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1.Roviditések jegyzéke

CI1-INH C1l-inhibitor
C1-INH-HAE | Cl-inhibitor hidnyaban kialakul6 herediter angio6déma
CL-K1 Kollektin-11
CL-L1 Kollektin-10
CR1 1-es tipusu komplement receptor
CR3 3-as tipust komplement receptor
CRP C-reaktiv protein
CVv Variacios koefficiens
EDTA Etiléndiamin-tetraacetat
F1+2 Protrombin fragmens 1+2
FIXill. FIXa IX-es faktor ill. aktivalt IX-es faktor
FVill. FVa V-06s faktor ill. aktivalt V-0s faktor
FVIILill. FVIla Vll-es faktor ill. aktivalt VII-es faktor
FVIILill. FVIla VIll-as faktor ill. aktivalt VIII-as faktor
FXill. FXa X-es faktor ill. aktivalt X-es faktor
FX1ill. FXla Xl-es faktor ill. aktivalt XI-es faktor
FXITill. FXlla Xll-es faktor ill. aktivalt XII-es faktor
FXIIf Xll-es faktor fragmens
FXITill. FXIlla Xlll-as faktor ill. aktivalt XIII-as faktor
G-CSF Granulocita-kolonia stimulal6 faktor
GM-CSF Granulocita-makrofag kolonia stimulalé faktor
HK Nagymolekulastulyt kininogén
IL-1 Interleukin-1
IL-8 Interleukin-8
LMM Linearis Mix Modell
LPS Lipopoliszacharid
MAP-1 MBL/fikolin-asszocialt protein-1
MASP-1/2/3 MBL-asszocialt szerin-proteaz-1/2/3
MBL Mann6z-koté lektin
MPO Mieloperoxidéaz
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NE Neutrofil elasztaz
NET Neutrofil extracellularis trap
PAI-1 Plazminogén aktivator inhibitor-1
PAR-4 Proteaz aktivalta receptor 4
PK Plazma kallikrein
PPK Plazma prekallikrein
PTX3 Pentraxin 3
SMAP Kis MBL/fikolin-asszocialt protein
TAT-komplex Trombin-antitrombin komplex
TCC Terminalis komplement komplex
TF Szoveti faktor
TNF-a Tumornekrézis faktor-a
tPA Szoveti-tipusu plazminogén aktivator
uPA Urokinaz-tipust plazminogén aktivator
VAS Vizualis analog skala
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2. BEVEZETES

2.1. A Cl-inhibitor hianyaban kialakul6 herediter angioodéma

A C1l-inhibitor (C1-INH) hianyaban kialakul6é herediter angioodéma (C1-INH-HAE)
egy ritka (becsiilt gyakorisaga:1/10.000-1/50.000), autoszomalis dominans moddon
0rokl6do korkép. A betegség hatterében a komplement-aktivalodas klasszikus és lektin
utjanak, valamint a koagulacios, a fibrinolitikus és a kontakt-kininrendszer megfeleld
szabalyozasat biztositd szerin-proteaz inhibitor, a C1-INH heterozigota deficienciaja all
(1). Két tipusat kiilonitjiikk el: a C1-INH-HAE I-es tipusaban a mutacio kdvetkeztében
csokkent a fehérje termelddése, mig a C1-INH-HAE ll-es tipusaban a termel6dé mutans
fehérje funkcioképtelen (2). Eddigi ismereteink szerint a C1-INH-HAE 6démas
rohamok kialakulasanak hatterében a bradikinin fokozott termelédése all, melynek

hatasara érpermeabilitas-novekedés kovetkezik be (3).

2.1.1. Klinikali tunetek

A betegséget epizodikusan visszatérd, nem gyulladdsos eredetli szubkutdn és/vagy
szubmukoézus lokalizacioji angioodémak jellemzik (1. abra). A szubkutan 6démak
leggyakrabban a végtagokon, térzson, arcon vagy a nemiszerveken jelentkeznek,
megjelenésiiket fajdalom, viszketés, illetve urtikaria nem kiséri. A szubmukdzus
lokalizacioji 6démak koziil a gyomor-béltraktus nyalkahartydjat érintd 6démat gyakran
gorcsos hasi fajdalom, hanyinger, hanyas kiséri. Gyakran el6fordul, hogy az 6déma
tiinetei tévesen akut has diagndzisanak felallitdsdhoz és ezaltal sziikségtelen miitéti
beavatkozashoz vezetnek (4, 5). Ritkabban el6forduld a felsé 1égutakat érinté 6déma,

amely ugyanakkor életveszélyes allapothoz, akar fulladashoz is vezethet (6).

“.F ] .-,'Jf{':." L ’ \ \ NA e '/// ‘ &
1. abra. A C1-INH-HAE-ra jellemzé6 szubkutan (A-B) és szubmukozus (C) 6démak

(Prof. Dr. Farkas Henriette képanyagdbol)
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A legtobb beteg esetében az elsd tiinetek gyermekkorban, illetve serdiilékorban
jelentkeznek (7). A tiinetek gyakorisaga, sulyossaga betegenként valtozo és még
csaladon beliil is nagy eltérést mutathat. Az angio6démas tiinetek altalaban 2-5 napon
beliil spontan elmulnak (4, 8).

Ismertek bizonyos trigger faktorok, melyek a rohamok kialakuldsat provokalhatjak
(emocionalis stressz, fizikai sériilés, fertézések, kimeriiltség, hormonalis valtozasok
vagy akar az id6jaras valtozas is) (9-12). Felmérések alapjan a leggyakrabban 6démas
rohamot provokald trigger faktorok a mentalis stressz, a fizikai kimeriiltség, illetve a
mechanikai trauma (9, 13).

A betegek tobbségében az ©Odémas tiinetek kialakuldsdt megel6zéen gyakran
prodromalis tlinetek jelentkeznek, melyek lehetnek kevésbé specifikusak, mint példaul
kimertiiltség, rossz kozérzet, borfesziilés, zsibbadas, izomfijdalom vagy hanyinger,
illetve a legspecifikusabb, objektiv prodromalis tliinet a bdrdon testszerte,
térképrajzolathoz hasonld, nem viszketd bérjelenség az un. erythema marginatum
megjelenése. Meg kell emliteni ugyanakkor, hogy ezen tiinetek jelenlétét nem minden
esetben koveti 6démas roham kialakuldsa. A felmérések alapjan a leggyakrabban
eléforduld prodromalis tiinetek a rossz kozérzet, kimeriiltség, ingerlékenység, s ezt

kovetden az erythema marginatum (14-18).

2.1.2. A C1-INH-HAE diagnoézisa

A diagnozis a klinikai tiinetek alapjan, a csaladi anamnézis figyelembevételével
valamint laboratoriumi vizsgalatok elvégzésével allapithatd meg (10). Mivel a tiinetek
els6 megjelenése barmely ¢életkorban bekovetkezhet és a betegség stilyossaga elére nem
josolhaté meg, nagyon fontos a diagndzis korai felallitasa, a beteg gondozasba vétele és
megfeleld gyogyszerrel valo ellatasa, amellyel az életveszélyes éallapotok kialakuldsa
megel6zhetd. A laboratoriumi vizsgalatok a diagnosztikus értékli komplement
paraméterek (C1-INH koncentracio, C1-INH funkciondlis aktivitas, C4, C1q, C1-INH
elleni antitestek) meghatarozasa mellett molekularis genetikai vizsgalatot foglalnak
magukba. A C1-INH-HAE mindkét tipusara jellemzo, hogy a betegekben a C1-INH
funkcionalis aktivitdsa alacsony. A C1-INH-HAE I-es tipusdban a mutdns génrdl nem
irodik 4t a fehérje, igy a CI1-INH antigenikus koncentracidja csokkent, az

egészségesekben mérhetd érték 50%-at sem éri el. Ezzel szemben a C1-INH-HAE 1l-es
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tipusdban a CI-INH fehérje plazmakoncentracidja normalis, vagy olykor meg is
haladhatja az egészségesekben mért értékeket, igy antigenikus mérési modszerekkel
nem mutathato ki, mig a C1-INH funkciondlis aktivitdsanak meghatarozasaval
jellemzOen az egészségesekben mért aktivitas <10-30%-at mérjik (19). A C4
koncentracié a C1-INH-HAE mindkét tipusaban alacsonyabb az egészségesekben mért
értékeknél, bar ez nem specifikus a C1-INH-HAE-ra — egyes autoimmunbetegségekben
is el6fordulhat alacsony C4 szint — ugyanakkor kiegészitd vizsgalatként elvégzése
javasolt. A Clq és a C3 komplement komponensek szintjei jellemzéen a normal
tartomanyon beliil vannak, és C1-INH ellenes antitestek sem mutathatok ki, melyek

szerzett C1-INH hianyra utalhatnanak (20, 21)(1. tablazat).

1. tablazat. Komplement paraméterek jellemz6 szintje a C1-INH-HAE két
tipusaban. A szimbo6lumok a normaltartomanytol valé eltérést mutatjak.

C1-INH C1-INH
kogcle;rlllt\glcié funkcionalis | C4 Clq C3 elleni
aktivitas antitestek
CLIN H,-HAE J J J Normalis Normalis -
I-es tipus
CL-IN H,- HAE Normalis/ ) ) Normalis Normalis -
Il-es tipus

Eléfordul, hogy a fennall tiinetek mellett a komplement analizis elvégzése utdn sem
egyértelmii a diagndzis, ebben az esetben a CL1-INH génjében (SERPING1) 1évé
mutacio kimutatasa segit a diagnozis felallitasaban. Eddig tobb mint 450 olyan mutaciot
azonositottak, amely 0sszefiiggésbe hozhato a C1-INH-HAE-val, ugyanakkor az esetek
5-10%-4ban nem mutathat6 ki a betegséggel dsszefliggésbe hozhaté mutacio. Az eddig

kozolt mutaciok listaja internetes adatbazisban elérhet6 (http://hae.enzim.hu/) (22).

2.1.3. ACI1-INH

A C1-INH a szerpinek (szerin-proteaz inhibitorok) szupercsaladjaba tartozo, erdsen
glikozilalt, 75 kDa tomegli molekula. Elsddlegesen a majban termelddik, de egyéb
sejttipusok is termelhetik, mint pl. monocita, fibroblaszt (23). A C1-INH, mas
inhibitorokkal egyiittmi{ikodve képes gatolni a komplement-, koagulacios, fibrinolitikus
és a kontakt-Kinin rendszer egyes szerin-protedzait, ezaltal megakadalyozva a

kiilonb6z6 rendszerek aktivalodasat ¢és igy proinflammatorikus és érpermeabilitast
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kodolt, a fehérje C-terminalis végén elhelyezkedd rész a felelds. A folyamatban a C1-
INH szubsztrathoz hasonlé molekulaként viselkedik, azzal a kiilonbséggel, hogy a
target szerin-proteazokrol a valddi szubsztratjuk a hasitas utan levalik, mig a szerin-
proteaz a C1-INH-t hasitva irreverzibilis, kovalensen kotott komplexet hoz 1étre (24,

25).

2.1.4. Az 6démas roham patomechanizmusanak vizsgalati lehetdségei

Annak ellenére, hogy a jelenlegi ismeretek alapjan a fokozott bradikinin felszabadulas
eredményeként bekovetkezd érpermeabilitds-ndvekedés all az 6démas rohamok
kialakuldsdnak hatterében, az 6démds roham kialakuldsanak, lefolyasanak pontos
bioldgiai hattere még nem ismert. A mai napig kérdéses, hogy hogyan lehet az, hogy
azonos genetikai és/vagy kornyezeti tényezok mellett a betegség manifesztacidja inter-
¢s intraindividualis kiilonbséget mutat. A patomechanizmus megértését célzo
vizsgalatok a betegek ¢s egészséges kontroll egyének vérmintiinak Osszehasonlitdsan
alapulnak, az eredményeket altaldban Osszevetik tiinetmentes periodusban ¢és 6démas
rohamok alatt levett vérmintdkban meért értékekkel is. Az irodalomban szamos, a
patomechanizmusra vonatkozo ellentmondé eredményt taldlunk, aminek okai lehetnek,
hogy legtobbszor nagyon Kis esetszamt (5-10 beteg) vizsgalatok alapjan vonnak le
kovetkeztetéseket, illetve gyakran nem ugyanannak a betegnek a tiinetmentes és 6démas
roham alatt levett vérmintait hasonlitjak ossze. Az is befolyasolhatja az eredményeket,
hogy a természetes lefolyasu 6démas roham maga is egy valtozo allapot, a tlinetek
megjelenését kovetden fokozodas, majd egy stagnald idOtartamu szakaszt kovetden a
tiinetek enyhiilése kovetkezik a megsziinésig. Igy nem mindegy, hogy a roham alatt
mikor lett levéve a vérminta, ugyanis feltételezhetéen az egyes laboratdriumi
paramétereck az 6démas roham lefolyasa alatt az egyes szakaszokban eltéré értékeket

mutathatnak.

Az 6démas rohamok patomechanizmusdnak megértéséhez nagyban hozzajarulhatna, ha
az egyes laboratoriumi paraméterek kinetikdjat nyomon tudniank kovetni egy-egy
0démas roham alatt, a rohamot megel6zd tlinetmentes allapottol kiindulva az 6déma
teljes elmulésaig. Ilyen vizsgélatok azonban a mai napig nem torténtek, csak klinikai

vizsgalatok kapcsan, amiknek a célja azonban a gyodgyszer hatasmechanizmusanak

10
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vizsgélata volt, nem az 6déma természetes lefolydsaban szerepet jatszo folyamatok

megfigyelése.

Doktori munkam célja az 06démas rohamok patomechanizmusanak pontosabb
megismerése, a folyamatok megértése volt, ugyanis a mai napig nem, vagy csak alig
vizsgaltdk,  hogyan  jarulhatnak hozza a CI-INH hianydban érintett

plazmaenzimrendszerek az 6démas tiinetek kialakulasdhoz és/vagy lefolyasahoz.

2.2. Plazmaenzimrendszerek

A szervezet homeosztazisanak biztositasara a vérben tobb olyan proteolitikus
enzimrendszer  talalhatd, amelyek  kaszkadszeri  elven  mikdédnek. A
plazmaenzimrendszerek komponensei nyugalmi allapotban inaktiv zimogénként vannak
jelen a szervezetben, azonban megfelelé aktivalo stimulus hatasara e komponensek
egymassal lancreakcioba 1épnek. Az egyik komponens proteolitikus hasitas
eredményeként aktivalodik és a soron kovetkezd komponenst enzimatikusan hasitva
aktivalja. Ezen az elven mikodik a komplement-, a véralvadasi, a fibrinolitikus,

valamint a kontakt-kinin rendszer.

2.2.1. A komplementrendszer

A komplementrendszer a velesziiletett immunitds elengedhetetlen része, ugyanakkor
segiti az adaptiv immunrendszert is. Tobb mint 40 szolubilis és membran-kotott fehérje
komponensbél, receptorokbol és szabalyozo fehérjékbdl allo rendszer (26). Elemei
nagyrészt zimogén formaban keletkeznek, majd proteolitikus hasitds eredményeként
aktivalodnak és tovabbi komponenseket aktivalnak szintén proteolitikus modon.

A komplementrendszer aktivacidja a sériilés-asszocialt molekularis mintdzatok
megjelenésével kezdddik, amely lehet egy patogén vagy a szervezet sajat DNS-e sértilt
sejtbdl  kiszabadulva, modosult lipidek, oligoszacharidok, hdsokk-fehérjek. Az
aktivalodas hdrom utvonalon mehet végbe: a klasszikus, az alternativ és a lektin
utvonalon, attol fliggéen, hogy a sériilés-asszocialt molekularis mintazatok
felismerésében és a tovabbi Iépésekben mely komponensek vesznek részt. Ezen
utvonalak a C3-konvertazok létrejottével egyesiilnek, melyek a C3 fehérjét hasitva a

C3b-t, és a kornyezetbe diffundalé C3a anafilatoxint eredményezik. Mindharom utvonal
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végiil a membrankarositdo komplex - més néven termindlis komplement komplex (TCC)

- kialakulasahoz vezet.

A komplementrendszer az egyik leghatékonyabb effektor rendszer, amelynek
aktivalodasa eldsegiti a szervezetbe keriilt koérokozok és testidegen anyagok
elpusztitasat és elimindlasat. Egyrészt a TCC kialakuldsa altal eléidézett direkt
sejtlizissel, masrészt a patogének opszonizaldsa altal a komplementreceptorokkal
rendelkez0 sejtek fagocitdzissal torténd felvételét és elpusztitasat segitik eld. Ez utdbbi
folyamatban a C3 hasitasakor keletkez6 C3b és annak tovabbi hasitott fragmentumai a
célsejten felhalmozddnak, mintegy megjeldlik, igy az konnyen felismerhetové valik a
komplementreceptorokkal rendelkezé fagocitak szamara. Az opszonizacié folyamata —
az effektor funkcion kiviil — elOsegiti az adaptiv immunvalasz kialakulasat, amely
magaba foglalja az antigén bemutatdsat, az immunologiai memoria kialakuldsat, a B-
T-limfocitak aktivitasat. A végrehajté szerepe mellett a kaszkad egyes komponensei
dontd szerepet jatszanak a velesziiletett és adaptiv immunrendszer kolcsonhatdsanak
kialakitasaban, illetve részt vesznek bizonyos immunfolyamatok meginditasaban és
szabalyozasaban. Mindezek mellett a komplementrendszer a gyulladasos folyamatokban
is kozponti szerepet tolt be és a szervezet sajat elpusztult sejtjeinek eltakaritasaban is

részt vesz (27, 28).

2.2.1.1. Az aktivalodas utjai
A klasszikus utvonalon torténd aktivacid

Elsdsorban IgG-t vagy IgM-et tartalmaz6 immunkomplexek inditjak el a folyamatot, de
emellett a Cl-hez kotdd6 polianionok, egyes virusok és baktériumok, bakterialis
endotoxinok, Xll-es faktor (FXII) és pentraxinok (pl. CRP) is eredményezhetik az
aktivaciot. A C1 molekulakomplex Clq alegysége tolti be a felismerd funkciot, a négy
szerin-proteaz (Cls-C1r-C1r-Cls) pedig az aktivalodasért, a komplex proteolitikus
aktivitasaért felelés. A Clq az immunkomplexben 1évdé immunglobulin molekula Fc-
részéhez vagy toltéssel rendelkez6/hidrofob mintazatokhoz kotddik globuldris feji
részével. A kotédés a Clr alegységben konformacid-valtozast idéz eld, ami ezaltal
autokatalizis révén aktivalodik. Az aktivalt Clr ezutan proteolitikusan hasitja a Cls

alegységet, mely szintén enzimatikus aktivitast nyer (29, 30). Az aktiv Cls két
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szubsztratja a C4 és a C2. A C4 molekula proteolitikus hasitasaval keletkezé nagyobbik
fragmentum a C4b, kovalensen kotédik az aktivalo agens felszinére, majd a C2 hasitasa
is megtorténik olyan modon, hogy a feliiletre k6t6dott C4b megkdoti a C2 fehérjét, ami
igy a Cls szamara megfeleld kozelségbe keriil és proteolitikusan hasithatova valik. A
folyamat soran keletkezd C2a is kapcsolddik a C4b-hez. Ennek eredményeként 1étrejon
a klasszikus tutvonal C3-konvertdz enzime (C4b2a), mely a komplementrendszer
miikddése soran kozponti szerepet jatszd C3 molekula aktivalasara képes. A C3
molekula hasitasabol keletkezd két fragmentum a C3b és az anafilatoxin C3a. A C3b
fragmentum hozzakotédik az aktivator felszinen 1évé C4bC2a-hoz, az igy létrejovo
trimolekuléaris komplex a klasszikus Ut C5-konvertaza (C4b2a3b). Ha a C5 molekula
hasitodik, a 1étrejové C5b az antigén feliiletére kotddik (31). A C5 aktivacios 1épést

kovetden a klasszikus, a lektin és az alternativ aktivacios folyamatok megegyeznek.

A lektin utvonalon tortendé aktivacio

A manno6z-kot6 lektin (MBL), fikolinok (fikolin-1, fikolin-2 és fikolin-3) és kollektinek
(kollektin-10 (CL-L1)/ kollektin-11 (CL-K1)) szolubilis mintazat-felismeré molekulak,
melyek a komplementrendszer lektin Utvonaldt az MBL-asszocialt szerin-protedzok
(MASP-1, MASP-2) kozremiikodésével aktivaljak. A mikroorganizmusoknak, illetve
elhalt gazdasejteknek a szénhidrat vagy N-acetil mintazatahoz kotédik az
MBL/fikolin/kollektin, melyek hasonléan a C1 molekula-komplex felépitéséhez, a
zimogén MASP-okkal alkotott komplex formajdban keringenek a plazmaban. Az aktiv
MASP-2 a C4 ¢és C2 fehérjét hasitja, ezaltal hozzajarul a klasszikus Uttal megegyezd C3
konvertaz (C4b2a) kialakulasahoz (31). A MASP-2 aktivacidja erésen fiigg a MASP-1-
tol, a MASP-1 autoaktivacidja kovetkeztében hasitja a zimogén MASP-2-t, ezaltal
aktivalja. A MASP-1 a C2 hasitasara is képes, ezaltal felerdsiti a MASP-2 C3-konvertaz
(C4bC2a) kialakito képességét (32-34). A MASP-1 gatlasaval a  MASP-2
aktivalodasanak mértéke jelent6sen lecsokken, ugyanis a MASP-2 autoaktivalédasa
nagyon lassi folyamat. A két enzim kozotti kooperacié lehet a magyarazata annak a
megfigyelésnek, hogy minden MBL/MASP-komplex altal 1étrehozott C4b a C2a-val
valo kapcsolddas eredményeként C3-konvertazza alakul, mig a klasszikus utvonal

esetén csupan minden negyedik C4b formalodik C3-konvertazza (34, 35). A 1étrejott
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C3-konvertaz elhasitja a C3 fehérjét C3a és C3b fragmentekre, majd a fentebb leirtak
szerint a komplement-aktivalodas a C5 konvertaz (C4b2a3b) kialakulasaba torkollik.

Elézetes tanulmanyok alapjan az MBL-lel, illetve fikolinokkal szintén komplexet
formalo6  MASP-3-nak a komplementrendszer alternativ utjdnak aktivalasdban lehet
szerepe (36), valamint a nem enzimatikus funkcioju MBL/fikolin-asszocialt fehérje 1
(MAP-1) és a kis MBL/fikolin-asszocialt fehérjék (SMAP) feltételezhetéen a lektin tt
aktivalodas szabalyozasaban vesznek részt olyan moédon, hogy a MASP-2-vel

versengenek az MBL-hez, illetve fikolinokhoz valé k6tédésben (37, 38).

A fikolinokon és az MBL-en kiviil a CL-K1, illetve CL-L1 is képes komplexképzésre a
MASP-1, a MASP-2, a MASP-3, illetve a MAP-1 fehérjékkel, és feltételezhetéen részt
vesznek a lektin at aktivalasaban (39-41). A CL-L1 a CL-K1-gyel alkotott 1:2
sztochiometrikus aranya komplexe képes kotddni a MASP-okhoz. A kollektinek
kotédése mannanhoz vagy DNS-hez, MASP-2 jelenlétében CL-L1-CL-K1-medialt C4b

depoziciot eredményez (42).

Az alternativ uton tortéend aktivacio

A komplement alternativ utvonal folyamatosan, ellenanyagtol fliggetleniil aktivalodik a
C3 fehérjében talalhatd tioészter-kotés fluid fazisban kis intenzitdssal végbemend
spontan hidrolizisének és aktivaciojanak eredményeképpen (43). A C3(H.0)
strukturalisan és funkcionalisan is hasonlé a C3b-hez (44) és kedvezd kornyezetben -
mint példaul a korokozok, gombak és virusok nukleofil csoportokkal rendelkezd
felszine, amik csak kis mennyiségben tartalmaznak szialsavat- a felszinhez kotédve
aktiv marad. A szervezet sajat sejtjei nagy mennyiségben tartalmaznak szialsavat a
membranban, ami nem kedvez az alternativ Ut aktivalodasanak. A C3(H,0) B faktort
képes kotni, amelyet a D faktor hasit. A keringésben folyamatosan jelenlevd aktiv D
faktor feltehetden pro-enzimként szekretalodik adipocitdkbol és MASP-3 hatdsara
aktivalodik (45). A hasitas hatasara C3(H,O)Bb, a fluid-fazis instabil C3 konvertaza
keletkezik. A komplexben levé Bb a nativ C3-at hasitja. A keletkezé C3b az aktivéator
felszinhez tud kotédni, B faktorral kapcsolodik Mg2+ jelenlétében, majd a B faktor D
faktor altali hasitasa kovetkeztében kialakul a C3bBb, az alternativ ut C3-konvertaza
(46). A komplexet a properdin stabilizalja (C3bBbP), egyébként par perc utan
inaktivalodna (47). A C3 lassu, spontan hidrolizise mellett leirtak a properdinrél, hogy
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mint felismerd molekula, direkt moédon kotddik apoptotikus és nekrotizald sejtek
felszinére és triggereli az alternativ Gtvonalon torténd aktivaciot (48-51). A felszinhez
kotédott properdin képes megkotni a C3(H,0)-t, ezaltal kialakulhat egy uj, Gn. sejthez-
kotott C3(Ho0)-konvertaz (52). A properdin-medialt aktivacio kifejezettebb lehet olyan
betegségekben, melyekben a komplementregulacio sériilt (53, 54). A C3-konvertaz
tovabbi C3 molekuldkat képes hasitani, ezzel nagyfoka amplifikaciot tesz lehetové. A
keletkez6 C3b komponens a C3bBb mell¢ kotédve a C5 molekula hasitdsara képes
alternativ C5-konvertaz komplexet (C3bBbC3b) hozza 1étre (55). A properdin ezt az

enzimet is képes stabilizalni.

A komplement-aktivalodas termindlis szakasza

A kaszkad utols6 proteolitikus hasitasait a C5-konvertaz végzi, melynek
eredményeképpen a C5 komponens hasitdodik C5a és C5b fragmentumra. A C5a erds
anafilatoxin, ami a kornyezetbe diffundal, mig a C5b a célfelszinre kotédik, majd
bekotodik mellé a C6 majd azt kdvetden a C7 komponens, ami altal a komplex
hibrofobba valik. Ez lehetévé teszi, hogy a komplexhez kot6dé C8 komponens képes a
membranba mélyedni, mely altal mar végbemehet kismértéki lizis. A célsejt
elpusztitasat végiil a C8-hoz k6tddé szamos C9-molekula valtja ki porusképzéssel (56,

57).

2.2.1.2.Anafilatoxinok

A komplementrendszer aktivalodéasa soran keletkez6 anafilatoxinok - a C3a, C4a és C5a
- 10 kDa méretii polipeptidek, melyek a komplement-aktivalodas soran a kdrnyezetbe
diffundalnak. Bar mindhdrom fehérje strukturalisan hasonlo, csak a C3a és a C5a mutat
funkcionalisan hasonld profilt, mig a C4a feltehetéen révid 1don beliil lekeriil az
anafilatoxinok listajardl biologiailag limitalt aktivitasa miatt. A C5a a leghatékonyabb
anafilatoxin, részt vesz a szervezet védekezd reakcioiban, indukalja a granulocitak és
61) és simaizom-kontrakciot indukal (62). A C5a mellett a C3a is részt vesz ezen
folyamatok indukciojaban de kisebb hatasfokkal (63). Aktivitasuk révén tovabba, a
mieliod sejtek mellett, vérlemezkék aktivalodasat is indukaljak (64), modulaljak a

CD4/CD8 és yoT sejteket (65-67), valamint fokozva a citokinek termelését akut fazis
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reakciot idéznek el6 (68). Szerepiik van a sejt homing és szdveti regeneracio
folyamataban is (69-72). Ezzel szemben a C4a valoszinisithetéen e funkciokkal nem
rendelkezik, illetve mikodésével kapcsolatban ellentmondé eredmények jelentek meg
az irodalomban. Alapvetd problémat okozhat a C4a preparatum tisztasaganak kérdése.
Azon tanulméanyok, melyek arra utalnak, hogy a C4a kisebb hatasfokkal (100-szorosara
novelt koncentracié mennyiségben), de képes indukalni a C3a-ra illetve C5a-ra jellemzo
funkciokat abbol adodhatnak, hogy a tisztitott C4a prepardtumok nem 100%-0S
tisztasagiak, nagyon kis mennyiségben, de C3a és C5a is megtalalhatd benniik. gy
valoszinlileg a C4a-nak tulajdonitott funkciok a rendszerben maradt C3a/C5a-nak
koszonhetéek, mintsem a C4a-nak (73, 74). A Cda-ra és C3a-ra is jellemz6 receptor-
fliggetlen antimikrobialis hatds Gram™ és Gram" baktériumok irdnyaban (75, 76). A C4a

pontos funkcidinak feltarasa sziikséges.

2.2.1.3.A komplement-aktivicio szabdlyozdasa

A szervezet sajat sejtjeinek védelmét és a tulzott mértékli komplement aktivalodas
kivédését inhibitorok biztositjdk. A szabalyozéasban szolubilis molekuldk ¢és

membranfehérjék is részt vesznek.

Ezek a szabalyozé molekuldk miikddésiiket tekintve lehetnek enzim gatlok, mint
példaul a szolubilis C1-INH, amely gatolja a C4 és C2 komponensek aktivalasat a Clr,
Cls, MASP-1 és MASP-2 gatlasaval, és ezaltal gatolja a klasszikus és lektin tton
torténd aktivaciot. A C1-INH kizarolagos regulatora a Cls-nek és Clr-nek, és 6
regulatora a MASP-1-nek és MASP-2-nek (az antitrombin (AT) mellett), ugyanakkor a
MASP-ok ¢és igy a lektin Ut aktivacioja gatolhato a MAP-1 és a sMAP-ok altal is a
lektin ut aktivacidjanal leirt modon (37, 38, 77, 78). Az alternativ ton végbemend
aktivaciot oldatban elsésorban a H faktor, vagy annak csonka homoldgja, a H faktor-
szerli fehérje 1 reguldlja. A H faktor az alternativ Utvonal C3-konvertdzan fejti ki
hatasat. Egyrészt meggatolja a C3-konvertdz 1étrejottét, masrészt kompetitiv mdédon
gyorsitja a C3bBb szétesését a Bb eltavolitasaval, valamint kofaktorként szolgal a C3b |
faktor altali hasitdsakor melynek eredménye az iC3b fragmentum. Az I faktor a C3b
mellett a C4b-t is hasité szolubilis enzim, igy az alternativ it C3-konvertazan tul a
klasszikus/lektin-indukalt Gtvonal C3-konvertazanak kialakulasat is gatolja (79, 80). Az

I faktor inaktiv formaban kering a plazmdaban, aktivacidja és igy a C3b és C4db
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proteolizise csak akkor kovetkezik be, miutan az I faktor szubsztratjdhoz és kofaktor
fehérjéinek valamelyikéhez kotédik (81). Ilyen kofaktor fehérje a H faktoron kiviil a
membran kofaktor fehérje, az 1-es tipusi komplementreceptor (CR1) vagy a C4b-koté
fehérje (78, 82). A klasszikus és alternativ utvonal C3/C5-konvertazainak szétesését
gyorsitja még a CR1 ¢és a decay accelerating factor (DAF, CD55). A C3-konvertazok
regulatoraihoz képest joval kevesebb C5 specifikus regulatorrdl van tudomésunk. A H
faktorral rokon fehérje 1 direkt modon kot a C5 fehérjéhez gatolva a C5-konvertaz
aktivitasat, a makrofagokon kifejez6d6 komplement receptor (CRIg) pedig a C3b
megkotése altal gatolja a C3-, illetve Cb5-konvertazok Ilétrejottét (83, 84). Az
anafilatoxin-inaktivator (karboxipeptidaz N) a C3a és C5a peptidekr6l lehasitja a
terminalis arginint, melynek kovetkeztében ezek inaktivalédnak, bar a CSagesarg még
ebben a formdban is ellat bizonyos funkcidkat, pl. kemotaktikus aktivitdsa van. A
protektin (CD59), amely egy integrans membranfehérje, kotédik a C5b-8 és C5b-9-hez
a lipid kettosrétegben, megakadalyozva a TCC kialakulasat (85). A TCC kialakulasanak
kontrolljaban részt vesz még két szolubilis regulator fehérje, a klaszterin és a vitronektin
(komplement S-protein). A klaszterin a C7 fehérjéhez kotédve megakadalyozza annak
membranhoz kotddését  (86). A vitronektin  egyrészt a C5b-7-hez kotédve
megakadalyozza a TCC kialakulasat oly médon, hogy az TCC komplex nem képes
integralddni a membranba, masrészt gatolja a C9 polimerizaciojat, ezaltal a korokozok
lizisét (87).

Az aktivalt vérlemezkékbdl felszabaduld polifoszfat negativ reguldtora a terminalis
utnak (88). Szamos baktériumrol leirtak, hogy polifoszfat (89), vagy H-faktor (90)

felhasznalasaval menekiil meg a komplement-medialt lizistol.

2.2.1.4. A komplementrendszer osszefiiggései a C1-INH-HAE 6démas rohamok

patomechanizmusaval

A C1-INH kizarolagos inhibitora a komplementrendszer klasszikus utvonalanak, igy a
funkciondlis C1-INH hidnyanak kovetkezményeit a klasszikus Gt komponensein jol
megfigyelhetjik. A CI1-INH funkcionalis aktivitasat tekintve az irodalomban
ellentmond6 eredményeket talalunk, egyarant leirtak 6démas rohamok alatti aktivitas-
emelkedést, illetve -csokkenést is (91, 92). Munkacsoportunk korabban azt talalta, hogy

kezelésben még nem részesiilt betegekben a C1-INH diagndziskor mért funkcionalis
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aktivitasa korreldl a betegség sulyossadgaval, ¢és elére jelezheti a varhatd
rohamgyakorisagot (93, 94). Ehhez hasonléan a C1/C1-INH komplex szintje esetében
azt talaltak, hogy el6re jelezheti a betegség varhatd sulyossagat (94), valamint az
0démas rohamok alatt szintjében emelkedést mutattak ki a tiinetmentes periddushoz
képest, igy az 6démés rohamok alatti korai komplement-aktivacié szenzitiv markereként
emlitik (95, 96). Annak ellenére, hogy a betegekben mért emelkedett C4b/C4 arany a
klasszikus utvonal aktivalodasara utal, mégsem taladltak kiillonbséget az alapbol normal
tartomany alatt mérhetd6 C4 szintben, Gsszehasonlitva a roham alatt levett mintakat a
tinetmentes periodusban mértekkel (96). A C4 hasitasanak hatterében részben a Cl-
INH hianyaban fokozottan aktivaloddo MASP-2 is allhat. Csuka és munkatdarsai
emelkedett MASP-2 koncentraciot és ficolin-3/MASP-2 komplex szinteket mértek
0démas rohamok soran, amely a fikolin-lektin utvonal aktivalodasara utal 6démas
rohamok soran (97). A terminalis Ut aktivalodasaval kapcsolatban ellentmondo
eredmények jelentek meg az irodalomban. Mig a C3, C3b, C5a esetében nem talaltak
kiilonbséget a tiinetmentes allapotban és 6démés rohamok sordn levett vérmintdkban
(96), addig emelkedett TCC-szintet és csokkent fikolin-3-medialt TCC lerakodast
tapasztaltak 6démas rohamok soran (96, 97).

Mindezek alapjan tehat torténtek ugyan komplementrendszer valtozasaira vonatkozo
vizsgalatok, de tovabbi atfogd vizsgalatok sziikségesek a klasszikus és terminalis 0t

0démas rohamok alatt bekovetkezo6 valtozasainak tisztazasara.

2.2.2. A kontakt rendszer

A Kkontaktrendszer szerin-proteazok és azok szubsztratjainak csoportjabol all, melyek a
keringésben 1év sejtek, valamint az érfal felszinén 1épnek egymassal kdlcsonhatasba. A
rendszer szerin-proteaz zimogénjei a FXII, a Xl-es faktor (FXI) és a plazma
prekallikrein (PPK), a szubsztrat pedig a nagymolekulasulyu kininogén (HK), melyet a
PPK aktivalt formaja, a plazma kallikrein (PK) hasit.

2.2.2.1. A kontakt rendszer egyes elemei
FXII

A FXII (Hageman faktor) fehérjét az 5. kromoszoman talalhato F12 gén kodolja. Foként

a m4j hepatocitai szintetizaljak, majd a szintézist kovetd posztranszlaciés modosuldsok
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utan a zimogén FXII 596 aminosavbol felépiilé, 80 kDa molakulatomegli egylancu
fehérjeként kertil a keringésbe. Limitalt proteolizis altal a zimogén FXII aktivalodik, az
aktivalt FXII (FXIla) egy 243 aminosavbol allo konnyti-lancbol és egy 353
aminosavbol alldé nehéz-lancbol épiil fel. A két lancot egyetlen diszulfid-hid koti 6ssze.
A C-terminalis konnyii lancon talalhat6 a szerin-protedz aktivitasért felelds katalitikus

triad (His393, Asp442, Ser544) (98-101).
FXI

A FXI-t a 4. kromoszoméan elhelyezkedé F11 gén kodolja, és a FXII-hoz hasonloan a
majban szintetizalodik, majd egy 609 aminosavbol all6 fehérje formajaban
szekretdlodik. Egyediilallo sajatsdga, hogy két monomerbdl &ll6 homodimerként
talalhato a keringésben. Bar az FXI a PPK-nel 58%-os szekvencia azonossagot mutat, a
PPK monomer forméban taldlhato meg a keringésben. Minden FXI monomer N-
terminalis nehézlanca 4, Gn. ,,apple-domént” tartalmaz, mig a C-terminalis konnyi-
lancon talalhatd a katalitikus triad (His413, Asp462, Ser557), ami a szerin-proteaz
aktivitasért felelds. A zimogén FXI aktivalaloddsa hasonldan a tobbi szerin-protedz

aktivalodasahoz egy peptid-kotés proteolitikus hasitasanak kovetkezménye (102, 103).
PK

Zimogén formajat a PPK-t a 4. kromoszoéman talalhato KLKB1 gén kodolja, és a majban
torténd szintézist kovetden 619 aminosav hosszusdgi egylanct glikoproteinként
szekretalodik (98). Glikozilaltsagatol fliggéen kétféle formaban talalhatdé meg a
keringésben (85 illetve 88 kDa), 75%-ban a HK-val nem kovalens-m6don komplexet
alkotva. Limitalt proteolizis kovetkeztében a PPK aktiv PK-né alakul, a hasitas soran
l1étrejoveé N-termindlis nehéz- és C terminalis konnyii-lancot egy diszulfid-hid koti
Ossze. Nehézlanca hasonléan a FXI-hoz, 4 ,apple-domént” tartalmaz, konnyt lanca
pedig hasonldan a tobbi szerin-proteazhoz, tartalmazza a katalitikus triadot (His415,

Asp464, Ser559)(104).

A kontaktrendszer kozponti eleme a FXII, mely akivalodasa kovetkeztében képes a
prekallikrein aktivalasa altal a kallikrein-Kininrendszer (tovabbiakban kontakt-Kinin
rendszer) és a FXI aktivalasa altal a koagulacios rendszer beinditasara is. A

tovabbiakban a kontakt-kininrendszer aktivalodasardl, valamint a CI1-INH-HAE
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patomechanizmuséaval kapcsolatos Osszefliggéseirdl irok, a FXI szerepérdl a ,,2.2.3.

Koaguléci6 és fibrinolitikus rendszer” c. fejezetben esik sz0.

2.2.2.2. A kontakt-kinin rendszer aktivalédasa

A FXIla, FXIa és PK tripszin-szerli szerin-proteazok jellemzdéen bazikus aminosavak
utani pepdid-kotéseket hasitanak. Az enzimaktivitasért felelds katalitikus triadot alkotod
3 aminosav — His, Asp, Ser — csak a szerin-proteazok zimogén formainak aktivalédasa
kovetkeztében végbemend konformacio-valtozasok hatdsara keriilnek olyan kozelségbe,

hogy enzimatikus funkciojukat betdlthessék (102).

A FXII nagy affinitdssal kotddik negativ toltésekkel rendelkezd felszinekhez, ahol
azutan egy peptidkdtés hidrolizise révén autoaktivalodik (105). Az autoaktivacié Zn®*
ionok jelenlétében még kifejezettebb (106). Tovabbi, a FXII autoaktivacidjat elésegitd
biologiai felszineket azonositottak az elmult években, mint pl. DNS, RNS,
aggregalodott fehérjék, amiloid plakkok, bakterialis és sejtes polifoszfat, illetve az érfal
kollagénje (107-111). A PPK és az FXI ,,apple-doménjeiken” (féként a masodik vesz
benne részt) keresztiil kétddnek a sejtfelszinen levé HK-hoz (112, 113). A FXIla 6
aktivatora a PPK-nek, a keletkez6 aktiv PK képes pozitiv visszacsatolassal a zimogén
FXII aktivalasara ezaltal jelent6sen felerésitve a FXII és a PPK aktivalodasat (114,
115). A PK masik szubsztratja a 421 aminosavbdl felépiil6, 120 kDa tomegi HK, mely
direkt modon kotédik az endotél sejtek felszini proteoglikanjaihoz. A HK-nak dont6
szerepe van abban, hogy a kontaktrendszer elemei megfeleld felszinen kapcsolatba
keriiljenek egymassal. KotOhelyeinek szama vélhetden az endotél sejteken a
legmagasabb, de granulocitdkon ¢€s kisebb mértékben vérlemezkéken is megtalalhatok.
A HK kotddése a sejtfelszinhez Zn?*-fiiggd folyamat (116, 117). A PK a HK két peptid-
kotését hasitva bradikinint szabadit fel, a visszamaradt, kétlanct hasitott-HK-t diszulfid-
hid koti 6ssze. A bradikinin kétédve az endotél sejtek felszinén konstitutiven jelenlevd,
G-protein-kapcsolt B2-receptorhoz noveli az erek permeabilitasat és vazodilataciot
okoz. A bradikinin potencialis stimulansa a nitrogén-oxid és prosztaciklin termelésnek,
valamint a szdveti tipusi plazminogén aktivator felszabadulasanak (98, 118-120). A
nitrogén-oxid mellett a prosztaglandin E2 és prosztaglandin 12 vazodilatatorok
felszabadulasa masodlagos, a B2-receptor stimulalasanak kovetkezménye. A bradikinin

féléletideje nagyon rovid, gyorsan degradalodik kininazok, mint példaul az angiotenzin-
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konvertaldo enzim altal. A bradikinin felszabadulasa FXII-fiiggetlen modon is
bekdvetkezhet a PPK aktivalodasan keresztiil. Az endotél sejtek felszinéhez kotodott,
HK-val komplexben levé PPK f6 aktivatora a prolilkarboxipeptidaz (121, 122). A
hésokkfehérje 90-rdl szintén leirtdk, hogy hozzajarul a PPK aktivalédasahoz, felerdsitve
annak autoaktivaciojat (123). A bradikinin-képz6désnek van egy szdveti utvonala is,
amelynek soran a prokallikrein intracellularisan szoveti kallikreinné alakul (124). A
szoveti kallikrein szekretalodik, és hasitja a kismolekulasulya kininogént; a képz6do

kallidin (lizil-bradikinin) aminopeptidaz altali hasitas soran alakul bradikininné (125).

2.2.2.3 A kontakt-kinin rendszer dsszefiiggése a C1-INH-HAE édémds rohamok

patomechanizmusaval

Korabbi vizsgalatokban a C1-INH-HAE betegekben mar tiinetmentes allapotban is
magasabb FXIIa ¢és hasitott HK szintet mértek, mely szint az 6démas rohamok soran
tovabb emelkedett (126-129). Ezzel egybehangzoan a betegekben tlinetmentes
allapotban magasabb PK aktivitast mértek, ami 6démas rohamok sordn tovabb nétt
(126, 129, 130). A bradikinin esetében nem egyértelmii, hogy van-e kiilonbség az
egészségesek és CI1-INH-HAE betegek tiinetmentes allapotban mért bradikinin
szintjeiben, ugyanakkor 6démas rohamok sordn levett vérmintakban emelkedett szintjét
irtak le, és a mai napig az 6déma kialakulasanak f6 mediatoraként tartjak szamon (131-

133).

2.2.3. A koagulacios és fibrinolitikus rendszer

A szervezet védekezd mechanizmusai kozott emlitjiik a véralvadasi rendszert is,
melynek f6 funkcidja a hemosztazis fenntartasa, azaz a vér érpalyan beliili folyékony
allapotanak meg0rzése, az erek sériilése esetén pedig annak elvesztése, alvadék képzése.
A folyamatban molekularis és cellularis komponensek részvétele is sziikséges. Sériilés
hatasara a véralvadasi rendszert alkotd szerin-protedazok egymadst kaszkad-szerlien
aktivaljak. Kulcsfontossagi 1épés a kaszkdd kozponti elemének a trombinnak a
képzddése, mely felelds a fibrin keletkezéséért és indirekt moédon annak tovabbi
modosulasaért. Ezen kiviil aktivalja a vérlemezkéket, és az endotél sejteken keresztiil

részt vesz gyulladasi folyamatokban is.
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2.2.3.1. Koagulacio

A szoveti faktor (TF) a vérrel nem érintkezd sejtek felszinén folyamatosan jelen van.
Kiilonboz6 fert6zd betegségekben a TF expressziojat figyelték meg endotélsejtek,
illetve monocitak felszinén is, bakterialis lipopoliszacharid, interleukin-1 és
tumornekrozis faktor-o (TNF-o) hatasara (134-138). A TF a véralvadasi kaszkad
beinditdsdban nélkiilozhetetlen, ugyanis hidnydban a véralvadasi folyamat legfobb
beinditdja, a FVII nem hatékony enzim. A TF, mint kofaktor a FVII-ral komplexet
alkotva extrém modon ndveli az aktivalt FVII aktivitdsat. A TF/FVIla komplex
aktivalja a X-es faktort (FX), ami a protrombint trombinna konvertdlja (139). A
protrombin enzimatikusan inaktiv glikoproteinként szekretalodik a majbol a
vérkeringésbe. Az FXa két meghatarozott peptidkotést hidrolizal. Az egyik kotés
(Arg274-Thr275) hasitasa a protrombin fragment 1+2 (F1+2)-t eredményezi, mely a
protrombin gammakarboxiglutamat (Gla)-oldallancokat tartalmaz6 N-terminalis része.
Ez a szekvencia felelés a protrombinban a kiilénbdzé  lipid-fehérje-Ca®*
kolesonhatasokért. A masik peptidk6tés hasitdsa olyan konformacié-valtozést idéz eld,
melynek eredményeként kialakul a trombin enzimatikusan aktiv centruma. Alapvetden
ennek a folyamatnak a reakcidosebessége nagyon kicsi, azonban aktivalt V-faktor (FVa),
Cca®* és membranfoszfolipidek jelenlétében, aktivalodasi komplexet kialakitva, a
protrombin aktivacio folyamata 300 000-szeresére fokozodhat (140). A protrombin és
az aktivalt FX nem kovalens modon kapcsolodnak egymashoz valamint Ca?*
jelenlétében Gla-oldallancaikon keresztiil a foszfolipidmembran-felszinhez. Az FV egy
proteolitikusan moddositott vérplazmafehérje, mely kofaktor szerepet tolt be a
reakcioban (141).

A FVlla nem csak a FX-t aktivalja, hanem a IX-es faktort is (FIX), és ezutan a
képz6dott FIXa hatékonyan aktivalja a FX-et. A FX aktivacidja a protrombin
aktivaciojahoz hasonldan, aktivalodasi komplexben torténik. Az FX-et aktivalo enzim a
FVlla vagy FIX, kofaktorok a TF vagy a Vlll-as faktor (FVIII). Az FXa pedig pozitiv
visszacsatolassal tovabbi FVII-t aktival. Hagyomanyosan ezt a folyamatot a véralvadas

»extrinsic Utjanak™ is nevezik.

Egy masik lehetséges utja a véralvadasi folyamatok beinditasanak a FXI aktivalasaval

kezdédik. A jelen allaspont szerint ebben a kontaktrendszer nem vesz részt. Ezt a
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feltevést alatamasztja, hogy FXII, PK vagy HK deficiens betegek nem hajlamosak
fokozott vérzékenységre (100). A FXI aktivalodasaval beinduld, hagyomanyosan,
.intrinsic” utvonalnak a véralvadasi kaszkad felerdsitésében lehet szerepe. Erre utal,
hogy a FXI potencialis aktivatora a trombin, ami erdsiti azt a feltételezést, hogy a
véralvadasi folyamat elsddleges, ha nem kizarolagos meginditoja a TF-medialt
(hagyoményosan ,extrinsic”) utvonal. Alacsony TF szint mellett fokozott
vérzékenységet figyeltek meg egér kisérletekben, valamint a TF deficiencia
embrionalisan letalis egérben és emberben is (142, 143). A FXla szamos Ca-fliggd,
proteolitikus hasitassal jaro folyamatot indit be, amely trombin keletkezéséhez vezet. A
FXla is aktivalja a FIX-et, a FVlla-tol fiiggetlen, komplex mechanizmus altal (144,
145). Az FIXa pedig aktivalja a FX-et, FVIIla kofaktor és foszfolipidek jelenlétében
(146, 147). A FXa a protrombin hasitasat keresztiil trombint szabadit fel.

A trombin, mind pozitiv, mind negativ visszacsatolassal képes szabalyozni sajat
képzodését. Egyrészt a véralvadasi kaszkad kofaktorainak aktivaldsa altal noveli a
véralvadéasi reakcié sebességét, masrészt egy szerin-protedz, az inaktiv prekurzor
protein C aktivalodasat katalizalja ami aztan az FVIIla-t és FVa-t hasitva inaktivalja
azokat. A trombin legfobb inhibitora az AT. Az enzim ekvimolaris komplexet hoz 1étre
az inhibitorral [(TAT)-komplex], és igy elveszti aktivitasat. Tovabbi trombin
inhibitorok a heparin kofaktor 1l, az al-antitripszin, a C1-INH, valamint az o2-
makroglobulin (141, 148).

A trombin (36 kDa) egy két lancbol felépiilé szerin-protedaz, mely a tobbi szerin-
protedzhoz képest nagyfoku specificitassal rendelkezik a peptidkotések hidrolizisét
tekintve. A trombin egyrészt a fibrinogén proteolizise altal fibrin monomereket hoz
létre, melyek egymashoz szabélyosan kotddve létrehozzédk a fibrinhaldt, mésrészt
aktivalja a Xlll-as faktort (FXIII), amely a fibrin szerkezetében kovalens
keresztkotéseket hoz 1étre, igy stabilizalja a fibrinhalot (149, 150). A fibrin és a trombin
altal aktivalt vérlemezkék egyiittesen képezik a véralvadékot. A kaszkad aktivalodasa

egyben gyulladaskeltd folyamatokat is beindit.

2.2.3.2. Fibrinolizis

Normal koriilmények koézott mindig keletkezik és mindig fel is oldddik valamennyi

fibrin. A fibrint tobb proteaz is képes emészteni (tripszin, elasztaz, katepszin G), de a
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fibrinolizisért elsésorban a plazmin felelés. A plazmin egy 83 kDa tdmegli szerin-
proteaz, mely inaktiv formaban (plazminogén) talalhaté meg a keringésben. Két lancbol
épil fel, melyet diszulfid-hid kapcsol 6ssze. A plazminogén aktivatorai a f6ként endotél
sejtek altal termelt urokindz tipusu plazminogén aktivator (uPA) és a szoveti tipusu
plazminogén aktivator (tPA). A plazmin f6 funkcidja a fibrin emésztése. A proteolizis
sebessége fiigg a fibrinhdlo allapotatdl, a FXIII altal mar keresztkotott fibrin emésztése
tobb id6t igénylé folyamat. A keresztkotott fibrinben emésztés utan un. D-dimerek
jelennek meg (151).

A plazminogén aktivatorok inhibitorai koziil a legfontosabb a plazminogén aktivator
inhibitor-1 (PAI-1), mely ekvimolaris komplexet képez a plazminogén aktivatorokkal és
mind az uPA-t, mind a tPA-t gyorsan inaktivalja. A plazmin leghatékonyabb inhibitora
a plazmin-inhibitor, a plazminnal szintén ekvimolaris komplexet képez (152).

A tPA szekrécid egyik legfobb ingere a bradikinin. Az uPA inaktiv formaban
szintetizalodik és szekrécidja utan a legspecifikusabb aktivatora a PK és a plazmin. A
PK szerepe azt jelzi, hogy a kontakt-kinin rendszer szoros kapcsolatban lehet a
fibrinolitikus folyamatokkal, mig a plazmin szerepe azt mutatja, hogy a plazminogén
aktivalasat a plazmin pozitiv visszacsatolas utjan, mind a zimogén, mind az aktivatorok

modositasan keresztiil felerdsitheti (153).

2.2.3.3. A koagulacios és fibrinolitikus rendszer dsszefiiggései a C1-INH-HAE 6démas

rohamok patomechanizmusdban

Az eddigi koagulacios és fibrinolitikus rendszerek vizsgéalatara irdnyuld vizsgalatokrol
meg kell jegyezniink, hogy jellemzden kis esetszamu, nem 6nkontrollalt vizsgalatokbol
sziilettek az eredmények. A koagulacié folyamatdban elsédleges fontossagu enzim, a
FVII emelkedett szintjét figyelték meg CI1-INH-HAE 0démaés rohamok alatt a
tiinetmentes periodushoz képest (154). A trombin keletkezésére utalo F1+2 szint
ugyancsak emelkedett volt 6démas rohamok soran (91, 155), ugyanakkor a trombin-
anti-trombin (TAT)-komplex szint emelkedését is leirtak (96). A FXI szintjét 6démas
rohamok alatt még egy munkacsoport sem vizsgalta, ugyanakkor a FXI szintjében C1-
INH-HAE tlinetmentes és egészséges egyénekbdl szarmazo vérmintak dsszehasonlitasa
alapjan nem talaltak kiilonbséget (127). A koagulacios rendszer aktivalodasa mellett a

rohamok soran emelkedett plazmin-anti-plazmin komplex ¢és D-dimer szint a
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fibrinolitikus rendszer aktivaltsagara utal 6démas rohamok soran (91, 126, 127).
Mindezek ellenére a C1-INH-HAE betegek esetében nem irtak le fokozott trombdzisra
vald hajlamot (91, 156). Cugno és munkatdrsai azonban nem talaltak szignifikans

emelkedést rohamok soran a D-dimer szintjében (155).
2.2.4. Plazmaenzimrendszerek kdlesonhatésai

Annak ellenére, hogy az egyes plazmaenzimrendszereket kiilon-kiilon ismertettem,
fontos kiemelni, hogy ezen rendszerek kozott folyamatos kdlesonhatas figyelheté meg,
egymas miikodésére hatassal lehetnek (2. abra). Az egyik kozponti résztvevé a FXII,
amely autoaktivacidja révén a kontakt-Kinin rendszer aktivalodasat idézi eld, valamint a
koagulacids utvonal aktivalasara is képes a FXI, illetve a FVII hasitasa altal. Tovabba a
FXII képes a fibrinolizis beinduldsat is indukalni, kézvetleniil — leirtdk plazminogén
aktivalo hatasat, bar csekélyebb mértékben, mint a tPA ill. az uPA —, és kozvetve is,
ugyanis az altala aktivalt PK az uPA legspecifikusabb aktivatora, a bradikinin pedig a
tPA endotél sejtekbdl torténd szekréciojanak egyik legfébb ingere (157, 158). A PK és a
plazmin is képes a FXII aktivalasara illetve a FXIla tovabbi hasitasara is képesek, ekkor
egy 28,5-35 kDa molekularis tomegl fragment keletkezik (FXIIf), amely meg6rzi PPK
aktivald képességét valamint képes aktivalni a komplementrendszer klasszikus
utvonalat a Clr aktivacidjan keresztiil. A FXIIf azonban elveszitette FXI aktivalo
képességét (159). A plazmin a HK hasitasara is képes, jollehet a folyamat lassabban
megy végbe, és nem eredményez bradikinin felszabadulast, mint a PK altali HK hasitas
(160). Ezek alapjan a kontakt-kininrendszer szoros kapcsolatban lehet a fibrinolitikus
rendszerrel.

A PK direkt modon hasitja a B faktort, ezaltal hozzdjarul az alternativ at C3-
konvertazanak kialakulasahoz (161), tovabba, Ca®" és Mg2+ ionok jelenléte nélkiil is
képes a komplementrendszer C3 és C5 fehérjéinek hasitasara is. A C3 és C5 fehérje
hasitasara a PK-en kiviil még a trombin, a FIXa, FXa ¢és FXla is képes (162-164). A
keletkez6 C3a és C5a pedig proinflammatorikus és prokoagulans vélaszt indukalnak
foként receptoraikon keresztiil, amivel hatdssal lehetnek a vérlemezkékre, az endotél
sejtekre, neutrofil granulocitdkra és monocitakra egyarant. Tobbek kozott példaul a C5a
indukalja a TF aktivitast endotél sejteken és neutrofil granulocitakon, igy hatassal van a

TF altali koagulacio beinditasara (165). A kialakul6 trombusban szamos komplement
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komponens megtalalhato, koztik a C4, C3, C5a és B faktor, melyek valdsziniileg a
gyulladas kialakulasahoz és/vagy fenntartasahoz jarulhatnak hozza (166). A MASP-1 az
endotél sejteket a proteaz aktivalta receptor 4 (PAR4)- receptoran keresztiil aktivalja,
ezzel gyulladési citokinek felszabadulasat, valamint prokoagulans vélaszt indukal. A
MASP-1 és MASP-2 is képes a protrombint trombinnd aktivéalni, ugyanakkor a MASP-
1-r6l leirtdk, hogy képes a fibrinogén hasitdsara, ezaltal fibrin monomerek jonnek létre,
a FXIII aktivalasa altal pedig erésiti a fibrinhal6 stabilitasat (167, 168). A PK és a
plazmin mellett a MASP-1 is képes a HK hasitasara, és hasonléoan a PK altali
hasitashoz, a folyamat bradikinin felszabadulasat eredményezi (169).

Mindezek alapjan megéllapithatjuk, hogy szamos molekularis 6sszekottetés all fenn a
plazmaenzimrendszerek kozott, melyek mind a szervezet homeosztazisanak fenntartasat
szolgaljak. A CI1-INH hidnyaban valamennyi enzimrendszer regulacidja sériil, s bar a
bradikinin felszabaduldsahoz szamos rendszeren keresztiili Utvonal vezethet, ezen
plazmaenzimrendszerek egyideji, atfogd vizsgalata a mai napig nem tortént meg. Azt is
fontos megemliteniink, hogy a bradikininen kiviil szamos mas faktornak is szerepe lehet
az érpermeabilitas novekedésében. Ezen rendszerek atfogd vizsgalata révén akar olyan
potencialis biomarkerek azonositasa is lehetdvé valhat, melyek a C1-INH-HAE mas

betegségektdl valo elkiilonitéséhez is hozzajarulhatnak.
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2. abra. Plazmaenzimrendszerek és kolcsonhatasaik. Az egyik kdzponti résztvevo a
FXII, amely aktivalodasa kovetkeztében valamennyi plazmaenzimrendszer egyes
komponenseinek aktivaldsara képes. A CI1-INH szamos ponton reguldlja a
plazmaenzimrendszerek aktivalodasat.

2.3. Neutrofil granulocitak

A neutrofil granulocitdk az els6 szami immunvédelmi vonalat képezik a fizikai
barriereken (bér, nyalkahartya) atjutd korokozok ellen (170). Ezek a mieloid
progenitorokbol szarmazo sejtek a csontveldben keletkeznek, majd par o6rat toltenek a
keringésben, végiil spontan apoptozissal elpusztulnak. Naponta koriilbeliil 100 x 10° sejt
1ép be, illetve hagyja el a keringést. Fertdzés, illetve gyulladas hatasara ez a szadm akéar
meg is tizszerezOdhet elsOsorban granulocita-, és granulocita-makrofag kolonia
stimuldld faktor (G-CSF ¢és GM-CSF) hatdsdra, melyek termelddése bakterialis
termékek (pl. endotoxin), illetve emelkedett interleukin (IL)-1, valamint TNF-o hatasara
fokozodik (171-173). Ugyanakkor a mar keringésben 1évé neutrofil granulocitak
életidejét is meghosszabbitjak a GM-CSF, interferon-y, C5a, IL-1p és bakterialis LPS
(174, 175).
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A neutrofil granulocitdkat mikroorganizmusokbdl eredd anyagok, valamint kiilonb6zo
citokinek hatékonyan aktivaljak, kemotaktikus ingerekre gyorsan reagalnak. Ekkor a
granulocitak anyagcsere-folyamatai modosulnak, sejtfelszini strukturai atalakulnak.
Fertdzés hatasara, lokalisan aktivalt makrofagok és hizosejtek altal termel citokinek -
koztikk IL-1B és TNF-a - hatasara az endotél sejtek aktivalédnak és kiragadjak a
keringésbdl a neutrofil granulocitakat (176, 177). A neutrofil granulocitak kezdetben
gyengébb, majd szoros kapcsolatba keriilnek az endotél sejtekkel. Egy bonyolult, tobb
tényez6s folyamat jatszodik le. Az elsd un. rollingnak nevezett folyamatban a neutrofil
granulocitdk az endotél sejtek felszinén jelenlevd szelektinekhez kotédnek. Ennek
hatasara a neutrofil sejtek aktivalodnak és P2-integrineket (CD11/CD18;
CD114/a/CD18) transzlokdlnak a sejtfelsziniikre intracellularis raktaraikbol. Ezen
integrinek elengedhetetlenek az endotél sejtekkel torténd adhézio kialakitadsaban és a
neutrofil granulocitak diapedezisében.

A neutrofil granulocitak hatékony szerepet jatszanak a szervezet bakterialis és gombas
fertézések elleni védelmében, f6 feladatuk a fert6z6 mikrobdk felismerése és
fagocitdzisa. A felismerés torténhet mintézat-felismerd receptorok altal, amely azonban
lassabb fagocitozist eredményez, ugyanakkor ha a kérokoz6 opszonizalva van I1gG-vel
vagy komplementfehérjével, akkor FcR-ek, illetve CR1 és CR3 kozvetitésével a
fagocitozis folyamata jelent6sen felgyorsul (178). A fagocitalt mikroorganizmus a
fagoszomaba keriil, mely egy zart, membrannal koriilvett kompartment. A fagoszéma
membranjaban a NADPH-oxiddz komplex alegységeinek Osszedllasa kovetkeztében
beindul a szuperoxid(ROS)-termelés, amely alapvetéen sziikséges a neutrofil
granulocitak mikrobaold aktivitdsdhoz. Az oxigén jelenlétében miikodd enzimatikus
rendszerek mellett oxigéntél fiiggetlen enzimek is részt vesznek a patogén
elpusztitdsdban, melyek jellemzden granulumokban taldlhatdk, és a granulum és
fagoszOma membranjanak fuzidja altal keriilnek a fagoszomaba. Tovéabba, ezen
granulumok képesek a sejt plazmamembranjaval is fuziondlni, igy tartalmukat az
extracellularis térbe iriteni. A folyamatot degranulacionak nevezziik (179). A neutrofil
granulocitdk baktericid és proteolitikus anyagokat tartalmazd granulumai kozott
elsddleges (azurofil), masodlagos (specifikus), harmadlagos (zselatindz tartalmu)
granulumok ¢€s szekretoros vezikuldk talalhatok. A kiilonb6z6é granulumok fehérjéinek

szintézise a neutrofil granulocitdk kiilonbozé fejlédési stadiumaban torténik a
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csontvelében (180, 181). Az azurofil granulumok kiilonféle szerin-proteazokat
tartalmaznak, koztiik neutrofil elasztazt (NE), proteinaz-3-at, katepszin-G-t, valamint
baktericid proteineket, mint pl. mieloperoxidazt (MPQO) és defenzineket (182).
Kiemelendé a NE, amely egy 33 kDa tomegii Szerin-proteaz, a szervezet egyik
legdestruktivabb enzime, képes degradalni majdnem az 6sszes f6 extracellularis matrix-
¢és plazmafehérjét (183). Az elasztin hasitasan kiviil - melyrél nevét is kapta - képes
hasitani az I-IV tipust kollagéneket, fibronektint, a vérlemezkék IIb/Illa receptorat,
komplementreceptorokat, thrombomodulint (184-187). A plazmafehérjék koziil egyes
véralvadasi és komplement faktorok, immunglobulinok, protedzok és protedz-
inhibitorok hasitasara is képes, mely ezek aktivalodasahoz vagy éppen
funkciovesztéséhez vezet (183, 184, 188). Patologias hatdsai kozott emlitik a
mikrovaszkularis gyulladast, mely az endotélium sériiléséhez, megndvekedett
érpermeabilitashoz és szovetkozti 6déma kialakulasahoz vezet (189).

A granulocitdk TNF-a, kemoattraktansok, mint pl. vérlemezke aktivald faktor, formil-

Met-Leu-Phe vagy IL-8, valamint bakterialis lipopoliszacharid hatasara aktivalodnak,

crer

crer

A MPO egy 150 kDA tomegti mikrobicid hemoprotein, melyet neutrofil aktivaciokor a
fagoszémaba vagy az extracelluléris térbe bocsajt ki a sejt. A MPO a NADPH-oxidaz
altal termelt H,O,-vel reagalva indukalja hipoklorossav és mas klortartalmt termékek,
illetve reaktiv nitrogén koztitermékek létrejottét, melyek a korokozok membranjanak
destrukciojat eredményezik (191).

A masodlagos (specifikus) ¢és harmadlagos (zselatindz) granulumok, melyeket
peroxidaz-negativ granulumoknak is neveznek, fehérje tartalmukban és szekretoros
sajatsagaikban is jelentésen kiillonboznek egymastol. A specifikus granulumok
nagyobbak, és tele vannak antibiotikum sajatsagti anyagokkal, melyek altal a
granulocitak mikrobadlé aktivitasat erdsitik, ugyanakkor a zselatinaz granulumok joval
gyorsabban mobilizalhatoéak, exocitozisuk konnyebben végbemegy (192). Ezen kiviil a
zselatindz granulumok fontos rezervoarjai a matrix-degradalo enzimeknek és membran-
receptoroknak, melyek a neutrofilek extravazacidja és diapedezise soran sziikségesek

(193-195).

29



DOI:10.14753/SE.2018.2161

A szekretoros vezikuldk a membran-asszocialt receptorok f6 rezervoarjat képezik,
melyekre a neutrofil-medialt gyulladasos valasz soran legkorabban van sziikség. A
vezikulak membranja tele van [2-integrinekkel (196), CR1-gyel (197), formilalt
bakterialis peptideket felismer6(fMLP)-receptorokkal (197), LPS/lipoteikol-sav-
receptorral, Fcylll-receptorral (198), melyek mind egyesiilnek a plazmamenbrannal
exocitozist kovetden. Ezen vezikuldknak nagyon fontos szerepe van a neutrofil
granulocitdk aktivalt endotéliummal torténd kapcsolatdnak kialakitdsaban, az
adhézidoban és diapedezisben (199).

A neutrofil granulocitdk nem csak sejten beliil képesek a patogének elpusztitasara,
hanem sejten kiviil is, Gn. ,neutrofil extracellularis trap”-ek (NET) altal, melyek
filamentumokbol allo, haldzatos struktarak. Ezek részét képezik a sejtmagbodl szarmazo
DNS, hisztonok, illetve granularis enzimek, mint pl. MPO, NE, katepszin G és
laktoferrin (200). A NET képzése ROS termel6dést igényel, amely triggereli az azurofil
granulumokbol a NE kiszabaduldsat a citoplazmaba, ahonnan utdna transzlokalédik a
sejtmagba és ott elésegiti a kromatin dekondenzalodasat hisztonok degradacidja utjan.
205). A folyamat kovetkez 1épése a plazmamembran felszakadasa és a DNS-
granularis-fehérje komplex kilokddése az extracellularis térbe. A mikrobadlé hatasu
enzimeken kiviil a NET neutrofil-eredetli mintazat-felismerd molekulakat is tartalmaz.
Ilyen mintazat-felismeré molekula a pentraxin 3 (PTX3), mely a neutrofil granulocitak
masodlagos granulumaibdl szabadul fel (206). A PTX3 patogének megkotése altal
eldsegiti azok elpusztitasat, ugyanakkor szdmos mas szerepe is van, mint példaul
kolcsonhat az Fey-receptorokkal és opszonikus aktivitasa mellett hatékonyan aktivalja a
komplementrendszert is (207-209). A gyulladasos folyamatokban regulatorként vesz

részt, P-szelektinekkel valdé kolcsonhatdsa kovetkeztében gatolja a neutrofil

crer
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2.3.1. Neutrofil granulocitak dsszefiiggései a C1-INH-HAE 6démas rohamok

patomechanizmusaval

Korabban szamos esetismertetésben beszamoltak roéla, hogy 6démés roham soran a
fehérvérsejt-, illetve neutrofil granulocita szam emelkedik (211-214). Egyes
munkacsoportok ezt a megfigyelést az 6démdas roham soran fellépd extravazacid miatt
bekovetkezé hemokoncentracio jelenségével magyaraztak (211, 212). Munkacsoportunk
2010-ben 18 C1-INH-HAE beteg vizsgalataval publikalta, hogy 6démas rohamok soran
a fehérvérsejt- ¢és neutrofil sejtszdm emelkedett, amely megerdsitette a korabbi
megfigyeléseket. Azt is kimutattuk, hogy a neutrofil sejtszam emelkedése a rohamok
soran magasabb, mint ami csupan a hemokoncentraciobol adodhatott volna (215).

A neutrofil granulocitak esetleges szerepét a C1-INH-HAE patomechanizmusaban nem
vizsgaltak, annak ellenére, hogy ezen sejtek funkcidi szamos ponton kapcsolatba
aktivaciojat citokinek, illetve bakterialis termékek mellett a plazmaenzimrendszerek
egyes komponensei is kivalthatjak, illetve regulalhatjdk, mint példaul a PK, C3a, C5a, H
faktor (178, 216, 217). A sejtek aktivaciojakor felszabaduldé NE képes hasitani és
inaktivalni a CI-INH-t, ezaltal hozzajarulhat a nem kielégité szabalyozas tovabbi
romlasdhoz, és igy az 0démas rohamok kialakulasdhoz. A sejtek aktivaléddsa NET-
képzddését is eredményezheti, ami azért is fontos tényezé lehet a C1-INH-HAE
rohamok sordn, mert a NET negativan toltott felszine lehetdvé teszi a kontakt-
kininrendszer aktivalodasat (218, 219).

Ugyanakkor leirtdk, hogy a neutrofil granulocitdk sejtmembranjanak felszin¢hez a HK
¢és a FXII direkt modon képes kikotddni, a PPK pedig a HK-n keresztiil, indirekt modon
kotédik. Ilyen forman a neutrofil granulocitdk felszinén megvalosulhat kininek
(bradikinin, kallidin) felszabaduladsa, FXII-medialt aktivacid révén, vagy neutrofil
granulocitakbol szarmaz6 szoveti kallikrein felszabadulasa utjan (220). Mindezek
alapjan lathatjuk, hogy a neutrofil granulocitdk tobb ponton is részt vehetnek, illetve
hathatnak az O6démaképzédés folyamatara, a kontakt-kKinin rendszer aktivacidjan
keresztiil (3. abra).

Felvetddik a lehetésége, hogy a C1-INH-HAE 6démas rohamok patomechanizmusa
hatterében neutrofil granulocitakat is érintd aktiv folyamat zajlik. Munkank soran ennek

lehetéségét elsdként vizsgaltuk.
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3. abra. A neutrofil granulocitak és a kontakt-kinin rendszer aktivalodasa. A
neutrofil granulocitak aktivacidjakor felszabaduld NE képes hasitani és inaktivalni a
Cl-inhibitort (218). Emellett pedig a neutrofil granulocitak aktivalodasuk
kovetkeztében neutrofil extracelluldris trap-eket képezhetnek. Mindkét folyamat
hozzajarulhat az 6déma kialakulasanak hatterében allo fokozott mértékii bradikinin
felszabadulashoz (206, 219). Masrészt a neutrofil granulocitak felszinén is végbemehet
a kontakt-kinin rendszer aktivacioja, valamint a neutrofilekbdl felszabadulo aktiv,
szoveti kallikrein is hozzajarulhat a fokozott mértékii bradikinin felszabadulashoz (220).
[Roviditések: IL= interleukin, TNF-a= tumor nekrézis faktor-o, LPS=
lipopoliszacharid, HK=nagy molekulasulyu kininogén, PK= plazma kallikrein, tKal=
szoveti kallikrein, LK= kis molekulasulyu kininogén, C1-INH= C1-inhibitor, FXII1=XII-
es faktor, MPO= mieloperoxidaz, PTX3= pentraxin 3].
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3. CELKITUZESEK

3.1. A koagulacids, fibrinolitikus és kontaktrendszer valtozasainak egyideji, atfogo

vizsgalata C1-INH-HAE-ban

Korabbi  tanulmanyokban az  6démas rohamok soran a  kiilonbozo
plazmaenzimrendszerekben bekovetkezO valtozasokat tobbnyire az egyes rendszerek
kiilon-kiilon torténd vizsgalataval probaltdk meghatarozni. Ezen munkak eredményei
azonban korlatozott értékiiek, mivel egyrészt kis esetszamu vizsgalatok voltak, masrészt
sokszor a ,tlinetmentes” ¢és ,rohamos” vérmintdk nem ugyanazon betegektol

szarmaztak.

A korabbi tanulmanyokban az 6démas rohamok soran meghatarozott paraméterek -
FXlla, F1+2, TAT-komplex, D-dimer, protrombin id6 (PI) - mellett eddig nem vizsgalt
paraméterek —FXI, fibrinogén, plazminogén és aktivalt parcidlis tromboplasztin id6

(@PTI) — mérésével kerestiik az alabbi kérdésekre a valaszt:

1. Van-e valtozas a plazmaenzimrendszerek miikodésében C1-INH-HAE roham

alatt, a tiinetmentes idészakhoz képest?

Ezen plazmaenzimrendszerek egyidejii vizsgéalata altal érdekes lehet annak

megfigyelése, hogy:

2. Milyen 0sszefiiggést mutatnak az egyes plazmaenzimrendszerek paraméterei az
adott rendszeren beliil, a betegek tiinetmentes allapotaban illetve 6déméas roham

alatt?

Mivel az 6démds rohamok nagy variabilitdst mutatnak lokalizacidjukat tekintve, és
gyakran el6fordulnak multilokalizacioji rohamok is, ezért a kovetkezd kérdés

fogalmazddott meg benniink:

3. Van e kiilonbség az altalunk vizsgalt paraméterek szintjeiben a kiilonboz6
06déma lokalizaciok, illetve az egy vagy tobb lokalizaciot is érintd 6démas
rohamok koz6tt? Milyen interindividudlis és intraindividualis kiilonbségeket

mutatnak az egyes paraméterek az 6démas rohamok tekintetében?
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Egy onként véllalkozé betegiink bevonasaval, akinek gyakran vannak 6démas rohamai,
munkacsoportunknak egyediilallo lehetdsége nyilt, hogy elséként kovessiink nyomon
egy spontan lefolyasu 6démas rohamot — a rohamot megel6z0 tiinetmentes allapottol, az
0démas tiinetek teljes elmuldsaig — amely altal az aldbbi fontos és érdekes kérdések

vetddtek fel:

4. A plazmaenzimrendszerekben bekdvetkezd valtozdsok megelézik az 6démas
roham kialakuladsat, vagy annak kovetkeztében zajlanak le?
5. Milyen 0sszefiiggést mutatnak az egyes paramétereck esetében megfigyelt

valtozasok a klinikai tiinetekkel?

3.2. Neutrofil granulocitak vizsgalata C1-INH-HAE-ban

Munkank soran eldszor vizsgaltuk a neutrofil granulocitak feltételezett részvételét a C1-
INH-HAE patomechanizmusaban, miutan korabban munkacsoportunk emelkedett
neutrofil granulocita szdmot figyelt meg 6démas rohamok soran. Els6 kdrben nagyobb

esetszam bevonasaval az alabbi kérdésre kerestiik a valaszt:

1. Figyelembe véve a hemokoncentracié mértékét, valoban emelkedik-e 6démas

rohamok soran a neutrofil granulocita szam?

Tovéabb4, a neutrofil granulocitak aktivalodasa soran felszabaduld aktivaciés markerek
(NE, MPO, PTX3), valamint a sejtek aktivalédasara haté citokinek (IL-8, TNF-a),
komplementfaktorok (H faktor, C5a) és CRP meghatarozasa altal a kovetkezd
kérdéseket tettiik fel:

2. Aktivalédnak-e a neutrofil granulocitak a C1-INH-HAE 06démas rohamok
soran?
3. Milyen 0Osszefliggést mutatnak egymadassal a mért paraméterek a betegek

tiinetmentes allapotdban, illetve 6démas rohamok soran?

Egy C1-INH-HAE betegiink spontan lefolyasi 6démas rohamanak nyomonkovetése
soran a neutrofil granulocita szam ¢és neutrofil aktivacids markerek meghatirozasa altal

az alabbi kérdést tettiik fel:
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4. Megelozi-e a neutrofil sejtszam emelkedés és aktivacio az 6démas roham

kialakulasat, vagy azzal parhuzamosan megy végbe?

3.3. A C1-INH hidny kozvetlen kdvetkezményeinek vizsgalata egy C1-INH-HAE

0démas roham lefolyasanak nyomon kovetése soran

Bar kézenfekvonek tinhet, hogy egy C1-INH hidnyos korképben a C1-INH szint és a
klinikai tiinetek kozott dsszefliggés all fent, ezzel kapcsolatban kevés vizsgalat tortént.
A spontéan lefolyasi 6démas roham nyomonkovetése sordn a C1-INH szint valtozasait

vetettiik 6ssze a klinikai tiinetekkel, hogy valaszt kapjunk a kovetkezd kérdésiinkre:

1. A CI1-INH szint mutat-e 6sszefliggést az 6démas tiinetek kialakulasaval illetve

azok megsziinésével?

Mivel a C1-INH kizarolagos regulatora a Clr és C1s szerin-proteazoknak, hianyanak
kovetkezményeit a klasszikus at paramétereinek (Clq, Cls, Cls, C4, C4a) vizsgalataval

elemeztiik. Kérdésiink volt, hogy:
2. Megfigyelhetd-e a komplementrendszer klasszikus Gtvonalanak aktivacioja?

A komplementrendszerben kozponti szerepet betdltd C3 komponensnek a hasitasa soran
keletkezd6 C3a aktivacids terméknek, valamint a termindlis tUtvonal aktivacios

termékeinek (C5a, TCC) tanulmanyozasaval tisztazni szerettiik volna, hogy:

3. A CI1-INH hiany hatasai Kiterjednek-e a C3 komponens hasitasara és a

komplement kaszkad aktivalodasanak azt kovetd 1épéseire?
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4. BETEGEK ES MODSZEREK

4.1. A vizsgalt betegcsoport és a kontrollok

4.1.1. C1-INH-HAE betegek

Vizsgalatainkba az Orszagos Angioddéma Kozpontban 2008 ¢és 2015 kozott
nyilvantartott 165 C1-INH-HAE beteg koziil, azokat a betegeket vontuk be, akikt6l
lehetdségiink volt 6démas rohamok soran is vérminta vételére. Ez igy valdsulhatott
meg, hogy egyes betegek 6démas roham soran klinikank siirg6sségi részlegén kapjak
meg a tlinetek akut kezelésére szolgdldo human plazma eredeti C1-INH-koncentratumot
(pdC1-INH; Berinert®, CSL Behring) intravénas injekcio formajiban. A vérmintak
levétele megelozte az akut kezelést. ElsGsorban azon betegeinktdl volt lehet6ségiink
06démas rohamok soran vérvételre, akik a klinika vonzaskorzetében, Budapesten, vagy
Pest megyében élnek (6sszesen 52 beteg), valamint egy-egy vidéki betegiink, aki éppen
Budapesten tartozkodott, amikor 6démas roham jelentkezett, szintén a klinikankra
érkezett akut ellatasra és igy lehetdségiink volt vérminta vételére az 6 esetiikben is.

Osszesen 43 betegtdl, 87 6démas roham alatti vérmintat vizsgaltunk. Disszertaciom
harom tanulmanyon alapszik: plazmaenzimrendszerek vizsgalata C1-INH-HAE-ban,
neutrofil granulocitak vizsgalata C1-INH-HAE-ban, illetve egy C1-INH-HAE beteg
0démas rohamanak nyomonkovetése. A betegek kozott vannak atfedések, de az
attekinthetdség kedvéért a harom tanulményra vonatkozo betegadatokat kiilon mutatom
be. Az 6démas rohamok alatt vett vérmintak esetében az O6démas tiinetek elsé
megjelenésétdl szamitva a vérvétel idopontjaig eltelt id6 median értéke 3,85 ora volt (25

- 75. percentilisek: 2,3-7,8 dra; tovabba minimum 0,5 6ra, maximum 72,0 6ra).

A betegek évente legalabb egy alkalommal kontroll viziten jelennek meg az Orszagos
Angioddéma Szakambulancian, melynek sordn vérvétel keretein beliil laboratoriumi
vizsgalatok elvégzése mellett lehetdség volt C1-INH-HAE szérum- és plazmabank
1étrehozasara. Ennek kdszonhetden a fent emlitett betegektdl nem csak 6démas rohamok
alatti, hanem tiinetmentes allapotban levett vérmintakkal is rendelkeztiink. Minden
esetben olyan tiinetmentes iddszakokban gytijtétt vérmintat hasznaltuk fel, amelynél a

betegek klinikai paraméterei is rogzitve voltak.
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A kontroll viziteken vérkép, kémiai vizsgalat, antropometriai értékelés, hasi ultrahang
vizsgélat, az el6z0 vizit Ota tortént 6démas rohamok rogzitése -a CI1-INH-HAE
Betegnaplo adatai és a beteg orvosi dokumentacioi alapjan-, illetve az alkalmazott
kezelés esetleges nem kivanatos mellékhatasainak attekintése tortént meg. A C1-INH-
HAE betegnaploban a betegek rogzitették az 6démas rohamaik szamat és lokalizacigjat,
valamint a rohamok kezelésére felhasznalt C1-INH koncentratum mennyiségét. Ezek
alapjan a betegség sulyossagat is jol meg lehetett becsiilni. A C1l-INH-HAE
diagnozisanak felallitisa minden beteg esetében klinikai és laboratoriumi kritériumok
(pozitiv csaladtorténet, angioddéma klinikai tiinetei, csokkent funkcionalis C1-INH
aktivitas) figyelembevételével tortént. A diagnozist molekuléaris genetikai vizsgalat is

alatamasztotta.

4.1.1.1. A plazmaenzimrendszerek vizsgalataba bevont C1-INH-HAE betegek és

egészséges kontroll egyének

Ebbe a vizsgalatba 39 C1-INH-HAE beteget (12 férfi és 27 n6, median életkor 35 év,
25-75. percentilisek: 22-50 év) és 40 egészséges kontroll egyént (15 férfi és 25 nd,
median életkor: 33 év, 25-75. percentilisek: 21-58 év) vontunk be. A 33 I-es tipust C1-
INH-HAE beteg ¢és 6 1I-es tipusit C1-INH-HAE beteg koziil 6sszesen 17 beteg részesiilt
rendszeres, hosszutavi megel6z6 gyogyszeres kezelésben (13 beteg attenualt androgént,
4 beteg tranexamsavat szedett rendszeresen), mig 22 beteg nem allt hosszatava
gyogyszeres kezelés alatt.

Vizsgalatunk soran Osszesen 62 roham alatt levett vérmintat vizsgaltunk. Minden
betegtdl legalabb egy, maximum 5 06démas roham sordn levett vérminta A&llt
rendelkezésiinkre, amelyek koziil 21 szubmukoézus (19 hasi, 2 felsé léguati), 29
szubkutdn €s 12 ,,vegyes”(szubkutan és szubmukoézus) lokalizacidju 6déma soran kertilt

levételre.

4.1.1.2. A neutrofil granulocitik vizsgalataba bevont C1-INH-HAE betegek és

egeszseges kontroll egyének

A vizsgalatba 26 C1-INH-HAE beteget (6 férfi és 20 n6, medidn életkor 33 év, 25-75.
percentilisek: 26-40 év) és 26 egészséges kontroll egyént (7 férfi és 19 nd, median
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¢letkor: 37 év, 25-75. percentilisek: 30-41 év) vontunk be (Tudomanyos és Kutatas
Etikai Bizottsag engedély szama: TUKEB 10006/2015). A 19 I-es tipusu C1-INH-HAE
beteg és 7 ll-es tipustt C1-INH-HAE beteg koziil sszesen 9 beteg részesiilt rendszeres,
hosszataviu megel6z6 gyodgyszeres (attenualt androgén) kezelésben, mig 17 beteg nem
allt hosszatava gyogyszeres kezelés alatt.

Vizsgalatunk sordan 26 roham alatt levett vérmintat vizsgaltunk (minden betegtdl egy
0démas roham alatt vett mintat), koziilik 9 szubmukozus és 17 szubkutan lokalizacioja
0déma soran keriilt levételre.

Mindkét vizsgalatunkban az egészséges kontroll személyek egészségiigyi sziirésen
vettek részt, és irasos beleegyezésiiket adtdk vizsgalatunkhoz (Tudomanyos és Kutatas
Etikai Bizottsdg engedély szama: TUKEB 65/2008), 6démas tiinetiik sohasem volt, a
vérvételt megeldzéen gyodgyszeres kezelésben nem részesiiltek, és mindegyikiik

esetében a C1-INH hiany komplement vizsgalattal kizarhato volt.

4.1.1.3. Egy C1-INH-HAE beteg és egy egészséges kontroll egyénnyomonkovetéses

vizsgdlata

A nyomonkovetéses vizsgalatban egy 56 éves, I-es tipusu C1-INH-HAE miatt 18 éve az
Orszagos Angioodéma Kozpontban gondozas alatt allé ndbeteg vett részt. A beteg elsé
0démas tiinetei 10 éves koraban jelentkeztek, jelenleg atlagosan 26 6démas rohama
jelentkezik évente (az elmult két év alapjan szdmolva). Az 6démas rohamokat 95 %-ban
erythema marginatum, mint prodromalis tlinet el6zi meg, és ennek megjelenését mindig
06démas roham kialakulasa koveti. A beteg hosszutavia danazol profilaxisban (100
mg/nap) részesilt 2013-ig, azoéta rendszeresen nem szed gyogyszert. Az 6démas
rohamok kezelésére Cl-inhibitor koncentratumot (pdC1-INH; Berinert, CSL Behring)
alkalmaz, atlagosan egy évben 18 ampulla keriil felhasznalasra. Egyéb ismert betegsége
nincs, gyogyszert nem szed, nem dohanyzik, posztmenopauzdban van. A
kozpontunkban gondozott betegek koziil a sulyosabb klinikai lefolyasu betegek
csoportjaba tartozik.

A betegnek vizsgalatunk eldtt 9 nappal volt utoljara 6démas rohama, melyet 1000 NE
pdC1-INH-ral kezelt és két nap mulva tGjra tiinetmentes lett. Megeldzésképpen, csaladi
esemény kapcsan vizsgalatunk el6tt 3 nappal szintén 1000 NE pdC1-INH-t alkalmazott.

Egyéb gyogyszeres kezelésben nem részesiilt. Vizsgalatunk teljes ideje alatt a beteg
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kérésiinkre egy tiineti naploban jegyezte a tiineteit a hozzajuk tartozé idépontokkal. A
tiinetek sulyossagat rendszeresen, kiilondsen, ha valtozést észlelt 0-100 mm vizualis
analog skalan (VAS) régzitette kiilon a prodromalis és 6démas tiinetekre.

A nyomonkdvetéses vizsgalatba kontrollként egy onként vallalkozd 52 éves egészséges
nét vontunk be, akinek ismert betegsége nem volt, és a vizsgalatunk ideje alatt
gyogyszeres kezelésben nem részesiilt.

A beteg és az egészséges kontroll személy irasos beleegyezését adta a vizsgalatban vald
részvételhez (Tudomanyos ¢és Kutatds Etikai Bizottsag engedély szdma: TUKEB
10366/2015).

4.2. Vérvételek

A betegektol és egészségesektdl vett mintdkat alvadasgatlot [etiléndiamin-tetraacetat
(EDTA) vagy natrium-citrat] tartalmazd vérvételi csovekbe vettiik és azonnal
centrifugaltuk, a plazmakat aliquotokba osztottuk és felhasznalasig -70°C-on taroltuk. A
szérum mintak esetében ugyanigy jartunk el, azzal a kiilonbséggel, hogy a vérmintakat

alvadas utan, a vérvételtdl szamitott 2 dran beliil centrifugaltuk.

4.2.1. Vérvételek a nyomonkdvetéses vizsgalat soran

C1-INH-HAE betegiinktdl Osszesen 12 vérvétel tortént a vizsgalat ideje alatt. A
vizsgalat kezdetén tiinetmentes allapotban egy vérvétel tortént. A prodromalis tiinetek
elsé észlelését kovetden a beteg klinikankra érkezésekor a 45. percben szintén egy
vérvétel tortént és a beteget hospitalizaltuk. Ezt kdvetden 6 oranként torténtek
vérvételek, 0sszesen 4 vérvétel a prodromadlis tlinetek alatt, 6 az 6démdas roham alatt.
Mivel a beteg 6démas tlineteinek kezdetét jelezte, igy lehetdségiink volt egy extra
vérvételre az 0démas roham kezdetének iddpillanataban. Az 6démas tlinetek teljes
megsziinésekor egy vérvételt kovetden a beteget otthondba bocsatottuk és egy nap
mulva visszahivtuk az utolso vérvételre.

Az egészséges kontrollszemélytdl 6 6ranként, a nap ugyanazon idépontjaiban vettiink
vért 0sszesen 24 Ordn keresztiil, elsdsorban azért, hogy lehetdségiink legyen a vizsgalt

paraméterek esetében az esetleges cirkadian ritmus figyelembevételére.
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4.3. Laboratoriumi vizsgalati médszerek

A vizsgalataink sordn mért kiilonb6zé paramétercket az aldbbiakban részletezett
modszerekkel mértikk. A felhasznalt puffereket, oldatokat a 2. tdblazatban foglaltam

0ssze.
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2. tablazat. A felhasznalt pufferek, oldatok és azok osszetétele

Név

Osszetétel

Natrium-bikarbonat oldat

2,93 g natrium-hidrogénkarbonat és 1,59 g natrium-karbonat

1000 ml deszt.vizben feloldva; pH = 9,6

10x PBS oldat

160 g natrium-klorid, 4 g kalium-klorid, 23 g natrium-
foszfat-2-hidrat és 4 g kalium-foszfat 2000 ml deszt.vizben
feloldva, pH = 7,2

1x PBS oldat

10x PBS-bdl deszt.vizzel higitva

PBS-Tween oldat

100 ml 1x PBS oldatban 50 ul Tween 20

0,5% BSA PBS oldat

100 ml 1x PBS oldatban 0,5 g BSA

2% BSA PBS oldat

100 ml 1x PBS oldatban 2 g BSA

1% zselatin PBS

100 ml 1x PBS oldatbn 1 g zselatin

1% BSA PBS-Tween

100 ml PBS-Tween oldatban 1 g BSA

0,5% zselatin PBS-tween

100 ml PBS-Tween oldatban 0,5 g BSA

0,2 M foszfat puffer

3,56 g dinatrium-foszfat 100 ml deszt. vizbe oldva

0,1 M citrat puffer

2,1 g citrat 100 ml deszt. vizben oldva; pH =2

Citrat-foszfat puffer

10 ml 0,2M foszfat puffer és 39,8 ml 0,1 M citrat puffer; pH
=3

1 M TRIS puffer

30,285 g TRIZMA-Base 250 ml deszt. vizben oldva, 29 ml
5M sosavval pH-zva; pH = 7,4

10 mM TBS puffer

1 ml 1 M TRIS puffer 100 ml fiziologids sdoldatban

Amidoblack fehérje 2 g Amidoblack, 500 ml metilalkohol és 100 ml koncentralt
festék ecetsav 400 ml deszt. vizben feloldva
Differencialo 500 ml metilalkohol és 100 ml koncentralt ecetsav 400 ml

(Festékmentesitd) oldat

deszt.vizben oldva

0,1 M EDTA

33,6 g etiléndiamin-tetraecetsav (EDTA) 800 ml
deszt.vizben oldva; pH = 7,6-7,7

Veronal puffer

5,9 g Natrium-barbiturat, 3,9 g Natrium-acetat és 2 ml
tomény s6sav 1000 ml deszt.vizben oldva, ebbdl 900 ml-hez
100 ml 0,1 M EDTA keveriink; pH = 8,6

1,5%-o0s agaroz

7,5 g agar beoldasa 500 ml Veronal pufferben
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4.3.1. A komplementrendszer egyes paramétereineck meghatarozasa

C1-INH koncentracio meghatarozasa

immundiffuzioéval tortént, melynek hatranya, hogy gyenge érzékenységii [detektalasi
kiiszobérték (LOD): 1-5 pg/ml], igy inkabb csak diagnosztikai célokra alkalmas. Ahhoz,
hogy a C1-INH koncentraciot kutatasaink soran megfelel6 érzékenységgel tudjuk mérni,
valamint annak valtozasait megfelelden érzékeny modon tudjuk megfigyelni a
nyomonkoOvetéses vizsgalat sordn a betegben, Uj szendvics-ELISA modszert
fejlesztettiink ki, melyhez sajat, nytlban termelt anti-C1-INH ellenanyagot hasznaltunk
fel tobb 1épésben tisztitott és biotinilalt formaban.

Az Uj-zélandi fehér nyulak immunizalasit az Immunogenes Kft. végezte a C1-INH-
HAE betegek akut kezelésére alkalmazott plazméabol tisztitott human C1-INH
koncentratumaval (Berinert, CSL Behring).

Poliklonalis anti-C1-INH IgG tisztitasa nyulszérumbol

Az anti-C1-INH IgG nyulszérumbodl torténd tisztitasat Protein G agar6z oszloppal
végeztiik laboratoriumunkban. Az emlésok atlagos 19G tartalma: 10 mg/ml, a Protein G
oszlop 19gG-kotd képessége 20 mg IgG/ml. Tehat nyul esetében 10 mg/ml szérum IgG
tartalommal szamolva 1 ml oszlop 2 ml szérumbdl képes az IgG-t megkdtni.
Esetiinkben az oszlopot 3 ml protein G-t kovalensen kotott agardz gyonggyel toltottik
fel (protein G agarose fast flow 10 ml, Merck), ami igy 6 ml nyalszérumbol 60 mg IgG
megkotésére képes.

Az oszlop elokészitését kovetden aktivaltuk az oszlopot, azaz az oszloptolteten 5-szoros
mennyiségii 10 mM-o0s TBS puffert folyattunk at, majd ha az szinte teljesen atfolyt,
akkor 5-sz6r6s mennyiségi citrat-foszfat puffert, végiil pedig ujra 5-szordés mennyiségii
10 mM-os TBS puffert. Az atfolyot lombikban fogtuk fel. Kozben a tisztitandd 6 ml
nyulszérumunkat 20.000 g-vel 5 percig centrifugaltuk, majd 10-szeresére higitottuk 10
mM TBS pufferben. Az aktivalas utan atfolyattuk az oszlopon a 10-szeresre higitott
szérumot. Az atfolyot egy kiilon lombikban, egyben fogtuk fel. Kézben egy 24-lyuku
lemez Iyukaiba 150-150 pl 1M TRIS puffert mértiink. Miutdn a higitott szérumot
atfolyattuk, 10 mM TBS pufferrel lemostuk az oszloprél az aspecifikusan kotodo

42



DOI:10.14753/SE.2018.2161

fehérjéket. Ezt az atfolyo frakcidt is egy kiilon lombikba gytijtottiik. Mintat vettiink a
kezdeti atfolyobol és 280 nm-en mértitk az OD-jat. A mintavételt addig ismételtiik (~ 10
ml-enként), amig a minta OD-ja mar 0-hoz nagyon kozelitett (azaz az atmosott folyadék
mar biztos, hogy nem tartalmazott aspecifikus fehérjét), illetve jelentdsen nem csokkent,
de maximum az atfolyatott minta térfogataval megegyezd mennyiségli TBS puffert
folyattunk 4t az oszlopon.

Miutan az aspecifikus fehérjéket eltavolitottuk az oszloprol az IgG lemosasa
kovetkezett. Az oszlopon atfolyattunk kortlbeliill 5-6 oszloptérfogatnyi citrat-foszfat
puffert ugy, hogy az elsé 1 ml-nyi atfolyot még nem fogtuk fel, majd utana a tobbi
atfolyot 1,5 ml-enként (~ 30 csepp) az elokészitett 24-lyuku lemez lyukaiba engedtiik.
Ezutan pedig 5 oszloptérfogatnyi 0,1 M-os citrat pufferrel (pH = 2) mindent lemostunk
az oszloprdl, és a lefolyo puffert szintén egy 24-lyuku lemezen fogtuk fel.

crcr

crer

dializaltuk 10 mM TBS pufferben.

A dializélashoz egy megfeleld méretii dializdlo membrant desztillalt vizbe aztattunk 30
percre, majd friss desztillalt vizre cseré¢lve membranostol felmelegitettiik 60°C-ig és
ebben is aztattuk a membrant 20 percig. Ezt kdvetden a membran egyik végére két
csomot kotottiink. A dializdlandd oldatunkat dvatosan belepipettdztuk, majd a membran
masik végére is legalabb két csomodt kotottiink, ugy, hogy a membran feszes legyen.
Koriilbeliil 500 ml TBS pufferbe helyeztiik a membrant, (hogy rendesen elfedje) 3-4
orara szobahdmérsékleten. Az 1d6 letelte utan a puffert ledntottiik és frissre cseréltiik,
majd legalabb egy éjszakan at +4°C-on hagytuk allni. Méasnap a membrant kivettiik a
pufferbdl és egy 50 ml-es falkon csdbe allitva fecskenddvel kiszivtuk beldle a tisztitott
nek adodott.

Ellenanyagunk egy részét ezt kovetden affinitastisztitasnak vetettik ald. Az
affinitastisztitdas az MTA TTK Enzimoldgia Intézetében tortént, Gal Péter
munkacsoportja altal. A modszert roviden ismertetem: 14 mg tisztitott poliklonalis nyul
anti-(human C1-inhibitor) antitestet) felvittek egy 1 ml-es C1-inhibitor / Sepharose 4 FF

oszlopra pH = 74-es fiziologias pufferben. Az elucidt linearis pH gradienssel
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biztositottak pH = 7,4 és pH = 3,0 kozott. Az antitest f6 tomege pH = 4 ¢és pH = 3 kozott
elualodott. Az eludlt antitest pH-jat azonnal visszaallitottdk koriilbeliil 7,0-re 1:10
térfogatnyi 1 M Tris pH = 8,0 hozzaadasaval.

Az affinitastisztitast kovetden az ellenanyagunk koncentracidja 0,204 mg/ml lett. Az

ellenanyagot aliquotozast kovetéen -20°C-on taroltuk.
Anti-C1-INH biotinilalasa

Az anti-C1-INH IgG biotinilalasat Thermo Scientific gyartmanyt EZ-Link® NHS-LC-
LC-Biotin (50 mg, succinimidyl-6-(biotinamido)-6-hexanamido  hexanoate)
készitménnyel végeztik, kovetve a gyari ajanlast.

A biotinilalni kivant, nem affinitastisztitott anti-C1-INH IgG-b6él 2 mg/ml-es oldatot
készitettiink PBS pufferben. A gyari toménységii biotinbél 10 mM-o0s oldatot
készitettiink, DMSO (dimethyl sulfoxide) puffer felhasznalasdval majd hozzaadtuk a 2
mg/mL-es anti-C1-INH IgG oldathoz. Ezt kovetéen szobahémérsékleten 30 percig
inkubaltuk majd dializaltuk. Aliquotoztuk és -20°C-on taroltuk.

C1-INH ELISA protokoll

crer

house szendvics-ELISA modszert alkalmaztunk. 96 lyukd Nunc Maxisorp lemezt
(Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA) az elébbiekben részletezett 0,025 mg/ml
sajat immunizaldsu nyulban termelt, affinitastisztitott anti-C1-INH 1gG-vel fedtiik
natrium-bikarbonat pufferben és 4°C-on inkubaltuk egy éjszakan keresztiil. Masnap a
lemezt blokkoltuk 2% BSA-t tartalmaz6 PBS-sel 1 oOran keresztiil. A mintdk ¢és a
standard higitasa 1% BSA-t tartalmazdé PBS-Tweennel tortént. Az EDTA-plazma
mintakat I-es tipust C1-INH-HAE betegek esetében 5000-szeres higitasban, ll-es tipusu
C1-INH-HAE betegek ¢s egészséges kontrollok esetében pedig 10 000-szeres
higitasban vittiik fel a lemezre. Standardként az intravénas terapiara alkalmas pdCl-
INH koncentratum MTA TTK Enzimologia Intézet munkacsoportja altal tovabb
tisztitott valtozatat (konc.=1,66 mg/ml) hasznaltuk 50 ng/ml-t6l induld hét-1épéses,
felez6 higitasban. Egy 6rés, szobahdmérsékleten tortént inkubéciot kovetden 2,5 pg/ml
biotinilalt, sajat immunizalast nyulban termelt, anti-C1-INH IgG vittiink fel a lemezre,

majd ujabb egy oOrds inkubaciot kovetden sztreptavidin konjugalt tormaperoxidazt
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(R&D system, Minneapolis, USA) vittiink fel a lemezre 400-szoros higitasban. Harminc
perc inkubacio leteltével, Szubsztratként tetrametil-benzidin(TMB)-t hasznaltunk fel
kétszeres higitasban citrat-pufferrel. A szinreakciot 0,4 N kénsavval allitottuk le, majd

crer

450 és 620 nm hullamhosszasagon mértiik le.
Funkcionalis C1-INH szint meghatarozasa

A funkcionalis C1-INH szintet a MicroVue C1-Inhibitor Enzyme Immunoassay kittel
(Quidel, San Diego, USA) hataroztuk meg, a gyartd Gtmutatdsa szerint. Az elsé 1épés
soran a standardokat, a kontrollokat és a szérum mintakat biotinilalt, aktivalt C1s-sel
inkubaltuk, 30 percig, szobahOmérsékleten (az inkubdlas soran a mintdban 1évo
funkciondlisan aktiv C1-INH az aktivalt, biotinilalt Cls-hez koétddve komplexeket
képez). A masodik Iépésben az eldkezelt mintakat avidinnel fedett mikrotitrald lemezen
inkubaltuk 10 percig, szobahémérsékleten, igy a mintakbdl a biotinilalt C1s-sel alkotott
komplexek kikotddtek a lemezre. Az aspecifikus kotddés kikiiszobolésére a lemezeket
Otszor mostuk, majd kecskében termelt, tormaperoxidazzal jelolt anti-human-C1-INH
ellenanyaggal inkubaltuk, 1 6ran at, szobahdmérsékleten. A mosasi 1épéseket kdvetden
kromogenikus enzim-szubsztratot alkalmaztunk, majd a szinreakciot oxalsav oldattal
allitottuk le. Az optikai denzitdst — amely ardnyos a mintadkban 1évé C1-INH

funkcionalis aktivitasaval (%) - 405 nm-en hataroztuk meg.

Clr koncentrdcio meghatarozasa

crer

hataroztuk meg. Az optimalis paramétereket mas komplement fehérjékre kidolgozott
eljaras alapjan hataroztam meg (221).

Tizenot ml 1,5%-0s toménységli agaréz oldatot 56°C-ra felmelegitettiink, majd
hozzakevertiink 120 pL kecskében termelt anti-human-Cl1r ellenanyagot (DiaSorin
Stillwater, Minnesota, USA). Az ellenanyagot tartalmazé gélt megfeleléen zsirtalanitott
10x10 cm-es iiveglemezre Ontdttiikk vizszintezd asztalon, és miutan a gél megdermedt,
2,5 mm atmérdjli lyukakat vagtunk bele. A fiziologias sooldatban kihigitott standardbol
(normal human szérum keverék toménytdl induld 5 Iépéses felez6higitasa), valamint az

1:2 aranyban higitott szérummintakbol 5-5 pl-t mértiink be a lyukakba, majd a
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lemezeket vizszintez§ asztalon, szobahomérsékleten, 24 oran at inkubaltuk. A
lemezeket ezt kovetden fizioldgias sooldatban mostuk a nem precipitalodott fehérjék
eltavolitasa érdekében, a mosdfolyadékot 2 dranként haromszor cserélve. Ezt kdvetoen
a gélt nedves sziir6papirral lefedtiik, és szobahdmérsékleten raszaritottuk a lemezre. A
precipitacios gytliriiket Amidoblack fehérjefestékkel tettilk lathatova, a felesleges
festéket pedig differenciald/festékmentesitd oldattal tavolitottuk el, majd automata

mikrométerrel leolvastuk a precipitdcios gylrik atmérdjét, amelynek négyzete

crcr

crer

human szérum keverék higitasi sorahoz viszonyitva.

Cls koncentracio meghatarozdsa

crer

szendvics-ELISA modszert fejlesztettiink ki. Kilencvenhat-lyukic Nunc Maxisorp
lemezt (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA) 3 pg/ml poliklonalis kecske anti-
human Cls ellenanyaggal [amit el6z6leg human-Cls kecske antiszérumbol (Quidel, San
Diego, USA) tisztitottunk a ,, Poliklondlis anti-C1-INH IgG tisztitdisa nyulszérumbol”
fejezetben leirt modon Protein G agar6z oszlopon (protein G agarose fast flow 10 ml,
Merck)] natrium-bikarbonat pufferben (pH = 9,6) és 4 °C-on inkubaltuk egy éjszakan
keresztiil. Mésnap a lemezt blokkoltuk 1% zselatint tartalmazo PBS-sel 1 oran
keresztiil. A mintdk és a standard higitasa 0,5% zselatint tartalmazo PBS-Tweennel
tortént. Az EDTA-plazma mintakat 1000-szeres higitasban vittiikk fel a lemezre.
gyartmanyu Cls-t hasznaltunk 500 ng/ml-t6l kiindulo hétlépéses, harmadold higitasban.
Egy oras, szobahdmérsékleten tortént inkubaciot kovetéen 1000-szeres higitasban
monoklonalis egér anti-C1s (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA) ellenanyagot
vittlink fel a lemezre, majd Gjabb egy 6ras inkubacidt kovetden kecske anti-egér IgG
konjugalt tormaperoxidazt (Southern Biotechnology, Birmingham, USA) vittiink fel a
lemezre 2000-szeres higitasban. EgQy tovabbi egy oras inkubacio leteltével,
szubsztratként tetrametil-benzidin(TMB)-t hasznaltunk fel. A szinreakciot 0,4 N

kénsavval allitottuk le, majd az optikai denzitdst — amely ardnyos a mintak Cls

crer
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C3 és C4 szint meghatarozasa

crer

Integra 400 analizatorral (Roche, Svéjc) mértiik.

A C4a, C3a, C5a és TCC komplement aktivicios termékek meghatdrozasa

A Cda, a C3a, a C5a és TCC komplementaktivacios termékek szintjeit kereskedelmi
forgalomban kaphatd, ELISA modszeren alapul6 kitekkel hataroztuk meg, a gyarto altal
mellékelt utmutatasok szerint (Quidel, San Diego, USA). Mivel a négy mddszer hasonld
elveken alapszik, ezért a meghatarozasok 1épéseit egyiitt taglalom. A C4a, C3a, C5a és
TCC szintek meghatarozdséhoz a MicroVue Enzyme Immunoassay kitek egérben
termelt, monoklonalis anti-human-C4a, anti-human-C3a, anti-human-C5a, illetve az
TCC C9-gyuriijét-kotd ellenanyagokkal fedett lemezeit hasznaltuk, melyeken a
standardokat, a kontrollokat ¢és a higitott (1:40, 1:200, 1:20 illetve 1:10 aranyban, az
emlités sorrendjében) EDTA-plazma mintdkat 60 percig, szobahdmérsékleten
inkubaltuk. A mosasi 1épéseket kovetéen C4a-ra, C3a-ra, Cba-ra, illetve TCC-re
specifikus, tormaperoxiddzzal jelolt monoklonalis ellenanyagokat alkalmaztunk, 60
percig, szobahOmérsékleten. A mosasi 1épéseket kovetden enzimatikus szubsztrattal
idéztiik elé a szinreakciot, amit oxalsav oldattal allitottunk le. Az optikai denzitést -
amely aranyos a mintakban 1év6 C4a, C3a, C5a, illetve TCC abszolut koncentracioval

(ug/ml illetve ng/ml) — 405, illetve 450 nm-en hataroztuk meg.

H faktor szint meghatarozasa szérumban

crer

ELISA modszert alkalmaztunk. Nunc Maxisorp lemezt (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, USA) 1:1000 higitasban sheep anti-human factor H IgG fractionnal fedtiik
(The Binding Site Inc., Birmingham, UK) és egy ¢jszakédn at, 4 °C-on allni hagytuk.
Masnap a lemezt blokkoltuk 0,5% BSA-t tartalmaz6 PBS-sel 16ran keresztiil. A szérum
mintdkat 1000-szeres higitdsban tettilk a lemezre, standardként egészséges egyének
szérumabol késziilt keveréket tettiink fel 250-szeres higitastol indulo, hétlépéses, felezd
higitasban. A mintdk és a standard higitasa 0,5% BSA-t tartalmazé PBS-Tweennel

tortént. Egy oras inkubacidt kovetden 1:2000 higitasban egér monoklondlis anti-humén
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H faktor konjugatumot (Quidel, San Diego, USA) tettiink rd, majd Gjabb egy oras
inkubacio utan 1:8000 goat anti-mouse IgG-HRP-t (Southerm Biotech, Birmingham,
Alabama, USA) tettiink a lemezre. Szubsztratként OPD-t alkalmaztunk, a szinreakcid

pedig 0,4 N kénsavval allitottuk le. Az optikai denzitast — amely aranyos a mintak H

crer

4.3.2. A neutrofil granulocitékra jellemzd illetve aktivalodasukkal kapcsolatba hozhato

paraméterek meghatarozasa

Fehérveérsejtek szama, abszolut neutrofil granulocita szam és hematokrit értékek

meghatdrozdsa

A betegekben és az egészséges kontroll egyénekben a fehérvérsejtek szamat, a neutrofil
granulocitadk szamat (Giga/l) valamint a hematokritértékeiket (I/I) Advia 120
Hematology System automataval (Siemens, Erlangen, Germany) hatdroztuk meg a

Semmelweis Egyetem III. Sz. Belgyogyaszati Klinika Kozponti laboratoriumaban.
A NE és MPO aktivacios marker szintjének meghatarozasa

A neutrofil granulocitak aktivalodasara utaldé NE és MPO aktivacios markerek szintjeit
kereskedelmi forgalomban kaphato, ELISA moddszeren alapuld kitekkel (QIA96,
Calbiochem, Merck-Millipore, Darmstadt, Germany, illetve Immundiagnostik AG,
Bensheim, Germany) hataroztuk meg, a gyartok altal mellékelt utmutatasok szerint. A
neutrofil elasztaz esetében, szintjének meghatarozasat egy inhibitoraval alkotott stabil
komplex molekula szintjének mérésén keresztiil végeztilk (NE - a-proteinaz inhibitor:
Mind a két aktivaciés marker esetében poliklonalis anti-NE illetve anti-MPO
ellenanyagokkal fedett lemezeket hasznaltunk, melyeken a standardokat, a kontrollokat
¢s a higitott (1:100 illetve 1:10, az emlités sorrendjében) EDTA-plazma mintakat 60
percig, szobahémérsékleten inkubaltuk. A mosasi 1épéseket kdvetden al-proteinaz
inhibitorra ¢és MPO-ra specifikus, tormaperoxidazzal jelolt poliklonalis nytl
ellenanyagokat alkalmaztunk, 60 percig, szobahOmérsékleten. A mosasi lépéseket
kovetdoen TMB szubsztrattal idéztiik eld a szinreakciot, amit sosav oldattal allitottunk le.

crer

(ng/ml) — 450/620 nm-en hataroztuk meg.
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PTX3 szint meghatarozadsa

A betegekben és a kontrollokban a PTX3 szintet kereskedelmi forgalomban kaphato,
ELISA moédszeren alapuld kittel (R&D systems, Minneapolis, USA) hataroztuk meg, a
gyarto altal mellékelt utmutatdsok szerint. Egérben termelt monoklonalis anti-PTX3
ellenanyaggal fedtiik a lemezt. A gyari standardot a leirdsoknak megfeleléen higitottuk
hétlépésben, felez6higitassal. Mind a beteg, mind az egészséges kontrollok EDTA-
plazma mintéit 1:1-ben higitottuk. Ezt kdvetden a lemezt szobahdmérsékleten, két 6ran
keresztiil inkubaltuk. A mosasi lépéseket koveten biotinilalt, kecske anti-human PTX3
ellenanyagot alkalmaztunk, 120 percig, szobahdmérsékleten. A mosasi 1épést kdvetden
200-szoros higitasban tormaperoxidazzal konjugalt sztreptavidint adtunk a lemezhez és
20 percig hagytuk allni. Szubsztratként TMB-t hasznéltunk, a szinreakciot pedig 2 N

kénsavval Aallitottuk le, majd az optikai denzitast -amely ardnyos a mintak PTX3

crer

crer

meértiik (Beckman Coulter Inc., Kalifornia, USA).
TNF-a és IL-8 szint meghatdrozdsa

Kereskedelmi forgalom elérheté ultraszenzitiv ELISA kitekkel hataroztuk meg a
betegekben ¢és a kontrollokban a TNF-a és az IL-8 szintjét (Thermofisher Scientific Inc,
Waltham, USA. illetve R&D system, Minneapolis, USA). Monoklonalis anti-human
TNF-o, illetve IL-8 ellenanyaggal elére fedett lemezekre elsé 1épésben inkubacios
puffer, illetve mintahigité puffer keriilt. Ezekkel megegyez6 mennyiségben keriiltek
felrakasra a tomény EDTA-plazma mintaink. A standardok, illetve a kontrollok
higitasai és felvitele is a gyari leirdsoknak megfelelden tortént. A TNF-a esetében még
az inkubaciot megelézden felvitelre keriilt a biotinilalt anti-human TNF-a ellenanyag.
Ezutdn mindkét ELISA esetében két Oras szobahOmérsékleten torténd inkubaciod
kovetkezett. A mosasi lépéseket kovetden keriilt felvitelre a tormaperoxiddzzal
konjugalt sztreptavidin, illetve poliklonalis anti-human IL-8 ellenanyag és 30 percig,

illetve IL-8 ELISA esetében 60 percig inkubaltuk a lemezeket szobahdmérsékleten. A
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mosasi 1épéseket kovetden TMB-vel illetve NADPH szubsztrattal idéztik eld a
szinreakciot, amit 2 N kénsav oldattal allitottunk le. Az optikai denzitast - amely
aranyos a mintakban 1év6 TNF-q, illetve IL-8 koncentracidval (pg/ml) — 450, illetve 490

nm-en hataroztuk meg.

4.3.3. A kontakt-, koagulacios és fibrinolitikus rendszerek egyes paramétereinek

meghatdrozasa

FXlla és FXla szintjéenek meghatarozasa

A betegekben ¢és a kontrollokban a FXIla és FXIa szint (%) meghatarozasa
koagulometriaval, kereskedelmi forgalomban elérhet6 Siemens Healthcare Kitek

(Marburg, Németorszag) felhasznaldsaval tortént.
F1+2 és TAT-komplex szintjének meghatarozasa

Mindkét koagulaciés markert kereskedelmi forgalomban elérhetd ELISA kitekkel
hataroztuk meg a betegekben és a kontrollokban (Enzygnost, Siemens Healthcare
Diagnostics GmbH, Marburg, Németorszag). Az ELISA lemezek monoklonalis egérben
termel anti-human F1+2-vel, illetve poliklonalis nytlban termelt anti-human trombinnal
elére fedve voltak. A lemezeken minden lukba eldszor 50 ul mintapuffert mértiink,
majd 50 pl-t adtunk hozza a standardokbol, citrat-plazma mintakbdl vagy kontrollokbol.
Harminc illetve 15 percig inkubaltuk 37°C-on a lemezeket. A mosasi lépéseket
kovetéen peroxidazzal konjugalt, monoklondlis, egérben termelt anti-human
protrombint illetve poliklonalis, nytlban termelt anti-humén trombin Ill-at
alkalmaztunk 15 percig 37°C-on. A mosasi lépéseket kovetéen TMB, illetve OPD
szubsztrattal idéztiik eld a szinreakciot, amit kénsav oldattal allitottunk le. Az optikai

crcr

(pmol/l illetve pug/ml) — 450/620 nm-en illetve 492 nm-en hataroztuk meg.

A plazminogén, a plazminogén aktivator inhibitor-1 (PAI-1) és D-dimer szintjének

meghatdrozasa

A fibrinolitikus rendszer fehérjéinek ¢és aktivacidos markereinek meghatarozasara
kereskedelmi forgalomban elérhetd kiteket hasznaltunk fel (plazminogén (%), és PAI-1

(U/ml) esetében kinetikai mérésen alapuld Berichrom kiteket; D-dimer (mg/l) esetében
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pedig részecske-erdsitéses, immuno-turbidimetrias teszt alapu Innovance D-dimer Kitet,

(Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, Németorszag)).
PI és APT| meghatarozasa

A protrombin ¢és aktivalt parcidlis tromboplasztin id6t (PI illetve APTI) citrat plazmabol

hataroztuk meg standard laboratoriumi médszer alapjan (222).
Fibrinogén szint meghatdrozasa

A betegekben és kontroll egyénekben a fibrinogén szint (g/I) meghatarozasa a Clauss
eljaras modositott valtozata szerint tortént (223). A higitott citrat-mintakhoz feleslegben

trombint adtunk és mértiik az eltelt id6t, ami alatt a trombin a fibrinogént fibrinné

crer

4.4, Statisztikai elemzés

Statisztikai szamitasainkat a Prism 5 for Windows (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, www.graphpad.com), valamint a STATISTICA 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK,
USA) elnevezésii program felhasznalasaval végeztiik. Abban az esetben, ha csoportok
Osszehasonlitasarol volt szo és egy beteghez tobb roham sordn gylijtétt minta is
tartozott, kiszamitottuk az egyes paraméterek atlagat, és az atlagértékeket hasznaltuk a
statisztikai elemzések soran, tehat minden beteghez egy-egy tlinetmentes iddszakban
mért, illetve roham alatt mért érték tartozott paraméterenként. Ugyanakkor, hogy a
betegcsoporton beliili 6sszehasonlitaskor minden beteghez tartozd 6démas roham soran
mért érték egyszerre figyelembe vehetd legyen Linearis Vegyes Model (Linear Mixed
Model; LMM) analizist végeztiink (ezt a tobbi szamitastol eltéréen IBM SPSS Statistics
Version 20 (IBM Corp.) programmal végeztiik).

Amennyiben két paraméter kozott fennalld korrelaciot vizsgaltunk, ugy minden egyes
betegnél egy véletlenszerlien kivalasztott mintavételi id6ponthoz tartozo vizsgalati
mintaban mért értékeket hasznaltunk az elemzéshez. Mivel legtobb eredményiink nem
mutatott normal eloszlast, nem-parametrikus teszteket alkalmaztunk. Betegcsoporton
beliili 0sszehasonlitashoz —ugyanazon betegekhez tartozd roham alatt mért és
tinetmentes iddszakban mért értékek Osszehasonlitdsakor- kétmintds parositott

Wilcoxon-tesztet hasznaltunk, mig az egészséges kontroll csoport és a betegcsoport
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Osszehasonlitasahoz ~ Mann-Whitney  U-tesztet  alkalmaztunk. A csoportos
Osszehasonlitdsok soran kapott eredmények statisztikai erejének vizsgalatara power-
analizist végeztiink. Korrelaciok analizis€éhez Spearman-féle Rho-tesztet hasznaltunk.
Minden statisztikai elemzés kétoldalas volt, €s p<0,05 jelentett szignifikans kiilonbséget

vagy korrelaciot.
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5. EREDMENYEK
5.1. A kontakt-, koagulaciés és fibrinolitikus rendszer valtozasainak egyidejii,
atfogé vizsgalata C1-INH-HAE-ban

5.1.1. A kontakt és koagulaciés paraméterek vizsgalata ugyanazon C1-INH-HAE

betegek tiinetmentes és 6démas rohamok soran vett mintaiban

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, 6démas rohamok sordn milyen valtozasok
mennek végbe a koagulaciés rendszer miikodésében, aktivalodasaban, ugyanazon
betegek tlinetmentes ¢€s rohamok sordn vett vérmintdit hasonlitottuk Ossze. Az
eredményeket egészséges kontroll egyénekben mért értékekkel vetettiik Gssze. Azon
betegek esetében, akiknek tobb 0démds rohamok sordn vett mintaja volt, az
Osszehasonlitasokat ugy végeztiik, hogy az 6démas rohamok soran mért értékeket
atlagoltuk ¢és az atlag értéket vetettiik Ossze a beteg tlinetmentes allapotban vett
vérmintajaban mért értékkel.

Kiilonbséget talaltunk a CI-INH-HAE betegek és az egészséges kontroll egyének,
valamint ugyanazon C1-INH-HAE betegek tlinetmentes és rohamok soran levett
mintaiban mért értékek kozott (4. abra). Emelkedett FXIIa szintet mértiink a betegek
tiinetmentes mintaiban az egészséges kontroll csoportban mért értékekhez képest,
valamint az FXIIa szint tovabb emelkedett 6déméas rohamok soran. Erdekes modon a
FXla szint emelkedett volt, mind a betegek tiinetmentes, mind rohamos allapotaban az
egészséges kontroll csoportban mért értékekhez képest. Ugyanakkor a betegek 6démas
rohamok soran mért FXIa értékei nem tértek el szignifikdnsan a tiinetmentes allapotban
mért értékektél. A F14+2 és TAT-komplex szignifikdnsan emelkedett szintjét
tapasztaltuk a C1-INH-HAE betegek tiinetmentes és rohamok alatti allapotaban az
egészséges kontroll csoporthoz viszonyitva. Rohamok soran szintjiik tovabb emelkedett
ugyanazon beteg tlinetmentes allapotaban mért értékhez képest.

El6szor vizsgaltuk meg C1-INH-HAE betegekben hogyan valtozik a PI, illetve az APTI
tiinetmentes allapotban és rohamok soran. Nem talaltunk kiilonbséget a PI id6kben a
betegek tiinetmentes allapota és az egészséges kontroll csoport kdzott, ugyanakkor a
betegek 0démas rohama sordn a PI szignifikdnsan csokkent a tlinetmentes allapothoz

képest. Ezzel szemben rovidebb aPTI-t tapasztaltunk a CI1-INH-HAE betegek
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tiinetmentes allapotaban az egészséges kontroll csoporthoz képes, és tovabbi csokkenést

talaltunk 6démas rohamok soran ugyanazon betegek tiinetmentes allapotahoz képest.
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4. abra. A koagulacios rendszer paramétereinek (A-F) osszehasonlitasa ugyanazon
C1-INH-HAE betegek tiinetmentes, illetve roham alatt levett mintaiban, valamint
ezek egészséges kontrollok mintaiban mért értékekkel valé Gsszevetése. Azon
betegek esetében, akiknek tobb 6démas roham soran levett mintdja is volt, a rohamok
soran mért értékeket atlagoltuk, igy minden beteghez egy 6démas roham alatti érték
tartozik. Az egészséges kontroll egyénekkel vald Osszehasonlitast Mann-Whitney
teszttel végeztiik, mig ugyanazon CI1-INH-HAE beteg ,tliinetmentes” ¢és ,,rohamos”
értékeinek Osszevetésénél Wilcoxon tesztet alkalmaztunk. Az abran a median és az
interkvartilis tartomany piros vonallal van jeldlve.

5.1.2. A fibrinolitikus rendszer paramétereinek vizsgalata ugyanazon C1-INH-

HAE betegek tiinetmentes és 6démas rohamok soran vett mintaiban

Odémas rohamok soran kissé emelkedett fibrinogén szintet tapasztaltunk ugyanazon
C1-INH-HAE beteg tiinetmentes allapotdban mért szintekhez képest. Ugyanakkor az
egészséges kontroll csoportban mért fibrinogén szintekhez képest a CI1-INH-HAE

betegekben mért szintek szignifikansan nem tértek el. A véralvadék képzdodésére ¢€s
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annak elbomlasara egyarant utald6 D-dimer esetében markans kiillonbségeket
tapasztaltunk. Emelkedett szintjét tapasztaltuk C1-INH-HAE betegek tiinetmentes és
0démas rohamok soran levett mintaiban az egészséges kontroll csoporthoz viszonyitva,
valamint a betegek 6démas rohamok sordn levett mintaiban szintje tovabb emelkedett a
tiinetmentes allapothoz képest. A plazminogén esetén nem kaptunk kiilonbséget a
vizsgalt csoportok kozott, ugyanakkor a PAI-1 esetében alacsonyabb szintet mértiink
0démas rohamok soran, mind ugyanazon betegek tiinetmentes mintaihoz, mind

egészséges kontroll egyének mintaihoz hasonlitva (5. abra).
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5. abra. A fibrinolitikus rendszer fehérjéinek, markereinek (A-D) osszehasonlitasa
ugyanazon C1-INH-HAE beteg tiinetmentes, illetve roham alatt levett mintaiban,
valamint ezek osszevetése egészséges kontrollok mintaiban mért értékekkel. Azon
betegek esetében, akiknek tobb 6démas roham soran levett mintaja is volt, a rohamok
soran mért értékeket atlagoltuk, igy minden beteghez egy 0démas roham alatti érték
tartozik. Az egészséges kontroll egyénekkel vald Osszehasonlitast Mann-Whitney
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teszttel, mig ugyanazon CI1-INH-HAE beteg ,tiinetmentes” és ,,rohamos” értékeit
Wilcoxon teszttel végeztiik. Az egészséges kontroll egyének koziil csak 12 egyén
esetében volt elérhetd a PAI-1 érték. Az dbrdn a median és az interkvartilis tartomany
piros vonallal van jeldlve.

5.1.3. Plazmaenzimrendszerek paramétereinek LMM és power-analizise a C1-
INH-HAE betegek tiinetmentes és 6démas rohamos allapotanak dsszehasonlitasa

soran

Bar a korabbi tanulmanyokhoz képest 1ényegesen nagyobb esetszamu C1-INH-HAE
tiinetmentes és rohamos csoportok Osszehasonlitasat végeztiik el, mégis ugy gondoltuk,
hogy azokban az esetekben, amikor szignifikans eltérést kaptunk, fontos elemezniink,
hogy elegend6-e vizsgalatunk statisztikai ereje. Ennek vizsgalatdsa power-analizist

végeztiink, melynek eredményét a 3. tablazatban mutatom be.

3. tablazat. Ugyanazon C1-INH-HAE betegek tiinetmentes és rohamok soran levett
mintaiban mért értékek osszehasonlitasanak elemzése power-analizissel

C1-INH-HAE C1-INH-HAE
Tiinetmentes Rohamos Power
atlag SZOras atlag SZOras

FXlla (%) 106,9 25,4 112,2 20,7 0,15
FXla (%) 116,8 28,4 118,7 24,2 0,05
F1+2 (pmol/l) 697,3 562,3 1241,0 612,7 0,96
TAT-komplex (ng/l) 7,3 6,0 14,2 13,0 0,78
Pl (s) 9,2 0,8 8,8 0,7 0,49
aPTI (s) 28,5 3,6 26,7 3,1 0,60
D-dimer (mg/l) 1,1 1,4 4.4 2,8 0,99
Fibrinogén (g/l) 29 0,9 3,1 0,6 0,09
PAI-1 (U/ml) 1,0 0,7 0,4 0,5 0,9

Tovabba a vizsgalatunk soran mért értékeket a Linearis Vegyes Model (Linear Mixed
Model)-lel is elemeztiik. Ez a modszer lehetdvé teszi, hogy egy beteg tobb 6démas
rohama soran mért értéke is elemezhetd legyen, igy adatvesztés nélkiil tudtuk vizsgélni
ezen plazmaenzimrendszerek markereinek, fehérjéinek szintjének valtozasait 6démas
rohamok sordn, tiinetmentes allapotban mért értékekhez képest. A fiiggd valtozok a
mért paraméterek voltak. Az analizis sordn az 4llandd hatdsok a mintatipusok voltak
(tinetmentes vagy 6démas rohamok alatti), mig a random hatasok a betegek szama,

illetve az egymast kdvetd rohamok szama.
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A korabban, szignifikdnsan eltérd paraméterek szignifikdnsan eltértek a tiinetmentes és
rohamok alatti allapotban (4. tablazat), ezzel megerdsitettiik az elézéekben bemutatott

eredményeket.

4, tablazat. Ugyanazon C1-INH-HAE betegek tiinetmentes és rohamok soran levett
mintaiban mért érték osszehasonlitasa LMM analizissel.

Fiiggo valtozok Becsiilt 95% Konfidencia Intervallum P-érték
valtozas* Alsé hatar Felso6 hatar

FXlla (%) 5,657 5,644 5,671 0,019
FXla (%) 4,365 4,350 4,380 0,118
F1+2 (pmol/L) 387,251 386,257 388,245 0,001
Pl (s) -0,533 -0,534 -0,534 <0,0001
APTI (s) -3,039 -3,041 -3,037 <0,0001
TAT-komplex (ng/l) 4,981 4,971 4,991 0,004
Fibrinogén (g/1) 0,414 0,414 0,414 0,012
D-dimer (mg/l) 3,105 3,104 3,106 <0,0001
Plazminogén (%) 1,731 1,721 1,741 0,361
PAI-1 (U/ml) -0,524 -0,525 -0,525 0,006

*Becslilt valtozas: az atlagos eltérést mutatja a roham alatti és a tlinetmentes allapot

kozott.

5.1.4. Plazmaenzimrendszerek paraméterei kozotti osszefiiggések vizsgalata C1-
INH-HAE betegek tiinetmentes és rohamok soran levett vérmintaiban, valamint

egészséges kontroll egyénekben

A plazmaenzimrendszerek egyes paramétereinek egyidejii vizsgalata lehetove tette,
hogy elemezziik a rendszerek paraméterei kozotti Osszefliggéseket a rohamok soran és
tiinetmentes allapotban levett mintakban, és a talalt Osszefiiggéseket az egészséges
kontroll egyénekben levett mintakban kapott alapvetd osszefiiggésekhez hasonlitsuk.

Az egészséges kontroll egyénekben, valamint a betegek tlinetmentes illetve rohamos
mintaiban talalt osszefiiggéseket az egyes paraméterek kozott a 5. tablazatban mutatom
be.

Az egészséges kontroll egyénekbdl szarmazd mintdkban a legszorosabb

Osszefiiggéseket az aktivalt parcialis tromboplasztin id6 és a FXIa, a FXIla, a fibrinogén
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szint, valamint a protrombin id6 kozott kaptuk. Ezeken kiviil szoros negativ korrelaciot
mutatott az APTI a C1-INH aktivitassal.

A C1-INH-HAE betegek esetében a korrelacio vizsgélatat random kivalasztott mintdban
mért értékekkel végeztiik abban az esetben, amikor tobb, ugyanolyan tipusa minta allt
rendelkezésiinkre egy betegtdl. Az egészségesekben kapott legszorosabb
Osszefliggéseket a C1-INH-HAE betegek tiinetmentes mintaiban is tapasztaltuk, tovabbi
szamos Osszefliggés mellett, ugyanakkor a C1-INH funkcionalis aktivitasa nem mutatott
Osszefliggést egy paraméterrel sem. Szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk a F1+2
koncentracioja esetében a mért TAT-komplex koncentracioval, valamint a D-dimer
Az 6démas rohamok soran vett vérmintakban eltérd korrelacids mintazatot tapasztaltunk
a betegek tlinetmentes allapotaban tapasztalthoz képest. A F1+2 és TAT-komplex
koncentracioja kozotti dsszefliggés még erdsebbnek adodott, és mindkét paraméter
korrelalt a D-dimer szinttel is. Az 6démas rohamok soran a CI-INH funkcionalis

aktivitasa negativ Osszefiiggést mutatott a protrombin idével és a F1+2 szinttel.

5. tablazat. A plazmaenzimrendszerek paraméterei kozotti korrelaciok egészséges
kontroll egyénekben (a), C1-INH-HAE betegek tiinetmentes (b) és rohamok alatt
vett mintaiban (c). Amennyiben valamely betegnek tobb roham alatt vett mintaja is
rendelkezésiinkre allt, egy random valasztott mintaban mért értékek korrelacioi
szerepelnek a vizsgalatban. A Korrelaciok megallapitasat Spearman-féle Rho-teszttel
végeztiik.

58



DOI:10.14753/SE.2018.2161

F1+1

TAT

A.Egéisrsiges kontroll egyénelthen meghigyelt kerreliciGk

F1+2

TAT

meghigyelt korrelicidk

B. C1INH-HAE beteg

FXIa FXIla H APTI

F1+1

C1-INH
Kebivid

C. C1INH-HAE betegek ddémas rohamok sorin veit mintiiban meghigyelt kerreliciok
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5.1.5. A kiilonboz6 lokalizacioju rohamok, illetve a betegek egymast koveté 6démas

rohamainak befolyasa a plazmaenzimrendszerek paramétereinek szintjére

Vizsgaltuk, hogy van-e kiilonbség a plazmaenzimrendszerek markerei tekintetében a
kiilonboz6 lokalizacioji rohamok, illetve az egy vagy tobb lokalizaciot érinté 6démas
rohamok ko6zott. Minden paramétert figyelembe véve a protrombin idében, a D-dimer
koncentracioban és a plazminogén koncentracidban tapasztaltunk eltérést az egy vagy a
tobblokalizaciot érintd 6démdas rohamok kozott. A tobb lokalizacidt érinté 6démas
rohamok sordn magasabb D-dimer szintet, mig csokkent protrombin id6t és
plazminogén szintet mértiink. Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a szubkutdn és
szubmukozus lokalizaciéju 6démas rohamok kozott a plazmaenzimrendszerek egyes
paraméterei tekintetében. A kapott eredményeinket LMM analizissel is igazoltuk (6.

abra).
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6. abra. Kiilonbségek a koagulacios és fibrinolitikus rendszerek paraméterei kozott
a roham lokalizacidjatol fiiggden. LMM analizissel hasonlitottuk dssze a paraméterek
szintjeit a lokalizacio fiiggvényében: ,.egy lokalizaciot” vs. ,,tobb lokalizaciot”érintd
illetve szubkutan vs. szubmukozus lokalizacioji 6démak. Az abrdn a mediadn és az
interkvartilis tartomany piros vonallal van jel6lve.

Az 6démas rohamokat kivaltd tényezok a rohamok nagy szazalékanal nem tisztazottak,
¢s az 6démas tiinetek gyakorisdga, lokaliz4cioja és sulyossdga is nagy variabilitast
mutat a betegek kozott, de még az egyes betegek esetében is kiilonbségek vannak az
egymast kovetd rohamok kozott. Figyelembe véve, hogy 8 C1-INH-HAE betegiink
esetében (5 C1-INH-HAE l-es tipus, 3 C1-INH-HAE ll-es tipus) egynél tobb 6démas
roham soran levett vérminta allt rendelkezésiinkre (minimum 2 minta, maximum 5

minta) lehetdségiink volt megvizsgalni ezen betegeink kiilonb6zd 6démds rohamok
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soran vett vérmintaiban a kiilonboz6 paraméterek valtozékonysagat. Az egyes paraméter
esetében a rohamok sordn mért értéket elosztottuk a tiinetmentes mintdban mért
értékkel, és a kapott aranyokat elemeztiik. A betegekben a D-dimer és a CI-INH
funkcionalis aktivitas nagy fluktuaciot mutatott az egyes 6démas rohamok kozott. A
fibrinogén, TAT-komplex, D-dimer és C1-INH funkcionalis aktivitas nagy variabilitast
mutatott a betegek kozott. Osszességében elmondhatd, hogy a vizsgalt paraméterek

egyénre jellemz0 irdnyba és mértékben valtoztak a kiilonb6z6 rohamok soran (7. abra).
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7. abra. A tobb rohamos mintaval rendelkezé6 C1-INH-HAE betegekben a FXlla
(A), FXla (B), protrombin id6 (C), aktivalt parcialis tromboplasztin id6 (D), F1+2
(E), TAT-komplex (F), fibrinogén (G), plazminogén (H), D-dimer (1) és C1-INH (J)
szintek valtozasaa kiilonb6z6 6démas rohamok esetében. Azon 8 C1-INH-HAE
beteget vontuk be a vizsgalatba, akiknek egynél tobb 6démas roham alatt levett mintdja
volt. Minden ,,roham alatti” értéket elosztottunk a beteg tliinetmentes allapotdban mért
értékkel, és a kapott ardnyokat kiilonb6z6é szimbolumokkal tiintettiik fel az abrakon a
roham lokalizacio szerint. A median értékeket piros egyenes vonallal tiintettiik fel.
Pontozott vonal jel6li az 1 aranyt. Szimbolumok: iires karika=egy lokalizaciot értind
6démas rohamok; teli karika=t6bb lokalizaciot érinté 6démas rohamok

5.1.6. Plazmaenzimrendszerek paramétereinek kinetikai nyomonkovetése egy C1-

INH-HAE beteg 6démas rohama soran

El6szor sikeriilt egy onként vallalkozd beteglink bevonasaval nyomonkovetniink egy
spontan lefolydsu 0démas rohamot, a rohamot megel6z0 tlinetmentes allapottol
kiindulva az 6démas roham kialakuldsan keresztiil az 6déma spontan elmulasaig. Ezaltal
lehetdséglink  adodott a  plazmaenzimrendszerek  valtozasainak  iddbeni
nyomonkovetésére is az 6démas roham soran. A beteg klinikai tiineteinek valtozasait

részletesen az 5.3. fejezetben mutatom be.

A FXIla, FXIa, F1+2 és TAT-komplex kinetikajat a megfigyelési idoszak alatt a C1-
INH-HAE betegben és egészséges kontroll egyénben az alabbi abran tiintettem fel (8.
abra). A legmagasabb FXIla és FXla aktivitast az alapviziten, tiinetmentes allapotban
mértiik a C1-INH-HAE betegben. Az egész megfigyelési id6 alatt normal tartomanyon
beliili, az egészséges kontroll egyénben mért aktivitassal Osszevethetd aktivitast
mértiink és jelentdsebb egyiranyl valtozast egyik paraméter esetében sem taldltunk
[CV%(FXlla)= 11,9 vs. 8,5; CV%(FXla)= 8,9 vs. 3,9 (C1l-INH-HAE beteg vs.
egészséges kontroll egyén)].

Mind a F1+2, mind a TAT komplex esetében rendkiviil magas szinteket mértiink az
0démas rohamot megel6z6 tiinetmentes allapotban, majd szintjeik a prodromalis
periddusra normalizalédtak és hasonldan az egészséges kontroll egyénhez, stabilan
megegyezd értékeket mértiink. Az 6démas tiinetek kialakulasaval mindkét komponens
szintje jelentds mértékben (a normal tartomanyon feliilre) megndvekedett, €s emelkedett

maradt, majd a tiinetek javulasaval parhuzamosan kezdett el csokkenni [CV%(F1+2)=
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74,1 vs. 20,5 CV%(TAT-komplex)=74,7 vs. 53,2 (C1-INH-HAE beteg vs. egészséges

kontroll)].
2007 2007
= =
= 5T 1
||||||||||||||||| (| b § T T T T T T T T T T T T T T T 1
" 42-3630-24-18-12 6 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 -42-36-30-24-18-12-6 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54
id6 (6ra) ido (ora)
2000 30
E
= 1500 =
E § 20
Z 1000 =
& =]
x = 107 l\—/ \
= 500 -
— N D B O e—
.................. T e
-4’ -36-30-24-18-12-6 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 -4’-36-30-’4-18-17-6 0 6 1218 2430 36424854
id6 (6ra) ido (6ra)

8. abra. A FXlla (A), FXla (B), F1+2 (C) és TAT-komplex (D) koncentraciojanak
nyomonkovetése a C1-INH-HAE betegben (teli korok) a 96-6ras megfigyelési
idoszakban, illetve az egészséges kontroll egyénben (nyitott korok) a 24-6ras
megfigyelési idészakban. A pontozott vonalak az adott paraméterre vonatkozo
referencia tartomanyt jelolik. A fehér hattér a tiinetmentes periddust, a vilagossziirke
hattér a prodromalis tlinetek periodusat és a sotétsziirke hattér az 6démas tlinetek
periodusat jeloli.*TAT-komplex kezdeti, alapviziten mért értéke 93,44 pmol/l.

A fibrinogén esetében érdekes modon a CI1-INH-HAE betegben a prodromalis
periodusban mértlink kiugréan magas értékeket, mely értékek az 6démas tlinetek alatt
csokkentek és visszatértek a tiinetmentes allapotban mért, illetve az egészséges kontroll
egyénben IS mért értékek szintjére [CV%=15,0 vs. 1,9 (C1-INH-HAE beteg vs.
egészseéges kontroll)].

A plazminogén szintjében minimalis fluktuaci6 lathato, az egészséges kontrollban mért,
gyakorlatilag megegyezd értékekhez képest, azonban egyirdnyll valtozast nem
tapasztaltunk. A PAI-1 szintekben mind a beteg, mind az egészséges kontroll esetében

jellegzetes mintazatot tapasztaltunk, mely a reguldtor fehérje cirkadian ritmuséaval
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hozhato 6sszefiiggésbe [CV%(plazminogén)= 6,6 vs. 2,8; CV%(PAI-1)=54,6 vs. 45,8
(C1-INH-HAE beteg vs. egészséges kontroll)].

A C1-INH-HAE betegben a D-dimer értékek stabilan megegyeztek az 6démas rohamot
megeldzd tlinetmentes €s prodromalis id0szakban ugyanugy, ahogy az egészséges
kontroll egyénben is a 24-6ras periodusban. Azonban az 6démas tiinetek kialakulasaval
egyidejiileg a D-dimer szintjében novekedést figyeltink meg, amelynek csucsértéke
100-szorosa volt a megfigyelési id6szak kezdetén mért értékeknek. A D-dimer
szintjének csokkenése az 6démas tiinetek javulasa alatt kezd6dott meg [CV%=116,7 vs.
9,4 (C1-INH-HAE beteg vs. egészséges kontroll egyén)]. Ezen paraméterek kinetikajat

az 9. 4bran mutatom be.

>
o~

4 120
T3 = 1007
=
q:,n g 80
2’2 g 60
A= WONDRNE—  — ‘g
__§ 1 S 407
= = 201
-7 T T T T T T T T T )T TTT T 7 — 1 T T T T T 1
-42-36-30-24-18-12-6 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 -42-36-30-24-18-12-6 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54
idd (0ra) idd (6ra)

@
=)

6 257
JR\ =
= i % 20
E 4 E
= =157
2 5
D £ 109
— =
= L s
O VOO . SE—
0 T T T T T T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T T T T T 1
-42-36-30-24-18-12-6 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 -42-36-30-24-18-12-6 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54
idd (6ra) id6 (ora)

9. abra. A FXIIa (A), FXIa (B), F1+2(C) és TAT-komplex (D) koncentraciojanak
nyomonkovetése a C1-INH-HAE betegben (teli korok) a 96-6ras megfigyelési
idoszakban, illetve az egészséges kontroll egyénben (nyitott korok) a 24-6ras
megfigyelési idészakban. A pontozott vonalak az adott paraméterre vonatkozd
referencia tartomanyt jelolik. A fehér hattér a tiinetmentes periddust, a vildgossziirke
hattér a prodromalis tlinetek periddusat és a sotétsziirke hattér az 6démas tiinetek
periodusat jeloli.
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5.2. Neutrofil granulocitak vizsgalata C1-INH-HAE-ban

5.2.1. Neutrofil granulocita szam és fehérvérsejtszam meghatarozasa C1-INH-
HAE-ban

Mivel 6démas rohamok sordan a névekvo €rpermeabilitds hatdsara a plazma kidramlik a
szovetek kozé, az 6démas rohamok soran vett vérmintak esetében szamolnunk kell a
hemokoncentracio mértékével, igy ezt minden beteg esetében meghataroztuk. Az
0démas rohamok sordn mért vorosvérsejtszamot elosztottuk a tlinetmentes allapotban
mért vorosvérsejtszammal, igy minden beteg esetében kaptunk egy aranyszamot. Az
6démas rohamok soran mért fehérvérsejt- €s neutrofil granulocita szdmot elosztottuk az
adott mintaban Kkapott aranyszammal, igy megallapitottuk a hemokoncentracio
mértékével korrigalt fehérvérsejt- és neutrofil granulocita szamot minden 6démas
rohamra. Osszehasonlité vizsgilatainkban ezeket a ,.korrigalt” értékeket hasznaltuk. Ha
a korrekciot a fent leirt modon a hematokrit értékkel végeztiik el, és az abbdl szarmazo
korrigalt értékekkel szamoltunk, nem befolyasolta a kdvetkezokben bemutatott
eredményeket.

Az egészséges kontroll csoporthoz képest szignifikansan magasabb neutrofil granulocita
szamot mértiink a C1-INH-HAE betegek tiinetmentes mintaiban (10. abra).

Tovabba, a C1-INH-HAE betegekben az 6démas rohamok soran magasabb neutrofil
granulocita szamot tapasztaltunk ugyanazon betegek tiinetmentes allapotaban mért
értékhez viszonyitva. Hasonld kiillonbségeket figyeltink meg a fehérvérsejtszam
Osszehasonlitasa soran az egészséges kontrollok mintai és a C1-INH-HAE betegek
tiinetmentes mintai koz6tt, valamint ugyanazon betegek tiinetmentes és rohamok alatt

vett vérmintai kozott (10. abra).
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10. 4bra. Neutrofil granulocitak’(A) és fehérvérsejtek’(B) szamanak
osszehasonlitasa ugyanazon C1-INH-HAE betegek tiinetmentes és rohamok soran
levett vérmintaiban, valamint osszevetésiik egészséges kontroll egyénekben mért
értékekkel. Kétmintas, parositott Wilcoxon-teszttel hasonlitotuk 6ssze az ugyanazon
C1-INH-HAE beteg tiinetmentes és rohamok alatt levett mintdiban mért értékeket,
Mann-Whitney-teszttel pedig a betegeket az egészséges kontroll egyénekkel
hasonlitottuk 0ssze. Az abran a median és az interkvartilis tartomany piros vonallal van
jelolve. *Az 6démas rohamok esetében az abszolut sejtszamok korrigalva lettek a
hemokoncentracioval.

5.2.2. Neutrofil granulocita aktivacios markerek, valamint az aktivalodasra hato

citokinek, komplementfaktorok és CRP meghatarozasa C1-INH-HAE-ban

A neutrofil granulocitak aktivaltsaganak vizsgalatara 0sszehasonlitottuk ugyanazon 26
C1-INH-HAE beteg tiinetmentes és 6démas rohamok alatt levett vérmintaiban mért NE,
MPO ¢s PTX3 szinteket. A betegekben mért értékeket 26 egészséges kontrollban mért
értékkel is Osszevetettiik.

Az 6démds rohamok soran szignifikansan emelkedett a plazma NE, MPO és PTX3
szintje a tiinetmentes allapotban mért, valamint egészséges kontroll egyénekben mért
szintekhez képest. Ugyanakkor a C1-INH-HAE betegek tiinetmentes allapotaban mért

szintek nem kiilonboztek az egészséges kontroll csoportban mért szintekt6l (11. abra).
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11. abra. A NE (A), MPO (B) és PTX3 (C) osszehasonlitasa ugyanazon C1-INH-
HAE betegek tiinetmentes és 6démas rohamok soran levett mintaiban, illetve
egészséges kontroll egyénekben mért értékekkel vald oOsszevetése. Kétmintas,
parositott Wilcoxon-teszttel hasonlitottuk 6ssze az ugyanazon C1-INH-HAE beteg
tiinetmentes és rohamok alatt levett mintaiban mért értékeket, Mann-Whitney-teszttel
pedig a betegeket az egészséges kontroll csoporttal hasonlitottuk 0ssze. Az ébran a
median és az interkvartilis tartomany piros vonallal van jelolve.

Az IL-8 szintje nem kiilonbozott az egészséges kontroll egyének és a betegek
tiinetmentes allapotdban vett mintaiban, ugyanakkor az 6démas rohamok soran
emelkedett szintjét tapasztaltuk a betegek tlinetmentes allapotdhoz képest. Hasonldan az
IL-8-hoz, a betegek rohamok sordn levett mintidiban emelkedett TNF-o szintet
tapasztaltunk ugyanazon betegek tiinetmentes mintadiban mért szintekhez képest. Nem
vart moédon a betegek tiinetmentes allapotaban mért TNF-a szintek szignifikansan

alacsonyabbak voltak az egészséges kontroll csoportban mért szintekhez képest (4.
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Tablazat). A TNF-o mérést megismételtik a fentiektdl kiilonbozd C1-INH-HAE
betegektdl és egészséges egyénektdl szarmazd mintdkban is, és hasonld Osszefliggést
kaptunk a betegek rohamok alatti és tiinetmentes allapot alatti mintait 6sszehasonlitva
(p=0,0159), illetve a tiinetmentes és egészséges kontroll csoport kozott is (p=0,0015).

A CRP szint a C1-INH-HAE betegekben szignifikansan magasabb volt az egészséges
kontroll egyénekhez viszonyitva, és CI1-INH-HAE 6démas rohamok soran még
magasabb CRP szintet tapasztaltunk ugyanazon C1-INH-HAE beteg tiinetmentes
allapotban levett mintajahoz képest.

A C1-INH-HAE betegekben mért C5a és H faktor szintek az egészséges kontrollokban
mért szintekhez viszonyitva szignifikansan nem tértek el, valamint ugyanazon betegek
rohamok soran levett vérmintaiban sem tapasztaltunk eltérést a tiinetmentes periddushoz

képest (6. tablazat).

6. tablazat. A neutrofil granulocitik aktivalodasaval kapcsolatba hozhaté egyes
citokinek, fehérjék szintje C1-INH-HAE betegek tiinetmentes idészakban, illetve
roham soran gyiijtott mintaiban, valamint egészséges személyekben. Az ugyanazon
egyénhez tartozd tiinetmentes és rohamos értékeket kétmintéds, parositott Wilcoxon-
teszttel hasonlitottuk 0ssze, mig a C1l-INH-HAE betegek és az egészséges egyének
kozotti kiillonbségek elemzésére a Mann-Whitney U-tesztet hasznaltuk.

C1-INH-HAE betegek
Egészséges egyének (N=26) .
(N=26) Tiinetmentesen Roham p-értek
soran
IL-8 0,99 1,69 2,43 © 00061
(pg/ml) (0,34-2,79) (0,82-2,71) (1,95-5,46) '
TNF-a 1,78 0,81 1,27 40,0296
(pg/ml) (0,56-2,3) (0,01-1,64) (0,83-1,97) €0,0186
1,50 2,20 3,39 ,0:0031
CRP (mg/h (0,85-2,17) (1L85378) | (196498) | ¢ oo0
Cbha 10,45 9,61 10,51 n.sz
(ng/ml) (7,92-14,04) (6,51-13,87) (8,57-15,63) o
H faktor 596 711 625 n.s7
(ng/ml) (431-775) (527-878) (533-711) '

A vizsgalt csoportok kézotti kiilonbségeket az alabbiak szerint jeloltiik:
8Tiinetmentes C1-INH-HAE betegek vs. egészséges kontroll egyének (Mann-Whitney teszt)
®Rohamos C1-INH-HAE betegek vs. egészséges kontroll egyének (Mann-Whitney teszt)

“Tiinetmentes C1-INH-HAE betegek vs. ronamos C1-INH-HAE betegek (Wilcoxon-teszt)
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A C1-INH-HAE betegek tiinetmentes és 6démas rohamos allapotanak dsszehasonlitasa
soran kapott 0sszefiiggések statisztikai erehjének vizsgalatara a neutrofil granulocitdk és
azok aktivaldodasaval kapcsolatos paraméterek tekintetében power analizist végeztiink.

A kapott power értékeket az alabbi tablazatban tiintettem fel (7. tablazat).

7. tablazat. Ugyanazon C1-INH-HAE betegek tiinetmentes és rohamok soran levett
mintaiban mért érték osszehasonlitasanak elemzése power-analizissel

C1-INH-HAE C1-INH-HAE
Tiinetmentes Rohamos Power
atlag SZOras atlag SZOras
Neutrofil
granulocita szam 48 1,4 6,1 19 0,80
(Giga/l)
Fehérvérsejtszam
(Gigall) 7,4 1,7 8,9 2,1 0,81
NE(ng/ml) 37,1 44,1 54,3 54,1 0,25
MPO (ng/ml) 96,3 39,6 140,3 63,7 0,85
PTX3 (ng/ml) 1,2 11 14 0,6 0,14
TNF-a (pg/ml) 0,9 0,8 1,4 0,9 0,55
IL-8 (pg/ml) 2,2 2,1 3,8 3,3 0,50
CRP (mg/l) 2,8 1,6 4,7 54 0,38

5.23. A neutrofil granulocitak vizsgalata kapcsan mért paraméterek
osszefiiggéseinek vizsgalata C1-INH-HAE tiinetmentes és rohamos mintakban,

valamint egészséges kontroll egyének mintaiban

Egészséges egyénekben, ahol nem torténik szamottevd neutrofil sejt aktivacio, a
neutrofil granulocita szam ¢és az aktivacios markerek szintje kozott sem varhatd jelentOs
Osszefliggés. Miutan megvizsgaltuk az altalunk mért 6sszes paraméter egymashoz vald
viszonyat az egészséges kontroll csoport mintaiban, csupan egyetlen negativ korrelaciot
talaltunk a TNF-a és a C5a szintje kozott (R=-0,4464, p=0,0373).

A C1-INH-HAE betegek tiinetmentes mintaiban a mért értékek kozott egyaltalan nem
talaltunk szignifikans korrelaciot egyik paraméter tekintetében sem.

Ugyanakkor a betegek 6démds rohamok soran vett mintdiban mért értékek kozott
szamos Osszefliggést tapasztaltunk. Szoros pozitiv korrelaciot kaptunk a neutrofil
granulocita szam ¢és a NE szint k6zott (R=0,5800, p=0,0037), valamint még szorosabb
Osszefliggést mutatott a NE és a MPO szint (R=0,7090, p<0,0001) (12. abra). Kevésbé
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szoros pozitiv korrelaciot kaptunk a neutrofil granulocita szam és MPO koncentracioja
kozott (R=0,4241, p=0,0492). A H faktor és a TNF-a szintek is korrelaltak, minél
magasabb a TNF-a szintje, annal magasabb a H faktor szintje (R=0,5061, p=0,0083).
Az itt fel nem sorolt paraméterek (IL-8, C5a) esetében nem kaptunk szignifikéns
Osszefliggéseket.

Megvizsgaltuk azt is, hogy a mért neutrofil aktivaciés markerek milyen Osszefliggést
mutatnak a C1-INH-HAE diagnosztikus paramétereivel — antigenikus és funkcionalis
C1-INH, C4 szint — de egyik paraméter esetében sem kaptunk szignifikans korrelaciot

sem a betegek tiinetmentes, sem rohamos allapotaban levett mintdkban vizsgalva.
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12. abra. Szignifikans korrelaciok a neutrofil granulocita szam és a NE szintek (A)
illetve MPO szintek (B) kozott, a NE és a MPO (C), valamint a H faktor és a TNF-
a szintek (D) kozott C1-INH-HAE betegek 0démas rohamai soran levett
vérmintakban. A korrelaciok megéllapitasat Spearman-féle Rho-teszttel végeztiik.

71



DOI:10.14753/SE.2018.2161

5.2.4. Neutrofil granulocita szam, fehérvérsejt szam és neutrofil granulocita
aktivaciés markerek kinetikai nyomon kovetése egy C1-INH-HAE beteg 6démas

rohama soran

A neutrofil granulocita szam ¢&s fehérvérsejtszdm is az O6déma kialakuldséval
parhuzamosan emelkedik meg jelentésebben, majd az 6démas tiinetek javuldsa soran a
sejtszamokban csokkenés kezdddik és az 6déma elmulasira az 6démas tiineteket
megel6z6 szintre csokken vissza [CV%(neutrofil granulocita szam)=26,7 vs. 11,3,
CV%(fehérvérsejtszam)=18,6 vs. 7,3; CLl-INH-HAE beteg vs. egészséges kontroll
egyén].

A NE és MPO aktivaciés markerek szintjei az egész megfigyelési iddszakban
fluktualnak, szemben az egészséges kontroll személyben mért stabil értékekkel
[CV%(NE)=14,2 vs. 5,1, CV%(MPO)=15,8 vs. 4,9; C1-INH-HAE beteg vs. egészséges
kontroll egyén].

A PTX3 esetében hatarozott csucsérteket mértiink az 6démas roham lefolyasa alatt,
majd az 6démas tlinetek megsziinése utdn mért érték megegyezett a vizsgalatunk
kezdetén, tiinetmentes allapotban mért értékkel [CV%(PTX3)=20,5 vs. 25,1; C1-INH-
HAE beteg vs. egészséges kontroll egyén](13. abra).
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13. abra. A neutrofil granulocita szam (A), fehérvérsejtszam (B), NE (C) MPO (D)
és PTX3 koncentraciojanak nyomonkovetése a C1-INH-HAE betegben (teli korok)
a 96-6ras megfigyelési idészakban illetve az egészséges kontroll egyénben (nyitott
korok) a 24-o6ras megfigyelési idészakban. A fehér hattér a tiinetmentes periodust, a
vilagossziirke hattér a prodromalis tiinetek periddusat és a sotétsziirke hattér az 6démas
tiinetek periodusat jeloli.

5.3. A C1-INH hiany kozvetlen kovetkezményeinek vizsgalata egy C1-INH-HAE

0démas roham lefolyasanak nyomonkdovetése soran

A nyomonkovetés magiba foglalta a beteg rendszeres i1d6kozonkénti fizikalis
kivizsgéléasat, a klinikai tlinetek valtozasainak, sulyossaganak folyamatos feljegyzését és

meghatarozott idékozonként vérvételt.
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5.3.1. Klinikai tiinetek és sulyossaguk egy C1-INH-HAE beteg nyomonkovetése

soran

Nyomonkdovetésiink a beteg tliinetmentes iddszakaban kezdddott, és 42 6ra mulva a
beteg egy végtagddéma jeleit észlelte magan. A tovabbiakban ezt az id&pontot
tekintettlik kezdetnek, és ehhez képest abrazoltuk a valtozasokat az idéskalan. A roham
kezdetéhez képest 19 oOraval hamarabb prodromalis tiinetek jelentek meg, melyek
kezdetben émelygés, a combokon és a bal felkaron borfesziilés voltak, majd késdbb a
bal kéz ujjai merevvé valtak. EgQy oraval késébb szajszarazsag majd erythema
marginatum jelent meg mindkét kézfejen és az arcon, kozben a bal kéz ujjainak
merevsége enyhiilt. Az erythema marginatum az ezt kovetd 12 Ordban valtozo
lokalizaciokban is megjelent (mellkas, nyak, jobb kézfej, bal konyokhajlat) (14. abra),
valamint a beteg fokozott hasi bélmozgast tapasztalt. A hasi tiinetek miatt hasi ultrahang
vizsgalat tortént, ami nem mutatott eltérést. A prodromadlis tlinetek a roham lefolyéasa
alatt végig fennalltak, illetve a roham elmuldsdval parhuzamosan enyhiiltek és multak el
(VAS< 3). A beteg a kiilonféle prodromalis tiinetek sulyossagat Osszegezve egy VAS
skalan értékelte (14. abra).

Az 6déma kialakulésa a balkézfejen kezdddott. Az 6déma kezdetéhez képest két
ora elteltével a kézfej duzzanat fokozodott és a jobb comb is dagadni kezdett. Az
0démas tiinetek a kialakulds kezdetétdl szamitva 5,5-8,5 6ras periddusban voltak a
legsulyosabbak, ezt kdvetden javultak. A legsulyosabb periddusban a balkézfej teljesen
bedagadt, a beteg nem tudta 6kolbe szoritani a kezét, illetve csuklotol felfelé a bal alkar
is elkezdett dagadni. A comb dagaddsa ettdl jelentdsen enyhébb volt. A beteg
multilokalizaciés 6démas rohama a roham kezdetét6l szdmitva 30 ora alatt mult el
(VAS< 3), Osszességében a beteg nyomonkovetése 96 oran keresztiil zajlott, mely id6
alatt 6sszesen 38 alkalommal tortént meg a tlinetek értékelése a tiineti naploban.

A beteg a kiilonféle 6démas tlinetek stlyossagat Osszegezve egyetlen VAS skélan

értékelte (14. abra).
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14. abra. A klinikai tiinetek (A-C) és silyossaguk (D) egy C1-INH-HAE roham
nyomonkovetése soran. A — erythema marginatum, B — kézodéma, C — kezek az
0démas tiinetek megsziinése utan, D — A prodromalis (iires korok) €s 6démas (teli
korok) tiinetek sulyossdganak nyomonkdvetése a 96-0ras megfigyelési idészakban. A
fehér hattér a tlinetmentes periodust, a vilagossziirke hattér a prodromalis tiinetek
periodusat és a sotétsziirke hattér az 6démas tiinetek periodusat jeloli.

5.3.2. A C1-INH szint és a klinikai tiinetek kozotti osszefiiggések vizsgalata

A C1-INH koncentracio és funkcionalis aktivitas kinetikdjat a beteg 96-6ras illetve az
egészséges kontroll 24-6ras megfigyelése soran, az alabbi abran mutatom be (15. abra).
A betegben megfigyelésiink kezdetén, tiinetmentes allapotban mértiikk a legmagasabb
C1-INH koncentraciot és funkcionalis aktivitast, azonban ahogy az C1-INH-HAE-ban
varhato is, mindkét paraméter értéke a normal tartoméany alatt volt. Az egész
megfigyelési 1d0 alatt folyamatos csokkenést figyeltink meg a koncentracidban és
aktivitasban is. A roham kezdetének id6pontjaban a C1-INH koncentracio €s aktivitas is
felére csokkent a tiinetmentes iddszakban mért kiindulasi értékhez képest és nem
emelkedett sem az 0démaés tlinetek javuldsa sordn, sem a teljes elmuldsa utéan,
tinetmentes allapotban. A CV%(C1-INH koncentracio és CI1-INH funkcionalis
aktivitas)=30,8 és 22,5 volt.
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Az egészséges kontroll egyénben normal tartomanyon beliili C1-INH koncentraciot és
aktivitast mértiink, s bar a C1-INH koncentracio egy napon beliil mutatott ingadozast, a
C1-INH funkcionalis aktivitasa a vizsgalt 24-6ras periddusban stabil volt (CV%: 9,9

illetve 4,1 az emlités sorrendjében) (15. abra ).
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15. abra. A C1-INH koncentracio (a) és funkcionalis aktivitas (b) nyomonkdovetése
a C1-INH-HAE betegben (teli korok) a 96-6ras megfigyelési idészakban illetve az
egészséges kontroll egyénben (nyitott korok) a 24-6ras megfigyelési idészakban. A
pontozott vonalak az adott paraméterre vonatkozo referencia tartomanyt jelolik [a C1-
INH koncentracio6 esetében a referencia tartomany felsé értéke (0,3 g/1) nincs feltiintetve
az abran]. A fehér hattér a tiinetmentes periddust, a vilagossziirke hattér a prodromalis
tiinetek periodusat €s a sotétsziirke hattér az 6démas tlinetek periodusat jeloli.

5.3.3. A komplementrendszer klasszikus utvonalanak kinetikai vizsgalata a

nyomonkovetés soran

Mivel a C1-INH kizarolagos regulatora a Clr, Cls szerin-proteazoknak, hidnyanak
kovetkezményeit a klasszikus ut paramétereinek (Clq, Clr, Cls, C4, C4a) vizsgalataval
elemeztiik.

A Clq koncentréci6 a betegben megfigyelésiink alatt végig a normaltartomanyon beliil
volt. A betegben a Cl mindharom szubkomponense (Clq, Clr és Cls szintek) a
nyomonkovetés soran hasonld kinetikat mutatott. A prodromalis peridodus kezdetén
szintjilkkben csokkenés kezdddott az alapértékhez képest, mely csokkenés az 6démas
roham ideje alatt mérséklédott. A tliinetmentes allapot elérése utan sem tapasztaltunk
szintjiikben az alapszinthez vald visszatérést. A nyomonkovetés soran mért Clq, Cls,
C1r szintek CV%-a 14,1, 19,1 és 12,1 volt, az emlités sorrendjében. Az egészséges

kontroll egyénben mért Clq, Cls, Clr szintek a 24-6ras periddusban nem mutattak
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egyiranyu valtozast és az ingadozas is mérsékeltebb volt, mint a betegben (4,1, 14,4 és

8,9, az emlités sorrendjében) (16. abra).
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16. abra. A Clq (A), Clr (B) és C1s(C) koncentracié nyomonkovetése a C1-INH-
HAE betegben (teli korok) a 96-oras megfigyelési idoszakban illetve az egészséges
kontroll egyénben (nyitott korok) a 24-6ras megfigyelési idészakban. A pontozott
vonalak az adott paraméterre vonatkozé referencia tartomanyt jelolik. A Clr és Cls
esetében laborunk nem rendelkezik referencia tartoméannyal, mivel ezen paraméterek
meghatarozasa nem része a mindennapi diagnosztikdban alkalmazott vizsgalatoknak. A
fehér hattér a tiinetmentes periddust, a vilagossziirke hattér a prodromalis tiinetek
periodusat és a sotétsziirke hattér az 6démas tiinetek periddusat jeldli.

A C4 koncentraci6 a 96-6ras nyomonkovetés alatt a betegben végig a normal tartomany
alsé hatara alatt volt. Az alapviziten, tiinetmentes allapotban vet vérmintdban mértiik a
legmagasabb C4 koncentraciot, majd a prodromalis tiinetek megjelenésével
koncentraciojaban csokkenés kezdddott, ami az O0démas tlinetek megjelenésével
fokozodott. Az 6démads tiinetek javuldsaval sem valtozott a csokkend tendencia és
miutan a C4 szint elérte a detektalasi limit alsé hatarat, ezen a szinten maradt a

megfigyelési id0 hatralevd idejében. Emelkedést a C4 koncentracidoban még a tlinetek

teljes elmulasa utan sem tapasztaltunk. Az egészséges kontrollban a 24-6ras
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periddusban végig stabilan megeggyez6 260 pg/ml koncentraciot mértiink a normal
tartomanyban [CV%: 74,2 vs.1,7 (C1-INH-HAE beteg vs. egészséges kontroll egyén)].
A C4a aktivaciés termék az alapviziten, tlinetmentes allapotban mért koncentraciéhoz
képest mar a prodromalis periddusban emelkedett, az 6démas rohamot megel6z6 7.
ordban mért maximuma az alapkoncentrdcid négyszerese volt, az egészséges
kontrollban mért értékekhez viszonyitva hétszerese. Az 6démads roham alatt a C4a szint
magas maradt, majd a tlinetek javulasaval egyidejliileg csokkent a szintje. A tlinetek
elmulasara a koncentracidja visszatért az alapkoncentracidhoz. Az egészséges
kontrollban a 24-6ras megfigyelési periddusban a betegben mért C4a értékeknél
alacsonyabb, és stabilan megegyez6 értékeket mértiink [CV%:51,8 vs. 25,7 (C1-INH-
HAE beteg vs. egészséges kontroll) (17. abra).
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17. abra. A C4 (A) és C4a (B) koncentracio nyomonkovetése a C1-INH-HAE
betegben (teli korok) a 96-oras megfigyelési idészakban, illetve az egészséges
kontroll egyénben (nyitott korok) a 24-6ras megfigyelési idoszakban. A pontozott
vonalak az adott paraméterre vonatkozo referencia tartomanyt jel6lik [a C4 koncentracio
esetében a referencia tartomany felsé értéke (0,55 g/1) nincs feltiintetve az abran].A C4a
esetében laborunk nem rendelkezik referencia tartomannyal, mivel ezen paraméter
meghatarozasa nem része a mindennapi diagnosztikdban alkalmazott vizsgalatoknak. A
fehér hattér a tiinetmentes periddust, a vilagossziirke hattér a prodromalis tiinetek
periodusat és a sotétsziirke hattér az 6démas tiinetek periddusat jeloli.

5.3.4. A C3 aktivalodasanak és a terminalis ut aktivalodasanak vizsgalata egy C1-

INH-HAE beteg 6démas rohamanak nyomonkovetése soran

A komplementrendszerben kozponti szerepet betoltdé C3 komponensnek, a hasitisa
soran keletkez0 C3a aktivacids terméknek, valamint a termindlis utvonal aktivacios
termékeinek (C5a, TCC) tanulmanyozasaval tisztazni akartuk, hogy a hianyos C1-INH

regulacio hatdsai a komplement kaszkdd mely 1épéséig terjednek ki. A C3 fehérje,
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valamint a C3a, C5a és TCCaktivacids termékek kinetikdja a 96-6rds nyomonkdvetés
soran az 18. abran lathato.

A C3 szintje a betegben a prodromalis tlinetek megjelenésével egy idoben elkezdett
ingadozni, majd az 0démas roham alatt a tiinetek javulasaval egyiitt szintje
csokkenésnek indult és a normal tartomany ala siillyedt. Az egészséges kontroll
egyénben a megfigyelési idOszak alatt konstans stabil értékeket mértiink, CV%: 9,9 vs.
1,32 (C1-INH-HAE beteg vs. egészséges kontroll).

A C3a, a C5a ¢és TCC aktivacios termékek szintje nem mutatott emelkedo tendenciat, €s
a megfigyelési idészak alatt mért koncentraciokvégig az egészséges kontrollban mért
koncentraciok alatt maradtak. A CV% -ok a C3a esetében 20,5 vs. 7,8, a C5a esetében
15,5 vs. 7,9 és az TCC esetében pedig 17,9 vs. 21,5 (C1-INH-HAE beteg vs. egészséges
kontroll egyén).
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18. abra. A C3 (A), C3a (B), C5a (C), TCC (D) koncentracié6 nyomonkovetése a C1-
INH-HAE betegben (teli korok) a 96-6ras megfigyelési idoszakban, illetve az
egészséges kontroll egyénben (nyitott korok) a 24-6ras megfigyelési idészakban. A
pontozott vonalak az adott paraméterre vonatkozod referencia tartomanyt jelolik. A C3a,
Cb5a ¢és TCC esetében laborunk nem rendelkezik referencia tartomannyal, mivel ezen
paraméter meghatdrozdsa nem része a mindennapi diagnosztikaban alkalmazott
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vizsgalatoknak. A fehér hattér a tiinetmentes periddust, a vildgossziirke hattér a
prodromalis tlinetek periddusat és a sotétsziirke hattér az 6démas tiinetek periodusat
jeloli.
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6. MEGBESZELES

Doktori disszertaciomban bemutott munkdim a CI1-INH-HAE 06démas rohamok
patomechanizmusanak pontosabb megismerését, megértését céloztak. A napjainkban
elfogadott allaspont szerint az 6démas rohamokban a vérplazma kiaramlasért elsdsorban
a bradikinin a felel6és, ugyanakkor az 6démas rohamok rendkiviil nagy valtozatossagot
mutatnak (van-e kivalto tényezo, jelentkezik-e prodromalis tiinet, mi befolyasolja az
6déma kialakulasanak gyakorisagat, lokalizacidjat, sulyossagat). Igy felmeriil, hogy a
bradikininen kiviil esetleg mas biomarkereknek is szerepiik lehet az 6démas roham
patomechanizmusaban (224). Korabbi tanulmanyok beszamolnak a kontakt-,
koagulacios és fibrinolitikus rendszerek érintettségérol 0démas rohamok soran,
ugyanakkor jol definialt, nagyobb esetszamu betegcsoportban (amelyben a tiinetmentes
¢s 0démas rohamok soran vett vérmintdk ugyanazon CI1-INH-HAE betegektdl
szarmaztak volna) ezen rendszerek atfogd vizsgalata nem tortént még meg. Ezért is
probaltuk tisztdzni részletesebben tobb paraméter vizsgalataval a szerepiiket az 6démas
roham patomechanizmusaban. Elséként foglalkoztunk a neutrofil granulocitak és
aktivalodasi marakereik vizsgalataval C1-INH-HAE-ban. Munkamban egyediilallo
lehetdséglink nyilt egy spontan lefolydsi 6démas roham kinetikai nyomonkovetésére,
mely mind a beteg klinikai tiineteinek valtozasainak megfigyelését, mind pedig
sorozatos vérmintavételek altal a komplement-, kontakt-, koagulacios, fibrinolitikus
rendszerek és neutrofil granulocitdk egyes paramétereinek kinetikdjanak megfigyelését
tette lehetdvé szamunkra. Az eredmények targyaldsat a célkitlizésekben megfogalmazott

fobb pontoknak megfelelden részletezem.

6.1. A koagulaciés, fibrinolitikus és kontaktrendszer valtozasainak egyideji, atfogo

vizsgalata C1-INH-HAE-ban.

A szakirodalomban a korabbiakban megjelent publikaciokhoz képest nagy esetszamu
vizsgalatunkban egyidejiileg elemeztilk a kontakt-, koaguldciés ¢és fibrinolitikus
rendszerek véltozasait C1-INH-HAE 6démas rohamok soran. Atfogd vizsgalatunk
megbizhatosagat noveli, hogy ugyanazon betegekhez tartoz6 tiinetmentes €s rohamok
soran levett vérmintakban mért értékeket hasonlitottunk 6ssze, igy minden beteg egyben

sajat maga kontrolljanak is szamitott.
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A CIl-INH-HAE betegek tiinetmentes vérmintaiban emelkedett FXIIa szintet
tapasztaltunk az egészséges kontroll csoportban mért értékekhez képest, amely tovabb
emelkedett a betegekben az 06démas rohamok soran. Ez utobbi eredményiink
Osszhangban van egy munkacsoport korabban mar publikalt eredményeivel (128, 154).
Egy korabbi vizsgalattol eltérden — melyben Osszesen 5 beteg tiinetmentes és rohamok
soran levett vérmintajat hasonlitottak 6ssze (96) — a FXIa esetében emelkedett szintet
tapasztaltunk a betegek tiinetmentes vérmintaiban az egészséges kontrollcsoportban
mért értékekhez képest. Odémas rohamok soran azonban nem tapasztaltunk eltérést a
FXlIa szintekben, tiinetmentes allapothoz képest. Hasonléan a korabban publikalt
eredményekhez (91, 155) emelkedett F1+2 szintet tapasztaltunk C1-INH-HAE betegek
tiinetmentes vérmintaiban, az egészséges kontroll csoporthoz viszonyitva, és tovabbi
emelkedést tapasztaltunk ugyanazon betegek 6démas rohama sordn, a tlinetmentes
allapothoz képest, amely hiperkoagulacids allapotra utal. Ennek ellenére a fokozott
trombdzisra val6 hajlam C1-INH hidnyos betegekre nem jellemz6. Ez adddhat abbdl is,
hogy megfigyeléseink alapjan, az 6démas rohamok soran jelentésen megemelkedett a
D-dimer koncentracidja, ami a fibrinhald plazmin altali hasitdsakor keletkezik, tehat a
fibrinolitikus  aktivitdis a  hiperkoagulacios  allapotot  ellenstlyozhatja. A
hiperfibrinolitikus allapotra korabbi publikaciokban is utalnak (128, 154, 156). Mivel
azonban a plazminogén szint esetében nem kaptunk eltérést egyik vizsgalt csoportunk
esetében sem, valosziniisithetben masodlagos hiperfibrinolizisrél lehet sz, mivel
nagyobb mértékii fibrinolitikus aktivitds esetén a plazminogén szintjében csokkenést
kellett volna tapasztalnunk.

A koagulacids rendszer aktivalodik 6démas rohamok soran, amit az FI1+2 szint
emelkedése mellett az altalunk el6szor meghatarozott alvadasi idékben (PI és APTI)
mért csokkenés is alatamaszt. Az APTI csokkenése, szemben a PI-vel mar a betegek
tiinetmentes allapotara is jellemz6 egészséges kontroll egyénekhez viszonyitva. Bork és
Munkatarsai  2016-ban  megjelent munkajukban megerdsitették eredménylinket,
Osszesen 45 beteg, 33 tiinetmentes vérmintajaban mértek alacsony [referencia tartomany
(26-36 s) als6 hatara alatti] értékeket, ezek alapjan felvetették az APTI lehetséges
diagnosztikai markerként valo felhasznalasat (225). A trombin keletkezésére utald F1+2
szint emelkedése ugyanakkor egyiitt jart a TAT-komplex szint emelkedésével, igy

valdsziniisithetden a keletkezd trombin antitrombin altal semlegesitddik. Ennek alapjan
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feltehetden a tromboembolids események kivédésében a trombin inhibitorainak is
szerepe lehet, és ez magyarazatul szolgalhat arra, miért nincs a CI1-INH-HAE
betegeknek 6démas rohamok soran trombozisa. Bar egy korabbi tanulmanyban Nielsen
és munkatarsai nem talaltak kiilonbséget a C1-INH-HAE betegek ¢és egészséges
kontroll egyének vérmintaiban mért TAT-komplex szintek kozott (96), a mi
munkacsoportunk a C1-INH-HAE betegek tiinetmentes mintaiban emelkedett TAT-
komplex szintet tapasztalt az egészséges kontroll csoportban mért értékekhez
viszonyitva, és tovabbi emelkedést 6démas rohamok soran a tiinetmentes allapothoz
képest. A korabbi vizsgalat eredményeit gyengiti a rendkiviil kicsi esetszam (ugyanazon
5 C1-INH-HAE betegtdl szarmazé tliinetmentes €s 6démas rohamok sordn levett minta
és 5 egészséges kontroll), szemben az altalunk vizsgalt 39 beteggel és 39 kontroll
egyénnel. Eredményeink alapjan tehat a C1-INH-HAE betegekre mar tlinetmentes
allapotban is jellemzd a fokozott mértékli trombin képzddés, ami 6démas rohamok
soran tovabb fokozodik. Ennek ellenére, mivel a keletkezd trombin - eredményeink
alapjan gy tlinik - inaktivaloédik az antitrombin altal, hatdsa az érpermeabilitasra elég
csekély mértéki lehet in vivo.

Atfogo vizsgalatunk keretén beliil a fibrinogén és a plazminogén szinteket elészor
vizsgaltuk C1-INH-HAE betegekben. Egyik paraméter esetében sem kaptunk
kiilonbséget a C1-INH-HAE betegek és egészséges kontroll egyének plazma mintaiban
mért szintek kozott. Ugyanazon betegekben a fibrinogén szint 6démdas rohamok soran
kissé megemelkedett a tiinetmentes allapothoz képest, amely valosziniileg a fehérje akut
fazis jellegére utalhat.

A PAI-1 szint esetében 6démas rohamok soran csokkenést tapasztaltunk ugyanazon
betegek tlinetmentes allapotban levett mintdiban mért értékekhez képest, és az
egészséges kontroll csoportban mért értékekhez képest is. Van Geffen és munkatarsai
korabban csak az egészséges kontroll csoporthoz viszonyitva tapasztaltak csokkent PAI-
1 szintet 6démas rohamok soran. A csokkenést a fokozott trombin képzédéssel és ennek
kovetkezményeképpen a protein C aktivacidjdval magyardztdk, ami a PAI-1
konszumpciojahoz vezet (91). A PAI-1 szintek valtozasaira a ,,C1-INH-HAE betegiink
nyomonkovetése” kapcsan visszatérek.

A kiilonb6zé  plazmaenzimrendszerek  paramétereinek egyidejii  analizisével

lehetségiink volt megvizsgalni a kiilonb6z6 rendszerek kozotti Osszefiiggéseket.
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Elészor vizsgaltuk és irtuk le, hogy a kiilonb6zd plazmaenzimrendszerek paraméterei
kozotti Osszefiiggések eltérdek egészséges egyénekben, st ugyanazon CI1-INH-HAE
betegek tiinetmentes allapotaban és rohamai soran is, melyre a kiilonb6z6 korrelacios
mintdzatok alapjan kovetkeztetiink. Amiben a kiilonb6z6 csoportok megegyeznek, hogy
mindharom csoportban korrelaciot tapasztaltunk az aPTI és a FXla vagy FXIla kozott.
Az APTI ¢és a FXIla kozott szignifikans negativ korrelaciot tapasztaltunk, mely az
egészséges kontroll csoportban volt a leggyengébb. Ez azt jelenti, hogy minél tobb
FXIla van jelen annal rovidebb lesz az alvadasi id0, amit valdsziniileg a fibrinolitikus
rendszer aktivalodasa ellensulyoz. Erdekes modon, mig az egészséges kontroll
csoportban a C1-INH funkcionalis aktivitisa szamos paraméterrel korrelaciot mutatott
(PI, APTI, FXIa, fibrinogén), addig C1-INH-HAE betegek tiinetmentes mintaiban nem
tapasztaltunk egy paraméterrel sem Osszefiiggést. Odémds rohamok soran azonban a
C1-INH funkcionalis aktivitisa negativan korrelalt a PI-vel, illetve a F1+2-vel is. Ez
utobbi megfigyelésiink a koagulaciés rendszer aktivalodasanak részvételére utalhat C1-
INH-HAE 06démés rohamok patofizioldégidjaban, egyetértésben egy korabbi
tanulmannyal (91).

Eldszor vizsgaltuk, hogy a kiilonbozd lokalizacioja illetve egy, vagy tobblokalizaciot
érint6 0démas rohamok befolydsoljadk-e a plazmaenzimrendszerek paramétereinek
szintjét. A tobb lokalizaciot érintd 6démas rohamok soran a plazmaenzimrendszerek
fokozottabb mértékii aktivalodasara kovetkeztetink — a magasabb D-dimer szint,
csokkent PI és plazminogén szint alapjan —, mint az egylokalizaciot érintd 6démas
rohamok esetében. Reshef és munkatdrsai szintén emelkedett D-dimer szintet mértek a
tobb lokalizacidt érintd 6démas rohamok alatt levett mintakban, valamint szubmukozus
lokalizaciojii rohamok esetében is magasabb D-dimer szintet tapasztaltak a szubkutan
lokalizacioji 6démak soran mért értékekhez képest (156). Ezzel szemben mi a
szubkutan és szubmukozus lokalizaciot tekintve nem tapasztaltunk kiilonbséget a mért
paraméterek szinjeiben, egyetértésben egy korabbi tanulmannyal (155).

Vizsgaltuk a plazmaenzimrendszerek paramétereinek interindividudlis kiilonbozdségét,
illetve ugyanazon C1-INH-HAE betegek tobb 6démas rohaméaban mért értékek
Osszehasonlitasaval az intraindividualis ,,roham-valtozatossagot™ is elemeztiik. A TAT-

komplex, fibrinogén, D-dimer és C1-INH szintek nagy interindividualis kiilonbséget
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mutattak, tovabba a D-dimer és CI1-INH funkcionalis aktivitas jelentdsen fluktualt az
egyes betegek kiillonb6zé 6démas rohamai soran.

Mindent figyelembe véve elmondhatjuk, hogy megerdsitve a korabbi tanulméanyokat,
eredményeink alapjan a koaguléciods €s fibrinolitikus rendszerek aktivalodnak C1-INH-
HAE rohamok soran, illetve tiinetmentes allapotban is magasabb mértékii prokoagulans
¢s fibrinolitikus aktivitast tapasztaltunk egészséges kontroll egyénekben tapasztaltakhoz
képest.

Egy CIl1-INH-HAE betegiink egy ©6démas rohamanak nyomonkdvetése sordn a
koagulacios és fibrinolitikus rendszer valtozésait finom felbontasban kovethettiik
nyomon az 6déma kialakulasat megel6zd tiinetmentes allapottol, az 6démas roham
kialakuldséan, lefolyasan keresztiil annak spontan elmtlasaig. Ehhez hasonl6 vizsgalat a
korabbiakban nem tortént. Reshef és Munkatarsai olyan nyomonkovetést végeztek,
melyben 0démas rohamok alatt, akut kezelésre alkalmazott rekombinans human Cl1-
INH készitmény (rhC1INH, conestat alfa, Ruconest®) beadasat megel6zéen vettek
vérmintat a betegektdl, majd a gydgyszer beadasat kovetd 2. ordban, és végiil 7 nap
azonban nem az 0déma patomechanizmusdnak megértése, megfigyelése volt, hanem a
rhC1-INH biztonsagos hasznalatanak vizsgalata (156), ugyanis a D-dimer emelkedett
szintjét az orvosi gyakorlatban érelzarodassal jar6 allapotokkal (trombozis,
tidéembolia) hozzdk Osszefliggésbe, bar egyes nem patologids allapotokban is
emelkedhet a szintje (226).

A nyomonkovetéses vizsgalat sordn a CIl-INH-HAE beteg kezdeti tiinetmentes
allapotaban mért FXIla és FXla szinthez képest az egész megfigyelési iddszakban
alacsonyabb értékeket mértiink, és egyik paraméter Szintje sem mutatott egyiranyba
mutaté valtozast. Az F1+2 és TAT-komplex teljesen hasonlé kinetikat mutatott a
megfigyelési iddszakban, az 6démas rohamot megel6z6 prodromalis periddusban végig
az egészséges kontroll egyénben mért értékekkel megeggyezé szinten voltak,
ugyanakkor az 6démas roham kialakulasanak kezdetével egyidében mindkét paraméter
szintje ugrasszeriien megemelkedett, és magasan is maradt. Az 6démas tiinetek javuldsa
soran kezdett el szintjiik csokkeni az 6démas tiineteket megel6z6 szintre. Ezek alapjan
ugy tinik, hogy a koagulacidos rendszer aktivalodiasa az Odéma kialakulasaval

parhuzamosan megy végbe ¢és az, hogy a FXIla és FXIa szint esetében nem kaptunk
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jelentésebb valtozast a megfigyelési iddszakban, azt sugallhatja, hogy az aktivalodas
valosziniileg a TF utvonalon keresztiil kovetkezik be. Erdekes modon, a fibrinogén szint
a betegben a prodromalis tiinetek alatt emelkedik egészen a normal tartomany felsé
hatara folé, és az 6démas tiinetek kialakuldsaval szintje csokkenésnek indul és eléri a
tiinetmentes allapotban mért értéket. Az, hogy a rohamot megel6zéen emelkedett a
fibrinogén szint, felveti a lehet6ségét annak, hogy a fibrinogént, mint prediktiv
biomarkert vegyiik szadmitasba az 6démas rohamok eldérejelzésében.

A plazminogén kinetikdjaban minimalis fluktuaciot lathattunk a megfigyelési
idészakban, nagyobb eltérést nem tapasztaltunk sem az egészséges kontrollban mért
értékekhez képest, sem a beteg allapotdnak kiilonbozé periddusai kozott. Ez
Osszhangban van azzal a megfigyelésiinkkel, hogy a 39 CI1-INH-HAE Dbeteg
tiinetmentes és rohamok soran levett vérmintdjdban sem kiilonbdztek a plazminogén
szintek, €s az egészséges kontroll csoporthoz képest sem volt eltérés.

A D-dimer kinetikdja nagyon jol korrelalt az 6démas tiinetekkel, ugyanis sem
tiinetmentes 4allapotban, sem a prodromalis tlinetek alatt nem tér el a szintje az
egészséges kontrollban mért szintektdl, igy a folyamatban 1évé 6démds rohamok
biomarkere lehet.

Az egészséges kontroll egyénben, az eddig sorolt valamennyi paraméter esetében a 24-
oras periodus alatt mért hasonld, stabil szintek arra utalnak, hogy a betegben a
megfigyelési id0 alatt tapasztalt valtozdsok nem az adott paraméterre jellemzd napi
(cirkadidn) ritmus kovetkezményei.

A PAI-1 meghatirozasa soran jellegzetes és hasonld mintazatot tapasztaltunk mind a
C1-INH-HAE betegben, mind az egészséges kontroll egyénben. Ez a jellegzetes
mintdzat a PAI-1 cirkadian ritmusara utal, melyet korabbi tanulmanyokban mar
kozoltek (227, 228). Ezaltal nagyon nehéz lenne megallapitani, mely eltérések adodnak
az 0déma lefolyasa kovetkeztében. A PAI-1 esetében kapott ellentmond6 eredmények
tinetmentes ¢és rohamos vérmintdkban mért értékek Osszehasonlitdsa soran
valdsziniisithetden a cirkadian ritmusnak tulajdonithatok.

Bér az 6démas rohamok nagy variabilitast mutatnak még az egyes betegeken beliil is,
ugyanakkor egy ilyen kivételesen részletes roham nyomonkévetés altal 1)

informéciokkal bdvithetjiik a patomechanizmusrol eddig alkotott elképzeléseinket, s az
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itt megfigyelt jellegzetességek megerdsitése révén a késébbiekben akar az orvosi

gyakorlatban is felhasznalhaté potencialis biomarkerek beazonositasara is sor keriilhet.

6.2. Neutrofil granulocitak vizsgalata C1-INH-HAE-ban

Vizsgalatunk soran megerdsitettilk, hogy C1-INH-HAE 06démés rohamok soran a
hemokoncentraciot is figyelembe véve a neutrofil granulocita szdm emelkedett.
Tovabba munkank soran eldszor mutattuk be, hogy a CI1-INH-HAE betegekben a
neutrofil granulocita szdm mar tiinetmentes allapotban is magasabb, mint az egészséges
kontroll csoportban. Ezen érdekes megfigyelésiinket azota nagyobb esetszam
bevonasaval (114 CI1-INH-HAE beteg tiinetmentes minta illetve 210 egészséges
kontroll minta) is megerdésitettiik. Az, hogy ennek hatterében milyen mechanizmus all
pontosan nem ismert, mindenesetre egy 2016-ban megjelent tanulmanyban C1-INH-
HAE betegek tiinetmentes vérmintdiban az egészséges kontroll csoporthoz képest
magasabb GM-CSF szintet tapasztaltak, és még magasabb szintet a betegek 6démas
rohama soran vett vérmintakban (229). A GM-CSF meghosszabbitja a keringéshen a
granulocitdk élettartamat, valamint fokozza a granulocitdk csontvel6bdl torténd
kiszabadulasat a keringésbe (174, 230), ezaltal magyarazhatja a tapasztalt emelkedett
neutrofil sejtszamot.

Az 0démas rohamok soran emelkedett - a neutrofil granulocitdk granulumaikbol
felszabaduld6 - NE, MPO ¢és PTX3 fehérjeszint alapjan a sejtek aktivalédasara
kovetkeztethetiink. Ugy tiinik, hogy a granulocitak aktivacidja valoban az &déma
kialakulasaval kapcsolatos, mert tlinetmentes allapotban a megemelkedett sejtszdm
mellett nem figyeltiink meg emelkedett enzim (NE, MPO) kibocsatast a sejtekbdl az
egeészseéges kontrollokban mért értékekhez képest.

Az 6démas rohamok soran bekdvetkezd neutrofil granulocitak aktivacidjara nem csak
az emelkedett NE és MPO szintek alapjan kovetkeztethetiink, hanem erre utal az is,
hogy a neutrofil granulocita szam és a NE, valamint az MPO szintje 6démas rohamok
soran vett mintakban (és csak ekkor, tiinetmentes allapotban és egészséges egyénekben
nem) pozitivan korrelalt egymassal, valamint a NE szint és a MPO szintje még erdsebb
Osszefliggést mutatott egymassal. Ezek az Osszefiiggések, valamint a rohamok soran
megemelkedett PTX3 szintje a NET kifejezddésére is utalhatnak. Bar a NET halozatos

struktarajanak f6 komponensei DNS és hisztonok, a NE és MPO is esszencialisak a
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NET kialakulasaban — barmelyik enzim deficiencidja sikertelen NET képzddéshez vezet
—, és részt vesznek a patogének degradalasaban (204, 231).

A TNF-a és IL-8 is potencialis aktivatorai a neutrofil sejtek funkcidinak (189,
232, 233). Eredményeink alapjan az 6démas rohamok soran emelkedett mind az IL-8,
mind a TNF-a szintje, a betegek tiinetmentes allapotaban vett mintaiban mért szintekhez
képest. Erdekes tovabba, hogy a betegek tiinetmentes mintaiban mért TNF-o szint
alacsonyabbnak adoédott az egészséges kontrollokhoz viszonyitva. Ezt a
megfigyelésiinket azota tobb beteg és egészséges kontroll egyén bevondsaval is
megerdsitettiik, dm ennek jelentdségét egyelére nem tudjuk. Az irodalomban ezen
citokinekre vonatkozdan eddig kevés eredmény, informécio jelent meg C1-INH-HAE-
ban. Ezekben a vizsgdlatokban az esetszam kicsi volt, tobbnyire nem ugyanannak a
betegnek a tiinetmentes és 6démds rohamok soran levett mint4jat hasonlitottdk dssze, és
szérum mintat hasznaltak (229, 234-236), ami a legkevésbé megfelelé mintatipus
citokinek mérésére. Osszehasonlité vizsgalatok alapjan az EDTA-plazma a
legmegfelelobb mintatipus citokinek mérésére, mert stabilabb, mint a litium heparinos,
ammonium heparinos és szérum mintak (237, 238).
A TNF-a és IL-8 emelkedett szintje 6démas rohamban 0sszefiiggésben allhat a neutrofil
sejtek aktivalodasaval. Egyrészt mindkét citokin aktivator hatidssal van a neutrofil
sejtekre, masrészt az aktivalt neutrofilek is képesek ezen citokinek termelésére (239).
A CRP szintre vonatkozolag érdekes megfigyelést tettik, a C1-INH-HAE betegek
tiinetmentes allapotdban magasabb CRP szintet mértiink, mint az egészséges kontroll
csoportban, és tovabbi emelkedést tapasztaltunk ugyanazon C1-INH-HAE betegekben
0démas rohamok sordn. Megfigyeléseink megerdsitenek egy korabban megjelent
tanulmanyt (240). Sziikségeslenne a tiinetmentes allapotban megemelkedettCRP szint
hatterében allo folyamatok vizsgalatara. Hoffimann és munkatdarsai a Cl-INH-HAE
tiinetmentes allapotban nem régen leirt 1L-17 emelkedésével hoztak Osszefiiggésbe,
mivel az II-17 fokozza a CRP expresszidjat hepatocitakban és simaizomsejtekben, igy
magyarazata lehet a CRP szint emelkedésének (236, 240).

Annak ellenére, hogy a neutrofil granulocitak gyulladasos sejtek, nem kaptunk
szignifikdns Osszefliggést a neutrofil granulocita szam, valamint a TNF-a és CRP

szintek kozott.
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A komplementrendszer a velesziiletett immunitds elsddleges védelmi vonala,
mely eldsegiti a szervezetbe keriilt korokozok, testidegen anyagok elpusztitasat,
eliminacidjat a szervezetbdl, opszonikus-, litikus-, gyulladdsos-, és immunregulacios

aktivitasa altal (241). A C5a komplement anafilatoxin erés kemoattraktansa a neutrofil

crer

crer

C5a, sem a H faktor szintek esetében nem tapasztaltunk kiilonbséget a C1-INH-HAE
betegek ¢és egészségesek kozott, sem ugyanazon betegek tiinetmentes és 0démas
rohamok sordn vett mintai kozott, ezért a neutrofil granulocitdk aktivacioja valdszintileg
nem a komplementrendszer ezen faktorainak hatasara kovetkezik be.

A dolgozatomban vizsgalt CI1-INH-HAE betegiink spontan lefolydsu 6démas
rohamanak nyomonkdvetése soran megfigyelhettiik, hogy a neutrofil granulocita szam a
tiinetmentes, alapviziten mért szinthez képest az 6déma kialakulasanak kezdete utan
emelkedik meg kiugréan, majd az 6démads tiinetek teljes elmutlasara szintje az 6déma
kialakulasat megel6z6 szintre csokken. Az aktivacidos marker enzimek (NE, MPO)
szintjei nagymértékben fluktudlnak a megfigyelési idészakban, az egészséges kontroll
egyénekben mért viszonylag stabil szintekkel Gsszehasonlitva, vagyis a 6-orankénti
mintavétel lehet, hogy nem elég finom felbontas ahhoz, hogy ezen enzimek kinetikajat
pontosan megfigyelhessilk 6démds rohamok soran. A PTX3 esetében azonban a
tiinetmentes €s prodromalis periddusban mért nagyjabol megegyezd szintekhez képest
az 6démas roham kialakulasaval parhuzamosan a PTX3 szint emelkedését tapasztaltuk,
majdaz 6démas tiinetek teljes elmulasara szintje Gjra a kezdeti, tiinetmentes allapotban
mért értékkel egy szintre kertilt.

Az 6démas roham alatt végbemend szisztémas folyamatok ravilagitanak arra,
hogy bar az 6déma lokalisan alakul ki, mégis az egész szervezetet érinté folyamatok
jatszanak benne szerepet. A neutrofil granulocitdk a felsziniikon végbemend
folyamatok, valamint az altaluk kibocsatott anyagok révén hozzéjarulhatnak olyan
plazma enzim kaszkadrendszerek - els6sorban a kontakt-Kininrendszer -
aktivalodasahoz, amely a bradikinin képzddés révén az 6démas roham kialakuldsahoz

vezetnek.
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Mivel a neutrofil granulocitak aktivacidja fontos 0j szintere lehet a CI1-INH-HAE
pathomechanizmusénak, tovabbi kutatasokat terveziink az aktivalodas koriilményeinek
tisztazasara, ok-okozati kapcsolatok feltarasara. Ezen vizsgélatokra egyik témavezetom
2017. decemberi indulassal 4 éves idGtartamra kapott kutatasi timogatast az Orszagos
Tudomanyos Kutatasi Alap(OTKA)-tol.

6.3. A C1-INH hidny koézvetlen kovetkezményeinek vizsgalata egy C1-INH-HAE

0démas roham lefolyasanak nyomonkovetése soran.

Munkénk soran els6ként kovettiink nyomon egy spontdn lefolyasi C1-INH-HAE
0démas rohamot, az 6démas tlineteket megeldzd, tlinetmentes allapotbol kiindulva, az
6démas roham kialakulasan, lefolydsan keresztiil, egészen a tiinetek teljes elmulasaig. A
nyomonkovetés kiterjedt a tiinetek idoben nagyfelbontasu leirasara és stlyossaganak
pontozasara, valamint rendszeres vérvételekre a vizsgalat teljes ideje alatt. Mivel az
0démas rohamot prodromadlis tiinetek elézték meg, ezért tanulményunk egyediilalld
abban is, hogy a prodromadlis és 6démas tiinetek és sulyossaguk is kiilon-kiilon leirasra
kertilt. Ily modon nagy iddébeli felbontassal tarhattuk fel az 6déméas roham
zajlo klinikai torténések Osszefiiggésében. Tanulmanyunk értékét emeli, hogy nemben
¢s korban egyeztetett kontroll személytdl egy napon 4t, ugyanazon idépontokban
vérmintakat vettiink.

C1-INH-HAE-ban eddig csak farmakokinetikai és farmakodinamikai nyomonkdvetéses
vizsgalatok torténtek, melyek nem a spontan lefolyasti roham kinetikajanak megértésére
iranyultak (244-246).

Keveset tudunk arr6l, hogy mi lehet a prodromadlis tlinetek jelentésége, azonban
eredményeink azt sugalljak, hogy mar a prodromalis tiinetek megjelenésével elindulhat
az 0déma kialakuldsdhoz vezetd folyamat. Erre a klasszikus ut paramétereinek
szintjében bekovetkezd valtozdsok (CI1-INH csokkenés, C1 szubkomponensek, C4
csokken és C4a emelkedés) utalnak. Esetiinkben a prodromadlis tiinetek maximalis
sulyossaga egybeesett a legsulyosabb 6démas tlinetekkel, az egybeesés fontossdga még
nem vilagos, tobb eset leirdsaval lehetne tisztdzni, mivel szegényes az erre vonatkozd,

eddig megjelent irodalom.
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Bar kézenfekvonek tiinik, hogy egy CI1-INH hidnyon alapul6é korképben a C1-INH
szintje Osszefliggést mutat a klinikai tiinetekkel (93, 94), kérdés, hogy a roham kezdetét
lehetne-e prediktalni a CI-INH szint mérésével. Eddig mindbdssze egy korabbi
tanulmanyban foglalkoztak ezzel a kérdéssel. Spath és munkatdrsai teoretikusan,
0démads roham utdn kozvetleniil levett mintdk vizsgdlataval 0,035 g/1 kritikus
koncentraciot jeldltek meg, ami alatt a rohamok kialakulasdnak esélye a legnagyobb
(247). Ugy tiinik, hogy a tiinetek kialakulasdéban a C1-INH szint valoban kritikus
tényez6. Esetiinkben a C1-INH koncentracié és funkcionalis aktivitas folyamatos
csOkkenése elozte meg az 6démas tiinetek kialakuldsat, a fenti becslés megallhatja a
helyét, mivel az 6démas tiinetek megjelenésekor mi 0,033 g/l C1-INH koncentraciot
mértiink.

Ugyanakkor feltehetden nincs 0sszefliggés az 6démas roham spontan elmulésa és a C1-
INH koncentracidé/funkciondlis aktivitds kozott, mivel esetiinkben a C1-INH szint a
tiinetek elmulasa utan sem emelkedett, st minimalis szinten maradt. Ez arra utal, hogy
az 6démas tlinetek javuldsaban és spontdn elmuldsaban mas faktoroknak, nem a C1-
INH-nak lehet szerepe.

A Cl-inhibitor szabalyozas hianyat a C1s-nek a C4-re gyakorolt hatasaval is mérhet;jiik.
A C4 szint C1-INH-HAE betegek tiinetmentes allapotaban altalaban a normal tartomany
alatt mérhetd, és szintjében a rohamok soran tovabbi csokkenést irtak le (248, 249).
Korabbi tanulményok mar utaltak arra, hogy C1-INH-HAE rohamban a klasszikus ut
aktivalodik (96, 250). El6szor figyeltiik meg egy 6démas roham lefolyasa soran, hogy a
C4 aktivalodasa mar a prodromalis tiinetek megjelenésekor is €szlehetd. A C4 szint a
roham alatt folyamatosan ¢€s fokozatosan, a mérési tartomany alsé hatara ala csokkent.
A Cl-inhibitor szinttel dsszhangban, a C4 szintjében sem tapasztaltunk emelkedést a
tiinetek javuldsa sordn, valamint a teljes megszlinést kovetéen sem. Ugyanakkor a C4
hasitasi terméke, a C4a szintje mar a prodromalis tiinetek alatt jelentdsen
megemelkedett, és magas maradt a tiinetek maximalis stlyossaganak eléréséig.
Amennyiben ezt az eredményt meg tudnank erdsiteni tovabbi esetekkel, a C4a jo
prediktiv biomarkere lehetne az 6démds rohamok kialakuldsanak. Eddig tudomasunk
szerint nincs olyan biomarker, ami elére jelezné az 6démas roham kialakulasat (224).
Tovéabba egy friss tanulmanyban a C4a két potencidlis receptorat azonositottdk, a

proteaz-aktivalta receptor (PAR)-1 illetve PAR-4-ct, melyeket a Cda dozis-fliggben
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tudott stimuldlni, mig a C3a és C5a nem. Eredményeik alapjan a C4a noveli az endotél
sejtek permeabilitasat PAR-1 medialt szignalizacion keresztiil (251). Figyelembevéve
eredményiiket elmondhatjuk, hogy valosziniileg a C4a nem csak prediktiv biomarkere
lehet az 6démas rohamnak, de kdzvetleniil hozzajarulhat annak kialakulasahoz.

A C3 és terminalis szakasz vizsgalatat azért tartottuk fontosnak, mert tisztazni szerettiik
volna, hogy a C1-INH regulaci6 zavaranak hatasai a komplement kaszkad mely 1épéséig
terjednek ki. Osszefiiggést feltételeziink az 6démas tiinetek valtozasai és a C1-INH-
HAE betegben mért C3 szintekben megfigyelt valtozasok kozott, ugyanis az egészséges
kontroll egyénben a 24 6ras megfigyelési iddszak alatt gyakorlatilag nem valtozott a C3
szintje, igy a betegilink esetében tapasztalt valtozasok nem a C3 esetleges cirkadian
ritmusanak kovetkezményei. Korabban a C1-INH-HAE betegek tiinetmentes és 6démas
rohamok alatt levett mintdinak &sszehasonlitdsakor nem tapasztaltak kiilonbséget a C3
szintekben (96), ugyanakkor nyomonkovetésiink soran a C3 szintjének csokkenését
tapasztaltuk az 6démas tiinetek javulasakor. Mivel a kordbbi tanulmanyokban a roham
alatti egyszeri vérvétel feltehetden a legstilyosabb 6démas tiinetek alatt tortént (altalaban
az akut kezelés alkalmazésa el6tt), talan ezért nem tudtdk detektdlni a C3 szintjének
roham alatti csokkenését.

Vizsgalatunk soran tovabb4a azt talaltuk, hogy a C3 szintben bekdvetkezett csokkenés az
0démas roham soran nem jart egylitt a C3a szintjének emelkedésével, valamint a C5a és
TCC komplement aktivacios termékek szintjében sem figyeltiink meg jelentds
emelkedést. Mivel a betegben mért komplement aktivacios termékek szintjei minden
esetben az egészséges kontrollban mért értékek alatt maradtak, ezek alapjan ugy tlnik,
hogy a komplementrendszer klasszikus utvonalanak aktivacidja a C3 szintjén megall,
tovabbi komplement aktivaci6 nem mutathatd ki. Eredményiinket az irodalomban
megjelent tiinetmentes €és rohamos mintdk Osszehasonlitasabol kapott eredmények,
valamint a neutrofil aktivacios projektiink keretében kapott C3a és C5a-ra vonatkozo
eredmények is alatamasztjak (96, 252). Bar a dolgozatban bemutatott eredmények
alapjan lathat6, hogy az egyes 6démas rohamok még egyetlen beteg esetében is
eltérhetnek egymastol, ami korlatozza az altalanos kovetkeztetések levonasat egyetlen
roham nyomonkdvetésébdl, azonban megfigyeléseink kiinduld pontjai lehetnek tovabbi
06démas rohamok tanulmanyozasanak, és alapul szolgalhatnak ilyen vizsgalatok

tervezéséhez.
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7. KOVETKEZTETESEK

A dolgozat f6 megallapitasai a kovetkezoek:

1. Megerdsitettiik a koagulacids- és fibrinolitikus rendszerek 6démas rohamok soran
végbemend aktivalodasat az irodalomban eddig megjelent publikacidkhoz képest
nagyobb esetszdmu betegcsoport bevonasaval, valamint ugyanazon betegektdl szarmazé
tinetmentes és roham alatti vérmintdk Gsszehasonlitasa alapjan. Megallapitasunkat a
rohamok soran tapasztalt emelkedett FXIla, F1+2, TAT-komplex, D-dimer szintekre
valamint csokkent PI és APTI-re alapozzuk (11.1.1.). A betegek tlinetmentes
allapotdban az 0démas rohamokhoz képest kisebb mértékii, de egészségesekben
tapasztaltakhoz képest magasabb prokoagulans és fibrinolitikus aktivitast figyeltiink
meg (11.1.1.). Egy beteg 96-6ras nyomonkovetése alapjan arra kdvetkezthetiink, hogy
az 6déma kialakulasaval parhuzamosan kovetkezik be ezen rendszerek aktivalodasa,
mivel a prodromalis tiinetek alatt minden paraméter — a fibrinogént leszamitva - stabilan

az egészséges kontrollban mért szinten volt (publikdlasa folyamatban).

2. Az 6démas rohamok rendkiviil nagy valtozatossagot mutatnak, nemcsak az egyes
betegek vonatkozasaban, de még az egy beteghez tartoz6 6démas rohamok tekintetében
is. Itt nemcsak a szemmel is lathatdo klinikai tiinetek és azok sulyossaganak
valtozatossagara gondolunk, hanem a plazmaenzimrendszerek aktivaltsagara és egyes
paramétereinek szintjeinek fluktudlasara a kiilonbdzd 6démas rohamok kozott. E16szor
vizsgaltuk, hogy az egy, vagy tobb lokalizaciot érinté 6démas rohamok befolyasoljak-e
a plazmaenzimrendszerek paramétereinek szintjét, és azt tapasztaltuk, hogy a tobb
lokalizaciot érintd ©6démas rohamok soran fokozottabb mértékben aktivalodik a

koagulacios €s fibrinolitikus rendszer is (11.1.1).

3. Vizsgélatunk sordn nagyobb esetszam vizsgalataval, figyelembe véve a
hemokoncentracié6 mértékét, megerdsitettiik, hogy a neutrofil granulocita szam
emelkedett a C1-INH-HAE 6démas rohamok soran ugyanazon betegek tlinetmentes
allapotban mért értékéhez képest (11.1.2). Tovabba azt is kimutattuk, hogy CI1-INH-
HAE betegekben mar alapbol, tiinetmentes allapotban emelkedett a neutrofil granulocita

szam, az egészséges kontroll egyénekhez képest (11.1.2). A neutrofil granulocitak
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szama ugyanakkor az 0démas roham kialakulasaval egyiddben, parhuzamosan

emelkedik meg kiugrdan, azt nem elézi meg (publikaldsa folyamatban).

4. Els6ként vizsgaltuk ugyanazon C1-INH-HAE betegek tlinetmentes és rohamok soran
vett mintdiban a rohamok soran fellépd neutrofil granulocita aktivacio lehetdségét. Az
0démas rohamok soran emelkedett NE, MPO ¢és PTX3 szintek alapjan a neutrofil
granulocitdk aktivalodasara kovetkeztetink C1-INH-HAE 6démés rohamok soran.
Megallapitasunkat erdsiti, hogy a neutrofil granulocita szam erés pozitiv korrelaciot
mutatott a NE-zal, valamint szintén pozitiv 0sszefliggést a MPO-zal. A két aktivacids
marker egymassal is erés pozitiv Osszefliggést mutatott. Ezen Osszefiiggéseket sem a
betegek tiinetmentes allapotdban, sem egészséges kontroll egyénekbdl vett mintdkban

nem tapasztaltuk (11.1.2).

5. Elsoként sikeriilt egy spontan lefolydsti 6démas roham kialakulasat, lefolyasat és
elmulasat nyomonkovetniink egy CI-INH-HAE beteg esetében. A CI1-INH szint
csokkenése és az ©6démas tiinetek kialakuldsa kozott Osszefiiggést tapasztaltunk,
ugyanakkor ugy tlnik az ©6démas tiinetek spontdn elmuldsdnak hatterében mas

faktoroknak lehet szerepe, nem a C1-INH-nak (11.1.3).

6. A prodromalis periddus vizsgdlatira a kordbbiakban nem keriilt sor. Vizsgalatunk
soran elséként tudtuk megfigyelni egy C1-INH-HAE 6démas roham nyomonkovetése
kapcsan, és megallapithatjuk, hogy mar a prodromalis tiinetek megjelenésével
elindulhat az o©déma kialakuldsdhoz vezetd folyamat. Erre a klasszikus 1t
paramétereinek szintjében bekovetkezd valtozasok (C1-INH csokkenés, Cl1
szubkomponensek, C4 csokkenés ¢és C4a emelkedés) utalnak. A C4a emelkedése a
prodromalis periddusban prediktiv biomarkere lehet az 6démés rohamok kialakulasanak

(11.1.3).

7. Az 6démas roham nyomonkovetése soran megfigyelt csokkend C4, valamint az
emelkedett C4a szintbdl a komplementrendszer klasszikus Utvonalanak aktivalodasara
kovetkeztetiink, ugyanakkor mivel a C3a, C5a és TCC aktivacids termékek szintjei nem
mutattak emelkedést a megfigyelési idészak sordn, €s szintjik végig az egészséges
kontrollban mért szintek alatt maradt, arra kdvetkeztetiink, hogy az aktivalodas a C3

szintjén megall, és tovabbi aktivacio a terminalis uton nem figyelheté meg (11.1.3).

94



DOI:10.14753/SE.2018.2161

8. OSSZEFOGLALAS

A Cl-inhibitor hianyaban kialakulé herediter angioodéma (C1-INH-HAE) egy
Orokletes, ritka betegség. A betegség és az 6démas rohamok hatterében zajlo bioldgiai
folyamatok a mai napig nincsenek teljesen feltarva.

Munkankban az 0démds rohamok patomechanizmusanak pontosabb megismerését
tiztik ki célul, egyrészt vizsgaltuk a komplement, koagulacidos és fibrinolitikus
rendszerek, valamint a neutrofil granulocitdk aktivaltsagat, ¢és Osszefiiggéseiket a
klinikai tlinetekkel. A két tanulmanyhoz 0sszesen 43 beteg 87 6démas rohama soran
levett vérmintdjat vizsgaltunk. Eldszor kdvettilk nyomon a tlinetek regisztralasaval és
rendszeres vérmintavétellel egy 6démas roham klinikai lefolyasat egy C1-INH-HAE
betegiink esetében a rohamot megel6zd tlinetmentes allapottdl az o6déma teljes
elmulésaig.

A rohamok soran tapasztalt emelkedett FXIla, F1+2, TAT-komplex, D-dimer szintek,
¢és a csokkent PI és APTI idok alapjan megerdsitettilk a koagulacios és fibrinolitikus
rendszereknek a vérkeringésben is kimutathatdo aktivalédasat. Nyomonkovetéses
vizsgalatunk alapjan gy tlinik, hogy ezen rendszerek szisztémads aktivalodasa nem eldzi
meg az 0démas tiinetek megjelenését, hanem annak kialakulasaval parhuzamosan megy
végbe. A neutrofil granulocita szam emelkedésének megerdsitése mellett, az 6démas
rohamok soran emelkedett NE, MPO és PTX3 szintek alapjan a neutrofil granulocitak
aktivalodasara kovetkeztetiink, mely megallapitasunkat tdmogatja, hogy csak az 6démas
rohamok soran mutatott a NE és MPO pozitiv korrelaciét a neutrofil granulocita
szammal és egymas szintjével. Eredményeink alapjan az altalunk vizsgalt
plazmaenzimrendszerek és neutrofil granulocitak aktivalodasuk révén hozzajarulhatnak
az 6démas rohamok kialakulasdhoz ¢€s/vagy az 6démas tiinetek fennéllasdhoz. Az
06démas roham nyomonkovetése alapjan megallapithatjuk, hogy a CI1-INH szint
csOkkenése Osszefliggésben allhat az 6démads tiinetek kialakuldsaval, mig a tlinetek
elmulaséban valosziniisithetéen nem a C1-INH-nak van szerepe. Ugy gondoljuk, hogy a
prodromalis tiinetek soran a szervezetben aktiv folyamatok zajlanak, melyeket
legmarkansabban az emelkedett C4a szintje jelez. A C4a prediktiv biomarkere lehet az
0déma kialakulasanak. A C1-INH hianyaban a komplementrendszer klasszikus Utjanak

aktivalodasa jellemz6, ami a C3 szintjén megall, a terminalis ttra nem terjed Ki.
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9. SUMMARY

Hereditary angioedema with C1-INH deficiency (C1-INH-HAE) is a rare disease of
autosomal inheritance. The biological background of the disease and of the edematous
attacks is not completely understood.

Our aim was to unravel the pathomechanism of these attacks. Therefore, we
investigated the activation of the complement-, coagulation, and fibrinolytic systems, as
well as of neutrophil granulocytes and then, we explored their correlations with the
clinical symptoms. In our two studies, we analysed 87 blood samples obtained during
edematous attacks from 43 C1-INH-HAE patients. Furthermore, we studied the kinetics
of an attack for the first time, starting from the symptom-free period until the complete
resolution of symptoms. During the monitoring period, blood samples were obtained
every 6 hours.

We confirmed the systemic activation of the coagulation and of the fibrinolytic systems
during edematous attacks. This is evidenced by the elevated levels of FXlla, F1+2,
TAT-complex, D-dimer, as well as by the shortened PT and aPTT found in C1-INH-
HAE patients. According to our follow-up study, it appears that the activation of these
systems does not precede the onset of edematous attacks, but occurs concomitantly with
their development. In addition to confirming the elevation of neutrophil granulocyte
count, we detected neutrophil activation during edematous attacks, as shown by the
elevated levels of NE, MPO, and PTX3. Neutrophil activation is further suggested by
the positive correlation of NE and of MPO level with NGC, as well as of NE level with
the level of MPO. Based on our results, we propose that the activation of plasma
enzyme systems and of neutrophil granulocytes may contribute to the development
and/or influence the course of edematous attacks. Monitoring of the course of an attack
revealed that the decrease of C1-INH level is a critical factor in the onset of symptoms;
however, their spontaneous resolution may depend on other factor(s). Our findings
suggest that the process leading to edema formation might begin as early as upon the
onset of prodromal symptoms, which was indicated by elevated C4a level, primarily.
C4a could become a predictive biomarker of edematous attacks. In the lack of C1-INH,
activation of the classical complement pathway stops at the level of C3, and does not

involve the terminal pathway.
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