon ebben a kohorszban a felvételkori mintakbol meghatarozott
a2-PI aktivitas és antigénszintek kozotti 0sszefliggést talaltuk a leggyengébbnek (r=0,560; 95%
CI: 0,486-0,627; p<0,001), a kdzvetleniil lizis utani korrelacié mértéke is erdsebb volt (r=0,705;
95% CI: 0,600-0,787; p<0,001) (28. A ¢s B abra).
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28. abra. o2-plazmin inhibitor (a2-PI) aktivitas és antigén szintek kozotti korrelacio a vizsgalt
kohorszban trombolizis elott (A), kozvetleniil a trombolizis utan (B) és 24 o6raval a trombolizist
kovetoen (C).
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5.1.3 A vizsgalt hemosztazis tényezok Osszefiiggése a stroke sulyossagaval és

e rer

Sulyosabb AIS esetén (NIHSS 6-16 és NIHSS >16) a felvételkor mért VWF antigén szintek
szignifikansan magasabb értéket mutattak az enyhébb esetekhez (NIHSS 0-5) képest (9.
tablazat). A VWF szintek a stlyosabb stroke csoportok esetén tovabbi, szignifikans emelkedést
mutattak a trombolizist kovetden. A FVIII szintek esetén nem volt megfigyelhetd hasonld
szignifikans Osszefliggés. A VWF ¢és a stroke sulyossaga kozott megfigyelt Osszefliggés
szignifikans maradt a befolyasold tényezdkre valo korrigalast kovetden is (aktiv dohanyzas,

CRP, kor).

9. tablazat. FVIII aktivitas és VWF antigén szintek a felvételkor meghatarozott stroke
sulyossag szerint csoportositva
Stroke sulyossaga felvételkor

NIHSS 0-5 NIHSS 6-16 NIHSS >16 p p*
n=36 n=75 n=17

FVIII aktivitas (%)
felvételkor 175,5 186,0 212,0

(145,0-209,3)  (155,0-238,0) (165,5-352,0) 0,162 0,046
koézvetleniil trombolizis utan 108,0 92,0 114,0

(47,0-148,0) (70,0-152,0) (51,5-201,0) 0,571 0,400
24 déraval trombolizis utan 159,0 162,0 172,0

(115,5-188,5)  (134,0-208,0) (134,0-234,0) 0,292 0,163
VWF antigén (%)
felvételkor 189,6 199.,6 247,8

(151,9-233,2)  (176,4-250,8)  (199,9-353,8) 0,013 0,013
ko6zvetlenil trombolizis utan 172,2 2292 276,8

(141,2-257,0)  (166,6-293,6)  (219,1-375,5) 0,008 0,011
24 draval trombolizis utan 181,4 235,9 261,7

(156,9-2468)  (1883292,7) (192.4-366,8) 003 0,001

Az adatok median értékei és interkvartilis tartomanyai vannak feltiintetve. A stroke stlyossaganak
kategoriait korabbi szakirodalmi adatok szerint hataroztuk meg (253, 254). FVIIL: Vlll-as faktor,
NIHSS: National Institutes of Health Stroke Scale, VWF: von Willebrand faktor. p: statisztikai
szignifikancia Kruskal-Wallis-teszt alapjan. p*: kovarians tényezokre (aktiv dohanyzas, CRP, kor) valo
adjusztalas utan meghatarozott statisztikai szignifikancia (ANCOVA a valtozok logaritmikus
transzformalasat kovetden)

A stlyosabb AIS ¢és az emelkedett VWF kapcsolatat az a megfigyelés is alatdmasztotta, hogy a
24 6ras kontroll CT vizsgélat esetén a kedvezdtlenebb ASPECTS pontokhoz (ASPECTS 7-0)
szignifikdnsan magasabb VWF antigén szintek tarsultak minden mintavételi idépontban (10.
tablazat). FVIII esetén kozvetleniil a trombolizis utdni idépontban nem volt szignifikans
Osszefiiggés a 24 6ras kontroll CT kedvez6tlen ASPECTS pontértékeivel, azonban a lizis elotti

¢s 24 oraval trombolizis utdni FVIII értékek esetén mar szignifikans kapcsolat volt kimutathato.
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Az Osszefliggések mindkét paraméter esetén szignifikansak maradtak a befolydsold tényezokre

(aktiv dohényzas, CRP, kor) val6 adjusztalas utan is.

10. tablazat. A trombolizis folyaman meghatarozott FVIII aktivitas és VWF antigén

szintek, valamint a trombolizis utan 24 oraval meghatarozott ASPECTS kapcsolata

ASPECTS 24 éraval trombolizis utan

ASPECTS 10-8 ASPECTS 7-0 p p*
n=55 n=38

FVIII aktivitas (%)
felvételkor 171,0 194,0

(135,0-192,0) (168,0-299,5) 0,002 0,001
kozvetleniil trombolizis utan 92,0 114,0

(55,5-147,5) (66,0-177,0) 0,141 0,256
24 oraval trombolizis utan 156,0 198.0

(121,0-182,0) (158,0-246,0) 0,001 <0,001
VWF antigén (%)
felvételkor 191,5 2232

(161,6-231,7) (175,1-268,6) 0,012 0,018
koézvetleniil trombolizis utan 199,2 255,2

(146,3-261,8) (200,6-326,3) 0,004 0,002
24 é6raval trombolizis utan 197,8 2574 0,003 0,017

(174,2-259,6)

(205,1-320,1)

Az adatok median értékei és interkvartilis tartomanyai vannak feltiintetve. A 24 6raval a trombolizis
utan meghatarozott adatokat aszerint dichotomizaltuk, hogy nincsenek/enyhe ischaemias jelek vannak
(ASPECTS 10-8) vagy kozepesen sulyos/sulyos ischaemias jelek vannak (ASPECTS 7-0), korabbi
irodalom alapjan (255, 256). ASPECTS: Alberta Stroke Program Early CT Score, FVIII: VIlI-as faktor,
VWEF: von Willebrand faktor. p: a statisztikai szignifikancia Mann-Whitney U teszttel, p*: kovarians
tényezokre (aktiv dohanyzas, CRP, kor) valé adjusztalas utan meghatarozott statisztikai szignifikancia
(ANCOVA hasznalata a valtozok logaritmikus transzformalasat kovetoen)

A TOAST kritériumok altal meghatarozott etiologiai altipusok és a FVIII aktivitas, ill. a VWF
antigén szintek kozott nem talaltunk szignifikans kapcsolatot (ennek eredményei nem keriilnek
bemutatasra).

A FXIII szintek nem mutattak dsszefliggést a stroke stilyossagaval. A TOAST kritériumok altal
meghatdrozott stroke etiologiai altipusokkal azonban a FXIII szintek mutattak Osszefiiggést,
kardioembolias eredetii stroke esetén a FXIII szintek szignifikdnsan alacsonyabbnak
bizonyultak az aterotrombotikus eredetii stroke esetekhez képest.

nem mutattak Osszefiiggést. A trombolizis el6tti PAI-1 aktivitas és PAI-1 antigénszint azonban
szignifikdnsan magasabb volt azokban a betegekben, akik CT felvételét 24 ordval a lizist
kovetden alacsonyabb ASPECTS pontszammal (7-0) értékelték, tehat esetiikben radioldgiailag

értékelve stlyosabb eltérés igazolddott.
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A felvételkori a2-PI szintek szignifikdns Osszefliggést mutattak a stroke sulyossagaval (29.

abra).
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29. abra. A trombolizis soran kiilonbozé idopontokban mért o2-plazmin inhibitor (a2-PI)
aktivitas és antigén szintek és a stroke sulyossaganak kapcsolata AIS betegekben. Az a2-PI
aktivitas szinteket a stroke sulyossaga szerinti csoportokba sorolva trombolizis el6tt fekete korok (A),
kozvetleniil trombolizis utan fehér korok (C), 24 oraval a trombolizist kovetden fekete-fehér korok (E)
mutatjak. Az o2-PI antigén szinteket a stroke felvételkori sulyossaga szerint csoportositva a trombolizis
elott fekete négyzetek (B), kdzvetleniil trombolizis utan fehér négyzetek (D), 24 oraval a trombolizist
kovetden fekete-fehér négyzetek (F) mutatjak. A piros szaggatott vonal a referencia tartomany felso, a
z0ld szaggatott vonal a referencia tartomany alsé hatarat mutatja. A median értékeket piros vizszintes
vonalak jelolik. NIHSS: National Institutes of Health Stroke Scale. Statisztika: Kruskal-Wallis €s
Dunn’s post hoc teszt. *p<0,05, ***p<0,001
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Azok a betegek, akik a felvételkori NIHSS értékiik alapjan sulyosabb stroke-ban szenvedtek,
szignifikansan alacsonyabb a2-PI szinttel rendelkeztek (29. A és B abra). Forditott, 1épcsdzetes
Osszefiiggés volt megfigyelhetd a stroke sulyossaga és a felvételkori a2-PI antigénszintek
kozott (29. B ébra), hasonld, de gyengébb Osszefliggést talaltunk a lizis utdn 24 o6raval vett
mintdk esetén (29. F dbra). A trombolizis utan kozvetleniil meghatarozott a2-PI szintek nem
mutattak szignifikdns Osszefliggést a stroke sulyossagaval (29. C és D abra). A felvételi a2-PI
antigénszintek kisér infarktusok esetén voltak a legmagasabbak, mig a legalacsonyabb szintek
kardioembolias eredetii stroke-ok esetén voltak megfigyelhetdk (a2-PI antigén median: 61,8;

IQR: 56,3-72,8 mg/L vs. 56,6; IQR: 52,3-64,2 mg/L; p=0,024).

5.1.4 A vizsgalt hemosztazis tényezok osszefiiggése a stroke kimenetelével

Rovid tavu kimenetel. Az akut stroke utan 7 nappal, az NIHSS pontrendszer valtozasa alapjan
meghatdrozott rovid tdva kimenetellel a vizsgélt paraméterek koziil kizarélag a felvételi a2-PI
szintek mutattak osszefiiggést (30. abra).
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30. abra. A trombolizis elotti a2-plazmin inhibitor (a2-PI) antigén szintek és a trombolizis rovid
tava kimenetelének kapcsolata. Az o2-PI antigén szinteket a 7. napon meghatarozott stroke stilyossag
(NIHSS) szerint (A) vagy az NIHSS 7. napig bekdvetkezd valtozasa szerint (B) kategorizaltuk. Az
NIHSS pontszam legalabb 4 ponttal valo csokkenését vagy 0-ra torténd csokkenését értékeltiik kedvezo
kimenetelként (neurologiai javulas), mig az NIHSS pontszam legalabb 4 ponttal térténd novekedését
kedvezdbtlen kimenetelnek tekintettiik. A piros szaggatott vonal a referencia tartomany fels6, a zold
szaggatott vonal a referencia tartomany also hatarat mutatja. A median értékeket piros vizszintes vonalak
jelolik. NIHSS: National Institute of Health Stroke Scale. Statisztika: Kruskal-Wallis és Dunn’s post
hoc teszt. *p<0,05

Szignifikdnsan alacsonyabb FXIII szintek voltak megfigyelhetdk a trombolizist kdvetden
azokban a betegekben, akik a terdpiat kovetd 14. napig elhunytak. Logisztikus regresszios

modellben a trombolizis utan 24 6raval mért, als6 kvartilisbe tartozo FXIII aktivitas fliggetlen
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rizikdfaktornak bizonyult a 14. napi mortalitadsra vonatkozéan (OR: 4,95; 95% CI: 1,31-18,68;
p=0,0018, adjusztalt faktorok: kor, nem, CRP, dohanyzas, felvételi NIHSS).

Hosszu tavi kimenetel. Az AIS-t kdvetden 90 nappal mért kedvezdtlen funkciondlis kimenetel
(modelltdl fiiggden mRS >2 vagy mRS >3) szignifikdns 0sszefiiggést mutatott olyan jol ismert
rizikofaktorokkal, mint az életkor, magasabb felvételi NIHSS érték, emelkedett CRP, diabetes
mellitus. Mindezeken kiviil a hosszu tava funkciondlis kimenetellel ugyancsak szignifikans

Osszefiiggést mutattak a 24 6ras kontroll CT ASPECTS értékei.

A vizsgalt hemosztazis paraméterek koziil a kedvezodtlen hosszu tdva kimenetellel a kozvetlentil
trombolizis utdni minta emelkedett VWF antigén szintje, valamint a 24 6raval a trombolizis
utani mintakbol szarmazo emelkedett FVIII aktivitas és emelkedett VWF antigén szint mutatott
szignifikans kapcsolatot. A trombolizis el6tt meghatarozott hemosztazis paraméterek koziil
csak az alacsony felvételkori a2-PI antigénszintek mutattak Osszefiiggést a hossz tava

kimenettel (lasd késobb).

Bindris backward logisztikus modelliink eredményei szerint az els¢ vizsgalt kohorszban a
kozvetleniil a trombolizis utan ill. a 24 oraval a trombolizis utan vizsgalt, referencia tartomany
folotti FVIII aktivitds és VWF antigén szignifikansan és fliggetleniil jelezte a kedvezdtlen
hossza tava funkciondlis kimenetel nagyobb esélyét (11. tdblazat). A kozvetleniil a trombolizis
utani emelkedett FVIII aktivitas fliggetlen esélyhdnyadosa OR: 7,10 (IQR: 1,77-28,38;
p=0,0006), az emelkedett VWF fiiggetlen esé¢lyhanyadosa OR: 6,31 (IQR: 1,83-21,7; p=0,003)
volt a kedvezdtlen hosszu tava kimenetelre vonatkozoan (a logisztikus regresszids modellben
az ¢életkor, emelkedett CRP, aktiv dohanyzas, diabetes mellitus, felvételkor meghatarozott >5
NIHSS érték, >168% FVIII aktivitds, >160% VWF antigén szint szerepelt). Az altalunk
hasznalt statisztikai modell szerint tehat a kozvetleniil a trombolizis utan vagy a 24 éraval a
trombolizis utdn mért emelkedett FVIII aktivitds és emelkedett VWF antigén szint a
kedvezotlen hosszu tava kimenetel fliggetlen prediktora (megjegyzendd azonban, hogy az OR

korlatozottan alkalmas relativ kockazat becslésre) (257).
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11. tablazat. FVIII aktivitas és VWF antigén szintek kapcsolata a 90. napon
meghatarozott kedvezotlen kimenetellel (mRS >3)

OR 95% CI p

FVIII aktivitas >168%*

felvételkor 2,24 0,81-6,21 0,122

ko6zvetlenill trombolizis utan 7,10 1,77-28,38 0,006

24 oraval trombolizis utan 4,67 1,42-15,38 0,011
VWEF antigén >160%*

felvételkor 2,52 0,65-9,73 0,180

kozvetleniil trombolizis utan 6,31 1,83-21,73 0,003

24 é6raval trombolizis utan 19,02 1,94-186,99 0,012

CI: konfidencia intervallum, FVIII: VIII-as faktor, mRS: mddositott Rankin Skala, OR: esé¢ly hanyados
VWEF: von Willebrand faktor. A backward tobbszords logisztikus regresszios modell a kdvetkezoket
tartalmazta: kor >75 év, nem, CRP >5.2 mg/L, aktiv dohanyzas, diabetes mellitus, NIHSS >5
felvételkor. *referencia tartomany felso hatara

Az egyéb vizsgalt hemosztazis paraméterek koziil kizarolag a felvételkori a2-PI szintek
mutattak Osszefliggést az elére meghatarozott kedvezétlen funkciondlis kimenetellel (31. A
abra). Azok a betegek, akik elhunytak (mRS 6) vagy kedvezdtlen hossza tavi kimenetellel
rendelkeztek (mRS 2-5), szignifikdnsan alacsonyabb a2-Pl-antigénszintettel rendelkeztek
felvételkor azon betegekhez képest, akik az esemény utan 90 nappal a legkedvezdbb kimenetelt
mutattdk (mRS 0-1 median: 61,6; IQR: 55,9-70,5 mg/L vs. mRS 2-5 median: 59,7; IQR: 54,5-
69,1 mg/L vs. mRS 6 median: 56,0; IQR: 48,5-61,0 mg/L; p<0,001). Kaplan-Meier talélési
analizis soran ugy talaltuk, hogy azok a betegek, akik a korhdzi felvételkor a legfelsd
kvartilisnek megfeleld a2-PI antigénszinttel rendelkeztek, szignifikansan jobb tulélést
mutattak, mint azok, akiknél az a2-PI antigénszint a legalacsonyabb kvartilisben volt (HR:

4,54; 95% CI: 1,92-10,8; p<0,001) (31. B 4bra).
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31. abra. A trombolizis elotti a2-plazmin inhibitor (02-PI) antigén szintek és a trombolizis hosszu
tava kimenetelének kapcsolata (A). Kaplan Meier tulélési gorbék a trombolizis elétti a2-PI
antigén szintek kvartilisei szerint (B). Az AIS betegek felvételekor mért a2-PI antigén szinteket a 3.
honap végén meghatarozott modositott Rankin Skala (mRS) szerint kategorizaltuk (A). Az mRS 0-1
értékeket tekintettiik kedvezd kimenetelnek, az mRS 6 a mortalitast jeloli. A piros szaggatott vonal a
referencia tartomany felso, a zold szaggatott vonal a referencia tartomany als6 hatarat mutatja. A median
értékeket piros vizszintes vonalak jelolik. Statisztika: Kruskal-Wallis és Dunn’s post hoc teszt. *p<0,05;
***p<0,001. A Kaplan-Meier tulélési gorbéket a trombolizis elétti 02-PI antigén szintek kvartilisei
szerint (Q1-Q4) képeztiik (B). A rizikénak kitett esetszamok (number at risk) az abra alatti tablazatban
lathatéak az egyes kvartiliseknek megfeleléen. A felsd kvartilisbe (Q4, z6ld vonal), kozépso
kvartilisekbe (Q3 és Q2, vilagos ill. s6tét narancs vonalak), és a legalsé kvartilisbe (Q1, piros vonal)
tartozo eredményeket a kovetkezo hatarértékek szerint csoportositottuk: 67,4 mg/L, 60 mg/L, és 54,1
mg/L 02-PI antigén szint. HR: hazard ratio

Backward binaris logisztikus regressziés modellt hasznalva (1. modell: hiperlipidémia, BMI,
diabetes mellitus, nem és CRP) kimutattuk, hogy a felvételkor a legalacsonyabb kvartilisben
1évé a2-PI antigénszint szignifikans eldrejelzdje a kedvezdtlen (mRS 2-6) hossza tava

kimenetelnek (OR: 2,10; 95% CI: 1,21-3,66; p=0,008) ¢és haldlozasnak (mRS 6) 3 honappal a
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trombolizis utdn (OR: 2,22; 95% CI: 1,15-4,31; p=0,018) (12. tablazat). Amikor azonban az
¢letkort és az NIHSS-t is bevettilk a modellekbe (12. tablazat, 2. és 3. modell), az a2-PI
antigénszint hatdsa mar nem bizonyult szignifikdnsnak, és csak az életkor és az NIHSS maradt

a modellben mindkét kimenetel fliggetlen prediktoraként.

12. tablazat. A kedvezdtlen hosszu tavi kimenet és a 3. honap végéig bekovetkezo
halalozas fiiggetlen prediktorai a vizsgalt kohorszban

Kedvezétlen kimenet Halal a stroke-ot kdveto 90. napig
(mRS 0-1 vs. mRS 2-6) (mRS 0-5 vs. mRS 6)
OR 95% CI p OR 95% CI p
Modell 1%
02-plazmin inhibitor
i . . 2,10 1,21-3,66 0,008 2,22 1,15-4,31 0,018
antigén also kvartilis
Diabetes mellitus 2,18 1,29-3,68 0,004
CRP 1,02  0,99-1,04 0,099
Modell 2*
Diabetes mellitus 2,10 1,22-3,62 0,008
Kor 1,05 1,03-1,07 <0,001 1,11 1,07-1,15 <0,001
CRP 1,03 1,00-1,05 0,028
Modell 3
Kor 1,04 1,02-1,06 <0,001 1,08 1,04-1,27 <0,001
NIHSS 1,17 1,10-1,24 <0,001 1,17 1,09-1,25 <0,001
Diabetes mellitus 2,05 1,16-3,62 0,014

A tablazat a backward tobbszoros regresszios modell utolsoé 1épéseit mutatja. A nem dichotom valtozok
esetén az eredmények a kovetkezo egységekre értendok: CRP: 1 mg/L emelkedésre vonatkoztatva, kor:
1 évvel valé emelkedésre vonatkoztatva, NIHSS: 1 ponttal valé emelkedésre vonatkoztatva. A modellek
kiindulasi elemei: Modell 1°: nem, hiperlipidémia, BMI, diabetes mellitus, C reaktiv protein szint és 0.2-
plazmin inhibitor antigén a legalso kvartilisben (hatarérték: <54.1 mg/L). Modell 2": Modell 1 és kor.
Modell 37: Modell 2 és NIHSS. 95% CI: 95%-os konfidencia intervallum, CRP: C reaktiv protein, mRS:
modositott Rankin Skala, NIHSS: National Institutes of Health Stroke Scale, OR: odds ratio

Bér tobbszords logisztikus regresszids analizis szerint a FXIII szintek egyik vizsgalt idépontban
sem bizonyultak a hosszu tdva kimenetel fiiggetlen eldrejelzdjének, megjegyzendd, hogy a
FXIII szintek a lizis utan 24 oréaval szignifikansan alacsonyabbak voltak azokndl a betegeknél,

akik az eseményt kovetd 3. honap végéig elhunytak (32. abra).
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32. abra. A FXIII szintek valtozasa a trombolizis soran a Kiilonb6zo hosszu tava kimeneteli
betegek esetén. A FXIII aktivitas értékek atlag (kor) és 95%-os konfidencia intervallum (bajusz)
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formajaban vannak feltiintetve trombolizis el6tt (A), kozvetleniil a trombolizis utan (B), és 24 oraval a
trombolizist kovetéen (C) a kiilonboz6 hosszi tava kimeneteli betegek esetén. A fekete korok
reprezentaljak a harmadik honap végén mRS 0-5 értékekkel rendelkez6 betegeket (n=80), a fehér korok
a harmadik honap végére elhunyt betegek (mRS 6, n=29) értékeit mutatjak. mRS: moddositott Rankin
Skala. Statisztika: Student’s t teszt. **p<0,01, mRS 0-5 vs. mRS 6

Intrakranialis hemorrhagia kialakulasa. A trombolizissel kapcsolatba hozhato vérzéses
szovodményekkel a vizsgalt hemosztazis paraméterek koziil csak a trombolizist kdvetden
emelkedett VWF antigén szintek ¢és a felvételkori alacsony 02-PI értékek mutattak szignifikans
kapcsolatot. Huszonnégy oraval a trombolizis utan mért emelkedett VWF antigén szintek
szignifikans Osszefiiggést mutattak a SICH kialakulasaval (nincs vérzés/aSICH esetén VWF
antigén szintek medianja: 226,8; IQR: 176,5-279,4%, mig SICH esetén a VWF antigén szintek
medidnja: 347,5; IQR: 263,3-372,1%; p=0,017) (33. abra).

@ — nincs vérzés/aSICH
O— SICH

400- .
350-
300-
2501
200
1501
1001

1 A

VWEF antigén (%)

felvételkor  kodzvetlendl 24 6raval
trombolizis utan trombolizis
utan

33. abra. A von Willebrand faktor (VWF) antigén szintjének valtozasa a trombolizis soran,
intrakranialis vérzés (SICH) esetén, valamint intrakranialis vérzéses komplikaciok nélkiili vagy
tiinettel nem jaro intrakraniidlis vérzés (aSICH) esetén. A korhazi felvételkor, kozvetleniil
trombolizis utdn és a 24 oraval trombolizis utan gyijtott mintakbol szdrmazé eredmények median
értékei korrel, az interkvartilis tartomanyok bajusszal vannak 4brazolva. Ures korrel vannak feltiintetve
a SICH, teli korrel pedig a vérzéssel nem jard és aSICH esetek. Szaggatott vonalak jelolik a VWF
referencia tartomanyanak (50-160%) also és felso hatarait. Statisztika: Mann-Whitney U teszt. *p<0,05
a SICH és nincs vérzés/aSICH csoport 0sszehasonlitasakor

A masodik vizsgalt kohorszban a lizis utan ICH-t szenvedo betegeknél (n=32) a felvételi a2-PI
antigén szint szignifikdnsan alacsonyabb volt azokhoz képest, akiknél nem volt vérzéses
szovodmény (34. A abra). Ez az Osszefiiggés nem volt megfigyelhetd a betegek lizis utani
mintaiban (34. B és C abra) ill. az a2-PI aktivitds esetén egyik mért id6pontban sem. A
felvételkori median a2-PI antigénszintek kozotti kiilonbség, bar szignifikdns, de csekély
mértékil volt a lizist kovetden agyvérzett ill. a szovédménymentes betegek kdzott (nincs ICH

median: 59,8; IQR: 54,0-68,0 mg/L vs. ICH: 57,0; IQR: 53,4-61,7 mg/L; p=0,036). Nem volt
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megfigyelhetd szignifikans korrelacié a lizis utani becsiilt hematoma térfogata és a felvételkori
a2-PI antigénszintje kozott (r=0,207; 95% CI: -0,176-0,536; p=0,272). Az o2-PI antigén ill.
aktivitas szintek nem kiilonboztek a SICH ¢és aSICH alcsoportokban a vizsgalt idépontokban.
A viarakozasoknak megfeleléen az NIHSS szignifikdnsan magasabb volt az ICH-t szenvedett
betegeknél, a vérzéses komplikacié nélkiili betegekhez képest (median: 12; IQR: 7-32 vs. 6,5;
IQR: 4-36; p<0,001).
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34. abra. A trombolizis eldtti (A) kozvetleniil lizis utani (B) ill. 24 doraval a lizis utani (C) o2-
plazmin inhibitor (a2-PI) antigén szintek és a trombolizist kovet6 hemorrhagias transzformacio
(ICH) kialakulasanak kapcsolata. A piros szaggatott vonal a referencia tartomany felsd, a zold
szaggatott vonal a referencia tartomany also hatarat mutatja. A median értékeket piros vizszintes vonalak
jelolik. ICH: intracerebralis hemorrhagia. Statisztika: Mann-Whitney U teszt. *p<0,05

5.1.5 A vizsgalt fibrinolizis inhibitorok gyakori polimorfizmusainak osszefiiggése a
trombolizis kimenetelével

Valamennyi vizsgélt polimorfizmus (FXIII-A p.Val34Leu, FXIII-A p.Tyr204Phe, FXIII-B
p-His95Arg, FXIII-B intron K ¢.1952+144C>G, oPl p. Arg6Trp, PAI-1 4G/5G)
allélfrekvencidja a Hardy-Weinberg-egyensulynak megfelelden alakult a kohorszban, és
gyakorlatilag megegyezett az 1000 Genom projektben talédlhato, eurdpai alcsoportra vonatkozo
allélgyakorisagokkal (258). A kordbbi irodalmi adatokkal Osszhangban (53) a FXIII-A
p.Val34Leu, FXIII-A p.Tyr204Phe ¢s FXIII-B p.His95Arg polimorfizmusok nem
befolyasoltak a FXIII szinteket. A FXIII-B intron K ¢.1952 + 144 G allél hordozoi esetén
szignifikdnsan alacsonyabb FXIII szint volt megfigyelhetd a nem hordozdkhoz képest (FXIII
aktivitas: 114,5+30,9% vs. 130,5+36,9%; p=0,021, ill. FXIII antigén szint: 19,3+1,2 vs.
23,5+0,8 mg/L; p=0,004), de az ismert befolydsolo tényezdkre (életkor, CRP, dohdnyzas) valo
statisztikai adjusztalas utan a kiilonbségek nem voltak szignifikdnsak a csoportok kozott. A
vizsgalt FXIII polimorfizmusok egyike sem mutatott szignifikdns Osszefliggést a stroke
sulyossagaval, a terapia kedvezoltlen rovid- vagy hosszu tavi kimenetelével, a terapidval

Osszefiiggd szimptomatikus intrakranialis vérzés kialakuldsaval és mortalitassal (adatok
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nincsenek bemutatva). A FXIII-A p.Val34Leu polimorfizmus esetében megfigyelhetd volt
ugyan egy tendencia, mely szerint a FXIII-A Leu34 allél hordozasa védd hatasu lehet a
kedvezétlen rovid tava kimenetellel szemben (OR: 0,33; 95% CI: 0,09-1,10), de az 6sszefiiggés
ennél az esetszamnal statisztikailag nem volt szignifikans (p=0,072). Az a2-PI p.Arg6Trp
polimorfizmus egyetlen mért idépontban sem volt hatassal az o2-PI aktivitasra vagy
kimenetelével (az adatok nincsenek bemutatva).

A PAI-1 4G/5G polimorfizmus ezzel ellentétben a lizis utdni vérzéses transzformacio
szignifikans, fiiggetlen eldrejelzdjének bizonyult. Binaris, backward logisztikus regresszids
modellt alkalmazva az elsé vizsgalt kohorsz esetén (elemei: életkor, nem, BMI, felvételi
NIHSS, hipertonia, hiperlipidémia, PAI-1 4G/5G genotipus) a vérzés esélye a PAI-1 5G/5G
homozigota betegeknél csaknem 6tszords volt (OR: 4,75; 95% CI: 1,18-19,06; p=0,028). A
PAI-1 5G/5G genotipusu betegeknél a lizis utani intrakranialis vérzés térfogatdnak medidnja
tendenciajaban nagyobb volt a PAI-1 4G hordozokhoz képest, bar feltehetdleg a relative kis
esetszam miatt a kiilonbség nem volt szignifikdns és az eredmények igazoldsa érdekében a
jovOben tovabbi vizsgalatok sziikségesek (median: 16,82; IQR: 1,46-58,16 cm? vs. median:
0,67; IQR: 0,26-13,55 cm?; p=0,09) (35. 4bra).
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35. abra. A trombolizis utani vérzéses transzformacio becsiilt térfogata, PAI-1 4G/5G genotipustol
fiiggoen. A PAI-1 5G/5G genotipusu betegeknél a lizis utani intrakranialis vérzés térfogatanak medianja
tendenciaban nagyobb volt a PAI-1 4G hordozokhoz képest, de a kiilonbség nem érte el a szignifikancia
mértékét. A doboz-bajusz dbrak a mediant, az interkvartilis tartomanyt és a teljes tartomanyt mutatjak.
Mindkét csoport hat beteget tartalmazott. Egy beteg esetében a hematoma térfogatat nem szamoltuk,
mivel subarachnoidealis vérzést szenvedett.

5.1.6 A trombus méretének (clot burden) szerepe a trombolizis sikerére nézve

5.1.6.1 A betegek alapadatai és kimenetele
A harmadik, eset-kontroll tipust prospektiv obszervacids vizsgalatunkba 6sszesen 200, olyan

anterior keringés teriileti AIS-ben szenvedd beteget vontunk be, akiknél intravénas trombolizis
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tortént rt-PA-val: 100 LVO (CBS 0-9) és 100 LVO nélkiili (CBS 10) kontroll AIS beteget,
¢letkor- és nem szerint illesztve (13. tablazat). A dohanyzas 1ényegesen gyakoribb és az NIHSS
szignifikdnsan magasabb volt a CBS 0-9 csoportban. Jelentds kiilonbségek voltak mind a
radiologiai, mind a klinikai kimenetelekben a két csoport kozott. A CBS 0-9 csoporthoz tartozo
betegek esetén szignifikdnsan gyakoribb volt a kedvezdtlen kimenetel rovid- €s hossza tavon
is, ill. alacsonyabb volt az ASPECTS pontszdm a 24 6ras kontroll CT vizsgalat soran. A rutin
laboratériumi paraméterek koziil a CRP szignifikdnsan magasabb volt a CBS 0-9 csoportban.
A plazminogén aktivitas a felvételkor szignifikdnsan magasabb volt a CBS 0-9 csoportban, mig
mas hemosztazis paraméterek nem kiilonboztek érdemben a két csoport kdzott.

A CBS 0-9 csoportban 11 betegnél alakult ki vérzéses transzformacié (11%), mig a CBS 10
csoportban ez a sz6védmény 7 betegnél fordult eld (7%). Eredményeink alapjan a két CBS
csoportban kialakul6 intrakranidlis vérzés aranya az ECASS II (aSICH vagy SICH) szerint
osztalyozva nem mutatott szignifikans kiilonbséget, ami arra utal, hogy a vérrog mérete nem
allt szoros Osszefiiggésben a lizis utani vérzéses szovédményekkel a vizsgalt kohorszban.

A FXIII-A p.Val34Leu polimorfizmus allélfrekvenciaja Hardy-Weinberg egyensulyban volt a
teljes kohorszt vizsgalva (FXIII-A Val34Val: n=112 [56%], FXIII-A Val34Leu: n=78 [39%]
¢s FXII-A Leu34Leu: n=10 [5%]). A FXII-A p.Val34Leu polimorfizmusanak
allélfrekvencidja egyik CBS csoportban sem volt szignifikdnsan kiilonb6zé egy nagy
populacids kontrollcsoporthoz viszonyitva (259).

A FXIII-A Leu34 allélje ugyanakkor szignifikdansan gyakoribb volt a CBS 10 csoportban.
Egyvaltozos analizis soran a FXIII-A Leu34 allél jelenléte jelentds véddhatdst mutatott a
nagyobb vérrogok (CBS 0-9) kialakuldsdval szemben (OR: 0,52; 95% CI: 0,30-0,92;
p=0,0227).
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13. tablazat. A harmadik vizsgalt kohorsz (eset-kontroll tanulmany) klinikai alapadatai

a clot burden score (CBS) alapjan

CBS 0-9 CBS 10 )]

Betegek szama 100 100
Kor (év), median (IQR) 71 (62-79) 69 (62-76) 0,156
Férfi nem, n (%) 51(51) 51 (51) 0,671
Stroke rizikofaktorok, n (%)
Hipertonia 85 (85) 86 (86) 0,841
Pitvarfibrillacié 26 (26) 16 (16) 0,083
El6z6 stroke 20 (20) 28 (28) 0,185
Hiperlipidémia 56 (56) 66 (66) 0,147
Diabetes mellitus 25 (25) 28 (28) 0,631
BMI, atlag (SD) 28,12 (5,19) 27,87 (6,49) 0,766
Dohanyzas, n (%)

Nem dohanyzo 59 (59) 71 (71)

Korabbi dohanyos 16 (16) 2(2) 0.002

Jelenleg dohanyos 19 (19) 26 (26) ’

Nem ismert 6 (6) 1(1)
Trombolizis terdpia (intravénas rt-PA)
Tiinetek kezdetétdl a kezelésig eltelt ido 144 (115-176) 145 (109-183) 0,523
(perc), atlag (SD)
rt-PA doézis (mg), median (IQR) 67 (57-81) 68 (58-80) 0,988
NIHSS, median (IQR) 11 (8-16) 7 (4-10) <0,001
Laboratoriumi vizsgalatok, median (IQR)
Felvételi INR 0,96 (0,94-1,04) 0,97 (0,93-1,03) 0,613
Felvételi APTI (sec) 27,7 (25,9-31,2) 27,6 (25,6-30,0) 0,583
Felvételi WBC (G/L) 7,84 (6,44-9,40) 8,02 (6,52-9,54) 0,530
Felvételi trombocitaszam (G/L) 215 (177-266) 212 (179-254) 0,438
Felvételi gliikkoz (mmol/L) 6,7 (5,8-8,1) 6,4 (5,6-7,9) 0,439
Felvételi hsCRP (mg/L) 4,3 (2,1-8,6) 2,6 (1,4-6,0) 0,017
Felvételi kreatinin (umol/L) 78 (66-96) 79 (68-90) 0,870
Felvételi plazminogén aktivitas (%) 112 (92-133) 97 (88-118) 0,032
24 6ras plazminogén aktivitas (%) 91 (78-105) 89 (81-101) 0,728
Felvételi a2-PI aktivitas (%) 101 (94-110) 101(89-109) 0,494
24 oras a2-PI aktivitas (%) 74 (67-86) 76 (67-86) 0,305
Felvételi D-dimer szint (mg FEU/L) 0,82 (0,53-1,46) 0,70 (0,50-1,60) 0,431
24 6ras D-dimer szint (mg FEU/L) 2,69 (1,37-4,92) 1,85 (1,03-5,17) 0,101
Felvételi fibrinogén szint (g/L) 3,88 (3,47-4,62) 3,91 (3,20-4,55) 0,468
24 6ras fibrinogén szint (g/L) 3,73 (2,99-4,31) 3,76 (3,18-4,31) 0,848
Felvételi FXIII aktivitas (%) atlag (SD) 120 (34) 129 (52) 0,137
24 oras FXIII aktivitas (%) 114 (86-133) 104 (81-130) 0,168
Faktor XIII-A Leu34 hordoz6 n (%) 36 (36) 52 (52) 0,023
Stroke etiologia (TOAST), n (%)
Nagyér ateroszklerozis 72 (72) 22 (22)
Kisérbetegség 0 (0) 18 (18) <0.001
Kardioembolias 16 (16) 16 (16) ’
Egyéb/Nem ismert 12 (12) 44 (44)

Folytatds a kovetkezd oldalon
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13. tablazat. A harmadik vizsgalt kohorsz (eset-kontroll tanulmany) klinikai alapadatai
a clot burden score (CBS) alapjan (folytatds)

Képalkot6 adatok, n (%)

Felvételi ASPECTS
0-7 4(4) 0(0)
8-10 93 (96) 98 (100) 0,059
24 oras ASPECTS
0-7 51(53) 8(8)
8-10 46 (47) 90 (92) <0,001
Kimenetelek, n (%)
Rovid tava kimenetel (ANIHSS, 7 nap)
Kedvez6 (legalabb -4 pont vagy 0) 39 (39) 53(53)
Valtozatlan statusz (+ 3 pont) 33(33) 35(35)
Kedvez6tlen kimenetel 28 (28) 8(8)
(legalabb +4 pont vagy halal) 0,001
Nem ismert 0(0) 44
Hosszu tava kimenetel (mRS, 90 nap)
Kedvez6 (mRS 0-2) 34 (34) 67 (67)
Kedvezotlen (mRS 3-6) 61 (61) 31 (31 <0,001
Nem ismert 505 2(2)
Intrakranialis vérzés (ECASS II)
Nincs vérzés 89 (89) 93 (93)
aSICH 4(4) 5(5) 0,226
SICH 7(7) 2(2)

Az adatok median (IQR) vagy esetszam (szazalék) értékek formajaban vannak feltiintetve. a2-PI: 02-
plazmin inhibitor, APTI: aktivalt parcialis tromboplasztin idd, aSICH: aszimptomatikus intrakranialis
vérzés, ASPECTS: Alberta Stroke Program Early CT Score, CBS: clot burden score, ECASS II:
European Co-operative Acute Stroke Study II, hsCRP: nagy érzékenységii C reaktiv protein vizsgalat,
INR: nemzetkdzi normalizalt rata, IQR: interkvartilis tartomany, mRS: moddositott Rankin Skala,
NIHSS: National Institutes of Health Stroke Scale, rt-PA: rekombinans szdveti plazminogén aktivator,
SD: standard deviacio, SICH: szimptomas intrakranialis vérzés, TOAST: Trial of ORG 10172 in Acute
Stroke Treatment, WBC: fehérvérsejtszam

5.1.6.2 A CBS dsszefiiggése a rovid- ill. hosszu tavu funkciondalis kimenetellel

Annak felderitésére, hogy mely klinikai vagy laboratoriumi paraméterek mutatnak dsszefiiggést
a trombolizis kimenetelével, binaris, backward, tobbvaltozos logisztikus regresszios statisztikai
modellt hoztunk 1étre. Az egyvaltozos elemzések alapjan az alacsony CBS, a felvételi magasabb
NIHSS, a korabbi stroke és felvételi magasabb plazminogén szint szignifikans &sszefiiggést
mutatott a kedvezdtlen rovid tavi kimenetellel (az adatok nincsenek tablazatban bemutatva). A
FXIII-A Leu34 allél szignifikdnsan gyakoribb volt a CBS 10-es betegcsoportban, a
polimorfizmus ugyanakkor nem mutatott Osszefliggést a rovid tava kimenetelekkel. A
tobbszords logisztikus regresszids modell alapjan (elemei: életkor, nem, el6z0 stroke, felvételi
NIHSS, felvételi plazminogén aktivités, ill. CBS) csak az életkor, az NIHSS és a CBS bizonyult

a rossz rovid tavl kimenetel fiiggetlen prediktoranak (14. tablazat).
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14. tablazat. A trombolizis kedvezétlen rovid tava kimenetelének fiiggetlen prediktorai
a vizsgalt kohorszban

OR 95% CI p
Kor 1,03 1,00-1,05 0,049
Felvételi NIHSS 0,93 0,86-0,97 0,005
CBS (0-9 vs. 10) 2,78 1,44-5,36 0,002

A kedvezoétlen rovid tava kimenetelt az NIHSS legalabb 4 pontos csokkenése vagy novekedése, ill. a
haléalozas alapjan definialtuk a trombolizist kdvetd 7. napon. A backward, tobbszoros regresszios modell
tartalmazta az életkort, a nemet, a korabbi stroke-ot, a felvételi plazminogén aktivitast, a CBS
pontszamot (CBS 0-9 vs. CBS 10). A nem dichotom valtozok esetén az eredmények a kovetkezd
egységekre értendok: kor: 1 évvel valoé emelkedésre vonatkoztatva, NIHSS: 1 ponttal valo emelkedésre
vonatkoztatva. CBS: clot burden score, CI: konfidencia intervallum, NIHSS: National Institute of Health
Stroke Scale, OR: es¢lyhanyados

A hosszu tavu kimenetel vizsgélata soran az egyvaltozds analizisek alapjan az idésebb kor,
diabetes mellitus, alacsonyabb CBS, magasabb felvételi NIHSS, emelkedett szérum gliikoz,
emelkedett CRP, emelkedett kreatinin, magasabb felvételi D-dimer érték, magasabb felvételi
fibrinogén szint és az alacsonyabb 24 oras FXIII aktivitas szignifikans dsszefliggést mutatott a
kedvezétlen hossza tavi kimenetellel (adatok nincsenek tdblazatban bemutatva). A rovid tava
kimenetel esetén megfigyeltekhez hasonléoan a FXIII-A p.Val34Leu polimorfizmus nem
mutatott Osszefliggést a hossz tavil kimenetelekkel ebben a betegcsoportban. A binaris,
backward tobbszoros regresszios modellben a CBS (CBS 0-9 vs. 10: OR: 2,50; 95% CI: 1,18-
5,31; p=0,017), tovabba az életkor, felvételi NIHSS és felvételi kreatinin bizonyult a hossza

tavu funkcionalis kimenetel fiiggetlen prediktoranak (15. tdblazat).

15. tablazat. A trombolizis kedvezétlen hosszu tava kimenetelének fiiggetlen prediktorai
a vizsgalt kohorszban

OR 95% CI p
Felvételi kreatinin szint 1,02 1,00-1,04 0,043
Felvételi NIHSS 1,12 1,04-1,21 0,003
Eletkor 1,03 1,00-1,07 0,048
CBS (0-9 vs. 10) 2,50 1,18-5,31 0,017

A kedvezotlen hosszu tava kimenetelt az mRS érték alapjan definialtuk 90 nappal a stroke a kialakulasa
utan. Kedvezotlennek tekintettiik a hosszl tava kimenetelt, ha az mRS 3 és 6 pont kdzotti volt. A
backward, tobbszoros regresszios modell tartalmazta az életkort, a nemet, a korabbi stroke-ot, a diabetes
mellitust, a felvételi NIHSS értéket, a felvételi szérum gliikoz koncentraciot, a felvételi CRP értéket, a
felvételi kreatinin értéket, a felvételi D-dimer értéket, a felvételi fibrinogén szintet, a 24 6ras FXIII
aktivitast, a CBS pontszamot (CBS 0-9 vs. CBS 10). A nem dichotom valtozok esetén az eredmények a
kovetkezo egységekre értendok: kreatinin: 1 umol/L emelkedésre vonatkoztatva, NIHSS: 1 ponttal valo
emelkedésre vonatkoztatva, életkor: 1 évvel valo emelkedésre vonatkoztatva, CRP: 1 mg/L emelkedésre
vonatkoztatva. CBS: clot burden score, CI: konfidencia intervallum, NIHSS: National Institute of Health
Stroke Scale, OR: es¢lyhanyados
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A részeredmények rovid osszefoglalasa:

Bér az altalunk vizsgalt fibrinolizis markerek szintjében megfigyelhetdk szignifikans eltérések
az egyvaltozos analizisek esetén a kedvezdtlen trombolizis kimenetellel tarsultan (pl.
felvételkor alacsony a2-PI antigén, alacsony FXIII szintek a lizis utan 24 6raval), a tobbvaltozds
analizisek eredménye alapjan a trombolizis sikerének lényegesebb meghatirozd tényezoi a
stroke sulyossaga ill. maga a trombus mérete (36. abra). A trombolizist kdvetden kdzvetleniil a
FVIII aktivitas, a PAI-1 aktivitas és a2-PI aktivitds nagymértéki, szignifikans csokkenést
mutattak, majd 24 6rdval késobb szintjiik Ojra a kiindulasi értékekhez kozelitett, melynek
hatterében a FVIII esetén plazmin-medialt degradacid, PAI-1 aktivitds esetén a t-PA-val
komplexbe 1épés, a2-PI esetén a plazminnal vald komplex képzés allhat. Egyes megfigyelt
hemosztazis eltérések eredményeink alapjan feltehetdleg a trombus kialakuldsanak jelei ill. a
protrombotikus allapothoz tarsuld konszumpcid jeleként értékelheték, de nem meghatarozé
tényezOi a lizis kimenetelének. Kivételt képeznek a trombolizis utdn emelkedett VWF és FVIII
szintek, melyek feltehetdleg a stroke kovetkeztében fellépd endothel karosodas mértékére

utalnak és fiiggetlen eldrejelz6i a kedvezdtlen kimenetelnek.

/| VWFT
sulyos stroke ill.
nagy trombus méret (CBS!) Sikertelen reperfuzio,

plazminogénT , a2-Pl antigén | valtozatlan neuroldgiai statusz/romlas

(o ;>
G

enyhébb stroke
kis trombus méret (CBS T)

Sikeres reperfuzid, klinikai
javulas

36. abra. A trombolizis sikerének meghatirozé tényezéje a trombus mérete (sematikus
osszefoglalé abra). 02-PI: a2-plazmin inhibitor, CBS: clot burden score, FXIII: faktor XIII, rt-PA:
rekombinans szoveti tipusu plazminogén aktivator, VWF: von Willebrand faktor
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erer

5.1.7.1 A FXIII-A p.Val34Leu polimorfizmus hatasa a cellularis elemeket is tartalmazo
vérrogok sulyara

Mivel vizsgalataink alapjan ugy talaltuk, hogy a trombolizis sikerének egyik legfontosabb
korlatja a lizdlando6 alvadék mérete, felmeriil a kérdés, hogy milyen mechanizmusok felelsek
a veérrogok méretének ill. tomegének szabalyozasaért. A cellularis elemeket is tartalmazo
veérrogok tomegének meghatarozod tényezdit in vitro rekonstiticios modellekben vizsgaltuk.
Mivel eset-kontroll tanulmanyunkban, egyvaltozds analizisben a FXIII-A Leu34 allél jelenléte
jelentds véddhatast mutatott a nagyobb vérrogok (CBS 0-9) kialakuldsaval szemben (OR: 0,52;
95% CI: 0,30-0,92; p=0,0227), tovabba irodalmi adatok a Leu34 allél protektiv szerepét irtdk
le myocardialis infarctus kialakuldsaval szemben (62), a polimorfizmus hatasat érdekes volt in
vitro kisérletekben is vizsgalni a cellularis elemeket is tartalmazé vérrogok stlyara nézve.
Tovébbra is kihivas annak a latszolagos struktira-funkcio ellentmondésnak a felolddsa, mely
szerint a FXIII-A Leu34 allél jelenlétében a FXIII aktivacid6 mértéke mintegy 2,5-szeresre

gyorsul a FXIII-A Val34 varianshoz képest, ugyanakkor FXIII-A Leu34 allél jelenlétében
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megfigyelt gyorsabb FXIII aktivacioé klinikai szempontbdl véddé hatasként érvényesiil az
aterotrombotikus eseményekkel (myocardialis infarctus) szemben.

Az elsd kisérletsorozatban 86 ismert FXIII-A p.Val34Leu genotipust (n=40 FXIIIVa/Val n=28
FXIIIVa/teu ¢s n=18 FXIIIWLev) egészséges egyéntdl nyertiink trombocitaszegény plazmat. A
donorok demografiai és klinikai jellemzdit genotipus szerint a 16. tabldzat mutatja be. Az ismert
FXIII-A p.Val34Leu genotipust alanyok nem kiilonboztek az alabbi paraméterekben: életkor,
FXIII aktivitas, APTI, PI ill. a trombin generacids paraméterek koziil a lag time €s a time to
peak paraméter. A FXIIIV&Val genotipusti alanyok fibrinogén szintje szignifikinsan
alacsonyabb volt a FXIIIVateu &g FXIIIMWLeu genotipust alanyokhoz képest. A FXIIIVa/teu
genotipust egyének esetén fokozott volt a peak thrombin paraméter a FXIITVa/Valill, FXIIIbewteu
genotipusu egyénekhez képest. Az ETP szignifikdnsan kiilonbozott a csoportok kozott, bar a

kiilonbségek marginalisak voltak.

16. tablazat. Az in vitro rekonstiticidos vérrog modellekben hasznalt plazma mintak
donorainak alapveté demografiai és hemosztazis laboratoriumi jellemzdoi

Osszesitett  FXIITY™Y*  FXIIIY™t  FXIr-' p
Esetszdm (n) 86 40 28 18
Nem (n6/férfi) 71/15 33/7 24/4 14/4 0,7868
Kor (év) 26,0 25,0 28,5 28,0 0,4053
(23,0-38,8) (21,0-36,8) (23,8-38,3)  (23,8-46,3)
FXIII aktivitas (%) 114 +£20 114 +£18 115+£26 110+ 15 0,7127
Fibrinogén (g/L) 3,3(2,9-42) 3,0(2,7-3,7) 4,0(2,9-4,5) 3,2(2,94,5) 0,0432
0,0401*
0,04438
APTI (sec) 29,729 29,7+£32 29,6 +£2,6 29,8 +2,7 0,9546
PI (sec) 8,2(7,8-8,6) 83(7,9-8,6) 7,9(7,6-8,8) 8,2(8,1-84) 0,3436
Trombin generécids paraméterek
Lag time (perc) 2,3 (2,0-2,7) 2,3(2,0-2,7)  2,3(2,0-2,8) 2,3(2,0-2,3) 0,5985
Time to peak (perc) 4,7 (4,0-5,5) 4,7(4,0-5,5) 4,7(4,1-54) 4,8(4,2-5,5) 0,9720
Peak thrombin (nM) 318+93 317+ 80 345+ 107 283 £ 83 0,0470
0,0420"
ETP (nM*perc) 1393 1382 1498 1206 0,0002
(1211-1581) (1223-1581)  (1368-1797) (1148-1363) 0,0179*
0,0001*
0,0085%

A folyamatos valtozok atlag+ SD vagy median (interkvartilis tartomany) formajaban vannak feltiintetve.
Az egyes genotipusok kozotti kiilonbségeket ANOVA és Bonferroni post-hoc teszt vagy Kruskal-Wallis
¢s Dunn’s post-hoc teszt segitségével hataroztuk meg, normalitastol fliggden. p: tdbbvaltozos analizis
szignifikancia eredmény, *p: FXIITV¥V vs, FXIITV; fp: FEXIITYE vs, FXTIT=YEe; Sp: FXTITYAVA
vs. FXIIT*" " a post-hoc tesztek eredményei alapjan. APTI: aktivélt parcialis tromboplasztin id8, ETP:
endogén trombin potencial, FXIII: faktor XIII, PI: protrombin idd

Az egyes plazma mintdkat 0 negativ vércsoporti donoroktdl szdrmazod vordsvértestekkel és
FXIIVaVal  donortdl izolalt mosott vérlemezkékkel —egészitettiik ki, majd szoveti

faktor/foszfolipidek és CaCl, hozziadasaval vérrogoket képeztiink (37. A ébra). A vérrogok
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képzddését és retrakciojat kovetden megmértiik az egyes vérrogok tomegét. Az atlagos
normalizalt vérrog tomeg szignifikdnsan korrelalt az életkorral, a fibrinogénnel, a protrombin
idovel és a trombin generacids paraméterek koziil a lag time, time to peak és ETP

paraméterekkel (17. tdblazat).

17. tablazat. A normalizalt vérrog tomeg meghatarozoi az in vitro rekonstitucios
kisérletekben

Mind FXIIIVal/Val FXIIIVal/Leu FXIIILeu/Leu
(n=86) (n=40) (n=28) (n=18)
r P r P r P r p

Kor (év) 0,3602 0,0007 0,5244  0,0005 0,4113  0,0297 -0,1488  0,5557
FXIII akt. (%) 0,1126 0,3019 0,3506 0,0266 -0,1700 0,3872 0,2193  0,3819
Fibrinogén (g/L) 0,5267 <0,0001 0,5496  0,0002 0,6461 0,0002 -0,0298 0,9066
APTI (sec) 0,0573 0,6004 0,0286 0,8610 0,1230 0,5330 -0,1755 0,4862
PI (sec) 0,2248 0,0374 0,3127  0,0495 0,1017  0,6065 0,0614  0,8088
Trombin genericiés paraméterek
Lag time (perc) 0,3371 0,0015 0,4581  0,0030 0,2615 0,1790  -0,3436 0,1627
Time to peak
(perc) 0,3036 0,0045 0,3159 0,0471 0,3595 0,0603 -0,1216 0,6306
Peak thrombin
(nM) -0,0531 0,6272  -0,0297 0,8556  -0,1061 0,5911 0,0606 0,8113

ETP (nM*perc) 0,2495 0,0205 0,2597  0,1056 0,0252  0,8986 0,2486  0,3199

APTI: aktivalt parcialis tromboplasztin id6, ETP: endogén trombin potencial, PI: protrombin idd, r:
Spearman korrelacios koefficiens

A kilonbozd FXIII-A p.Val34Leu fenotipusu plazmakbol képzett vérrogok tomegét
Osszehasonlitva ugy taldltuk, hogy az atlagos normalizélt vérrogtomeg nem kiilonbozott a
csoportok kozott (37. B abra). A FXIII-A Val34 allélt hordozo egyének (FXIIIVa/Val gg
FXIITVa'tew) plazmajabol képzett vérrdgok tomege szignifikansan korrelalt a fibrinogén szinttel,
azonban a FXIII-A Leu34 homozigota egyének plazmajabol képzett vérrogok tomegével a
fibrinogén szint nem mutatott dsszefliggést (17. tablazat, 37. C abra). A FXIIV3Val plazma
mintakbol képzett vérrogokben a vérrog tomege az életkorral, a FXIII aktivitassal, a protrombin
iddvel €s a trombin generacio id6 paramétereivel (lag time és time to peak) is korrelalt, mig a
FXIII-A Leu34 allélt hordozo egyének (FXIIVaVtew &s FXIIMewLev) plazmajabol képzett
veérrogok esetén ezek az Osszefliggések nem voltak megfigyelhetéek (17. tablazat, 37. D-G

abra).

102



bagoly 153 23

FXIII-A Val34Leu

A genotlpus szerint

- TF+CaCl,
Donorok :‘ alvadék
retrakcio
B Onegatlv
véradd >
> 139 ?, 1.3
@A 1.2 o x
M ]
G 114 :. °
00 >
2 10 e 85 ®
= -“gﬁ‘—o te=  offo =
- B g A (534 ¥
& 0.8 © *® ®
© © £
E 074 (23
o
Z 06 T . I
EXIN al/Val Fx“IVaI/Leu Fx[”Leu/Leu
> 1.3 =
=] 2
] ]
R e}
© ©
> =2
© ©
= =
S 5
= ®
g £
- —
o o
b4 Z o : : T . . ,
60 80 100 120 140 160 180
Faktor XIII aktivitas (%)
F 2> 1.3+ G > 1.3
S =1
1%} "
X % 1.2 P
© o
o ©
=2 2
© ©
ol -
o ‘©
= N
© ©
£ €
— —
o o]
2 2
70 75 80 85 90 95 100 105
Protrombin idé (sec) Lag time (perc)

37. abra. Kiilonboz6é FXIII-A p.Val34Leu genotipusu donorok plazmaival rekonstitualt teljes
véralvadékok osszetétele (A), az alvadékok normalizalt tomege (B), és az alvadékok tomegét
meghatirozé tényezok a FXIII-A p.Val34Leu polimorfizmus szerint (C-G). Nyolcvanhat
egészséges donortol (40 FXIITVV, 28 FXIIIVAte, és 18 FXIIT=""") szeparilt vérlemezke szegény
plazmahoz 0 negativ vércsoportu donortdl szarmazd vérlemezkéket és vorosvértesteket adtunk. Az
alvadast szoveti faktor (TF)/foszfolipid és CaCl, hozzaadasaval értiik el, a kontrahalt alvadékok sulyat
lemértiik (A). Az alvadékok sulyat a napok kozotti variancia miatt normalizalt salyként tiintettiik fel (B).
A normalizalt alvadék stlyokat a fibrinogén szint (C), kor (D), faktor XIII aktivitas (E), protrombin id6
(F), és a trombin generacio lag time paramétere (G) fliggvényében abrazoltuk. Jelmagyarazat:
FXIITYVVe: fekete teli kordk, FXITVAM: kék félig-teli korok, FXII™"™": piros nyitott korok ill.
vonatkozé egyenesek. A fekete vizszintes vonalak a mediant abrazoljak.

Tekintettel a FXIII-A p.Val34Leu polimorfizmus fibrinszerkezetre gyakorolt modositd
hatésaira, melyrdl korabban kimutattdk, hogy fibrinogén koncentracié fiiggd modon valosul

meg (62, 260), tovabb elemeztiikk a fibrinogén és a vérrdg tomeg kozotti Osszefiiggéseket
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minden FXIII-A p.Val34Leu genotipus esetében. A kiilonbozd FXIII-A p.Val34Leu
genotipusok esetén képzodott vérrdg tomegek alacsony és normal fibrinogén koncentraciok
esetén nem kiilonboztek egymdstol (normalizalt alvadék suly FXIIIVaVal: 0,93+0,07;
FXIIIValtes: (0,92+0,08 és FXIIIewter: (0,93+0,04; p=0,1090). A legmagasabb fibrinogén
szinttel (>3,5 g/L) rendelkezd plazmék esetén azonban a FXIII-A Val34 allélt hordozo egyének
plazmajabol képzett vérrogok tomege szignifikdnsan nagyobb volt, mint a FXIII-A Leu34
homozigota egyének plazmajabol szarmazd vérrogok tomege, és a kiilonbség az életkorra,
nemre ¢s a trombin generacios paraméterekre vald korrigalast kovetden is szignifikans maradt
(normalizalt alvadék saly FXIITVe/Val: 1,02+0,08; FXIIVatew: 1,02+0,05 és FXIIIMewtey
0,93+0,06; p<0,002).

Az ¢életkor, a trombin generdcid vagy egyéb modositd tényezdk alvadék sulyra gyakorolt
potencidlis hatasainak kisérleti megkeriilésére kovetkezd [épésként tisztitott rendszert
hasznaltunk. Ezen kisérletek soran kereskedelmi forgalomban kaphatdo FXIII-mentesitett
plazmat, mosott 0 negativ vorosvértesteket, mosott vérlemezkéket (FXIITV2/Va! donor) és FXIII-
mentes fibrinogént hasznéltunk, melyhez tisztitott FXIIIV3Val vagy FXII YL zimogént
adtunk (38. A abra). Ezutan szdveti faktor/foszfolipidek és CaCl, hozzdadasaval alvadékokat
képeztiink, és megmértik a vérrogdok tomegét. Az individudlis plazmakkal végzett
kisérletekhez hasonldan az referencia tartomany felsé hatara alatti fibrinogén koncentracio (<4
g/L) jelenlétében képzodott vérrogok tomege hasonld volt mindkét vizsgalt genotipus esetén.
A fibrinogén hozzdadisa a rendszerhez a FXIIIV¥Va vérrog tomegének koncentraciofiiggd
ndvekedését idézte eld (R?=0,9536, p<0,005, 38. B abra). Erdekes modon ebben a kisérleti
Osszeallitisban a fibrinogén inverz hatasat tartuk fel a FXIIItewtev-val képz6dott vérrogok
tomegere, a vérrog tomege a fibrinogén koncentracié ndvekedésével parhuzamosan csokkent
(R?=0,8416, p<0,03, 38. B 4bra). Ezek a meglepd eredmények azt sugalljak, hogy a FXIII-A
p.Val34Leu polimorfizmus még nagyobb specifikus hatast gyakorol a vérrog szerkezetére ill.
tomegére, mint ami a heterogén individualis plazma mintdk elemzésébdl lathatd. A kiilonbozo
kisérleti koriilményekbdl szarmazd kombinalt megfigyelések egyiittesen azt sugalljak, hogy a
FXIII-A Leu34 allél jelentésen mérsékli a megemelkedett fibrinogén szint protrombotikus

hatdsat a vérrog tomegére vonatkozoan.
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38. abra. Tisztitott FXIII zimogén hozzaadasaval késziilt, in vitro rekonstitualt teljes vérbol
kialakitott alvadékokban a FXIII-A p.Val34Leu polimorfizmus fibrinogén-koncentracio fiiggo
hatisa az alvadékok silyara. 0 negativ vércsoporti donor mosott vorosvértestjeit, FXIIIV/V*
vérlemezkéket és FXIII-depletalt plazmat kiegészitettiink tisztitott FXIITV'V* vagy FXIIMte
zimogénnel, és emelkedd koncentracioban FXIII-mentes fibrinogént adtunk a rendszerhez. Az alvadast
szoveti faktor (TF)/foszfolipid és CaCl, hozzaadasaval értiik el, a kontrahalt alvadékok sulyat lemértiik
(A). A FXIIV*V (fekete teli korok) és FXIIT="™" (piros nyitott korok) felhasznalasdval képzett
alvadékok sulyat a fibrinogén koncentracio fliggvényében abrazoltuk. A korok és bajuszok harom
parhuzamos kisérlet atlag + SEM értékeit mutatjak. Statisztika: Student’s t teszt. *p<0,05

crer

A celluléris elemeket is tartalmazdé vérrogok sulyat befolyasold tényezdk kozott az el6zd
alfejezetben leirt kisérletsorozatban megfigyelhettiik a trombin generacio egyes paramétereinek
hatasat. Felmeriil a kérdés, hogy a FV[ eijden mutacié hatasara kialakul6é fokozott trombin
generaci6 a FXIII aktivacion keresztiil milyen mértékben befolyéasolja az a2-PI alvadékba vald
beépiilését és végeredményben a fibrinolizist. A FXIII aktivacidja kiillonb6zé FV] eiden

genotipusu egyénekben eltérd. Kordbbi vizsgalatainkban mar leirtuk, hogy a rekombindns
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human trombomodulin (thTM) jelenléte jelentdsen lassitotta a FXIII aktivaciojat a FV vad

genotipusu egyéneknél, mely hatds a FV] eiden hordozok esetében elmaradt (39. abra) (297).

FV vad tipus FV_eigen heterozigéta FVeigen hOMoZzigota
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39. abra. A rekombinans human trombomodulin (rhTM) hatasa a FXIII aktivacidjara kiilonb6z6
FV vad tipusu (A), FV] ¢ciden heterozigota (B) és FV] ejden homozigota (C) egyének plazmajaban.
A FXIII-A trombin altal hasitott formajat (FXIII-A’) az alvadékba inkorporaldédott maximalis
mennyiségli FXIII-A szazalékos aranyaban fejeztiik ki (kvantitativ denzitometrias értékelés alapjan). A
FXIII aktivacio mértékére utaldo FXIII-A’ szazalékos aranyat az thTM jelenlétében végzett kisérletekben
teli jelekkel, thTM hianyaban végzett kisérletek esetén iires jelekkel abrazoltuk. A piros nyilak a FXIII
50%-os aktivaciojahoz sziikséges (T1/2) idot mutatjak thTM jelenlétében és hianyaban.

A fenti eredmények birtokdban, ill. annak ismeretében, hogy az aktivalt FXIII a fibrinolizis
egyik legfébb szabdlyozoja, kutatasunk kovetkezd fazisdban kiilonbozé FV genotipusu
egyéneknél megvizsgaltuk az rhTM a2-PI-fibrin keresztkotésekre és fibrinolizisre gyakorolt
hatésat.

Plazmabol készitett, mosott alvadékok Western blotting analizise soran megfigyeltiik, hogy a
FV vad tipusi egyének plazmdiban rhTM jelenlétében az a2-PI-fibrin o-lanc kozti
heterodimerek kialakulasa szignifikdnsan késébb kezdddik és lassabban zajlik le, mint thTM
hidnyéban; ugyanakkor szignifikdns kiilonbséget észleltiink a nagy molekulatomegii a2-PI
tartalmu polimerek megjelenésében is (40. abra). Ezzel ellentétben, a FV] eiden plazma
mintdkban eltlinik az thTM nélkiili és az azt tartalmazo plazmamintak kozti kiilonbség (41.

abra); sOt egyetlen mutans allél jelenléte is szignifikansan csokkentette az thTM hatésat.

106



bagoly 153 23

A  FV vad tipus
rhTM nélkiil rhTM jelenlétében 5
B | g ,
- e e "B S - - a,-Pl-a-lanc
B oligomer
- e
" -Pl-a-lanc
- - - o
meemee ® . heterodimer
OO0 90 O 0 9O o8O S S O 9 & ° o8
PSS b6 RN SE8RNRNRR S &S
a koagulacio aktivacioja ota elteltid6 (sec)
B rhTM nélkl thTM jelenlétében
630 NE—— O

720 _.‘__/&

|

a,-Pl-a-lanc o;-Pl-a-lanc
id6 (sec) heterodimer heterodimer

40. abra. Az a2-PI fibrin a-lancahoz torténé keresztkotése egy reprezentativ FV vad tipusi
egyént6l szarmazo6 plazmaban rhTM hianyaban és jelenlétében. a2-PI Western blot (A), a kép alatt
levd szdmsor az inkubacié idétartamat jelzi. Egyes mintak Western blotjainak denzitometrias
kiértékelése (B). a.2-PI: a2-plazmin inhibitor, thTM: rekombinans human trombomodulin
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41. abra. Az o2-PI fibrin o-lancahoz valé keresztkotédése egy reprezentativ FV] eiden
homozigéta egyén plazmajaban rhTM hidnyaban és jelenlétében. a2-P1 Western blot (A), a kép
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alatt lev szamsor az inkubacid idGtartamat jelzi. Egyes mintak Western blotjainak denzitometrias
kiértékelése (B). a2-PI: a2-plazmin inhibitor, thTM: rekombindns human trombomodulin

Az o2-PI-fibrin a-lanc kozti heterodimerek 50%-anak kialakuldsdhoz sziikséges rhTM
jelenlétében és hidanyaban mért T/, kozti kiillonbségeket is kiszamoltuk. A 42. A ébra az a2-PI-
fibrin a-lanc kozti heterodimerek kialakuldsdnak kinetik4jat abrazolja 1-1 reprezentativ,
kiilonb6zé FV genotipusi egyén plazmajaban. Az thTM jelentésen csokkent hatasa ill.

hatastalansaga egyértelmti mindkét FV] eiden hordozé csoport esetében. Az a2-Pl-fibrin o-

lanc kozti heterodimerek 50%-anak kialakulasahoz sziikséges thTM jelenlétében és hianyaban

mért Ty, kozti kiilonbségeket abrazolja a 42. B abra. A FV vad tipusu egyének és a FV] eiden

heterozigotak ill. homozigotak kozott észlelt kiilonbségek szignifikansak, viszont a két

FVLeiden hordoz6 csoport kozti kiillonbség ez esetben sem bizonyult statisztikailag

szignifikansnak.
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42. abra. Az rhTM hatasa a2-PI-fibrin a-lanc kozti keresztkotések kialakulasara kiilonb6zo FV
genotipusi plazmakban. Genotipusonként 1-1 plazmaval nyert reprezentativ Western blot kép
kvantitativ elemzésével kapott eredmények, melyek az o2-Pl-fibrin a-lanc heterodimerek
képzodésének kinetikajat szemléltetik (A). Az tires korok, négyzetek €s haromszdgek az rhTM nélkiil
bekovetkezett heterodimerizacio kinetikajat, mig a teltek az thTM jelenlétében zajldo heterodimer
képzoédés kinetikajat mutatjak. A vizszintes, szaggatott vonal az 50%-os heterodimerizaciot jelzi. A
kiilonb6zo FV genotipusok hatasa az 50%-os a2-PI-fibrin a-lanc heterodimerizaciohoz sziikséges idore
rhTM jelenlétében (T1/2rhTM+) és annak hianyaban (T1/2rhTM-)(B). Mindharom genotipus esetében
5-5 egyén plazmajat vizsgaltuk, majd a (T1/2rthTM+) és (T1/2rhTM-) kozotti kiilonbségek atlagat és a
hozzajuk tartoz6 standard hibakat (SEM) oszlopdiagram formajaban abrazoltuk. o2-PI: a2-plazmin
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inhibitor, thTM: rekombinans human trombomodulin, +/+: FV vad tipus, +/-: FV] eiden heterozigota,
-/-: FVLeiden homozigota. *p<0,05, **p<0,01

A celluléris elemeket is tartalmazo alvadékok tomegét vizsgald kisérletekhez hasonléan
ezekben a kisérleteinkben is, az alvadék kialakulasat befolyasolé plazma komponensek
individualis kiilonbségeinek kikiiszobolése ¢érdekében, valamint a kapott eredmények
megerdsitése céljabol, FV vad és FV] eiden homozigdta egyének kevert plazmaibol FV-6t
izolaltunk, majd ezzel kiegészitettik a FV hianyplazmat. Az igy kapott plazmakban is
megvizsgaltuk, hogy a kiilonb6z6é genotipusu FV hogyan befolyéasolja az thTM a2-PI-fibrin
keresztkotésre gyakorolt hatdsat. Abban az esetben, amikor a hidnyplazmat vad tipusu FV-al
egészitettiik ki, az thTM szignifikansan lelassitotta az a2-PI fibrinhez vald keresztkotését.
Amennyiben a hianyplazmahoz homozigdta FVT eiden-t adtunk, az thTM-nek e késleltetd

hatasa minimalis mértékben érvényesiilt (dbra nincs prezentalva).

Mivel az a2-PI fibrinhez val6 keresztkdtddése jelentdsen befolydsolja az alvadék lizisét, ezért
a kovetkezdkben az rhTM-nek a t-PA-indukalt lizis folyamatara kifejtett hatasat vizsgaltuk FV
vad és FV] eiden homozigéta egyének plazmaiban (43. adbra). Az thTM hidnyéban végzett
kisérletekben nem tapasztaltunk kiilonbséget a két genotipus kozott. Az thTM jelenléte mindkét
genotipus esetén szignifikansan megnyujtotta az alvadék lizis idejét, azaz a fibrinolizis mértékét
csOkkentette, bar az thTM FV] eiden homozigdtdk esetén szignifikdnsan hatékonyabb volt,
mint a FV vad tipusu egyéneknél (43. A abra). thTM hatasara a FV] ejden homozigota egyének
plazmajaban az 50%-os alvadék lizis szignifikdnsan, mintegy 40 perccel késobb kovetkezett

be, mint a FV vad tipusu egyének plazmajaban.

Ismert, hogy a TM TAFI aktivaciora kifejtett hatdsan keresztiil befolyasolja a fibrinolizist.
Annak bizonyitasara, hogy a TM a2-PI-fibrin keresztkotésre kifejtett hatdsanak szintén fontos
szerepe van a fibrinolizis szabdlyozasaban, in vitro lizis vizsgélatokat végeztink TAFIa
inhibitor jelenlétében, ill. olyan feltételek mellett is, amikor a TAFIa-t és FXIlIla-t egyszerre
gatoltuk. A TAFIa gatlasa mellett, az thTM hatasara felgyorsult a fibrinolizis a FV vad tipusu
egyénektdl szarmazd plazmakban, mig a FV] ejden mutécio esetén ez a gyorsulds elmaradt (43.
B ébra). Ennek hatterében az allhat, hogy rhTM jelenlétében a vad tipustt FV-6t tartalmazé
plazmakban a FXIII aktivacid lelassulasa miatt az FXIIla altal katalizalt o2-PI-fibrin

keresztkotés is lelassul, mig ezek a hatdsok FV] eiden esetén nem érvényesiilnek. A lassubb

FXIII aktivacid szerepét az rhTM jelenlétében — TAFIa gatlasa mellett — felgyorsult
fibrinolizisben ugy bizonyitottuk, hogy a lizis vizsgalatokat TAFIa és FXIlIa egylittes gatlasa
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mellett is elvégeztiik (43. C abra). Ez esetben — az thTM jelenlététdl fiiggetleniil — az FXIIla

gatladsa miatt a lizis mindegyik plazma mintaban jelentdsen felgyorsult, és az egyes genotipusok

kozotti kiilonbség is eltlint.
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43. abra. Az rhTM hatasa az alvadék t-PA indukalta in vitro lizisére FV vad ill. FV] ¢iden
homozigdota egyének plazmaiban, inhibitorok nélkiil (A), TAFIa inhibitor jelenlétében (B), ill.
TAFIa és FXIIla inhibitorok egyiittes alkalmazasa esetében (C). Genotipusonként 5-5 egyén
plazmajdban meghataroztuk az 50%-os alvadék lizis idét (50%CLT) rhTM hianyaban (TM-) ¢€s
jelenlétében (TM+). Az oszlopdiagramon a kapott értékek atlagat és a hozzajuk tartozé standard hibakat
(SEM) tiintettiik fel. Az oszlopok felett levd, csillaggal jelzett szakaszok a megfelelé csoportok kdzott
levd szignifikans kiilonbséget jeldlik. thTM: rekombinans human trombomodulin. *p<0,05, **p<0,01

Ezek az eredmények megerdsitik a FXIII aktivacion és az o2-Pl-fibrin keresztktések

kialakuldsan keresztiil haté mechanizmus fontossagat a FV] eijden mutacié antifibrinolitikus

hatasaban. Az eredmények hatterében igazolt biokémiai mechanizmusokat a 44. abra 6sszegzi.
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44. abra. A TM t-PA altal indukalt fibrinolizisre kifejtett hatasanak feltételezett mechanizmusa
FV vad tipustu és FV] eiden mutians egyének plazmajaban. Vad tipusi FV esetében a TM a

trombinnal komplexet képezve fokozza a TAFI aktivaciojat, ami a lizis id6 megnyulasat, azaz a
fibrinolizis csokkenését eredményezi. Ezzel ellentétesen hatd mechanizmus a FXIII aktivacidjanak, ill.
ennek kovetkeztében az o2-PI fibrinhez tO0rténd keresztkotésének a késleltetése, ami a lizis 1d6
megrovidiiléséhez, a fibrinolizis fokozodasahoz kellene vezessen. A két ellentétes hatas koziil a TAFI-
n keresztiil operald mechanizmus a hatékonyabb, ezért a lizis id6 TM hatasara megnyulik, de nem
annyira, mintha a FXIII-on keresztiil hat6 mechanizmus nem lenne jelen. FV[ eiden mutacioé esetén a

trombin generacio fokozodasa miatt a TAFI aktivacié is fokozodik, s ugyanakkor a FXIII aktivacio
késleltetése elmarad. Ennek kovetkeztében a lizis id6 thTM hatasara FV] eiden jelenlétében még inkabb

megnyulik, mint vad tipusa FV esetén, tehat a fibrinolizis mértéke jelent6sen csokken. a2-PI: a2-
plazmin inhibitor, FXIII: XIlI-as faktor, PAI-1: plazminogén aktivator inhibitor, TAFI: trombin
aktivalta fibrinolizis inhibitor, TM: trombomodulin, t-PA: szoveti plazminogén aktivator

5.1.7.3 Uj médszer kifejlesztése az alvadékba beépiild a2-PI mennyiségének meghatdrozdsdra.
A modszer tesztelése és Osszehasonlitdsa a kimenetelekkel intravénas trombolizisben részesiilé
AIS betegekben

Az el6z0 alfejezetben latott eredmények jol tiikrozik az ismert tényt, hogy az a2-PI alvadékba
valo beépiilésének mértéke jelentds mértékben befolydsolja a fibrinolizis mértékét.
Feltételezhetjiik, hogy az a2-PI alvadékba vald beépiilésének mértéke AIS betegekben a
trombolizis kimenetelét is befolyasolhatja, azonban ezt korabban még nem vizsgaltdk. A
FVLeiden mutacion kiviil természetesen szdmos olyan tényezd lehet, ami potencidlisan
befolyasolhatja egy egyén esetén az 02-PI alvadékba vald beépiilésének mértékét. Annak
érdekében, hogy individudlis plazma mintdk esetén szamszertsiteni tudjuk, hogy az a2-PI
milyen mértékben épiil be a fibrin alvadékba, egy Gj modszert dolgoztunk ki. A modszer elve,

hogy citrattal alvadasgatolt plazma mintat trombin és kalcium hozziadasaval megalvasztunk,
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majd a keletkezd szérumbdl és az eredeti plazmabol parhuzamosan meghatarozzuk ELISA
modszerrel az a2-PI antigén koncentracidt. A plazma és szérum o2-PI koncentraciok
kiilonbsége adja az alvadékba bekotddott a2-PI mennyiségét (lasd Mddszerek fejezet).

A modszer beteg-, ill. kontrollmintadkon vald alkalmazésa elétt megvizsgéaltuk a trombin
lathatd, hogy az o2-PI maximadlis beépiilése az alvadékba megkozelitéleg 45%, mely
Osszhangban van az ismert irodalmi adatokkal (261). Az a2-PI beépiilése a fibrin alvadékba
viszonylag gyorsan megtorténik 2 U/mL trombin koncentracid6 mellett (45. A dbra). A
maximalis beépiilés szintjét mar relative alacsony trombin koncentraci6é mellett el tudjuk érni

(0,5-2 U/mL), magasabb trombin koncentracionak mar nincs tovabbi hatasa (45. B dbra).
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45. abra. Az a2-PI fibrin alvadékba valé beépiilésének idofiiggése (A). A trombin koncentracio
hatisa az a2-PI fibrin alvadékba valé beépiilésére (B). Az abrak 10 referencia egyén plazma
mintajanak alvasztasa soran kapott eredmények atlagat és szorasat mutatjak. a2-PI: a2-plazmin inhibitor

A tovabbi kisérletekhez ezért 2 U/mL trombin koncentraciot és a 30 perces alvasztasi idot
valasztottuk ki. Ezen paraméterek mellett az egészséges kontroll mintdkban az a2-PI
beépiilésének mértéke 44,0+4,6% volt (n=10).

A FXIII koncentracié hatdsat az o2-PI beépiilésére ismét tisztitott rendszer segitségével
preparatummal (46. abra). Korabbi tanulmanyokkal szemben, ahol a FXIII koncentraci6 hatasat
az a2-PI beépiilés mértékére csak a 8%-os FXIII aktivitdsnak megfeleld szintig vizsgaltak, mi
a FXIII koncentracid folyamatos ndvelésével a magasabb FXIII koncentraciok (200%-ig)
hatasat is megvizsgaltuk (46. A é&bra). Az atlagos plazma FXIII koncentraciéo (21 mg/L)

eléréséig a beépiilés mértéke a FXII emelésével parhuzamosan, gyorsan nott, ~40% beépiilést
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eredményezve. Ez utan a gorbe mar kissé ellaposodik, de a FXIII koncentraciot tovabb emelve
még 5-10%-kal nott a beépiilt a2-PI mennyisége.

A FXIII koncentraci6 hatasat az a2-PI alvadékba val6 beépiilésének mértékére Western blottal
is megvizsgaltuk. Az alvadékokat alapos mosas utdin 8 M ureat tartalmazé Laemmli-féle
mintapufferben feloldottuk, majd redukalé SDS-PAGE-t kovetéen a fehérjéket PVDF
membranra blottoltuk, ahol az a2-PI-t az Gsszes format felismerd poliklondlis anti-a2-PI
antitesttel jeloltik meg. A 46. B abran lathat6, hogy a FXIII koncentracié emelkedésével
fokozatosan nd a fibrin a-lanc polimerekhez kotott a2-PI és csokken a kisebb molekulatomegii
termékek mennyisége. Igen magas (>30 mg/L) FXIII szintnél mar olyan erds a fibrin a-lancok
keresztkotése, hogy nem sikeriilt az alvadékot oly mértékben feloldani, hogy az a gélbe be
tudjon diffundalni. Ezért ezzel a mddszerrel az emelkedett FXIII koncentracié hatdsa mar nem
vizsgalhato az extrém mértéki fibrin keresztkotés miatt. Korabbi vizsgéalatainkban kimutattuk,
hogy a trombusokban fellelheté polimorfonukleéris granulocitakbdl felszabaduld proteazok
megakadalyozhatja a tilzottan keresztkotott, fibrinolizis révén nehezen eltavolithatd alvadékok

kialakulasat (262).
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46. abra. A plazma FXIII szint hatasa az a2-PI fibrin alvadékba valo beépiilésének mértékére. A
FXIII deficiens plazmat (a2-PI = 62 mg/L) kiilonb6z6 koncentracioju tisztitott FXIII-mal egészitettiik
ki, majd trombinnal és kalciummal megalvasztottuk. A beépiilt a2-PI mennyiségét a kiegészitett plazma
¢s a keletkezett szérumok a2-PI koncentracioja alapjan kalkulaltuk és az abran az alvadékba beépiilt o2-
PI szazalékos aranya lathatd (A). A mosott és feloldott alvadékok Western blot analizise (az 02-PI
detektalasaira HRPO jelzett poliklonalis anti-a2-PI antitestet hasznaltunk) (B). a2-PI: o2-plazmin
inhibitor, Mr: molekulastly marker

A fentiekben ismertetett modszert alkalmaztuk annak vizsgalatira, hogy az a2-PI plazma
alvadékba torténd beépiilésének mértéke Osszefligg-e a trombolizis kimenetelével AIS

betegekben. Meghataroztuk az a2-PI beépiilésének mértékét, valamint a fibrinogén és a FXIII-
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A2B: szinteket 57 intravénds trombolizis kezelésben részesiilé AIS beteg trombolizis el6tti,
valamint 26 korban illesztett egészséges kontroll citrattal alvadasgatolt plazma mintajabol. A
vizsgalt betegeket az elsd prospektiv kohorszbol valasztottuk ki, a lizis rovid tava kimenetele
szerint csoportositva (7. napi ANIHSS ill. a hemorrhagids transzformécio alapjan, lasd
Modszerek). A vizsgalt csoportok egyes klinikai alapadatait és a vizsgalat szempontjabol

lényeges hemosztazis jellemzdit a 18. tdblazat mutatja be.

18. tablazat. A vizsgalt kohorsz alapveto klinikai jellemz6i és hemosztazis értékei

Kontroll Jo6 kimenetel Stagnélé/ Hemorrhag’izi.s’
(n=26) (n=25) rossz kimenetel transzformacio
(n=20) (n=12)

Kor (év) 66,4+5.6 61,4+13,6 67,5+12,6 72,2+10,0%
Nem (né6/férfi) 12/14 12/13 8/12 7/5
Hipertonia 13/13 5/16 2/15% 4/6
(nem/igen)
Dohanyzas 21/5 16/5 12/5 7/3
(nem/igen)
BMI 27,1+4,2 28,4+4,8 27,6+4,1 26,4+4,9
Felvételi NIHSS - 4 (3-7) 9 (5-12) 10 (5-16)°
NIHSS a 7. napon - 1(0-2) 11 (7-16)%% 10 (7-11)%
hsCRP (mg/L) 1,7 (0,8-3,4)  2,9(1,4-5,1) 4,9 (2,8-7,1)** 5,3 (2,5-11,9)**
Fibrinogén (g/L) 3,6+0,5 3,9+1,3 4,3£1,5* 4,2+2.0
FXIII-A,B; (mg/L) 28,2443 23,4+5,5% 22,9+7,6* 21,3+6,7**
Plazma o2-PI 66,9+8,7 64,9+£10,8 56,8+12,8 52,8+19,7*
(mg/L)
Szérum o2-PI 33,9442 34,1+6,1 32,2459 32,2+13,3
(mg/L)
a2-PI p.Arg6Trp 15/5 17/8 13/7 6/6
(Vad/Hordoz6)

A folyamatos valtozok értékeit atlag+SD ill. nem normal eloszlas esetén median (IQR) formaban
tintettiik fel. Az NIHSS érték 7. napra torténd valtozasanak mértéke szerint osztalyoztuk a
kimeneteleket: az NIHSS legalabb 4 ponttal valo csokkenését vagy 0-ra torténd csokkenését értékeltiik
kedvezd kimenetelként (neuroldgiai javulads), mig az NIHSS pontszam legalabb 4 ponttal torténd
ndvekedését rossz kimenetelnek tekintettiik (232, 233). a2-PI: a2-plazmin inhibitor, BMI: testtdmeg
index, hsCRP: nagy érzékenységili C reaktiv protein vizsgalat, NIHSS: National Institutes of Health
Stroke Scale, *p<0,05 beteg vs. kontroll, **p<0,01 beteg vs. kontroll, *p<0,05 beteg vs. j6 kimenetel,
%p<0,01 beteg vs. j6 kimenetel, **¥p<0,01 beteg vs. jo kimenetel

A csoportok egyes klinikai alapadatai ill. hemosztazis tényezo6i szignifikansan eltértek. A
trombolizist kovetden hemorrhagids transzformacidt szenvedett betegek szignifikdnsan
idésebbek voltak és szignifikdnsan sulyosabb stroke-ot szenvedtek el a felvételkori NIHSS
pontok alapjan, szemben azokkal, akik jo kimenetellel rendelkeztek. A FXIII szintek
szignifikansan alacsonyabbak voltak minden betegcsoportban, szemben a kontrollokkal. A

fibrinogén szintek magasabbak voltak azokban a betegekben, akiknél sikertelen volt a
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trombolizis terapia és stagnalo/rossz kimenetellel rendelkeztek, szemben a kontrollokkal. Meg
kell emliteni, hogy a felvételkori CRP szint szignifikdnsan emelkedett volt azoknal a
betegeknél, akik stagnalo/rossz kimenetellel rendelkeztek, ill. akik hemorrhagias
transzformaciot szenvedtek, az egészséges kontrollokhoz viszonyitva. A lizis utén intrakranialis
vérzést szenvedett betegek csoportjdban a plazma a2-PI szintek szignifikdnsan alacsonyabbak
voltak a kontrollokhoz képest.

betegekben a kontrollokhoz képest (47. A abra). Amikor a betegeket a trombolizis kimenetele
szerint csoportositottuk, az a2-PI fibrin alvadékba valo beépiilésének mértéke szignifikdnsan
alacsonyabb volt a stagnald/rossz kimenetellel rendelkezd és lizis utani intrakranidlis vérzést
szenvedett betegek esetén (41,5£11,8% és 37,3+14,0%) Osszehasonlitva az egészséges
kontrollokkal (49,4+4,6%) (47. B ébra). Az a2-PI alvadékba vald beépiilésének mértéke a jo
kimenettel rendelkezd betegeknél (47,4£6,7%) nem kiilonbozott szignifikansan az
egészségesektol. Figyelemreméltd, hogy az a2-PI beépiilése 1ényegesen alacsonyabb volt
azokban a betegekben, akik hemorrhagias transzformaciot szenvedtek, nem csak a
kontrollokhoz képest, hanem a jo kimenetellel rendelkezd betegekhez képest is (47. B 4bra).
Ugyanakkor megemlitendd, hogy az alvadék lizis vizsgalatok eredményei nem kiilonboztek az

egyes csoportok kozott.

80‘ *%
601
40
20 l l

0 0 . . . .
Kontroll Beteg Kontroll J6 Rossz  ICH
csoport csoport Betegek kimenetele

o
S
W

A

o
ad

== L

N
e

a2-Pl inkorporacio (%)
=)
a2-Pl inkorporacio (%)

47. abra. Az a2-PI beépiilés mértéke a fibrin alvadékba. A plazma mintak alvasztasa trombinnal €s
Ca®" -mal tortént, a plazma és a szérum a2-PI antigén szintek kozotti kiilonbséget kiszamoltuk és a
plazma értékekhez viszonyitva %-ban adtuk meg a kontroll és a teljes betegcsoportban (A), ill. a kontroll
¢s a kiilonbozo kimenettel rendelkezd betegesoportokban (B). A doboz-bajusz abrazolds a mediant, az
interkvartilis tartomanyt és a teljes tartomanyt mutatja. a2-PI: a2-plazmin inhibitor, ICH: intrakranialis
hemorrhagia. Statisztika: Kruskal-Wallis, Dunn’s post-hoc teszt. *p<0,05, **p<0,01

Kovetkez6 1épésként megvizsgaltuk, hogy az a2-PI beépiilés mértéke a fibrin alvadékba milyen

korrelaciot mutat egyes alapvetd klinikai ill. hemosztazis paraméterekkel (19. tablazat). A
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kontroll csoportban a fibrinogén statisztikailag szignifikdns korrelaciot mutatott az a2-PI
beépiilésének mértékével. A betegecsoportban pozitiv, szignifikans korrelaciot talaltunk a
plazma a2-PI, a FXIII szintek és az a2-PI fibrin alvadékba torténd beépiilése kozott. Tovabba,
negativ, szignifikans korreldciot talaltunk a betegekben a felvételkori NIHSS és az a2-PI
beépiilés mértéke kozott. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy stlyosabb stroke esetén in vitro
kevesebb a2-PI épiil be az alvadékba. Mivel az a2-PI beépiilése a fibrin alvadékba limitalt (45-
50%), ennek az Osszefiiggésnek a legvaloszinlibb oka az lehet, hogy az akut esemény soran
bekovetkezo jelentds in vivo fogyas miatt az az a2-PI forma, mely képes a fibrinhez k6tddni €s
beépiil az alvadékba, kisebb mennyiségben van jelen azon betegek plazma mintaiban, akik
sulyosabb stroke-ot szenvedtek el. Az NIHSS ¢és az a2-PI beépiilésének mértéke kdzotti negativ
Osszefiiggés kiilonosen erds volt a lizis utan intrakranidlis vérzést szenvedett betegek

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

19. tablazat. Egyes klinikai és hemosztazis paraméterek korrelacioja az a2-PI fibrin alvadékba
torténé beépiilésének mértékével

Kontroll csoport Beteg csoport Mind
(n=26) (n=57) (n=83)
r p r p r p
Kor (év) -0,051 0,803 -0,224 0,093 -0,200 0,070
Fibrinogén (g/L) 0,453 0,039 0,224 0,098 0,171 0,137
FXIII-A»B; (mg/L) 0,101 0,622 0,303 0,022 0,357 0,001
Plazma o2-PI1 (mg/L) 0,284 0,160 0,544 <0,001 0,540 <0,001
Felvételi NIHSS - -0,449 0,001 -

Az adatok a Pearson korrelacios egyiitthatot (r) s a statisztikai szignifikanciat (p) mutatjak. oo-PL: a2-
plazmin inhibitor, NIHSS: National Institutes of Health Stroke Scale

A részeredmények rovid osszefoglalasa:

Az in vitro vizsgalatok eredményeit dsszefoglalva tobb fontos kdvetkeztetésre juthatunk. A
cellularis elemeket is tartalmazoé vérrogok sulyanak legfontosabb meghatarozo tényezoi in vitro
kortilmények kozott a vizsgalt paraméterek koziil a kor és a fibrinogén koncentracio voltak,
ugyanakkor a FXIII-A Leu34 allél jelenléte jelentdsen mérsékelte a megemelkedett fibrinogén
szint protrombotikus hatdsat a vérrdg tomegére vonatkozodan. Vizsgélatainkban igazoltuk

FV eiden mutacié antifibrinolitikus hatasat, melynek hatterében az aktivalt TAFT hatdsan kiviil

a FXIII aktivacié eltéré kinetikdja és az a2-Pl-fibrin keresztkotések kialakuldsanak eltérd

s

modszerrel mutattuk ki. A modszert egészséges kontrollok és trombolizis kezelésben részesiild
AIS betegek plazmamintain tesztelve ugy taldltuk, hogy o2-PI fibrin alvadékba valo

beépiilésének mértéke szignifikansan alacsonyabb volt a stagnald/rossz kimenetellel
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rendelkezd €s a lizis utan intrakranidlis vérzést szenvedett betegek esetén, mig a jo kimenettel
rendelkezd betegek esetén a2-PI fibrin alvadékba vald beépiilése nem kiilonbozott
szignifikdnsan az egészséges kontrollokétdl. Az a2-PI fibrin alvadékba vald beépiilésének
mértéke Osszefiiggést mutatott a stroke sulyossagéaval és 1ényegesen alacsonyabb volt azokban
a betegekben, akik hemorrhagias transzformaciot szenvedtek, nem csak a kontrollokhoz képest,

hanem a j6 kimenetellel rendelkez6 betegekhez képest is.

A részeredményeket megalapozo kozlemények:

1. Kattula, S., Bagoly, Z., Téth, N., Muszbek, L., Wolberg, A.: The factor XIII-A Val34Leu
polymorphism decreases whole blood clot mass at high fibrinogen concentrations. J.
Thromb. Haemost. 18 (4), 885-894, 2020. IF: 5,824 (Q1)

2. Bagoly, Z., Koncz, Z., Harsfalvi, J., Muszbek, L.: Factor XIII, clot structure, thrombosis.
Thromb. Res. 129 (3), 382-387, 2012. IF: 3,133 (Q2)

3. Komaromi, I., Bagoly, Z., Muszbek, L.: Factor XIII: novel structural and functional
aspects. J. Thromb. Haemost. 9 (1), 9-20, 2011. IF: 5,731 (D1)

4. Koncz, Z., Bagoly, Z., Haramura, G., Mezei, Z., Muszbek, L.: Thrombomodulin-
dependent effect of factor V Leiden mutation on the cross-linking of alfa2-plasmin
inhibitor to fibrin and its consequences on fibrinolysis. Thromb. Res. 130 (3), 528-534,
2012. IF: 3,133 (Q2)

5. Bagoly, Z., Barath, B., Orban-Kalmandi, R., Szegedi, 1., Kissné Bogati, R., Sarkady, F.,
Csiba, L., Katona, E.: Incorporation of [alfa]2-Plasmin Inhibitor into Fibrin Clots and Its

Association with the Clinical Outcome of Acute Ischemic Stroke Patients. Biomolecules.
11 (3), 1-13, 2021. IF: 6,064 (Q2)

6. Bagoly, Z., Katona, E., Muszbek, L.: Factor XIII and inflammatory cells. Thromb. Res.
129 (Suppl.2), S77-S81, 2012. IF: 3,133 (Q2)

5.1.8 Globalis hemosztazis tesztek a hemorrhagias transzformacio kialakulasanak

elorejelzésére

Az intravénas trombolizis szovodményeként kialakuldé hemorrhagias transzformacié rettegett
szOvodmény, és vilagszerte az egyik oka annak, hogy a trombolizis meglehetdsen alulhasznalt
a klinikai gyakorlatban, kiilondsen kisebb koérhazakban (263). Ha rendelkezésiinkre allna
laboratoriumi teszt, mely eldrejelezné a betegekben a hemorrhagias transzformaciod
kialakuldsanak veszélyét, az alapjaiban javithatna az akut stroke ellatds mindségét és ndvelné a
kezelésbe vetett bizalmat. A hemosztazis és fibrinolizis rendszer komplexitasa ill. szdmos
egyéni befolyasolo tényezd potencidlis jelenléte miatt erre a célra feltehetdleg nem individualis
fehérjék vagy markerek meghatdrozdsa, hanem globalis hemosztazis ill. fibrinolizis tesztek

lehetnek alkalmasak (pl. trombin generacid, CLA).
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5.1.8.1 In vitro alvadék lizis vizsgalatok a hemorrhagias transzformacio kialakulasanak
elorejelzésére

Az el6z0 alfejezetben leirt kisérleti eredmények ramutattak arra, hogy az a2-PI fibrin alvadékba
vald beépiilésének mértéke lényegesen alacsonyabb volt azokban a betegekben, akik
hemorrhagiés transzforméciot szenvedtek. A vizsgalt kohorszban azonban a konvencionalis in
vitro CLA nem mutatott kiilonbséget a kiilonb6z6 kimeneteli csoportok kozott. Ez arra utal,
hogy a mddszer érzékenysége nem elégséges az altalunk vizsgalni kivant célra.

Annak érdekében, hogy a CLA modszer jobban tikkrézze az in vivo koriilményeket, egyes
kutatécsoportok kiilonbozo sejtes elemeket, aktivatorokat, inhibitorokat adnak a rendszerhez a
vizsgalat sordn (23). Kolev és munkacsoportja a CLA mddszert az in vivo trombusokban
fellelhetd NET-ek imitalasa érdekében cfDNA és hiszton hozzaadasaval modositotta (28, 31).
Az in vivo koriilményeket imitalé koncentrdcidban hozziadott cfDNA ¢és hiszton egylittes
hatasaként elnytjtott alvadék lizist tapasztaltak, és ugy talaltdk, hogy az ilyen koriilmények
kozott 1étrehozott alvadékok rigiditasa és viszkoelasztikus paraméterei jelentésen modosultak
(28, 31). Vizsgalataink soran ezen kisérletes elézményeket alapul véve egy 11j, mddositott in
vitro CLA vizsgélatot (mCLA) dolgoztunk ki, mely a NET-ek jelenlétének imitalasa érdekében
cfDNA-t ¢s hisztont is tartalmaz, és alkalmas lehet AIS betegmintdk vizsgélatéra.
Megvizsgaltuk, hogy az mCLA modszer képes-e megjoésolni a hemorrhagias transzformacio
kialakulasanak esélyét intravénds trombolitikus kezelésben részesiilé AIS betegekben. A
modszert nem traumads vérzéses stroke-ot szenvedett betegekben is teszteltiik, feltételezve, hogy
Osszefiiggést mutathat a stroke kimenetelével.

A CLA ¢s mCLA modszerek leirasat a Modszerek fejezet tartalmazza. A vizsgélatokat 6sszesen
231 AIS miatt intravénas trombolizisben részesiilé beteg trombolizis el6tti, citrattal
alvadasgatolt plazmamintdjan végeztilk el. A betegek bevalogatasa a vizsgalatba 2016
szeptemberében kezdddott €s 2019 aprilisdig tartott, a betegek bevalogatasanak menete ¢és
vizsgalt kimenetelek megegyeztek a fent leirt obszervacios tanulmanyok esetén leirtakkal. A
betegek alapadatai és a stroke kimenetelei hasonldan alakultak a korabbi obszervacios
tanulmanyok esetén leirtakhoz, a pontos adatok tekintetében racionalis terjedelmi korlatok
miatt utalunk az eredeti kdzleményben kozolt adatokra (264). Az AIS betegek koranak
medianja 67 (IQR: 50-76) év volt, 54,6%-uk férfi volt. A felvételkori NIHSS medianja 7 (IQR:
4-11) volt. A tlinetek kialakulasa és a kezelés megkezdése kozotti id6 medianja 150 (IQR: 111-
206) percnek adodott. A cerebrovaszkularis rizikok koziil az artérids hipertonia volt a
legnagyobb aranyban jelen (81,4%). A betegek 44,1%-nal kedvez6 rovid tava kimenetel volt
megfigyelhetd, 3 honappal a kezelést kovetden pedig 45,5%-nak javult az allapota. A teljes
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betegpopulacié 7,8%-nal, vagyis 18 fonél volt megfigyelhetd terapidval 0Osszefliiggd
intrakranidlis vérzéses szovodmény, mely 6 esetben (2,6%) tiinetképzd, 12 esetben (5,2%)

pedig nem tiinetképz6 komplikécio volt.
Ahogy az korabbi irodalmi adatok alapjan vérhaté volt, a kisérleti rendszerhez hozzdadott

cfDNA ¢és hiszton szignifikdnsan befolyasolta az alvadék képzddést, és elnytjtott alvadék lizist

eredményezett (20. tablazat).

20. tablazat. A vizsgalt kohorsz trombolizis elétti alvadék lizis teszt (CLA) ill. moédositott
alvadék lizis teszt (mCLA) paraméterei

CLA mCLA p
maximalis abszorbancia (OD) 1,39 +£0,20 1,42 £0,19 <0,001
max. abszorbancia eléreschez 11,0 (8,3-15,0) 11,3 (9,0-18,0) 0,002
sziikséges id0 (perc)
10%CLT (perc) 30,0 (19,5-40,5) 32,3 (22,0-49,0) <0,001
50%CLT (perc) 41,0 (29,0-57,0) 45,0 (30,0-64,0) <0,001
90%CLT (perc) 76,0 (57,0-108,0) 83,0 (65,0-108,0) <0,001
CLA AUC (OD*perc) 26,1 (21,7-32,1) 27,8 (22,8-33,7) <0,001

Az adatok atlag+SD vagy median (interkvartilis tartomany) értékekként vannak feltiintetve. Az mCLA
modszert sejtmentes szabad DNS (cfDNA) ¢és hiszton jelenlétében végeztiik. 10%CLT: 10% alvadék
lizis 1d6, 50%CLT: 50% alvadék lizis 1d6, 90%CLT: 90% alvadék lizis id6, CLA: alvadék lizis teszt,
CLA AUC: alvadék lizis teszt gorbe alatti teriilete, mCLA: mddositott alvadék lizis teszt

A vizsgélt betegcsoportban mind a CLA, mind az mCLA mddszer esetén az 50%-os lizis id6
(50%CLT) paraméter és a stroke korhazi felvételkor meghatarozott NIHSS szerinti stilyossaga
kozott 1épesdzetes Osszefliggés volt megtigyelhetd (48. dbra). Azok a betegek, akik felvételkor
sulyosabb stroke tiineteit mutattak, szignifikdnsan alacsonyabb 50%CLT értékekkel
rendelkeztek a kisebb NIHSS értékkel rendelkez6 betegekhez képest.
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48. abra. Az akut ischaemias stroke siilyossaga és az alvadék lizis (CLA) ill. mddositott alvadék
lizis teszt (mCLA) kozotti dsszefiiggés. A stroke felvételkori sulyossagat az NIHSS értékek szerint
kategorizaltuk, és a CLA (A) ill. mCLA (B) vizsgalatok 50%-os lizis id6 (50%CLT) paramétereivel
vetettiik 6ssze. NIHSS: National Institutes of Health Stroke Scale. Statisztika: Kruskal-Wallis teszt.

#p<0,05, **%p<0,001
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A hemorrhagids transzformaciét szenvedett betegekben a CLA gorbe alatti teriilet (AUC
paraméter) ill. az mCLA 50%CLT és mCLA AUC paraméterek szignifikansan alacsonyabbnak
bizonyultak a komplikdciomentes esetekhez viszonyitva (21. tablazat).

Az egyéb vizsgalt hemosztazis ill. fibrinolizis fehérjék koziil a D-dimer és a plazminogén

aktivitas mutatott 6sszefliggést a lizist kovetden kialakuld intrakranialis vérzés kialakulasaval.

21. tablazat. A hemorrhagias transzformacio és az alvadék lizis teszt paraméterek ill.
egyes hemosztazis tényezok kozotti osszefiiggések vizsgalata

. . Hemorrhagias
chizv le ;‘zes transzformacio p
(n=213) (n=18)
CLA
maximalis abszorbancia (OD) 1,4+0,2 1,4+0,2 0,361
max. abszorbancia eléréséhez 10,5 12,3 0.866
sziikséges 1d0 (perc) (8,8-15,0) (7,5-16,7) ’
10%CLT (perc) 30,0 (19,5-40,0) 25,3 (19,1-42,9) 0,524
50%CLT (perc) 41,0 (28,9-57,5) 35,0 (26,6-53,3) 0,396
90%CLT (perc) 77,6 (57,9-108,0) 81,8 (53,0-108,0) 0,496
CLA AUC (OD*perc) 26,3 (22,1-32,4) 23,8 (18,3-27,3) 0,028
Moédositott CLA (cfDNA és hiszton jelenlétében)
maximalis abszorbancia (OD) 1,4+0,2 1,4+0,2 0,149
max. abszorbancia eléréséhez 11,3 12,4 0.892
sziikséges 1d0 (perc) (9,0-18,0) (6,9-19,0) ’
10%CLT (perc) 33,0 (23,0-49,0) 24,3 (18,6-41,6) 0,111
50%CLT (perc) 45,0 (30,9-64,0) 32,5 (25,9-50,6) 0,034
90%CLT (perc) 84,0 (65,0-108,0) 81,8 (53,0-108,0) 0,512
mCLA AUC (OD*perc) 28,3 (23,2-34,3) 24,1 (20,2-31,7) 0,005
Specifikus hemosztazis/fibrinolizis fehérjék
fibrinogén (g/L) 4,1 (3,5-4,7) 4,5 (3,8-5,1) 0,167
D-dimer (mg FEU/L) 0,8 (0,5-1,4) 1,5 (0,6-2,4) 0,029
plazminogén aktivitas (%) 97,0 (88,0-110,0) 89,0 (81,0-99,0) 0,023
a2-PI aktivitas (%) 102,0 (92,0-110,0) 105,0 (96,0-108,0) 0,979

Az adatok atlag+SD vagy median (interkvartilis tartomany) értékekként vannak feltiintetve. a2-PI: 02-
plazmin inhibitor, 10%CLT: 10% alvadék lizis id6, 50%CLT: 50% alvadék lizis idd, 90%CLT: 90%
alvadék lizis id6, cfDNA: szabad DNS, CLA: alvadék lizis teszt, CLA AUC: alvadék lizis teszt gorbe
alatti teriilete

A modositott CLA moédszer diagnosztikai hatékonysagat dsszevetettilk a hagyomanyos CLA
modszer diagnosztikai  hatékonysagaval, a terdpia-asszocialt intrakranialis vérzés
elérejelzésének vonatkozdsaban. A ROC analizis eredménye azt mutatta, hogy a cfDNA ¢és
hiszton hozzdadasa a mintaoldathoz jelentdsen javitotta a CLA diagnosztikai teljesitményét,
mely leginkabb az 50%CLT paraméter esetében volt kiemelkedé a lizist kdvetd ICH
elérejelzésében (ROC AUC DNS és hiszton jelenléte nélkiil: 0,56; 95% CI: 0,43-0,69; p=0,371;
ROC AUC DNS és hiszton jelenlétében: 0,66; 95% CI: 0,54-0,78; p=0,024). Az Osszes teszt

paraméter koziil az AUC mutatta a legjobb diagnosztikai teljesitményt a lizist kovetd ICH
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becslésére a modositott (mCLA) eljaras soran (ROC AUC cfDNA és hiszton jelenlétében: 0,69;
95% CI: 0,59-0,80; p=0,006). A ROC analizis soran meghatarozott optimalis kiiszobérték (29,9
OD*perc) alapjan az mCLA AUC paramétere kiemelkedéen magas negativ prediktiv értéket
mutatott a trombolizis utan kialakulé ICH elérejelzésére (97,9%; 95% CI: 92,7-99,8%).

A kovetkezOkben megvizsgaltuk, hogy a CLA paraméterek fliggetlen prediktorai-e a
trombolizis kimenetelének. Az alkalmazott backward binaris logisztikus regressziés modell
(elemei: életkor, nem, felvételkori NIHSS értékek, BMI, hipertonia, hiperlipidémia, specifikus
hemosztazis/fibrinolizis fehérjék: fibrinogén, D-dimer, plazminogén aktivitas, a2-PI aktivitas,
az 50%CLT és CLA AUC paraméterek mindkét modszer esetében) feltarta, hogy a modositott
CLA mérés soran kapott alacsony mCLA AUC (<29,9 OD*perc) paraméter a hemorrhagias
transzformécio szignifikdns, fliggetlen prediktora (OR: 5,85; 95% CI: 1,24-27,7; p=0,026).
Ezen paraméter mellett csak a felvételkor kapott NIHSS>15 érték maradt a step-wise backward
regresszids modellben, mint a lizist kovetd intrakranidlis vérzés fiiggetlen elérejelzéje (OR:
5,32; 95% CI: 1,69-16,75; p=0,004).

A CLA ¢és mCLA vizsgélatokat nem traumads vérzéses stroke-ot elszenvedett betegek felvételi
plazmamintdin is elvégeztiik. Az IRONHEART tanulmanyban 89 konszekutiv, nem traumas
ICH-t elszenvedett beteget vizsgéltunk a Debreceni Egyetem Neuroldgiai Klinikéjaval
kollaboralva. A vizsgalat sordn egy beteget kizartunk a tanulmanybodl, mivel a korhazba
keriilést kovetden SARS-CoV-2 fertéz¢s jelenlétét igazoltak nala. Egy madsik betegnél 25
nappal az eseményt kovetden alakult ki koronavirus fert6zés, ezért a hossza tavi kovetési
periodusbol szarmazé adatok feldolgozdsa sordn ezen beteg eredményét nem vettiik
figyelembe. A betegek alapadatait, képalkoto eljarasok eredményeit és a stroke kimeneteleit a
22. tablazat tartalmazza. Az ICH betegek atlag életkora 68 + 11,6 év volt, a betegek 64%-a férfi
volt. A felvételkori NIHSS medidnja 14 (IQR: 8-20), a median ICH score 1 (IQR: 1-3) volt. A
cerebrovaszkularis rizikotényezok koziil az artérids magasvérnyomds volt a legnagyobb
aranyban jelen (96,6%). A koagulacios sziir6tesztek és a fibrinogén szintek eredményei nem
utaltak hemorrhagiés diathesisre egyetlen betegnél sem. A felvételkori becsiilt vérzésvolumen
érték medianja 20,0 cm3-nek (IQR: 3,7-48,0 cm?) adddott, és 46 betegnél (51,7%) alakult ki
intraventrikuldris hemorrhagia. A betegpopulécié mortalitasa az elsé 14 napban 29,0% volt,

mely 43,8%-ra ndtt 90 nappal az eseményt kovetden.
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22. tablazat. Nem traumas intracerebralis vérzést elszenvedett betegek klinikai
alapadatai, és kimenetelei

Betegszam, n 89
Kor, év 68 £11,6
Férfi, n (%) 57 (64,0)
Stroke stlyossaga felvételkor, NIHSS 14 (8-20)
ICH score 1(1-3)
Glasgow Coma Skala 13 (9-14)
Cerebrovaszkularis riziké faktorok, n (%)
Artérias hipertonia 86 (96,6)
Pitvarfibrillacio 11 (12,4)
Diabetes mellitus 39 (43,8)
Hiperlipidémia 48 (53,9)
Dohanyzas 15 (16,9)
BMI, kg/m? 27,0 (24,1-31,9)
Felvételkori laboratoriumi paraméterek
INR 0,97 (0,93-1,05)
APTI, sec 27,7 (25,4-31,2)
Fehérvérsejtszam, G/L 8,6 (6,7-11,5)
Trombocitaszam, G/L 226 (170-265)
Szérum gliik6z, mmol/L 7,6 (6,0-10,4)
hsCRP, mg/L 2,7(1,2-6,5)
Kreatinin, pmol/L 69 (61-85)
Fibrinogén, g/L. 3,8 (3,1-4,4)
Plazminogén aktivitas % 110 (100-122)
02-plazmin inhibitor aktivitas % 107 (98-113)
FXIII aktivitas % 166 (139-176)

Képalkot6 eljarasok adatai, n (%)
ICH féltekei lokalizacioja felvételkor

Bal félteke 44 (49,4)
Jobb félteke 41 (46,1)
Bilateralis 4 (4,5)
Intraventrikularis vérzés jelenléte felvételkor
Nincs 43 (48,3)
Subarachnoidealis 11(12,4)
Oldalso kamrak 8(9,0)
III. kamra 1(1,1)
IV. kamra 1(1,1)
Kombinalt 25 (28,1)
Infratentorialis eredet
Igen 4 (4,5)
Nem 85 (95,9)
Becsiilt vérzésvolumen érték, cm?
Felvételkor 20,0 (3,7-48,0)
14. napon 10,0 (2,8-27,0)
90. napon 0(0-2,4)
Kimenetelek, n (%)
Halal a 14. napig 26 (29,0)
Hosszu tava kimenetel (mRS, 90. napig)
Kedvezé (mRS 0-1) 15 (16,9)
Kedvezétlen (mRS 2-5) 32 (36,0)
Halal (mRS 6) 39 (43,8)
Nem meghatarozott 3(3.3)
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A folytonos valtozok értékeit atlag + standard deviaciéo vagy median (IQR)-ként tiintettiik fel. A
kategorikus valtozokat az elemszadm (szazalék) mutatja. APTI: aktivalt parcialis tromboplasztin ido,
BMI: testtomeg index, FXIII: XIII-as faktor, hsCRP: nagy érzékenységli C reaktiv protein vizsgalat,
ICH: intrakranialis vérzés, INR: nemzetkdzi normalizalt rata, IQR: interkvartilis tartomany, i.v.:
intravénas, mRS: modositott Rankin Skala, NIHSS: National Institutes of Health Stroke Scale

Osszehasonlitottuk az ICH betegek felvételi plazmamintaibol meghatarozott CLA ill. mCLA
paramétereket egészséges Onkéntesek plazmamintaibol meghatarozott lizis idé paraméterekkel
(23. tablazat). A vartnak megfeleléen az ICH betegek szignifikdnsan rovidebb lizis idovel
rendelkeztek az Onkéntesek alvadék lizis idejéhez viszonyitva. A vérzéses stroke-ot
elszenvedett betegek esetén meglepddve tapasztaltuk, hogy az alvadékképzddés szignifikdnsan
gyorsabb volt az in vitro kisérletek sordn (mely hiperkoagulabilitasra utal), ugyanakkor a
kialakult alvadék rt-PA-indukalta lizise is gyorsabban végbement az egészséges egyének

alvadék liziséhez képest.

23. tablazat. Az egészséges onkéntesek és a nem traumas intracerebralis vérzéses stroke-
ot (ICH) elszenvedett betegek alapadatainak, és alvadék lizis (CLA, mCLA)
paramétereinek osszehasonlitasa

Egészséges ICH P
onkéntesek betegek
Betegszam, n 29 &9
Kor, év 44 +11,7 68 11,6 <0,001
Férfi, n (%) 8 (27,6) 57 (64,0) 0,017
CLA
maximalis abszorbancia (OD) 1,3 (1,2-1,4) 1,4 (1,3-1,6) 0,006

max. abszorbancia eléréséhez sziikséges

- 18,5 (13,0-29,0) 10,5 (9,0-14,0) <0,001
id6 (perc)

10%CLT (perc) 49,0 (14,5-60,0) 23,5 (15,5-33,0) 0,006
50%CLT (perc) 73,6 (59,5-102,0) 34,5 (24,5-44,0) <0,001
90%CLT (perc) 106,0 (85,0,0-136,5) 76,0 (66,0-87,0) <0,001
CLA AUC (OD*perc) 41,0 (34,5-47,0) 24,2 (18,4-28,3) <0,001
mCLA (cfDNA és hiszton jelenlétében)

maximalis abszorbancia (OD) 1,32+0,15 1,4 (1,3-1,6) 0,002
max. abszorbancia elérésé¢hez sziikséges 24,0 (16,0-34,5) 11,5 (8,0-15.0) <0,001
id6 (perc)

10%CLT (perc) 57,0 (21,5-71,5) 25,5 (18,5-35,0) 0,001
50%CLT (perc) 89,0 (70,0-111,5) 35,5 (28,0-49,5) <0,001
90%CLT (perc) 119,0 (100,0-145,5) 75,0 (68,0-87,0) <0,001
CLA AUC (OD*perc) 43,0 (37,9-51,4) 25,2 (19,6-30,0) <0,001

Az adatok atlag+SD vagy medidn (interkvartilis tartomany) értékekként vannak feltiintetve. 10%CLT:
10% alvadék lizis 1d6, 50%CLT: 50% alvadék lizis id6, 90%CLT: 90% aladék lizis id6, cfDNA: szabad
DNS, CLA: alvadék lizis teszt, CLA AUC: alvadék lizis teszt gorbe alatti teriilete, I[CH: intracerebralis
vérzéses stroke, mCLA: modositott alvadék lizis teszt
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A konvencionalis CLA paraméterek nem mutattak Osszefliggést a stroke sulyossagéaval ¢€s a
kimenetelekkel a vizsgalt betegpopulacioban. Az mCLA mérés soran ezzel ellentétben
szignifikansan rovidebb 10%CLT értékeket detektaltunk a stlyosabb stroke-ot (NIHSS>10)
elszenvedd betegek esetén, az enyhébb stroke-kal (NIHSS 0-10) felvételre keriil6 betegekhez
képest (49. A abra). Az mCLA 10%CLT paraméter szignifikdns dsszefliggést mutatott az ICH
score értékekkel, a 14. napig bekovetkezd mortalitissal és a kedvezdtlen hosszu tavu

kimenetellel is (49. B, C és D abrak).
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49. abra. A moddositott alvadék lizis vizsgalat (mCLA) és a nem traumas intracerebralis stroke
(ICH) sulyossaga és kimenetelei kozotti osszefiiggés. Az mCLA mérés soran a 10%CLT értékek
alakulasa az ICH felvételkori sulyossaga (A), a betegek ICH score értéke (B), a rovid tava halalozasi
adatok (C) és a hosszi tava funkcionalis kimenetel (D) szerint. 10%CLT: 10% alvadék lizis id6, mRS:
modositott Rankin Skala, NIHSS: National Institutes of Health Stroke Scale. *p<0,05

Az mCLA paraméterek diagnosztikai hatékonysdganak vizsgalata érdekében ROC analizist
végeztiink (50. dbra). A legjobb diagnosztikai hatékonysagot a 10%CLT paraméter esetén
figyeltiik meg a kedvezd hosszu tava kimenetel (mRS 0-1 vs. 2-6) eldrejelzésére (ROC AUC
0,73; 95%CI: 0,57-0,89). A Youden index altal meghatarozott optimalis kiiszobérték (32,25
perc) esetén a modositott teszt esetén a 10%CLT paraméter szenzitivitasa 77,0%, specificitisa

67,7% volt a hosszl tavi kimenetel (mRS 0-1 vs. 2-6) elérejelzésére (50. A abra).
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50. abra. A médositott alvadék lizis (mCLA) paraméterek ROC analizise a nem traumas vérzéses
stroke-ot elszenvedett betegek (ICH) hosszi tava funkcionalis kimenetelének (mRS 0-1 vs. 2-6)
elorejelzésére. Az abrakon a ROC gorbékhez tartozd6 AUC értékeket és a Youden index altal
meghatarozott legjobb kiiszobértékhez tartozd szenzitivitas ill. specificitas értékeket tiintettiik fel a

10%CLT (A) és az 50%CLT (B) paraméterek esetén. 10%CLT: 10% alvadék lizis id6, 50%CLT: 50%
alvadék lizis id6, AUC: area under curve

A ROC analizist a 14. és 90. napig bekovetkezd mortalitasra vonatkozdan elvégezve az egyes
mCLA paraméterek esetén hasonlo kiiszobértékeket kaptunk. Kaplan-Meier analizis alapjan a

>38,5 perc 10%CLT paraméterrel rendelkezd betegek szignifikdnsan jobb tulélést mutattak
(p=0,010) (51. &bra).
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51. abra. A nem traumas intracerebralis vérzéses stroke-ot elszenvedett betegek eredményeinek
Kaplan-Meier tulélési gorbéi. 10%CLT: 10% alvadék lizis id6

Eredményeink alapjan a mCLA mérés cfDNA és hiszton jelenlétében igéretes modszertani
alapot jelenthet a jovében a trombolizissel kezelt AIS betegek terapia asszocidlt vérzéses

szovodményeknek elorejelzésére, valamint az ICH betegek hossza tava funkcionalis
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kimenetelének ¢és mortalitasdnak eldérejelzésére. AIS betegek esetén természetesen a
hemorrhagiés transzformacio eldrejelzésére a klinikai gyakorlatban kizarélag olyan modszer
képzelhet6 el, mely nagyon rovid id6 (percek) alatt eredményt szolgaltat, igy a jovoben a cél az
igéretesnek tiind moddszerek tovabbfejlesztése betegdgy melletti tesztekké (point-of-care

testing, POCT).

5.1.8.2 A trombin generdcio vizsgdlata a hemorrhagias transzformacio kialakulasanak
elorejelzésére

A trombin generacids teszt még nem rutin laboratoériumi eljaras, de a modszer igen igéretesnek
mutatkozik hipo- és hiperkoagulacios allapotok jelzésére. Hipotézisiink szerint a trombin
generacid egyes paraméterei eldrejelezhetik trombolizissel kezelt AIS betegekben a
hemorrhagias transzformacio lehetdségét. A tesztet nem traumas vérzéses stroke-ot
elszenvedett betegek felvételi plazmamintdin is elvégeztiik, dsszefliggést keresve a betegek
kimenetelével.

A vizsgélati kohorsz alapvetden megegyezett a 7. tadblazatban bemutatott intravénas
trombolizissel kezelt AIS betegek csoportjaval, de az antikoaguldns terapian 1évo betegek
(n=12) kizarasra keriiltek. Hemorrhagids transzformacidé 13 beteg esetén (9,8%) volt
megfigyelhetd, mely 6 esetben (4,5%) tiinetképzd komplikacido (SICH) volt. A trombin
generacids paraméterek koziil csak a time to peak paraméter mutatott Osszefiiggést a stroke
sulyossagéaval. Az ETP és peak thrombin paraméterek szignifikdnsan alacsonyabbak voltak
azokban a betegekben, akik esetén SICH alakult ki, a vérzést nem szenvedett ill. aSICH

csoporthoz képest (52. abra).
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52. abra. Az AIS betegek trombolizis elott meghatarozott endogén trombin potencial (ETP) (A) és
a peak thrombin (B) paramétereinek dsszefiiggése a trombolizist kovetéen kialakult szimptomas
agyvérzés (SICH) és tiinetmentes intracerebralis hemorrhagia (aSICH) eléfordulasaval. A doboz-
bajusz abrazolas a mediant, interkvartilis tartomanyt és teljes tartomanyt jelzi. Statisztika: Kruskal-
Wallis és Dunn’s post-hoc teszt. ¥*p<0,05
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Tobbszoros logisztikus regresszios analizis eredményei (elemei: kor, nem, CRP, dohanyzas,
vérlemezkegatlo terapia, felvételi NIHSS érték) azt mutattak, hogy a betegek felvételekor mért,
also kvartilisbe tartozo ETP és peak thrombin eredmények a tiinettel jar6 intrakranidlis vérzés
kialakuldsanak fliggetlen eldrejelzéi (ETP <1265,9 nM*perc esetén OR: 17,54; 95% CI: 1,45-
212,72; p<0,05 és peak thrombin <204,7 nM esetén: OR: 15,12; 95% CI: 1,38-166,02; p<0,05).
Az eredmények igazoldsara az alacsony esetszdmok miatt tovabbi, megerdsitd vizsgalatok
sziikségesek.

A trombin generacio vizsgalatat nem traumas vérzéses stroke-ot elszenvedett betegek felvételi
plazmamintain is elvégeztik. A vizsgalt betegkohorsz megegyezett az IRONHEART
tanulmany kereteiben vizsgalt, 22. tadblazatban bemutatott kohorsszal (n=2 beteg technikai okok
miatt kizarasra keriilt). Mivel a trombin generacids teszt esetén nincs rendelkezésre allo
referencia tartomdny, kontrollként 164 egészséges, 18 év feletti egyént vontunk be (fébb
kizarasi kritériumok: sebészeti beavatkozas 3 honapon beliil, trombotikus esemény 3 hdénapon
beliil, ismert hemorrhagias diathesis, autoimmun kérkép, hospitalizaciot igényld malignus vagy
kronikus betegség, antikoaguldns terdpia, anaemia vagy thrombocytopenia, vese- vagy
majbetegség).

A 24. tablazatban az ICH betegek és a kontrollok trombin generacids paraméterei lathatok. A
peak thrombin paraméter szignifikansan magasabb volt az ICH betegekben a kontrollokhoz
képest (397,2+93,9 vs. 306,3+85,3 nM; p<0,0001), mig a time to peak szignifikansan révidebb
volt a kontrollokhoz képest. Ezek az eredmények azt sugalljdk, hogy a betegekben
hiperkoagulabilis allapot all fenn a kontrollokhoz képest. Az elsére kissé¢ meglepd eredmény
valgjaban 0Osszhangban 4all a kordbban az alvadék lizis kisérletek soran megfigyelt
eredményeinkkel (rovidebb maximalis abszorbancia eléréséhez sziikséges id0), ill. ismert
irodalmi adatokkal, mely szerint az agyvérzett betegekben a VTE riziké igen magas (265). A
lag time, peak thrombin és ETP paraméterek szignifikdns korreldciot mutattak a CRP
paraméterrel mindkét csoportban (adatok nincsenek tablazatban feltiintetve). A betegek peak
thrombin értéke szignifikdnsan magasabb volt a rosszabb hosszu tdva funkcionalis kimenetellel
rendelkezd csoportban (mRS 2-6 median: 402,5; IQR: 344,8-473,8 vs. mRS 0-1: 326,4; IQR:
294,2-416,1 nM; p=0,0096). A statisztikailag optimalis hatarértéket alapul véve (339,1 nM) a
peak thrombin paraméter szenzitivitasa ill. specificitasa az mRS 2-6 kimenetel megitélésére

80,8% és 64,7%-nak adodott.
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24. tablazat. Nem-traumas intracerebralis vérzést (ICH) szenvedett betegek és egészséges
kontrollok trombin generacios paramétereinek osszehasonlitasa

ICH betegek Kontrollok
n=87 n=164 P
Lag time (perc) 3,3 (3,0-3,6) 3,3(2,7-4,1) 0,4090
ETP (nM*perc) 1776 (1491-2099) 1707 (1472-1973) 0,2374
Peak thrombin (nM) 397,24+ 93,9 306,3 + 85,3 <0,0001
Time to peak (perc) 5,5 (5,0-6,0) 6,5 (5,6-7,8) <0,0001

Az adatok atlag + SD vagy median (interkvartilis tartomany) formajaban lathatok. ETP: endogén
trombin potencial, n: esetszam

A részeredmények rovid osszefoglalasa:

Osszefoglalva részeredményeinket ugy gondoljuk, hogy mind a modositott alvadék lizis
vizsgalatok, mind a trombin generacié igéretes modszertani alapot jelenthet a jovoben olyan
POC tesztek kidolgozasara, melyek alkalmasak lehetnek AIS betegekben az egyénre szabott
stroke terapia alapjainak lefektetésére, és a trombolizist kovetden kialakulod ICH eldrejelzésére.
Az mCLA vizsgéalatot magas negativ prediktiv értéke miatt a lizist kovetd ICH kizardsara
lehetne potencidlisan hasznalni, mely klinikailag hasznos informacié lehet. Vizsgéalataink
felhivtak a figyelmet az ICH betegekben fellelhetd fokozott trombin generaciora
(protrombotikus allapotra), ami feltehet6leg tobb cerebrovaszkularis rizikofaktor egylittes
jelenlétével ill. a betegekben latott magasabb mértékii gyulladdsos paraméterekkel

magyarazhato.

A részeredményeket megalapozo kozlemények:

1. Lbczi, L., Orban-Kalmandi, R., Arokszallasi, T., Fekete, L., Fekete, K., Hé¢ja, M., Téth, J.,
Csiba, L., Bagoly, Z.: Thrombin generation as a predictor of outcomes in patients with
non-traumatic intracerebral hemorrhage. Front. Neurol. 13 1-12, 2022. IF: 3,4 (Q2)

2. Orban-Kélmandi, R., Szegedi, ., Sarkady, F., Fekete, 1., Fekete, K., Vasas, N., Berényi, E.,
Csiba, L., Bagoly, Z.: A modified in vitro clot lysis assay predicts outcomes and safety in
acute ischemic stroke patients undergoing intravenous thrombolysis. Sci. Rep. 11 (1), 1-
14, 2021. IF: 4,996 (D1)

3. Orban-Kalmandi, R., Arokszallasi, T., Fekete, 1., Fekete, K., H¢ja, M., Téth, J., Sarkady,
F., Csiba, L., Bagoly, Z.: A Modified in vitro Clot Lysis Assay Predicts Outcomes in Non-
traumatic Intracerebral Hemorrhage Stroke Patients: the IRONHEART Study. Front.
Neurol. 12 1-11, 2021. IF: 4,086 (Q2)

4. Hudik, R., Székely, E., Czuriga-Kovics, K., Nagy, A., Hofgart, G., Berényi, E., Csiba, L.,

Kappelmayer, J., Bagoly, Z.: Low thrombin generation predicts poor prognosis in ischemic
stroke patients after thrombolysis. PLoS One. 12 (7), 1-13, 2017. IF: 2,766 (Q1)
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5.2 Hemosztazis vizsgalatok a vérlemezkegatlo terapiak

hatastalansaganak felismerésére

5.2.1 Uj, P2Y12 ADP receptor specifikus trombocita aggregiciés médszer kidolgozasa

és a modszer oOsszehasonlitasa a clopidogrel terapia monitorozasara alkalmas egyéb

laboratoriumi modszerekkel

A clopidogrel terapia monitorozasaval kapcsolatos vizsgalatainkat 2011-2015 kozott végeztiik,
mely idészakban a hagyomdnyos ADP-indukalta trombocita aggregaciés moddszer volt a
legelterjedtebb mddszer a clopidogrel terapia hatékonysaganak ellendrzésére. A hagyomanyos
ADP-indukalta trombocita aggregacids modszer esetén probléma, hogy nem specifikus a
P2Y 12 receptor gatlas mértékére, tovabba aszpirin terapia befolyasolja az eredményt. Az ADP-
indukalta trombocita aggregacidés modszert hasznalva clopidogrelre jol reagdlo beteg esetén is
mindig lathat6 alakvéltozas €s valamilyen mértékli primer aggregacié a gorbén, ami a P2Y'1

receptor hatasanak tudhat6 be (53. A édbra).
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53. abra. Reprezentativ trombocita aggregacios és szekrécios gorbék egy hatasos clopidogrel
terapian 1évé beteg (fekete gorbék) ill. clopidogrelt nem szedé kontroll (kék gorbék) esetén. A bal
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oldali panelek a hagyomanyos ADP-indukalta trombocita aggregacios modszer (A) ill. az altalunk
kidolgozott ADP(PGE1) aggregacios teszt (B) eredményét mutatjak. Piros korok hivjak fel a figyelmet
a P2Y1 receptor altal kozvetitett hatasra. Az aggregacios panelek mellett a vérlemezke ADP
receptorokat és intracellularis tvonalaikat sematikusan bemutatd abran jeldltik a két kiilonbozo
trombocita aggregacios teszt soran érvényesiilé biokémiai tvonalakat. PGE1 jelenlétében a P2Y'1
receptor altal kozvetitett hatds nem érvényesiil, igy a teszt specifikussa valik a clopidogrel aktiv
metabolitja altal kifejtett vérlemezke gatlas mértékére.

A modositott teszt soran, amikor a PRP mintat PGEl-el eldkezeltiikk, az ADP-indukalta
aggregacios gorbén hidnyzott az alakvaltozas jel és a hatékony clopidogrel kezelés teljesen
megsziintette az ADP altal indukélt aggregéaciot (53. B és 54. A abra).

Clopidogrel terapiara hatastalan valasz esetén a trombocita aggregacio a kontrollnak megfeleld
volt (54. B 4bra). A PGE1 elékezelés altal kifejtett hatds erdsen korrelalt (r=0,89, p=0,001) a
P2Y1 antagonista A3P5P hatasaval, mely igazolta, hogy a PGE1 hozzaadasa a trombocitdkhoz

megsziintette a jelatvitelt a P2Y1 receptoron keresztiil (4bra nincs feltlintetve).

A Konvencionalis ADP aggregacio ADP(PGE1) aggregacio
Hatasos clopidogrel terapia (responder)
0-1d - 4 ' bete

3 10- : beteg 128 g
= 20-| | 30-
N 30 40-
8 40- 1 50 kontroll
g %0 \, kontroll 60-
N 60- 70-
= 70- : 80-
5 80 . 90-

90- 100-

100-

T T T T T [l 0 I T J
o 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
B Hatastalan clopidogrel terapia (non-responder)
0- |4 0-H..

= 10 10-
S 20 20- N\
o 30- v 30- S~ T— kontroll
N 40- 40- —
2 50- b 50- eteq
E 0. o bet 80. beteg
@ 70- W,  Oeleg 70-
@ 80- kontroll ™ . 80-
+ 90- w90

100- 100

o 1 ' 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
id6 (perc) id6 (perc)

54. abra. Reprezentativ ADP-indukalta ill. ADP(PGE1) trombocita aggregacios gorbék hatasos
(A) ill. hatastalan (B) clopidogrel terapian 1évo betegek esetén. A betegek trombocita aggregacios
gorbéi feketével, a clopidogrelt nem szed6 kontrollok gorbéi kékkel vannak jelolve. A bal oldali panelek
a hagyomanyos ADP-indukalta trombocita aggregaciot, a jobb oldali panelek az altalunk kidolgozott,
ADP(PGEL1) aggregacios teszt eredményét mutatjak. Az ADP(PGE1) teszt esetén hatasos clopidogrel
terapia mellett nem jon létre aggregacio, a teszt specifikus a clopidogrel hatasra. ADP: adenozin-5’-
difoszfat, ADP(PGE!): prosztagladin E1 jelenlétében elvégzett, ADP-indukalta trombocita aggregacios
vizsgalat

130



bagoly 153 23

5.2.1.1 A clopidogrel monoterapiaval kezelt betegek kiilonbozo laboratoriumi modszerekkel
végzett tesztelésenek eredményei

A clopidogrel terapia monitorozasara alkalmas moddszereket (ADP-indukalta trombocita
aggregacio, VerifyNow P2Y12 teszt, VASP foszforilacids vizsgalat, ADP(PGE1) trombocita
aggregacio) 111, AIS szekunder prevenciojaként clopidogrel monoterapian 1évo betegen és 140
egészséges, gyogyszert nem szedd kontrollon teszteltiikk. A gydgyszert nem szedd kontrollok
vizsgalatanak célja a referencia hatarértékek meghatirozasa volt. A vizsgalt betegek és

kontrollok legfontosabb klinikai paramétereit a 25. tabladzat mutatja.

25. tablazat. Clopidogrel monoterapian lévé betegek és kontrollok alapveté klinikai
adatai

Clopidogrel Kontrollok P
monoterapia
Esetszam 111 140
Férfi 53 (47,7) 68 (48,5) 0,89
Kor, évek 61,6+10,4 43,3+18,0 <0,001
BMI (kg m?) 25,9+7,9 24,043,8 <0,001
Diabetes mellitus 22 (20) -
Hipertenzid 80 (72) 10 (7,1) <0,001
Dyslipidemia 73 (65,7) 2(1,4) <0,001
Dohanyzas 24 (21,6) 34(2,2) 0,64
Korabbi MI 24 (21,6) -
Tobbszori stroke/TIA 83 (74,7) -
PPI terapia 11 (9,9) -
Statin terapia 67 (60) -
Clopidogrel terapia idétartama, honapok 12 (1-119) -

A folytonos valtozok értékei atlag + SD formaban vannak feltiintetve. A kategorikus valtozokat az
elemszam (szdzalék) mutatja. A clopidogrel terapia idGtartama esetén a mediant és zardjelben a teljes
tartomanyt tiintettiik fel. BMI: body mass index, MI: myocardialis infarctus, PPI: proton pumpa gatlo,
TIA: tranziens ischaemias attack. Statisztika: Student’s t teszt és y? ill. Fisher’s egzakt teszt

A clopidogrel terapia hatastalansdganak (“laboratériumi non-responder”) kiiszobértékeit
valamennyi médszer esetén az altalunk felallitott referencia intervallum als6 hataranal huztuk
meg. Az igy kapott diagnosztikai hatarértékek alapjan a clopidogrelre nem megfeleléen
reagalok aranya modszertdl fiiggden 12-54% kozott valtozott. A hagyomanyos ADP-indukalta
trombocita aggregacios modszerrel a betegek koriilbeliil fele bizonyult non-respondernek
(50,5% ¢€s 51,4%, 5 uM ¢és 20 uM ADP esetén) (adatok nincsenek abran bemutatva). A P2Y12-
specifikus VerifyNow teszttel diagnosztizalt non-responderek aranya hasonldé volt a
hagyomanyos ADP-aggregacios modszerrel kapott eredményhez (54%) (55. A abra). A masik
P2Y12-specifikus modszer, a VASP foszforilaciés teszt alkalmazasdval kissé eltérd
eredményeket kaptunk (55. B é&bra). Ebben az esetben a betegek eredményei igen széles

eloszlast mutattak. A CLSI irdnyelvek szerint meghatarozott referencia intervallumot hasznalva
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(72% PRI) a clopidogrellel kezelt betegek eredményeinek igen nagy szazaléka (88,3%)
mutatott ezen hatarérték alatti eredményt, jelezve a clopidogrel terapianak megfeleld hatast. Az
eredmények széles eloszlasa azonban felvetette annak a lehetdségét, hogy a tesztben
megfigyelhetd clopidogrel hatas (P2Y 12 gétlas) mértéke a betegek egy részében nem elégséges.
A vizsgalatot megel6zd években szdmos tanulmany a klinikai eseményekhez kapcsolhatd
clopidogrel rezisztencia hatarértékének az 50%-os PRI-hatarértéket javasolta (266-268). Ezt a
kiiszobértéket a betegpopulacionkra alkalmazva a betegeknek csak 43,2%-a volt a klinikailag
hatasos tartomanyban. Ezeket a betegeket erds valaszadoknak (“strong responder”) tekintjiik,
mig a referencia intervallum alatti, de 50% feletti PRI értéket mutatd betegeket gyenge
valaszadoknak (“weak responder”). Az Ujonnan kidolgozott, P2Y12-specifikus ADP(PGEI)
vérlemezke aggregacidos madszert szintén teszteltiik a vizsgalt populacidban (55. C és D dbra).
Ezzel a teszttel a betegek 28,8%-a bizonyult non-respondernek, az eredmények a kontrollokéval
megegyez0 tartomanyban voltak. A betegek 39,7%-andl nem alakult ki aggregacid, oket erds
valaszaddknak (“strong responder”) tekintjiik, mig a betegek 31,5%-anal részleges aggregacio

mutatkozott (<9,1%, gyenge valaszadok).
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55. abra. Clopidogrel terapian 1évé betegek és gyogyszert nem szedd kontrollok eredményei a
clopidogrel hatasra specifikus laboratériumi vizsgalatokkal. A pontdiagramok a VerifyNow P2Y 12
teszttel (A), a VASP foszforilacios teszttel (B) ill. az altalunk kifejlesztett ADP(PGE1) trombocita
aggregacios teszttel (C) kapott eredményeket mutatjak. Az altalunk kifejlesztett ADP(PGE1) trombocita
aggregacios teszt eredményeit hisztogram forméajaban is abrazoltuk (D). A fekete korok ill. oszlopok a
gyogyszert nem szed6 kontrollokat, az tires kordk ill. oszlopok a clopidogrel terapian 1évo betegeket
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reprezentaljak. A vizszintes vonalak a mediant jelolik, a szaggatott vonalak a referencia hatarértékeket.
A B panel esetén feltiintetett pontozott vonal a VASP foszforilacios vizsgalat klinikai vizsgalatokban
megallapitott clopidogrel rezisztencia hatarértékét mutatja (50% PRI) (266-268). max. aggregacio:
maximalis aggregacio, NR: non-responder, PRI: platelet reactivity index, PRU: P2Y'12 reaction units,
SR: strong responder (erés valaszado), VASP: vazodilator stimulalt foszfoprotein, WR: weak-responder
(gyenge valaszado)

5.2.1.2 A clopidogrel hatds kimutatasara hasznalt laboratoriumi vizsgalatok korrelacidja és
diagnosztikai hatékonysaga

Tekintettel arra, hogy a VASP foszforilacios vizsgalat a P2Y12 gatlasara specifikus, és
kimutattak, hogy eredménye a legjobban korreldl az aktiv metabolit plazma szintjével, ezt a
tesztet valasztottuk ki arra, hogy eredményeit 6sszehasonlitsuk a tobbi laboratériumi vizsgalat
eredményeivel (56. dbra). Valamennyi vizsgalt médszer koziil a legjobb korrelaciot az altalunk
kidolgozott ADP(PGE1) aggregacios teszt és a VASP foszforilacios teszt mutatta (1=0,79,
p<0,0001) (56. A abra). A hagyoméanyos ADP-indukalta aggregacios vizsgalat és a VerifyNow
P2Y12 csak gyengébb mértékben korrelaltak a VASP foszforilacios teszttel. A vizsgalt
modszerek koziil az ADP(PGE1) ujonnan kidolgozott aggregacids teszt esetén kaptuk a
legmagasabb diagnosztikai hatékonysag értéket (56. B dbra). Az altalunk kidolgozott
ADP(PGE1) trombocita aggregacids teszt tehat P2Y12 receptor specifikus, megbizhato,

konnyen elvégezheto €s olcso teszt, mely a clopidogrel hatas tesztelésére alkalmasnak bizonyult.
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56. abra. A VASP foszforilacios vizsgalat osszehasonlitisa a clopidogrel hatas vizsgalatara
alkalmas laboratoriumi vizsgalatokkal. A VASP foszforilacids teszt és az altalunk kifejlesztett
ADP(PGE1) trombocita aggregacios teszt korrelacidja (A). A piros szaggatott vonalak a non-
responderek hatarértékeit, a z0ld szaggatott vonalak a gyenge valaszadok (weak responder)
hatarértékeket mutatjadk mindkét modszer esetén. A VASP foszforilacié és az egyéb moddszerek
korrelaciojabol szamitott determindcios egyiitthatd és diagnosztikai hatékonysag (B). Az altalunk
kifejlesztett ADP(PGE1) trombocita aggregacios teszt esetén tapasztaltuk a legmagasabb diagnosztikai
hatékonysag értéket. NR: non-responder, PRI: platelet reactivity index, SR: strong responder (erds
valaszado), VASP: vazodilator stimulalt foszfoprotein, WR: weak-responder (gyenge valaszado)
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5.2.2 Aszpirin monoterapian és clopidogrel monoterapian 1évé betegek vérmintainak

tesztelése a clopidogrel és aszpirin terapia monitorozasara hasznalt modszerekkel

5.2.2.1 A clopidogrel monoterdpia hatdsa az aszpirin hatasat detektalo tesztekre

Az aszpirin hatds tesztelésére alkalmas laboratoriumi vizsgalatokat 53, biztosan hatasos
clopidogrel monoterdpian 1évé betegen végeztiik el, mig a clopidogrel hatas tesztelésére
alkalmas laboratériumi vizsgalatokat 52, biztosan hatdsos aszpirin monoterapian 1évé beteg
vérmintajan végeztik el (ldsd Modszerek fejezet, ill. 21. 4bra). Valamennyi vizsgalatot
elvégeztlink tovabba 140 egészséges kontroll egyén vérmintdjan, melynek célja a referencia
hatarértékek meghatarozasa volt. A vizsgéalatok menetének egyszerisitett folyamatabrajat az
57. dbra mutatja, a betegek €s kontrollok klinikai alapadatait illetden terjedelmi korlatok miatt

utalunk az eredeti kdzleményben publikalt tablazatra (269).

aszpirin csoport clopidogrel csoport kontrollok
n=55 (|) n=101 (] n=140

=AA-indukalta
trombocita aggregacio
=AA-indukalta TXB2 *ADP(PGE1)
képz6dés PRP-ben trombocita aggregacio

3 beteg / 48 beteg /

kizarva* kizarva*

A\

hatasos aszpirin

=\/ASP foszforilacié
aramlasi citometriaval

v

hatasos clopidogrel

monoterapia monoterapia
n=52 n=53
l L v

A clopidogrel hatas
laboratériumi vizsgalata:

=\/ASP foszforilacié aramlasi

citometriaval

Az aszpirin hatas

laboratériumi vizsgalata:
=AA-indukalta trombocita
aggregacio és szekrécio

Valamennyi trombocita
funkcids vizsgalat az
aszpirin és clopidogrel
hatas vizsgalatara

=ADP-indukalta trombocita
aggregacio és szekrécio
=ADP(PGE1) trombocita
aggregacio

=AA-indukalta TXB2
képzddés PRP-ben
=\VerifyNow Aspirin teszt

57. abra. A vizsgalat menetének folyamatibraja. Specifikus modszerek segitségével leellendriztiik,
hogy az aszpirint vagy clopidogrelt monoterapia formajaban szed6 beteg esetén hatasos-e a terapia. *Az
aszpirin csoport esetén 3 beteget zartunk ki hatastalan terapia (bevallott non-compliance), a clopidogrel
csoport esetén 48 beteget zartunk ki hatastalan terapia miatt. A fennmaradd betegek vérmintdin
elvégeztiik a nem hasznalt trombocita aggregacios szer hatasanak vizsgalatara alkalmas laboratoriumi
vizsgalatokat, ill. 140 kontroll egyén esetén valamennyi, a tanulmanyban hasznalt trombocita funkcios
vizsgalatot. AA: arachidonsav, ADP: adenozin-5’-difoszfat, ADP(PGEI): prosztagladin E1 jelenlétében
elvégzett ADP aggregacios teszt, PRP: trombocita dis plazma, TXB2: tromboxan B2, VASP:
vazodilator stimulalt foszfoprotein
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Az aszpirin hatast detektald tesztek koziil a clopidogrel monoterapia szignifikdnsan gatolta az
AA-indukélta trombocita aggregaciot €s szekréciot. A kontroll csoporthoz viszonyitva a
clopidogrel kezelés a betegek 41,5%-ban csokkentette az AA-indukélta trombocita aggregaciot
(58. A abra).
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58. abra. A clopidogrel monoterapia hatasa az arachidonsav (AA)-indukalta trombocita funkcios
vizsgalatokra. AA-indukalta trombocita aggregacio (A), AA-indukalta trombocita szekrécio (B)
valamint AA-indukalta tromboxan B2 (TXB2) képzddés mértéke trombocita dis plazmaban (C)
gyogyszert nem szedd kontrollok (teli korok), hatasos clopidogrel monoterapian 1évé betegek (teli
négyzetek) ill. hatasos aszpirin monoterapian 1évo betegek (teli haromszdgek) vérmintaiban. Az AA-
indukalta trombocita aggregaciod és a VASP foszforilacios teszt korrelacidja clopidogrel monoterapian
1évo betegek vérmintajaban (D). A clopidogrel monoterapia a betegek tilnyomo tobbségében nincs
jelentds hatassal a VerifyNow Aspirin tesztre (E). A piros szaggatott vonalak az aszpirin non-responder
hatarértékeket jelzik. A fekete vizszintes vonalak a mediant jelzik az egyes csoportokban. ARU: Aspirin
Reactivity Units, PRI: platelet reactivity index, VASP: vazodilator stimulalt foszfoprotein. ***p<0,001

A clopidogrel hatasara az AA-indukélta trombocita szekrécié még kifejezettebb csokkenést

mutatott, a betegek 79,2%-aban a szekrécido mértéke a referencia tartomany alsé hatara alatt
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volt (58. B dbra). Hasonl6é eredményeket tapasztaltunk a clopidogrellel kezelt betegek esetében
a PRP-bol mért AA-indukalta TXB2 termelddés esetén, a clopidogrel monoterapian 1évo
betegek 81,1%-a mutatott jelentésen csokkent AA-indukalta TXB2 képzddést (58. C abra). A
VASP foszforilacids teszt eredménye (azaz a clopidogrel altal kivaltott P2Y12 receptor
blokkolas mértéke) és az AA-indukélta trombocita aggregéacié jo korrelacidt mutatott a
clopidogrelt szedd betegek esetében (Spearman r=0,49, p<0,001) (58. D ébra). Ezek az
eredmények azt tdmasztjak ala, hogy az AA-indukalta trombocita aggregacids ttvonalat a
clopidogrel befolyasolja. Annak ellenére, hogy a clopidogrel egyértelmilien gatolja az AA-
indukalta trombocita aggregéciot és szekréciot, a VerifyNow Aspirin teszt (ami szintén AA
indukciora épiil) eredményeit azonban gyakorlatilag nem befolyasolta a clopidogrel (58. E
abra). A teszt esetén a kontroll egyének (atlag: 657; IQR: 650-661 ARU) és a hatasos
clopidogrel terapian levd egyének eredményei (atlag: 661; IQR: 652-666 ARU) hasonldak
voltak. A clopidogrel monoterapian 1évo betegek koziil csak 3 esetben mértiink 550 ARU alatti

értéket, ami az effektiv aszpirin hatast jelzd sz¢€lso értek.

5.2.2.2 Az aszpirin monoterapia hatasa a clopidogrel hatasat detektalo tesztekre

A vartnak megfeleléen a clopidogrel hatast vizsgalé modszerek koziil az aszpirin monoterapia
szignifikansan gatolta az ADP-indukalta trombocita aggregaciot és szekréciot (59. A abra).
Annak ellenére, hogy a clopidogrel monoterapia esetén a gatlas mértéke Iényegesen nagyobb
volt, mint aszpirin monoterapia esetén, az eredmények egyértelmiien azt mutatjak, hogy az
aszpirin terapia hatassal lehet az ADP-indukalta aggregaciora és kettds trombocitagatlo terapia
esetén befolyasolja a clopidogrel hatdsdnak megitélését. Az aszpirin monoterapia nem volt
hatassal az éaltalunk kifejlesztett, PGE1l-el eldkezelt trombocitdkon végzett ADP(PGEL)
trombocita aggregacios teszt eredményeire (59. B dbra). A szintén P2Y 12 receptor specifikus
VASP foszforilacios teszt eredményeit sem befolyasolta az aszpirin monoterapia (59. C ébra).
Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a clopidogrel hatast vizsgalé modszerek koziil a P2Y 12

receptorra specifikus teszteket nem befolyasolja az aszpirin hatasa.
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59. abra. Az aszpirin monoterapia nem befolyasolja a P2Y12 specifikus trombocita funkcios
vizsgalatok eredményét. ADP-indukalta trombocita aggregacié (A), ADP(PGE1) trombocita
aggregacios modszer (B) valamint a VASP foszforilacié aramlasi citometrids meghatarozasaval kapott
eredmények (C) gyodgyszert nem szedé kontrollok (fekete kordk), hatasos clopidogrel monoterapian
1évo betegek (fekete négyzetek) ill. hatdsos aszpirin monoterapian 1évo betegek (fekete haromszogek)
vérmintaiban. A piros szaggatott vonalak az aszpirin non-responder hatarértékeket jelzik. A fekete
vizszintes vonalak a mediant jelzik az egyes csoportokban. ADP: adenozin-5’-difoszfat, n.s.: nem
szignifikans, PRI: platelet reactivity index, VASP: vazodilator stimulalt foszfoprotein. ***p<0,001

A részeredmények rovid osszefoglalasa:

Az altalunk kidolgozott ADP(PGE1) trombocita aggregacids teszt a clopidogrel hatasra (a
P2Y 12 receptor gatlas mértékére) specifikus, megbizhato, konnyen elvégezheto és olcso teszt,
melyet aszpirin terapia nem befolydsol. A clopidogrel hatdst vizsgalé modszerek koziil az
altalunk kidolgozott teszten kiviil az egyéb, P2Y12 receptorra specifikus teszteket sem
befolyasolta az aszpirin hatasa (pl. VASP foszforilacid, VerifyNow P2Y 12 teszt). A clopidogrel
hatasa azonban az AA-indukdlta trombocita aggregéaciot, szekréciot és TXB2 képzddés
mértékét is befolyasolta, és az altalunk vizsgalt tesztek koziil csak a VerifyNow Aspirin teszt
esetén nem volt jelentds hatds tapasztalhatd. Mindezek alapjan kettds trombocitagatld terapia
esetén a clopidogrel hatas monitorozasara a VASP foszforilacié ill. ADP(PGE1) teszteket,

aszpirin hatds monitorozasara leginkabb a VerifyNow Aspirin tesztet javasoljuk (60. dbra).
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aszpirin

clopidogrel

Clopidogrel NEM befolyasolja,
igy kettds trombocita gatld
terdpian lévé betegek esetén
aszpirin
hatds tesztelésére ajanlhaté:
*VerifyNow Aspirin

*ADP(PGE1) teszt

aszpirin hatas
tesztjei

clopidogrel hatas
tesztjei

60. abra. A vizsgalat eredményeinek Osszefoglalasa. A kettdos trombocitagatlo terapia esetén
javasolhaté laboratériumi vizsgalatok a vérlemezkegatld terapia hatékonysaganak
monitorozasara.

A részeredményeket megalapozo kozlemények:

1. Bagoly, Z., Homorddi, N., Kovécs, E., Sarkady, F., Csiba, L., Edes, 1., Muszbek, L.: How
to test the effect of aspirin and clopidogrel in patients on dual antiplatelet therapy? Platelets.
27 (1), 59-65, 2016. IF: 2,465 (Q2)

2. Bagoly, Z., Sarkady, F., Magyar, M., Kappelmayer, J., Pongracz, E., Csiba, L., Muszbek,
L.: Comparison of a New P2Y 12 Receptor Specific Platelet Aggregation Test with Other
Laboratory Methods in Stroke Patients on Clopidogrel Monotherapy. PLoS One. 8 (7),
€69417, 2013. IF: 3,534 (Q1)

5.3 Hemosztazis vizsgalatok pitvarfibrillalo betegekben a tromboembdlias

szovodmények (stroke riziko) jobb megértése érdekében

5.3.1 Lokalis, intrakardialis hemosztizis ¢és fibrinolizis eltérések azonositasa

pitvarfibrillaléo betegekben

5.3.1.1 Vizsgalati csoportok
A pitvarfibrillacids csoport és a nem pitvarfibrillaléo kontroll csoport klinikai jellemzdit a 26.

tablazat mutatja be.
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26. tablazat. Pitvarfibrillalo betegek és nem pitvarfibrillalo, egyéb supraventricularis
tachycardiaban szenvedé kontrollok klinikai jellemzoi

Valtozok PF nem PF P
betegek kontrollok
Betegek létszama kizaras utan 24 14
Eletkor (év) 56,5 (47,4-59,8) 50,6 (32,8-56,1) 0,061
Férfi, n (%) 15 (62,5) 10 (71,4) 0,728
BMI (kg/m?) 29,43+5,52 26,10+4,75 0,068
Cerebrovaszkularis rizikoéfaktorok, n (%)
Artérias hipertonia 13 (54,2) 8(57,1) 1,000
Hiperlipidemia 19 (79,2) 8(57,1) 0,266
Aktiv dohanyzas 2 (8,3) 6 (42,9) 0,013
Diabetes mellitus 2 (8,3) 0 -
Korabbi myocardialis infarctus, n (%) 0 0 -
Korabbi ischaemias stroke, n (%) 0 0 -
Szivelégtelenség, n (%) 1(4,2) 0 -
Bal pitvar mérete (mm) 39,7+4,8 36,6+4,8 0,081
PF epizdd beavatkozas soran, n (%) 2 (8,3) - -
CHADS; pontrendszer, n (%)
0 10 (41,7) n.a. -
1 10 (41,7) n.a. -
2 4 (16,7) n.a. -
CHA,DS,-VASC pontrendszer, n (%)
0 6 (25,0) n.a. -
1 9(37,5) n.a. -
2 5(20,8) n.a. -
3 3(12,5) n.a. -
4 1(4,2) n.a. -
EHRA pontrendszer, n (%)
1 3(12,5) n.a. -
2 1(4,2) n.a. -
3 16 (66,7) n.a. -
4 4(16,7) n.a. -
Gyogyszerek, n (%)
Statin 6 (25,0) 2 (14,3) 0,684
ACEi 8(33,3) 6 (42,9) 0,729
B-blokkold 17 (70,8) 9 (64,3) 0,728
Laboratdériumi paraméterek
hsCRP (mg/L) 1,50 (0,60-2,75) 1,10 (0,13-2,05) 0,281
Osszkoleszterin (mmol/L) 5,30+1,16 4,69+1,09 0,122
LDL koleszterin (mmol/L) 3,42+0,98 2,79+0,91 0,061
HDL koleszterin (mmol/L) 1,44+0,32 1,46+0,42 0,812
Triglicerid (mmol/L) 1,80 (1,23-2,18) 1,40 (0,75-1,95) 0,208
0 vércsoport, n (%) 7(29,2) 2 (14,3) 0,446

A folytonos valtozok értékeit atlag + SD vagy median (IQR)-ként tiintettiik fel. A kategorikus valtozokat
az elemszam (szazalék) mutatja. ACEi: angiotenzin konvertal6 enzim inhibitor, BMI: testtémeg index,
CHADS;: congestiv szivelégtelenség, hipertonia, kor >75 év, diabetes mellitus, stroke/atmeneti agyi
ischaemias attack, CHA,DS,-VASc: congestiv szivelégtelenség, hipertonia, kor >75 év, diabetes
mellitus, stroke/atmeneti agyi ischaemias attacki/tromboembolia, vaszkularis 1¢zi6 (korabbi
myocardialis infarctus, periférias érbetegség vagy aorta ateroszklerozis), kor (65-74 év), nem (nd),
EHRA pontrendszer: European Heart Rhythm Association pontrendszere, HDL: nagy denzitasu
lipoprotein, hsCRP: nagy érzékenységii C reaktiv protein vizsgalat, IQR: interkvartilis tartomany, LDL:
alacsony denzitasu lipoprotein, n: elemszam, n.a.: nem alkalmazhatd, PF: pitvarfibrillacio, SD: standard
deviacio
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Osszesen 32 pitvarfibrilldld beteg és 18 kontroll keriilt bevalogatisra. A mintavételkor
felmeriild technikai problémak miatt 8 pitvarfibrillalo beteget és 4 kontrollt ki kellett zarni a
vizsgalatbol (vérvétel kozben véralvadék kialakuldsa a mintdban, a katéterben kialakulo
alvadék miatt azonnali heparin adésa, stb.). A mintavételi csoportokba ennek megfelelden 24
pitvarfibrillalo beteg és 14 kontroll kertilt (26. tdblazat). A bal fiilcsébdl szdrmazo6 minta vétele
12 pitvarfibrilldlo beteg és 8 kontroll esetén technikai vagy anatomiai okok miatt nem volt
lehetséges. A cerebrovaszkularis rizikofaktorok kozott csak a dohdnyzas esetén volt
szignifikans eltérés a két vizsgalt csoport kozott, a kontrollok korében tobb volt az aktiv
dohdnyos. Az elektrofiziologiai beavatkozas kozben csak két pitvarfibrillaldo betegnél
jelentkezett pitvarfibrillacios paroxysmus. A legtobb pitvarfibrillalé betegnek alacsony vagy

kozepes foku stroke rizikoja volt a CHADS: ¢s CHA2DS2-VASc pontrendszer szerint.

5.3.1.2 Hemosztazis paraméterek intrakardialis szintjei a vizsgalt csoportokban

A vena femoralisbol és a bal pitvarbdl szarmazo mintak FVIII aktivitas és VWF antigén szintjei
szignifikansan magasabbak voltak a pitvarfibrillacidés csoport esetén a kontroll csoporthoz
viszonyitva (61. A és B dbra). A bal fiilcsébdl szarmaz6 mintak esetén is emelkedettek voltak
a FVIII aktivitas ¢s VWF antigén szintek a pitvarfibrillacios csoportban a kontroll csoporthoz
képest, azonban valosziniileg a bal fiilcse mintdk alacsonyabb szdma miatt nem érte el a
szignifikancia-kiiszobot a két csoport kozti kiilonbség. Az emelkedett szintek nem
tulajdonithatok akut fazis reakcid kovetkezményének, mivel a CRP szintek minden egyén
esetén a referencia hatarérték alatt voltak. A pitvarfibrillalo csoportban a VWF antigén szintek
medianja a referencia tartomany feletti volt mindharom mintavételi hely esetén: vena femoralis:
171,0% (IQR: 129,4-195,1%), bal pitvar: 176,7% (IQR: 129,3-192,7%), bal fiilcse: 164,0%
(IQR: 114,8-189,8%). A betegek ¢és kontrollok kozott megfigyelt szignifikans kiilonbségek
ABO vércsoportra valé adjusztalds utan is szignifikdnsak maradtak. Nem talaltunk szignifikans
kiilonbséget a FVIII aktivitds és VWF antigén szintek tekintetében az intrakardidlis vérmintak
¢és a vena femoralis kozott sem a pitvarfibrillacios csoportban, sem a kontroll csoportban. A
FVIII aktivitds és VWF antigén jo korrelaciot mutatott a pitvarfibrillacids csoport (Spearman
=0,808; 95% CI: 0,691-0,884; p<0,0001) és kontroll csoport (Pearson r=0,737; 95% CI: 0,502-
0,871; p<0,0001) esetében is, ami arra utal, hogy a két fehérje komplexet alkot. A FVIII
mintavételi helyek szerint vizsgalva (az adatok nem keriilnek bemutatasra). A FXIII aktivitas
¢és fibrinogén szintek esetén nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget a két csoport, valamint a

mintavételi helyek 0sszehasonlitasakor sem (61. C és D ébra).

140



bagoly 153 23

PF betegek

A B @ nem PF kontrollok
L —
———
~ 250 _ 300-
< 200 S
8 $ 200
s 150 - BE.TI.T.
< 100 G @
= w 100
= 501 =
O C L] Ll L L Ll L)
DI
C D

2501 51
X =
©
© 1001 2 2
= S
X 501 i 1

0 0=

RERECETEe

61. abra. Egyes hemosztazis fehérjék szintje intrakardialis és periférias vérmintakban
pitvarfibrillalé betegekben és nem pitvarfibrillalé kontrollokban. A doboz-bajusz abrakon a median
érték, az interkvartilis tartomany ¢€s a terjedelem lathatd a FVIII aktivitas (A), VWF antigén (B), FXIII
aktivitas (C) és fibrinogén szintek (D) esetén. Szaggatott vonallal a referencia tartomany als6 és felso
hatarértékei vannak jelolve. BF: bal fiilcse, BP: bal pitvar, FVIII: VIlI-as faktor, FXIII: XIII-as faktor,
PF: pitvarfibrillalo, VF: vena femoralis, VWF: von Willebrand faktor. *p<0,05, **p<0,01

5.3.2 A koagulacio aktivaciojat jelzo paraméterek intrakardialis szintjei a vizsgalt
csoportokban

A vena femoralisbdl nyert mintak fibrin monomer é¢s TAT-komplex szintjeinek median értékei
a referencia hatdrérték felett voltak mind a pitvarfibrillaciés csoportban, mind a kontroll
csoportban (62. A és B abrak). Mindkét vizsgalt csoportra jellemzd, hogy az fibrin monomer
¢s TAT-komplex szintek a bal pitvarbol szdrmazd mintak esetén szignifikansan magasabbak
voltak a vena femoralis mintdkhoz képest. Ez a mindkét csoportban megfigyelhet6 szignifikans
kiilonbség azt jelezheti, hogy ezek az eltérések nem specifikusak a pitvarfibrillacidra nézve,
vagyis feltételezhetd, hogy a katéteres beavatkozas kdzvetlen hatasat latjuk az eredményeken.
A bal fiilcsébdl szarmaz6 mintakban a fibrin monomer szintek csokkenését tapasztaltuk a bal
pitvarhoz képest, mely csokkenés a pitvarfibrillaloé betegek korében volt szignifikdns (62. A
abra). A TAT-komplex szintek esetén a bal fiilcsében a TAT-komplex csokkenése szintén a
pitvarfibrillald betegek csoportjaban ért el szignifikdns mértéket a bal pitvarhoz képest, mig a

kontroll csoportban nem lathatunk szignifikans csokkenést (62. B abra). A vena femoralis
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mintdkhoz hasonlitva a bal fiilcsébdl szdrmazé mintak TAT-komplex szintje szignifikansan
emelkedett volt mindkét csoportban. Erdekes modon, a pitvarfibrillald betegcsoport és a
kontroll csoport 0sszehasonlitasakor, a bal pitvari mintak TAT-komplex szintje kis mértékben,
mégis szignifikdnsan magasabb volt a kontrollcsoportban a pitvarfibrillalé csoporthoz képest.

[ PF betegek
[ nem PF kontrollok
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62. abra. A kvantitativ fibrin monomer (A) és a trombin-antitrombin (TAT)-komplex (B) szintek
pitvarfibrillalo betegekben és nem pitvarfibrillalé kontrollokban. A doboz-bajusz abrakon a median
értek, az interkvartilis tartomany és a terjedelem lathatd. A szaggatott vonalak a referencia
hatarértékeket jelzik. BF: bal fiilcse, BP: bal pitvar: PF: pitvarfibrillalo, VF: vena femoralis. *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001

5.3.2.1 Fibrinolitikus markerek intrakardialis szintjei a vizsgalt csoportokban

A pitvarfibrillalé betegcsoport és a kontroll csoport kozott nem mutatkozott szignifikans
kiilonbség a plazminogén aktivitas, a2-PI, és a PAI-1 aktivitas tekintetében (adatok nincsenek
prezentalva). A D-dimer és PAP-komplex szintek szignifikdnsan magasabbak voltak a bal
pitvari mintakban a vena femoralis mintdkhoz képest, mind a pitvarfibrillal6é betegcsoportban,
mind a kontroll csoportban (63. A és B abrék), jelezve, hogy a fibrinolitikus rendszer
aktivalodott mind a két csoportban a katéteres eljaras soran. Az eredményeket részleteiben
megvizsgalva megallapithatjuk, hogy a bal pitvarban a D-dimer szintek a pitvarfibrillalo
betegek ¢€s a kontrollok koriilbeliil felében haladta meg a VTE diagnosztikaja soran alkalmazott
hatarértéket (0,5 mg/L). A D-dimer szintek median értéke a vena femoralis mintdk esetén a
diagnosztikus hatarérték alatt volt mind a pitvarfibrillaléo betegcsoport (0,26; IQR: 0,17-0,48
mg FEU/L), mind a kontroll csoport (0,30; IQR: 0,18-0,48 mg FEU/L) esetén (63. A 4bra).
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63. abra. D-dimer (A) és plazmin-a2-plazmin inhibitor (PAP)-komplex szintek (B) intrakardialis
és periférias vérmintakbol pitvarfibrillalé betegekben és nem pitvarfibrillalé kontrollokban. A
doboz-bajusz dbrakon a median érték, az interkvartilis tartomany ¢és a terjedelem lathatd. A szaggatott
vonalak a diagnosztikai hatarértéket jelzik. BF: bal fiilcse, BP: bal pitvar, PF: pitvarfibrillalo, VF: vena
femoralis. *p<0,05, **p<0,01.

5.3.3 Hemosztazis aktivacio és fibrinolizis vizsgalata a cryoablacio soran Kiilonb6zo

preproceduralis antikoagulalasi stratégiak mellett

5.3.3.1 Alapadatok és a beavatkozas adatai

Osszesen 52 beteg keriilt bevonasra, az antikoagulalas nélkiili csoportba 24 beteg keriilt, mig
megszakitas nélkiili VKA kezelésben 11 beteg, megszakitas nélkiili dabigatran kezelésben 17
beteg részesiilt. Az alapvetd demografiai adatokban nem volt kiilonbség a csoportok kozott (27.

tablazat).
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27. tablazat. Fébb klinikai adatok és a beavatkozasok adatai a kiilonb6z6 preproceduralis
antikoagulalasi stratégiak mellett végzett pulmonalis véna izolacio soran zajlo
hemosztazis valtozasok vizsgalata soran

OAC nélkiil VKA Dabigatran
(n=24) (n=11) (n=17) P
Kor, év 51,2+12,6 58,3+10,8 56,3+10,2 0,240
Férfi 15 (62,5) 8 (72,7) 11 (64,7) 0,838
2 29,03 29,02 26,88

BMI, ke/m (26,68-31,49)  (2835-3147) (24.89-30,03) 8
Hipertonia 13 (54,2) 7 (63,6) 10 (58,9) 0,489
Hiperkoleszterinémia 13 (54,2) 8(72,7) 7 (63,6) 0,112
Dohanyzas 7 (29,2) 2 (18,2) 4 (23,5) 0,479
Diabetes mellitus 1(4,2) 2 (18,2) 1(5,9) 0,386
Bal pitvari atmér6, *mm 40,54+5.4 42,30+3,30 41,3+£3,6 0,597
Bal kamrai ejekcios frakcio (%) 57,38+5,9 60,80+8,04 55,93+6,77 0,228
CHA:DS,-VASc 1 (0-2) 1 (0-3) 1 (0-2) 0,780
INR a beavatkozaskor 0,96+0,05 2,33+0,32 1,18+0,09 <0,001
Dabigatran szint, (ng/mL) - (7 0’166_2361’9)
hsCRP, mg/L 1,4 (0,5-2,5) 1,0 (0,5-2,5) 1,7 (0,8-4,6) 0,338
Procedura id6, min 70,08+15,7 78,9+33,7 65,5+22,8 0,155

A folytonos valtozok értékeit atlag += SD vagy median (IQR)-ként tiintettiik fel. A kategorikus valtozokat
az elemszam (szazalék) mutatja. A dabigatran szint vizsgalata esetén a mediant €s teljes tartomanyt
tiintettiik fel. BMI: testtomeg index, CHA,DS»-VASc: congestiv szivelégtelenség, hipertonia, kor >75
¢év, diabetes mellitus, stroke/atmeneti agyi ischaemias attack/tromboembolia, vaszkularis 1ézi6 (korabbi
myocardialis infarctus, periférias érbetegség vagy aorta ateroszklerozis), kor (65-74 év), nem (nd),
hsCRP: nagy érzékenységli C reaktiv protein meghatarozas, INR: nemzetkdzi normalizalt rata, OAC:
oralis antikoagulans, IQR: interkvartilis tartomany, SD: standard deviacio, VKA: K vitamin antagonista.
*Parasternalis hossztengelyi metszetbdl mérve

5.3.3.2 Hemosztazis ill. fibrinolizis markerek szintjének valtozasa cryoablacio soran kiilonbozo
preprocedurdlis antikoagulalasi stratégidak esetén

Az ablécio utani D-dimer szintek jelentdésen emelkedtek az ablacio eldtti D-dimer szintekhez
képest valamennyi vizsgalt antikoagulalasi stratégia mellett (64. A &bra). Az ablaci6 el6tti és
utani mintakban is szignifikdnsan alacsonyabb értékeket mértiink a dabigatran csoportban az
OAC nélkiiliekhez és a VKA-t szeddkhoz képest. Megjegyzendd, hogy a dabigatran csoportban
a procedura utani mintdkban a D-dimer szint felsd interkvartilis értéke nem érte el a VTE
diagnosztikdja sordn hasznalt 0,5 mg FEU/L-es referencia kiiszobot (64. A abra), tehat a
koagulacié aktivacié mértéke ebben a csoportban az ablacidt kovetden is jelentés mértékben

szupresszalt volt.
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64. abra. A bal pitvari D-dimer (A) és plazmin-02-plazmin inhibitor (PAP)-komplex szintek (B)
cryoablacio el6tt (PRE) és utan (POST) eltéro preproceduralis antikoagulalasi stratégiak mellett.
A doboz ¢€s a bajusz abrak a mediant, az interkvartilis tartomanyt €s a teljes tartomanyt jelzik. A D-
dimer esetén szaggatott vonal jelzi a vénas tromboembolids események diagnosztikai hatarértékét (0,5
mg FEU/L). OAC mentes: antikoagulans nélkiil, PRE (fehér oszlopok): ablacié elott, POST (sziirke
oszlopok): ablacio utan, VKA: K-vitamin antagonista. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

A D-dimerhez hasonl6an az ablécio6 utan szignifikdnsan emelkedett volt a PAP-komplex szintje
a nem antikoagulalt és a VKA csoportban, azonban a dabigatran csoportban csak egy trend volt
megfigyelhetd, statisztikailag nem volt szignifikdns az emelkedés (64. B abra). Az ablaciot
koveté PAP-komplex szintek szignifikdnsan magasabbak voltak a nem antikoagulalt
csoportban az antikoaguldlt betegek mintdjahoz képest. Az o2-PI aktivitds szignifikans
csOkkenést mutatott, jelezve a fokozott fibrinolizist a nem antikoagulalt csoportban, azonban
nem valtozott a VKA-val és a dabigatrannal kezelt betegek esetén (adatok nincsenek
abrazolva). Az eddigi eredményekkel Osszhangban jelentds fibrinogén szint csokkenés,
konszumpci6 szintén csak a nem antikoagulalt csoportban volt kimutathatd, ellentétben a
véralvadasgatloval eldkezelt betegekkel (adatok nincsenek dbrazolva).

Az eldz6 tanulmanyunkkal 6sszhangban a fibrin monomer szintek abléacio el6étti median és IQR
értékei is a referencia tartomany felett voltak mindharom csoportban a katéterezés és bal pitvari
mintavételezés miatti hemosztazis aktivacido kovetkeztében (65. abra). Viszont ennek a
fehérjének a rovid féléletideje (T12=2,3 6ra) miatt (270) az ablaci6 utan mindharom csoportban
szignifikans csokkenést észleltiink. Kiemelendd, hogy a dabigatran csoport esetében kiilondsen
alacsony fibrin monomer szinteket detektaltunk az ablaci6 utan, ebben a csoportban minden

betegnél visszaesett a fibrin monomer szintje a koagulacio6 aktivacio referencia hatarértéke ala,
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ami az ablaciods eljaras sordn lényegesen alacsonyabb koagulacio aktivaciot jelzett ebben a
betegcsoportban a VKA és az OAC nélkiili csoportokhoz viszonyitva. A nem antikoagulalt
csoportban az ablaci6 utani fibrin monomer szintek a betegek tilnyomo tobbségében tovabbra
is a referencia tartomany felett voltak, ami arra utal, hogy az ablacids eljaras soran a koagulacio

aktivacioja tartosan fennallt.
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65. abra. A bal pitvari fibrin monomer szintek valtozasa cryoablaciéo elétt és utan eltéré
preproceduralis antikoagulalasi stratégiak mellett. A szaggatott vonal a pretrombotikus allapot
hatarértékét jelzi (10 mg/L). A doboz-bajusz abrak a mediant, az interkvartilis tartomanyt €s a teljes
tartomanyt jelzik. OAC mentes: antikoagulans nélkiil, PRE (fehér oszlopok): ablacio eldtt, POST
(sziirke oszlopok): ablacié utan, VKA: K-vitamin antagonista. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

5.3.3.3 Lokalis  endothel aktivacio a bal pitvarban cryoablacio sordan  kiilonbozo
preprocedurdalis antikoagulaldsi stratégiak mellett

A VWF antigén szintek hasonlé mértékli emelkedést mutattak mindhdrom csoportban az
ablacio utan a beavatkozas eldtt levett mintakhoz képest, amely alapjan a vartnak megfelelden
a beavatkozas kapcsan hasonlé mértékii endothel karosodds valoésziniisithetd mindharom
vizsgalt csoportban, fliggetleniil az alkalmazott antikoaguldcios stratégiatol (66. &bra).
Varakozasainknak megfelelden a FVIII aktivitds szintek a VWF antigén szintekkel
parhuzamosan valtoztak a kiilonb6zé ablacid eldtti antikoaguléldsi stratégiaktol fliggetleniil

(eredmények nincsenek abrazolva).
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66. abra. A bal pitvari von Willebrand faktor (VWF) antigén szintek valtozasa cryoablacio elétt
és utan eltéro preproceduralis antikoagulalasi stratégiak mellett. A szaggatott vonalak a referencia
tartomany also és felsd hatarat jelzik (50-160%). A doboz-bajusz abrak a mediant, az interkvartilis
tartomanyt és a teljes tartomanyt jelzik. OAC mentes: antikoagulans nélkiil, PRE (fehér oszlopok):
ablacio elétt, POST (sziirke oszlopok): ablacio utan, VKA: K-vitamin antagonista. **p<0,01,
**#p<0,001

A részeredmények rovid osszefoglalasa:

Kutatésaink sordn elsdként elemeztiink komplex hemosztazis és fibrinolizis valtozasokat bal
pitvari vérmintakbol pitvarfibrillald betegekben nem pitvarfibrillalé kontrollokhoz képest, ill.
vizsgaltuk az egyes hemosztazis és fibrinolizis markerek intrakardidlis szintjének véltozasait a
pitvarfibrillacié ablacidja soran. A pitvarfibrillalo betegekben a FVIII aktivitds és a VWF
antigén szintek szignifikdnsan emelkedettek voltak az intrakardialis és periférids vérmintakban
egyarant a nem pitvarfibrillalé kontrollokhoz képest. A hemosztazis lokalis, intrakardialis
aktivacidjara az emelkedett TAT-komplex, fibrin monomer, PAP-komplex és D-dimer szintek
utaltak, azonban ezek az eltérések nem voltak specifikusak pitvarfibrillaciora nézve.

A bal pitvari vérmintakban mért hemosztazis aktivacid markereinek komplex panelje
segitségével kimutattuk, hogy a cryoballonnal végzett tiidovéna izolacio eldtt a vizsgalt
preproceduralis antikoagulalasi stratégidk koziil a naponta kétszer 150 mg dabigatran
megszakitds nélkiili adasa biztositotta a leghatékonyabb koagulacié aktivacio gatlast az ablacio

elott és alatt.
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A részeredményeket megalapozo kozlemények:

1. Bagoly, Z., Hajas, O., Urbancsek, R., Kiss, A., Fiak, E., Sarkady, F., Toth, N., Orban-
Kalmandi, R., Kovacs, K., Nagy, L., Nagy, A., Kappelmayer, J., Csiba, L., Csanadi, Z.:
Uninterrupted Dabigatran Administration Provides Greater Inhibition against Intracardiac
Activation of Hemostasis as Compared to Vitamin K Antagonists during Cryoballoon
Catheter Ablation of Atrial Fibrillation. J Clin Med. 9 (9), 1-13, 2020. IF: 4,241 (Q1)

2. Téth, N., Csanadi, Z., Hajas, O., Kiss, A., Nagy-Balo, E., Kovacs, K., Sarkady, F., Muszbek,

L., Bereczky, Z., Csiba, L., Bagoly, Z.: Intracardiac hemostasis and fibrinolysis parameters
in patients with atrial fibrillation. Biomed Res. Int. 2017 1-10, 2017. IF: 2,583 (Q1)
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6 MEGBESZELES

6.1 Hemosztazis vizsgalatok akut ischaemias stroke betegekben az

intravénas trombolizis kimenetelének vizsgalatara

6.1.1.1 A trombolizis hatdsa a vizsgalt hemosztazis és fibrinolitikus faktorok szintjére

A szakirodalomban csak kevés olyan tanulmany talalhat6, melyek hemosztazis paraméterek €s
trombolizissel kezelt ischaemias stroke betegek kimenetelének kapcsolatat vizsgaltak, meglepd
médon még a fibrinolitikus rendszer kulcsfontossagli résztvevéinek a trombolizis
kimenetelében jatszott szerepérdl is igen limitdltak az irodalmi adatok (243, 271-273). A
trombolizissel kezelt AIS betegekben végzett hemosztazis kutatdsok alulreprezentaltsagara egy
2019-ben megjelent szisztematikus Osszefoglalé tanulmany is ramutatott és igyekezett
azonositani a hattérben all6 potencialis okokat (243). Az 6sszefoglald kozlemény szerzoi tobb,
mint 6400 publikécio elemzése soran minddssze harom olyat talaltak, ahol a szerzok legalabb
100 AIS beteg bevonasaval vizsgaltdk a hemosztazis egyes elemeit trombolizis eldtt vett
vérmintakbdl (ezek koziil két kozlemény a mi kutatdcsoportunk munkdja volt, tovabbi
kozleményeink ezt kovetden keriiltek publikalasra) (274, 275). Az elemzés tanulsagaiként
azonositottak egyes moddszertani nehézségeket, és olyan technikai problémaékat, melyek
ellentmondasos vagy félrevezetd adatokat produkélhatnak. Eldszor is, a legtébb tanulmany
viszonylag kevés beteget (<100 f6) vont be a vizsgélatokba, igy ezen vizsgélatok statisztikai
ereje alacsony. Egy madsik kritikus tényezd a stroke kezdete és a mintavétel kozotti
iddintervallum. A legtdbb tanulmanyban a stroke kezdete utan 24 oran belil gytjtottek
vérmintakat, ami meglehetdsen tdg iddintervallum, hiszen a trombolizis kezelés alapvetéen
befolyasolja az egyes hemosztdzis markerek id6beli alakulasat. A trombolizisben részesiild
betegeknél elengedhetetlen a trombolizis eldtti €s utdni vérmintdk eredményeinek
megkiilonboztetése és a vérvételek pontos iddpontjanak ismerete, de kiilon hangsulyt kap a
trombolizis el6tti vérmintak vizsgélata. Amennyiben prognosztikai markereket keresiink, tgy
az egyes hemosztazis paramétereket feltétleniil a trombolizis megkezdése elétt kell vizsgélni,
azonban a mintavételeket és biobankolast rendkiviili médon megneheziti a rovid idablak és az
stroke akut jellege (0-24 6raban rendelkezésre 4ll6 személyi €s technikai hattér sziikséges).
Tovabb nehezitheti a biobankolast, hogy a kutatéasi kérdéstdl fiiggden egynél tobb mintavételi
idépontra is sziikség lehet a megalapozott kdvetkeztetések levonasahoz.

Tanulmanyainkban kezdetben 132, legutobb publikalt munkankban pedig mar 421 trombolizis

kezelésben részesiild AIS beteget vontunk be. Ez utobbi kohorsz hemosztazis vizsgalatok
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szempontjabol eddig a legnagyobb trombolizissel kezelt AIS betegcsoport, mely kozlésre kertilt
az irodalomban. A vérmintak gytijtésére minden beteg esetén a trombolizis elbtt €s 24 oraval a
terapiat kovetéen keriilt sor, mig a betegek egy részében (n=132) a lizis utdn azonnali
mintavételre is torekedtiink. Vizsgalatainkban megallapitottuk, hogy egyes hemosztazis ¢és
fibrinolitikus faktorok szintje a trombolizis soran eltérdé dinamikaval valtozik. A FVIII aktivités,
a PAI-1 aktivitas és az a2-PI aktivitas ill. a2-PI antigénszintek trombolizis utdn kdzvetleniil
nagymértéki, szignifikdns csokkenést mutattak, majd 24 oraval késébb szintjiik ujra a
kiindulasi értékekhez kozelitett. Ennek hatterében a FVIII esetén plazmin-medialt degradacio,
mig PAI-1 aktivitds esetén a t-PA-val komplexbe 1épés, a2-PI esetén a plazminnal vald
komplexbe 1épés (PAP-komplex kialakulasa) allhat. A VWF antigén szint medidnja a stroke-ot
szenvedett betegekben mar a korhazi felvételkor is meghaladta a referencia tartomény fels
hatarat, majd a trombolizis folyaméan kismértékii, szignifikdns emelkedést mutatott, melynek
hatterében leginkabb endothel karosodas valdszintisithetd. A FXIII aktivitds és antigénszint
pedig kismértékii, szignifikdns csokkenést mutatott a trombolizis utdn a lizis el6tti szintekhez

képest, melynek legvaldsziniibb oka konszumpci6 lehet.

6.1.1.2 A vizsgalt hemosztazis tényezok osszefiiggése a stroke sulyossagaval és a trombolizis
tiikrében

Sulyosabb stroke-ot szenvedd betegek esetén (NIHSS 6-16 ill. NIHSS >16 csoportok) a VWF
antigén szintek a betegek beérkezésekor szignifikansan magasabbak voltak az enyhébb stroke-
ot elszenvedett betegekhez képest, tovabba 1épcsdzetes negativ dsszefiiggést talaltunk az a2-PI
antigénszintek és a stroke stlyossaga kozott. Feltételezhetjiik, hogy mig az emelkedett VWF
antigén szintek oka sulyosabb stroke-ot szenvedett betegek esetén a nagyobb foku endothel
karosodasra vezethetd vissza, az a2-PI szintek csokkenésének hatterében stlyosabb stroke-ok
esetén elsGsorban konszumpcio allhat. Erdekes modon felvételkor csak kozepesen erds
korrelaciot talaltunk az a2-PI aktivitas és az antigén szintek kozott, mely jelentsen javult a
trombolizist kovetden. Ez abbdl adddhat, hogy az a2-PI beépiilése a trombusba az FXIIla altal
elsdsorban a PB-02-PI-t érinti, rdadasul a beépiilés mértékének is van hatara (45-50%). Korabbi
kozlemények szerint a tanulmanyunkban is hasznalt kromogén a2-PI aktivitds tesztek
els6sorban a PB-02-PI izoforma kimutatdsara alkalmasak (276, 277). Ezzel szemben az
altalunk hasznalt a2-PI antigén teszt mind a 4 izoformat egységesen kimutatja, tehat jobban
reprezentalja az a2-PI csokkenésének mértékét (278). Ez a jelenség magyarazhatja azt, hogy az

a2-PI antigén teszt vizsgalatainkban szorosabb 0sszefliggést mutatott a stroke stulyossagaval és

150



bagoly 153 23

a kimenetelekkel az a2-PI aktivitdshoz képest. Biokémiai vizsgdlataink eredménye arra enged
kovetkeztetni, hogy sulyosabb stroke-ok esetén jelentds annak az a2-PI forménak a csokkenése,
amely képes a fibrinhez kotddni és az alvadékba beépiilni. Eredményeink azt mutattak, hogy
szignifikans negativ Osszefliggés van a felvételkori NIHSS és az a2-PI beépiilés mértéke kdzott,
amit az a2-PI jelentds fogydsadval magyarazhatunk a plazméban az akut esemény soran. Régota
ismert, hogy a sulyosabb stroke kevésbé kedvezd trombolizis kimenetellel és lizissel szembeni
ellenallassal tarsul és ugyanakkor nagyobb esély van a vérzéses komplikaciora, de ennek az
Osszefiiggésnek a pontos oka még nem tisztazott (279). Vizsgalatainkban az a2-PI in vitro
beépiilése a fibrin alvadékba szignifikdansan alacsonyabb volt azokban a betegekben, akik
trombolizis utani intrakranialis vérzést szenvedtek, szemben azokkal, akik kedvezOobb
kimenettel rendelkeztek. Osszhangban az irodalomban leirtakkal (280, 281), azok a betegek,
akik hemorrhagias transzformaciot szenvedtek, a felvételkor stlyosabb stroke tiineteket
mutattak (szignifikdnsan magasabb NIHSS pontszamuk volt). A stulyosabb stroke tiinetek
természetesen fiiggnek a lokalizaciotol is, de elméletben nagyobb méretli trombussal
tarsulhatnak, melybe tobb a2-PI épiil be és igy kevésbé lesz fogékony a trombolizisre, viszont
magasabb lesz a vérzéses riziko. Ezekben az esetekben az a2-Pl in vitro beépiilésének kisebb
mértéke azt mutathatja, hogy in vivo a fibrinolizis egyensulya a vérzés felé tolodik el a trombus
kozvetlen kornyezetében. Tovabbi tanulmanyok sziikségesek a kiillonbozé a2-PI izoformak
alvadékba torténd beépiilésének jobb megismerésére, a trombolizis kimenetelekkel valo
tanulmanyozéasara és annak felfedésére, hogy alkalmazhatok-e ezen informacidk terapids

célpontként.

Az akut stroke utan 7 nappal, az NIHSS pontrendszer valtozasa alapjan meghatarozott rovid
tava kimenetellel az altalunk vizsgalt hemosztazis paraméterek koziil kizarolag a felvételi a2-
PI szintek mutattak Osszefliggést. Szignifikansan alacsonyabb felvételi a2-PI antigén szintet
talaltunk azoknal a betegeknél, akiknek kedvezdtlen volt a hosszl tava kimenetele. A betegek
felvételkor meghatdrozott a2-PI szintje szignifikans Osszefiiggést mutatott a betegek hosszu
tava mortalitasaval is. Tobbvaltozos regresszios analizisiinkben azonban, amely a hosszu tava
kimeneteleket meghataroz6 Osszes relevans tényezOt is magaba foglalta, az a2-PI nem
bizonyult a vizsgalt kimenetel szignifikans fiiggetlen prediktoranak, és csak az életkor és az
NIHSS maradt a modellben, mint a hosszu tdva kimenetelek legfontosabb eldrejelzdje. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy bar az a2-PI beépiilése az intracerebralis trombusokba és igy a
fehérje konszumpcidja feltehetdleg 0sszefligg a stroke stulyossagaval és nagy valdszintiséggel

a trombus méretével is, az a2-PI nyilvanvaléan nem tekinthetd a kimenetel fiiggetlen
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prediktoranak, igy biomarkerként val6 alkalmazasa célszertitlen lenne. Mindazonaltal ezek az
eredmények azt sugalljak, hogy az a2-PI szerepet jatszhat a trombolizis sikertelenségének
patomechanizmusaban, és fontos tényezd lehet a terapia hatastalansagaban sulyos stroke esetén.
Ezek az eredmények 6sszhangban vannak kutatécsoportunk azon munkdjaval, ahol kimutattuk,
hogy az életkor ill. stroke sulyossaga mellett a trombus mérete a trombolizis kimenetelének
egyik legfontosabb mutatdja, és szdmos kulcsfontossagu fibrinolizis paraméter (plazminogén
aktivitas, a2-PI aktivitas, fibrinogén, FXIII aktivitds, D-dimer) felvételkor vagy 24 oraval
késObb mért szintje nem mutatott 6sszefiiggést a kezelés kimenetelével tobbvaltozos logisztikus

regresszids modellben vizsgalva (279).

Megjegyzendd, hogy azokban a betegekben, akik a terapiat kovetd 14. napig elhunytak,
szignifikdnsan alacsonyabb FXIII szintek voltak megfigyelhetok a trombolizist kdvetden.
Feltételezésiink szerint ezek az eredmények az ezekben a betegekben lejatsz6dd nagyobb
mértékit konszumpciora utalhatnak. Vizsgalatunkban bemutattuk, hogy a FXIII aktivitasa és
antigénszintje fokozatosan csokken a trombolizis sordn. A FXIII szintek ilyen mértéki
csokkenésének mechanizmusa egyelére nem tisztazott. A kozelmultban kimutattdk, hogy a
plazmin in vitro hasitja €s inaktivalja az FXIIla-t, de a FXIII zimogén form4jat nem (282). A
vizsgalatunkban elvégzett FXIII aktivitas és antigén mérések a keringd zimogén FXIII szinteket
tiikrozik, és ezen inaktiv fehérjét a plazmin feltehetdleg nem képes hasitani. Ezt igazolja az is,
hogy vizsgélatunkban a trombolizis el6tti és kdzvetleniil utdni FXIII aktivitas és antigénszintek
nem kiilonboztek szignifikdnsan. Jelentds csokkenés a FXIII szintekben 24 6raval a lizis utan
kovetkezett be, ami arra utal, hogy a plazma FXIII szintjének trombolizis soran megfigyelt
csOkkenése nagy valdszinliséggel nem tarsul jelentds plazmin-medialt FXIII degradacidval.
Ezen tilmenden, mivel a FXIII aktivitas és a FXIII-A,B; antigén szintje jo korrelaciét mutatott
a trombolizis el6tt és alatt, az FXIIla plazmin vagy mas protedzok altali lebontasa feltehetdleg
elhanyagolhatd. A stroke utani FXIII szintek jelentdés csokkenésének legvaldszinlibb
magyarazata, hogy az aktivalt fehérje folyamatosan beépiil a novekvd trombusba, ami a
véralvadasi rendszer folyamatos aktivitdsa miatt kialakuld konszumpciohoz vezet. Ezt a
hipotézist egy korabbi tanulméanyban is vizsgaltak, ahol a FXIII-A alegység szintjét (de nem a
FXIII aktivitast) mérték AIS betegek egy kisebb csoportjaban (283). Ebben a kohorszban 41
beteg kapott rt-PA vagy urokindz trombolizist, és eredményeik nem kiilonboztek a

trombolitikus kezelésben nem részesiilé (n=23) AIS betegek eredményeitol.

Az 06sszes potencialisan relevans kockazati tényezdt magaban foglald logisztikus regresszios

modell segitségével megallapitottuk, hogy a betegek felvétele utan 24 6raval mért alacsony
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FXIII szint szignifikans fiiggetlen elérejelzdje a rovid tava mortalitdsnak (14 nappal a stroke-
ot kovetden). Ez az eredmény arra utal, hogy a FXIII szint csokkenése kozvetlen Osszefiiggést
mutat a fatalis stroke patomechanizmusaval a trombolizalt betegekben. Figyelemreméltd, hogy
azoknal a betegeknél, akik a stroke utani els¢ héten meghaltak, szokatlanul alacsony volt a
FXIII szint a trombolizist kovetd napon; elmondhatd, hogy ezeknél a betegeknél a FXIII szint
csak mintegy fele volt a jobb kimenetelli betegek esetén mért FXIII szinteknek. A lizis utan 24
oraval mért alacsony FXIII szintek nemcsak a rovid tdva, hanem a hosszu tava (90. napi)
mortalitassal is 0sszefiiggést mutattak. A logisztikus regresszids modellben azonban a 24 6raval
a lizis utani alacsony FXIII szint nem bizonyult a hosszi tdva mortalitds fiiggetlen
elérejelzdjének. Ennek hatterében hasonlo tényezok allhatnak, mint amiket az a2-PI esetén mar
megfogalmaztunk. Fontos azonban megjegyezni, hogy a stroke utdni mortalitast hossza tdvon
szdmos tényezd befolydsolja, beleértve az életkort, a tarsbetegségeket, jelentds funkcionalis
neurologiai deficit kialakuldsa esetén a szocidlis hatteret, apolasi koriilményeket, stb., mely
tényezOk esetiinkben is hozzajarulhatnak a hosszl tava mortalitdssal kapcsolatos Osszefiiggések

eltiinéséhez.

A vizsgalt fibrinolizis paraméterek koziil a PAI-1 vizsgéalata biokémiai szempontbdl az egyik
leginkabb kézenfekvOnek tlint, hiszen a PAI-1 a t-PA legfobb inhibitora, azonban a PAI-1
szintek nem mutattak Osszefiiggést a trombolizis kimenetelével ill. biztonsagossagaval. Meg
kell azonban jegyezni, hogy a PAI-1 a stroke radiologiailag osztalyozott sulyossdgaval
Osszefliggést mutatott: felvételkor és a lizis utan kozvetleniil szignifikdnsan magasabb volt a
PAI-1 antigénszint azokndl a betegeknél, akiknél a 24 6ras kontroll CT felvételen sulyosabb,
nagyobb kiterjedésli ischaemias 1ézi6 volt (ASPECTS<7). Ezeknél a betegeknél a median PAI-
1 antigénszint felvételkor és a lizis utan kozvetleniil kétszer olyan magas volt, mint a kedvezd
pontszamu betegeknél. Hasonlo, szignifikans kiilonbséget figyeltiink meg a felvételi PAI-1
aktivitasi szintek kozott a két kiilonbozo radioldgiai sulyossagu csoport kdzott. A trombolizis
sikerével feltételezhetjiik, hogy azért nem mutatott Osszefiiggést a PAI-1 szint a betegekben,
mert a t-PA alkalmazasi protokollja (bolus majd intravénds infizio) és dozisa farmakokinetikai
szempontbol gy lett bedllitva és engedélyeztetve, hogy a trombolizis sordn végig biztosan

jelentds mértékben feliilmulja a PAI-1 altal kifejtett gatlas mértékét (41).

A kedvezdtlen hossza tavu kimenetellel (mRS>3 az esemény utan 90 nappal) az altalunk
vizsgalt hemosztazis paraméterek koziil a trombolizis utan mért emelkedett FVIII aktivitas és
VWEF antigén szintek mutattak 0sszefiiggést. Logisztikus regresszios modelliink eredményei

szerint a vizsgalt kohorszban kdzvetleniil a trombolizis utani, referencia tartomany f616tti FVIII
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aktivitas és VWF antigén a kedvezdtlen hossza tava funkciondlis kimenetel fiiggetlen
prediktorai (emelkedett FVIII aktivitas: OR: 7,09; IQR: 1,77-28,38; p=0,006; emelkedett VWF
antigén: OR: 6,31; IQR: 1,83-21,7; p=0,003). Eredményeink szerint mindkét hemosztazis
paraméter a hosszu tava funkcionalis kimenetel igéretes, szignifikdns prognosztikus értékkel
rendelkezd biomarkere lehet. Ezen hemosztazis faktorok biomarkerként vald alkalmazasa
segithet azon betegek kivalasztasaban, akik a trombolizis utdn/mellett alternativ terapiat
igényelnek. Ugyanakkor figyelemmel kell lenni arra, hogy a FVIII aktivitds és VWF antigén
trombolizis elotti értékei nem jelzik a trombolizis kimenetelét. Bar eredményeink alapjan a
trombolizist kovetéen mért FVIII aktivitas és VWF antigén szintek prognosztikus értékiiek a
terapia kimenetelére vonatkozodan, fontosnak tartjuk kiemelni, hogy ezen eredményeket
potencialisan értékes leird adatoknak tekintjiik, melyek hasznosak lehetnek jovobeli kutatasok
szdmara, de a vizsgalatok klinikai gyakorlati haszna tovabbi megerésitésre var. A mechanikus
trombektomia egyre nagyobb térnyerésével a klinikai gyakorlatban 1j tipusu dontéshelyzetek
keletkeznek. Alternativ terapiaként ijabban egyéb gyodgyszeres terapiadk lehetdsége is felmeriil
a t-PA mellett kiegészitésként, a fibrinolitikus rendszer hatékonysaganak fokozasara (41, 284).
A VWF prognosztikai szerepének tovabbi vizsgélata kiilonosen hasznos lehet a jovében, hiszen
a VWF inhibitorokat ill. a VWF hasitdsat végz6 ADAMTS-13 (a disintegrin and
metalloprotease with a thrombospondin type 1 motif, member 13) alkalmazésat teszteld
vizsgalatok mar a preklinikai és klinikai fazisban tartanak és az eddig leirtak szerint biztonsadgos
¢s igéretes opciok lehetnek a jovében a kimenetel javitasara (41, 285, 286). Hasonloképpen, a
FXIII, a2-PI és PAI-1 inhibitorok Iétjogosultsaga is felmertilt kiegészitd terapiaként (41, 284).
Ugy gondoljuk, hogy az altalunk szolgaltatott obszervacios adatok hasznosak lehetnek a
trombolizis soran végbemend hemosztazis valtozasok ¢és végsd soron a sikertelen trombolizis
patofiziologidjanak megértésében, mely informaciok értékesek lehetnek a jovOben a
trombolizist segitd alternativ, hemosztdzisra hat6 gyogyszerek kifejlesztése és klinikai

alkalmazasa soran.

6.1.1.3 A trombus mérete és a trombolizis hatdasossaga kozotti osszefiigges. A trombus méreteét
befolydasolo hemosztazis tényezok. A FXIII-A p.Val34Leu hatdasa az alvadék méretére ill. a
FV]eiden hatasa az alvadék fibrinolizissel szembeni fogékonysagara

Bér logikusnak tlinik, hogy a trombus mérete a trombolizis sikerének egyik fontos korlatja
lehet, az irodalomban ellentmondé kézlések is fellelhetdk, €s a trombusok méretét befolyasolod

tényezOk szerepe is javarészt ismeretlen (41, 287). A CBS a trombus méretét és hosszat
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pontosan osztalyozza, és korabbi vizsgalatokban mar igazoltdk hasznossagat az intravénas
trombolizisre  potencialisan  kedvezdtlenlil reagdlok  azonositdsaban (138,  288).
Vizsgalatainkban igazoltuk, hogy a magasabb CBS (kisebb trombus méret) kedvezdbb rovid és
hosszu tavi kimenetellel jar, és a CBS-t az AIS trombolitikus kezelésének prognosztikus
markereként lehet haszndlni. Eredményeink alapjan a rekanalizacio és a trombolizis kimenetele
nagymértékben fligg a trombus méretétdl, és a varakozdsainkkal ellentétben az egyes
hemosztazis tényezOk szerepe kevésbé meghatirozd a lizis kimenetelét tekintve.
Tanulmanyunkban elsdk kozott vizsgaltuk kulcsfontossagi fibrinolizis paraméterek
trombusmérettel vald Osszefiiggéseit AIS betegekben. Az irodalomban csak egy olyan kozlés
talalhat6, amelyben a hemosztazis fehérjék kapcsolatat vizsgaltadk a CBS-sel (289). Ebben a
vizsgalatban kizarolag a fibrinogént mérték AIS betegek egy kisebb csoportjaban, és azt
allapitottdk meg, hogy a magasabb fibrinogén szint kisebb trombus mérettel van
Osszefiiggésben. A joval nagyobb esetszamu vizsgalatunkban a felvételi €s 24 6rés lizis utani
fibrinogén szintek gyakorlatilag azonosak voltak a kiilonbozé6 CBS-sel rendelkez6
betegcsoportokban, vagyis ezt az Osszefiiggést mi nem tudtuk megerdsiteni. A fibrin és a
fibrinolitikus rendszer mellett a trombus méretét befolyasolhatjdk a vordsvérsejtek és a
trombociték is, amelyek a trombusok fontos celluléris elemei. Tanulmanyunkban enyhén, de
szignifikansan csokkent vordsvértestszamot és hemoglobin koncentraciot talaltunk azoknal a
betegeknél, akiknél magasabb volt a CBS (<10). Tovabbi vizsgalatok nélkiil egyeldre nem lehet
azt kijelenteni, hogy mi all a kiilonbség hatterében (valoban felhaszndlodas kovetkezménye
vagy sem), de Osszességében sem a vordsvértestek szama, sem a vérlemezkeszdm nem volt

Osszefiiggésben a kimenetellel ebben a kohorszban.

Vizsgalatunkban igazoltuk, hogy a FXIII-A p.Val34Leu polimorfizmus jelentds hatassal volt
az alvadék méretére in vivo és in vitro kisérletes koriilmények kozott egyarant. A FXIII szdmos
mechanizmussal vehet részt az alvadék ill. a trombus méretének korlatozasaban, ideértve a
vorosvérsejtek trombusokban valo retencidjanak szabalyozasat vagy a vérlemezkék és a fibrin
napjainkig a FXIII-A p.Val34Leu polimorfizmus a leginkabb vizsgalt a trombotikus korképek
rizikojaval 6sszefliggésben. Metaanalizisek megerdsitették, hogy a FXIII-A Leu34 allél enyhe
védo hatast nytjt a koszoruér-betegség ¢s a VTE kialakuldsaval szemben, de ischaemids stroke
esetén egyeldore még nincs ezzel kapcsolatos evidencia (62). A FXIII-A p.Val34Leu
polimorfizmusanak hatdsat igazoltan befolyasoljak gén-kornyezeti kolcsonhatasok. Szamos

vizsgalat kimutatta, hogy a Leu34 védd hatasa magas fibrinogén koncentracid esetén
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érvényesiil (259, 291). In vitro, kisérletes tanulmanyokban korabban igazoltdk, hogy a FXIII-
A Leu34 allél jelenlétében képz6dott fibrin alvadék kevésbé ellenallo a fibrinolizissel szemben
a FXIII-A Val34 allélhez képest (62). Az eredmények kozott leirt, a University of North
Carolina, Chapel Hill, Prof. Alisa Wolberg altal iranyitott kutatocsoporttal kollaboracidban
végzett experimentalis vizsgalatainkban eldszor mutattuk ki, hogy az in vitro kisérletekben
rekonstrudlt, cellularis elemeket is tartalmazo teljes vérrog tomegét jelentdsen befolyasolja a
FXIII-A p.Val34 Leu polimorfizmus (290). Magas fibrinogén szintli (>3,5 g/L) plazma mintak
alkalmazdsa soran az alvadék tomege szignifikansan nagyobb volt a FXIII-A Val34 genotipusu
vérmintakbol képzett vérrogok esetén a homozigota Leu34 genotipusti vérmintakhoz képest.
Az eset-kontroll vizsgalatunkba bevont AIS betegek kohorszaban a betegek felvételekor a
fibrinogén medianja 3,5 g/L felett volt mindkét vizsgalt csoportban (CBS 0-9 vs. CBS 10: 3,88
g/L vs. 3,91 g/L), ezért a Leu34 allél hatdsa mindkét csoport esetén érvényesiilhetett. A FXIII-
A Leu34 all¢l CBS-re gyakorolt hatasanak a fibrinogén szintek rétegezését is magéaba foglalo,
komplex statisztikai elemzése soran nem tudtuk ebben a kohorszban az allél fibrinogén szint
fliggd hatdsat kimutatni, melynek hatterében szamos ok allhat, tobbek kdzott az akut esemény
fibrinogén szintekre gyakorolt hatasa. Eredményeink igazoltdk, hogy a FXIII-A Leu34 allél
jelenléte szignifikans védelmet mutatott in vivo a nagyobb (CBS 0-9) alvadékok kialakulasaval
szemben (OR: 0,52; 95% CI: 0,30-0,92; p=0,0227) a vizsgalt kohorszban. A tobbvaltozos
elemzés soran a polimorfizmus azonban nem bizonyult a funkcionalis kimenetelek fiiggetlen
prediktoranak. Mivel a trombolizis kimenetelét szamos tényez0 befolyasolja, elsésorban a
stroke sulyossaga ¢€s lokalizacidja, valoszini, hogy a FXIII-A p.Val34Leu polimorfizmus nem
jarul hozza jelentdsen a betegek altalanos funkciondlis kimeneteléhez. Ez 6sszhangban van az
AIS betegekben a FXIII szinteket ¢s fobb FXIII polimorfizmusokat vizsgald korabbi
obszervacids tanulmanyunk eredményével, ahol a FXIII-A p.Val34Leu nem volt hatdssal a
kimenetelre a trombolizissel kezelt betegekben (292). In vitro kisérleteinkben ugy talaltuk,
hogy a FXIII-A VAI34Val plazma mintakbol képzett vérrogokben a vérrdg tomege az
¢letkorral, a FXIII aktivitassal, a protrombin id6vel €s a trombin generacio idé paramétereivel
(lag time és time to peak) is korrelalt, mig FXIII-A Leu34 allélt hordozo6 egyének plazmajabol
képzett vérrogok esetén ezek az Osszefiiggések nem voltak megfigyelhetéek. Tovabbi
vizsgalatok sziikségesek a trombusok méretét befolyasold kulcs tényezdk azonositasara, és
annak vizsgalatara, hogy ezen tényezOk milyen mértékben befolydsoljadk a trombolizis

kimenetelét.
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Tobbvaltozés modellek alapjan a CBS a rovid és hosszi tdva kimenetelek fiiggetlen
prediktoranak bizonyult az altalunk vizsgalt kohorszban (CBS 0-9 vs. 10: OR: 2,78; 95% CI:
1,45-5,36; p=0,002 és OR: 2,50; 95% CI: 1,18-5,30; p=0,017). Korabbi vizsgalatok mar
felvetették, hogy az alacsonyabb CBS-sel (nagyobb trombus mérettel) rendelkezd betegek
nagyobb valoszintiséggel profitdlnak az endovaszkuldris kezelésbdl, mint 6nmagaban az
intravénas trombolizisbdl (293, 294). Masrészt szamos kordbbi evidencia arra enged
kovetkeztetni, hogy a trombus méretén kiviil az alvadék szerkezete, tulajdonsagai (pl. kora) is
fontos szerepet jatszanak a rekanalizacidban intravénds trombolizis és/vagy trombektomia
sordn (295, 296). Tanulmanyunkban igazoltuk, hogy a trombus mérete valoban az egyik
legfontosabb, a trombolizist befolyasold tényezdk kozé tartozik, és a kulcsfontossagu
fibrinolitikus faktorok plazmabol meghatdrozott szintjei kevésbé voltak meghatarozoak a
kimenet szempontjabodl. Egyvaltozos modellekben ugyan a magasabb felvételi D-dimer szintek,
magasabb felvételi fibrinogén szintek és alacsonyabb 24 6ras FXIII aktivitds szignifikans
Osszefiiggést mutattak a kedvezOtlen hosszu tavi kimenetellel, a tobbszords logisztikus
regresszids modellben ezeket az asszocidcidkat nem tudtuk igazolni. Eredményeink
alatamasztottdk azokat a klinikai vizsgalatokban azota egyértelmiien igazolt tényeket, mely
szerint nagyérokklizid ¢és nagy trombus tomeg esetén az intravénas trombolizis
eredményessége igen alacsony, igy a mechanikus trombektémia elengedhetetlen a sikeres

rekanalizacidra valo torekvés soran.

Az alvadék szerkezetét és a trombolizis kimenetelét befolydsold tényezOk egyike lehet
elméletileg a hiperkoagulabilitas, melynek hatterében allhat FV] eiden mutécio is. Korabbi
munkank soran kimutattuk, hogy a FV vad tipust egyének plazmajaban az APC proteolitikusan
hasitja a FVa-t és FVIlla-t, és ezaltal leregulalja a trombin generaciot, igy a csokkent trombin
generacid csokkent/késleltetett FXIII aktivaciohoz vezet (297). A FVLeiden mutaciod
fibrinolizisre gyakorolt hatdsa ugyanakkor eddig kevésbé volt ismert. Eredményeink szerint FV
vad tipusu egyének plazmajaban a TM hatdsara bekdvetkezd szignifikdnsan lassabb FXIII
aktivacio kovetkeztében a fibrin lancok keresztkotése, valamint az o2-PI fibrinhez valo
kovalens kotése is jelentdsen lelassul. A FV] eiden mutacié a TM ezen hatasait megsziinteti,
ami (a TAFT aktivaciora kifejtett hatds mellett) a fibrinolizissel szemben ellenallobb alvadékok
kialakuldsdhoz vezet. Megjegyzendd, hogy az altalunk végzett biokémiai kisérletek soran
talaltunk ugyan kiilonbséget a FV] eiden hetero- és homozigdotak kozott, de ez statisztikailag
nem bizonyult szignifikans eltérésnek. Ez részben a vizsgalati alanyok kis szamdval

magyarazhat6. A FV] eiden homozigotak szamat az eldre meghatarozott feltételeink mellett
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(trombozis mentes anamnézis, ill. FXIII-A p.Val34Leu polimorfizmusra nézve vad genotipus)
nem tudtuk tovabb ndvelni. A vizsgalatban résztvevd 6t homozigota egyént kdzel 3000 egyén
vizsgalatanak eredményeként sikeriilt bevalogatni. Madsrészt a kisérleti koriilmények

beallitdsanal a FV] eijden mutacid hatasanak kimutatasa volt az els6dleges szempont és nem a

heterozigdta ill. homozigota allapot kozti kiilonbség vizsgalata. A kisérleti feltételek
valtoztatasaval valdsziniileg lehetett volna taldlni olyan koncentracid viszonyokat, melyeknél a
heterozigdtak és homozigotak kozti kiilonbség markansabb, ez esetben azonban elképzelhetd,
hogy a kis vizsgalati szam miatt a vad tipus €és a heterozigotdk kozti kiillonbség statisztikai

szignifikancidjat elveszithettiik volna.

Erdekes lehet azonban a jovében ezen eredmények alapjan megvizsgélni, hogy a FV[ eiden

mutacid jelenléte, akar heterozigota formaban rontja-e a trombolizis kimenetelét AIS

betegekben. Az irodalomban esettanulmanyok alapjan feltételezhetd a FV] ejden mutécio ilyen

jellegli hatasa (298), azonban a relative ritkabb allélfrekvencia miatt a vizsgalat kivitelezéséhez
nagy 1étszamu AIS kohorszra lenne sziikség. Munkacsoportunk jovobeli tervei kdzott szerepel

a FVL eiden mutacié és egyéb protrombotikus ill. antifibrinolitikus hatdsu polimorfizmusok

vizsgalata a trombolizis kimenetelére vonatkozéan nagylétszamu (n >500) AIS betegcsoport
bevonasaval, melyhez a feltételek biobankunkban rendelkezésiinkre allnak. Megjegyzendd,
hogy az Eredményekben bemutatott fibrinolizis inhibitorok gyakori polimorfizmusai koziil
egyik sem mutatott Osszefliggést a trombolizis rovid- ill. hossza tavi kimenetelével (a
rekanalizacid sikerével), melynek hatterében az éllhat, hogy ezen polimorfizmusok, bar
gyakoriak, az alvadékszerkezetre gyakorolt biokémiai hatdsuk ill. a fibrinolizisben betoltott
szerepiik feltételezhetéen nem nyilvanul meg a farmakoldgiai dozist t-PA hatasara general6do

magas lokalis plazmin koncentraciok mellett.

6.1.1.4 A hemorrhagias transzformdciot befolydsolo hemosztazis tényezok. Globdlis tesztek a

hemorrhagias transzformdcio kialakulasanak elorejelzésére

VWEF, FVIII szintek és a hemorrhagias transzformdacio. A hemorrhagias transzformacio az rt-
PA terapia egyik legsulyosabb mellékhatasa, mely korlatot szab a kevésbé tapasztalt kozpontok
szamara a terapia sz¢leskori alkalmazéasanak (299). Mindazonaltal csak néhany tanulmany all
rendelkezésre olyan hemosztazis vagy fibrinolizis biomarkerekrél, melyek elérejelzik a lizis
utani vérzést, mivel a vérzéses komplikaciokban szenvedd betegek szama a vizsgalt

kohorszokban gyakran tul alacsony a megfeleld kdvetkeztetések levonasahoz (243).
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Vizsgélatainkban a lizist kovetden kialakuld intrakranidlis vérzéses szovodményekkel a
trombolizis utdni emelkedett VWF antigén szintek mutattak szignifikans kapcsolatot.
Allatkisérletek és biokémiai kisérletek révén kozel 40 éve ismert tény, hogy a plazmin in vitro
degradalja és inaktivalja a FVIII-at (300), azonban nincs tudomasunk olyan tanulméanyrél, mely
in vivo, rt-PA trombolizis terdpidban részesiilt betegeknél vizsgélta volna a plazmin FVIII-ra
gyakorolt hatdsat. Eredményeink szerint a kozvetleniil trombolizis terdpia utdn gyljtott
mintakban jelentésen csokken a FVIII aktivitdsa a trombolizis megkezdése elétti értékekhez
képest, a FVIII aktivitas szintek azonban egy vizsgélt idépontban sem mutattak Osszefiiggést a
vérzéses szovodmények kialakulasaval, mely eredmények 6sszhangban vannak az irodalomban
fellelhetd allatkisérletes eredményekkel (301). A FVIII aktivitds valtozasaval szemben a VWF
antigén értékek a vizsgalt idépontokban folyamatos emelkedést mutattak, melynek hatterében
elméletileg két tényezd allhat. El6szor is, a plazmin degradalhatja a VWF-t, amint az mar
korabbrol ismert in vitro kisérletekbdl (302, 303). Az altalunk hasznalt diagnosztikai teszt
poliklonalis antitestek alkalmazasaval hatdrozza meg a VWF antigén szintjét, ebbdl fakadoan,
a teszt altal mért megemelkedett szintek hatterében a fehérje degradécioja is allhat. Egy korabbi
tanulmanyban, mely rt-PA trombolizisben részestilt akut myocardialis infarctusban szenvedd
kis 1étszamu betegcsoportban (n=7) vizsgalta kiilonb6z6é hemosztazis paraméterek valtozasat a
terapia soran, ugy talaltdk, hogy a trombolizis terdpia hatdsdra megemelkedett a VWF antigén
szintje, feltehetéleg a VWF multimerek proteolizise kovetkeztében. Feltételezések szerint a
trombolizissel kezelt akut myocardialis infarctus vérzéses komplikacidinak hatterében a VWF
multimerek degradécidja allhatott (303). Sajat tanulményunk eredményei szerint 24 6raval a
trombolizis utani mintdk VWF antigén szintjei szignifikdnsan magasabbak SICH esetén (n=06),
a vizsgalt kohorsz tobbi tagjdhoz viszonyitva. A SICH esetek alacsony szamadra tekintettel
azonban ezt a megfigyelést nagyobb esetszdmu tanulmanyokkal sziikséges alatdmasztani. A
trombolizist kovetd6 VWF antigén szintek megemelkedésének hatterében masrészrdl az
ischaemias karosodas kovetkeztében kialakuldo endothel kdrosodéds is allhat. Egy akut
myocardialis infarctusban szenvedd egyéneket vizsgdld tanulmany eredményei szerint a
streptokinazzal végzett trombolizis magasabb VWF antigén szintekkel tarsult, mely emelkedést
a trombolitikus szer hatasara kialakult oxidativ stressz kovetkezményeként irtdk le (304).
Vizsgélataink szerint a VWF antigén szintjei azon betegekben emelkedtek meg 24 orédval
trombolizis utan, akiknek sulyosabb neurologiai karosodasuk volt (NIHSS 6-16 és NIHSS >16),
mig a kevésbé stulyos esetekben (NIHSS 0-5) nem talaltunk VWF antigén szint emelkedést. Ez
az eredmény, a FVIII aktivitassal megfigyelt jo korrelacid ill. a VWF szint 24 o6rén tali

emelkedése arra enged kovetkeztetni, hogy legalabbis részben, az emelkedett VWF antigén
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szintek hatterében inkabb endothel karosodas allhat. Nem kizérhaté azonban, hogy a VWF
szintek trombolizis soran megfigyelt emelkedésének hatterében a vérlemezkékbdl felszabaduld

VWEF is allhat, ezen elméletek igazoldsara azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Fibrinolizis inhibitorok és a hemorrhagias transzformdcio. Béar kiindulési hipotézisiinkben
feltételeztiik, hogy az alacsony FXIII szint szerepet jatszhat a lizist kovetden kialakuld
intrakranialis vérzés patomechanizmusdban, tanulmanyunk eredménye ezt nem igazolta.
Vizsgéalatunk alapjan feltételezhetjiik, hogy a trombolizist kovetd vérzéses szovédmények
kialakuldsa nem az alacsony FXIII szinthez kothetd. Ez a megallapitds 6sszhangban van a
néhany korabban publikalt, kislétszamu kohorsz bevondséaval késziilt tanulmany eredményével
(305, 3006).

Bar bioldgiai értelemben véve elképzelhetonek tiint, hogy a lizis utan kozvetleniil mért alacsony
a2-PI szint felelds lehet a terapiaval Osszefliggd ICH eseményekért, az altalunk vizsgalt
kohorszban nem taldltunk ilyen Osszefiiggést. Az a2-PI szintek kozvetleniil a lizis utdn a
referencia tartomany also hatara alatt voltak a kohorsz minden vizsgalt betegében, de a vérzéses
szovédmények nem voltak ezzel Osszefiiggésben. Bar az a2-PI felvételkor mért szintje
szignifikdnsan alacsonyabb volt a lizis utdn ICH-t szenvedett betegeknél, a csoportok kozotti
kiilonbségek nagyon szerények voltak. Mivel a hemorrhagids transzformaciot szenvedett
betegek sulyosabb stroke-ban szenvedtek, feltételezhetd, hogy a két csoport a2-PI szintjei
kozott megfigyelt szignifikans kiilonbség a stroke sulyossagaban mutatkoz6 kiilonbségekkel
fligg 6ssze. Mivel az a2-PI szintek a hemorrhagias transzforméaciot szenvedett ill. vérzés nélkiili
csoportokban jelentds atfedést mutattak a felvételkor, rdadasul az a2-PI aktivitasi szintek nem
kiilonboztek a csoportok kozott, nem valoszinii, hogy az alacsony a2-PI lenne az egyetlen
felelds tényez0 a lizist kovetd vérzés kialakulasaban. Ezt a feltételezést tovabb valdsziniisiti az
az eredmény, hogy az a2-PI szintek nem mutattak szignifikdns korrelaciot a lizis utani
hematoma becsiilt térfogataval.

Bar a trombolizis sordn meghatarozott PAI-1 szintek nem mutattak Osszefliggést a
hemorrhagias transzformacié kialakulasanak valosziniiségével, tobbszords logisztikus
regressziés modellben, amely a lizis utani vérzés Osszes lehetséges szokvanyos kockazati
tényez0jét tartalmazta, a PAI-1 5G/5G genotipus jelenléte a legerdsebb fliggetlen kockazati
tényezének bizonyult a hemorrhagids transzformacié kialakulasa szempontjabol (OR: 4,75;

95% CI: 1,18-19,06; p=0,028). Ezen feliil PAI-1 5G/5G genotipusu betegeknél megfigyelhetd
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volt egy tendencia a kialakult intracerebalis hematomdk becsiilt térfogatara vonatkozodan,
azonban ezeket az eredményeket nagyobb elemszamu klinikai vizsgalatnak kell igazolnia.

A PAI-1 5G/5G genotipus elméletileg két mddon befolydsolhatja a lizis utani vérzés
kialakulasat: egyrészt a plazma PAI-1 szintre gyakorolt hatdsdval, mésrészt az agyban a PAI-1
lokalis hatasaval a parenchymdban, korldtozva a tulzott mértéki t-PA aktivitdst. A mi
vizsgalatunkban a PAI-1 4G/5G polimorfizmusa nem volt hatassal a plazma PAI-1 szintjére,
ami Osszhangban van korabbi vizsgalatok eredményeivel (307-309). Elméletileg a PAI-1
5G/5G genotipus az ICH kialakulasdhoz hozzajarulhat lokélisan is, az intracerebralis 1ézi6
helyén fellelhetd alacsonyabb PAI-1 szinteken keresztiil. A trombus lokalis PAI-1 szintje
lényegesen eltérhet a periférian detektalt szintekt6l. A PAI-1 szintek a stroke lefolydsa soran is
jelentds valtozast mutathatnak: egy allatkisérletes modellben akut stroke utan az
intravaszkuldris PAI-1 szintek ndvekvd tendenciat mutattak (310), ugyanezt a jelenséget
megfigyelhettiik a mi tanulmanyunkban, akut stroke betegekben is. A PAI-1 szint ismert
befolyasold tényezdit (pl. BMI és gyulladas) vizsgalatunk is megerdsitette. Erdekes médon a
lizis utan ICH-t szenvedett betegeknél szignifikdnsan alacsonyabb volt a BMI. Bar az alacsony
PAI-1 szintek, az alacsony BMI és a lizis utani vérzés kozott felmeriil az 6sszefliggés, az ebben
a tanulmanyban alkalmazott backward regresszidos modell alapjan a BMI nem bizonyult a
vérzés fiiggetlen kockazati tényezdjének, ennek igazolasara tovabbi, nagyobb betegszamu
vizsgalatokra van sziikség. A patomechanizmust illetden feltételezziik, hogy PAI-1 5G/5G
genotipus és a vérzéses transzformacido kozotti kapcsolat talmutat az intravaszkularis
fibrinolizis biokémiai folyamatidn, ¢és elképzelhetd, hogy a polimorfizmus hatidsa az
asztrocitakbol felszabaduld PAI-1 lokalis, a vér-agy gat karosodasat csokkentd hatasaval

magyarazhat6, mely elmélet igazolasara tovabbi tanulmanyok sziikségesek (311-315).

Globalis tesztek hasznalata a hemorrhagias transzformdcio kialakulasanak eldrejelzésére.
Mivel a trombolizis kimenetelét és a vérzéses komplikaciokat szdmos hemosztazis faktor,
fibrinolizis fehérje és inhibitoraik kozotti kolcsonhatas befolyasolhatja, igy logikus megoldas
lehet globalis tesztek hasznalata a terapias kimenetelek eldrejelzésére individudlis faktorok
szintjeinek iddigényes ¢és koltségigényes meghatdrozasa helyett. Vizsgalataink soran
bebizonyitottuk, hogy az AIS betegek felvételi vérmintajabol elvégzett mCLA, tovabba a
trombin generacios teszt is igéretes vizsgalat lehet nem csak az intravénds trombolizis rovid
tava  funkciondlis kimenetelének, hanem a terdpia asszocidlt intrakranialis vérzéses

szOvodmények eldrejelzésére is.

161



bagoly 153 23

Az CLA modszer elméletileg jol modellezi az in vivo lezajlo trombolizis folyamatat. Mivel az
altalunk alkalmazott médszer soran az rt-PA koncentraciok joval magasabbak, mint az endogén
t-PA koncentraciok, a CLA az exogén rt-PA terdpids dozisaival szembeni fibrinoldodas
mértékérdl ad informéciot, nem pedig az endogén fibrinolitikus kapacitas mértékérdl (241).
Ugyanakkor meg kell emliteni, hogy a CLA egy igen munkaigényes modszer, mely jelenleg
még szdmos limitacidval kiizd. A mddszer nem megfelelden standardizalt, annak ellenére, hogy
nemzetko6zi egyiittmiikodés keretében elkezdddtek erdfeszitések a vizsgalat standardizécioja
érdekében (242). Tanulmanyunk soran a vizsgalati koriilményeket a rendelkezésre allo
szakirodalom és az egészséges egyének plazmamintéin végzett elokisérleteink soran tapasztalt
eredmények alapjan valasztottuk ki. Célunk volt a vizsgalat koriilményeinek optimalizalasa
soran még elfogadhatd analitikai pontossag mellett olyan feltételek megteremtése, mely
viszonylag nagy mintaszam félautomata tesztelését lehetové teszi. A hagyomanyos CLA
modszer tovabbi limitacidja, hogy a vizsgélat plazma mintdkbol torténik, ezért a trombolizis
soran potencialisan szerepet jatsz6 sejtalkotok nincsenek jelen. A moédszer diagnosztikai
teljesitményének javitasa érdekében a tesztet cfDNA és hiszton hozzaadasaval egészitettiik ki,
imitalva a NET-ek jelenlétét az alvadékképzddés és lizis soran. Szamos tanulmany leirta, hogy
a NET-ek a fibrinnel interkaldlodva stiri halézatot hoznak 1étre az agyi trombusokban, mely
ellenall a fibrinolizisnek (35). Vizsgalatunk alapjan elmondhatjuk, hogy a cfDNA és hiszton
hozzaadasa az in vitro CLA keverékhez, a vartnak megfelelden, szignifikdnsan megnyult
alvadék képzddést €s lizist eredményezett (28, 31, 316). Eredményeink arra is ravilagitottak,
hogy az alvadék lizisének cfDNA ¢és hiszton jelenlétében torténd megnytlasa az egyének kozott

is jelentds kiilonbséget mutatott.

Tanulmanyunkban leirtuk, hogy a hagyomanyos CLA trombolizis kimenetelére vonatkozo
diagnosztikai teljesitményét jelentdsen javitotta a cfDNA és hiszton jelenléte. Hangstlyoznunk
kell azonban, hogy a cfDNA ¢és hiszton beépitése a tesztbe egy szimplifikalt modja a trombuson
beliili NET hatas imitalasanak. A NET-ek felszabaduldsa egy igen Osszetett folyamat, mely
nemcsak a DNS ¢és a hiszton, hanem mas fehérjék, koztiik a neutrofil granulumok fehérjéinek
(pl. human neutrofil elasztaz, mieloperoxidaz) felszabadulasat is magaba foglalja, ami komplex
interakciok sokféleségéhez vezet a trombuson beliil (317). Bar a ¢fDNA és hiszton hatasa
korantsem azonos az intakt NET-ek hatasaval, kimutattak, hogy a DNS-nek és a hisztonnak
fontos alvadék-stabilizalo és antifibrinolitikus szerepe van (316, 318). Egyéb mechanizmusok
mellett azt is igazoltak, hogy a cfDNA felgyorsitja a t-PA-PAI-1 komplex képzddését, lelassitja

a t-PA altal kozvetitett plazmin képzddést, modulalja az alvadék szerkezetét, és késlelteti a
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plazmin altal indukalt lizist, a fibrinszalakkal valo interkaldcioja révén (28, 31, 316, 319, 320).
A hiszton megkoti a fibrinogént €s a fibrint, valamint a hiszton polimerizalt fibrinbe torténd
beépiilésének eredményeként stabilabb alvadék képzddik. A biokémiai modellek soran
alkalmazott koncentraciok, csakugy, mint az altalunk alkalmazott vizsgélati koriilmények
koérosan magas DNS ill. hiszton koncentracidkat tiikkroznek, amelyek a trombusok belsejében
fordulhatnak eld. Nehéz megbecsiilni az alvadékokban eléforduldé DNS mennyiségét, korabbi
vizsgalatok igen magas koncentracidkat valoszintsitettek (30, 31). Egészséges egyéneknél a
keringé cfDNA relative alacsony szintjei figyelhetéek meg (0,02-1,7 png/mL), de emelkedett
szintet (5 pg/mL vagy anndl magasabb) észleltek szamos megbetegedés soran, példaul
szepszisben (320). A tanulmanyunk soran alkalmazott mCLA mérések soran a cfDNA ¢és

crer

(31).

Fontos eredményiink, hogy az mCLA mddszer magas negativ prediktiv értékkel bir (97,9%) a
lizist kovetd intrakranidlis vérzés eldforduldsdnak kimutatdsara. A logisztikus regresszios
analizis eredménye alapjan elmondhatjuk, hogy az mCLA mérés soran meghatarozott AUC
paraméter (<29,9 OD*perc) a lizist kdvetd intrakranialis vérzéses szovodmény szignifikans,
fiiggetlen eldrejelzdje (OR: 5,85; 95% CI: 1,24-27,7; p=0,026), hasonléan az emelkedett
felvételkori NIHSS értékhez (NIHSS >15 esetén OR: 5,32; 95% CI: 1,69-16,75; p=0,004).

A teszt ilyen jellegli alkalmazédsa kiemelt jelentdséggel birhat olyan esetekben, amikor a
trombolizist a mechanikus trombektomia elott alkalmazzdk. A legljabb irdnyelvek azt
javasoljak, hogy azoknal az AIS betegeknél, akiknél lehetséges, fontolora kell venni az rt-PA
addsat még a mechanikus trombektomia megkezdése elott (141). E megkozelités
biztonsagossaganak javitasa érdekében az 1j mddszerek, mint példaul az mCLA, hasznosnak
bizonyulhatnak a jovében (253, 321-325). Természetesen a mddszer gyakorlati alkalmazaséhoz
a rovid idéablak miatt a mddszer tovabbfejlesztése €s gyorstesztként vald alkalmazasa fontos
lenne. Az mCLA ugyanakkor akar jelenlegi forméaban is hozzajarulhat a betegek kezelési
vérzés kockazatot jelez, a kapott informacidé még akkor is relevans lehet a klinikai gyakorlatban,
ha a beteg mar megkapta a trombolizis terapiat. Ezekben az esetekben a betegeket fokozott
megfigyelés ald lehet vonni a potencialis karosodasok csokkentése érdekében (pl. hosszabb
ideju intenziv ellatds, a magas vérnyomas agressziv kontrollja, kiterjedt neurologiai kdvetés,

stb.). Meg kell azonban jegyezni, hogy eredményeink nem mutattak kiilonbséget az aSICH ¢és
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a SICH kozott, ami nagy valoszinliséggel annak tudhat6 be, hogy az intrakranialis vérzés soran

kialakult tiineteket er6sen befolyasolja a vérzés lokalizacidja.

Miutan az mCLA moédszer a hemorrhagids transzformacié eldrejelzdjének bizonyult ischaemias
stroke trombolitikus kezelése esetén, megvizsgaltuk, hogy nem-traumas hemorrhagias stroke-
ot szenvedett betegekben Osszefiiggést mutat-e a vizsgalat az intracerebralis hematoma
méretével ill. a vérzés kimenetelével. Az akut ICH-t elszenvedd betegek kimenetelét eldrejelzo,
megfeleld prediktiv értékli diagnosztikai tesztek potencialisan fontosak lehetnek a klinikai
gyakorlat szamara, azonban meglepden kevés tanulmany all rendelkezésiinkre ebben a
témaban. Keveset tudunk a hemosztdzis és fibrinolizis egyensulyarol ICH-t elszenvedett
betegekben, holott fontos terapids kovetkezményekkel birndnak ezen ismeretek (pl. az
eseményt kovetd antikoagulacio kezdetének idépontja). Eredményeink alapjan az ICH betegek
felvételkori mCLA paraméterei korreldltak a becsiilt felvételkori vérzésvolumen nagysagaval,
ami fontos eldrejelzdje a kimenetelnek. A gyorsabb alvadék képzddés, és a rovidebb lizis idok,
amelyek az ujonnan képzddott alvadék gyorsabb lebomlésat jelzik, nagyobb hematoma
térfogattal, sulyosabb stroke-kal, és rosszabb kimenetellel tarsultak a vizsgalt betegcsoportban.
Ezen eredményeink Osszhangban allnak korabbi tanulményok eredményeivel, amelyek azt
mutattdk, hogy az emelkedett D-dimer szint, amely a trombus fibrinldncainak fokozott
lebontasat jelzi, az ICH kedvezdtlen kimenetelének prediktora (326-328). A CLA korabban mar
potencialisan hasznosnak bizonyult egyes kimenetek elérejelzésében szdmos olyan korkép
esetén, ahol a fibrinolitikus rendszer egyensulyanak zavara alakult ki (30, 33, 35, 316, 329).
Vizsgalataink a jovoben kiindulasi alapot jelenthetnek mindkét stroke altipus esetén nagyobb
esetszamu betegkohorszokon végzett tanulmanyokhoz, melyek a fibrinolizis egyensulyaban
bekovetkezett valtozadsok jobb megértését célozzék az intracerebralis hematoma evolucidja ill.
a betegek kimenetele vonatkozasaban. A teszt tovabbi jovobeni moddositdsai még jobb
diagnosztikai teljesitményt és konnyebb megvaldsitast tehetnek lehetdvé, ami a jovoben a

potencialis klinikai felhasznalas esetén tovabbi elényt jelenthet.

A trombin generaciot vizsgald tanulmanyunkban kimutattuk, hogy ez a teszt szintén értékes
Az also kvartilisbe tartozd6 ETP és peak thrombin paraméterek szignifikdns Osszefiiggést
mutattak a trombolizist kovetden kialakult SICH komplikacié el6fordulasaval, és tobbszoros
logisztikus regresszids analizisben mindkét paraméter a SICH kialakulasanak fiiggetlen
elérejelzdjének bizonyult. Az alacsony esetszamok miatt azonban az eredmények igazolasara

tovabbi, megerdsitd vizsgalatok sziikségesek nagyobb kohorszokban. A trombin generacios
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teszt a hipo- ill. hiperkoagulacioval jaro allapotok kimutatasara az egyik legigéretesebb globalis
teszt, melynek a standardizicidja még egyel6re varat magara (330). Ugy gondoljuk, hogy
vizsgalataink eredményei tovabb fokozhatjdk a trombin generacids vizsgalat iranti szakmai
érdeklddést és felgyorsithatjdk a teszt rutin diagnosztikai alkalmazasahoz vezetd 1épéseket.
Fontos eredményilinknek tartjuk, hogy a trombin generacids tesztben meghatarozott peak
thrombin paraméter agyvérzett betegekben szignifikdnsan magasabbnak bizonyult, a time to
peak paraméter pedig szignifikdnsan rovidebb volt a vizsgalt referencia egyénekhez képest.
Ezek az eredmények az agyvérzett betegekben fennallé hiperkoagulabilitasra utalnak. A
vizsgalt kohorszban a fokozott trombin generacid Osszefiiggést mutatott a betegek rossz
kimenetelével (mRS 2-6). Ismert tény, hogy a stroke-ot elszenvedett betegek VTE rizikoja igen
magas (265). Prospektiv obszervacids tanulmanyok igazoltak, hogy a hemorrhagias stroke-ot
szenvedett betegek VTE rizikoja az egyik legmagasabb a fekvdébetegek kozott (incidencia: 7%),
¢és a VTE riziko6 négyszer nagyobb az agyvérzett betegekben az ischaemias stroke-ot szenvedett
betegekhez képest (331, 332). Vérzéses stroke-ot szenvedett betegekben a VTE profilaxis
inditasa alacsony molekulasulyt heparinnal a legijabb irdnyelvek szerint akar mar az eseményt
kovetd 24-48 oraban is javasolt, egyéni mérlegelés alapjan (333). Mindezek ellenére atfogd
tanulmanyok szerint a kérhazban kezelt ICH betegek kevesebb, mint 20%-a részesiil megfeleld
VTE profilaxisban és a profilaxis megkezdése megkésett az esetek tobbségében (333, 334). Bar
a mi vizsgalataink célkitlizésén tulmutatott az agyvérzett betegekben kialakulé VTE események
kialakuldsanak kovetése, a jovOben fontos lehet olyan prospektiv vizsgalatok kivitelezése,
melyben felmérnénk, hogy a trombin generdcié vagy mas hemosztazis teszt segitségével
megjosolhatd-e, hogy mely ICH beteg esetén nagyobb a VTE kockazat és javasolt korai
profilaxis. Ezek a vizsgélatok, megfeleld predikcids skdlarendszerek részeként, nagylétszamu
kohorszon torténd validalast kovetden megteremhetnék a perszonalizalt VTE profilaxis alapjait

agyvérzett betegekben.

6.1.1.5 Limitaciok

Tanulmanyaink eredményeit a klinikai vizsgéalatok ismert korlatainak osszefliggésében kell
értelmezni. Obszervacios tanulmdnyaink esetén a mintavételi populacid esetszdma limitalt volt,
azonban 0sszehasonlitva az eddig publikalt vizsgalatokkal, ahol hemosztazis vagy fibrinolizis
biomarkereket hataroztak meg AIS betegek trombolizis eldtt vett vérmintaibol, ill. ICH betegek
vérmintdibol, az altalunk bemutatott vizsgalatok az eddigi legnagyobb mintaszdmot feldleld

tanulmanyok koz¢é sorolhatéak. Ennek ellenére, az itt bemutatott eredményeinket még nagyobb
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mintaszamu populdciok vizsgélataval is érdemes lesz megerdsiteni, kiilonds tekintettel a
vizsgalt AIS kohorszban hemorrhagias transzformaciot elszenvedett betegek korlatozott
szdmara. Vizsgalataink egycentrumu vizsgalatok voltak, ami hozzajarult a relative korlatozott
mintaszamhoz, viszont feltétlen eldnyének tekinthetd a tanulmany soran alkalmazott egységes
mintakezelés és egységes betegellatasi eljarasok. A Debreceni Egyetem Klinikai Kézpont
Neurolégia Klinika Stroke Centrumja relative nagy foldrajzi teriiletrdl fogad akut stroke-ot
szenvedett betegeket, ezért a harom hoénapos kovetési idOszak alatt a betegek némi
lemorzsolodasa elkeriilhetetlen volt. Az AIS betegeket vizsgald tanulmanyainkban a
lemorzsolédas mértéke tanulmanytol fiiggden 3,5-17,4% kozottinek adodott, mig az ICH
betegek csoportjaban a harom honapos kovetési iddszak alatt ez minddssze 3,3% volt. Ez a
lemorzsolddasi arany mas, akut stroke betegeket érintd prospektiv vizsgalatok esetén latott
aranyoknak megfelel ill. egyes vizsgalataink esetén alacsonyabbnak is mondhato.
Megemlitendd azonban, hogy a lemorzsolddas relative kis ardnya is bizonyos mértékig
befolyasolhatta az eredményeket, ezért a jovoben nagyobb klinikai vizsgalatokra van sziikség
eredményeink megerdsitéséhez. Az agyvérzett betegek és a parhuzamosan vizsgalt referencia
egyének kozotti egyes antropometriai kiilonbségek (pl. kor) szintén a limitaciok kozé
sorolhatok, de mivel a vizsgdlataink nem mutattak korfliggést, igy ez valdszinlileg nem

befolyasolta az eredményeket.

6.2 Hemosztazis vizsgalatok a vérlemezkegatlo terapiak

hatastalansaganak felismerésére

A clopidogrelt monoterapiaként gyakran alkalmazzdk hazankban a nem kardiogén eredetii
ischaemias stroke szekunder prevencidjara. Irodalmi adatok alapjan ma mar egyértelmiien
tudjuk, hogy a clopidogrel aktiv metabolitjanak szintje és a clopidogrel altal kifejtett trombocita
gatlas mértéke nagyfokl egyéni valtozatossagot mutat (335). Vizsgalatainkban 111 clopidogrel
monoterapian 1évé betegen teszteltiik a clopidogrel terdpia monitorozdsara alkalmas
modszereket, és igazoltuk, hogy a betegek jelentds részében a laboratériumi tesztek eredménye
alapjan a clopidogrel terdpia hatastalannak bizonyult. A legelfogadottabb P2Y 12 specifikus
teszttel, a VASP foszforilacid aramlasi citometrids vizsgalataval meghatarozva a betegeknek
csak 43,2%-a mutatott megfeleld valaszt a clopidogrel monoterapiara. Mivel tudjuk, hogy a
clopidogrel hatastalansaganak hatterében elsdsorban metabolikus okok allnak (leggyakrabban
CYP2C19 *2ll. *3 funkcidvesztd allélek jelenléte), a clopidogrelt szedd betegekben fontosnak

tlinik a terdpia hatdsanak ellendrzése. Sajnos barmennyire is ismerjik a bioldgiai
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Osszefiiggéseket a clopidogrel hatastalansdga és a rosszabb klinikai kimenet kozott, jelenleg
nincs nemzetk6zi evidencia a clopidogrel hatds monitorozasara vonatkozoan, €és az uj tipusu
P2Y12 gatlok korszakanak bekoszontével feltételezhetjiik, hogy mar nem is fog késziilni ezt
igazol6 randomizalt klinikai vizsgalat (168). A laboratorium szerepe azonban tovabbra is fontos
lehet, egyéni esetekben a clopidogrel hatastalansdganak megitélése szempontjabol (168, 336).
Munkank soran arra torekedtiink, hogy kidolgozzunk egy olyan, P2Y12 receptor hatdsra
specifikus laboratoriumi tesztet, amely megbizhato, relative konnyen elvégezhetd és olcso. A
modositott, PGE1-et tartalmazd ADP-indukalta trombocita aggregacidés modszer jo korrelaciot
mutatott a VASP foszforilacids teszt eredményével és magas diagnosztikus hatékonysagot
mutatott clopidogrel monoterapidn 1évé betegekben. A hagyoméanyos ADP-indukalta
aggregacioval szemben a teszt nem érzékeny aszpirin hatasara és javasolhato kettés trombocita
gatlo terapidn 1évo betegek vizsgélatéra is.

Szamos klinikai vizsgalat mutatott rossz egyezést a clopidogrel hatas vizsgalatara alkalmas
tesztek kozott, azonban a vizsgalatok tulnyomo tobbsége kettds trombocitagatlo terapian 1évo
betegek vérmintdjat hasznalta, igy, bar nem meglepéek ezek az eredmények,
interpretacidjukhoz hozzatartozik az aszpirin kiilonb6zé mértékii hatasanak figyelembevétele
az egyes tesztekre vonatkozoan (337, 338). Szintén szamos olyan klinikai vizsgalati eredményt
publikaltak a multban, ahol az aszpirin ill. clopidogrel rezisztencia mértékét probaltak a szerzok
felfedni kiilonbdzo betegesoportokban, de a vizsgalatok nem COX-1 specifikusak vagy P2Y 12
receptor specifikusak voltak, tovabba az eredményeket potencidlisan befolyasolhatta a kettds
trombocitagatld terdpia. Ezen félrevezetd vizsgalatok kovetkezménye volt az aszpirin
rezisztencia valos mértékének feliilbecslése. Szamos olyan klinikai koriilmény van, ami kettds
trombocitagatld kezelést tesz sziikségessé és amennyiben sziikséges, a megfeleld, specifikus
laboratériumi modszer kivalasztdsa az egyes antitrombocita szerek hatdsanak kovetésére nem
egyértelmii. Eredményeinkkel felhivjuk a figyelmet arra, hogy atfedések vannak a
vérlemezkegatld gyogyszerek altal gatolt intracellularis mechanizmusokban, igy a monoterépia
esetén alkalmazott modszerek nem feltétleniil hasznalhatok kettds trombocita gatlo kezelés
soran. Valdjaban az irodalomban szamos, clopidogrel rezisztenciat vizsgald kutatds kettds
trombocita gatlason 1év0 betegeket vont be, és néhanyuk az aszpirin altal befolyasolt
laboratoriumi technikét alkalmazott. Fontos hangsulyozni azt, hogy bar az ADP-indukélta
trombocita aggregaciot gyakran ,,gold standard”-ként tartjdk szamon a clopidogrel hatas
monitorozasara, az aszpirin hatds befolydsolja ezt a tesztet, és kettds trombocita gatld kezelés

esetén nehéz meghatarozni, milyen mértékben gatolta a trombocitdkat az aszpirin ill. a
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clopidogrel (vagy mas P2Y12 receptor blokkold). Eredményeink azt mutattdk, hogy a
clopidogrel hatast vizsgaldé moddszerek koziil a P2Y12 receptor specifikus teszteket nem
befolyasolja az aszpirin hatasa. Ennek megfeleléen kettds trombocita gatld terapidn 1évo
betegek vizsgalatira a VASP foszforilacio és az altalunk kidolgozott, modifikadlt ADP
aggregacios modszer (ADP[PGE1]) javasolhatd. Megjegyzendd, hogy a jelenlegi nemzetkozi
trendek abba az iranyba mutatnak, hogy a klinikai gyakorlatban a kezeldorvosok nem feltétleniil
szeretnének varni arra, hogy a clopidogrel terapia hatdsa monitorozhatdva valjon a vérlemezkék
gatlasan keresztiil, hanem a CYP2C19 funckiovesztd allélek tesztelésével valtanak ki azt, még
a terapia megkezdése eldtt (339). Bar ebben a témakorben sem allnak rendelkezésiinkre nagy
randomizalt klinikai tanulmanyok eredményei, a CYP2C19 genotipus alapt egyénre szabott
vérlemezkegatlassal kapcsolatban kisebb klinikai vizsgalatok és regiszterek szolgaltatnak
informéciokat. Akut koronaria szindrémat ill. perkutdn koronaria intervencidkat kdvetden,
amennyiben elséként clopidogrel terapidra jon szoba és nem tjabb tipusu P2Y12 gatlo
gyogyszert kap a beteg, a CYP2C19 genotipus mieldbbi ismerete fontos lehet, hiszen gyenge
metabolizalok esetén, igy rogton elkeriilhetd a hatastalan gyodgyszer felirdsa. Ennek érdekében
mar elérhet6k olyan POCT késziilékek, amelyek akér 1 6ran beliil eredményt adnak és lehetdvé
valik a CYP2C19 genotipus alapt perszonalizalt trombocitagatld terapia (340). A modszer
elméletileg az AIS szekunder prevencidja esetén alkalmazott clopidogrel terdpia soran is

hasznos lehet.

Az irodalmi adatok fényében felmeriilhet a kérdés, hogy az aszpirin terdpia hatasat kell-e
egyaltalan monitorozni, kettds trombocitagatlas vagy akar monoterapia esetén. Az eddig kozolt
eredmények azt sugalljak, hogy akut ischaemias eseményt kovetéen az aszpirin terdpia
monitorozasa nem sziikséges, hacsak non-compliance, vagy gyogyszer interakci6 nem
feltételezhetd (165). Fontos megjegyezni, hogy az ,aszpirin rezisztencia” fogalmat
tobbféleképpen definidlhatjuk. Kémiai rezisztencia esetén a trombocita COX-1 nem
acetilalhat6 aszpirinnel. EIméletileg a COX-1 gén mutacioi eredményezhetnek olyan helyzetet,
amiben az aszpirin nem tudja acetilalni az enzimet, de ilyen eset még nem kertilt kozlésre. Mivel
a laboratériumi modszerekkel igazolt aszpirin hatdstalansaganak (laboratoriumi rezisztencia)
legfébb oka maga a non-compliance, az aszpirin hatds ellenérzése valojaban leginkabb a
betegek compliance-érdl szolgalhat informacioval (169). Non-szteroid gyulladascsokkentdk
(ibuprofen) interferalhatnak az aszpirin hatdsaval, igy az adekvat laboratoriumi teszttel észlelt
elégtelen aszpirin hatas ilyen gyogyszerinterakciora is iranyithatja a figyelmet (165). Fontos

azonban hangstlyoznunk, hogy csak COX-1 specifikus modszerek alkalmazhatok erre a célra
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(leggyakrabban AA-indukalta trombocita aggregéacio és szekrécid), amennyiben monoterapia
formaban keriil sor aszpirin terapiara. Klinikai rezisztencia alatt azt értjiik, ha az aszpirin nem
védi meg a beteget egy vaszkularis eseménytdl. Ennek hatterében dsszetett okok allhatnak, de
magas aterotrombotikus rizikd esetén az aszpirin kombinalasa egyéb hatdsmechanizmusu
vérlemezkegatloval, pl. P2Y 12 receptor inhibitorral kézenfekvd lehet. Ennek megfeleléen
gyakori lehet az olyan klinikai koriilmény, ami kettds vérlemezkegétld kezelést indokol.
Eredményeink alapjan 0j megéllapitas, hogy a clopidogrel terdpia az aszpirin hatast vizsgalo,
AA agonistat hasznal6 tesztek tobbségét jelentés mértékben befolydsolja. Vizsgalatainkban
kimutattuk, hogy az aszpirin hatast detektald tesztek koziil a clopidogrel monoterépia
szignifikansan gatolta az AA-indukalta trombocita aggregaciot és szekréciot, valamint az AA-
indukalta TXB2 termelddést a trombocitdkban. A VerifyNow Aspirin teszt eredményeit nem
befolyasolta a clopidogrel, igy az javasolhato kettds trombocita gatld terapian 1évd betegek

vizsgalatara.

6.2.1.1 A vizsgalatok limitacioi

Vizsgalataink korlatja, hasonloképpen més, a trombocitagatldo terapidk laboratoriumi
monitorozasaval foglalkozo klinikai vizsgalatokhoz, a betegek esetén potencidlisan
tapasztalhaté non-compliance, mely befolydsolhatta az eredményeket. Bar a clopidogrel
monoterapian 1évé betegek esetén torekedtiink a non-compliance kisziirésére a betegek
bevonasakor, elképzelhet, hogy a non-responderek magas aranya ennek a jelenségnek is
koszonhetd. Megjegyzendd, hogy bar a non-responderek ardnyat és a clopidogrel
hatastalansaganak mértékét ez a jelenség tulozhatja, a modszerek kozotti 6sszehasonlitasok
eredményeire nincs hatassal. A kontrollok és betegek kozotti egyes alapvetd antropometriai
kiilonbségek (pl. kor) szintén a limitaciok kozé sorolhatok, de a vizsgalatok nem mutattak

korfiiggést, igy ez valdszinlileg nem befolyasolta az eredményeket.
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6.3 Intrakardialis hemosztazis és fibrinolizis markerek vizsgalata

pitvarfibrillalé betegekben

6.3.1.1 Lokalis, intrakardialis hemosztazis és fibrinolizis eltérések azonositdsa pitvarfibrillalo
betegekben

A Virchow-tridsz szerint pitvarfibrilldicioban az intrakardialis kornyezet trombogénebb a
periférids keringéshez képest, azonban ennek aldtdmasztisara kevés olyan bizonyitékot
talalunk, melyek intrakardidlis vérmintat vizsgalé tanulmanyokbol szadrmaznak.
Vizsgalatainkban a hemosztézis ill. fibrinolizis rendszer szamos tagjat vizsgaltuk intrakardialis
vérmintakban pitvarfibrillalé betegekben és nem pitvarfibrillaldo kontrollokban, azonban nem
talaltunk az intrakardiadlis mintdkban a pitvarfibrillaciora nézve specifikusnak tekinthetd
hemosztazis vagy fibrinolizis paramétert. Megjegyzendd azonban, hogy csupan két beteg
esetében zajlott pitvarfibrillaciés paroxysmus a katéterablaciés beavatkozas alatt, vagyis a
legtdbb beteg sinus ritmusu volt a mintagytjtés idején. Annak ellenére, hogy egyes koagulacio
aktivacigjat jelzo és fibrinolizis paraméterek (fibrin monomer, TAT-komplex, PAP-komplex,
D-dimer szintek) esetén megfigyeltiink lokalis kiilonbségeket az intrakardialis és periférids
vérmintak kozott, ezen kiilonbségek nemcsak a pitvarfibrillalé csoport, hanem a kontroll
csoport esetében is megfigyelhetéek voltak. Korabbi, kontroll csoportot nem alkalmazo
vezették vissza (199). Ugyanakkor, jelen tanulmanyunk eredményei szerint ezen paraméterek
valtozasai nem specifikusak a pitvarfibrillaciora, hanem a megfigyelt valtozasok valdsziniileg
az elektrofiziologiai beavatkozas invazivitdsanak koszonhetdek, beleértve a transseptalis
szurast és a kovetkezményes szovetkarosodast.

Az altalunk vizsgalt hemosztazis és fibrinolizis paraméterek koziil egyediil a FVIII aktivitas és
VWEF antigén szintek hozhatok osszefiiggésbe a pitvarfibrillacié patomechanizmusaval, hiszen
mindkét fehérje szintje szignifikdnsan magasabb volt pitvarfibrillald betegekben a
kontrollokhoz képest. Erdekesség, hogy mind a periférias, mind az intrakardialis mintdk esetén
megfigyelheté volt az emelkedett FVIII aktivitds és VWF antigén szint pitvarfibrillalo
betegekben. Kiilonosen a VWF emelkedése figyelemre méltd a pitvarfibrillalé betegek
korében, hiszen a VWF antigén szintek medidn értéke magasabb volt a referencia tartomany
fels6 hataranal minden mintavételi hely esetén. Korabbi kézlésekben mar kimutattdk a FVIII
¢s VWF szintek emelkedését pitvarfibrillalé betegek periférias mintaiban, azt feltételezve, hogy

a VWF szintje endothel karosodas kovetkeztében emelkedett meg (194, 303, 341-343).
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Vizsgéalatunkban mindharom mintavételi hely FVIII és VWF szintjei jo korrelaciot mutattak,
mely arra utal, hogy egymassal komplexet képezve fordulnak eld. Mivel az endothelsejtek
Weibel-Palade testjei a VWF mellett FVIII-t is raktaroznak (344), a parhuzamosan emelkedett
FVIII és VWF szintek endothel karosodasra utalnak, mely nem feltétleniil korlatozodik a bal
pitvarra. Megjegyzendo, hogy FVIII aktivitas és VWF antigén szintek esetén a bal fiilcsében
szintén emelkedd tendenciat figyelhettiink meg a pitvarfibrillacios betegcsoportban a kontroll
csoporthoz képest, azonban valésziniileg a kisebb elemszamu bal fiilcsébdl szarmazé minta
miatt ez a tendencia nem érte el a szignifikancia hatarértéket.

A fibrinolitikus rendszer fontos regulatorainak intrakardidlis szintje egyeldre még kevésbé
feltart tertilet pitvarfibrillalo betegekben. Tanulmanyunkban a fibrinolitikus rendszer szdmos
paraméterét hataroztuk meg intrakardialis és periférias mintakban, pitvarfibrillalo betegekben
¢és nem pitvarfibrillalo kontrollokban. A két csoport, valamint a kiilonb6zdé mintavételi helyek
kozott azonban nem taldltunk szignifikans kiilonbséget a legtobb vizsgélt fibrinolitikus
paraméter tekintetében (FXIII aktivitas, a2-PI, PAI-1 aktivitas), a plazminogén aktivitas szintek
kis mértékli szignifikdns csokkenése kivételével, mely a pitvarfibrillalé betegek bal fiilcse
mintdiban volt megfigyelhetd a vena femoralishoz képest. A PAP-komplex és D-dimer szintek
sem mutattak szignifikans kiilonbséget a pitvarfibrillacids csoport és kontroll csoport kozott.
Ezen megfigyelések arra engednek kdvetkeztetni, hogy a fibrinolitikus rendszer ezen vizsgalt

paraméterei nem mutatnak szoros Osszefliggést a pitvarfibrillacié patomechanizmusaval.

6.3.1.2 Hemosztazis aktivacio és fibrinolizis vizsgalata a cryoablacio soran kiilonbozo
preprocedurdlis antikoagulaldsi stratégiak mellett

Eredményeink igazoltdk, hogy a cryoballonnal végzett pulmonalis véna izolacid elétti OAC
kezelés jelentdsen gatolja a hemosztazis aktivalodasat, valamint a dabigatran hatdsosabb gatlast
biztosit az intrakardialis hemosztazis aktivacidja és kovetkezményes fibrinolizissel szemben,
mint a VKA terapia. Kimutattuk, hogy a dabigatrannal kezelt betegeknél az ablacios eljarassal
kapcsolatos lokalis, intraatridlis koagulacié aktivacié markansan gatolt. A D-dimer szintje a
hiperkoaguléci6 altaldnosan elfogadott hatarértéke (0,5 mg FEU/L) alatt maradt az ablaci6 utani
intrakardialis vérmintakban a dabigatrannal kezelt betegek esetén, azonban VKA terapidn, €s a
nem antikoagulalt betegek esetén emelkedett volt. Hasonldo eredményeket kaptunk a
hemosztazis aktivacio €s a fibrinolizis heparin-érzéketlen markereinek komplex értékelésekor.
A fibrin monomerek szintje, amely a pretrombotikus allapotok igen érzékeny markere,
Iényegesen alacsonyabb volt a dabigatrannal kezelt betegeknél az ablacié utdn a masik két

vizsgalt csoporthoz képest. Markdns koagulacid aktivaciot figyelhettlink meg azoknal a
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betegeknél, akik nem részestiltek preoperativ antikoagulans terdpidban, ami a tromboembolias
szovédmények potencidlis kockdzatat hordozza ebben a betegcsoportban.

Osszességében az eredményeink atfogé értékelése azt sugallja, hogy a vizsgalt preproceduralis
antikoagulacios stratégiak koziil a dabigatran fejtette ki a legerdsebb hatést a bal pitvari ablacios
eljaras soran kialakul6 hiperkoagulabilis allapot megeldzésére nézve, mig a megszakitas nélkiili
VKA antikoagulacié esetén ehhez képest jelentésebb hemosztazis aktivacid volt
megfigyelhetd. Vizsgdlataink 6ta klinikai tanulmanyok sora megerdsitette a megszakitas
nélkiili DOAC, beleértve a dabigatran hatdsossagat és biztonsagat pulmondlis véna izolaciod
esetén (222, 345).

Kutatasunk sordn azt tapasztaltuk, hogy a cryoballon ablaci6 az alkalmazott preoperativ
antikoagulalasi stratégiatol fiiggetlenill szignifikans endothel aktivacidt valtott ki, amit az
emelkedett VWF antigénszint és fokozott FVIII aktivitas jelzett az ablacio utani vérmintakban.
Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az ablacids technoldgia és az ablacio
altal lefedett teriilet az endothel karosodas mértékének meghatarozé tényezdje lehet, melyet az
antitrombotikus terapia Onmagaban nem vagy igen korlatozottan képes enyhiteni. Ez a

megallapitas felhivja a figyelmet az antikoagulacio fontossagara a posztablacids idészakban is.

6.3.1.3 Limitaciok

Tanulmanyaink eredményeit azok limiticidinak ismeretében kell értékelni. Az els6
tanulmanyba bevalogatott pitvarfibrillaldo betegek és kontrollok szdma korlatozott volt,
melynek hatterében a mintagyiijtés invazivitasa, tovabba a mintagyiijtés soran gyakorta fellépd
technikai problémak alltak. Mindazonaltal fontosnak tartjuk megemliteni, hogy az altalunk
vizsgalt betegek szdma joval nagyobb volt a hasonld mintagytijtési technikat alkalmazo,
korabban publikalt tanulményok atlagos esetszdmahoz viszonyitva, tovabbd korabbi
publikdciokkal ellentétben vizsgalatainkba nem pitvarfibrillacioban szenvedd kontroll
csoportot is bevontunk. A bal flilcsébdl torténd vérmintagyijtés kiilonésen nehéz, és
potencialisan kockdzatos technika, ennek ellenére a bevont betegektdl sikeriilt szamitasba
veheté mennyiségli mintat venni, mely irodalmi ritkasagnak szamit. A limitalt mintaszamot
tekintetbe véve fontosnak tartjuk leirni, hogy tanulméanyunk eredményeinek megerdsitésére
nagyobb mintaszamu betegcsoport vizsgalata lenne idedlis.

Tovabbi limitacid a vizsgalatba bevont pitvarfibrillacioban szenvedd betegek tobbségének
alacsony vagy kozepes CHADS: és CHA>DS,-VASc skélék szerinti stroke kockazata volt. Ez
a tény korlatozza megfigyeléseink kiterjeszthetdségét az atlagos pitvarfibrillacioban szenvedd

betegpopulacidra. A legtobb ablaciés centrum jelen gyakorlata szerint az altalunk vizsgalt
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pitvarfibrillacids betegcsoporthoz hasonléan tdbbnyire fiatalabb, altaldban paroxysmalis
pitvarfibrillacioban szenvedd, strukturdlisan normalis szivi, jelentds komorbiditasok nélkiili
betegek korében alkalmazza a katéterablacios terapiat (346), igy ez a betegpopulacio allt
rendelkezésre a vizsgalat kivitelezésére. Az elsd vizsgalatba bevont pitvarfibrillalé betegek
koziil csak két esetben volt megfigyelhetd pitvarfibrillacios epizod a beavatkozés és vérvétel
kozben, mely limitalhatja a levonhatd kovetkeztetéseket. Természetesen, ha tobb betegnél
tapasztaltunk volna pitvarfibrillacidos epizodot, akkor tovabbi érdekes megfigyelésekre
tehettiink volna szert. A masodik vizsgalat esetén hangsulyoznunk kell, hogy nem-randomizalt,
obszervacids tanulmanyt végeztiink, amelyben a betegek a beavatkozas elétti antikoagulacio
tipusa ill. egyéni preferencidk szerint kertiltek egy adott preablacios antikoagulacios stratégiara,
mely megszokott séma a legtobb centrum esetén. A klinikai alapadatokban és a beavatkozas

egyes paramétereiben nem volt kiilonbség a csoportok kozott.
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7 UJ MEGALLAPITASOK

1. Els6ként irtuk le relative nagylétszdmu (n >130), intravénds trombolizisben részesiilé AIS
kohorszban egyes hemosztdzis és fibrinolizis tényezdok szintjeinek a valtozasat a trombolizis
kezelés soran. Eredményeink alapjan a FVIII aktivitas, a PAI-1 aktivitds és a2-PI aktivitas
kozvetleniil trombolizis utdn nagymértéki, szignifikans csokkenést mutattak, majd 24 oraval
késobb szintjiik ujra a kiinduldsi értékekhez kozelitett. Ennek hatterében a FVIII esetén
plazmin-medialt degradacio, PAI-1 aktivitas esetén a t-PA-val komplexbe 1épés, a2-PI esetén
a plazminnal val6 komplex képzés allhat. A VWF antigén szint medianja AIS betegekben mar
beérkezéskor is meghaladta a referencia tartomany felsd hatarat, majd a trombolizis folyaméan
tovabbi kismértéki, szignifikdns emelkedést mutatott, melynek hatterében elsdésorban endothel
karosodas valdszintisithetd. A FXIII aktivitds ¢és antigénszint kismértékli, szignifikans
csOkkenést mutatott a trombolizis utan a lizis elétti szintekhez képest, melynek legvaldsziniibb

oka konszumpci6 lehet.

2. Stlyosabb AIS-t szenvedett betegek esetén (NIHSS >6) a VWF antigén szintek a betegek
beérkezésekor szignifikdnsan magasabbak voltak, az «2-PI szintek szignifikdnsan

alacsonyabbak voltak az enyhébb stroke-ot elszenvedett betegekhez képest.

3. Tobbvaltozos logisztikus regressziés modellt alkalmazva igazoltuk, hogy a trombolizist
kovetden azonnal és 24 oraval késébb detektalt emelkedett FVIII és VWF antigén szintek a
rossz hosszu tavu kimenetel (90 napos mRS >3) fliggetlen rizikdtényez6i. Kaplan-Meier
tulélési analizisben a felvételkor a legmagasabb kvartilisbe tartoz6 a2-PI antigénnel rendelkez6
betegek szignifikansan jobb hosszii tava tulélést mutattak azokhoz képest, akiknél a
legalacsonyabb kvartilisben volt az a2-PI antigén (HR: 4,54; 95% CI:1,92-10,8; p<0,001);
azonban tobbvaltozos analizisben az alacsony felvételkori a2-PI antigén nem bizonyult a rossz
hosszu tava kimenetel fliggetlen kockazati tényezdjének. Azokban a betegekben, akik a terapiat
kovetd 14. napig elhunytak, szignifikansan alacsonyabb FXIII szintek voltak megfigyelhetok a

trombolizist kovetden, melynek hatterében nagyobb mértékli konszumpcié allhat.
4. Tobbvaltozos analizisek eredménye alapjan az intravénas trombolizis sikerének meghatarozo

tényezOi a stroke sulyossaga ill. maga a trombus mérete, mig a vizsgalatainkban megfigyelt

egyes fibrinolizis marker valtozasok feltehetdleg a trombus kialakuldsénak és a protrombotikus

174



bagoly 153 23

hemosztazis egyensuly kialakuldsdnak madasodlagos jeleként, mintsem a lizis kimenetelét

dominansan meghatarozo tényezoként értékelhetok.

5. Vizsgalatunkban igazoltuk, hogy a FXIII-A p.Val34Leu polimorfizmus jelentds hatassal volt
az alvadék méretére in vivo és in vitro kisérletes koriilmények kozott egyarant. A kiilonb6zo
kisérleti kortilményekbdl szarmazd kombinalt megfigyeléseink egyiittesen azt sugalljak, hogy
a FXIII-A Leu34 allél jelentdsen mérsékli a megemelkedett fibrinogén szint protrombotikus

hatasat a vérrog tomegére vonatkozoan.

6. Kimutattuk, hogy FV vad tipusu egyénekben a trombomodulin lassitja a trombin altal
indukalt FXIII aktivaciot, ezaltal a fibrin lancok keresztkotését és az a2-PI fibrinhez torténo
keresztkotését. A FV] eiden mutdcié a trombomodulin ezen hatdsait megsziinteti, ami (a TAFI

aktivaciora kifejtett hatas mellett) szerepet jatszhat a mutacid antifibrinolitikus/protrombotikus

hatasaban.

7. A hemorrhagids transzformacioval a vizsgalt hemosztazis paraméterek koziil csak a
felvételkor mért alacsony a2-PI, valamint lizis utani emelkedett VWF antigén szintek mutattak
szignifikans kapcsolatot. Az altalunk vizsgélt kohorszban a PAI-1 5G/5G genotipus a lizist
kovetd intrakranidlis vérzés fiiggetlen prediktoranak bizonyult (OR: 4,75; 95% CI: 1,18-19,06;
p=0,028). Kimutattuk, hogy az AIS betegek felvételi vérmintajabol elvégzett mddositott
alvadék lizis vizsgalat sejtmentes DNS-el és hisztonnal kiegészitve, ill. a trombin generacios
teszt igéretes kiindulasi alapot jelenthetnek a jovoben a hemorrhagias transzformaciot

elérejelzd tesztek fejlesztésére.

8. Nem traumads intracerebralis vérzést szenvedett betegeket vizsgald kohorszban a korhdzi
felvételkor a trombin generacids tesztben meghatarozott peak thrombin paraméter
szignifikansan magasabbnak bizonyult a vizsgalt referencia egyénekhez képest és Osszefiiggést
mutatott a betegek hosszt tavli kimenetelével. Az eredmények az agyvérzett betegekben
potencialisan fennall6 hiperkoagulabilitast igazoljak, és ramutatnak a megfelelé VTE profilaxis

alkalmazasanak fontossagara ebben a betegcsoportban.

9. Kidolgoztunk egy mddositott, PGE1-et tartalmaz6 ADP-indukalta trombocita aggregacios

modszert, mely a clopidogrel hatés tesztelésére alkalmasnak bizonyult. A teszt P2Y 12 receptor
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specifikus, megbizhato, konnyen elvégezhetd és olcsd. A teszt jo korrelaciot mutatott a VASP
foszforilacids teszt eredményével és magas diagnosztikus hatékonysagot mutatott clopidogrel
monoterapian 1évo betegekben. A hagyoméanyos ADP-indukélta aggregéacioval szemben a teszt
nem érzékeny aszpirin hatasara és javasolhato kettds trombocitagatld terapian 1évd betegek

vizsgalatara is.

10. Kimutattuk, hogy az aszpirin hatast detektald tesztek koziil a clopidogrel monoterapia
szignifikdnsan gatolta az AA-indukalta trombocita aggregaciot és szekréciot, valamint az AA-
indukalta TXB2 termelddést a trombocitdkban. A VerifyNow Aspirin teszt eredményeit nem
befolyasolta a clopidogrel, igy az javasolhato kettds trombocitagatlo terapian 1évo betegekben

aszpirin hatéas vizsgalatara.

11. Eredményeink azt mutattak, hogy a clopidogrel hatast vizsgalé modszerek koziil a P2Y12
receptor specifikus teszteket nem befolyésolja az aszpirin hatdsa. Ennek megfelelden kettds
trombocitagatlo terapian 1€vo betegekben a clopidogrel hatas vizsgalatara a VASP foszforilacio
¢és az altalunk kidolgozott, PGEI jelenlétében végzett, modositott ADP aggregaciés mddszer

javasolhato.

12. Pitvarfibrillalé betegek és nem pitvarfibrillalé kontrollok intrakardidlis és periférids
vérmintdibol megvizsgadlva a hemosztazis ¢és fibrinolitikus rendszer egyes markereit
megallapitottuk, hogy a FVIII aktivitds ¢s a VWF antigén szint a pitvarfibrillalé betegekben
szignifikdnsan emelkedett a kontrollokhoz képest mind az intrakardialis, mind a periférids
vérmintakban. Az FVIII aktivitas és VWF szintek kozotti jo korrelacié arra utalt, hogy a magas

szintek hatterében endothel karosodéas allhat.

13. Eredményeink igazoltdk, hogy a cryoballonnal végzett pulmonalis véna izolaci6 eldtt a
megszakitas nélkiili oralis antikoagulans kezelés jelentésen gatolja a hemosztazis aktivalodasat,
valamint a dabigatran hatdsosabb gétldst biztosit az intrakardialis hemosztazis aktivacioja és
kovetkezményes fibrinolizissel szemben, mint a VKA. A cryoballon ablacié az alkalmazott
preoperativ antikoagulalastol fiiggetleniil jelentds endothel aktivaciot okozott, amit az
emelkedett FVIII aktivitds és VWF szintek jeleztek az ablaciéo utdni vérmintdkban. Az

eredmények felhivjak a figyelmet az antikoagulacié fontossagéra a posztablacids iddszakban is.
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8 KOSZONETNYILVANITAS

Koszonettel tartozom Prof. Muszbek Laszl6 akadémikus urnak, hogy elinditott a kutatéi palyan
¢€s 0sztonodzte, mentoralta tudomanyos tevékenységemet TDK hallgaté korom ota.

Ko6szondm Prof. Csiba Laszld akadémikus urnak, hogy szamos éltala iranyitott klinikai
kutatasban részt vehettem, melynek soran nem csak a betegek adataihoz, mintdihoz valo
hozzaférést biztositotta, hanem egy valddi szakmai kollaboréciora épiil6 csapatot épitett fel
maga koriil és a kutatasokhoz sziikséges feltételeket is biztositotta. Haldsan koszoném Prof.
Kappelmayer Janos intézetvezetonek a kutatoi, oktatdi és diagnosztikai munkam soran nyujtott
toretlen tAmogatasat és biztatdsat. Koszonom Prof. Oldh Lész16 intézetvezetonek, valamint Dr.
Bereczky Zsuzsanna tanszékvezetének, hogy tdmogatjdk a mindennapok sordn a
kutatomunkamat ¢s ezaltal hozzajarultak, hogy ez a doktori mii elkésziiljon. K6széném Prof.
Csanadi Zoltan intézetvezetdnek, hogy a kollaboracids vizsgalatainkat aktivan tamogatta ¢s a
klinikai hatteret, szakértelmet biztositotta. Koszonet Dr. Katona Eva tanarndnek az egyes
vizsgalatokban nyujtott segitségéért.

Koszonettel tartozom valamennyi tarsszerzének a DE Neuroldgiai Klinikarol, Kardiologiai
Klinikarol, Radiologiai Klinikarol, Megel6z6 Orvostani Intézetbdl, akik a vizsgalatokban részt
vettek. Halasan koszondm Haramura Gizellanak, hogy a laboratériumi moédszerek széles
skalajara megtanitott és biztos technikai hatteret nyujtott a kisérletek soran. Koszonet illeti a
Klinikai Laboratériumi Kutaté Tanszék és a Laboratériumi Medicina Intézet munkatarsait a
szakmai, laboratoriumi €s a palyézati, adminisztracios teendokben valo segitségéért.
Koszonettel tartozom volt és jelenlegi PhD hallgatéimnak, Dr. Téth Noémi Klaranak, Dr.
Szegedi Istvannak, Dr. Orban-Kalméndi Ritdnak, Loczi Lindanak, Dr. Stercel Viviennek, Dr.
Hodossy-Takacs Rebekanak, Dr. Székely Edinanak kitartd és lelkes munkéjukért és a kivalo
csapatmunkaért. Koszondm azon PhD hallgatok munkéjat is, akikkel egyiitt dolgoztam és a
kozos eredmények az értekezés részét képezték (Dr. Koncz Zsuzsa, Dr. Huddk Renata, Dr.
Homordédi Nora, Dr. Batta-Hajas Orsolya és Dr. Barath Barbara). Koszondm valamennyi
gradualis hallgatdém munkajat, akik a kutatdsokban részt vettek. Haldsan koszondm az értekezés
alapjat képezd kozlemények kiilfoldi tarsszerzOinek munkajat (Dr. Alisa Wolberg ¢és
munkatarsai, University of North Carolina, Chapel Hill, USA) ill. az itt fel nem sorolt hazai ill.
nemzetk6zi kollaboracios partnereink timogatésat.

Halaval tartozom Dr. Enyedi Attilanak és Dr. Brugds Laszlonak, valamint a DE SI
Mellkassebészeti Osztaly dolgozodinak, hogy ez az értekezés 1étrejohetett.
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