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BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

A XIX. szazadban Max Schultze és Giulio Bizzozero révén mar ismertté valt, a 2-5
um nagysagu, sejtmag nélkiili vérlemezkéknek fontos szerepe a hemosztazisban, érsériilés
esetén. Ekkor a vérlemezkék a vérarammal a sériilés helyére jutnak, ott az érfalhoz és
egymashoz tapadnak, majd a thrombus eléri azt a nagysagot, amivel kitolti az ér lumenét,
megakadalyozva a tovabbi vér Kiaramlast. Késébbi tanulmanyokban tobb komponenst és
mechanizmust leirtak, melyek érzékennyé teszik a vérlemezkéket a stimulaciokra, valamint
felismertek tobb olyan mechanizmust, mely altal a vérlemezkék kontrollaltalan aktivacioja
veszélyezteti az érrendszer integritasat. Napjainkban vezeté halalokok kozott szerepelnek a
sziv- és érrendszeri, valamint a thrombotikus megbetegedések, melyek patogenezisében a
vérlemezkék aktivacidja és azok interakcidi alapvetd szerepet jatszanak. A kiilonbség a
fiziologias hemosztazis és patoldgias trombotikus folyamatok kezdete kozott nagyon kicsi,
ezért a folyamat allandé szabalyozasara van sziikség. Szamos tanulmany szamolt be arrdl,
hogy a vérlemezkéknek nem csak a hemosztazisban van szerepiik, hanem az immun- és
gyulladasos folyamatokban, hozzajarulnak angiogén ¢és fejlédési folyamatokhoz, a
mikroorganizmusok kozvetlen elpusztitasahoz és daganatos attétek kialakulasahoz.

Tanulméanyaink soran a vérlemezkék immunreceptorain keresztiili aktivaciot
vizsgaltuk, amelyek hozzajarulhatnak a sziv- és érrendszeri, valamint a thrombotikus
megbetegedések kialakuldsdban. A tanulmanyokat alapvetden kétféle megkozelitéssel
végeztiik (1) egyrészt in vitro kisérleteket végeztiink (i1) masrészt kiilonb6zo - vizsgalataink
szempontjabol relevans - korképekbdl szarmazod ex vivo mintdkat vizsgaltunk meg. Ezen
kisérletek soran nem csak a sejtek aktivacios allapotat jellemeztiik részben cellularis részben
szolubilis markerek meghatarozasaval, hanem a tapasztalt eltérések hatterében 4llo

pathomechanizmusokat is vizsgaltuk.

Thrombocyta sejtfelszini receptorok

A vérlemezkék szamos sejtfelszini receptort expresszalnak, ezek koziil az adhézids
receptorok, a trombus képzbédést szabalyozo receptorok és a purinerg receptorok féként a
hemosztazis folyamatokban miikddnek szenzorként. Mig a mintazatokat, antigéneket vagy
kemokineket felismerd €s szialsav-kotd receptorok az immunitasban jatszanak f6 szerepet. A
vérlemezkék legjobban karakterizalt funkcidja a hemosztazisban betoltott szerepiik, ezért nem
meglepd, hogy a publikaciok tobbsége a receptoroknak a hemosztatikus folyamatokban

betoltott szerepével foglalkozik. A receptorok egy része nemcsak a jelatvitelt végzi a



sejtekben, hanem adhézios molekulaként is gyakran kettOs szerepet toltenek be és emellett
meghatarozzak a vérlemezkék reaktivitasat ,,fenotipusat” is.

Az integrinek az adhézidés és szignalizacidos molekuldk f6 osztalya, tobbségiik
konformaécios valtozason megy at vérlemezke aktivacio soran, hogy novelje a ligandhoz vald
affinitasat. Az érfal sériilésekor eldszor a vérlemezke a2fB1 integrin (GPIa-Ila) kotédik a
kollagénhez, majd a glikoprotein VI (GPVI) receptoron keresztiil az adhézié fokozodik és
aktivalodik a vérlemezke. Nagy nyirofesziiltség mellett sem a a2B1 sem a GPVI nem
elegendé az adhézidhoz a vérlemezke GPIb és a plazma von Willebrand faktor (VWF)
sziikséges a vérlemezke kollagénhez torténd kotddéshez. Az integrinek masik csaladjaba
tartozo allbp3 (GPIIb-111a) csak a vérlemezkéken expresszalodik, aktivaciokor konformaciod
valtozason megy at, az RGD-kotohely felszinre keriilésével, nagy affinitdssal koti a
fibrinogént, nélkiilozhetetlen a vérlemezke adhézidoban, aggregacioban és emellett
kulcsfontossagi az alvadék retrahalodasaban. A vérlemezkéken a masodik legnagyobb
szamban jelenlévd adhézios receptor a GPIb-1X-V komplex, mely a leucinban-gazdag
ismétlddéseket tartalmazok csaladjaba tartozik, és esSzencidlis szerepe van a vérlemezke
adhézidban magas nyirofesziiltségnél. Az immunglobulin szupercsaladba tartozo6 sejtadhézios
GPVI receptoron keresztiili kollagén kivaltotta vérlemezke aktivacid sordn a Sarcoma csalad
amely a Syk tirozin kinaz foszforilacidjat valtja ki. Ezzel a 1épéssel beindul egy downstream
jelatviteli kaszkad, mely a foszfolipaz Cy2 (PLCy2) aktivacidjaval jar és bekovetkezik a
vérlemezke aktivacio, mely soran egy inside-out folyamat soran aktivalodik a GPIIb/IIIa,
amiben az SFK-k koz¢é tartozé Lyn, Fyn kindzokon kiviil az Src kindznak is jelentés szerepe
van.

A vérlemezkék aktivaciojakor a C-tipust lektin receptor csaladhoz tartozo P-szelektin
(CD62P) adhézios receptor az o-granulumbol Kikeriil a vérlemezkék felszinére és a
legfontosabb tarsreceptoraval, a PSGL-1 nevli mucinnal Osszekapcsolodva eldsegiti a
vérlemezke-fehérvérsejt kozotti interakcio kialakulasat. A trombus képzddést regulalod
receptorok csoportjaba tartoznak a proteaz aktivalt receptorok (PAR) human vérlemezkén a
PARI1 ¢és PAR4 talalhato. A PAR-1 mar alacsony thrombin koncentracional is gyors
folyamatként aktiv thrombin kotést biztosit, mig a PAR-4 magasabb thrombin
koncentracional lassu folyamatként 1ép miikodésbe. A purinergreceptorok koziil a P2Yy,
P2Y1,-h6z a denz- granulumbdl felszabaduldé adenozin-difoszfattal (ADP) és a P2X;-hez az
adenozin-trifoszfat (ATP) kapcsolodik vérlemezke aktivacio soran, ezzel fokozva annak

aktivalddasat.



A Toll-like receptorok (TLR) a mintazat felismer6 receptorokhoz (Pattern recognition
receptors; PRR) tartoznak, és fontos szerepiik van az immunitasban és az immunvalaszban.
Infekciokor a baktériumok kozvetleniil is kotddhetnek a vérlemezkékhez a TLR2 és TLR4
receptoron keresztiil, aminek eredményeként ezek a receptorok upregulalédnak. Mig aTLR4
receptora Gram-negativ baktériumok alkotéelemét a lipopoliszaharidot (LPS) ismeri fel a
TLR2 receptor a Gram-pozitiv baktériumok peptidoglikanjat koti, a ligand receptorhoz
torténd kapcsolodasakor fokozott vérlemezke adhéziot valt Ki.

Az antigén felismer6 receptorokhoz tartoz6 CD40L mas nomenklatura szerint CD154
kis mennyiségben fellelhetd a vérlemezkék felszinén, thrombocyta aktivacidkor perceken
beliil a subcellularis kompartmentekbdl a sejtfelszinre keriil majd az aktivacié soran a
felszinre keriilt CD40L ezutdn lehasad a thrombocytardl, létrehozva a szolubilis format
(szolubilis CD40L vagy sCD40L). Mind a membrankotott, mind a szolubilis forma
rendelkezhet prokoagulans és proinflammatorikus aktivitassal. A sSCD40L nemcsak a CD40
receptorahoz, hanem a GPIIb/Illa receptorhoz is kotédhet, ezzel thrombocyta aggregaciot
indukalva. Ugyancsak ehhez a csoporthoz tartozik az Fcy receptor lla (FcyRIla), mely
alacsony affinitasa receptora az immunglobulin G (IgG) Fc doménjének és szerepet jatszik a
baktériumok, virusok, parazitak elleni immunolégiai védelemben. Kiilonb6z6é autoimmun és

alloimmun betegségekben az FcyRIla clustering vérlemezke aktivaciot valt ki.

A thrombocytiak szerepe a hemosztazisban és a gyulladasban

A hemosztatikus folyamatok legfontosabb feladata, hogy (i) érfalsériilés esetén
rogképzddéssel megakadalyozza a tovabbi vérvesztést, (ii) a vért folyékony allapotban tartsa,
valamint (iii) eltavolitsa a képz6dott alvadékot. A vérlemezkék normal élettani koriilmények
kozott inaktiv formaban keringenek a vérdramban. Az érfal karosodasa soran az
majd aktivaciojahoz vezet. Az aktivalodasi folyamat harom, egymast részben atfedd fazisbol
all. A kezdeti fazisban a vérlemezkék adhézios receptoraikon keresztiil kolcsonhatasba 1épnek
a szabadda valdo endothelsejt-réteg alatti kollagénnel és VWF-ral, ennek folytan a
thrombocytak egy rétegben odatapadnak a sériilt érfalhoz. Az o2B1 integrin és a GPVI
receptorok kozvetleniil, mig a GPIba és a GPIIb/Illa receptorok a vVWF rogzitésén keresztiil
kotddnek a kollagénhez. Ezek a folyamatok szignalizcids utvonalak beinduldsat és a
vérlemezkék aktivaciojat eredményezik. Aktivacid alatt az intracellularis kalcium szint
megemelkedik, ez egyiitt jar a foszfatidil szerin felszinre kertilésével, ami facilitalja a

faktorok, faktorkomplexek (tenaz, protrombinaz) miikddésének hatékonysagat, a koagulacios
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folyamatok beindulasat. A masodik, extenzios fazisban tovabbi thrombocytdk aktivalodnak,
majd kapcsolodnak Ossze egymassal, amelynek soran tobbek kozott ADP-t szekretdlnak a
denz-granulumokbol, valamint P-szelektint az a-granulumokbol. A P-szelektin receptorok
fokozott expresszidja a sejtfelszinen, tobbféle sejt-sejt interakcio kialakulasahoz vezet a
vérlemezkék, a fehérvérsejtek és az endothelsejtek kozott. A szekretalt ADP, valamint a
képzodott thromboxdn A2 ¢és thrombin tovabbi vérlemezkéket aktival, aminek
eredményeképpen fokozott szekrécid, illetve a GPIIb/Illa fibrinogén receptor aktivacidja
kovetkezik be. Mindez teljes thrombocyta aggregacidhoz ¢és végiil a stabil vérrog
kialakulasdhoz vezet. A végso un. stabilizacids fazisban a vérlemezkék megerdsitik a vérrogot
¢és végll az egész thrombus retrahalodik és elzarja az érfal-sériilés helyét.

A thrombocytak a hemosztatikus folyamatokon kiviil elésegitik a kronikus
gyulladasos folyamatokat atherosclerosisban, modulaljak az akut gyulladasos betegségeket,
mint a szepszis ¢s mas fert6zések, és hozzajarulnak az autoimmun allapotok stlyosbodasahoz.
A vérlemezkék f6 élettani szerepe az endothelium barrier funkcidjanak megérzése, azonban
gyulladéasos folyamatokban kozremiikodnek a barrier funkcioé zavaraban, mely soran novelik
az endothelium permeabilitasat. Fiziologids korilmények kozott a vérlemezkék nem
adheralnak az endothel sejtekhez, azonban atherosclerosis kialakulasakor a vasculatura
gyulladasanak kovetkeztében a vérlemezkék aktivalodnak, majd adheralnak az
endotheliumhoz és a tovabbiakban szerepet jatszanak a neutrophil és monocyta adhézidban,
medialjak felhalmozodasukat és az endothélen keresztiili migracidjukat. Ennek a folyamatnak
az eredményeként a gyulladas helyén a vérlemezke-fehérvérsejt heterotipikus aggregatumok
mennyisége megnd. Ezzel egyidoben a GPVI immunreceptoron keresztiili vérlemezke
aktivacionak a kovetkeztében emelkedik az aktivalt GPIIb/Illa expresszio, az a-granulum
szekrécigja és vérlemezke mikropartikula képzdédés. A vérlemezkék, mint mikrobialis
szenzorok a rajtuk expresszalodo TLR receptorokon keresztiill felismernek endogén
ligandokat és mikrobialis patogén-tarsitott molekularis mintazatokat (PAMP), ez felveti azt is,
hogy a vérlemezkék reagalnak a veszély-tarsitott molekularis mintazatokra (DAMP) is,
amelyek aktivalt vagy nekrotikus sejtekbdl szabadulhatnak fel vagy szovetkarosodas utan
keletkeznek, igy a vérlemezkék kozremiikddnek a nem fert6z6 immunbetegségekben is.
Szepszisben a bakterialis eredeti lipopoliszaharid (LPS) a vérlemezkéken expresszalodo
TLR4 receptoron keresztiil aktivalja a vérlemezkéket, melyek kotédnek a neutrophil
granulocytakhoz €s azok maganyaganak felszabadulasat valtjak ki, neutrophil extracellular
trap-ek (NET) képzodését eredményezve. A NET-nek nemcsak antimikrobialis hatdsa van a

baktériumok és egyéb patogének elfogasaval és eliminalasaval, hanem képesek katalizalni



crer

a fokozott NET képzddés az egyik mechanizmusa a vérlemezke indukalt érkarosodasnak
szepszisben. A GPVI receptoron keresztiili illetve LPS indukalt vérlemezke aktivacié soran a
vérlemezkék felszinér6l lefiiz6dé mikropartikuldk proinflamatorikus és prothrombotikus
faktorokat példaul CD40L-ot szallitanak igy tovabbitva a szignalt a target sejthez, ezéltal a
mikropartikuldk szerepet jatszanak a thrombodzis kialakulasaban ¢és az érrendszer
atalakitasaban. Az LPS direkt vérlemezke aktivald hatasa vitatott, aminek hatterében allhat az,
hogy a szepszist okozd Gram- negativ baktériumok felszinén valtozatos aranyban talalhat6 az
LPS két formaja az S-LPS és az Re-LPS, ezek felépitésiikben csak egy O- poliszacharid
lancban kiilonbdznek egymastol.

Heparin - indukalta thrombocytopéniaban (HIT), amely egy immunvalasz medialt
stulyos mellékhatdsa a heparinnal torténd antikoagulans terdpianak, olyan IgG tipusu
autoantitestek képzddnek, amelyek felismerik a vérlemezke faktor 4-et (PF4), mely koti a
heparint. Az igy képz6dé heparin/PF4/IgG immunkomplexek az Fcylla receptorokon
keresztiil a thrombocytak aktivacigjat valtjak ki, mely soran ujabb, nagy mennyiségti PF4
keriil a keringésbe, illetve thrombocyta aggregatumok képzddnek. A thrombocyta aktivacid
soran prothrombotikus tulajdonsaggal rendelkezé mikropartikuldk szabadulnak fel az
aktivalodott vérlemezkékbdl (PMP), melyek foszfolipidekkel telitett felszine katalizalja a
trombin képzdédést és végiil ez a folyamat thrombocytopenidhoz és thrombus képzddéshez

vezet.

Thrombocyta alosztalyok a hemosztazisban: aggregalo és prokoagulans vérlemezkék

A vérlemezkéknek az adhézion, szekrécion és aggregacion kiviil szerepe van a
véralvadasban is, kontrollaljak a thrombin generaciot, tamogatjak a fibrinképzodést és
reguldljadk az alvadék retrakciot. A vérlemezke aktivacid sordn a vérlemezkék eltérd
aktivacios allapottal és ennek megfeleléen eltéré felszini tulajdonsagokkal rendelkeznek.
Ennek folytan a kiilonb6zd vérlemezke alosztalyok kiilonb6zd feladatokat fognak ellatni. A
prokoagulans vérlemezkékben az intracellularis kalcium szint megemelkedik, ennek hatasara
foszfatidil szerint (PS) fognak expresszalni és ezzel fokozzak a tendz és prothrombinaz
komplexek aktivitasat, regulalva a thrombin- és fibrinképzddést. A thrombus létrejétte soran a
prokoagulans vérlemezkék a thrombus felszinére keriilnek a kontrakcié folyamata alatt, ami
nagyon Kritikus a thrombin és fibrin képzddés térbeli kontrollalasa szempontjabol. A PS-t
expresszalo vérlemezkékhez hasonléan a coated-vérlemezkék is erds agonista aktivacio

hatasara jonnek létre, igy mint a kollagén és thrombin, azonban a coated-vérlemezkékre



jellemz0, hogy a felsziniikon nemcsak PS-t expresszalnak, hanem irreverzibilisen megkotik az
aktivacid soran az a-granulumbol kikeriild fehérjéket, ezaltal fokozottabb prokoagulans
aktivitassal rendelkeznek. Vérlemezkék esetében a GPVI receptoron keresztiili szignalizacio a
prokoagulans vérlemezkék 1étrejottének a f6 utvonala. A PS-t expresszald vérlemezkéken a
GPlIb/llla tobbnyire inaktiv, mig az aggregaldé vérlemezkék PS-t expressziot csak alig
mutatnak, viszont a GPIIb/llla jelentés része aktiv konformacioban van jelen, igy a
fibrinogént nagy affinitassal kotik, mely vérlemezke-vérlemezke, vérlemezke-fehérvérsejt
aggregaciohoz vezet. Az aggregald thrombocytak a vérlemezke-fliggd koagulacié soran az

alvadék retrakcidban vesznek részt.

A thrombocyta-leukocyta interakciét kialakito receptorok

A sejtfelszini szelektinek és gliikokonjugatok medialjak a fehérvérsejtek és
vérlemezkék kihorgonyzodésat és gordiilésének folyamatat az érfelszinen. A vérlemezke-
fehérvérsejt heterotipikus aggregatumok képzédése a vérlemezke aktivacié szenzitiv markere.
A vérlemezke-fehérvérsejt aggregatumok emelkedett szintjét talaltdk akut koronaria
megbetegedésekben (ACS), szepszisben és dializis soran. Heterotipikus aggregatumok
képzddésekor a vérlemezke aktivaciokor sejtfelszinre keriilé P-szelektinhez nagy affinitassal
kotédik a neutrophilek, monocytak, és lymphocytak felszinén konstitutivan expresszalodd P-
szelektin glikoprotein ligand-1 (PSGL-1). A folyamat soran a P-szelektin és PSGL-1 alkotjak
a f0 receptor-ligand part a vérlemezkek és fehérvérsejtek kozott. Ez a kotés teszi lehetove a
hatékony fehérvérsejt toborzast érsériilés esetén. A PSGL-1 P-szelektinnel torténd ligacioja
egy szignalizacios kaszkadot indit be a fehérvérsejtekben, amely a fehérvérsejt integrinek
macrophage-1 antigén (Mac-1, CD11b, integrin amP2) aktivaciojahoz vezet, mely kotédik a
vérlemezke GPIba-hoz vagy indirekt mdédon a fibrinogénen keresztil a GPIIb/Illa
receptorhoz. Az aktivalt vérlemezkék a vérlemezke aktivalo faktoron (PAF) keresztiil,
kotédnek a fehérvérsejtek felszinén a PAF receptorhoz, ami szintén Mac-1 aktivaciohoz
vezet. Mindezek mellett az aktivalt vérlemezkék felszinen upreguldloddé CD40L és a
fehérvérsejtek felszinén jelenlévé CDA40 jatszik szerepet az aggregatumok létrejottében. A
vérlemezke kivaltott Mac-1 aktivacio a X-es alvadasi faktor (FX) megkotéséhez, és
aktivacidjahoz vezet, igy a vérlemezke-fehérvérsejt kapcsolat stimulalja a koagulacios

kaszkadot.



Leukocyta adhézios receptorok és azok szerepe kiilonb6z6 korképekben

Az adhézios molekuldk nélkiilozhetetlenek a  leukocyta-migraciéban, a
differencialodasban, a sejt-sejt kolcsonhatasok inicialasaban, valamint fenntartjak a
sejtmozgashoz sziikséges sejt-sejt és sejt-matrix kodlcsonhatasokat. Ezen folyamatok mellett
jelzé molekulakként is szolgdlhatnak, mely soran aktivaljak a sejtfunkciokra kritikus
utvonalakat. A leukocyta-migracioban, aktivalasban és differencialodasban résztvevd f6
adhézios molekulacsaladok az integrinek, a szelektinek €s az immunoglobulin szupercsalad
tagjai. A leukocytak és az endothelium kolcsonhatasait tobb adhéziés molekulacsalad
kozvetiti, amelyek mindegyike részt vesz a folyamat egy-egy fazisaban. Az integrinek
feladata a sejtek extracellularis matrixhoz (ECM) torténé lehorgonyzasa, sejt-sejt adhéziods
kolcsonhatéas kialakitasa, tovabba a két-iranyu szignal atvitel. E tulajdonsagaik alkalmassa
teszik az integrineket olyan komplex mechanizmusok szabalyozasara, mint a sejtmigracio,
szoveti differenciacio, osztddas, gyulladas és a véralvadas. Az integrinek legtobbje az RGD
(arginin-glicin-aszpartat) aminosav-szekvencidhoz kotédik. Ez a tripeptid nemcsak ECM
makromolekuldkban (kollagén, laminin, fibronektin, vitronektin) fordul eld, hanem
megtalalhatd plazmafehérjékben is, ugymint a fibronektinben, fibrinogénben és a von
Willebrand faktorban. A leukocyta adhézios kaszkad kozponti szerepléi a [2-
integrincsaladbol a Mac-1 (aMp2-integrin; CD11b/CD18) és az LFA-1 (aLp2-integrin;
CD11a/CD18). A Mac-1 foéleg makrofagokon jelen 1évé fehérje, tulajdonképpen komplement
receptor ligand kotés hatasara a makrofag fagocitozissal elpusztitja az immunrendszer altal
karosnak itélt és a komplement-fragmentummal megjelolt (opszonizalt) sejtet. Az LFA-1 {6
feladata az érfal mentén gordiilé leukocytak kikotése az endothel felszinhez. Ez az adhézio
teszi lehetdvé a fehérvérsejtek érpalyabol vald kivandorlasat, ezaltal a lokalizalt szdveti
gyulladésos reakci6 kialakulasat. Leukocyta integrinek kulcs molekulai az immun-medialt €és
inflammatoérikus folyamatoknak példaul asthma és atherosclerosis kialakulasa soranAz
adhézios fehérjék masik csoportja az immunglobulin szupercsalad, ezek kozremtikddnek a
sejtek felismerésében, kotésében, rogzitésében, valamint a sejtek kozotti kommunikécioban.
Idetartoznak az ICAM (intercellularis adhézios molekuldk) csoport proteinjei, melyek foként
endothelsejteken és fehérvérsejteken expresszalodnak. Az ICAM-2 kotédik a Mac-1-hez,
LFA-1-hez ¢és fibrinogénhez, ezzel eldsegiti a fehérvérsejtek endothelen keresztiili
folyamaton kiviil az immunvalasz szamos mas eseményében is kdzremiikodnek az ICAM

fehérjék, igy pl. az antigén-prezentacié folyamataban és a T-sejt proliferacido meginditasaban.



A szelektinekhez tartozé fehérvérsejteken konstitutivan expresszalodo L-szelektin
mely CD62L-ként is ismert a ,lymphocyta-homing” receptora, szerepe a fehérvérsejtek
lelassitasa, részt vesz a sejtadhézioban, migracidban és szignal transdukcidban. A felszini L-
szelektin az extracellularis domén metalloprotedz-fliggd sheddingje altal szabalyozddik.
Ligandjai a limfoid szOveteken keresztiil haladd erek endothel-rétegének glikozilalt
membranfehérjéi, pl. a nyirokcsomokban talalhatd HEV (magas endothelti venulak)
endothelsejtjeinek GIyCAM1 glikoproteinje. Masrészrol a PSGL-1-hez torténd kotédése a
kezdeti 1épése a fehérvérsejt aggregacionak €¢s a HEV-hez valo kotodésnek, mely elinditja a
transzmigraciot a lymphocyta homing soran. A szelektinek Kkulcsszerepet jatszanak a
daganatok kialakulasdban és a metasztazis 1étrejottében. Ennek a hatterében az all, hogy a
szelektin ligandok nagy szamban expreszalodnak az ér endothelen, potencialis belépési helyet
teremtve a keringd tumorsejtek szamara. Lymphoproliferativ betegségekben az adhézios
fehérjék szintje csokkent, ami a fehérvérsejtek romld transzendothelialis vandorlasaval
hozzéjarul és 0sszefiiggésbe hozhato a betegség kialakulasaval.

Az adhéziés molekuldk a fehérvérsejt aktivacido eredményeként megjelenhetnek a
plazmaban, ezek vizsgalata informaciot adhat a betegség sulyossagarol. Szisztémas gyulladas
soran a neutrophilek aktivacidja kovetkeztében a szolubilis L-szelektin emelkedett szintje
detektalhato.
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CELKITUZES

A disszertacio célja az volt, hogy tanulmanyozzuk a thrombocyta és lymphocyta

crer

sejtfelszini  receptorok  expresszidjanak modulaciojat  gyulladasos — stimulusok  és

immunmediatorok hatasara bekovetkez6 sejtaktivacio utan.

1.

2.

3.

In vitro kisérletekben megvizsgaljuk, hogy miként befolyasolja egy bakterialis
endotoxin, az LPS ¢és az anti-PF4/heparin ellenes autoantitest a thrombocyta receptor

expressziot és funkciot.
Megvizsgaljuk egy masodik generdcios tirozin kindz gatlo, a dasatinib GPVI
receptoron  keresztiili  thrombocyta aktivaciora  kifejtett  gatld  hatasanak

mechanizmusait.

Tanulmanyozzuk, hogy az intracellularis foszfataz aktivitdas hogyan regulalhatja

felszini receptor expressziot és funkcidt lymphocytak esetén.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Vérmintak gyiijtése és minta el6készités

Thrombocyta receptor és funkcio vizsgalatokhoz

A vérmintakat egészséges Onkéntes kontrolloktol gyiijtottiik 0,105M Na-citratot
tartalmazo csébe (Becton Dickinson, San Jose, CA). A donorok Debreceni Egyetem (DE),
Klinikai Kozpont (KK), Laboratoriumi Medicina Intézet (LMI) dolgozoi koziil keriiltek
bevalogatasra és a vizsgalatokat megel6z6 2 hétben gydgyszert nem szedtek. A TKI
vizsgalatokba bevont személyek irdsos beleegyezésiiket adtak adataik és mintéaik
felhasznalasdhoz. A kisérletek a Regionalis- és Intézményi Kutatasetikai Bizottsag
(RKEB/IKEB 4875-2017) és az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs engedélyével késziilt.
Thrombocyta dis plazma (PRP) készitése 10 percig 170 g-n 20 °C torténd centrifugalassal
tortént. Thrombocyta szegény plazma (PPP) készitésekor a vért 15 percig 1 500 g-n 20 °C-on
centrifugaltuk. A gél filtralt thrombocytat (GFP) a korabbiak kozoltek szerint tisztitottuk.

Leukocyta receptor és funkcio vizsgadlatihoz

A vérmintakat kronikus lymphoid leukémias (CLL) és egészséges Onkéntes
kontrolloktol gyiijtottiink KsEDTA-t tartalmazé csébe (Becton Dickinson, San Jose, CA). A
betegek a DE, KK, Belgyogyaszati Intézet, Hematologia Tanszékén alltak gondozas alatt,
betegségiikkel kapcsolatosan kezelésben nem részesiiltek. A kontrollok DE, KK, LMI
dolgozoi voltak a vizsgalatokat megel6z6 2 hétben gydgyszert nem szedtek. A vizsgalatokba
bevont személyek irdsos beleegyezésiiket adtak adataik és mintaik felhasznalasdhoz. A
kisérletek a Regionalis- és Intézményi Kutatasetikai Bizottsag (RKEB/IKEB 4674-2016) ¢és
az Egészségiigyi Tudoméanyos Tanacs engedélyével késziilt. A periférias vérbol eldszor
mononuklearis sejteket (PBMC) szeparaltunk Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) segitségével. B-sejt szeparalashoz az elézéekben szeparalt PBMC-t tovabb tisztitottuk
magneses Dynabeads Untouched Human B-sejt szeparalo kittel (Life Technologies, Oslo,
Norvégia). Plazma készitéséhez a KsEDTA-val alvadasgatolt vért 15 percig 1 500 g-n 20 °C-
on centrifugaltuk.
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LPS hatasa a thrombocyta aktivaciéra

Prokoaguldns aktivitds assay (PCA)

Na-citrattal alvadasgatolt vért 4 oran keresztiil 37°C-on inkubaltunk 10 pg/mL
koncentracioban S-LPS-sel, Re-LPS-sel (Sigma-Aldrich, St. Louise, MO, USA) vagy
kontrollként HEPES pufferrel. Inkubaci6é utan PBMC-t szeparaltunk, majd a sejteket
szonikaltuk. A PCA tesztben 100 pL sejtlizatumot 100 pL normal plazmaval 1 percig 37 °C-
on inkubaltunk, majd 100 pL 25 mM-os CaCl, hozzaadasaval inditottuk az alvadast. KC-1

koagulométerrel mértiik a fibrin keletkezéséig eltelt id6t.

Re-LPS kotodés vizsgalata és CD40L expresszio

Aramlasi citométerrel ellendriztiik, hogy kotédik-e az Re-LPS a thrombocytékhoz.
Na-citrattal alvadasgatolt vért jeloltiink 1 pg/mL végkoncentracioban FITC-cel konjugalt Re-
LPS-sel és CD42a PerCP antitesttel nem aktivalt és 5 uM TRAP-pal pal (Sigma-Aldrich, St.
Louise, MO, USA) aktivalt mintaban 60 percen keresztiil 37 °C-on sététben. 1%-0s PFA-val
fixaltuk a mintdkat 60 percig, majd PBS-sel torténé mosas utan FACScan aramlasi
citométeren mértiik. Az eredményeket a jeloletlen Re-LPS-sel kezelt minta atlag
fluoreszcencia intenzitasahoz hasonlitottuk.
A CDA4OL kimutatdsdhoz Na-citrattal alvadasgatolt vért 10ug/mL végkoncentracioban
kezeltiink S-LPS-sel, Re-LPS-sel (Sigma, St. Louis, MO, USA) vagy 5 uM TRAP-pal és
szimultan jeloltiik a vérlemezkéket CD42a FITC és CD154 PE antitestekkel, amihez izotipus
kontrollnak IgG1 PE —t hasznaltunk. . A mintakat inkubaltuk 60 percig 37 °C-on sotétben, ezt
kovetden 1%-0s PFA-val fixaltuk 60 percig, majd PBS-sel torténd mosas utan FACScan
aramlési citométeren mértiik és CellQuest szoftverrel analizaltuk (Becton Dickinson,
Mansfield, MA, USA). Analizis sordn a thrombocyta markerre pozitiv (CD42a+)

eseményekre kapuztunk.

Thrombocyta aggregacio
A kontroll PRP thrombocyta szamat beallitottuk 260 G/L-re PPP-vel. A vérlemezkéket
stimulaltuk S-LPS-sel (10 ug/ml), Re-LPS-sel (10 pg/ml) vagy 5 uM TRAP-pal és Chrono-
Log 700 lumiaggregométerrel (Chrono-Log Corp., Havertown, PA, USA) detektaltuk az
aggregacio mértékét. Tovabbi vizsgalatainkban valaszt kerestiink arra, hogy, az S-LPS vagy
az Re-LPS képes-e potencirozni SuM TRAP vérlemezke aggregalé hatasat. Ennek

megvalaszolasara kostimulaciot végeztiink az aggregacios teszt soran.
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Thrombocyta mikropartikula (PMP) analizis

Na-citrattal alvadasgatolt vért inkubaltunk 10 pg/mL koncentracioban S-LPS-sel, Re-
LPS-sel 5 uM TRAP jelenlétében vagy anélkiil 60 percig 37 °C-on, majd tobb egymast
kovetd centrifugalassal PMP-t szepardltunk a kovetkezOk szerint. A kezelt alvadasgatolt
veérbol elészor PPP-t szeparaltunk 1500 g-n 15 percig 20 °C-on torténd centrifugéalassal, majd
a PPP-t tovabb fugaltuk 13 000 g-n 2 percig 20 °C-on, ezzel a Iépéssel eltavolitottuk a
mintankban jelenlévé vérlemezke membran fragmenteket. Majd a feliilluszot tovabb
centrifugaltuk 16 000 g-n 30 percig 20 °C-on ¢és a cs6 aljan bedtsult PMP-ket egyszer mostuk
BSCG pufferrel (129 mM NacCl, 1,6 mM KH,PO,4, 14 mM Na-citrat, 11 mM gliik6z, 10 mM
NaH;PO4 pH: 7,30 ). Ezutan egy ujabb centrifugalas kovetkezett 16 000 g-n 30 percig 20 °C-
on. A centrifugalas utan a feliiliszo térfogatanak 90 %-at eltavolitottuk és a maradék 10 %-
bol jelolést kovetden meghataroztuk a PMP-k szamat. A PMP mintékat annexin V FITC ¢és
CD41a PeCy5 antitestekkel jeloltiik és a mintakat FACScan aramlasi citométeren mértiik. A
PMP-ket 30 mésodpercig gylijtottiik alacsony aramlasi sebesség mellett analizis sordn a
CD4la és annexin V pozitiv eseményekre kapuztunk ¢€s az abszolut szamot PMP/uL

plazmaban adtuk meg.

HIT antitestek thrombocyta aktivalé hatasa

Funkciondlis HIT teszt

A HIT diagnozis felallitasahoz két laboratoriumi megkozelités hasznalt: (i) szilard-
fazist enzim immunoassay (ELISA), amellyel a PF4-heparin komplex ellen termel6dott 1gG-
tipusu antitestet mutatjuk ki és (ii) egy funkcionalis teszt, mely soran a HIT antitest
thrombocyta aktivald potencidljat vizsgajuk. A funkciondlis vizsgalatok koziil az dramlési
citometridval végzett teszt sordn a HIT antitestek aktivalé hatasat vizsgaljuk egészséges
meghatarozzuk a beteg plazmdjaban jelenlévo antitest hatasat a foszfatidil szerin expressziora
¢s a vérlemezke mikropartikula képzodésre.

A vizsgalatokhoz 10 pL ,,07-4s vércsoportu egészséges kontrollok PRP-jéhez 10 puL
beteg plazmat és 25 pL PBS-t adtunk, majd inkubaltuk 5 pL Na-heparinnal (0,3 IU/mL vagy
100 TU/mL végkoncentracioban) 30 percig 27°C-on vizfiirdében. Incubacié utan 5 uL kezelt
PRP-t festettiink 5 uL. CD41 PE (20x-ra higitott), 1 pL annexin V FITC és 39 uL annexin
koté puffer (0,02M HEPES, 25 mM CaCl, pH: 7,30) jelenlétében 15 percig sotétben
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szobahOmésékleten. Az inkubacios i1d6 lejarta utan 400 upL annexin kotd pufferrel
kiegészitettilk és FACScan aramlasi citométerrel 1 percig nagy aramlasi sebesség mellett
gyljtottik az eseményeket, majd CellQuest szoftverrel analizaltuk (Becton Dickinson,
Mansfield, MA, USA). Analizis soran a CD41 pozitiv eseményekre kapuztunk és megadtuk a
%-o0s aranyat a PS-t expresszalo thrombocytaknak. A tesztet értékelhetonek tekintettiik, ha a
PS expresszid <5 % volt abban a mintaban, ahol kontroll PRP-hez csak 0,3 IU/mL heparint,
de beteg plazmat nem adtunk. A tesztet pozitivnak értékeltiik, ha (i) legalabb 11%-a a
vérlemezkéknek annexin V pozitiv volt 0,3 IU/mL heparin kezelés utan (ii) és az aranya az
annexin V pozitiv (%) vérlemezkéknek a 0,3 IU/mL és 100 IU/mL heparin jelenlétében tobb
volt 1,5-nél.

Az aktivalt vérlemezkékbdl képzddd mikropartikuldkat (PMP) a fényszorasi tulajdonsagok
alapjan hataroztuk meg (FSC-SSC dot-ploton). A PMP-ket hanyadossal értékeltiik a 0,3
IU/mL heparin jelenlétében képz6dé PMP szamat osztottuk a 100 IU/mL heparin jelenlétében

képzddé PMP szamaval. 1,5 f6l6tti hanyados esetén pozitivnak tekintettiik a tesztet.
Dasatinib hatasa a GPVI receptoron keresztiili vérlemezke aktivaciora

Kollagén kivaltotta thrombocyta aggregdcio és ATP felszabadulds mérés

A vérlemezke funkcid vizsgalata iranyaba PFA-100 (Siemens, Deerfield, IL, USA)
zarodasi id6t mértiink kollagén/epinefrin és kollagén/ADP patronnal a dasatinibbel vagy
nilotinibbel eldkezelt citrattal alvadasgatolt vérbdl. A vérlemezke aggregacio vizsgalatahoz
kontroll PRP-t - melynek thrombocyta szamat beallitottuk 260 G/L-re PPP-vel- el6kezeltiink
kiilonb6z6 koncentracioji dasatinibbel (0, 5, 10, 50, 100, 150, 200 és 400 nM) vagy
nilotinibbel (0, 125, 250, 1000, 2500, 5000 nM) 10 percig, 37°C-on vizfiirdében. Ezutan
vizsgaltuk a 1 pg/ml fibrillaris Kollagén (Takeda, Linz, Ausztria) kivaltotta vérlemezke
aggregaciot €és ATP szekréciot Chrono-Log 700 lumiaggregométerrel. Az aggregiciot 8
percen keresztiil detektaltuk és %-ban adtuk meg a fényathaladds maximalis valtozasat
(deltaTmax %) az ATP felszabadulas (release) luciferin-luciferaz (Biotherma AB, Handen,
Svédorszag) reagenssel keriilt meghatarozasra és pumol ATP/ 10" vérlemezke dimenzioban

adtuk meg az eredményeket.
Foszfatidil szerin (PS) expresszio meghatdrozdsa
PRP-t convulxinnal (12,5 ng/mL, 15 perc, 37°C) torténd aktivacio el6tt elokezeltiink

terapias plazma koncentracidju dasatinibbel (10 és 100 nM) vagy nilotinibbel (5000 nM) 10
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percig, 37°C-on vizfirdében, majd vizsgaltuk aramlasi citométerrel a PS expressziot a
kovetkezOkben leirtak szerint. 5 puL el6kezelt, aktivalt PRP-t inkubaltunk 5 pL CD41 PE, 5
uL annexin V FITC és 35 pL annexin kotd puffer (biztositja a kdlcium koncentracidt, ami az
annexin kotddéshez sziikséges) jelenlétében 15 percig sotétben RT-n. Az inkubacids ido
letelte utan 500 puL annexin ko6té pufferrel kiegészitettiik és FC500 aramlasi citométeren
mértikk és Kaluza szoftverrel analizaltuk (Beckman Coulter, CA, USA). A CD41 pozitiv
kapuban 1év6 vérlemezkéket analizaltuk az annexin V pozitiv vérlemezkék mennyiségét %-

ban adtuk meg.

Coated-platelet meghatdrozds

GFP-t eldkezeltiink dasatinibbel (0, 5, 10, 50, 100, 150, 200 és 400 nM) vagy
nilotinibbel (0, 125, 250, 1000, 2500, 5000 nM) 10 percig, 37°C-on vizfiirddben. Ezutan 10
uL GFP-t (thrombocytaszam:40 G/L) aktivaltuk 10 percig 37°C-on 10 pL konvulxin-
thrombin eleggyel (konvulxin végkoncentracio: 125 ng/ml, thrombin végkoncentracio: 0,5
U/L) 1uL biotinalt fibrinogén jelenlétében, a végtérfogatot 100 pL-re allitottuk Mix pufferrel
(10 mM HEPES, 2,5 mM CaCly, 1,25 MgCl;,150 mM NaCl és 1 mg/mL BSA). Ezt kdvetden
az aktivacio leéllitasa €s a minta fixaldsa 200 pL 1%-0s PFA-val tortént. Fixalas utdn 2,5 mL
Img/mL BSA/PBS-sel mostuk és centrifugaltuk 1500 g-n 15 percig 20 °C-on. Majd a
thrombocytakat reszuszpendaltuk 200 pL. BSA/PBS-ben és festettiik CD4la PECy5 és
Streptavidin PE jelenlétében 20 percig 20 °C-on sotétben. Jel6lés utan 2x mostuk PBS-sel,
majd méréshez reszuszpendaltuk a thrombocytakat 500 uL PBS-ben. A mintdk mérése FACS-
Canto Il (Becton Dickinson, Mansfield, MA, USA) aramlasi citométerrel tortént, az adatokat
FACSDiva 6.1.3 szoftverrel analizaltuk. A coated-platelet mennyiségét a CD41a-ra pozitiv

kapuban 1év6 thrombocyta populacié %-ban adtuk meg.

Thrombin képzodés vizsgalata (TGT)

PRP-t konvulxinnal (12,5 ng/mL, 15 perc, 37°C) torténd aktivacioja elétt elokezeltiink
terapias plazma koncentracidju dasatinibbel (10 és 100 nM) vagy nilotinibbel (5000 nM) 10
percig, 37°C-on vizfiirddben. Majd ezekbdl a mintdkbol thrombin képzddeést mértiink a gyarto
utasitasa szerint. Fekete ELISA lemezbe 80 pL eldkezelt és aktivalt PRP-t és 20 uL PRP
reagenst (1 pM tissue faktort tartalmaz)/ thrombin kalibratort pipettaztunk. Tiz perces 37°C-
on torténd inkubacié utan a thrombin képzdédést 20 pL FluCa (fluoreszcens szubsztrat és

kalcium) hozzaadasaval inditottuk el. Hatvan perces id6éintervallum alatt a fluoreszcenciat
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elteltével a Thrombinoscope szoftwer automatikusan kirajzolta a thrombogramot (thrombin
képzddés gorbéje), ami a képzddd thrombin mennyiségét mutatja az id6 fliggvényében. A
Thrombinoscope szoftwer szamszer(siti a thrombogram (4. abra) id6 és mennyiségi
paramétereit. A thrombin képzOdés kinetikajat a lagtime, time to peak mig a képz6do
thrombin mennyiségét a thrombin peak és endogén thrombin potencial (ETP) jellemzi. A
thrombin képz6dés detektalasat Thrombinoscope reagensekkel ¢és szoftverrel végeztiikk
(Thrombinoscope BV, Maastricht, Hollandia).

Aktivalt GPIIb/I1la konformadcio detektilasa PAC 1 kétodéssel
PRP-t konvulxinnal (12,5 ng/mL, 15 perc, 37°C) torténd aktivacio el6tt elékezeltiink
percig, 37°C-on vizfiirdében. Aktivacié utan 50 uL PRP-t festettiink 5 uL CD41a PECy5-tel
és 5 uL PAC 1 FITC antitestekkel 15 percig szobahdmérsékleten sotétben. Majd fixaltuk a
mintakat 1 mL 1%-0s PFA-val 60 percig. Ezt kovetéen 2x mostuk PBS-sel, majd
reszuszpendaltuk 500 uL PBS-ben és a mitdkat FC500 aramlasi citométeren mértiik és CXP
szoftverrel analizaltuk (Beckman Coulter, CA, USA). Szazalékosan értékeltiik a PAC 1-et

kotd és a CD41a pozitiv kapuban 1év6 thrombocytdk aranyat.

Alvadék retrakcio vizsgalata
Ezen kisérletekhez 900 nL PRP-t eldinkubaltunk 100 pL dasatinibbel (10 és 100 nM)
vagy nilotinibbel (5000 nM) 10 percig, 37°C-on vizfiirddben, majd aktivaltuk 100 pL
konvulxinnal (végkoncentracio:12,5 ng/mL) 15 percig 37°C-on. Ezutan {ivegcs6ben 1000 pL
elokezelt majd aktivalt PRP-t inkubaltunk 100 pL 250 mM-os CaCl,-dal (végkoncentracio:
22,7 mM) 60 percig 37°C-on vizfiirddben. Az inkubacios id6 elteltével mértiik a térfogatat a

kiszoritott szérumnak.

SFK-k vizsgdlata Western blot-tal
GFP-t elékezeltiink dasatinibbel (10 és 100 nM) vagy nilotinibbel (5000 nM) 10
percig, 37°C-on vizflirdében, majd aktivaltuk konvulxinnal (végkoncentraci6:12,5 ng/mL) 15
percig, 37°C-on. Minden minta esetén 4x 10" thrombocytat lizaltunk. A lizis pufferhez 1%
TritonX-100 és tirozin foszfataz inhibitor koktél (Sigma, St. Louis, MO, USA) keriilt
felhasznalasra PBS-ben oldva. A thrombocyta lizatumokat poliakrilamid gélen valasztottuk

sz¢t, majd Western blotot kdvetéen foszfo-specifikus antitestekkel (p-Y507 Lyn, p-Y396 Lyn,
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p-Y530 Fyn, p-Y416 Fyn, p-Y529 Src, p-Y418 Src) és biotinalt anti-rabbit IgG masodlagos
antitesttel jeloltik. Avidin-biotin komplexxel (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)
torténd inkubalas utan a fehérje savokat ECL (Millipore, Billerica, MA, USA) reagenssel
tettiik lathatova.

Leukocyta receptor, funkcié és mechanizmus vizsgalatok

Felszini L-szelektin és TACE/ADAML7 meghatdrozdsa

A kontrollok normal B-sejtjeinek és CLL-es betegek koros B-sejtjeinek sejtfelszini L-
szelektin és TACE (Tumor necrosis alpha converting enzyme) expresszidjat 4 szinii jeloléssel
aramlési citometriaval vizsgaltuk. A kontrolloktol és CLL-es betegektdl szarmazd periférias
vért festettik CD19 PC7, CD5 PerCPCy5.5 antitestekkel a T és B - sejtek beazonositasa
céljabol valamint, az L-szelektin expressziot CD62L PE és a TACE szintet CD156 FITC (RD
Systems, Minneapolis, MN) antitestekkel vizsgaltuk. TACE vizsgalathoz egér IgG2a FITC-et
hasznaltunk izotipus kontrollként és a sejtfelszini L-szelektin mennyiségi meghatarozasahoz
Quantibrite™ PE fluoreszcens gysngydket mértiink a mintakkal egyidében. Az L-szelektin
expressziot antitest -kotd kapacitdsban (ABC) adtuk meg. A mintdkat 30 percig festettiik az
antitestekkel szobahdmérsékleten 30 percig majd PBS-sel mostuk és 500 pL 1% PFA-ban
fixaltuk. Majd FC500 aramlési citométerrel mértiik €s CXP szoftverrel analizaltuk (Beckman
Coulter, CA, USA). Kontroll mintdk esetén a CD19+CD5-, mig CLL-es beteg mintak
esetében a CD19+CD5+ B-sejtekre kapuztunk.

Foszforilalt p38MAPK meghatdrozdsa

A CLL-es betegtdl és kontroll személytél szarmazé PBMC-t festettik CD19 FITC
sejtfelszini markerrel, majd fixaltuk BD Phosflow ™ Fix pufferrel 37 °C-os vizfiirdében 10
percig. Ezutdn a sejteket mostuk BD Phosflow ™Perm/Wash 1. pufferrel. Centrifugalas utan a
BD Phosflow™Perm/Wash 1. pufferben reszuszpendalt sejteket festettiik pp38MAPK
(pT180/pY182) PE antitesttel 30 percig sotétben. Mosas utan a sejteket reszuszpendaltuk 1
mL BD Pharmingen™ Stain pufferben. Majd a mintakat FC500 ramlési citométeren mértiik,
¢s CXP szoftverrel analizaltuk, mely sordn a CDI19+ kapuban 1évé lymphocytakat
pp38MAPK PE flureszcencia intenzitasat értékeltiik.
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Aramldsi citometriai mérésekhez az alibbi Becton Dickinson Biosciences (San José, CA,
USA) antitestek, reagensek hasznaltuk: Annexin V FITC, CD154 PE, CD19 FITC, CD41la
Pecy5, CD42a FITC, CD42a PerCP, CD5 PerCPCy5.5, CD62L PE, 1gG1 PE, PAC1 FITC,

Streptavidin PE, BD Phosflow™ reagensek és a Quantibrite™ PE fluoreszcens gyongyok.

Plazma L-szelektin mérés ELISA-val
A kontroll és CLL-es betegek K;EDTA-val alvadasgatolt vérébdl szeparalt plazmabol
(PPP) kereskedelmi forgalomba kaphaté ELISA kittel (Bender Med System, Houston, TX)

mértiik a szolubilis L-szelektin mennyiségét a gyarto instrukcioi alapjan.

Plazma L-szelektin kimutatds \Western blot-tal

A CLL-es beteg plazmajabol az Ig-okat Protein G Sepharose-zal 2 6ra, 4 °C-0S torténd
inkubacioval eltavolitottuk. Majd centrifugalas utan az Ig-mentes feliiluszobol L-szelektin
ellenes antitest és Protein G Sepharose (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) segitségével 4°C-on
egy ¢jszakan at tartd inkubacioval immunprecipitaltuk az L-szelektint. Mosas és centrifugalas
utan a precipitaitumot western blot mintapufferben (62 mM TRIS, 2% SDS, 10% glicerol,
0,025 % bromfenolkék) forraltuk 5 percig. Ezutdn 10 %-0s SDS-PAGE segitségével a
fehérjéket szétvalasztottuk. Western blotot kdvetden blokkoltuk a membrant 3% zselatinnal és
biotinalt L-szelektin ellenes antitesttel (RD Systems, Minneapolis, MN) majd avidin-biotin
komplexxel (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) inkubaltuk. A fehérje savokat ECL

(enhanced chemiluminescence) reagenssel tettiik lathatova.

Foszfataz aktivitas mérés

Magnesessel szeparalt normal B-sejteket és CLL-es betegek B-sejtjeit (5x10°) lizis
pufferben (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1% TritonX-100 és 0,5% proteaz inhibitor koktél, pH:
7,4) reszuszpendaltunk, szonikaltuk, majd 15 000g-n 4 °C-on 10 percig centrifugaltuk. A
szupernatans foszfatdz aktivitdsat 30 °C-on 1uM 32P-jelélt miozin konnyli lanc szubsztrat
(*P-MLC20) és PP1 inhibitor-2 (I-2, 2uM) jelenlétében vagy anélkiil végeztiik. A reakciot a
szubsztrat hozzaadasaval inditottuk majd 10 perc inkubaci6 utan a reakciot leallitottuk 10%
TCA-t és 6 mg/ml BSA hozzdadasaval. Centrifugalds utdn a szupernatansbol a 32p; szintet
szcintillacios szamlaloval mértiik. Ertékeléskor a normal B-sejtek 6ssz foszfataz aktivitasat

100%-nak vettiik.
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In vitro kisérlet foszfataz gatloval és p38MAPK inhibitorral
Magnesesen szeparalt normal B-sejteket és CLL-B sejteket inkubaltunk DMSO-val
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) vagy calyculin A (CLA, Merck-Calbiochem, Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) foszfataz inhibitorral 30 percig 37 °C-on. Azokban a kisérletekben,
ahol a p38MAPK-t akartuk gatolni a sejteket eldkezeltik 5 uM SB203580-val (Tocris,
Bristol, UK) - specifikus p38MAPK inhibitor- a CLA kezelés eldtt. A kezelések utan
meghatdroztuk a pp38MAPK ¢és sejtfelszini L-szelektin mennyiségét a kordbban leirtak

alapjan.

Statisztikai analizis

A statisztikai elemzéseket a GraphPad Prism 4.0 szoftverrel végeztik. Az adatok
eloszlasanak elemzéséhez Kolmogorov-Smirnov tesztet hasznaltunk. Két dsszetartozo csoport
Osszehasonlitdsara, amennyiben a valtozd mindkét csoportban normal eloszlast mutatott,
egymintas t-probat (paired t-teszt), nem normal eloszlasu valtozo esetén Wilcoxon rank
tesztet (parositott Wilcoxon-teszt) alkalmaztunk. Két fliggetlen csoport Osszehasonlitidsara
nem parositott t-probat (normal eloszlds) ¢s Mann-Whitney tesztet (nem normal eloszlas)
alkalmaztunk. Tobb fiiggetlen csoport 6sszehasonlitisara ANOVA (Gaussi eloszlas) valamint
Kruskal-Wallis teszt (nem Gaussi eloszlas) segitségével tortént. Jelentds kiilonbségnek a

p<0,05 értéket tekintettiik.
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EREDMENYEK

Gyulladasos folyamatok soran az endothel sejtek thrombin vagy mas inflammatorikus
stimulus hatasara gyulladasos citokineket példaul vérlemezke aktivalo faktort (platelet
activating factort, PAF) szintetizalnak, az endothel sejtek mellett PAF szintézisre képes
minden olyan sejt, amely a szervezet védelmében részt vesz igy a thrombocytak, neutrophilek,
monocytak és macrophagok. A gyulladasos valaszban a PAF féként a sejt-sejt interakciot
iranyitja, egyrészt aktivalja a polimorphonuklearis (PMN) sejteket és thrombocyta aktivaciot,
aggregaciot valt ki.

A thrombocytak aktivacidja két f6 szignalutvonalon keresztiil valosulhat meg. Létezik
az un. ,.klasszikus” utvonal, amikor a kollagén, thrombin, ADP, adrenalin vagy a thromboxan
A, medialja az aktivaciot. A masik jelatviteli folyamat esetén egyéb gyulladdsos mediatorok,
mint példaul a PAF vagy az LPS okoz vérlemezke aktivaciot. A thrombocytak aktivacio soran
szamos morfologiai €s biokémiai valtozason mennek keresztiil. Ezek a valtozasok lehetdvé
teszik, hogy a vérlemezkék betoltsék bioldgiai funkcidjukat, amelyek kiilonboz6
modszerekkel jol nyomonkovethetdk.

Korabbi in vitro kisérleteink soran kontroll vérlemezkét aktivaltunk 20 uM
koncentracioban thrombin receptor aktivalé peptiddel (TRAP) vagy 10 és 100 nM PAF-fal
kiilonboz6 ideig. Vizsgélataink soran azt talaltuk, hogy a TRAP-pal torténd aktivacido mar
igen rovid (5 perc) aktivacios id6 alatt magas P-szelektin és CD40L expressziot és jelentds
PAF (10 nM) szinte alig valtott ki vérlemezke aktivaciot még 60 perces aktivacio utan is,
viszont 100 nM PAF 1d6fliggd moddon jelentds P-szelektin és mérsékelt CD40L expressziot

eredményezett, ami a PMP-k szamanak emelkedésével jart.

LPS hatasa a thrombocyta aktivaciora

Jelen tanulmanyunkban az LPS - mint inflammatérikus stimulus - hatasat vizsgaltuk a
vérlemezke aktivaciora és funkciora. Eldszor in vitro kisérletben teszteltik a bioldgiai
aktivitasat az S-LPS és Re-LPS-nek. Vizsgaltuk a prokoagulans tulajdonsagait rekalcifikalt,
LPS-stimulalt mononuklearis sejt (PBMC) szuszpenzionak. Mindkét LPS-forma 10 pg/mL
koncentracioban szignifikansan csokkentette (p < 0,05) az atlag alvadasi id6t az LPS-sel nem
kezelt mintahoz képest. Tovabba kimutattuk, hogy az Re-LPS képes kotédni a
thrombocytakhoz, a FITC konjugalt Re-LPS szignifikans emelkedést (p = 0,01) mutatott az

FL-1 atlag fluoreszcencia intenzitdsban (MFI) a pozitiv sejteken (49,7 £+ 8,3) a konjugalatlan
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Re-LPS-hez (10,2 + 2,4) képest és ez az MFI értéket tovabb emelkedett 10 uM TRAP kezelés
hatasara (ezeket az eredményeket nem abrazoltuk). Ezt kdovetden megvizsgaltuk, hogy
befolyasolja-e az Re-LPS és S-LPS a thrombocyta aggregaciot. Onmagéban egyik LPS forma
sem valtott ki thrombocyta aggregaciot 0,1-10 pg/mL koncentracidban. Azonban 1 pg/mL
Re-LPS novelte a szubmaximalis aktivald hatéast kivalté TRAP (5 uM) vérlemezke aggregalo
hatasat, mig az S-LPS nem befolyasolta. Ezutan, vizsgaltuk, hogy hogyan befolyasolja a két
LPS forma a vérlemezke aktivacio szenzitiv markereit a CD62P és CD40L expressziot. Azt
talaltuk, hogy az egyik LPS forma sem okozott CD62P expresszido emelkedést 10 pg/mL
concentracioban sem, az LPS-sel nem kezelt mintdhoz képest (9,0 = 4,0 %; 9,5 £ 5,0 % vs.
7,6 = 3,0 %; ezeket az adatokat nem dabrazoltuk). Ezzel ellentétben 10 pg/mL Re-LPS
szinifikansan nagyobb CD40L expressziot valtott ki (2,7 = 1,9 %; p< 0,05) magasabb MFI
értékkel (172,5 = 80,0; P < 0,001) a negativ kontrollhoz (NA) képest. Tovabba, a TRAP
aktivalt minta is 1ényeges emelkedést mutatott a CD40L expresszioban (33,6 + 4,9 %; MFI=
33,6+ 4,7). Ezekkel ellentétben az S-LPS semmilyen valtozast nem okozott a CD40L
expresszioban. Ezek mellett szignifikans emelkedést talaltunk (p< 0,05) az Re-LPS (10
pg/mL) kivéltotta vérlemezke mikropartikulak (PMP) szdmaban (450 + 170 PMP/ pL
plazma), azonban az S-LPS nem befolyasolta a PMP szamot (273 + 144 PMP/ uL plazma vs.
227 + 95 PMP/ pL plazma a nem kezelt mintaban). Megfigyeltiik, hogy ezek a szintek mind
alatta voltak az 5 uM TRAP kivaltott PMP szamnak, rdadasul koaktivacié esetében mar joval
Kisebb koncentracioji Re-LPS (1 pg/mL) is szignifikansan fokozta a TRAP PMP képzodést
kivalté hatasat (1384 £ 299 PMP/ pL plazma vs. 970 + 145 PMP/ puL plazma; p< 0,05).
Ezekkel ellentétben az S-LPS-sel torténé koaktivacid nem befolyasolta a PMP szintet (983 +
120 PMP/ uL plazma).

HIT antitest (anti-PF4/heparin 1gG) hatasa a vérlemezke aktivaciora és funkciora
Osszesen 40 olyan beteg plazmdjanak a vérlemezke aktivald hatasat teszteltiik, akik az
anti-PF4/heparin IgG tipusu antitestre pozitivak voltak az ELISA teszttel (OD>0,5), 11 olyan
betegét, akiknek az ELISA tesztel az OD=0,3-0,5 kozotti hatarértéknek adodott és 40 beteget,
akinek negativ lett (OD<0,3) az ELISA tesztje. Azoknak a betegeknek, akiknek negativ vagy
a hatarértéknek adodott az ELISA tesztje negativ lett a funkcionalis tesztje is. Negyven
ELISA pozitiv betegbdl 14 betegnek pozitiv lett az annexin V koto tesztje és 17 beteg a PMP
tesztje. HIT negativ kontroll plazma nem aktivalta a kontroll egyén thrombocytajat, azonban a

crer

heparin (0,3 TU/mL) jelenlétében. Magas heparin koncentracio (100 IU/mL) jelenlétében a
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vérlemezkék nem aktivalodtak vagy csak nagyon kis mértékben, ez bizonyitja azt, hogy a
vérlemezke aktivacio heparin koncentracio fliggd, ugyanis a magas heparin koncentraciod
megakadalyozza az immunkomplex 1étrejottét, mely a vérlemezkét aktivalna.

A tovabbiakban megvizsgaltuk az Osszefliggést a ELISA OD érték és az annexin V
koté és a PMP teszt kozott. Ennek soran pozitiv, szignifikdns Osszefiiggést talaltunk az
ELISA OD érték és a funkciondlis teszt pozitivitasa kozott (annexin V kotés: p= 0,0001,
PMP: p=0,0002), ami azt jelenti, hogy minél magasabb az ELISA OD értéke, annal nagyobb
a valoszinlisége annak, hogy a funkcionalis teszt pozitiv értéket mutat. HIT-ben a
legsulyosabb mellékhatas a thrombosis, ezért megvizsgaltuk a kapcsolatot a heparin-fiiggd
antitest szint és a thrombotikus esemény gyakorisaga kozott. A magas heparin-fiiggd antitest

szint a thrombosis kialakulasanak megnovekedett valosziniiségével tarsithato.

Dasatinib hatasa a thrombocyta aktivaciora és funkciora

Egészséges egyének thrombocytait eldkezeltiink kiilonb6zé  koncentracioju
dasatinibbel vagy nilotinibbel, ezt kovetden vizsgaltuk a coated-platelet képzodést, a PFA-100
zaroddasi id6t kollagén/epinefrin és kollagén/ADP patronnal és a kollagén kivaltotta
vérlemezke aggregéaciot és ATP szekréciot. Normal GFP dasatinibbel torténd eldinkubalasa
szignifikans csokkenést valtott ki a coated-platelet képzodésben mar egészen alacsony
terapids tartomanyban is, példdul 50 nM dasatinib esetében p < 0,01, majd doézis-fiiggd mddon
tovabb csokkent.

A dasatinib az altalunk hasznalt legnagyobb koncentracioban (400 nM) nyujtotta csak
meg a zarodasi id6t a kollagén/epinefrin patron esetében, mig a kollagén/ADP patronnal
végzett PFA-100 vizsgalatot nem befolyasolta.

Eldkisérleteinkben a kollagén kivaltotta vérlemezke aggregaciot és ATP szekrécidt a
dasatinib 100 nM koncentracidig nem befolyésolta, ezért a tovabbi kisérletekben a 150 nM
dasatinib el6kezelést alkalmaztunk, mely szignifikdnsan csokkentette (p< 0,05) mind az
aggregaciot mind az ATP szekréciot. A kisérletek soran negativ kontrollként hasznalt
nilotinib kezelés a coated-platelet képzdédést, a PFA-100 vizsgélatot és a thrombocyta
aggregaciot nem befolyasolta.

Ezen vizsgilatok eredményei alapjan felmeriilt benniink a kérdés, hogy
befolyasolhatja-e a dasatinib kezelés a vérlemezkék mas funkciojat. Ennek kideritése céljabol
10 nM és C max: 100 nM koncentracioban) és nilotinibbel (Cpax: 5000 nM), majd a mintak

egyik részét aktivaltuk a GPVI receptor agonista, konvulxinnal, a masik részét nem aktivaltuk
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(nyugvo vérlemezkék). A kezelések utan vizsgaltuk a nyugvo és az aktivalt vérlemezkék
prokoagulans aktivitasat PS expresszidval ¢és vérlemezke-fiiggd thrombin képzddés
vizsgalattal, valamint az alvadék retrahalo aktivitasukat alvadék retrakciovalés a GPIIb/Illa
szignifikansan csokkentette a PS expressziot mar a nem aktivalt vérlemezkék esetében is. A
konvulxin kifejezetten magas PS expressziot valtott ki a nem aktivalt vérlemezkékhez képest
¢s 100 nM dasatinib el6kezelés nagymértékben meggatolta (p< 0,01) a konvulxin PS
expressziora kifejtett hatasat. Ugyanezekben a kisérletekben vizsgaltuk a dasatinib modulalo
hatasat a vérlemezke-fiiggd thrombin képzddésre. Ebben a kisérleti elrendezésben az aktivalt
vérlemezkék biztositjak a foszfolipidet (PL), a mérés soran hozzaadott reagens pedig a szoveti
faktor (tissue factor tovabbiakban TF) a thrombin képz6déshez. Az el6zéekben leirt mintak
esetében vizsgaltuk a thrombin képzddés kinetikdjat, a lagtime, time to peak paraméterekkel
¢és a képzOdott thrombin mennyiségét a thrombin peak és ETP-vel. A thrombin képzddés
gyorsabb volt a konvulxin aktivalt mintaban, ezt mutatja a lagtime és time to peak érték
szignifikans rovidilése. A konvulxinnal torténd aktivacio ndvelte a peak thrombint, de nem
befolyasolta az ETP értékét. Az id6 paraméterek esetében a 100 nM dasatinib szignifikdnsan
késleltette a thrombin generaciot a konvulxinnal aktivalt mintdban, de nem befolyéasolta a nem
aktivalt mintaban. Tovabba, 100 nM dasatinib szintén szignifikansan gyengitette a peak
thrombint, de nem volt hatasa az ETP értékre a konvulxinnal aktivalt mintdban. Tiz nM
dasatinib és a nilotinib nem befolyasolta a thrombin képzddés egyetlen paraméterét sem.

Ugyanezen mintakbol aramlasi citometriaval vizsgaltuk a szintjét az aktivalt
GPlIb/1lla-nak PAC1 kotédéssel, ahol 100 nM dasatinib szignifikansan csokkentette a szintjét
az aktivalt integrinnek a nem aktivalt mintdban és erdsen gatolta a konvulxin kivaltotta
integrin aktivaciot. Alvadék retrakcio vizsgalata soran a 60 perces inkubacios id6 letelte utan
a nem aktivalt minta intenziv alvadék retrakcidot mutatott. Mig a konvulxinnal aktivalt
mintaban az alvadék retrakcio kevésbé volt intenziv. Azonban, 100 nM dasatinib elokezelés
szignifikansan novelte a kiszoritott szérum térfogatat a konvulxinnal aktivalt mintaban. A
nilotinib és a 10 nM dasatinib el6kezelés jelentdsen nem befolyasolta sem az integrin
aktivaciot sem az alvadék retrakciot.

A GPVI agonista konvulxinra adott csokkent valasz felveti azt, hogy a dasatinib a
Sarcoma csalad kindzain (SFK) keresztiil, befolyasolja a vérlemezke szignalizaciot. Ezért
kontroll GFP-t elokezeltiink 0, 10 és 100 nM dasatinibbel, majd a vérlemezkéket aktivaltuk
konvulxinnal. Abban az esetben, amikor a vérlemezkék nem voltak eldinkubalva dasatinibbel

(0 nM), de meg voltak aktivalva konvulxinnal cs6kkent az SFK-k foszforilalt szintje a C-
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terminalis részen (inaktiv forma) és az aktivaciés hurokban (maximalisan aktiv forma). Az
el6z6 eredményekkel 6szhangban, 10 nM dasatinib el6kezelés gyengitette a konvulxin hatasat

az SFK-ra és100 nM dasatinib eldkezelés pedig teljes mértékben megsziintette.

Foszfataz aktivitas modulalé hatasa az L-szelektin expressziora

CLL-es betegek CD5+/CD19+ koros B-sejtjein és a kontroll csoport CD5-/CD19+
normal B-sejtjein vizsgaltuk az L-szelektin expressziot. Egy kontroll minta és egy CLL-es
beteg minta L-szelektin (CD62L) kifejez6dését mutatjuk be a 15. abran. Kontroll minta
normal B-sejtjei magas és homogén L-szelektin expressziot mutatnak (MFI:60), mig a CLL-
es beteg koros B-sejtjein az L-szelektin expresszid heterogén és jelentésen alacsonyabb
(MFI:12). Tovabbi mintak vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a felszini L-szelektin expresszio
szignifikansan alacsonyabb (p<0,0001) a legkedvezdébb lefolyast Rai O stadiumtt CLL-es
betegek B-sejtjein is a normal B-sejtekhez viszonyitva. Ezzel egyidében a CLL-es betegek
plazmajabol mért L-szelektin szint szignifikdnsan magasabbnak adodott, de amikor a plazma
L-szelektin szintet normaltuk 10° fehérvérsejtszamra a szolubilis L-szelektin érték
alacsonyabbnak adodott a CLL-es betegekben. Azoknal a betegeknél, ahol az abszolut
lymphocyta szam 32 G/L folott volt a koros B-sejtek felszinén az L-szelektin expresszid
alacsonyabbnak, mig ugyanezen betegek plazmajabol mért szolubilis L-szelektin szint pedig
magasabbnak adodott.

A CLL-es betegek T-sejtjein is alacsonyabb volt az L-szelektin expresszio, de a
kiilonbség kevésbé volt hangsulyozott. Az L-szelektin szolubilis formaja szarmazhat a
lymphocytak és neutrophilek felszinérdl is. Azonban az atlag neutrophil szam (4,5 G/L) a
vizsgalt betegekben elhanyagolhaté volt az atlag abszolut lymphocytaszamhoz (43,6 G/L)
képest és emellett aramlasi citométerrel vizsgalva a lymphocytak 78%-a koros B-sejt volt,
ezek alapjan a szolubilis L-szelektin foként a B-CLL-es sejtekrol kertilt a plazmaba.

A tovabbiakban olyan vizsgalatokat végeztiink, amelyek hozzéasegitenek az L-
szelektin csokkenés mechanizmusanak megértéséhez. A CD5+/CD19+ koéros B-sejtek
felszinén a vizsgalt TACE expresszié szignifikansan alacsonyabb a sejtekben a foszforilalt
p38MAPK (pp38MAPK) szint pedig szignifikansan magasabb volt a normal B-sejtekhez
viszonyitva.

Ezutan megmértiik az 6ssz és PP1 inhibitorral a PP2A foszfatadz aktivitast a B-CLL és
normal B-sejtekben. Azt talaltuk, hogy az 0ssz és PP2A aktivitds is szignifikansan

alacsonyabb a koros B-sejtekben a normal B-sejtekhez képest.
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Ezt kovetben in vitro kisérletekben CLL-es betegek B-sejtjeit és normal B-sejteket
elokezeltiink calyculin A (CLA) foszfataz inhibitorral, ezutan vizsgaltuk a felszini L-szelektin
expressziot és a pp38MAPK szintet. A leukémias B-sejtekben a pp38MAPK szint magasabb
volt a normal B-sejtekhez viszonyitva, ami CLA kezelés utan koncentracio-fiiggé modon
megemelkedett mindkét csoportban, de a CLL-es betegek B-sejtjeiben mindig magasabb volt
mindkét CLA koncentracio esetében. Ugyanezen mintakban a felszini L-szelektin gyors
csOkkenése volt megfigyelheté mindkét csoportban bar eltéré kinetikaval, 10 nM CLA
hatasara a koros B-Sejtek felszinérél szinte teljes egészében eltiint az L-szelektin.

Ezek utan normal B-sejteket a CLA kezelés elott eldinkubaltunk p38MAPK
inhibitorral (SB203580) 5 uM koncentracioban. A p38MAPK gatolt sejtek csokkent
pp38MAPK szintet mutattak a CLA kezelés utan, 5 pM p38MAPK inhibitor szinte teljes
egészében meggatolta az 5 nM CLA altal kivaltott p38MAPK foszforilaciét. Hasonldan
ezekhez a valtozasokhoz, 5 nM CLA altal kivaltott L-szelektin csokkenés kisebb mértékii volt
a p38MAPK inhibitorral torténd eldkezelés utan.
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MEGBESZELES

A vérlemezkékrdl ismert, hogy komplex funkcidjuk van, a cellularis hemosztatikus
folyamatok f6 regulatorai, hozzajarulnak a hemosztatikus dugo képzédéshez és akceleraljak a
koagulacios rendszert. EKkor a thrombocytak kapcsolatba keriilnek kiilonb6z6 sejttipusokkal,
monocytakkal, neutrophilekkel, endothel sejtekkel és sima izom sejtekkel és hozzajarulnak az
atherosclerosis, vaszkularis inflammacio €s mas inflammaéaciéo-medialt betegségek példaul a
szepszis patogenezis€hez. Ezen korképek mellett infekcidé soran a vérlemezkék
mikroorganizmusokkal és neutrophilekkel 1épnek interakcioba és NET-ek képzddnek, melyek
egyrészt védelmet biztositanak a patogének invazidja ellen, masrészt résztvesznek az
infekcio-medialt thrombosis kialakulasaban.

A patologias folyamatokhoz hozzajaruld thrombocytdk karakterizdlasahoz ¢és a
folyamatokban betoltott komplex szerepiikk jobb megértéséhez technikailag ¢és
metodologiailag megfeleleléen kidolgozott laboratoriumi funkcionalis tesztekre van sziikség.
A thrombocyta aktivacio eredményezhet ,klasszikus” aktivaciot, mely a vérlemezke
aggregaciot az alvadék retrakciot és bizonyos aktivaciés markerek tobbek kozott a P-
szelektin, CD40L (CD154) és az aktivalt GPIIb/Illa expresszi6 emelkedését jelenti. Az
»alternativ” biomarkerek a thrombocyta aktivacié soran képz6dé PMP-k, heterotipikus
aggregatumok, PS expresszid és a funcionalis tesztek koziil a HIT teszt, a coated-platelet
képzddés és a vérlemezke-fiiggd thrombin képzddés vizsgalata.

Kutatasainkban gyulladasos- és immunmediatorok mellett tirozin kinaz inhibitorok
(TKI) hatasat vizsgaltuk a vérlemezke receptorokra, szignalizaciora és funkciora, valamint

In vitro tanulmanyunkban két LPS forma, az Re-LPS (Salmonella minnesota, Re595)
¢és az S-LPS (Escherichia coli, 0111:B4) hatasat vizsgaltuk a vérlemezke aktivaciora és
funkciora. Kisérleteink hatterében az LPS vérlemezke aktivalé hatdsanak tulajdonitott

korabban publikalt, egymasnak ellentmond6 vizsgélati eredmények allnak. Vizsgalataink

crer

crer

png/mL) koncentracioban valt ki CDA40L expresszio emelkedést és PMP képzddést.
Eredményeink 6sszhangban allnak olyan korabbi tanulmannyal, melyben kimutattak, hogy
kiilonb6z6 baktérium torzsekbdl szadrmazod eltéré struktaraja LPS formék 10 pg/mL

koncentracio alatt nem képesek Oonmagukban klasszikus vérlemezke aktivaciot kivaltani,
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azonban az LPS nagyon magas koncentracioban (100 pg/mL) fokozza a P-szelektin
expressziot. Eredményeinkkel ellentétben Vallance és munkatarsai kimutattdk, hogy a S.
minnesota LPS 2 pg/mL szuprafiziologias koncentracioban egy eltéré receptoron keresztiil
torténd szimultan stimuladcioban GPVI receptor agonistaval azt talalta, hogy 0,5 pg/mL CRP-
XL (collagen related peptide-XL), P-szelektin expressziot csokkenését eredményezi.

Osszefoglalva, kimutattuk, hogy a vérlemezkék az LPS kiilonbozé formaira eltérd
kovetkezménye. Masrészt, a strukturalis eltérés mellett a TLR4 és a szolubilis plazma
fehérjék, mint a CD14 és LBP (lipopolysaccraride-binding protein; lipopoliszaharid-k6t6
fehérje) kozotti kapcsolat sziikségessége.

Kovetkezd tanulmanyunkban 1gG-tipust HIT antitestek hatasat vizsgaltuk a
vérlemezke aktivacidra. A heparin terdpia mellékhatasa lehet, hogy immunreakciot indukal,
melynek sordn olyan IgG-tipusi antitestek keletkeznek a vérdramban, amelyek kotik a
heparin-PF4 komplexet. Az igy 1étrejové heparin/PF4/antitest komplex az antitest Fc részével
kotédik az FcyRIla-hoz és aktivéalja a vérlemezkéket, ami thrombocytophenia kialakulésa
mellett egy hypercoagulabilis allapothoz vezet, aminek eredményeként thrombosis alakulhat
ki. In vitro tanulmanyunkban egy funkcionalis teszttel vizsgaltuk HIT gyants betegek
plazmajaban jelenlévé HIT antitestek hatdsat kontroll vérlemezkék prokoagulans
aramlasi citometriai funkcionalis teszt eredményeit Osszehasonlitottuk az ELISA modszerrel
meghatarozott HIT antitest OD-értékekkel. Warkentin és munkacsoportjadhoz hasonldéan
szignifikans pozitiv Osszefliggést talaltunk az ELISA OD érték és a funkciondlis teszt
pozitivitasa k6zott mindkét vizsgalt aktivacios marker vizsgalata esetén. Emellett kimutattuk,
hogy a magas antitest titer (OD értékben kifejezve) szignifikans pozitiv dsszefiiggést mutat a
thrombosis kilakuldsanak lehetdségével. Ez a megallapitdsunk Osszhangban allt az
irodalomban ko6zolt adatokkal, mely szerint az ELISA és SRA (Serotonin Release Assay)
teszttel pozitiv betegek 69 %-nal alakult ki thrombosis, mig a mi altalunk végzett ELISA és
annexin V koto teszttel pozitiv eseteknél a betegek 71 %-nak volt thrombotikus eseménye.

Osszefoglalva, eredményeink alapjan az annexin V kotédést és PMP képzddést
detektald funkciondlis aramlési citometriai HIT teszt megbizhatéan képes eldrejelezni a
heparin kezelés mellékhatasanak klinikai kimenetelét.

A BCR-ABL tirozin kinaz inhibitorok bevezetése a kronikus mieloid leukémids
betegek kezelésébe jelentdsen javitotta a betegek tulélési esélyeit. Azonban ezeknek a

gyogyszereknek a hossza tavu hasznalata kiilonb6z6 mellékhatasokat eredményezhet. A
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masodik generacios TKI-k koziil a dasatinib hemorrhagias komplikaciok kialakulasahoz
vezethet, mely talnyom6 részt gastrointestinalis vérzés, mig a nilotinib aktivalja a
vérlemezkéket és az endotheliumot, ezaltal potencialja a thrombocyta adhéziot és a thrombus
képzddést.

hatasat vizsgaltuk a vérlemezke aktivaciora és funkciora. Korabbi in vitro tanulmanyok
eredményeivel 0sszhangban azt talaltuk, hogy a dasatinib dozis-fliggd mddon gyengitette a
vérlemezke aktivaciot €s a terapias plazma koncentracidohoz (Cpax) kozeli koncentracioban
(150 nM) a dasatinib szignifikansan gatolta a kollagén kivaltotta vérlemezke aggregaciot,
valamint ATP szekrécidt és csak igen magas (400 nM) koncentracidoban nyujtotta meg a
kollagén/adrenalin patronnal a PFA-100 zarodasi idot. Ezen vérlemezke funkcionalis
vizsgalatok mellett, melyek a thrombocytdk elsddleges hemosztazisban betdltott szerepérdl
nyGjtanak informacioét, az ugyancsak funkcionalis tesztnek tekintett vérlemezke
diagnosztikaban nem hasznalatos coated-plateletek képzédését is vizsgaltuk. Vizsgalataink
soran azt talaltuk, hogy mar 50 nM dasatinib eldkezelés szignifikdnsan kevesebb coated-
platelet képzOodést eredményezett, ez alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a coated-platelet
vizsgalat szenzitivebb, mint a lumi-aggregometria a dasatinib gatlo hatasanak vizsgalatara a
GPVI receptoron keresztiil indukalt vérlemezke aktivaci6 soran.

A thrombocytak a primer hemosztazisban betoltott szerepik mellett a vérlemezke-
fliggd thrombin képzddés folyamatan keresztiil, modulaljak a koagulaciot. Ennek kapcsan arra
kerestiik a valaszt, hogy a dasatinib az aggregald thrombocytakon kiviil befolyasolja-e a PS-t
expresszald prokoagulans vérlemezkék képzddését illetve funkcidjat. Ennek a kérdésnek a
megvalaszolasara a szakirodalomban ezidaig semmilyen adatot nem ko6zoltek, ezért kovetkezo
prokoagulans vérlemezke képzddésre. A kisérleti eredményeink tisztan mutattak, hogy a
magasabb terapias tartomanyban (Cmax), 100 nM dasatinib elékezelés szignifikansan
csokkentette a PS expressziot a nem aktivalt vérlemezkék esetében, de a gatldo hatés
markansabbnak bizonyult a konvulxin-indukalt aktivacids valasz esetén minden vizsgalt
tesztnél, PS expresszid, thrombin képzddés, integrin aktivacio és alvadék retrakcio. Ellenben a
esetében sem. Ezek az eredményeink megerdsitést nyertek egy késébbi 2020-as publikacio
eredményei altal, ahol a szerzok azt talaltdk, hogy a dasatinib gatolja a prokoagulans
vérlemezkék képzodését és a mitokondrium membran depolarizaciot, valamint a kollagén

receptoron keresztiil kivaltott GPIIb/I11a aktivaciot.
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A dasatinib a BCR-ABL tirozin kinazon kiviil gatolhatja az SFK koziil a Lyn, Fyn és
Src kinazokat, melyek regulatorai a GPVI receptoron keresztiili vérlemezke szignalizacionak
¢s aktivacionak. Azonban ezekbdl az adatokbdl nem lehet azt a kovetkeztetést levonni, hogy a
dasatinib az SFK-k gatlasan keresztiil fejti ki gatld hatasat a vérlemezke funkcidkra. Ezen
kérdés tisztazasara Western blottal vizsgaltuk az SFK-k foszforilacids statuszat dasatinib
elokezelt és konvulxinnal aktivalt vérlemezkékben. Korabbi kozleményekkel dsszhagban azt
talaltuk, hogy a dasatinib gatolja mindharom kindz inaktiv és aktiv formajat mar igen
alacsony dasatinib koncentracio (10 nM) esetén is a konvulxinnal nem aktivalt mintaban és a
magas terapias (100 nM) koncentracidju dasatinib az SFK-kat teljes mértékben legatolta. A
PS expressziora kifejtett hatdssal dsszhangban, amikor a vérlemezkék 10 nM dasatinibbel
voltak eldkezelve a konvulxin képes volt kifejteni aktivald hatasat a vérlemezkékre, azonban
100 nM dasatinib teljesen megsziintette ezt a hatast. Ez a hatds teljesen megegyezett azzal,
amit a PS expresszional megfigyeltiink.

Régota megfigyelt, hogy CML-ben a dasatinib terapia vérzéses tiinetekhez vezethet,
aminek a hatterében kiilonb6zo okok allhatnak. A dasatinib kezelés thrombocytopénidhoz és -
eredményeinkbdl is latjuk - vérlemezke diszfunkcidhoz vezet, de nem talaltak Osszefiiggést a
romlo thrombocyta funkci6 és a vérzéses tiinetek kozott ugyanakkor megallapitottak, hogy a
vérzéses komplikaciok kialakulast in vitro vérlemezke aggregacios tesztekkel nem lehet eldre
jelezni. A dasatinib a vérlemezkéken kiviil a keringésben mas sejtekre is kifejtheti hatasat az
endothel sejteken keresztiil atmeneti vaszkularis szivargashoz és eryptosishoz vezethet, ami
PS expresszid emelkedésével jar. Tehat a dasatinib hatdsa a cirkulaciora komplex ¢€s a vérzés,
mint a kezelés Kklinikai kimenetele fiigg attol, hogy melyik hatas hangsulyosabb pl. a PS
expresszio gatlasa vagy annak fokozasa a kiilonb6z6 tipusu sejtek esetében.

Osszefoglalva, munkankkal bemutattuk a dasatinib off-target hatésait a vérlemezke
funkciokra és feltartunk egy mechanizmust, ami a megfigyelt jelenséghez vezethet. A
dasatinib eldkezelés gatolta a GPVI receptoron keresztiili vérlemezke aggregéaciot és
prokoagulans aktivitast. Ezek a hatasok hozzajarulhatnak a dasatinibbel kezelt betegek
hemorrhagias kovetkezményeihez az endothelium rendellenességein vagy karosodasan
keresztiil, amikor a GPVI agonista szubendothelialis kollagén szabadda valik.

Ersériilés kapcsan és ett6] fiiggetleniil is szamos inflammatorikus folyamatban vagy
malignus megbetegedések soran a thrombotikus korképek egyik kivald markere a
thrombocyta-fehérvérsejt heterotipus aggregatumok létrejotte. A leukocytak  koziil

valamennyi expreszal adhézios receptort. Minden fehérvérsejten meglévé adhézids receptor
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az L-szelektin, melynek felépitése nagyon hasonld a thrombocyta P-szelektinhez, de azzal
ellentétben egy konstitutiven expresszalodo protein.

A kovetkezé tanulmanyunkban a vérlemezkékkel thrombotikus folyamatok soran
kapcsolatba 1ép6 fehérvérsejteken vizsgaltunk az L-szelektin expressziot, normal és
patologias mintdkon. A korkép, amelyben ezt tanulmédnyoztuk a leggyakoribb felnéttkori
leukémia a kronikus lymphocytds leukémia volt. Feltételezésiink az volt, hogy ebben a
korképben melynek morfologiai megjelenése homogén, de klinikai képe és lefolyasa
rendkiviil valtozékony, az adhézios receptorok dsszefliggést mutathatnak a betegség klinikai
stddiumaival.

Szamos hematologiai malignus megbetegedésben megfigyelt az onkogén kindzok
allando aktivacidja, melyek tovabbi kindzok konstitutiv aktivalasat vagy az antionkogén
foszfatazok inaktivalasat valtjak ki. Régota ismert, a SET onkoprotein emelkedett mennyisége
kronikus lymphoid leukémiaba (CLL), mely foként az antionkogén protein foszfataz 2A
(PP2A) gatlasan keresztiil okozza a rosszindulati daganatok kialakulasat, ebben a
folyamatban a Lyn tirozin kinaz fokozza a SET-medialt PP2A gatlast. CLL-ben a betegség
lefolyasat a leukémids sejtek felszinén expresszalodo adhézids receptorok medialjak.

A f6 célunk ebben a munkankban az volt, hogy felvazoljunk egy mechanizmust, amely
meghatarozza a felszini L-szelektin expressziot lymphocytakon CLL-ben. Korabbi
tanulmanyokhoz hasonloan ex vivo beteg mintdk vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a koros
B-sejtek felszinén az L-szelektin expresszido csokkent, amihez emelkedett szolubilis L-
szelektin szint tarsult. A felszini L-szelektin expresszio korrelalt a CLL-es beteg allapotaval,
amit a Rai stadiumba valoé besorolas mutat. Tehat minél alacsonyabb volt a felszini L-
szelektin expresszid, annal sulyosabb lefolyasti Rai csoportba tartozott a beteg. Ez a
megfigyelésiink Osszhangban volt korabbi eredménnyel, ahol az alacsony sejtfelszini L-
szelektin expresszio a koros CLL-es sejteken negativ prognosztikai értékiinek bizonyult.
CLL-ben alkalmazott prognosztikai markerek a lymphocyta kett6z6dési id6, CD38 és ZAP70
expresszié az IGHV statusz és bizonyos citogenetikai eltérések. Shanafelt és csoportja CLL-
ben a CD49d adhézioés fehérje expresszidjat az altalanos talélés (OS) fiiggetlen
elorejelzéjének és emellett jobb prognosztikai faktornak talalta, mint a ZAP-70, IGHV statusz
vagy a citogenetikai eltérések. A CD49+ CLL-es sejtek proliferacios képessége magasabb,
mint a CD49- sejteké, tehat a CD49 mintazat ismerete javithatja ezen biomarker prognosztikai
jelentdségét. Sopper és munkatarsai leukémias betegek egy masik csoportjaban a T-sejteken
csokkent L-szelektin expressziot ¢s emellett emelkedett plazma L-szelektin szintet

detektaltak, ez a fenomenom csokkentette a tirozin kindz inhibitor kezelés hatékonysagat
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CML-ben. Tanulmanyunkban a sejtfelszini L-szelektin csokkenése mellett CLL-es B-
sejtekben csokkent foszfataz aktivitast (6ssz és PP2A), emelkedett foszforilalt p38MAPK
szintet és a felszini L-szelektin lehasitasaért felelds sejtfelszini TACE csokkent szinjét
detektaltuk. In vitro kisérleteinkben a foszfataz inhibitor CLA a p38MAPK foszforilaciojat és
a sejtfelszini L-szelektin downregulédciojat valtotta ki, a p38MAPK inhibitor a CLA kivaltott
L-szelektin sheddinget gyengitette.

Osszefoglalva, vizsgalatainkkal Kimutattuk az L-szelektin expresszidjanak eltérd

mértékii csokkenését a kiilonbozo sulyossagn CLL-es betegcsoportokban és felvazoltunk egy

crer
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OSSZEFOGLALAS

Patologias folyamatok soran kialakuld thrombotikus vagy hemorrhéagias torténések
mogott fokozott vagy csokkent vérlemezke funkcio allhat, melyek kezdeti 1épése a ligand-
receptor kapcsolat, ami beindit egy szignalizaciés kaszkadot, melynek eredménye a
megvaltozott thrombocyta aktivacio. Ezen folyamatok soran a vérlemezkék kiilonbozo
receptorokon keresztiil kapcsolatba kerililnek egymassal és a cirkulacio mas sejtes elemeivel
pl. fehérvérsejtekkel. Ezekben a sejtes kapcsolatokban jelentds szerepe van a sejtfelszini
receptoroknak, melyek mennyisége megvaltozhat egy patologias folyamat illetve gydgyszeres
kezelés soran vérlemezkéken és fehérvérsejteken egyarant.

Tanulmanyainkban kiilonb6zé LPS formak, anti-PF4/heparin autoantitest és TKI-k
hatasat vizsgaltuk az immunreceptorokon keresztiili vérlemezke aktivaciora és funkciora,
valamint meghataroztuk a fehérvérsejteken expresszalodo adhézids receptor, L-szelektin

Vizsgalataink sordn azt talaltuk, hogy a kiilonb6z6 LPS formék koziil 5Gnmagéaban csak
az Re-LPS aktivalta a vérlemezkéket és kostimuldcidban potencirozta a TRAP vérlemezke
aktivalo hatasat. Aramlasi citometriai funkcionalis tesztiink azt mutatta, hogy a HIT soran
képz6d6 anti-PF4/heparin autoantitest heparin fiiggd modon fokozza a prokoagulans
vérlemezkék képzodését. Kimutattuk, hogy a TKI-k koziil a dasatinib gatolja a GPVI
receptoron keresztiili vérlemezke aktivacidt, mig a nilotinib nem befolyasolja, valamint
ravilagitottunk arra, hogy ez a folyamat a Lyn, Fyn és Src kindzok gatlasdn keresztiil
regulalédik. CLL-ben a koros B-sejteken csokkent L-szelektin expresszidt detektaltunk,
aminek a mennyisége a betegség stlyossagaval tovabb csokkent. In vitro kisérleteink
eredményeivel ravilagitottunk egy molekularis mechanizmusra, melyben a csokkent
foszfatazaktivitas, emelkedett pp38MAPK szintet és csokkent L-szelektin expressziot

eredményezett.
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AZ ERTEKEZES UJ EREDMENYEI, MEGALLAPITASAI, KLINIKAI
JELENTOSEGE

e Az Re-LPS képes aktivalni a vérlemezkéket és potencirozni a PAR-1 agonista
vérlemezke aktivaldo hatasat, ezek a megfigyelések hozzajarulnak a Gram-negativ
baktériumok altal okozott szepszis soran kialakuld hyperkoagulabilis allapot

1étrejottéhez.

e Az anti-PF4/heparin autoantitest heparin fiiggé modon fokoztak a vérlemezkék
prokoaguléans aktivitasat az in vitro funkciondlis tesztben, mely pozitiv, szignifikansan
Osszefliggést mutatott a HIT-es betegek antitesttiterével, mely pozitiv, szignifikans
Osszefliggést mutatott a trombosis kialakuldsanak megnovekedett valoszinliségével.
Az aramlasi citometriai funkcionalis teszt megbizhatéoan jelzi a HIT Klinikai

kimenetelét.

c gy

mely a kollagén kivaltotta vérlemezke aggregacid, ATP szekréciod és a coated-platelet

képzddés csokkenésével jart.

e A dasatinib az aggregald vérlemezkék mellett gatolta a GPVI agonista hatasara

képzddo prokoagulans vérlemezkéket €s az alvadek retrakciot.

e A dasatinib a Lyn, Fyn, Src tirozin kinazok gatlasan keresztiil fejti ki hatasat a

vérlemezke funkciora.

e A dasatinib vérlemezke diszfunkciot kivaltd hatdsa hozzajarulhat a dasatinibet szedd
betegek vérzéses tiineteihez, emellett felvethetik a gyogyszer felfiiggesztésének
sziikségességét invaziv beavatkozas esetén, mig a nilotinib nem befolyasolta a

vérlemezke funkciokat.

e CLL-ben a malignus B-sejteken az L-szelektin expresszi6 alacsonyabb, mig a
szolubilis L-szelektin szint magasabb a kontrollhoz hasonlitva. CLL-ben a malignus
B-sejtek L-szelektin expresszioja ill. a szolubilis L-szelektin szintje és a betegség

klinikai stadiuma kozt korrelacio allapithaté meg.

e Koros B-sejtekben kontroll B-sejtekhez képest alacsonyabb 6ssz és PP2A aktivitast és
magasabb pp38MAPK szintet detektaltuk, amihez alacsonyabb sejtfelszini TACE

expresszio tarsult.
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In vitro kisérleteinkben a foszfatdz inhibitorral (CLA) torténd eldkezelés soran a
malignus és kontroll B-sejtek pp38MAPK szintje ndt, mely a sejtfelszini L-szelektin

csokkenésével jart. A p38MAPK inhibitor gyengitette a CLA kivaltotta L-szelektin

csOkkenést kontroll B-sejtek esetén.
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