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BEVEZETES

A vérlemezkék két igen fontos mechanizmussal vesznek részt a véralvadds folyamataban.
Aktivéacidjukkor egyrészt a sériilt érfalhoz, illetve egymdshoz tapadva létrehozzdk az
ugynevezett primér hemosztatikus dugét. Masrészt az aktivicid sordn megsziind
vérlemezke membrdn aszimmetria révén, melynek sordn a kiils0 membrin felszinén
negativ toltésii amino-phospholipidek halmozdédnak fel, megfeleld katalitikus felszint
biztositanak a koagulaciés kaszkad két kulcsfontossdgi enzim-komplexének, a tenase
illetve a prothrombinase komplexek 1étrejottéhez. Ez a dolgozat az aktivalt vérlemezkék
egy specidlis, kordbban fel nem ismert alcsoportjat mutatja be. Az egy idében, kétféle
agonistaval egyszerre aktivalt vérlemezkék a primér hemosztizis fentebb vazolt, mindkét

kulcslépésében fontos szerepet jatszhatnak.

A vérlemezke aktivicié kiillonbozo fizioldgids illetve adott esetben patofizioldgids
agonistdknak, a vérlemezkék felszinén taldlhaté specifikus receptorokhoz torténd
kapcsoléddsa révén jon létre dinamikus, térben és id6ben szigordan meghatdrozott
moédon. Szamtalan kutatdcsoport vizsgalta mar és irta le pontosan ezen agonista-receptor
rendszerek kinetikdjat, jeldtviteli mechanizmusat. Részletesen feltartak a kiilonb6zd (pl.
gyenge vagy er0s) agonistak vérlemezke aktivaiciot el6idézo szinergizmusit, jellemzték a
szolubilis adheziv fehérjék interakcidjat szuszpendalt, szilard felszinhez kotott vagy

aramlasi kamraban vizsgalt vérlemezkékkel.

A vérlemezkék elsodleges feladata a vérzés megéllitasa és az érstruktura integritdsdnak
helyreallitisa. Ezen funkcidk ellatdsiaban a vérlemezkék plazmamembrinja, valamint a
thrombocyta receptorok és adheziv fehérjék (integrinek, selectinek) jatszanak kozponti
szerepet. A vérlemezkék membranjat foszfolipidek, koleszterol és fehérjék alkotjdk. A
kettos lipidrétegben a foszfolipidek asszimmetrikus elhelyezkedésiiek. A nyugalomban
1évo vérlemezkék membranjdban a neutrélis foszfolipidek (foszfatidil-kolin) féként a sejt
kiilsé felszine felé néznek, mig a negativ toltéstiek (foszfatidil-szerin és foszfatidil-
etanolamin) foként a belsd felszinen helyezkednek el. Aktivacié hatdsira a foszfatidil-
szerin (PS) és a foszfatidil-etanolamin (PE) molekuldk, Ca™ dependens médon, a
plazmamembran kiilsé felszinére transzlokdlédnak. Az aktivdlt thrombocytdk
plazmamembranjanak kiils6 lipidrétegében tilstlyba keriild PS hatdsdra a vérlemezkék

felszinén negativ toltés alakul ki, ami a koaguldciés kaszkdd két fontos enzim



komplexének (tenase és prothrombinase) kialakuldsit segiti el6. Mind a nyugalmi
plazmamembran asszimmetria fenntartdsa, mind pedig az aktivici6 hatdsara bekovetkezd

foszfolipid atrendez6dés energiaigényes folyamat.

A thrombocyta aktivici6 és aggregicio kulcsfontossagi eseményei, az extracellularis tér
és a vérlemezkék kozotti kapesolat, a kiilonbdzd agonistdk és adheziv fehérjék specifikus
hatdsai €s nem utolsé sorban a plazmamembranhoz kotott jelatviteli mechanismusok,
mind receptorhoz kotott folyamatok. A vérlemezkék felszinén és intracelluléris
orgenellumaiban szamos, eltéré funkci6ja és eloszlasu receptor csalad keriilt eddig
lefrasra, melyek a thrombocytikat képessé teszik a kiillonb6z6 fiziologids vagy
patholdgids koriilményekhez valé megfeleld adaptdcidra. A primer hemosztazis kritikus
pontja a ,fiziol6gids” véralvadas és a ,patholdgids” thrombosis kozotti igen torékeny
egyensuly fenntartdsa. Ez a folyamat a vérlemezke aktivicié dllandé és az adott
koriilménynek éppen legmegfeleldbb szabdlyozédsa révén valdsulhat meg, melyben a
receptorhoz kotott pozitiv, illetve negativ feedback mechanismusok jatsszdk a f0

szerepet.

A vérlemezke glycoprotein receptorok a lipidrétegben vannak lehorgonyozva, glycozilalt
résziik tekint a citoplazma felé. A nyugalmi allapotban levé vérlemezkék felszinén
specifikus antitestekkel szdmos glycoprotein kimutathatd. A harom glycoprotein
alegység altal alkotott komplex (GPIb-IX-V), mint adhéziés receptor, a subendothelidlis
VWF-hoz és a vérlemezke aktivacié sordn képz6d6 thrombinhoz kapcsolddik. Az ollbB3
(glycoprotein IIb/Illa) integrin a vérlemezkék legfébb aggregicids receptora. Elsddleges
fibrinogén receptor, de high shear koriilmények kozott a vWF molekuldhoz is
kapcsolddik. Az integrineknek nyugalmi és aktivalt dllapota kiilonithetd el. Vérlemezke
aktivacio hatdsdra az integrinek térszerkezetében olyan konformécié véltozas kovetkezik
be, melynek hatdsidra ligand-kotd kapacitdsuk nagysdgrendekkel megndé. A GPVI
receptor mind az adhézidés, mind pedig az aggregiciés folyamatokban fontos szerepet

jatszik. Lényeges a vérlemezke aktivacio jelatviteli folyamatainak szabalyozdsaban is.

Megfigyeléseink kiilonlegességét és ujszertiségét az adta, hogy megprébaltuk az in vivo
viszonyokat még jobban jellemzd koriilmények modellezését, amennyiben egyszerre

aktivaltuk a vérlemezkéket thrombinnal és kollagénnel, az érfal sériilés helyén szabadda



vélo kollagént és a lokdlis thrombin generdciot leginkabb jellemzé megkdzelitésbe hozva

igy.

Kisérleteinkben gél-filtralt vérlemezkéket aktivaltunk kollagénnel illetve thrombinnal
majd o-granulum specifikus aktivacids marker (p-selectin), foszfatidil-szerin (annexin-
V) illetve prohemosztatikus fehérje (V-0s faktor, fibrinogén, von Willebrand faktor, o,-
antiplazmin, fibronectin, thrombospondin) expressziét vizsgaltunk flow cytométerben.
Az agonistdkat onmagukban alkalmazva, teljes vérlemezke aktivicié ellenére (100% p-
selectin expresszid) sem sikeriilt a-granulum eredetii prokoaguldns fehérjéket kimutatni
az aktivélt vérlemezkék felszinén. Ugyanakkor a vérlemezkéket két erds agonistaval
egyszerre aktivdlva egy olyan aktivélt vérlemezke szubpopuldciot észleltiink, amelyek
felsziniikdn igen nagy mennyiségben kotnek meg o-granulum eredetli prohemosztatikus
fehérjéket. A vérlemezkék ezen specidlis, az Osszes aktivalt vérlemezke kb. 20-40%-at
kitevd szubpopuldcigjait COAT-vérlemezkéknek (collagen and thombin activated

platelets) neveztiik el.

Alberio és munkatarsai irtdk le el6szor, hogy kollagénnel és thrombinnal aktivalt
vérlemezkék egy adott csoportjanak felszinén igen magas o-granulum eredetii V-6s
faktor lehet kimutatni. Az ilyen médon aktivalt vérlemzkék mintegy 20-40%-a kotott
meg felszinén nagy koncentracidban V-6s faktort. Hasonld eredményeket lehetett elérni
akkor is, amikor az aktiviacié sordn convulxinnal helyettesitették a kollagént. A
kigyéméregbdl elddllitott convulxin a vérlemezkék GPVI receptordnak specifikus
aktivatora. Kisérleteinkben a kollagént (nehéz oldhatdsdga miatt) technikai okokbdl
magunk is convulxinnal helyettesitettiik. Az dltalunk elvégzett kisérletek sordn nem csak
az V-0s faktort, hanem tovdbbi, o-granulum eredetii prohemosztatikus fehérjét
(fibrinogént, von Willebrand faktort, o;-antiplazmint, fibronectint, thrombospondint) is
sikeriilt kimutatni a COAT-vérlemezkék felszinén. Ezen két agonistival egyidoben
aktivalt vérlemezkéken az o-granulumokban raktirozott IgG €s albumin azonban nem
volt megfigyelhet. A COAT vérlemezkék felszinén felhalmozott prokoagulans, ill.
prohemosztatikus fehérjékr6él ismert, hogy mindannyian a transzglutamindzok
szubsztratjai és transzglutamindz inhibitorokkal a COAT-vérlemezkék kialakuldsa

megakadalyozhat6 volt.



Alberio és munkatarsai kordbban mar igazoltdk azt is, hogy a fiatal, tiazol-narancs (TO)
pozitiv, retikuldlt vérlemezkék nagyobb ardnyban képesek COAT-vérlemezkék
kialakitdsdra. Annexin V segitségével azt is kimutattdk, hogy a COAT-vérlemezkék
felszinén maximdlis aminofoszfolipid (foszfatidil-szerin) expresszié figyelhetd meg,
jollehet erre az ionofor A23187 kivételével, 6nmagédban alkalmazva egyetlen vérlemezke
agonista sem képes. Kollagénnel (vagy convulxinnal) és thrombinnal egyszerre aktivalt
vérlemezkék felszinén ugyanakkor maximalis annexin V kotodés mutathaté ki €s kettds
jeloléssel igazolni lehetett, hogy ugyanaz az aktivalt vérlemezke populacié volt annexin
V pozitiv, amely felszénén nagy mennyiségben faktor V-6t kotott meg (COAT-

vérlemezkék).

A vérlemezkék GPVI (kollagén) receptoranak jelatviteli rendszere szdmos ponton
megegyezik a vérlemezkék felszinén taldlhaté FcyIIA osztilyba tartozé immunglubulin
receptor aktivacids jelatviteli rendszerével. Kisérleteinkben igazoltuk, hogy az FcyllA
receptor megfeleld antitestekkel torténd aktiviacidja vagy keresztkotése egyidejii
thrombin aktiviacioval a COAT-vérlemezkékkel megegyezd, aktivalt vérlemezke
szubpopuldciét hoz 1étre. Az ilyen méddon aktivélt vérlemezkéket Fe-receptor és
thrombin aktivalt vérlemezkéknek neveztik el (FcRT-vérlemezkék). Az FcRT-
vérlemezkék szdmos hasonlésdgot mutattak a COAT-vérlemezkékkel: aminofoszfolipid,
valamint adheziv és prokoaguldns fehérjék fokozott expresszidja, fiatal vérlemezkék
esetén nagyobb szdmban valé eléforduldsuk és a transzgultamindz inhibitorokkal
szembeni érzékenységiik. Eredményeink azt igazoltdk, hogy az egyidejii thrombin
aktivacio mellett az FcyIIA receptor anti-CD9 antitestekkel (ALB-6 é€s ML-13) torténd
aktivacidja vagy a receptorok direkt keresztkotése egyaran képes volt FcRT-vérlemezkék
létrehozasara. Az FcRT-vérlemezkéket a fiziologids koriilményeknek jobban megfeleld
thrombocyta-duis plazmdaban is megvizsgéltuk. Eredményeink teljes mértékben hasonldak
voltak a gél-filtrat rendszerben megfigyelt FcRT-vérlemezke képzddéssel. A kordbban
leirt COAT-vérlemezkék mind fiziol6gids mind pedig patofizioldgids koriilmények
kozott 1étrejové agonista aktivacié (trombin és kollagén) kapcsan alakulnak ki. Az
altalunk lefrdsra keriilt FcRT-vérlemezkék azonban az elsd olyan feltételezett
bizonyitékat szolgiltattdk a COAT-vérlemezkék 1étrejottének, ahol az ilyen formdban

1étrejovo vérlemezkék egyértelmiien patofizioldgids koriilények kozott alakulhatnak ki.



A COAT-vérlemezkéken megfigyelt fehérjék lehetséges kotddési helyének megéllapitisa
céjabol egy transzglutamindz szubsztritot szintetizdltunk (CP;s). A P-casein
transzgutamindz specifikus glutaminjat is magaban foglald, 15 aminosavbél all6 peptidet
biotinildlt (biotin-CP;s), ill. fluoresceinnel jelezett formaban (FI-CP;s) éllitottuk eld.
COAT-vérlemezkék kialakuldsa soran a biotin-CP;s a COAT-vérlemezkék felszinén
kiumtathaté volt és ezt a reakciét a transzglutamindz inhibitorok specifikusan gétolni
tudtdk. Az ilyen mddon, biotin-CPis-nel ,megjelolt” COAT-vérlemezkék sodium
dodecylsulfate polyacrylamide gél elektroforézise (SDS-PAGE) sordn nem sikeriilt nagy
molekulatomegl, vérlemezke membrén eredetii fehérjét azonositanunk. A tovabbiakban
FI-CP;s-nel jelezett COAT-vérlemezkék alkoholban extrahdlt oldatat vizsgaltuk reverz
fazid HPLC-n, majd az eludlt frakcidkat tomegspektroszkdppal elemeztiik. A kiindulési,
ill. a végtermék kozott 176 Da eltérés igazolddott, amely pontosan megegyezik a
vérlemezkék denz granulumédban raktirozott szerotonin molekulatomegével. Ezt
kovetden sikeriilt igazolnunk, hogy a COAT-vérlemezkék felszinérdl szarmazo
makromolekuldris frakcidjahoz, illetve konkrétan a fibrinogénhez az aktivacidt kdvetden,

transzglutamindzok hatdséra szerotonin kapcsolddik.



CELKITUZESEK

1. Tovabbi o-granulum eredetii fehérjék kimutatasa a COAT-vérlemezkék felszinén:

Alberio €s munkatdrsai eredetileg az V-0s faktort vizsgalva irtdk le és jellemezték a
COAT-vérlemezkéket. Kisérleteinkben igazolni kivantuk, hogy nem csak az V-6s faktor,
hanem mads, o-granulum eredetli prohemosztatikus fehérje is kimutathaté a thrombinnal

és kollagénnel (convulxinnal) aktivalt vérlemezkék felszinén.

2. Mikropartikulumok jelentdsége:
A vérlemezke aktivacid sordn mért prokoaguldns aktivitds meghatdrozasaval azt
szerettiik volna tisztizni, hogy a vérlemezke eredeti mikropartikulomok milyen

mértékben jarulnak hozza a teljes prokoagulans aktivitdshoz.

3. Transzglutaminazok hatasa a COAT-vérlemezkék kialkuldsa sordn:

A COAT-vérlemezkék felszinén megfigyelt o-granularis fehérjék mind potencidlis acyl-
donorok transzglutamindzok szdméra. Ennek megfelelden megvizsgaltuk, hogy
kiilonb6z6, nem specifikus transzglutamindz gitlék milyen hatdssal vannak a COAT-
vérlemezke kialakuldsdra. Megvizsgaltunk tovabba két, a vérlemezkékben is eléforduld
transzglutmindzt (XIII, szoveti transzglutamindz), hogy jelen vannak-e a COAT-
vérlemezke aktivacid sordn, ill. megfeleld specifikus inhibitoraik milyen hatassal vannak

a COAT-vérlemezkék kialakulasara.

4. Fibrinogén a COAT-vérlemezkéken:

A vérlemezke aktivici6 egy fontos Iépése a glycoprotein IIb/Illa receptor
térszerkezetének megvaltozdsa és a fibrinogén molekula kapcsoldédasa. Miutan az egyéb
a-granulum eredetli fehérjék mellett a fibrinogén is kimtathaté a COAT-vérlemezkék
felszinén, ezért megvizsgaltuk, hogy milyen szerepet jatszhat a glycoprotein IIb/Illa

receptor fibrinogén koto tulajdonsdga a COAT-vérlemezkék 1étrejotte sordn.

5. COAT-vérlemezkék megfigyelése thrombocyta-dis plazmdban
A fentebb részletezett kisérleteinket nem csak gél-filtralt vérlemezkék szuszpenziéjaban,
hanem az in vivo korlilményeket jobban megkozelitd thrombocyta-dis plazméaban is

megismétletiik.



6. FcRT-vérlemezkék:

A vérlemezkék GPVI (kollagén) receptordnak jelatviteli rendszere szdmos ponton
megegyezik a vérlemezkék felszinén taldlhaté FcyIIA osztilyba tartozé immunglubulin
receptor (CD32) aktivacids jelatviteli rendszerével. Megvizsgaltuk, hogy az FcyllA
receptor specifikus antitestekkel vagy direkt keresztkotéssel, egyidejii thrombin aktivaci
mellet létre tud-e hozni a COAT-vérlemezkékhez hasonlé aktivalt vérlemezke

szubpopuléciét.

7. A B-kazein peptid kotédésének vizsgalata COAT-vérlemezkéken:

A COAT-vérlemezkét felszinéhez kotodd fehérjék pontos kapcsolddasi helyének
meghatdrozasa céljabol egy olyan 15 aminosavbdl all6 peptidet szintetizaltunk (CP;s),
amely a [B-kazein transzglutamindz specifikus glutaminjit is magdban fogalalta. A
peptidet biotinildlt (biotin-CP;s) és fluoreszceinnel jelezett (FI-CP;s) forméban
készitettiik el. Ennek segitségével azt vizsgiltuk, hogy a COAT-vérlemezkék képzddése
soran milyen esetleges memban alkotéelemekhez kapcsolodhatnak a megfigyelt

prohemosztatikus fehérjék.

8. A szerotonin transzglutamindz fiiggd konjugicidja és annak jelentdésége a COAT-
vérlemezkék kialakuldsa sordn:

A COAT-vérlemezkék felszinén megfigyelt prohemosztatikus fehérjék transzglutaminaz
dependens szerotonin konjugacidjat az aktivalt vérlemezkékbdl szarmazé fibrinogén, ill.
makromolekuldris fehérje frakcié savas hidrolizisével, valamint HPLC és elektrokémiai
modszerek felhaszndldsdval probdltuk meg igazolni. Szoveti transzglutamindz
felhasznalasaval pedig szintetikus tton szerotoninnal konjugédlnunk és biotinnal jelSltiik
meg a P-kazeinb8l szdrmazé peptidet (biotin-CP;5-Q’-5’-HT (B-CPy5-(5-HT)) és
megvizsgéltuk, hogyan kapcsolddik a B-CP;s-(5-HT) a COAT-vérlemezkék felszinéhez.
Tovabba, marha szérum albuminnal derivatizalt szerotoninnal (biotin-BSA-(5-HT)g)

végztiink COAT-vérlemezke aktivacios €s inhibitoros kisérleteket.



EREDMENYEK

1. Tovabbi o-granulum eredetii fehérjék kimutatasa a COAT-vérlemezkék felszinén:

A kezdeti megfigyelések a COAT-vérlemezkék felszinén az V-0s faktor igen nagy
mennyiségben torténd eléforduldsardl szamoltak be. Kisérleteinkben igazoltuk, hogy
nem csak az V-0s faktor, hanem mds, o-granulum eredetli prohemosztatikus fehérje (von
Willebrand faktor, fibrinogén, op-antiplazmin, thrombospondin és fibronectin) is
kimutathaté a thrombinnal és kollagénnel (convulxinnal) aktivélt vérlemezkék felszinén.
Onmagiben egyetlen agonista sem képes COAT-vérlemezkéket 1étrehozni. Thrombinnal
valamint I-es, V-0s és VI-os tipusi kollagénnel vagy convulxinnal egy idoben aktivalt
vérlemezkék felszinén azonban igen nagy mennyiségben sikeriilt kimutatnunk o-
granulum eredetii fehérjéket. Az egyébként szintén o-granulum eredeti IgG, illetve

albumin nem volt megfigyelhetd az ilyen médon ko-aktivalt vérlemezkék felszinén.

2. Mikropartikulumok jelentdsége:

A vérlemezke aktivacid sordn mért prokoaguldns aktivitds a primer hemosztazis egyik
legfontosabb funkciondlis jellemzdje, melynek alapjat elsdsorban az aktivacio sordn, a
vérlemezkék membranjabol képzddo, jelentds mennyiségli mikropartikulum adja. Annak
érdekében, hogy pontosan meghatdrozhassuk, hogy maguk a COAT-vérlemezkék milyen
mértékben jarulnak hozzd a ko-aktivacié soran mérhetd teljes prokoaguldns aktivitdshoz,
a thrombinnal €és convulxinnal aktivalt vérlemezkéket, illetve az aktivacid soran
képzodott mikropartikulumokat ultracentrifugalast kovetéen szeparaltuk, majd az egyes
frakciokhoz prothrombint, illetve aktivalt X-es faktort adva mehgatdroztuk az idéegység
alatt képz6dott thrombin mennyiségét. Az ilyen médon mért teljes porkoaguldns aktivitds

kevesebb, mint 20%-a bizonyult COAT-vérlemezke eredetiinek.

3. Transzglutaminazok hatasa a COAT-vérlemezkék kialkuldsa sordn:

A COAT-vérlemezkék felszinén felhalmoz6dé o-granulum eredetii fehérjék valéjaban
mind potencidlis transzglutamindz szubsztratok. Ugyanakkor az o-granulumokban
szintén jelenlévd albumin illetve immunglobulin (IgG) nem volt kimutathaté a COAT-
vérlemezkék felszinén, ami arra engedett kovetkeztetni, hogy valamilyen
transzglutamindz reakcidhoz kothetd aktivitds sziikséges a COAT-vérlemezkék

kialakuldsdhoz. Az aktivicié sordn bekovetkezd esetleges transzglutamindz aktivitds



igazoldsdra aspecifikus, illetve specifikus inhibitoros kisérleteket végeztiink. A ko-
aktivicido kapcsan képz0dd, felsziniikkobn prohemosztatikus fehérjéket koncentrdld
vérlemezkék kialakuldsa nem specifikus traszglutamindz inhibitorokkal (casein, dansyl
cadaverine) gitolhaté volt. A vérlemezkékben is megtaldlhaté transzglutamindzok (XIII-
as faktor és szoveti transzglutamindz) ellen termelt gatlé hatasu specifikus ellenanyagok
szintén gatoltdk a COAT-vérlemezkék kialakuldsat. A COAT-vérlemezkék kialakuldsa
soran feltételezett transzglutamindz reakcid jelentdségét egy masik megfigyelés is
igazolta. Egy dltalunk szintetizélt, a B-casein glutamin donor helyét is magamban foglald,
15 aminosavbdl 4ll6 peptid (CPjs), a két agonistdval egyszerre aktivalt vérlemezkék
felszinéhez "COAT-szerlien” kapcsolddott, ami arra utalt, hogy a COAT-vérlemezkék

1étrejottéhez aktiv transzglutaminéz reakcid sziikséges.

4. Fibrinogén a COAT-vérlemezkéken:

A vérlemezke aktivicidé sordn a glycoprotein IIb/Illa receptor térszerkezetének
megvaltozasa a fibrinogén molekula receptor irdnti aktivitdsat tobbszordsére noveli.
Mivel az egyéb o-granulum eredetii fehérjék mellett a fibrinogén is kimtathaté volt a
COAT-vérlemezkék felszinén, ezért arra voltunk kivancsiak, hogy az vajon milyen
moédon kotédik a glycoprotein IIb/Ila receptorhoz. A PAC-1 egy olyan monoklondlis
antitest, amely csak a GP IIb/Illa receptor aktivélt formdjdhoz képes kotddni, de a
receptorhoz kapcsolddott ligandot mar nem képes kiszoritani a helyérdl. Affinitdsa
otvenszer haladja meg a fibrinogén GP IIb/Illa irdnti affinitdsit. A PAC-1 in vitro GP
[Ib/Il1a inhibitorként sikeresen géatolja a vérlemezke aggregiciot. A LIBS-6 egy maésik
GP IIb/IIa specifikus monoklondlis antitest. Jellemzdje, hogy csak akkor képes
kapcsoléodni a GP IIb/Illa receptorhoz, ha az aktiv allapotiban éppen lingandot
(fibrinogén) kot meg. Thrombinnal és convulxinnal aktivalt vérlemezkéket vizsgélva azt
talaltuk, hogy a PAC-1 nem befolydsolta a fibrinogén kotodését a COAT-vérlemezkék
felszinén. Tovabbi, LIBS-6 antitestekkel végzett kisérletek pedig azt igazoltdk, hogy
PAC-1 jelenléte ellenére a COAT-vérlemezkék GPIIb/IIla receptorai fibrinogént ktnek
meg felsziniikkon. Ezen eredményeink arra engedtek kovetkeztetni, hogy a COAT-
vérlemezkék felszinén észlelt prohemosztatikus fehérjék az eddig megfigyelttdl eltérd

mechanizmussal kapcsolédnak a thrombocyta membranhoz.
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5. COAT-vérlemezkék megfigyelése thrombocyta-dis plazmdban

A fentebb részletezett kisérleteinket nem csak gél-filtralt vérlemezkék szuszpenzidjdban,
hanem az in vivo korlilményeket jobban megkozelitd, thrombocyta-dds plazméban is
megismétletilk. Annak megerdsitésére, hogy a thrombocyta-dis plazmaban megfigyelt
aktivalt thrombocytdk valéban COAT-vérlemezkék, transzglutamindz inhibitorokkal
végzett kisérleteinket ismételtik meg. A thrombocyta-dis plazmaban megfigyel COAT-
vérlemezkék kialakuldsa wugyanis, hasonléan a gél-filtrdl vérlemezkék esetén
tapasztaltakhoz, transzglutamindz inhibitorokkal specifikusan gatolhaténak bizonyult. A
thrombocyta-dis plazma eredetli COAT-vérlemezkék felszinén kevesebb o-granulum
eredetli prohemosztatikus fehérje (FV, Fbg) volt kimutathatdé, amely a gél-filtralt

thrombocytdk esetén megfigyelt COAT-vérlemezkék mintegy 60-70%-4at jelentette.

6. FcRT-vérlemezkék:

A vérlemezkék GPVI (kollagén) receptordnak jelatviteli rendszere szdmos ponton
megegyezik a vérlemezkék felszinén taldlhaté FcyIIA osztilyba tartozé immunglubulin
receptor (CD32) aktivacids jeldtviteli rendszerével. Kisérleteinkben azt igazoltuk, hogy
az FcylIA receptor specifikus antitestekkel vagy direkt keresztkotéssel, egyideji
thrombin aktivacié mellet COAT-vérlemezkékhez hasnld, aktivalt vérlemezke
szubpopulécidt lehet 1étrehozni. Az ilyen médon aktivalt vérlemezkéket Fc-recepor és
thrombin aktivalta vérlemezkéknek (FcRT-vérlemezkék) neveztik le. Az COAT-
vérlemezkék minden tulajdonsidgat (o-granulum eredetii prohemosztatikus fehérje
kotodés, negativ toltésti aminifoszfolipid expozicié, kialakuldsuk transzglutaminaz
szenzitiv gatldsa, nagyobb ardnyuk fiatal vérlemezkék kozott) sikeriilt igazolnunk az
FcRT-vérlemezkék esetében is. Az FcylIA receptor az IgG molekula egyetlen specifikus
(Gn. alacsony affinitdsi) receptora a vérlemezkék felszinén. Immunkomplexek az FcyllA
receptoron keresztiil vérlemezke aktivacidt valthatnak ki. Szdmos vérlemezke ellenes
(auto)antitestrdl is igazoltdk tovabbd, hogy direkt médon képesek az FcyIIA receptorokat,
illetve ennek megfelelden a vérlemezkéket aktivélni. Kisérleteinkben mi is kétféle médon
értiik el az FcyIIA receptoron kersztiil kivaltott vérlemezke aktivacidt. Egyrészt FeyllA
receptort direkt médon aktivalé specifikus monoklondlis antitesteket (ALB-6, ML-13)
alkalmaztunk, masrészt egy anti-CD32 monoklondlis antitesttel (IV.3) szaturaltuk az
FcylIA receptorokat, majd Fc-specifikus anti-IgG-vel kotottiikk keresztbe azokat.

Onmagdban egyik mdédszer sem volt alkalmas COAT-vérlemezkéket létrehozni.
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Thrombin egyideji hozzdaddsa mellett viszont a COAT-vérlemezkék minden kordbban
megfigyelt és fentebb felsorolt jellemz6it mutatdé FcRT-vérlemezkéket tudtunk
produkélni. Az egyetlen eltérés, amit a COAT- és az FcRT-vérlemezkék kozott talaltunk
az volt, hogy az FcRT-vérlemezkék abszolit mennyisége csak a fele volt annak, amit a
thrombinnal és convulxinnal aktivalt vérlemezkék esetében figyeltiink meg. Ezt az
eltérést valdszintlileg az okozza, hogy a vérlemezkék felszinén joval tobb GP VI receptor
taldlhat6, mint FcyIIA receptor. Az aktivéacid szeptontjadbdl 1ényeges receptorok abszolit
mennyisége ugyanis befolydsolhatja az aktivacié 4ltal kivaltott jeldtviteli folyamatok
sordn képz6dé mdsodlagos messengerek idébeli és térbeli eloszldsat, amely igy eltérd
moédon hat ki azokra a komplex eseményekre, amelyek a COAT-, illetve az FcRT-

vérlemezkék kialakuldsdhoz sziikségesek.

7. A B-kazein peptid kotédésének vizsgalata COAT-vérlemezkéken:

A COAT-vérlemezkét felszinéhez kotédd fehérjék pontos kapcsoldédasi helyének
meghatdrozasa céljabol egy olyan 15 aminosavbdl allo peptidet szintetizaltunk (CP;s),
amely a [P-kazein transzglutamindz specifikus glutaminjit is magdban fogalalta. A
peptidet biotinildlt (biotin-CP;s5) és fluoreszceinnel jelezett (FI-CP;s) formdban is
elédllitottuk. COAT-vérlemezke generdldsa sordn a biotin-CP;s a COAT-vérlemezkék
felszinén kiumtathaté volt és ezt a reakciot a transzglutamindz inhibitorok specifikusan
gatoltdk. Az ilyen moédon, biotin-CPjs-nel ,megjelolt” COAT-vérlemezkék sodium
dodecylsulfate polyacrylamide gél elektroforézise (SDS-PAGE) sordn nem sikeriilt nagy
molekulatomegii, vérlemezke membran eredetli fehérjét azonositanunk. Feltételeztiik,
hogy a kapcsolddasért egy joval kisebb molekulatomegli membrdan komponens lehet a
felelés. Ezért a tovabbiakban igy FI-CPjs-nel jelezett COAT-vérlemezkék alkoholban
extrahalt oldatit vizsgaltuk reverz fazid HPLC-n, majd az eludlt frakciokat
tomegspektroszkoppal elemeztiik. A kiinduldsi, ill. a végtermék kozott 176 Da eltérés
igazolddott, amely pontosan megegyezik a vérlemezkék denz granulumaban raktarozott

szerotonin molekulatomegével.

8. A szerotonin transzglutamindz fiiggd konjugicidja és annak jelentdsége a COAT-
vérlemezkék kialakuldsa sordn:
A COAT-vérlemezkék felszinén megfigyelt prohemosztatikus fehérjék kozil a

fibrinogén esetében kozvetlen bizonytékot taldltunk arra, hogy a szerotonin
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transzglutamindz fiiggd moédon konjugdlédik a fehérjékkel. Eldszor szulfonsavval
hidrolizaltuk a COAT-vérlemezkékbdl tisztitott fibrinogén oldatat, annak érdekében hogy
a konjugdlt szeortonin felszabaduljon. Ezt kovetden reverz fazisi HPLC, il
elektrokémiai mddszereket alkalmazva pontosan meghatdroztuk, hogy mennyi szeortonin
molekula kapcsolédik a fibrinogénhez. A tovabbiakban HPLC segitségével izolaltuk a
COAT-vérlemezkék teljes makromolekuldris frakcidjat és igazoltuk, hogy hasonldan a
fibrinogénhez, a teljes makromolekuldris frakcié is azonos ardnyban konjugdlédik
szerotoninnal. Erdekes médon a nem aktivélt, kontroll vérlemezkék makromolekuldris
frakcioja, illetve fibrinogénje is tartalmazott, a COAT-vérlemezke szerotoninjdhoz képest
elenyész0 mennyiségben, szerotonint. Ezen szerotonin konjugitumok valdsziniileg a
fibrinogén o-granulumokba valé transzportja sordn képzddhetnek. A plazmébdl

ugyanakkor nem sikeriilt fibrinogén-szerotonin konjugdtumokat kimutatni.

Szoveti transzglutamindz felhaszndldsaval, szintetikus tuton sikeriilt szerotoninnal
konjugalnunk és biotinnal jeldlniink a B-kazeinbdl szdrmazé peptidet (biotin-CP;5-Q’-5’-
HT (B-CP;5-(5-HT)). Thrombinnal és convulxinnal aktivalt COAT-vérlemezkék
dozisfiiggd modon kotottek meg felsziniikon biotin-CPys-(5-HT)-t, mig a nyugalomban
1év6 thrombocytdk felszinén nem sikeriilt biotin-CP;s-(5-HT)-t kimutatnunk. Tovabbi,
marha szérum albuminnal derivatizalt szerotoninnal (biotin-BSA-(5-HT)s) végzett
megfigyeléseink azt igazoltdk, hogy a biotin-BSA-(5-HT)e, d6zisfiiggéd médon képes volt
a thrombinnal és convulxinnal aktivalt vérlemezkék felszinéhez kotddni. A két
agonistdval egyszerre aktivalt vérlemezkék felszinén megfigyelt biotin-BSA-(5-HT)e
mennyisége megegyezett a COAT-vérlemezkék felszinén mért fehérjék mennyiségével.
Tovabba a biotin-BSA-(5-HT)s képes volt meggatolni az o-granulum eredetli fehérjék

retencigjat a COAT-vérlemezkék felszinén.

OSSZEFOGLALAS

Megfigyeléseinket az aldbbi, négy 1€pésbdl 4ll6 aktivaciés modell jellemezheti
leginkabb. El6szor, a két agonistaval egyszerre aktivalt vérlemezkék o-granulumaibdl az
aktivicio sordn szabadda valo (release reakcid) prohemosztatikus fehérjék a mar
kordabban felismert és jol meghatarotott specifikus receptoraikhoz kotddnek (pl. a

fibrinogén a GP IIb/Illa receptorhoz, az V-0s faktor a PS-hez, stb.). Masodszor, ezen
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fehérjék az aktivicié sordn egy transzglutamindz fiiggd reakcid utjdn szerotoninnal
konjugélédnak. Harmadszor, az egyes, szerotoninnal konjugilédott fehérjék, mads
prohemoszatikus ~ fehérjék konjugdlt szerotonin-kotd helyeihez  kapcsolédnak.
Negyedszer, az ilyen mddon Osszekapcsolddott fehérjék a specifikus receptoraikkal
egyiitt egy igen stabil fehérje héldzatot hoznak létre a COAT-vérlemezkék kiilsd

cytoplazma membranjan.

Bar a COAT-vérlemezkék pontos fizioldgiai jelentOsége tovabbra sem tisztidzott, szimos
megfigyelés szol amellett, hogy ezek az aktivalt vérlemezkék fontos alkotéelemi lehetnek
a primer hemosztazisnak. Ezt azok a megfigyeléseink tdmasztjdk ald, melyek szerint a
COAT-vérlemezkék felszinén teljes mértékii PS expoziciét mutattunk ki, valamint az itt
mért protrombindz aktivitds tObbszorose volt az egyetlen agonistdval aktivalt
vérlemezkék protrombindz aktivitidsanak. A COAT-vérlemezkék felszinén felhalmoz6dé
prokoagundlns fehérjék ugyanis nem csak fizikailag mutathatéak ki, hanem
funkcionédlisan is aktivak, mivel a prothrombinase assay igazolta, hogy ezen kiilonleges
vérlemzkék felszinén jelen 1évd V-0s faktor funkciondlisan is aktiv. A PS jelenléte az
aktivalt vérlemezkék kiils felszinén egyértelmiien a primer hemosztazis masik alapvetd
mozzanata. Mivel kizdr6lag a kollagénnel (convulxinnal) és trombinnal aktivalt
vérlemezkék felszinén figyelhetd meg a PS ilyen mértékii jelenléte, ez azt igazolja,hogy a
COAT-vérlemezkék fontos szerepet jatszhatnak a primer hemosztazisban. Igy a COAT-
vérlemezkék olyan ,,hemosztatikus bombaknak™ képzelhetoek el, amelyek az érfalsériilés

helyén jelent6s mértékben facilitdljak a véralvadas celluléris €s humoralis folyamatait.
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