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1. Roviditések jegyzéke
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Granulocyte colony-stimulating factor
Granulocyte macrophage colony-stimulatirgda
Granule membrane protein 140
Hematopoietic progenitor cell
Hematopoietic stem cell
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Immunoglobulin G
Immunoglobulin M
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Matrix metalloprote&z-9
Neutrophil elastase

Platelet activation dependent granule-exdenmembrane protein

Phosphate buffered saline
Phycoerythrin
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Standard deviation
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Wild-type



2.Bevezetés

A P-Szelektin Glicoprotein Ligand-1 (PSGL-1) a nojdlsejtek felszinén konstitutiv médon
expresszalodo glikoprotein. Szerkezetét tekintwe digner mucin, melynek citoplazmatikus
domeénje a sejten bellli citoszkeletalis halézatteqzcsolddik, az extracellularis része pedig a
P-, E-, és L-szelektin k6z0s ligandja. A P-szeleK®P=platelet) az aktivalt vérlemezkék és
endothel sejteken talalhatd, az E-szelektin (E=thedp csak az aktivalt endothel sejtek
felszinén jelenik meg, mig az L-szelektin (L=leuad folyamatosan jelen van a
fehérvérsejtek felszinén.

A P-szelektin és PSGL-1 dsszekapcsoldodasa segityedoid sejtek kdtdését az aktivalt
endothelsejtekhez, ezaltal aramlasi korilményelo#tée mozgasuk lelassul, a fehérvérsejtek
elkezdenek gordulni (rolling) és ezzel kezdetétzvemz érpdalyabdl tortén kilépésik
folyamata, melyben tovabbi adhézios molekuldk ¢ntek) is szerepet jatszanak. A
szelektinek és ligandjuk kapcsolodasa fontos seeréplt be a myeloid sejtek és a
vérlemezkék kozti ,heterotipikus aggregatumok” &lallasaban, valamint ezen vegyes
aggregatumoknak az aktivalt endothel sejtekhez kaficsolédasukban is érelmeszesedés,
illetve thrombosis soran. A heterotipikus aggregéilh jelenléte érzékeny markere a
vérlemezke aggregacionak. Megfélehktivacio utan a Th-1 lymphocytak felszinén is
megjelenhet a PSGL-1, mely segiti ezen lymphocgtgitasat a nyirokcsomokba.

Tumoros megbetegedésben az attét-kd@z gyakorisaga (és ezaltal a progndzis sulyossaga)
aranyos a tumorsejtek felszinén talalhatdé adhéniokekulak mennyiségével. A tumorsejt-
vérlemezke-fehérveérsejt kompletkalld embolus kénnyebben megtapad tavoli szerveldse
noveli a metasztazisok szamat.

A P-szelektin és PSGL-1 kapcsolédasanak nemcsakémviérsejteknek az érpalyabdl toén
kijutasdban, hanem a csontall torténd mobilizacidjaban is fontos szerepe van, ugyanis a
hemopoetikusissejteknek (HSC) a csontéelextracellularis matrixhoz torténrégzitését is
meghatarozza ezen Koes ebssége. Amikor a csontvddél gyorsabb fehérvérsejt
mobilizaciéra van szikség (fémesek soran, citosztatikus kezelések utan), a reyta
koloniastimulalé faktor (G-CSF) hatasara gyorsulhemopoetikusdssejtek kijutasa a
periférias vérbe. A G-CSF serkenti azoknak az eekimek (neutrophyl elasztaz, katepszin G,
matrix-metalloproteaz-9) az aktivitdsat, melyek &0H és az extracellularis matrix
-horgonyzé molekuldk” (beleértve a P-szelektin éSGR-1 kozti rogzitést) kozti
kapcsolodast bontjak.



A Kisérleteink sordn az volt a hipotézisiink, hogyszelektinek és a PSGL-1 kozotti
kapcsolodas hianyaban, Aallatkisérletes modellbergvétzhat bizonyos thrombotikus
stimulusok hatdséara az allatok tulélése és a vém@pgidés mertéke.

Egy masik tanulmanyban pedig arra kerestink valdszgy indukalt citopénia hataséara
hogyan cstkken a fehérvérsejtek szama az elimisdéizisban, valamint spontan maodon,
illetve exogén G-CSF adagolasaval milyen sebességgmilyen mértékben mobilizalédnak
a fehérvérsejtek a csontébbl. Azt feltételeztilk, hogy az eliminaciét és a predor sejtek

felszabadulasat a PSGL-1 hiany modulalhatja.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A szelektin csalad

3.1.1. Torténeti attekintés

A P-szelektint 1984-ben két kutatocsoport egymadiidggetlendl irta le. McEver
munkacsoportja beszamolt egy monoklonalis antiiks{S12), mely csak aktivalt
thrombocytakhoz kétdik (McEver et al. 1984). Ezzel parhuzamosan Fomimkacsoportja is
azonositott egy thrombocyta felszini receptort egyitesttel (KC4) a thrombin-aktivalt
vérlemezkéken (Hsu-Lin et al. 1984), mely a PADGHMatelet activation dependent
granule-external membrane protein) nevet kapta. é&uygl késbb bebizonyosodott, hogy a
két munkacsoport ugyanazt a fehérjét azonositttaegy 140 kDa tomeégtranszmembran
glikoprotein, melyet ekkor GMP-140 (Granule Memhlgdrotein 140) molekuldnak neveztek
el. Az 1990-es évek elefidtaz irodalomban egyre inkdbb P-szelektin néveritéa{McEver
1991).

A P-szelektin a szelektin csalad (P-, E-, L-szat@kegyik tagja, melyet emberben és
egerekben az 1-es kromoszoman talalhaté gén kddatispn et al. 1990).

A P-szelektin bioldgiai funkcidja sokaig nem vakztazott, de kébb felismerték, hogy az
aktivalt vérlemezkék és myeloid sejtek kozti ink@i@aban kulcsszerepet jatszik (Larsen et al.
1989, Hamburger et al. 1990). Még ugyanebben aeréldirtak, hogy az aktivalt endothel
sejtek és a neutrophyl granulocytak kozti kapcsidbdn a P-szelektin jatszik kdzre (Geng et
al. 1990). Ezek utdn mér csak arra kellett valaal&lni, hogy mi a ligandja az aktivalt
thrombocytaknak és aktivalt endothel sejteknek. WrEmunkacsoportja 1991-ben egy
lektin-szefi ligand leheiségét irta le (Moore et al. 1991), de pl. Larsetatdcsoportja
inkdbb a CD15 sejtfelszini antigént tartotta fé&delek a sejtek kozti interakcidért (Larsen et
al. 1990). Végul Moore azonositottést6r a myeloid sejtek felszinén a P-szelektin ifjgn

a P-szelektin glikoprotein ligand-1 (PSGL-1) molku(Moore et al. 1992), melyet

hamarosan meg is klénoztak (Sako et al. 1993).



3.1.2. A szelektinek szerkezete és funkcioja

A lektinek tobb csoportra oszthatok a kapcsolodtnga kémiai tulajdonsaga alapjan, melyek
az alabbiak: S-tipusu (szabad tiol csoport), Pstipu(mannéz-foszfat), I-tipusu
(immunglobulin) és C-tipusu (Calcium). A szelekkna C-tipusu lektinek alcsoportjaba
tartoznak és a vérlemezkék, illetve myeloid sejialhoz (és egymashoz) toréén
kapcsolodasat segitik (Kappelmayer et al. 2004hdein szelektin tartalmaz egy lektin, egy
epidermalis novekedési faktor (EGF) domént, valtazamu ismeédldé szakaszt, egy
membranon ativél- transzmembran - szakaszt és egy citoplazmatésr (Ushiyama et al.
1993) (1. abra).

N eels L-szelektin
Cecocooodd E-szelektin

CCecCo00000CE  P-szelektin

@ Citoplazmatikus domén 4 EGFdomén
[ Transzmembran domén :] Lektin domén

O Ismétl6dé domének

1. abra. A szelektinek szerkezete. A szelektinek szerkematgion hasonl6: egy révid intracellularis doménb
transzmembran domésib valtakozd szamu ismétlé egységbl, egy EGF szakaszbol és egy lektin régzb

allnak. (Az abra Kappelmayer és munkatéarsai (2@®43ja alapjan, annak médositasaval késziilt).

Az L-szelektin folyamatosan jelen van a fehérvéesejelszinén, bar a sejtfelszirirgsége
valtozhat agonistak és antagonistak hatasara (Setlnal. 1992). Az E-szelektin csak az
aktivalt endothel sejtek felszinén jelenik meg @ggént a Weibel-Palade testekben
raktarozodik) (Bonfanti et al. 1989, da Costa Metet al. 2007, McEver et al. 1989). A P-
szelektin pedig az aktivalt vérlemezkék felszinéneédothel sejteken talalhaté (Yao et al.
1999).



A szelektinek kdlcsbnhatasba Iéphetnek a ligandjulk nyirokerek, az endothel sejtek és
fehérvérsejtek felszinén, igy valtozatos sejt-sdrakciokban jatszanak kdzponti szerepet
(Cerletti et al. 2012, Klinkhardt et al. 2005, Mdga et al. 1993).

Mindharom szelektin kdz6s ligandja a PSGL-1 (CD16R)lektinek és receptoraik kodzott
gyorsan és reverzibilis modon alakulnak ki a kafate&, ezzel megfelél korilményeket
teremtenek a fehérvérsejteknek az aramlé vérbégpdehyiroetk mellett a lelassulashoz,
gorduléshez (,rolling”) és érpalyabdl tortekilépéshez (Eto et al. 2005, Figueiredo et al.
2013, Miner et al. 2008, Sundd et al. 2013) (2aabr

Véraram Véraram

A ——— —| T B — e —— >
Gordulés Gordulés
PSGL-1 PSGL-1 Ii‘
P- szelektln P-szelektin ;!’2‘- i

Endothel sejt Kitapado thrombocytak S

C D
P-szelektin Q
PSGL-1 Monocyta

{B b Tumorseit m

Thrombocytak

2. dbra. P-szelektin és PSGL-1 mediélt sejt-sejt interakchd P-szelektin és PSGL-1 6sszekapcsoldédasa segiti
myeloid sejteknek az aktivalt endothel sejtekhe; (Magy aktivalt thrombocytékhoz (B) torerkotsdéseét,

neutrophyl granulocytakhoz (PMN) és ezdltal j6nhé&tke a heterotipikus aggregatumok (C). A tumoedejt
attét-képzésében is szerepet jatszanak a sejtisgfrakciok, amikor a tumorsejtek felszinéhez
hozzakapcsol6dnak a vérlemezkék, vagy a fehértéksés ezaltal ,elfedik” a koros sejtek felszintigénjeit
(D). (Az &bra Zimmerman (2001) abraja alapjan, &arméadositasaval késziilt).
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3.2. APSGL-1 molekula
3.2.1. APSGL-1 szerkezete és szerepe aramlasi kisnények kozott

A P-Szelektin Glikoprotein Ligand-1 egy glikopratefszialomucin), mely egérben az 5-6s,
emberben a 12-es kromoszoman lokalizalt gén ternfékag et al. 1996, Veldman et al.
1995). Konstitutiv moédon a myeloid sejtek felszirexpresszalddik (Zarbock et al. 2009).
Szerkezetét tekintve egy dimer mucin (3. abra),yneH citoplazmatikus doménje a sejten
beluli citoszkeletalis hal6zathoz kapcsolddik (Baist al. 2007).

A szénhidratlancok megfetelelrende#dése és szulfatacidja elengedhetetlen a P- és L-
szelektinhez tortéh kapcsolédashoz (Li et al. 1996, Ramachandran .e1399). Az E-
szelektinhez val6 kétéshez kevésbé fontosak ezek a poszttranszlacidssitésok (Khan et
al. 2003, Li et al. 1996, Vestweber et al. 1999).P&SGL-1 O-glikozilaciéjat az N-
acetilgalaktézamin transzferdz (ppGalNAcT) enzimgaré melynek hianydban in vitro
kortlmeények kozott a fehérvérsejtek kevésbédiek a P- és E-szelektinhez (Lo et al. 2013,
Tenno et al. 2007, Zarbock et al. 2011).

O-glikan N-glikan
TyrSoq
\ \ \

NH2 COOH

NH2 COOH

3. dbra. A PSGL-1 molekula szerkezete. A két 120 kDa toimegjipeptidlancot egy diszulfid hid koti 8ssze. Az
O-kotott glikdnoknak fukozilacion és szializacidellkatesniik ahhoz, hogy megfélehddon késdni tudjanak a

receptoraikhoz. (McEver RP 2001 kdzleménye alapjan)
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PSGL-1" (knockout, réviden KO) egereken végzett kisérletekmutattak, hogy a periférias
vérben magasabb a neutrophyl granulocytdk szamiaankiontroll populaciéban. Patkanyban
termelt P-szelektin IgM kiméra antitestek nem okiek a KO egerek neutrophyl
granulocytainak felszinéhez. Az E-szelektin IgM &nm antitestek hozzakittek a PSGL-1
egerek neutrophyl granulocytaihoz, de 70%-kal kebbsmennyiségben mint a PSGt'*1
allatoknal. Aramlasi koriilmények kozott szignifil@am kevesebb neutrophyl granulocyta
lassult le és kezdett ,gordiil mozgast a KO térzsben. A neutrophyl granulocytékad
tipusu egerekben lancokban, csoportokban helyézkedd, mig a KO allatoknal egyenkeént
tapadtak ki a kisérleti modellben. Eiblazt a kovetkeztetést vontak le, hogy a PSGL-1
molekuldnak a neutrophyl granulocytak extravastsgedn a kezdeti fazisban, a lelassulasban
van nagyobb szerepe és nem a kidésben (Xia et al. 2002).

3.2.2. Adhéziés molekulak szerepe thrombosisban ggulladasban

A fejlett vilagban vezét haldlokok kodzott szerepelnek a sziv- és érrengszalamint a
thrombotikus megbetegedések (Jackson 2011), mepamkgenezisében a veérlemezkék
aktivacidja és azok interakcioi alapyetzerepet jatszanak.

A vérlemezkék tobb Utvonalon keresztill aktivalhaéfiktkisérletekben egészen addig, amig
az ereket elzaré thrombus Iétrejon (Théorét et2@D6). A subendothelialis kollagénnel
tortérd erintkezeés jatszik legtébbszor kdzre a thrombdcyitivalasaban és thrombotikus
megbetegedésekben, olyan (fiziologiasan is jeléhlé@nyagokkal kozredkddve, mint az
adrenalin, ADP, vagy trombin (Renné et al. 2005).

Az aktivalt vérlemezkékben gyorsan mobilizalodik alfa-granulumokbdl a P-szelektin,
mellyel a neutrophyl granulocytakhoz tudnak kapadol (Leon et al. 2004, Li et al. 2004).

Az érelmeszesedés kezdeti |épései szoros Osszeheyéallnak az endothel sejtek
karosodasaval, miéltal fokozédik a hajlam a vérgpgdésre. A vérlemezkék és endothel
sejtek kdzti kommunikacioban a P-szelektin és alR$@olekula kdzti interakcio kdzponti
szerepet jatszik. Az aktivalt endothel sejtekhezyyobb affinitdssal kapcsolédnak a
vérlemezkék és a fehérvérsejtek (Matsukawa et @022 Slotta et al. 2009). Ennek
kovetkezmeénye egy folyamatosan fennallo gyulladasly tovabbi fehérvérsejteket vonz a
gyulladas helyszinére, melyekhijabb gyulladasos mediatorok szabadulnak fekzéta egy
onmagat disitd folyamat jon létre (Cambien et al. 2004, Myersakt2003, Tsakiris et al.
1999). Bizonyos korulmények kozott az aktivalt lymopytak felszinén is megjelenhet a
PSGL-1.
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Borges és munkatérsai nyirokcsoméi lymphocytakatalrak és 1L-12-t, IFNy —t adtak a
sejtkulturahoz, éisegitve a Thl sejtekké tortedifferencialodast. (IL-4 hozzdadasakor Th2
sejtekké differencialédtak a lymphocyték). Azt teptaltdk, hogy a Thl sejtek felszinén
megjelenik a PSGL-1, ami hozza tud ddii a P-szelektinhez és ez addi#s PSGL-1 ellenes
antitesttel blokkolhato (Borges et al. 1997).

A thrombocyta-monocyta, illetve a thrombocyta-neplryl granulocyta aggregatumok a
vérlemezke aktivacio érzékeny markerei egérkidggle{Michelson et al. 2001) és az emberi
megbetegedésekben (Kaplar et al. 2001).

Ischaemias stroke-ban szenéeoetegeknél azt talaltak, hogy a thrombocytak akiagi
allapotat jellem# P-szelektin mennyisége 2-2,5-szer magasabb voitt @ kontroll
populacioban (Marquardt et al. 2002). Osszességébéhszelektin és a PSGL-1 kozti
interakci6 az artérias thrombosisban jatszikssban szerepet.

3.2.3. A P-szelektin és a PSGL-1 szerepe egyéb hstagekben

Diabetes mellitusban szenvedbetegeknél szintén magasabb volt a szolubilis dRektin
mennyisége, mely utalhat a betegség sulyossag&ehdépe 1995). Az aktivalt endothel
sejtek és az aktivalt verlemezkeék felszinén megjkle P-szelektin, melyhez a myeloid sejtek
a PSGL-1 molekulan keresztil kapcsolodnak. Ha tifmombocyta aktivalodik, akkor
nagyobb az esélye a thrombocyta-monocyta hetekapiaggregatumok kialakulasanak
(Sobol et al. 2000). A fehérvérsejt-vérlemezke esggggregatumok prokoagulans hatdsuak,
oxidativ és mitogén anyagokat szabaditanak fehmadt mikroembolusokat hozhatnak Iétre.
Diabetes mellitusban szenvetietegekben a vérlemezkéknek a neutrophyl grantdkksl,
vagy lymphocytakkal alkotott heterotipikus aggremaainak a mennyisége nem kulénbdzik
az egészséges emberigkide a monocytakkal alkotott aggregatumok szanigngikansan
magasabb (Kaplar et al. 2001). A heterotipikus eggtumok kialakulasaban a PSGL-1 és a
P-szelektin kozti kapcsolddas alapvgtlentsedi.

Elhizott betegekben, diabetes mellitusban a thraytho P-szelektin és a szolubilis P-
szelektin (a thrombocytak aktivaciojanak markeregnnyisége szignifikdnsan magasabb,
mint egészségesekben és a testtomeg-indexszel {BNtDrrelal (Csongradi et al. 2011).
Tumoros megbetegedésekben a progndzis sulyossagaz édtét-képadés gyakorisaga
aranyos a tumorsejtek altal termelt mucin mennyséh A metasztazis kéfdést ebsegiti a
tumorsejt-vérlemezke-fehérvérsejt komplékallé embdlus kialakulasa és ennek interakcidja

az endothel sejtekkel tavoli szévetekben.
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A P-szelektin kolcsonhatasba keril a PSGL-1 mokekall és ez az interakcid segiti a
tumorsejtek megtapadasat (Barthel et al. 2007,hErset al. 1999, Shao et al. 2011). Ezt
PSGL-1 hianyos egereken végzett tanulmanyokbardaisnasztottak: subcutan bedlltetett
human colon carcinoma sejtékballé tumor lassabban névekedett, illetve ha wéregsan
juttattak be a tumorsejteket, akkor keveseblbaitét alakult ki a kontrollhoz képest (Kim et
al. 1998). Yamaoka és munkatarsai PSGL-1, E-sieleklletve P-szelektin hidnyos
egereknél vizsgalata a tumor metasztazis és azziddhdénolekuldk kapcsolatat. B16
melanoma sejtvonalat juttattak be subcutan az kd#me ala és vizsgaltdk a primert tumor
novekedését és a metasztazisképzést. A melanotak sepcutan helyi nbvekedését segitette
a PSGL-1, a P-szelektin, vagy az E-szelektin hianfa tidometasztazisok szamat
csokkentette az E-szelektin hidnya. A primer tumivekedését ésegitette az NK (Natural
Killer) sejtek és a CD8+ T-sejtek csokkent felszapdsa, mig a csbkkent metasztazisképzés
hatterében a CD8+ T-sejtek ,megmaradasa’ allhatopteriférias vérben (Yamaoka et al.
2011).

Az aktivalt endothel sejtek felszinén nagy menrgylisd jelenik meg a P-szelektin, melyhez a
neutrophyl granulocytak nagy affinitassal kapcsobwd A felhalmoz6ddé neutrophyl
granulocytak felszinén szintén nagy mennyiségbenelan a P-szelektin (mely valdsiiag

az aktivalt thrombocytdk és endothel sejtékrasadt le), melynek koéroki szerepe lehet a
felnéttkori respiracios distressz szindroma, akubaléigtelenség, Gram-negativ baktériumok
okozta szepszis és rheumatoid arthritis kialakil@sdEhrhardt et al. 2004).

A rheumatoid arthritis (RA) kezdeti fazisara jell®ima hiperplazias synovium, melyben a
gyulladasos sejtek proinflammatdrikus citokinekeelksetalnak, pl. tumor nekrézis faktort
(TNF-0) és interleukin 1-t (IL-1). Allatkisérletes mod®h a rheumatoid arthritist 11.-tipust
kollagén (Cll) szisztémas adagolasaval szoktak itexe (Collagen-Induced Arthritis:
CIA). A RA-hez hasonldéan ClA-re is a gyors kezd@et,zileti porc €s csont gyors kdrosodasa
a jellem®. A TNF és az IL-1 az izuleti folyadékban felszayhy gyulladasos sejteéb
szarmazik. Rekombinans PSGL-1 immunglobulin kimé@®SGL-1-lg) alkalmazva az
allatok fizikalis allapota is javult és a sztvettddpen is a gyulladas cstkkenését figyelték
meg. (Sumariwalla et al. 2004). A folyamat hatterélaz allhat, hogy a PSGL-1-P-szelektin
kapcsolat blokkolasa altal a gyulladasos sejtekenelbben tudnak eljutni az iziletekbe,
kevesebb citokin halmozdédik fel az izlleti folyadék és ez kisebb kemotaktikus ingert

jelent az érpalyabol amugy is lassabban atjut@lesgk.
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Szeptikus tudgyulladasban az arteriolakban és venulakban a PE&ldominans molekula,
mely kdzrejatszik a fehérvérsejtek gordiulésébeltir{g) (Asaduzzaman et al. 2008, Roller et
al. 2013).

Sclerosis multiplexben is felmerilt, hogy a PSGledpresszidnak jeletsége lehet az
autoimmun folyamat kialakulasaban. A CD4 PSGL-1seJtek kbnnyebben atjutnak a ver-
agy gaton és kozrejatszhatnak az agykarosodasladh@Bhi et al. 2009, Engelhardt 2009).
Allatkisérletes modellben mesterséges epeuti alzétdkivaltva megfigyelték, hogy a PSGL-
1 blokkolasaval csokken a majsejtkarosodas mértélert kevesebb leukocyta jut el a
majsejtekhez (Dold et al. 2010).

Endothel sejtek felszinén bizonyos koéros kortlmé&ny@zott megjelenhet a PSGL-1
molekula, példaul prosztata joindulati megnagyobbélian, vagy az eélfibrocisztas

elvaltozasaban (Laszik et al. 1996).

3.2.4. A P-szelektin és a PSGL-1 kapcsolédasanalokkolasa

A hagyomanyos thrombocyta-funkcio gatlé kezelésekldoxigenaz gatlo, ADP-receptor
antagonista) szeéles korben elterjedtek, de bizomgeiekben az alkalmazasuk korlatozott
(,non-responder” személyek, vérzésveszély). Illyesetekben alternativ vérlemezke
aggregacio gatlo kezeléseket lehetne alkalmazidapk a P-szelektin, vagy a PSGL-1
blokkolasaval (He et al. 1998, Mocco et al. 200Blenleg ezek a szerek kiprobéalas alatt
allnak (1. tablazat), a magas koltségik és az agcsatékonysaguk miatt nem terjedtek el a
mindennapi gyakorlatban (Nagy et al. 2012).

Rekombinans PSGL-1 immunglobulin kimérat (rPSGlgltlgy allitottak &, hogy a PSGL-

1 N-terminalis, 47 aminosavat tartalmazé részeétofidtak a human IgGantitest kapocs
régiojaval. Ez a kiméradfeg a P- és E-szelektinhez kapcsolodik, de kisebligkben az L-
szelektinhez is. P-szelektin antagonistaként kaildgen vizsgaltak a hatasat: ischaemia-
reperfusio, illetve szervtranszplantacio soran.té&sekbe vénasan bejuttatva a rPSGL-1-1g
kimérat, angioplasztika soran szignifikansan csikdtte a vérlemezkék és a neutrophyl
granulocytak kitapadasat a sérult érfalhoz, illeivieoszoruér kébbi elzarodasat (Bienvenu
et al. 2001, Tanguay et al. 2004, Hansen et al4R0Mas munkacsoportok human
vizsgalatok soran nem talaltak kilonbséget a kina#kalmazasakor a kontrollcsoporthoz
képest (Mertens et al. 2006). Vesetranszplantdoidnsnem észleltek karos mellékhatést
(Gaber et al. 2011), majtranszplantacional szigaifs majfunkcio javulasrél szamoltak be
(Busuittil et al. 2011) a rPSGL-1-1g alkalmazasakor.
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Egereken veégzett kisérletek soran azt tapasztalidgy ha a bélrendszer vérellatasat
atmenetileg felfliggesztik, akkor a keringés visBasakor kevesebb neutrophyl granulocyta
és T-lymphocyta vandorol a sztvetekbe a blokkolttest alkalmazasakor (Farmer et al.
2005). Egerekben a kollagén-indukalt izlleti gyddia ebrehaladasat sikerult visszaszoritani
az izuleti folyadekba torténfehérvérsejt bearamlas blokkolasa altal (Sumalavat al.
2004).

Vizsgalt faj Kiprobalas fazisa Indikacié Irodalmivatkozas
sertés preklinikai angioplasztika Bienvenu et 802
sertés preklinikai koszoruér stent belltetés Tayetal. 2004
sertés preklinikai ischaemia-reperfusio Hansen. 084
human leallitva szivinfarktus Mertens et al. 2006
human klinikai 1 vesetranszplantacio Gaber epall1
human klinikai 1 méajtranszplantécio Busulttil et 2011
egér preklinikai ischaemia-reperfusio Farmer e2@05
egér preklinikali izuleti gyulladéas Sumariwalla et2904

1. tAblazat Rekombinans PSGL-1 immunglobulinokkal (rPSGL-1u§gzett kisérletek 6sszefoglalasa.
(A tablazat Nagy és munkatarsai 2012 kézleménygaakészilt).

3.3. Thrombosis modellek

A technoldgia fejpdésével és a thrombosis mechanizmusanak részlbtesegismerésével
parhuzamosan a thrombosis kivaltdsanak moédja égkeérs egyre pontosabb lett. Mig a
huszadik szazad masodik felében kollagénnel ésalilnaal egy teljes testre kiterigdalaszt
értek el, addig a huszonegyedik szazad elejéreridik&idolgozni olyan maoddszereket,

melyekben laser segitségével egy érben lehetdttksizeen thrombosist kivaltani.
3.3.1. Egér thrombosis modell
Egerek farokvénajaba tori@rkollagén (15ug/egér) és adrenalin (1,8g/egér) egylttes

beaddsakor az egerek 94% -a elpusztult, vagy mebbén kdzponti idegrendszerben

bekovetke# ischaemia miatt).
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Ha a kisérlet ékt 1 oraval intraperitonealisan 20 mg/kg aspiridtak az allatoknak, akkor
csak az egerek 40%-a pusztult el. Ha az OKY-158dyi#etet (thromboxan szintetaz
inhibitor) alkalmaztak 30 mg/kg dézisban, akkoregerek 50%-a pusztult csak el, mig 2
mg/kg etanol €lzetes adagolasaval az egerek 35%-a pusztult elhdgarint juttattak a
szervezetbe (150 U/kg dozisban) akkor annak nerh hatBsa a tulélésre. Ezen modellel
sikerllt egy olcs6 és relative egyszanddszert kidolgozni, mely alkalmas a kulon®6z
antithrombotikus szerek hatasanak 6sszehasonétéisaviinno et al. 1983).

3.3.2. Antitrombin (AT) deficiens heterozigota egezk vizsgalata

Az antitrombif~ (homozigéta) egerek mar a méhen beliil elpusztuleakrt a kisérletek
soran antitrombiff (heterozigéta) egereken végeztek kutatasokat. Ezeldllatok nem
mutatnak spontan hajlamot a thrombosisra, de dadelgk thrombotikus stimulus hatasara is
vérrogok rakédnak le a szivben és a vesében. Yadadmunkatarsai 2002-ben fibrin
lerakédast (és thrombusokat) figyeltek meg antitibim deficiens egereknél, ha
intraperitonealisan lipopolysaccharidot (LPS) (War&p08) fecskendeztek be, vagy
immobilizaltak az allatokat (20 oran keresztil é&gg/edényben tartottak az egereket, amiben
nem tudtak mozogni). Mindkét esetben kialakultakrifi lerakéddsok (a heterozigéta
allatokndl sokkal kifejezettebb), de ha a stimulést 30 perccel tisztitott human antitrombint
adtak be az egerek véngjaba, akkor annaké viégdtasa volt (Yanada et al. 2002).
Osszefoglalva: az AT egereken végzett kisérletek hasznosnak bizonyaltkéirnyezeti és
genetikai rizikéfaktorok vizsgélatdban, mivel a romigota forma emberben is legtobbszor
méhen bellli elhalassal jér, illetve a heterozilgdék fokozott thrombosishajlama van.

3.3.3. Vas-klorid (FeC}) kezelés hatasa

Barry S. Coller és munkacsoportja 2001-ben R3-iimeadgeficiens egerek nyaki erét
kipreparalta és vas-kloridot juttatott be. Ezelawélegereknél nem alakult ki thrombosis, mig
a vad tipusu egereknél atlag 6,7 perc alatt elodrad ér (Smyth et al. 2001). Az érelzarédast
ugy tudtak detektalni, hogy folyamatosan meértékéaz(és ezaltal a benne aramld ver)
hémérsekletét. Amikor a dmérséklet elkezdett csokkenni, az arra utalt, hogyr nem
aramlik a vér az érben.

A vas-klorid egy olcsé, kdnnyen hasznalhato throsidio kivaltd anyag, de a hatas

detektalasahoz bonyolult mikrosebészeiiétre van sziikseg.
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3.3.4. Laser-indukalt thrombosis modell

Egerek cremaster izmara fokuszalt laser fény hetdbdombusok keletkeznek, melyeket két
antitest kombinaciojaval detektalt Falati munkaestp 2002-ben. A patkanyban termelt
primer antitest az egér verlemezkénslé€D41 molekulahoz kapcsolodott, majd ehhez
kotodott a csirkében termelt Alexa 488 konjugalt patkélkenes szekunder antitest.

Konfokdlis mikroszkoppal valds étben nyomon lehet kdvetni a thrombocytak és a fibrin
felszaporodasat. Kimutattak, hogy PSGL-1 hianyosregen (vagy a vad tipusu egerek
PSGL-1 receptoranak antitesttel tofiénlokkolasakor) kevesebb szdveti faktor és fibrin

szaporodik fel a thrombusban (Falati et al. 2002).

3.4.1. Csontvali sejtek mobilizalasa

1962-ben sikeriilt egér periférias vérlbssejet izolalni (Goodman et al. 1962). 1971-ben
hdrom munkacsoport kimutatta, hogy emberi periéenérben kolonia-kégz 6ssejtek
mutathatok ki (Chervenick et al. 1971, Kurnick et171, McCredie et al. 1971). Kisb
beigazolddott, hogy kemoterapia utan td@ssejt jelenik meg a keringésben (Richman et al.
1976), illetve bakterialis endotoxin hataséara iggemelkedik a keringyéssejtek szama (Cline

et al. 1977). Az 1980-as évek elején dokumentaiAkl$ autoldg csontvéltranszplantaciot,
melyben éssejteket gljtottek aferezissel (Kessinger et al. 1986). Kelzeetazéssejtek
mobilizaciojahoz kemoterapias szereket hasznaltkk,a G-CSF felfedezése és human
alkalmazasban valo elterjedése utan ez utobbi eigydbb kiszoritja a korabbi (sok nem
kivant mellékhatassal jar0d) gydgyszereket (Weltealet1985). Manapsag a citosztatikus
kezelés inkabb csak az autolégsejt-gyijtéshez szilkséges mobilizacios kezelés része. A
csontvebben a hemopoetikugssejteket az extracellularis matrixhoz tébb ,honguii
fehérje rogziti. Ezek kozul kiemelt jeléstge van a PSGL-1 — P-szelektin kapcsolédasanak.
Ennek a kotésnek a blokkolasa, vagy hianya gyorsatiilizaciot tesz lehévé (4. abra).

A hemopoetikug$ssejtek felszinén szamos sejtadhézids fehérjdatal CXCR4 (chemokine
(C-X-C motif) receptor 4), VLA-4 (Very Late Antigef), c-kit (tyrosine-protein kinase Kit,
CD117), CD62L (L-szelektin) és CD44. A csontuedtroma sejteken ezekkel komplementer
receptorok taldlhatok: SDF-1 (stromal cell-derivactor-1), VCAM-1 (vascular cell adhesion
molecule-1), KL (kit ligand), PSGL-1, és HA (hyatunrsav) (4. A abra).
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Citokin indukalt hemopoetikugssejt (HSC) mobilizacio soran (4. B abra) a G-C@y e
ismeretlen mechanizmuson keresztil (az 4bran ,Allel) a csontvélben szamos proteazt
aktival (NE- neutrophyl elasztdz, CG - Katepszin BMP9 - Matrix metalloproteaz-9). Az
IL-8 (interleukin-8) és a GrolR (growth-regulatedcogene) ugyanezeket az enzimeket
szabaditja fel a neutrophyl granulocytakon és aauogidkon keresztil. Ezek az enzimek
szamos receptor-ligand koétést (koztik az L-szelektiPSGL-1 kapcsolatot) hasitanak (az
abran az oll6 jelképezi) és ezaltalsgitik, gyorsitjak a HSC bekeriilését a periférigbe.

A G-CSF kezelés gatolja az osteoblastok SDF-1 ézisgt (az MRNS szintézis csokkentése

altal), mely tovabb serkenti @ssejtek csontvébdl tortérs kikerilését (Nervi et al. 2004).

A
G-CSF IL-8
v . G-CSF
mobilizacié Grof3
HSC I
HSC
CD-44 CXCR4
CD-44 CXCR4 coea’ ¥ vins , NE
CD62L VLA-4 U %o CG
Kit MMP9
HA ' o1 ' ! spF1 HA SDF-1
PSGL-1  VCAM-1 pscL-1 KLvcam-1
Extracellularis matrix Extracellularis matrix
f o ™
Xm SDF-1
Osteoblast Osteoblast Osteoblast Osteobgst

&

4. dbra. Hemopoetikugssejtek (HSC) mobilizacidja G-CSF hatdsara. Hemijpoedssejtek tébb ,horgonyzo”

molekulan keresztiil kapcsolddnak az extracellulérégrixhoz (A abra)Ossejt mobilizacié soran kilonbdz

proteazok hasitjdk el ezeket a kapcsolatokat (E)alfAz abra Nervi és munkatarsai 2006-ban megjelen

kézleményének abraja alapjan, annak modositasésalik).

E-szelektin hianyos egereknél

leukocytosist,

lémmagyobbodast és tbbb kering

hemopoetikus progentior sejtet (HPC) taléltak, naha utal, hogy a szelektineknek fontos

szerepe van a HPC csontal tortéernd kijutasaban (Bullard et al. 1996, Frenette e2@00).
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A HPC mobilizacigjat két fuggetlen kutatécsoportvigsgalta fukoidannal (egy szulfatéalt
glikdnnal, mely in vivo géatolja a szelektinekikddését) (Frenette és Weiss 2000, Sweeney et
al. 2000). Mindkét tanulmany azt mutatta, hogy &ofdan hatasara szignifikans HPC
mobilizacio kdvetkezik be (magasabb lesz a peé&fviérben a progenitor sejtek szama) még
akkor is, ha az egerekben hianyzott az L-, E-, vaegzelektin. Eb#l azt a kdvetkeztetést
vontak le, hogy a fukoidan nem az ismert szelektllekkolasan keresztil fejti ki a hatasat.
Csontveb transzplantacié sordn a hemopoetikigsejteknek valamint progenitor sejteknek
(HSPC) a csontvébe torté eljutasa (,homing”) nagyon hasonld az érett febésgjteknek

a gyulladas terlletére tori€n eljutasdhoz, illetve az egészséges Ilymphocytak
recirkulaciojahoz (Laird et al. 2008, Ley et al.0Z). Az E-szelektin, vagy a P-szelektin
jelenléte 6nmagaban elegéndogy a haldlos ddézisu besugarzast kapott egesektwed
transzplantacié utan tuléljenek. Ha a sejtek falszijelen volt vagy a P-szelektin, vagy az E-
szelektin, akkor az egerek tulélték a besugardd@stkorlatozott szamua csontéelsejtet
kaptak. Ezzel szemben, ha mindkét szelektin hidhyzakkor az egerek tulélése
szignifikansan romlott (Nabors et al. 2013).

A P-szelektin és PSGL-1 kozotti kapcsolat a HPGwartusba tértéh vandorlasaban is
kézponti szerepet jatszik. A hemopoetikus sejtelszfeén a PSGL-1 molekula kis
mennyiségben van jelen, de megsokszorozédik a nsFge/azoknak a sejteknek a felszinén,
melyeken jelen vannak egyéb ,homing” molekulédk, yakl segitik a thymusba torié&n
vandorlast (Rossi et al. 2005, Sultana et al. 20A23secse®mirigyben az endothelsejtek
felszinén a P-szelektin periodikusan jelenik megld&chneider 2006). Korlatozott szamu
progenitor sejt periodikusan tud belépni a thymusidadasul a thymocyta progenitorok
csontvebbdl torténs mobilizacidja ciklikus folyamat, mely egybeesikleymusnak a sejtek
befogadaséara képes allapotaval (,open gate”). tediZések szerint ezeket az eseményeket
egy thymus-csontvél,feedback loop” kordinalja, melyben a CD3- CD4- &DOhymocytak
kolcsbnhatasba lépnek a thymus cortex stroma isejtjeminek kovetkeztében citokinek
szabadulnak fel, melyek szabalyozzak a thymocyakdébdését, mobilizaciojat és érését. A
ciklikus folyamat jelenisége egyéke kevésse ismert. Egérkisérletes modellek alagpin
gondoljak, hogy a T-sejtek megfdidkjlodése érdekében alakult ki ez a periodikuikdaes.

A thymusnak a progenitor T-sejt befogadoképessémg fa T-sejtek felszinén talalhato
PSGL-1 molekulaigiiségétl, de nem fligg a vérben kerihigrogenitor T-sejtek szamatol. A
PSGL-I" egerekben kevesebb a korai progenitor T-sejtekmazade normalis a
csecserdmirigy cellularitasa, mert a thymuson bellli pretécidé kompenzalja a korai

progenitor T-sejtek szamanak a hianyat (Gosseals 2009).

20



3.4.2. Hemopoetikugissejtek mobilizacidja allatkisérletes modellben

Lord és munkatarsai a filgrastim (G-CSF) molekutdt a polietilén-glikollal mddositott
formajat (filgrastim SD/01, PEG-r-metHu G-CSF) gatiak egérkisérletes modellben (Lord
et al. 2001). A filgrastimnak az a hatranya, ho@yid a felezési ideje (9,7 oOra egy
citosztatikus kezelésben nem részésigérben).

A molekula polietilén-glikollal tortéér modositasa csokkenti a vesén keresztil tértén
kiGrulést és ezaltal hosszabb felezési iiztosit (13,7 o6ra egy citosztatikus kezelésbem n
részesitl egérben). A hosszabb felezésbndk az az éhye, hogy a betegeknek ritkdbban
kell a Wr ald injektdlva adagolni, de hatranya, hogy a datéis lassabban lehet
felfiggeszteni.

Ellefson és munkatarsai citopéniat valtottak kiQIbg/kg Fluorouracillal) egerekben, majd
két nappal k&b 50ug/kg dozisi Neupogent és angiotenzint (1-R@gkg) adagoltak. Azt
talaltak, hogy az angiotenzin és a G-CSF egyitteslagolva szinergikus hatast valt ki,
ezaltal csokkenteni lehetne a malignus hematoldgtegségekben az alkalmazott filgrastim

mennyiségét (Ellefson et al. 2004). A klinikai ggalltban ez a modszer nem terjedt el.

3.4.3. Hemopoetikugissejtek mobilizacidja a klinikai gyakorlatban

A kilénb6z mobilizal6 agensek (gyogyszerek, antitestek) @ltdrddon és sebességgel
mobilizaljak a csontvébdl az 6ssejteket (Lord et al. 2001). A leggyakrabban halkzanyag

a G-CSF (filgrastim), vagy egy elnyujtott hatasiltaZata a pegfilgrastim (Fenk et al. 2006,
Gertz 2010). A GM-CSF (Granulocyte Macrophage CypiStimulating Factor) tdbb CD34+
sejtet mobilizal, mint a G-CSF (Lane et al. 199%)man gyakorlatban az 5 napon keresztl
10 pg/kg/nap dozisban adagolt filgrastim a betegekegttdmeg-kilogrammonként altalaban
5x1(f CD34+ sejtet mobilizal (Henon et al. 1992, Schreitzal. 1996), de igen nagy egyéni
kulonbségek is éfordulhatnak a betegek életkoratol, fizikai allagot és
kisébetegsegeildl figgsen.

A citosztatikumok citokinekkel (G-CSF, GM-CSF) komdllva gyorsitiak a HSC
mobilizaciot és csokkentik az esélyét annak, hogjignus sejtek is begjtésre keriljenek.
Bizonyos esetekben tobb ciklusban kell citosztati&ti és/vagy citokint adagolni, hogy
elérjik a keld CD34+ sejtszamot, de ilyenkor méga sulyos neutropenia és a fadsek

veszélye (Bensinger et al. 1995, Ravagnani etS8i0L

21



A fejlesztés és Klinikai kiprébalasok soran jelenégyy bicyclam tipusu vegyilet (AMD3100,
Plerixafor) tinik az egyik legigéretesebb mobilizal6 anyagnaktgBlazat), mely a klinikai
gyakorlatban is hozzaférléetNehezen, vagy csak énmagaban G-CSF alkalmazésawal
mobilizalhaté betegek esetében segitheti a sikefssejt-gyjtéest. Az AMD3100
reverzibilisen és specifikusan blokkolja az SDFéiolését a CXCR4-hez (Broxmeyer et al.
2005, Paganesi et al. 2011). Ha kombinaciéban ratkzzdk a filgrastimmal, akkor tobb
CD34+ sejtet lehet és hamarabb mobilizalni, mintkak G-CSF kezelést kaptak volna a
betegek, igy tobb betegnél lehet autotsgejt transzplantaciot végezni (Dugan et al. 2010,
Michallef et al. 2009, Pelus 2008).

A mobilizacio
Mobilizalasi forma Példak sebessége

Cytoxan, 5-fluorouracil

Kemoterapia 1-3 hét

G-CSF, GM-CSF, SCF, TP,
Novekedési faktorok EPO, GH, IL-3, IL-17, PTH,| 4-6 nap
VEGF, angiopoietin-1

anti- VLA-4, anti-VCAM-1

Antitestek 1-2 nap
Polyanionok Fukoidan, dextran szulfat 1-2 6ra
Kemokinek GROR, MIPhi, Met-SDF-PB | 15-120 perc
Receptor antagonistak/ AMD3100, Rho GTP-az 1-6 6ra

szignalizacios Utvonal gatlok | inhibitor, 32-agonistak

2. tablazat. Hemopoetikuséssejtek mobilizaciéjdban hasznalhaté anyagok. G:C@Bnulocyta koldnia
stimulalé faktor, GM-CSF: granulocyta-makrofag kakd stimulalé faktor, IL: interleukin, SCF: stemlice
faktor, TP: thrombopoietin, EPO: erythropoietin, Gtbvekedési hormon, PTH: parathormon, VEGF: vascul
endothelial growth factor, VLA-4: very late antigdp GROR (CXCL2): chemokin ligand, MIP: macrophage
inflammatory protein, SDF: stromal cell-derived ttac A GH, EPO, TP, SCF kezelésnek inkabb az
allatkisérletekben van jeldigege, a human gyakorlatban nem alkalmazzak. (&zabPelus 2008 kozleménye
alapjan késziilt).

A filgrastim adagolasa a kulonb®hematoldgiai betegségekben eitéde mindig az adott
betegre kell megallapitani, mert nagy az individuakilonbség. Kemoterapia utani
myeloszupresszidé kezelésére g/kg, csontvdl transzplantacibban és periféridssejt
gyijtésekor 10ug/kg, sulyos krénikus neutropeniabamd@’kg dézist ajanl a termék gyartdja
(Amgen, Thousand Oaks CA). A hazai ajanlas (Orsza@yogyszerészeti Intézet)
megegyezik a gyarté @rasaival (OGYI-T-1763/02).
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4. Célkitiizések

A PSGL-1 szerepe a thrombosisban

A szelektinek és a PSGL-1 kozti interakcié fontoserspet tolt be a thrombosis
kialakulasdban. Az aktivalt thrombocytak felszinéregjelenik a P-szelektin és ezaltal
kénnyebben tudnak kapcsolédni a neutrophyl granytédtioz és az endothel sejtekhez. Ha
ezt a kobdést blokkolni lehetne, akkor feltételezbemt kisebb valdszirséggel alakulna ki
thrombosis, vagy kisebb lenne a kiterjedése.

Munkank el§ részében célunk volt egy allatkisérletes modellipesterségesen thrombosist
kivaltani és figyelni a PSGL-1 hianyos egerek ®##ét a kontroll populaciéval szemben. A
thrombotikus stimulust olyan mértékben kellett &ik@znunk, hogy ne egy mindent eléed
maximalis valaszt kapjunk, hanem olyat, amelybenkéa egértdrzs kozti kilonbség
megfigyelhed, mert ezzel lehet a PSGL-1 jelenlétének, vagyydidak a hatasat modellezni.
Ezen vizsgalatok soran két kérdésre kerestik axtdla

- aPSGL-1 hidnyanak van-e hatasa az egerek tuléldsé&mbotikus stimulus hatasara

- a PSGL-1 hianyadban a heterotipikus aggregatumoknazdletve a thrombusokkal,

embolusokkal elzarodott erek szama kilonbozik-erdarkll allatoktol

A PSGL-1 szerepe a fehérvérsejt mobilizaciéban

A P-szelektin-PSGL-1 kapcsolodasanak a hemopoetikasjtek csontvél extracellularis
matrixhoz valo kaidésében és myeloid sejtek érpalyabol t@ridréepesében is szerepe van.
Munkank masodik felében a PSGL-1 molekulanak a aigedejteknek a csont\vidddl torténs

mobilizacidjaban és az érpalyabdl todéalépésében jatszott szerepét vizsgaltuk egerekben

- arra kerestik a valaszt, hogy PSGL-1 hianyabankgticitopénia hatasara milyen
gyorsan kerilnek ki a myeloid sejtek az erpalydfaiiervérsejt eliminacio)
- megvizsgaltuk, hogy indukalt citopénia utdn sponté@ddon, illetve exogén G-CSF

adagolasaval milyen kinetikaval mobilizalédnak lagievérsejtek
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5. Anyagok és modszerek

5.1. A kisérleti allatok jellemzése

C57B6/126 PSGL-1 vad tipusu (WT-Wild Type) és krmak(KO) egereket az anyjuktol 4
hetes korukban valasztottuk le. Az allatok a szamudtealis 12 6ra sotéet — 12 o6ra vilagos
napi ciklusban 2°C-os korilmények kozt éltek. Standard ragcsalo edle®?/RF1 Charles
River, Németorszag) és vizet korlatlanul fogyasitdtka A kisérletek sordn 12-16 hetes
allatokat hasznaltunk fel, a vonatkozo jogszabayaelégig betartva. A kisérleti engedélyiink
szama az alabbi volt: 1/2006 DE MAB, 8/2011 DE MAB.

5.2. Thrombosis kivaltasa egerekben

Altatas utan az egerek farokvénajaba b kollagént (Collagen reagent Horm, Nycomed
Minchen, Németorszag) Bg adrenalinnal (Tonogen, Richter-Gedeon Budapegjite
juttattunk be (,teljes” dozisu Kkisérlet). A tlweletet ,fél” dozisu kollagén-adrenalin
beadasaval is megismételtiik. A harmadik percbedllarok retro-orbitalis vénajabdl vért
vettlink és a 30. percig figyeltik az egerek tuklédtana az allatokat cervicalis dislocatioval
elpusztitottuk.

5.3. Vérvétel és sejtszam meghatarozas

150 mg/kg dozisu intraperitonealis ketaminnal (@abl, Richter-Gedeon, Budapest) toftén
altatas utan

200 pL vért vettink 40uL ACD-t (Acid Citrate Dextrose) tartalmazé éte. Az ACD-t
Vacutainer (Becton Dickinson Diagnostics-PreanefitiSystems Franklin Lakes, NJYbé|
pipettaztuk ki. A vérvétel az egerek retro-orbgaplexusabol tortént 30 mm hosszy- K
ETDA-val bevont Uvegkapillarissal (Palicz et al.13). A mintdkat Siemens Advia-120
(Deerfield, IL) hematologiai automataval a Multi gjies program hasznélataval meértik le
(Diaz-Ricart et al. 2010).
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5.4. Fibrin meghatarozas a tudben

A tudsket az eltavolitasuk utan°@-os extrakcios pufferbe helyeztik, melynek Ossekté
150 mM NaCl, 10 mM EDTA (etilén-diamin-tetraecetga mM fenil-metil-szulfonil-fluorid
(Sigma), 10 U/mL aprotinin (Richter, Hungary), 100mL heparin (Merckle GmBH, Ulm,
Germany), 0,1 M epszilon-aminokapronsav (PannomphaPécsvarad, Hungary) és 10 mM
Tris/HCI, pH 7,4. A mintakat folyékony nitrogénngyorsan lefagyasztottuk, majd <ZBon
taroltuk kis tartalyokban a felhasznalasig. A féfaas soran a széveteket 5 percréC3ds
vizfurdébe helyeztik, majd a kiolvadt szbévetet 10 perciieaggios pufferbe tettik (0,5 mL
puffer/100 mg szovet) és utdana mechanikailag homagkuk. Ezutan 4 Orara jégre
helyeztik a mintadkat. A kovetkédépésben %C-on 30 percen keresztll centrifugaltuk (16
000 g), kétszer mostuk és 2pQ pufferben ,felvettik”. Ezutan 18 éran kersztul°G7on
inkubaltuk a mintat, majd szob&h 30 percen keresztul centrifugaltuk (16 000 g). A
fellliszéhoz (mely a kivont fibrint tartalmazta) S%erkaptoetanolt, 0,1% bromfenol kéket
adtunk és 7,5%-os SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) agolamid gél elekroforézis
segitségével elvalasztottuk az Osszéhet és atvittlik Immobilon P Transfer membranra
(Millipore, Bedford, MA) az immunoblot vizsgalato&h. A fibrin(ogén) kimutatasa soran
nyulban termelt anti-human fibrinogént (DAKO, Glagi, Denmark) alkalmaztunk (mely
keresztreagal az egér fibin(ogén)-nel) 1:2 000t&shpan, majd ezt kovin torma-peroxidaz
jelolt anti-nydl (R and D Systems, Minneapolis) ieastet. A savokat kemilumineszcens
reakcioval tettik lathatovd (Western Blotting Déimt Reagents, GE Healthcare,
Milwaukee). A fibrinogén és fibrin kvantitalasanabyenb tomedi tldészovet optikai
denzitasat vizsgaltuk ugy, hogy a denzitométerl alegektalt jel efsségét a kiulénbdz

mintak aktin-tartalmara normalizaltuk.

5.5. A szovetek feldolgozasa hisztologiai és immushtokémiai vizsgalatokhoz

A fénymikroszkopos vizsgalatokhoz a szoveteket t8diharie oldatban (95 mL abszolut
etanol + 5 mL desztillalt viz) fixaltuk, paraffiniggyaztuk és megfestettiik hematoxilin-eozin,
valamint Masson-trichrom festékkel. Immunhisztok&miizsgalatokhoz az 5 mikrométer
vastagsagu metszeteket deparaffinaltuk, rehidraiskantigén feltarast végeztiink nagy
nyomason kuktaban (128C 3 perc) antigén feltaré oldattal (pH 6,0, DAKOlo&rup,

Denmark).
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Ezutan kovetkezett szoh#h az endogén peroxidaz blokkolasa 1%-g©H-t tartalmazo
metanol oldattal 30 percig. Harom szézalékos tephlmazo hattérfestést csokkeotdattal
(background reducing solution, DAKO) torténkezelés utan 1:40 higitasi mAB350
(American Diagnostica, Stamford, CT) fibrin-spekifs antitesttel inkubaltuk a szdveteket
egy oran keresztiul szokigh Foszfattal pufferelt sdoldattal (PBS: Phospliatiered Saline)
tortér6 mosés utdn a reakcio 6bivadsa biotin-mentes EnVision detection kit (DAKO)
felhasznalasaval tortént. A trombin lerakdédasatidsszovetben ugy kvantitaltuk, hogy
minden csoportban 4 egérnél, 40-szeres nagyitgsttvel 12 véletlenszéen kivalasztott
latotérben megszamoltuk az elzarodott erek szamat.

A Masson-festés sordn deparaffindltuk a metszetekatid végeztink egy magfestést
hematoxilinnal. Ezutan savas fuxinnal (A-oldat) festettik a citoplazmat, majd a ferri-
kloridbol (B-oldat) és foszfomolibdénsavbdl (C-aldallé festékkel a kollagént és a

fibrin(ogén)t.

5.6. Thrombocyta-fehérvérsejt aggregatumok detektdisa

Aramlasi citometriai mérések soran 0 ACD-vel antikoagulalt vért jeloltiink patkanybol
szarmazo anti-egér CD14 PE (fikoeritrin) és CD4L1G(fluoreszcein-izotiocianat) antitesttel
(Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA). A T vérlemezkék, mig a CD14
elsbsorban a monocytdk azonositdsara szolgalt. A fémeejt populaciokat az SSC-FL2
fényszoras alapjan kilonitettik el és a heteratpiggregatumokat a CD41 fluoreszcens jel
alapjan azonsitottuk. A heterotipikus aggregatunkiakulasat 15 perces, %7-os 10
pmol/L koncentracioju TRAP (thrombin receptor acting peptide) kezeléssel serkentettik.
Az aggregatum-kégadést blokkold kisérletben a mintakapug/mL patkanyban termelt egér
PSGL-1 ellenes antitest alkalmazasaval vizsgalluknéréseket BD FACSCalibur aramlasi
citométerrel végeztik és az adatokat CELLQuest(Begtton Dickinson Biosciences, San

Jose, CA) programmal elemeztik.

5.7. Indukalt citopeniat kdve® sejtmobilizacié G-CSF kezelés hatdsara
Vad tipusu és PSGL hianyos him (Nemeth et al. 201216 hetes egereket Halothannal

(Sigma-Aldrich, St Louis) elaltattunk és 250 mg/kiklofoszfamidot (Endoxan, Baxter,

lllinois) adtunk be intraperitonealisan, hogy €lérp cytopeniat.
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FVS (GIL)

Ezutdn naponta kétszer subcutan fdggkg dozisu G-CSF (Neupogen, Amgen, Thousand
Oaks, CA) kezelést inditottunk négy napon kereqatidibra). A mobilizalbéssejtek periférias
vérben tortééd megjelenését termelt CD34/CD1625CDés
CD34/CD117/CD45 ellenes antitestekkel detektaltuk.

A CD162 eés CD117 ellenes antitest R-fikoeritrinn@®-PE), a CD34 fluoreszcein

izotiocianattal (FITC), a CD45 peridinin-klorofiéhérje (PerCP) fluoroforral volt jeldlve és a

patkanyban egeér

BD Pharmingendl (Becton Dickinson, Franklin Lakes) szarmazott. Méréseket BD
FACSCalibur aramlasi citométerrel végeztik és aatadt CELLQuest 3.2 (Becton

Dickinson, Franklin Lakes) programmal elemeztik.

20 |
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16 | /!\\
14 &y |
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0. nap 3. nap 7. nap 11. nap

5. abra. Citopénia indukcié és sejtmobilizalds menete. Egsis ddzisu ciklofoszfamid (Cy, zold nyil)
injekcioval citopéniat idéztunk &l majd a harmadik naptdl kedben nyolc alkalommal G-CSF (piros nyil)
beadasaval mobilizaltuk a fehérvérsejteket. A kékok jelképezik a vérvételek ddontjat (kiindulasi, 3. nap,

kozvetlendl az utolsé G-CSF beadasa utani és négyah az utolsé G-CSF injekcié utani nap).

5.8. A PSGL-1 expresszio kvantitativ vizsgalata

Emberi és egér myeloid sejteken vizsgaltuk a PS@ikgresszid meértékét és figyeltik az in
vitro adott G-CSF hatasara bekovetkemltozasat. R-PE konjugalt egérben termelt anti-
human CD162 (PSGL-1) és patkdnyban termelt anti-eégp162 (PSGL-1) antitestet

hasznaltunk (Becton Dickinson, Franklin Lakes).
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Az aramlasi citometriai vizsgalatok soran a mintikbtapasztalt atlagos fluoreszcencia
intenzitdsokat (Mean Fluorescence Intensity - Midyonlitottuk 6ssze a QuantiBRITE-PE
(Becton Dickinson, Franklin Lakes) gyongyokkel vétykalibracios gorbe értékeivel. EzAltal
antitest-kod kapacitasban (Antibody Binding Capacity - ABCXkigudtuk fejezni a PSGL-1

expresszio mértekét (Kappelmayer et al. 2001).

5.9. Immunhisztokémiai vizsgalatok femur metszeteke

A Kkisérleti allatokbol eltavolitottuk a femurt ammunhisztokémiai vizsgalatokhoz. A
combcsontokat 1 napos Sainte-Marie oldattal tértiexalas utan 10%-os EDTA (pH 7,2)
(Solon, Ohio) oldatban taroltuk két hétig. A delfélt és dehidratalt szbveteket 5€-os
paraffinba agyaztuk és 5-6 um vastagsagu metszekdszitettink (Microm HM335E,
Microm International GmbH, Walldorf, Germany), meket zselatinnal bevont targylemezre
helyeztiink és egy éjszakan at°g87—on hagytunk.

A CD34+ sejtek azonositasahoz a metszeteket déipatafk xilollal és hidraltuk leszallé
alkoholsorban. A metszetek rehidralasat kéeet mintainkat 0,5% kD, —t tartalmazo
abszolut metanollal kezeltik az endogén peroxidédwitis blokkolasa végett. PBS-sel
tortérds mosas utan a metszeteket 2%-o0s BSA-t tartalma& diatban inkubaltuk 37C-on
30 percig nedveskamrdban, hogy minimalizaljuk a gspauifikus fegidést. Ezutan
kovetkezett az 1:75 higitasu nyulban termelt egB®34 ellenes antitesttel (Chemicon,
Temecula, CA) tortéhjeldlés egy éran keresztil 8C-on. PBS-sel torténrovid mosas utan
a mintdkat egy o6ran keresztll inkubaltuk szdiaérsékleten az 1:200 higitasu (0,1% BSA-t
tartalmaz6 PBS-sel) biotin-konjugalt nyul elleneslainder antitesttel (Vectastain Elite ABC
Kit, Vector, Burlingame, CA). Ezutan a metszetek@ipercig szobameérsekleten inkubaltuk
streptavidin-biotin peroxidaz komplex-szel (Vec#st Elite ABC Kit, Vector). PBS-sel
tortérdb mosas utan a reakciot a Vector Peroxidase Subistrél tettik lathatova. PBS-sel
tortér6 mosas utdn a metszeteket desztillalt vizzel legihlik és AquaMount (Thermo
Scientific, Rockford, IL) médiummal lefedtuk.

A negativ kontroll vizsgalat elvégzésénél hasonkddom jartunk el, csak az élsantitest
helyett egy non-immun IgG-t hasznaltunk (IgG2a,n&ig St. Louis, MO), illetve egy masik
kisérletben non-immun nyal szérumot hasznéltunkyikegontroll kisérletben sem latszott
jelolédés. A metszeteket digitalis fényképgeppel (Olympus DP50, Tokyo, Japan) fot6ztuk
le, mely egy Nikon Eclipse 800 (Nikon, Tokyo, Japamkroszkophoz volt kapcsolva.
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5.10.1. Mononuklearis sejteket tartalmazo sejtszuszpenziodszitése periférias verél

A granulocytdk és macrophagok kozoséaddkjai morfolégiai vizsgalatokkal nem
azonosithatok, igy kimutatasukra funkciondlis k@omsszé modszert alkalmazunk. Az
egerek retro-orbitalis plexusabol nyert vérét 50 Hbparint tartalmazo Eppendorfébe
gyijtottik, majd PBS-sel kétszeresére higitottuk.

Ezt kbveben azonos térfogatu Ficoll-ra (Ficoll-Paque PLUE, i@ealthcare Biosciences AB,
Uppsala, Sweden) rétegeztik és 15 percig 400 guniftgaltuk. A diriség gradiens alapjan
elkilénub mononuklearis sejteket tartalmazaéigit leszivtuk, a sejteket PBS-sel atmostuk
(10 perc cenrifugélas 400g-n). A fellluszot eltéavtuk, és a sejteket 1 ml McCoy’s 5A
médiumba (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo) felvettik.

5.10.2. Sejtszuszpenzio készitése femoralis csoniiebl

Exterminaciot koveéten az egerek combcsontjat aszeptikus korilményeditkéltavolitottuk,
majd a csontvél steril injekcios & és fecskentdl segitségével 1ml McCoy’'s 5A médiummal
egy kémc8be kimostuk, majd az @bbiek szerint Ficoll gradiens segitsegével szepdra

mononuklearis sejteket.
5.10.3. Kolonia esszé

A tenyészetek dsszeallitdsa a korabbiakban les#akint tortént (Benko et al. 1999; Benko et
al. 2001; Géresi et al. 2012). Periférias vérbzeparalt sejtek esetén 6XAOL sejtet,
csontvebbdl szarmazé sejtek esetén 1XMOL sejtet szélesztettiink egy-egy Petri-csészébe
(Greiner, Nurtingen, Germany). A progenitor sejtddkCoy’'s 5A médiumban ndvekedtek,
mely aminosavakat, Na-piruvatot, NaHg€ot, antibiotikumot (streptomycin, penicillin) és
20% borju szérumot tartalmazott. A granulocyta-mophag progenitorok tulélését és
tartalmaz6 WEHI-3B kondicionalt médium hozzaadakd&vtik el. A lagy gél kdzeget az
1,2%-0s metilcelluléz (Methocel, FLUKA, Buchs, Seétland) biztositotta. A sejtkultirak
duplikatumban 7 napon keresztul £@rmosztatban 37C-on, 100%-o0s paratartalom mellett
5% szén-dioxidot tartalmazé légkdrben ndvekedtekieAyésztési idl végére a GM-CFU
progenitorsejtek szaporodasuk soran - a lagy gééduiek koszonhéen - leanysejtjeikkel

egyuttmaradva koloniakat képeznek.
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Kolénianak tekintettiink minden olyan sejtcsoportogly sztereomikroszkop alatt vizsgalva
(Olympus, Hamburg, Germany) legalabb 50 <ibjétlt.

A tenyészetek koléniaszama a GM-CFUfetdulasi gyakorisagat hatarozta meg. Periférias
vér esetében értelemsiien a tenyészetek koléniaszama a xi@nonukleéris vérsejtben
talalhatdé mobilizalt granulocyta-macrophag progamnitsejtszamot adja meg, mig a
csontvebtenyészetek koléniaszama & t8ontveti sejtben talalhaté GM-CFU szamot.

A csontveb funkciondlis vizsgalata soran a cellularitast,M-GFU ekfordulasi gyakorisagat
és a femoralis csontveteljes GM-CFU tartalmat hataroztuk meg.

A cellularitas a femoralis csontéeleljes magvas sejtszamat jelenti. Ehhez a csdifdiel
nyert sejtszuszpenzié egységnyi térfogatban ménabt sejtszamat (Turk oldatot hasznalva)
megszoroztuk a femordlis csoni¥eéljes kimosasaval nyert sejtszuszpenzid térfoghtd
cellularitas és a GM-CFU @brdulasi gyakorisaganak szorzata a femoralis estihteljes
GM-CFU tartalmat fejezi ki.

5.11. Statisztikai elemzések

Az egerek thrombotikus stimulus hatasara bekovétledaullasanal Chi-négyzet tesztet, az

elzarédott erek szamanal egyszempontos ANOVA elstnz sejtszam meghatarozasnal

Student-féle t-tesztet hasznaltunk.

A sejtmobilizacios kisérleteknél a Gaussi-elosztastatd adatoknal a Student-féle t-tesztet, a
nem parametrikus eloszlas esetén a Mann Whitneyetealkalmaztuk a GraphPad Prism 4.0

program (La Jolla, CA) segitségével.
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6. Eredmeények

6.1. A PSGL-1 hiany protektiv hatasa a thrombosiskivaltd stimulusokkal szemben

Osszesen 87 egérnél vizsgaltuk a 30 perces tlklésombosist kivaltd stimulus hatasara.
Teljes dbzisu kollagén (15g) és adrenalin (Rg) beadasakor 13 vad tipusu e@éi (62%),
illetve a KO torzsBl 15 egérbl 7 (47%) pusztult el 30 perc alatt (p=0,476). Felé
csokkentett dbzisu kollagén (7j5g) és adrenalin (1,5ug) hatadsara sokkal markansabb
kulonbség jelentkezett a tulélésben (6. abra):datijmusu allatoknal 30 egéilbl5 pusztult el
(50%), mig a KO torzs esetén 28kbsupan 3 (10%) (p=0,002).

Elhullasi arany

70
60
50
40 -
30 -
20
10

Teljes dobzis .Fél” dozis

6. abra. Vad tipusu (vilagos oszlop) és KO egerek (sotetops elhullasi aranya 30 perccel a cstkkentett ,fé

dozisu és teljes dézisu thrombotikus stimulus utpr0,05

A kollagén és adrenalin egyuttes beadasa dézisfigtppéniat okozott. Teljes dozis
alkalmazasakor mindkét egértdrzsben szignifikhn®ntbocytaszam csokkenést lehetett
megfigyelni (p<0,0001) és a két csoport kozott neait kulonbség (p=0,261). Ezzel

ellentétben fél-dézist” thrombotikus stimulus dtkazasakor a PSGL torzsben a

vérlemezkeszam csokkenés szignifikAnsan kisebl(peft,0325) a kiindulasi értékhez képest
(7. A abra). A fehérvérsejtszam csokkenés hasoglbakti volt a két torzsnél és fliggetlennek
bizonyult az alkalmazott kollagén és adrenalin gétzil (7. B abra). Mivel a periférias vérben
a PSGL-1 hidnyaban az abszolut neutrophyl szamkewhett, megvizsgaltuk 6 vad tipusu és
9 KO egérnél a jelenséget thrombotikus stimulusad@ab. Kezelés @t a KO egereknél

haromszor magasabb volt az abszolit neutrophyl utpeyta szam, de a csodkkenés

meértékében nem volt killonbség (7. C abra).
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7. abra. Sejtszamok valtozasa kilonkiomértéki thrombotikus stimulusok hatasara.

A: Thrombocytak szamanak valtozasa teljes dozidi) (Rollagén (15ug) és adrenalin (Bg), valamint ,fél”
doézisu (FD) kollagén (7,1g) és adrenalin (1,fug) beadasa utan. A kontroll csoport egyedei fig@é
séoldatot (fiz. sé) kaptak. A vérlemezke szamokisfGggs mddon szignifikAnsan cstékkentek. Vad tipusu
egereknél (vilagos oszlop) a kisérletnél hasznkdtok szama: fiziol6gias séoldat n=25, TD n=7, RE20. A
KO tdrzshen mért szamok sotét oszloppal vannaketeigje: fizioldgias sdéoldat n=24, TD n=8, FD n=28.

B: Fehérvérseijt szamok (¥D) alakulasa thrombotikus stimulus hataséra. A tipdsu (fehér oszlop) és a KO
egereknél (fekete oszlop) a kisérletben felhasatiatiok szama megegyezik az ,A” pontban leirtakkal

C: Neutrophyl granulocytdk szamanak valtozasa thatikus stimulus hatasara. A neutrophyl granuldcyta
abszol(t szamanak csdkkenése hasonlé volt az dfedrawérsejtszam csdkkenéshez és nem kilonbokétt a
torzsben (9 vad tipusu — fehér oszlop - és 6 Kéketk oszlop - egérnél végzett kisérlet fél dokalagénnel).

Az abran az atlagértékeket és standard hibat tuktsl. *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001.
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6.2. Fibrin lerakédas a tudsben

Szisztémas thrombosis soran adtieh fibrin rakédik le, melyet Western-blot analsabk
vizsgaltunk. Ehhez az egér fibrin(ogén)nel keresicidt add poliklonalis anti-human
antitestet hasznaltunk, mely a fibrinogént és arihs kimutatja. A 8. abran lathato, hogy
thrombotikus stimulus hatasara tobb fibrin rakdeila vad tipusu egértdrzs egyedeiben, mint

a KO egerekben.

A Mr (kD)
66,2 —
—_— -— —— v <«— fibrin
ilé: P ———E -1
B

1,5

1
) I I I l:
0 T T T

3. oszlop 4. oszlop 5. oszlop 6. oszlop

Relativ egység

8. abra. Tuds-extraktum Western-blot analizise. 7,5%-0s SDS quiylamid gél elektroforézise utan
immunoblot vizsgalatot végeztink anti-human fibogén) antitesttel, mely keresztreakciot ad az egér
fibrin(ogén)nel.

A: 1. oszlop: fibrinogén standard, 2. oszlop: fibstandard, 3. oszlop: PSG[*-1fiziol6gias séoldat, 4. oszlop:
PSGL-1"* kollagén+adrenalin , 5. oszlop: PSGL-fiziol6gias séoldat, 6. oszlop: PSGI-kollagén+adrenalin.

B: Thrombosis kivaltasakor kétszer annyi fibrin dellk le a PSGL-Y* egerek tudiszoveteiben (n=7) mint a
PSGL-I" egerek tiidejében (n=8). 1 Relativ egység= fizidégidoldattal injektalt (kontroll) egerek tiidejében

lerakodott fibrin optikai denzitasa.
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6.3. A thrombusok morfolégiai elemzése

Immunhisztokémiai (IHC) vizsgélataink soran aztasgialtuk, hogy a tidd érhélozataban
szamos thrombus keletkezett, illetve akadt el antimotikus stimulus utan. &zor Masson-
trichrom festéssel vizsgaltuk a thrombusokat akleme. A vad tipusi egértérzsben sokkal
tobb elzarodott eret talaltunk, valamint a throndbumérete is nagyobb volt. (9. abra A, C).
A PSGL-1" egereknél kevesebb és az ereket kevésbéditiibmbust talaltunk (9. &bra B,
D). Immunhisztokémiai vizsgélatokkal az érrogokiigmint mutattunk ki az mAb350 jél
antitesttel (Smyth et al. 2001), mely csak a (kakero6tt) fibrint mutatja ki és a fibrinogént
nem (9. dbra E, F). Ezzel a vizsgalattal is nagyaiibaz elzarédott erek aranya a PSGL-1
torzsben. (10. abra).

PSGL-1 ** PSGL-1

9. dbra. Tudb szovettani
képe ,fél” dozisu

thrombotikus stimulus

utan.

Az 5 um vastag metszeteket hematoxilin-eozin (A, B)tikeMasson (C, D) médszerrel festettik meg. A tyila
a trombin jelenlétét mutatjak a tetekben. A PSGL1 egerek mintaiban kevesebb trombin lathaté. A mgjih
egy majdnem teljesen elzarédott eret mutat a Drél#a egér fibrinnel keresztreakciot adé monoklananhti-
human fibrin ellenes antitest (MAb350) mutatjarakédott fibrint az erekben (E, F).
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10. abra. Elzarédott erek szazalékos aranya asadvetben. A thrombotizalt erek aranyat Massoréfsst és
mAb350 jeloléssel mutattuk ki. 12 latétérben (4byestivvel) szamoltuk meg 3-4 allat mintajaban A dott
ereket és az étlag, illetve a standard deviatékéit tuntettiik fel az abran. Mindkét médszerreysifikansan
kevesebb elzarodott ér lathatd a KO egértdzshanlagos oszlop a WT, a sotét oszlop a KO egeretireémyét

jelképezi.

6.4. Heterotipikus aggregatumok keletkezése

A vad tipusu egerek neutrophyl granulocytdi magd4XC (Platelet Glycoprotein 1lb)
fluoreszcencia intenzitast mutattak TRAP stimuldbatasara, mert a vérlemezkék (vagy
vérlemezke eredétmikropartikuldk) hozzajuk tapadtak. Ezt a hatéfes mértékben géatolni
lehetett anti-PSGL-1 blokkold antitest hasznaldtéeikor a TRAP hatasara nem emelkedett
meg a neutrophyl granulocytak CD41 fluoreszcenotanzitasa). A monocytaknal hasonlé
jelenséget lehetett tapasztalni, mig a lymphocyibkammiféle valtozas nem kovetkezett be
TRAP hatasara. A KO egértérzsben egyetlen fehégjtépopulacid CD41 fluoreszcencia

intenzitasa sem valtozott meg TRAP hatasara (Irh).ab
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11. abra Fehérvérsejtek CD41 fluoreszcencia intenzitasé@madkei (MFI: atlagos fluoreszcencia intenzités).
fehérvérsejt-vérlemezke aggregatumokat a CD41égl@dlapjan azonositottuk a vad tipusu (A. abrak@s
egértdrzsben (B. abra). A vad tipusu egerekben sabpafluoreszcencia intenzitas értéket lehetetninmmér a
kontroll (kezelést nem kapott) allatoknal, mely TRAatasara tovabb fokozodott, viszont anti-PSGlekknlo
antitest hatdsara nagymértékben lecsokkent. A Két@éxgsben nem lehetett szamotte®D41 fluoreszcencia
intenzitdst detektalni. A vilAgos oszlopok a nephtr@ granulocytdk, a sotét oszlopok a lymphocytadk

fluoreszcencia intenzitas értékeit mutatjak. (regtabran az atlag és SD értékek vannak feltlintetve)

6.5. Fehérvérsejtek eliminécidja a keringési indukalt citopénia soran

Ciklofoszfamid kezelés hatasara mindkét egérttehgrvérsejtszama lecsokkent 80-90%-kal,
de kulonbo# kinetikaval. A vad tipusu egerekben minden fehé®jé populacio abszollt
szama lecsokkent, mig a KO allatoknal az absza@utrophyl €és monocyta szam azéetap

emelkedett és csak a masodik napon kezdett el endkk
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G/L

G/L

Mindkét egértorzs egyedeiben a harmadik napra esiiKkk leginkabb a fehérvérsejtszam. A
sejtszamok a hatodik napon érték el a maximumot,ad&O egereknél az értékek

szignifikansan magasabbak voltak (a kiindulassgén haromszorosa, 12. bra).

PSGL-1 +/+

3.0
2.7
2.5
2.2

1.25¢

1.001 T

0.75

0.504 -T—

0.25 /T _ T

0. nap 1. nap 2.nap 3.nap 6. nap

PSGL-1 -/-

13 L

rosssa) ./’I ml‘T‘ll %

0. nap 1. nap 2. nap 3. nap 6. nap

12. abra. Egyszeri d6zisu ciklofoszfamid beadasa utan nerérfvérsejtszamok (10, n=4). A vilagos oszlop

mutatja a neutrophyl granulocytakat, mig a csikozotal a monocytakat vad tipusu (A) és KO egeraKiBg.
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6.6. Spontan és G-CSF indukalt fehérvérsejt mobilécio

A spontan fehérvérsejt mobilizacio soran (az &datem kaptak G-CSF kezelést) az egyszeri
dozisu ciklofoszfamid injekcié beadasa utan hétpaapnindkét egértdrzsben a kiindulasi
ertéknél szignifikansan magasabb neutrophyl és oyaoszamot meértink (n=7). A vad
tipusu egereknél az abszolut neutrophyl granulosz#n a 7. napon 3,0 G/L volt, mig a KO
egértdrzsben sokkal magasabb (12,5 G/L). A monkogt&tén a legmagasabb sejtszamot a
vad tipusu egereknél a 7. napon, mig a KO egerekridl. napon lehetett megfigyelni. A
korabban elhanyagolhatdo mennyiségben jelénléatipusos neutrophyl granulocytak
(prekurzor sejtek) szama szintén megemelkedett @ 711. napon. Az eosinophyl sejtek
szamanak valtozasa egy masfajta mintdzatot mutatoft napon szinte detektalhatatlanul
alacsony volt a mennyiségik, de egy kis késleketés 11. napra (kulénésen a KO

egertorzsben) megemelkedett a szamuk (13. abra).

B
Neutrophyl 1a5- Monocyta

2.00 4

ok
1.759
1.50
10.0 1.254
ok
1.00
- ok
0.75 4
5.0 ok
0.50
25 0.25 -

0. nap 3.nap 7.nap 11.nap O.nap 3.nap 7.nap 1l.nap

G/L

Atipusos sejt
Eosinophyl D s P )
d 3
G 10 O L
0. nap 3.nap 7.nap 11.nap 0. nap 3.nap 7.nap 11.nap

13. abra. Endogen G-CSF hatasa indukalt citopéniaban. Arlkis&k soran az allatok nem kaptak G-CSF
kezelést a ciklofoszfamid injekcié utan (n=7). Autrephyl granulocyték (A), monocyték (B), eosinophgjtek
(C) és atipusos sejtek (D) szamal/llimértékegységben fejeztiik ki. Az vilagos oszlopokad tipusi torzset, a
s6tét oszlopok a KO torzset jelképezik. *p<0,099¢6,001, ***p<0,0001.
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A s Neutrophyl B

G/L

G/L

Az exogén G-CSF hatasanak vizsgalatakor az egarels] a citopenia kivaltasa utan négy

napon keresztil, naponta két alkalommal [{g8kg ddézisban kaptak Neupogent (G-CSF).
Négy oOraval az utolsé dobzis utan (a 7. napon) d@roghyl granulocytak szama 28,3 G/L-re

(vad tipusu), illetve 47,7 G/L-re (KO) emelkedettijg a monocytak szama 2,0 G/L (vad

tipusu), illetve 4,1 G/L (KO) érteket ért el. Autmphylek, monocytak és eosinophyl sejtek
abszolut szama a KO tdrzsben szignifikansan emetk¢p<0,05 — p<0,0001) a vad tipusu

egerekhez képest (14. abra). A korabbi kisérleletgszehasonlitva, exogén G-CSF kezelés
hatasara a neutrophylek és monocytak abszolut skmyagesen magasabbra emelkedett,
mig az eosinophylek szamaban nem lehetett megfigyedt a kulonbséget. A spontan

fehérvérsejt mobilizaciohoz hasonléan az eosinopsjtek szamanak emelkedése kis
késleltetéssel, a 11. napon alakult ki.

Monocyta

50 5
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.
10 . 1 ok
.

O.nap 3.nap  7.nap 11.nap O.nap 3.nap 7.nap 11.nap
. D ) _
1501 Eosinophy| Atipusos sejt
1.25 1 4.5
4.0
1.00 1 35
3.0
0.75 1 2s
0.50 1 5 20
1.5
0.25 1 1.0 sk
0.5 ’—i_

O.nap 3.nap 7.nap 11.nap O.nap 3.nap 7.nap 11.nap
14. abra. Indukdlt citopénia utani exogén G-CSF adagolasanatasa. Neutrophyl (A), monocyta (B),
eosinophyl (C) és atipusos sejtek (D) szamanaR/L(1Bértékegységben) valtozasa G-CSF hatasara (melye
négy napon keresztil, naponta kétszer adagoltudlug/kg dézisban, n=15). A vildgos oszlop a vad tipusu

egértorzset, a sotét oszlop a KO torzset jelképezi.
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6.7. A G-CSF hatasa a PSGL-1 expressziora

Egy in vitro kisérletben azt vizsgaltuk, hogy a GFCbefolyasolja-e a PSGL-1 expressziot az
inkubacios id fuiggvényében. Osszesen 4 human és 4 vad tipusimagét hasznaltunk. Az
eredményeket antitest-kbkapacitassal (ABC- antibody binding capacity)geieztik, ami
aranyos a sejtfelszini receptorszammal. Habar teksdg¢lszinéfl a PSGL-1 spontan is
lehasadt, sikerllt egy kordbbi kisérlet eredménydiima et al. 2002) alatdmasztanunk,
melyben emberi mintakban spontan PSGL-1 lehasddast le neutrophyl granulocytak
felszinéél (15. abra). A vad tipusu egértdrzs neutrophyhglacytainak felszinén talalhaté
PSGL-1 receptorigiisége megegyezett a kordbban emberben leirt értéké&nié et al.
1999, Kappelmayer et al. 2001).

28000

23000 ‘\-\‘l
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13000
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15. abra. A sejtfelszini PSGL-1 receptorszam csokkenése G-@3tasara. ACD (adenin-citrat-dextréz)
antikoagulalt vad tipusu egerek periférias vérdomioz ideig inkubaltuk 60ug/L koncentracioju G-CSF
jelenlétében (folyamatos vonal), illetve fiziolégiasooldattal (szaggatott vonal). Az egér neutrophyl
granulocytak felszinén spontan is csokkent a PS@tegptorok szama, de G-CSF hatasara a folyamaakok
kifejezettebb volt. ABC: antitest-kitkapacitas (antibody binding capacity). Az abragyn&isérlet kézil az
egyik reprezentativ minta goérbéje lathato.

6.8. CFU-GM vizsgalat a periférias vérben és a cstuelében
Kolbnia-képd egységek vizsgalata soran folyamatosan magasabbGDF szamot talaltunk

a KO egerek periférias vérében. Atlagosan négyssy CFU-GM talalhaté a KO egerek

periférias verében, mint a vad tipusu egerek mabtn (16. abra A).
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Az 6todik napon kifejezett csokkenést lehetett ngggini a CFU-GM szamban a KO egerek
esetében, de még igy is szignifikansan magasatta\eadamuk, mint a vad tipusu térzsben
(p<0,01).

A csontvebi cellularitast az 6sszes mononuklearis sejt szalagjan hataroztuk meg, ami a
ciklofoszfamid kezelés utani élsnapokban csdkkent, mivel a proliferalé progengejtek
karosodtak, illetve elpusztultak (16. abra B). Admyebi sejtdiriség tikrozi a csontu@l
hemopoetikus aktivitdsat, habar a csoritvedgeneracidjaban a CFU-GM sejtek vesznek
részt. A csontvében a 10 mononuklearis sejtre juté CFU-GM kolénidk széama
parhuzamosan csokkent mindkét egeértorzsben az attdoikopénia hatasara, de a szamuk
szignifikdnsan magasabbra emelkedett a PSGlederekben a harmadik napra (p<0,05, 16.
abra C).

A CFU-GM koloniak szamanak emelkedésével a comhcsdfemur) vonatkoztatott CFU-
GM populécié szama szignifikdnsan magasabbra exhetka@ 4. és 5. napon a PSGL-1
egerekben (16. abra D).
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A periférias vér CFU-GM szamanak vizsgalatakor (#ihden idpontban szignifikAnsan magasabb értékeket

kaptunk a PSGL-1 egerek esetén. A femurban talalhaté mononukle&jtek szamat (B) és a mononuleéris

sejtekre vonatkoztatott CFU-GM koloniak szamat ig@hatarozva kapjuk meg a femur CFU-GM koléniainak a

szamat (D). A PSGL térzs egyedeiben szignifikdnsan magasabb CFU-Giéhkaszamot kaptunk a 3. napon,

ami szignifikAnsan magasabb mononuklearis sejtszém@FU-GM mennyiséget eredményezett a femurban a

4. és 5. napon. *p<0,05, *p<0,01
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6.9.Ossejtek vizsgéalata periférias vérben és csontédlen

A kolonia képd egységek vizsgalatanak eredményei egyezeést mutatfeeriférias vérben
keringg CD34+/CD117+ 6ssejtek szamaval, mivel utdébbiak mennyisége szigmgan
magasabb volt az 5. napon a KO egértorzsben kéinelzitortéw jeldléssel aramlasi
citometriai vizsgalatok soran (17. abra).

Aramlasi citometriai vizsgalatok soran azt tapdszta hogy a 7. napra a vad tipusu
egerekben aéssejtek szama a periférias vérben jélseh megemelkedett és ez 6sszhangban

volt a csontvel immunhisztokémiai vizsgalatanak eredményeivel §i8a).

*% *
0.7,

0.6

G/L

0. nap 4. nap 5. nap 7. nap

17. abra CD34/CD117 dupla pozitiv sejtek szama ciklofoszth kezelés utan. CD34 és CD117 dupla
pozitivitast mutatd sejtek szama 0, 4, 5 és 7 nappaklofoszfamid kezelés utan (n=4-7). A vilagoszlop a
PSGL"" torzset, a sotét oszlop pedig a PSGtrzset mutatja.
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18. dbra. CD34+ sejtek mikroszkdpos vizsgalata. Egér combckeresztmetszet kis nagyitassal (A). CD34
pozitiv immunreakcié nagyobb nagyitassal (B), Wekezeletlen vad (C) és KO (D) egerekben. Csobitkelp

7 nappal a ciklofoszfamid kezelés utan vad (E) €s(R) allatokban. A méretskala 1Qén nagysagu az A 4bran

€s 10um a B-F abrakon.
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7. Megbeszélés

A PSGL-1 hiany vethatasa thrombotikus stimulusokkal szemben

A genetikailag modositott egerek kivaldo modellek human megbetegedések
pathomechanizmusanak megértésében (Dold et al., Z&rflandes et al. 2003). Habar az
egereknek az emberhez képest jélsmmt emelkedett a thrombocyta szama és masok az
aramlasi viszonyok az erekben, a kidolgozott throsig modellek a klinikai betegellatdsban
is hasznosak lehetnek, mely alapjan 0j gyogyszeteket kifejleszteni az artérias thrombosis
megebzésében (Nigam et al. 2002).

A fehérvérsejtek, vérlemezkék és endothel sejtetti kiterakcidk fontos szerepet jatszanak a
thrombosis kialakuldsaban. Részletes vizsgalata&nyitottak, hogy P-szelektin hianyaban
csokken a fehérvérsejtek érfalhoz toétdatapadasi képessége és a kulorbstimulusokra
bekovetke# thrombus képidés mértéke (Myers et al. 2003, Yamada et al. 199PSGL-1
hianyaban a thrombotikus stimulusokra adott val&szfibban nem vizsgaltdk részletesen,
ezért modositottunk egy korabbi thrombosis modeik)yben kollagén+adrenalin stimulust
hasznaltak (DiMinno et al. 1983, Momi et al. 2008)korabbi tanulmanyokban alkalmazott
dozisban bejuttatva a kollagént és adrenalint raéfttink szamottévkilonbséget vad tipusu
és PSGL-1 hianyos egerek valaszreakci6jaban. Anfidére csokkentettik a thrombosist
kivaltd anyagok mennyiségét (,fél” dozis), latvasydkilonbséget tapasztaltunk a két
egertorzs tulélésében. Teljes dbzis alkalmazasakad tipusu egerek 62%-a pusztult el, mig
a PSGL" torzs egyedeinek a 47%-a. A felére csokkentettsdatkalmazasaval azt talaltuk,
hogy a vad tipusu egerek 50%-a pusztult el, migeeereknek csupan a 10%-a. &kdwt a
kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a nagyobb do#fisdea PSGL-1 hianyanak protektiv
hatasat a thrombotikus stimulusokkal szemben. Antlbocytaszam csdkkenésében nem
talaltunk kulonbséget a két egértorzs kozott amikeljes dozisu kollagént+adrenalint
alkalmaztunk, de ,fél doézis” beadasakor a vad tipwegerek vérlemezke szamanak
csokkenése szignifikansan nagyobb volt. Ez felvatilehetségét, hogy a PSGL-1
molekulanak fontos szerepe van a thrombus ddfsben és a fehérvérsejt-vérlemezke

interakcioban.
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A neutrophyl granulocytdk szama a stimulus hatasamdkét térzsben szignifikansan
csokkent. lgazoltuk a korabbi megfigyeléseket, mehgrint a PSGL torzs egyedeinek
periférids vérében magasabb a neutrophyl granidk@tanya (Xia et al. 2002).

A veérlemezkéket kozvetlenul aktivaltuk az egerekrok@éngjaba fecskendezett
kollagén+adrenalin injekcidéval és ezzel kivaltottakszisztémas thrombosist. Azoattes
kisérleteink soran megéallapitottuk, hogy a mikrothbusok leginkdbb a tddzovetben
akadnak el/rakddnak le (mivel a tirek j0 a vérellatdsa, kisebbek az erek és egytkicsi
lassabb a keringés). Immunoblot vizsgalatokkal tiitint talaltunk a vad tipusu térzsben és
késsbb ezt alatdmasztottuk mikroszképos vizsgalatokkamatoxilin-eozin, Masson festést,
valamint fibrinre specifikus monoklonalis antitastgAb350) alkalmazva is azt tapasztaltuk,
hogy a vad tipusu egereknél tébb thrombus keleétkéziezek teljesen, vagy nagy részben
(70-80%) elzarjak az ereket. A PSGLHianyos allatokban az erek nem, vagy csak
részlegesen (az erek nagyobb része maradt atjadeatidtak el és szignifikansan kevesebb
volt a thrombotizalt erek szama. Ez azt a hipotédimasztja ala, mely szerint a PSGL
allatokban a kisebb fibrin lerakodas a kevesebbntinus képé&désének a kovetkezménye.

A heterotipikus aggregatumok kéjuesének modja eltért a két allattorzsben. Annak
igazolasara, hogy ennek a héatterében valbban a HAS@iolekula all, egy antitesttel
leblokkoltuk a vad tipusu egerek PSGL-1 receptésan vitro aktivaltuk a vérlemezkéket. A
blokkol6 antitest hatdsara ugyanazt a mintdzatptuka mint a KO egereknél és ezzel
igazoltuk, hogy a thrombocyta-fehérvérsejt aggnegdak azért kilonboztek a ket térzsben,

mert a KO egerek nem rendelkeztek a PSGL-1 moleklla

Osszefoglalva: kutatasaink igazoltdk, hogy a PSGhidnyanak védl hatasa van a
mesterségesen kivaltott thrombosissal szemben. HEatas kapcsolatban allhat ennek a
mucinnak a széleskibelsfordulasaval és a soktésejt-sejt interakcidban betoltétt szerepével
(Miszti-Blasius et al. 2011). A klinikai gyakorlah a P-szelektin, E-szelektin, L-szelektin és
PSGL-1 ellen termelt antitestek alkalmazésaval @etek szivinfarktus utani reperflzios
karosodasai esetleg csokkendikdehetnek (Nigam et al. 2002).
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A PSGL-1 hiany jeledisége a csontvél dssejt mobilizacioban

A csontvebben az érett myeloid sejtek, illetve prekurzor eejt,horgonyzasa”, majd
periférias vérbe kerilése receptor-ligand kolcstasuk bonyolult egyltthatasanak a
kovetkezménye. Mindig a szervezet igényének mediate kerllnek ki az érett
fehérvérsejtek, vagy az éretlenebldadhkok a periférias vérbe. Az egyensulybanélév
csontvebbsl mindig annyi fehérvérsejt jut a keringésbe, anyerelpusztul. Egy fefizés,
vagy citosztatikus kezelés hatasara a stimulalntesibol sokkal éretlenebb leukocyta
eléalakok is kikerllnek (Nervi et al. 2006). A recepligand interakciokat részletesen
vizsgaltak (Wojciechowski et al. 2008, Zarbock et2811), de még nem teljesen tisztazott,
hogy ezek a kapcsolédasok mennyire ,tulbiztosikéitdletve minden kapcsolddas fontos-e
ahhoz, hogy idben kerlljon ki a fehérvérsejt a csontl®ll a keringésbe. A P-szelektin
hianyanak jelerfiségét korabban mar leirtak (Frenette et al. 2088t a kisérleteink soran
mi a ligandjanak (PSGL-1) jelgigégét vizsgéltuk. A PSGL-1 hiany kétféleképpen is
befolyasolhatja a sejt-sejt interakciokat. Egyrésmegtalalhatdo a csontvdlen az
extracellularis matrixban (Nervi et al. 2006) ésiled segiti a hemopoetikusssejtek és
progenitor sejtek horgonyzasat (a felszinikon haldl L-szelektin segitségével). Masrészt ez
a dimer mucin segiti a myeloid sejtek kilépésétéggalyabdl a szbvetekbe. Az aktivalt
endothel sejtek P-szelektint és E-szelektint exgyadaak, melyek dé6eén meghatarozzak a
gordub fehérvérsejtek és az érfal kdzti kapcsolddast lkast al. 1996, Patel et al. 1997,
Patel et al. 2002, Sperandio et al. 2003). A febrdajtek felszinén folyamatosan jeleév
PSGL-1 (Kappelmayer et al. 2004) molekula biztas#jkapcsolatot a receptor és ligandja
kozott. Kisérleteink soran bebizonyitottuk, hogp @GL-1 molekula hianyaban a neutrophyl
granulocytak és monocytak érpalyabol toétdiiepese lassabb és emiatt tovabb maradtak a
keringésben amikor cyclophosphamiddal citopéniéibttank ki. Amikor egy egyszeri dozisu
citosztatikummal blokkoltuk az Uj fehérvérsejtekpkédését, akkor a KO torzs egyedeiben
lassabban cstkkent a fehérversejtszam, mint aipasii allatokban.

A kilonboz myeloid sejtek csontvébol tortens kikertlése valtozatos volt. A neutrophyl
granulocytak és monocytak szama nagyon hasonlé madibozott, akar tortént exogén G-
CSF adagolas, akar nem.

A myeloid sejtek emelkedésének aranya mindkét leis@rozatban hasonld volt a két

egértorzsben, de a myeloid sejtek abszolit szangasahb volt a PSGL?1egerek esetén.
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Az egyetlen kilonbség a két kisérletsorozat koadtivolt, hogy exogén G-CSF adagolasa
nélkul a monocytak a 11. napon érték el a maxinsd&nukat, mig exogén G-CSF hatasara
mar a 7. napon (hasonléan a neutrophyl granulobgtdk Ennek hatterében az éllhat, hogy a
monocytak lassabban keriltek ki a csorikél, vagy még inkabb az a jelenség, hogy
hosszabb ideig maradtak a keringésben a PSGL-$4ban.

Az eosinophyl granulocytak a neutrophyl granuloklgz és monocytdkhoz képest
késleltetetten érték el a maximalis szdmukat min&ks&rletsorozatban és ezt az értéket nem
befolyasolta a G-CSF adasa. Az eosinophyl grantdécyoleg az emésétendszerben
talalhatok, és a periférias vérben a teljes fehéejiszam 1-4%-at teszik ki, a szamuk
csokkenésének, vagy emelkedésének a kinetikijaakdidszetettebb mint a neutrophyl
granulocytaké. Raadasul szamos egyéb faktor kdgzbjdt ebben az eltékinetikdban. A G-
CSF nem hat kozvetlenll az eosinophyl granulocgaite egyéb citokinek (IL-2, IL-3, IL-5
és IL-7) gyorsitjak a kijutasukat a periférias \&@ds ezaltal egy indirekt, késleltetett stimulald
hatést fejtenek ki. Kordbbi kisérletek sordn megitgk, hogy P-szelektint, vagy E-szelektint
tartalmazo fellleten kevesebb eosinophyl szaporfadiknint neutrophyl (Patel et al. 1997).
Ezen kiwil az eosinophylek kevesebb fehérvérsejt-feherniemtgrakcioban vesznek részt.
Ahhoz, hogy ezeket az eredményeket medfeteErtelmezziik, ki kell emelni, hogy a korabbi
kisérletekhez hasonl6an (Davenpeck et al. 2000aXt al. 2002) mi is aladtamasztottuk, hogy
in vitro kordlmények kozott a G-CSF csOkkenti a RSIG sejtfelszini expresszidjat és
adhézigjat a P-szelektinhez. Emiatt elképzélhehogy abban a kisérletsorozatban,
amelyikben exogén G-CSF adagolasa tortént a vaduipgereknél (melyeknél jelen van a
PSGL-1 molekula) nemcsak tdbb sejtet mobilizaltanésontveibsl, hanem a sejtek tovabb
maradtak a keringésben, mivel elvesztették a &mjtfé PSGL-1 mennyiségik egy részét és
kevésbhé tudtak kétni az érfalhoz. Nemcsak az egereknél, hanem ermbieiakban is
tapasztaltuk a PSGL-1 expresszid csokkenését ex@y€&ISF hatdsara. A vad tipusu
egértdrzs myeloid sejtjeinek felszinén csokkent 162 (PSGL-1) expresszié G-CSF
hatasara, de a lymphocytak esetén nem valtozotDa6Z mennyisége. Kis mértékben
mindkét egértérzsnél csotkkenhetett a fehérvérsepgedalyabol tortéh kikerltlésének
képessége, mert a G-CSF hatasara cstkkent a feejtedhézios molekulanak, az L-
szelektinnek is aisiisége a fehérvérsejtek felszinén. A G-CSF masikshada volt, hogy az
osteoblastok felszinén cstkkentette az SDF-1 meéggt (Nervi et al. 2006) és ezéltal a

szelektinek és ligandjaik kdlcsbnhatasa megvaltozot
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Az atipusos neutrophyl granulocyta prekurzorok se&zignifikansan magasabb volt a KO
egértdrzsben, mint a vad tipusu térzsben. Ezeakssfamaban nem volt kilénbség exogén
G-CSF hatdsara. A G-CSF hatasara megjel@nekurzor sejtek vizsgélata alapyvet
fontossagu, ezért a koloniaképegységeket részletesen elemeztik a csdifitwrl és a
periféerias  vérben. Ezzel parhuzamosan éaramlasi meitdai vizsgalatokat és
immunhisztokémiai vizsgalatokat is végeztink. A ckodképd egységek jeletis része
elkotelezett - lineage-restricted” - kolonidboltaVizsgalataink soran a periférias vérben
sokkal tdbb CFU-GM koldniat talaltunk mint a csaglben az indukalt citopénias peridodus
alatt. Ebben az tiszakban a csontuéden a koloniak szama mindkét térzsben emelkedett, d
mésfajta kinetikdval. A PSGL?14llatokban tébb CFU-GM koléniat talaltunk a femamb
Noha a koloniaképz esszék j6l mutatjak a progenitor sejtek mennyiséigé valtozasat, a
koloniaképs sejtek nem azonosak a hemopoetiéssejtekkel, viszont a csontéeCFU-GM
sejtjeinek mennyisége aranyos a CD34/CD117 duptitipsejtek mennyiségével (Purton et
al. 2007). Az embemssejteket a CD45/CD34 dupla pozitivitdsuk alaponasitjak, amivel

ki lehet zarni a keringyendothel sejteket. Ez a megkdzelités egerekbed@skévhasznélhato,
mert a vizsgalatok soran a CD34 sejtfelszini {@léke valtozhat (Sato et al. 1999), ezért
ilyenkor inkabb a CD117/CD34 dupla pozitiv eseméngézik azéssejteket.

Kordbbi tanulmanyokhoz hasonléan (De Haan et alDOROazt tapasztaltuk, hogy a
sejtmobilizacié csucspontjan szignifikansan t6bb3@M17 dupla pozitiv progenitor sejtet
taladltunk a periférias vérben, mint a kezelésbem nészesi allatoknal (,egyensulyi
allapot”), de ez csak a vad tipusu egeértorzsben wwdgfigyelheb. Ezek az adatok
0sszhangban &lltak az immunhisztokémiai megfiggahékel, ahol a csontvé@ben tébb
CD34+ sejtet talaltunk a vad tipusu allatokban ak@tént sejtmobilizacio, akar nem.
Ismeretes, hogy a PSGL-1 nemcsak kofilgidik az érett fehérvérsejtek P-szelektinhez
torterd kotddésében, de ez az egyetlen ligandja a P-szelektimze éretlen CD34+
hemopoetikus progentior sejteken (Lévesque etd8I9)l Ezeknek a nagyon éretlen sejteknek
a felszinén lényegesen alacsonyabb az egyéb adhezéptoroknak (CD44, CD49d) a
sirisége és emiatt talan kénnyebben kertilnek a ketiegasPSGL-1 hianyaban (Elghetany
2002). A blast- ésssejtek viszont lényegesen tobb adheziv receppodiolznak a felszinikon
(Lévesque et al. 1999), ami a PSGL-1 — szelektirgdoyzas hianyaban egészen masfajta

sejtmobilizacios kinetikat eredményez.
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A kisérleteinkben alkalmazott G-CSF dozisa alacabhyvolt, mint a mas munkacsoportok
altal egerekben alkalmazott mennyiség (Ellefsaa.2004, Lord et al. 2001). Az embereknél
ajanlott dozis leggyakrabban 5-1@/kg kozoétt valtozik és a vizsgalataink soran mei
alkalmaztuk. A KO egereknél a neutrophyl granulékyés monocytak szamanak emelkedése
Iényegesen kifejezettebb volt, mint a vad tipusdt@knal akar alkalmaztunk G-CSF kezelést,
akar nem. A G-CSF kezelés PSGL-1 hianyaban sokkglyobb meérték myeloid sejt
mobilizaciot eredményezett. Ennek agben akar a human terapiaban is lehetne szerepe: ha
sikerlilne atmenetileg blokkolni a PSGL-1 és P-sekozti kotdést, akkor talan a nehezen
mobilizalé betegeknél is sikeresebb lehetnedszejt-gyijtés, vagy kisebb dézisu G-CSF
kezeléssel is hatékonyan lehetne mobilizalni a oigledejteket citosztatikus kezelés utan és

ezaltal csokkenteni lehetne a mellékhatasokatkézelés koltségeit.

Osszefoglalva: a kisérleteink ramutattak, hogy kdédiucitopénia soran, PSGL-1 hianyaban a
myeloid sejtek periférias vérbe toréémobilizacioja sokkal gyorsabb. G-CSF hatasara ez a
jelenség még kifejezettebb (Miszti-Blasius et @14). Ha a human orvosi gyakorlatban
atmenetileg blokkolni lehetne a P-szelektin és P8Qd0z6tti kapcsolatot (pl. egy PSGL-1
ellen termelt antitesttel), akkor kisebb dézisu GFC hatasara is megfelelmyeloid

sejtmobilizaciot lehetne elérni hematoldgiai beéegkben, vagy citosztatikus kezelés utan.
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8. Osszefoglalas

A gyulladas és érelmeszesedés hatterében a véRékydehérvérsejtek és endothel sejtek
kozti interakcid all. A vérlemezkéket a kulonidozejtfelszini receptoraikon keresztil, illetve
szolubilis mediatorok altal lehet aktivalni, melyelzutan kozponti szerepet jatszanak a
gyulladas kezdeti szakaszaban és az endothel sé&pesisodasdban. Ez a folyamat
atherosclerotikus plakk kialakulasahoz vezethetyne& kdvetkezménye érelzarédas is lehet.
A szivinfarktus, ischaemias stroke és thrombosiezet) halalokok kozé tartoznak a fejlett
vilhgban. Ezekben a betegségekben kozos, hogy #rzalakthrombocytak felszinén
megjelenik a P-szelektin, mely kolcsbnhatasba [Ephefehérvérsejtekkel a PSGL-1
molekulan keresztll, igy heterotipikus aggregaturkeletkeznek. Ugyanezen ligand altal
kapcsolddnak a leukocytak az endothelsejtekhez.

Kollagén és adrenalin egytittes beadasaval throkmstimulust idéztink &lallatkisérletes
modellben és igazolni tudtuk, hogy a PSGL-1 hidayééz egerek tulélési esélyei jobbak. Két
kulonb6® mikroszkopos modszerrel kimutattuk, hogy a kialakthrombusok szama
kevesebb és ezek a thrombusok kevésbé zarjakesbket a PSGL egerekben. Ez a hatas
a P-szelektin és PSGL-1 kozti interakciéra vezéthassza, mert ha blokkoltuk ezt a
kapcsolodast, akkor kevesebb heterotipikus aggnegkeletkezett.

A P-szelektin és PSGL-1 kozti kapcsolatnak a myelsejtek csontvébdl torténs
mobilizaciojaban, illetve az érpalyabol toréékilépesében is jeletsége van. Napjainkban a
hemopoetikusissejtek mobilizacidja elképzelhetetlen lenne a hid® mobilizalo dgensek
(G-CSF, GM-CSF, AMD-3100) nélkul. Munkank soran drigitottuk, hogy PSGL-1
hianyaban a myeloid progenitor sejtek gyorsabbaiilkek ki a csontvébol a perifériara.
Ciklofoszfamid kezelés utan a granulocyta-macropkelpniaképd egysegek (CFU-GM)
szdma is emelkedett a PSGL-4llatok combcsontjaban és ezzel parhuzamosan & s
vérben is emelkedett a CD34+/CD11dssejtek szama. Az eredményeink arra utalnak, hogy
PSGL-1 hianyaban a G-CSF hatékonyabban emelte negekid sejtek abszolut szamat a
periférias vérben a csontéebl torténs gyorsabb mobilizacio, a keriigissejtek érésének

serkentése és az érpalyabdl toftéassabb kilépés altal.
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9. Summary

Interactions between leukocytes, platelets andeti@othelium influence inflammation and
atherosclerosis. Platelets can be activated byifspeell adhesion molecules or soluble
mediators and play an important role in the inighbse of inflammation and endothelial cell
damage. This process can lead to formation of asickgrotic plaque and later thrombosis.
Myocardial ischemia, ischemic stroke and thrombasésthe leading causes of death in the
modern world. The common phenomenon in these dissiigd that P-selectin appears on the
surface of activated platelets that crossreacth Méukocytes via PSGL-1 and thus,
heterotypic aggregates are formed. Leukocytes adivethe endothelial cells via the same
ligand.

Our findings indicated, that mice lacking PSGL-1revenore resistant to the thrombotic
challenge elicited with collagen and adrenalin.these PSGL-1 mice less thrombi were
detected by two different microscopic methods. Iddion, fibrin deposition was
considerably attenuated in the PSGL-dnimals. These effects were due to the absenBe of
selectin PSGL-1 interaction, since the blockingtims binding eliminated the effect as
observed by the changes in the number of hetelagnregates.

Interaction between P-selectin and PSGL-1 may mlediate myeloid cell mobilization from
the bone marrow and transendothelial migration eafkbcytes. In clinical practice, cell
mobilizing agents (G-CSF, GM-CSF, AMD-3100) are ooomly used. In a series of
experiments we demonstrated in mice lacking PSGthat the mobilization of myeloid
progenitor cells is faster than in wild-type animaFurthermore, a significantly elevated
number of colony forming unit granulocyte-macrophdGFU-GM) was detected also in the
femurs of PSGL-T mice, after cyclophosphamide treatment and thehees paralleled with
the elevation of CD34+/CD117+ stem cell countshia peripheral blood. Our data suggest,
that in the absence of PSGL-1, G-CSF was more pateelevating absolute myeloid cell
numbers by acting on cell release from the bonerawmar maturation from circulating

precursor cells in the peripheral blood and pro&mhgetainment in the circulation.
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10. A disszertacio Uj eredményei, megallapitasailikikai jelent 6sége

1. Modositottunk egy thrombosis modellt, melynek ssgjével allatkisérletben
vizsgalni lehet kilénbdrz dozisu kollagén és adrenalin hatasara adott waldsz
PSGL-1 hianyos allatok tulélési esélyei jobbak, tma vad tipusu egértorzs

egyedeinek.

2. A kollagén és adrenalin dozis megfélelmegvalasztasaval (,fél dézis”)
megallapitottuk, hogy a PSGL-1allatokban kevesebb thrombus alakul ki és rakddik
le a tidszovetben. A klinikai gyakorlatban a szelektinelad3SGL-1 kozti interakcid
blokkolasaval feltételezh&tn csokkenteni lehetne a reperfuzidés szindromasaita
illetve stroke, vagy thrombosis soran mérsékelhelee az érelzarodas (és ezzel az

ischaemia) mértékét.

3. PSGL-1 hidnyaban, vagy annak in vitro blokkolasakor tapasztaltuk, hogy TRAP-

indukalt thrombosis hatasara kevesebb heterotiiggsegatum alakul ki.

4. PSGL-1 hidnyaban indukalt citopénia hatasara a oiyskejtek lassabban lépnek ki a
keringésbl, tovabb marad a periférias vér fehérvérsejtszamagas. Ha a
betegellatasban blokkolni lehetne a PSGL-1 molekwddasat (pl. monoklonalis

antitesttel), akkor a citopénia utani sepsis koakais kisebb lenne.

5. Ramutattunk, hogy PSGL-1 hidnyaban, indukalt citggpéutan a csontvébol
gyorsabban mobilizalédnak a hemopoetikissejtek és exogén G-CSF adagolasa
nélkil is magasabb fehérvérsejtszam érlebtEzt a klinikai gyakorlatban agy lehetne
hasznositani, hogy a PSGL-1 blokkoldsa utan kevwes&CSF adagolasara lenne
szikség. Ennek @&hye, hogy kevesebb lenne a mellékhatas (beleédvesatleges

tumorsejt mobilizaciot is).

53



11. Irodalomjegyzék

Asaduzzaman M, Rahman M, Jeppsson B, Thorlaciu®-stlectin glycoprotein-ligand-1
regulates pulmonary recruitment of neutrophils inplatelet-independent manner in
abdominal sepsis. Br J Pharmacol. 2009;156:307-15.

Bahbouhi B, Berthelot L, Pettré S, Michel L, Wientlski S, Weksler B, Romero IA,
Miller F, Couraud PO, Brouard S, Laplaud DA, Sdalil JP. Peripheral blood CD4+ T
lymphocytes from multiple sclerosis patients arearabterized by higher PSGL-1
expression and transmigration capacity across aahutmood-brain barrier-derived
endothelial cell line. J Leukoc Biol. 2009;86:104963.

Baisse B, Galisson F, Giraud S, Schapira M, SpedtirEvolutionary conservation of P-
selectin glycoprotein ligand-1 primary structurel dnnction. BMC Evol Biol 2007;7:166.

Barthel SR, Gavino JD, Descheny L, Dimitroff CJ.rdeting selectins and selectin
ligands in inflammation and cancer. Expert OpiniThargets. 2007;11:1473-1491.

Benko I, Hernadi F, Megyeri A, Kiss A, Somogyi Geglyey Z, Kraicsovits F, Kovacs P.
Comparison of the toxicity of fluconazole and otheple antifungal drugs to murine and
human granulocyte-macrophage progenitor cells imoviJ Antimicrob Chemother

1999;43:675-681.

Benko I, Kovacs P, Szegedi |, Megyeri A, Kiss Al&s E, Olah E, Kappelmayer J, Kiss
C. Effect of myelopoietic and pleiotropic cytoksen colony formation by blast cells of
children with acute lymphoblastic leukemia. NauBghmiedebergs Arch Pharmacol
2001;363:499-508.

Bensinger W, Appelbaum F, Rowley S, Storb R, SandeLilleby K, Gooley T, Demirer

T, Schiffman K, Weaver C, et al. Factors that iaflae collection and engraftment of
autologous peripheral-blood stem cells. J Clin @Qnt@05;13:2547-2555.

54



Bienvenu JG, Tanguay JF, Théorét JF, Kumar A, StiRG, Merhi Y. Recombinant
soluble p-selectin glycoprotein ligand-1-lg reducesstenosis through inhibition of
platelet-neutrophil adhesion after double angidglasin swine. Circulation.
2001;103:1128-34.

Bonfanti R, Furie BC, Furie B, Wagner DD. PADGEMM®B140) is a component of
Weibel-Palade bodies of human endothelial celleoBl 1989;73:1109-1112.

Borges E, Tietz W, Steegmaier M, Moll T, Hallmann Bamann A, Vestweber D. P-
selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) on T helfidyut not on T helper 2 cells binds to
P-selectin and supports migration into inflameadsliExp Med. 1997;185:573-578.

Broxmeyer HE, Orschell CM, Clapp DW, Hangoc G, Garo$, Plett PA, Liles WC, Li X,
Graham-Evans B, Campbell TB, Calandra G, BridgerD@le DC, Srour EF. Rapid
mobilization of murine and human hematopoietic stamd progenitor cells with
AMD3100, a CXCR4 antagonist. J Exp Med. 2005;2007:3318.

Bullard DC, Kunkel EJ, Kubo H, Hicks MJ, LorenzoOpyle NA, Doerschuk CM, Ley
K, Beaudet AL. Infectious susceptibility and seveediciency of leukocyte rolling and
recruitment in E-selectin and P-selectin doubleamutnice. J Exp Med. 1996;183:2329-
2336.

Busuttil RW, Lipshutz GS, Kupiec-Weglinski JW, Poietux S, Gjertson DW, Cheadle C,
Watkins T, Ehrlich E, Katz E, Squiers EC, Rabb Hentinerich S. rPSGL-Ig for
improvement of early liver allograft function: awwe-blind, placebo-controlled, single-
center phase Il study. Am J Transplant. 2011;1 1786

Cambien B, Wagner DD. A new role in hemostasisti@ adhesion receptor P-selectin.
Trends Mol Med. 2004;10:179-186.

Cerletti C, Tamburrelli C, 1zzi B, Gianfagna F, dgaetano G. Platelet-leukocyte
interactions in thrombosis. Thromb Res. 2012;12%:266.

55



Chervenick PA, Boggs DR. In vitro growth of grantjtic and mononuclear cell colonies
from blood of normal individuals. Blood. 1971;3711335.

Cline MJ, Golde DW. Mobilization of hematopoieticesn cells (CFU-C) into the
peripheral blood of man by endotoxin. Exp Hema@¥7;3:186-190.

da Costa Martins P, Garcia-Vallejo JJ, van ThiehénFernandez-Borja M, van Gils JM,
Beckers C, et al. P-selectin glycoprotein ligantX¥xpressed on endothelial cells and
mediates monocyte adhesion to activated endothelAmerioscler Thromb Vasc Biol
2007;27:1023-1029.

Csongradi E, Nagy B Jr, Fulop T, Varga Z, KaranyiNFagyar MT, Olah L, Papp M,
Facskd A, Kappelmayer J, Paragh G, Kaplar M. Ireedalevels of platelet activation
markers are positively associated with carotid wattkness and other atherosclerotic risk
factors in obese patients. Thromb Haemost. 20116836692.

Davenpeck KL, Brummet ME, Hudson SA, Mayer RJ, BahBS. Activation of human
leukocytes reduces surface P-selectin glycoprotgjand-1 (PSGL-1, CD162) and
adhesion to P-selectin in vitro. J Immun 2000;186422772.

De Haan G, Ausema A, Wilkens M, Molineux G, Dorje Efficient mobilization of
haematopoietic progenitors after a single injectadfnpegylated recombinant human
granulocyte colony-stimulating factor in mouse isisawith distinct marrow-cell pool
sizes. Br J Haematol 2000;110:638-646.

Diaz-Ricart M, Brunso L, Pino M, Navalon F, Jou JMeras M, et al. Preanalytical
treatment of EDTA-anticoagulated blood to ensuiisrzation of the mean platelet
volume and component measured with the ADVIA comt&éhromb Res 2010;126:30-
35.

DiMinno G, Silver MJ. Mouse antithrombotic assaysimple method for the evaluation

of antithrombotic agents in vivo. Potentiation afithrombotic activity by ethyl alcohol. J
Pharmacol Exp Ther 1983;225:57-60.

56



Dold S, Laschke MW, Zhau Y, Schilling M, Menger MDeppsson B, et al. P-selectin
glycoprotein ligand-1-mediated leukocyte recruittnegulates hepatocellular damage in
acute obstructive cholestasis in mice. Inflamm R&H);59:291-298.

Dugan MJ, Maziarz RT, Bensinger WI, Nademanee A&steld J, Badel K, Dehner C,
Gibney C, Bridger G, Calandra G. Safety and prelary efficacy of plerixafor (Mozobil)
in combination with chemotherapy and G-CSF. an dpbel, multicenter, exploratory
trial in patients with multiple myeloma and non-H@dth’s lymphoma undergoing stem

cell mobilization. Bone Marrow Transplant. 20103%47.

Ehrhardt C, Kneuer C, Bakowsky U. Selectins-an gmgrtarget for drug delivery. Adv
Drug Deliv Rev. 2004;56(4):527-549.

Elghetany MT. Surface antigen changes during norneltrophilic development: a
critical review. Blood Cells Mol Dis 2002;28:26027

Ellefson DD, diZerega GS, Espinoza T, Roda N, Maitio S, Rodgers KE. Synergistic
effects of co-administration of angiotensin 1-7 &elpogen on hematopoietic recovery
in mice. Cancer Chemother Pharmacol. 2004;53:15-24.

Engelhardt B. PSGL-1--the hidden player in T cedfficking into the brain in multiple
sclerosis? J Leukoc Biol. 2009;86:1023-1025.

Eto T, Winkler I, Purton LE, Lévesque JP. Contragiffects of P-selectin and E-selectin
on the differentiation of murine hematopoietic progor cells. Exp Hematol.
2005;33:232-242.

Falati S, Gross P, Merrill-Skoloff G, Furie BC, luB. Real-time in vivo imaging of
platelets, tissue factor and fibrin during artettalombus formation in the mouse. Nat
Med. 2002;8:1175-1181.

57



Farmer DG, Anselmo D, Da Shen X, Ke B, Carmody®ap F, Lassman C, McDiarmid
SV, Shaw G, Busuttil RW, Kupiec-Weglinski JW. Diption of P-selectin signaling
modulates cell trafficking and results in improvaatcomes after mouse warm intestinal

ischemia and reperfusion injury. Transplantatidd0%,80:828-835.

Fenk R, Hieronimus N, Steidl U, Bruns |, Graef ©hZen F, Ruf L, Haas R, Kobbe G.
Sustained G-CSF plasma levels following adminigimatof pedgfilgrastim fasten
neutrophil reconstitution after high-dose chematpgrand autologous blood stem cell

transplantation in patients with multiple myelorgxp Hematol 2006; 34:1296-1302.

Fernandes LS, Conde ID, Wayne Smith C, Kansas G3pB KR, Bennet N, et al.
Platelet-monocyte complex formation: effect of Miog PSGL-1 alone, and in
combination with alphallbbeta3 and alphaMbeta2camonary stenting. Thromb Res.
2003;111:171-177.

Figueiredo J, Ferreira AE, Silva RL, Ulloa L, GreP, Cunha TM, Ferreira SH, Cunha
FD, Kanashiro A. NDP-MSH inhibits neutrophil migmt through nicotinic and
adrenergic receptors in experimental peritonitiguiyn-Schmiedebergs Arch Pharmacol.
2013;386:311-318.

Fischer EG, Riewald M, Huang HY, Miyagi Y, Kubotga Mueller BM, Ruf W. Tumor
cell adhesion and migration supported by interactiba receptor-protease complex with
its inhibitor. J Clin Invest. 1999;104:1213-1221.

Frenette PS, Denis CV, Weiss L, Jurk K, SubbarakeByrel B, Hartwig JH, Vestweber
D, Wagner DD. P-Selectin glycoprotein ligand 1 (RS is expressed on platelets and
can mediate platelet-endothelial interactions wovid Exp Med. 2000;191:1413-1422.

Frenette PS, Weiss L. Sulfated glycans induce rdmchatopoietic progenitor cell

mobilization: evidence for selectin-dependent ardependent mechanisms. Blood. 2000;
96:2460-2468.

58



Gaber AO, Mulgaonkar S, Kahan BD, Woodle ES, AllpwR, Bajjoka |, Jensik S,
Klintmalm GB, Patton PR, Wiseman A, Lipshutz G, kKagpWeglinski J, Gaber LW,
Katz E, Irish W, Squiers EC, Hemmerich S. YSPSIS@&®-Ig) for improvement of early
renal allograft function: a double-blind, placelmtrolled, multi-center Phase lla study.
Clin Transplant. 2011;25:523-533.

Geng JG, Bevilacqua MP, Moore KL, Mcintyre TM, Ries SM, Kim JM, Bliss GA,
Zimmerman GA, McEver RP. Rapid neutrophil adhestonactivated endothelium
mediated by GMP-140. Nature. 1990;343:757-760.

Géresi K, Benk K, Szab6é B, Megyeri A, Peitl B, Szilvdssy Z, Bénk Toxicity of
cytotoxic agents to granulocyte-macrophage progenis increased in obese Zucker and
non-obese but insulin resistant Goto-Kakizaki r&ts. J Pharmacol 2012;696:172-178.

Gertz MA. Current status of stem cell mobilizati®n.J Haematol 2010;150:647-662.

Goldschneider I. Cyclical mobilization and gatedgortation of thymocyte progenitors in
the adult mouse: evidence for a thymus-bone mar@sdback loop. Immunol Rev.
2006;209:58-75.

Goodman JW, Hodgson GS. Evidence for Stem CelkthenPeripheral Blood of Mice.
Blood 1962;19:702-714.

Gossens K, Naus S, Corbel SY, Lin S, Rossi FM, Kag&iltener HJ. Thymic progenitor
homing and lymphocyte homeostasis are linked viB-&introlled expression of thymic
P-selectin/CCL25. J Exp Med. 2009;206:761-778.

Hamburger SA, McEver RP. GMP-140 mediates adhesiostimulated platelets to
neutrophils. Blood. 1990;75:550-554.

Hansen A, Kumar A, Wolf D, Frankenbergerova K, &da A, Gross ML, Mueller S,
Katus H, Kuecherer H. Evaluation of cardioproteeteffects of recombinant soluble P-
selectin glycoprotein ligand-immunoglobulin in myodial ischemia-reperfusion injury

by real-time myocardial contrast echocardiograghfm Coll Cardiol. 2004;44:887-891.

59



He XY, Xu Z, Melrose J, Mullowney A, Vasquez M, GmeC, Vexler V, Klingbeil C, Co
MS, Berg EL. Humanization and pharmacokinetics ofmanoclonal antibody with
specificity for both E- and P-selectin. J Immurik$98;160:1029-1035.

Henon PR, Liang H, Beck-Wirth G, Eisenmann JC, kegd, Wunder E, Kandel G.
Comparison of hematopoietic and immune recovergr aiutologous bone marrow or
blood stem cell transplants. Bone Marrow Transpla892;9:285-291.

Hsu-Lin S, Berman CL, Furie BC, August D, Furie B.platelet membrane protein
expressed during platelet activation and secrettndies using a monoclonal antibody
specific for thrombin-activated platelets. J Bididgin. 1984;259:9121-9126.

Jackson SP. Arterial thrombosis—insidious, unpiettie and deadly. Nat Med.
2011;17:1423-1436.

Jilma B, Hergovich N, Homoncik M, Marsik C, Kreuz€; Jilma-Stohlawetz P. Rapid
down-modulation of P-seelectin glycoprotein ligahdPSGL-1, CD162) by G-CSF in
humans. Transfusion. 2002;42:328-333.

Kaplar M, Kappelmayer J, Veszpremi A, Szabo K, UdyaVl. The possible association
of in vivo leukocyte-platelet heterophilic aggregdormation and the development of
diabetic angiopathy. Platelets. 2001;12:419-422.

Kappelmayer J, Kiss A, Karaszi E, Veszprémi A, Jdkd&iss C. Identification of P-
selectin glycoprotein ligand-1 as a useful markeracute myeloid leukaemias. Br J

Haematol. 2001;115:903-909.

Kappelmayer J, Nagy B Jr, Miszti-Blasius K, HeveZsysetiadi H. The emerging value
of P-selectin as a disease marker. Clin Chem Lath. [#@04;42:475-486.

Kessinger A. High dose chemotherapy with autologowsrow transplantation for
advanced gastrointestinal adenocarcinomas. Digl®i6;4:203-207.

60



Khan Al, Landis RC, Malhotra R. L-Selectin liganidslymphoid tissues and models of
inflammation. Inflammation. 2003;27:265-280.

Kim YJ, Borsig L, Varki NM, Varki A. P-selectin diefency attenuates tumor growth and
metastasis. Proc Natl Acad Sci USA. 1998;95:9325393

Klinkhardt U, Dragutinovic |, Harder S. P-selec{@D62p) and P-selectin glycoprotein
ligand-1 (PSGL-1) polymorphisms: minor phenotypiffedlences in the formation of
platelet-leukocyte aggregates and response toddgpel. Int J Clin Pharmacol Ther.
2005;43:255-263.

Kurnick JE, Robison WA. Clony growth of human péepal white blood cells in vitro.
Blood. 1971;37:136-141.

Laird DJ, von Andrian UH, Wagers AJ. Stem cell ficking in tissue development,
growth, and disease. Cell. 2008;132:612-630.

Lane TA, Law P, Maruyama M, Young D, Burgess J, IslulM, Mealiffe M, Terstappen
LW, Hardwick A, Moubayed M et al. Harvesting andriechment of hematopoietic
progenitor cells mobilized into the peripheral doof normal donors by granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) oCSF: potential role in allogeneic
marrow transplantation. Blood. 1995; 85:275-282.

Larsen E, Celi A, Gilbert GE, Furie BC, Erban JKgrifanti R, Wagner DD, Furie B.
PADGEM protein: a receptor that mediates the imtéva of activated platelets with
neutrophils and monocytes. Cell. 1989;59:305-312.

Larsen E, Palabrica T, Sajer S, Gilbert GE, Wadpier Furie BC, Furie B. PADGEM-
dependent adhesion of platelets to monocytes anttaphils is mediated by a lineage-
specific carbohydrate, LNF 11l (CD15). Cell. 1998;867-474.

Laszik Z, Jansen PJ, Cummings RD, Tedder TF, McE#r Moore KL. P-selectin
glycoprotein ligand-1 is broadly expressed in celianyeloid, lymphoid, and dendritic

lineage and in some nonhematopoietic cells. Bla886;88:3010-3021.

61



Leon C, Alex M, Klocke A, Morgenstern E, Moosba@srEckly A, Spannagl M, Gachet
C, Engelmann B. Platelet ADP receptors contribatethte initiation of intravascular
coagulation. Blood. 2004;103:594-600.

Lévesque JP, Zannettino AC, Pudney M, Niutta S,létkyDN, Snapp KR, Kansas GS,
Berndt MC, Simmons PJ. PSGL-1 mediated adhesitiumfan hematopoietic progenitors
to P-selectin results in suppression of hematogoiBamunity 1999;11:369-378.

Ley K, Laudanna C, Cybulsky MI, Nourshargh S. Geftio the site of inflammation: the
leukocyte adhesion cascade updated. Nat Rev ImmR00¥Y;7:678-689.

Li F, Wilkins PP, Crawley S, Weinstein J, Cummii®®, McEver RP. Post-translational
modifications of recombinant P-selectin glycoprotkgand-1 required for binding to P-
and E-selectin. J Biol Chem. 1996;271:3255-3264.

Li TT, Larrucea S, Souza S, Leal SM, Lopez JA, RuBM, Nieswandt B, Bray PF.
Genetic variation responsible for mouse strairegéices in integrin alpha 2 expression is
associated with altered platelet responses togmtlaBlood. 2004;103:3396-3402.

Lo CY, Antonopoulos A, Gupta R, Qu J, Dell A, HaslaSM, Neelamegham S.
Competition between core-2 GIcNAc transferase amB8GAINAc transferase regulates
the synthesis of the leukocyte selectin-ligand oman P-selectin glycoprotein ligand-1. J
Biol Chem. 2013;288:13974-13987.

Lord BI, Woolford LB, Molineux G. Kinetics of neutphil production in normal and
neutropenic animals during the response to filgragt-metHu G-CSF) or filgrastim
SD/01 (PEG-r-metHu G-CSF). Clin Cancer Res. 20Q0D8%5-2090.

Marquardt L, Ruf A, Mansmann U, Winter R, Schuley Buggle F, Mayer H, Grau AJ.
Course of platelet activation markers after iscluestrioke. Stroke. 2002;33:2570-2574.

Matsukawa A, Lukacs NW, Hogaboam CM, Knibbs RN,I&ul DC, Kunkel SL, et al.
Mice genetically lacking endothelial selectins assistant to the lethality in septic
peritonitis. Exp Mol Pathol. 2002;72:68-76.

62



Mayadas TN, Johnson RC, Rayburn H, Hynes RO, WabDierLeukocyte rolling and
extravasation are severely compromised in P seleetiicient mice. Cell. 1993;74:541-
554,

McCredie KB, Hersh EM, Freireich EJ. Cells capable colony formation in the
peripheral blood of man. Science. 1971;171:293-294.

McEver RP, Beckstead JH, Moore KL, Marshall-CarldgrBainton DF. GMP-140, a
platelet alpha-granule membrane protein, is alswh&gized by vascular endothelial cells
and is localized in Weibel-Palade bodies. J Clirest. 1989;84:92-99.

McEver RP, Martin MN. A monoclonal antibody to ammarane glycoprotein binds only
to activated platelets. J Biol Chem. 1984;259:99804.

McEver RP. Adhesive interactions of leukocytes tgids, and the vessel wall during

hemostasis and inflammation. Thromb Haemost 2002486756.

McEver RP. Selectins: novel receptors that mediktekocyte adhesion during
inflammation. Thromb Haemost. 1991;65:223-228.

Mertens P, Maes A, Nuyts J, Belmans A, Desmet VpJugss E, Charlier F, Figueras J,
Sambuceti G, Schwaiger M, Mortelmans L, Van de WErfPSALM investigators.
Recombinant P-selectin glycoprotein ligand-immupnbglin, a P-selectin antagonist, as
an adjunct to thrombolysis in acute myocardial rictian. The P-Selectin Antagonist
Limiting Myonecrosis (PSALM) trial. Am Heart J. 260152:125.e1-8.

Micallef IN, Stiff PJ, DiPersio JF, Maziarz RT, Ma@ly JM, Bridger G, Calandra G.
Succesful stem cell remobilization using Plerixafdtozobil) plus granulocyte colony-
stimulating factor in patients with non-Hodgkin Ighroma: results from the Plerixafor
NHL phase 3 study rescue protocol. Biol Blood Meribransplant 2009;15:1578-1586.

63



Michelson AD, Barnard MR, Krueger LA, Valeri CR, ifuan MI. Circulating monocyte-
platelet aggregates are a more sensitive marker vaf/o platelet activation than platelet
surface P-selectin: studies in baboons, human eoyomtervention, and human acute
myocardial infarction. Circulation. 2001;104:15333%.

Miner JJ, Xia L, Yago T, Kappelmayer J, Liu Z, Kbmgki AG, et al. Separable
requirements for cytoplasmic domain of PSGL-1 wkiecyte rolling and signaling under
flow. Blood. 2008;112:2035-2045.

Miszti-Blasius K, Debreceni IB, Felszeghy S, DeBsd&appelmayer J. Lack of P-selectin
glycoprotein ligand-1 protects mice from thrombacigr collagen/epinephrine challenge.
Thromb Res 2011;127:228-234.

Miszti-Blasius K, Felszeghy S, Kiss C, Bénk Géresi K, Megyeri A, Hevessy Z,
Kappelmayer J. P-selectin Glycoprotein Ligand-licleficy augments G-CSF induced
myeloid cell mobilization. Naunyn SchmiedebergsiARharmacol. 2014;387:109-118.

Mocco J, Choudhri T, Huang J, Harfeldt E, EfrosKlingbeil C, Vexler V, Hall W,
Zhang Y, Mack W, Popilskis S, Pinsky DJ, Connollg Br. HUEP5C7 as a humanized
monoclonal anti-E/P-selectin neurovascular protectstrategy in a blinded placebo-

controlled trial of nonhuman primate stroke. CiresR2002;91:907-914.

Momi S, Falcinelli E, Giannini S, Ruggeri L, Cectthé, Corazzi T, et al. Loss of matrix
metalloproteinase 2 in platelets reduces artedmbmbosis in vivo. J Exp Med.
2009;206:2365-2379.

Moore KL, Stults NL, Diaz S, Smith DF, Cummings RDarki A, McEver RP.
Identification of a specific glycoprotein ligandrf@-selectin (CD62) on myeloid cells. J

Cell Biol. 1992;118:445-456.

Moore KL, Varki A, McEver RP. GMP-140 binds to aygbprotein receptor on human
neutrophils: evidence for a lectin-like interactidnCell Biol. 1991;112:491-499.

64



Myers DD, Hawley AE, Farris DM, Wrobleski SK, Thaman P, Schaub RG, Wagner
DD, Kumar A, Wakefield TW. P-selectin and leukocyeroparticles are associated with
venous thrombogenesis. J Vasc Surg. 2003;38:1089-10

Nabors LK, Wang LD, Wagers AJ, Kansas GS. Overlagpoles for endothelial selectins
in murine hematopoietic stem/progenitor cell homiogbone marrow. Exp Hematol.
2013;41:588-96.

Nagy B Jr, Miszti-Blasius K, Kerenyi A, Clemetson],KKappelmayer J. Potential
therapeutic targeting of platelet-mediated cellulateractions in atherosclerosis and
inflammation. Curr Med Chem 2012;19:518-531.

Nemeth N, Kiss F, Furka I, Miko I. Gender differesaf blood rheological parameters in

laboratory animals. Clin Hemorheol Microcirc 2018263-272.

Nervi B, Lin DC, DiPersio JF. Cytokines and Hematepic Stem Cell Mobilization. J
Cell Biochem 2006;99:690-705.

Nigam A, Kopecky SL. Therapeutic potential of moloo@l antibodies in myocardial
reperfusion injury. Am J Cardiovasc Drugs 2002;2:3G6.

Paganessi LA, Walker AL, Tan LL, Holmes I, RichFeng HC, Christopherson KW 2nd.
Effective mobilization of hematopoietic progenit®lls in G-CSF mobilization defective
CD26" mice through AMD3100-induced disruption of the AX2-CXCR4 axis. Exp
Hematol 2011;39:384-390.

Palicz Z, Jenes A, Gall T, Miszti-Blasius K, Koll&r Kovacs |, Emri M, Marian T, Leiter
E, Pécsi |, Cész E, Kallo G, Hegds C, Virag L, Csernoch L, Szentesi P. In vivo
application of a small molecular weight antifungabtein of Penicillium chrysogenum
(PAF). Toxicol Appl Pharmacol. 2013;269:8-16.

Patel KD, Cuvelier SL, Wiehler S. Selectins: catienediators of leukocyte recruitment.
Semin Immunol 2002;14:73-81.

65



Patel KD, McEver RP. Comparison of tethering anting of eosinophils and neutrophils
through selectins and P-selectin glycoprotein ltlganJ Immun 1997;159:4555-4565.

Pelus LM. Peripheral blood stem cell mobilizatiaew regimens, new cells, where do we
stand. Curr Opin Hematol 2008;15:285-292.

Polgar J, Matuskova J, Wagner DD. The P-selecissu¢ factor, coagulation triad. J
Thromb Haemost 2005;3:1590-1596.

Purton LE, Scadden DT. Limiting factors in murinentatopoietic stem cell assays. Cell
Stem Cell. 2007;1:263-270.

Ramachandran V, Nollert MU, Qiu H, Liu WJ, CumminB®, Zhu C, McEver RP.
Tyrosine replacement in P-selectin glycoproteiranid-1 affects distinct kinetic and
mechanical properties of bonds with P- and L-seledProc Natl Acad Sci USA.
1999;96:13771-13776.

Ravagnani F, Siena S, Bregni M, Sciorelli G, Gia#, Pellegris G. Large-scale

collection of circulating haematopoietic progerstan cancer patients treated with high-
dose cyclophosphamide and recombinant human GM-E8F.J Cancer. 1990;26:562-
564.

Renné T, Pozgajova M, Griner S, Schuh K, PauerBildeind P, Gailani D, Nieswandt
B. Defective thrombus formation in mice lacking gaktion factor XIl. J Exp Med
2005;202:271-281.

Richman CM, Weiner RS, Yankee RA. Increase in ¢tatog stem cells following
chemotherapy in man. Blood. 1976;47:1031-1039.

Roller J, WangY, Rahman M, Schramm R, Laschke MWenlyer MD, Jeppsson B,
Thorlacius H. Direct in vivo observations of P-&tike glycoprotein ligand-1-mediated
leukocyte—endothelial cell interactions in the poirary microvasculature in abdominal
sepsis in mice. Inflamm. Res. 2013,62:275-282.

66



Rossi FM, Corbel SY, Merzaban JS, Carlow DA, Gosskn Duenas J, So L, Yi L,
Ziltener HJ. Recruitment of adult thymic progenstas regulated by P-selectin and its
ligand PSGL-1. Nat Immunol. 2005;6:626-634.

Sako D, Chang XJ, Barone KM, Vachino G, White HMha® G, Veldman GM, Bean
KM, Ahern TJ, Furie B, et al. Expression cloningaofunctional glycoprotein ligand for
P-selectin. Cell. 1993;75:1179-1186.

Salmi M, Jalkanen S. Regulation of L-selectin egpien on cultured bone marrow

leukocytes and their precursors. Eur J Immunol 2128 835-843.

Sato T, Laver JH, Ogawa M. Reversible expressio€B84 by murine hematopoietic
stem cells. Blood 1999;94:2548-2554.

Schmitz N, Linch DC, Dreger P, Goldstone AH, BoatmeMA, Ferrant A, Demuynck
HM, Link H, Zander A, Barge A. Randomised trial filfyrastim-mobilised peripheral
blood progenitor cell transplantation versus awoles bone-marrow transplantation in
lymphoma patients. Lancet. 1996;347:353-537.

Shao B, Wahrenbrock MG, Yao L, David T, Coughlin,S&a L, Varki A, McEver RP.
Carcinoma mucins trigger reciprocal activation dt@lets and neutrophils in a murine
model of Trousseau syndrome. Blood. 2011;118:40Z34

Slotta JE, Braun OO, Menger MD, Thorlacius H. Ceptof platelets to the endothelium
of the femoral vein is mediated by CD62P and CDHatelets. 2009;20:505-512.

Smyth SS, Reis ED, Vaananen H, Zhang W, Coller B8iable protection of beta 3-
integrin--deficient mice from thrombosis initiately different mechanisms. Blood

2001;98:1055-62.

Sobol AB, Watala C. The role of platelets in dia@setelated vascular complications.
Diabetes Res Clin Pract. 2000;50:1-16.

67



Sperandio M, Smith ML, Forlow SB, Olson TS, Xia McEver RP, et al. P-selectin
glycoprotein ligand-1 mediates L-selectin-dependeunkocyte rolling in venules. J Exp
Med 2003;197:1355-63.

Sultana DA, Zhang SL, Todd SP, Bhandoola A. Expoes®f functional P-selectin
glycoprotein ligand 1 on hematopoietic progenitissdevelopmentally regulated. J
Immunol. 2012;188:4385-4393.

Sumariwalla PF, Malfait AM, Feldmann M. P-selectitycoprotein ligand 1 therapy
ameliorates established collagen-induced arthmtisDBA/1 mice partly through the
suppression of tumour necrosis factor. Clin Exp lmoi. 2004;136:67-75.

Sundd P, Pospieszalska MK, Ley K. Neutrophil rgjliat high shear: flattening, catch
bond behavior, tethers and slings. Mol Immunol.28%:59-69.

Sweeney EA, Priestley GV, Nakamoto B, Collins R@aBdet AL, Papayannopoulou T.
Mobilization of stem/progenitor cells by sulfatedlysaccharides does not require selectin
presence. Proc Natl Acad Sci U S A. 2000;97:6544965

Tanguay JF, Geoffroy P, Sirois MG, Libersan D, Kumdg Schaub RG, Merhi Y.
Prevention of in-stent restenosis via reductiothmbmbo-inflammatory reactions with
recombinant P-selectin glycoprotein ligand-1. Thibofaemost. 2004;91:1186-1193.

Tenno M, Ohtsubo K, Hagen FK, Ditto D, Zarbock Ah&erli P, von Andrian UH, Ley
K, Le D, Tabak LA, Marth JD. Initiation of protei® glycosylation by the polypeptide
GalNACT-1 in vascular biology and humoral immunityiol Cell Biol. 2007;27:8783-
8796.

Théorét JF, Chahrour W, Yacoub D, Merhi Y. RecorabhinP-selectin glycoprotein-
ligand-1 delays thrombin-induced platelet aggregata new role for P-selectin in early
aggregation. Br J Pharmacol 2006;148:299-305.

Tsakiris DA, Scudder L, Hodivala-Dilke K, Hynes RQpller BS. Hemostasis in the

mouse (Mus musculus): a review. Thromb Haemost ;Ba9977-188.

68



Tschoepe D. The activated megakaryocyte-platelgesy in vascular disease: focus on
diabetes. Semin Thromb Hemost. 1995;21:152-160.

Ushiyama S, Lau TM, Moore KL, Erickson HP, McEvelP .RStructural and functional
characterization of monomeric soluble P-selectid aomparison with membrane P-
selectin. J Biol Chem. 1993;268:15229-15237.

Veldman GM, Bean KM, Cumming DA, Eddy RL, Sait SShows TB. Genomic
organization and chromosomal localization of thenegeencoding human P-selectin
glycoprotein ligand. J Biol Chem. 1995;270:1647@1%.

Vestweber D, Blanks JE. Mechanisms that regula€hction of the selectins and their
ligands. Physiol Rev. 1999;79:181-213.

Wang X. Lipopolysaccharide augments venous andiarthrombosis in the mouse.
Thromb Res 2008;123:355-360.

Watson ML, Kingsmore SF, Johnston GI, Siegelman Mel,Beau MM, Lemons RS,
Bora NS, Howard TA, Weissman IL, McEver RP, et @enomic organization of the
selectin family of leukocyte adhesion moleculeshoiman and mouse chromosome 1. J
Exp Med. 1990;172:263-272.

Welte K, Platzer E, Lu L, Gabrilove JL, Levi E, Melsmann R, Moore MA. Purification
and biochemical characterization of human plurippteematopoietic colony-stimulating
factor. Proc Natl Acad Sci USA. 1985;82:1526-1530.

Wojciechowski JC, Narasipura SD, Charles N, Micgel®, Rana K, Blair ML, King
MR. Capture and enrichment of CD34-positive haepwitgic stem and progenitor cells
from blood circulation using P-selectin in an impkble device. Br J Haematol.
2008;140:673—-681.

Xia L, Sperandio M, Yago T, McDaniel JM, Cumming® RPearson-White S, et al. P-
selectin glycoprotein ligand-1-deficient mice hawepaired leukocyte tethering to E-
selectin under flow. J Clin Invest. 2002;109:93®-95

69



Yamada S, Mayadas TN, Yuan F, Wagner DD, Hynes ®@)J. Rolling in P-selectin-
deficient mice is reduced but not eliminated indioesal skin. Blood. 1995;86:3487-3492.

Yamaoka T, Fujimoto M, Ogawa F, Yoshizaki A, Bae Biiroi E, Komura K, Ilwata Y,
Akiyama Y, Yanaba K, Shimizu K, Sato S. The rolé$eand E-selectins and P-selectin
glycoprotein ligand-1 in primary and metastatic ®s®umelanomas. J Dermatol Sci.
2011;64:99-107.

Yanada M, Kojima T, Ishiguro K, Nakayama Y, Yamam#&t, Matsushita T, Kadomatsu
K, Nishimura M, Muramatsu T, Saito H. Impact of i#mbmbin deficiency in
thrombogenesis: lipopolysaccharide and stress-galudchrombus formation in
heterozygous antithrombin-deficient mice. Blood02@9:2455-2458.

Yang J, Galipeau J, Kozak CA, Furie BC, Furie B.ug® P-selectin glycoprotein ligand-
1: molecular cloning, chromosomal localization, &xgression of a functional P-selectin
receptor. Blood. 1996;87:4176-4186.

Yao L, Setiadi H, Xia L, Laszik Z, Taylor FB, McEverRP. Divergent inducible
expression of P-selectin and E-selectin in mice@ndates. Blood. 1999;94:3820-3828.

Zarbock A, Miller H, Kuwano Y, Ley K. PSGL-1-depami myeloid leukocyte
activation. J Leukoc Biol. 2009;86:1119-1124.

Zarbock A, Ley K, McEver RP, Hidalgo A. Leukocyigdnds for endothelial selectins:
specialized glycoconjugates that mediate rollingl aignaling under flow. Blood.

2011;22:6743-6751.

Zimmerman GA. Two by two: the pairings of P-seleciind P-selectin glycoprotein
ligand 1. Proc Natl Acad Sci USA. 2001;98:10023-2400

70



12. Publikacios lista

’A‘I][[NK DEBRECENI EGYETEM EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR
“I KENEZY ELETTUDOMANYI KONYVTARA

www lib.unideb.hu

Iktatészam: DEENKETK/27/2014.
Tételszam:
Targy: Ph.D. publikacids lista

Jeldlt: Miszti-Blasius Kornél
Neptun kod: AJ4XM4
Doktori Iskola: Laki Kalman Doktori Iskola

Mtmt azonosité: 10034630

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kozlemények

1. Miszti-Blasius, K., Felszeghy, S, Kiss, C., Benk®, ., Géresi, K., Megyeri, A., Hevessy, Z.,
Kappelmayer, J.: P-selectin glycoprotein ligand-1 deficiency augments G-CSF induced myeloid
cell mobilization.

Naunyn Schmiedebergs Arch. Pharmacol. 387 (2), 109-118, 2014.
DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s00210-013-0913-9
IF:2.147 (2012)

2. Nagy, B., Miszti-Blasius, K., Kerényi, A., Clemetson, K.J., Kappelmayer, J.: Potential therapeutic
targeting of platelet-mediated cellular interactions in atherosclerosis and inflammation.
Curr. Med. Chem. 19 (4), 518-531, 2012.

DOI: http://dx.doi.org/10.2174/092986712798918770
IF:4.07

3. Miszti-Blasius, K., Beke Debreceni, |., Felszeghy, S., Dezsd, B., Kappelmayer, J.: Lack of P-selectin
glycoprotein ligand-1 protects mice from thrombosis after collagen/epinephrine challenge.
Thromb. Res. 127 (3), 228-234, 2011.

DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.thromres.2010.11.022
IF:2.44

4032 Debrecen, Egyetem tér 1. e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

71



I][[NK DEBRECENI EGYETEM EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR
I” KENEZY ELETTUDOMANYI KONYVTARA

nideb.hu

Tovabbi Kézlemények

4. Kappelmayer J., Miszti-Blasius K.: Laboratériumi vizsgalatok.
In: Urolégia 2. atdolg. kiad. Szerk.: Téth Csaba, Medicina, Budapest, 86-97, 2014.

5. Horvath K., Miszti-Blasius K., Gyurina K., Szegedi |., Kiss C.: Herediter sphaerocytosis - A széles
spektrumu betegség.
Gyermekgyogyaszat. 64 (5), 217-220, 2013.

6. Miszti-Blasius K., Esze R., Szegedi |., Kiss C., Kappelmayer J.: Diagnosztikai lehetéségek drokletes
hemolitikus anémiakban.
Gyermekgyogyészat. 64 (5), 213-214, 2013.

7. Palicz, Z., Jenes, A., Gall, T., Miszti-Blasius, K., Kollar, S., Kovacs, |., Emri, M., Marian, T., Leiter, E.,
Pécsi, |, Csész, E., Kalld, G., Hegeddis, C., Virag, L., Csernoch, L., Szentesi, P.: In vivo
application of a small molecular weight antifungal protein of Penicillium chrysogenum (PAF).
Toxicol. Appl. Pharmacol. 269 (1), 8-16, 2013.

DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.taap.2013.02.014
IF:3.975 (2012)

8. Kotan, R., Németh, N., Kiss, F., P6san, J., Miszti-Blasius, K., Toth, L., Furka, I., Miké, I., Sapy, P.,
Szentkereszty, Z.: Micro-rheological changes during experimental acute pancreatitis in the rat.
Clin. Hemorheol. Microcirc. 51 (4), 255-264, 2012.
DOI: http://dx.doi.org/10.3233/CH-2012-1531

9. Németh, N, Kiss, F., Magyar, Z., Miszti-Blasius, K., Furka, |.: Following-up hemorheological
consequences of gonadectomy in male and female rats.
Clin. Hemorheol. Microcirc. 50 (4), 231-243, 2012.
DOI: http://dx.doi.org/10.3233/CH-2011-1430

10. Miszti-Blasius K., Veszprémi A., Kissné S.V., Kappelmayer J.: A liquor fehérvérsejtszam és
sejtosszetétel vizsgalatanak algoritmusa =Algorithm for the investigation of the white blood cell
count and cell differentation in cerebrospinal fluid.

Klin. Kisérl. Lab. Med. 33 (2), 11-16, 2008.

11. Kappelmayer, J., Nagy, B., Miszti-Blasius, K., Hevessy, Z., Setiadi, H.: The emerging value of P-
selectin as a disease marker.
Clin. Chem. Lab. Med. 42 (5), 475-486, 2004.
DOI: http://dx.doi.org/10.1515/CCLM.2004.082
IF:1.685

4032 Debrecen, Egyetem tér 1. e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

72



’A‘I][[NK DEBRECENI EGYETEM EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR
“I KENEZY ELETTUDOMANYI KONYVTARA

wlib.unideb.hu

12. Nagy B., Veszprémi A., Kiss F., Miszti-Blasius K., Kappelmayer J.: Thrombocytak aktivaltsagi
allapotanak vizsgalata aramlasi citometriai modszerekkel =Detection platelet activation status by
flow cytometric methods.

Klin. Kisérl. Lab. Med. 30, 46-53, 2003.

A ko6zl6 folydbiratok osszesitett impakt faktora: 14.317

A ko6zl6 folybiratok osszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé
koézleményekre): 8.657

A DEENK Kenézy Elettudomanyi Kényvtar a Jelolt 4ltal a Publikaciés Adatbazisba feltsltott adatok
bibliografiai és tudomanymetriai ellendrzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports
Impact Factor lista alapjan elvégezte.

Debrecen, 2014.02.07

4032 Debrecen, Egyetem tér 1. e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

73



13. Targyszavak/Keywords

egér/mouse

fibrin/fibrin
G-CSF/G-CSF
kollagén/collagen
mobilizacio/mobilization
myeloid sejt/myeloid cell
6ssejt/stem cell
PSGL-1/PSGL-1
P-szelektin/P-selectin

trombodzis/thrombosis

74



14. Készonetnyilvanitas

Szeretnék koészonetet mondani téemavemneek, Kappelmayer Janosnak, aki a témavezet
feladatain tdl is tdmogatott és akinemcsak a témahoz kapcsolédd ismereteket, hamem a
értékes szakmai beszélgetések soran a kutatoi monkszikséges gondolkodasmaddot is
elsajatithattam.

Halas vagyok Gomba Szabolcsnak, @kéz egérkisérletekhez szikséges ismeretek alapjait
még TDK hallgatoként megszerezhettem.

Kilon kdszonet illeti Orosz-Téth Katat, aki sedit@t egérkisérletek kivitelezésében, amikor
.Két kéz nem volt elég” és Palné Terdik Tundét, #kadhatatlanul készitette a szdvettani
metszeteket.

Felszeghy Szabolcstdl nagyon sok segitséget kampammmunhisztokémiai metszetek
fényképezésében és értékelésében, amiért nagyam \redyok.

Kdszénbm Hevessy Zsuzsannanak az aramlasi cit@netredmények kiértekelésében
nyujtott segitséget €s hasznos konzultaciokat.

Dez$ Baladzsnak és Bessenyei Marianak koszonom a Pgiholntézetben veégzett
munkamban nyujtott tamogatast.

Kdszondom Benk llondnak és Géresi KrisztinAnak a koléniakémejtek vizsgalataban
nyujtott segitséget és Kiss Csongornak az eredrkéryimikai szemszogh torténs
ertékeléset.

Kdszéném Bekéné Debreceni lldikonak, Gyorfiné Veémp Anikonak, Géalné Mihalka
Andreanak, Szanané Simon Mariannak, Dobrai Mariaak&s Papp Attilanak a technikai
munkaban nyujtott segitséget.

Kdszonettel tartozom Antal Csabanak, aki a kozlgmknabrainak elkészitésében sokat
segitett.

A genetikailag modositott egereket Rodger P. McE{@klahoma City) biztositotta
szamunkra.

Halas vagyok a Laboratoriumi Medicina Intézet 6ssialgozojanak a kézos munkaeért.

Végul koszondém csaladomnak és barataimnak, hoggighnmellettem alltak és tamogattak a

munkam soran.

75



15. Tamogatasok

Jedlik Anyos Doktorjeldlti Osztondij a konvergenciagiokban. A kutatds a TAMOP
4.2.4.A/2-11-1-2012-0001 azonosité szamu Nemzetdldsag Program — Hazai hallgatoi,
illetve kutatdéi személyi tamogatast biztositdo remls kidolgozasa eés ihodtetése
konvergencia program ciimkiemelt projekt keretében zajlott. A projekt azrépai Unio

tamogatasaval, az Eurépai Szocialis Alap tarsfinmoszasaval valosul meg.

SZECHENYI TERV (

Nemzeti
Kivalésag

Program

76



16. Fuggelék

A PhD eértekezés alapjaul szolgalo kdzlemények.

77



