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Kutatasi célkitlizéslink 1ényege, hogy megismerjiik azokat a mechanizmusokat, amelyek
modosithatjadk a plazmin(ogen)-rendszer fibrinolitikus reakcidit. A fibrinolizis (a
plazminogén aktivacidja, a fibrin degradacidja, a plazmin inaktivalasa) in vitro
meglehetdsen jol ismert, de az in vivo torténd folyamatokrol kevés az informacionk. Ezért
keressiik azokat a komponenseket, amelyek egy human artérids trombusban jelen vannak
és meghatarozzuk, hogy ezek hogyan befolyasoljak a fibrinolizis 1épéseit. Elsoként a
miozint vizsgaltuk (amely vérlemezkébdl €s elhalt simaizomsejtekbdl szarmazhat) és mint
el6z0 OTKA palyazatunkban jeleztiik, jelenléte géatolja a fibrinolitikus folyamatokat
(Kolev K, Tenekedjiev K, Ajtai K, Kovalszky I, Gombés J, Varadi B and Machovich R.
(2003): Myosin: a non-covalent stabilizer of fibrin in the process of clot dissolution.
Blood. 101: 4380-4386).

Azt a koncepciot, hogy a fibrinolitikus folyamatok kompartmentekben jatszodnak,
amelyek szilard-folyékony hatérfeliiletein a reakcid sebességek nagy mértékben
modosulnak és az ott 1évo egyéb komponensek tovabb mddosithatjak (ilyennek tekinthetd
egy trombus is) egy Editorial Focusban (Preissner KT, Machovich R. (2004): Fibrinolysis
and proteolysis in a cellular context. Thromb.Haemost. 91: 423-424) és egy felkérésre
késziilt reviewer kézleményben irtuk le (Kolev K, Longstaff C and Machovich R. (2005):
Fibrinolysis at the Fluid-Solid Interface of Thrombi. Curr. Med. Chem. — Cardiovascular
& Hematological Agents, 3: 341-355) ¢s szintén egy felkérésre késziilt kozleményben
jeleztem (Machovich R (2008):  Fibrinolytics. In: Encyclopedia of Molecular
Pharmacology, 2" Edition. Eds. S Offermanns and W. Rosenthal, Springer Verlag
GmbH, Heidelberg in press).

Az alapkoncepcié folytatasaként a foszfolipidekkel és zsirsavakkal (a vérlemezkébol
szarmazhatnak ¢€s mennyiségiik jelentds lehet artérids trombusban) illetve az
immunglobulinok szerepével foglakoztunk.

A foszfolipidek (mind a szintetikus, mind a vérlemezkébdl izolalt) a plazminogén
aktivacion és plazmin aktivitason keresztiil gatoljak a fibrinolizist. A foszfolipidek ezeken
kiviil difftzios barriert képeznek a plazminogén aktivatorokkal szemben (Varadi B, Kolev
K, Tenekedjiev K, Mészaros Gy, Kovalszky I, Longstaff C and Machovich R (2004):
Phospholipid-barrier to fibrinolysis: role for the anionic polar head charge and the
gelphase crystalline structure J. Biol. Chem. 279: 39863-39871).

A foszfolipidek tovabb moddosithatjdk a reakciokat azaltal, hogy bel6liik zsirsavak
szabadulhatnak fel, amelyek megtaldlhatok az artérias trombusban (mM koncentracidban),

¢s ezek teljesen legatoljak a plazmin amidolitikus aktivitasat, és részlegesen gatoljak
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fibrinolitikus aktivitasat, ezzel szemben a plazminogén aktivaciojat fibrin felszin
jelenlétében fokozzadk. A zsirsavak ezen hatasai eddig nem ismert mechanizmust,
fibrinspecificitast jelentenek (Rébai Gy, Varadi B, Longstaff C, Sétonyi P, Kristof V,
Timéar F, Machovich R and Kolev K. (2007): Fibrinolysis in a lipid environment:
modulation through release of free fatty acids. J. Thromb. Haemost. 5: 1265-1273).
Korabbi vizsgalataink azt mutattdk, hogy az immunglobulinok (IgG) is gatoljak a
fibrinolizist (el6z6 OTKA palyazatunkban jeleztiik: Kolev K, Gombas J, Varadi B, Skopal
J, Mede K, Pitlik E, Nagy Z and Machovich R. (2002): Immunoglobulin G from patients
with antiphospholipid syndrome impairs the fibrin dissolution with plasmin. Thromb.
Haemost. 87: 502-508). Ezeket a vizsgalatokat tovabb folytattuk antifoszfolipid
szindromas betegek vérébol izolalt IgG-vel, illetve meghataroztuk ezek hatasat
foszfolipidek  jelenlétében. Talaltunk egy olyan IgG molekulat (antifoszfolipid-
szindromas beteg plazmdjabdl izolaltuk), amely aktiv trombint tartalmazott (atalakitotta a
fibrinogént fibrinné, amidolitikus aktivitassal birt és aktivalta a XIlII-faktort), de az
antitrombinnal és hirudinnal szemben rezisztens maradt. Ezért a hatasért az IgG Fab
fragmentje volt felelés. Bar ez az I1gG valtozas ritka (23 beteg vizsgalatabol csak egy
fordult eld), részben magyarazattal szolgal a betegek trombozis hajlamara (Kolev K,
Lérant I, Skopal J, Kelemen A, Nagy Z and Machovich R. (2005): Impaired inactivation
by antithrombin and hirudin and preserved fibrinogen-clotting activity of thrombin in
complex with antithrombin antibody from a patient with antiphospholipid syndrome.
Thromb. Haemost. 94: 82-87).

Erdekes és ellentmondasos eredményeket jeleztek a foszfolipid és IgG egyiittes hatasai. A
normal IgG gatlo hatasat a foszfolipid tovabb fokozta, az antifoszfolipid IgG azonban
masként viselkedett; volt olyan beteg akinek fokozta a plazminogén aktivacidjat és
viselkedett. Mindez azt jelzi, hogy meglehetdsen nagy klinikai heterogenitas lehet az
antifoszfolipidémids betegek kozott (Gombas J, Tanka-Salamon A, Skopal J, Nagy Z,
Machovich R and Kolev K. (2008): Modulation of fibrinolysis by the combined action of
phospholipids and immunglobulins. Blood Coag. Fibrinol 19: 82-88).

A fibrinolizisben modosulds fordulhat eld, ha denaturélt fehérje is van jelen valahol a
plazminogén aktivacié helyén. Bizonyos denaturalt fehérjék (korabbi publikéacidink)
kofaktor funkciot vesznek fel, ha a plazminogén activator tPA. Most kimutattuk, hogy a
denaturélt albumin ezen tulajdonsagaért az aggregatum mérete a felelds (minimal méret

10 nm radiusz) és az antiparallel intermolukuléris béta-red6zet mennyisége. A denaturalt



fehérje kofaktor funkciojat a plazminnal torténd eléemésztés tovabb fokozza. (Galantai R,
Modos K, Fidy J, Kolev K and Machovich R. (2006): Structural basis of the cofactor
function of denatured albumin in plasminogen activation by tissue-type plasminogen
activator. Biochem. Biophys. Res. Commun. 341: 736-741).

A zsirsavak plazmin aktivitdsat gatld hatdsaért a kringle struktardk jelenléte felelds
(mikroplazmint, amely nem tartalmaz kringlét, a zsirsavak nem gatoljak). Ezen
eredményiinket nem a biologiai jelentésége, hanem elsésorban egy uj kinetikai modell
kidolgozésa teszi érdekessé (Tanka-Salamon A, Tenekedjiev K, Machovich R and Kolev
K. (2008): Suppressed catalytic efficiency of plasmin in the presence of long-chain fatty
acids. Identification of kinetic parameters from continuous enzymatic assay with Monte
Carlo simulation FEBS J., in press).

Az alapkoncepcio egyik tovabbi aspektusa, hogy milyen fibrinolitikus rendszer 1étezhet a
plazmin(ogen)-en kiviil, akdr onalloan, akéar egyiittesen? Korabbi kisérleteink azt jelzik
(még OTKA tamogatasok eldtt publikaltuk), hogy a polimorfnuklearis leukocitdk (PMN),
illetve komponenseik alkalmas jeloltek erre a funkciora. A PMN-elasztdz direkt
fibrinolitikus tulajdonsdga és interferal a plazmin(ogen) rendszerrel is, fokozza annak
hatékonysagat. Tovabblépésként megvizsgaltuk tobb pulmondlis tromboembolidban
szenvedd beteg alfa;-proteinaz inhibitor (alfa;PI) szintjét: Azt talaltuk, hogy a magas
inhibitor mennyisége korrelal a csokkent fibrinolitikus potenciallal. Az alfa,P1 a
leghatékonyabb elasztaz inhibitor, vagyis emelkedett szintje indirekt jel lehet az elasztaz
csOkkent mitkddése, a trombdzis hajlamra (Gombas J, Kolev K, Tarjan R and Machovich
R (2004): Impaired fibrinolytic potential related to elevated a; —protease inhibitor levels
in patients with pulmonary thromboembolism. Ann. Hematol. 83: 759-763).

Az OTKA palyazat témakoréhez tartozik, de nincs benne kdszonetnyilvanitds az alabbi
publikacidkban:
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