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Bevezetés

Ha a vérlemezkéket egyszemterombinnal és kollagénnel aktivaljuk,
akkor annak ellenére, hogy az dsszes thrombocyxamals aktivacion
esett at 2 populacio alakul ki a vérlemezkék felémikimutathato alfa-
granulum eredét fehérjék alapjan. A thrombocytak mintegy 30%-an
10-100x tobb ilyen alvadas aktiv anyag halmozoédikMivel ez ketbs
stimulusra (collagén és thrombin) alakult ki, eaé@tabban COllagen
And Thrombin= COAT thrombocytaknak nevezték. A kgkén helyett
a szintétn a GPVI receptort aktivalé kigyoméreg, anvalxin is
ugyanolyan hatasos. Tekintettel arra, hogy egyémiatak, egyediil,
vagy kombinacidban, kisebb-nagyobb mértéekben képesgen
szubpopulacio létrehozasara az elnevezés megviléza Iétrehozo
agonista helyett inkdbb a végtermék tulajdonsag@jah mar nem
COAT-thrombocytanak, hanem coated (fedett) thromtioak
nevezzik. Coated-thrombocytat hoz létre a convukkinthrombin
aktivacié mellett példaul thrombin + Fc receptortds) nagy doézisu
thrombin, thrombin receptor agonista peptid (TRAWagy az
immobilizalt kollagénnel tortéh thrombocyta aktivalas. Az, hogy a
kettos aktivacié soran a thrombocytak hany szazaléklaubleoated-
thrombocytakka tobb tényézbefolyasolja: még egyé&le ismeretlen
faktorok mellett a szerepet jatszik a reakciémirséklete, azaz
szobaldmeérseékleten tébb coated-thrombocyta Kefz, mint 37 °C-on.
Az Ujonnan képé&dott vérlemezkék szintén nagyobb szazalékban
(*70%) alakulnak fedett vérlemezkékké. Fontos kihalygzni két
dolgot a coated-thrombocyta kialakulasaval kapt¢bata

1. A vérlemezke aktivacié soran olyan koncentréaiolvan jelen az
aktivator thrombin és convulxin, hogy a reakcié éoraz 6sszes
thrombocyta aktivalédik (0.5 U/mL thrombin és 50§/mL convulxin).



2. A coated vérlemezkék termidése soran nem egy folyamatos
spektrumot, hanen®2 jol elktlonilé populaciét kapunk. Tehat az
aktivalt vérlemezkék kb. 70 %-an a korabban maisjdlert folyamatok
soran bizonyos mennyisggl. fibrinogén jelenik meg, mig a masik kb.
30%-an ennek a mennyiségnek a 10-100-szorosa (coate
thrombocytak). Vagy ennyi, vagy annyi, nincs koztdkpot, egy
folyamatos spektrum.

A coated-thrombocytak az V Faktoron kivil masgranulum eredét
alvadésaktiv anyagokat is prezentalnak a felszimukdagymint:
fibrinogén, von Willebrand faktor (VWF)ga.anti-plazmin (AP),
fibronektin, thrombospondin.Aa-granulum eredétfehérjék a coated-
vérlemezke képwlés soran szerotoninalédnak, majd transzglutaminaz
reakciot igénybe véve thrombocyta felszinen tataltidrinogénhez és
thrombospondinhoz kétinek, ezaltal egy halézatos, 6sszefonodott
struktarat, bevonatot hoznak létre. Masik jelleggsége a coated-
thrombocytaknak foszfatidil-szerin  megjelenése a rleméezke
sejtmembran extracellularis oldalan. Az alvadasakghérjeburok
(benne a sok faktor V) plusz a negativ tditéeszfatidil-szerin
foszfolipid idedlis feltételt teremt a véralvadadshaz aktiv X faktor
megkotésehez, ami a coated-vérlemezkék harmadédgzettessége: a
potens prothrombinaz aktivitas.



Célkitizések
|. A coated-vérlemezkékkel végzett alapkutatas
I/1 A cink és a coated-vérlemezke kapcsolata

A vérlemezkék nagy mennyiségink iont tartalmaznak. A cinknek
szamos bioldgiai folyamatban van szerepe, ugyanakkaanya tébbek
kozott vérzékenységhez vezet. A coated-thrombogcytégperaktiv
vérlemezkék, irodalmi adatok szdélnak a vérzékenysg@z alacsony
coated-thrombocyta arany kapcsolatardl.  Cinékotfehérjéket
alkalmazva megvizsgaltuk, hogy ezen nyomelemneemihatasa van
a coated-thrombocyta k&fiesre.

I/2. Porusképaidés a coated-vérlemezke kialakulasa soran

Sejtmembran impermedbilis fluoreszcens festékekestizilva azt a
megfigyelést tettik, hogy a coated-thrombocyta kdpg soran a festék
kijutott a vérlemezkéll. Feltételeztik, hogy a coated-thrombocytan
porus alakul ki, amin a festék atjut. Vizsgalat&imkarra kerestik a
valaszt, hogy mekkora ez a porus és aktivalasarsy gatlasaval
valtoztathato-e a coated-thrombocytak tetidése?

I/3. A mikropartikuladk és a coated-vérlemezkék kapsolata

A vérlemezke eredét mikropartikulak a szervezetben 6frduld

leggyakoribb  mikropartikulak. Mind a normalis herntégis

fenntartasaban, mind patolégias allapotokban biitotiya szerepik. Az
aktivalt thrombocytakrél #zédének le. Kimutatasuk aramlasi
cytometrias modszerrel nehéz. Vizsgaltuk annakhatieégét, hogy a
flowcytometrids rendszer érzékenységét fokozzukamwmt arra is

kerestik a valaszt, hogy van-e kapcsolat a coatedrbocyta
képzdés a mikropartikula termidés kodzott.
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I/4. Tetraspanin (CD9) és a thrombocyta-mikropartikula képzédés

Eddigi vizsgalatainkkal kimutattuk, hogy a coatadstnbocyta
képdés egyitt jar thrombocyta mikropartikulak teréugsével.
Vizsgaltuk, hogy van-e 0sszefliggés a coated-throgiab
eredményeZ agonistdk mikropartikula képz képessegét illéen?
Ehhez kapcsolodoan részletesen attekintettiik a i@@l8kula szerepét
a thrombocyta ritkédésében, valamint a mikropartikula teréugsre
kifejtett hatésat.

Il. A coated-thrombocytak vizsgélata essentialis
thrombocythaemiaban

Egyre tobb klinikai adat szOl a coated-thrombocyhtegségekben
betoltott szerepél. Ha a hemosztazis egyensulya a trombotikus
irAnyba toldédik el, mint pl stroke, cukorbetegséigkor magasabb, ha
inkadbb a vérzékenység iranyaba, mint pl agyvénagy haemophilia,
akkor alacsonyabb coated-thrombocyta aranyt t&laka eddigi
irodalom alapjan. A nagy vérlemezke szammal jar&emialis
thrombocythaemiaban meég eddig senki sem vizsgalt@oated-
thrombocytakat. A klinikankon gondozott ET-s betdgi kialakitott
homogén betegcsoport coated-thrombocyta aranyagontisgottuk
egészséges kontrollokéhoz. Vizsgaltuk, hogy a hgdnea kezelés
hogyan befolyasolja az észlelt alacsony coatedytbamyta szintet?



Vizsgalati modszerek
A gélfiltralt thrombocyta el 6készitése:

Mind az alapkutatdsban, mind klinikai vizsgélatakbageélfiltralt
vérlemezke szuszpenzidval torténtek a kisérletek. atecubitalis
vénabol 5 ml vért vettiink 0.5 mL acid citrat dextrQACD) tartalmazé
mianyag fecskeriyel. A mintat szobaln 1:2-re higitottuk pufferelt
NaCl-glukéz-citrat oldattal (BSGC, pH 7.3), amitu&gn ntianyag
csbben 170 g-vel 8 percig centrifugaltunk. A thrombiacgis plazmat
(PRP) Sepharose CL-2B (Sigma-Aldrich, Saint LoMs), USA) gélt
tartalmazé oszlopon &ailk. A tisztitott vérlemezke oldatot 4xX10L-
re allitottuk be BSGC-vel.

Flowcytometrids vizsgalat

A vérlemezke aktivacio ill. az immunfestések 100 pdrfogatban
torténtek 37 °C-on: 79 uL MIX (10 mM HEPES, 1 mg/mBISA, 2.5
mM CaC}, 1.25 mM MgC} és 150 mM NaCl) + 10 puL 40 G/L
gélfiltralt vérlemezke + 1 pL biotin-fibrinogén (@Qug/mL) (Sigma-
Aldrich) + 10 pL agonista convulxin (1.25-0.5 pg//n{Pentapharm,
Basel, Switzerland) és-thrombin (5 U/mL) (bovine thrombin; Sigma-
Aldrich). A kilonbdz tesztekben egyéeb agonista keveréket is
alkalmaztunk a 10 plL-ben: 5 U/mL thrombin + 10 pR3487. A
biotin-fibrinogén helyett 10 pg/mL FITC-anti-fibiigén antitestet is
hasznalhatunk (ill. egyéb FITC jeldlt antitesteg)6jésként. Bodipy
jelolésnél kozvetlendl a hasznélata&tel5 mM bodipy-maleimid-et
1:10-re felhigitottuk HEPES/fiz. s6ban és &bb pL-t adtunk 1 mL
gélfiltralt thrombocytdhoz, amit 37 C fokon, 5 pegréinkubaltunk. A
bodipy-maleimid végkoncentracidja 2.5 uM volt. Gatlagy aktivalo
kisérletek soran altalaban a gélfiltralt thrombakgt inkubaltuk a
megfeleb anyagokkal pl.: 150 uM o-phenanthroline, 4pumol/L
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cyclosporin-A, 10 pg/mL ALB6 stb. Anti-CD9 antitestkalmazasakor
a veérlemezkéket &tetesen szobéh, 5 percig, 1 pg/mL
végkoncentracioju IV.3 antitesttel inkubaltuk, hagygRIlla receptor
blokkolasaval gatoljuk a vérlemezkék anti-CD9 altaktivalédasat.
Anti-GPlIb/llla hasznélatakor nem kellett 1V.3-t6ektesen alkalmazni,
mert ezek az antitestek a korabbi vizsgalatok szerem aktivaljak
kozvetlenll a vérimezkéket. Tiz perccel az agokibtizzaadasa utan, a
reakciot megallitottuk és a thrombocytakat fixaltQRO pL 1%-os
paraformaldehid/HEPES/fiz. s6 hozzaadasaval 20gekcfixalas utan
3.5 mL 1 mg/mL BSA-t tartalmaz6 PBS-t adtunk a méélegyhez
(PBS/BSA), majd 1500 g-n 15 percig centrifugaltakpelletet 200 pL
PBS/BSA-ban reszuszpendaltuk, majd jel6ltik antdC&HPE-Cy5 és
PE-streptavidinnel (Becton Dickinson, San Jose CR)eldlés utan
Ujabb centrifugalas kovetkezett a korabbiak szenmajd PBS-ben
reszuszpendaltuk a jelélt thrombocytdkat. A P-deleqCD62)
meghatarozas a korabbi modon leirtak szerint tbrtén

A flowcytometrids vizsgélatok FACS-Calibur (Bectobickinson,
Mansfield, MA, USA) gépen, 15 mW argon lézerrel &<LellQuest
programmal torténtek az alapkutatas esetén. A Kdinmintdkat a
DEOEC-en BD FACS-Canto Il flowcytométeren mértike¢Bn
Dickinson, Mansfield, MA, USA), az adatok elemzé&i@ FACSDiva
szoftverrel tértént (6.1.3 version).

Fluorometrias cink meghatarozas

A vérlemezkék cink tartalmanak meghatarozasahoz n& &Kot
Newport Green (Molecular Probes Europe) fluoresgzcéestéket
hasznaltuk. A Newport Green észter formaja (NG-Angmbran
permedbilis, bejut a thrombocytaba, ahol az intbpézmatikus
eészterdz az eészter gyokot lehasitjia, ami utan mambran
impermedbilissa valik. A gélfiltrdlt nyugvl, vagy ktavalt
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thrombocytakat PBS pufferben 30 percig 37 °C-orubdttuk 25 puM
NG-Ac festékkel. PBS mosas utan a mintdkat micrbveinezen
fluorofotométerrel (Fluorocount; Packard, Rungisrari€iaorszag)
mértik 485 és 530 nm hulldmhosszon, PBS/25 uM NGHMhk
mellett.

b-BSA-(5-HT)s ELISA

A gélfiltralt thrombocytakat a MIX reakciéelegybé&® pg/mL b-BSA-
(5-HT)s-azido-tetrafluoro-benzolsavval és az aktivatordkikkubaltuk
37 °C-on korabban leirtaknak megféksh. 10 perc utan a mintakban
keresztkotéseket hoztunk létre UV lampaval 2 perci@V
Crosslinker,FB-UVXL-1000; Fisher Scientific, Pittgigh, PA).
Chymotrypsin 1 pg/mL 30 percig, 37 °C-on emésztids @ sejteket
lizaltuk 0.5%-0s Triton X-100 oldattal. 10 pg/mL tafibrinogénnel
fedett és 2 mg/mL BSA-val blokkolt microtiter ELISl&mezeket 100
pL thrombocyta lizatummal toltottik fel 90 percreobalén. A
lekot6dott BSA-(5-HT)-t streptavidin-peroxidazzal mutattuk Ki.

Konfokalis mikroszkopia:

A konfokalis képek Leica TCS NT (Heidelberg, Némstag)
mikroszkoppal, 100x objektivvel, 1.4 numerikus &pexr mellett
készultek. A hasznalt |ézerek a kovetez488 nm Argon, 568 nm
Krypton, 633 nm Helium-Neon.

Betegek és mdodszerek

Klinikdnkon gondozott, 175 ET-s betdgipflowcytometrias modszerrel
43, nem diabéteszes, NSAID-ot nem gzbdtegben hataroztuk meg a
coated-thrombocyta ardnyt és a P-selectin (CD62itipibast és ezeket

hasonlitottuk 31 egészséges kontroll eredményehel3 beteghl 15
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nem kezelt és 28 HU kezelésben részesilt. Emefiég vizsgaltuk
vérlemezke funkciot PFA-100 modszerrel.

Coated-thrombocyta kimutatas cinkmentes diétan tartt egereknél

A helyi Allatkisérleti szabalyok betartasdval BALBegereket
kereskedelemben kaphat6 cinkmentes tapszerrdimteds cikkmentes
vizzel itattunk. Az elkabitott egereikardialis szurasbol 1 ml citrattal
alvadasgatolt vért vettiik. A vérminta tovabbi fétghzasa és a coated-
thrombocytak kimutathsa megegyezett a human kisknél
alkalmazott eljarassal.

Statisztika:

Az adatokat a Student t-teszttel hasonlitottuk é&ssg a statisztikai
szignifikancia P < 0.05 volt. Az MPTP-s mikropatti&t termebdési

adatokat paros t-teszttel értékeltik. Az ET-s heltegdatainak a
feldolgozasa soran a Kolmogorov-Smirnov tesztet zimsuk a

normalitds értékelésére. Linearis regressziét ldsmk a nem, a
reticulocyta-szam és a thrombocyta-szamnal. A asoko kozti

variancia analizis Kruskal-Wallis teszttel tortép&0.05 alatt értéket
tekintettilk szignifikansanak. Statisztikai programk a SPSS-t ver.
13.0 (SPSS inc., Chicago, Il, USA) hasznaltuk.
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Eredmények
I/1 A cink és a coated-thrombocytak kapcsolata
Bevezetés

A cink nyomelemként, viszonylag allandéan nagy lericdcioban van
jelen az agyban, szivben, timbn, izomzatban, mig a vérben, csontban,
herében, hajszélban a bevitt mennyiékfitggéen valtozik a szintje. A
thrombocytak, a tobbi sejthez képest, nagy mengbisé tartalmaznak
citoplazmatikus cink iont (400-800 uM), déeh a citoplazmaban ill. a
denz testecskékben. Ennek fiziolégias magyarazataismert. A cink
szerepet jatszik csaknem minden biologiai folyamatb a
membranstabilizalastdl a sejt novekedésig. Hianghgwgogyulasi,
novekedési, idegrendszeri zavarokhoz vezet. Kozleaenak a cink és
a primer hemosztazis kapcsolatarol. A cink hianyamgkkor vérzéses
diatézishez vezet. Ezek miatt felmerilt, hogy &mék szerepe lehet a
coated-vérlemezkék kialakuldsanatikidésénél.

Eredmények

Cinkkelatorok hatasat vizsgaltuk a coated-thromteopyodukciéra. Az
extracellularis cink kelator o-phenanthroline, Shamro-phenanthroline
és TPEN mindegyike cstkkentette a coated-vérlenkemkennyiségeét
mind ketts (convulxin + thrombin), mind h&rmas (convulxin +
thrombin + ADP) aktivalas esetén. 150 uM o-phenatitie bizonyult

a legebsebb gatlé hatasunak, 66+12%-kal csokkentve a doate
vérlemezkék termétiését.

A thrombocytak intracellularis cink tartalma ugykkar a 40+17%-kal
csokkent a harmas aktivacié soran. A pM koncerdjacicink

valésziriileg aktivan részt vesz a coated-vérlemezkék dagseben. A
szerotoninalt a-granulum eredét fehérjék kotodéesét ésitheti az
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immobilizalt fibrinogénhez. Emellett sz6l az a mggélés, hogy 50
MM cink 56%-kal csokkentette a biotin-BSA-szerotofibrinogénhez

kotodés EGp értékeét. A cink szerepe mellett szol az is, ho@yndpig

cinkmentes diétan tartott patkdnyok szignifikangavesebb coated-
thrombocytat képeztek kég agonista stimulusra.

Megbeszélés

A cink ion szerepe a vérlemezkeikddésében nem ismert pontosan.
Kisérleteink azt a megléperedményt hoztak, hogy az extracellularis
cink kelatorok gatoljak a coated-thrombocyta Kkifist. A coated-
thrombocytak aktivaciojuk sordn az intracitoplazilgg cinktartalmuk
40%-at elvesztik. Ez a sejtakbkiaramlé cink a coated-thrombocytak
felszini fehérjeburkdnak megszilarditasaban vesztré szerotoninalt
a-granulum eredétfehérjek fibrinogénhez és thrombospondinhoz valo
kovalens kaidését facilitaljak, mint ahogy kisérletes korulimeky
ko6zott a szerotoninalt albumin fibrinogénhez kapadasat dozistol
fuggd mertékben fokozta. A cink hiany allatmodellekbesraészavart
okoz. Tovabbi adatot nyertiink a cinkmentes dietatott egerekkel.
Minél hosszabb ideig tartott a cinkmegvonas, afoidhan csokkent a
coated-thrombocyta populacié aranya az aktivalenéezkéknél.

I/2. porus képzdés a coated-vérlemezke kialakulasa soran
Bevezetés

A cink ion és a coated-thrombocytak 6sszefliggeseasgalo
flowcytometrias vizsgalatok soran a kovetkezrdekes megfigyelést
tettlik: az intracellularis cink kelator Newport-gnmel jelolt nyugvo
vérlemezkék, mikdzben coated-vérlemezkékké alakuléa kelator
festék egy részét ,elvesztették”, mikdzben a véeekdk nagysaga
(flowcytometrids vizsgalattal nézve a FSC) érdemiem valtozott. A
Newport-green ,kifolyt” a sejtekil. Ez Ugy lehetséges, hogy a coated-
12



vérlemezkek kialakulasaval a sejtmembranon lukékysok alakulnak
ki, amin keresztul intracellularis anyag juthatidvidagba.

Eredmények

Mivel a Newport-green molekulamérete ismert, a pdegaldbb akkora
kell legyen, hogy az atférjen rajta. A folyamatditva is mikodik: a
gyilkos galéca mergének egyik dsszéjey a phalloidin, nem tud az
extracellularis térbl a sejtmembranon keresztil a thrombocyta
belsejébe jutni. Convulxin és thrombin egyidejtimulacidja utan
azonban a phalloidin mar megjelenik a coated-thamptak
belsejében, ahol az F-aktinhoz &dik. Ha a phalloidint fluoreszcens
festékkel jel6ljuk, akkor flowcytométerrel pontosatetektalhatdé a
coated-thrombocytak ,fényesedése”, ahogy a FITGlpdan a
sejtekbe jut. Mivel a FITC-phalloidin molekula mereszintén ismert,
ez is felhasznalhat6 a sziikséges pérusméret meghadara. A szintén
az F-aktinhoz kd@dé FITC-DNaz és anti-aktin IgG azonban mar nem
képes a sejteket megjel6lni, csak saponibkedelés utan, ami a
sejtmembrant roncsolja. A porus ezen meghatarazins 2100-3400
dalton maximalis tomdgmolekuldk atengedésére képes. llyen niéret
csatorna a mitokondrium membranjaban 6léwaz apoptdzis soran
atmenetileg kialakuld6 porus agmeneti mitokondrium permeabilitasi
porus (mitochondrial permeability transition pore, MPTHBpoptdzis
szignalkor tobbek kozott ez a csatorna aktivalodiki egyutt jar a
mitokondrium duzzadasaval, a mitokondrium potenca&l A\Y¥m)
csokkenésével és a citokrom-c citoplazmaba arandags a caspas-3
€s caspas-9 aktivacidéval. Az MPTP és a coated-thoogtak kozotti
kapcsolatot az MPTP gatlé cyclosporin-A, coenzynb@gkrekic sav,
valamint az MPTP aktivalé atractyloside, fenil-aragid (PAO) és
diamide-dal vizsgaltuk egy, a mitokondrium potehaia (A%¥m)
érzékeny fluoreszcens festékkel (JC-1) egyiitt dedsthrombocytara
jellegzetes, prébakkal, ugy, mint: a fibrinogéneratio, a phalloidin
13



bearamlas és a foszfatidil-szerin jédés. Az MPTP inhibitorok
egyidejileg a coated-thrombocytak terrdeését is meggatoltak, mig az
MPTP aktivatorok fokoztak a coated-thrombocyta tléahest.

Megbeszélés

A coated-thrombocyta kéfidés soran a thrombocytakon poérusok
képzdnek. Ezek a porusok 2100-3400 dalton maximalis etfim
molekulak atengedésére képesek. llyen porus a MRIPMPTP az
apoptozisban vesz részt. Az MPTP gatolok a codtexribocytak
kialakuldséat is gatoljak, mig az aktivatorok a edathrombocytak
kialakulasat is élsegitik. Ez Ujabb bizonyiték amellett, hogy a cdate
thrombocytak kialakuldsa soran részt &¥ewechanizmusok, legalabb is
részben, k6zések az apoptozissal.

I/3. A thrombocyta mikropartikuldk és a coated vérlemezkék
kapcsolata

Bevezetés

A thrombocyta mikropartikulak 0.1-1 um atrdgt, szabalytalan alaku
részecskék, melyek thrombocyta aktivacié soran daaivait
thrombocytakrdl valnak le. Ezek a leggyakoribb ropartikuldk a
szervezetben. Jellegzetességik, hogy szamos ahbegtakon ill. a
thrombocytakban meglévfehérjét tartalmaznak pl. P-selectin, GPIb,
GPlIb/llla, GPIV, GPV, GPIX, VvWEF, fibrinogén, FV, \HII,
thrombospondin, protein-S, caspaz, citokrom-C. bbvéulajdonsaguk
a felszini foszfatidil-szerin pozitivitas, ezal@lfelszini negativ toltés.
Ezeknek koszonhéen fokozzak a tenaz, prothrombinaz aktivitast, a
koagulaciot. Szamos betegségben észlelték a thmytdso
mikropartikuldk emelkedett szintjét: SLE, sarléssjtvérszegénység,
paroxysmalis nocturnalis haemoglobinuria, krénikageloproliferativ
betegségek, cukorbetegség, veseelégtelenség, ragaswas. Mivel a
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coated-vérlemezkék is  foszfatidil-szerinnel rendetiek az
extracellularis felszinikon kézenféka lehetséges kapcsolat a coated-
thrombocytak és a thrombocyta mikropartikulak kéktthrombocyta
mikropartikuldk vizsgélatara egy ésen fluoreszkald citoplazmatikus
festéket a bodipy-maleimidet hasznaltuk.

Eredmények

Konfokalis mikroszkopos vizsgalat alapjan, hogy &abodipyvel
eléinkubalt sejteket convuxlinnal és thrombinnal aljwk, akkor nagy
mennyisé§ 0.3-0.5 pum atméji mikropartikula képédik. FITC-anti
GPlIb/llla antitestet hasznalva lathatd, hogy agzés vérlemezke és
mikropartikula felszinén megtalalhaté ez az integrnig Alexa-568-
annexinnel az 6sszes mikropartikula, ugyanakkdrrantbocytak csak
egy része (a coated-thrombocytak) bizonyult poziétky azaz
foszfatidil-szerint expresszalnak. Sz6l6 convugimthrombin aktivacio
csak kevés mikropartikulat képez, ugyanakkor a dbafor A23187
mar oOnmagaban is és thrombinnal egyltt is nagyniségly
mikropartikulat general. Flowcytometrias vizsgaatheg tudjuk adni a
mikropartikula mennyiségét, darabra, ami kulorbéztimulusokra
(kontroll, convulxin és thrombin, convulxin, thromb Ca-ionofor +
thrombin, Ca-ionofor) kégmott. Ha a vérlemezkéket egyfajta
agonistaval (convulxin vagy thrombin) aktivaljukkkar az egy
thrombocytara s mikropartikula szam < 1, ami nem kilénbodzik a
kontrolltol. Ugyanakkor, ha kéit agonistat alkalmazunk, vagy a Ca-
ionofor A23187-t akkor a mikropartikula mennyiségegrétt. Az adott
donor vérlemezkéi convulxin + thrombin stimulusr&%2ban és
A23187 aktivaciora 90%-ban alakultak &t coatederdadzkékké,
mikdzben az egy coated-vérlemezkéré eskropartikula mennyiség
12-20 db volt. Szamos vérmintaval megismételve sgridtet szoros
egyezés all fenn a coated-vérlemezke mennyisége tbsombocyta
mikropartikula mennyisége kozott.
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Megbeszélés

A thrombocyta aktivacio soran ké&mbtt mikropartikulaknak fontos
szerepe lehet a hemosztazisban, kulondsen ITPibkimtettel arra,
hogy a negativ felszini toltésikkel idealis helyieremtenek a
prothrombinaz komplexnek. Méretiknél fogva a throoyta

mikropartikuldk megjelenitése, vizsgalata nehézdageitkozik. Az
altalunk  alkalmazott  bodipy-maleimid  jel6léssel  riedgld

fluoreszcenciat kapunk a mikropartikulak méretéinami leheaivé

teszi a mennyiségi meghatéarozast is. Részletegidtivizsgalatokkal
szoros korrelacid bizonyult a coated-thrombocyapzkdés és a
thrombocyta-mikropartikulak szama kozott.

I/4. A CD9 és a thrombocyta ereddt mikropartikulak kapcsolata
Bevezetés

A CD9 fehérje (p24, motility related protein 1)rartiszmembran 4 vagy
masként tetraspanin szupercsaldd tagja (TM4SF). élemezkék
mellett, a fehérvérsejteken, az endothel sejtekategsejteken,
vaszkularis simaizomsejteken, szivizomsejtekenamait az epithel
sejteken fordul €. Négy transzmembran domén mellett 2 nagy
extracellularis hurkot képez a rovid intracitoplagikus N- és C-
termindlis résszel. A tetraspaninok hajlamosak etpgal és mas
membranfehérjével 0sszekapcsolédni és nagy molekolaplexet
képezni. A CD9 szamos biolégiai folyamatban vesz réigymint sejt
novekedés, motilitds, sejtadhézid, sejtaktivacio aésjelatvitel. A
tetraspanin molekuldk halézatos szerkezete, aspetrén halo, a
sejtfizibban vesz még részt. Ehhez szikséges delsdji
integrinekhez tortéh kapcsolddas, komplex kéfikés. llyen sejtfazid
pl. a petesejt és a spermium O6sszeolvadasa. A Gid@rig a
thrombocytak felszinén nagy mennyiségben fordub. e#0000
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kopia/vérlemezke szammal a harmadik leggyakoriliterfe. A CD9
szerepe a verlemezketkvdésében nem ismert. A megakaryocytak
eréseében részt vesz, valamint a GPIlIb/llla-hoz é&cpRlla-hoz
kapcsolodva szukséges adlddi aktivAlasahoz. CD9 hianyos egereknél
azonban nincs kimutathaté hemosztéazis zavar. Karabdmutattuk,
hogy thrombin + ALB6 (egy anti-CD9 monoklondlis iéedt) agonista
par esetén, bar atlagos mennyiségated-thrombocytat eredményezett,
a mikropartikula képidés azonban szinte teljes mértékben elmaradt.
Ebbsl az kovetkezik, hogy a mikropartikula kémZshez esszencialis a
CD9 molekula.

Eredmények

Négy CD9 ellenes antitestet vizsgaltunk a coatedkthocyta és
mikropartikula képédés szempontjabdl. A négy monoklonalis antitest
(FMC, ALB6, SN4, ML13) 3 kulonb&z CD9 epitophoz kapcsolodik,
de mindegyik szignifikans meértékben gatolta a nplamikula
képzdeést convulxin + thrombin agonistak esetén. Ezth dgatas meg
kifejezettebb volt a kalcium ionofor A23187 + thrbim vérlemezke
aktivalasnél. ALB6 esetén. Az ALB6 gatlo hataseakcio 2-3 percéig
tart, utdna adva mar nem befolyasolja a mikropaldikképzbdeést, ami
egybe vag azzal a medfigyeléssel, hogy a coatednthwcytak is a
reakcio 2-3 percéig ternt@nek. Konfokalis mikroszképpal is lathato,
hogy ALB6 alkalmazasa mellett nem volt kimutathatikropartikula
convulxin + thrombinnal aktivalt vérlemezkék esetén kilonboz
biologiai folyamatokban azonban a CD9 nem magableamem a
tetraspanin haléban vesz részt pl. integrinekhgacd@odva. Ezért
megvizsgaltuk, hogy az anti-GPIIb/llla monoklonalstitesteknek
(AP2, Tab, abciximab) és kis molekulaju GPIIb/lirzhibitoroknak
(eptifibatide, tirofiban és DMP-802) van-e hatasamiropartikula
képzdésre. Az antitestek kdziul a AP2 szignifikans (&) mértékben
csOkkentette a mikropartikula kémest, mig a tobbi antitest és kis
17



molekuldju integrin gatlonak nem volt ilyen hatassgyanakkor a
coated-thrombocyta ternéelést egyik sem akadalyozta.

Megbeszélés

A CD9 szerepe a vérlemezketkddésben még homalyos. Korabbi
kutatasaink eredményeként tudjuk, hogy a CD9 g&BL6 a
mikropartikula képédeést is gatolja. A coated-thrombocyta kéges
lezajlasa 2-3 perc utan mar a CD9 gatloknak ezashanegsmik, ami
Ujabb kozvetett bizonyitek a coated-thrombocytakmiropartikula
képzdés kapcsolatara. A CD9 molekula egymassal és eggdhbran
fehérjével, pl. integrinekkel 6sszekapcsoldédva eglyaspanin halét
képez, ami a biologiai hatasért fékel Négy, 6sszesen 3 kulonBoz
epitépra specifikus anti-CD9 monoklonalis antiteist hasonléan
viselkedett. A kiulonbdz epitopokon is hasonlé hatas amellett szdl,
hogy nem egy meghatarozott CD9-fehérje kapcsolakkblodik,
hanem sztérikusan gatoljak a tetraspanin halo Kaédaat. A CD9 az
GPIlIb/llla integrinnel bizonyitott kapcsolatban yaezért azo/ps
gatlékat is megvizsgaltuk. Az AP2 anti-GPllb/llla onoklonalis
antitest hatékonyan gatolta a mikropartikula Ké&lgst, mig a tobbi
megvizsgalt integrin gatlo nem. Ismert, hogy a Ob8lekula, ill. a
tetraspanin halo a sejtfuzidban részt vesz, azoabaz el eset, hogy
a sejtszétesés, darabolédas, mikropartikula ddgsben betdltott
szerepe is bizonyitast nyert.
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Il. A coated-thrombocytak vizsgalata essentialis
thrombocythaemiaban.

Bevezetés

A coated-thrombocytak felfedezése, alapvettulajdonsagaik
feltérképezése az elmultébévtizedben tortént. Ezen hiperaktiv
vérlemezkéknek fontos szerepe lehet kilodbozschémias,
tromboembdlias betegségekben. Ezen kézefifekeltételezések
ellenére a Klinikai kutatasok meég gyermekdipn jarnak. Néhany
eredmény azonban mar eléheCoronariakatéterezés utan, corticalis
stroke-ban, &tmeneti ischémias attak (TIA) esetddilondsen
magasvernyomas esetén mértek magasabb coated-tuyab
értékeket az egészséges kontrollokhoz képest. Mgy rekurrald
non-lacunaris stroke-nal is. Erdekes, meglemegfigyelés, hogy
Alzheimer korban is hasonlé eredményeket kaptalko@ietegségben
és kronikus hemodializisben szintén emelkedett altcoated-
vérlemezkék aradnya. Alacsonyabb coated-thrombocgtéekeket
eszleltek spontan cerebralis vérzés, lacunarikestraalamit sulyos A
hemofilia esetén. Allatkisérletben kimutattak, h@pott szindroméaban
alacsony a coated-thrombocytak aranya, ami magyatjaz a
hemosztazis zavart. Essentialis thrombocythaemiéBanvizsgaltuk a
coated-thrombocytdk szerepét. A kronikus myeloferdiiv betegségek
k6zé tartozo essentialis thrombocythaemia jellexssige a tartdésan
magas (>450 G/L) vérlemezke-szam, ami trombotikasvérzéses
szowwdmeényekkel is jarhat. Az esetek 50%-ban a JAKFAKIV617F
mutacioja is kimutathatd. A morbiditas és a maotdali legnagyobb
szzalékkal a tromboembolids sédmények szamlajara irhatok. Mind
artérias oldalon (stroke, szivinfarktus, artéri&&laziok), mind vénas
oldalon (mélyvénads trombdzis, pulmondlis embdliay atlag
populaciéhoz képest nagyobb aranyban fordulnak tedmbdzisok.
Vérzéses sz@dmények ritkdbban fordulnak éel altalaban a nagyon
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magas thrombocyta-szamhoz (>1500 G/L) tarsulnakéés valamint
nyalkahartya-vérzések formajaban jelentkeznek AzbBil észlelhét
thrombocytopathiaval kapcsolatban szamos, gyakragjymasnak
ellentmonddé kozlés létezik. Fokozott aggregaciosz&ég mellett
csokkent epinefrin  és kollagén érzékenységet is utdttak,
alacsonyabb ristocetin kofaktor/VWF antigén arah®ga nagy vVWF
multimerek csokkent szintjevel. A PFA zarédéasi (€T) rendszerint
megnyult, figgetlendl attdl, hogy vannak-e tromkasi, vagy vérzeses
szowdmeények. A kulondsen JAK2 V617F pozitiv ET-ben gydbb
trombotikus események hatterében szerepelhet mégoabocyta-
monocyta, thrombocyta-neutrophil komplexek és elBesin (CD62)
emelkedett szintje, a tobb fiatal, éretlen vérlekeeza fokozott
thrombin termeldés is. Az ET-ben észlelldeszerzett thrombophilia
hatterében még kimutattak az antithrombin I, piotC és S hianyat
is. Ezek ellenére még nincsen olyan ex vivo teamij megadna a
trombodzis/vérzes rizikd mertékét.

Eredmények

Mig a dohanyzék (11 vs. 14), nemels/férfi: 32/11 vs. 24/7) aranyat
tekintve a két csoport nem kulonb6zott, addig &deit szignifikdnsan
id6sebbek voltak (61+11.5 év vs. 49+9.7 év, p<0.08@)etegek 79%-
a (34 ) volt JAK-2 pozitiv. Az ET betegeknél magasabblemiezke-
szamot talaltunk (577+161 G/L, 513+127 G/L vs. 2844G/L) és a
nagy thrombocyta arany (L-PL) is magasabb volt atkdhoz képest
(11.748.2 G/L, 10.9+6.0 G/L vs. 6.2+3.0 G/L), akdzelt, akar nem
kezelt betegil volt sz6, mig a kezelt/nem kezeltek kdzt nem volt
kulonbség. A vérlemezkék atlagos nagysaga (MPVhezeolt minden
csoportban (9.5+£0.6 fL, 9.0+0.8 fL vs. 9.2+0.8 flA. beteg csoport
vérlemezkéi nagyobb szazalékban mutattak P-selgobintivitast.
CD62%: 1.64+1.16% vs. 1.15+0.48%, p=0.0461) (24s€ap Hasonlo
szignifikans kulonbség volt a PFA-100 értékek esetaz ET-s
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csoportok egymastél nem, de a kontrolltdl szig@ifikan kilonbdztek.
(PFA coll/ADP: 98+£16 s, 102+33 s vs. 88+14 s; PFAN/adr: 16355
S, 152+26 s vs. 12727 s) A nem kezelt ET csoparthacoated-
thrombocyta aranya szignifikAnsan alacsonyabb woitit a kontroll
(23.1+£8.8% vs. 37.6x12.7%; p=0.0008), ugyanakkorla kezeltek
coated-thrombocyta aranya mar nem kilonb6zott atrélbokétol
(34.1£12.3%, p=0.3799), mig a nem kezelt csopogmfnifikdnsan
(p=0.0008) eltert. Ha JAK2-V617F mutacid6 megléteap@n
csoportositottuk a betegpopulaciot akkor a codtealrtbocyta aranya
meég alacsonyabbnak bizonyult a mutacié pozitiveddetn, azaz a nem
kezelt ET-s betegeknek volt a legalacsonyabb cettednbocyta
aranya (21.8%), amit a HU kezelés a kontroll kdzelémelt (33.1%),
mig JAK2-V617F negativ estekben a bar a kontrolképzest alacsony,
de a mutacié pozitiv eseteknél magasabb coatediiooyta arany
adodott (30.1%), amit a HU kezelés tovabb emelic@as.

Megbeszélés

Mind az emelkedett, mind a csotkkent coated-thromtaocszamra
vannak Kklinikai példak: emelkedett arany figyethetmeg
cukorbetegségben, TIA-ban, koronaria betegségbeiy csokkent
aranyt talaltak agyvérzésnél, nem lacunaris aggirkitusnél és sulyos
haemophilia A-nal. Ez a vizsgalat az&lami a coated-thrombocytak
szerepét kutatja ET-ben. ET leggyakrabban ézeldbeknél alakul ki,
ez magyarazza, hogy a kontroll csoport tagjai stikgmsan fiatalabbak
azonban sikerilt egy korban eg§eacsoportot Iétrehozni (6 ET beteg
es 6 kontroll, 52.2+13.2 év vs. 49+9.7 év, p=0.322¢ ET-s
csoportban szignifikansan magasabb volt a throntbegzam és a nagy
thrombocytak aranya. Hasonldéan a korabbi tanulmié&eyedmeényéhez
mi is emelkedett P-selectin értékeket kaptunk awdidometrias
vizsgalatok soran az ET-s csoportban a kontrolli@pest. A
legszembdinébb eltéréseket a coated-thrombocytakkal kapcsaiatba
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nyertik. A nem kezelt ET-s betegek coated-thromtzocgranya
szignifikhnsan alacsonyabb volt, mint a kontroll =g008),
ugyanakkor a kezelt csoportnak mar szignifikansanelkedett a
coated-thrombocyta aranya a nem kezeltekhez k&peft0008) és
majdnem elérte a kontroll értékeket. Bbhz kdvetkezik, hogy a HU
kezelésnek hatasa van a coated-thrombocyta 6képre ET-ben.
Mindez olyan betegeknél, akik anamnézisében nemrepeke
trombotikus, vagy vérzéses sdivnény. Az életkorban is a kontrollal
megegyed ET-s alcsoportban szintén az ET-s betegek coated-
thrombocyta aranya volt szignifikAnsan alacsonyahimt a kontroll
csoportban (n=6, 25.1+5.2%, p=0.018). Ez amelledl,shogy ez a
tulajdonsag nem életkor fugg Figyelemre méltd medfigyelés az a
tendencia, hogy a legalacsonyabb coated-thromboéytékeket a
JAK2-V617F mutacié pozitiv, nem kezelt betegeknélrtink (21.8%),
mig a kezelt, muticié pozitiv (33.1%) és a JAK2-YBlnegativ
kezeletlen (30.1%) és kezelt (36.6%) betegek érta@gymashoz
hasonloak és a kontroll kozeliek (37.6%) Korabbzlkéek szdlnak a
JAK2-V617F mutacio eés a verlemezkék P-selectin esguioja,
valamint a thrombocyta-leukocyta interakciokrél. Acoated-
thrombocyta képidésben részt vévmechanizmusok részben azonosak
az apoptézisban megfigyeldetfolyamatokkal. A proapoptotikus
hatdsok (pl. BAX aktivator) emelik, mig az apopszjatlok (pl.
caspase inhibitorok, MPTP gatldék) csokkentik a edghrombocyta
képadést. ET-ben legljabban az apoptézis zavarat raktaki.
Tekintve, hogy a HU a dézissal egyenes aranybanzitk az apoptozist
feltételezzik, hogy a HU az apoptdzis fokozasavakle a coated-
thrombocytak aranyat. ET-ben mind trombotikus, miamdvérzéses
szowdmeények edfordulhatnak, kalonésen nagy-rizikoju betegeknél
(60 éve felett, trombotikus betegség az anamnézistay >1500 G/L
vérlemezke szam) altalunk vizsgalt betegpopulaciaem fordult &l
1500 GI/L feletti thrombocyta szdm. Huszonhat betely 60 évesnél
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idésebb, de ezek coated-thrombocyta aranya nem ki#6ttho
szignifikansan a fiatalabb ET betegek28.9+11.6% vs. 32.6+10.4%)
Az ET-s betegekben megfigyelt alacsonyabb coatemi¥thocyta arany
hozzjarulhat a vérlemezkékiikbdészavarahoz, aminek a tisztazasa
még tovabbi vizsgélatokat kivan.

Osszefoglalas — Uj megallapitasok

A coated-thrombocytak képdését a szérum ill. a vérlemezkék
cink tartalma befolyasolja. A szerotoninalgranulum eredét
fehérkék sejtfelszini kovalens Kdlesét facilitélja. A cinkhiany
kovetkezmeényében kialakult vérzészavar hatterébestkkent
coated-thrombocyta arany is allhat.

A coated-thrombocytak képdésében az apoptozisban szerepet
jatsz6 mechanizmusok is részt vesznek. llyen pl. a
mitokondrium permeabilitdsi atmeneti porus, amirggklasa,
vagy aktivalasa a coated-vérlemezkék aranyat csdikkil.
noveli.

Minden coated-thrombocyta atlagosan 15-25 thromiaecy
mikropartikulat hoz létre. Ezen mikropartikulak akszerepdi a
hemosztazisnak.

A CD9 tetraspanin szikséges a thrombocyta-mikriqoedk
képzdéshez, gatlasa esetén nem jonnek létre mikropkikik
A CD9-nek ismert szerepe van a sejtfuzioban, eglgizpélda,
hogy a sejtdarabolédasban is részt vesz.

Essentialis thrombocythaemiaban a coated-thrombBk@tanya
szignifikAnsan alacsonyabb, az egészséges korkinoltokeépest,
mely aranyt az apoptozist is géatlé hydroxyurea reak
normalizal. Ez az alacsonyabb coated-thrombocytanyar
fluggetlen a kortdl, a thrombocyta-szamtél. A JAKAVE
mutacio pozitiv esetekben még alacsonyabb értékalédtunk.
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Az alacsony coated-vérlemezke arany hozzajarulhdETaben
eszlelt thrombocytopatiahoz.
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