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Osszefoglalas

Ha a thrombocytadkat convulxinnal (GPVI aktivatordiggkigyd méreg) és
thrombinnal egyiddijleg aktivaluk akkor a vérlemezkék sajatos
szubpopulacioja alakul ki. Ezen thrombocytakraejeliy a foszfatidil-szerin
expresszio, aa-granulum eredétfehérjék retencioja és az ezekkel egyuitt jard
fokozott prothrombinaz aktivitas. A coated-thromytacelnevezeés a sejtfelszini
halézatos, egymassal részben kovalens kotésberd |alwvadasaktiv
fehérjeburokra utal. Jelen munkaban d@ént aramlasi cytometrias
vizsgalatokkal bemutatjuk, hogy a cink fokozza ated-thrombocytak aranyat.
A biologiai mechanizmusok részben az apoptézis8absek, az apoptozisban
szerepet jatsz6 mitokondridlis permeabilitas atrengérus (MPTP)
befolyasolasa kihat a coated-vérlemezke tefd@dre is. A thrombocyta eredet
mikropartikuldk képédése is szoros kapcsolatban van mind a coated-
thrombocytakkal, mind az MPTP-vel. Tovabbiakban b&tuk, hogy a CD9
tetraspanin molekula, az ismert sejtfuzios szerep@éna mikropartikulak
kepzddésben is szerepet jatszik. A klinikai jelés#g megismerésére essentialis
thrombocythaemiaban (ET) vizsgaltuk a coated-thmmeytakat. Kimutattuk,
hogy a nem kezelt ET-s betegek coated-thrombocgtaya alacsonyabb, mint a
kontrolloké, amit a hydroxyurea (HU) terapia szfigdinsan emel. Ez a hatas
nem fligg a kortdl és a JAK2V617F mutacié pozitietek még alacsonyabb
ertékkel birnak. A jelenség véllbktg szerepet jatszhat az ET-s betegekbeh lév
thrombocytopathiaban.

Kulcsszavak
apoptozis, CD9 tetraspanin, Coated-thrombocytangisdis thrombocythaemia
flowcytometria, thrombocyta-mikropartikula



Summary

Coated-platelets represent a subpopulation of obléerved after dual agonist
stimulation of platelets with convulxin (GPVI agehirattlesnake venom) and
thrombin. The hallmarks of coated-platelets arefasar expression of
phosphatidylserine and retentionoefiranule proteins accompanied with strong
prothrombinase activity. The name of ,coated” reféo the surface bound
coagulant protein matrix stabilized by partiallwatent manner. Based mainly
on flowcytometric analyses we have managed to stimat zinc increases
coated-platelet production. Machinery of coatedgdda synthesis are partly
common with apoptosis. Inhibition or activation maftochondrial permeability
transition pore (MPTP) in the apoptotic processugrices the coated-platelet
formation. Production of platelet-microparticlesiis strong connection with
both coated-platelets and MPTP. Furthermore weeptethat CD9 tetraspanin
plays role not only in cellfusion but in micropaté formation too. To assess
the clinical importance coated-platelets have bestndied in essential
thrombocythaemia (ET). Significantly lower level$ coated-platelets have
been detected in ET patients compared to contras,influenced by age.
JAK2V617F mutation further decreases the coatetdlgtalevel. Hydroxyurea
(HU) treatment restores coated-platelet productidrese observations support
the thrombocytopathy observed in ET.

Keywords
Apoptosis, CD9 tetraspanin, Coated-platelet, egdethitombocythaemia, flow
cytometry, platelet-microparticle



Roviditések listaja
ACD — acid-citrat-dextroz

ADP — adenozin-difoszfat

ALB6 — anti-CD9 monoklonalis antitest
a,AP —ap-antiplazmin

AP2 — anti-GPlIb/lIlla monoklonélis antitest
ATP — adenozin-trifoszfat

A32187 — kalcium ionofor

BALBc — albind haziegértorzs

BAX — Bcl-2 asszocialt X protein

Bodipy — boron-dipyrrometilén

BSA — marha szérum albumin
b-BSA-(5-HT) — biotinalt BSA-szerotonin
BSGC - pufferelt NaCl-gliikoz-citrat oldat
CD9 — p24, motility related protein 1
COAT — convulxin and thrombin
Coated-thrombocyta — hiperaktiv vérlemezke szubigapu
CVX — convulxin

CT — PFA-100 zarodasidd

Cys-A — cyclosporin-A

DMP-802 — anti-CD9 monoklonalis antitest
AY,, — mitokondrium organellum potencial
ECso — félhatasos koncentracid

ET — essentialis (haemorrhagias) thrombocythaemia

Fbg — fibrinogén



FITC — fluoreszcein-izotiocianat

FMC — anti-CD9 monoklonalis antitest

fiz. s6 — fiziologias sboldat

FV — véralvadasi faktor V

FVIII — véralvadasi faktor VIl

FX — véralvadasi faktor X

GAMG — kecske anti-egér monoklonalis antitest

GP — glikoprotein

HEPES — 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin-etan-szusfawn

HU — hydroxyurea

ITP — idiopathias thrombocytopenias purpura

IV.3 — anti-FgRIla monoklonalis antitest

JAK2 V617F — Janus kinaz 14. exonjandé®1849T (V617F) mutacié
JC-1-5,5",6,6-tetrachloro-1,1’,3,3’ tetraetil@midazolilcarbocianin jodid
L-PL — nagy (>20 fL) thrombocyta arany

MIX — 100 ul reakci6 elegy a coated-thrombocytasgéatoknal
ML13 — anti-CD9 monoklonélis antitest

MPTP — mitokondrium atmeneti permabilitasi pérus

MPV — atlagos thrombocyta térfogat

MRNS — messenger RNS

NSAID — nem szteroid gyulladascsokkght

NG-Ac — Newport Green észter

PAC-1 — aktiv GPIIb/llla ellenes antitest

PAF — thrombocyta aktivator faktor



PAO - fenil-arzénoxid

PFA-100 — thrombocyta funkcié analizator
PBS — foszfat pufferelt NaCl oldat

PE-SA — phycoerythrin-streptavidin

PS — foszfatidil-szerin

SCC - oldalszorés

SLE - szisztémas lupus erythematosus
SN4 — anti-CD9 monoklonalis antitest
TAB — anti-GPlIb antitest

TIA — tranzitorikus ischémias attak
TMA4SF — transzmembran 4 szupercsalad
TPEN — N,N,N’,N’-Tetrakis-(2-piridilmetil)-etiléndimin
TRAP — thrombin receptor agonista peptid
TSP — thrombospondin

VWF — von Willebrand faktor

5-HT — 5-hydroxi-triptamin = szerotonin



Bevezetés
Az aktivalt thrombocytak szamos tekintetben kuldmiek a keringésben lév
nyugvo vérlemezkékt:

o alaki valtozds: a diszkoid alakbol pszeudopodiunabkkboritott
,Sundiszno” alakuva valnak
» a sejtmembran bdisoldalardl a foszfatidil-szerin a kiéloldalra fordul

(flip)

e az a-granulumok ill. a denz testecskék tartalma a throcgtak kozti
térbe kerll (release)

 az vérlemezkék felszinén alvadasaktiv anyagok,vaktireceptorok
jelennek meg

e az igy kialakult foszfolipid/ fehérje felszin részész a koagulacios
kaszkadban is

A vérlemezkék aktivacidéjaban szamos adheziv gliatgin és sejtfelszini
receptor vesz részt: a VWF-t KOGPIb/IX/V, a fibrinogént és VWF-t két
GPIlIb/llla, a kollagént megk6tGPla/lla és GPVI, valamint a fibronectint &t
GPla/lla és laminint két GPIc/lla. A glikoproteinek mellett az egyik
legesebb fiziologids thrombocyta aktivator a thrombia, vérlemezke
felszinén |éé thrombin receptoron keresztll aktivalja a thrompékat.
Szadmos mas fiziologidsan iséfdrduld anyag pl. a ADP, arachidonsav,
adrenalin, thrombocyta aktival6 faktor (PAF) vaggsterséges szubsztancia pl.
a thrombin receptor agonista peptid (TRAP) képesfeat részletezett
folyamatokat beinditani.

A laboratoriumi munkaban a nehezen standardizalkaitagén helyett a
hasonlo GPVI aktivalo kigyomeérget a Convulxint ashnalhatjuk.

Thrombocyta aktivacio soran a vérlemezkék felszirgramos fehérje
mennyisége meg@n Aramlasi cytometrias vizsgalattal mar kis kiiloédpst is ki
tudunk mutatni. Trombin aktivalt vérlemezkék fetgan példaul az V faktor
retencigjat észleljuk. (1. abra)



400
400

320
Lo

241
]

Counts
160
]

a0

T TT Il G _-
1 10 wd n? 10! 10°
FL2H FLzH

3 4

1IIII 10 10
1. &bra [7]Thrombinnal (A) és convulxinnal (B) aldlt vérlemezkéken
biotinnal konjugalt V faktor kimutatasa phycoerythstreptavidin (PE-SA)
fluoreszcenciaval. Ures gorbe: nyugvd vérlemezk&Md terilet: aktivalt

thrombocytak, nagyobb FL2 értékkel, ami tobb feldz¥/-t jelent.

Az a megfigyelés, hogy a vérlemezkéknek bizonytgdansaguk alapjan tdbb
fajtaja van mar nem () kelet1965-ben Webber and Firkin [1] figyelte meg
elészor a lathatd kulonbségeket a vérlemezkéek koaddisok citopatoldgiai
festéssel, a vérlemezkék citoplazmatikus foszfeitantatdsaval differencialtak
kulonbo®d vérlemezke populaciokat. Az ezzel jard biokémitdrések leirasa
Behnkeés koll. nevéhezitodik [2,3]. Mar Pasquetis leirta, hogy kollagén és
thrombin aktivacié utan a thrombocytak egy részagyobb mennyiségben
expresszal foszfatidil-szerint [4], miGeng és Tracy megfigyelése szerint
nagydozisa thrombin aktivacié utan a thrombocyté@kzet 40%-a nagyobb
mértékben prezentdl aktiv faktor V-t és X-t [5]. Z@tlen videOmikroszkopos
vizsgalatok alapjan létezik egyoéls (,vanguard”) vérlemezke populacio, ami
képes a vaszkularis 1ézi6 helyén szabadda valéad@tihez k@dni olyan
mabdon, hogy ezt a GPIIb/llla receptorgatlok nenkkddjak. Az igy lekoddott
vérlemezkék a tovabbi thrombocytaknak tapadasidtdént szolgalnak, amit
mar a GPlIb/llla gatlok akadalyozni tudnak [6].
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Coated-platelets — Fedett vérlemezkék, coatedwmért&ek

Ha a vérlemezkéket egyszertierombinnal és kollagénnel aktivaljuk, akkor
annak ellenére, hogy az 6sszes thrombocyta masina&livacion esett at 2
populécié alakul ki a vérlemezkék felszinén kimuodéb alfa-granulum eredet
fehérjék alapjan. A thrombocytak mintegy 30%-an.@338 9.3%) [7,8,9] 10-
100x t6bb ilyen alvadas aktiv anyag halmozodik Kéilel ez ketés stimulusra
(convulxin és thrombin) alakult ki, ezért korabb@®nvulxin And Thrombin=
COAT thrombocytaknak nevezték. Tekintettel arragyhaegyéb agonistak,
egyedul, vagy kombinaciéban, kisebb-nagyobb méeéklképesek ilyen
szubpopulacio létrehozaséara az elnevezés megwvillter@ létrehoz6 agonista
helyett inkdbb a végtermék tulajdonsaga alapjan nm@am COAT-
thrombocytanak [10], hanem coated (fedett) thromt@owak nevezzik. (2.
abra) Coated-thrombocytat hoz létre a convulxirhrornbin aktivacié mellett
példaul thrombin + Fc receptor kétés [11], nagy islbzthrombin [5,12],
thrombin receptor agonista peptid (TRAP) [12] vagyg immobilizalt
kollagénnel tortéh thrombocyta aktivalas [13,14]. Az, hogy a ketaktivacio
soran a thrombocytak hany szazaléka alakul coatedrbocytakka tobb
tényed befolyasolja: még egy@le ismeretlen faktorok mellett a szerepet
jatszik a reakcid émérséklete, azaz szolgamhérsékleten tébb coated-
thrombocyta képik, mint 37 °C-on. Az Ujonnan képdott vérlemezkék
szintén nagyobb sz&zalékbav (%) alakulnak fedett vérlemezkékké (3. abra)
[10].

Fontos kihangsulyozni két dolgot a coated-thrombenckialakuldsaval
kapcsolatban:

1. A vérlemezke aktivacié soran olyan koncentraaiolian jelen az aktivator
thrombin és convulxin, hogy a reakcié sorarbagzeshrombocyta aktivalddik
(0.5 U/mL thrombin és 500 ng/mL convulxin).

2. A coated-vérlemezkék ternddiese soran nem egy folyamatos spektrumot,
hanem2 jol elkilonidlé populacia kapunk. Tehat az aktivalt vérlemezkek kb.
70 %-an a koradbban mar jol ismert folyamatok sdy@onyos mennyiségpl.
fibrinogén jelenik meg, mig a masik kb. 30%-an énaeamennyiségnek a 10-
100-szorosa (coated thrombocytdk). Vagy ennyi, vagwyi, nincs koztes
allapot, egy folyamatos spektrum (2. 4bra)

11



1 Thrombin + Convulxin

1
FL2-H

2. abra [7] Thrombinnal és convulxinnal egyidiejg aktivalt vérlemezkek.
Thrombocytak szubpopulécidja (nagyjabdl 30%) aldddb. 100-szoros FV
felszini tartalommal (piros négyzet). Nem folyarmaspektrum, hanem a
vérlemezkék maximalis aktivaciojuk utan vagy azikegyagy a masik
csoportba tartoznak.

a0
|

31

i ' 10°
FLEH

3. abra [7] Coated-thrombocytak (M1 regio) terdidése convulxin +
thrombin aktivacié soran fiatal, tiazol-narancs géz (A), vegyes (B) és
érett thrombocytak (C) esetén. A fiatal vérlemezkékb coated-
thrombocytat képeznek [7]. A tiazol-narancs a fiatarlemezkékben |év
MRNS-hez kétls festék.[10]

12



o o o o
[ [ [ [
[x]] —-— —-— [x]]
2 FV = Fbg = VWF 2 a2AF
2 M1 = 2
B M1 nE nE M1 B M1
0w o7 o7 0w
[ [ [ [
T (a1 (a1 T
o o o o
TR TILI T ST TR TILI T ST TR TILI T ST TR TILI T ST
FL2H FL2H FL1-H FL2H
[} [} [} [}
2 8 5 8
2 Fn 5 Tsp 2 [o[€] 2 HSA
— — ol —
wg wg M1 win w
= = = =
Zg M1 Zg 22 iz
L) L) - L)
o o [} [l
(] (] [Tel T
[ [ [ [

4. &bra [18] A coated-thrombocytaka-granulum eredét fehérjéket
expresszalnak (Faktor V, fibrinogén, von Willebrafadttor, a2anti-plazmin,
fibronektin, thrombospondin), ugyanakkor egyéb réhé mint az
immunglobulin G-t, vagy a human szérum albumint.nem

A coated-thrombocytdk az V Faktoron kivil mas,granulum eredét
alvadasaktiv anyagokat is prezentalnak a felszimiégymint: Faktor V,
fibrinogén, von Willebrand faktor (VWFq,anti-plazmin ¢,AP), fibronektin,
thrombospondin [10] (4. abra).

Az a-granulum eredétfehérjek a coated-thrombocyta kégese soran aktiv,
enzimatikus uton rogzilnek az aktivalt thrombocytéddszinén. Ezt a
folyamatot transzglutaminaz gatlékkal megakadalatigik. (5. abra) llyen a
vérlemezkék szamara rendelkezésre all6 transzghdaok a szoveti
transzglutaminaz [15] és a faktor Xlll. A faktor IKInagy mennyiségben
talalhaté a vérlemezkékben [16]. A vérlemezke fibgén receptor (GPIIb/llIa)
gatlasa nem csokkenti a coated-thrombocyta szstiézifehérje retenciot [8].
Az aktiv GPlIb/llla ellenes monoklonalis antitestPAC-1 nem gatolta és
szamos egyéb GPIllb/llla gatlé éppenséggel novelteoaed-vérlemezkek
szazalekos kialakulasat in vitro [8].

13
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5. abra [10] Transzglutaminaz gatl6 dansyl cadameriddzisfigd meértékben
gatolja a coated-thrombocytak kialakulasat. A: Calmin + thrombin aktivacio
soran kialakult coated-thrombocytak (100%) menmasé dansyl cadaverine
dozis emelésével csokken. B: harom kulédlm@ated-thrombocyta marker, a
von Willebrand faktor, az2anti-plazmin és a fibrinogén hasonléan viselkedik
dansyl cadaverine hatasara.

Az a-granulum eredét fehérjek tehat a coated-vérlemezke Keélgs soran,
transzglutaminaz reakciét igénybe véve egy halézdtsszefonodott strukturat,
bevonatot hoznak Iétre a thrombocytak felszinénvabbi vizsgalatok
megebsitették, hogy a szerotonin kulcsfontossagu ezemérje halozat
kialakulasaban: aa-granulum eredét fehérjék szerotoninalédnak, szerotonin
kotodik hozzajuk és ezen szerotonindlt fehérjek a thoyta felszinen
taladlhatd fibrinogénhez és thrombospondinhozdiek. [10,17] A molekulak
kozotti multivalens kdidések stabilizaljak a fehérje burkot. [18] Ez a
mechanizmus magyarazza, hogy a coated-vérlemezkéiZemagysagrenddel
tobb ilyen protein mutathato ki. (6. abra)

14
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6. abra A coated-thrombocyta képes soran az-granulum eredet fehérjék
szerotoninalodnak. d&eéges szerotonin (HT) pool talalhato a denz
testecskékben. A szerotoninhoz kapcsolt fehérjékibanogénen és a
thrombospondinon Iév koéthelyekhez kapcsolodnak. Ezen multivalens
kapcsolodasokat egyéb receptor-liganddskié@sek (V faktor - foszfatidil-szerin,
fibrinogén - GPIIb/lll/a, thrombospondin - CD36 &dsitik, ezaltal egy éis
fehérjeburok jon létre a coated-thrombocytak feléai

A coated-thrombocytdk egyik jellegzetessége tehatelbb elmondottak
alapjan az alvadasaktiwy-granulum eredét fehérjéklsl allo fehérjeburok.
Masik tulajdonsaga a foszfatidil-szerin megjelengserlemezke sejtmembran
extracellularis oldalan [7]. Ugyanakkor a foszfét&kerin expresszio
onmagaban még nem jelent coated-thrombocytat [7]kafcium ionofor
A23187 altal aktivalt vérlemezkék csaknem 100%-sefatidil-szerin pozitiv,
ugyanakkor a coated-thrombocytak egyéb tulajdoris@gid hordozzak. Nem
aktivalt thrombocytak esetén a foszfatidil-szerikting ATP-31 szarmazo
energia segitségével déah a sejtmembran béldelére kerll, a foszfatidil-
etanolamidhoz hasonléan [19]. llyen, a vérlemezésdtén szOba jolteflipaz
enzim a thrombocyta ATP-azok ill. az ABC transzpmk. A flipazoknal
kisebb jelenisédi a szkramblazok ilyen #tkddése, azonban ez a még
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ismeretlen mechanizmus, nem specifikus a foszfatadirinre €s nem jar aktiv
energiafelnasznaldssal. A coated-thrombocytak, an neoated aktivalt
thrombocytakhoz hasonloéan, tehat foszfatidil-szeriexpresszalnak. Az
alvadasaktiv fehérjeburok (benne a sok faktor M)spla negativ toltés
foszfatidil-szerin foszfolipid idedlis feltételtreemt a véralvadashoz, az aktiv X
faktor megkotéséhez, ami a coated-vérlemezkék Ithknjallegzetessége: a
potens prothrombinaz aktivitas (7. abra) [7].
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7. abra [7]Kllonféle agonistakkal aktivalt thrombydék prothrombinaz
aktivitasa, azaz 1 perc alatt termelt thrombin mgsége. Control: nyugvo
vérlemezkék, A23187: 1 uM A23187 kalcium ionofo#, Ahr: 1 uM ionofor

+0.5 U/mL thrombin, Thr: 0.5 U/mL thrombin, CVX:®ag/mL convulxin, thr

s,

ng/mL, 500 ng/mL) aktivalassal. Piros oszlopokzlke&s coated-thrombocytak
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Célkitiizesek

|. A coated-vérlemezkékkel végzett alapkutatas

I/1 A cink és a coated-vérlemezke kapcsolata

A vérlemezkék nagy mennyiségink iont tartalmaznak. A cinknek szamos
biologiai folyamatban van szerepe, ugyanakkor anydatdbbek kozott
vérzekenységhez vezet. A coated-thrombocytak, &lgper vérlemezkeék,
irodalmi adatok szdélnak a vérzékenység és az algcsoated-thrombocyta
arany kapcsolatarol. Cinkkibfehérjéket alkalmazva megvizsgaltuk, hogy ezen
nyomelemnek milyen hatdsa van a coated-thrombd@gadésre.

I/2. Porusképédes a coated-vérlemezke kialakulasa soran

Sejtmembran impermedbilis fluoreszcens festékeketszridlva azt a
megfigyelést tettiik, hogy a coated-thrombocyta képs soran a festék kijutott
a vérlemezkahl. Feltételeztik, hogy a coated-thrombocytan pdiakul ki,
amin a festék atjut. Vizsgalatainkkal arra kerestikdlaszt, hogy mekkora ez a
porus és aktivalasaval, vagy gatlasaval valtoztéthaa coated-thrombocytak
termebdése?

I/3. A mikropartikulak és a coated-vérlemezkék lsmpata

A vérlemezke eredétmikropartikulak a szervezetbensfrduld leggyakoribb
mikropartikuldk. Mind a normalis hemosztazis femt@saban, mind patoldgias
allapotokban bizonyitott a szerepik. Az aktivatbthbocytakrol izédonek le.
Kimutatdsuk &ramlasi cytometrias modszerrel nehdizsgaltuk annak a
lehetiségét, hogy a flowcytometrias rendszer érzékenydelgézzuk, valamint
arra is kerestik a valaszt, hogy van-e kapcsotaiated-thrombocyta kéfidés
a mikropartikula termédés kozott.

I/4. Tetraspanin (CD9) és a thrombocyta-mikropattkepbdés

Eddigi vizsgalatainkkal kimutattuk, hogy a coatadstnbocyta képiés egyitt
jar thrombocyta mikropartikulak terndéelésével. Vizsgaltuk, hogy van-e
Osszefliggés a coated-thrombocytat eredményagonistak mikropartikula
képd képességét illéen? Ehhez kapcsoldddan részletesen attekintet@iioa
molekula szerepét a thrombocytaikiiddésében, valamint a mikropartikula
termebdésre kifejtett hatasat.
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ll. A coated-thrombocytak vizsgalata essentialisitibocythaemiaban

Egyre tébb klinikai adat sz6l a coated-thrombocyté@kegségekben betoltott
szerepéil. Ha a hemosztazis egyensulya a trombotikus irarighddik el, mint
pl stroke, cukorbetegség, akkor magasabb, ha inkaldrzékenység iranyaba,
mint pl agyvérzés, vagy haemophilia, akkor alacabhbycoated-thrombocyta
aranyt talaltak ez eddigi irodalom alapjan. A nagylemezke szammal jaré
essentialis thrombocythaemidban még eddig senki wesgalta a coated-
thrombocytakat. A kliniankon gondozott ET-s betdg#kialakitott homogén
betegcsoport  coated-thrombocyta aranyait hasadnilitot egészséges
kontrollokéhoz. Vizsgaltuk, hogy a hydroxyurea Kézeéhogyan befolyasolja az
észlelt alacsony coated-thrombocyta szintet?
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Vizsgalati modszerek

A gélfiltralt thrombocyta dlkészitése

Mind az alapkutatdsban, mind klinikai vizsgalatakbgeélfiltralt vérlemezke
szuszpenzioval torténtek a kisérletek. Az antealibivénabdl 5 ml vért vettiink
0.5 mL acid citrat dextrézt (ACD) tartalmazdiamyag fecskerivel. A mintat
szobalbin 1:2-re higitottuk pufferelt NaCl-glukoz-citratdalttal (BSGC, pH
7.3), amit ezutan franyag c8ben 170 g-vel 8 percig centrifugéltunk. A
thrombocyta das plazméat (PRP) Sepharose CL-2B @&iflurich, Saint Louis,
MO, USA) gélt tartalmazé oszloponistiik. A tisztitott vérlemezke oldatot
4x10/uL-re allitottuk be BSGC-vel.

Flowcytometrias vizsgalat

A vérlemezke aktivacio ill. az immunfestések 100 tgtfogatban térténtek 37
°C-on: 79 pL MIX (10 mM HEPES, 1 mg/mL BSA, 2.5 mtaCI2, 1.25 mM
MgCI2 és 150 mM NaCl) + 10 uL 40 G/L gélfiltralt ieémezke + 1 pL biotin-
fibrinogén (100 pg/mL) (Sigma-Aldrich) + 10 pL agsta convulxin (1.25-0.5
ng/mL) (Pentapharm, Basel, Switzerland) céthrombin (5 U/mL) (bovine
thrombin; Sigma-Aldrich). A kilénb@ztesztekben egyéb agonista keveréket is
alkalmaztunk a 10 pL-ben: 5 U/mL thrombin + 10 pl23A87. A biotin-
fibrinogén helyett 10 pg/mL FITC-anti-fibrinogéntaestet is hasznaltunk (ill.
egyéb FITC jelolt antitestet) jelblésként. Porugsgalatok esetén FITC-
phalloidin 1 uM, ill. calcein 2 uM koncentraciébanlt a jelob anyag. Gatld
vagy aktivalé kisérletek soran altalaban a géffittthrombocytakat inkubaltuk a
megfeleb anyagokkal pl.: 150 uM o-phenanthroline, 4pmoliiclosporin-A,
10 pg/mL ALB6 stb. Anti-CD9 antitest alkalmazasakar vérlemezkéket
inkubaltuk, hogy az R&lla receptor blokkolasaval gatoljuk a vérlemezkék
anti-CD9 altali aktivalédasat. Anti-GP lIb/llla hasdlatakor nem kellett 1V.3-t
elézetesen alkalmazni, mert ezek az antitestek a kovésgalatok szerint nem
aktivaljak kozvetlendl a vérlemezkéket.Tiz percegl agonistdak hozzaadasa
utan, a reakciét megallitottuk és a thrombocytdkadltuk 200 pL 1%-0s
paraformaldehid/HEPES/NaCl hozzaadasaval 20 petcigkalas utan 3.5 mL

1 mg/mL BSA-t tartalmazé PBS-t adtunk a reakcidgheg (PBS/BSA), majd
1500 g-n 15 percig centrifugaltuk. A pelletet 200 PBS/BSA-ban
reszuszpendaltuk, majd jeldltik anti-CD4la-PE-Cy® RE-streptavidinnel
(Becton Dickinson, San Jose CA). A jel6lés utarbjaentrifugalas tortént a
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korabbiak szerint, majd PBS-ben reszuszpendaltjghtét thrombocytakat. A
P-selectin (CD62) meghatarozas a korabbi médotakeszerint tortént. [20]

A flowcytometrias vizsgalatok FACS-Calibur (Bect@nckinson, Mansfield,
MA, USA) gépen, 15 mW argon lézerrel és a CellQuesgrammal torténtek
az alapkutatas esetén.

A Klinikai mintakat a DEOEC-en BD FACS-Canto Il Woeytométeren mértik
(Becton Dickinson, Mansfield, MA, USA), az adatderazése BD FACSDiva
szoftverrel tortént (6.1.3 version).

Fluorometrias cink meghatarozas

A vérlemezkék cink tartalmanak meghatarozasahoa akot Newport Green

(Molecular Probes Europe) fluoreszcens festéketri@dimk. A Newport Green
észter formaja (NG-Ac) membran permeabilis, bejtitrambocytaba, ahol az
intracitoplazmatikus észteraz az észter gyokotdigiaa ami utdn mar membran
impermeabilissa valik. A gélfiltralt nyugvo, vagktavalt thrombocytakat PBS
pufferben 30 percig 37 °C-on inkubaltuk 25 uM NG-#stekkel. PBS mosas
utan a mintakat microwell lemezen fluorofotométefFuorocount; Packard,
Rungis, Franciaorszag) mertik 485 és 530 nm hul&észon, PBS/25 pM NG-
AC blank mellett.

b-BSA-(5-HT) ELISA

A gélfiltralt thrombocytakat a MIX reakcioelegyb&0 pg/mL b-BSA-(5-HT}
azido-tetrafluoro-benzolsavval és az aktivatorokkakubaltuk 37 °C-on
korabban leirtaknak megfeten. 10 perc utdn a mintdkban keresztkotéseket
hoztunk létre UV lampaval 2 percig. (UV CrosslinkeB-UVXL-1000; Fisher
Scientific, Pittsburgh, PA). Kimotripszin 1 pg/mb percig, 37 °C-on emésztés
utdn a sejteket lizaltuk 0.5%-0s Triton X-100 otdat 10 pg/mL anti-
fibrinogénnel fedett és 2 mg/mL BSA-val blokkoltarotiter ELISA lemezeket
100 pL thrombocyta lizatummal tolt6ttik fel 90 perszobabin. A lekdvdott
BSA-(5-HT)-t streptavidin-peroxidazzal mutattuk ki.
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PFA-100 teszt

A vérlemezke rik6dést nagy nyir6ér(5000-6000/s) viszonyok kdzott a PFA-
100 készulékkel (Siemens, Miami, Fl, USA) vizsgiltiKollagén + ADP és
kollagén + adrenalin tartalmi patronokon keresafivia a vakuum egy
membranon keresztll a vérmintat. Az aggregaloduotinibbocytak elzarjdk a
nyilast, ami a zarédasidd(CT) adja meg, masodpercben.

Bodipy fluorochrom jelélés 1.

Kdzvetlenll a hasznalatasl 5 mM bodipy-maleimid-et 1:10-re felhigitottuk
HEPES/fiz. séban és etitb pL-t adtunk 1 mL gélfiltralt thrombocytahoz, am
37 C fokon, 5 percig inkubaltunk. A bodipy-maleimigégkoncentracidja 2.5
UM. 10 pL bodipy jel6lt thrombocytahoz 80 pL 1 pl/rbiotin-fibrinogént
tartalmazo reakcié puffert és 10 pL aktivatort a#ttu Az agonistak
végkoncentracidja a reakcido elegyben: 0.5 U/mL ribim, 500 ng/mL
convulxin, 1 uM A23187, kulon-kulon, vagy egymassaimbinalva. Nagy
dozisu thrombin + convulxin esetén a thrombin kom@iojat 2.5 U/mL-re
emeltik, mig a convulxin maradt 500 ng/mL. A milkadikula vizsgalathoz a
mintakat a vérlemezke aktivalas utan 1:100-ra g@bituk HEPES/fiz. s6-val.
A coated-thrombocyta szazalékos meghatarozashoul2@eakciés oldatot
adtunk 6 pg/mL PE-SA-t tartalmazé 100 uL HEPESH@-hoz. Szobdm 5
perc mulva 1 %-os formalinnal fixaltuk és higitéttulowcytometrias
vizsgalathoz a korabbiak szerint.

Bodipy fluorochrom jelélés 2.

A bodipy-maleimid-et a vérlemezke aktivalas utahagza lehet adni a reakcio
elegyhez, igy ki lehet kiiszoboélni a festék esetlegérlemezke aktivaciora
kifejtett hatasat. 10 pL vérlemezke (4%HOL HEPES/fiz. s6) adtunk 80 pL 1
ng/mL biotin-fibrinogént tartalmazo6 pufferhez, arbt uL agonista keverékkel
Isd. 15. oldal aktivaltunk. 5 perc aktivadlas uté@ L 5 pM-os bodipy-
maleimid-et tettink minden kéntdse és 10 perc jelblés utdn 1:100-ra
higitottuk HEPES/fiz. sé-val a mikropartikuldk wgdatdhoz. A coated-
vérlemezkéket a korabban leirtak szerint mutattuk k
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Mitokondrialis atmeneti permeabilitasi por(mitchondrial permeability
transition pore) aktivatorvizsgalat

A bodipy-jelolt convulxinnal és thrombinnal aktivdhrombocytdkhoz 1 perc
aktivalas utan PAO-t, vagy diamid-et adtunk, ugygya végkoncentracio 6-50
UM (PAO) ill. 60-250 uM (diamid) legyen. A teljektavacio 10 percig 37 C
fokon tortént.

Konfokalis mikroszkopia

A konfokalis képek Leica TCS NT (Heidelberg, Némstag) mikroszkoppal,
100x objektivvel, 1.4 numerikus apertira mellegzidtek. A hasznalt Iézerek a
kovetkedk: 488 nm Argon, 568 nm Krypton, 633 nm Helium-Neon

Aramlasi cytometria bodipy-jelolt vérlemezke esetén

A flowcytometrias vizsgalatok FACS-Calibur (Bect@ickinson, Mansfield,
MA, USA) gépen, 15 mW argon lézerrel és a CellQpesgrammal torténtek.
Minden beallitas logaritmikus volt. Az elleniranygzoras (Forward Scatter,
FSC) EO2, az oldalszéras (Side Scatter, SSC) 47%L\M, 600 V volt. Az
adatokat kb. 100-as FL1 kiszobbeligyttik. Masodlagos kiszébérték nem
volt. Az HEPES/fiz. s6-ban 1:100-ra higitott akttivlarombocyta mintakat 90
masodpercig mértem kdzepes aramlassal (35 pL/p&ecfL1 kiszdbértéket
agy valtoztattuk, hogy a nem aktivalt kontroll €setz dsszes esemény 50/perc
alatt legyen. A mérést a thrombocyta aktivacio ésiata higitasa utan 30
percen belll elvégeztik. A biotin-fibrinogénnel lésdipy-vel jeldlt coated-
thrombocytak mérése a kovetkezedllitassal tortént: FSC E00-n, SSC 330 V,
FL1 560 V, FL2 560 V. A kompenzaciok: FL1 — 0.8%F2FL2 — 40%FL1.

Coated-thrombocyta kimutatas cinkmentes diétanttaggereknél

A helyi allatkisérleti szabalyok betartdsaval BALBgereket kereskedelemben
kaphat6 cinkmentes tapszerrel etettlink és cikkrsanteel itattunk. Az
elkabitott egerekdd kardialis szarasbol 1 ml citrattal alvadasgatelit vettik.

A vérminta tovabbi feldolgozasa és a coated-thraytédk kimutatasa
megegyezett a human kisérleteknél alkalmazottiesiial.
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Betegek és moddszerek essentialis thrombocythadratégek vizsgalatanal

A DEOEC II. Belklinikdn ez id szerint 175 ET-s beteget gondozunk. A
betegek kisebb része, a kis-rizikdju betegek, rgmyelnek kezelést, vagy csak
thrombocyta gatlé szereket kapnak (aszpirin, clogidl). A nagy trombdzis
rizikoval rendelkeg betegek (60 év felett, trombotikus esemény az
anamnézisben), vagy nagy vérzeéses rizikdju betégEk00 G/L thrombocyta-
szam) mindenesetben citoreduktiv kezelésben rédseésiEz az esetek
legnagyobb részében hydroxyurea (Litalir, Bristojdvs Squibb), vagy
anagrelid (Thromboreductin, AOP Orphan) terapil&ne

Mivel korabbi kozlések szolnak arrél, hogy az NSAIBzerek és a
cukorbetegség befolyasolhatjak a coated-thrombdeytaebdést [80,81], ezért
a vizsgalatba olyan betegeket valogattunk be, akik diabéteszesek és nem
szednek NSAID-ot, anagrelidet. A vizsgalati csopdtwmogénné tétele
érdekében trombozis és vérzés szempontjabdl negadmnézis pacienseket
valasztottunk.

Flowcytometrias modszerrel 43 ET betegben hatédkoaneg a coated-

thrombocyta aradnyt és a P-selectin (CD62) pozitstitts ezeket hasonlitottuk
31 egészséges kontroll eredményeihez. A 43 béltddgbnem kezelt és 28 HU

kezelésben részesilt. Emellett még vizsgaltuk méike funkciot PFA-100

modszerrel.

Statisztika

Az adatokat a Student t-teszttel hasonlitottuk @&sss a statisztikai
szignifikancia P < 0.05 volt. Az MPTP-s mikropatti& termebdési adatokat
paros t-teszttel értékeltlk.

Az ET-s betegek adatainak a feldolgozasa soranl@adgorov-Smirnov tesztet
hasznaltuk a normalitas értékelésére. Lineariseesgiot hasznaltunk a nem, a
reticulocyta-szam és a thrombocyta-szamnal. A asokokOzti variancia
analizis Kruskal-Wallis teszttel tortént, p<0.05attl értéket tekintettiik
szignifikansnak. Statisztikai programként a SPS&t. 13.0 (SPSS inc.,
Chicago, Il, USA) hasznaltuk.
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Eredmenyek

I/1. A cink és a coated-thrombocytak kapcsolata

Bevezetés

A cink nyomelemként, viszonylag allandéan nagy lkaricacioban van jelen az
agyban, szivben, tdden, izomzatban, mig a vérben, csontban, herében,
hajszalban a bevitt mennyis8ffliiggéen valtozik a szintje. A thrombocyték, a
tobbi sejthez képest, nagy mennyiségben tartalnkazit@plazmatikus cink iont
(400-800 pM), doriten a citoplazmaban ill. a denz testecskékben [21,22
Ennek fiziolbgias magyardzata nem ismert. A cinkrepet jatszik csaknem
minden biologiai folyamatban a membranstabilizéliast sejt ndvekedésig.
Hidnya sebgydgyulasi, ndvekedeési, idegrendszerarpihoz vezet. Kozlések
vannak a cink és a primer hemosztazis kapcsolafaBar4,25]. A cink hiany
ugyanakkor vérzéses diatézishez vezet [26,27]. Eaekt felmerllt, hogy a
cinknek szerepe lehet a coated-vérlemezkék kiadatamial, mikodésénél.

Eredmények

Cink kelatorok hatasat vizsgaltuk a coated-thromtaocprodukciéra. Az
extracellularis cink kelator o-phenanthroline, Shaoro-phenanthroline és
TPEN mindegyike cstkkentette a coated-vérlemezkéknyiségét mind keis
(convulxin + thrombin), mind harmas (convulxin #dmbin + ADP) aktivalas
esetén. 150 pM o-phenanthroline bizonyult a légelsb gatlé hatasunak,
66+12%-kal csbkkentve a coated-vérlemezkék terd@dét. (8. abra)

A thrombocytak intracellularis cink tartalma ugykkar a 40+17%-kal
csokkent a harmas aktivacié soran. (1. tablazat)Mkos koncentracioju cink
valosziriileg aktivan részt vesz a coated-véerlemezkék ddgseben. A
szerotonindliu-granulum eredétfehérjiek kotbdéset ésitheti az immobilizalt
fibrinogénhez. Emellett sz6l az a megfigyelés, hé&gy uM cink 56%-kal
csOkkentette a biotin-BSA-szerotonin fibrinogénh&édées EG, ertékét (9.
abra).

A cink szerepe mellett szol az is, hogy 40 napigkmmientes diétan tartott
patkanyok szignifikansan kevesebb coated-thromiabcyépeztek ket
agonista stimulusra (10. abra).
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8. abra [28] Extracellularis cink kelatorok hatdsa coated-thrombocyta
képzdésre. A: nyugvé thrombocytak. B: convulxin és ririm egyidef
aktivalassal coated-thrombocytak alakulnak ki (FRtilet). C: 150 uM o-
phenanthroline (0-PT) 80%-kal csokkenti a coatemtibocytak aranyat. D, E,
F: harom cink kelator dézisfliggcoated-thrombocyta gatldé hatasa.
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Kontroll vérlemezkék 0.243+ 0.036ug Zn / 16 thr

Coated-thrombocytak 0.146+ 0.047ug Zn / 16 thr

40+ 17 %
% valtozas
n=15 p<0.001

1. tabladzat [28] Teljes cink-szint kontroll és oedithrombocytakban. Az
intracellularis cinktartalom csokken coated-throropta kialakulasa soran. A
gelfiltralt vérlemezkék, harmas agonista aktivésodan (convulxin + thrombin
+ ADP) az intracellularis cink 40 %-t elvesztették.

Megbeszélés

Elmondhatd, hogy a cink ion szerepe a vérlemezikkodesében nem ismert
pontosan. Kisérleteink azt a mediegredményt hoztak, hogy az extracellularis
cink Kkelatorok gatoljak a coated-thrombocyta Kaejest. A coated-
thrombocytak aktivaciéjuk soran az intracitoplazing cinktartalmuk 40%-at
elvesztik. Ez a sejtekb kiaramlé cink a coated-thrombocytak felszini
fehérjeburkanak megszilarditdsaban vesz részt. ekosminalt a-granulum
eredett fehérjék fibrinogénhez és thrombospondinhoz vadalens kdidéseét
facilitaljak, mint ahogy kisérletes korilmények &tiza szerotoninalt albumin
fibrinogénhez kapcsolodaséat dozistdl fagmértékben fokozta. A cink hiany
allatmodellekben vérzészavart okoz. Tovabbi adat@rtink a cinkmentes
diétan tartott egerekkel. Minél hosszabb ideigotara cinkmegvonas, annal
jobban csokkent a coated-thrombocyta populacié yararaz aktivalt
vérlemezkéknél.
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9. abra [28] A cink fokozza a szerotoninalt albumiibrinogénhez
kapcsolodasat. Az extracellularis cinknek szeregleetl a szerotoninali:-
granulumbdl szarmazo fehérjeknek a fibrinogén é@sntbospondinon l&v
szerotonin kdathelyekhez kapcsoldodasaban. Szerotoninhoz (5-HTEskép
albumin (bovine szérum albumin) fibrinogén ddiisét vizsgaltuk ELISA
maodszerrel. A cink fokozza a biotin-BSA-(54Kbdés sebességét és mértékét
az immobilizalt fibrinogénhez.
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10. &bra [28] Coated-thrombocytak cink hianyos aijden. 40 napig
tojasfehérje bazisu, cinkmentes étrenden tartottd@f) BALBc egerek és cink
szuplementacioban részesulkontroll egerek coated-thrombocyta képz
képessége lathato biotin-fibrinogén assay-vel 30A@s szobaim. COAT-PIt:
coated-thrombocytak, con: kontroll egerek, earlyciakmentes diéta elején (3-
29 nap), late: a diéta végén (30-40 nap) végzeitambassay. A késszobalds
mintak szignifikAnsan kevesebb coated-thrombo&gideztek.
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I/2. POrusképé&dés a coated-vérlemezke kialakulasa soran

Bevezetés

A cink ion és a coated-thrombocytak 0sszefliggéasgalo flowcytometrias
vizsgalatok soran a kovetkezrdekes megfigyelést tettik: az intracellularis
cink kelator Newport-greennel jeldlt nyugvo vérleakék, mikdzben coated-
vérlemezkékké alakultak a kelator festék egy régdeesztettéek”, mikozben a
vérlemezkék nagysaga (flowcytometrias vizsgalatitve a FSC) érdemben
nem valtozott. A Newport-green ,kifolyt” a sejtelbEz Ggy lehetséges, hogy a
coated-vérlemezkék kialakulasaval a sejtmembrankak| pérusok alakulnak
ki, amin keresztul intracellularis anyag juthat @@vidagba. Mivel a Newport-
green molekulamérete ismert, a poérus legalabb akketl legyen, hogy az
atférjen rajta.

Eredmények

A folyamat forditva is mikddik: a gyilkos galéca mérgének egyik dsszéjeva
phalloidin, nem tud az extracellularis térba sejtmembranon keresztil a
thrombocyta belsejébe jutni. Convulxin és thrombgyideji stimulacidja utan
azonban a phalloidin mar megjelenik a coated-thmoytak belsejében, ahol az
F-aktinhoz kéddik. Ha a phalloidint fluoreszcens festékkel jal&lj akkor
flowcytométerrel pontosan detektalhaté a coatedntfbocytak ,fényesedéese”,
ahogy a FITC-phalloidin a sejtekbe jut (11. abrd)vel a FITC-phalloidin
molekula mérete szintén ismert, ez is felhaszndllaaszilkséges pérusmeéret
meghatarozasara. A szintén az F-aktinhodd®FITC-DNaz és anti-aktin 1gG
azonban mar nem képes a sejteket megjeldini, cganm ebkezelés utan, ami
a sejtmembrant roncsolja. (2. tablazat)

A pérus ezen meghatarozas szerint 2100-3400 dattemimalis tomeg
molekulak atengedésére képes.
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11. &bra [28] Membran impermeabilis probak bejutasa coated-
thrombocytakba. A coated-thrombocytak membranjaeagtieg atengedi a
nagy molekulakat. A coated-thrombocytadkat FITC-jaidihnel inkubéalva, a
fluoreszcens jelzésphalloidin az intracellularis F-aktinhoz kédik, ha az
aktivacié convulxin+ thrombinnal torténik (coateakdmbocyta képidés,
11/B). Aktivalas nelkal (11/A) vagy csak convubditivacio utan (nincs coated-
thrombocyta, 11/C) a FITC-phalloidin nem jut beegtlse. Hasonl6 eredményre
jutunk masik F-aktinkhoz kédéd makromolekula esetén (Biotin-maleimid)
(11/D, E, F).
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Membran porus méret a COATED-thr-ban

molekula suly

lgen: Fluorescein 332
Biotin-maleimide 452
Calcein 623
FITC-phalloidin 1,252
Alexa-phalloidin 1,950
FI-CPs-maleimide 2,139

Nem: A-chain-maleimide 3,380
FITC-DNase 31,000
Anti-actin-1gG 150,000

2. tablazat [28]: A coated-thrombocyta membran pgrmerete. Coated-
thrombocyta szintézis soran a 332-2139 dalton kibmdblekuldk atjutnak a
sejtmembranon, mig az ennél nagyobb molekulathprébak nem illetve csak
a membranroncsold saponirvkezelés utan.

llyen méreti csatorna a mitokondrium membranjabans|éaz apoptdzis soran
atmenetileg kialakuld6 porus aatmeneti mitokondrium permeabilitdsi porus
(mitochondrial permeability transition pore, MPTRx MPTP 2.5 nm atméji
csatorna, ami 1500 dalton cut off-al rendelkezikpt alkotorészt all:

adenin nukleotid transzlokaz
feszlltségflig§ion csatorna
periférids benzodiazepin receptor
egyéb fehérjéek
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Apoptozis szignalkor tobbek kozott ez a csatornavalddik, ami egyutt jar a
mitokondrium duzzadasaval és a citokrom-c sejthenlrsaval és a caspas-3 é€s
caspas-9 aktivacioval. Tobb irodalmi adat szolrarttbocytak aktivacioja és az
apoptdzis hasonldosagara. [29,30,31] A thromboczitatézis [32,33] és a tarolt
thrombocyta készitményben létrefovaltozasok is mutatnak hasonlésagot az
apoptoézissal [34,35]. llyen valtozas példaul a kotadrium integritasanak a
megvaltozasa, a sejtorganellum potencidl¥g, cstkkenése, elvesztése [36].
Amennyiben az MPTP részt vesz a coated-thrombokgpidésben, akkor
feltételezhgien az MPTP gatlasaval csokken és aktivalasavalztukk a
coated-thrombocyta produkcié. Ezen hipotézis igesdnla az MPTP gatlo
cyclosporin-A, coenzym Q, bongkrekic sav, valama# MPTP aktival
atractyloside, fenil-arzénoxid (PAO) és diamide asat vizsgaltuk a
mitokondrium potenciélra coated-thrombocyta ké&fakés soran.

A JC-1 egy fluoreszcens festék, ami a mitokondripotencialra A¥r,
érzékeny és annak mértéiétiiggéen festi meg a sejteket. Ennek megfidel

a nyugvo (teljes mitokondrium integritassal rendail vérlemezkék nagy
intenzitassal jel@dnek (12/A &bra). Kalcium ionofor A23187 alkalmaaas
csaknem az 6sszes aktivalt thrombocyta potencidggsintette (12/B abra),
convulxin alig (3.3%) és thrombin kis mértékben8¢8) okozta aA¥,
0sszeomlasat (12/C és D abra). Convulxin és thnoragyideji aktivalassal az
aktivalt thrombocytak 42.4%-nak (st meg a potencialja. Ahogy az a 12/E
abran lathaté ezen szubpopulacié FL2 intenzitasesidse jelzi a megséatét,
ugyanakkor ezek a thrombocytak a coated-thrombkgcyenit a jelzett anti-
fibrinogén koédés igazol. A convulxin + thrombin aktivaciohoz #do
cyclosporin-A meggatolja aAY¥,, csokkenést és a coated-thrombocytak
kialakulasat (12/F abra).
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12. abra [37] Aktivalt vérlemezkék mitokondridlisspiblariziciéja, JC-1
fluoreszcencia. FL1: FITC-anti-fibrinogén fluoresncia intenzitas, FL2: JC-1
fluoreszcencia intenzitds. A gélfiltralt vérlemeakékiulonbdZ agonistakkal
aktivaltuk, majd JC-1 festékkel inkubaltuk. A: kohtthrombocytak, intakt
mitokondrium potenciallalX¥,,), magas FL2 jel@déssel. B: A23187 ionofor
alkalmazaséara csaknem teljesen méggza mitokondrium potencial, amit a
FL2 intenzitds csokkenése jelez, a sejtek 98.3 da-&k1 kapuban van. C:
convulxinnal toértéd thrombocyta aktivacié érdemben nem befolyasolj&dl
fluoreszcenciat, thrombin aktivalas dnmagaban ([8%-ban okozza a ¥,
osszeomlasat (R1 tertlet). E: convulxin és throml@/T) egyidej
aktivacidjaval az aktivalt véerlemezkék jelentékét®.4 %) része keril az R1
kapuba, azaz az FL1 intenzitag, mig az FL2 intenzitas cstkken. F: 4umol/L
cyclosporin-A (Cys-A) adva a C/T aktivacio melledm csdkkent az FL2
fluoreszcencia.

A cyclosporin-A a peptidyl prolyl cis/trans izomer@atléja, ami az MPTP
kialakulasdhoz szikséges, igy meggatolja a mitakemd potencial
csokkenését, azaz a 12/E dbran az FL2 csokkemtsgt. megbizonyosodijunk,
hogy ez egyidéjeg a coated-thrombocytak képigsét is meggatolja harom, a
coated-thrombocytéara jellegzetes, probat alkalnmkzta fibrinogén retenciot, a
phalloidin bearamlast és a foszfatidil-szerin jédf#ist (13. abra)
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Az MPTP inhibitorok tehat egyidéieg a coated-thrombocytak terrbeéseét is
meggatoltdk. Hogy az MPTP és a coated-thrombocy@kti kapcsolatot
megebsitstik, MPTP aktivalé agenseket is megvizsgaltlg&n anyag a fenil-
arzénoxid (PAO). Convulxin + thrombin aktivalt tmbocytdkhoz, az
agonistakkal egyitt, vagy a reakciéo 60. masodpgregiott PAO 80%-kal
novelte meg a coated-thrombocytak aranyéat, barknetpat-thrombocytat
kimutatd modszert alkalmaztunk is (fibrinogeén, pdidin, annexin). Diamide,
egy masik MPTP aktivator ugyancsak dozisfiiggédon efdsitette a coated-
thrombocyta képimést, a PAO-hoz hasonléan, ugyanakkor egyikik selin v
képes egyedil (convulxin + thrombin nélkil) coateédlemezkéket Iétrehozni.
Még egy aktivatort teszteltiink, az atractylosidehi azonban csak az annexin
pozitivitast emelte, a tobbi coated-thrombocytactels proba negativ lett. A
3. tAblazat mutatja a vizsgalatok 6sszefoglalagékorlatilag az 6sszes MPTP
gatlo gatolta, mig az aktivatorok fokoztdk a codatedmbocytak aranyat
convulxin + thrombin stimulusra.
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Control CIT CIT + Cys-A @ pum)

C

Fbg

Phalloidin

Annexin

13. abra [37] Harom coated-thrombocyta specifikusdlqa, nyugvd
(control), convulxinnal és thrombinnal egyidelg aktivalt thrombocytak
(C/IT) és ehhez adott 1 uM cyclosporin-A (C/T + @ysesetén. Nyugvo
thrombocytak esetén nincs coated-thrombocyta populéd, D, G), C/T
aktivacidval a coated-thrombocytakra jellegzetasgpnpulacio alakul ki (B,
E, H abrakon az R1, R2 ill. R3 régi6. Cys-A hatdlapngatolja a coated-
thrombocytak kialakulasat (C, F, I).
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Coated-thrombocyta mark

D
—

MPTP| B-Fbg PS calcein
Cyclosporin-A | ¥ { @ 4
Coenzim Q 4 4 4 4
Bongkrekik say & { { 4
Atractyloside L3 + * *
PAO L3 L * *
Diamide L3 L * *

3. tablazat [37] Az MPTP-t gatlo cyclosporin-A, oaen Q, bongkrekik sav,
valamint az MPTP aktivalo atractyloside, fenill-arnoxid (PAQO) és a diamide
hatdsa a coated-thrombocyta kégésre. A kilonb@z coated-thrombocyta
markerek (Biotin-fibrinogén és foszfatidil-szerialdjddés, calcein vesztés)
egyforman viselkednek: az MPTP gatlok gatoljak,aktivatorok fokozzak a
coated-thrombocyta kéfaeést.

Megbeszéles

Elmondhatd, hogy a coated-thrombocyta Ke&lgs soran a thrombocytdkon
porusok képédnek. Ezek a poérusok 2100-3400 dalton maximalisetim
molekulak atengedésére képesek. Illyen poérus a MPAP. MPTP az
apoptozisban vesz részt. Az MPTP gatoldk a coditemivtbocytak kialakulasat
is gatoljak, mig az aktivatorok a coated-thrombakykialakulasat is ésegitik.
Ez Ujabb bizonyiték amellett, hogy a coated-throoybék kialakulasa soran
részt vew mechanizmusok, legaldbb is részben, kbzdsek gr@pssal.
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/3. A thrombocyta mikropartikuldk és a coated gdrezkék kapcsolata

Bevezetés

A thrombocyta mikropartikuldk 0.1-1 pum atdgh, szabalytalan alaku
részecskék, melyek thrombocyta aktivacié soran kdwat thrombocytakrol
valnak le. Ezek a leggyakoribb mikropartikuldk a ersezetben.
Jellegzetességuk, hogy szamos a thrombocytakonailthrombocytakban
meglé fehérjét tartalmaznak pl. P-selectin, GPlb, G/ GPIV, GPV,
GPIX, VWF, fibrinogén, FV, FVIII, thrombospondinygiein-S [38], caspase,
citokrom-C [39]. Tovabbi tulajdonsaguk a felsziogzfatidil-szerin pozitivitas,
ezdaltal a felszini negativ toltés. Ezeknek kosztiigre fokozzak a tenaz,
prothrombinaz aktivitast [40], a koagulaciét. Szanetegsegben észlelték a
thrombocyta-mikropartikulak ~ emelkedett  szintjét: ESL sarlésejtes
vérszegénység, paroxysmalis nocturnalis haemoglabin krénikus
myeloproliferativ betegségek, cukorbetegség, végeelenség,
magasvérnyomas [41]. Mivel a coated-vérlemezkékfoszfatidil-szerinnel
rendelkeznek az extracellularis felszinikdn kézearifa lehetséges kapcsolat a
coated-thrombocytak és a thrombocyta mikropartikufdet.

A mikropartikulak szamos modszerrel mutathatok &ektronmikroszkop,
konfokalis mikroszkép, immunoblott technika, &rasnla cytometria.
Mindegyiknek megvannak az éelyei és hatranyai. A vizsgalatokhoz olyan
megbizhatdé metodikat kellett talalni, ami pontosnmgségi szamitast ad a
thrombocyta aktivacio, coated-vérlemezkék Kagse soran kialakult
mikrorészecskéki.

Mivel a coated-thrombocytdk vizsgalatdhoz leggybkem az éaramlasi
cytometriat alkalmaztuk, ezért a mikropartikulakhisz ezt szerettem volna
hasznalni. Ezzel a szokasos, a thrombocyta felsdiné kulonféle antigének
pl. a nagy mennyiségben jelen &GPIIb/llla vagy GPI/b antigén ellenes
antitest jeloléssel is lehetséges a thrombocytakiksorészecskék kimutatasa,
azonban van egy probléma: a mikropartikuldk atlago8.4 pum atméyiek,

0.03 fl térfogatuak, ami a nyugalmi vérlemezke I{8kb. 0.4%-a. Ezaltal a
fluoreszcens jel6lése is ezzel lesz aranyos, tehd& nagysagrenddel
halvanyabbak lesznek a vérlemezkéknél, ami szirgbetétlenné, ill.

megbizhatatlann& teszi az aramlasi cytometriakedést, ugyanis ez mar a
gépzaj tartomanyaba esik bele. Ezért egy olyaeKeskellett talalni, ami 100-
1000-szer disebben jeloli a vérlemezkéket. llyen festék a bpdialeimid. Ez
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egy tiol reagens, ami a citoplazma membranon dtlmatnem specifikusan
kotodik a citoplazma fehérjékhez. Ha ezt az anyagot édemezkekkel
inkubaljuk, akkor azok felveszik és megkétik a ébst, és lézer fénnyel
megvilagitva zdldes-sargan fluoreszkalnak. Az idykezelt thrombocytak
aktivacidjuk soran mind a teljes vérlemezkék, miad arrdl lefiz6dé
mikropartikuldk fluoreszkalnak, ezaltal aramlastaryetriaval ill. konfokalis
mikroszkoppal is jol vizsgalhatoak.

Eredmények

1. Konfokalis mikroszkdpos eredmeények

A gélfiltralt vérlemezkéket a membran permeabilisofeszcens bodipy-
maleimiddel (2.5 puM), egy tiol reagenssel jel6ltidk.14. abran lathatéak az
intenziven fluoreszkald jelolt vérlemezkék. Ha alipgvel ebinkubalt sejteket
convulxinnal és thrombinnal aktivaljuk, akkor nagyennyiség 0.3-0.5 um
atmeébju mikropartikula képédik (14/B &bra). Konfokalis mikroszképpal
tovabbi felszini antigéneket vizsgaltunk az aktivaérlemezkéken és a
mikropartikuldkon. FITC-anti GPIIb/llla antitestBasznalva lathatd, hogy az
0sszes vérlemezke és mikropartikula felszinén ré@gedd ez az integrin (14.
C, D abra), mig Alexa-568-annexinnel az 6sszesopiitikula, ugyanakkor a
thrombocytak csak egy része (a coated-thrombocyw@#gnyult pozitivnak,
azaz foszfatidil-szerint expresszalnak (14. E, lab
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14. abra [42] A vérlemezke mikropartikuldk konfakalmikroszkopos

vizsgalata. A. A bodipy-maleimiddel jelolt vérlekede intenziven vilagitanak.
B. Convulxinnal és thrombinnal koaktivalt thrombiddy Szamos apro
mikropartikula jelent meg (0.3-0.5 um). A C és Dadhgyanazt a latéteret
mutatja, C. Bodipy festés D. Alexa-568 anti-GPIllIa/I(mAb TAB). Lathato,

hogy a mikropartikulak GP llb/llla-ra pozitivak. H; ugyanaz a latotér: E

bodipy festés, F: Alexa-568-annexin festés, amelsziini foszfatidil-szerint
jeloli. Lathato, hogy minden mikropartikula PS pbziugyanakkor convulxin +

thrombin aktivacioval a thrombocytak csak egy rd33epozitiv, azok a coated-
thrombocytak.
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2. A bodipy-jel6lt mikropartikulak aramlasi citomigts vizsgalata

A konfokalis mikroszképias vizsgalat alapjan a thbmcyta mikropartikulak
atlagos atméje 0.4 um és a szamitott térfogata 0.03 fL, amiadagos
vérlemezke térfogatanak (8 fL) 0.4%-a. Bbbadéddéan a fluoreszcens
intenzitasa is a nyugvo vérlemezke 0.4%-a lesz.d&aAd a kis mérett
adoddan a fluoreszcens jelet konnyen elfedheti @ fpéttérzaja”, ezért a
szokasos FSC vagy SSC helyett inkdbb a fluoreszseignalt hasznaltuk
eseménykeént.

A 15. abra A diagramja kontroll, nyugvo, bodipyéklvérlemezkéket mutat
flowcytometrias médszerrel az R1 régioban. A 13Ba&onvulxin és thrombin
hatdsat mutatja: az R2 kapuban kismerés kis fluoreszcens intenzitasu
események jelennek meg. A jelintenzitas a nyuguw@ntbocytdk 0.5%-a,
méretuk pedig az ismert nagysagu gyongyok kalibeakapjan (16/D abra
0.5 um és a konfokalis mikroszképpal latott mikndalaknak felelnek meg
(14/B 4bra). Nagysagukat FSC/SCC diagramon is altrafuk, azonban ezt a
régiot a niiszerzaj is zavarja.

A 15/C és D abra mutatja, hogy sz6l6 convulxin E®rhbin aktivacio csak
kevés mikropartikulat képez, ugyanakkor a Ca-iond®3187 mar dnmagaban
(15/F) is és thrombinnal egyttt (15/E) is nagymeséyi mikropartikulat
general. Ezéaltal a kisérletekben idealis standargag@ ami a maximalis
vérlemezke mikropartikulat tudjaddllitani. A 15/B-F abrakon az R2 kapuban
lathatd populacié pontos szamdszaneghatarozasa (tehat, hogy hany darab
mikropartikula keletkezett) pontosan nem adhatd,mgganis ha csokkentjik
az észlelési kiisz6bot, azaz noveljuk az érzékemysékkor az egyre inkabb a
mérésbl fliggetlen gépzaj lesz a dominans. A probléma haégaban a 17.
abran latottak vannak segitséginkre: ha az R2 kepeményeit FL1
hisztogramon abrazoljuk, akkor lathatdé a gorbe sslkEla feltételezzik, hogy a
mikropartikuldknak normal nagysageloszlasa vanprlkcsucs étti és utani
tertlet nagyjabol azonos lesz, tehat a csudts ébrillet (a gorbe fele) alapjan,
ami j6l lathatd és mérh&taz egész populaciot meg tudjuk adni. Ezen szamita
alapjan meg tudjuk adni a mikropartikula mennyisgdarabra, ami kilénbdz
stimulusokra (kontroll, convulxin és thrombin, caixin, thrombin, Ca-ionofor

+ thrombin, Ca-ionofor) kegaott Isd. 4 tablazat.
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Agonista | thr (R1)| thrFL1| 6ssz MP MP FL1 MP/thr Medted
thr

vak kont | O - 18 - - -

kont. thr | 3786 1479 1550 6.5 0.4 -

CwxIT 3576 1443 10400 6.6 2.9 12

Cvx 3788 1502 1950 6.2 0.5 -

T 4017 1475 2240 5.7 0.6 -

ionf/T 3435 1280 60600 7.5 18 20

ionf 3908 1320 56500 7.7 14 -

4. tabldzat [42] a 15. abran latott vizsgalatnak gfelebben az R1 kapu
eseményei jelentik az 6sszes vérlemezke szankait] gedig az atlagos bodipy
fluoreszcenciat. A 17. 4bra segitségével kiszanmlaa 6sszes mikropartikula
szam, ill. megadhat6 az egy vérlemezkésengi&ropartikula szam, valamint a
coated-vérlemezkékre d&smikropartikula mennyiség. Ebben az esetben
convulxin és thrombin 25% és az A23187 Ca-iono@%6 Toated-verlemezkét
generalt. Thr= thrombocyta, T= thrombin, MP= mikrapikula, kont=
kontroll, Cvx= convulxin, ionf= A23187 ionofor

Ha a vérlemezkéket egyfajta agonistaval (convubagy thrombin) aktivaljuk,
akkor az egy thrombocytaraéesiikropartikula szam < 1, ami nem kulénbdzik
a kontrolltél. Ugyanakkor, ha kég agonistat alkalmazunk, vagy a Ca-ionofor
A23187-t akkor a mikropartikula mennyisége m&gnahogy az a 15. 4bran is
latszik. A 15. abran bemutatott mérésnél az adwibd vérlemezkéi convulxin
+ thrombin stimulusra 25%-ban és A23187 aktivacié®&o-ban alakultak at
coated-vérlemezkékké, mikézben az egy coated-védkére e
mikropartikula mennyiség 12-20 db volt. Szamos vataval megismételve a
kisérletet szoros egyezés a&ll fenn a coated-védeenemennyisége €s a
thrombocyta mikropartikula mennyisége k6zott (I8 aq
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15. abra [42] A bodipy-jel6lt thrombocyta mikropgulak flowcytometrids
elemzése. A: aktivalatlan vérlemezkék az R1 kapudaronvulxin és thrombin
aktivacidra 0j populécio jelent meg az R2 kapulemj az eredeti vérlemezkeék
fluoreszcens intenzitasanak < 1%-a. C: convulxityeeljil nem general R2
régios eseményeket. D: thrombin egyedil is képezske2 populaciot. E: Ca
ionofor A23187 thrombinnal egyutt igen nagyszamesénenyt general. F: az
ionofor A23187 egyediil is sok R2 esemeényt general.
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16. 4bra [42] Bodipy-jel6lt thrombocytak flowcytoméas elemzése. A: nyugvo
vérlemezkék (R1 régid), B: convulxin és thrombintivakio utan
mikropartikuldk  képzdnek (R2 régid). C: maximalis mennyigég
mikropartikula képddik ionofor és thrombin agonistadkkal. D: ismert gaggu
gybngyok FSC diagramja. Ebiblatszik, hogy a C abra R2 populacioja<@.5
KLm nagysagba esik.
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17. abra [42] A mikropartikulak hisztogram analigisAz A, B, C abra a 15.

s s

Megfigyelhef a B és C panelen a gorbe cslcsa. Feltételezvey laxg
események normal eloszlast kovetnek, akkor a gfiallee (M1 marker) az
0sszesemeny (mikropartikula) felét jelenti.
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18. abra [42]: A coated-vérlemezkék és a thromlscytikropartikulak

termebdése. A bodipy-jeldlt vérlemezkéket convulxin +oittivin (Cvx/Thr),

convulxin + nagy doézisu thrombin (Cvx/high Thr),3\GAMG + thrombin

(IV.3/Thr) vagy A23187 ionofor + thrombin (A2318@fY agonistakkal

aktivaljuk. Flowcytometrids moddszerrel mérjik a techvérlemezkék és a
mikropartikulomok mennyiségét. 6 kilond@onor feltintetett értékei alapjan
szoros kapcsolat (r=0.87) van a coated-vérlemez&gka mikropartikulak

mennyisége kozott.
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Megbeszélés

A thrombocyta aktivacio soran k&mbtt mikropartikuldknak fontos szerepe
lehet, kilondsen ITP esetén a hemosztazisban ettiehtirra, hogy a negativ
felszini toltésiukkel idealis helyet teremtenek atimrombinaz komplexnek.
Mérettknél fogva a thrombocyta mikropartikuldk nedgpitése, vizsgalata
nehézségekbe Utkdzik. A kordbbiak soran alkalmattottmbocyta felszini
antigének jeldlése is leltae teszi a mikropartikulak tanulmanyozaséat, azonban
ezek felbontoképessége az alacsony jelintenzitag mem megfelél Példaul a
GPIb antigén jeldlése FITC-anti-GPlb antitestteidkd modszer a vérlemezkék
detektalasara, hiszen ez az integrin mintegy 23@plaszamban fordul &la
sejtfelszinen. Az eredeti vérlemezke térfogat kebbs mint 1%-t Kitey
mikropartikulan mar csupan 250 GPIlb antigén tatélhami a flowcytometrias
vizsgalat érzékenysége alatt lesz. Hasonlo a éelgzFITC-anti-GPllIb/llla
antitesttel jeldlt vérlemezkék esetén is. Az ah&lualkalmazott bodipy-
maleimid jel6léssel megfelel fluoreszcenciat kapunk a mikropartikulak
méretében is, ami leliate teszi a mennyiségi meghatarozast is. Részletes
aktivator vizsgalatokkal szoros korrelacié bizonya coated-thrombocyta
képadés és a thrombocyta-mikropartikuldk szama koZRt @bra). Minden
agonista, ami coated-thrombocytat general, miktidpdat is eredményez.
Ugyanakkor az A23187 kalcium ionofor 6nmagabareisel mikropartikulat,
de coated-thrombocytat nem. A kdz6s pont a fosdifeszerin expresszid, nem
feltétlentl a coated-thrombocyta. Tehat ezen adalagjan a foszfatidil-szerin
kulsé sejtmembranon valé megjelenése a minimalis fédtédemikropartikula
képzdésnek.

Az eloz6 fejezetben részletesen targyaltaknak medfereh MPTP és a coated-
thrombocytak termébése kozott szoros Osszefliggés van. Ez érvényes a
mikropartikula termeidésre is, azaz a MPTP aktivalo PAO és diamide fakoz

a mikropartikula termédést is.
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1/4. A CD9 és a thrombocyta eredehikropartikulak kapcsolata

Bevezetés

A CD9 fehérje (p24, motility related protein 1) eartszmembran 4 vagy
maskeént tetraspanin szupercsalad tagja (TM4SF).éhemezkék mellett, a
fehérvérsejteken, az endothel sejteken, idegsejtekevaszkularis
simaizomsejteken, szivizomsejteken, valamint azhepisejteken fordul 8l
Négy transzmembran domén mellett 2 nagy extraéeltuhurkot képez a révid
intracitoplazmatikus N- és C-terminalis résszel.tedraspaninok hajlamosak
egymassal és mas membranfehérjével 6sszekapcsodddmagy molekula
komplexet képezni [43]. A CD9 szamos bioldgiai #otyatban vesz rész,
ugymint sejt névekedés, motilitads, sejtadhéziGakéyacio és a jelatvitel [44].
A tetraspanin molekulak hal6zatos szerkezete rasgganin halo, a sejtfuzidéban
vesz még részt [45]. Ehhez szikséges a sejtfelsmiegrinekhez tortéh
kapcsolodas, komplex kéfes [46]. llyen sejtfGzid pl. a petesejt és a
spermium 6sszeolvadasa. CD9 hianyos egereknél adhaamegtermékenyllés
az oocyta-spermium fuzié zavara miatt [47]. A vingslialt sejt-sejt fuzio is
gatolhato CD9 ellenes antitesttel [48]. Még nem edm hogy milyen
mechanizmussal segitiéekz a tetraspanin halé a sejtdsszeolvadast. A CD9
fehérje a thrombocytdk felszinén nagy mennyiségbmaul elb. 40000
kopia/vérlemezke szammal a harmadik leggyakorilbiére az integriru, és
Bsutan (50000-50000 kopia/thrombocyta). Egyéb véridmdetraspanin még a
CD63, CD151 és még 7 masik fehérje. A CD9 szerepegéiemezke
mikodésében nem ismert. A megakaryocytak érésébenvesz [49], valamint
a GPIllb/llla-hoz és a FcuRlla-hoz kapcsolédva sagks az ébbi
aktivalasahoz [50,51,52]. CD9 hidnyos egereknéhban nincs kimutathato
hemosztazis zavar [53]. Korabbiakban kimutattulgyha coated-thrombocytak
donen szerepet jatszanak a thrombocyta mikropartiklk@pzdéseben.
Vizsgalataink szerint 1 coated-vérlemezke atlagosad (15-25) db
mikropartikulat termel [42].
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Jelen részben azt néztik, hogy a CD9 gatldo monéktomntitestek hogyan
befolydsoljak a mikropartikula kéfdést. Az Otletet az adta, hogy
szisztematikusan végigvizsgalva az coated-vérleglatk eredményéz
agonistakat ill. agonista kombinacidkat a thromkinALB6 (egy anti-CD9
monoklonalis antitest) agonista par esetén, bagddl mennyisdg coated-
thrombocytat eredményezett, a mikropartikula Kéigs azonban szinte teljes
mértékben elmaradt [7,11,54] (19. 4bra).

A CD9 és az FcpRIlla egymassal kapcsolatban vannsdjtaembranon. Az
anti-CD9 ALB6 az FcuRIla aktivalasaval, egyeb agtaval pl. thrombinnal
egyutt okoz coated-thrombocyta kédest. Ha az IV.3 anti-FRlla
antitestekkel fedett (gatolt) fRlla-kat keresztkotjuk GAMG-vel és ehhez
thrombin koaktivatort adunk akkor coated-thrombakgt kapunk [11]. Ebben
az esetben azonban mikropartikulak is Keomek (18. 4bra). Elib az
kovetkezik, hogy a mikropartikula kéfdéshez esszencialis a CD9 molekula
(19. 4bra).
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19. abra Coated-thrombocyta (A) és thrombocyta opé&rtikula (B) képzdés
vizsgalata flowcytometriaval. A: Biotin-Fbg jel6)ds Bodipy-maleimid jel6lés.
1 oszlop: IV.3 monoklonalis antitesttel gatoltyRtla-t keresztkét GAMG +
thrombin aktivalassal coated-thrombocytak (1A, Reillet) és jelenis
mennyiséf mikropartikula (1B, R2 terulet) kéfidik. Az ALB6 anti-CD9
monoklonalis antitest + thrombin agonista paros dvdé mennyiség coated-
thrombocytat (2A, R4 terllet) eredményez, azonbamkeopartikula képddeés
(2B, R2 terulet) gatlodik (85%-kal kevesehbb).
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Eredmények
Ezutdn 4 masik CD9 ellenes antitestet vizsgaltun&oated-thrombocyta és

mikropartikula képédés szempontjabdl. A négy monoklondlis antitest ¢-M
ALB6, SN4, ML13) 3 kulénbéz CD9 epitophoz kapcsolodik, de mindegyik
szignifikans mértékben gatolta a mikropartikula #&®est convulxin  +
thrombin agonistak esetén (20, 22. abra). Ez & yatids még kifejezettebb volt
a kalcium ionofor A23187 + thrombin vérlemezke w&kasnal ALB6 esetén.
Az ALB6 gatlo hatdsa a reakcio 2-3 percéig tartanat adva mar nem
befolyasolja a mikropartikula képdést, ami egybe vag azzal a megfigyeléssel,
hogy a coated-thrombocytak is a reakcio 2-3 pert¢éignebdnek [55](21.
abra).
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20. abra [54] CD9 ellenes monoklondlis antitestektoljak a thrombocyta
mikropartikula képZdést. Bodipy-maleimid jelolés. R2 tertlet: mikrapanak.

A: kontroll, nyugvo vérlemezkék. B: convulxin +aimbin aktivacio mellett
jelenss mikropartikula kéepaik. C, D, E, F: FMC, ALB6, SN4, ML13 antitest
hozzdadasa mellett a kontrollhoz képest nincs é@rdeknopartikula kepédes.
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21. abra Az anti-CD9 ALB6 hatékonyan gatolja az ¥&3 + thrombin

agonistak altal kivaltott mikropartikula kéfidést. Bodipy-maleimid jeldlés.
A/T: A23187 C& ionofor + thrombin aktivaci6 maximalis mennyigég
mikropartikulat eredmeényez (R2 terilet). A/T + ALBBCD9 ellenes antitest a
0. perckor a reakciéelegyhez adva jetmain gatolja a mikropartikula
kepzdést, mig az 5. percnél alkalmazva (A/T + ALB6 @ntar ilyen hatadsa
nincs.

A thrombocyta mikropartikulakat konfokalis mikrosgipal vizsgéalva
,szemmel lathat¢” a kilonbség: az ALB6 alkalmazasallett nem volt
kimutathaté mikropartikula convulxin + thrombinnalktivalt vérlemezkék
esetén. (22. abra) Az eredmények tehat amellettnazd hogy a CD9
tetraspanin szukséges feltétele a thrombocyta pektikula képadésnek. A
kulonbd® bioldgiai folyamatokban azonban a CD9 nem magabanem a
tetraspanin haléban vesz részt pl. integrinekhezpcd@odva. Ezeért
megvizsgaltuk, hogy az anti-GPIIb/llla monoklonadistitesteknek (AP2, Tab,
abciximab) és kis molekulaju GPIIb/lliahibitoroknak (eptifibatide, tirofiban
and DMP-802) van-e hatasa a mikropartikula kéigsre. Az antitestek kozil a
AP2 szignifikans (p<0.01) mértékben csokkentettrileropartikula képédést,
mig a tobbi antitest és kis molekuldju integrinl@dk nem volt ilyen hatésa,
ugyanakkor a coated-thrombocyta terdaélst egyik sem akadalyozta. (23.
abra)
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22. [54)abra Konfokalis mikroszkopos kép, Bodipylemaid jeldlés. A:
convulxin + thrombin aktivaci6 utan &atlagosan 0.4mp atmédji
mikropartikuldk képzdnek. B: anti-CD9 ALB6 mellett nincs mikropartikula
képzdés.
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23. abra [54] Anti-GPIIb/llla monoklonalis antitestek hatasa a coated-
thrombocyta (coated-plt, szirke oszlop) és a mdmridpula (MP/Coated-PlIt,
csikozott oszlop) kéfidésre a kontrollhoz képest (Con). Mig egyik arttisesn
befolyasolta a coated-thrombocyta kégest, addig az AP2 szignifikansan (*)
csokkentette a mikropartikula keéjpiest.[54]
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Megbeszélés
A CD 9 tetraspanin molekula és a thrombocyta miarbkulakkal kapcsolatban
osszefoglalasként elmondhatjuk:

A CD9 szerepe a vérlemezkdikddésben még homalyos. Korabbi kutatasaink
eredményeként tudjuk, hogy a CD9 gatlé ABL6 a nplamtikula képédést is
gatolja. A coated-thrombocyta kéjues lezajlasa 2-3 perc utdn mar a CD9
gatlbknak ez a hatdsa megsik, ami Ujabb kdzvetett bizonyiték a coated-
thrombocytak a mikropartikula kéfdés kapcsolatara. A CD9 molekula
egymassal és egyéb membran fehérjével, pl. intekkal dsszekapcsoldédva
egy tetraspanin halét képez, ami a bioldgiai hatdséelos. Néegy, 6sszesen 3
kulonb6® epitopra specifikus anti-CD9 monoklonélis antitésthasonldan
viselkedett. A kulonbdz epitopokon is hasonld hatas amellett szol, hogy ne
egy meghatarozott CD9-fehérje kapcsolat blokkolpdianem sztérikusan
gatoljak a tetraspanin halé kialakulasat. A CD9 @RlIb/llla integrinnel
bizonyitott kapcsolatban van, ezért az GPIIb/gi#lokat is megvizsgaltuk. Az
AP2 anti-GPllIb/llla monoklonalis antitest hatékonygatolta a mikropartikula
kepzdeést, mig a tbbbi megvizsgalt integrin gatld nesmeért, hogy a CD9
molekula, ill. a tetraspanin halé a sejtfuziobasztévesz, azonban ez azdels
eset, hogy a sejtszétesés, darabolodas, mikroplartkepsdésben betoltoit
szerepe is bizonyitast nyert.
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ll. A coated-thrombocytak vizsgalata essentialisitibocythaemiaban
Bevezetes

Coated-thrombocytak kilonbébetegsegekben

A coated-thrombocytak felfedezése, alapvetiajdonsagaik feltérképezése az
elmalt B évtizedben tortént. [7,10] A coated-thrombocyt@mjele azoa-
granulum eredétfeheérjék felszini retencioja, a foszfatidil-szeerpresszio es
ezekkel Osszefliiggésben a fokozott prothrombinawitdls. Ezen hiperaktiv
vérlemezkéknek fontos szerepe lehet kilodbichémias, tromboembolids
betegségekben. Ezen kézenfekeltételezések ellenére a klinikai kutatasok
még gyermekcifben jarnak. Ennek tébb oka lehet, egyik hogy a mdto/os
vilhig szamara még kevéssé ismert, elismert endit@sated-thrombocyta. A
masik, hogy a vizsgalata nem rutin labor eljaraamint a kilénbdz laborok
eredményei nem standardizaltak.

Néhany eredmeény azonban mar eléhet

Coronariakatéterezés utan [56], corticalis stro&m-[67], atmeneti ischémias
attak (TIA) esetén [58], kulondsen magasvérnyomastéa [59] mertek
magasabb coated-thrombocyta értékeket az egészkegwsllokhoz képest.
Mint, ahogy rekurrald non-lacunaris stroke-nal [68] Erdekes, meglép

medgfigyelés, hogy Alzheimer korban is hasonlo er&ayeket kaptak. [61,62]
Cukorbetegségben [63] és kronikus hemodializisi&) fzintén emelkedett
volt a coated-vérlemezkék aranya.

Alacsonyabb coated-thrombocyta értékeket észlalpeintan cerebrélis vérzés
[65], lacunaris stroke [57], valamit sulyos A haghiia esetén. [66]

Allatkisérletben kimutattak, hogy Scott szindrom@balacsony a coated-
thrombocytak ardnya, ami magyarazhatja a hemosztazart. [67]

Essentialis thrombocythaemia

A coated-thrombocytak és malignus hematolégiai dsetgek kapcsolata még
nem ismert. Kézenfekvvolt, hogy ezt megvizsgaljuk a magas vérlemezke-
szammal jar6 essentialis thrombocythaemiaban.

A prekoncepcio az volt, hogy eltérést lesz az dgdenthrombocythaemias
betegek coated-thrombocyta szamaban az egészsdémdmollkoz képest.
Feltételeztik, hogy a magasabb értekeket fogunkikap
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A kronikus  myeloproliferativ.  betegségek kozé tabtozessentialis
thrombocythaemia jellegzetessége a tartosan magksd (G/L) veérlemezke-
szam, ami trombotikus és vérzéses sdivenyekkel is jarhat. Maga a betegség
diagndzisa kizardsos diagnézis: az egyéb myeldprativ betegségek
(Polycythaemia vera, Kronikus myelofibrosis, Kramk myeloid leukémia),
myelodysplasia, vashiany, gyulladasos A&llapotokrameoplazia kizarasa
szikséges [68]. Az esetek 50%-ban a JAK-2 kinad7¥6 mutacidja is
kimutathato. A betegség lefolyasa soran ritkan ofy@iosisba mehet at, meég
ritkabban klondlis evolucidval akut leukémias ti#onamacio is kialakulhat. A
morbiditAs és a mortalitds legnagyobb szézalékkaltr@nboembolias
szowdmények szamlajara irhaték. Mind artérids oldakiroke, szivinfarktus,
artérias okklaziék), mind vénas oldalon (mélyvértdambozis, pulmonalis
embdlia) az éatlag populaciohoz képest nagyobb aamyfordulnak &
trombdzisok. Vérzéses szibmények ritkAbban fordulnak ¢el altalaban a
nagyon magas thrombocyta-szamhoz (>1500 G/L) t@akués Br, valamint
nyalkahartya-vérzések formajaban jelentkeznek [69. trombozis és
verzékenység keétsségére utal a betegség neve is: Essentialis hdegas
thrombocythaemia.

Az ET-ban észlelhét thrombocytopathiaval kapcsolatban szamos, gyakran
egymasnak ellentmondd kozlés létezik. Fokozott egapios készség [70]
mellett csdkkent epinefrin és kollagén érzékenységekimutattak [71,72],
alacsonyabb ristocetin kofaktor/VWF antigén arahnga a nagy VWF
multimerek csokkent szintjével [69]. A PFA zardda (CT) rendszerint
megnyult, fuggetlendl attél, hogy vannak-e tromkadi, vagy vérzéses
szowdmeények [73]. Ez a reaktiv thrombocytosistdl vala&initésben is
felnasznalhatd [72]. A kulontsen JAK2 V617F poziif-ben gyakoribb
trombotikus események hatterében szerepelhet ntgombocyta-monocyta,
thrombocyta-neutrophil komplexek és a P-selectiDGZ) emelkedett szintje
[74,75], a tobb fiatal, éretlen vérlemezke [76lpkozott thrombin termédés is
[77]. Az ET-ben észlelhétszerzett thrombophilia hatterében még kimutatik a
antithrombin Ill, protein C és S hianyat is. [7§,Exek ellenére még nincsen
olyan ex vivo teszt, ami megadna a trombozis/vérnzdsd mertéekét [73].
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Eredmények

A kontroll személyek kivalasztasanal, hasonl6an etedp populacional, a
cukorbetegség, NSAID szedés kizaré téidyealt. Mig a dohanyzék (11 vs.
14), nemek (&/férfi. 32/11 vs. 24/7) aranyat tekintve a két ambpnem
kulonbdzo6tt, addig a betegek szignifikansaésebbek voltak (61+11.5 év vs.
49+9.7 év, p<0.006). A betegek 79%-a (8¥volt JAK-2 pozitiv. (5. tablazat)

dohanyos 6 férfi kor (év) | Jak-2 mut.
ilgetegek 11 (25%) | 32 (75%)| 11 (25%) 61+115 34 (79%)
ﬁggtlm” 14 (13%) | 24 (77%)| 7 (23%)|  499.7 0

5. tabldzat Az ET betegek és a kontroll csopodjdoinsagai

Mint ahogy az a 24/A és B abran lathaté az ET duedeél magasabb
vérlemezke-szamot talaltunk (5771161 G/L, 513112l ¢&. 294167 G/L) és a
nagy thrombocyta arany (L-PL) is magasabb voltrikdhoz képest (11.7+8.2
G/L, 10.9+6.0 G/L vs. 6.2£3.0 G/L), akar kezeltaakiem kezelt betegjrvolt
sz0, mig a kezelt/nem kezeltek kozt nem volt kig@gb A vérlemezkeék atlagos
nagysaga (MPV) azonos volt minden csoportban (9640, 9.0+0.8 fL vs.
9.240.8 fL). A beteg csoport vérlemezkéi nagyoblzalkban mutattak P-
selectin pozitivitast. CD62%: 1.64+1.16% vs. 1.188%, p=0.0461) (24/C
abra). Hasonl6 szignifikans kiulénbség volt a PFR-8dtékek esetén: az ET-s
csoportok egymastol nem, de a kontrolltdl szigidifisan kulonbdztek. (PFA
coll/ADP: 98116 s, 102+33 s vs. 88t14 s; PFA cadlt/al63155 s, 152426 S vs.
127+27 s) (25/A, B &bra).

A nem kezelt ET csoportban a coated-thrombocytawyaraszignifikansan
alacsonyabb volt, mint a kontroll (23.1+8.8% vs..6312.7%; p=0.0008),
ugyanakkor a HU kezeltek coated-thrombocyta aranga nem kilénb6zott a
kontrollokétél (34.1+12.3%, p=0.3799), mig a nemzde csoporttdl
szignifikansan (p=0.0008) eltért. (26. abra)

Ha JAK2-V617F mutacid megléte alapjan csoportasikon betegpopulaciot
akkor a coated-thrombocyta ardnya még alacsonyébbizanyult a mutécié
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pozitiv esetekben, azaz a nem kezelt ET-s betegekole a legalacsonyabb
coated-thrombocyta aranya (21.8%), amit a HU kezeléontroll kdzelébe
emelt (33.1%), mig JAK2-V617F negativ estekben mab&ontrollhoz képest
alacsony, de a mutacié pozitiv eseteknél magasahted-thrombocyta arany
adodott (30.1%), amit a HU kezelés tovabb emeli6@$. (26. abra)
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24. abra [82] Nem kezelt és hydroxyureat kapo BEiegek verlemezke szama,
nagy-thrombocyta aranya (L-PL) és a P-selectin expri6 a kontrollhoz
képest. Az ET-s csoport szignifikansan kulonbozikrdrolltél, de a két ET-s
kohort egymastél nem.
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25. 4bra [82] PFA-100 eredmények. A: kollagén/ADRtivaalassal, B:
kollagén/adrenalin aktivalassal. A zarodasickd az ET-s és a kontroll
csoportokndl szignifikdnsan kulonboznek, mig a lkeeen kezelt kohortok
egymastol nem kiulénb6znek.
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26. abra [82] A coated-thrombocyta arany a nem ekezHU-t kapd
(hydroxyurea) és egészséges kontroll, valamint I¥&27F mutacio pozitiv és
negativ esetekben. A nem kezelt ET-s betegek dbabvesbocyta aranya
alacsonyabb, mint a kontroll. HU kezelés megemekoated-thrombocyta
aranyt, ami mar nem kulonb6zik a kontrolltdl. A PAX617F pozitiv esetekben
a coated-thrombocyta arany még alacsonyabb.
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Megbeszélés

Az elmualt 10 évben egyre szaporodik a coated-thomytakkal kapcsolatos
kozlemények szama. [7,9,10,11,17,18] Ezek nagyerémz alapkutatassal
foglalkozik, azonban a klinikai megfigyelések isaggpodnak. [56-67] Mind az
emelkedett, mind a csokkent coated-thrombocyta sxawannak példak:
emelkedett arany figyelhiet meg cukorbetegségben, TIA-ban, koronaria
betegségben [56,58,63]. A magas trombotikus hajlaimjaré emelkedett
coated-thrombocyta arannyal szemben a vérzéseslikamgpkat figyeltek meg
alacsony coated-thrombocyta esetén agyvérzésnéan tecunaris agyi
infarktusnal és sulyos haemophilia A-nal [57,65,6&]gyanakkor vérlemezke
eltérésekkel jaré6 hematoldgiai betegségeknél még wmesgaltak a coated-
thrombocytak szerepét.

Ez a vizsgalat az élsami a coated-thrombocytak szerepét kutatja ET-Ben

ET-re jellem?, hogy mind a trombotikus, mind a vérzéses 8dinenyek

gyakoribbak az éatlag populaciohoz képest, ezététtdeztik, hogy eltérést
fogunk kapni a coated-thrombocyta vonatkozasabanOlyan betegeket
kerestliink, akik anamnézise negativ vérzeés, trombdeanydban. ET
leggyakrabban az é$ebbeknél alakul ki, ezért volt nehéz korbard ill
egészséges kontrollokat talalni. Ez magyarazzay laogontroll csoport tagjai
szignifikansan fiatalabbak, mig egyéb tekintetbemrkilonbdznek. A meglév

adatokbol azonban sikerllt egy korban edyeafcsoportot létrehozni (6 ET
beteg és 6 kontroll, 52.2+13.2 év vs. 49+9.7 é\0.p22).

A vérlemezke-szam az ET-s (kezelt, nem kezelt) atbpn szignifikansan
magasabb volt a kontrollhoz viszonyitva és bargyrnhrombocyta rata (L-PL)
is hasonléan magasabb volt, ez nem érte el azttélzeé hogy az MPV-ben is
megnyilvanuljon, azaz, az MPV nem kil6énb6z6tt aesggsoportokban. Ismert,
hogy a nagyobb, fiatalabb vérlemezkék aktivabba¥, [8alamint a fokozott
vérlemezke pusztulassal jar6 autoimmun thromboeyt@ban (ITP) az L-PL
altalaban magasabb, az aplasticus anaemiabant ésBleinél [84]. A retikulalt
thrombocyta ill. a reticulocyta vonatkozasaban naldtunk kilonbséget.

Thrombocytopatiara utalnak a PFA-100 eredményekzsoportban, amit a
megnyult zarédasi iijelez. Az irodalomban is vannak é&rkozlések. [72] A

vérlemezkék aktivitasanak mértékét jelzi a P-sale@@D62) expresszid [20].
Hasonldéan a korabbi tanulmanyok eredményéhez [Jonris emelkedett P-
selectin értékeket kaptunk a flowcytometrias vitsgk sordan az ET-s
csoportban a kontrollhoz képest.
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A legszembdinébb eltéréseket a coated-thrombocytakkal kapcsolatlgartik.
A nem kezelt ET-s betegek coated-thrombocyta arasyanifikansan
alacsonyabb volt, mint a kontroll (p=0.0008), uggikor a kezelt csoportnak
mar szignifikansan emelkedett a coated-thromboaydaya a nem kezeltekhez
képest (p=0.0008) és majdnem elérte a kontrolkékigt. Ebdl az kdvetkezik,
hogy a HU kezelésnek hatasa van a coated-throndbd@psddésre ET-ben.
Mindez olyan betegeknél, akik anamnézisében nemegektrombotikus, vagy
veérzéses sz@mény. Harom betegnél meg tudtuk nézni a HU kezdids és
utani allapotot és ezekben az esetekben is a Heldseatlagosan 18 %-kal
emelte a coated-thrombocytdk aranyat. Egy, az adedn is a kontrollal
megegye& ET-s alcsoportot is vizsgaltunk, ahol szintén ak-sEbetegek
coated-thrombocyta aranya volt szignifikansan alagabb, mint a kontroll
csoportban (n=6, 25.1+5.2%, p=0.018). Ez amell=it, srogy ez a tulajdonsag
nem életkor fligg.

Végezetil még a JAK2-V617F mutacid megléte és aedeidirombocytak
0sszefuggését is vizsgaltuk. A 175 altalunk gonttdz® beteg 64.6%-a pozitiv
erre a mutaciéra nézve, ami megfelel az irodalnat@dak [68]. A vizsgalt
betegpopulacidban azonban ez magasabbnak bizq@@t), ami valoszifieg

a kis betegszam és a szigoru betegbevalogataspeméok miatt alakulhatott
ki. Figyelemre mélté megfigyelés az a tendencigytmlegalacsonyabb coated-
thrombocyta értékeket a JAK2-V617F mutacié pozitigm kezelt betegeknél
mértik (21.8%), mig a kezelt, mutaciéo pozitiv (38)1és a JAK2-V617F
negativ kezeletlen (30.1%) és kezelt (36.6%) b&te@aekei egymashoz
hasonloak és a kontroll kdzeliek (37.6%) (26. abrajabbi kozlések szolnak a
JAK2-V617F mutacio és a vérlemezkek P-selectin esgmidja [83], valamint a
thrombocyta-leukocyta interakciokrél [86]. A coatitdlombocyta képésben
részt vev mechanizmusok részben azonosak az apoptdzisbafigyedigets
folyamatokkal. A proapoptotikus hatasok (pl. BAXtiaktor) emelik, mig az
apoptézis gatlok (pl. caspase inhibitorok, MPTPIGtcsdkkentik a coated-
thrombocyta képmést. [37,87] ET-ben legUjabban az apoptdzis zavara
mutattak ki [88]. Tekintve, hogy a HU a doézissayemes aranyban fokozza az
apoptozist [89] feltételezzilk, hogy a HU az apotdpokozasaval emeli a
coated-thrombocytak aranyat.

ET-ben mind trombotikus, mind a vérzéses s$dinények dfordulhatnak,
kulondsen nagy-rizikoju betegeknél (60 éeve felatbmbotikus betegseg az
anamnézisben, vagy >1500 G/L verlemezke szam) AgORltalunk vizsgalt
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betegpopulacioban nem fordult 6ell500 G/L feletti thrombocyta szam.
Huszonhat beteg volt 60 évesnébsdbb, de ezek coated-thrombocyta aranya
nem kilénbodzott szignifikansan a fiatalabb ET bekéthl (28.9+11.6% vs.
32.6+10.4%)

Az ET-s betegekben megfigyelt alacsonyabb coatem¥thocyta arany
hozzajarulhat a vérlemezkék ikbdészavarahoz, aminek a tisztazasa még
tovabbi vizsgalatokat kivan.
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