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1. Bevezetés

Vilagszerte a sziv- és agyér-betegségek jelentik a legkomolyabb
népegészségiigyl problémakat. Az Egészségligyi Vilagszervezet legfrissebb adatai szerint
az atherothrombosissal kapcsolatos haldlozas felelds az Osszes halaleset 22,3 %-aért a
vildgon (és tobb mint 50 %-4ért Europaban) megeldzve a fert6zo (19,1 %) és daganatos
betegségeket (12,5 %) [1]. A fejlett orszagokban a haldlozasi statisztikak bizonyos javulast
mutatnak az utébbi 1 — 2 évtizedben és ez részben a szivinfarktus és ischaemids stroke
trombolitikus kezelésének tulajdonithatd, amelynek alapja az artéridkat elzard trombusok
gyors oldasa ¢és a vérkeringés helyreallitdsa [2,3]. Ez a terdpias eljards plazminogén
aktivatorok (urokinaz, streptokinaz, szdoveti tipusu plazminogén aktivator (tPA) és
rekombinans valtozatai) alkalmazasan alapszik, amelyek a trombusok felszinén vagy
belsejében a vérplazma eredetli plazminogént plazminnd alakitjdk és az utdbbi
proteolitikus hasitassal feloldja a trombusok fibrinrostokbol allo vazat. Trombolizis utan
azonban az elzart erek tartds rekanalizacidja gyakran (az esetek 15 — 40 %-aban) elmarad,
a trombolitikumok hatdsos ddzisai mellett pedig jelentds vérzéses szovodményekkel kell
szamolni [4]. A felvazolt orvosi probléma egy altalanos enzimologiai kérdésre vezethetd
vissza: milyen tényezOktdl fligg egy protedz (ebben az esetben plazmin) aktivitdsa egy
adott in vivo kompartmentben (a trombusban).

Mivel a trombus feloldasahoz elegendd a fibrinrostok hasitdsa, enzimologiai
szempontbol célszerlinek tlinik a trombolizis folyamatat fibrinolizisként leegyszeriisiteni és
vizsgalni az alabbi séma szerint [XIII]:

A klasszikus fibrinolizis séméja

fibrin

aktivator
plazminogérr » plazmin II
I

fibrin degradacios termékek

E séma kényelmes eszkozt kinal arra, hogy két jol elkiiloniilt, protedz-
katalizélta reakcioként vizsgéljuk a fibrinolizist: (I) plazminogén aktivacio limitalt
proteolizis eredményeként plazminogén aktivatorok (PA) hatdsara és (II) a szerkezeti
fehérje (a fibrin) lebontasa fibrin degradécios termékekké (FDP) plazmin hatasara. A
klasszikus felfogds szerint a rendszer specificitisa azon alapszik, hogy az (I) 1épés

szubsztratja (plazminogén) és enzimje (pl. tPA) hatékony aktivaciés komplexet hoz létre
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egy kofaktor molekuldahoz (pl. fibrinhez) kdtddve, mig szabad fazisban nem [5]. Tovabba,
mind az (I), mind a (II) fazis enzimjeinek hatasa térben korlatozott, mert a fibrint
koriilvevo folyékony fazisban levd inhibitorok (pl. plazminogén aktivator inhibitor 1 (PAI-
1) vagy on-plazmin inhibitor (o-PI)) gyorsan inaktivaljak ezeket. E szereplokkel jol
értelmezhetd a fibrin alvadék onpusztitasa miutan betdltotte vérzéscsillapitd funkcidjat. Ha
viszont csak ezekre a résztvevokre (zimogének, aktivatorok, inhibitorok) egyszerisitjiik a
fibrinolizis folyamatat, nincs elegendd eszkoziink az emlitett trombolizis-rezisztencia
adekvat enzimologiai modellezésére. Hiszen a leghatékonyabb negativ visszacsatolo
mechanizmusrédl, az o,-PI-r6l mar korabban [XXX] bebizonyitottuk, hogy az in vivo
koncentraci6 viszonyok mellett képtelen kikapcsolni a plazmin hatdsat, amennyiben ez az
enzim fibrinhez k6t6dott (trombolizis kapcsan pedig pontosan ilyen szitudciorol van szo).
Tehat a trombolizis-rezisztencia hatterében tovabbi tényezoket kell keresni, amelyek
modositjak a felvazolt séma (I) és (II) fazisanak lefolyasat. E kiegészitd tényezdok

megértéséhez viszont az alapmechanizmus néhéany részletét sziikséges ismertetni.

1.1. A trombolizis szubsztratja: a fibrin halo

A fibrin vizoldékony eldanyaga a fibrinogén, harom par polipeptid lancbol (Aa.,
BB ¢és y) all6 45 nm hosszu és 4,5 nm atmérdjii fehérjemolekula (1. d@bra). Amikor a
trombin lehasitja az Aa-lanc 16 aminosavbdl all6 N-terminalis részét, az igy 1étrejovo
fibrin monomer kozponti doménjében egy uj N-terminalis ,,A-gomb” néven ismert
peptidszekvencia valik hozzaférhetévé, amely egy madsik pélcika alaka fibrin monomer
végén levé y-doménbe illeszkedik. Mivel egy fibrin monomer két kozponti gombbal
rendelkezik, igy két masik fibrin monomerhez kotddik, aminek eredménye hosszu, kettds

szala polimer (fibrin protofibril) [8,9].

monomer 1.

1. dabra: Fibrin protofibrilen beliili polimerizacios kolcsonhatasok.

A monomer 1. kdzponti ,,A-gombjai” (kék szaggatott vonal) két masik monomer y-lancanak C-
terminalis részéhez kotédnek. A ,,B-gomb” (piros szaggatott vonal) hossza mind protofibrilen
beliili, mind protofibrilek kozotti kolcsonhatasokat tesz lehetévé. Az ,, XL két szomszédos y-lanc
kozott aktivalt XIlI-as faktor altal 1étesitett kovalens kotést jelol. (Russell Doolittle dbraja a [6,7]
nyoman, személyes kozlés)



A fibrin polimerizacié e kezdeti 1épése utdn a trombin a Bf-lanc 14
aminosavbol 4all6 N-terminalis peptidjét is lehasitja (,,B-gomb” keletkezik), ami a
protofibrilek lateralis tapadasat is lehetdvé teszi kotegekké (fibrinrostokka), valamint a
rostok elagazddasat, térbeli fibrin halot 1étrehozva ezzel. Az igy keletkezd fibrinrostok
végsd atmérdje a 100 — 200 nm kozotti tartomanyra esik, mig az elagazddasok altal bezart
porusok atmérdje 0,1 um koriili a tomott gélekben, a laza szerkezetli gélben pedig az 5 pm-
tis eléri [10,11]. A halét alkotd rostokon beliil is maradnak a gél porusait kitolté folyadék
fazis szamara atjarhato csatornak, amelyek a direkt szerkezeti vizsgalatok tantisaga szerint
a rostkeresztmetszet 70 — 80 %-at foglaljak el [12-14]. Ha figyelembe vessziik, hogy a
fibrinolizisben szerepld fehérjék molekulatomege 50 — 90 kDa nagysdgrendi (Id.
kovetkezd fejezet), ami hidratalt globuldris molekuldk esetén 10 nm koriili atmérot
feltételez [15], ez azt jelenti, hogy a roston beliili csatornak kapillarisokként viselkednek,
amelyek lehetéveé teszik e fehérjék szabad mozgasat a hosszanti tengely mentén, de
korlatozzak a keresztirdny diffuiziot. Ugyanakkor a gél poérusai nem jelentenek térbeli
fibrin végsé szerkezete (rostatmérd, eldgazasi pontok kozotti tavolsag, pérusok mérete)
viszonylag limitalt szamu tényezo6t6l fligg, amikor idealis rendszerekben vizsgaljak
(fibrinogén ¢és trombin hig oldatainak felhaszndldsaval): az egymast kovetd 1épések
(peptidkotések hidrolizise, polimerizacidés kolcsonhatasok) klasszikus enzimologiai
determinansai (a szubsztrat és az enzim koncentracioi). In vivo a legnagyobb ingadozas
(tobb nagysagrend) talan a trombin koncentracié vonatkozasaban varhatd, mivel aktivitasat
komplex mechanizmusok szabalyozzdk. Amikor a fibrinogént emelkedd trombin
koncentracioval alakitjak at fibrinné, a fibrinrostok atmérdje folyamatosan né 200 nm-ig (1
fokozatosan csokken 100 nm-re (40 nM trombin mellett) [10]. Vérplazma kdrnyezetben is
hasonldan befolydsolja a trombin koncentraci6 valtoztatasa a fibrinszerkezetet [17,18]. A
fibrinogén koncentracioja sokkal sziikebb hatdrok kozott ingadozik a vérplazméban (5 — 20
uM), de még igy is érinti a fibrin szerkezetet [10].

Az in vivo szituacio azonban ennél sokkal komplikaltabb. A vérplazmaban zajlo
reakciokat nem lehet minden esetben sikeresen leegyszertisiteni az egyensulyi €s kinetikai
paraméterekre, amelyeket in vitro hig idealis oldatokban hatarozunk meg, hiszen a plazma
kompartmentben mas, a vizsgalt reakcidé szempontjabol latszélag inert makromolekulak is
elfoglaljak a rendelkezésre allo térfogatot és igy megvaltoztatjak a szubsztratok és enzimek
fizikokémiai viselkedését [19]. Erre a jelenségre vezethetd vissza az a tény, hogy plazma

kornyezetben a fibrinogén 10gy vesz részt reakciokban (pl. trombin-katalizalta



hidrolizisben) vagy kotédésekben (pl. vérlemezkéhez), mint a tizszer nagyobb
jelenlétében keletkezd fibrin haldé morfoldgidja varhatoéan kiilonbozik az egyéb molekuldk
,»tomegétol” mentes koriilmények kozott 1étrejovd fibrinétdl. Ez az elméleti feltételezés
igazolast nyert olyan fehérjék esetében, amelyek magas koncentracidoban talalhatok a
vérplazméban: albumin [21,22], immunoglobulinok [23-27]. A molekulak térfoglalo
tomeghatasanak egy tovabbi fizikokémiai kovetkezménye a fibrinogén molekulak
g/l albumin mellett a fibrinogén elsésorban homodimer formaban van jelen oldatban [20].
Ez a megfigyelés tovabbi magyarazatot szolgaltat a rendkiviil valtozatos fibrin
szerkezetekre, amelyek keletkeznek in vivo. A fibrinogén nemcsak homodimereket képez,
de egyéb plazma fehérjéket is megkot (plazminogén, XIII-as faktor, apolipoprotein(a), o.-
makroglobulin, B-trombomodulin, transzferrin, fibronektin, tromboszpondin, hialuronat)
[28]. Ezek kozil a Xlll-as faktor jol koriilirt szerepet t6lt be a fibrin szerkezet
kialakitdsdban. Miutan a trombin aktivalja, a F-XIIla y-glutamil-e-aminolizin kovalens
kotéseket 1étesit az egymashoz kotédd fibrin monomerek y-lancai (1. dbra), valamint
késobb az a-lancok kozott is, aminek kdvetkezménye a plazminra érzékeny peptid kotések
lassabb hidrolizise a fibrin oldas soran [29-31]. A plazma F-XIII-nak e funkci¢jat a
vérlemezkék is serkentik katalitikus felszin biztositasaval [32], illetve kisebb mértékben
sajat transzglutamindz tartalmukkal. A jelen értekezésben targyalt sajat vizsgélataink
jelentés része arra iranyult, hogy olyan tényezdket azonositsunk a fibrin keletkezés
stadiumaban, amelyek a szubsztrat architekturaja Gtjan dontéen befolyasoljak késObbi
enzimatikus oldasat [VIL, VIILIX, XI,XII].

Osszefoglalva, a fibrinogén — fibrin 4atalakulas végeredménye egy rendkiviil
heterogén belsé szerkezetii, gél-fazist haldé. In vivo a heterogenitas fokat noveli a
vérlemezkék jelenléte a trombusokban, hiszen azaltal, hogy a glikoprotein IIb/IIla révén a
fibrinhez kotddnek, a trombocitdk nagyobb rostsiirliségli teriileteket hoznak létre [33],
ahogy az a cimlapon levd abran a lilaval szinezett vérlemezkék koriil is megfigyelhetd (az
abra John Weisel pasztazo elektronmikroszkopos felvétele trombusrdl, amelyet a szerzo
utolag beszinezett). A trombus-szerkezet vérlemezkéhez kotédd tovabbi aspektusainak

tisztazasahoz a jelen értekezésben ismertetett sajat eredményeink is hozzéjarulnak [X].



1.2. A klasszikus fibrinolizis enzimei
1.2.1. Plazminogén és plazmin

Az emberi plazminogén egy 92 kDa molekulatomegii egyldncu glikoprotein,
amelyet a mgj termel és a vérplazmaba szecernal, ahol koncentracioja 2 uM koriil van. Az
Osszes plazminogén aktivator az Arg561 és Val562 kozotti peptid kotést hasitja a
plazminogénben. Az igy keletkezd két polipeptidlanc, amelyet két diszulfid hid kot dssze,

alkotja a proteolitikus aktivitassal rendelkezé plazmin molekulajat (2. abra).
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2. dbra: A plazminogén/plazminogén aktivator rendszer egyes komponenseinek
modularis szerkezete.
Roviditések: Plg, plazminogén; Pn, plazmin; t-PA, szdveti tipusi plazminogén aktivator; u-PA,
urokinaz; K, kringle; F, fibronektin ujj domén; EGF, epidermalis novekedési faktor domén. A
nyilak a hasitasi helyeket jelolik.

Az emberi plazminogén nativ formaja glutaminsavat tartalmaz az N-terminalis
végén (Glu-plazminogén), de a plazmin képes néhany peptidkotés hasitdsara a molekula e
részében (Arg68, Lys77, Lys78 mellett). Az igy keletkezd révidebb zimogén szdrmazékok
kozos néven Lys-plazminogénként ismertek. A Glu-plazminogén zart konformacioval
rendelkezik, amely kevésbé hozzaférhetd a plazminogén aktivatorok szamara [34-36]. Az
N-terminalis (pre-aktivacioés) peptid eltavolitdsa konformacio-valtozéassal jar [37],
amelynek funkcionalis kdvetkezményei vannak (kdnnyebb aktivalhatdsag, erdsebb kdtddés
fibrinhez) [38]. A plazminogén szerkezetében a pre-aktivacios peptidet 6t kringle domén
koveti (mindegyik kb. 80 aminosavbol all, 2. d@bra), amely lizin oldallancokat ismer fel
kotohelyként szubsztratokban, inhibitorokban és sejtfelszini receptorokban [39-42]. Ezek

koziil az 5. kringle rendelkezik legnagyobb affinitassal a lancon beliili lizin irdnt az intakt

fibrinben [43-45], igy hozz4jarul a kezdeti plazminogén-fibrin komplex kialakuldsdhoz. Az



1.-3. kringle és kiilondsen a 4. kringle elényben részesiti a fibrin emésztése soran ujonnan
hozzatérhetové vald C-terminalis lizin oldallancokat [46,47], igy ndvelve a plazminogén
mennyiségét a fibrin haloban. m-Aminokarboxilsavak kotddése a kringle doménekhez
hosszanti mérete 15-r6l 24 nm-re ndvekszik [48]. Amikor a plazminogén felveszi ezt a
nyitott konformaciot, hozzaférhetévé valik bizonyos plazminogén aktivatorok szamdara
[49] ugyantgy, mint a pre-aktivacios peptid eltdvolitasa utdn. A plazminogén fibrinhez
torténd kotddése hasonld konformacios kovetkezményekkel jarhat, de direkt szerkezeti
adatok hidnyaban ezt az analdgiat egyeldre csak egy hipotetikus lehetdségként kell kezelni.

A katalitikus domén koveti a kringle doméneket a plazminogén szerkezetében,
230 aminosavbol all és szekvencia homoldgiat mutat a tripszinnel. Az ebben a doménben
végrehajtja néhany Lys melletti peptid kotés hidrolizisét a fibrinogén Aa-, BB- és y-
lancaiban, amely révén a fibrinogén molekula két f6 végtermékké bomlik: E fragmentum
(a molekula kb. 50 kDa tomegli kozponti doménje) és D fragmentum (a két kb. 100 kDa
molekulatomegii oldals6 domén) [50]. A plazmin ugyanazokat a peptid kotéseket
hidrolizalja a fibrinben is, de a monomerek kozotti izopeptid kotések miatt D-dimerek is
keletkeznek. A fibrin teljes felolddsdhoz elegendé az oOsszes E fragmentum — D
fragmentum Osszekottetés 25 %-at megsziintetni, mert mar ilyen emésztettségi allapotban
is eltéré nagysagu, de mar vizoldékony termékek keletkeznek [51]. Igy az F-Xllla éltal
létrehozott kovalens keresztkotések mind a végtermékek méreteloszlasat, mind a lizis
sebességét [31] befolyasoljak. Mivel a keresztkotott fibrin plazmin rezisztenciajanak
szerkezeti hattere tisztdzatlan, az értekezésben targyalt vizsgalatok egy részénél kinetikai
analizissel kozelitettik meg e rezisztencia funkcionalis aspektusait [II]. Bar a plazmin
kringle domének és a katalitikus domén kozotti intramolekularis kdlcsonhatdsok ismertek
[38,52], ezek jelentdsége a plazmin katalitikus hatékonysaga szempontjabdl bizonytalan
volt. Igy kinetikai vizsgalatainkkal ezt a kérdést is megcéloztuk [IV]. Tovabba a plazmin
katalitikus hatékonysagat olyan modulatorok mellett is meghataroztuk (immunoglobulinok,
szabad zsirsavak), amelyek fiziologids és patologids jelentdségére eldszor sajat

vizsgalatainkbdl deriilt fény [ VI, XVILXIX].

1.2.2. Plazminogén aktivatorok
A tPA 68 kDa molekulatomegli, egylancu glikoprotein, amelyet féleg az

endothel sejtek termelnek és a vérplazmaba szecernalnak, ahol koncentracidja 0,06 nM
kortl van [53], de ennek csak 20 %-a talalhatd szabad formaban, a tobbi komplexet képez
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a f6 plazma inhibitoraval, PAI-1. A tPA terapias alkalmazisa sordn azonban
koncentracioja akar 350 nM is lehet a vérben [54,55]. A tPA N-termindlis része
fibronektinszer( ,,finger” doménbdl és epidermalis ndvekedési faktorszerli EGF doménbdl
all (mindegyik kb. 40-40 aminosav), amelyet két kringle domén kdvet (mindegyik kb. 80-
80 aminosav) (2. dbra). A molekula C-terminalis része a katalitikus domén, amely
szerkezetében a tripszinszerii szerin protedzokra hasonlit. A finger domén elsdsorban az
intakt fibrinhez k6tédik, mig a 2. kringle domén inkabb a fibrin lebontdsa soran exponalt
C-termindlis lizin oldallancokhoz [56-59]. Annak ellenére, hogy az egylancu tPA eléggé
rendhagyd modon aktiv enzim, fibrin nélkiil rendkiviil kis hatékonysagu aktivator, de
fibrin jelenlétében a plazminogén aktivacidja jelentdsen felgyorsul a harmas tPA-
plazminogén-fibrin komplex kialakulasa miatt [60-62]. Igy a fibrin kofaktor funkciot tolt
be a tPA altal katalizalt plazminogén aktivacioban. Ennek fényében meglepd, hogy a
reteplaz (a tPA rekombinéns valtozata, amely csak a 2. kringle és a katalitikus doménbdl
all és igy nem mutat affinitdst az intakt fibrin irdnt [63]) terdpids alkalmazasa soran
alacsonyabb dézisoknal is gyorsabb trombolizist eredményez azonos vagy kisebb vérzéses
komplikaciokkal a tPA-hoz képest [64]. Ez a tény arra hivja fel a figyelmet, hogy in vivo
olyan modulator hatdsok is érvényesiilhetnek, amelyek modositjdk a fibrin kofaktor
szerepét. Ezért vizsgalataink soran sok erdfeszitést tettiink az ismeretlen kofaktorok és
kofaktor-modulatorok azonositasara [I,V,VLIX, XVII].

Az urokindz tipusi plazminogén aktivator (uPA) 55 kDa molekulatomegii
glikoprotein, amelyet tobb sejt (kotdszoveti sejtek, hamsejtek, makrofagok, endothel
sejtek) termel és 0,07 nM koncentracidban van jelen a vérplazmaban [65]. A molekula
EGF doménbdl (amely sejtfelszini receptorokhoz kotddik), kringle doménbdl (amely nem
kot lizint) és a tripszinszerii szerin protedzokra jellemz0 katalitikus doménbdl all (2. dbra).
Egylanct formdja nem rendelkezik katalitikus aktivitdssal (vagy egyes adatok szerint
minimalis aktivitast mutat), de a Lys158-Ile159 peptid kotés hasitdsa utan (plazmin vagy
kallikrein hatasara) hatékony plazminogén aktivatorra valik, amely nem igényel kofaktort.
A plazminogén aktivaciot modositd tényezOk vizsgéalatdban e tulajdonsaga miatt ezt a
kétlancu format (urokinaz néven) alkalmaztuk, mert tPA-val 0sszehasonlitva egyértimiivé

teszi a kofaktorokon keresztiil érvényesiil6 hatasok azonositasat.

1.3. A fibrinolizis inhibitor rendszere
A proteaz hatdsok megfeleld lokalizacidja és idézitése a szervezetben nemcsak

a zimogén aktivacidjatol, hanem dontden az endogén inhibitoroktdl is fligg. Ez az altalanos

elv a fibrinolitikus enzimekre is érvényes, amelyek aktivitasat elsdsorban a vérplazmaban
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levé inhibitorok szabalyozzak. Ezek az inhibitorok eltérd szerkezetlick, de mennyiségileg a
szerpin csaldd (szerin proteaz inhibitor) a legjelentésebb. A szerpinek egylancu
glikoproteinek, amelyek nehezen disszociald, in vivo gyakorlatilag irreverzibilis
komplexeket képeznek a protedzokkal [66,67].

Az on-PI a szerpin csaladhoz tartozd6 70 kDa molekulatomegii inhibitor,
amelyet a m4j termel és kb. 1 uM-s koncentracioban van jelen a vérplazmdban. Plazminnal
az a,-PI rendkiviil gyors reakcioban (masodrendii sebességi allando 10° M™'.s™ koriil) 1ép
kolcsonhatasba, amely részben a C-termindlis fragmentuma és a plazmin 1. kringle
doménje kozotti interakcionak koszonhetd [68]. Igy a plazmin kringle doménjeinek
eltavolitasa, amely in vivo a neutrofil leukocita elasztaz altal katalizalt proteolizis
kovetkezménye lehet, 1/5-ére csokkenti az interakcid sebességi allandojat [XXX]. A
plazmin aktivitds szempontjabdl még erdsebb védelmet jelent, ha az enzim fibrinhez
kotédott. Ilyen koriilmények kozott az on-PI csak 430-szor kisebb sebességi allanddval
képes inaktivalni, és igy fizioldgias o,-PI koncentracio mellett fibrin felszinen a plazmin
fél-¢letideje 7 perc koriil van (szemben az 1 masodperces értékkel oldatban) [XXX]. Az
ou-PI fibrinolizisre gyakorolt hatdsdhoz hozzatartozik, hogy a F-XIIla képes on-PI-t
kovalensen hozzakdtni fibrinhez, de az ilyen médon immobilizalt inhibitor csak a fibrin
alvadékot kiviilr6l megkozelité plazminnal szemben jelent védelmet [69]. A vérplazma
tovabbi protedz inhibitorokat tartalmaz mikromolaris koncentracidoban (a,-makroglobulin,
o -protedz inhibitor, antitrombin), de szerepiik a fibrinolizisben eléggé kétséges tekintettel
arra, hogy a fibrin teljes mértékben megsziinteti plazminra gyakorolt hatasukat
[ XXX, XXXI]. Az a,;-protedz inhibitor (o;-PI) viszont szamitasba jon a polimorfonuklearis
leukocita eredetli elasztaz (PMN-elasztaz) szabalyozéasanal, amelynek fibrinolizisben
betoltott szerepét az 1.5. alfejezet targyalja.

A plazminogén aktivator inhibitorok (PAI) olyan szerpinek, amelyek térben
korlatozzak a plazminogén aktivaciot olyan kompartmentekre, ahol a plazminogén
aktivator koncentracidja talstilyban van (pl. az aktivator sejtbdl torténd felszabadulasa
helyén) vagy az aktivator védett a gatlassal szemben (pl. mert kétddik kofaktorahoz). Ezek
koziil a PAI-1 vérplazma koncentracidja 5 nM-ig terjed, de vérben ennél nagyobb
mennyiség talalhaté a trombocitdkon beliil, amely donté szerephez jut a fibrinolizis id6
elotti  beinditdsanak megakadalyozasaban, amikor a primer hemosztazis sordn a
vérlemezkék aktivalodnak [70,71]. A PAI-2-t a F-XIIIa a fibrinhez izopeptid kotéssel koti
hozza az a,-Pl-hoz hasonléan és ennek kovetkezményei a szabalyozott enzimatikus

folyamatra nézve is hasonldéak. Ahogy a fibrinhez keresztkotott a,-PI védi a szubsztratot
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(fibrin) a szabad fazisbol tdimado proteazzal (plazmin) szemben, tigy a keresztkotott PAI-2
gatolja a plazminogén aktivacidt olyan aktivatorral, amely szabad fazisban is hatdsos
(urokinaz), de a kofaktorhoz kotott aktivatorral (tPA) zajlo folyamatot mar nem
befolyasolja [72,73].

A szubsztratok, enzimek ¢€s inhibitorok eddig targyalt viszonyat a 3. dbra
foglalja 6ssze és egyben kvantitativ adatokkal tdmasztja ala a bevezetdben megfogalmazott
tézist, amely szerint csak ezekkel a szereplokkel nem lehet értelmezni a trombolizissel
szembeni rezisztenciat, mert kozottiik a fibrin kompartmenten beliil is hatékonyan miikodo
negativ visszacsatolas nem taldlhaté meg. Az utdébbi 10 évben a hidnyz6 lancszemek
kutatasa tobb 1j elemet adott az alapfolyamatokhoz, igy pl. a trombin aktivalta fibrinolizis
inhibitor (TAFI) felfedezése [76] vagy a munkacsoportunk altal leirt modulator hatdsok.

FIBRIN

_ I(Ca/K =630
K =0.36
- /;/ K= ;\

@0 + (P9 —> EDo=-——2IPD

k,/K,=1 k”=4300

FOLYADEK FAZIS

3. dbra: Fibrin hatasai a plazmin keletkezésére és gatlasara. [ XIII]

Roviditések: Pg, plazminogén; Pn, plazmin; PI, o,-plazmin inhibitor.

A disszociacios allando (Kg, uM) értéke tPA esetében [59], plazminogén esetében [74] referencia
alapjan keriilt feltiintetésre. A katalitikus hatékonysagot jellemz6 ardny Kea/Ky (mM™.s™) értéke a
[75] referenciabdl szarmazik. A plazmin gatlast jellemzé masodrendli sebességi allandok (K,
mM™.s™) sajat adatok [XXX].

1.4. A trombolizis hemodinamikai aspektusai
Az eldézéekben ismertetett fibrin szerkezet Onmagédban is meglehetdsen

heterogén kornyezetet tart fenn a trombolizis szdmdara, amelynek csak egyes részlépéseire
lehetne elfogadhatd egyszeriisitésként alkalmazni a klasszikus (homogén oldatokra
kidolgozott) enzimologiai megkozelitéseket. A teljes képhez in vivo az is hozzatartozik,
hogy a trombolizis folyékony — szilard fazishatiron zajlik, amelybe a vérkeringés
hemodinamikai viszonyai kozott a diffuzid és perfuziéo a fibrinolitikus komponensek
ingadozd bejutasat biztositja. A trombusok anatomiai lokalizacidja eltéré hemodinamikai
koriilményeket 1¢étesit. Egy artérids bifurkaciohoz kozel elhelyezkedd elzard trombus

sokkal nagyobb nyiréerének van kitéve, mint egy tavolibb, kisebb artérids agban vagy
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vénas érszakaszban levé trombus. fgy az elsé esetben a nagy nyoméskiilonbség miatt a
perfizid, mig az utdbbiban a nyomaskiilonbség hianydban a diffuzié hatdrozza meg a
keringd plazma-hordozta molekuldk bejutdsit a trombusba. A két bejutdsi mod
hatékonysagaban szamottevé kiilonbségek léteznek. Annak ellenére, hogy a fibrin
porusmérete nem jelenthet diffuzidés akadalyt a fibrinolitikus enzimek méretével
rendelkezd molekuldk szdmara [16], a fibrinolitikus enzimek fibrin gélbe torténd difftizidja
nagyon lasst, 1 cm axialis tavolsadgot kb. 10 nap alatt tesznek meg [77]. Az alvadék
belsejébe torténd korlatozott penetracid hatterében a folyamatban résztvevd molekulak
fibrin iranti affinitasa valamint a kdzeg mikroszkopikus heterogenitasa és az ebbdl adodo
szabalytalan geometriaji aramlasi palyak allnak [78]. Az anyagok szallitasmodja az
alvadékba nagymértékben megvaltozik nyomas hatasara. Az artérids keringésre jellemzd
aramlasi viszonyok kozott a tPA-indukalta, urokinaz-indukalta vagy a plazmin-katalizélta
fibrinoldas sebessége 50-, 25-, illetve 10-szeresére nd a statikus allapothoz képest [78,79].
Ezen transzport jelenségek kovetkeztében még azonos zimogén €s enzim koncentraciok
mellett is egészen eltérd lehet a trombolizis lefolyasa a kiilonb6zd hemodinamikaval
rendelkez6 érszakaszokban. Azonos nyomas mellett tovabbi eltérések adoédnak a fibrin gél
térbeli szerkezetébdl kifolydlag: a durva (nagy porozitasu) fibrinbe torténd anyagszallitas
halot képezo fibrin oldasa lassabb [78]. In vivo a véraram folyamatos utanpoétlast biztosit
plazminogénbdl ¢és aktivatorokbol a trombus felszinén, ahol ezek a fibrinhez kotddnek és
jol koriilhatarolt, 50 pum koriili mélységii reaktiv réteget képeznek, amelyben a plazmahoz
képest koncentracidjuk tobbszordsére nd €és plazmin is keletkezik [80]. Vizsgalatainkban
ezeket a szempontokat is figyelembe vettilk, amikor a fibrinolizis enzimeinek hatdsat

modelleztiik [1LIIL VILIX, X, XVLXVILXVIII].

1.5. A trombolizis cellularis tényezo0i
A fibrinhez tapadd vérlemezkék leukocitakat is mobilizélnak a keringd vérbdl

(tobbségiikben, 76 %-ban neutrofil PMN sejt) [81], és az adhézié aktivalja ezeket [82]. A
neutrofil leukocitdk a trombusok olddsdban betoltott szerepe mellett olyan transzgén
egértorzsek fenotipusa szol, amelyekben a plazmin-fiiggd fibrinolitikus rendszer egyes
komponensei hidnyoznak. A plazminogén knock-out egerek életképesek [83,84], de vénas
vagy artérias trombozis indukcioja utan sokkal tobb PMN sejt jelenik meg a trombusokban
mint a vadtipusu allatokban, és a knock-out egerekbdl izoldlt neutrofil leukocitak
magasabb fibrinolitikus aktivitassal rendelkeznek [85]. Ezek az adatok arra engednek

kovetkeztetni, hogy a PMN sejtek legalabb részben képesek kompenzélni a klasszikus
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fibrinolizis zavarait és fiziologias koriilmények kozott egy kiegészitd rendszert alkotnak a
véralvadékok feloldasara. A PMN sejtek jelentdsége a fibrin feloldasdban régodta ismert
[86] és ennek hatterében vagy fagocitodzis [86], vagy PMN elasztazzal és katepszin G-vel
torténd extracellularis proteolizis [87,88] allhat. Ezekbdl a tényekbdl kiindulva 1étrejott a
nem-plazminos fibrinolizis koncepcidja [87,89]. Korabbi vizsgalatainkkal azonban mar
kimutattuk, hogy legalabbis olyan modell rendszerben, amelyben a protedzok homogén
eloszlast mutatnak a fibrin gélen beliil, a PMN-elasztaz 8 — 20-szor kisebb katalitikus
hatékonysaggal rendelkezik a plazminhoz képest, mig a katepszin G 200 — 300-szor
kevésbé hatékony a plazminnal [XXXIV]. Ezek szerint a PMN leukocitakbdl szarmazo
proteazok vagy specialis korilmények kozott juthatnak jelentds direkt fibrinolitikus
szerephez (pl. heterogén rendszerben a fokalis felszabadulasuk helyén), vagy kozvetett
moédon jarulhatnak hozzd a trombusok oldasdahoz. Ez utobbira tobb példa is létezik.
Egyfeldl a PMN-elasztaz néhany véralvadasi faktort emészt (FV, FVII, FVIII, FIX, FXII,
F-XIII) ¢és igy kevésbé stabil fibrin szerkezet jon 1étre (6sszefoglalva a [90] referenciaban).
Masfeldl, mint mar emlitésre keriilt, a PMN-elasztaz peptid kotéseket hasit a plazminogén
kringle doménjei kozott és igy miniplazminogén (més néven des-kringle; s plazminogén,
azaz plazminogén, amelyben csak az 5. kringle van jelen) keletkezik [91]. A
miniplazminogén konnyebben aktivalhat6 mint a plazminogén és nem igényel kofaktort az
aktivaciohoz [92]. Tovabba, a PMN-clasztdz emészti és igy inaktivalja az o,-PI-t, a
plazmin-fiiggd fibrinolizis f6 negativ szabalyozojat [93,94]. Osszességében a felsorolt, in
vitro nyert adatok alapjan varhat6, hogy a PMN-elasztaz hatasai a fibrinolizis javara
mozditjak el a véralvadas — fibrinolizis in vivo egyensulyat. Kérdéses viszont, hogy ezek a
hatdsok mennyire tudnak érvényesiilni o;-PI jelenlétében, amely nemcsak rendkiviil
hatékony inhibitora a PMN-elasztdznak [XXX], hanem riaddsul magas (=40 uM)
koncentracioban is jelen van a vérben [67]. Az aktivalt PMN sejtek kozvetlen kozelében a
PMN-elasztaz hatasanak kedvez, hogy a leukocitakbdl szarmazé mieloperoxidaz eloxidalja
az o;-PI reaktiv centrumdban levé Metsss-t, amelynek kovetkeztében az inhibitor
inaktivalodik [95]. A PMN leukocitadk trombolitikus szerepével kapcsolatos, jelen
értekezésben ismertetésre keriild vizsgalataink egy részével azt probaltuk tisztazni, hogy az
ilyen ellentétes in vivo hatasok mellett a PMN-elasztaz mennyire modositja a fibrinolitikus
potencialt [XI]. Korabbi homogén rendszerben végzett enzimoldgiai vizsgalatainkat pedig
kiterjesztettiik olyan in vitro modellekkel, amelyek elemzik a PMN-elasztaz aktivitasat
heterogén fazisban [II] és aramlas alatt [III] és igy jobban tiikrozik a trombolizis realis

koriilményeit. A trombusban levd sejtes elemek (vérlemezkék, leukocitak) intracelluldris
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fehérjéi (pl. aktin, miozin) és membran foszfolipidei szintén potencialis modulatorként

jonnek szamitasba a fibrinolizis folyamataban [IX,X,XVII].

2. Célkitiizések

Bar a bevezetésben mar emlitésre keriilt, hogy az ismertetett tudomanyos
elézmények nyoman milyen irdnyba latszott célszeriinek tovabbvinni a trombolizis-
rezisztenciaval kapcsolatos kutatasainkat, a célkitizések aldbbi felsoroldsa az értekezés
attekinthet0ségét szolgalja, hiszen az eredmények is ilyen csoportositasban keriilnek
bemutatasra. A kitlizott célok tagabb értelmezése megtalalhatdo a mellékletként csatolt

harom 6sszefoglal6 cikkiinkben [VIILXIILXIV].

1. A folyadék-fazisu fibrinbontd protedzok gél-fazisi szubsztraton kifejtett
hatdsanak adekvat modellezése, amely lehetévé teszi katalitikus hatékonysaganak

jellemzését a fibrin €s a protedz szerkezet fliiggvényében [11,IV,XI].

2. Fibrinolitikus  protedzok  hatékonysaganak jellemzése aramlasos

modellekben, a nyiréerdk hatasa a fibrin enzimatikus oldéasara [I1I, VILIX].

3. A tPA-katalizélta plazminogén aktivacioban szerepld alternativ kofaktorok
azonositdsa, a kofaktor hatds szerkezeti alapjanak ¢és modositdsanak vizsgalata

[LV,VLXV].

4. A miozin fibrinolizist modulalé szerepének kvantitativ jellemzése mint a
plazminogén aktivacié kofaktora, a trombus matrix alkotéeleme és a protedzok alternativ

szubsztratja [L,IX,XVI].

5. Plazminogén aktivacid és plazmin aktivitas jellemzése olyan fibrinhalo

feliiletén, amely magaba zar foszfolipideket vagy szabad zsirsavakat [X,XVILXIX].
6. Immunoglobulin G (egészséges egyénektdl vagy primér antifoszfolipid

szindromaban (APS) szenvedd betegektl) hatidsai a fibrin szerkezetre, plazminogén

aktivéciora és plazmin aktivitasara [VILXIL,XVIII].
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3. Médszerek
Az értekezésben ismertetett vizsgalatoknal alkalmazott modszerek részletes

leirdsa megtaldlhatd a mellékletben csatolt eredeti kozleményekben. Ez a fejezet a

modszerek elvi alapjait, illetve kritikai értékeléstiket tartalmazza.

3.1. A fibrinoldas kovetése
3.1.1. Turbidimetria

Mivel a fibrinogén — fibrin atalakulds sordn olyan molekula-aggregatumok
keletkeznek, amelyek mérete Osszevethetd a fény hullamhosszaval, a fibrinhaloén 4thaladé
fény szorodik €s az igy alakulo turbiditas (opalossag) jelzi a fibrin keletkezését. Raadasul a
turbiditas ardnyos a fibrinrostok tomeg/hossz aranyaval [96], igy a fibrin gélen athalado
fény szoras miatt fellépd intenzitascsokkenése a fibrinszerkezetrdl is informaciot hordoz
(vastagabb fibrinrostok nagyobb turbiditast eredményeznek). Bar a jelenség nem
hulldmhossz-specifikus, kisérleteinkben 340 nm-nél mértikk a fényintenzitds csokkenését
(Azq0), mert a szigndl annal erésebb, minél rovidebb hullamhossznal dolgozunk,
ugyanakkor ennél a hullamhossznal még a lathatd fénytartomanyban hasznalhaté optikai
eszkozokkel lehet dolgozni. A mar kialakult fibrin turbiditdsanak mérésével lehet a
fibrinolddst nyomon kovetni [97-100]. A mddszer szdmos eldnnyel rendelkezik:
1) valtozatos Osszetétell fibrin alvadékot lehet haszndlni (nemcsak tisztitott fibrinogént,
hanem teljes rekalcifikalt vérplazmat is meg lehet trombinnal alvasztani, fibrinogénbe
homogénen belekevert szelektalt modulator anyagokat lehet vizsgalni) [11, VILIX-XII,XVI-
XVIII], 2) a fibrinoldd protedzok kiillonb6zd megkdzelitési ttvonalait lehet modellezni (a
fibrinogén alvasztisaval egy iddben hozzdadott protedz homogén eloszlasu lesz az
alvadékon beliil, mig az elére elkészitett fibrinre rarétegezett protedz csak egy fazishatar
rétegben fejti ki hatasat) [ILIV,VILIX-XI,XVI-XVIII], 3) a fibrinoldast nemcsak direkt
fibrinolitikus prote4zzal lehet inditani, hanem plazminogén aktivatorral is (amennyiben az
alvadékhoz hasznalt fibrinogén plazminogént is tartalmaz) [IX-XI[,XVILXVIII],
4) nagyszdmu parhuzamos mérést lehet végezni 96 férdhelyes mikrolemezek leolvasasara
képes spektrofotométerrel (ami nem elhanyagolhaté eldny a tobb oras kovetési ido
tikrében). A moddszer héatranya a kis érzékenysége a heterogén fazisban alkalmazott
proteazokra (mivel az oldéds csak egy vékony hatarrétegben torténik, ilyen koriilmények
kozott csak jelent6sen eltérd enzimkoncentraciok eredményeznek értékelhetd oldasi
sebességkiilonbségeket). A modszer alkalmazasanal azonban figyelembe kell venni, hogy

amennyiben egzakt kinetikai paraméterek azonositdsa a cél, a turbiditasi értékeket
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kalibralni kell az intakt fibrin fliggetlen moddszerrel meghatarozott mennyiségének

fliggvényében, ahogy azt a [II] melléklet 2. dbraja illusztralja.

3.1.2. Oldékony fibrin degradacios termékek detektalasa
Amennyiben a fibrin oldésa soran a folyadékfazisban 1év6 fehérjét detektaljuk a

280 nm-nél mért abszorbancia (Ajgo) alapjan, a nagyobb méretli fibrin degradacios
termékek miatt az oldas kiillonbozo fazisaiban valtozé mértéki fényszoras is hozzaadodik a
mért szignalhoz. E hatrany kikiiszobolésére a folyadékfazist 20 % etanollal kezeljik,
amely mellett a nagyméretli termékek kicsapddnak és az oldatban marado kisebb termékek
Aggo értékei alapjan megbizhatéan nyomon tudjuk kovetni a fibrin emésztés kinetikajat
[IV]. A moddszer eldnye, hogy mivel a nativ fibrinogén is kicsapddik ilyen etanol
koncentracio mellett, a fibrinogén-emésztés mérésére is mod nyilik, igy a fibrinogént és a
fibrint Ossze lehet hasonlitani mint egy adott protedz szubsztratja. Az eredmények
értekelésénél azonban figyelembe kell venni, hogy ez a mddszer szelektdl a degradacios
termékek koziil és emiatt inkdbb a késobbi emésztési termékek keletkezésérdl ad
informaciot, ami nem mindig (pl. aramlas alatt) esik egybe a fibrin olddsaval.

Az oldékony fibrin degradéacios termékek detektdldsira a legérzékenyebb
moédszer a '*I-jeldlt fibrin alkalmazasan alapszik. Ehhez elegendd egy rétegben '*I-jeldlt
fibrinogénnel bevonni polisztirén csoveket, trombinnal fibrinné alakitani a cséhoz tapadt
fibrinogént és a fibrinolitikus protedz alkalmazasa utdn idében kdvetni a felszabadulo
radioaktivitast [II]. A modszer elénye, hogy megbizhato a fibrin emésztés kezdeti
1épéseinél is, hatranya viszont, hogy nem a természetes, polimerizalt fibrin szubsztraton,
hanem fibrin monomereken vizsgaljuk a protedzok hatésat.

A fibrin degradaciés termékek keletkezését aramlas alatt a III melléklet 1.
abrajan bemutatott rendszerrel vizsgaltuk. Ezzel a perfuzios méddszerrel egy henger alakt
fibrin alvadék kozponti hosszanti tengelye mentén protedzokat aramoltatunk ugy, hogy a
folyadékfazis szabalyozott, 10 és 500 s kozotti nyirosebességet eredményez a fibrin
felszinén és kozben az éaramld fazis fehérjetartalmat folyamatosan regisztraljuk Asgo
mérésével atfolyd fotométercelldban. A modszer eldnye, hogy kiilonb6zé érszakaszokra
jellemzd aramlasi viszonyok kozott tudjuk modellezni a trombolizist [III] és az alvadék
Osszetételének valtoztatasaval a trombus stabilitdsat befolyasold tényezdket tudjuk
vizsgélni [VILIX]. A médszer hatranya, hogy id6- és munkaigényes, €s igy viszonylag kis
szaml minta vizsgalatara nyilik lehetoség.

A fibrin degradacios termékek méret szerinti azonositisara a fent felsorolt

modszereket altalaban kiegészitettiik gélelektroforézissel és autoradiografiaval.
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3.2. Plazmin aktivitds vizsgalata homogén rendszerekben
Amennyiben a vizsgalt modulator molekuldk stabil oldatot képeznek, a fibrinen

mért plazminaktivitds vizsgalatat kiegészitettiik kis molekulatomegli szintetikus
peptidszubsztraton torténd méréssel, amelyre alkalmazni lehet a klasszikus, homogén
rendszerekre kidolgozott enzimologiai megkozelitéseket. Ehhez a Spectrozyme-PL (H-D-
norleucil-hexahidrotirozil-lizin-p-nitroanilid, American Diagnostica, Hartford, CT)
szubsztratot valasztottuk, mert erre nézve a plazmin Ky ¢értéke nagysagrendekkel
alacsonyabb (6 uM [XXXIII]) mas kromogén szubsztratokhoz képest (pl. S-2251, azaz H-
D-valil-L-leucil-L-lizin-p-nitroanilid esetében a Ky 266 uM [101]). A Spectrozyme-PL e
tulajdonsaga lehetové tett olyan kisérleti megkozelitést a plazmin (€s eltérd kringle-szamu
szarmazékainak) enzimkinetikai analizisénél, amely a Spectrozyme-PL és a fibrinogén
vagy fibrin monomer kdzotti kompeticio alapjan szamszeriien jellemzi a makromolekularis
szubsztratok irdnti protedzaffinitast latszolagos Ky értékkel [IV]. A Spectrozyme-PL-en

mért plazminaktivitas kivaloan alkalmas a gatlohatasok azonositasara [VIL,XVILXIX].

3.3. Plazminogén aktivdcio vizsgalata
3.3.1. Plazminogén aktivacio fibrin jelenlétében

Ahogy a bevezetd részben ismertetésre keriilt, a trombolizis soran a
plazminogén aktivatorok elsdsorban a fibrin vékony felszini rétegében levé plazminogénre
fejtik ki hatdsukat. Ennek a szitudcionak a modellezésére a londoni National Institute for
Biological Standards and Control munkatarsaival kozdsen egy 1j vizsgalati rendszert
dolgoztunk ki [101,X]. A moédszer lényege, hogy a plazminogén tartalmu fibrint olyan
ionerdsség mellett készitjiik el, hogy annak turbiditdsa minimalis legyen, és felszinére a
plazminogén aktivatort a plazmin szubsztrattal (Spectrozyme-PL) egyiitt rétegezziik ra. igy
a keletkezd plazmin p-nitroanilint (pNA) szabadit fel a szubsztratbol, amelynek
abszorbancigjat 405 nm-nél (A4s) folyamatosan mérjiikk. A plazminogén aktivacio
sebességét az Ags—nek az id négyzetével (t°) szembeni d&brazolasaval tudjuk a

legegyszeriibben kiértékelni, hiszen telité plazminogén ¢és plazmin szubsztrat

koncentracioknal A, =0.5.c.k k,.[PA]t> [102], ahol & a pNA extinkcids egyiitthatdja, k;
a plazmin katalitikus allandoja szubsztratjan, a k,.[PA] pedig a plazminogén aktivacio

sebessége (ko a plazminogén aktivator katalitikus allandoja, [PA] a plazminogén aktivator
koncentraciéja). A modszer elénye, hogy hiien modellezi az in vivo trombolizis
koriilményeit és kikiiszoboli a fibrin turbiditdsdn alapuld mérés kis érzékenységét (a
vékony rétegben torténd turbiditdsvaltozas helyett a fibrinhez képest nagy molaris

feleslegben levd plazmin szubsztratbdl torténd magas extinkcids egyiitthatéju pNA-t
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detektalja). A modszer segitségével el lehet kiiloniteni a fibrin tulajdonsagait mint a
plazminogén aktivaci6 kofaktora (amelyre érzékeny a moddszer) €és mint a plazmin
szubsztratja (amely nem befolyasolja e rendszert). Igy sikerrel lehet azonositani fibrin

kornyezetben érvényesiild plazminogén aktivaciét moduldld tényezdket [ X, X VII].

3.3.2. Plazminogén aktivacio homogén rendszerekben
A plazminogént kiilonboz6 kofaktorok jelenlétében tPA-val aktivaltuk és az

aktivacio alatt tobb idépontban mintat vettiink ki a homogén aktivacios elegybdl, amelyben
meghataroztuk a keletkezett plazmin mennyiségét vagy Spectrozyme-PL-en mért aktivitas
alapjan vagy redukcido utdn végzett gélelektroforézissel a plazmin két lancanak
megjelenése alapjan [LV,VL,X,XV,XVII]. Ezekben a kétfazisu vizsgalati rendszerekben
kikiiszoboljiik a lizin tartalm plazmin szubsztratok hatasat a plazminogén aktivaciora

[XXXIII].

3.4. Intermolekularis kolcsonhatasok vizsgalata
3.4.1. Jelolt fehérjék felhasznalasan alapulé modszerek

A hagyomanyos radioaktiv jelslés mellett ('*°T) [103] Eu’"-kelattal (Eu*"-N'-(p-
izotiocianétobenzi1)—dietiléntriamin—N1,N2,N3 ,N4—tetraecetsav) is jeloltik a vizsgalt
fehérjéket [104]. Az utdbbi jeldlés nagy elénye, hogy egyszerlibben (az izotdp
sugarzasvédelmi eldirdasok mell6zésével) alkalmazhaté és ugyanakkor érzékenysége
megegyezik a radioaktiv jelolésével, amely feldl nemcsak irodalmi adatok [104], hanem
sajat Osszehasonlitd vizsgalataink alapjan is megbizonyosodhattunk [IX]. Ennek alapja,
hogy az Eu fluoreszcenciaja lassan cseng le, igy 400 us-al az excitacid utan is mérheto,
amikor a nem-specifikus fluoreszcencia teljesen lecseng, rdadasul a nagy (300 nm)
kiilonbség az exciticidos ¢és emisszios maximum kozott is hozzdjarul az alacsony
hattérszignalhoz.

A kotodési vizsgalatokhoz a klasszikus megkozelitést alkalmaztuk: szilard
felszinhez immobilizaltuk az egyik vizsgdlt molekulat (R) és erre kiilonb6z6
koncentraciokban rétegeztiik a masik ligandot (L, 4llandé mennyiségii jelolt és novekvd
mennyiségli jeloletlen forméja) [IX]. Az egyensuly bedlltdval a folyadékfazist
eltavolitottuk és a felszinhez kotddott jelolt fehérjemennyiséget mértiik. Ujdonsagot jelent

az altalunk bevezetett analitikai eljards. Az egyensulyi disszociacios allandd (Ky)

[ L ]szabad

[105], amely a
Kd +[L]szbad

meghatarozasahoz hasznalt egyenletben Ly =Kys [ Llgapag +R-

nem-telithet6é (nem specifikus) kotddést is figyelembe veszi a kys allanddval, a nem-kotott

(szabad) L latszolag fiiggetlen valtozoként szerepel, pedig tulajdonképpen szamoléssal
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nyerjik a mért Lyswn felhasznalasaval a LiswitV.[L]szabad=V.[L]sssz alapjan (ahol V a
térfogat, amelyben alkalmazzuk a ligandot). A klasszikus regresszidanalizis szerint
azonban a fliggetlen valtozé nem tartalmazhat kisérleti hibat, igy ezt nem alkalmazhatjuk
az Lgapag tekintetében, az irodalomban taldlhatd ajanldsokkal (Liswste €s Lsss; €rtékeit
illeszteni az Lgapag-hoz) [106] pedig nem sikeriilt elfogadhat6 értékre csokkenteni az Lygg-
re vonatkoz6 hibat. Emiatt olyan matematikai eljarast vezettiink be, amely egységes
rendszerként kezeli a fenti két egyenletet a paraméterek illesztése sordn, az Lsss; pedig
tényleges fiiggetlen valtozoként szerepel [IX]. Raadasul ez a megkozelités lehetové teszi,
hogy a mért Lyswsy kisérleti szorasa alapjan Monte Carlo szimuléacioval [107,XIX,XXVI]
szintetikus paramétereket nyerjiink és meghatarozzuk valoszinliségi eloszlasukat, amely a

valddi kisérleti hibat tukrozi.

3.4.2. Surface plasmon resonance (SPR)
A modszer alkalmazésanal az egyik vizsgalt molekuldt immobilizaljuk a

szenzor chip felszinéhez, mig a ligandot aramoltatjuk folotte. A kotdédés miatt valtozod
optikai toérésmutato kivaltja az SPR szignalt, amely alapjan az asszociacids €s disszociacios
sebességi allandokat, illetve az egyensulyi allandokat tudjuk meghatarozni [108]. A
modszer nagy elénye, hogy nem kell megjelolni (és igy kémiailag modositani) a
kolcsonhatasban résztvevd molekuldkat, és minimalis anyag mennyiségekkel Ilehet
nagyszamu mérést végezni. Olyan esetekben azonban, amikor az egyik anyag nem egyes
molekuldkkal, hanem a molekuldk altal alkotott aggregatumokkal szerepel a
kolcsonhatasban, akkor az immobilizacié sordn keletkezd felszin geometridja is
befolyasolja az eredményeket, ahogy az altalunk vizsgalt egyik interakcioban ez ki is

deriilt [X].

3.4.3. Izoterm titralasi kalorimetria (ITC)
A moddszer az intermolekularis kdlcsonhatdsok soran fellépd entalpiavaltozasok

alapjan jellemzi a kotddések erdsségét [109,110]. Az ITC kikiiszoboli az el6z6 modszer
hatranyat, mert alkalmazasahoz nem sziikséges immobilizalni molekuldkat, és igy a tobb
molekulabol allo kotohely tulajdonsagait sem befolydsolja a méréstechnika. Hatranya
viszont, hogy relative tomény (tized millimolaris tartomanyban) oldatokkal nagy (1,5 ml)
térfogatban kell elvégezni a méréseket ahhoz, hogy értékelhetd hdszignalt nyerjiink, és igy

az anyagfelhasznalas limitdlja az elvégezhetd mérések szamat.
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3.5. Morfologiai vizsgalatok
3.5.1. Trombusok egyes komponenseinek azonositasa

A  miozin jelenlétét sebészileg eltavolitott artérias trombusokban
immunhisztokémiai és immunofluoreszcens eljarassal sikeriilt kimutatni [IX]. Amennyiben
anti-miozin és anti-fibrin primer antitesteket egyszerre alkalmazunk, eltérd fluorofort
hordozé mésodlagos antitestek segitségével konfokalis 1ézer mikroszkdoppal a két antigén
trombuson beliili relativ térbeli eloszlasardl is informdciot lehet nyerni. A modszer
hatranya, hogy nem teszi lehetdvé az antigének mennyiségi meghatarozasat.

A trombusok foszfolipid tartalmat differencialt Nilus-kék festéssel mutattuk ki
[111,X]. Valtozd6 mennyiségli szintetikus  foszfolipidet tartalmazd  fibrinnel
Osszehasonlitva, a festés lehetévé teszi a trombus foszfolipid tartalmanak megkdzelitd
becslését.

A trombusok szabad zsirsav tartalmat specifikus fluoreszcens probaval
(ADIFAB, akrilodannal jeldlt intesztinalis zsirsavkotd fehérje) vizsgaltuk, amelynek a 450
nm koriili emisszios maximuma (390 nm-en torténd excitdcid utan) eltiinik, amennyiben
ekvimoléaris komplexet képez szabad zsirsavval [112,XVII]. Az ADIFAB ismert

ey

minta szabad zsirsav tartalmarol.

3.5.2. Fibrin fazishatar-rétegének vizsgalata
Fluoreszcein izotiocianattal (FITC) jelolt tPA-t vagy plazmin(ogén)-t fibrin

felszinére rétegezve, konfokalis 1ézer mikroszkoppal a jelolt fehérjék alvadékon beliili
térbeli eloszlasat lehet nyomon kovetni [X]. Ha pedig Eu-jelolt fehérjéket haszndlunk, az
Eu-fluoreszcencia alapjan a fibrinbe keriilé fehérje mennyiségét tudjuk meghatdrozni

[XVIII]. A két modszer kombindcidjaval lehetdség nyilik a hatarrétegben levé enzimek

crer

3.6. Statisztikai értékelés
Munkénk sordn arra torekedtliink, hogy amennyiben enzimaktivitdst vagy

intermolekularis kolcsonhatast valamilyen matematikai modellen keresztil néhany
szamszerli paraméterrel jellemeztiink, nemcsak a modell szerint legjobb illesztést add
paraméterértékeket adjuk meg, hanem ezek statisztikai variabilitasat is (pl. mint a legjobb
becsiilt érték 95 %-os konfidencia tartomanya). Mivel még egyszeriibb modellek esetén is
csak bonyolult analitikai sulyzé szamitasokkal lehet a kozvetleniil mért adatok szorasat
konvertalni paraméter-szordssa, e torekvésiink univerzalis (modell-fiiggetlen) eszkdzeként

a mar emlitett Monte Carlo szimulaciot [107] vagy az un. ,,bootstrap” variansat [113]
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alkalmaztuk [IX,X,XVILXIX]. Ezen eljarasok elve, hogy a kisérletben mért adatok atlaga
¢€s szorasa altal definidlt normalis eloszlasu halmazbol a szamitogép véletlenszeriien annyi
adatot vesz ki, ahdny mérés tortént a valodi kisérletben, és ezekkel elvégzi a modell
szerinti paraméter-becslést. Amikor 1000 — 1500-szor megismétlédik ez a paraméter-
meghatarozasi ciklus, az igy nyert szintetikus paraméterek halmaza elég nagyszamu lesz,
hogy ennek kozépértekét és szorasat a valodi paraméterek tiikkorképének tekintsiik, amely
magédban hordozza a kisérleti hibat. Tulajdonképpen a szamitdogép azt teszi, amit egy
megszallott kutatdé tenne, ha elegendd iddvel és anyagi tdmogatdssal rendelkezne:
végteleniil sok kisérletet végez az abszolut igazsag megkozelitéséhez. Egyes esetekben
azonban a modell bonyolultsdga miatt akdr egy paraméter-illesztési ciklus is tul hossz
szamitogép-1dot vesz igénybe €s igy még virtudlis kisérlet esetén sem végezheto el 1000 —
1500 ismétlés. Ez az oka annak, hogy a sok-paraméteres modelleknél [II,XVI]
megelégsziink a legjobb becsléssel és nem kozliink statisztikai variabilitast a paraméterekre
nézve.

A kozvetleniill mért adatok értékelésénél klasszikus statisztikai eljarasokat
alkalmaztunk (Pearson-r meghatarozast a korrelaciok jellemzésére, egyszempontos ¢és
kétszempontos varianciaanalizist a kiilonbozé valtozok vagy hatasok csoportjai kozti
kiilonbségek tesztelésére) a STATISTICA 6.0 szoftver (StatSoft, Tulsa, Okla., USA)
segitségével. A szignifikanciaszintet legalabb p<0,05 értékként hataroztuk meg.
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4. Eredmények és azok megbeszélése

4.1. Proteazok hatékonysdga fibrinfelszin emésztésében
Az On. ,intrinsic” fibrinolizis [114] koriilményei kozott, amikor a fibrint bontd

protedz egyenletesen oszlik el a fibrin alvadékon beliil, sikerrel lehet alkalmazni a
klasszikus enzimkinetikai megkozelitést az enzim szubsztrat irdnti affinitdsdnak
jellemzésére Michaelis allandoval (Ky), illetve katalitikus hatékonysaganak jellemzésére
Keat/Km arannyal [XXXIV]. Ezzel szemben az in vivo trombolizis soran a plazmin a
fibringél vékony felszini rétegében keletkezik plazminogénbdl és diffiizidja az alvadék
belseje felé erésen korlatozott. Szubsztratjat a folyadékfazisbol megkdzelitd plazmin két
kiilonbozdé kotohellyel talalkozik a fazishatar rétegben. Egyfeldl a hasitasra érzékeny
peptid kotéseket tamadja meg az aktiv centrumaval, masfeldl kringle doménje révén olyan
helyekhez is kotédik a fibrinen, amelyek kozvetleniil nem eredményeznek polipeptidlanc-
hatarrétegben ¢és ugyanakkor mikrogocokba rendezik a plazmin molekuldkat, ami
magyarazza azt a jelenséget, hogy a fibrin teljes felolddsakor a polipeptidlancok fele
teljesen intakt, mig a hasitott o, B és y ldncok 25 %-a azonos fibrin monomerben talalhat6
[51]. A hasitasi események ilyen mintdzat szerinti eloszlasa nem lehet a plazmin szabad
diffziojanak  eredménye, feltehetdleg az  enzimmolekuldk koncentraciojaban
mikrogradiensek jonnek létre mind a fibrin protofibrilek hosszédban, mind a fibrinrostok
keresztmetszetében. Mivel ezeket a molekularis szintli eseményeket nem tudjuk nyomon
kovetni, a protedz hatas jellemzésére olyan matematikai modellt vezettiink be, amely a
fibrinoldds kisérletben megfigyelt lefolydsat a lehetd legegyszerlibb kinetikai
egyenletekkel irja le, de paraméterei elfogadhatéan tiikrézik a szubsztrat és az enzim
szerkezet-funkci6 kapcsolatat. Ehhez olyan elveket alkalmaztunk, amelyek mas heterogén-
fazisu enzimatikus folyamatoknal (pl. kiilonb6z6 biopolimerek, foszfolipidek hidrolizise)

hasznos modellekhez vezettek [115-121]. A fibrin lebontdsat a kovetkezd reakcidséma

. . rqe k] ’ I3 ”
szerint vizsgaljuk E. +F k<:>EFi>E(T)+P(,), ahol E(; a reaktiv rétegben levd

enzimmolekulak szdma egy adott 7 id6pontban, F| és EF a fibrin monomerek és enzim-

fibrin komplexek szama a reaktiv rétegben, Py pedig az egységnyi feliiletre jutod lebontott

crer

térbeli akadalyai miatt a reakcidsebességet leird egyenletekben a proteaz koncentraciot egy

form p
tort értéki p hatvanykitevével vessziik figyelembe (@) =k,.F, (WJ ,
T (T
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amely tlikrozi a mozgas dimenzidiban torténd valtozasokat. E paraméter magasabb (1-t
kozelitd) értékei azt tiikrozik, hogy egy adott szubsztrat szerkezet mellett az enzim
molekulak mozgésa (és igy reakcidképessége) jobban megkdzeliti a haromdimenzios
térben zajlo kinetikat, mig alacsonyabb értékei a fibrinrostokhoz torténd kotédés és a
rostokon beliili irdnyitott mozgéas miatt dimenziécsokkenés kdvetkezménye. A turbiditési
kisérleti adataihoz a [II] mellékletben részletezett mddszer szerint illesztjiik a modell
paramétereit. Az eredményeket az 1. és 2. tabldazat mutatja be, a modell és a kisérlet
kozotti megfelelést pedig a 4. dbra szemlélteti.

Mint minden modell a miénk is tartalmaz bizonyos leegyszertsitéseket. A fibrin
oldasa, ami a kisérletben mint turbiditas-csokkenés jelentkezik, abbdl adodik, hogy
vizoldékony termékek valnak le a fibrinrostokrdl. Feltételezéslink szerint statikus
koriilmények kozott e folyamat sebességét a proteolitikus 1épések hatdrozzak meg, de azt
mar nem vessziik figyelembe, hogy hany vagy melyik peptidkotést kell hasitani egy-egy
termék levalasztasahoz. Emiatt a paraméterek latszolagosak (igy pl. a ko nem egy konkrét
hidrolitikus reakcidé sebességi allanddja, hanem az oldésra jellemzd globalis integralt
paraméter), ami azzal az elénnyel jar, hogy segitségiikkel eltérd proteazok hatékonysagat
lehet Gsszevetni a fibrin oldas szempontjabol, fiiggetleniil attdl, hogy a szolubilizdciohoz
esetleg eltérd szamu és lokalizacioji peptid kotéseket bontanak. A modell helyességét
viszont aldtdmasztja, hogy ha az egyszerisitések figyelembevételével Osszevetjiik
eredményeinket mas megkozelitéssel nyert adatokkal. Igy pl. 3 g/l fibrinre, amely 100 mM
NaCl és 5 mM CaCl, mellett polimerizalodott, a plazmin k értéke 5 s [122], amennyiben
az értékelésben 10-s szolubilizacios faktort (1 oldott fibrin monomerre es6 hidrolizalt
peptidkdtések szama) hasznalnak. Ugyanezzel a feltételezéssel és eltekintve az enzim
felszini felhalmozo6dasatol, azonos koriilmények kozott (1d. a késdbb bemutatott abrat) a

mi modelliink is hasonlé értéket ad (5,6 s™).

1. tablazat: Nem-keresztkotott fibrin felszini emésztésére vonatkozo Kkinetikai

paraméterek.
Az értékek 75 mM NaCl mellett polimerizalt fibrinre vonatkoznak a [I1] melléklet modellje szerint.
Enzim k; K;=ki.F; k.1 knK Nkptky) — p AT

x1 02 x1 02 négyzet
s' m™2nmol'?. s! 5! m’*%.nmol'P. s”! h(lf,fj)a
plazmin 3.87 86.4 57.6 5.80 0.34 9.8
miniplazmin 3.93 83.9 81.8 4.03 0.32 8.7
mikroplazmin  0.81 44.8 19.7 1.84 0.31 15.2
PMN-elasztaz 0.58 83.0 55.7 0.86 0.27 5.3
tripszin 3.62 93.2 96.7 2.88 0.43 23.2
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2. tablazat: Keresztkotott fibrin felszini emésztésére vonatkozo Kinetikai paraméterek.
Az értékek 75 mM NaCl mellett polimerizalt fibrinre vonatkoznak a [1I] melléklet modellje szerint.

Enzim k; K;=ki.F; k.1 k2K /(kytk.1) po e
x1 02 x1 02 négyzet
gt m>P2nmol'P. 5! s m>®?.nmol'?. 5! h(‘(l,’/"”)a
plazmin 8.99 16.0 85.9 1.67 0.25 9.3
miniplazmin  16.32 16.9 67.3 4.08 022 21.0
mikroplazmin  0.73 24.6 13.7 1.31 0.30 10.0
PMN-elasztaz ~ 0.65 14.9 55.7 0.17 0.41 9.7
tripszin 8.99 16.0 85.9 1.67 0.25 9.3
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4. abra: Nem-keresztkotott fibrin oldasa miniplazminnal. [II]
A fibrin 75 mM NaCl mellett polimerizalodott és felszinére miniplazmin keriilt (a vonalak melletti

srer

harom fibrinlebontasi szint eléréséhez sziikséges id6t (szimbolumok) és ezekhez az adatokhoz
illesztettiik a modell szerinti paramétereket (1. és 2. tablazat). A vonalak a modell alapjan becsiilt
fibrinbontast abrazoljak.

A fentiekben felvazolt modell segitségével néhany protedz hatékonysagat
jellemeztiik a fibrin feloldasaban. Mivel a plazmin, miniplazmin ¢és mikroplazmin
katalitikus doménje teljesen azonos, a katalitikus paramétereikben tapasztalt kiilonbségek a
szerkezetiikben szereplé kringle domének eltéré szamanak tulajdonithatok (a plazmin 5
kringle domént tartalmaz, a miniplazmin csak egyet, a mikroplazmin pedig csak katalitikus
doménbdl all). A plazmin és miniplazmin kinetikai paraméterei gyakorlatilag azonosak
nem-keresztkotott fibrin  szubsztraton (1. tdblazaf) a fibrinogénen tapasztaltakhoz
hasonléan [123,124]. Az egyetlen kivétel a k.3, amely jelentésen magasabb értéket mutat
miniplazmin esetében (itt érdemes megjegyezni, hogy a mi modelliink nemcsak a Ki/k 3
aranyra érzékeny mint a homogén fazist modellek, hanem a két sebességi allando abszolut
értekére is, mivel az enzim vagy enzim-szubsztrat komplex koncentracidi -eltérd
hatvanykitevével szerepelnek az egyenletekben). Ez az eredmény arra enged kovetkeztetni,
hogy az elsé négy domén stabilizdlja az enzimet az enzim-fibrin komplexben. Ezzel
szemben az 0todik kringle feltehetdleg fenntartja a katalitikus domén megfeleléen aktiv

crer

konformacidjat ¢és hozzajarul a fibrin irdnti magasabb affinitdshoz, hiszen a
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mikroplazminra, amelyben ez a domén hianyzik, kifejezetten kisebb ky és asszociacios
alland6 jellemz6 a plazminhoz ¢€s miniplazminhoz képest (erre a 4.2. alfejezetben
ismertetett eredmények is utalnak). A tripszin, amely a plazminhoz hasonldéan bézikus
aminosavak melletti peptidkdtéseket hasit, a plazminéval azonos k; allandoval rendelkezik,
de affinitasa a fibrin irant, amelyet az enzim-fibrin komplex asszociacids és disszociacios
allanddjanak aranya alapjan lehet becsiilni, kifejezetten alacsonyabb a plazminéhoz, de
még a mikroplazminéhoz képest is. Az utdbbi tény arra utal, hogy nemcsak a kringle
domének, de a plazmin katalitikus doménének a szerkezete is hozzajarul a plazmin fibrin-
specificitasahoz. A PMN-elasztaz, amelynek potencialis in Vvivo szerepére a 4.3.
alfejezetben ismertetett eredmények is utalnak, a plazminhoz hasonl6 fibrin-affinitast
mutat, de katalitikus 4allandéja egy nagysdgrenddel alacsonyabb. Mivel a
sebességegyenletekben a kiilonb6zé enzimek koncentracidi eltérd p hatvanykitevovel
szerepelnek, a fibrinemésztésben kifejtett katalitikus hatékonysagukat nem lehet egyetlen
aranyszam alapjan Osszehasonlitani, ahogy pl. hagyomanyosan a Kq/Ky arany alapjan
tesszlik homogén fazisu enzimatikus reakcidokban. Ehelyett a modellparaméterek alapjan
szimulalt reakcidsebességeket tudjuk Osszevetni egy adott enzimkoncentracié mellett (5.

dbra).
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5. abra: Fibrinoldas becsiilt sebessége a fibrin felszinére alkalmazott proteazokkal.
(1]

A nem-keresztkotott (A) és a keresztkotott (B) fibrin oldasi sebességét a [II] mellékletben
részletezett modell szerint szimulaltuk az 1., ill. 2. tablazatban szerepld allandok alapjan.

A 5. dbra tantisaga szerint nem-keresztkotott fibrin szubsztraton a vizsgalt és
fiziologiasan potencidlisan relevans protedzok koziil a leghatékonyabb a plazmin, ezt

koveti a miniplazmin és a PMN-elasztdz. Amennyiben e protedzok aktivitasat fibrin
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monomereken vizsgaljuk (6. dbra), a hatékonysagi sorrend megvaltozik: ezen a
szubsztraton a PMN-elasztaz hatékonysaga megkozeliti a plazminét és joval meghaladja a
miniplazminét. Az eltérd szubsztratokon tapasztalt hatékonysagbeli kiillonbségeket azzal
lehetne magyarazni, hogy polimerizalt fibrin esetében a PMN-elasztdznak tobb
peptidkotést kell hidrolizalnia ahhoz, hogy egy monomer vizoldékony termékei levaljanak
a matrixrdl, vagy azzal, hogy a polimerizalt fibrinben més peptidkotések keriilnek
hidrolizisre. Az utobbi lehetdség viszont kevésbé valdszinii, ha figyelembe vessziik, hogy a
fibrin monomerb6l PMN-clasztaz hatasara keletkezd termékek mérete (6. dabra, betér)

megegyezik a polimerizalt fibrinre altalunk korabban is kozolt méretiikkel [ XXXIV].
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6. dbra: Fibrin monomerek emésztése plazminnal, miniplazminnal és PMN-

elasztazzal. [II]

Plazmin (e), miniplazmin (m) vagy PMN-elasztaz (A) hozzdadasa utin 8 perccel a '*’I-FDP
felszabadulasat mértitk a '>’I-fibrin monomerekrél. Betétabra: a '>I-fibrin monomerekrdl 10 g/l
BSA (1), 5 nM plazmin (2), 10 nM miniplazmin (3), 5 nM PMN-elasztaz (4) vagy 10 nM
miniplazmin és 5 nM PMN-elasztdz (5) altal levalasztott '*I-jeldlt termékek 7,5 % poliakrilamid
gélelektroforézis utani autoéradiografias képe.

Kinetikai adataink 0j elemekkel bdvitik a F-XIIIa altal keresztkotott fibrin
esetében a keresztkotott fibrinre vonatkozo ky értéke 2 — 4-szer magasabb mint a nem-
keresztkotott fibrinre vonatkozo érték (2. tablazat). Az asszociaciods sebességi allando (K;”)
csokkenése azonban magyarazza a keresztkotott fibrin relativ proteolitikus rezisztenciajat.
Az izopeptid kotések kialakulasa utdn a fibrin monomerek feltehet6leg olyan konforméciot
vesznek fel, amely irant a protedzok affinitdsa csokken, de az egyes proteolitikus 1épések
sebessége vagy nem valtozik (mikroplazmin, PMN-elasztaz, tripszin esetében), vagy nd

(plazmin és miniplazmin esetében). A kinetikai paraméterek felhasznalasédval az egyes

26



proteazok hatékonysagat keresztkotott fibrinen is Ossze tudjuk hasonlitani (5. dbra, B).
Ezen a szubsztraton a katalitikus hatékonysagi sorrend megvaltozik a nem-keresztkotott
fibrinhez képest: a leghatékonyabbnak a miniplazmin bizonyul (feltehetdleg kisebb
molekulamérete kedvezébb a kompaktabb szerkezeti kovalensen kereszkotott
fibrinhaloban), ezt koveti a plazmin és a PMN-elasztaz a fizioloégidsan relevans proteazok
koziil. Igy bar sajat fibrinolitikus aktivitdsa relative alacsony, a PMN-elasztaznak lehet in
Vivo jelentGsége azaltal, hogy el6segiti a miniplazmin keletkezését, ami viszont a

leghatékonyabb protedz a keresztkotott fibrin lebontasaban.
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7. dabra: 6-Aminohexanoat hatasa fibrin monomerek plazminnal és miniplazminnal

torténé lebontasara. [11]

'21_fibrin monomereket 1 nM plazminnal (A és C), illetve 4 nM miniplazminnal (B és D) kezeltiik.
A 6AH-t vagy az enzimmel egy idében (A és B) vagy 4 perccel az enzim hozzaadésa utan (C és D)
rétegeztiik a fibrin felszinre. A keletkezé oldékony termékek radioaktivitdsat mértiik a reakcid 16.
(A és B), 32. (C) vagy 60. (D) percében. Az eredményeket a 6AH hianyaban mért radioaktivitas
szazalékaban fejeztiik ki. Betétabrak: fibrinlebontas lefolyasa 6AH hianyaban (kitoltott
szimbo6lumok) vagy a nyilakkal jelzett id6pontban hozzdadott 6AH mellett (iires szimbdlumok), a
6AH koncentracigja 10 uM (o), 200 uM (o), 500 uM (V), 1 mM (A), 5 mM (0).

A 6-aminohexanoat (6AH) verseng a fibrin lizin oldallancaival a plazmin
kringle doménjeihez torténd kdtddésben €s igy gatolja a fibrin lebontasat. Ez a gatlas mar
mikromolaris 6AH koncentracioknal is érvényesiil, amennyiben a 6AH-t eldinkubéljuk az
enzimmel, mig egy nagysagrenddel magasabb 6AH koncentracid sziikséges azonos foku

gatlas eléréséhez, ha a plazmin mar odakotddott a fibrinhez és a 6AH-t csak akkor adjuk
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hozza (7. abra, A és C). Ez a koncentracid-fiiggés valamint a gatlas idébeli lefolyasa (30
perc sziikséges a maximalis gatlas eléréséhez a masodik esetben, 7. dbra, C-betét) a
plazmin hatas processzivitasara utal: ha egyszer a plazmin a szubsztratjadhoz k6tédott nem
feltétlentil csak disszocidcid utan tud egy masik hasitandd peptidkdtéshez eljutni, hanem
lizinhez kotott kringle koriili elfordulas utan az enzim aktiv centruma hozzaférhet egy
masik célponthoz is (erre a kliszasi mechanizmusra késObb visszatérek tovabbi kisérleti
eredmények ismertetése utan) ¢és igy kevesebb plazmin molekula van kitéve a
folyadékfazisban levé 6AH hatasanak. A miniplazmin egyetlen lizin ko6tShelyének
blokkoladsa 6AH-val kevésbé befolyasolja az enzim fibrinolitikus aktivitdsat a plazminhoz
képest (7. abra, B) és 60 perc sziikséges a maximalis gatlashoz, ha a miniplazmin mar
kotédott a fibrinhez (7. dbra, D-betér). A 6AH hatdsai a miniplazmin aktivitdsara

hangsulyozzak az 5. kringle szerepét az enzim processzivitdsaban.
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8. dabra: Kiilonb6zé CI” koncentracié mellett polimerizalt fibrin szerkezetének hatasa
a kinetikai paraméterekre, amelyek jellemzik a plazmin altali felszini fibrinbontast.

A [II] melléklet modellje szerint meghatarozott kinetikai paraméterek koziil az enzim koncentracio
hatvanykitevéje p (e), a katalitikus allandé k; s’ (o) és a katalitikus hatékonysagra jellemzd
K. Ky 7(kat+K 1) m>"Z.nmol'P. s arany (0) keriilt abrazolasra. Betétabra: plazmin hatasara torténd
fibrinoldas szimulalt sebessége eltérd ionerdsség mellett polimerizalt fibrin esetén (a gorbék végén
levé szam mM-ban jeloli a NaCl koncentraciot, amely mellett polimerizalodott a fibrin).

Amennyiben a fibrinogén — fibrin atalakulas kiilonb6z6 Cl” koncentracié mellett
torténik, eltérd rostvastagsagu €s pérusméretli fibrin halo jon 1étre [125]. Azonos trombin
¢és fibrinogén koncentracid, de emelkedd [Cl'] mellett egyre vékonyabb szalu, siirlibben
elagazddd és kisebb porusu fibrin halod keletkezik. Az ily moédon 1étrehozott fibrinnel
modelleztik a kiilonb6z6 alvadékszerkezeteket, amelyek in vivo a Bevezetésben

részletezett tényezOk hatdsara jonnek Iétre, és meghatdroztuk a plazmin kinetikai
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paramétereit ezeken a szubsztratokon (8. dbra). A [CI] emelkedésével a plazmin
latszolagos k» allanddja né, mig az enzimkoncentracié p hatvanykitevéje csokken. A Kk
értékének valtozasat ugy lehetne értelmezni, hogy a plazminnak kevesebb peptidkotést kell
hasitania a vékonyabb fibrin szalakon ahhoz, hogy a degradaciés termékek levaljanak a
halorol (tehat még egy peptidkotésre vetitett azonos sebességi allandd esetén is az oldas
szempontjabol magasabb k; értéket allapitunk meg). Masfel6l a vastagabb rostok esetében
a tomegre vonatkoztatott kisebb fajlagos szalfeliilet és a nagyobb pdérusméret miatt a
plazmin molekuldk mozgasi szabadsagfoka nagyobb, ¢és igy az enzimkoncentracio
magasabb p hatvanykitevével szerepel a kinetikai egyenletekben alacsony [Cl] mellett
képzett fibrin szubsztraton (8. dbra). Egy adott enzimkoncentracio mellett a k». K’/ (k; +k.;)
arany jol tlikrozi a plazmin hatékonysagat eltérd fibrin szubsztratok old4saban és a 8. dbra
tanusaga szerint ez a hatékonysagi mutatdo koveti a k, tendencidjat és ennek alapjan
kimondhatd, hogy a plazmin hatékonyabb vékonyabb szala, siiribben eldgazddd fibrin
szubsztraton. A p kitevo tort értéke miatt eltérd plazmin koncentracioknal ezt is figyelembe
kell venni és igy csak szimulalt fibrinolddsi sebesség alapjan tudjuk a katalitikus
hatékonysagot Osszevetni, de ilyen értékelés is alatdmasztja az el6z6 kovetkeztetést (8.
dbra, betér). A kinetikai adatok alapjan tett kovetkeztetéseink szerkezeti vizsgalatokat
inspiraltak [126,127], amelyek pasztazd elektron, ill. konfokalis 1ézer mikroszkopiaval
egyértelmiien kimutattak, hogy a fibrinolizis soran plazmin hatasara el6szor a vékony
fibrinrostok tlinnek el és csak késdbb a vastagabb szalak. A szerkezeti adatok azt is
igazoltak, hogy a fibrinrostok emésztése nem rétegrdl rétegre torténik, hanem a plazmin
keresztbe metszi ezeket (egy magassagban tobb egymas mellett levd monomert hasit), ami
utolag aldtdmasztotta az altalunk a kinetika alapjan felvetett plazmin processzivitast [128].
Annak koszonhetéen, hogy a plazmin molekula tobb kringle doménen keresztiil képes a
részlegesen degradalt fibrinben lizin oldallincokhoz kotddni és e tampontok koriil
elfordulni, az enzim aktiv centruma kdnnyen elérheti az egymastol a roston beliil 5-10 nm-
es tavolsagra fekvd monomerek érzékeny peptid kotéseit, mint a rost hosszaban legalabb
22,5 nm-es tavolsagra levo legkozelebbi hasithato kotést, ahova csak disszocidcio €s 1j
asszociacio utjan juthat el (9. dbra) [129]. Kinetikai modelliink hangstlyozza a fibrin
szerkezetének jelentdségét a trombusok litikus érzékenységében és segiti bizonyos
fiziologias és patologias jelenségek értelmezését. Igy pl. ismert, hogy aktivalt protein C (a
protrombin aktivacid negativ regulatora) jelenlétében keletkezd fibrin atlagos rostatmérdje
kisebb [130], igy a mi eredményeink fényében érthetd a protein C pro-fibrinolitikus hatasa
is (a plazmin nagyobb hatékonysaggal oldja a finomabb fibrin halot).
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A 9. dbra: A ,,csUsz6-masz6” plazmin a
fibrinhaléban.

A haromcsomos palcikak a fibrin monomereket

| 2250m | abrazoljak, amelyek egymashoz kotddnek a
kétéhelyek hasitasi helyek

rostokban. A plazmin az ¢l6lény, amelynek
harapo feje a katalitikus domén, labai pedig a

kringle  doméneken  lokalizalodd  fibrin

kotohelyek. A kritikus hasitasi helyeket nyilak

jelzik. A plazmin  konformacidvaltozasai

C lehetové teszik a processziv
hatdsmechanizmust. A) A plazmin koétéhelyei a
fibrin monomerek talalkozasi pontjainal, ill.
kozponti doménjeiben taldlhatok, azaz 22,5 nm-
D es tavolsagra egymastdl a rost hossza mentén,

de csak 6 nm-re keresztmetszetben. B) A

plazmin elfordul az egyik kotéhely kordl.
C) Konformacidvaltozas lehetdvé teszi a plazmin kdtédését egy masik kdtohelyhez is. D) Egy 1j
konforméaciovaltozas helyredllitja a plazmin eredeti allapotat, ami lehetdvé teszi egy masik

monomer hasitasat ugyanabban a keresztmetszetben ([129] nyoman, médositva).

4.2. Kringle domének funkciondalis jelentosége a plazmin aktivitasaban fibrinogénen és
fibrinen

A plazmin, miniplazmin €s mikroplazmin fibrin felszinen kifejtett hatdsaiban
jelentds eltérések tapasztalhatok, ahogy az az el6z6 fejezetben ismertetésre keriilt. E harom
proteaz jol koriilirt szerkezeti kiilonbségeik és azonos protedz doménjiilk miatt kivaloan
alkalmazhatok modell molekulakként a szerkezet-funkcio kapcsolatok tanulmanyozasaban.

A fibrinogén ¢€s fibrin irdnti protedz affinitast korabban bevezetett kompeticion
alapuld modszeriinkkel értékeltiik [ XXXIV]. E szerint a protedz egyszerre két szubsztratra

hat (Spectrozyme-PL és fibrinogén vagy fibrin) és a Spectrozyme-PL lebontési sebessége

V= == = nemcsak a szintetikus szubsztrat koncentraciojatol (S) €s a ra jellemz6
S+K? (H 9 j

kinetikai paraméterektdl (K3 és Vimax) fiigg, hanem a kompetalo fehérje koncentraciojatol
(Fg) és Michaelis alland6jatol (K[?). Méréseink sordn megbizonyosodtunk, hogy

emelkedd fibrinogén vagy fibrin koncentracié mellett a protedzra jellemzd maximalis

reakcidsebesség (Vmax) nem valtozik, csak a Spectrozyme-PL-re vonatkozé latszolagos
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Michaelis allandé emelkedik, ami megfelel a fenti egyenlettel leirt kompeticionak. Az igy
meghatarozott K¢ értékeket a 3. tdblazat foglalja 6ssze. A Ky alapjan fibrinogén irant a

plazmin affinitdsa a legnagyobb, mig a miniplazmin €s mikroplazmin Ky értékei kozott
nincs szignifikans kiilonbség. A vizsgalt proteazok koziil 2 mM 6AH csak a plazmin Ky
értékét valtoztatja meg ugy, hogy az a mini- és mikroplazminéhoz hasonléva valik. Ezek
az adatok az 1.-4. kringle domének szerepére utalnak a plazmin-fibrinogén komplex
kialakulasdban. Egy fibrinogén molekula négy plazminogént tud kotni és minden egyes
plazminogén csatlakozdsa utdn a kovetkezd plazminogén egyre nagyobb affinitassal
kotédik [131]. Ez a pozitiv kooperativitas érvényestilhet plazmin esetében is €s feltehetoleg
az 1.-4. kringle domén jelenlététdl fligg, ami az alacsonyabb Ky értékben nyilvanul a
miniplazminhoz képest. Az 0Osszes vizsgalt proteaz fibrinre vonatkozo Ky értéke egy
nagysagrenddel alacsonyabb mint fibrinogén szubsztraton és ez fiiggetlen a kringle
domének jelenlététdl. Ugyanakkor a PMN-elasztaz és katepszin G, amelynek katalitikus
doménje eltér a plazminétol, magasabb Ky-mel rendelkezik fibrinre nézve (0,4 uM koriili a
korabbi eredményeink szerint [XXXIV]), ami ugyaniugy a protedz domén jelentdségét
tdmasztja ald a fibrin-enzim komplex kialakulasaban, ahogy az el6z6 fejezetben ismertetett
fibrin felszinen nyert kinetikai paraméterek alapjan is erre konkludaltunk. A rostokba
rendezett fibrin monomerek konformacids szabadsaga kisebb a fibrinogénhez képest, igy a
mar emlitett pozitiv kooperativitds nem érvényesiilhet a kotddésben és a kringle
doménektdl fliggetlenlil az azonos, vagy hasonld katalitikus doménnel rendelkezd
protedazok Ky értéke kozel egyforma. E mellett a fibrinogén-fibrin atalakulds sordn a

plazmin kétohelyek konformacioja megvaltozhat, ami nagyobb affinitast eredményez.

3. tablazat: Fibrinogén és fibrin degradacio kinetikai paraméterei
A [IV] mellékletben meghatarozott paraméterek keriiltek feltiintetésre. A ,,Ky 6AH” 2 mM 6AH
mellett mért értékeket jelol.

Fibrinogén Fibrin
Kw Km 6AH ke x10°  Keatl K Kw Ky 6AH  kgyx10?  Kea/Ky
uM uM s mM's™ uM uM s mM's™!
p]azmin 2,0 13,4 25,6 128 0,14 1,26 6,4 460
miniplazmin 8,1 10,3 32,8 40 0,21 0,82 4.8 230
mikroplazmin 11,1 8,5 29,2 26 0,12 0,28 0,76 63
'[I‘ipSZiIl 34 3,4 6,0 18 0,16 0,16 4772 2950

A fibrin Kea értékének meghatarozasahoz az altalunk korabban [XXXIV]
bevezetett mdodszert hasznaltuk, amely soran a fibrin oldasa soran csokkend turbiditast és
egy adott turbiditds szinthez tartoz¢ intakt fibrin mennyiséget mértilk. Mivel az Gsszes

vizsgalt proteaz Ky értéke 0,1 puM nagysagrendii és a hasznalt fibrin monomer
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koncentracioja 6 uM, a reakciok vizsgalt szakaszdban az enzimek végig telitve vannak
szubsztrattal. Igy egy adott fibrin szint (Fne) eléréséhez eltelt idd (t;) és az

Fn,—Fn,

enzimkoncentraci6 (E) kozott a kovetkezd Osszefiiggés all fenn t,=  E
cat *

meghatarozashoz felhasznalt adatokat a 10. abra mutatja be.
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10. dbra: Fibrinoldas katalitikus allanddjanak meghatarozasa turbidimetria alapjan.
[IV]

A vizsgalt proteaz (e, plazmin; m,miniplazmin; A, mikroplazmin; V¥, tripszin) a trombinnal egyiitt
keriilt be a fibrinogén oldatba és igy a fibrin keletkezése el6tt egyenletesen eloszlott a feltlintetett
végkoncentraciokban. A betétabrakon bemutatott Asyy gorbék alapjan regisztraltuk a maximalis
abszorbancia felezéséhez sziikséges lizis-idot (szimbolumok) és ezekhez az adatokhoz illesztettiik a

Fn,—Fn

t :% egyenlet alapjan a Ko értékét (a legjobb illesztést a gorbék prezentaljak).

Betétabrak: a fibrin keletkezése ¢és feloldasa soran fellépd turbiditas valtozasok 60 nM
mikroplazmin (bal) vagy 8 nM plazmin (jobb) hatasara. A szaggatott vonalak 2 mM 6AH mellett

végzett méréseket mutatnak be.

cat *

Fibrinogén esetében a ke meghatarozasahoz alkalmasnak bizonyult a
Modszerek fejezetben felvazolt eljaras, amely etanolos kicsapéas utan az oldatban marado
peptid termékeket detektalja [IV]. Mivel kezdeti reakcidsebességet nem tudtunk

megbizhatéan mérni, az eredmények értékeléséhez a Michaelis-Menten egyenlet integralt

formajat hasznaltuk f;=S,-S—K? ln[sij , ahol fs=k.El (E, enzim koncentracid; So,
0

kezdeti fibrinogén koncentracio; S, adott idopontban mért etanol-szolubilis termékek
levonasa utan fennmarado fibrinogén koncentracio). Egy reprezentativ meghatarozast a 11.

abra mutat be.
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11. dbra: Fibrinogén emésztés katalitikus allandojanak meghatiarozasa etanol-
szolubilis termékek keletkezése alapjan. [IV]

A fibrinogént 5 (V), 10 (m), 15 (A) vagy 20 (e) nM plazminnal emésztettiik és a feltiintetett
idépontokban etanolos kicsapas utan mértiik a feliilisz6 abszorbanciajat 280 nm-nél (betétabra). Az

adatok alapjan kiszamoltuk a fentiekben ismertetett fs fliggvény értékét és a fg =k, .Et
egyenlethez illesztettiik a Kcqr értékét.

Az igy nyert Kear értelmezésénél figyelembe kell venni, hogy a meghatarozas
elvébdl kifolyodlag, az alland6é nem egy konkrét kotés hidrolizisének sebességét jellemzi,
hanem fibrinogén esetében a kisebb méretl, alvadékot nem képezd termékek keletkezését,
fibrin esetében pedig a vizoldékony termékek levalasat. Tehat mindkét szubsztraton az
emésztés globalis folyamatanak jellemzdje és pontosan ezért lehet a Kea/Ky aranyt
hasznalni a kiilonb6z6 protedzok katalitikus hatékonysaganak Osszehasonlitdsdra. A
fibrinogénen ¢és fibrinen meghatarozott hatékonysag alapjan (3. tdablazat) azt a
kovetkeztetést lehet levonni, hogy mind a négy vizsgalt protedz hatékonyabb a fibrin
feloldasdban mint a fibrin prekurzordnak eliminacidjaban. Az azonos katalitikus, de eltérd
szamu kringle doménnel rendelkezé protedzoknal a Kea/Km arany csokken a kringle
domének elvesztésekor. Kiilonosen feltling a fibrinolddsban meghatarozott katalitikus
alland6 6-szoros kiilonbsége mini- és mikroplazmin kozott, amikor az 5. kringle is
eltdvolitasra keriil. Ez a tény aldtdmasztja az 5. kringle szerepét a katalitikus domén
mért kinetikai paraméterek [II] kapcsan mar felvetddott. A katalitikus hatékonysag-
csokkenés hatterében még az el6z0 fejezetben targyalt processzivitas is allhat: a kringle
domének elvesztésével a plazmin szarmazékok mar nem hidalhatjdk at a szomszédos
monomerek kozotti tavolsagot, és igy csak disszociacio-difflizid-asszociacid Utjan
juthatnak el Uj hasitand6 peptidkdtésekhez. Rekombinans plazmin szdrmazékokkal vizsgalt

fibrinoldas soran [132] olyan kiilonbségek jelentkeznek a mini- és mikroplazmin kozott,
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amelyek teljes 6sszhangban allnak az altalunk meghatéarozott kinetikai paraméterek alapjan

becsiilt katalitikus hatékonysaggal.

4.3. PMN-elasztaz in vivo hatasanak kéovetkezményei a vérplazma fibrinolitikus
potencidljanak tekintetében

Mivel az elézoekben ismertetett heterogén és homogén fazist fibrinolitikus
modellekben szignifikans kiilonbségek jelentkeztek a plazmin és miniplazmin
hatékonysagaban, tovabba a Bevezetésben emlitett médon a miniplazminogén kénnyebben
aktivalhato, felmeriil a kérdés, hogy mennyire valoszinli a plazmin(ogén) atalakuldsa
miniplazmin(ogén)-né in vivo. Ehhez indirekt tdmpont lehet a PMN-elasztaz in vivo
miikodésére vonatkozd informacid, mert ez a protedz alakitja 4t a plazminogént
miniplazminogénné. E kérdés megvalaszolasahoz 56 olyan beteg fibrinolitikus potencialjat
vizsgaltuk, akik tiidé emboliat szenvedtek el, tehat egy olyan allapotban voltak, amelyben
a fibrinolitikus rendszer mar aktivalodott in vivo (kivétel nélkiil a plazma FDP szintje
emelkedett volt, a betegcsoport tovabbi részletei a [XI] mellékletben megtalalhatok). A
vérplazma fibrinolitikus potencidljanak megitéléséhez a rekalcifikalt plazmat trombinnal
megalvasztottuk és a tPA, vagy plazmin hatasara beinduld fibrinoldast turbiditas alapjan
kovettiik. A turbiditas egy tetszélegesen valasztott fokti csokkenéséhez sziikséges lizis-id6
informéciot hordoz a komplex fibrinolitikus folyamat 0Osszes plazmarésztvevoirdl
(plazminogén vagy miniplazminogén, PAI, o,-PI, fibrinogén), ha tPA-val inditjuk az
oldast, és csak az utdbbi kettérdl (a,-Pl, fibrinogén), ha plazminnal. A PMN-elasztaz in
vivo kifejtett hatasara a plazmaban mért PMN-elasztaz-a,-PI komplex alapjan
kovetkeztettiink. Mivel az a;-PI nagy (=40 uM) koncentracidban van jelen a plazmaban ¢€s
magas (8,8x107 M's™) masodrendii sebességi allandoval megkoti a szabad fazisban
(miikodési kompartmentjén kiviil) levd PMN-elasztazt [ XXX], az enzim-inhibitor komplex
jelenléte jelzi, hogy a szervezeten beliil a protedz mitkkddésbe 1épett, koncentracidja pedig
pszeudo-elsérendii koriilmények kozott egyenesen aranyos a felszabadult PMN-elasztaz
mennyiségével. Ugyanakkor, ahogyan a 12. dbra mutatja, az a;-PI plazma szintje és a
PMN-elasztdz-a;-PI koncentracidja kozott is 1étezik korrelacid (bar gyenge, de
szignifikans: r = 0,2987; p = 0,037). Tehat elképzelhetd, hogy a magasabb inhibitor
koncentraciok még felszabadulasa szinhelyén is erdsen korlatozzdk a PMN-elasztaz

funkcigjat.
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12. abra: Az 0,-PI és a PMN-elasztaz-a,-PI komplex korrelacidja. [XI]

crcr

mértiik. Minden ,,AA” jel egy-egy beteg mért értékeit jelenti, az egyenest az adatok alapjan linearis
regresszioval illesztettiik.
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13. dabra: A plazmak tPA-val indukalt fibrinolizisének lizisideje (tos) és a PMN-
elasztaz-a;-PI komplex korrelacidja. [XI]

crcr

megalvasztottuk és az alvadék turbiditasat kovettiik. A trombinnal egyiitt alkalmazott tPA indukalta
a lizist. A tog értékeket ugy szamitottuk, mint azt az id6tartamot, ami ahhoz sziikséges, hogy a
maximalis turbiditas a 80 %-ara csokkenjen. Minden ,,4” jel egy beteg adatait jelenti, az egyenest

linearis regresszioval illesztettiik az adatokra.

A 13. dbran bemutatott adatok szerint a plazma alvadék lizis-ideje korrelal a
PMN-elasztaz-a,;-PI koncentracidoval (r = 0.3672; p = 0.023), ha az oldast tPA-val
indukaljuk, és nem korrelal (r =0.1869; p = 0.405), ha plazminnal inditjuk (nem &brazolt

adatok). Igy ha a PMN-elasztaz-o,-PI koncentraciét a proteaz és az inhibitor lokalis
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egyensulyanak indikatoraként kezeljiik, ezt az eredményt ugy lehet értelmezni, hogy a
kevésbé gatolt lokalis PMN-elasztaz (alacsony PMN-elasztdz-a,-PI szint) gyorsabb tPA-
indukalta fibrinolizishez vezet, de nem hat ki a plazmin-inditotta fibrinolizisre. Tehat az in
vivo mikodé PMN-elasztaz olyan plazma faktort modositott, amely a plazminogén
aktivator és nem a plazmin hatasahoz kotddik. A PMN-elasztdz ismert plazma szubsztratjai
koziil a plazminogén lehet az a tényezd, amelynek a PMN-elasztazzal torténd modositasa
magyarazhatja megfigyelésiinket. A PMN-elasztaz eltavolitja az 1.-4. kringle doméneket a
plazminogénrdl, a miniplazminogént a tPA gyorsabban aktivadlja [92] és a keletkezd
miniplazmin az elézéekben targyalt hatékonysaggal (ami egyes esetekben feliilmulja a
plazminét) oldja a fibrint. A PMN-elasztaz egyéb potencialis célpontjai (fibrinogén, a,-PI)
valosziniileg nem szerepelnek a plazma fibrinolitikus potencidljanak leirt valtozasaiban,
mert ezek emésztése a plazmin-indukélta lizist is befolydsolnd, amit adataink nem

igazolnak.

4.4. Fibrinolizis perfuzios modellben

Az eddig ismertetett kisérleti Osszedllitdsoknal a fibrin oldasat statikus
koriilmények kozott vizsgaltuk, amikor az alkalmazott enzimek proteolitikus aktivitdsa
hatarozza meg az oldas sebességét. In vivo azonban a trombolizis keringés alatt zajlik,
amikor a nyomasi viszonyok befolyasoljak az enzimek transzportjat a trombusba, illetve a
nyiréerék a degradacids termékek levalasat a szilard matrixrol. Ennek megfelelden a
potencidlisan relevans proteazok (plazmin, miniplazmin és PMN-elasztaz) fiziologias
szerepének teljesebb értekeléséhez dramlas alatt is vizsgaltuk fibrinre kifejtett hatdsukat
[IIT]. Ehhez két modellrendszert alkalmaztunk: az egyikben az elore elkészitett henger
alaku fibrin (F-XIIla altal keresztkotott vagy nem-keresztkotott, ill. adott esetben
vérlemezke tartalmi) hosszanti tengelye mentén képzett iires csatornan keresztiil
proteazokat aramoltattunk, mig a masikban a protedz mar a fibrin polimerizacioja elott
egyenletesen eloszlott az alvadék teljes térfogatdban és a kdzponti csatorndn proteaz-
mentes puffert aramoltattunk. Mindkét esetben a keringd folyadékfazis fehérje tartalmat

kovettiik nyomon.
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14. abra: Fibrin oldasa kering6 proteazok hatasara. [I11]

Az elékészitett fibrin csatornan keresztiil 9 nM plazmint (P), 9 nM miniplazmint (MP) vagy 900
nM pankredsz elasztazt (PPE) aramoltattunk 25 s™' kezdeti nyirasi sebesség mellett és a keringd
folyadék abszorbanciajat folyamatosan mertiik 280 nm-nél (A,go) atfolyd kiivettaban. A,go=0,32
megfelel a fibrin 100 %-os feloldasanak.

Ha protedz-mentes puffert keringetiink protedz-mentes fibrin kozponti
csatornajan keresztiil, a folyadékfazis A,gy értéke nem emelkedik még a rendszeriinkben
alkalmazhato legmagasabb (500 s') nyirasi sebesség hatdsara sem, ami megfelel a
kozépméretli artéridkban eléforduld viszonyoknak. Tehat az altalunk modellként hasznalt
fibrin szerkezetek elég ellenalloak a fizioldgiasnak tekintheté mechanikai erdkkel
szemben. Elasztaz esetében a felszini cirkulacids kisérletek nagy anyagigénye miatt
(megkozelitdleg 4 ml térfogatban mikromolaris nagysagrendli enzim koncentracid),
amikhez nem tudtunk elegendé mennyiségli PMN-elasztazt biztositani, hatasat pankreédsz
elasztazzal modelleztik. Ez a megkozelités azért indokolt, mert statikus koriilmények
kozott a két elasztaz azonos fibrin degradacios termékeket ad és ezek idébeli megjelenése
megegyezik SDS poliakrilamid gélelektroforézissel vizsgalva (nem abrazolt adatok).

Amikor plazmin vagy pankreédsz elasztaz kering a fibrin csatorndn keresztiil, az
Ajpgo valtozasa iddovel linearis az alkalmazott nyirdsi sebességtdl fliggetleniil, mig
miniplazmin esetében egy kezdeti késleltetés utan all be e proteazra jellemzd meredekség
(14. abra). Az abszorbanciagorbe meredeksége csokken 60 — 70 %-os fibrinfogyas utan,
igy a termék felszabadulads kezdeti sebessége (AAzso/h vagy emésztett fibrin %/h
mértékegységekben) alkalmas a proteaz hatds jellemzésére (miniplazmin esetében a
késleltetés utdni meredekséget vessziik figyelembe). E paraméter alapjan eltérd nyirési
sebesség mellett a fibrinoldas eltéré modon fiigg az alkalmazott proteaz koncentracidjatol.
Alacsony (25 s™) nyiréasi sebesség mellett a fibrinoldas sebessége nem emelkedik tovabb
30 nM plazmin vagy miniplazmin koncentracio folott, illetve 1,5 uM elasztaz koncentracid
folott (15. dbra, A). Magas (500 s™) nyirasi sebesség mellett a fibrinoldas 120 nM-ig

emelkedd plazmin vagy miniplazmin koncentracidkkal gyorsul, és az igy bealld maximalis
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termék-felszabaduldsi sebesség ~3-szor magasabb a 25 s nyiréeré mellett mért értékhez
képest. Az elasztaz hatasara torténd oldas maximalis sebessége is 4-szeres kiilonbséget

mutat ebben a nyiréerd-tartomanyban.
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15. dabra: Fibrin oldasa valtozo nyirasi sebesség mellett keringé proteazokkal. [111]

A. A fibrin kozponti csatorndjan keresztiil plazmin (e,0), miniplazmin (V,V) vagy pankreasz
elasztaz (A ,A) keringett 25 s (kitoltott szimbolumok) vagy 500 s™ (iires szimbolumok) nyirasi
sebességgel. A fibrinoldasi sebességet (AAsgo/h) a I4.dbrdan illusztralt mérési gérbék alapjan
szamoltuk ki.

B. A fibrin kozponti csatornajan keresztiil 150 nM plazmin keringett 25 s™ nyirasi sebességgel a
mérés elején és 500 s nyirasi sebességgel a nyillal jelzett idépontot kdvetden. A fibrin degradacios
termékeket folyamatosan mértiik (Asg).

Amennyiben oldés kdzben noveljiik meg az dramlési sebességet (15. dbra, B), a
valtozas pillanataban hirtelen nagyobb mennyiségli termék jelenik meg a folyadékfazisban
¢s ezt kovetden a fibrin oldésa a nagyobb nyirderdnek megfeleléen zajlik. Ez az eredmény
arra utal, hogy plazmin hatasdra mar a kezdeti fazisban olyan degradécids termékek
keletkeztek, amelyeket csak a nagyobb nyirderdk képesek levalasztani a szildrd matrixrol.
Tehat ha a proteazok eltérd termékeket eredményeznek (mint pl. a plazmin és elasztaz),
aramlés alatt tapasztalt hatékonysaguk attol is fligg, hogy a termékek milyen erds
kolesonhatasokat 1étesitenek a szilard fazissal. Sot telité enzim koncentraciok mellett mar
nem az enzim proteolitikus hatékonysaga hatarozza meg a fibrinoldas sebességét, hanem a
termékek altal 1étesitett interakciok. Ezzel lehet magyarazni az aramlas alatt tapasztalt (4.
tablazat) ¢és a statikus koriilmények kozott megallapitott hatékonysagi sorrend (5. dbra)
kozotti eltéréseket (igy aramléas alatt csak 50 %-os a kiilonbség a plazmin és elasztaz

maximalis hatdsa k6zott, mig statikus koriilmények kézott tobb mint 10-szeres).
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4. tablazat: Eltéro szerkezetii fibrin oldasi sebessége keringo proteazok hatasara.
Fibrin kozponti csatornajan keresztiil plazmin, miniplazmin vagy pankreasz elasztaz keringett 500
s nyirasi sebességgel (mindegyik a 15.4 dbra adatai szerint telité koncentracioban). Az oldasi
sebességet a fibrin dsszmennyiségére vonatkoztatott dranként oldott fibrin mennyiségével (%/h,
atlag + standard hiba) fejeztiik ki. Kétszempontos ANOVA alapjan egy adott proteaz esetében az
eltérd fibrin szubsztratokon mért oldasi sebességek kozott a kiillonbségek szignifikansak (p<0,05)
[111].

oldési sebesség (%o/h)

nem-keresztkotott keresztkotott fibrin - keresztkotott fibrin +

fibrin vérlemezke
150 nM plazmin 27.4+0,9 19,2+ 0,8 12,3+04
150 nM miniplazmin 29,6 £2,2 21,8+0,9 152+1,7
1,5 uM elasztaz 20,0 £ 0,7 14,2+ 0.9 7,6+0,7

A 4. tablazat adatai szerint a vérlemezkék jelenléte (95 000/ul) szignifikansan
lelassitja a fibrin oldasat mindharom vizsgalt protedzzal. A lassitas hatterében a trombocita
transzglutamindz szerepét lehet feltételezni, de ugyanakkor lathatd, hogy a keresztkotott
fibrin nem annyira ellendllé a proteazokkal szemben mint a vérlemezke tartalmu fibrin. Ez
az eredmény tovabbi vérlemezke eredetli tényezok keresését inditotta, amelyek novelik a

trombolitikus rezisztenciat. Ezeket a 4.6 és 4.7 fejezet targyalja.
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16. dabra: Fibrin oldasa az alvadékba beépiilt proteazokkal aramlas alatt. [I11]

A. Proteaz-mentes puffert aramoltattunk 500 s nyirasi sebességgel olyan fibrin kozponti
csatornajan keresztiil, amely 7 nM (1. gorbe) vagy 3,5 nM (II. gorbe) plazmint tartalmazott, és 280
nm-en mért abszorbancia alapjan detektaltuk a degradacids termékeket. A ty jeloli a szovegben
definialt szétesési id6t. B. Proteaz-mentes puffert aramoltattunk 500 s™ nyirasi sebességgel olyan
fibrin kdzponti csatornajan keresztiil, amely 25 nM (folytonos vonal) vagy 12,5 nM (szaggatott
vonal) PMN-elasztazt tartalmazott, és 280 nm-en mért abszorbancia alapjan detektaltuk a
degradacios termékeket.
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Az alvadékba bekevert plazminnal torténd fibrinoldas harom jellemzd fazison
megy keresztiil (16. dbra, A). Kezdetben az oldékony termékek koncentracidja linearisan
emelkedik (I. fazis). Amikor az Agp elér egy adott értéket, az abszorbancia hirtelen n6 €s
ezt az ugrast jelentds abszorbancia oszcillaciok kovetik (II. fazis). E fazis alatt szemmel is
meg lehet figyelni az alvadék szétesését aprd részecskékre (e részecskék fényszorasa
okozza az Ajg kiugrasokat). A korpuszkularis elemek teljes emésztése utan az Ajsy
stabilizal6dik a fibrin teljes feloldasat jelzo szinten (II1. fazis). E végso Angp érték felének
eléréséhez sziikséges 1dot tekintjiikk az alvadék szétesési idejének (t3). Egy adott nyirasi
sebesség mellett a ty csokken a plazmin koncentracid emelésével, de az oldas II. fazisa
koncentraciotdl fliiggetleniil egy adott Aygy értéknél kezdddik (16. dbra, A). A fibrinbe
bekevert miniplazmin a plazminéhoz hasonlé fibrinoldasi profilt eredményez. A két
enzimre jellemzd szétesési idok értékeit a 17. dbra mutatja be. A nyirasi sebesség
emelésével a plazmin vagy miniplazmin tartalmt fibrin szétesési ideje csokken, ami arra
utal, hogy kisebb nyirderdk csak elérehaladtabb emésztettségi staddiumban (vagyis késébb)
képesek szétszedni a fibrin szerkezetét. Erdemes megjegyezni, hogy mar 50 s nyirasi
sebesség mellett is, ami megfelel a nagy véndkban tapasztalt hemodinamikai viszonyoknak
[133], jelentdsen lerdvidiill a szétesési id6 és igy az elézdekben emlitett ,.intrinsic”

fibrinolizis [114] hozzéjarulhat a vénas tromboembolizmus klinikai képéhez.
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17. abra: Nyiréerok hatasa plazmin és miniplazmin tartalmu fibrin szétesési idejére.
[11I]

A fibrin 7 nM plazmint (e) vagy miniplazmint (o) tartalmazott és kozponti csatornajan keresztiil
proteaz-mentes puffert aramoltattunk kiilonb6z6 sebességgel. A szétesési id0 (ty) értékét a 16.

crcr

fibrin szétesési ideje 500 s™ nyirasi sebességgel aramoltatott pufferben.
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Mivel a PMN-elasztdz tartalmi fibrin nem esik szét még az daltalunk
alkalmazott legnagyobb nyirasi sebesség mellett sem (I6. dbra, B), indokolt
Osszehasonlitani a plazmin, miniplazmin és PMN-elasztaz hatdsara keletkezd degradacids

termékeket (18. dbra).

f=340kD

L 100 kD

18. abra: Proteaz tartalma fibrinbdl aramlas alatt keletkezo degradacios termékek.
[11I1]

A 7 nM plazmin, 7 nM miniplazmin vagy 12,5 nM PMN-elasztaz tartalmi fibrin kdzponti
csatornajan keresztiil 25 s nyirasi sebesség mellett protedz-mentes puffert dramoltattunk. Mind a
szilard, mind a folyadék fazisban levd emésztési termékeket 4-15 %-os poliakrilamid
gélelektroforézissel azonositottuk, amihez a mintdkat 2 % SDS és 4 M urea tartalmtl pufferrel
kezeltiik. Mintak: kering6 folyadék fazis a szétesés pillanataban plazmin (1) vagy miniplazmin (3)
tartalmu fibrinbdl; szilard fazis plazmin (2) vagy miniplazmin (4) tartalmu fibrinbdl az oldas
kezdeti lineéris szakaszabdl; keringé folyadék (5) és szilard (6) fazis PMN-elasztdz tartalmi
fibrinb6l a maximalis Aygg érték felénél; proteaz-mentes intakt fibrin (7).

Aramlas alatt a szétesés el6tti stddiumban plazminnal és miniplazminnal
emésztett fibrin szilard maradvanya féleg nagy molekulatomegii termékeket (250 kDa, un.
fragmentum X) tartalmaz (18. dbra). Széteséskor a partikularis elemeket is tartalmazo
folyadékfazisban mar kisebb molekulatomegli termékeket detektalunk (150 és 100 kDa,
un. fragmentum Y, ill. D). A PMN-elasztaz altal emésztett fibrint akkor vizsgaltuk, amikor
Ajgo alapjan az Gsszes varhato oldékony termék fele mar megjelent a folyadékfazisban.
Ilyen emésztettségi allapotban mind a keringd, mind a maradvany szildrd fazis a
fragmentum Y-ndl nagyobb termékekbdl all. A fragmentum Y és D korai megjelenése
plazmin és miniplazmin hatdsara magyardzatot adhat arra, hogy aramlas alatt a fibrin
alvadék szétesése akkor kovetkezik be, amikor az Osszes fibrin csak kis része ment at
oldott fazisba (16. A dbra). igy ez az eredményiink [III] 6sszhangban 4ll azzal a késébb
kozolt ténnyel, mely szerint a perfundalt fibrin teljes feloldasdhoz az 6sszes fragmentum E
— fragmentum D 0Osszekottetés csak 25 9%-at elegendd megsziintetni [51], €s egyben
hangsulyozza, hogy aramlés alatt nemcsak a hidrolizalt peptidkotések szama, hanem ezek
térbeli eloszlasa is fontos a litikus hatékonysag szempontjabol. A PMN-elasztaz hatdsara

keletkezé nagyobb méretli degradacios termékek nem teszik lehetdvé az alvadék szétesését
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még a kdzepes nagysagu artéridkra jellemzé hemodinamikai viszonyok kozott sem, ami
ugyan lassu oldashoz vezet, de in vivo trombolizis szempontjabol akar elény0s is lehet,
mert nem rejti magaban az embolizécio lehetdségét.

Aramlas alatt végzett vizsgalataink arra hivtak fel figyelmiinket, hogy a
vérlemezkék trombusok stabilitasaban betoltott szerepe még rejthet ismeretlen elemeket,
valamint arra, hogy a trombolitikus rezisztencia hatterében érdemes olyan tényezdk utan
kutatni, amelyek a fibrin monomerek €és a degradéacids termékek kozti kolesonhatasokat
befolyasoljak. Az ilyen irdnyba inditott kutatdsaink eredményeit a 4.6-4.7 fejezetek

ismertetik.

4.5. tPA altal katalizalt plazminogén aktivdacio moduldtorai

Az eddig ismertetett eredmények a fibrint kdzvetleniil bontd protedzok
jellemzésére vonatkoztak. Ahogy azonban a Bevezetésben targyaltam, a trombolizist
altalaban valamelyik plazminogén aktivator inditja és ezek koziil a tPA hatasa erdsen fligg
az aktivacioban résztvevd kofaktoroktol. A trombolizis variabilis hatékonysaganak
hatterében tehat az is allhat, hogy a tPA altal katalizalt plazminogén aktivaciot eddig
ismeretlen tényezék is befolyasolhatjak. Jelen fejezet a plazminogén aktivacio

szabalyozasara vonatkoz6 néhany megallapitasunkat ismerteti.

4.5.1. Denaturalt protrombin

A protrombin egy-lanci glikoprotein (70 kDa molekultomeg), amely N-
terminalis Gla-doménbdl, két kringle doménbdl és C-termindlis katalitikus (trombin)
doménbdl all [134]. A Gla-domén és az 1. kringle alkotja az un. protrombin fragmentum-1-
t, mig a 2. kringle és a katalitikus domén a pretrombin-1-t. A protrombin egyetlen ismert
biologiai szerepe, hogy a trombin prekurzoraként szolgal.

A nativ sertés plazminogén, amely a humant6l eltéréen aszparaginsavat
tartalmaz az N-termindlison (Asp-plazminogén), nehezen aktivalhaté [135,136], amely
részben annak tudhat6 be, hogy a 77. pozicidban a human szekvencidban szerepld Lys
helyett Arg talalhatd. A Lys — Arg csere miatt a plazmin csak nehezen tudja eltavolitani a
pre-aktivacios peptidet és igy elmarad a Bevezetésben targyalt pozitiv visszacsatolas az
aktivaci6 soran. Ennek koszonhetden a sertés plazminogén aktivaciojakor tisztabb
formaban érvényesiilnek a tPA-kofaktor hatasok és a nativ és desl-77- plazminogént
Osszehasonlitva el lehet kiiloniteni a visszacsatoldsi mechanizmusokat. Ez indokolta a

sertés plazminogén hasznalatat ezekben az aktivacios kisérletekben.
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19. abra: Denaturalt protrombin hatisa a nativ plazminogén aktivaciéjara tPA-val.
[V]

Asp-plazminogént (1,1 pM) aktivaltunk tPA-val (30 nM) kiilonb6z6 protrombin preparatumok
jelenlétében (mindegyik 100 pg/ml koncentracidoban). A feltiintetett idépontokban az aktivacios
elegyben keletkezett plazmin aktivitdsat Spectrozyme-PL szubsztraton mértiik. Hozziadott
preparatumok: semmi (©), nativ protrombin (A), plazminnal 10 percig eldkezelt nativ protrombin
(A), plazminnal 18 o6raig el6kezelt nativ protrombin (V¥), hd-denaturdlt protrombin (D),
plazminnal 10 percig elékezelt ho-denaturalt protrombin (m), plazminnal 18 6rdig elékezelt ho-

denaturalt protrombin (®), plazminnal 10 percig el6kezelt h6-denaturalt protrombin és 250 pM

6AH (e). A hé-denaturalas 90 °C-on 5 percig torténd kezelést jeldl, a plazmin eldkezeléshez pedig
1 mg/ml protrombint 0,1 uM plazminnal 22 °C-on inkubaltunk, amit a plazmin gatlasa kovetett
diizopropil-fluorofoszfattal.

A nativ protrombin még plazmin-eldékezelés utan sem serkenti a tPA-katalizalta
plazminogén aktivaciot (19. abra). H6-denaturalas utdn azonban, egy kezdeti lassabb fazist
kdvetden a protrombin jelentdsen felgyorsitja az aktivaciot €s ez a késleltetd fazis eltiinik,
ha a ho-denaturalt protrombint plazminnal elékezeljiikk. Amennyiben a plazminogén pre-
aktivacios peptidet elozetesen plazminnal eltdvolitjuk, a denaturdlt protrombin ennek a
des1-77-plazminogénnek az aktivaciojat is serkenti (20. abra). A h6-denaturalt protrombin
mellett a h6-denaturdlt pretrombin-1 is erds tPA-kofaktor, mig a protrombin fragmentum-1
¢s a trombin még denaturdlds utdn sem serkentik a plazminogén aktivaciot (5. tdblazat).
Ezek az adatok a denaturdlt protrombin 2. kringle doménjére lokalizaljak a kofaktor
funkciot. A hdé-denaturalt protrombin hatasdban jelentkezd kezdeti késleltetés, a plazmin-
elékezeléshez kothetd serkentés és ennek 6AH-val torténd felfliggesztése pedig a plazmin
hatdsara a hd-denaturdlt 2. kringle-ben exponalt lizin oldallancok szerepére utalnak a
kofaktor funkcidoban. A nativ és desl-77-plazminogén Osszehasonlitasa (19. és 20. dabra)
arra enged kovetkeztetni, hogy bar a pre-aktivacidos peptid eltavolitasa kedvez az
aktivacionak kofaktor hidnydban, a kofaktor funkcid érvényesiilése nem fligg Ossze a

jelenlétével.
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20. abra: Denaturalt protrombin hatasa a des1-77-plazminogén aktivacidjara tPA-val.
[V]

Desl-77-plazminogént (1,2 puM) aktivaltunk tPA-val (30 nM) plazminnal elékezelt eltérd
elegyben keletkezett plazmin aktivitasdt Spectrozyme-PL szubsztraton mértiik. Hozzdadott
preparatumok: semmi (0), 250 uM 6AH (e), 100 pg/ml nativ protrombin (A), ho-denaturalt
protrombin 20 pg/ml (A), 40 pg/ml (V), 100 pg/ml (o), 200 pg/ml (0), 100 pg/ml hé-denaturalt
protrombin és 250 uM 6AH (m). A hé-denaturalas és a 10 perces plazmin elokezelés a 19. abrdndl
leirtak szerint tortént.

5. tabldazat: Protrombin preparatumok hatasa a desl-77-plazminogén aktivacidojara
tPA-val. [V]

A plazminogén aktivaciot a 20. abranal bemutatott koriilmények kozott végeztiik és a 30. percben
mért plazmin aktivitdst a kofaktor-mentes aktivacioban kapott aktivitasra vonatkoztatott
aranyszammal fejeztiik ki.

100 pg/ml hozz4adott preparatum Relativ plazmin aktivitds az aktivacio 30. percében
kofaktor nélkiil 1,0
nativ protrombin 1,3
hé-denaturalt protrombin 6,5
hé-denaturalt protrombin fragmentum-1 1,2
hé-denaturalt pretrombin-1 8,0
h6-denaturalt trombin 1,0

Bar a plazmin mind a nativ, mind a hdé-denaturalt protrombint képes bontani
(21. abra) a tPA-kofaktor funkcié kizarolag a hoé-denaturdlt szarmazékokhoz kotddik.
Amennyiben a hd-denaturdlt protrombin emésztési termékeit gél-filtracidval AcA-34
oszlopon szétvalasztjuk, csak az eredetivel megegyez6 molekulaméretii termékek fejtik ki
a kofaktor hatast. Ezek az eredmények indokoltak a kofaktor funkcid szerkezeti alapjainak
részletesebb vizsgalatat, amit albuminon modelleztiink és a kovetkezd fejezetben kertil
ismertetésre.

Bar eredményeink alapjan fel lehet vetni, hogy a trombusban levd leukocitak
altal kivaltott oxidativ stressz koriilményei kozott a protrombin hasonldé modon
denaturalodik és igy pro-fibrinolitikus szerepre tesz szert, ezt nagy Ovatossaggal és csak

érdekes hipotézisként lehet kezelni, amelyre egyeldre nincs in vivo adat.
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21. abra: Nativ és ho-denaturalt protrombin emésztése plazminnal. [V]

Protrombint (1 mg/ml) plazminnal (60 nM) kezeltiink és a jelzett idopontokban mintakat vettiink
ki, amelyeket SDS kezelés utan redukcido nélkiil 10-15 % gradiens poliakrilamid gélen
elektroforézissel vizsgaltunk. A bal és jobb oldali sz€éls6 minta a nativ protrombin emésztését
mutatja, a tobbi a h6-denaturalt protrombinét.

4.5.2. Denaturalt albumin

Munkacsoportunktol szarmazé korabbi adatok alapjan [137] a human szérum
albumin (HSA) hé-denaturalas utdn az elézéekben ismertetett protrombinhoz hasonldéan
kofaktorként viselkedik a plazminogén aktivacidoban. A kisérleti munkénk szempontjabol a
HSA nagy elénye a protrombinnal szemben, hogy konnyen €s nagy mennyiségben
ismertek: a molekulak szét- és ujratekerednek, instabil szerkezetek aggregatumai jonnek
létre intermolekularis diszulfid hidak vagy intermolekularis B-red6zott lemezek révén,
amelyek relativ szerepe a denaturdlt HSA végsd szerkezetében a denaturalas
korlilményeitdl fiiggden valtozhat [138-140]. Az utdbbi években napvilagra keriilt adatok
az intermolekuldris B-red6zott lemezek jelentdségét hangsulyozzak a fibrin és amiloid
eredetli peptidek valamint glikalt albumin kofaktor funkcidjaban [141,142], de mi a HSA-t
modell molekulaként felhasznalva tovabbi szerkezeti jellemzOk utan néztiink, amelyek
ezért a funkcidért feleldsek [XV].

A nativ. HSA nem mutat kofaktor tulajdonsagokat a tPA-katalizalta
plazminogén aktivacidban (22. dbra). HoO-denaturaciot kovetéen azonban a HSA
felgyorsitja az aktivaciot €s a protrombinnal tapasztaltakhoz hasonléan a plazmin-
elékezelés felerdsiti ezt a hatast. A nativ HSA plazmin-kezelése nem vezet kofaktor
tulajdonsagok megjelenéséhez. Az el6zdekben emlitett adatok miatt, melyek szerint a
kofaktor funkci6 intermolekuléris B-red6zott lemezek jelenlétéhez kothetd, az a-krisztallin

kofaktor funkciojat is vizsgaltuk. A nativ o-krisztallin 800 kDa koriili oligomerek
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formdjaban létezik, amelyek atlag &tmérdje 10 nm és B-reddzott lemez tartalmuk jelentds, a
polipeptidlancok hosszuk kb. 30 %-aval ilyen szerkezetet alkotnak [143,144]. Bar az a-
krisztallin kifejt bizonyos kofaktor hatast, ez nem ¢éri el a denaturdlt HSA hatasat (22.

dbra).
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22. abra: Kofaktor hatasok a tPA-katalizalta plazminogén aktivacioban. [XV]

A plazminogén (3,2 uM) aktivaciojat tPA-val (74 nM) inditottuk a felsorolt kofaktorok (0,1 mg/ml)
jelenlétében és az aktivacio 4. percében Spectrozyme-PL szubsztraton mértiik a keletkezett plazmin
aktivitasat, amelyet relativ egységekben fejeztiink ki (kofaktor nélkiil keletkez6 plazmin aktivitasat
1-nek tekintjiik). Roviditések: nHSA, nativ HSA; dHSA, HSA denaturalt 100 uM koncentracioban
80 °C-on 90 perc alatt; +P, a kofaktor 0,35 pM plazminnal torténd kezelése 2 h alatt 37 °C-on az
aktivaciot megel6zoen; FDP, CNBr-hasitott fibrinogén fragmentumok (a tPA standard kofaktora);
Cryst, nativ a-krisztallin.
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23. dabra: HSA aggregatumok vizsgalata SDS gélelektroforézissel. [XV]

Az SDS gélelektroforézist redukalé (R) és nem-redukald (NR) koriilmények kozott végeztiik 4-15
% gradiens poliakrilamid gélen. Roviditések: nHSA, nativ HSA; dHSA, HSA denaturalt 100 uM
koncentracioban 80 °C-on 90 perc alatt; +P, a kofaktor 0,35 uM plazminnal t6rténd kezelése 2 h
alatt 37 °C-on az aktivaciot megel6zden.
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Az SDS-kezelt mintdk gélelektroforézise soran nem-redukdlod koriilmények
kozott a HSA mind monomer (67 kDa), mind aggregalt (féleg dimer) formaban mutathato
ki (23. dbra). Redukcioval eliminalni lehet az aggregatumokat, ami arra utal, hogy a HSA

b

molekulak kozotti diszulfid hidak okozzdk a dimer-képzést a ,nativ’ mintdban. Ez a
»hativ’ HSA azonban nem rendelkezik kofaktor tulajdonsidgokkal (22. dbra), tehat a
monomerek ¢és a kezdeti aggregatumok még nem elegenddek a kofaktor funkcidhoz.
Hokezelés utan (80 °C, 90 perc, 100 uM HSA) a HSA olyan méretli aggregatumokat
tartalmaz, amelyek nem Iépnek be a poliakrilamid gélbe nem-redukald koriilmények

kozott. A plazmin kezelés 6nmagaban nem elimindlja ezeket az aggregatumokat a kiterjedt

emésztés ellenére, ami a redukaldé mintakon latszik.
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24. abra: Nativ és denaturalt HSA preparatumokban levo részecskék méreteloszlasa.
[XV]

A HSA preparatumokban levo részecskék méretét dinamikus fényszoras alapjan hataroztuk meg a
[XV] mellékletben leirtak szerint és relativ eléfordulasukat abrazoltuk. Roviditések: nHSA, nativ
HSA; dHSA, ho-denaturalt HSA; +P, plazmin-kezelt HSA. A denaturacio és plazmin kezelés a 22.
dbranal leirt moédon tortént.

A nativ HSA preparatumban levo részecskék fényszoras alapjan becsiilt sugara
a legtobb esetben 4 nm kortili értékre esik, ami a HSA nagysagu szferikus alaki monomer
méretének felel meg (24. dbra). Az closzlasi gorbe viszont elég tag ¢s atfedi a dimer
méretnek megfeleld sugarértéket is (9 nm koriil). Plazmin kezelés utan a nagyobb méretii
részecskék eltlinése miatt az eloszlasi gorbe sziikiil, ami arra utal, hogy ezek jobb
szubsztratjai a plazminnak. HoOdenaturaciot kovetéen 40 nm sugara aggregatumok
dominalnak az eloszlasi gdrbén, de egy kisebb méretli frakcid is jol elkiiloniil, aminek a 9-
10 nm koriili sugara HSA dimernek felel meg. A denaturdlt HSA plazmin kezelése nyoman
az eloszlasi gorbe maximuma a kisebb sugarértékek felé tolodik, de az atlagméret joval a
dimer nagysag folott marad, ami arra utal, hogy a nagyobb aggregatumok jobb
szubsztratjai a plazminnak, de mégsem torténik kiterjedt emésztés. Ez az eredmény

Osszhangban all az SDS elektroforézis adataival (23. dbra). A denaturacid hatasara
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megjelend kofaktor funkcio (22. abra) és a részecskeméret alakuldsa felveti annak
lehetdségét, hogy a kofaktor tulajdonsag bizonyos részecskeméretet igényel.
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25. abra: Hoé-denaturalt HSA tPA-kofaktor tulajdonsaga az aggregatum-méret
fiiggvényében. [ XV]

A hd-denaturalt HSA-t (230 uM, 80 °C, 60 perc) centrifugalassal (100.000g, 60 perc) két frakciora
valasztottuk szét (fels6: 50 ul feliiluszo, als6: 50 ul iiledék felletti frakcid) és a részecskeméret
eloszlasat (A) valamint plazminogén aktivacidban kifejtett kofaktor hatast (B) kiilon-kiilon
frakcionként vizsgaltuk a 24., ill. 22. dbranal ismertetett moédon. Az abra A. részében a folytonos
vonal a nem-frakcionalt denaturalt HSA méreteloszlasat mutatja, a szaggatott vonal az iiledék
feletti frakcioét, a szaggatott és pontozott vonal pedig a feliiluszo6 frakcioét. A B. rész 5
plazminogén-aktivacié mérés atlagat és standard deviancidjat mutatja be, a csillagok p<0.001
szignifikancia szintet jeldlnek.

Centrifugalast (10° g, 60 perc) kdvetden a hd-denaturalt HSA két frakciojat
vizsgaltuk parhuzamosan tPA-kofaktor hatds és részecskeméret tekintetében: feliiliiszo,
amely a centrifugalasba bevitt fehérje 13 %-at tartalmazta, és iiledék felletti frakcid, amely
a bevitt fehérje 17 %-at tartalmazta (25. abra). A centrifugalas mindkét frakciobol
eltavolitja a 100 nm-nél nagyobb sugaru aggregatumokat ¢€s jelentdsen csokkenti a 10 —
100 nm sugart részecskék aranyat a feliiliszoban. Az iiledék felletti frakcioban talalhato
részecskék mérete megfelel a dimerek, ill. a két, harom, vagy tobb monomerbdl 4ll6
aggregatumok méretének. A feliilusz6, amely f6leg monomer és dimer nagysagu
részecskéket tartalmaz, szignifikansan gyengébb kofaktor hatdst fejt ki mint az iiledék
felletti frakcio. Ezek a megtfigyelések arra utalnak, hogy az aggregatumok csak bizonyos
kiiszobméret felett képesek kofaktor funkcidra. Ahogy fibrin esetében jol ismert [145], a
kofaktor megfeleld pozicidban koéti meg a plazminogént és a tPA-t igy biztositva az
aktivaciohoz optimalis orientacidt. Ebbdl kovetkezik, hogy ehhez megfelelé nagysagu
felszinre van sziikség.

A tioflavin-T rendezett B-red6zott lemezekhez kotddik és ennek kovetkeztében
fluoreszcencidja emelkedik. E tulajdonsdg alapjén a tioflavin-T hasznalhat6 ismétlédo anti-
parallel B-red6zott szerkezetek ¢és szabdlytalan aggregatumok elkiilonitésére [146].
Vizsgalatainkban a tioflavin-T kotddés alapjan Osszehasonlitottuk a kiilonbozé HSA

preparatumok B-red6zott lemez tartalmat (26. abra).

48



60

504+ x

= =
@ 40+t =
© -
Q =
S 30+
Q =
?
© 20+ -
o
3
= 104+ =
e o ° .
0“' . . P ® e © @
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

[ThT] (uM)

26. dabra: HSA B-red6zott lemez tartalma tioflavin-T kotodés alapjan. [XV]
2 uM hoé-denaturalt (m) vagy nativ (e) HSA-hoz eltéré koncentracidban tioflavin-T-t adtunk hozza
¢és a fluoreszcenciat (excitacid 450 nm, emisszio 482 nm) mértiik.

Emelkedd tioflavin-T koncentracié mellett a nativ HSA fluoreszcencidja alig
valtozik (26. dabra). A ho-denaturalt HSA esetében viszont a fluoreszcencia dramaian
emelkedik, ami ismétldd0 P-red6zott szerkezetek jelenlétére wutal az albumin
aggregatumokban. A kofaktor hatds (22. abra) és a HSA preparatumon tioflavin-T alapjan
becsiilt B-reddzott tartalma kozotti parhuzam Osszhangban all az amiloiddal és glikalt
albuminnal kapcsolatban kozolt adatokkal [141,142]. Az a-krisztallin magas B-red6zott
lemez tartalma és relative gyenge kofaktor hatisa (22. dbra) viszont arra hivja fel a
figyelmet, hogy valosziniileg nem 6nmagaban a B-redézott szerkezet, hanem az altala
fenntartott aggregatumok nagyobb mérete is sziikséges a kofaktor funkciohoz. Réadésul a
hé-denaturalt HSA esetében az intermolekuldris B-red6zott szerkezet nem az egyetlen
tényezd, amely Osszetartja az aggregatumokat. A 23. dbra tantsaga szerint a diszulfid
hidak redukcioja is sziikséges a hd-denaturdlt HSA aggregatumok szétszedéséhez, ami
csoportjanak blokkolasa mérsékli az irreverzibilis denaturaciot [138]. gy bar a B-reddzott
szerkezet jelenléte sziikséges, de nem ez az egyetlen feltétele a denaturdlt HSA kofaktor
funkcidjanak.

A HSA plazmin kezelése nem befolyésolja a tioflavin-T fliggd fluoreszcenciat
(a 26. abrdan nem tiintettiikk fel ezeket az adatokat, mert pontosan megegyeznek a nem
kezelt mintak adataival) és mérsékelten csokkenti az aggregatumok méretét (24. dbra). igy
a plazmin kofaktor-funkciot erdsitd hatasa (22. dbra) nem magyardzhaté a fentiekben
targyalt B-red0zott szerkezettel €s részecskemérettel. Ugyanakkor ez a hatas nem meglepd,
hiszen a plazmin lizin melletti peptid kotéseket hasit €s ily moédon a denaturalt HSA

aggregatumokban 1) C-terminalis lizin oldallancok valnak hozzaférhetévé a plazminogén
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szamara, aminek pozitiv hatdsit a plazminogén aktivaciéra mar ismertettem a
Bevezetésben a fibrin kofaktor funkcioja kapcsan.

A HSA-val végzett modellkisérleteink igazoljak, hogy a fehérjék denaturalasa
soran olyan szerkezeti atalakulasok torténnek, amelyek a plazminogén aktivacioban
kofaktor tulajdonsagként jelennek meg. Mivel a trombusokban és éltaldban a gyulladasos
folyamatokban az oxidativ stressz altal kivaltott denaturdcid egészen valtozd mértékii
lehet, feltehet6leg in vivo a tPA rendkiviil heterogén kofaktor-kérnyezetben miikodik és

igy eltérd hatasfoku lehet az altala katalizalt plazminogén aktivacio.

4.5.3. Plazminogén kovalens modositasa metilglioxallal

crer

az alternativ kofaktorok oldalardl kozelitettik meg. In vivo azonban azzal is lehet
szamolni, hogy a zimogén kiilonb6zé fokll poszt-transzlaciés modositasokon megy
keresztiil, amelyek egyes patologids allapotokban befolyasolhatjdk aktivalhatdsagat vagy a
modositott zimogénbdl keletkezd plazmin aktivitasat. A diabetes mellitus kozismerten
olyan allapot, amelyben a nem-enzimatikus fehérje-modositasok legalabb részben
felelosek a betegség késdi szovodményeiért. Ezek nemcsak gluk6z részvételével zajlanak,
hanem mas vegyiiletekkel is, amelyek a glukdznal kisebb koncentracioban fordulnak eld,
de nala reaktivabbak. A metilglioxal olyan a-oxoaldehid, amely konnyen modositja a
fehérjék szulfhidril, amino és guanidin oldallancait (cisztein, lizin, arginin) [147].
Diabéteszben az indukalt CYPIIE] izoenzimek hatdsara keletkezhet acetonbdl vagy a
felszaporodott tridz-foszfatokbol keletkezik, plazmaszintje elérheti a 10 uM értéket is
[148,149]. Figyelembe véve a plazminogén 5 6ras fél-¢letidejét a keringésben [150] és azt
a lehetdséget, hogy a plazminogén bioszintézisének szinhelyén, a majban a CYPIIE1
hatasdra nagysagrendekkel magasabb metilglioxal koncentraciok is el6fordulhatnak,
indokoltnak tlinik megvizsgalni a plazminogén fogékonysagat metilglioxallal torténd
modositasra és ennek funkcionalis kdvetkezményeit az aktivacid és a plazmin aktivitas
tekintetében [VI].

Fehérjék metilglioxallal torténd kezelése 11j fluorofor csoportok megjelenéséhez
vezet, amelyek excitdcids maximuma 320 nm, emisszidos maximuma 400 nm koriil
talalhat6 [151,152]. A metilglioxal és arginin reakciojanak terméke argpirimidin, amelynek
fluoreszcencia spektruma hasonlit a metilglioxallal mddositott krisztallin és albumin
fluoreszcencidjara [153]. Metilglioxal kezelést kovetden a plazminogén fluoreszcencia
spektruma is hasonloan valtozik (27. dbra), amely jelzi, hogy a plazminogén is érzékeny

metilglioxal modositasokra.
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27. a’bra' Metilglioxz’tllal médositott plazminogén ﬂuoreszcencia spektruma [VI]

mM-ban.

Mivel a [VI] mellékletben kozolt adataink szerint a metilglioxéllal modositott
plazminogénbdl keletkezd plazmin kinetikai tulajdonsagai is megvaltoznak, az aktivacio
nyomonkovetése plazmin aktivitds alapjan csak a modositott plazmin kalibraldsa utan
lehetséges. Ilyen esetben a plazminogén — plazmin atalakulds lefolyasarol kozvetlen
informdciot a redukdld koriilmények kozott végzett gélelektroforézis ad, amely az
egylanct zimogénnek ¢€s a kétlanct aktiv formdjanak relativ mennyiségét detektalja (28.
dbra).

t-PA + FSF
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28 abra Metilglioxal altal mdédositott plazminogén aktivacioja tPA-val. [VI]

A plazminogént (5 pM) 1 mM metilglioxallal kezeltiik 1 6ran 4t 37 °C-on. Ezt kovetden dializissel
eltavolitottuk a szabad metilglioxalt és a plazminogén aktivaciét 75 nM tPA-val inditottuk 200
pg/ml FSF (CNBr-hasitott fibrinogén fragmentumok) jelenlétében vagy hianyaban. Az aktivacid
jelzett idopontjaiban vett mintdkban SDS és -merkaptoetanol kezelés utdn 12 %-os poliakrilamid
gélen elektroforézissel szétvalasztottuk az aktivacios termékeket. Roviditések: PG, plazminogén;
PHC, plazmin nehéz lanc; PLC, plazmin konny(i lanc; MG-PLG, metilglioxal-modositott
plazminogén; PLG, nativ plazminogén.

Az egylanct plazminogén kétlancu plazminnd atalakulasa (28. dbra) jelentésen

lelassul a denzitometrias értékelés adatai szerint (6. tablazat).
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6. tabldzat: Plazminogén — plazmin atalakulas tPA hatasara. [VI]

A 28. abran bemutatott kisérletek denzitometriasan értékeltiik ki és az egyes mintakban eléfordulo
fehérjelancok mennyiségét (optikai denzitds szorozva a csik teriiletével) mutatjuk be relativ
egységekben (egy adott mintadban levl Gsszes fehérje gélen mért optikai szignal alapjan becsiilt
mennyiségét tekintjiik 100 %/nak). Roviditések: a 28. abranak megfelelden.

Aktivacios id6 Plazmin mennyiség (az dsszfehérje %-aban)

(perc) Plg MG-PIg Plg+FSF MG-Plg+FSF
30 28 18 44 44

60 37 23 46 47

90 48 25 50 51

120 54 27 54 55

A fibrinogén CNBr-al hasitott fragmentumai, amelyek a tPA hatékony
kofaktorai a plazminogén aktivacioban, teljesen felfiiggesztik a metilglioxal moddositas
gatld hatdsat (6. tdblizar). Ez az eredmény arra utal, hogy a fluoreszcencia spektrumban
(27. abra) tiikkr6z6do szerkezeti modositas a plazminogén molekulaban olyan konformacio
valtozashoz vezet, amelynek kovetkeztében a zimogén kevésbé érzékeny tPA-ra, de nem
érinti kolcsonhatasat a kofaktorral. igy a fibrinogén fragmentumok képesek helyreallitani a
plazminogén aktivalhatosagat.

Az altalunk leirt kovalens modositas gyakorlati jelentdsége abban rejlik, hogy a
terapias trombolizisnél olyan plazminogén aktivatorokat is alkalmaznak, amelyek
hatasmechanizmusa nem igényel kofaktort (pl. streptokiniz, urokindz). Igy a terapids
valasz egészen valtozo lehet, amikor ezek a fibrinolitikus agensek a beteg szervezetében
esetleg modositott plazminogénre fejtik ki hatasukat. Egyben eredményeink arra is
felhivjak a figyelmet, hogy még rovid életideji fehérjék esetén is in vivo szamolni lehet a
fehérje-oregedés jelenségével, ha ez alatt a nativ szerkezet fokozatos elvesztését értjiik,

hiszen kisérleteinkben alkalmazott inkubacids idok és anyagkoncentraciok dsszevethetok a

crer

4.6. A miozin fibrinolizist moduladlo szerepe

A kovetkezd fejezetekben egy-egy modulator anyag komplex hatésat
ismertetem a 3. oldalon felvazolt séma két fazisaban szerepld enzimek miikodésére. Igy
remélhetdleg egységes kép fog kialakulni a trombolizisben betdltott szerepiikrol. A
vizsgalt modulator anyagok egy része a trombusokban eléforduld sejtes elemekbdl
szarmazik. A vérhez képest a trombusokban 20 — 30-szorosara is megnd az egységnyi
térfogatra jutd vérlemezke szam (10 ml vérben levd trombocitak 400 upl artérids
trombusban koncentrdlédnak be [154]). Igy ha azzal szamolunk, hogy a miozin a
trombocita-fehérje tomegének 5 %-a [155], ez azt jelenti, hogy az artérids trombusokban a

miozin koncentracio 0,5 — 1 uM koriil lehet, ami nem sokkal marad el a fibrin monomer
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koncentraciojatol (3 — 5 uM). A trombocita citoszkeletonja képes fibrinhez kotddni [156]
és aktivaciojuk soran a vérlemezkék filopédiumokat képeznek a fibrinrostok koré,
amelyekben vastag miozin filamentumok rendezédnek [157]. Két o6raval a trombus
inicidcidja utdn trombocita-nekrozis morfologiai jeleit lehet megfigyelni artérids
trombusokban ¢és 6 oOraval késObb a szétesett vérlemezkék domindljdk a trombusok
elektronmikroszkopos képét [154]. Ugyanakkor érdemes megjegyezni, hogy ezzel
parhuzamosan semmilyen jelét nem lehet megfigyelni annak, hogy 12 h-val a trombus
keletkezése utan a fibrin lebontasa elkezdddott volna [154]. Tehat a néhany 6rés artérias
trombusokban azzal lehet szamolni, hogy a vérlemezkék citoplazma tartalma bekeveredik
a fibrinhalo szerkezetébe. E felvetés tesztelése végett vizsgaltuk miozin jelenlétét

sebészileg eltavolitott trombusokban (29. dbra).
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29. abra: Artérias trombusok miozin tartalma. [1X]

Human arteria iliaca-bol kivett trombusban vizsgaltuk miozin jelenlétét. Az a) részben a hasznalt
immunhisztokémiai reakcioval [IX] barnara fest6dé miozin pontszerii lerakodasokat (nyilak) képez
a vorosvértestek mellett. A b) rész negativ kontroll, amelyet az a) részben bemutatott metszettel
azonos modon kezeltiink, de az anti-miozin antitestet alkalmazas elott ezerszeres molaris
feleslegben miozinnal kezeltiik. Az @) és b) részben a nagyitas 400x. A ¢) (20x eredeti nagyitas) és
d) (40x eredeti nagyitas) rész ugyanerrél a trombusrdl késziilt immunofluoreszcens konfokalis
1ézermikroszkopos képek, amelyeken a miozin z6lden, a fibrin pirosan festddik [IX]. A ¢) képen
bekeretezett rész keriilt nagyitasra a d) képen, az utdbbi bekerctezett része pedig az
autofluoreszcencia vizsgalatara késziilt kontroll metszet, amelyet azonos moddon kezeltiink, de
kihagytuk a primer anti-miozin és anti-fibrin antitesteket.

Immunohisztokémiai festéssel massziv miozin jelenlétet lehet kimutatni artérids
trombusokban (29. dbra, a). Bar a miozin sejtforrasat nem lehet azonositani ilyen modon, a
pontszerli lerakodasok mérete és elhelyezkedése leginkabb vérlemezke eredetre utal. A
miozin ¢és fibrin relativ el6fordulasanak értékeléséhez kettds immunofluoreszcens festést

alkalmaztunk (29. dbra, ¢ és d). A nagy felbontdsi konfokalis mikroszképos kép a
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fibrinrostokat atszovo finom miozin halét mutat. A fibrin és miozin aranya egészen eltérd
lehet akar egy latétéren beliil is.

E megfigyelések fényében indokoltnak tiinik a fibrinolitikus rendszer vizsgalata
miozin jelenlétében. Eldszor izolaltan a plazminogén aktivaciot kozelitettik meg (30.

dbra).
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30. abra: Miozin hatasa a tPA-katalizalta plazminogén aktivaciora. [I]
A plazminogén (1,1 uM) aktivaciojat 30 nM tPA-val inditottuk és a jelzett idopontokban a
keletkezett plazmin aktivitasat mértiikk Spectrozyme-PL szubsztraton. Az aktivacios elegyhez

hozzaadott anyagok: semmi (o), 0,2 uM miozin (¢), 0,1 pM miozin C-terminalis (rud)
fragmentuma (o), 0,1 uM miozin rad + 250 uM 6AH (m), 1 pM miozin N-termindlis (S-1)
fragmentuma (A), 1,4 uM nativ albumin (V).

Miozin jelenlétében a tPA-katalizélta plazminogén aktivacid felgyorsul (30.
dbra). Ez a hatas a miozin molekula C-terminalis részéhez (tripszin emésztést kovetden
izolalt un. rad fragmentum) kotddik, mig az N-termindlis (S-1) fragmentum nem
befolyésolja a plazminogén aktivaciét. 6AH mikromolaris koncentracioban felfliggeszti a
fibrin kofaktor funkciojat [75] és ehhez hasonldan, a mi adataink szerint mérsékli a miozin
kofaktor hatasat (30. dabra). Az urokinaz-katalizalta aktivacidt a miozin nem befolyésolja
(7. tablazat).

7. tdblazat: Miozin hatasa a desl-77-plazminogén aktivacidjara tPA-val ¢és
urokinazzal. [I]

A plazminogén (1,1 uM) aktivaciot 30 nM tPA-val vagy 10 nM urokindzzal végeztiikk és a 30.
percben mért plazmin aktivitdst az adott aktivatorral kofaktor-mentes aktivacidban kapott
aktivitasra vonatkoztatott aranyszadmmal fejeztiik ki.

100 pg/ml hozzaadott preparatum urokinaz tPA
nativ albumin 1,3 1,7
miozin 1,8 7
miozin rad fragmentum 2,2 9
miozin S-1 fragmentum 1,7 2
fibrinogén CNBr-fragmentum - 10

54



A fenti eredmények fényében meglepd, hogy a fibrinolizis lelassul miozin
jelenlétében, ha a plazminogén tartalmu fibrin oldasat tPA-val inditjuk (31. dbra). 0,2 pM
miozin 78 £ 4,8 percrdl 122 + 5,7 percre emeli a lizisid6t (p<0,001), mig 10-szer magasabb

miozin koncentracidonal ez a gatlds mérsékeltebb (t,,=98 £ 7.2 perc), de szignifikéns
(p<0,001).
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31. abra: Plazminogén aktivatorokkal inditott fibrinoldas miozin jelenlétében. [[X]
Plazminogén és miozin tartalmi fibrin felszinére 0,3 uM tPA-t rétegeztiink ra és az alvadék
turbiditasat kovettiik 340 nm-en. A miozin koncentracidja 0 (folytonos vonal), 0,2 uM (pontozott
vonal) vagy 2 pM (szaggatott és pontozott vonal). A szimbolumok a lizisiddt jelolik (5 mérés
atlaga és standard devianciaja). Betétabra: relativ lizisidé (1-nek tekintjiik a miozin-mentes fibrinen
adott aktivatorral mért értéket) a miozin koncentracid fliggvényében, amikor a fibrin felszinére 0,3
uM tPA (kitoltott szimbolumok) vagy 0,15 uM urokinaz (iires szimbolumok) kertilt.

A tPA-indukalta fibrinolizis maximalis gatlasa 0,6 — 1,0 uM miozin mellett 1&p
fel és magasabb miozin koncentracioknal mérséklddik (31. dbra, betét). Ha a fibrinoldast
urokinédzzal inditjuk, amely nem igényel kofaktort a plazminogén aktivacidhoz, a lizisidd
linedrisan né a miozin koncentracid fliggvényében. Ezen eredmények alapjan arra lehet
gondolni, hogy egyfel6l a miozin a keletkezd plazmin fibrinre kifejtett aktivitasat
befolyédsolja (igy gatlast tapasztalunk a fibrinoldasban), masfel6l viszont a miozin a
fibrinnel 1ép kolcsOnhatasba és emiatt az el6zdekben ismertetett tPA-kofaktor szerepe csak
magasabb koncentracioknal tud érvényesiilni. E hipotézis tisztdzasara két irdnyban
végeztiink kisérleteket: a plazmin aktivitdsat jellemeztiik miozin jelenlétében és a fibrin —
miozin kdlcsonhatasokat vizsgéltuk.

Amikor a fibrin oldasa az alvadékba belekevert plazmin hatasara torténik, a 4.4
fejezetben targyalt kétfazisu lefolyast lehet megfigyelni (32. dbra): az oldékony termékek
kezdeti linearis emelkedését hirtelen szétesés kdveti. A miozin mindkét fazis menetére hat.
Az els§ fazisban az A,g véltozasanak sebessége 0,14 h™ (0,132 — 0,145 h', n=3) értékrdl
0,10 h™" (0,088 — 0,121 h™', n=3) értékre csokken 2 uM miozin jelenlétében. A szétesés a
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fibrin szerkezetre jellemz0 emésztettségi stadiumban kezdddik, amely miozin nélkiil a
teljes feloldasnal megfigyelt Axgo érték 13 %-anal (12,4 — 13,5 %) 1ép fel, mig miozin
jelenlétében ez a kiiszobérték majdnem a felére csdkken 7,2 % (6,5 — 8,2 %).
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32. abra: Miozin tartalmu fibrin oldasa aramlas alatt. [[X]

A 4.4. fejezetben leirt kisérletekhez hasonloan henger alaku fibrin késziilt, amely 10 nM plazmint
is tartalmazott, és a kozponti hosszanti csatornajan keresztiil 400 s™' nyirasi sebességgel puffert
aramoltattunk. A kering6 oldat abszorbanciijat mértiik folyamatosan 280 nm-nél. A folytonos
vonal a 6 uM fibrin oldéasat abrazolja, a szaggatott vonal pedig a 2 uM miozint is tartalmaz6é 6 uM
fibrin (minden gérbe 3 mérés median mintaja). A nyilak a szétesési idot jelolik.

A miozin modositja a szétesési fazist is: az emelkedés meredeksége csokken és
igy a szétesési 1d6 20 percrdl (19 — 22 perc) 33 percre (31 — 35 perc) hosszabbodik meg.
Az aramlas alatt vizsgalt fibrinoldds kettds miozin hatdsra utal. Egyfel6l a szétesés
alacsonyabb Ajgg kiiszobértéknél kezdddik, ami jelzi, hogy a miozin jelenléte csokkenti a
nagyobb fibrin degradacids termékeket Osszetartd kolcsonhatasokat és igy adott nyirderd
mellett ezek mar nem maradhatnak a polimer szerkezetében. Masfeldl a lassabb kezdeti
oldasi fazis €s a hosszabb szétesési 1d felveti a miozin gatlo hatdsanak lehetdségét, amely
a plazmin csokkent fibrinolitikus aktivitasaként jelentkezik. Ez utdbbi statikus
koriilmények kozott is igazolhatd (33. dbra): a fibrin lebontasa jelent6sen lelassul miozin
jelenlétében. Aramlas alatt a két ellentétes hatas ereddje a fibrin stabilizaldsa a plazmin
hatassal szemben (32. dbra): a polimerizacids erdk gyengiilése nem képes kompenzalni a
lassabb fibrin emésztést.

A fenti latszolagos gatlds hatterében a miozin €s a fibrin kdzotti kompeticio all.
Fibrin hidnyaban a miozin érzékeny szubsztratja a plazminnak (34. d@bra): 1:13 molaris
aranyban plazmin hatdsdra 1 o6ra alatt szobahdmérsékleten legalabb 7 jol elkiiloniilt
proteolitikus termék keletkezik a miozinbol. Més protedzokkal dsszehasonlitva a miozin

emésztése plazminnal specifikusnak tiinik, a 34. dbrdan vizsgélt protedzok koziil csak a

miniplazmin képes Osszevethetden kiterjedt miozin lebontésra.
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33. abra: Fibrin emésztése plazminnal miozin jelenlétében. [IX]

A fibrint (3 uM), amely adott esetben 2 UM miozint is tartalmazott, 10 nM plazminnal emésztettiik
és a jelzett idopontokban a reakcidkat leallitottuk f6zéssel 8 M urea és 2 % SDS tartalmi puffer
hozzdadasa utdn. A degradacids termékeket elektroforézissel 10 %-os poliakrilamid gélen
szétvalasztottuk nem-redukald koriilmények kozott.
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34. abra: Miozin emésztése kiillonb6zo proteazokkal. [I]

Baloldali rész: A miozint (1,6 uM) 0,12 pM plazminnal emésztettiik és a jelolt iddpontokban vett
mintakat SDS kezelés utan 4 — 15 % gradiens poliakrilamid gélelektroforézissel vizsgaltuk
redukalo koriilmények kozott.

Jobboldali rész: A miozint (1,6 pM) 0,2 uM protedzzal emésztettiik 3 6ran keresztiil és a mintakat
azonos moédon vizsgaltuk. Roviditések: p, plazmin; mp, miniplazmin; up, urokinaz; tp, tPA; el,
pankreasz elasztaz; ty, tripszin; th, trombin.

A 4.2 fejezetben leirt megkozelités alkalmazasaval, a miozin és a szintetikus
plazmin szubsztrat Spectrozyme-PL kompeticio alapjan sikeriilt meghatdrozni a plazmin
latszolagos Ky értékét miozin szubsztraton [I]. A 3,2 uM-os érték azt jelzi, hogy a plazmin
affinitdsa miozin irant gyengébb mint a fibrin irdnt (fibrinre nézve a Ky 0,14 uM
[XXXIV]), de ilyen affinitas kiilonbség mellett is képes a miozin hatékony kompeticiodra,
amelynek kovetkezményét a 33. dbrdn latjuk.

A 31. dabran bemutatott megfigyelések felvetik a fibrin és miozin kozotti
kolcsonhatas lehetdségét. Emellett szol az a megfigyelésiink is, hogy ultracentrifugalasnal

a miozin felgyorsitja a fibrinogén ¢€s fibrin monomerek (amelyek GPRP peptid jelenlétében
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nem polimerizalodnak [158]) iilepitését. 10°xg gyorsulasnal 2 h alatt a miozin teljes
mértékben leiilepithetd a folyadékfazisbol, mig a fibrinogén és a fibrin monomerek
koncentracio gradienst képeznek. Ha viszont eldinkubalt miozin-fibrin(ogén) keveréket
centrifugdlunk, a felsd (a centrifugalt térfogat 40 %-at képezd) réteg fehérjetartalma 20 —
25 %-al csokken a miozin-mentes feliiluszokhoz képest. Az interakciok erdsségét két

modszerrel kozelitettiink meg (jelolt fehérjék alkalmazasaval, illetve SPR szignal alapjan).
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35. dabra: Fibrinogén kolcsonhatasa immobilizalt miozinnal. [1X]

szimbolumok) valtozé koncentracioju jeldletlen fibrinogénnel dsszekeverve keriilt ra a miozinnal
bevont felszinekre 2 orara [L]sss; Osszesitett koncentracidoban, ezt kovetéen révid mosas utan a
jelolésnek megfeleld szignalt mértiik a miozin felszinen, amely alapjan (és az alkalmazott oldat
jelolt/jeloletlen fibrinogén aranyat felhasznalva) meghataroztuk a kotott fibrinogén mennyiségét
(Listot). A gorbék a legjobb illesztést mutatjadk a 3.4.1 fejezetben leirt egyenletrendszer szerint.
Erdemes megjegyezni, hogy az wjszerii matematikai értékelésnek koszonhetéen az illesztéshez
hasznalt fliggetlen valtozd ([L]sss;) nem hordoz mérési hibat. Betétabra: a mért Lysesy adatok
szorasanak felhasznalasaval késziilt 1500 Monte Carlo szimuléciods illesztés eredményeként nyert
paraméterek a modell egyenletei szerint (K4 miozin-fibrinogén disszociacios egyensulyi allandoja;
R, miozin kdt6helyek szama a felszinen).

Egyfajta kotohelyet feltételezve, a 35. dbra egyensulyi kotddési adatai alapjan a
Kg legjobb becslése 1,70 uM (1,28 — 2,29 uM 90 %-os konfidencia tartomany) a '*I-
fibrinogénnel végzett mérés esetén és 1,35 uM (1,17 — 1,49 uM 90 %-os konfidencia
tartomany) az Eu-fibrinogénnel végzett mérés esetében. Ha olyan modellt alkalmazunk,
amely két eltérd affinitdsu kotohelyet feltételez, az illesztés nem javul szignifikansan, ezért

ezt a lehetdséget elvetettiik (a modelldiszkrimindcid jelentdségére visszatérek késobb a
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4.7.3 fejezetben egy pozitiv példaval). A 35. dbra betétje j01 szemlélteti a Monte Carlo
szimulacion alapulo statisztikai analizis elOnyeit. Mivel az 1500 szimulécid hiien tiikr6zi a
kisérleti modszerben rejld variabilitdst, a szimuldcié alapjan meghatarozott paraméter-
parok eloszlasa realis képet ad az értékelés megbizhatosagardl. Igy az abrarél leolvashato,
hogy az Eu-fibrinogénnel végzett meghatarozas precizebb értékeket szolgaltat a '*I-
fibrinogénhez képest. Ugyanakkor a két eloszlas atfedésébodl (Kqy tekintetében) kézvetleniil
megallapithatd, hogy a két modszer azonos eredményt ad a disszocidcios allandoéra nézve.
A miozin felszinre jellemzé R (kothelyek szdma) paraméter vonatkozasaban is teljesen
realis a haromszoros kiilonbség, hiszen az Eu-fibrinogénnel végzett kisérletekhez
haromszor téményebb miozin oldattal tortént az immobilizacié mint a '*I-fibrinogén

esetében. Az eltérd felszineken nyert értékek azonossaga tovabb erdsiti a miozin-

fibrinogén kdlcsonhatéasra kapott egyenstlyi allando validitasat.
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36. abra: Fibrin monomerek és miozin kolcsonhatasa SPR alapjan. [IX]

A. Fibrint immobilizaltunk a CM5 szenzor chip felszinén és miozint aramoltattunk felette 250 mM

NaCl tartalma pufferben, kozben az SPR valaszt regisztraltuk a kétcsatornas Biacore X

rendszerben (a kontroll BSA felszinen kapott szignal levonasra keriilt a relativ SPR valaszként

bemutatott eredményeknél).

B. Miozint immobilizaltunk a CM5 szenzor chip felszinén és fibrin monomereket dramoltattunk

felette 5 mM GPRP peptid tartalmG pufferben, és a relativ egyenstlyi SPR szignalt (Req)

regisztraltuk, amely alapjan a R, —LfIbrN.R, egyenlethez torténd illesztés Utjan (betétabra)
[ fibrin]+K,

meghataroztuk a miozin-fibrin kélcsonhatasra jellemzo Ky értéket.

Amikor fibrin — miozin kdlcsonhatasokat SPR valasz alapjan értékeljik és a
miozint magas ionerdsségli (300 mM-nal magasabb NaCl tartalmil) pufferben aramoltatjuk
a fibrin felszinen, nem lehet kotddési szignalt megfigyelni. Ha 250 mM NaCl mellett
vizsgéljuk az interakciot, lassan emelkedd SPR szignalt lehet megfigyelni a fibrin
felszinen, ami nem jelentkezik az albumin felszinen (a 36.4 dabra a két felszinen kapott
szigndl kiilonbségét mutatja be). Ilyen koriilmények kozott a disszociacié rendkiviil lassu,
a kik6tédott miozint csak 4 M ureaval tudtuk eltavolitani, ami arra utal, hogy nem egyszerii

miozin — fibrin kotédésrdl van sz6, hanem még miozin aggregaciordl is, vagyis a fibrin
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matrixmagként viselkedik, amely elinditja a miozin aggregaciét (az albumin viszont nem).
Oldatban a miozin pH és ionerdsség fliggvényében hajlamos aggregacidora [159].
,bipolaris fragmentumok” képzddésével kezdddik, amelyekben a miozin molekuldk hosszu
helikalis farokrészei egymashoz rendezodnek. Ezek az anti-parallel miozin dimerek
képezik a nagyobb aggregatumok magjat. Igy a fibrin felszin idealis elinditoja lehet a
folyamatnak azéltal, hogy megkoti, bekoncentrdlja a szétesd vérlemezkékbdl vagy mas
sejtekbdl szdrmazo6 miozint.

Amikor oldatban levd fibrin monomereket aramoltatunk immobilizalt miozin
felszinen (36. dabra, B), a gyenge, de gyors ligand interakciokra jellemzd négyzet alaka
pulzus szignalokat lehet megfigyelni [160,161]. Erdemes megjegyezni, hogy miutan ebben
a kisérleti felallasban a keringd ligand aggregacidja gatolt, az interakcid masodpercek alatt
zajlik, ami megerdsiti a 36.4 dabran megfigyelt lassii folyamat értelmezését mint
aggregacio ¢és nem egyszeriien kotddés kovetkezménye. A fibrin monomerek €s miozin
kolcsonhatasara meghatarozott egyenstlyi disszocidcids allando 0,94 uM (36.B dbra,
betét) megkozeliti a fibrinogén — miozin interakciora megallapitott értéket (vagyis a
fibrinogén — fibrin atalakulds nem befolydsolja az affinitdst miozin irdnt), de 6-szor
magasabb mint a fibrin monomerek 6n-aggregéciojarol kozolt disszociacios allando (0,156
uM) [162]. igy in vivo még miozin jelenlétében is a fibrin monomerek nagyobb affinitasuk
miatt inkdbb fibrin polimert képeznek €s nem miozint kotnek meg. Ennek megfeleléen
nem varhatd, hogy a fibrin keletkezés stadiumdban a miozin modositand a fibrin
szerkezetet, ami 0sszhangban 4ll a 31. dabran bemutatott fibrin turbiditas azonos, miozin
jelenlététdl fliggetlen kezdeti értékeivel. A trombus Oregedése soran viszont a miozin —
fibrin komplex keletkezése, ill. az e koriil képz6dé miozin aggregdtumok magyarazatot
adnak a 31. dbra betétiechen bemutatott tPA-indukadlta fibrinolizis miozin-fliggésére.
kotdhelyeket, mar alacsony miozin koncentraciokndl a tPA-indukalta fibrinolizis jobban
gatlédik, mint az urokindzzal inditott fibrinoldés, hiszen az urokindz miikddéséhez nem
sziikséges kofaktor. Ez a plazminogén aktivacid szintjén érvényesiilé hatds rarakddik az
eldzbekben targyalt versengésre, amely a plazminért zajlik a fibrin és a miozin kozott.

A miozin — fibrin koélcsonhatasokra vonatkozd adatok ismeretében és a 4.1
fejezetben ismertetett modell elvét felhaszndlva szimulaltuk a miozin tartalmu fibrin
oldésat felszinére alkalmazott plazminnal [XVI]. A modellben figyelembe vettiik, hogy
ebben a rendszerben a plazmin harom szubsztratra hat (fibrin, miozin és fibrin-miozin

komplex), tovabba az ismert kinetikai paramétereket fibrinre nézve (4.1 fejezet) és a
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fentiekben targyalt egyensulyi allanddkat. A miozinra és miozin-fibrin komplexre
vonatkoz6 ismeretlen kinetikai paramétereket maga a modellrendszer becsiilte 5 kiilonb6z6
miozin tartalommal rendelkezd fibrin 6 eltérd plazmin koncentrdcié hatisara torténd
oldasanak turbidimetrids kovetése alapjan [XVI]. A szimulacié végeredményét a 37. dbra

mutatja be.
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37. abra: Fibrin-miozin alvadék oldasa felszinre alkalmazott plazminnal (szimulacio).
A miozin hianyaban torténd fibrinoldast a folytonos vonal mutatja be. A fibrin-miozin (2,5:1
molaris aradny) alvadék harom plazmin szubsztratot tartalmaz: szabad fibrin (pontozott vonal),
szabad miozin (szaggatott vonal) és fibrin-miozin komplex (szaggatott és pontozott vonal),
amelyek lebontasat a [ XVI] mellékletben leirt modell szerint becsiilt paraméterekkel szimulaltuk.

A szimulécid szerint a plazmin alkalmazasat kovetd els6 10 percben a fibrin
lebontasa a fibrin-miozin komplexben teljesen gatolt. Ez id6 alatt leginkabb a szabad
miozin keriil lebontésra, a két alternativ szubsztrat jelenléte miatt pedig a szabad fibrin
oldasa is lassabb a miozin-mentes alvadékhoz képest. Ha figyelembe vessziik a fentiekben
targyalt plazmin Ky értékeket (3,2 uM miozinra, 0,14 uM fibrinre), a modell becslése
szerint a miozin jelenléte mint 6nalld plazmin szubsztrat nem adhat elegendé magyarazatot
a fibrinolizis lefolyasadban kisérletekben tapasztalt lassulasara. A kielégitd szimulacidhoz
még legaldbb egy kiegészitd tényezOt kell beiktatni, amely a fibrin-miozin komplex
jelenlétével adott is. Amennyiben a plazmin kotddik ehhez a komplexhez, de csak lassan
bontja (ahogy a 37. dbran szerepel), vagyis a komplex védOpajzsot képez a fibrinrostok
koriil, a miozin tartalmu fibrin szimulalt oldasa jol illeszkedik a mérési adatokhoz [XVI].
A fibrin-miozin komplexre vonatkozd kozvetlen adatok hidnydban azonban ezt a

magyarazatot egyeldre hipotetikusnak kell tekinteni.
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Osszefoglalva, a miozinra vonatkozo eredményeink arra hivjak fel a figyelmet,
hogy a trombus szerkezetében eldforduld sejteredetii komponensek alapvetden

befolyasoljak mind a plazminogén aktivaciot mind a plazmin hatést.

4.7. Fibrinolizis lipid kérnyezetben

4.7.1. Plazminogén aktivacio és plazmin aktivitas foszfolipidek jelenlétében

Az ¢eloz6 fejezet bevezetd részében emlitett trombocita pusztuldsra vonatkozo
tanulmanyok valosziniisitik, hogy a trombusban jelentds mennyiségili foszfolipidekkel is
szdmolni kell, amire kozvetlen adatok is utalnak [163]. Ha figyelembe vesszikk a
vérlemezke foszfolipid tartalmat [164] és az artérids trombusokban megfigyelt
vérlemezkeszamot [154], a trombusok becsiilt foszfolipid koncentracidja 7,5 g/l, ami
meghaladja a fibrinét. E becslés ellendrzésére sebészileg eltavolitott artérids trombust

vizsgéltunk.

A

38. dabra: Artérias trombus foszfolipid tartalma. [X]
Arteria femoralis-bdl eltavolitott trombus (A) vagy 5 g/l foszfolipid tartalmu fibrin (B) fagyasztott
metszetét foszfolipidre festettiik Nilus-kékkel. Az A részben kékre fest6dd vérlemezkék csoportjai
latszanak, mig a B részben a fibrinbe belekevert foszfolipid inhomogén kék festédése. 40x eredeti
nagyitas.

A femoralis artériabol eltavolitott trombus metszetén foszfolipidek massziv
jelenléte mutathatd ki Nilus-kék festéssel (38. dabra). A foszfolipid festés intenzitdsa a
trombus metszeten Osszevethetd az 5 g/l foszfolipid tartalmt fibrinével (a festési eljarassal
nem lehet pozitiv szigndlt regisztralni, amennyiben a fibrin kevesebb mint 1 g/l
foszfolipidet tartalmaz). Bar ezzel a modszerrel nem tudjuk a foszfolipid forrasat
azonositani, a foszfolipid-pozitiv részecskék nagysaga vérlemezke eredetre utal.

A vérlemezke foszfolipidnek a véralvadds egyes Iépéseiben betdltott szerepe

kiterjedten tanulméanyozott teriilet [165,166], de a fibrinolizisre gyakorolt hatdsarol kevés

és raadasul ellentmondasos adat all rendelkezésre. fgy foszfolipid felszinen képzett
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monomer fibrinogén rétegek fokozott plazmin érzékenységrél [167], fibrinogén [168] és
fibrin [169] gatolt lebontasardl is szdlnak beszamolok. A fibrinolizis szabalyozasa
tekintetében pedig csak a foszfolipid hatisara fokozott tPA — PAI-1 interakcio ismert
[170]. Ugyanakkor egyértelmii, hogy a trombocitak rezisztenssé teszik a trombusokat tPA-
val szemben [171], amely részben PAI-1 tartalmukkal fiigg 6ssze [172], de PAI-1-tdl
fliggetlen fibrinolizis gatlasrol sz6l6 megfigyelések is ismertek [173]. Ennek tiikrében
indokoltnak tlinik kozelebbrél megvizsgalni a trombocita membranok és kiilondsen a

fehérje-mentes foszfolipidjiik hatasat a fibrinolizisre.
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39. abra: Foszfolipidek hatésa a tPA-indukalta fibrinolizisre. [X]

tPA (140 nM) keriilt a plazminogén (0,25 pM) tartalmu fibrin felszinére, amely a kovetkezo
kiegészitd anyagokat is tartalmazta: semmi (folytonos vonal), trombocita homogenatum (0,5 g/l
foszfolipid tartalmu, réviden szaggatott vonal), trombocita membran foszfolipid (0,5 g/l, pontozott
vonal), poPCPS (0,5 g/l, hosszan szaggatott vonal vagy 1 g/, két ponttal szaggatott vonal),
poPCPS1:1 (1 g/l, egy ponttal szaggatott vonal). Az abszorbancidt folyamatosan mértiik 340 nm-
nél (Asg) 25 °C-on (A) vagy 37 °C-on (B). A szimbo6lumok a lizisidot abrazoljak. Betétabra:
lizisid6 eltéré foszfolipid koncentracio mellett (o, PCPS1:1; A, PC). A csillag szignifikans
(p<0,01) kiilonbséget jeldl a sorban megel6z6 koncentraciohoz képest.

A nyers trombocita homogendtum gatolja a tPA-indukalta fibrinolizist (39.
abra), ami Osszefiiggésbe hozhatd a trombocitak ismert PAI-1 tartalmaval. Ezen
plazminogén aktivaciot tPA-val fibrin-mentes homogén rendszerben (nem abrazolt adatok)
¢s ugyanakkor a gatlohatas részben reprodukalhat6 fehérje-mentes trombocita membranbol
késziilt vezikulakkal (membran LUV), valamint szintetikus LUV-val (poPCPS) azonos
LUV-val. A gatlas foka jelentésen csokken 37 °C-on (39. &bra, B). A gatlas 1 g/l
foszfolipid mellett éri el maximumat (39. abra, betét), de ha LUV helyett rovidlanct
zsirsavakat tartalmazo foszfolipidet haszndlunk (DHPS), amely nem képez
membranszerkezeteket, még 4,5 g/l koncentracional sem 1ép fel gatlds ebben a kisérleti

Osszeallitasban (nem abrazolt adatok).
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Ezen a ponton érdemes kitérni a kisérleteinkben hasznalt foszfolipidek
szerkezeti jellemzoire. Amennyiben a foszfolipid két palmitinsavat tartalmaz, az altala
alkotott membranszerkezet olvaddsi hémérséklete (Tm, amelynél a rendezett gél fazis
atalakul folyadék-kristalyossa) 41 — 45 °C kozott van a polaros fej elektromos toltésétdl
fiiggetlentil (akar foszfatidil-kolin (PC), akar foszfatidil-szerin (PS) esetében) [174]. Tehat
37 °C-on a dipalmitil foszfolipidek gél-fazisi membrant hoznak létre és ezen a
hémérsékleten a PC/PS ardnyt valtoztatva jellemezni tudjuk a polaros fej szerepét a
vizsgalt hatadsoknal. Amennyiben a foszfolipidek zsirsav Osszetételét valtoztatjuk, modosul
az ltaluk alkotott membréan alvadasi hémérséklete. gy a PC membran Ty, értéke 41 °C-rél
(100 % dipalmitil szdrmazék esetében) 35 — 32 °C-ra csokken, ha a szerkezetbe 8 — 24 %
palmitil — oleil szarmazék épiil be (poPC) [175]. Megfeleld aranyt poPC/PC valasztasaval
azonos Osszetételii foszfolipid keverékkel 25 °C-on rendezett gél fazist hozunk 1étre, mig
37 °C-on folyadék-kristalyost és igy a membran fazis jelentdségét tudjuk tanulmanyozni.
A foszfolipidek altalunk alkalmazott bindris keverékei (zwitterionos/anionos,
telitett/telitetlen acil szarmazeékok) kétségteleniil erdsen leegyszerlisitett modelljei a
vérlemezke membrannak, de ezekben is érvényesiil a természetes membranokra jellemzo,
lateralis irdnyban rendezettségi fazis szerint elkiiloniilt domének heterogenitasa [176,177].
A rendezett/rendezetlen domének hatarvonaldban véltoznak a membran funkcionalis
jellemzdi: né a permeabilitas [176], fokozddik a fehérjék kotddése [178], nd a kotddési
entalpia valtozas [179]. A trombocita membranok adekvat modellezéséhez mind az
elektromos toltést, mind a fluiditdst meghatarozo foszfolipidek aranyat érdemes tag
hatarok kozott valtoztatni, mert az ismert Osszetételiik nagy fokd heterogenitasra utal
[180]. A trombocita membranban a zwitterionos foszfolipidek dominédlnak (az Osszes
foszfolipid 83 mol%-a foszfatidil-kolin, szfingomielin, foszfatidil-etanolamin), mig az
anionos foszfatidil-szerin és foszfatidil-inozitol 17 mol%-ot képviselnek. A vérlemezkék
aktivacidja soran membranjuk dinamikus atalakulasokon megy keresztiil: a bels6 rétegbdl
foszfatidil-szerin helyezddik ki és kiterjedt anionos foltokat hoz létre a kiilsé felszinen
[165,166]. Bar zsirsavOsszetétele alapjan [180] a trombocita membran testhdmérsékleten
inkabb folyadék-kristalyos fazisban van, a membranfehérjék jelenléte miatt eltérd
fluiditasu (ezen beliil gél-fazist is) domének figyelhetok meg mind trombocita [181], mind
mas sejtek [182,183] membranjaban. Tehat a magas PS tartalmua vagy gél-fazisu LUV-val
tett megfigyeléseink a vérlemezke membran korilirt régiodihoz kothetdk in vivo.

Ennek fényében lehet értelmezni a 39. dbrdan bemutatott eredményeket. A
foszfolipid hatds membran szervezddéshez kotott, a vizoldékony DHPS nem gatolja a tPA-

indukalta fibrinolizist, de a membran rendezettsége is fontos. A rendezett gél-fazist képzo
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PC és PS keverékek, amelyek dipalmitil szarmazékok és Ty, értékiik 41 °C [176], 37 °C-on
is gatolja a fibrinolizist. Ha viszont a kisérlet hdmérséklete messze van a membran Tp,
értékétol, a gatlas teljesen elmarad, ahogy ez a 39. dbra B részében megfigyelheto a
poPCPS1:1 esetében, amelynek az 50 %-os részesedésii palmitil-oleil komponense miatt a
T értéke 20 °C alatt van [175]. A 20 %-os palmitil-oleil részesedésli poPCPS keverék,
amelynek Ty értéke 33 °C [175], gatolja a fibrinolizist Ty, kozeli hdmérsékleten: erésebben
a Ty gél-fazisu oldalan (25 °C) és gyengébben a folyadék-kristalyos oldalan (37 °C).
Osszhangban a gatlas gél-fazis kdvetelményével és a trombocita membran fent emlitett
foszfolipid Osszetételével, a tisztitott membran foszfolipidbdl késziilt LUV csak 25 °C-on
gatolja a fibrinolizist. A teljes membranbdl késziilt LUV viszont 37 °C-on is gatol, ami a
fehérjek jelenlétéhez kotott gél-fazisu doméneknek [174,181-183] tudhato be. Az altalunk
leirt gél-fazis kovetelmény magyardzatot ad az irodalomban taldlhatd bizonyos
ellentmondasokra. Amikor az alveolaris fibrinlerakoddsok oldasat vizsgaltdk és a tiido
surfactant hatasat f6 foszfolipid komponensével, dipalmitil-foszfatidilkolinnal (gél-fazis)
modellezték, plazmin gétlasrol szamoltak be [168,169]. Amikor viszont természetes
sejtmembranbol izolalt foszfolipidet hasznaltak, amely bdven telitetlen zsirsavakat is

tartalmaz ¢és igy folyadék-kristalyos, gatlas nem Iépett fel [167].
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40. dabra: Foszfolipidek hatasa a fibrinolizis a,-PI-val torténé gatlasara. [X]
tPA (140 nM) keriilt a plazminogén (0,5 uM) tartalma fibrin felszinére, amely a kovetkezo
kiegészitd anyagokat is tartalmazta: semmi (folytonos vonal), 0,44 uM oa,-PI (szaggatott vonal), 1
g/l poPCPS (pontozott vonal), 0,44 puM a,-PI és 1 g/l poPCPS (két ponttal szaggatott vonal). Az
abszorbanciat folyamatosan mértiik 340 nm-nél (Az49) 25 °C-on.
és a,-PI-t 25 °C-on 20 pl-es ossztérfogatban pufferben (®) vagy 1 g/l poPCPS szuszpenzidban (0)
Osszekevertiik és a jelzett idépontokban 200 ul 0,1 mM Spectrozyme-PL hozzaadasaval mértik a

maradvany plazmin [Pln] aktivitasat. A mérési pontokhoz (szimbolumok) a [PIn] = [PIn],
1+[PIn], k"t

egyenletet [XXX] illesztettiik (vonalak). A legjobb illesztést 0,87x10° M™'.s™, ill. 0,38x10° M s™!
k” masodrendii sebességi allando értékekkel nyertiik foszfolipid nélkiil, ill. foszfolipid mellett.
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A 39. abran bemutatott gatlé hatas jelent6ségét hangstlyozza, hogy ennek
mértéke megegyezik a fibrinbe belekevert 0,44 uM o,-PI hatasaval (40. dbra), ez az o,-PI1
koncentracié pedig magasabb mint a trombusokban mért érték [53]. Bar fibrin-mentes
koriilmények kozott a foszfolipidek enyhén lassitjak a plazmin - a,-PI reakciot (40. dbra,
betét), fibrinben a foszfolipid és az a,-PI gatlo hatasa Osszeadodik (40. dbra). Ez az
eredmény arra utal, hogy a foszfolipidek legalabb részben eliminaljak a fibrin plazmint
védo hatdsat az a,-Pl-val szemben [XXX].

Mivel a 39. abrahoz hasznalt kisérleti Osszeallitds magaban foglalja mind a
plazminogén aktivacidt, mind a plazmin enzimatikus hatdsét, a foszfolipid célpontjanak
azonositasdhoz kiilon-kiilon is indokolt vizsgdlni a két folyamatot. Ha homogén oldatban
vizsgaljuk a plazminogén aktivaciot (41. dabra, betét), vagy Spectrozyme-PL-n mérjiik
plazmin aktivitdsat (nem abrdzolt adatok), LUV jelenléte (1,5 g/l koncentracioig) nem
befolydsolja a reakciok sebességét. Ha viszont a LUV-kat belekeverjik fibrinbe
plazminogénnel egyiitt és a plazmin a felszinre keriilé tPA hatasara keletkezik, a

plazminogén aktivacio jelentdsen lelassul (41. abra).
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41. abra: Plazminogén aktivacio tPA-val foszfolipidek jelenlétében. [X]

A tPA Spectrozyme-PL-lel egyiitt keriilt az atlatszé fibrin alvadék felszinére, amely plazminogént
és a kovetkezd hozzaadott anyagokat tartalmazta: semmi (folytonos vonal), 1 g/l PCPS3:1
(szaggatott vonal), 1 g/l PCPS1:1 (ponttal szaggatott vonal). Az abszorbanciat folyamatosa mértiik
405 nm-nél (A405, a pontozott vonalak a mérések szorasat abrazoljak). Betét: plazminogén
aktivacio tPA-val homogén oldatban fibrin nélkiill. A tPA hozzaadasat kovetd 4. percben
keletkezett plazmin Spectrozyme-PL-en mért aktivitdsat dbrazoltuk (100 % a foszfolipid nélkiil
torténd aktivacié soran mért plazmin aktivitas, a LUV koncentracio 1 g/l mindkét esetben).

A 41. dabra kiemeli a megfelel6 modszertani megkozelités fontossagat, annak
jelent6ségét, hogy az in vivo kornyezetet jobban modellez6 rendszereket kell alkalmazni a
fibrinolizis vizsgalatanal. Amennyiben a plazminogén aktivacidt csak a hagyomanyos
modszerrel vizsgaltuk volna (betér), a foszfolipid hatds rejtve maradt volna. Az Gjonnan
bevezetett fibrin-fliggd méréssel viszont egyértelmiivé valik, hogy a foszfolipidek gatoljak

a plazminogén aktivaciot, ha az a trombolizishez hasonldan fibrin felszinen torténik. A
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gatlas foka korrelal a LUV anionos foszfolipid tartalméval, de a negativ elektromos toltés
nem az egyediili szerkezeti feltétele a hatdsnak: amennyiben a fibrinbe az anionos, de
vizoldékony DHPS-t keverjiik be, a plazminogén aktivaci6 gatlasa elmarad (nem abrazolt

adatok). Tehat a foszfolipid hatdshoz Iényeges a membranszerkezet képzddése is.

42. abra: FITC-tPA penetracidja foszfolipid tartalmu fibrinbe. [X]
FITC-tPA-t (12 nM) alkalmaztunk olyan fibrin felszinére, amely nem tartalmazott foszfolipidet
(A), 1g/1 PCPS1:1 (B) vagy 1 g/l PCPS3:1 LUV-t tartalmazott. A folyadék-gél hatarzonat
konfokalis mikroszkdppal tartottuk megfigyelés alatt. A bemutatott felvételeken a hatarréteget lehet
latni (z6ld sav), amelyben a FITC-tPA feldasult 30 perccel alkalmazasa utan.

crer

Ha a FITC-tPA fibrinbe torténd penetracigjat kovetjik konfokalis
mikroszkoppal (42. dabra), a sorozatos felvételek igazoljak, hogy 30 percen beliil egy
allandé mélységli hatarréteg alakul ki, amelyben a tPA feldasul. Amikor 1 g/l PCPS1:1 van
jelen a fibrinben, e reaktiv réteg végsé mérete szignifikdnsan csékken a foszfolipid-mentes
fibrinhez képest (30,84 + 2,98 um helyett 21,53 £ 2,05 um, p<0,001). A PCPS3:1 (1 g/l)
viszont nem befolyasolja a reaktiv réteg vastagsagat (29,44 + 1.42 um). Amennyiben
FITC-plazmint rétegeziink rd a fibrin felszinre, mind a PCPS1:1, mind a PCPS3:1
csOkkentik a hatarréteg méretét 74,56 £ 9,19 um-rél 34,28 + 6,25 um-re, ill. 39.76 £+ 4.28
um-re. Bar a tPA vagy plazmin altal elfoglalt zona mérete fontos meghatirozdja a
fibrinolitikus hatékonysagnak, a folyamat sebessége még a reaktiv hatarrétegben levd
enzimek koncentracigjatol is fiigg. A fibrinbe diffundalé tPA és plazmin mennyiségi
meghatarozasa (43. dbra) azt mutatja, hogy a foszfolipidek nagyobb mérté¢kben
korlatozzdk a fibrinbe penetrdld enzimek mennyiségét mint az altaluk elfoglalt zona
méretét €s ez a hatas hatarozott dsszefiiggésben all poléros fejiik anionos toltésével. Ami a
LUV befolyasolja. A penetracio idélefolydsa minden vizsgalt fehérjére nézve hasonlo: 40

perc alatt a retenci6 eléri maximalis fokat (nem &brazolt adatok).
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43. abra: Eu-jelolt fehérjék penetracioja foszfolipid tartalmu fibrinbe. [X]

PC (iires oszlop), PCPS3:1 (besatirozott oszlop) vagy PCPS1:1 (fekete oszlop) be volt keverve
fibrinbe (1 g/l foszfolipid koncentracidban) és ennek felszinére Eu-plazminogént, Eu-plazmint
vagy Eu-tPA-t rétegeztiink ra. 40 perc elteltével a folyadék réteget eltavolitottuk és rovid mosas
utan a fibrinben megmaradt Eu-fluoreszcencia szignalt mértiik (100 % a foszfolipid-mentes
fibrinben megmaradé fehérjemennyiség).

Ha 1 pmol Eu-plazminogént, Eu-plazmint vagy Eu-tPA-t alkalmazunk fibrin
monomerekkel bevont felszinre, 10 perces inkubaciot és mosast kdvetden 146, 324 illetve
212 fmol kotodott fehérjét lehet detektalni. Ha emelkedd koncentracio PCPS1:1 mellett
alkalmazzuk a fehérjéket, egyre kisebb résziik kotddik a fibrinhez (0,5 g/l foszfolipid
mellett mar csak 9, 42 illetve 31 fmol). Hasonlo tendencia érvényesiil BSA-val bevont
felszinen is, ahol a PCPS1:1 csokkenti a BSA-hoz kotott ligand mennyiségét 41 fmol Eu-
plazminogén, 52 fmol Eu-plazmin és 45 fmol Eu-tPA értékekrdl 4, 3 illetve 3 fmol-ra. A
két kiilonbozo fehérjével bevont felszinen kifejtett hasonld versengd hatdsok arra utalnak,
hogy a foszfolipid inkédbb az oldatban levd ligandokkal és nem a felszinhez immobilizalt
fibrinnel 1ép kolcsonhatdsba. Ennek tisztazdsara kozvetlen kotddési vizsgalatokat
végeztiink.

Az egyik kisérleti megkozelitésink a  fehérje-foszfolipid elegyek
centrifugalasan alapul. Ha LUV-t 10°xg gyorsulassal centrifugalunk, teljesen foszfolipid-
mentes feliilluszot tudunk nyerni. Amennyiben azonos koriilmények kozott fehérje-LUV
elegyet centrifugdlunk, a feliiliszé fehérjetartalma tiikr6zi a szabad (LUV-hoz nem
kotodott) fehérje aranyat, hiszen a szabad LUV-t és a LUV-fehérje komplexeket
leiilepitjiik. igy a PCPS3:1 a plazmin 56 %-at tavolitja el a feliiluszo frakciobol, a PCPSI1:1
pedig 86 %-at. Mindkét foszfolipid a plazminogén megkozelitleg 30 %-at tavolitja el a
feliiliszobol. Ezt a tipust értékelést nem tudtuk elvégezni tPA esetében, mivel a tPA
foszfolipid hidnyédban is jelentés mértékben leiillepszik és e hattér mellett nem tudtunk

megbizhatoan értékelhetd adatokhoz jutni.
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44. abra: PCPS1:1 és plazmin kolcsonhatasa. [X]
A. PCPS1:1 és PC LUV-t immobilizaltunk L1 szenzor chip Fcl ill. Fc2 felszinén és plazmint
éramoltattunk 40 ul/min felettiik, k(’jzben az SPR szignalt regisztréltuk A két felszinen mért szignal

srcr

B. PCPSI1:1 és plazmln kozotti kolesonhatas ITC ben vizsgalva. 0,5 mM PCPSI1:1 LUV hoz
25x10 pul  0.02 mM plazmint injektaltunk 25 °C-on, a kaloriméter a homennyiség valtozast
detektalta. Az abra fels6 részén a nyers homennyiség valtozast abrazoltuk (DP), az alsé részen
pedig az abbdl szamitott (alapvonal korrekcidval, a csucsok integralasaval, és a koncentraciok
normalizalasaval nyert) entalpia valtozast (4Qy), amelyet az egy-kotohelyes algoritmus szerint
értékeltiink [110]. A gorbe a kisérleti pontokhoz torténd legjobb illesztés, amely a 8. tabldzatban
feltiintetett paramétereket eredményezi.

A foszfolipidek és a fibrinolitikus rendszer egyes tagjai kozotti kdlcsonhatasok
erdsségét két technikaval értékeltiik (SPR és mikrokalorimetria). Az SPR kisérletekhez két
eltérd szenzor chipet hasznéltunk: az L1 chip rovid dextran lancaihoz vezikularis formaban
kotodik ki a foszfolipid, mig a HPA chip felszinén a vezikulak szétteriilnek és a foszfolipid
egy rétegben bevonja azt. Az SPR szigndl szerint a PCPSI1:1 mindkét formaja (az
egyrétegll és a vezikularis) megkoti a plazmint 80.32 £ 15.86 nM illetve 312 £ 56.20 nM
egyensulyi disszociacios allandoval (Ky) (44. dabra, A). Ezek az adatok Osszhangban
vannak az ITC alapjan 6sszevethetd koriilmények mellett (vezikularis forma, 25 °C) nyert
paraméterekkel (44. B dbra, 8. tablazat). Az eredmények alapjan valdsziniisithetd, hogy a
foszfolipid egyrétegii formaja jobb kotéfelszint biztosit a plazmin szdméara. A PCPS3:1
keverékre vonatkoz6 adatok is hasonld kovetkeztetésre engednek. A plazmin csak a
PCPS3:1 egyrétegli forméjahoz kotédik az SPR valasz alapjan 41,03 £+ 23.53 nM Ky-vel,
mig a mikrokalorimetrias értékelés a vezikularis formahoz is mutat kotédést (45. dbra), de

egy nagysagrenddel magasabb Kg-vel mint a PCPSl:1-hez (8. tablizar). A
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mikrokalorimetrids titralds nagyobb érzékenysége olyan kolcsonhatdsok detektalasat is
lehetové teszi, amelyek csak kozvetleniil a chiphez rogziilé foszfolipid monolayeren adnak
értékelhetd SPR szignalt. A tPA-ra és plazminogénre vonatkozoé adatok is alatdmasztjak ezt
az értelmezést. A tPA csak az egyrétegli PCPS1:1-en ad SPR valaszt (K4q=27,39 + 7,89
nM), mig az ITC szerint a vezikularis PCPS1:1-hez a K4 0,62 £ 0,14 uM, mig a PCPS3:1-
hez a Ky 7,64 + 1,64 uM. A plazminogén nem ad telithetd SPR szignalt egyik foszfolipid
felszinen sem, de a mikrokalorimetria gyenge kolcsonhatasokat mutat ki: Kyq 74,9 + 16,8
uM PCPSI1:1 esetében ¢és 117,1 £ 14,2 uM PCPS3:1 esetében. A két mddszer (SPR és
ITC) csak a legmagasabb affinitasi kolcsonhatasnal (plazmin és PCPS1:1) ad azonos
eredményt. Az eltéréseket az SPR-technikdnal alkalmazott immobilizacié kiilonbségeivel
lehet magyardzni. Az L1 chipen az 50 nm &tméréjli vezikuldk dextranlancok
kozbeiktatasaval rogziilnek a felszinhez és igy az a réteg, ahol kotddés torténik relative
messze van a detektor felszintél. A HPA chip esetében a foszfolipid monolayer
kozvetleniil a detektor felszinen fekszik, ami mar gyengébb kdlcsonhatas érzékelését is

lehetové teszi, de a megvaltozott felszini geometria miatt, a kotédési paraméterek eltérnek.

id6 (min) id6 (min)
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0O 10 20 30 40 50 60 70 80
012 T v | T L | v L T L | v LI T 0 100 T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.10 ‘ ] 0.075 - ‘ ]
S 0084 ‘ 1 g o050 J .
LA 1 2 1 111 -
E 0.06 ‘ 4 ™ 0.0254 | -
=1 1 | | {1 8 1 [ | | | i
E- 0.04 4 | | | | . I 00004 aw q‘-ﬂ‘T.vTM‘”‘u_u.'-.,’\-_.'\..\i;*\!‘.,;x.'.,-\. LN S
] [ ] ] PTGy Y N IRTRTAI
Q 402 |||I|| 4 Q 0251 IH"H | I —_—
1 1l i, ] |
0004 A= "'.‘Iﬂ'*""#"“’“'"""7""‘7'”'”}"‘}"'1,‘1“';"*.'"'.’{7’ - -0.050 4 | | l | | 1 | | |
-0.02 . -0.075 .
3] LI B T LI 4 L e
]
" 3. .
g2 N ) A
= . I \
_g LN _g 2 '-. N
™ L) ™ "
Q - Q ‘-
= ! b L x \‘!
UZ = 14 ~. B —
iy
=l | L] Cq’ - .!_-.---
0 [ i [ e
A Egm "g o4 B n SRR, -
T "~ T " T T T T T T~ T T T T r T T T 7
000 001 002 003 004 005 006 000 001 002 003 004 005 006
plazmin/foszfolipid molaris arany (-) plazminffoszfolipid molaris arany (-)

45. dabra: Plazmin és PCPS3:1 kolcsonhatasa. [X]

A méréseket a 44.B dbrandl leirtak szerint végeztik 0,5 mM PCPS3:1 foszfolipiddel a
mikrokaloriméter cellajaban és 0,14 mM plazmin a fecskendében 25 °C-on (A) vagy 37 °C-on (B).
Az utols6 DP csucsok a B részben megegyeznek a higuldsi csticsokkal, amelyeket 0,14 mM
plazmin pufferbe torténd befecskendezésénél lehet megfigyelni 37 °C-on.
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8. tdblazat: Plazmin és foszfolipidek kolcsonhatasaira jellemz6é kotodési és
termodinamikai paraméterek. [X]

A paramétereket a 44. és 45. dabraknal leirtak szerint hataroztuk meg. Az ITC adatfeldolgozo
szoftvere az asszociacios egyensulyi allandot (Ka), a cellaban levé anyag molekulankénti
kotéhelyek szamat (N), az entalpia (AH) és az entrdopia (AS) valtozast hatarozza meg és az ezekre
jellemz6 statisztikai variabilitast. Mivel kisérleteinkben fehérjék kotdédnek foszfolipid molekulak
altal alkotott csoportokhoz, az N reciprok értéke informativabb és fizikai jelentése is van (az a
foszfolipid molekulaszam, amely egy fehérje-kotéhelyet alkot). Osszehasonlitds céljabol (SPR
eredmények, irodalmi adatok) a tablazatban a disszociacios allandét (Ky=1/K,) kozoljik a K,
helyett. A két reciprok érték standard deviancigjat (SD) az N és K, paraméterek az ITC szoftver
altal megadott SD értéke alapjan hataroztuk meg bootstrap szimulacioval normalis eloszlast
feltételezve.

Paraméter Foszfolipid
PCPS1:1 PCPS3:1
25 °C 37°C 25 °C 37 °C
Kg (LM) 0.35+0.08 0.57 £0.14 245+0.50  5.50+1.20
1N (-) 2294 +10.6 2242 +18.0 78.6 £9.4 234.6 + 14.0
AH (kcal/mol) 7.03£0.5 4.85+0.69 342+£0.54  13.48+9.09
AS (cal/K.mol) 53.1 44.2 37.2 67.6

A kalorimetridas mérések entalpia adatai termodinamikai magyarazatot
szolgaltatnak arra az elézdekben targyalt feltételre, hogy a foszfolipid hatdsok a
fibrinolizisre csak gél-fazisu membran szerkezeteknél érvényesiilnek. A 44. és 45. dbra
adatai szerint a LUV ¢és a vizsgalt fehérjék kozotti kdlcsonhatdsok endoterm, tehat
termodinamikailag csak akkor spontan lefolyasuak, ha kdzben az entropia novekszik (8.
tablazat). Az entropia-ndvekedés talan abbol adodik, hogy a fehérje kdtddése megbontja a
LUV rendezett gél-szerkezetét. Amennyiben viszont a foszfolipid mar eleve rendezetlen
folyadék-kristalyos allapotban van, a kolcsOnhatas Iehetdsége termodinamikailag
korlatozott (a poPCPS homérséklet-fiiggd hatdsai a fibrinolizisre teljes 6sszhangban allnak
egy ilyen értelmezéssel).

Osszefoglalva a foszfolipiddel végzett kisérleteinket, két szerkezeti feltételt
azonositottunk, amelyhez a fibrinolizist gatlé hatasuk kothetd: anionos polaros fej és
alvadasi ponthoz kozeli membran allapot. A membran képzddeés kovetelménye felveti
annak lehetOségét, hogy a foszfolipidek kitoltik a fibrin-gél porusait és igy akadalyozzak
az exogén fehérjék penetracigjat. Ugyanakkor kozvetleniil kimutattuk, hogy a
foszfolipidek nemcsak diffuzids gatat képeznek, hanem meg is kotik a fibrinolizisben
szerepld egyes enzimeket. Mivel egy adott hdmérsékleten a gél-fazis képzddése a telitett
zsirsavak aranyatol fiigg a membranokban, az ilyen rendezett domének eléfordulasa lehet
egy kiegészité tényezd, ami hozzijarul a telitetlen zsirsavak kedvezd hatasdhoz az

atherothrombosis patogenézisében. A nagyobb fluiditdsi membranok csokkent anti-
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fibrinolitikus potencialja ellensulyozhatja a protrombindz komplex kialakuldsédban betoltott

kedvezo szerepiiket, amelyekre régebben figyeltek fel [184].

4.7.2. Fibrinolizis szabad zsirsavak jelenlétében

Bar nyugalmi allapotban a trombocitdk csak nyomokban tartalmaznak szabad
zsirsavakat [185], stimulusok hatasara a szekrécios granulumokban levd foszfolipaz A,
(PLA,) felszabadul és aktivalodik [186-188]. Igy a PLA, hidrolizalja a foszfolipidek sn-2
pozicioban levd észterkotését, ami szabad zsirsavak ¢€s lizofoszfolipidek felszabadulasaval
jéar. Ha figyelembe vessziik, hogy az el6z6 fejezetben ismertetett adatok szerint az artérias
trombusokban millimoléaris nagysagrendii foszfolipid koncentracioval lehet szamolni,
hipotetikusan a trombusokban bezart sejtes elemekbdl (trombocitak, leukocitak) szarmazé
PLA, hasonldé nagysagrendii szabad zsirsavat szabadithat fel (féleg olajsavat, mert az
hipotézis ellendrzésére vizsgaltuk sebészileg eltavolitott trombusok szabad zsirsav

tartalmat (46. dbra).
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46. abra: Szabad zsirsavak jelenléte trombusokban. [ XVII]

Trombusok fagyasztott metszeteit 2 uM ADIFAB-bal kezeltiik és a fluoreszcenciat (excitacio 390
nm, emisszié 460 nm) a metszet xxy méretl teriiletén 400 pontban mértiik. Az A4 és a B rész magas,
illetve alacsony szabad zsirsav tartalmi metszet fluoreszcencidjat mutatja be. A C rész azonos
mennyiségli ADIFAB fluoreszcenciajat abrazolja 20 uM Na-oleat jelenlétében, mig a D rész az
ADIFAB eredeti fluoreszcenciajat zsirsav-mentes kdrnyezetben.
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A szabad zsirsavat detektald fluoreszcens indikator ADIFAB egészen eltérd
mennyiségli szabad zsirsavak jelenlétét mutatja ki a sebészileg eltavolitott trombusokban
(46. abra). A vizsgalt 8 trombus koziil 5 esetben a metszetben levd szabad zsirsavak
teljesen kioltottak az ADIFAB fluoreszcencidjat (46. dbra, A), amely hatds egyenértékii
azonos térfogati ADIFAB-hoz hozzdadott 20 uM Na-oleatéval (46. dbra, C). Az ADIFAB
eredeti fluoreszcenciaja (46. abra, D) azonban nem valtozott 3 vizsgalt trombus metszetén
(46. dbra, B). gy a trombuson beliil a szabad zsirsavak koncentracioja tag hatarok kozott
mozog: a kimutathatosag hatara alatti értékektdl kezdve egészen tobb szaz mikromolaris
értékig (1 pl térfogatnyi trombus metszetek telitik a 0,2 nmol ADIFAB-t). Ez a
megallapitdsunk amellett, hogy megalapozza az aldbbiakban ismertetésre keriild
vizsgélatainkat, 0j fénybe helyezi az olajsavnak mas proteazokra (PMN-elasztaz, zselatindz
A és B) gyakorolt hatasairdl tett korabbi megfigyeléseket [189,190]: a szabad zsirsavak
hatdsa mar nemcsak elméleti jelent6ségii, hanem in vivo modulator is lehet a trombusban
zajlo gyulladasos reakciokban.

A zsirsavak fibrinolizisre gyakorolt hatasat néhany in vitro rendszerben
vizsgaltuk. A 39. abrdn bemutatott kisérleti 0sszeallitast igy modositottuk, hogy PLA,-t is
belekevertiink a fibrinbe olyan koncentracidban, amely 2 pM/min zsirsavat szabadit fel a
mérésben hasznalt LUV-rol. Ha a fibrinben poPCPS van jelen, amelynek a T, értéke 33 °C
¢s igy 37 °C-on alig befolyasolja a fibrinolizis lefolyésat, a PLA, hozzdadasaval el tudjuk
kiiloniteni a termékek (lizofoszfolipid €s szabad zsirsav) megjelenéséhez  kothetd
kovetkezményeket a szubsztrat (foszfolipid) eltiinése miatt fellépd gatlas-mérsékléstol. A
PLA; mellett a poPCPS tartalmu fibrin tPA-val inditott oldasa szignifikansan felgyorsul,
amikor az alvadékban a szabad zsirsav koncentracioja ADIFAB-al igazoltan 0,24 mM f6l¢
emelkedik. Amennyiben a fibrin eleve lizofoszfolipidbol késziilt LUV-t tartalmaz, a tPA-
indukalta fibrinolizis lefolydsa nem tér el a foszfolipid-mentes fibrin oldasatol. Ezért a
tovabbi vizsgalatokat a szabad zsirsavakra korlatoztuk. Figyelembe véve a trombocita
foszfolipidek olajsav tartalmat [185] és azokat az irodalmi adatokat, melyek szerint
els@sorban a legaldbb 16 C-atomu telitetlen zsirsavak befolyasoljdk a plazmin és mas
protedzok hatasat [189-192], vizsgalatainkhoz az olajsavat valasztottuk modell
molekulanak.

Amennyiben a plazminogén aktivaciot szelektiven vizsgaljuk a folyadék-fazis
(amely az aktivatort tartalmazza) és a fibrin (amely a plazminogént tartalmazza)
hatarfeliiletén (47. dbra), az olajsav jelentdsen felgyorsitja a plazmin képzodését. A tPA-
katalizalta aktivacioban a reakciosebesség 10-szeresére nd a trombusokra relevans olajsav

koncentraciok mellett (9. tablazat).
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47. abra: Olajsav hatasa a plazminogén aktivaciora fibrin jelenlétében. [ XVII]
Plazminogén tartalmu atlatszo fibrin felszinére 0,7 nM tPA-t (A4) vagy reteplazt (B) rétegeztiink ra
Spectrozyme-PL-lel egyiitt olajsav jelenlétében (a vonalak mellett levé szamok az olajsav
vonalak az atlag koriili szorast (SD) jelolik. Betétabrak: a foabran levé adatok masodlagos
abrazolasa (A4gs az id6-négyzet fiiggvényében), ahol az egyenes szakaszok meredeksége egyenesen
aranyos a plazmin aktivacio sebességével [102].

9. tdblazat: Plazminogén aktivacié relativ hatékonysaga fibrin felszinen olajsav
jelenlétében. [ XVII]

A plazminogén aktivacié relativ sebességét a 47. dbra betéteiben szerepld linearis abrazolasok
alapjan hataroztuk meg: az adott aktivatorral olajsav nélkiil mért meredekségre vonatkoztatjuk az
olajsav jelenlétében mért meredekséget (az SD-t két mért valtozo aranyara alkalmazott bootstrap
szimulacioval adjuk meg). A két alapreakcio (olajsav nélkiil) sebességének aranya 0,54 + 0,11
(reteplaz/tPA).

[olajsav] plazminogén aktivacio sebessége (atlag + SD)
mM tPA reteplaz
0 1,00 £ 0,22 1,00 £ 0,17
0,025 1,29 £ 0,21 1,78 £ 0,25
0,05 1,81 £0,29 4,18 £ 0,54
0,7 7,37 £ 1,24 14.54 £ 2,09
1,4 10,19 + 1,93 35,78 £ 4,66

A reteplaz egy olyan rekombinans tPA szarmazék, amely csak a 2. kringle és a
protedz domént tartalmazza. Ennek fényében az olajsav hatdsa a reteplaz-katalizalta
plazminogén aktivaciora egyfeldl arra utal, hogy a hatas érvénysiiléséhez nincs sziikség a
tPA hianyzé doménjeire (fibronektin finger, EGF, 1. kringle). Masfeldl mivel 2. kringle
elsésorban olyan lizin oldallincokhoz kotddik, amelyek plazmin-emésztést kdvetden
valnak hozzaférhetdvé a fibrinben [56], a reteplaz-katalizlta aktivacié erdteljesebb
stimuldcidja amellett sz0l, hogy az olajsav jelenléte kedvez a harmas plazminogén-fibrin-
aktivator komplex kialakuldsanak. A fibrin jelenléte alapvetéen fontos az olajsav

stimuldcidhoz, hiszen kofaktor nélkiil a plazminogén aktivacié teljesen elmarad (48. dbra,
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A) vagy csak atmenetileg jelenik meg plazmin aktivitas oldékony kofaktor jelenlétében

(48. abra, B).

Z:ﬁgadon semmi 1.4 mM olajsav 0.25
0.20
P | ) - -
PnHC 3| B i - '
E
< 0.10 -
0.05
PnLC9| 0.00
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48. abra: Olajsav hatasa a plazminogén aktivaciora oldatban. [XVII]

A. A plazminogén (1 pM) aktivaciot 7 nM tPA-val inditottuk és a jelzett idopontokban vett
mintakban SDS és B-merkaptoetanol kezelés utan 10-15 %-os poliakrilamid gélen elektroforézissel
szétvalasztottuk az aktivacios termékeket. Roviditések: Pg, plazminogén; Pn HC, plazmin nehéz
lanc; Pn LC, plazmin kdnnyt lanc.

B. Az aktivacios elegy 3 uM plazminogént, 100 png/ml CNBr-hasitott fibrinogén peptideket és 70
nM tPA-t tartalmazott. A jelzett idopontokban vett mintdk plazmin aktivitdsat Spectrozyme-PL-en
mértiik és abszorbancia valtozasként fejeztiik ki (AA). A vonalak mellett levd szamok az olajsav

srcr

Oldatban az olajsav a tPA amidolitikus aktivitasat is gatolja szintetikus peptid
szubsztraton (Spectrozyme-tPA) (nem 4abrazolt adatok), ami Osszhangban all a tPA-
katalizalta plazminogén aktivacié gatlasaval fibrin hianyaban (48.4 dbra). A fibrinogén
CNBr-hasitasa hozzaférhetévé teszi a tPA ¢és plazminogén kotohelyeket, ami
kovetkeztében a termékpeptidek (FgDP) kofaktorrd valnak a plazminogén aktivacidoban
[145]. A 48.B dbra tantséaga szerint a FgDP-k részben kivédik az olajsav gatld hatasat a
szabad tPA-ra. Tehat a 47. és 48. dabra alapjan az a kovetkeztetés vonhat6 le, hogy olajsav
jelenlétében a kofaktor (fibrin) funkcid feler6sodik és a kofaktorhoz kotott tPA védve van
a folyadék fazisban érvényesiild gatldo hatdsokkal szemben. Ez az értelmezés egybevag
azzal a megfigyelésiinkkel, hogy az olajsav nem serkenti az urokindz-katalizalta
plazminogén aktivaciot, ami nem igényel kofaktort (nem abrazolt adatok). igy a trombusok
olajsav tartalma hozzajarulhat egyes plazminogén aktivatorok fibrin-specificitisahoz €s a
leirt hatdsok magyarazatot adhatnak bizonyos klinikai tapasztalatokra. Pl. finger domén
hianyaban a retepldz affinitdsa a nativ fibrin irdnt alacsonyabb mint a tPA-¢, de ennek
ellenére akar kisebb dozisokkal is gyorsabb terapids trombolizist eredményez, amit eddig a
hosszabb ¢letidejével hoztak Osszefiiggésbe [64], de az olajsav tartalmu fibrinben torténd
gyorsabb plazminogén aktivacio (47. dbra) is része lehet a kedvezd klinikai tapasztalatnak.

A plazmin aktivitds csokkenése, illetve teljes eltiinése a 48.B dbra kisérleti

Osszeallitasaban valamint a fibrin-fliggd plazminogén aktivacio késdi stddiuméban (47.
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dabra) sziikségessé teszi a plazmin-aktivitdsra kozvetleniil gyakorolt olajsav-hatas

vizsgalatat.
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49. abra: Plazmin amidolitikus aktivitasanak gatlasa olajsavval. [ XVII]

Plazmint (25 nM) 15 percig olajsavval inkubaltunk ¢s ezt kdvetden Spectrozyme-PL szubsztraton
mértiik aktivitasat (olajsav nélkiil mért aktivitasra vonatkoztatott relativ egységben).

Betét: plazmin gatlasa olajsavval az id6 fiiggvényében. A plazmint 100 pM olajsavval inkubaltuk
¢s a jelzett idopontokban mértiik az aktivitasat. A nyillal jeldlt idépontban 140 uM BSA-t adtunk
hozza (folytonos vonal) vagy 5-szorOsére kihigitottuk a reakcidelegyet (szaggatott vonal) és a
plazmin aktivitast tovabb kdvettiik.

A trombusokban detektalt koncentraciok mellett az olajsav hatarozottan gatolja
a plazmin amidolitikus aktivitasat (49. dbra). A plazmin gatlas visszafordithatdé BSA-val,
amely megkoti a szabad zsirsavakat, vagy a plazmin-olajsav elegy higitasaval (49. dbra,
betér). Hasonlo, de gyengébb hatasokat figyeltiink meg arachidonsavval (nem abrazolt
adatok). Az olajsav viszont kevésbé befolyasolja a plazmin fibrinolitikus aktivitasat (50.

dbra).
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50. dbra: Plazmin fibrinolitikus aktivitasanak gatlasa olajsavval. [ XVII]

A plazminogén-mentes fibrin felszinére 10 uM plazmint rétegeztiink ra hozzaadott olajsav nélkiil
(folytonos vonal), 0,35 mM (szaggatott vonal) vagy 1,4 mM (pontozott €s szaggatott vonal)
olajsavval egyiitt és az alvadék turbiditasat kovettiik (Asz4). A pontozott vonalak a mérések szorasat
(SD) abrazoljak az atlag kortil.
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A plazminogén aktivaciora €s plazmin aktivitasra gyakorolt olajsav-hatasokat
egy komplex kisérleti Osszeallitasban is vizsgaltuk, amely lehetové teszi a fibrinogén €s
fibrin lebontasdban jelentkezd kovetkezmények elkiilonitését. Amikor a fibrinogén
alvasztasat és a plazminogén aktivaciot egyszerre inditjuk (51. dbra), a turbiditasi gorbék
felszallo agéban a plazminogén aktivacié folyadék fazisban, fibrinogén kornyezetben
torténik, ahol a plazmin érzékeny az olajsav-gatlasra. Igy az emelkedd olajsav
koncentraciok jobb fibrinogén védelmet jelentenek a plazminnal szemben, aminek
magasabb turbiditas a kdvetkezménye (az olajsav 6nmagaban, plazmin keletkezése nélkiil
nem befolyasolja az alvadék turbiditasat). A gorbék leszalld agaban, amikor a fibrinogén
zOme mar atalakult fibrinné, az olajsav alig hat az oldas sebességére (a maximalis Aszgo-t
kovetd lizisido a 51. dbra betéteiben). Az olajsav hatasa eltér a két aktivator esetében.
Osszhangban a korabbi adatokkal, hogy oldatban a reteplaz kevésbé hatdsos aktivator mint
a tPA [63], a mi kisérleteinkben is elobbi mellett a keletkezé plazmin kisebb
koncentracioja miatt a turbiditds magasabb értékeket ér el. Ugyanakkor a fibrin kofaktorral
zajlo fokozott aktivacionak kdszonhetden, a fibrinolitikus fazisban a retepldzzal ¢és tPA-val
mért lizisidok azonosak (51. dbra, A és B betéte) annak ellenére, hogy retepldz mellett

nagyobb mennyiségi fibrin oldasara kertil sor.
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51. dbra: Olajsav hatasa a plazminogén aktivaciora és fibrin(ogén) lebontasara.
[XVII]

Plazminogén (10 nM) tartalmu fibrinogénhez, amely 0 (folytonos vonal), 100 (pontozott vonal),
200 (szaggatott vonal) vagy 400 (szaggatott és pontozott vonal) uM olajsavat is tartalmazott, 10
nM trombint és 5 nM tPA-t (A) vagy reteplazt (B) adtunk hozza és az abszorbanciat folyamatosan
mértiik 340 nm-en (Asg) 37 °C-on. A szimbolumok a lizisidot jelolik (ty,). Betét: ty, értékek a
reakcié kezdetétdl (@) vagy a maximalis Asz4-t kdvetden (o).

A fentiekben ismertetett olajsav hatasok segitik a plazminogén aktivatorok in
vivo fibrinolitikus hatékonysagara és fibrin specificitasara vonatkoz6 adatok jobb
értelmezését. Egyben hangsulyozzak annak sziikségét, hogy a trombolitikus agensek in
vitro enzimologiai értékelését nemcsak fibrin jelenlétében végezziik el, hanem a trombus

Osszetételében azonositott egyéb modulatorok mellett is. Igy az eddigi in vitro adatok
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alapjan [63,193] a reteplaz aktivator hatékonysaga 2 — 4-szer kisebb a vadtipusu tPA-hoz
képest, de mint trombolitikus dgens azonos, vagy jobb terdpias eredményeket produkal
[64]. Olajsav hianydban a mi adataink szerint is 2-szer magasabb a vadtipusi tPA
sebességi allanddja a plazminogén aktivacidban (47. dbra, betétek), de fibrin felszinen
olajsav mellett az arany megfordul a reteplaz javara (9. tabldzat). Ha az aktivatorok hatasat
olyan modellrendszerben vizsgaljuk, amely nyomon koveti a plazminogén aktivacio
kovetkezményeit mind a fibrinogén, mind a fibrin vonatkozasaban (51. dbra), tovabbi
részletekre is fény deriil: olajsav mellett a reteplaz nagyobb fibrin-specificitassal
rendelkezik és jobban kiméli a fibrinogént. Mivel a 51. dbrdnal alkalmazott kisérleti
Osszeallitas azt a szitudciot is modellezi, amikor a terapidsan hasznalt aktivatorok a frissen
keletkezd hemosztatikus (azaz fiziologidsan sziikségszerii) alvadékokba bezarddnak és igy
ezek 1d6 elétti feloldasahoz vezetnek, eredményeink még egy masik klinikai tapasztalatra
is magyarazatot adnak. Mivel a hemosztatikus alvadékok feloldasat teszik feleléssé a
trombolizis soran fellépd vérzéses komplikaciokért és az ezt modellezd rendszerben (51.
dbra) nincs kiilonbség a reteplaz és tPA lizisidd értékei kozott, nem meglepd a két

aktivatorral tapasztalt azonos hemorrhagias riziko [64].
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52. dbra: Olajsav hatasa a plazmin o,-plazmin inhibitorral torténé inaktivalasara.
[XVII]

A plazminogén (0,25 uM) tartalmu fibrin oldasat 10 nM tPA-val inditottuk és az abszorbanciat 340
nm-en kovettiik. A szaggatott és szaggatott-pontozott vonallal jeldlt esetekben a fibrin 0,25 pM a,-
PI-t tartalmaz, mig a pontozott és szaggatott-pontozott vonallal jeldlt esetekben a tPA 0,3 mM
olajsavval egyiitt keriilt a fibrin felszinére. A szimbolumok a lizisiddt jelolik. Betét: olajsav hatasa
a plazmin- o,-PI reakciora. A plazmint (P, 0,25 uM) és az a,-PI-t (0,1 uM) 20 °C-on inkubaltuk
olajsav nélkill vagy olajsav jelenlétében és a jelzett idopontokban (a 0. perc a reagensek
Osszekeverés elotti allapotat jelzi) vett mintdkat SDS kezelés utdn nem redukald koriilmények
kozott 12,5 % poliakrilamid gélen elektroforézissel vizsgaltuk.

A plazmin amidolitikus és fibrinolitikus aktivitdsdnak gatlasa ellenére az
olajsav nem modositja a protedz érzékenységét a fo plazma inhibitoraval szemben, az
op-Pl-vel szemben (52. dbra, betéf). Ennek kovetkeztében az olajsav és az anp-PI (a

trombusokban el6forduld koncentracié mellett [53]) additiv gatlast eredményez a fibrin
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alvadékban (52. dbra). A valtozatlan inhibitor érzékenység egyben azt is jelzi, hogy a
plazmin gatlasa nem a zsirsav detergens hatasa miatt fellépd denaturacid, hanem specifikus
interakci6 kovetkezménye. Talan a gétlas alapja, hogy az olajsav az 5. kringle-hez kotédik
[191] és konformdciovaltozast indukal a protedz doménben (emellett szolnak a kovetkezd
alfejezetben ismertetett eredményeink is). Ugyanakkor az olajsav nem érinti az 1. kringle-t,
amely viszont részt vesz az a,-Pl-plazmin interakcié kezdeti 1épésében [194], és igy az
inaktivalas zavartalanul végbemehet.

Osszességében eredményeink alapjan az a koncepcio6 alakul ki, hogy az olajsav
olyan tényez0, amely a fibrin alvadékra lokalizdlja a plazmin hatast Ggy, hogy egyfeldl
felszinén serkenti a plazminogén aktivaciot, masfeldl a folyadék fazisban gatolja a plazmin
aktivitast. Emellett a trombusok valtoz6 olajsav tartalma hozzdjarulhat a trombolizis

ingadozo terapias kimeneteléhez kiilonb6zd betegeknél.

4.7.3. Plazmin gatlasa szabad zsirsavakkal

Az el6z0 fejezetben ismertettem, hogy az olajsav reverzibilisen gatolja a
plazmint (49. dbra). A gétlas pontos jellemzésére tovabbi vizsgdlatokat végeztiink. Mivel a
vérlemezke membran foszfoglicerolipideiben eléforduld zsirsavak 22, 20, illetve 19 %-a
arachidonsav, sztearinsav, illetve olajsav [185] indokoltnak latszott e harom zsirsav
hatdsainak Gsszehasonlitasa. A gatlastipus jellemzéséhez a Spectrozyme-PL szubsztraton
végzett mérést valasztottuk, mert a fibrintdl eltérden csak egy kotés hidrolizise torténik
(tehat a meghatarozott kinetikai paramétereknek kozvetlen fizikai jelentésiik is van) és az
egyik terméknek, a p-nitroanilinnek (pNA) a magas extinkcids egyiitthatdja miatt a mérés
sokkal érzékenyebb a plazmin aktivitasvaltozasaira mint a fibrinoldas kovetése. A [XIX]
melléklet 1. adbraja kapcsan részletezett mitermék hatasok miatt e vizsgalatokhoz olyan
relative magas plazmin koncentracidkat kellett haszndlni, amelyeknél a termék
koncentraci6 emelkedése nem linearis a vizsgalt id0 alatt, a kezdeti reakciosebességet nem
tudjuk megbizhatoan megkdzeliteni linedris funkcioval és igy a klasszikus Michaelis-
Menten kinetika differencidlegyenlete nem alkalmazhat6. Emiatt az un. folyamat-gorbe
(progress curve) analizisre kényszeriiltiink, amikor a reakcio lefolyasat akar a szubsztrat
teljes elfogyasaig kovetjikk. Az irodalomban egyetértés van abban, hogy a folyamat-gorbe
analizis informdciotartalma és megbizhatdosaga jobb, mint a kezdeti reakcidsebesség
analizisé: egy reakcidelegybdl tobb kisérleti pontot nyeriink (pl. a mi méréseinkben minden
reakcioelegybdl 60 mérés torténik az i1d6 fliggvényében), méghozza tokéletesen azonos
enzim, aktivator vagy inhibitor koncentraciok mellett. Tovabbi eldny, hogy a reakcidoban

felhasznalodo vagy termelédd komponensek automatikusan valtoznak, ami részben
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helyettesiti a kezdeti reakcidosebesség vizsgalatanal alkalmazandé széles skalaju szubsztrat
koncentraciokat [195-197]. A megkdzelités hatranya viszont az, hogy komoly matematikai
feldolgozast  igényel: a  kezdeti  reakcidsebességre  alkalmazhatd  egyszerii
differencialegyenletek helyett a folyamat-gorbét leiré modell szerint integralt formajukat
kell hasznalni. A feladat megkonnyitésére 25 évvel ezel6tt olyan egyszerli programokat
vezettek be, amelyek numerikus integralassal oldjak meg a differencidlegyenleteket a
folyamat kiilonbozd stadiumaiban és igy szimuldljdk a folyamat-gorbét [198], vagy
késdbbi valtozatban mar a kisérleti pontokhoz valo illesztést is lehetové tették [199]. A
differencialt egyenletek numerikus megolddsa mellézi annak sziikségét, hogy algebrai
formdban adjuk meg az integralt egyenleteket. Ennek fejében azonban kénytelen
reakciosebességi allandokkal operdlni a matematikai szimuléacié alatt annak ellenére, hogy
a valos kisérletben az enzim-szubsztrat komplex keletkezésére és lebontasara vonatkozo
kozvetlen informécié legtobbszor nem kaphaté meg és igy nem a sebességi allandok
abszolut értékeire, hanem legfeljebb azok aranyara (tipikusan Ky formajaban) tudunk
kovetkeztetni. Igy az analizis utan a szakértd személynek kell eldontenie, hogy a kisérleti
Osszeallitas ismeretében a program altal becsiilt sebességi allandokbol képzett melyik
aranynak van fizikai értelme. Bar a folyamat-gorbét analizdlé programok szerzoi
hangsulyozzak ezt a sajatossagot [198,199], a program felhasznaléi gyakran
megfeledkeznek errdl. Emiatt még 2007-ben is magas impaktfaktora folyodiratokban lehet
olvasni olyan kozleményeket, hogy folyamat-gorbe analizissel a szerz6k meghataroztak a
sebességi allandokat (az csak rdadas, hogy egy szubsztrat- és egy inhibitor-koncentracioval
dolgozva allitdlag 5 sebességi allandot sikeriilt azonositani) [200]. Az elérhetd analizalo
programok helytelen hasznalatdit megel6zhetné, ha ezek nemcsak az 4allandok becsiilt
értékérdl, hanem statisztikai megbizhatdsagukrol is informaciot szolgaltatndnak, ami
figyelmeztetné a kutatokat az értékelésben rejlé problémakra. Erre viszont az univerzalis
hasznalatra szant programok koziil egyik sem képes. Ezért amikor a folyamatgdrbe-
analizis sziikségességével szembesiiltiink, 1) analizalé programot kellett kidolgozni, amely
a szamitastechnika mai fejlettségi szintje mellett minden kutatd szédmadara elérhetd
szamitogépen elfogadhatd gépidon beliil a kisérlet valodi tartalmanak megfeleld kinetikai
paramétereket azonosit. Eljardsunk nem reakciosebességi allandokkal operal, hanem az
alkalmazott modellben altaluk képzett aranyszdmokkal, amelyekre a mérés valdban
érzékeny [195]. Tovabba a 3.6 fejezetben részletezett Monte Carlo szimuldcidonak
koszonhetden nemcsak a paraméterek becsiilt értékét, hanem azok statisztikai eloszlasat is

meghatarozzuk, ami hiien tiikrozi a kisérletb6l adodo szorast.
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Az oleat ¢és arachidonat jelenlétében valamint zsirsav hidnyaban végzett

méréseknél a mérési adatokhoz a legegyszeribb séma altal leirt folyamat-gorbét tudtuk

kielégitden illeszteni (53. dbra, A): E+S:<—>;ESL>E+P, ahol E a plazmint, S a

Spectrozyme-PL-t, P a pNA-t, a ki, ko és k; a megfelelé sebességi allandokat jel6li
(Modell 1.). Kvazi steady-state feltételezéssel a séma sebességére vonatkozd

dP  k,.E(So—P)

differencidlegyenlet — , ahol Ey €s Sp a plazmin ¢és a szubsztrat kezdeti

koncentracioi, K, :k“ljk2 a Michaelis allando, k,=k, a katalitikus alland6 [195]. Az

1

! P+ Ku In S,
ko Eo K Eo S-P

illesztjiik a mérési adatokhoz a [XIX] mellékletben leirtak szerint.

egyenlet integralt formaja t= , amelynek inverz fiiggvényét
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53. abra: Plazmin amidolitikus aktivitasa oleat és sztearat jelenlétében. [ XIX]

A Spectrozyme-PL (a vonalak végén uM-ban jelzett koncentracidban) hidrolizisét kovettiikk 20 nM
plazmin hatasara 10 uM oleat (A) vagy 115 uM sztearat (B) jelenlétében. A szimbolumok a mért
pNA koncentraciot (atlag és SD) jelolik, a vonalak pedig a Modell 1. szerinti globalis (az Gsszes
koncentracional mért pontokhoz végzett) illesztés legjobb eredményét mutatjak be. A bekeretezett

szamok az illesztés megfelelési fokat jelzik (+/ x* / N, ahol N a mért pontok szama) [XIX].

1] 50 100

Mivel sztearat jelenlétében a reakcid jobban lassul mint a Modell 1.szerinti
elérejelzés (53. dabra, B), méas modellt is teszteltink, amely magyardzhatja a

megfigyeléseket. A lassitds egyik oka a termék felhalmozoddsa lehet, amely a

E+S:<—>;ESL>EP:<—>;E+P séma szerint befolyasolhatja a reakcidosebességet (Modell

=3

2.). Az ES és EP komplexre vonatkozd steady-state feltételezéssel a séma sebességére

.. ., Ky-Eio-(Sp—P) (k,1+k2).k3
vonatkoz6 differencidlegyenlet —= , ahol Ky =—F—""—
dt  Ky.(1+K,.P)+S,-P ki (k, +k;)
. . , K, K, . . , , K, ,
Michaelis allando, Kk, = a katalitikus allando [195] és Kizk— a termékre
2 TKy 3

vonatkoz6 asszociacios egyensulyi allando. Bar Modell 1. és Modell 2. szerint a Ky és kj
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algebrai alakja eltér egymastol, a katalitikus mechanizmus vonatkozasaban jelentésiik
azonos: a Ky azt a szubsztrat koncentraciot jeloli, amelynél a reakcid sebesség az adott
enzim koncentracioval elérhetdé maximalis érték fele, mig k, elsérendii sebességi allando,
amely az enzim-szubsztrat komplex termék-képzo kapacitasat jellemzi. A Modell 2.

1=Ky K K (148K S,

integralt egyenlete t= P+ , amelynek inverz fliggvényét
p'EtO kp'EtO SO_P
illesztjiik a mérési adatokhoz a [XIX] mellékletben leirtak szerint.
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54. dbra: A plazmin sztearat jelenlétében mért katalitikus hatiasa harom kiilonb6z6

modell szerint. [ XIX]

A Spectrozyme-PL (40 uM) hidrolizisét kovettikk 20 nM plazmin hatasdra 115 uM sztearat
jelenlétében. A szimbolumok a mért pNA koncentraciot (atlag és SD) jelolik, a vonalak pedig a
Modell 1. (pontozott vonal), Modell 2. (szaggatott vonal) vagy Modell 3. (folytonos vonal) szerinti
globalis (az 6sszes koncentracional mért pontokhoz végzett) illesztés legjobb eredményét mutatjak

be. A gorbék melletti szamok az illesztés megfelelési fokat jelzik (+/x” / N, ahol N a mért
pontok szama) [XIX].

Bar a Modell 2. szerinti illesztés jobban kozelitette a mért adatokat (54. dbra),
nem tudta elfogadhatdan leirni a folyamat lassulasat. Ezért a Modell 3.-ban az enzim
instabilitdsat is  figyelembe  vettik  [196,197]. Ebben a  reakcidséma
E+skk<:>lesi>EPkk<:>iE+P

13, Li, Ly, , ahol E’ az enzim inaktiv alakja, Ji, J, és J3 az inaktivalas
E' E'S E'P

sebességi allandoi. Fiiggetlen mérésekkel igazoltuk, hogy sztearat mellett a szabad plazmin
(E) inaktivalasa a reakcié idOtartama alatt elhanyagolhatd (vagyis J1=0), ezért a modell

. . : . s . dP k,.E.(S,—P)
differencidlegyenleteit csak a J; és J3 fennallasara vezettiik le —= és
dt K,.(1+K;.P)+S,—P

dE,  J,.E(S,—P)/Ky +J, E K,.P
dt 1+K,.P+(S,—P)/K,

. Ebben az esetben a valtozd enzimkoncentracio

miatt a P integralasanal numerikus megoldast kellett alkalmazni [201]. Bar szemmel is a
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Modell 3. felel meg a legjobban a kisérleti adatoknak (54. dbra), ezt a kovetkeztetést a
rezidualis szoras analizisével [202] is megerésitettik (55. dbra). A Modell 1. és Modell 2.
szerinti rezidualis széras szisztematikus eltéréseket mutat, ami a modellek inadekvat
jellegére utal. Az anomalidk viszont eltlinnek a Modell 3. szerinti értékelésnél, ami

alatdmasztja a helyességét.
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55. dabra: A plazmin aktivitas harom modelljének elkiilonitése a rezidualis szoras
abrazolasaval. [ XIX]

—pM
A rezidudlis szoras értékét a p— R R

_meaniij"hi egyenlet szerint szamoltuk, ahol Ppeanij adott |
Psm,j(Pmean,i,j)

szubsztratkoncentracio mellett i id6pontban mért P atlaga, P,"f

a modell szerint becsiilt P
ugyanarra a szubsztratkoncentraciora és id8pontra, P (Preanij) @ Pmeanij—Te vonatkozo
modellezett standard deviancia. A Pl (P ;) €rt€két @ BM (Prean) =bj(Prean)®  €gYenlet

logaritmikus formajahoz torténd linedris regresszioval hataroztuk meg. Az A rész Modell 1.
szerint késziilt, a B rész Modell 2. szerint, a C rész pedig Modell 3. szerint. A bearnyékolt teriiletek
a rezidualis szoras szisztematikus anomaliait jeldlik. A szimbolumok kiilonb6z6 kezdeti
szubsztratkoncentracioknal szamolt rezidudlis szorast jeleznek: 40 (o), 60 (o), 80 (o), 100 (+), 200
(*), 300 (9), 600 (V) uM.

A rezidudlis szords analizise segiti az inadekvat modellek kizarasat, de még
nem bizonyitja a vizsgalat alatt fellépd plazmin inaktivaldsat. Erre vonatkozo kisérleti

adatokat az Uin. Selwyn-teszt szolgaltat. A teszt elve, hogy ha a vizsgalat alatt az enzim
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inaktivalodik, akkor azonos szubsztrat és valtozd enzim koncentraciok felhasznalasaval ezt
ki tudjuk mutatni, mert a kevesebb enzim gyorsabban inaktivalodik €s a reakcido hamarabb
all le. A jelenséget a legjobban az id6 €s enzimkoncentracidé szorzatanak fliggvényében
abrazolt termékkoncentracid valtozdsa szemlélteti [203]. Zsirsavak hidnyaban a Selwyn-
teszt minimalis plazmin aktivitds vesztésrdl tantskodik és jelentdsen alacsonyabb
termékszintet lehet megfigyelni a reakcid végstadiumaban sztearat jelenlétében (56. dbra).
Ilyen formaban a Modell 3. érvényessége fizikai bizonyitékot is nyer a sztearat mellett mért
plazmin aktivitas esetében. Az inaktivalas hatterében valdsziniileg nem a plazmin fokozott
autolizise all, hiszen a kimutathatosag hatarain beliil a reakcié id6tartama alatt plazmin

degradacios termékek nem jelennek meg (56. abra, betétek).
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56. abra: Plazmin aktivitas Selwyn-tesztje. [ XIX]

A Spectrozyme-PL (40 uM) hidrolizisét kovettiik plazmin hatasara zsirsavak hianyaban (A) vagy
115 puM sztearat jelenlétében (B). A nyilak melletti szamok a plazmin koncentraciot jeldlik nM-
ban. Betétek: a jelzett ideig plazmint (0,3 pM) inkubaltunk zsirsavak hianyaban (A) vagy 115 uM
sztearat jelenlétében (B) és ezt kdovetden 10-15 %-os poliakrilamid gélen elektroforézissel
vizsgaltuk nem-redukalo koriilmények kozott.

Tovabbi kisérletekkel a p-nitroanilint azonositottuk mint a tényezd, amely
felelés az id6 eldtti enzimaktivitas-vesztésért a reakcio alatt. Az amidolitikus aktivitas-
vizsgélatot ugy is elvégeztiik, hogy a plazmint eldinkubaltuk a reakcid termékeivel sztearat
jelenlétében. Ha az eldinkubaciot lizinnel, e-aminokapronsavval vagy fibrinogén
degradacios termékekkel végezziik, amelyek a Spectrozyme-PL lebontdsa utan szabadda
valé C-terminalis lizint mimikaljak, az amidolitikus reakcio lefolyasa nem valtozik, de ha
p-nitroanilint hasznalunk az eldinkubacioénal, a reakcié azzal a kisebb sebességgel
kezdddik, amely az amidolitikus reakcio késéi stadiumdra jellemzd sztearat jelenlétében
(57. dbra). igy azt a kovetkeztetést lehet levonni, hogy a termékgatlas csak az amidolitikus
kisérleti Osszeallitashoz kotddik. Ennek ismeretében az a modell, amely a K; és a J3
beiktatasaval képes kiszlirni a miitermék-hatast, nélkiilozhetetlen eszkozéveé valik a valodi
katalitikus és Michaelis allandok meghatarozasanak.

Az értékelés végeredményét az 58. dbra ¢és a 10. tablazat foglalja Ossze.

Mindharom vizsgalt zsirsav 10 — 20-szoros emelkedést okoz a plazmin Ky értékében. Az
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oleat és arachidonat 10 — 65 uM koncentracio tartomanyban hatdsos, mig a sztearat 65 uM
feletti koncentracioban fejt ki szignifikans hatast. A két telitetlen zsirsav (oleat és
arachidonat) emellett a katalitikus allando 2-szeres csokkenését is okozza, igy kevert-
tipusu inhibitorként viselkedik. A sztearat hatasa viszont szokatlan: a Michaelis allando
novekedéséhez a katalitikus allando novekedése tarsul, ami telitdé szubsztrat koncentraciok
mellett latszolagos aktivator hatasként jelentkezik. Ha viszont a ky/Ky aranyt értékeljiik a
sztearat is plazmin inhibitornak tekinthetd, amelynek hatékonysaga a legalacsonyabb a

harom vizsgalt zsirsav koziil (11. tablazat).
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57. abra: p-Nitroanilin hatasa a plazmin amidolitikus aktivitasara zsirsavak
jelenlétében. [ XIX]

A Spectrozyme-PL (80 uM) hidrolizisét kovettiik plazmin hatasara zsirsavak hianyaban (folytonos
vonal) vagy 115 uM sztearat (szaggatott vonal), 45 uM oleat (pontozott vonal), 45 uM arachidonat
(ponttal szaggatott vonal) jelenlétében, pNA mellett vagy anélkiil.
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58. abra: Plazmin kinetikai paraméterei zsirsavak jelenlétében. [ XIX]

A kp és Ky értékeit az 53. dbrdndl leirtak szerint hataroztuk meg Modell 1. alkalmazasaval (oleat,
OA és arachidonat, AA esetében) vagy Modell 3. alkalmazasaval (sztearat, SA esetében). A Monte
Carlo szimulacioval nyert 1000 paraméterpar koziil zoldben tlintettiik fel a 95 %-os konfidencia
tartomanyon beliili értékeket és kékben az azon kiviilieket. A piros csillag a kisérlet alapjan nyert
legjobb becslés, mig a piros kdr a Monte Carlo szimulacid utani legjobb becslés. A zsirsav

srcr

teriiletek az azonos zsirsavhoz tartozo értékeket fedik.
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10. tablazat: Plazmin kinetikai paraméterei zsirsavak jelenlétében. [XIX]

Az 58. dbrdn szerepl6 k, és Ky szamszert értékei. Roviditések: LB, legjobb becsiilt érték; Cl, 95 %-os konfidencia tartomany; Ky, Michaelis allando; k,, katalitikus
allando; K;, termék-enzim komplex asszociacios egyensulyi allandodja; Js;, enzim-termék komplex inaktivalasi sebességi allanddja; n.a., adott esetben nem
alkalmazhaté. Zsirsav nélkiil, oleat és arachidonat jelenlétében a paramétereket Modell 1. szerint hataroztuk meg, mig sztearat jelenlétében a Modell 3. szerint (az
enzim-szubsztrat inaktivalasi allando J, az illesztés soran mindig 1072 s nagysagrendii értékeket kapott, tehat nem lehet jelent6s hatassal a modell szerint, ezért nem
keriilt bemutatésra).

zsirsav Ku (LM) ko (s7) Ki (uM™) J3(s7)
koncentracio LB CI LB Cl LB CI LB CI
(uM)
0
5,89 5,43 — 6,38 5,81 5,70 — 5,93 n.a. n.a. n.a. n.a.
oleat
10 12,58 11,68 — 13,41 4,54 4,48 — 4,60 n.a. n.a. n.a. n.a.
25 20,09 18,76 — 21,26 3,65 3,56-3,73 n.a. n.a. n.a. n.a.
45 27,49 26,43 — 28,57 2,63 2,58 — 2,68 n.a. n.a. n.a. n.a.
65 131,09 115,33 — 146,13 2,75 2,57-295 n.a. n.a. n.a. n.a.
arachidonat
10 23,71 22,91 — 24,58 6,10 6,06 — 6,15 n.a. n.a. n.a. n.a.
25 42,65 38,28 — 47,66 3,57 3,43 -3,71 n.a. n.a. n.a. n.a.
45 57,51 55,24 — 59,60 3,68 3,62-3,73 n.a. n.a. n.a. n.a.
65 59,85 56,76 — 62,73 2,40 2,35-2,44 n.a. n.a. n.a. n.a.
sztearat
65 8,17 7,35-9,10 7,03 6,93 -7,12 0,025 0,011 -0,053 0,026 0,018 — 0,038
115 11,33 9,42 — 13,41 7,48 7,37 17,61 0,012 0,008 — 0,402 0,056 0,001 — 0,158
175 23,37 20,98 — 26,88 12,39 11,92 -12,73 0,007 0,005 — 0,009 0,062 0,052 — 0,069
230 72,96 69,86 — 75,86 14,77 13,94 — 23,85 0,002 0,001 — 0,003 0,074 0,001 - 0,356
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11. tablazat: Plazmin katalitikus hatékonysaga (k,/Ky) zsirsavak jelenlétében. [XIX]
A K/Ky (uM™.s™) aranyt a 10. tdbldzat adatai alapjan szamoltuk.

zsirsav koncentraciod sztearat oleat arachidonat
(uM)

0 0,99 0,99 0,99
10 - 0,36 0,26
25 - 0,18 0,08
45 - 0,10 0,06
65 0,86 0,02 0,04
115 0,66 - -
175 0,53 - -

230 0,20 - -
50F A SA " B e

1 15 ‘2 o 05 1 15 2
idé (min) idé (min)

59. dbra: Des-kringle plazmin szarmazékok amidolitikus aktivitasa zsirsavak
jelenlétében. [ XIX]

A Spectrozyme-PL (120 uM) hidrolizisét kdvettiik 20 nM miniplazmin (A) vagy mikroplazmin (B)
hatasara zsirsavak hidnyaban (semmi) vagy 45 uM oleat (OA), 45 uM arachidonat (AA), 175 uM
sztearat (SA) jelenlétében.

0 0.5

A zsirsavak célpontjat a plazmin molekulan beliil ugy kozelitettiik meg, hogy
kiilonb6z6 fokban csonkitott plazmin szarmazékok amidolitikus aktivitasat vizsgaltuk
zsirsavak jelenlétében (59. d@bra). A miniplazmin (des-kringle; 4 plazmin) az 5. kringle és a
katalitikus doménbdl all, mig a mikroplazmin (des-kringle;.s plazmin) csak a katalitikus
domént tartalmazza. A Spectrozyme-PL telitd koncentracidindl mindhdrom zsirsav gy
befolyasolja a miniplazmin aktivitdsat mint a plazminét: latszélagos aktivalas figyelhetd
meg szteardt mellett valamint gatlds oleat és arachidonat mellett (59. dbra, A). A
mikroplazmin viszont nem érzékeny a zsirsavakra (59. dbra, B). Ez az eredmény kizarja a
katalitikus domént mint a zsirsavak tdmadasi pontja és amellett sz6l, hogy az 5. kringle
jelenléte elegendd hatasuk kifejtéséhez. Ez a kovetkeztetés Osszhangban all korabbi
megfigyelésekkel, melyek szerint az olajsav egy nagysagrenddel nagyobb affinitassal
kotédik az 5. kringle-hez mint mas kringle doménekhez [191]. Erdemes megjegyezni, hogy

e tanulmany szerzd6i ugyanabban a koncentracid tartomanyban igazoltdk az olajsav hatdsat
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a plazmin aktivitdsara makromolekularis szubsztraton (prosztromelizin-1) mint az oleat és
arachidonat a mi vizsgalatainkban (10 — 65 uM).

Hangsulyozni kell, hogy a homogén oldatban végzett mérések alapjan levont
kovetkeztetéseket nem lehet automatikusan alkalmazni a heterogén fazist fibrinolizisre,
amikor a plazminogén aktivatorok hatidsara a plazmin kozvetleniil a fibrinrostokon
keletkezik, ahol védve van az inhibitor hatasokkal szemben [XXX]. Igy valosziniileg a leirt
zsirsav-hatdsok a plazmin molekuldk azon frakciojan érvényesiilnek, amely atmenetileg
levalik a szabad, oldott fazisba. Ahogy viszont a 51. dbra is igazolja az oldatban levd
makromolekularis szubsztrat (fibrinogén) vonatkozasaban, az olajsav Ugy modositja a
plazmin aktivitast, ahogy az amidolitikus vizsgélat alapjan az vérhat6. Megallapitasaink
prediktiv erejét bizonyitja, hogy a sztearat mellett meghatarozott nagyobb k, értékkel
0sszhangban, telit fibrinogén koncentracio mellett (3. #abldzat, fibrinogénre nézve Ky=2
uM) fokozott plazmin aktivitas figyelhetd meg (60. abra): a fibrinogén fokozott emésztése
miatt kevesebb fibrin keletkezik trombin hatdsira (ahogy az alacsonyabb maximalis Assg

jelzi ezt) szemben az olajsav jelenlétében tapasztaltakkal (51. dbra).
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60. abra: Sztearat hatasa a fibrin(ogén) lebontasara plazminnal.
Sztearat tartalmu fibrinogénhez (8 pM) trombint (160 nM) és plazmint (20 nM) adtunk hozza és az

crcr

jelzik uM-ban.

A zsirsavak jelenlétében végzett enzimkinetikai vizsgalataink azt az altalanos
lehetéséget szemléltetik, hogy egy regulator képes az enzim kinetikai paramétereit
egymastol fiiggetleniil és raadasul ellentétes iranyba véltoztatni. {gy az enzimaktivitas
tekintetében a regulator 0sszhatasa eltérhet a szubsztrat koncentracié fiiggvényében. Ez az
eredmény még egyszer aldhtizza azt a fontos mddszertani kovetelményt, hogy folyamat-
gorbe analizisnél is csak széles skalan valtoztatott szubsztrat és regulator koncentraciokkal
végzett mérések alapjan, megfeleld6 modell-elkiilonitéssel ¢€s statisztikai feldolgozassal
lehet megbizhato kinetikai paramétereket nyerni.
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4.8. IgG modulator szerepe a fibrinolitikus enzimek miikodésében

Az értekezés utols6 fejezete arra szolgéltat példat, hogy enzimaktivitas-
vizsgélatokkal kozelebb juthatunk egy betegség klinikai tiineteinek megértéséhez. Az
antifoszfolipid szindroma (APS) olyan autéimmun betegség, amelyben a vérben lupusz
antikoagulans ¢és antikardiolipin (aCL) antitestek mutathatok ki, klinikailag pedig
visszatérd vénas €s artérias trombotikus események €s vetélések jellemzok [204-206]. A
trombozis molekularis hattere még mindig bizonytalan annak ellenére, hogy sok esetben a
foszfolipid-fiiggd antikoagulans mechanizmusok zavarat lehet kimutatni [204,207]. A
trombotikus szovédmények az aCL antitestek IgG izoformajahoz kotdédnek, ami pedig az
antitestek antigén specificitasat illeti, legtobbszor B,-glycoprotein-1, protrombin és oxidalt
lipidek ellen irdnyulnak [208]. Ugyanakkor egyre tobb adat a fibrinolitikus rendszer
érintettségére utal, pl. egyes APS betegek vérében tPA [209] és plazminogén elleni
[210,211] antitestek jelenlétét mutattdk ki. Ennek fényében megvizsgaltuk APS betegek

vérplazmajanak fibrinolitikus potencialjat (61. dbra).
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61. abra: Vérplazma alvadékok keletkezése és oldasa. [VII]

A. A rekalcifikalt citratos vérplazmat trombinnal megalvasztottuk és az alvadék turbiditasat
kovettiik. A vérplazma egészséges egyéntdl (pontozott és ponttal szaggatott vonal) vagy APS
betegtdl (folytonos és szaggatott vonal) szdrmazott. A trombinnal egyiitt adott 10 nM tPA-val
(szaggatott és ponttal szaggatott vonal) vagy 0,5 uM plazminnal (folytonos és pontozott vonal)
indukaltuk a lizist.

B. A plazma alvadékokat normal plazmabol készitettiik hozzaadott anyag nélkiil (pontozott vonal)
vagy 40 uM IgG hozzaadasaval. A hozzaadott IgG-t egészséges egyéntdl (egy ponttal szaggatott
vonal) vagy harom kiilonb6zé APS beteg (folytonos, szaggatott és két ponttal szaggatott vonal)
vérébol izolaltuk. A lizist trombinnal egyiitt adott 0,5 uM plazminnal inditottuk.

Mivel az APS plazmabdl késziilt alvadékok mind tPA-val, mind plazminnal
inditott olddsa lassabb a normal plazméhoz képest (61. dbra, A) és ez a gatlas
reprodukélhatdé normal plazmahoz hozzdadott APS IgG-vel (61. dbra, B), indokolt a
plazminaktivitds vizsgalata APS IgG jelenlétében. Az IgG jelenléte a fibrinben
szignifikdnsan meghosszabbitja lizis-idejét (62. abra, A). A kiillonbozo forrasbol szarmazd

IgG azonban eltérd foku gatlast eredményez a plazmin aktivitasban fibrin szubsztraton (62.
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dbra, B). Az egészséges egyénektdl szarmazo IgG okozta hosszabbodas legalabb 25 % és
legfeljebb 200 %, mig APS IgG-vel legalabb 60 % ¢és legfeljebb 600 %. Az azonos molaris
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62. abra: IgG és albumin hatasa a fibrin oldasara az alvadékban levé plazminnal.
[VII]

A. A fibrinogénhez (6 pM), amely nem tartalmazott hozzaadott anyagot (folytonos vonal) vagy 18
UM normal 1gG-t (hosszan szaggatott vonal), 18 uM 1. APS beteg IgG-t (pontozott vonal), 18 uM
2. APS beteg IgG-t (két ponttal szaggatott vonal), 40 uM BSA-t (r6viden szaggatott vonal)
tartalmazott, trombint (20 nM) és plazmint (3 nM) adtunk hozza és az abszorbanciat mértiik 340
nm-en. A szimbolumok a lizis-idét jelolik.

B. 18 uM IgG jelenlétében mért lizis-id6 az A. részben leirt koriilmények kozott relativ
egységekben (1 a hozzaadott IgG nélkiill mért lizis-idé). Minden szimbolum egy-egy APS beteg
vagy egészséges egyén IgG preparatumaval végzett mérés eredményét abrazolja.

Ezek az eredmények nagyfokl variabilitast igazolnak az IgG 4ltal fibrinolizisre
gyakorolt hatdsaiban, amely az IgG molekuldk heterogenitasaval fiigghet Ossze mind
fiziologias, mind patologias koriilmények kozott. Ilyen kovetkeztetés mellett szélnak az
IgG fragmentumokkal végzett méréseink is (nem &brazolt adatok, [VII]): az Fu
fragmentumok, amelyek az IgG antigén-specificitasaért feleldsek, molaris alapon még
hatékonyabban gatoljak a fibrin oldasat mint a teljes IgG molekuldk. Ugyanakkor a
valtozatlan F. fragmentumok nem befolydsoljak a fibrinolizist. Az IgG hatds nem
kozvetleniil a plazminra irdnyul, hiszen sem a normal, sem az APS IgG nem modositja a
plazmin amidolitikus aktivitasat Spectrozyme-PL szubsztraton. Ugyanakkor az IgG-k
eltér6 mddon hatnak a fibrin jelenlétében mért amidolitikus aktivitdsra. A szintetikus
szubsztrattal versengve 6 uM fibrin monomer 40 %-al csokkenti a plazmin aktivitasat

Spectrozyme-PL-en és ugyanez a plazmin aktivitas, ha a fibrin mellett 16 uM normal IgG

is jelen van. Ha viszont 16 uM APS IgG-t alkalmazunk a fibrinnel egyiitt, a plazmin
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aktivitas a fibrin hianydban mért érték 85 %-ara emelkedik, vagyis az APS IgG részben
felfiiggeszti a fibrin-Spectrozyme-PL kompeticiot. Ez a hatas felveti annak lehetdségét,
hogy az APS IgG kdlcsonhatasba 1ép a fibrinnel vagy a fibrinhez kotott plazminnal és
ennek kovetkeztében a fibrin protedz-érzékenysége csokken, illetve megvaltoznak a
fibrinhez kotott enzim kinetikai tulajdonsagai.

Ezekkel a vizsgalatokkal elséként irtuk le, hogy APS betegeknél olyan
antitestek is el6fordulnak, amelyek zavarjak a plazmin hatasat fibrin szubsztraton és a
gatolt fibrinolizis révén hozzajarulhatnak a trombotikus hajlamhoz. Késébb tobb APS
betegnél is beszamoltak errdl a jelenségrol [212].

Enzimaktivitas-vizsgalatokkal még egy, eddig ismeretlen tényezot sikeriilt
azonositanunk az APS trombotikus tiineteinek hatterében. Korabbi tanulmanyokbol
lehetett tudni, hogy viszonylag nagy gyakorisaggal (10 APS beteg koziil 2-nél) olyan anti-
trombin antitestek fordulnak eld, amelyek zavarjak a trombin inaktivaciojat a f6 plazma
inhbitoraval, az antitrombinnal [213]. Arra viszont nem volt adat, hogy mi torténik az IgG-
ben bezart trombin enzimatikus aktivitdsaval. Ha az anti-trombin antitest inhibitorként
viselkedik, jelenléte vérzékenységhez vezetne, amennyiben viszont csak kivédi a plazma
inhibitorok hatédsat, igy konzervalna a trombin aktivitast €s trombdzisra hajlamositana. Az
altalunk vizsgalt 23 APS betegbdl izolalt IgG prepardtumok koziil egy IgG-nél fibrinogént
alavaszt6 aktivitast detektaltunk (63. dbra).
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63. abra: Trombin aktivitas APS IgG-ben. [XII]

A. Fibrinogénhez (30 pM) azonos térfogati 2 nM trombint (folytonos vonal), 30 uM APS IgG-t
(szaggatott vonal), 30 uM APS F,-t (egy ponttal szaggatott vonal), 30 uM APS F.-t (két ponttal
szaggatott vonal) vagy 30 pM normal IgG-t (hosszan szaggatott vonal) adtunk hozzd és az
abszorbanciat kovettiik 340 nm-en (Aj4). Betét: Spectrozyme-TH (H-D-hexahidrotirozil-L-alanil-
L-arginin-p-nitroanilid) hidrolizisét vizsgaltuk 6 nM trombin (Th), 20 uM APS IgG vagy 20 uM
APS Fab hatasara (AmA4s, 405 nm-nél mért abszorbancia-valtozas szorozva 1000-rel).

B. XIlI-as faktor aktivacioja APS IgG-vel. F-XIII tartalmu fibrinogénhez trombint vagy APS IgG-t
adtunk hozzé és a jelzett idopontokban a fibrint 4 M urea 1 % P-merkaptoetanol és 1 % SDS
tartalmiu pufferben oldottuk fel. 4-15 % poliakrilamid gélelektroforézis utan eziistfestéssel
lathatova tettiik a polipeptidlancokat. A y-dimerek megjelenése jelzi a F-XIlla aktivitasat.
Roviditések: HC, APS IgG nehéz lanca; LC, APS IgG konnyii lanca.
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Az APS IgG preparatum trombin aktivitdssal rendelkezik mind szintetikus kis
moltomegli (63.4 dbra, betét), mind természetes makromolekularis szubsztratokon:
fibrinogén (63. dbra, A) és F-XIII (63. dabra, B). A trombin aktivitas az IgG papainos
emésztése utdn az Fab fragmentumhoz kotddik. Nincs teljes megegyezés a kiilonb6zo
szubsztratokon mért APS IgG-hez kotott trombinaktivitasban: 20 pumol APS IgG
amidolitikus aktivitdsa 5 nmol tiszta trombinnak felel meg, mig 30 uM APS IgG lassabban
alvasztja meg a fibrinogént mint 2 nM trombin (63. dbra, A). A kiilonbséget azzal lehet
magyarazni, hogy az IgG-hez kotott trombin vagy nehezebben fér hozzd a
makromolekuléaris szubsztrathoz, vagy ebben a forméban nagyobb katalitikus
hatékonysagot mutat a kis peptid szubsztratokon. Mindkét aktivitds alapjan azonban a
bezart trombin az IgG frakcidban 0,1 %-nal kisebb molaris aranyt képvisel, ami
Osszhangban 4ll madas anti-trombin antitestekrol kozolt adatokkal [213]. Fibrinolizis
szempontjabol egy ilyen antitest jelenléte azt is jelenti, hogy az in vivo keletkez6 fibrin
ellenalld lesz a plazmin hatdssal szemben, hiszen a benne zart trombin aktivalja a F-XIII-t,
amely kovalensen stabilizalja az alvadékot (63. dbra, B).

Az a tény, hogy a trombinaktivitds olyan IgG-prepardtumban mutathatd ki,
proteaz inhibitoroknak, eleve azt feltételezi, hogy ebben a formaban a trombin védve van
az inhibitorokkal szemben. Az APS IgG-hez kotott trombin és az inhibitorok viszonyat in

vitro is megvizsgaltuk (64. dbra).
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64. abra: APS IgG-hez kotott trombin gatlasa antitrombinnal és hirudinnal. [XII]

APS IgG-t (20 uM) 10 percig 0,3 uM antitrombinnal (AT) inkubaltunk heparin nélkiil vagy 0,15
UM heparin jelenlétében, illetve 1 uM hirudinnal és ezt kovetden a maradvany trombinaktivitast
mértiik  Spectrozyme-TH  szubsztraton, amelyet  abszorbanciavaltozasként  (1000-rel
szorozva, AmA 4s) abrazoltuk. Osszehasonlitasul 3 nM trombin azonos koriilmények kozott torténd
gatlasat mutatjuk be.

Az APS IgG majdnem teljes védelmet jelent a trombin szdmara antitrombinnal

¢s hirudinnal szemben (64. dbra). A heparin képes megsziintetni ezt a védOhatast
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antitrombin esetében, de hirudinnal nem (nem abrazolt adatok). Az APS IgG anti-trombin
antitest frakcioja nincs telitve trombinnal: hozzaadott trombin szamara is hasonld védelmet
biztosit és a hatds az I[gG molekula F,, frgmentumahoz kotddik (12. tdabldzat).

12. tablazat: APS IgG hatasa trombin gatlasara antitrombinnal és hirudinnal. [XII]
Trombin (3 nM) inaktivalasat vizsgaltuk 0,3 uM antitrombinnal (AT) vagy 1 uM hirudinnal a 64.
dbranal leirtak szerint. A maradvany trombinaktivitast az eredeti aktivitas szazalékdban adjuk meg

(atlag £ SD)

hozzéadott inhibitor

anyag AT AT+150 nM heparin hirudin
semmi 17,7+2,79 3,4+0,18 4,0 £ 0,38
20 uM APS IgG 81,1 £3,42 20,1 £ 1,60 67,2 £ 1,60
20 uM APS Fy, 69,1 £2,48 37,8 £ 1,50 58,8 £1,42
20 uM N IgG 37,6 £1,71 9,7 £0,53 3,5+0,32

Gyakorlati szempontb6l az anti-trombin APS IgG azonositasa arra hivja fel a
figyelmet, hogy érdemes funkciondlis, enzimaktivitdsi tesztekkel kiegésziteni a szokasos
antigén-vizsgalatokat APS diagnozisa kapcsan, mert ez segithet a helyes terdpids
dontésben: jelen esetben heparin vagy direkt trombin inhibitor alkalmazasanak kérdésében.

Osszefoglalva, az APS szindroma diagnosztikai kriteriumaihoz tartozo
foszfolipid elleni antitestek [214] kozott olyan IgG-k fordulnak eld, amelyek vagy
kozvetleniil (a fibrinre kifejtett plazminaktivitas felfliggesztése révén), vagy kozvetve (a
trombinaktivitds fenntartdsa és fibrinszerkezet stabilizaldsa révén) anti-fibrinolitikus
természetlick. Figyelembe véve a 4.7.1 fejezetben leirt foszfolipid hatasokat, ezen
antitestek €s foszfolipidek egyiittes jelenléte az APS betegek trombusaiban indokoltta teszi
e két modulator kombinalt hatdsanak vizsgalatat a fibrinolizis egymast kovetd 1épéseire
(tPA diffuzidja az alvadékba, plazminogén aktivacio, fibrin olddsa plazminnal).

A normal plazmabol izolalt IgG valamint a ,B” APS betegtdl (enyhén
tartalmu fibrinbe, mig az ,,F” beteg (magas aCL titer) IgG-jének fohatdsa és interakcidja a
foszfolipiddel nem szignifikans kétszempontos ANOVA alapjan (65. abra). Ez a funkcio-
vesztés egyes APS IgG esetében hozzajarulhat a fibrinolitikus aktivitds variabilitasahoz az

APS betegek korében.
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65. dbra: Eu-tPA diffizioja a foszfolipideket és kiilonb6zé IgG-ket tartalmazo
fibrinhaléba. [ XVIII]

Foszfolipidet (0,5 g/l) és normal- (N-) vagy APS- (B-; F-) IgG-t (13 uM) tartalmazé fibrinalvadék
(7,35 uM) felszinére Eu-tPA-t rétegeztiink ra (20 nM : 100%). 40 perc mulva a felszint mostuk és a
maradék, fibrinbe diffundalt Eu-tPA fluoreszcencidjat mértiik, és ebbdl a fibrinbe diffundalt Eu-
tPA %-os ardnyat szamitottuk: atlagértékek (kis négyzetek), SD értekei (oszlopok) €s a standard
hiba értékei (nagy négyzetek) vannak feltiintetve. C2: IgG- és foszfolipid-mentes fibrin; C1: IgG-
mentes, foszfolipid-tartalmu fibrin; N-, B-, F-IgG: a foszfolipid mellett az adott IgG-t is tartalmazo
fibrin (N, normal; B- és F-, két APS betegtdl szarmazo). Betét: a foabran bemutatott kisérletek
kétszempontos varianciaanalizise alapjan nyert p-értékek (hatashiany valdszinlisége). Mind a
féhatasok, mind az interakcio szignifikancia szintjét p<0,05 értéknél hataroztuk meg, n.s., nem
szignifikans.

20

Mivel a foszfolipidhez hasonléan az IgG-k sem befolyasoljak a plazminogén
aktivéaciojat tPA-val oldatban (nem abrazolt adatok), a két modulator interakcidjat csak
fibrin felszinén zajlé aktivacidé soran tudjuk vizsgélni (66. dbra). Az N-IgG mellett a
plazminogén aktivacié lelassul foszfolipid-mentes és foszfolipid tartalmu fibrin felszinén
1s, ami Osszhangban all a csokkent tPA-difflizioval. A plazminogén aktivacidra gyakorolt
IgG hatdsok azonban nem korldtozdédnak a tPA penetracidra. A ,,B” APS beteg IgG-je,
amely az N-IgG-hez hasonloan csokkenti a tPA mennyiségét a fibrinben, serkenti a
plazminogén aktivacidt. Mivel a B-IgG nem befolyasolja a plazminogén aktivaciot fibrin
hianyéaban, hatdsa talan a harmas tPA-fibrin-plazminogén komplexen keresztiil érvényesiil
azaltal, hogy jelenlétében a komplex optimalis konformaciot vesz fel egy vékony felszini
rétegben, ahol a diffuzids viszonyok nem jatszanak jelentOs szerepet. Az N-IgG ¢és a B-IgG
hatdsai fliggetlenek a foszfolipid jelenlététdl. A kétszempontos ANOVA csak egy
szignifikans interakcidt igazol a plazminogén aktivacioban: az ,,F” APS betegtdl szarmazd
IgG mérsékli a foszfolipidek gatld hatasat (p<0.005), ami a tPA penetracié vonatkozasaban

fent emlitett funkciovesztésével hozhatd Osszefiiggésbe.
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66. dbra: Plazminogén aktivacio fibrin felszinén tPA hatasara kiilonb6zo tipusu IgG-k
jelenlétében. [ X VIII]

Plazminogént (0,1 pM) és kiilonboz6 tipusu IgG-ket (13 uM) tartalmazo fibrint allitottunk eld
foszfolipid nélkiil (A) vagy 1 g/l foszfolipid tartalommal (B). A fibrin felszinére tPA-t (14 nM) és
Spectrozyme-PL szubsztratot rétegeztiink ra (0,6 mM) és az abszorbanciat 405 nm-en (A4s)
folyamatosan kovettiik 37 °C-on. IgG-mentes kontroll: folytonos vonal; normal-IgG: pontozott
vonal; B-IgG: szaggatott vonal; F-IgG: két ponttal szaggatott vonal.

0 50 100 150 200 250 300
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67. dabra: Foszfolipidet és kiillonb6zo tipusu IgG-ket tartalmazo fibrin oldasa plazmin
hatasara. [ XVIII]

Foszfolipid (1 g/l) és IgG (13 puM) tartalm fibrinre plazmint (11,7 pM) rétegeztiink ra, az
abszorbanciat 340 nm-en kovettiik (As) €s normalizalt formaban (elosztva a kezdeti Asqg értékkel)
abrazoltuk. A tog, tos, ton lizisidok a kezdeti Asqy érték 20, 50, ill. 80 %-nyi csdkkenéséhez
sziikséges 1dot jelolik. IgG-mentes kontroll: folytonos vonal; normal- (N-) IgG: pontozott vonal; F-
IgG: szaggatott vonal; B-IgG: két ponttal szaggatott vonal.

A foszfolipidek és az IgG interakcioit a fibrin plazminnal térténd oldasaban
turbidimetridval vizsgaltuk (67. dbra). Az N-IgG nem modositotta a foszfolipid altal
biztositott rezisztencidt a plazmin hatdssal szemben. Ugyanakkor mindkét APS IgG
befolyésolja a foszfolipid tartalmu fibrin oldasat, de eltéré6 mddon. A fibrin a legjobban az
F-IgG mellett tudott ellenallni a plazmin hatasnak, mig a B-IgG mellett csak a fibrinoldas
kezdeti fazisa lassult le, késobbi stadiumban a lizis felgyorsul és a ty, értéke az [gG-mentes
fibrinhez képest is rovidebb. Mivel a foszfolipid és az APS IgG eltér6 mechanizmussal
gatolja a plazminnal inditott fibrinolizist (a foszfolipid megkoti a plazmint a 4.7.1

fejezetben leirtak szerint, az APS IgG-k pedig zavarjdk a plazmin és fibrin kozotti
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kolesonhatéast az e fejezet elején kozolt adatok szerint), hatdsuk szinergizmusa érthetd a
megnovelt rezisztencia esetében. A B-IgG jelenlétében fellépd késoi gyorsulas viszont mas
mechanizmust is feltételez: a részlegesen fellazult fibrinszerkezetben egyes IgG-k
leszorithatjak a foszfolipidhez kotott plazmint, igy ndvelve a fibrinre hatni képes proteaz
mennyiségét.

Az immunglobulinokkal végzett vizsgalatok gyakorlati oldalrdl kozelitik meg a
egy klinikai szindroma valtozatos tiineteinek jobb megértését, de konkrét terapids dontések

meghozatalat is eldsegitik, ahogy ezt az anti-trombin IgG példajan lattuk.
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5. Kovetkeztetések, az Gj eredmények 6sszefoglalasa

Az értekezés az elmult 10 évben enzimologiai szinten végzett, a trombolizis-
rezisztenciaval kapcsolatos kutatdsaink fobb eredményeit ismerteti. A legfontosabb
megallapitdsaink az alabbiak szerint foglalhatok ossze:

1. A szubsztrat, vagyis a fibrin szerkezetének oldalardl megkozelitve a plazmin
katalitikus hatékonysaganak kérdését, bebizonyitottuk, hogy a finom szerkezetii, kis
atmérdjii rostokbol 4llo fibrinhald jobb szubsztratja a proteaznak, amit késdbb masok altal
végzett direkt szerkezeti vizsgalatok is alatdmasztottak. A felszini proteolizis analizisénél
altalunk alkalmazott kinetikai modell eldjelezte a plazmin processzivitasat a polimerizalt
szubsztrat emésztésében, amely a késObbi szerkezeti bizonyitékok nyomén ,.crawling”
mechanizmusként vonult be a szakirodalomba.

2. Az enzim, a plazmin oldalar6l vizsgalva a Kkatalitikus hatékonysagot,
kimutattuk, hogy az 5. kringle sziikséges a plazmin katalitikus doménje funkcionalis
rendelkezé plazmin-szarmazékoknal a nem-keresztkotott fibrinen mért Kea/Ky arany
csokken a kringle domének elvesztésével. Ugyanakkor a miniplazmin, amely csak az 5.
kringle és katalitikus doménbdl 4ll, a leghatékonyabb protedz keresztkotott fibrinen, mert
feltehetdleg kisebb molekulamérete kedvezdbb a kompaktabb szerkezetli kovalensen
kereszkotott fibrinhaloban.

3. Megfigyeltiik, hogy amennyiben in vivo a PMN-elasztaz fokozott hatasa
érvényesiil, a beteg plazmaja nagyobb fibrinolitikus potenciallal rendelkezik, azaz a beldle
késziilt alvadék gyorsabban oldodik tPA hatdsara. A jelenség hatterében a
miniplazminogén keletkezését feltételezziik, amelyet a tPA gyorsabban aktival és a
keletkezé miniplazmin az el6zdekben targyalt hatékonysaggal oldja a fibrint.

4. Perfizios modellben tett megfigyeléseink szerint aramlas alatt mar nemcsak
az enzim proteolitikus hatékonysaga hatarozza meg a fibrinoldas sebességét, hanem a
termékek altal 1étesitett interakciok is. Plazminhoz képest PMN-elasztaz hatasara nagyobb
méretli fibrin degradacids termékek keletkeznek és ezek nem teszik lehetévé az alvadék
szétesését még a kozepes nagysagl artéridkra jellemzé hemodinamikai viszonyok kozott
sem, szemben a plazmin mellett fellépd korai széteséssel. Ennek kovetkeztében az oldas
lassabb, de in vivo trombolizis szempontjabdl a szétesés hianya akar elonyos is lehet, mert
nem rejti magaban az embolizacio lehetdségét.

5. A protrombinnal és albuminnal végzett modellkisérleteink igazoljak, hogy a

fehérjék denaturdldsa sordn olyan szerkezeti atalakulasok torténnek, amelyek a tPA altal
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katalizalt plazminogén aktivacioban kofaktor tulajdonsagként jelennek meg. Ezek koziil
két szerkezeti tényezOt sikeriilt azonositanunk a kofaktor funkcié hatterében:
intermolekularis interakciok B-reddzott lemezek kozott €s a kofaktor aggregatumok 20 nm
feletti &tmérdje.

6. Kimutattuk, hogy a metilglioxal, amelynek szintje emelkedik diabetes
mellitusban, nem-enzimatikusan modositja a plazminogént, aminek kdvetkeztében
aktivacioja gatolt kofaktor hidnyaban. Az altalunk leirt kovalens modositas gyakorlati
jelentdsége abban rejlik, hogy a terapias trombolizisnél olyan plazminogén aktivatorokat is
alkalmaznak, amelyek hatdsmechanizmusa nem igényel kofaktort (pl. streptokinaz,
urokinaz). gy a terapids véalasz egészen valtozo lehet, amikor ezek a fibrinolitikus dgensek
a beteg szervezetében esetleg modositott plazminogénre fejtik ki hatasukat.

7. Az artérids trombusokban miozin jelenlétét igazoltuk, amely a fibrinhez
kotddik és stabilizdlja szerkezetét oldassal szemben azéltal, hogy lefedi a fibrin tPA-
a fibrinnel. Bar a miozin 6nmagaban is kofaktor a tPA 4altal katalizalt plazminogén
aktivacioban, ez a funkcidja csak szabad formdban érvényesiil és nem a fibrin-miozin
komplexben.

8. Uj tényez&t azonositottunk a vérlemezkék anti-fibrinolitikus funkcidjaban:
fehérje-mentes membran foszfolipidjei révén gatoljdk a plazminogén aktivaciot és a
plazmin hatast fibrinben. A foszfolipidek oldalardl e hatasok két szerkezeti feltételhez
kothetdk: anionos poldros fej és alvaddsi ponthoz kozeli membran-allapot. A rendezett
membran képzddés kovetelménye felveti annak lehetdségét, hogy a foszfolipidek kitoltik a
kozvetleniil kimutattuk, hogy a foszfolipidek nemcsak difftizios gatat képeznek, hanem
meg is kotik a fibrinolizisben szerepld egyes enzimeket.

9. Artérias trombusokban szabad zsirsavakat mutattunk ki egészen tobb széz
mikromolaris értékig terjedd koncentracioban. Olajsavval modellezve a szabad zsirsavak
hatasat a fibrinolizisre, eredményeink alapjan az a koncepcié alakul ki, hogy a szabad
zsirsavak jelenléte olyan tényezd, amely a fibrin alvadékra lokalizalja a plazmin hatést ugy,
hogy egyfeldl felszinén serkentik a plazminogén aktivéaciot, masfeldl a folyadék fazisban
gatoljak a plazmin aktivitast.

10. Vizsgalataink sordn két modszertani Gjdonsagot vezettiink be, amelyek
tulmutatnak a trombolizis in vitro tanulmanyozasan ¢€s altalanos enzimologiai alkalmazasra
is szamithatnak. A gél-fazisu fibrin felszinén zajlé proteolizis jellemzésére olyan modellt

alkalmaztunk, amelynek paraméterei informaciot szolgaltatnak a folyadék-fazisbol tamado
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enzim milkodésérdl, és ez a megkdzelités hasznosithatd mas heterogén fazisti enzimatikus
folyamatoknal is. A folyamatgorbe-analizist a szdmitastechnika mai fejlettségi szintjére
hoztuk azéltal, hogy a Monte Carlo szimuldcionak kdszonhetden nemcsak a paraméterek
becsiilt értékét, hanem a tényleges kisérleti bizonytalansagot tiikr6z6 statisztikai
eloszlasukat is meghatarozzuk.

11. Enzimolégiai vizsgalataink gyakorlati alkalmazasaként az antifoszfolipid
szindromaban eléfordulé immunglobulinok modulator szerepét teszteltiik a fibrinolizisben
¢s megallapitottuk, hogy a betegektdl szdrmazo IgG éaltaldban gatolja a fibrin oldasat
plazminnal. Tovabba olyan antitestet is azonositottunk, amely vérplazma koérnyezetben
fenntartja a trombin aktivitdst és a Xlll-as faktor aktivacidja Utjan hozzajarul a fibrin
stabilizalasdhoz.

Osszefoglalva, az értekezésben ismertetett eredményekkel kozelebb jutottunk a
trombusok valtozoé litikus érzékenységének megértéséhez. Azaltal, hogy hiien tiikkrozik az
in vivo szituaciot, a bevezetett kisérleti és matematikai modellek remélhetéleg hasznos in

vitro eszkozei lesznek 0j hatékony trombolitikus agensek kifejlesztésének.
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6. Koszonetnyilvanitas

Rendkiviil halds vagyok Machovich Raymund professzornak, aki egyetemi
éveim Ota atyai gondoskodassal tamogatja tudoményos tevékenységemet, elsésorban azért
a kutatdi szemléletért és hozzaallasért, amit sajatmaga érvényesit a mindennapi munkaban
¢s tanitvanyainak is atad. Téle tanultam teljes odaadéssal, hobbiként atélni a kutatomunkat,
batran akar képtelennek tiind hipotéziseket felvetni és ezeket szigortian, igényes
kisérletekkel ellendrizni. Az értekezésben bemutatott munka nagyrészben az 6 oOtletein
alapul és kivétel nélkiil minden eredmény megbeszélésének, kritikai értékelésének 6 is
részese volt.

Az ismertetett kisérletek (kevés kivétellel) a Semmelweis Egyetem Orvosi
Biokémiai Intézetében keriiltek kivitelezésre. Ehhez a munkdhoz mindvégig élveztem az
intézet igazgatdinak tdmogatasat: a néhai Horvath Istvan professzorét és az utdbbi 16
évben Adam Veronika professzorasszonyét.

A bemutatott munka nemcsak az én érdemem, magaban foglalja a hemosztazis
laboratériumban PhD fokozatot szerzett (vagy a megszerzés kiiszobén 4llo)
doktoranduszok hozzajarulasat: Komorowicz Erzsébet, Varadi Balazs, Voros Gébor,
Gombas Judit, Rabai Gyongyi, Tanka-Salamon Anna elsOszerzds cikkei jelzik részvételiik
sulyat. Kiilon kiemelném Lérant Istvan kollégamnak és baratomnak mindennapi 6nzetlen
erbfeszitéseit a kozos munka sikerének érdekében. Szofisztikélt kisérleteket csak
megbizhatd rutin alapokra lehet épiteni, ehhez pedig elengedhetetlen a technikai segitség,
amit Himer Agnestdl, Horvath Gydrgynétdl és az utobbi 13 évben folyamatosan Oravecz
Gyorgyitdl kaptam.

A mai tudomanyban a kutatds sikeréhez eltérd teriileteken jartas szakemberek
egyesitett erdfeszitései sziikségesek. Az én munkdm soran is tobb hazai és kiilfoldi
kollégaval volt alkalmam egyiittmiitkodni. Természetesen minden tarsszerzOm lényeges
elemekkel gazdagitotta a k6z6s munkat, de az egylittmiikddés volumenét tekintve kiilon
koszonet illeti Nagy Zoltan professzort €és kutatdcsoportjat, és ezen beliil Skopal Juditot.
Kiilfoldi partnereim koziil Colin Longstaffot kell kiemelnem, akivel az utobbi 6 évben
folyamatosan egyiitt terveziink, vitatkozunk és nincs olyan eredményiink, amelynél
egyikiink a masik véleményét, értékelését mellézte volna, valamint Kiril Tenekedjievet,
aki folyamatosan biztositja munkdnk matematikai hatterét.

Végiil koszonetemet fejezem ki csalddomnak (sziileimnek, feleségemnek,
flamnak) azért a szeretd légkorért, amely serkentéen hatott alkotd-kutatdé munkamra, €s a

mindenkori megértésiikért és biztatasukért.
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7. Roviditések jesyzéke

6AH, 6-aminohexanoat

aCL, kardiolipin elleni antitest

a1-PI, a-protedz inhibitor

ox-PI, ap-plazmin inhibitor

ADIFAB, akrilodannal jeldlt, intesztinalis zsirsavkotd fehérje (acrylodated intestinal fatty
acid binding protein)

ANOVA, variancia analizis

APS, primer antifoszfolipid szindroma

B-IgG, ,,B” APS beteg vérplazmajabol izolalt immunglobulin G
BSA, bovin szérum albumin

DHPS, dihexanil-foszfatidilszerin

FDP, fibrin degradécios termékek

FgDP, fibrinogén CNBr-hasitasi termékei

F-IgG, ,,F” APS beteg vérplazmajabdl izolalt immunglobulin G
FITC, fluoreszcein izotiocianat

F-XIlIIa, aktivalt XIII-as faktor

HSA, human szérum albumin

ITC, izoterm titralasi kalorimetria

LUV, nagy unilamellaris vezikula

N-IgG, egészséges egyének vérplazmajabol izolalt immunglobulin G
PAI, plazminogén aktivator inhibitor

PC, dipalmitil-foszfatidilkolin

PCPS1:1, LUV, amelyben a PC ¢s PS tomegaranya 1:1
PCPS3:1, LUV, amelyben a PC és PS tomegaranya 3:1

PLA,, foszfolipaz A,

pNA, p-nitroanilin

PMN, polimorfonuklearis leukocita

poPC, palmitil-oleil-foszfatidilkolin

poPCPS, LUV, amelyben a poPC, PC és PS tomegaranya 2:3:5
poPCPS1:1, LUV, amelyben a poPC és PS tomegaranya 1:1
PS, dipalmitil-foszfatidilszerin

SDS, Na-dodecilszulfat

SPR, surface plasmon resonance

tPA, szoveti tipust plazminogén aktivator
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