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A polifoszfat nanopartikulumok és hisztonok stabilizaljak a
fibrin szerkezetét

LOVAS MIKLOS
Altaldnos orvos, Osztatlan, 10. félév

Semmelweis Egyetem
Altaldnos Orvostudomdnyi Kar

Bevezetés: Nemrégiben fedezték fel az aktivalt trombocitak
egy eddig nem ismert effektorat: a polifoszfat nanopartikulumokat
(PolyP-NP). A polifoszfatok (linearis polimer, PolyPlin) kaszkad
aktivalo és alvadék stabilizalo szerepe mar ismert, ugyanakkor
egy Uj Osszetételi és szerkezetli (nanopartikularis) polifoszfat
szamos Uj lehetéséget vet fel a hemosztazisban. Szintén tudott,
hogy a patologids trombusokban fibrinnel Osszefonodva egy
neutrofil granulocita eredetii szekunder halé is kialakul: a
neutrofil extracellularis csapda (NET), melyet elsGsorban DNS
(polianion) és hisztonok (polikation) alkotnak. Ezen modulatorok
szerepe patologias folyamatokban egyre jobban ismert, igy
érdekessé valt az 0j tipusu polifoszfat NET 6sszetevokkel vald
kombinalt hatasa.

Célkitiizés: A linearis és nanopartikularis polifoszfat fibrin
keletkezésére, szerkezetére és oldhatosagara gyakorolt hatasanak
vizsgalata, e hatasok sepcifitasanak Gsszehasonlitisa a NET-ben
talalhato polianion/kation biopolimerekkel.

Méddszerek: A kiilonboz6 modulatorok (PolyP-NP, PolyPlin,
DNS, hiszton) jelenlétében torténd fibrinogén-fibrin atalakulast,
illetve szoveti plazminogén aktivator (tPA) hozzaadasat kovetden
az alvadékok oldasat turbidimetridval kovettiik nyomon. Az
alvadasi és oldasi kinetika jellemzésére a turbiditasi gorbék fel- és
leszalld agabol meghataroztuk a maximalis turbiditas felének
eléréséhez sziikséges id6t (alvadasi aT50 és oldasi oT50). A
kialakult fibrinhald szerkezetét pasztazo elektronmikroszkoppal
(SEM) késziilt felvételek alapjan jellemeztiik.

Eredmények: A PolyP-NP (330 uM) 18%-kal, a PolyPlin (330
uM) 27%-kal csokkentette az aT50-et, az oldas soran a PolyP-NP
1,3-szorosara, a PolyPlin pedig 3,1-szeresére novelte az oT50-et.
A hiszton (300 pg/ml) az aT50-et 80%-kal csokkentette, az 0T50-
et 3,6-szorosara novelte. A DNS (50 pg/ml) nem fejtett ki
szignifikans hatést az alvadasra, mig a lizis Ca?* hidnyaban 30%-
kal lassitotta, Ca?* (1,67mM) jelenlétében nem befolyasolta az
oldast. A hiszton hatast 3,3-adara, 1,6-oddra mérsékelte a
PolyPlinnel, PolyP-NP-vel valé kombinaci6 az alvadas
tekintetében; az oT50-et 50%-kal novelte a hiszton+PolyP-NP
kombindcid.

Megbeszélés: A PolyP-NP-ok  6nmagukban és NET
Osszetevokkel kombinacidban gyorsitjak a fibrinogén alvadasat és
novelik a fibrinhald litikus stabilitasat. A PolyP-NP-ok hiszton
jelenlétében a linearis PolyP-nal és DNS-nél erételjesebb
protrombotikus tulajdonsaggal rendelkeznek, igy adekvatabb
célpontként szolgalhatnak az antitrombotikus terapiaban.

Az extramitokondrialis kalcium mozgas vizsgalata

NASZAI ANNA
Altaldnos orvos, Osztatlan, 11. félév

TERHES EMIL
Altaldnos orvos, Osztatlan, 11. félév

Szegedi Tudomdnyegyetem
Altaldnos Orvostudomdnyi Kar

Bevezetés:  Hipoxias  korképekben a  mitokondrialis
permeabilitasi tranziciés poérus (mPTP) nyitdsa kalcium (Ca®*)
kiaramlashoz és a membranpotencial dsszeomlasdhoz vezet. A
folyamat fontossadga ecllenére nincs laboratoriumi vizsgalati
modszer a Ca?* és az oxigén (O,) mozgasok egyidejli, dinamikus
meghatarozésara. Célunk (1) az extramitokondrialis Ca?* és O2
fluxusok szimultan mérése, valamint (2) az mPTP gatlas és az
anoxia mitokondridlis Ca®* homeosztazisra gyakorolt hatasainak
vizsgalata volt.

Modszerek: Vizsgalatainkhoz patkany maj homogenizatumot
és 1izolalt mdj mitokondriumokat (n=5-8), valamint egér
duodenum punch biopszidkat (n=4) hasznaltunk. Eldkisérleteket
kovetden a Ca®* és O2 fluxus valtozdsokat nagyfelbontisa
FluoRespirometriaval ~ (O2k, Oroboros, Ausztria), kék
fluoreszcens szenzorral detektaltuk 2uM CaGreen-5N indikator
jelenlétében. A Ca?* mozgasokat 50 uM CaCl alkalmazéasaval
vagy in vitro anoxiaval valtottuk ki.

Eredmények: In vitro anoxia hatdsara minden vizsgalati
mintaban azonnali CaGreen-5N fluoreszcencia ndvekedés volt
megfigyelhetd. A homogenizatumokban CaClz hatasara a
CaGreen-5N fluoreszcencia az O fogyasztassal parhuzamosan
megndtt, majd csokkent (a mitokondrilis Ca?* felvételre utalva),
ezutan a jel a kiindulasi CaClz csucs folé emelkedett az mPTP-
kozvetitette Ca®* efflux jeleként. Ca®* kelator adasa (I mM
EGTA) teljesen megsziintette a fluoreszcens jelet. Az mPTP gatld
ciklosporin A preinkubaci6 jelentésen elnyujtotta a Ca?* effluxot
izolalt mitokondriumok (1545 wvs 506+250s) és mjj
homogenizatum (30£10 vs 402+259s) esetén is €s késleltette a
Ca?* stressz hatdsara bekovetkezd Oz flux emelkedést is
(szétkapcsolt 1égzés).

Megbeszélés: Uj vizsgalati modszeriink alkalmas a Ca?* és Oz
fluxusok és az mPTP nyitas egyidejii detektalasara kiilonb6zo
biologiai mintadkban. A stimulalt Ca?* felvétel és leadas ideje az
mPTP altal kozvetitett Ca?* efflux j paramétere, ami alkalmas
lehet az mPTP gatléas hatékonysaganak megallapitasara is.
Tamogatok: NKFI 120232 és Szegedi Tudos Akadémia program,
EMMI, TSZ: 11136-2/2019/FIRFIN, Emberi Erdforrasok
Minisztériuma, UNKP-18-2 kédszdamii Uj Nemzeti Kivildsdg
Program és EFOP-3.6.2-16-2017-00006
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munkatdrs, SE AOK
Dr. Kolev Kraszimir, egyetemi tandr, SE AOK
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