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Roviditések jegyzéke

ACE: angiotenzin konvertalo enzim

ACS: akut korondria szindroma

ANOVA: variancia analizis teszt

APS: antifoszfolipid szindréma

aPTT: aktivalt parcialis tromboplasztin id6
AUC: gorbe alatti teriilet

CAHA: COVID-19-hez tarsuld hemosztazis
valtozasok

CD: cluster of differentiation

CFT: alvadék képz6dési id6

CRP: C-reaktiv protein

CT: alvadasi id6

Cy5: cychrome 5

DIC: disszeminalt intravaszkularis koagulopatia

ECA: ekarin alapu teszt

ECLIA: elektrokemilumineszcencia immuno-assay

EDTA: etiléndiamin-tetraecet sav

EKG: elektrokardiografia

ESR: eritrocita szedimentacids rata
FITC: fluorescein isothiocyanatte

G: gauge

g: gravitacios erds

GP: glikoprotein

HPS: hemofagocitozis szindroma

Ig: immunoglobulin

IL: interleukin

IPF: éretlen vérlemezke frakcio

KK: Klinikai K&zpont

LAR: leukocita antiszedimentacios rata
LMWH: alacsony molekulastlyu heparin
LT: lizis id6

MCF: maximalis rog szilardsag

ML: maximalis lizis

MV: mikrovezikulum

NLR: neutrofil-limfocita arany

NSAID: nem-szteroid gyulladascsokkentd
PAC: prokaszpaz aktival6 anyag

PAR: trombocita antiszedimentécios rata

PE: fikoeritrin

pl.: példaul

PTE: Pécsi Tudomanyegyetem

RAAS: renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer
RECOVERY: Randomised Evaluation of COVID-
19 Therapy

ROC: receivers operating curve

RT-PCR: val6s idejii polimeraz lancreakciod
SARS-CoV-2: severe acute respiratory distress
syndrome — coronavirus — 2

SIC: szepszis indukalta koagulopatia

SPSS: Statistical Package for the Social Sciences
TMA: trombotikus mikroangiopatia

TNFo: tumor nekrozis faktor o

TRAP: trombin aktival6 polipeptid

vWF:Ag: von Willberand faktor antigén
VWF:Rco: von Willebrand faktor risztocetin
kofaktor aktivitas

WHO: Egészségiigyi Vilagszervezet

YKL-40: human kitindz matrix protein



1. Prolégus

Kardio- és cerebrovaszkularis betegségekben a biomarkereket széles korben
alkalmazzuk diagnézisok feldllitdsdra, prognozis becslésére, terdpia monitorozasara. A
biomarkerek olyan jellegzetes, objektiven mérhetd biologiai jelz6anyagok (pl. gének, sejtek,
kémiai molekulak, enzimek, hormonok) amelyek a szervezetben jatsz6do fiziologiai és
patofiziologiai folyamatokra wutalhatnak. Az idedlis biomarker magas szenzitvitassal
rendelkezik, a korai felismerést segiti eld és kelloképpen magas a specificitasa az adott betegség
kimenetlére vonatkozdan. Tovabba fontos szempont az is, hogy a biomarker legyen kénnyen,
non-invaziv mddon ¢és elfogadhaté aron mérheto, igy gyors, reprodukalhaté vizsgalatot tegyen
lehetévé. A biomarker kutatdsok eldsegitik a betegségek patofizioldgiai folyamatainak
konnyebb megértését, valamint 0j terapids célpontokhoz vezetve javithatjak az egyes korképek
kimenetelét.

Doktori értekezésem két f6 ,,vaszkularis” betegséget vizsgalt. A dolgozat elsé része
strokeon atesett (,,kronikus™ vaszkularis betegség) egyéneket vizsgal. A dolgozat masodik
részeében a sulyos koronavirus fert6zés (,,akut” betegség) okozta vaszkularis komplikaciokkal

kapcsolatos vizsgalati eremdényeket taglalja.

KRONIKUS VASZKULARIS BETEGSEG: POST-STROKE HEMOREOLOGIAI
ES HEMOSZTAZIS VALTOZASOK VIZSGALATA

2. Bevezetés

A stroke egy olyan akut korkép, mely azonnali felismerést, diagnosztizalast és a kezelés
mieldbbi megkezdését kivanja, hogy minimalizélni lehessen az érelzarodas okozta irreverzibilis
agyszoveti karodast. A diganodzis felallitdsa klinikai €s radiologiai alapokon nyugszik. Az
ellatas elsddleges célja az agyi perfiizio mieldbbi helyreallitasa, a neurologiai tiinetek javulasa,
megsziintetése céljabol (ez torténthet intravénas trombolizis soran vagy mechanikus
trombektomia elvégzével). 2022. évi nyers statisztikai eredmények azt mutattdk, hogy az
incidencia 41-297eset/100.000 f6/év, a kiilonb6z6 orszagok eredményeit 6sszesitve. Csokkend
incidencia volt megfigyelheté a fejlett orszagokban, mig az alacsonyabb jovedelmii
orszagokban a betegség eldforduldsa emelkedd tendencidt mutatott. A 28-30 napos haldlozas
~10-40%. Az akut stroke-ot tuléld egyéneknél a visszatérd iszkémias epizodok eléfordulasi
es¢lye magas. Ahhoz hogy ezt a trombotikus rizikét csokkenteni tudjuk az aktudlis szakmai

ajanlasok I.A evidencia szinttel javasoljak az antitrombotikus terapia bevezetését a szekunder
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prevencio részeként. A leggyakrabban alkalmazott antitrombotikum az aspirin, az aspirin-
dipyridamol, a clopigorel és a ticagrelor. A gydgyszeres terapia mielobbi megkezdése javasolt
abban az esetben, ha a primér érelzarodast kovetden 24 oraval késziilt koponya CT/MRI
vizsgalat kizarta az intrakranialis vérzés fennallasat (I.B evidencia). A vérlemezlék élettana
fontos a stroke patomehanizmusanak megértésében. A trombogenezis inicialis kivaltoja egy
akutan kialakuld/latensen perzisztald endotél sériilés, amely a vaszkuléris szubendotéliumot
koagulacios kaszkad beinditasahoz, intravaszkuléris trombus képzddéshez vezet. Az irodalom
attekintése soran szamos korabbi kozlemény bizonyitotta azt, hogy a vérlemezekék igen magas

aktivitast mutatnak az akut stroke gyogyulasi fazisaban.

2.1. Kezelés ellenére fennallé rezidualis magas trombocita reaktivités (high-on-treatment

residual platelet reactivity, HTPR or HRPR)

A kezelés ellenére fenndlld6 magas trombocita reaktivitast ugy definidljuk, hogy a
vérlemezkék reaktivitasa fokozott, az antitrombotikum telité dozisanak beadasat kovetden is.
A HRPR statusz bizonyitasa laboratoriumi alapokon nyugszik. Multiplate® analizator
hasznélata esetén a vagoérték >468 egység/perc, ADP teszt soran. Korabban publikalt
metaanalizisek fliggetlen korrelaciot igazoltak a kezelés ellenére fennallo rezidualis magas
vérlemezke reaktivitas és a rekurrens iszkémias epizodok fellépte kdzott; minél magasabb volt
a rezidualis vérlemezke reaktivitas, annal nagyobb volt a kardio-cerebrovaszkularis események

ujboli eléfordulasanak rizikdja.
2.2, Ismétlodé stroke elorejelzésére hasznalatos biomarkerek

A biomarkereket réviden két f6 csoportra bonthatjuk: klasszikus ¢€s 1j(abb)
biomarkerekre. A széles korben elterjedt biomarkereket konnyli mérni, a napi rutin
diagnosztikai vizsgalatok részei, ide tartozik a C-reaktiv protein, fibrinogén és a D-dimer szint.
Az Ujabb biomarkereket foleg klinikai vizsgalatokban alkalmazzuk, illetve nagyobb
centrumokban mérhetdek, példaul neutrofil-limfocita arany (NLR), genetikai visgalatok,
interleukin-6 szint, YKL-40 fehérje. A korabban felsorolt bioldgiai anyagokrol mar tudott, hogy
emelkedett mennyiségiik fliggetlen Osszefliggést mutat a recidiv iszkémias epizodok

eléfordulasaval és a rossz funkciondlis kimenetellel stroke-on atesett betegek esetén.



2.3. Celullaris komponensek antiszedimentacidja

Bogar és munkacsoportja 2000-ben publikalta, hogy a leukocitdk flotacidja (felfelé
torténd mozgésa) egy oOras gravitacionak megfeleld szedimentacio sordn a teljes vérben, elore
jelzi a bakterémia felléptét kritikus allapota betegekben. Késobb publikaltdk, hogy a leukocita
antiszedimentacios rata (LAR) a post-stroke infekciok korai felismerését segiti el és a
munkacsoportunk a vérlemezkék mozgésat figyelte meg egy oOrds szedimentacid alatt.
Trombocita antiszedimentacidés rata (PAR) a vérlemezkék azon aranyat mutatja, amik a
véroszlop szamtani kozepétdl felfelé mozognak az egy oras gravitacios szedimentacié soran. A

neutrofil granulocitak aktivacidjat jol mutatja a neutrofil antiszedimentacios rata (NAR).
2.4. Vérlemezke asszocialt mikrovezikulumok

Periférias vérben keringé mikrovezikulumok (MV-K) kiss sejt membranbol szarmazo
partikulumok (atméréjiik: 0,1-1,0 mikrométer), megtalalhatok a likvorban, konnyben, nyalban,
anyatejben, és a bronchoalveolaris mosofolyadékban is. Legnagyobb szamban vérlemezke
eredeti mikroverzikulumokat taldlunk a humén periférias vérben, eredetiiket szamos
sejtfelszini marker jelenléte biztositja, példaul CD42a (glikoprotein IX, GPIX) valamint a
CD62P (P-szelektin) jelenléte. A CD42a expresszio kizardlag a vérlemezkék ¢és a
megakariocitak felszinén fordul eld. A glikoprotein IB-1X-V komplex a vérlemezkék felszinén
felel a von Willebrand faktorral valé kapcsolodasért. A mikrovezikulumok szamos biologiai
funkcioval rendelkeznek, fontos szerepiik van az antigén prezenticioban ¢és egyéb
immunologiai vélaszreakciokban, tovabba eldsegitik a sejtek kozotti kommunikaciot azaltal,
hogy lipideket, fehérjéket és genetikai anyagokat szallitanak a kozeli vagy akar tavoli helyekre
is, ezaltal a célsejtek funkciojat modifikalni képesek. A vérlemezke eredetii mikrovezikulumok

fontos biomarként funkcionélnak kiilonféle kardio- és cerebrovaszkularis betegségekben.
3. Hipotézis, célkitiizés

Vizsgalatunk sordn célul tliztiik ki a stroke-on atesett betegeknél

- a periférias vér alakos elemeinek vizsgalata, azok esetleges prediktor szerepe a
rekurrens iszkémias epizodok vonatkozasaban

- hosszu tavl kimenetelt elére jelz6 molekuldk azonositasa

- a modositott vérlemezke funkcids teszt prediktiv értékének Osszehasonlitdsa a

konvencionalis trombocita impedancia aggregometriai vizsgalatokkal
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- kiilonboz6 eredetii perifériasan keringé mikrovezikulumok 6sszehasonlitasa a stroke-on
atesett betegek és az egészséges kontrollok kozott
betegekben

- Osszefliggések feltarasa a kezelés ellenére fennalld rezidualis magas vérlemezke

reaktivitas és a periéfirasan keringd mikrovezikulumok kozott
4. Vizsgalati modszerek
4.1. Vizsgalat felépitése és a vizsgalati alanyok

A tézis alapjat képez6 vizsgalat egy prospektiv, obszervacids pildta tanulmany volt. A
vizsgalati protokollt és az etikai engedélyt a Pécsi Tudomanyegyetem, Regionalis Kutatas
Etikai Bizottsaga hagyta jova (referencia szam: 6735), Nemzetkozi Klinikai Vizsgalatok
Regiszterben a vizsgalat azonositoszama: NTC03679858. A bevatkozasok az 1975-ben
megfogalmazott Helsinki Deklaracié etikai ajanlasai alapjan torténtek. Irasos beleegyezd
nyilatkozat keriilt aldiratdsra a vizsgalatba bevont betegek és a kontroll személyek altal is.
Osszesesen 52 (atlag életkor 66 + 8év, ebbdl férfi: 31) antitrombotikus terdpidban részesiild
(clopidogrel 75mg/nap) stroke-on atesett személy keriilt bevonasra prospektiv modon a
vizsgalatba, hogy meghatazozzuk a terapia effektivitdsadt és a modositott aggregometriai
vizsgalat hasznat, acélbol, hogy a magas rizikdju populéaciot idében ki tudjuk sziirni, ezzel
megeldzvén a recidiv cerebralis iszkémiat. A betegek koziil 18 fonél (atlag €letkor 66 + 8¢év,
ebbdl férfi: 12) vizsgaltuk a periférids vérben a mikrovezikulumokat. A vizsgélatba
bevalogatott betegek mindegyike nagyér okkluzio okozta stroke-on esett at és rendszeresen jart
kontroll vizsgalatra a PTE KK Neuroldgiai Klinika Jarobeteg Ambulanciaira, ahol a vérvételek

torténtek.
4.2. Mintagyiijtés

A vérvételeket a betegek gyogyszerszedési ritmusahoz idozitettiik, a vér legalalabb az
antitrombotikus gyogyszer bevételét kovetden 2 oraval keriilt levételre. Az ¢homi vérmintak
21G-s kaniilon keresztiil lettek levéve a beteg és egészséges alanyoktol a konyok hajlati vénan
keresztiil rovid strangulaciot kovetden zart rendszerii vérvételi csovekbe. A levett vérmintakat
slirgdsséggel laboratoriumba széllitottuk, ahol feldolgozasuk a mintavételt kdvetd egy oran

beliil megkezdddott.



4.3. Trombocita és neutrofil antiszedimentacios rata

Munkacsoportunk egy modositott iilepitési technikat dolgozott ki a vérlemezkék és a
neutrofil granulocitdk szedimentécios tulajdonsagainak vizsgalatara. Westergreen szerinti egy
Oras gravitacionak megfelelé iilepitést kovetden a mintavételi csévet (EDTA és hirudin) a
szamtani kozepénél megjeloltiik, az attol felfelé 1évd véroszlopot atpipettaztuk egy masik
EDTA ¢és hirudin tartalmu kémcsébe, az igy képzett ald €s felsd vérfrakciobol végeztiik a
tovabbi vizsgalatokat. A moddszer vizualis ismertetése az 1. dbrdn lathato. Teljes vérkép
meghatarozas, vérlemezke és neutrofil (%) szdm keriilt meghatarozdsa a szedimentacios,
szeparacios technikat kovetden a Sysmex XN 9000 integral hematologiai analizator
segitségével. Ezt kovetden kiszdmitasra keriilt a trombocita antiszedimentacios rata (PAR; %),
a leukocita antiszedimentacios rata (LAR; %) és a neutrofil antiszedimentécids rata (NAR; %).
A szamitas az alabbi képlet alapjan tortént:

sejtszam (felsd frakeid)— sejtszam (also frakeio

100

sejtszam (felso frakcio)+ sejtszam(also frakcio)

Felsd frakcio:
trombocitak (G/L) /
neutrofilok (%)

Teljes vér:
\, trombocitak (G/L) /
' neutrofilok (%)

Also frakcio:
trombocitak (G/L) /
neutrofilok (%)

0 60’

1. abra Gravitacios szedimentdcios és szepardcios technika sematikus abrdja. Az also és felsd vérfrakcio képzése

egy ora szedimentaciot kovetoen. Az abrat Schrick D. készitette.

4.4. Vérlemezke funckios vizsgalat

A vélemezeke funkcids vizsgalatokat Multiplate® impedancia aggregométer
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also ¢és felso, hirudinnal antikoagulalt vér frakciokbol. A vizsgélatot minden esetben a vérvételt
kovetden 60 perccel végeztiik el, agonistaként adenozin-difoszfatot (ADP, 6.5M) alkalmaztunk
a clopidogrel hatasdnak vizsgalatara. Az aggregacid6 mértékére a gorbe alatti teriiletet
hasznaljuk (are under the curve, AUC). Az AUC-t az eszkoz szoftvere kiszamolja, azaltal hogy
az aggregacids egységet (AU) megszorozza az aggregacidig eltelt idével (min). ADP-teszt
esetén a normal aggregacio értéke AUC: 53-220 kozott varhatd. A teljes vérbol mért aggregéacio
mértéke alapjan a clopidogrel kezelésben részesiilé betegeket két csoportra osztottuk fel:
AUC<53 esetén ,reszpondereknek™ neveztik el Oket, mig AUC >53 esetén ,low-

reszponderként” deklaraltuk oket.
4.5. Minta elokészités és a mikrovezikulumok mérése

Egy orés gravitaconak megfeleld szedimentaciot kovetden az also €s a felsd frakcidban
1évé citrattal antikoagulalt vért szobahOmérsékleten, 2500xg-n, 20 percen Kkeresztiil
centrifugaltuk. A szupernatanst egy j mérésre alkalmas csébe helyeztiik, majd 2500xg-n
tovabbi 20 percig centrifugaltuk, hogy sejtmentes plazmat nyerjiink. A sejtmentes plazma
feliiluszojat Eppendorf csébe helyeztiikk, majd folyékony nitrogénben -80°C-ra hiitottik, a
tovabbi mérések megkezdéséig. A jeloléshez kivalasztott CD markereket és azok celullaris
eredetét, a fluoreszcens festék szinét és a gyartd specifikéacioit az 1. tablazat foglalja Ossze.
Aramlasi citrometrias mérések és az eredmények analizise a Beckman-Coulter FC-511 aramlasi
citométer segitségével, a CXP szoftver hasznalataval torténtek. A mikrovezikulumok referencia
kapuzasahoz a Biocytex Megamix gyongyeit hasznaltuk. Oldalrél szoro (side scattered; SSC),
elére szoro (forward scatter; FSC) és a fluoreszcens csatorndkat logaritmikus skala szerint
allitottuk be. A mikrovezikulumok kapuzasdhoz hasznalt mérettartomany 0,5 mikrométer volt.
A kapuzott események, tovabbi, pontosabb meghatarozasahoz annexin jeldlést alkalmaztunk.
Annexin V pozitiv mikrovezikulumok fluoreszcens intenzitasa az izotipus kontrollok felett volt.
Ahhoz, hogy meghatarozzuk a mikrovezikulumok szdmat, egy ismert koncentraciot
(1x10%/mL) és 3 mikrométer atmérdjii mikrogydngydket hasznaltunk, hogy biztositani tudjuk

az optimalis jelolési koncentraciot.



CD marker Sejt eredete Fluoreszcens festék Gyarté

CD62P (P szelektin) Vérlemezke PE Beckman-Coulter
CD41 (GPIIb/111a) Cy5 Beckman-Coulter
CD42a (GPIb/V/1X) FITC Becton-Dickinson
PAC1 (GPIIb/111a, FITC Becton-Dickinson
fibrinogén kotd hely

kozelében)

CD31 (PECAM-1) Endotélium sejt PE Becton-Dickinson
Annexin V Foszfatidil-szerin FITC, Cy5 Becton-Dickinson
Egér I1gGl Izotipus kontroll FITC, PE, Cy5 Becton-Dickinson

1. tablazat A mikrovezikulumok mérése soran CD markerek, azok eredete, fluoreszcens festék tipusa és a gyarto

Jjellemzdi. Roviditések: Cy5, Cychrome5; FITC, fluoreszcein izotiociandt;, PE, fikoeritrin; g, immunoglobulin
4.6. Adatgyiijtés és statisztikai analizis

Tarsbetegségek, kronikusan szedett gyogyszererek és a dohanyzasi statusz minden
egyénnél rogzitésre keriilt. A vaszkularis események incidencidjat a teljes vizsgalati
populdcidban 36 hoénapos utdnkovetés soran vizsgaltuk. Az akut koronaria szindréma
fennallasat az aktudlis szakmai irdnyelveknek megfelelden hataroztuk meg. Az sszes rekurrens
cerebralis iszkémias epizodot koponya képalkotd vizsgalattal igazoltuk.

Eredményeineket SPSS szofver segitségével elemeztiik (IBM SPSS Statistics® 27.0).
A folyamatos valtozok esetében mediant, interkvartilis tartomanyt (vagy atlagot) és standard
deviaciot hataroztunk meg. Kategorikus valtozok esetében gyakorisagot és szazalékos aranyt
vizsgaltunk. A kategorikus valtozok osszehasonlitasara a kiilonb6z6 vizsgalati csoportokban a
Student-t tesztet, Mann-Whitne U tesztet és az egy-karos ANOVA, valamint Kruskal-Wallis
tesztet haszndltuk. A folyamatos valtozokat Fischer tesztek és y2-probaval elemeztiik. A
korrelacidkat Spearman korrelaciés koefficiens meghatarozasaval jellemeztiik. Binaris
logisztikus regressziot végeztiik, a fiiggetlen prediktorok vizsgélatdra, a kezelés ellenére
fennalld rezidudlis vérelemezke rekativitds kimutatisara. A p-érteket <0,05 tekintettiik

szignifikansnak.



5. Eredmények

Osszesen 52 post-stroke beteg keriilt prospektiv médon bevondsa a vizsgalatunkba. Az
Osszes beteg nagyér okkluzid okozta stroke-on esett at, melyet CT/MRI vizsgalattal igazoltak.
11 recidiv iszkémias epizod fordult eld (stroke n=5; aCS n=6) a 36 honapos utankdvetés soran.
Az antiszedimentacios értékek koziil egyediil a neutrofil antiszedimentacids rata mutatott
szignifikans kiilonbséget a recidiv iszklémiat elszenvedd és az eseménytelen obszervacios
periddussal rendlekezd betegpopulacid kozott. Nem volt sziginikans kiillonbség a kiinduld
vérkép paraméterekben, azonban az vérsejt-siillyedés tendencidozusan magasabb volt az
iszkémidra hajlamos betegcsoportban.

Az AUCrss szignifikdnsan magasabb volt a rekurrens iszkémiat elszenvedd egyének
kozott, az eseménytelen populacioban ez a tendencia nem volt megfigyelhetd (p=0.003), az

eredményeket a 2. tabldzat foglalja Ossze.

Osszes beteg Eseménytelen Stroke + ACS p-értek

n=52 n=41 n=11
AUC 40.5 (27.53.5) 40 (27-54) 42 (32.5-44) 0.866
AUCrss 56 (22.5-76.5)  51.5(19.5-77.5) 65 (42-75.5) 0.247
AUCaiso 18 (13.5-22) 28 (14-34) 17 (13-20) 0.567
Osszes beteg Eseménytelen Rekurrens stroke p-érték
n=52 n=41 n=5
AUC 40.5 (27-53.5) 39 (27-53) 43 (42-44) 0.347
AUCreis 56 (22.5-76.5) 49 (21-74) 77 (71-92) 0.020
AUCuiss 18 (13.5-22) 18 (14-44) 17 (11-19) 0.763

2.tablazat Gorbe alatti teriilet (AUC) a teljes vérben, egy ords szedimentdciot kovetéen képzett felsé és also
verfrakciokbak az dsszes betegben, dsszehasonlitva az eseménymentes utankovetési periodust a recidiv iszkémids
epizodokat elszenveddkkel (kompozit vaszkuldris események: stroke+ACS, és csak rekurrens stroke) Roviditések:

ACS, akut koronaria szindroma; AUC, gérbe alatti teriilet

A 2. dbran a kiilonféle valtozok ROC gorbéje figyelheté meg, a recidiv iszkémids
epizédok eldre jelzésének vonatkozdsdban. Kohorsz vizsgalatunkban, a neutrofil
antiszedimentécios rata (NAR) >-0,431 vago értékkel fiiggetlen rizikofaktornak tekintendd a
kompozit rekurrens események eléfordulasat kovetden, szenzitivitasa 82%, specificitdsa 88%
volt a 36 honapos utankovetési periodusban (area: 0,847, p=0,002, 95%CI: 0,703-0,992) (2A).
Az AUCriss >70 vagd értékkel a rekurrens iszkémias epizoédok eldrejelzésében 80%-0s

szenzitivitassal és 74%-os specificitassal birt az utankdvetés soran (area: 0,813, p=0,023,



95%ClI: 0,689-0,937) (2B). A legszofisztikaltabb eldrejelzési valdszinliséggel a két érték
kombinacidja (NAR + AUCr.ss) rendelkezik (area: 0,881, p=0,001, 95%CI: 0,754-1,0) (2C).

A B C

Szenzitivitas
Szenzitivitas

Szenzitivitas

2. abra A valtozok ROC gérbéje, amelyek elére jelzik a vaszkularis torténések ismétlédését 36-honapos utankiovetési
periodus sordn. A: neutrofil antiszedimentacios rata (NAR), area=0,847, p=0,002, 95%Cl 0,703-0992; B: AUCy.ss,
area= 0,813, p=0,023, 95%CI 0,689-0,937, C: NAR és AUCr.s kombinalt eldre jelzd valosziniisége, area:0,881,

p=0,001, 95%CI 0,754-1,0
18 stroke-on atesett betegnél vizsgaltunk a periférias vérben el6forduld

mikrovezikulumokat. Az eredményeket 20 egészséges kontrollal hasonlitottuk &ssze. A
demografiai és a kiindul6 laboratériumi paraméterek a kiilonb6z6 csoportokban a 3. tdabldzat
részletezi. A legfontosabb mikrovezikulum paramétereket a 3. dbran mutatjuk be.

A teljes vérbdl mért AUC ¢és a trombocita aggregacid sebessége negativ korrelaciot
mutatott az also frakciobol mért mirkovezikulumok szdmaval, egy oOras iilepitést kdvetden.
Megjegyzendd, hogy szignifikans negativ korrelacio6 (r=-0,801, p=0,005) volt megfigyelhetd az
aggregacio sebességeében a reszponderek esetében (n=11).

Az also frakcioban mérhetd PAC-1" mikrovezikulumok mennyisége pozitiv korrelaciot
mutatott a neutrofil granulocitak (%) aranyaval az also frakcioban egy oras szedimentacio utan
(r=0,634, p=0,008). Tovabba a CD42a" mikrovezikulumok a fels6 frakciobol mérve
szignifikéans pozitiv korrelacidt mutattak az also frakcioban 1€évo neutrofilok mennyiségével (%)
(r=0,652, p=0,006). A fentebb ismertetett 0sszefiiggések nem voltak megfigyelhetdk abban az

esetben, amikor csak a teljes vér alakos elemeit, mikrovezikulumait vizsgaltuk.



Post-stroke betegek Kontrollok p-érték
n=18 n=20

Eletkor 65 (60-70) 57 (49-63) 0,078

Férfi/n6 12/6 10/10 0,298

MV (x10%/ml)  teljes vér felso frakcid6  also frakcio teljes vér

Osszes MV 3,43 1,79 1,53 0.22 <0,001
(2,34-4,70)  (0,37-2,82) (0,96-1,89) (0,13-0,37)

CD31* 0,43 0,25 0,07 0,08 0,016
(0,12-0,55) (0,10-0,46) (1,13-1,255)  (0,04-0,16)

CD42a* 0,21 0,13 0,05 0,02 <0,001
(0,09-0,48) (0,07-0,32) (0,02-0,10) (0,01-0,03)

CD41* 0,25 0,15 0,04 0,15 0,251
(0,13-0,56) (0,10-0,53) (0,03-0,24) (0,09-0,25)

CD62P* 0,48 0,26 0,15 0,17 0,105
(0,09-0,85) (0,07-0,59) (0,03-0,24) (0,09-0,33)

PAC-1* 0,009 0,008 0,003 0,01 0,515
(0,009-0,03) (0,007-0,02)  (0,002-0,007) (0,009-0,02)

3. tablazat Demogrdfiai paraméterek, mikrovezikulumok jellemzdi betegekben és egészségesekben. Roviditések:

MV, mikrovezikulum; CD, ,, cluster of differentiation ’; PAC, prokaszpdz aktivicios anyag

C CD42a" MV

A OsszMV B CD31"MV
1.5- 0.0'6 <00001
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3. dbra A: Osszes mikrovezikulum B: CD31* mikrovezikulumok, C: CD42a*mikrovezikulumok post-stroke

betegekben és egészséges kontrollokban (Mann-Whitney teszt)
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6. Diszkusszio

Sem a leukocita antiszedimentacids rata (LAR), sem a trombocita antiszedimentacios
rata (PAR) nem volt prediktiv a recidiv iszkémias epizodok eldre jelzésére stroke-on atesett
betegek korében. Ennek hatterében allhat, hogy a vérlemezkék és a fehérvérsejtek foként az
érelzarddast kovetd par napban (akut fazisban) befolyasoljak a betegség lefolyasat, ahogy ezt
korabban stroke-ot koveté infekcioban és égett betegekben is leirtak. Allatokon végzett
kisérletek, valamint human klinikai adatok is az aktivalt periférias alakos elemek fontossagat
hangsulyozzak a stroke-ot kovetd neuroinflammacié kialakulasa soran. Az aktivalt
fehérvérsejtek tartos jelenléte a szisztémas keringésben allando kockazatot jelent a kronikus
gyulladasban szenved6 (endotelialis diszfunkciot okozo) betegekben. A neutrofil granulocitak
fontos markerek lehetnek a stroke kimenetelének megbecslésére. A vizsgalatunkban a
neutrofilok lefelé torténé mozgasa (szedimentacidja, -NAR) volt megfigyelheté azon egyének
kozott akik az utankovetési periodusban kompozit vaszkularis események elszenved6i voltak.

Az irodalomban szamos adat ravilagit arra, hogy sok sziv- és érrendszeri, jol
egylttmiikodé betegnél az antitrombotikus terdpia ellenére perzisztald rezidudlis magas
vérlemezke reaktivitds van jelen. Bar tobb tanulmany is kimutatta, hogy az agyi iszkémia
kiujulasi valosziniiségét a magas rezidualis trombocita aktivitas noveli, az allapot rutin keretek
kozt torténd szlirase jelenleg nem megoldott a neurolégusok korében. Tehat tobb randomizalt,
kontrollalt, multicentrikus tanulmanyra van szikség, melyek figyelembe veszik azon
valtozokat, melyek az allapot kialakulasaért tehetdk feleldssé, példaul stroke altipus, etiologia,
a vizsgalatai protokollok technikai eltérései, interindividuélis farmakogenetikai kiilonbségek és
a betegek viselkedése, terapia betartasa. A rizikéd stratifikacid, a trombocita funkcids
vizsgalaton alapuld, személyre szabott gyogyszeres terdpia csokkentheti az iszkémia
kigjulasanak ardnyat. Vizsgalatunkban a clopidogrelre adott alacsony valaszreakciod
Multiplate® mérések alapjan a teljes vérbol nem tudta elére jelezni a visszatérd stroke
epizodokat. Azonban, a felsd vérfrakciobol mért magasabb AUC vagoértékkel (>70) a jovObeni
stroke epizodok 1j, fliggetlen eldrejelzdjeként jelent meg. Megfigyelésiink arra utal, hogy a
vérlemezkék felfelé iranyu mozgasa Osszefiiggésbe hozhaté a fokozott vérlemezke aktivitas
kovetkeztében megnovekedett trombotikus hajlammal. Amikor a NAR és az AUCrtlss
kombinacidjat hasznaltuk a statisztikai modellben, a jovObeni vaszkuldris események eldre
jelzési valoszinlisége még pontosabb volt.

Wang és munkacsoportja megfigyelte, hogy a mikrovezikuldk szdméanak emelkedése

szignifikdnsan magasabb volt post-stroke betegekben a non-cerebrovaszkularis kontrollokhoz
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képest. Egy nemrégiben publikalt metaanalizissel 6sszehasonlitva azt talaltuk, hogy a periférias
vérben keringd endotél eredetli (CD31") és vérlemezke eredetii (CD42a*) mikrovezikulak
szama szignifikansan magasabb volt a post-stroke betegekben, mint az egészséges kontroll
csoportban. Ugy véltiik, hogy a vérlemezkék eredete és szama befolyasolhatja a clopidogrel
kezelésre adott valaszt. Bar nem észleltiink szignifikans Osszefliggést a trombocita funkcios
teszt és a mikrovezikuldk szadma kozott, azonban negativ korrelaciot fedeztiink fel az AUCeljesver
¢és az als6 vérfrakcidban 1évé mikrovezikulumok szdma kozott egy oras iilepitést kdvetden.
Hipotézisiinket és eredményeinket Kafian és munkacsoportja altal felfedezett eredmények is
alatamasztjak, miszerint a clopidogrel kezelés ellenére fennalld rezidualis magas vérlemezke
reaktivitas 0sszefliggésbe hozhato6 a periférias vérben keringé sok mikrovezikulummal. Ezt az
allitast cafolja Rosinska kutatocsoportja, akik aspirint szed6 post-stroke betegekben nem
talaltak Osszefiiggést a rezidudlis vérlemezke reaktivitds és a mikrovezikulumok eredete,
mennyisége kozott. Akut stroke betegekben a PAC-1Y/CD61*, CD62P*/CD61" és
CD317/CD61" mikrovezikulumok megndvekedett koncentraciojat talaltdk, ami a trombocita
aggregacio gatlo kezelés sikertelenségét jelezte eld. Tovabba, a mikrovezikulumok mennyisége
a periférias vérben jol becsli a betegség sulyossagat, annak lefolydsat és a prognozist.
Vizsgalatunkban negativ korrelacio volt megfigyelhetd a trombocita aggregacio sebessége és a
mikrovezikulumok szama kozott az also vérfrakcidban egy 6rds szedimentaciot kovetden. A
szeparacios technika alkalmas lehet a jovOben a clopidogrelre jol és kevésbé, vagy nem reagalod
egyének szlirésére, ezaltal a személyre szabott terapia lehetdségeinek megteremtésére. A
neutrofilok és mikrovezikulumok kozott tapasztalt Osszefliggés fontos lehet a betegség
hattarében allo tromboinflammatorikus kaszkad feltérképezése soran is. Michelson és
munkacsoportja vérlemezke-neutrofil granulocita komplexeket azonositott a trombocita
aktivacio eldrejelzésére. Szamos egyéb allat- és human vizsgalat felismerte, hogy a neutrofilok
és a vérlemezkék igen diverz biologiai funkcidval rendelkeznek, immunotrombdzis

kialakulasahoz vezethetnek.
7. Vizsgalataink limitalo tényezoi

Eredményeink értékelése sordn fontos figyelembe venni szdmos limitald tényezot,
melyek az aldbbiak voltak:

- kis eset szdm

- akut stroke betegek nem kertiltek bevonasra a vizsgalatba

- rekurrens iszkémids epizodok kozé, csak a klinikailag szignifikdns akut koronaria

szindroma ¢€s cerebralis iszkémia (stroke, tranzient iszkémids attak) keriilt bevonasra, a
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lakunéris, néma 1€ziok nem voltak figyelembe véve (MRI vizsgélat nem késziilt minden
betegrol)
- mintavétel ideje és az index esemény kozott kiilonbozo idok teltek el

- csak clopidogrel monoterapidban részesiilo egyének keriiltek bevonasra a vizsgélatba

AKUT VASZKULARIS BETEGSEG:
COVID-19-HEZ TARSULO KOAGULACIOS VALTOZASOK VIZSGALATA

8. Bevezetés

2019. december 1-jén a Kinai Népkoztarsasagban, a Hubel tartomanyban talalhato
Vuhanban egy rendkiviil fert6z6 légiti betegség jelentkezett, amelyet a SARS-CoV-2 virus
okozott, és szamos ismeretlen okbol kialakulo sulyos tiidégyulladast jelentettek. 2020. marcius
11-én a WHO globalis vilagjarvanynak nyilvanitotta az 0j koronavirus okozta infekciot. A
legfrissebb adatok szerint (2022. december) vildgszerte tobb mint 0,6 millidrd esetet
diagnosztizaltak és tobb, mint 6 millié halaleset kovetkezett be a fert6zés miatt. Mindekozben,
tobb mint 13 milliard megel6z6 vakcinat adtak be az embereknek vilagszerte.

A betegség inkubacids ideje 5-6 naptdl akar 14 napig is terjedhet, ezen tliinetmentes
Ossze. A diagnozis felallitasa klinikai tiinetek, laboratériumi eredmények és radiologiai leletek
alapjan torténik. Az infekci6 fennallasat, a virus genetikai anyagénak kimutatasaval, valos idejli
polimeraz lancreakcio (RT-PCR) révén, nazofaringealis kenetb6él, bronchoalveolaris
mosofolyadékbol lehet igazolni. Ezen tilmenden a COVID-19 antigén kimutatasa a gyors
diagnozis fellatdsban hasznos lehet. Jol ismert a virus tidé szovetben kifejtett hatédsa,
tiidogyulladéas kialakuldsa, azonban a fertdzés tiidon kiviili manifesztacioirél sem szabad
megfeledkezniink. A betegség leggyakoribb extrapulmonalis megnyilvanulasait az 5.dbrdn
foglaljuk Ossze. Sulyos betegség esetén a tobbszervi elégtelenséget és a hiperkoagulabilis
allapot fennéllasat az immunotrombotikus rendszer diszregulacidja magyardzhatja. A COVID-
19 egy olyan hiperkoagulabilis allapotot eredményez, amelyet COVID-19-hez kapcsolddo
hemosztazis rendellenességnek neveznek (CAHA), az éllapotnak egyeldre konszenzus
definicidja nincs. A 6.dbra a COVID-19 betegeknél észlelhetd alvadasi rendellenések atfedés-

szerll szindromait mutatja be sematikusan.
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munkacsoportja publikalta korabban.
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6. abra COVID-19 asszocialt koagulopdtia sematikus dbrdja. A specialis klinikai tiineteggyiites t6bb

vaszkuldris betegség egymast dtfedé kombindacidjanak tekinthetd: hemofagocitozis szindroma (HPS), az
antifoszfolipid szindréma (APS), trombotikus mikroangiopdtia (TMA), szepszis indukdlta koagulopdtia (SIC),
disszeminalt intravaszkularis koagulopatia (DIC) jellemzdit hordozza magaban. Az abrdat Schrick D. készitette,

Toshiaki és munkacsoportja dltal publikaltt ,, Unique characteristics of COVID-19 coagulopathy” cimii

9. Hipotézis és célkitiizések

COVID-19 extrapulmonalis manifesztacidéi koziil a tromboembolids komplikaciok,
hemoreologiai €s koagulacios kaszkad-beli valtozasok voltak érdeklddésiink kozéppontjaban.
Vizsgalatunk soran célul tliztiik ki:

- hemosztazis zavarok specialis aspektusainak feltarasa

- Osszefiiggések azonositasa a hagyomanyos hemoreologiai €s hemosztazis paraméterek

kozott a mortalitds és a trombotikus szovomények vonatkozasaban

- vérlemezke reaktivitds valtozasainak kimutatasa

- megvaltozott fibrinolitikus véalasz kimutatdsa

- személyre szabott antitrombotikus stratégidk kidolgozasa
10. Modszer
10.1. Vizsgalati alanyok

A prospektiv pildta tanulmanyunkat az Egészségiigyi Tudomanyos Tandcs Tudomanyos
és Kutatasetikai Bizottsdga hagyta jova (20783-5/2020/EUIG). A vizsgalat egy multicentrikus,

kollaborativ kutatas (Semmelweis Egyetem) részeként jott 1étre, a tézis alapjat képezd vizsgalati
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eredményeket a pécsi kutatocsoport végezte. A bevatkozasok az 1975-ben megfogalmazott
Helsinki Deklaracio etikai ajanlasai alapjan torténtek. frasos beleegyezd nyilatkozatot irtak ala
a betegek (vagy sulyos allapot esetén legkdzelebbi hozzatartozodja) €és a kontroll csoport tagjai
is. 21 sulyos SARS-CoV-2 fertdzés miatt (PCR-ral igazolt) hospitalizalt beteg keriilt bevonasra
a vizsgalatba. A betegek mindegyike oxigén szupplementaciora szorult (nazalis nagy aramlasu
O- terapia, non-invaziv 1élegeztetésre, vagy invaziv 1¢legeztetésre szorult). A betegek a Pécsi
Tudomanyegyetem, Klinikai Kozpont, Koronavirus Ellatdé Kozpont, Intenziv Osztalyan
fekiidtek. Minden beteg 100mg/nap aspirin €s profilaktikus LMWH kezelésben részesiilt, az
antitrombotikus-antikoagulans profilaxis helyi protokollja alapjan. A vizsgalatban részt vevd
betegek regularis NSAID-ot nem szedtek, sziikség esetén paracetamolt kaptak (pl. 1az esetén),
az analgoszedaciot egységesen propofol (fmidazolam) €s opioid (sufentanil) adagolasaval
biztositottuk. A kontroll csoportba 21 egészséges SARS-CoV-2 PCR negativ egészségiigyi

dolgozo keriilt bevalogatasra.

10.2. Vérkép, éretlen vérlemezke frakcié (IPF) meghatarozas, eritrocita szedimentacios

rata (ESR), hs-CRP, ferritin, IL-6 mérések

A teljes vérkép meghatarozast, valamint a neutrofil granulocitdk szamszerli mérését a
Sysmex XN 9000 integralt, automata hematologiai analizatorral végeztikk. A trombocitdk
szamat a fluoreszcens csatornan keresztiil detektaltuk. Ezen a csatornan a vérlemezkék specialis
intracellularis jelolését végeztik fluoreszcens festék alkalmazasaval. Alapja az aramlasi
citometria, ahol a méréshez eldre szort fényt (FSC), oldalso szort fényt (SSC) és fluoreszcens
fényt (SFL) hasznéltunk. A sejtek szamlalasat kovetden a magas fluoreszcencidt mutatd
vérlemezkéket szeparaltuk, igy képezvén az éretlen trombocita frakciot (H-IPF). Az eritrocita
szedimentacids rata a vorosvértestek tilepedését vizsgalja egy oras szedimentacio soran, a mérés
végén a tiszta plazma jelenléte alapjan olvashato le annak értéke (mm/h). Magas szenzitivitast
C reaktiv protein meghatarozasat a betegek szérumabol Roche Cobas 6000 teljesen automata
kémiai analizatorral végeztiik. Ferritin és interleukin-6 szinteket Cobas e801 teljesen automata
analizatorral mértiik, mindkét mérés egy elektrokemilumineszcens immuno-assay (ECLIA)

segitségével tortént, ami in vitro kvalitativ mérésekhez hasznaltunk.
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10.3. Véralvadasi vizsgalatok
10.3.1. Rutin és specialis alvadologiai mérések

A rutin hemosztazis paramétereket (aPTT, D-dimer, fibrinogén) az ACL-TOP-750
analizator segitségével mértiik. A ,,specialis” teszteket az ACL-TOP-500 késziilék (automatan
kapuzott immuno-assay) segitségével végeztiik el. A von Willebrand faktor antigén (VWF:Ag)
¢s a von Willebrand faktor risztocetin kofaktor aktivitds (VWF:Rco) kvalitativ meghatarozasa
fontos az endotelidlis karosodas kiumatdsaban. A plazminogén (fibrinolizisben kritikus
szereppel bir) és az alfap-antiplazmin (fibrinolitikus rendszer természetes regulatora) méréséhez

automata kromogén-assayt hasznaltunk.
10.3.2. Trombocita funkcios vizsgalatok

Az aspirin terapia monitorozasara hirudinnal antikoagulalt vérbdl, a mintavételt kovetd
egy oOran beliil impedancia aggregometrias vizsgalatot végeztiink (Multiplate®, ASPI teszt:
arachidonsavat adtunk a vérhez az alvadéas aktivacidjdhoz). Egyéb tromboccita funkcids
vizsgalatainkat az alabbi reagensekkel végeztilk: ADP (ADP-teszt), trombin receptor aktivald
peptid-6 (TRAP-teszt), risztocetin (RISTO-teszt). Tekintettel az univerzalis kiiszobértékek
hidnyara, az ASPI teszt normal aggregacios tartomanya AUC 75-115U volt, ADP-teszthez
AUC 94-156U, TRAP-teszthez AUC 94-156U, RISTO-teszthez AUC 90-201U lett
hozzarendelve, a gyarto leirasai alapjan. Korabbi tanulmanyokban ,,reszpondernek” deklaraltak
az AUC <40 érteket, mig ,Jlow-reszpondernek” az AUC>40 feletti ertékkel rendelkezd

egyéneket.
10.3.3. Viszkoelasztikus vizsgalatok

Viszkoelasztikus méréseinket ClotPro® késziilékkel végeztik. A rendszer az aktiv
pipetta-hegy technoldgiaval dolgozik, ami azt jelenti, hogy a pipettakban inditoreagens
talalhat6, amely 340 mikroliter vérrel keveredik a felszivas sordn. A mérés soran van egy tii,
ami fix pozicidban rogzitett, €s egy tégely, amely mozog, a vért ebbe helyezziik. Az alvadas
beindulasaval parhuzamosan észlelhetdé mozgasi amplitidd csokkenést elektromosan lehet
detektalni, ez képezi a tromboelasztikus gorbéket. Minden COVID-19 betegnél és a kontroll
populacidban is egységesen, ugyanazokat a méréseket végeztiik el, melyek az aldbbiak voltak:
EX-teszt (szoveti faktor altal aktivalt proba polibrénnel), IN-teszt (ellagsavval aktivalt proba),

FIB-teszt (szoveti faktor altal akitvalt proba, a vérlemezkék funkcidja nélkiil), ECA-teszt
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(ekarinnal inditott alvadas), és tPA-teszt (rekombinds szoveti faktor aktivator anyag az extrinsic
uton inditja be az alvadési kaszkadot). Minden vizsgélatnal az aldbbi paraméterek keriiltek
rogzitésre: alvadasi id6 (CT), alvadék képzddési idé (CFT), alfa szog (az alvadék képzddés
amplitidoja egy meghatarozott idoben), maximalis alvadék szilardsag (MCF), maximalis lizis
(ML) és lizis 1d6 (LT). A sulyos koronavirus fertdzés miatt intenziv osztalyon kezelt betegeket
két csoportra bontottuk a fibrinolizis soran észlelt kiilonbségek kapcsan. Definicionk alapjan, a
fibrinolitikus valasz csokkent volt, ha a lizis ideje tobb mint 393 szekundum volt (a vagdérték

képzésének alapjaul az irodalomban korabbrol fellelhetd cikkek szolgaltak).
10.4. Adatgyiijtés és statisztikai analizis

Komorbiditasok, kronikusan szedett gyogyszerek és az aktualis terapidban alkalmazott
gyogyhatasu készitmények, teljes labor paraméterek és a szervpotld tiamogatasok dsszességérol
sz616 adatokat gyiijtottiik 0ssze a vizsgélatba bevalogatott betegektdl. A vaszkularis események
(akut koronaria szindroma, iszkémias stroke, tranziens iszkémias attak, tiidéembolia,
mélyvénas trombozis) a betegpopulacidbban csak a hospitalizacio ideje alatt keriiltek rogzitésre
(tekintettel a magas mortalitisra tovabbi adatelemzéstdl érdemi statisztikai kiilonbség nem volt
varhat6). Akut koronaria szindromat a jelenleg aktualis irdnyelveknek megfelelden definidltuk
(klinikkum, EKG, nekroenzim kinetika). Agyi keringészavarok kimutatasa klinikum
fiiggvényében CT-vel vagy MRI-vel tortént. A vénas tromboembdlias események (pulmonalis
embolia, mélyvénas trombozis) a klinikai tiinetek, laboratoriumi értékek €s a radiologiai
talalatok alapjan lettek diagnosztizalva.

Eredményeineket SPSS szofver segitségével elemeztiik (IBM SPSS Statistics® 27.0).
Kategorikus adatok (demografia és klinikai faktorok) elemzésére y2-probat alkalmaztunk. A
folyamatos, nem normal eloszlasu adatokat a betegek és a kontroll csoport kdzott Mann-
Whitney tesztettel hasonlitottuk dssze. Ezzel szemben, a betegeknél az aspirin szed6 €s aspirin
nem szed6 csoportok kozotti kiilonbség feltarasara egyiranyu ANOV A-tesztet alkalmaztunk. A
folytonos valtozok eloszlasanak normalitas vizsgalatara Kolgomorov-Smirnov tesztet
hasznaltunk. A normadl eloszlast mutaté folyamatos valtozokat Stundet t-tesztettel vizsgaltuk.
A folytonos valtozokat median, interkvartilis tartomény, atlag vagy standard hiba atlaggal
jellemeztiik. Korrelacids analiziink soran Spearman korralacids koefficienssel szamoltunk. A
valtozok kozotti Osszefliggéseket egy- és tobbvaltozos linearis regresszoval elemeztiik,
megfeleld béta értékekkel és 95%-0s konfidencia intervallumokkal. Tobbvaltozos logisztikus
regressziot alkalmaztunk a csokkent fibrinolitikus valaszhoz tarsuld tényezok azonositasara. A
p-értéket <0,05 tekintettiik szignifikansnak.
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11. Eredmények

Prospektiv, obszervacids, pildta tanulmanyunkba Osszesen 21 SARS-CoV-2 PCR
pozitiv beteg keriilt bevonasra (atlag életkor: 69 év; IQR: 52-71; ebbdl férfi: 12). Kontroll
csoportként életkorban, nemi aranyokban megfeleltethetd (atlagéletkor 67¢év; IQR 63—69; ebbol
férfi: 11) 21 SARS-CoV-2 PCR negativ egészségiigyi dolgozo szolgalt. A betegek oxigén
szupplementacidt (nagy aramldsu nazalis oxigén terdpia, non-invaziv lélegeztetés, invaziv
ventillacié endotrachealis tubuson keresztiil), intenziv terapids ellatast igényeltek. Nem
meglepd moddon, a beteg csoportban magasabb volt a vérsejt siillyedés, a D-dimer, von
Willberand faktor antigén szintje és a von Willebrand faktor risztocetin kofaktor aktivitas is
magasabbnak bizonyult. A szérum ferritin és interleukin-6 szintek a normal tartomany felett
voltak (ezt a két paramétert az egészségeseknél nem vizsgaltuk).

Az intenziv osztalyt mindossze 3 beteg hagyta el élve, kiterjesztett intenziv terapids
ellatas és szervpotld kezelések ellenére 18 {6 elhunyt. Az éretlen vérlemezke frakcid (%)
jelentds kiilonbséget mutatott a talélok €s a nem talélok kozott (2,5; 1,0-4,2 vs. 0,5; 0,45-0,55;
p =0,011), melyet a 7. dbrdan prezentalunk.

P=0.011
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7. dbra Eretlen vérlemezke frakcié (H-IPF; %) a tilél6k és a nem tilélk alcsoportjaban

Szignifikans negativ korrelaciot detektaltunk az éretlen vérlemezke frakcié (H-1PF; %)
¢s a plazma plazminogén (%) szintje kozott a nem t01é16 egyenék kozott (8.dbra).

Aspirin monoterapia, vagy aspirin + LMWH (egységesen enoxaparin) egyiittes adasa
mellett, 8 betegnél alakult ki szimptomatikus tromboembdlia a hospitalizaci6 ideje alatt. A
betegeket az ex vivo vérlemezke reaktivitasuk alapjan (Multiplate® impedancia aggregometria)

két alcsoportra osztottuk. Aspirin terapia ellenére fennalldé rezidudlis magas trombocita
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reaktivitdst (HAPR) észleltiink 8 betegnél, ASPI teszt esetén a vagoértek a HAPR statusz
fennallasara AUC >40 volt. A betegeket dichotomizaltuk a fibrinolitikus valaszuk alapjan is
(LT 393 szekundum alatt vagy felett), melyet 6sszehasonlitottunk az aggregometriai mérési
eredményeinkkel (ASPI-, Risto-, TRAP-, ADP teszt), ahol szigfnikans kiilonbséget
tapasztaltunk az aspirinre jol reagald és kevésbé reagaléd egyének kozott (egységesen, p=0.024).
A fentebb részeletezett eredményeket a 9.abrdn foglaltuk 6ssze.

Maximalis alvadék szilardsdg (MCF) szignifikansan magasabb volt (ECA-teszt esetén) a
kezelés ellenére fennallo rezidualis magas vérlemezke reaktivitassal bird6 embereknél (n=8),
szemben az aspirinre jOl reagald betegcsoporttal (n=13), ezen eredmény azt mutatja, hogy az

aggregacio gatld kezelés ellenére szilard vérrogképzodés alakulhat ki (10.dbra).
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8. dbra Osszefiiggés az éretlen vérlemezke frakcié (H-IPF; %) és a plazma plazminogén szintje kozétt a tilélékben

(kék vonal) és a nem tulélékben (piros vonal). Negativ korreldcio volt megfigyelhetd a nem tulélék alcsoportiaban
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Vérlemezekék ex vivo reaktivitasa
9. abra Veérlemezke reaktivitas 6sszehasonlitisa a fibrinolitikus valasszal. A betegeket az aspirinre adott valaszuk

alapjan két alcsoportra bontottuk (aspirin ,,low-reszponderek’ és ,,reszponderek”) (Mann-Whitney teszt)
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10. abra A: Maximdalis alvadék szilardsag (MCF) aspirin terdpia ellenére fennallo rezidualis magas trombocita
reaktivitassal biré betegek és aspirinre jol reagdlo (reszponder) betegek esetén ECA-teszt soran (Mann-Whitney
teszt). B: alvadék képzddési idé (CFT) aspirin terdpia ellenére fenndllo rezidudlis magas trombocita reaktivitassal
biro betegek és aspirinre jol reagdlé (reszponder) betegek esetén IN- és tPA-tesztek esetén (Mann-Whitney teszt,
p=0,031 és p<0,001)

Az alébbi, 11. abrdn a plazma fibrinogén hipofibrinolizist elérejelz6 ROC (receivers
operating characteristic) gorbéje lathaté. A plazma fibrinogén szintje 3,86 g/l vagoértékkel
(AUC of 0,800; 95% CI: 0,623-0,976; p=0,006), 78%-0s szenzitivitassal és 73%-0S
specificitassal jelezte el a fibrinolitikus valasz kéarosodasat COVID-19 kritikus allapota
betegekben.

21



Szenzitivitas

04 06 08 10
Specificitas
11. dbra Plazma fibrinogén szintie 78%-os szenzitivitassal és 73%-os specificitassal jelzi eldre a

hipofibrinolizist sulyos COVID-19 betegekben

12. Diszkusszio

A Kis esetszam ellenére, a magasabb aranyt fluoreszcens hiperintenzitast mutato éretlen
vérlemezke frakcio (H-IPF) eldre jelezte a fatalis kimenetelt sulyos koronavirus fertdzés esetén.
Eredményeinket Welder és kutatocsoportja altal végzett kutatas is alatamasztja, amelyben azt
talaltdk, hogy az éretlen vérlemezke frakcié (IPF) prediktiv lehet a hospitalizacié idejére, az
intenziv terapias ellatas igényére és a gépi 1élegeztetés sziikségességére vonatkozoan. Igy az
éretlen vérlemezke frakcié meghatarozasa eldsegitheti a korhazi anyag és human eréforrasok
megallapitas az is, hogy az éretlen trombocita frakcio (IPF) 0sszefiiggést mutatott az alacsony
plazminogén szinttel a nem tilélék csoportjaban. Eredményeinket indirekt modon tamogatja
Bertolin ¢és kutatdcsoportja altal, nemrégiben publikalt tanulmany, amelyben leirtak, hogy
emelkedett plazminogén aktivator inhibitor (PAI-1) aktivitads van jelen koronavirus fert6zés
esetén, amely a plazminogén fokozott konzumpcidjdhoz, igy annak alacsonyabb szintjéhez
vezet.

A COVID-19 asszocialt tromboembolias riziko 6 tényezdi koze tartozik az endotelialis
diszfunkci6 (melyet az emelkedett von Willebrand faktor szint jol reprezental), a gatolt
fibrinolitikus miikodés (emelkedett PAI-1 aktivitds) és a diszregulalt immunvalasz (emelkedett
CRP, IL-6, ferritin szint, ESR).

Az emelkedett von Willebrand faktor szint korreldl az endotelidlis diszfunkcid
sulyossagaval. A karosodott endotélium az ultranagy vWF multimerek szabadda valasat

okozza, amelyek trombocita aktivaciot, aggregaciot, disszeminalt koagulacio aktivaciot
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eredményezhetnek, ezaltal trombocita-leukocita  aggregatumok  alakulhatnak ki,
mikrotrombusok képzddnek, Osszességében a folyamat a vérlemezkék elhasznalédasahoz
vezethet, majd az éretlen trombocitdk periférids vérben vald megjelenését eredményezheti.
Korabbi tanulmanyokbol ismert az, hogy COVID-19-ben jelentésen emelkedett vWF:Ag és
VWF:Rco van jelen, amely a trombogenezis rizikéjat fokozza. Statisztikai analizistink soran
pozitiv korrelaciot észleltiink a vVWF antigén szintje, az éretlen vérlemezkék aranya (H-IPF; %)
¢s az aspirin ellenére fennallo rezidudlis magas trombocita reaktivitas kozott.

Kohorsz vizsgalatunkban ex vivo (impedancia aggregometriai vizsgalat) fokozott
vérlemezke reaktivitias volt megfigyelheté (ASPI-, ADP-, Risto-, TRAP teszt esctében) a
magasabb trombocita szdammal bird beteg populacioban, valamint azokban az egyénekben
akiknél hipofibrinolitikus valasz (LT>393s) volt detektalhat6 a viszkoelasztikus mérések soran.
Manne ¢és munkatdrsa felfedezték, hogy ennek oka lehet a vérlemezke aktivacié soran
megnodvekedett extracelullaris P-szelektin expresszid, ami a trombusképzddés gyorsabb és
fokozottabb terjedéséhez vezet, mind a fibrinogénen keresztiil, mind a kollegénen keresztiil
indul6 alvadési kaszkad sordn. A trombocita aktivacio, aggregacid feltételezett koncepciojat
Bachler és munkatarsai altal végzett kutatas eredményei is alatamasztottak. Ezzel szemben
Bertolin és kutatotarsai alacsonyabb vérlemezke reaktivitast (ex vivo) figyeltek meg az
aggregometriai méréseik soran, az egészséges kontroll csoporthoz viszonyitva — mindezt annak
ellenére tapasztaltak, hogy a betegben a fibrinogén, a fibrin bomlastermékeinek a szintje, a
plazminogén aktivator inhibitor-1 szintje egyarant magas volt és a tromboelasztometrias
mérések is hiperkoagulabilitast mutattak.

Sajat eredményeink alapjan 21-bdl 8 aspirint szedd betegnél tapasztunk fokozott
vérlemezke reaktivitast az ASPI-teszt alapjan. Viszukoelasztikus méréseink soran, az ECA-
tesztnél szignifikansan nagyobb volt a kialakult alvadéek szilardsdga (MCF) az aspirin kezelésre
nem elég effektiven reagdld egyének kozott. IN- és TPA teszt soran az alvadék képzddési 1d6
megrovidiilése sejtette a vérlemezkék fokozott aktivitasat az aggregacio gatlo kezelés ellenére.
Egy nagy eset szamu, randomizalt, kontrollalt klinikai vizsgalat (RECOVERY) bebizonyitotta,
hogy az aspirin kezelés nem javitotta a korhazban kezelt COVID-19 betegek talélését. Nagyon
fontos az aggregéicid gatlo kezelésre nem, vagy alacsony mértékben reagaldé — magas
tromboembdlias rizikdval bird — betegek mieldbbi azonositasa. A riziko stratifikaciot kovetden
lehet médunk a kezelési stratégian személyre szabottan valtoztatni, vagy alternativ prevencios
stratégiakat bevezetni (pl. PAI-1 antagonistak, szoveti plazminogén aktivator, aktivalt protein
C, anti-P-szelektin monoklonalis antitestek), ezaltal a COVID-19-hez tarsuloé tromboembolias

szovodmények (melyek a mortalitas fliggetlen rizikofaktorai) el6fordulasa csokkenthetd.
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Della-Morte és tarsai a plazminogént a fibrinolizis el6futaraként azonositjak,
eredményeik alapjan a plazminogén szint jelentdsen alacsonyabb volt a nem tuléld betegekben,
vizsgalatukban az alacsony plazminogén szint erdsen korrelalt a mortalitassal. Kruse és
munkatarsai vizsgalataik soran arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a plazminogén alacsonyabb
szintje arra is utalhat, hogy az beépiilt a vérr6gbe, azonban ineffektiv volt a vérrog
dezintegracioja, igy abbol felszabadulni nem tudott. Ennek oka az alfas-antiplazmin gatld
hatdsdnak koszonhetd, amely a plazminnal szemben rezisztens trombusok képzodését
biztositja, mindemellett a plazminogén aktivator inhibitor (PAI-1) a szoveti plazminogén
aktivator (tPA) hatasat blokkolja. E mechanizmusok nettd hatdsa a fibrinolizis leallasat
eredményezi (az angol nomenklatara alapjan ,,fibrinolysis shut down”), ami lizis rezisztens
szisztémas mikrotrombusok kialakuldsahoz vezet a kiilonb6zo szervekben (kiilondsen a tiid6
kisereiben), valamint tobbszervi diszfunkcidhoz, tobbszervi elégtelenséghez is vezethet. A
karosodott fibinolitikus valasz fiiggetlen eldre jelzdjeként a fibrinogént azonositottuk
(esélyhanyadosa: 3,55, vagoértéke: 3,86 g/l).

A nem tulélé betegecsoportban csokkent aktivalt parcialis tromboplasztin id6t (aPTT)
mértiink. Vizsgalati eredményeinket, egy nemrégiben kozzétett holland tanulmény is
tamogatja, amely a COVID-19-ben szenvedd intenziv terapiat igényeld betegeket értékelte. A
kutatas a protrombin id6 és az aktivalt parcialis tromboplasztin id6 3 szekundumnal hosszabb
megnyuldsat a tromboembolids szovodmények fiiggetlen rizikofaktoraként igazolta. Sajat
vizsgalatunkban a tromboembolias komplikéaciok csak a FIB-teszt soran észlelt megrovidiilt
alvadasi idével voltak sszefiiggésbe hozhatok, nem szignifikdns mértékben.

A D-dimer a térhalos fibrin lizisének bomlasterméke, a koagulaciés €s a fibrinolizis
aktiv voltat jelzi. Vizsgalatunkban az aspirinre kevésbé reagalok (un. ,,low-responderek™)
korében tPA-tesznél a lizis id6 megnyutlasat tapasztaltuk (p=0,06), azonban a D-dimer
szintjében szignfikans kiilonbséget nem tapasztaltunk a két vizsgélati alcsoport kdzott. Ezzel
szemben nagyobb vizsgalatok deklaraltdk, hogy a D-dimer szint erds prediktora a betegség
stlyossaganak, mortalitasanak. Zhang ¢és munkacsoportja altal irt tanulmanyban a D-dimer
szint fliggetlen rizikofaktorként szerepelt a COVID-19-ben szenvedd, hospitalizalt betegek
mortalitdsaban. Corrado és kollégai azt talaltak, hogy gyors iitem{i D-dimer szint emelkedés
volt megfigyelhetd a nem tulélé egyének kozott. Vizsgalatunk csekély talélési aranya miatt a

halalozast fliggetleniil elére jelz6 biomarkereket nem sikeriilt azonositanunk.
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13. Limitalo tényezok

Eredményeink értékelése sordn fontos figyelembe venni szamos limitald tényezot,
melyek az alabbiak voltak:
- kis esetszam
- eredményeink Ujraértékelése sziikséges egy nagyobb esetszamu vizsgalatban,
kiilonb6z6 sulyossagh betegesoportokban
- csak egy id6pontban tortént mintavétel, melyet hasznos lett volna tobb idépontban
végezni, hogy a biomarkerek pontosabb kinetikajat lathassuk a kimenetellel 6sszefiiggésben
- sokkal rigidebb bevalasztasi és kizarasi kritérium rendszert lett volna sziikséges,

ugyanis a diverz betegpopulécio korlatozza a kutatas altalanosithatdsagat is
14. Uj eredmények osszefoglalisa
14.1. Rekurrens cerebrovaszkularis iszkémias epizodokat eléjelzé uj tipusi biomarkerek

- a neutrofil antiszedimentacids rata fiiggetlen eldjelzdjének bizonyult a kompozit
vaszkularis eseményeknek clopidogrel szedd stroke-on atesett betegek 36 hdnapos
utankdvetése soran
impedancia aggregometriai vizsgélat (AUCriss) elére jelezte az iszkémids stroke ujboli
eléfordulasat clopidogrel szed6 stroke-on atesett betegek 36 honapos utankdvetése soran

- sokkal pontosabb ROC analizis volt végezhetd, amikor a NAR és az AUCreiss-t
egylittesen vizsdgaltuk a recidiv iszkémia eldrejelzésére

- a periféridsan keringd mikrovezikulumok teljes szama, valamint az endotél eredetii
(CD31Y) és a vérlemezke eredetii (CD42a") mikrovezikulumok szignifikansan magasabb volt a
post-stroke betegekben Osszehasonlitva Oket az ¢életkorban egyezd, egészséges kontroll
csoporttal szemben

- pozitiv korrelacio volt megfigyelhetd a vérlemzeke eredetii mikrovezikulumok szama
€s az also vérfrakcioban 1€évé neutrofilok ardnya kozott, mely egy szoros egyiittmiikodést
feltételez a prokoagulans mikrovezikulumok és a tromboinflammatorikus kaszkad kozott,

melyek a rekurrens iszkémiés epizodok rizikdfaktorainak tekintenddk
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14.2. Uj tipusii biomarkerek a karosodott fibrinolitikus kimutatasara siillyos COVID-19-
ben

- konnyen mérhetd, jol reprodukélhatd fibrinogén 3,55 esélyhanyadossal a karosodott

fibrinolizis fliggetlen prediktoranak tekintend6
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