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BEVEZETES

In vivo trombusok nem csak fibrinhalobdl allnak, hanem
kialakuldsuk soran beleépiilnek sejtes elemek (vérlemezkék,
vordsvérsejtek, fehérvérsejtek), sejteredetli makromolekulak
és a vérben megtalalhatd egyéb fehérjék is. Ezek a fibrinhalo
szerkezetét képesek kozvetleniil moddositani, illetve a
fibrinszerkezetet 1étrehozo trombin és a lebontd plazmin
mitkodésére is hatassal lehetnek.

A vérrog az érfalhoz tapadva alakul ki. Munkacsoportunk
elézetes eredményei alapjan kideriilt, hogy a trombus
kialakulasakor az odasereglé neutrofil granulocitakbol
felszabaduld proteazok képesek az érfal struktirajanak
modositasara. Erek ateroszklerotikus teriilletein az érfalat
felépitd extracellularis matrix komponensek nagyfoka
atrendez6dése figyelheté meg, ami példaul az I-es és lll-as
tipusu  fibrillaris  kollagének és  gliikdzaminoglikan
oldallanccal rendelkezd dekorin fokozoddott termelddésében,
masrészt tobbek kdzott ugyanezen fehérjék kiilonféle matrix
sériilt plakksapka felszinén, illetve fehérvérsejt eredetii
protedzok mikdodése révén ezaltal nagy mennyiségben
fordulhatnak el6 az érfal proteolizalt komponensei a kialakul6
trombus  kornyezetében. Ezek a részben degradalt

makromolekularis elemek is beépiilhetnek a kialakuld
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fibrinhaloba, és a vér eredetii komponensekhez hasonldan

befolyasolhatjak annak szerkezeti és litikus tulajdonséagait.

CELKITUZESEK

In vivo a vérrog kialakulasa helyén proteazok mitkodése révén
az érfalbol is keriilhetnek bele fehérjék, proteoglikanok.

Célunk az wvolt, hogy in vitro rendszerben vizsgalva
meghatarozzuk az erek falaban megtalalhatdé néhany

jellegzetes extracellularis matrix molekula hatasat:

e  a fibrinhal6 szerkezetére
o a fibrinhal¢ litikus és mechanikai stabilitasara
e a fibrinfelszinen = végbemendé  plazminogén

aktivaciora vonatkozoan.

MODSZEREK

TURBIDIMETRIAS MERESEK

Mikrotiter lemezek mérShelyeiben fibrinogént kevertiink
Ossze a  vizsgalt  érfalkomponensekkel  (kollagén
fragmentumokkal / dekorin fehérjével / glikézaminoglikan
lancot hordozé dekorinnal / dermatan-szulfattal / kondroitin-

szulfattal). Az alvasztast és a lizist egyidejiileg adott
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trombinnal és plazminnal inditottuk. A folyamatok soran
megfigyelhetd turbiditas valtozdsokat spektrofotométerben
kovettiik nyomon, az abszorbancia folyamatos mérésével. Az
alvadasi és lizis id6ket a maximalis turbiditas értékek felének

eléréséhez sziikséges idoként definialtuk.

PASZTAZO ELEKTRONMIKROSZKOPOS
VIZSGALATOK
A fibrinfelszinek részletes vizsgélatahoz

érfalkomponensekkel modositott alvadékokat hoztunk létre.
Fixalas, dehidratalas utan ezeket szénkorongokra rogzitettiik
és aranybevonattal fedtiik be. Az alvadékokrol felvételeket
készitettiink a fibrinszalatmér6k meghatarozasa céljabol, mely
soran a szalak hossztengelyére merblegesen huazott vonal
méretét adtuk meg. Egy felvételen legalabb 300
fibrinszalatmérét hataroztunk meg. A mért értékekhez
elméleti eloszlast illesztettiink és abrazoltuk a valdsziniiségi

el6fordulas fiiggvényében.

KONFOKALIS MIKROSZKOPIA

Az €l6z6 rendszerhez hasonléan érfalkomponensekkel
modositott alvadékokat hoztunk 1étre, melyekben a fibrinogén
2 %-a voros fluorokrommal volt jeldlve. Az alvadékok litikus
tulajdonsaganak vizsgalatahoz Yellow Fluorescent Proteinnel

jelolt tPA-t rétegeztink az alvadékok felszinére, majd
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konfokalis mikroszkopban kovettiik a litikus front (a
fibrinfelszinen koncentalddé YFP-tPA) mozgasat, melyr6l

egymads utani felvételeket készitettiink.

PLAZMINOGEN AKTIVACIOS TESZT

Trombinnal alvasztott, érfalkomponensekkel modositott fibrin
alvadékok felszinére tPA-t, és a plazmin egyik szintetikus
szubsztratjat, a Spectrozyme-PL-t rétegeztiik. A fibrinbe az
alvasztas elején belekevert plazminogén a tPA hatasara
aktivalodik, és szintetikus szubsztratjabol a szines p-
nitroanilint hasitja ki. A szines termék felhalmozddasa
kovetheté abszorbancigjanak folyamatos mérésével. A mért
értékeket az id6 négyzetének fiiggvényében abrazolva linearis
Osszefiiggést kapunk, mely egyenesek meredeksége a plazmin

latszolagos aktivacios sebességét irja le.

REOLOGIAI MERESEK

A modositott  szerkezeti fibrinhalok  viszkoelasztikus
tulajdonsagainak meghatarozasdhoz az altalunk létrehozott
fibrin alvadékokat oszcillacios reométerben vizsgaltuk. A
minta tarolasi modulusz és veszteségi modulusz értékeinek
idébeli lefolyasat kovettiik. A fibringél folyashataranak
meghatarozasdhoz a nyirofesziiltséget 1€pcsdzetesen noveltiik,
és a relativ deformacié mérésének felhasznalasaval kovettiik a

viszkozitast, amely a fibrinhdldé mechanikai szétesésénél
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nulldhoz kozelit. A kritikus nyirofesziiltség  értékét a
az érték jellemzi a gél — folyadék fazisatmenet (fibrinszalak

elszakadasanak) hatarat.

STATISZTIKAI ELEMZESEK

A fibrinszalatmér6 elméleti eloszlasat a mért adatok alapjan
Monte Carlo szimulacioval adtuk meg és Kuiper teszttel
értékeltik az eloszlasok kozotti kiillonbségeket. A tobbi
kisérlet eredményét Kolmogorov-Smirnov teszttel elemeztiik,

p = 0,05-6s szignifikancia szintet véve alapul.

EREDMENYEK

ERFALKOMPONENSEK HATASA A
FIBRINSZERKEZETRE

Az érfalkomponensek fibrinszerkezet-modositd hatasanak
vizsgélatdhoz pasztazd elektronmikroszkopos felvételeket
készitettiink a mesterségesen létrehozott fibrinalvadékokrol,
és morfometridsan elemeztilk azokat. A legjelentdsebb
valtozds az aortabol tisztitott glikozilalt dekorin esetében
jelentkezett: a fibrinszalak atméréjét 1ényegesen megndvelte a
csak fibrint tartalmazé alvadékhoz képest (85 + 40 nm-rél
187 + 121 nm-re). A kollagén fragmentumok és a dekorin

fehérje jelenléte szintén szignifikansan emelte a fibrinszalak
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atmér6jét. Csak a legmagasabb koncentracidban vizsgalt
kollagén fragmentumok esetében tapasztaltunk csokkenést a
fibrinszalak atmérdjében, 5 — 100 pg/ml tartomanyban
vizsgalva a szalatmérdk folyamatos novekedését okozzak.

A dermatan-szulfat (DS) és a kondroitin-szulfat (CS) altal
modositott alvadékok szalatmérdje szignifikansan nem

valtozik a kontrollhoz képest.

MODOSITOTT ALVADEKOK LITIKUS
REZISZTENCIAJA

Az érfalkomponensekkel modositott alvadékok litikus
rezisztencigjat vizsgaltuk a plazmin altali lebontassal
szemben. Ennek a modellezésére fibrinogénbe kollagén
fragmentumokat, dekorin fehérjét, glikozilalt dekorint,
dermatan-szulfatot és kondroitin szulfatot kevertiink kiilon-
kiilon, ezt kovetdéen az alvadasban és az alvadék lizisében
torténd valtozasokat kovettik. A vizsgalt anyagok ugyan
lokalisan nagy mennyiségben vannak jelen az érfalban, a
fibrinbe épiilve, annak mennyiségéhez képest sokkal
alacsonyabb koncentracioban is mar jelentés destabilizald
hatassal birnak, ami a plazmin okozta 1ényegesen gyorsabban
lejatszodo lizisben nyilvanult meg. Leginkabb szembetling a
valtozas a CS-al és DS-al modositott alvadékok esetében,
melyekben a lizis kevesebb mint feleannyi id¢6 alatt zajlott le.

A megfigyelt eltérések eredhetnek abbol, hogy az érfalalkotok
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kozvetleniil befolyasoljak a trombin és a plazmin
enzimaktivitasat. Ennek eldontésére ezen enzimek aktivitasat
vizsgaltuk fibrinmentes kornyezetben, szintetikus
szubsztratokon. Az  altalunk  alkalmazott  vizsgalati
koriilmények kozt egyik vizsgalt enzim amidolitikus

aktivitasa sem valtozott meg.

PLAZMINOGEN AKTIVACIOJANAK VIZSGALATA

A fibrinhal¢6 felszinére helyezett tPA hatasara a fibrinbe kevert
plazminogén aktivalodik. Ez a folyamat nyomon kévethetd
akkor, ha a plazmin szintetikus szubsztratjat, a Spectrozyme-
PL-t jelentds molaris feleslegben adjuk a rendszerbe. A
latszolagos plazminogén aktivacids sebesség szignifikansan
csokken abban az esetben, amikor a vizsgalt érmatrix alkotok
is jelen vannak a fibrin polimerizacioja soran.

Mivel fibrinmentes kornyezetben torténé plazminogén
aktivacié soran a vizsgalt makromolekulak nem valtoztatjak
meg a plazminogén aktivacié sebességét, ezért valtozasanak
oka az altaluk megvaltoztatott fibrinfelszinben keresendd,

amely befolyasolja a tPA és a plazminogén kotddését is.

YFP-tPA PENETRACIOJA AFIBRINBE
Mindegyik vizsgalt komponens esetében a YFP-tPA
kezdetben egy vékony rétegbe tomoriil a rogok felszinén. A

litikus front az id6 elérehaladtaval, a képzddé plazmin
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miikodése révén elmozdul a rog belseje felé. Ezen front
vandorlasi sebessége vizsgalatainkban a plazmin altal torténd
fibrin lizis sebességével korrelal, kevésbé fiigg a plazmin
képz6désének sebességétdl. A kondroitin — szulfat esetében
egy szélesebb, homogén tPA hatarréteget figyeltiink meg a
fibrin felszinen. A tobbi esetben a tPA a vékony fibrinfelszini
rétegben maradt, illetve a részlegesen degradalt fibrin
csomoOkhoz kolokalizalodott. Legjelentésebb valtozas a
glikozilalt dekorinnal médositott alvadék lizisében nyilvanult
meg, esetében a tPA front relativ migracids sebessége kétszer

gyorsabb a csak fibrint tartalmazo kontrollhoz képest.

VERPLAZMAT TARTALMAZO ALVADEKOK
VIZSGALATA

A vizsgalt anyagokat sejtmentes vérplazmaval keverve a tPA-
val inditott lizis soran az érfalkomponensek hatdsa hasonlo a
csak fibrines rendszerben tapasztaltakhoz: a lizis felgyorsul
minden esetben, mint ahogy azt a plazminnal inditott lizis
soran is lathattuk. Dermatan-szulfat esetében igazoltuk annak
antitrombotikus hatasat, hiszen jelenlétében fibrinhalod

kialakuldsat nem tapasztaltuk.

AFIBRINHALO MECHANIKAI STABILITASA

Az érfalkomponensekkel modositott fibrinhalok szerkezeti
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stabilitasat reologiai paramétereik mérésével vizsgaltuk. Az
aorta dekorint és a kollagén fragmentumokat kivéve egyik
vizsgalt komponens sem befolyasolta szignifikinsan a
vizsgalt G’ (tarolasi modulus) és G” (veszteségi modulus)
értékeket. A kollagén fragmentumok kis mértékben
csokkentik a G’ értéket. Az aorta dekorin esetében
tapasztalhato a legjelentésebb rigiditasbeli eltérés. A dekorin
fehérjét kivéve a tobbi érmatrix komponens 16 — 45 % kozt

csokkentették a kritikus nyirofesziiltség értéket.

KOVETKEZTETESEK

Az in vitro létrehozott fibrinalvadék mechanikai stabilitasa
jelentésen Kisebb abban az esetben, ha kialakulasa soran
érfalkomponensek is beépiilnek szerkezetébe. A szerkezeti
stabilitas csokkenése mellett a plazmin katalizalta fibrinolizis
sebessége viszont megemelkedik. Ezek az eredmények arra
engednek kovetkeztetni, hogy amennyiben az in vivo
koriilmények kozt kialakulo trombus proteazok altal az
érfalbol felszabaditott makromolekularis komponenseket is
magaba zar, mechanikai erék hatasara, illetve a trombolitikus
folyamatok kovetkeztében keletkezése helyér6l konnyebben
levalhat, novelve ezzel az embolias szovédmények és az

ischaemias szoveti karosodasok valosziniiségét.
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