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Bevezetés és célkitiizés

A vér igen magas fokon differencialodott, specidlisan fejl6dott, folyékony kétészdvet, plazma
faktorok oldata és cellularis elemek szuszpenzidja. Kuldnb6z6 sebességgel, akadalytalanul aramlik
a test ereiben. Oxigént és mas, nélkil6zhetetlen anyagot szallitd rendszere ez a szervezetnek.

Az érfal sérilésekor az életet védé hemosztatikus mechanizmus a sérilés korrekcidjara torekszik,
megakadalyozza az elvérzést, de a trombusképzddést is. A hemosztazis 6 résztvevéi az
érrendszer, a trombocitak, a plazma koagulacios és antitrombotikus és fibrinolitikus faktorai, illetve
az éaramlas soran hatdo erék. A sérulést vazokonstrikci6 koveti, majd a szabadda valt
szubendotélidlis képletekhez a keringd trombocitak kitapadnak, aktivalédnak és trombocita dugo
képzédik. A fibrint létrehozd koagulaciés rendszer azonnali aktivalédasa és a trombocita dugd
illetve fibrinhald képzédése, majd mindezek lebontasat végzé fibrinolitikus rendszer megfeleld
mikodése, megakadalyozzak a vérzést, és sebgydgyulast eredményeznek. Ez a fiziologias
véralvadasi folyamat finoman szabalyozott biokémiai reakciok sorozata.

A trombocitak vagy a koagulaciés faktorok hianya, csokkent miikddése, esetleg a folyamat
elégtelen szabalyozottsaga vérzéshez vezethet. Ugyanakkor a trombocitdk vagy a faktorok
emelkedett mennyisége illetve a folyamat nem megfelel6 helyen és id6ben torténd aktivalodasa
érelzarodast okozhat, amelynek trombozis, szivinfarktus vagy sztrok lehet a kdvetkezménye [1], [2]
[3].

1995-t61 kaptam lehet6séget 6nall6 munkacsoport alapitasra, amely elsésorban azzal foglalkozik,
hogy a trombocitak részvételével zajlé folyamatokat tanulmanyozza. In vitro aramléasi kamrak
bedllitasaval és alkalmazasaval - az erek kilénbdzé aramlési kérilményeit modellezé kisérleti
rendszerben - [4], [5], [6], fehérje és immunokémiai modszerekkel, mikroszkopos technikakkal,
biotechnolégiai és kombinatorikus kémiai eljarasokkal tanulmanyoztuk a trombézis és hemosztazis
mechanizmusait. Vizsgaltuk a vaszkularis rendszert alkotd6 matrixok [7], az izolalt komponensek -
mint a kollagén- és a trombocitak kitapadasaban fontos szerepet jatsz6 VW molekulak
tulajdonsagait [8]; a kollagén és a VWF egymassal valé kélcsonhatasat, [9], [10], [11].
Bekapcsoloédtunk a trombocitak egymassal vald Osszekapcsolodasadban szerepet jatszé
receptoranak vizsgalataba [12]. Vizsgéaltuk a kélcsdnhatasokat befolyasolé / gatldé / szabalyozd
anyagokat és hatasukat: a kollagént, a VWF-t - és az extracellularis matrix trombocita kélcsénhatas
géatlasan keresztil haté anyagokat (peptidek, antitestek, aptamerek). Ennek eredményeként olyan
géatloszereket ismertink meg és irtunk le elséként, amelyek az aterotrombozist megel6z6
gyogyszerek fejlesztésének alapjaul szolgalhatnak [13, 14], [15], [16-18], [19], [20], [21]. A Klinikai
kutatas alanyat képezd kulonb6z6 betegcsoportoktol és egészséges egyénektdl szarmazo teljes
vérbdl, plazméabol végeztiink és jelenleg is végzink vizsgalatokat, analizaljuk az eredményeket a

betegségek patomechanizmusénak jobb megértése érdekében [22], [23], [24-26], [27].
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Jelen értekezés célja e tizendt évnyi kutatobmunka 6sszefoglalasa. Eredményeinket az ,Irodalmi
Osszefoglaloban” és az ,Eredmények értékelése” részben prébalom az eddigi nemzetkdzi
ismeretek alapjaira helyezni, azokkal 6sszevetve, kiegészitve értékelni.

A ,Mbdszerek” és az ,Eredmények” részben a nemzetkdzi tudoméanyos munkankat reprezentald
kozleményeink kozil a sajat vagy az altalam vezetett kisérletes munkakat, illetve a tébbségében a
Magyarorszagon késziilt munkéakat ismertetem részletesen.

Elészér a trombdzis és hemosztazis alapjainak megértésére iranyuld vizsgalatainkat és
eredményeinket, majd az Altalunk felismert, valamely részfolyamat gatlasara alkalmas,
antitrombotikus hatast anyagainkat - antitestek, peptidek, aptamer - és az azokkal tortént
vizsgalatainkat, végul pedig kozvetlenul a klinikai tanulmanyainkat ismertetem. Ezeken a
fejezeteken belll, el6szér a trombogén felszin, majd a trombogén felszin és a trombocita
kélcsdnhatasban résztvevé kofaktor (VWF), a VWF felszinnel és a trombocitaval vald
kolcsdnhatasa, ezt kdvetden a trombocita-trombocita dsszekapcsolédas, végul pedig a trombocita
felszine altal katalizalt trombusképzddés és lebomlas szabalyozhatésaga témakdrokbe

csoportositva irom le az eredményeket és értékelésiiket.

A tézisekben és az értekezésben a Magyar Tudomanyos Akadémia iranymutatasanak megfeleléen
igyekeztem a magyar helyesiras szabalyai szerint hasznalni a szakmai nyelvet. Olyan esetekben,
ahol nincs, vagy nem megfelel6 a magyar valtozat, délt betlikkel az eredeti terminus technicust

vagy idézéjelben hasznaltam az angol kifejezést.
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Irodalmi 6sszefoglalas / hattér

A hemosztazis az a folyamat, mely fenntartja egy zart, nyoméas alatt |évé keringési rendszer
egységét érsérllés utan is. Az érfalsérilés és a vér kilépése a keringésbdl gyorsan bekdvetkez6
eseményeket indit el az érfalban és a vérben, melyek megakadalyozzak a vérzést. A véraramlas
sebességétdl fuggben keringd trombocitak gyliinek a sérilés helyére, ahol azok a képz6dd
trombus f6 6sszetevéivé valnak az artérias oldalon; a szdveti faktor altal beinditott véralvadas is
elérehalad, amelynek eredményeképpen trombin és a fibrin képzédik. Ezek az események egy
idében torténnek. Normal kortlmények kozott a szabalyozd folyamatok idében és térben
behataroljak a trombusképzddést. Amikor a véralvadas, j6I szabalyozott folyamataiban kevés, sok
vagy hibas faktor illetve trombocita vesz részt, akkor nehezen befolyasolhaté vérzés vagy
trombozis alakulhat ki.

A hemosztazis f6 folyamatai a (1) vazokonstrikci6, (2) trombocita aktivacié és trombocita dugd
képzddés, (3) prokoagulans és az antikoagulans rendszer aktivalédasa, fibrin alvadék képzédése
és fibrinolizis. A rendszer alkotéinak — matrixok, trombocitak, véralvadasi faktorok, inhibitorok,
ionok - egymasra hatdé és visszahatd kolcsOnhatasai kovetkeztében, egy nagyon pontosan
szabalyozott folyamatban, a sérllt érfelszinen trombus képzddik, amely az angiogenezis szintén
nagyon pontosan szabéalyozott folyamataban lebomlik.

A trombozis és hemosztazis kutatas viszonylag Uj teriilete az a&ramlas soran fellépd erék hatasanak
a vizsgalata [28]. A tanulmanyok megértéséhez néhany alapfogalmat kell atismételni.

Nyiréeré vagy ,ang.: shear force”: az araml6 folyadék rétegei, vagy laminai kozétt fellépd, az
aramlas iranyaval parhuzamos mechanikai eré, melyet a folyadékréteg a mellette 1évé rétegre
kifejt, (jele F, mértékegysége S| mértékrendszerben [N] (Newton), CGS mértékegységben [din]; [N]
= [105din]. Az er6 iranya mindig olyan, hogy a relativ megcsuszast akadalyozni igyekszik.

A nyiréfesziltség vagy ,ang.: shear stress” (1, S| dimenziéja [N/mz]; CGS rendszerben [din/cmz]; 1
N/m? = 1 kg/(m*s); 1 N/m? = 10 din/cm?) az araml6 folyadék rétegei, vagy laminai kozott fellépo,
teruletegységre hatdé mechanikai erét (nyomoerét vagy nyiréerét) jelenti, melyet a folyadékréteg a
mellette 1év0 rétegre kifejt, ha a vért (folyadékot) egymason elmozdulé rétegekként képzeljik el és
feltételezzik, hogy newtoni / 6sszenyomhatatlan folyadékként viselkedik. A N/m? egységet Blaise
Pascal emlékére 1971-ben elnevezték Pa (pascal)-nak. A nyiréfesziltség egy henger alakd
aramlasi kamraban a radiusszal (r) és az aramlas iranyaval (z) matematikailag kifejezhet, t=-n
(dvz/dr), ahol a dvz/dr a helyi sebességgradienst jelenti, az n pedig a dinamikai viszkozitast (belsé
sarlédasi egyutthatd). T = n* y [N/m2 =10 dyne/cmz] normal vérre szamolva a nyirofesziiltség, t =
0.04 v, vagy T =y /25 (vagyis a nyirofesziltség= sebességgradiens / 25).

A dinamikus viszkozitas a folyadék anyagi minéségének és allapotanak (hémérséklet) jellemzéje
(ele a m, de gyakran hasznaljak a p-t, SI mértékegysége [Pa*s] vagy [N/m? *s]; CGS
mértékegysége a [P] (poise, Jean Louis Marie Poiseuille neve utan); 1 P = 0,1 Pa*s

A viszkozitas a normal vérre j6 kozelitéssel 0,0038 Pa*s, kerekitve ~ 4x1 0% Pas.
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A sebességgradiens vagy ,ang.: shear rate” (y, dimenzi6ja [1/s vagy s"]) az elmozdulas relativ
sebessége (vagy sebességének valtozasa), két egymas melletti folyadékréteg kdzott. Tokéletes
Newtoni folyadék esetén a sebességgradiens egyenesen aranyos a nyir6 feszlltséggel és
forditottan aranyos a folyadék viszkozitasaval. y = dv/dr, [s"= (m/s)/m].

A trombozis folyamata valtozé reologiai korilmények kdzétt, a trombus ndvekedésével érelzarodas
felé halad. A trombdzist elindito folyamatban az érfal kézeli aramlasi korilmények is
meghatarozzék azt, hogy a reaktiv komponensek milyen gyorsan érnek el a sériilt terlletre és
milyen gyorsan tavolodnak el a reakcio6 termékei. Mig, jelen tudasunk szerint, az oldatban lévé
alvadasi faktorok szallitasa a sérilt érfalhoz klasszikus konvekcios-diffazios mozgéassal térténik, a
sejtek és a vérlemezkék érfalhoz valé mozgasa ndvekszik az aramlas-fliggd sejt-sejt utkozésekkel,
az aramlasi sebességgel fokozodik a fallal vald kélcsénhatasuk valdszinlisége. Kisérleti Gton
igazolték, hogy a névekedett nyirderék aktivaljak a vérlemezkéket, megvaltoztatjak olyan proteinek,
sejtek lokalizaciojat, mint a szoveti faktor (tissue faktor, TF) és a TF Utvonal inhibitor, tovabba ezen
faktorok gén expresszidjat is szabalyozzak. Nagy nyirasi erék hidnyaban a vordsvértestek, a
fehérvérsejtek és a trombocitak stabil aggregatumokat hoznak létre egymassal vagy az érfalat
hatarol6 sejtekkel, melyek mindamellett, hogy megvaltoztatjiak az aggregatum vagy a seijtfal
biokémiai viselkedését, hatékonyan névelik a helyi vérviszkozitast. Tehat a hemodinamikai erék
nemcsak specifikus anatomiai helyek trombozisképzédésre hajlamositd sajatsagat befolyasoljak,
de a trombusok biokémiai 6sszetételét és a trombusképzddési reakciok Utvonalait is. [29]

Az aramlas korilményeitdl fliggben regulaligk a hemosztazist az erek belsd falat boritd
endotélsejtek is [30].

Az erek bels6 falat boritd endotél sejtek a vérkeringés soran fellépd nyiréfesziiltség valtozasra igen
sok vélaszreakciot adnak [31]. A nyirofesziltség valtozasat érzékeld rendszer vizsgalata igen
nehéz, mert sem azok a strukturak, amelyek érzékelik az er6t, sem a rajuk haté erék jellege nem
hatarolhaté korll tisztan. Az egyértelmien bizonyitott, hogy a transzmembran molekulékra hat6 eré
biologiailag fontos jelatvitelt, tovabba energiatermeld bioldgiai valaszreakcidkat valt ki, melyeket két
tényezd befolyasol: (1) az erdatvivé ligand, és (2) az eré alkalmazasanak Gtvonala/iranya. Az
erdatvitel modjatél fliggben a ligandok helyileg kilénb6z6 nyiras-indukalt valaszreakciokat hoznak
létre az endotéliumban [32]

Az erek endotél sejtjeinek szabalyozé szerepe dontd fontossagl a hemosztazis aktivalasanak és
gatlasanak egyensulyaban. Az egészséges endotélium hozzajarul az akadalytalan véraramlashoz
és meggatolja a hemosztazis aktivalodasat kivaltd sejtek és proteinek kitapadasat. Az
antitrombotikus hatds azonban nagyon hamar aktivaciés hatassa valtozik, amikor a sérilés
hatasara az erek endotélsejtiei alatti extracellularis matrix (ECM) szabadda valik. Az ECM
Osszetevéinak kvalitativ és kvantitativ és kvantitativ véaltozasai hatarozzak meg az ECM
trombotikus (esetleg vérzékenységet okoz6 (Ehler-Danlos szindroma) tulajdonsagat [33], [34].

Az endotél sejtek levalasakor az elso réteg, amellyel az aramlé vér talalkozik az 50-100 nm vastag
membran, amely az endotél sejtek alapjaul szolgal. Ez a réteg legnagyobb mennyiségben laminint,

majd fibronektint, enaktint, proteoglikanokat és IV-es tipusu kollagént tartalmaz. Ezek mindegyike
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aktivdlia a trombocitédkat, a proteoglikanok kivételével. A membran alatti ECM-ben nagy
mennyiségben vannak jelen a kollagén fibrillumok, és a mikrofibrillumokkal asszocialoédott elasztin.
A ma ismert 21 kulénb6zd tipust kollagén valamelyike minden szévetben és szervben eléfordul,
biztositva azok szerkezetét és szilardsagat. A szerkezetilk alapjan csoportositva a trombocita. és a
VWEF-kétési vizsgalatok szempontjabol a fibrillaris I-es, ll-es, lll-as, a térhalot alkotd 1V-es és a
filament-képzd VI-os tipust kollagéneket kell kiemelni. Maguk a kollagének jellegzetes aminosav
Osszetétellel rendelkeznek, amely minden sokseijtli él6lényben azonos. A kollagén matix
hemosztazis szempontjabél alapvetd tulajdonsaga, hogy jol kéti a VWF-t. A nagy nyiréeréknek
ellenall6 trombus képzddésének az alapja a VWF rogzulése.

A plazmaban 2-4 g/L koncentraciéban keringé fibrinogén molekula 340 kDa molekulatomegi
glikoprotein. A hepatocitak és a megakariocitak szintetizaljak [35]. A fibrinogén kutatdsanak nagy
magyar tudésa volt a Szentgyorgyi iskolabdl Amerikaba ment Mihalyi Elemér - aki 2010-ben hunyt
el - és Laki Kalman, akinek a neve Xlll-as faktorral, masnéven fibrin stabilizal6 vagy Laki-Lorand
faktorral kapcsolédott &ssze,[36], [37], [38], [39], [40], [41]. Munkassaguk alapjan valt ismertté,
hogy trombin katalizalt proteolitikus folyamatban a fibrinogén fibrinné alakul, a fibrinopeptid A és B
lehasitasa valamint a polimerizaciés végek szabadda valasa kézben. A polimerizaciés végek
szabadda valasa lehetévé teszi a fibrin molekulak egymashoz kapcsolédasat, halo képzédését. A
Xlll-as faktor altal katalizalt reakciéban a folyamat tovabb megy, a fibrinszalakbol a fibrin molekulak
¢(y-glutamil)lizin kovalens kétésével stabil halé képzédik. A haldéba fogott trombocitak és / vagy
vOrds vértestek (dramlési sebességtdl fliggden) a trombus f6 tdmegét képezik. A stabil fibrinhalé
képezi a sejtek megtapadasanak az alapjat a sebgyogyulas és az angiogenezis folyamatahoz. A
fibrinolitikus folyamatban ez a halé lebomlik. A trombusképzédésben betéltott kdzponti szerepe
miatt, a trombin gatlasa az antikoagulans terapiak 6 iranya. Eppen ezért a trombin szerkezete és
funkcidja kdzétti 6sszefiiggés megismerése a kutatasok egyik f6 iranya [42].

képzédéséhez elengedhetetlen, multimer szerkezetl glikoprotein, mely a véraram azon helyein
valik iranyito szereplévé, ahol a vér aramlasi sebessége, vagyis az érfalhoz viszonyitott
sebességgradiens nagy. A plazmaban 10-20 mg/L a koncentracioja [43]. A VWF multimer diszulfid
hidakkal kilénb6z6 szamban 6sszekapcsol6do dimer alegységekbdl all (2-100).

Denaturalt formaja 2-3 nm atmérdjl, 80-1300 nm hosszu szélnak vagy laza, 200-300 nm atméréji
gombolyagnak latszik elektronmikroszképpal.

Tobben igazoltak azt a feltételezést, hogy a VW molekula globuléaris forméban kering, és aramlas
hatasara ,kitekeredik”, egyméashoz kapcsolédik [44], fonalat képez [45]. Barg és munkatarsai
szilanizalt csillampalan nagy sebességgradienssel aramoltatva rogzitettek VWF-t, amelybdl
trombocitakat ko6td, aktiv, 300 um hosszusagot is elérd szalakbol all6 filamentdzus halézat
képz6dott. Mikroszkopos megfigyelésekkel (AFM és immunfluoreszcencia) igazoltak, hogy a halo
képzédéséhez nagy VWF koncentracio, legalabb 2,1 N/m? (21 dyn/icm?) nyirofesziiltség és
alacsony hidrofébicitasu kété felszin szikséges. Amikor a globularis VWF multimer kinydlik, a

vérlemezkék egymashoz és a sériilt érfalhoz val6d kapcsolodasat kdzvetiti, ezaltal né a molekula és
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receptor kélcsdnhatas valdszinlisége, mikdzben nagy felszinen érhetd el a Vlll-as alvadasi faktor
is, amely a vérlemezke felszinén zajl6 koagulaciés folyamatban fészereplé. A VW multimer mérete
e konformacidjatol fiiggd szerepét befolyasolja. Normal koérilmények kozétt a VWF-nak a
keringésben nincs affinitdisa a trombocitakhoz. Azonban még ma sincs megmagyarazva az a
megfigyelés, hogy a nagyon nagy VW multimerek konszumpcibja a keringé trombocitak szamaval
aranyosan fokozott esszecidlis trombocitémiaban (ET), [46]. A VWF az endotélsejtekben, kis
mennyiségben a megakariocitakban képzédik, az endotélsejtek Weibel-Palade testeiben
raktarozédik, a plazmaban, a trombocitak a-granulumaiban és az endotél alatti matrixban van.

A VWF génje a 12-es kromoszéma rovid karjan talalhat6.. A szintézis sordn ~278 kDa
molekulatdmeg( alegységek éplinek fel, melyek C terminalis diszulfid hidakkal dimerizal6édnak,
majd N-termindlis diszulfid hidakkal a dimérek 6sszekapcsolédasaval multimert alkotnak. A
multimerben a szabalyosan névekvé sz&ml dimérbdl allé egységek, ~540-t61 20 ezer kDa
tartomanyban oszlanak el. A multimer szerkezete és mérete meghatarozza a molekula aktivitasat.
Az alegységek FVIII, GPIb, GPlIb/llla, heparin és kollagén kétdhelyeit a multimer aramlasfiiggd
konformaciovaltozasa befolyasolja. A multimerizacié foka a szintézis alatt is és a keringés
folyaman is szabalyozott, és a funkcié szempontjabdl alapvetd. A multidomén szerkezetli VWF
protomer molekulatdmege 309 kDa és hossza 120 nm. A pre-pro VW molekula egy 22
aminosavszamu szignal peptidet tartalmaz, egy 721 aminosavbdl all6 propeptidet és 2050
aminosavszamu érett egységet. A szintézis folyamén az atirds utani médosulas igen nagyfoku,
amely 12 N-kotott és 10 O-kotétt glikozilacios oldallancot eredményez minden érett monomer
egységen. Négy potencialis N-kotott glikozilacios lehetdség van a propeptiden is. Osszesen a
hogy azok meghataroz6 szerepet jatszanak a molekula szintézisében és expresszidjaban [47].

Az érett VWF alegység, a monomer 2050 aminosavbdl all, és mintegy 270 kDa molekulatémegi,
mely csaknem teljes egészében négy kulonféle, ismétiddé doménbdl all. Ezek a funkciondlis
domének az aminotermindlis végtél a karboxi termindlis vég felé a kovetkezd sorrendben
kapcsolédnak: D1-D2-D’-D3-A1-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2. A VWF legtdbb funkciojaért az A1 és
A3 hurok domének a feleldsek. A VWF kollagénkotd funkcidjat - az I-es, illetve a lll-as tipust
fibrillaris kollagén esetén- ez a két A tipusi domén biztositja. Az A1 domén a GPIba glikoprotein
kétéhelye, a Vl-os tipust kollagén megkétésében is részt vesz, és kdtbhelyek talalhatok rajta a
heparin és a szulfatalt glikolipidek szaméara is. Az Arg-Gly-Asp szekvenciaju, 1744-1746
pozicidban, a C1 doménben van a GPlIb/llla receptor vagy integrin allbB3 kdtéhelye. A D-domén
1-272 aminosav szakaszan a VIl alvadasi faktor két6helye valamint heparin kot6hely talalhato. A
VWF alegységek doménjeinek konformécioja és funkcidja valdszinlileg fliggetlen a multimerizacio
fokatél. A multimerizaci6 a képzddés helyén befejezédik, ahol azonban a VWF molekulak
multimerizaltsdganak mértéke nagyobb, mint a vérben. A VWF féléletideje a keringésben 12,4+/-
2,5 Ora az antigén szint mérése alapjan és 8,5+/-2,5 éra a kollagén kot aktivitisanak mérése
alapjan [48]. Erdekes ez az eredmény, és feltaratian az aktivitasban és a mennyiségben mért

féléletidék kozotti kilénbség oka. A vérben a multimer egyensuly proteolitikus szabalyozas alatt all.
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A normal multimerméret feltétele a normal hemosztazisnak. Genderen 1997-es kdzleményében az
esszencidlis trombocitémias betegek VWF hemosztazisat vizsgalva azt is megallapitotta, hogy ET
betegek esetén a VWF féléletideje antigén szint alapjan nem kuilénbézik szignifikdnsan a
kontrollokétol, azonban a kollagénkétd akivitas alapjan 30%-kal alacsonyabb. Utalt arra, hogy a
VWF multimerizaci6jat (aktivitasat) befolyasol6 maésik faktor is szerepet jatszhat ebben a
folyamatban. Ez a masik a faktor az ADAMTS-13 enzim, amely felelés azért, hogy a szintetizalt
VWF multimerizaci6janak foka csdkken a keringésben. Az ADAMTS-13 a metalloproteinazok
csaladjaba tartozé, nagyon jol szabalyozott enzim. Az VWF A2 doménjében talalhaté Tyr842-
Met843 aminosavak koz6tt hasitia a VW molekulat. (ADAMTS=a disintegrinlike domain, a
metalloproteinase domain, and a trombospondin motif.) Az enzim hianya vagy csokkent szintje
esetén igen nagy multimerizaltsagi fokG VW molekuldk vannak a keringésben, amelyek a
trombocitdkhoz kotddnek és mikrotrombusok képzédnek, trombotikus mikroangiopatiat okoznak
[49], [50].

A vér aramlasa kdzben a trombocitak az érfal kézelében haladnak és rendszeresen érintkeznek az
érfalat béleld endotélsejtekkel, mikdzben a sérilések javitdsaval hozzajarulnak az endotélréteg
folytonossaganak biztositasahoz. Ezek a mikroszkéopikusan diszkoid alakd, mag nélkili sejtek
nyugvé allapotban vannak mindaddig, mig fiziolégids vagy patologias hatds nem készteti ket
aktivaciora. Sérilés helyén kitapadnak az érfalhoz, a koagulaci6 és a sebgyogyulas folyamatanak
katalizalasa kdzben szolgaljak a norméal hemosztazis fenntartasat [51].

A trombocita a megakariocitakbdl képzédik, az dsszes alkotorészével egyutt (a kontraktilis, az
alvadasaktiv és a hormonhatasu fehérjék, a lipidek és a membranok). A megakariocitakban
alakulnak ki a granulumok, a citoszkeletaris rendszer, a nyitott csatornak, a receptor csoportok,
majd a megakariocitak széli részérél flizédik le az érett trombocita, amelyben tovabbi szintézis mar
nem zajlik. A nyugvé sejt a vérben kb. 3 um atméréji és 1 um vastag, amely aktivalédas hatasara
elészor gémb alakiu lesz, majd zsugorodik, és allabakat ereszt képez, amelyekkel toébb sejt
szorosan egymashoz kapcsolodik. Sok fiziolégias aktivatora van, mint a trombin, a kollagén, az
ADP, a PAF, (nagy aramlasi sebességnél a VWF) és egyes farmakolégiai anyagok, mint a Ca-
ionofor, a ciklikus endoperoxidok stb. Az aktivatorok specifikus receptorokon keresztiil hatnak.

A trombocitak adhézidja a sérult érfalhoz a hemosztazis egyik legkorabbi Iépése. Az endotélium
karosodasa utan azonnal trombocitak gyllnek a felszinre keruld szubendotélialis struktarakra. A
vénakban vagy nagyobb artériakban, ahol az aramlas soran fellépé nyirderdk kicsik, a trombocitak
GPVI és GPIIb/llla receptoraik segitségével kdzvetlenul kétddnek a szubendotélialis kollagénhez.
Nagy nyirerk esetén azonban, kiildnésen arteriolakban és beszikilt erekben, ezek a receptorok
kortlmények kozott lelassulnak az aramlé trombocitak és ellenallva a nyiréeréknek, kialakitjak
stabil kotéseiket a sérilt érfeliilettel. Ezt a folyamatot val6sidejli mikroszképos rendszerek
segitségével lathatova tették, és kimutattdk, hogy a trombocitak gordllnek a felszinre kerult
szubendotéliumon, miel6tt megalinak. Demonstraltak, hogy ez a jelenség figg a von Willebrand

faktor (VWF) és trombocita receptora (GPIb) jelenlététdl. Ennek a kélcsénhatasnak a jelentéségét
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igazolja, hogy a von Willebrand betegség (VWB) 3-as tipusaban (VWF teljes hianya) és a Bernard-
Soulier szindroma (GPIb hianya) jellegzetes tlinetei (pl.: nyélkahartya vérzések) olyan ereket
érintenek, amelyekben a nyir6erék nagyok. Az aramlasi sebességtél fliggd folyamatban a sérilés
helyén kitapad6 vérlemezkék el6szor reverzibilisen kapcsolédnak az endotél matrixhoz és az ott
szabadda valé trombogén anyagokon immobilizalt adheziv fehérjékhez. E kapcsolédasok miatt az
aramlasi sebességgel aranyos mértéki sebességcsokkenés kdvetkezik be, a sejt aramlé6 mozgasa
a felszinen gordild mozgassa valtozik. A gordilés alatt a VWF és receptoranak (GPIb)
kolcsoénhatasa elinditja a trombocita aktivaciojat, és a trombogén matrixhoz kdzvetlenil kapcsolodo
receptorain keresztlll a trombocita stabilan régzul a felszinen (adhézié). Az aktivalodoé sejt felszine
képessé vélik a K-vitamin figgé alvadasi faktorok lokalizalaséara, beindul az alvadasi kaszkad,
amelynek végeredménye a fibrinogén fibrinné alakulasa, majd a stabil fibrinhalé képzédése
(koagulacié). Ekoézben a sejt-sejt kolcsdnhatast biztositdé receptorok is aktivalodnak és a
vérlemezkék a fibrinogén és a VWF altal kdzvetitve egymashoz kétédnek, mintegy dugét képeznek
(trombocita aggregacio), hogy a sériilt érfalat lezarjak.

A trombus létrejotte a trombocita receptorok, az adheziv felszin és a vérben keringé faktorok,
kofaktorok 6sszehangolt kélcsénhatasat feltételezi.

A receptorok kozll a trombocitak felszinén legnagyobb szdmban az indirekt kélcsénhatasban
résztvevd receptorok vannak, mint a GPIlb-llla, majd a GPIb-V-1X receptor komplex. Az indirekt
kollagén — trombocita interakciéban szamos adheziv fehérje jatszik szerepet a megfeleld
trombocita membran receptorokkal kapcsolédva. A trombocitak GPIb/V/IX receptora a VWF-on, a
GPlIb/llla receptora (allbB3) a VWF-on és a fibrinogénen, a GPIc/lla receptor a fibronektinen, a
CDA47 (integrin-associated protein) a trombospondinon, az a581, valamint a6B1 minor integrinek a
fibronektinen, illetve lamininen keresztiil kapcsolédnak a kollagénhez [52].

Az aramlas korulményeitdl fliggden kuldnbség van trombocita integrin és a ligand miikddésében. A
keringés vénas oldalan, azaz alacsony aramlasi sebesség esetén a GPlIb/llla és a fibrinogén
kapcsolata, mig a keringés artéridas oldalan és a mikrocirkulacioban, azaz magas aramlasi
sebességgel jellemezhetd helyeken GPIb/V/IX és a VWF, valamint a GPIlIb/llla és VWF kozotti
kélcsdnhatas a donté.

A direkt receptorok kozll a GPla-lla (a2B1) receptor szdma a legnagyobb, ez biztositia a
kollagénhez val6 direkt kapcsolodast, de a GPVI receptor és a CD36 (GPIV, GPlllb) és p62 (P-
szelektin) proteinek szerepe is jelentés ebben a folyamatban. A direkt receptorok miikddése
aktivaciot igényel. A GPIb nagy nyir6 er6k hatasara és VWF kétés kdzben aktivalodik és elinditja a
tobbi receptor aktivalodasat.

Az érfal adhezivvé valé felszinéhez torténd trombocita adhéziét kdvetéen harom reakciésorozat
zajlik egymassal parhuzamosan: a szekrécio, azaz a vérlemezke alfa-granulumai és a
plazmamembran fazidja, valamint a ,flip-flop™reakcié, a trombocitamembran atrendezédése, s a
féleg trombin, ADP, tromboxan A2 hatdsara létrejové trombocita-aggregécio (trombocita -
trombocita kélcsénhatas). Az aggregacidhoz, amely a trombocitdk receptoraikon at térténd

egymashoz kapcsolédasa, a trombocitdk adhézidé soran bekdvetkezd aktivacidja szlikséges.
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Fiziologias és patologias trombocita agonistak képesek jelatviteli utvonalakon keresztul aktivalni a
trombocitak GPIIb/llla receptorait. A legtébb aktivator, lokalis valaszként a sérllt érfalbél szabadul
fel, vagy oft szintetizalédik. Ahhoz, hogy a stabil trombocita aggregacié kialakuljon, a fibrinogénen
kival tobb ligand kétédik az aktivalt GPllb/llla-hoz. Pozitiv visszacsatolé6 mechanizmus
eredményeképpen végul az érsérilés zarasahoz elegendd méretli és szilardsagu trombocita dugo
trombocita kontraktilis fehérjéi mind hozzajarulnak, hogy az érsérllés helyén az aggregalédott
trombocitak irreverzibilis fuziéja j6jjon létre.

A VW funkcidja kllonleges, mert aramlasi sebességtodl fliggéen kozvetiti a trombocitak idészakos
régzulését az érfalon szabadda valé struktirakhoz. Ez a szerep a nagy aramlasi sebességl
helyeken - az artéridkban és a kapillarisokban — donté. A molekula hianya vagy hibaja kilénbézé
mértékli, néha az életet veszélyeztetd vérzékenységhez vezet. (Az Oroklott VW betegség a
népesség 1%-at érinti). A nagy multimerek hianya funkcié vesztésével jar, vérzékenységet okoz, a
nagyon nagy multimerek viszont nagyon trombogének, a trombusképzédés mértékét novelik [53]
[54]. Feltételezik, hogy a globularis VWF multimer kinyulik, amikor a molekula a vérlemezkék
egymashoz és a sérilt érfalhoz vald kapcsolodasat kozvetiti, ezaltal né a molekula és receptor
kolcsOnhatas valoszinlsége, mikozben nagy felszinen érhetd el a Vlll-as alvadasi faktor is, amely
a vérlemezke felszinén zajlé koagulaciés folyamatban fészerepld. A VW multimer mérete e
konforméciojatél fliggd szerepét befolyasolja.

A VWF azon kivul, hogy nagy nyiréerd ellenében biztositia a trombocitak kapcsolédasat a
szubendotélidlis struktirakhoz (adhézié), azaltal, hogy molekularis hidat képez a trombocitdkon
l1évé receptora (GPIb) és a szubendotélium (kollagén és proteoglikanok) kozott, kdzvetiti a
trombocitak egymashoz valé kapcsolédasat is a GPIb és GPlib/llla receptorokhoz koétédve
(aggregacio), részt vesz az endotélsejt bazalis membran kapcsolatban is (8. &bra). Tovabba a
VWF molekula hordozza a Vlll-as alvadasi faktort is (nem kovalens kotéssel, komplexként egyditt
keringenek), ezzel stabilizélia a FVIII-t és megvédi az aktivalt protein C vagy a FXa altali
inaktivaciotol a keringésben.

A VWF csokkent funkcidjat okozé6 mennyiségi vagy mindségi eltérések mellett egyre nagyobb
jelentéséget tulajdonitanak az emelkedett szintje és aktivitasa miatt kialakuld trombotikus rizikonak.
Régoéta ismert, hogy a nagy VW multimerek aktivitasa nagyobb, mit a kisebbeké, sé6t a VW
molekula multimerizaltsagi fokanak egy bizonyos szint ald csokkenése vérzékenységet okoz.
lgazoltak azt, hogy a trombusképzddés valészinliségét ndvelik a nagyon nagy multimerek [53].
Jelenleg a VWF szerepét Sadler foglalta 6ssze a legattekinthetébb modon, amint ezt a
kdzleményébdl vett dbra mutatja [54]. A <20% VWEF szint altatalaban 1-es tipusu VWB-et jelent, a
20-50% kozotti mérsékelt vérzési rizikot és a 200% folotti a trombodzis rizikdjara figyelmeztethet.
Méghozza a vérzés és a trombozis rizik6, Ugy tlnik, hogy folytonosan és forditottan aranyos a
VWF szinttel (a vérzés rizikdja forditottan a tromboézisé egyenesen), a normal tartomanyon beldl is.
A normal és az ellentétes hatasu (vérzés és trombozis) patologias allapotok kdz6tt nincs éles

hatarvonal. Tovabbi alapkutatasok tisztdzzak majd, hogy a VWF szekrécidja majd eltinése,
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multimerek felépulése és lebomlasa hogyan fligg dssze a vérzéssel és a trombozissal. A klinikai
kutatasok, pedig folyamatosan keresik a betegek hasznara fordithat6é az Uj ismereteket.

A raktarhelyérél kilépé VWF multimerek méreteloszlasa a nagyon nagy multimerek (ultra-large
VWF, ULVWF) felé eltolédott. A ULVWF, amely a trombocita dis trombus képz6dését sokkal
jobban -akar immobilizaci6 nélkll is- katalizalja, mint a kis-, kdzepes- és nagy multimereket
tartalmazé normal plazma VWF, gyorsan eltlinik a keringésbél, a VWF multimer egyensuly
normalizalodik. A multimer méretét az ADAMTS-13 enzim normalizélja, az A2 doménjében, a
Tyr1605-Met1606 kozott hasitva a VWF-t. A hasitas nyiréerd fliggé [55]. A folyamat a pontos
mechanizmusanak feltarasa jelen kutatasok targya. A TTP és a HUS és a kis mikroereket érinté
trombotikus megbetegedéseket kdz0s néven trombotikus mikroangiopatianak nevezik (TMA) és azt
feltételezik, hogy az ULVWF nagy mennyiségben valé megjelenése és az elégtelen lebontasa
allhat a torténések hatterében.

A trombusképzédés megismerésére iranyulé klinikai megfigyeléseket, és a klasszikus morfolégiai
és patolégiai vizsgalatokat, az 6roklétt alvadasi rendellenességeket okoz6 alvadasi fehérjék
megismerése kovette. Késébb lehetévé valt a trombociték fiziologidjanak vizsgalata, a
turbidimetrias trombocita-trombocita kélcsonhatas vizsgalatok (aggregacié), a trombocitak
kitapadasanak megfigyelése, mérése idegen felszinhez (lveglemez, Uveggydngy). 50-60 éve
kezd6dott az a technikai fejlodés, amely lehetdvé tette és felgyorsitotta az in vitro, ex vivo és in vivo
koéralmények kdzott torténd kisérletes tanulmanyokat [56).

Lehetévé valt a trombus alkotdinak biokémiai vizsgélata is, a proteinek izolaldsa, aminosav
szekvencidk, domén szerkezetek és funkciok meghatarozasa, a molekuléris és genetikai hattér
megismerése. Vizsgalhaté a szubendotélidlis matrix vagy a képzddd trombus és izolalt
komponenseinek is az 6sszetétele, a trombogenitast szabalyozé alkotoi.

Tobb mint 30 éve irtak le az aramlé vérben kialakulé nyiréerék hatasat a trombocita adhéziéra.
viszonyainak a modellezésére szamos aramlasi kamrat készitettek. Miikddésiik szerint lehetnek in
vivo, ex vivo és in vitro aramlasi modellek/kamrak. Alakjuk szerint 6t csoportba sorolhatdak:
gylrls-; cs6 alaku-; és parhuzamos lemezi aramlasi kamrak; kup és sik aramlasi eszk6zok; és a
pangasi vagy all6 pontos aramlasi kamrak.

Humordlis oldalrél a trombus ndvekedésének, stabilizacidjanak fészerepléje a trombin, amely a
sérllés helyén tapadt trombocitak felszinén protrombinbdl igen gyorsan képzédik. Azokban a
folyamatokban, amelyekben a trombocitak sérilt érfalhoz vald lokalizaci6jat nem a kollagén
inicialja, a trombin képzédésének igen nagy szerepe lehet [20].

A mai farmakolégiai kutatas egyik vezetd iranya a kigyomérgekbdl, vérszivo rovarokbdl, allatokbol
izolalni a hatéanyagokat és azok hatdsmechanizmusanak vizsgalni. A munkak célja, a kilénbdz6
biotechnolégiai technikakkal specifikus trombusképzédést gatlé anyagok/inhibitorok megismerése.
Az altalanosan hasznalt antitestek mellett az in vitro peptid és fehérje vagy a nukleinsav alapu

specifikus felismer6 molekulékat alkalmazé nagyteljesitmény(i technolégiak egyre gyorsabban
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fejlédnek. Pl. nagyon nagy affinitast human antitesteket lehet fagtechnologiaval izolalni,
hatékonyan, egyszeriien és olcsén [57], [58] [59].

A peptid/fehérje alapl specifikus felismeré molekuldk fag technolégiaval (angol irodalomban
Lphage display” technolégia) allithatok el [60]. Ennek a technikanak az a Iényege, hogy a fagokba
antitest szekvenciat lehet épiteni. A peptidek hossza tervezett. A peptidek lehetnek linearisak vagy
ciklikusak. Az adott peptidszekvencian bellli lehetséges variaciokat tartalmaz6 fagok sokasaga a
fagkonyvtar. Minél hosszabb a peptid, annal nagyobb szamu a variacié lehetésége. A peptid
hosszét a stabilitas limitalja. Altalaban max. 30 aminosavbol 4ll6 peptidkényvtar létezik.

Egy gyakran hasznalt masik tipustu eljarassal aptamereket lehet kivalasztani. Az aptamerek
egyszall nukleinsavak, amelyek j6I meghatarozott haromdimenziés szerkezete lehetévé teszi,
hogy az antitestekhez hasonl6 médon kapcsolédjanak célmolekuldhoz [61].

Az aptamerek kis (peptid) molekuldk és antitestek tulajdonsagaival egyarant rendelkeznek: nagy
specificitas, kémiai és biologiai stabilitas, alacsony toxicitds és antigenitas, kolcsénhatasok
felismerési képessége (protein-protein). Azonban az antitestekkel ellentétben, kémiai-, biokémia
modszerekkel szintetizalhatéak, amely kéltséghatékony eléallitasi lehetéséget biztosit.
SELEX-Systematic Evolution of Ligands by Exponential- dUsitasi eljaras elterjedése azonban olyan
oligonukleotid szekvenciék izolalasat tette lehetdvé, amelyek sok fajta, nagy szamu célmolekula
specifikus felismerésére és nagy affinitasi kotésére képesek. Ezek az oligonukleotid szekvenciak,
mas néven aptamer molekuldk, az antitestek versenytarsai a terdpids és a diagnosztikai
alkalmazasban egyarant. Az aptamerek alapvetéen kildonbéznek az antitestektél és azokhoz
képest a technologia és az alkalmazas még nagyon kezdeti fazisban van, azonban igen gyorsan
fejlédik [62].

A trombin aptamerek nanomolar koncentracioban gatoljak a trombinnak az alvadast aktivalo
kozo6lt konszenzus trombin aptamer, C-15-mer (ahol a C jelentése: consensus), egy 15 nukleotidb6l
[d(GGTTGGTGTGGTTGG)] all6 egyszalt DNS, melyet oligonukleotidok kombinaciéibdl allo
hatalmas konyvtarbél, trombinkotd képességuk alapjan azonositottak.

Az oligonukleotidok médositasaval még jobb apamereket lehet talalni. Aradi J munkacsoportja 4-
tiodeoxiuridilattal (s4dU) moédositott oligonukleotidokat szintetizalt és leirtdk, hogy a beépitett
molekulacsoport redukalé és hidrofil karaktere miatt az Uj szintetikus aptamereknek nagy affinitadsa
van szadmos fehérjéhez [64]. Az eredmények részben bemutatom, hogy moédositott aptamerek
hatasat vizsgaltuk és azt talaltuk, hogy egyikiik a trombin 1-es anionkété helyéhez kétédve

hatékonyabb gatlészernek bizonyult, mint a C-15-mer [20].

MTAdoktori, Harsfalvi J. Tézis

Anyagok, klinikai mintak és médszerek

Human VWF (Haemate P, Aventis Behring, GmbH, Marburg, Németorszag) Sephadex CL-4B
(Pharmacia AB, Uppsala, Svédorszag); New England Biolabs (Beverly, MA, USA) ,random
heptamer phage display” kényvtar;

Huméan trombin, hirudin, hirudin fragmentumok 54-65 (a tovabbiakban hir54-65), tisztitott
fibrinogén, tripszin, fibrin polimerizaciét gatlé peptid: Gly-Pro-Arg-Pro (GPRP), PAR-1 trombin
receptort aktivalo peptid (SFLLRNP, révid nevén TRAP-1); risztocetin, diaminobenzidin (DAB),
human l-as és lll-as tipust kollagén placentabdl (Sigma katalégus szerint |-es és X-es tipusu) a
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA); Horm kollagén (16 inbdl, l-es és lll-as tipusu kollagén
keveréke) a Nycomed Pharma (Minchen, Németorszag) forrasbol szarmaztak. Rekombinans teljes
hosszusagi VWF, AA1- (A478-716), AA2- (A729-910), A3his- (920-1111), RGGS- (1744-1746),
AD4B- (A1113-1639) és AC-VWF (A1640-1899) Peter Lenting (University Hospital, Utrecht,
Hollandia) ajandéka volt. A B8-fagbdl korabbi, publikalt munkabdl volt a laboratériumunkban.
Aspecifikus fagnak laktoferrinen szelektalt fagokat hasznaltunk. A GPIb N-terminalisara specifikus
24B3 monoklondlis antitest (moAb), és a VWF A3 doménjére specifikus 82D6A3 moAb, a 6B4
FmoAb fragment készitését korabbi publikaciok tartalmazzak.

Kromogén trombin szubsztrat S-2238 (H-D-Phe-Pip-Arg-PNA) a Chromogenix (Milano,
Olaszorszag). Reptilaz id6é reagens (batroboxin) a Diagnostica Stagotél (Asnieres, Franciaorszag),
Chrono-Lume kit a Chrono-log Company (Havertown, USA), ioncserélé kromatografiaval tisztitott
aptamer 5--GGTTGGTGTGGTTGG-3' (C15-mer) a VBC Biotech Services (Bécs, Ausztria),
BCATM fehérje meghatarozé kit a Pierce (Rockford, USA).

A vérmintakat egészséges onkéntesektdl vettik, akik legalabb két héttel a vérvétel elétt nem
szedtek trombocita ellenes gyogyszereket. 9 rész vért 1 egység 105 mM-os natrium-citrattal
antikoagulaltuk az alvadasi id6 és a trombocita aggregéciés vizsgalatokhoz vagy 10 U /mL
alacsony molekulatémegl heparinnal (LMWH) a trombocita adhézi6 tanulmanyhoz (Fraxiparine,
Glaxo Wellcome Production S.A.S. Franciaorszag). A vizsgalatok, a kulonb6z6 plazmak és a
trombocitak szeparalasa egy 6ranal nem régebben vett vérbdl torténtek.

A trombocitadis plazméat (PRP) 150 g-n (15 perc, szobahdémérséklet) és a trombocita szegény
plazmat (PPP) 2.000 g-n (10 perc) centrifugalassal kilonitettik el. A PRP trombocitaszamat PPP-
vel higitva allitottuk 200 G/L-re. (Ha a PRP trombocitaszama kevesebb volt, akkor az adott
trombocitaszamu és mennyiségli PRP-bél a trombocitakat 2.000 g-n 10 percig centrifugalva
killlepitettlik, és a trombocitakhoz az dvatosan levett PPP-bél annyit adtunk, hogy szuszpendalva
200 G/L legyen a trombocitaszam. A plazmakat a feldolgozasig -70 C°-on taroltuk (nem tébb mint 6
hénap).

A mosott trombocita szuszpenziét 0,18 UM prosztaglandin E1 tartalmu citratos vérbdl készitettuk. A
PRP-bél centrifugalt trombocitakat haromszor mostuk ,A” mos6 pufferben (140mM NaCl, 2,5mM
KCl, 0,1mM MgCl,, 10mM NaHCOj;, 0.5mM NaH,PO,4, 1Tmg/mL gliikéz, 10mM HEPES, pH7,4), az

12



dc_72_10

MTAdoktori, Harsfalvi J. Tézis

eredeti vérnek megfelel6 térfogatban szuszpendalva. Az utolsé szuszpenzidbdl trombocita szamot
hataroztunk meg és centrifugalas utan a pontosan szamolt mennyiségi ,B” pufferben vettik fel a
trombocitakat. A ,B” puffer az ,A” puffertél abban kilénb6z6tt, hogy 2mM CaCl, —t tartalmazott.
Altalaban 200 G/L-es trombocitaszami szuszpenziéval dolgoztunk vagy az adott kisérlethez
tervezett szamu szuszpenzioval.

VWF:Ag mérése ELISA modszerrel tortént jeldletlen, jelzett poliklonalis anti human VWF ellenes
antitestekkel [65]. A kollagén ko&té aktivitas mérése (CBA) azonos moédon tortént, csak a fedd
antitest helyett kollagént hasznaltunk. Risztocetin kofaktor aktivitast (VWF:RCo) kereskedelmi
forgalombél beszerzett kittel mértiik (Helena, Beaumont, TX, USA). A VWF multimer szerkezete
SDS agaréz elektroforézis, immunoblott denzitometriaval tértént, az eredmények részben leirt
modositott médszerrel. A VWF hasité enzimének (ADAMTS-13) az aktivitasat fluoreszcencia
rezonancia energia transzfert kivaltd szubsztratreakcid és antigén szintjét ELISA médszerrel
mértlik, a Technoclone-tél beszerzett kittel (TECHNOZYM® ADAMTS-13, Technoclone GmbH,
Bécs, Ausztria).

A kollagénhez kétdé VWF morfologiai kiilonbségeinek AFM vizsgalatahoz alacsony (0,07 N/m? =
0,7 din/cm? ) és magas (4,55 N/m? = 45,5 din/cm?) nyiréfesziiltséget parhuzamos lemezii aramlasi
kamraban biztositottunk. 1 pg/mL-es VWF oldatbdl 5 vagy 15 perces perfazié utan a kollagén
felszinhez tapadt molekulakat parafomaldehid oldattal fixaltuk.

A trombocita adhéziés kisérletekhez két fajta aramlasi kamrat hasznaltunk. Amikor parhuzamos
lemezek kozott &ramoltattuk a vért, akkor parhuzamos lemezii kamréat (angol irodalomb6l szarmazo
roviditett néven PPC, paralell plate chamer) és amikor egy siklemez f6l6tt forgatott kuppal
aramoltattuk a vért, sikon forgé kap kamrat (CPC, cone and plate chambers) hasznaltunk. A vért
kisérleti tervenként kilonbdzé, 2,5-, 5-, esetenként 15 percig aramoltattuk, vénas és artérias
korulményeket modellezé sebességgradiens beallitassal, amely altaldban <650/s és >1000/s
(gyakran 2600/s vagy még nagyobb) volt.

A trombocita adhéziéra kollagén felszinen, parhuzamos lemezi aramlasi kamraban 650/s, 1300/s
és 2600/s sebességgrandies bedllitdssal vizsgaltuk. I-es tipust human kollagénbdl 1 mg/mL-es
oldatot 50 mmol/L-es ecetsav oldattal készitettiink, PBS ellenében dializaltuk, majd Thermanox
miianyag fedélemezre porlasztottuk. Az el6z6 nap el6készitett és fedett lemezt masnap reggelig
szobahémérsékleten, so6tét helyen hagytuk. Az aramlasi kisérlethez 12 mL, LMWH-val
antikoagulalt vért, 6B4 Fab-val 37°C-on 5 percig inkubaltuk. 5 perces aramoltatas és alapos mosas
utdn a kollagénnel fedett lemezeken &sszegyl(ilt trombocitdkat (a trombust) metanollal
dehidraltuk/ffixaltuk, majd  May-Grinwald/Giemsa-val  festettik. = Trombocita  adhézi6t
fénymikroszképpal, a csatolt kameraval és képanalizalé programmal mértiik. A trombocitakkal
fedett felszint a teljes felszinhez viszonyitott szazalékban adtuk meg. Atlagosan 30
latomezét/fedblemezt vizsgaltunk. A trombocita adhézid csokkenését a gatléanyag nélkili vérbdl
képz6dd maximalis trombocita adhézidéhoz viszonyitva, szazalékos értékében fejeztik ki.

A fagok trombusképz6désre gyakorolt hatdsanak vizsgélatara sikon forgé kap rendszer(i aramlasi

kamrat hasznaltunk 4000/s 4aramlasi sebességgel, ami 152 N/m’ (152 dyne/cm?)

13

MTAdoktori, Harsfalvi J. Tézis

nyiréfesziltségnek felel meg. Az aramlasi kamrat 5%-os tejpor oldattal blokkoltuk 30 percig, majd
Hepes pufferrel mostuk (0,01 mol/L Hepes, 0,145 mol/L NaCl, pH: 7,35). A kisérletekben 250 pL
vért 10, vagy 30 percig, pufferrel eléinkubaltunk, aspecifikus vagy L7-fagokkal, majd 5 percig
aramoltattuk  kollagénnel fedett fedélemezen. A lemezr6l, véletlenszerlien, 30 terlletet
vélasztottunk az analizishez (IMAN 2.0, Anyagtani Kutatd Intézet, Budapest, Magyarorszag). A
trombocita szamot a kisérlet el6tt és utan is Sysmex K4500 hematolégiai automataval (Toa Medical
Electronics Co., Ltd., Kobe, Japan) hataroztattuk meg.

Amikor az adhéziét a belga laboratériumban 1évé mini parhuzamos lemezi kamraval is elvegeztiik,
Az aptamerek trombusképzddésre gyakorolt hatasat 650/s sebességgradiensen Impact-R (DiaMed
AG, Cressier sur Morat, Svajc) sikon forg6 kip kamraban vizsgaltuk. lll-as tipust human kollagén,
vagy HMEC-1 extracellularis matrixsza volt a trombogén felszin.

A trombocita aggregéaciét Lumi aggregométerrel mértik (Chrono-log, PA, USA), 290 G/L
tombocitaszami PRP-vel vagy mosott trombocita szuszpenziéval. A trombin aggregéciét (0,5
U/mL) 1,25mM GPRP (fibrin polimerizaciét gatlé peptid) jelenlétében végeztiik. A Horm kollagén
5ug/mL-es koncentracioban hasznaltunk az aggregacié kivaltasara. A trombin inhibitorokat
(vizsgalandé aptamereket és az Osszehasonlitdishoz hasznalt mas gatlé anyagokat) 1 percig
eldinkubaltuk PRP-vel a trombin hozzaadasa el6tt. Az inhibitorokat trombinnal valé el6inkubalas
utan egyutt adva a PRP-hez is alkalmaztuk. A kisérleteket hasonl6 képen végeztik a mosott
trombocita szuszpenziéval (WPS-sel) is. A trombocita aggregacié mértékét az aggregacios gérbe
meredekségének meghatarozasaval adtuk meg szamszerien.

A trombocita szekréciét az aggregacioval egyidejlleg az ATP felszabadulast luciferin-luciferaz
reakcioval mérve kovettiik. A legmagasabb lumineszcens jel elérése utan a mintdhoz 4uM ATP
standardot adtunk, a jelmagassag névekedésébdl szamoltuk az ATP felszabadulas vagy szekrécio
(relase) mértékét.

Aramlasi citometrias analizis soran az 1C1E7 és a 82D1E1 antitesteket szukcinimidil-
fluoreszceinnel jeldltik (XSF; Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Hogy a trombocita GPIlb/Illa
receptorat gatoljuk, a citratos vért 20 yg mL™' 16 N7C2 antitesttel inkubaltuk, majd 50 yg mL™'
jelzett anti-VWF-ral és 20 ug mL™"15E7 moAt-tel vagy hianyaban, 30 percig 20 C°-on. Az igy kezelt
trombocita dus plazmat (PRP) a készulék pufferével (Facsflow, Becton Dickinson, Le Pont-de
Claix, France) tovabb higitva szivattuk fel az &ramlasi citométerrel (FACStar, Becton Dickinson). A
fluoreszces jel meghatarazasahoz10000 sejtet gylijtott 6ssze a készilék, minden mintabél.
Kontrollként vagy XSF-jelzett MEM31 vagy nem jelzett trombociték autofluoreszcenciaja szolgalt.

A trombocitak fluoreszcencia intenzitdsanak névekedését (az autoflureszcenciara vonatkoztatva)
az trombocitakhoz két6dé VWF antitesteket kotd képességének tekintettlik. XSF-jelzett 82D1E1
volt a kontroll VWF ellenes antitest.

0,1 mL fibrinogén oldatot (2mg/mL) vagy gydijtétt normal human plazmat 0,1 mL Owren-féle
puferrel, amely kilonb6z6 koncentracidban tartalmazta az aptamereket, 1 percig inkubaltunk 37°C-

Alternativaként, az aptamereket el6szér trombinnal inkubaltuk 1 percig és a reakcio6t fibrinogén,
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vagy plazma hozziadasaval inditottuk. Az alvadasi id6 mérésére KC-1 koagulométert (Amelung,
Lemgo, Németorszag) hasznéltunk. Hogy teszteljik az aptamerek trombin specifitasat, egyes
kisérletekben a trombint 5- batroxobin unit (BU)/mL Reptilase-zal helyettesitettik.

A trombin S-2238 kromogén szubsztratjanak a hidrolizisét 405 nm-en, 37 C°-on mértik. A
reakcidelegy kiildonb6z6 koncentracioban tartalmazta az aptamereket 0,1mL pufferben (20mM Tris-
HCI, 50mM NaCl, pH8,3), amelyhez 0,1mL trombint (0,2U /mL) adtunk. A reakciét 0,1mL
szubsztrat (2mM) hozzaadasaval inditottuk. A felszabadult p-nitro-anilin fényelnyését (OD-t) egy
mikrolemez olvasén kovettlik. Egyes kisérletekben az aptamerek hatasat 2,5 nM  hirudin
jelenlétében is mértik.

Fibrinopeptid A (FpA) mérése folyadékkromatografia — tdmegspektrometria (LC-MS)

initdsaval egyidében trombint adtunk és egy szintetikus peptidet, a mennyiségi meghatarozasra
szolgalé belsd standardként. Egyes kisérletekben a trombint inkubaltuk el az aptamerekkel és a
reakcio a plazma hozzaadasaval kezdédott. Minden reakciot ledllitottunk 3 egység 96%-os etanol
hozzéadasaval akkor, amikor az aptamer nélkili plazma megalvadt (30 méasodperc), A
precipitatumot centrifugaltuk (13,600g, 4°C, 15 perc), és 90 pL fellilusz6t SpeedVac beparldbanban
beszaritottunk. A szaraz anyagot 90 pL 10%-o0s acetonitrilt és 0,1% hangyasavat tartalmazo
oldatban oldottuk fel. FpA-t LC-MS alkalmazasaval (APl 2000, Appied Biosystems) mértlnk. 10pL
mintat fecskendeztiink egy 2,1x50mm-es C18-as forditott fazisu oszlopra és 15-41%-o0s acetonitrilt
belsé standardot (retencios idd: 4,7 perc) dupla-protonalt témeguk alapjan detektaltuk (m/z=769,3
és m/z=870). Az FpA/belsd standard cslcsérték aranyat hasonlitottuk a kalibraciés gérbéhez.
HUVEC sejteket Jaffe szerint izolaltuk human koldokzsinorbol, a szilés utan nem tdbb mint két
oran belll. A sejteket Medium 199 tapoldatban tenyésztettik, amelyet kiegészitettiink 20% magzati
borjuszérummal (FCS), 15 mM NaHCOgz-mal, 2mM glutaminnal, 5mg/L fungizonnal, 100 kU/L
penicillinnel és 100 mg/L streptomicinnel (mind Gibco BRL, Life Technologies, Franciaorszag).
HMEC-1 sejteket egylttm(ikodési szerzédés keretében Ades E.W. és Lawley T.J. kutatoktol kaptuk
(Centers and Emory University School of Medicine, Atlanta, GA), és MCDB 131 tapoldatban
tenyésztettiik (Sigma Chemical Co, St Louis, MO) amelyet kiegészitettink 10% FCS-sel, 100 kU/L
penicillinnel, 100 mg/L streptomicinnel, 2 mM glutaminnal, 0,01 mg/L epitélialis névekedési faktorral
és 1 mg/L hidrokortizollal. A sejteket a teljesen benétt felszinrél tripszin-EDTA (0,125% tripszin,
0,01% EDTA, vegyes %-ok, desztillalt vizben) emésztéssel vettik fel és passzaltuk. A HUVEC
matrixot az 1-3 passzalas utan a HMEC matrixot a 35-45 passzalas utan hasznaltuk. (Ez utébbit 34
passzalas utan kaptuk.) 96 lyukd lemezbe 5x10* /0,1mL sejtszuszpenziot adtunk. Szérummentes
tapoldatokat hasznéltunk a tenyésztéshez, amelyeket 0,1% albuminnal (marha vérbdl izolalt)
egészitettik ki. A sejtekkel egyenletesen és teljesen befedett felszint foszfat puferrel (PBS) mostuk
kétszer, majd 0,1 % Triton X-100 és 0,1 M NH,OH tartalmu oldattal lizaltuk 20 percig,
szobahémérsékleten. A lizal6é oldat inhibitrokat is tartalmazott (5mM NEM és 1 mM PMSF). A

matrixokat vagy direkt hasznaltuk az immunokémiai reakcidkhoz, vagy az -elektroforetikus
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szeparalashoz a mintapuffeben oldottuk. (Mintapuffer: 80 mM Tris, pH 6,8; 2 % SDS, 5 % MEA és
0,001 % bromfenolkék.) A matrix felszinén levé vagy a tapfolyadékba szekretalt anyagokat in situ
antitest probakkal vagy ELISA médszerekkel hataroztuk meg.

Az extracellularis matrix relativ prokoagulans aktivitasat a felszinekre mért 37 C°-os citratos plazma
(0,14 mL) rekalcinalasi (25 mM-os 0,07 mL CaCl,) idejébdl hataroztuk meg.

A VWF detektalasara kidolgoztunk egy arany gyéngyokket jelzett antitestet (Protein A) alkalmaz6
modszert, amely atomeré mikroszképpal (atomic force microscopy, AFM) lehet6vé teszi az egyes
VWF molekuldk helyzetének a meghatarozasat és a kollagénhez valé kétédésiik morfologiai
analizisét. Parhuzamos lemezl aramlasi kamraba I-es tipusu kollagénnel fedett Gveglemezeket
tettlink, amelyek felett gélsz(iréssel tisztitott VWF aramoltattunk. A kollagénen kétédott VWF-rol
AFM-mel alkottunk képet. A VWF kotésének morfologiai kildnbségeit alacsony ( 0,07 N/m? = 0,7
din/cm?®) és magas (4,55 N/m? = 45,5 din/cm?) nyirotesziiltséget alkalmazva hasonlitottuk 6ssze.
Debreceni Egyetem Biofizikai és Sejtbiolégiai Intézete az AFM-et részenként vasarolta meg a
Twente Egyetemtél (Enschelde, Hollandia). ,Contact-mode” —ban, 512x512 pixel-es képek
készlltek 0,7-1,5 sor/masodperces olvasasi sebességgel, egyszerre mérve a csUcsokat és a zajt.
A VWF-k6t6 fagok szelekciojat a linearis heptamer peptid (L-7) konyvtar Gtmutatdja alapjan
végeztlk el. A szelekcidhoz 20 pg/mlL-es tisztitott VWF-t tartaimaz6 PBS oldattal fedtik a felszint
egy éjszakan at, majd 30 percig 3%-0s kazein oldattal blokkoltuk és PBS-T oldattal mostuk, ezutan
pedig a fagkonyvtarat adtuk ra az elsé korben. A masodik szelekcios korben az elsé korbdl
szelektalt majd amplifikalt fagokat vittlik a felszinre, majd a harmadik kérben a masodik kérben
szelektalt és amplifikalt fagokat. Az eluciét mindegyik kérben 0,1 M-os glicin oldattal végeztik. A
kisérlet részletei a kdzlemény ,support” anyaganak Anyagok és Modszerek részében szerepelnek.
A fagok kotékapacitasanak tesztelésére tisztitott VWF-ral fedtiink (10 pg/mL VWF PBS-ben, 4°C-
on, egy éjszakan at) 96 lyuku mikrotiter lemezt. 30 perc blokkolas utan az L7-fag klénokat 0,4%
kazeint tartalmazé TBS-ben sorozat higitasban vittlik fel és 2 6ran keresztll hagytuk szobahdn.
Mosas utan a kotédott fagokat torma peroxidazzal jelzett M13 fag ellenes poliklondlis antitesttel
(anti-M13-HRP, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Svédorszag) inkubaltuk, orto-fenilén-
diamin (OPD, Sigma) és H,O. (Acros Organics) hozzadad4saval kvantitaltuk. Minden inkubécié utan
TBS-T-vel 5-sz6r mostuk a lyukakat. Epitop térképezéshez a 96 lyuku lemezt, PBS-ben oldott, 10
ug/mL koncentracioju vad tipusu-, AA1-, AA2-, A3his-, RGGS-, AD4B-, vagy AC-VWF-ral fedtlnk,
majd 3%-os tejpor oldattal blokkoltuk. A lyukakat 2 éran keresztil, 37°C-on inkubaltuk L7-, vagy
aspecifikus fagok sorozat higitasaval (0,3% tejport tartalmazé TBS-ben oldva). Kontrollként
fedetlen lemezen is inkubaltunk fagokat. A kétédott fagokat anti-M13-HRP antitesttel, a korabban
leirtak szerint detektaltuk.

Az eredmények rendszerezése, az adatok statisztikai elemzése Microsoft Excel és SPSS.15
statisztikai szoftverekkel tortént. Az ICs, értékek szamolasahoz GraFit (Erithacus Software Limited,
Horley, UK) szoftvereket hasznaltunk.

Elvalasztastechnika  (vékonyréteg-kromatogréfia, gél-  és ioncserélé  kromatogréfia,

gazkromatogréafia, HPLC, FPLC, elektroforézis), minéségi és mennyiségi kémiai, biokémiai,
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biofizikai és immunkémiai modszerek, véralvadasi vizsgalatok, aramlasi citometrias vizsgalatok és
tovabbi vizsgalatok leirasa meghaladja a dolgozat terjedelmét. Ezek ismertetése az idézett

kozleményekben talalhato.

MTAdoktori, Harsfalvi J. Tézis

Eredmények

A kutatdbmunkaban a megfelel6 téma megvalasztasa mellett jelentés szerepet télt be a kutatdshoz
alkalmazand6 anyagok eszk6z6k, rendelkezésre all6 miszerek, modszerek, de nem utolsé sorban
az a szellemi munka, esetenként innovacio, amelyek ezek megismerését, alkalmazasat lehetévé
teszik. Ezért el6szor azokat az eredményeinket ismertetem, amelyek a kutatasainkban alkalmazott
eszkdzok, modszerek megismerése kdzben U, nemzetkdzi szinten elfogadott eredményre is
vezetettek.

A tovabbiakban az eredményeket a nagy nyirderd hatadsa alatt végbemend véralvadasi,
trombusképzédési folyamat jelenleg elfogadott sorrendje szerint igyekszem ismertetni: trombogén
felszin, trombogén felszinhez kapcsolodd molekulak, kofaktorok, ezek kdzremiikddésével
kapcsolédoé trombocita, majd trombocita-trombocita kélcsdnhatasok, végul a trombus képzddése. A
kutatdé munkak egyuttmikddésben folytak, kilénbdz6é munkacsoportokkal, kilénbdzé palyazati
tamogatasokkal. A sajat vagy munkacsoportomban dolgozé kutatok meghatarozé hozzajarulasaval
végzett munkak eredményét irom le, amelyek tovabbi részleteit az idézett kdzlemények

tartalmazzak.

A vénas és artérias korlilményeket modellezd, telijes vért alkalmaz6 aramlési kamraknak tébb
tipusa ismert. A parhuzamos lemezl (PPC) és a viszkoziméterekbdl kidolgozott sikon forgd kup
(CPC) rendszerli kamrak a leggyakrabban alkalmazottak. Az elébbiek a vérigénye, attdl figgben,
hogy milyen méretl a kamra, nagyon kilénb6zd lehet. A vér mennyisége és az adheziv/trombogén
felszin méretének aranya is igen eltéré a kamrakban. Legkisebb vérigénye a sikon forgd rendszeri
kamraknak van, azonban ezekben a felszin aranya a vér térfogatahoz képest igen nagy. A két
kalénb6z6 rendszerli kamrat alkalmazva, megvizsgéltuk, hogy azonos nyirofesziiltség esetén az
adhéziés eredmények értelmezhetéségét hogyan befolyasolja az eltéré6 geometria és a trombogén
felszinre vonatkoztatott kiilonb6z6 vértérfogat [4]. A teljes felszinfedettség és az egyes trombusok
(mivel egyedi trombocitdék nem vagy alig vannak a kollagénen a trombocita halmazokat
trombusoknak nevezzilk a tovabbiakban) teriilete/adhézios teriilet kdzotti dsszefliggés vizsgaltuk.
A PPC és a CPC felszinein azonos a trombusok / adhézios terlletek mintazata. A trombus teriiletet
abrazolva a felszinfedettség fliggvényében, legjobban egy exponencidlis gorbe illesztheté a PPC

és CPC 6sszes adatokra, y= 7,018e"%%4%: R?

= 0,9183. Megfigyelhetd, hogy 25% felszinfedettség
alatt alig van kilénbség a két kamra kdz6tt, azonban 25%-nal nagyobb felszinfedettség a CPC-ben
nem érhetd el. A trombus magassaga 2 és 18 um kodzétt valtozott. PPC esetén a tdbbség 4 és 6
um kozétt, a CPC esetén 6 és 8 um kozott volt. Az eloszlasfliggvény Gaus gorbét kovet. Az atlag
trombus magassadg PPC esetén 6,6 + 0,3 um (n=8), mig CPC esetén 7,5 + 0,2 um (n=5)
(p=0,0144). Fluoreszcensen jelzett VWF eloszlasa is mutatja ezt a kilénbséget. A két mérés
technikailag kilénb6zétt. Az abran az is latszik, hogy a VWF maximum a trombus kézepe tajan

van, a magassaggal aranyosan. A keringd vérbdl eltling, egyedl allé6 trombocitak szamanak az
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aranya a keringetés el6tti trombocitaszamra vonatkoztatva (single platelet disappearance, SPD) és
a felszinfedettség kozotti 6sszefliggés CPC esetén jelentds, linearis regressziés analizissel (y =
0,8562x + 9,413; R=0.4897; p=0,0021), azonban PPC esetén nincs értékelhetd dsszefluggés (y = -
0,009x + 8,8787; R=-0,01233; p>0.05.

Mivel a VWF aktivitasa aranyos a multimer méretével, azaz a multimerizaltsaganak mértékével, a
VWB diagnosztikajaban a VWF funkciéjanak meghatarozasahoz nélkilézhetetlen a multimerek
méret szerinti eloszlasanak meghatarozasa. A natrium lauril szulfattal (SDS) denaturalt VWF
multimerjeire bonthaté SDS-agar6z gélelektroforézissel. Az értékelés a vizsgaland6 és a kontroll
minta multimer savjai szamanak 0Osszehasonlitasaval -rutinszerlien csak szemmel- torténik.
Gyakorlott analitikus a vérzési rendellenességgel jar6 multimer hianyt igy is meg tudja hatéarozni.
Denzitometridval a savok intenzitasa és lokalizaciéja szamszer(sithetd, grafikusan denzitometrias
gorbe szerkeszthetd. A denzitometrias meghatarozas nehézsége a gérbe ill. az adatok értékelése.
Munkacsoportunk doktorandus hallgatéja készitett egy programot, amely a denzitometrias gérbe
megfeleld értékelését és teszi lehetévé [8]. A denzitometrias értékelés elsésorban azt a célt
szolgalja, hogy a nagy multimerek mennyiségi ndvekedését tudjuk értékelni. Ennek a célnak az
elérése érdekében az elektroforetikus szétvalasztast kellett elészor optimalizalni, hogy a nagy és a
kis multimerek is jol értékelhetd, kulonalld savokat adjanak. Ezt két fontosabb véltoztatassal
lehetett érni: (1) a VWF elektroforézishez altalanosan alkalmazott Tris-glicin pufferben a glicin
helyett az agaréz forgalmazéja altal ajanlott borat alkalmazésaval, (2) az elektroforetikusan
elvélasztott VWF multimerek gélen térténdé merkaptolizalasaval, amellyel a gélbél a membranra
torténd fehérje transzfert egyenletessé (multimer mérettdl figgetlenné) lehetett tenni. A multimerek
méretének jellemzéséhez elsd Iépés a gorbe alatti terilet felsé 25 szazalékahoz tartozé savok
vandorlasi tavolsdganak meghatarozasa. Ehhez a felsé 25%-t elvalasztdé vandorlasi tavolsaghoz
tartoz6 molekulaméretet (Mywes) - amelyet a mintaban talalhaté multimer csucsok, és a hozzajuk
tartoz6 molekulatdmeg 6sszefliggése alapjan lehet kiszamitani -, tekintettik a minta legnagyobb
multimereit jellemzd értéknek. A modszer segitségével von Willebrand betegek mintait,
egészséges egyének plazma illetve trombocita lizatum mintait vizsgaltuk. Osszevetettiik a multimer
analizis eredményét a VWF funkcionalis tesztekkel (VWF kollagén koté kapacitas, VWF risztocetin
kofaktor aktivitds) és igazoltuk a multimer méret és a funkciondlis teszt eredmények kozotti
osszefiiggest (°=0,42 ill. 0,43). A VWF molekula multimerizaciojanak fokatol figgd aktivitasa a
kollagénhez val6 kotddését is befolyasolia. A VWF kollagén kotd képességének (VWF:CB) a
vizsgalatara a VWF kollagén két6 modszer (VWF:CBA) alkalmas. A modszerek (tdbbnyire sajat
laboratériumi, de kaphaté a kereskedelmi forgalomban is) kulonb6z6 kollagéneket, kilénbdzd
modon alkalmaznak. A médszervalidalasi folyamat soran irodalmi felmérést készitettlink [66] és a

VWF:CB mérésére mbdszert allitottunk be, amellyel a fenti méréseket is végeztik.

Az artérias és a kapillaris keringésben a trombodzis és hemosztazis els6 folyamata a sériilt

érfelszinen szabadda valé endotélsejt alatti matrixra a trombocitdk egy rétegben kitapadnak.
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Trombocita ,egyréteg” kialakulasa vagy adhézié ez a folyamat. Erre receptorokon és ligandjaikon
at kapcsolodik a tobbi trombocita, aggregatum képzdédik, mikdzben Iétrejon a fibrinhalo,
Osszességében a trombus. A folyamatot izolalt kollagénen, huméan mikrovaszkularis endotélsejtek
(HMEC-1) és koldokvéna endotélsejtek (HUVEC) altal termelt extracellularis matrixon (ECM)
vizsgaltuk, francia kollaboraciés munkankban [7]. A francia munkacsoport in situ ELISA-val
kimutatta, hogy az HMEC-1  ECM-ben volt IV. tipust kollagén, fibronektin, laminin és
trombospondin, I|-es, Ill-as és VI-os tipusi kollagén valamint VWF nem volt kimutathatd
mennyiségben. A HUVEC ECM—ben viszont mindegyik j6I mérhet6 mennyiségben volt jelen.
Indirekt immunfluoreszcenciaval is igazoltuk a VWF hianyat. A magyar munkacsoportban késziilt a
HMEC-1 ECM prokoagulans aktivitisanak és trombusképzé tulajdonsadganak a meghatarozasa. A
prokoagulans aktivitast a sejtmatrixokra mért citratos plazma rekalcinélassal inditott fibrinkivalasi
idejébdl hataroztuk meg, amely 36+5 sec volt az HMEC-1 ECM-en, mig a HUVEC ECM-en 95+6
sec. A trombusképzé tulajdonsadg meghatarozasa érdekében LMWH-val antikoagulalt vért 5 percig
aramoltattunk parhuzamos fali aramlasi kamraban, vénas és artérids sebességgradienst
alkalmazva (650/s és 2600/s). A HUVEC ECM-en a vénas aramlasi kériilmények kdzott egyenként,
az artériason csoportosan tapadtak ki a trombocitak, és mindkét esetben egy réteget képeztek. A
felszinen kitapadt trombocitdk vagy trombocita csoportok atlagos mérete 16 ill. SOMm2 a két
sebességgradiensnek megfeleléen. Az HMEC-1 ECM-en azonban nagykiterjedésli és
rétegvastagsagu trombocita aggregatumok/trombusok keletkeztek a vénas és az artérias aramlasi
korilmények kozott egyarant. Atlagos teriletik 600-1200um® volt. Megfigyelhets, hogy az
alacsonyabb sebességgradiens esetén valamivel nagyobb kiterjedésliek a trombusok. A
kollagénen a jellemzd, vénas aramléaskor kis-, artérias aramlaskor nagykiterjedés(i trombusok
képzédtek. A plazma VWF szerepét olyan VWF ellenes monoklonalis antitest jelenlétében
vizsgaltuk, amely a VWF kollagénnel val6 kodlcsénhatasat gatolta. Az antitest egyaltalan nem
befolyasolta a trombusképzédést a HMEC-1 ECM-en, mig teljesen géatolta a HUVEC-ECM-en
artérias aramlasi koérulmények kozott. VWF ellenes monoklonalis antitest gatolta az adhéziot a
HUVEC ECM-en, de nem befolyasolta az adhéziét és a trombusképzédés az HMEC ECM-en. A
trombin inhibitor hirudin jelenlétében az adhézi6 mértéke nem valtozott, azonban a
trombusképzédés elmaradt az HCEM-1 ECM-en de nem valtozott a kollagén matrixon. A
kontrollhoz hasonlé, nagyméretli trombusok képzddtek akkor is, amikor artérias aramlasi
kordlmények kozott sulyos, 3-as tipust VW beteg vérét aramoltattuk a HMEC-1 ECM-en. Ennek a
betegnek a vére nem tartalmazott sem plazma-, sem trombocita eredetli VWF-t. Az adhézié és a
trombusképzdédés a VWF hianyara jellemzé volt HUVEC ECM-en és a kollagén matroxon egyarant.
Ez utébbin alig vagy egyaltalan nem volt kitapadt trombocita artérias aramlasi kérilmények kézott.

A HMEC-1 VWF nélkuli matrixa erés trombogén tulajdonsagot mutatott, annak ellenére, hogy az I-
es, lll-as és Vl-os tipusu kollagének is hidnyoztak a matrixbol. Hirudinnal ez a trombogén hatas
nagymértékben géatolhaté volt. A trombocitak adhézidja véltozatlan maradt, azonban a trombocitak

aggregacioja elmaradt.
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Atomeré mikroszkép alkalmazéasaval (atomic force microscopy, AFM) lehetévé valt a nagy nyiréer6é
hatasara kitekeredett VWF vizsgalata [67], azt gondoltuk, hogy hasonlé médon meggyézédhetiink
arrol, hogy az immobilizalt kollagénhez, kiildnbdzd aramlasi koérilmények kdzott kétédd VWF faktor
kitekeredik-e [9]. A halés kollagén szalakon kététt, nativ allapotaban minden dimenziéban jéval
kisebb VWF molekulak detektalasara kidolgoztunk egy arany gydngyokkel jelzett antitestet (Protein
A) alkalmazé modszert, amely lehetévé teszi az egyes VWF molekulak kétédés utani helyzetének
a morfologiai analizisét. Gélszliréssel tisztitott VWF-t, parhuzamos lemez(i aramlasi kamraban, I-
es tipusU kollagénnel fedett mikroszkép fed6lemezeken, aramoltattunk. A kollagénen kotodott
VWEF-r6l AFM-mel alkottunk képet. A VWF kotésének morfologiai kiilonbségeit alacsony (0,07 N/m?
= 0,7 dinfcm? ) és magas (4,55 N/m? = 45,5 din/cm?) nyirofesziltséget alkalmazva hasonlitottuk
ossze. A 1/10 higitasban alkalmazott arannyal jelzett ,protein A” hatasosan jelélte a VWF-t, az
egyedulallé  VWF — anti-VWF komplex molekulék teljesen fedve voltak aranygémbodkkel. A nem
specifikusan kotott arany partikulumok majdnem kizarélag egyesével fordultak el6é, nagyon
alacsony aranyban megfigyelhetéek voltak a kettesével elhelyezkedden, nagyobb aggregatumok
viszont egyaltalan nem voltak. Az elsé kisérletek alkalmaval kettds jelolést (30- és 15 nm-es
aranygdmbokkel konjugalt antitesteket) hasznaltunk, annak kideritése érdekében, hogy az arany
markerek lathatoak-e a kollagénnel fedett felszinen. Az aramlasi kamraba helyezett, kollagénnel
fedett Gveglemezek felett gélfiltracioval tisztitott VWF-t aramoltattunk. Az aramlast koveté fixalas
szignifikans kulénbség alacsony és magas nyiréfesziltség esetén. Nem mutatkozott egyértelmdi jel
a VWEF kitekeredésére egyik esetben sem. Az elrendez6dés nagyfoku véletlenszerliséget mutatott.
1 pg/mL VWF-t tartalmaz6 oldatot 5 percig, nagy sebességgel aramoltatva, a kollagénhez két6dott
VWF mennyisége majd kétszerese a kis aramlasi sebességgel aramoltatott oldatbél kik6t6dotthdz
képest, valamint megjelentek szokatlan formaju VWF molekulék is. Ez a kilénbség 15 perces
perfuzié esetében — valoszinlleg diffuzié kdvetkeztében - eltlint. Mosott és fixalt trombocita (68 x

nyiréerék hatasa alatt.

Belga 0Osztdndijasként, fél napot toltéttem Sixma professzor laboratoériuméban, Hollandiaban
(Uttrecht University), ahol Martin ljseldijk analitkus megmutatta a parhuzamos lemezi aramlasi
kamra mlikédését, a trombocita adhézids vizsgalatokat, teljest vért alkalmazva. Ezt a médszert és
egy toluk vasarolt kamrat alkalmaztam sok éven keresztil a trombocita adhézid és a
trombusképzédés mechanizmusanak és gatlasanak tanulmanyozéasara.

Elész6r a Hirudo Medicinalis-bdl szarmazé Calin hatasanak mechanizmusat vizsgaltam. A belga
munkacsoport ekkor mutatta ki, hogy a Calin gatolta a trombocita adhéziét és a trombocita dus
trombus képzédését horcsdgben [68]. In vitro kisérleteim eredményei szerint a Calin
koncentraciofliggéen gatolta a von Willebrand faktor-kollagén kolcsonhatast, a trombocita
aktivaciot és adhéziot mind statikus, mind dinamikus korilmények kozott [14]. Statikus

koérulmények koz6tt a Calin a plazma és a tisztitott VWF kétodését I-es tipust borjubér kollagénhez
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3,6 és 3,0 pyg/mL ICsp-nel jellemezheté koncentracidban gatolta. A gatlé hatds mar 10 perc
inkubalas utan maximalis volt. Ha azonban el6szér a kollagén felszin volt inkubalva Calinnel, majd
Calin kimoséas utan volt a plazma ill. a tisztitott VWF oldat a felszinre mérve, 3,9 és 19,5 volt az
ICs0. @ Calin kollagénhez valé kétédését valésidejd, felszini plazmon rezonancia moédszerrel mérve.
A Calin koncentraciofliggéen kotédétt a kollagénhez, a lemoshatésaganak az analizise
monofazisos disszociaciét mutat, amely (8,8 = 0.3)x10'4/s konstanssal jellemezheté. Dinamikus
korulmények kozott, sebességgradienstdl fliggéen gatolta a Calin a VWF kétodését a kollagénhez,
300 /s sebességgradiensnél 1Csp:16-19 pg/mL, 1300 /s-nél 1Cs0:75-83 pg/mL volt. Annak
tisztazasa érdekében, hogy vajon a Calin trombusképzddést gatldo hatdsa a trombocita-kollagén
vagy VWF-kollagén kolcsonhatason at érvényesll-e, kulonb6z6 adheziv felszint és
sebességgradienst alkalmazva vizsgaltuk a trombocita adhéziét és a trombusképzddést citrattal
alvadasgatolt teljes vérbdl. A Calin 300 /s és 1300 /s sebességgradiensnél egyarant gatolta a
trombocita adhéziot kilonbdzé kollagénekhez. Részleges gatlast fejtett ki human endotélsejt
extracellularis matrixahoz valé adhéziéra 300 /s -nél, 1300 /s -nél nem/vagy minimalis volt a gatlo
hatds VWF-ral vagy a fibrinogénnel fedett felszinekhez mindkét sebességnél. A vizsgalt maximalis
Calin koncentracional (28 pg/mL), 1300/s sebességgradiensnél, a kontroll 28+17%-ara (x+SE)
csokkent a trombocita adhézié 16 inbél szarmaz6 (Horm) kollagénhez képest. A Calin majdnem
teljesen gatolta a trombocitak kitapadasat human kollagén I-es és lll-as tipusahoz 1300/s és 300/s
sebességgradienseknél egyarant (megfelel 1Cso: 4,1+2.8, 5,1+1,6 és 5,1+2,1, 3,0+1,5 pg/mL.
Hasonl6 kisérleti korilmények kdzétt, a Calin sebességgradienstdl fliggéen, de csak részlegesen
gatolta az adhéziot human kéldokvénabol preparalt endotélsejtek extracellularis matrixan. 1Cso
12,1+4,2 pg/mL 300/s-nél, ahol az adhézi6 inkabb kollagén fiigg. 1300/s-nél 18 pg/mL Calin
32+24% gatlast okozott. Ennél a sebességgradiensnél az adhézid gatlasa VWF-ral fedett
felszinhez 32+18% volt, 12ug/ml Calin koncentracional. Nem volt értékelhetd adhézio-gatlas
alacsony sebességgradiensnél VWF-ral- és egyik sebességnél sem fibrinogénnel fedett
felszinekhez. Nem befolyasolta az eredményeket az, hogy alvadasgatloként citratot vagy LMWH-t
alkalmaztunk, kivéve az I-es tipust human kollagén esetét, amelyhez citratos vérbél a trombocitak

nem tapadtak ki.

A kollagén, a VWF és a GPIb/IX/V receptorkomplex kapcsolat fontos szerepet jatszik a
trombusképzbédésben, ezért antitrombotikus kezelés célpontja lehet. Toébb munkankban
alkalmaztunk fagtechnolégiat azért, hogy olyan rovid peptideket szelektaljunk, majd azonositsunk,
amelyek a kollagén-VWF koélcsdnhatast befolyasoljak [21]. Ezekre a peptidekre alapozva, oralisan
adhat6é antitrombotikum fejleszthet6 ki. 2*10° kilénbozé fagklont tartalmazé linearis heptamer
peptid kényvtarat alkalmaztunk, hogy tisztitott human VWF-hoz specifikusan kapcsol6d6 fagokat
taldljunk. Harom VWF-ral fedett felszinen torténdé ,panning” utan 94 egyedi peptidszekvenciat
tartalmazé klont tartalmazé baktériumkulturat szaporitottunk. Ezek fellluszoit teszteltik VWF-ral
fedett ELISA lemezbe mérve. A VWF-hoz ko&tddott fagokat peroxidazzal jelzett M13 ellenes

antitesttel majd a peroxidaz szubsztratjaval detektaltuk. A legmagasabb affinitassal kétédo
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peptideket hordoz6 fagklonok koézil hetet valasztottunk. (Egy nem specifikus fagot tartalmazéd
baktériumtenyészetet is csinaltunk.) Ezeket a fagokat tartalmazé baktériumokat nagy
mennyiségben szaporitottuk, majd a fagokat tovabbi vizsgalatokra és szekvencia analizisre
izolaltuk. Mindegyik izolalt fag koétédott VWF-hoz, tovabbiakban L7-fagok, a fagszam
novekedésével telitési gorbével jellemezheté médon. A kétédés specifikus volt, mivel a nyolcadik,
az aspecifikus fag nem kétédott a VWF felszinhez és egyik fag sem kotédott human I-es és lll-as
tipusu kollagénnel fedett felszinhez. A fagok nem kétédtek glikokalicinhez sem, a GPIb receptor
plazméban szabadon is talalhaté extracellularis részéhez. A plazma glikokallicint egy olyan
monoklonalis antitesttel (Ab24B3) rogzitettik a felszinhez, amely biztositotta az GPIb aktiv
minden klén a YDPWTPS szekvenciaju peptidet tartalmazta. Ezeket a fagokat tovabb teszteltlk,
hogy képesek-e gatolni a VWF kélcsénhatasat a ligandjaival, kollagénnel és GPlba-val. Erdekes
modon, az L7-fagok gatoltak a VWF kotédését l-es és lll-as tipust kollagénhez statikus
kortlmeények kozott, megkozelitdleg 2 és 1*10° fag/mL-es ICse-nel, amig az aspecifikus fagoknak
nem volt hatasa. A fagok nem befolyasolték a VWF-GPIba kdlcsénhatast, mivel sem a VWF
risztocetin hatasara torténé koétédését glikokalicinhez, sem a risztocetin indukalt trombocita
aggregaciét nem gatoltdk. Az L7-fagok nem voltak hatassal a kollagén altal indukalt vérlemezke
aggregaciora sem. Azt vizsgaltuk a kovetkezékben, hogy az L7-fagok mennyire képesek gatolni a
VWF kotédését kollagénhez sikon forgd kip rendszerli aramlasi kamréban, kozel fiziologias
koérulmények kozot. A vért 4000/s sebesség gradienssel aramoltattuk, human I-es vagy lll-as tiusa
kollagénnel fedett feddlemezen. Ezen kérilmények kozétt az L7-fagok részlegesen gatoltéak a
trombocitak kitapadasat mindkét felszin esetében, ha 1*10'° fag/mL mennyiségben alkalmaztuk
ket és maximum gatlast érttink el 1*10"" /mL fagszam esetén. Puffer, vagy aspecifikus fag esetén
nem tapasztaltunk gatlast. A fagok epitopjanak/jainak keresése érdekében az L7 fagok kotédését
vizsgaltuk kilénbozé VWF delécios mutansokkal fedett felszinhez. A fagok (1-10)*10%/mL
tartomanyban kétédtek a vad tipust, RGSS-, AA2- és AD4B- VWF-hoz. A kétédés az 1-es abrahoz
hasonl6 telitési gorbékkel volt jellemezhets. Meglepd, hogy a VWF-kollagén kélcsénhatast gatlo
L7-fagok nem az A3 doménhez kotédtek, amely az elsédleges kotéhely l-es és lll-as tipusu
fibrillaris kollagén szamara, tovabba normal médon kotédtek AA1-VWF-hoz, bar ez a domén is
tartalmaz méasodlagos kétbhelyet kollagén szamara. Mivel az L7-fagok nem kétédtek a AC-VWF-
hoz, arra koévetkeztettiink, hogy a VWF C doménjéhez kétédtek. Egy korébbi, ettdl fliggetlen
munkéaban szintén VWF-ko6t6 fagokat (B8 fagok) szelektaltunk pentadekamer fagkényvtarbol [17].
Ebben a munkaban szintén a C doménhez kétédve gatolta a VWF-kollagén kdlcsénhatast a
szelektalt B8 fag. Az L-7 és a B8 fagok hatasat dsszevetve azt talaltuk, hogy a biotinalt B8-fagok
vetélkedtek az L7-fagokkal a VWF-hoz t6rténd kétédésért ICsp-nél a fagszam 5*10° /mL volt. Hogy
a fagok hatasat kizarélag az a peptid okozza amely az L-7-es fagkodnyvtart alkotd, a lll-as
kopenyfehérién megjelenitett peptidek sorrendje szerint kilonb6z6- fagok kozul kivalasztodott,
szegedi kollaboracios tarsunk altal szintetizalt peptiddel vizsgaltuk. Ellentétben az L7-faggal, a

szintetikus YDPWTPS L7-peptid nem gatolja a VWF-fliggé trombocita kitapadast, amikor a
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peptiddel eléinkubalt vért kollagénnel fedett felszinen aramoltattuk. Ennek az a lehetséges oka,
hogy a monomer peptid aviditasa kicsi a fag gazdasejthez kot6dd részén 1évé 1évé 5 darab gp3-as
képenyfehérjén megjenelenitett 5 peptid egyittes hatasahoz viszonyitva. A kdvetkezd lépésben az
alabbi négyagu peptidet szintetizalt a kollaborator. Neve MAP lett, amely a ,multi antigen peptides”
angol kifejezés roviditése. MAP: (H-Tyr-Asp-Pro-Trp-Thr-Pro-Ser)4-Lys2-Lys-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-
Arg-NH2, molekulatémege (g/mol): 4724.28. A négyagu, multiantigén peptidben van 6 arginin
maradékbdl és egy (Lys); magbol allé rész, a megfeleld sztérikus elrendezédés érdekében. A
peptidek kémiailag a szabad amindcsoportokhoz és a C-termindlis két Lys csoportjahoz vannak a
kapcsolva. A kevert MAP-hoz viszonyitva, a YDPWTPS szekvenciasort tartalmazé MAP 148
nmol/L-es koncentraciénal majdnem teljes mértékben gatolta a vérlemezkék kitapadasat kollagén
felszinhez. Hasonléan a 33 nmol/L koncentracidban alkalmazott, VWF-A3 doménen gatl6 82D6A3
monoklondlis antitest hatasédhoz. Ez az eredmény arra utal, hogy a négyagu MAP a vérlemezke

adhézié potencidlis inhibitora. Az eredményeket a fenti tablazat foglalja 6ssze.

Trombin gatlasat értiik el szelektalt fagokkal és modositott aptamerrel. Mind a kettd jelentésen
befolyasolta a trombusképzédést telies vért alkalmazva HMEC matrixon a kilonb6z6 aramlasi
kortulményeket modellezd kisérleti rendszertinkben. Ciklikus heptapeptid fagkonyvtarbol valogatott,
human o trombinhoz kétéd6 fagok a PPACK-kel versengé trombin gatlast mutattak. Az fagpeptid
aminosav szekvencidja: Cys-Asn-Arg-Pro-Phe-lle-Pro-Thr-Cys. Ez a szintetikusan is el6allitott
peptid (trombin inhibitor peptid, TIP), Ki=0,49 mM inhibitor allandéval jellemezhet6 modon
gétolta/nyUjtotta a trombin alvadasi idét. Koncentracioé fliggéen gatolta a trombocita aggregéaciot és
a granulumok kidrilési reakciojat. Vénas és artérias aramlasi koriimények kozétt is gatolta a
trombocita dis trombus képzédését HMEC matrixon, a teljes vérbdl [18]

Egy masik munkaban a vaszkularis torténéseket jelentdsen befolyasoléd inhibitor, egy moédositott
aptamer (UC15-mer) hatadsanak a vizsgélatat irjuk le [20]. A konszenzus trombin aptamer, révid
néven C-15-mer, egy 15 nukleotidb6l all6 egyszali DNS, [d(GGTTGGTGTGGTTGG)], amelyet
kombinatorikus oligonukleotidokbdl &ll6, hatalmas kényvtarbol a trombink6té kapacitdsa alapjan
vélasztottak ki, majd sokszoroztak. A C-15-mer nanomolekularis koncentraciéban gatolja a trombint
hatasat, a trombin exosite-1-hez, mas néven az 1-es anionkété helyhez kétédve. A trombinon az
exosite 1 a f6 fibrinogén felismeré hely. Hogy meghatarozzuk, hogy a médositott aptamerek
gatoljak-e ezt a régiot és versenyeznek-e ennek a természetes szubsztratjaval, trombin alvadasi
idét mértlink tisztitott fibrinogénnel és human plazmaval, az aptamerek jelenlétében. A kisérletek
els6 sorozataiban az aptamereket preinkubaltuk fibrinogén oldattal, vagy plazmaval és aztan
trombint adtunk hozza. A C15-mer és UC15-mer trombinnal egyltt adva, gatolta a tisztitott
fibrinogén és plazma alvadasat. Fibrinogén oldat esetén az I1C5o az UC15-mer esetén haromszor
alacsonyabb volt, mint C15-mer esetén, plazma esetében a kilonbség 2,2-szeres volt. Amikor
trombin hatéasara felszabadul6 FpA gatlasat mértuk, az aptamerek hatdsossaga gyakorlatilag
azonos volt azzal, amit az alvadasi id6 kisérletekben tapasztaltunk. Mindkét aptamer korilbelll

kétszer hatékonyabb volt fibrinogén oldatban, mint plazmaban. Ugyanezt a kilénbséget
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figyelhettik meg akkor, amikor aptamerekkel preinkubalt trombinnal inditottuk a plazma alvadasat
(29.B abra) vagy FpA felszabadulasat. Ezeket a probakat reptilazzal is megismételtik. A reptilaz
egy kigyoméreg enzim, amely FpA-t lehasitva a fibrinogén Aa-lancéarél fibrinkivalast okoz. Az
aptamerek egyikének sem volt hatdsa ezen reakciéra, amely megerésiti az aptamerek
trombinspecifikus hatasat. A trombin amidolitikus hatasat a kromogén szubsztrattal mérve - S-
2238-, nem befolyasoltak a reakciot az aptamerek, bizonyitva, hogy az aptamerek nem hatnak a
katalitikus kézpontra. Trombin gatlasa hirudinnal az exosite-1-hez val6 kotédésen at valésul meg,
az UC15-mernek - ha a hirudinnal azonos helyre kétédik - fel kellene tartania a hirudin gatlo
hatasat. Ahogy azt a kromogén szubsztrat hidrolizisével mértik. Az UC15-mer koncentracio
ndvelésével, a trombin a hirudin gatlé hatasabol felszabadult, sugallva azt, hogy az UC15-mer
versenyez a hirudinnal a trombin exosite 1-ért. Vizsgaltuk az aptamerek hatasat a trombin indukalt
trombocita aktivaciéra is. PRP-t vagy WPS-t 1 percig inkubdltunk aptamerekkel, névekvé
koncentraciéban, a trombocita aktivalodast trombinnal inditottuk. A PRP-ben a C15-mer és UC15-
mer dozis-fliggé modon gatolta az aggregaciot és az ATP szekréciot. Mind a két esetben az 1Cso
értéke UC15-merhez csak a fele volt a C15-merhez képest. Sem az ICs, értékek, sem a relativ
hanyados nem valtozott, amikor elészor a trombint inkubaltuk aptamerekkel, majd hozzaadtuk a
PRP-hez. WSP-ben az ICs, értékek drasztikusan csdkkentek mindkét aptamerre és az UC15-mer
tizenkétszer hatékonyabb volt, mint a C15-mer. Megjegyzendd, hogy a trombocitak alakvaltozasara
nem volt hatassal az aptamer, az aggregacidban maximum hatasos koncentracional négyszer
magasabb koncentracidja sem. Az aptamer hatds hianya a TRAP-1 és a kollagén indukalt
aggregaciora, trombin specifikussagot mutat. Az aptamerek hatasat a trombusképzédésre
fiziologias aramlasi kértilmények kdzétt vizsgaltuk, teljes vérbdl, kildnbdzé trombogén felszineken
kup és sik kamraban. Aptamerek és hir54-65 nélkili vérbél a HMEC-1matrixot és trombinkezelt
fibrinogén felszint egyforman nagy trombusok boritottak. Amikor az aptamerek jelen voltak, mind a
HMEC-1 extracellularis matrixot, mind a trombinkezelt fibrinogén felszint nagy szamu, de kisebb
terliletl és vékonyabb trombusok valamint sok egyedi trombocita fedte. Az aptamerek hatasa a
hir54-65 hatasahoz volt hasonlithaté. Kollagén felszinen nem volt valtozas a trombusképzédésben

az aptamerek jelenlétében.

Megfelelé minéségkontrollal, VWF mennyiségi, minéségi és speciélis funkcionalis vizsgalatokat
rutinszerlien végziink, ezaltal kiegészitjlik az alaprutin vizsgélatokat, és hozzajarulunk a klinikusok
kutaté munkajahoz.

Egyik ilyen tanulmanyban négy VWB esetét és fenotipizalasat irjuk le, amelyek genotipizalasat a
belga kollaboraciés partner laboratériumaban végezte el a munkacsoportunk doktrandusz
hallgatéja [11]. A négy magyar beteg mellé harom azonos feno- és genotipusu belga beteg esetét
lehetett csatolni, igy k6zdsen tortént a publikalas, amely szerint az R1306W VWF mutéacié okozta a
2B VWB-et.

Egy esettanulméanyban igazoltuk a trombocitak fokozott kotédését VWF felszinhez. Tanulmanyunk,

amelyben egy policitémia veraval (PV) diagnosztizalt férfi esetét ismertettik, igazolta a beteg
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trombocitainak VWF felszinhez val6 fokozott kotédését. Mas publikaciokkal ellentétben, normalis
trombocitaszam mellett, egyedi volt a trombocita receptorok eloszldsa. A nyugvé trombocitak
felszinén talalhaté GPIb receptorok szama a varhatotol eltéréen, kétszer-haromszor nagyobb volt
aktivalas utan, egészséges kontrollokhoz és mas PV-as betegekhez képest. A betegnél sulyos,
multiplex, cerebralis isémias lézidkat falaltunk. In vitro trombusképzédési modellben, amelyben
telies vért aramoltattunk vénas és artérias korllmények kozott, a tisztitott VWF-ral fedett
felszineken trombocita aggregacié és trombusképzdédés a volt jellemzd, mig az egeszséges és a
PV kontrollok esetén a trombocitak egyrétegben torténé kitapadasa volt a jellemzd. Hasonlo,
patolégias eredményeket még nem publikaltak PV-val kapcsolatban. A tanulméany alatamasztja,
hogy a normal trombocitaszammal rendelkezé PV betegeknek is szlikséges antitrombocita terapia
[27].

Nagy tanulmanyok igazoltak, hogy az emelkedett VWF:Ag szint, a VWF ndvekedett aktivitasa,
fokozott trombozis rizikét jelent, trombotikus mikroangiopatia megjelenéséhez vezethet. Kiilénb6zd,
mikroangiopatia veszélyét magaval hordozd betegségekben vizsgaltuk a VWF multimer és
szekrécidja utani hasitd enzimének, a metalloproteindzok csaladjaba tartoz6 ADAMTS-13-nak a
szerepét.

Emelkedett VWF mennyiség és funkcié, normal ADAMTS-13 aktivitas és antigén volt kimutathaté
méjcirrhosisos betegek plazmajabél [23]. Kilénbdzd eredetli cirrhosisosos betegek (n=151;
férfi/n6:78/73; Child A/B/C: 32/33/35%) és egészséges Onkéntesek (n=64) trombocita szegény
plazmait (PPP) hasznaltuk a vizsgalatokhoz. A kontrol csoporthoz hasonlitva a VWF:Ag (301122,
kontroll 120+32 %), VWF:RCo (198494, 114+42%) és VWF:CB szintek (243+107, 119+33 %)
voltak. A VWF:RCo/VWF:Ag és a VWF:CB/VWF:Ag arannyal kifejezett funkcionalis aktivitas
emelkedésének mértéke azonban elmaradt a mennyiséghez képest, amely 0,65 és 0,81 volt a
kontroll 0,95 és 0,99-hoz képest. A két funkcionalis aktivitas aranya (VWF:CB/ VWF:RCo nem
kulonboz6tt a kontroll csoport aktivitds eredményekbdl szamolt aranytél. A multimerizacié mértéke,
analizélva a kis-, kdzepes-, nagy- és ultra nagy multimer tartomanyban 1évé savok denzitasabak
eloszlasat, a kis molekulatdmegl frakciok mennyiségének névekedése felé tolédott. AZ ADAMTS-
13 antigén és aktivitas értékek igen nagy szérast mutattak, emelkedett és a csokkent értékek is
voltak. Aktivitas atlag 135+71%, antigén 140+83, ezek az értékek a kontroll csoportra 126+45 és
124+44 % volt.

Emelkedett VWF mennyiség és funkcié, normal ADAMTS-13 aktivitds volt kimutathatd

preeklampszia esetén [26], azonban az ADAMTS-13 csokken kronikus sziv elégtelenség esetén
[25).
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Eredmények értékelése

Mobdszerfejlesztési tanulmanyunkban a trombocita kitapadast hasonlitottunk 6ssze, kollagénnel
fedett felszinen, magas sebességgradiens mellett CPC és PPC adhéziés modelleket hasznalva [4].
Olyan geometriai és reolégiai kilénbségek vannak PPC és CPC kozétt, hogy sziikségesnek
tartottuk a trombogén felszin és vértérfogat kozotti hatasokot vizsgalni, a trombusképzédés
szempontjabol. Felszinnek a kollagént valasztottuk, mivel ez a szubendotélidlis matrix igen
trombogén komponense artérids sebességgradiensnél (1000/s), ahol a VWF a kulcsszerepld. A
telies vér aramoltatidsi ideje 150 masodperc volt, ez a legrévidebb iddintervallum, ami
reprodukalhaté eredményekhez vezet. Vizsgalatunk a trombogén felszinre kitapad6 trombocitakra
terulet kozott van eltérés. A vizsgalt felszinfedettség és atlag trombus teriilet PPC felszineken
megegyezik mas kozleményben hasznalt hasonlé felszinekével, a modszerbeli eltérésektdl
fliggetlendl. Az, hogy CPC felszinfedettség gorbéje hamarabb véget ér a PPC-hez képest, jelzi,
hogy elfogy a keringé trombocita, amely a felszinhez tapadhatna. Pedig elméleti szamoléas alapjan,
ha csak a felszinhez tapadnak trombocitak, béven lehetne. Ezért arra lehet gondolni, hogy az
aggregacio jelentés CPC-ben keringd vérben. Erre utal a PPC-hez képest nagyobb trombus
atlagmagasséag is a CPC-ben. A fluoreszcensen jelzett VWF homogén eloszlasa a trombusban azt
mutatja, hogy a VWF a trombociték felszinhez tapadasa mellett a trombus névekedésben is nagy
szamban vesz részt. Matsui és munkatarsai kozlésével ellentétes ez az eredmény. Ok nem lattak a
VW molekulanak az egyenletes haromdimenzios eloszlasat a trobusban, azonban ez az
eredménylk valoszinli az elégtelen immunokémiai festésiikkel volt magyarazhatd, mint ezt egy
késbbbi kézleményiikben meg is jegyezték [69, 70]. Az egyedi trombocitdk szamanak jelentés
csOkkenése a CPA-ban az adhéz6 mellett jelentds mértékl aggregéaciora utal. A sikon forgd kup
rendszer kevés vérigénye miatt alkalmas klinikai kutatd és rutin laboratériumi kérilmények kézott is
a vaszkularis hematolégiai betegségek patomechanizmusanak vizsgalatara. Azonban a feszinen
képz6dott adhéziot az aramléd kdzegben zajld aggregacioval egyitt kell értékelni. (Valdszinli ennek
az értékelésnek a hianya miatt, jelenleg is csak néhany munkacsoport, els6sorban a kamra

kereskedelmi forgalmazéasat elindit6 munkacsoport hasznalja a kamrat.)

A VWF molekuldk valtoz6 szamu dimer alegységekbdl allnak o6ssze nagy VWF multimer
molekulava. Méretliket azonban a keringésbe kerllve specifikus proteolizis csokkenti. A
keringésben megtalalhat6 VWF molekulak igy valtozd méretiiek és jellegzetes méretbeli (multimer)
eloszlast mutatnak. A molekula méret — az aviditas valtozasa miatt — alapvetéen befolyasolja a
VWF-trombocita kélcsénhatast. Csak a nagy multimerek képesek hatékonyan kozvetiteni a
trombocita adhéziét, ugyanakkor a szokasosnal nagyobb multimerek a trombusképzédés
valészinlségét novelik. A nemzetkdzi gyakorlatban eddig nem ismert, Uj eljarast dolgoztunk ki a

VWF multimer eloszlasanak pontosabb leirasara. Az értékelés és a program jelentdsége, hogy
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nemcsak a multimer hianyat, de mennyiségének a relativ csokkenését és ndvekedését is
kiszamolja. Ez az eljaras lehetévé teszi a 2A, 2B és a trombocita tipusi VWB-ség differencial
diagnosztikajat akkor is, amikor a nagy multimerek mennyisége szemmel alig lathatéan csékken.
Azonban nagyobb a varhat6é értéke annak a lehet6ségnek, hogy az endotél aktivaci6 mértékét
jelezheti a raktarhelyérél nagyobb mennyiségben kiszabaduldé, még nagymértékben multimerizalt
VWF kvantitaiv jellemzése. Erre példa egy most futé klinikai munkank, amelyben jol jellemzi a
multimer méret és mennyiség a sebészeti eljards soran érintett erekbdl felszabadulé VWF
trombogén allapotat. Jelentés eredmény, hogy a VWF multimerizaci6 mértékének szamszerii
megadasara kidolgozott szoftver alkalmazhaté barmilyen szakaszolt névekményt (multimerizacio

vagy polimerizacio) leir6 csucsgdrbe halmaz értékelésére.

Kimutattuk, hogy human mikrovaszkularis endotélsejt alatti matrix (HMEC-1, sejtvonal
szubendotéliuma) VWF és ., Ill. és IV. tipusu kollagén hianya esetén is inicialja és fenntartja a
trombusképzédést, artérias és vénas aramlasi kortilmények koézétt egyarant. Eredményeink arra
utalnak, hogy magas aramlasi sebességen a szubendothéliumon adhézié és aggregatum
képz6dés bekdvetkezhet I-es lll-es és 1V-es tipust kollagén, valamint VWF kdzremiikddése nélkdl
is. Trombin inhibitorokkal gatolhaté a trombus képzédése. Ez az eredmény arra utal, hogy jelentés
mértékli trombinképzddés lehet a nagyméretli trombusok képzédése hatterében. A HMEC-1
sejtvonal hasznos lehet olyan tanulmanyokban, amelyekben, a mikrovaszkularis szubendotélium
trombogén tulajdonséagait vizsgaljak. Mivel fibrillaris kollagén és VWF hianyaban is igen trombogén

a matrix a trombin aktivitas fliggd trombdzis modellekben javasoljuk a hasznalatat.

A von Willebrand betegség patomechanizmusaban nemcsak a plazma VWF molekula hianya vagy
csokkent mennyisége, hanem a megfelelé mennyiségl, de a nagy multimerek hianya vagy a
molekula kollagén koté helyének funkcié képtelen mutacidja is vérzékenységet okoz. Alapkutatasi
és klinikai kutatasi eredmények igazoltak, hogy a trombocita adhézibhoz VWF nagy
molekulatdmeg( része elengedhetetlen. Az is igazol6dott, hogy a multimer molekula szerepe az,
hogy ideiglenes megkdsse, ezaltal d&ramlasaban lelassitsa a trombocitakat, amelyek a sérilés
helyén szabadda val6é trombogén struktirahoz kétédnek. Az, hogy ehhez a folyamathoz a sériilt
felszinen kitekeredd, és eltertilé VWF, mint egy tépézar tapadd része szolgaltat segitséget, vagy
egy pontjan régzil, és horgonykétélként funkcional, még tisztadzand6 kérdés. Tobben igazoltak azt
a feltételezés, hogy a molekula globularis formaban kering, és aramlas hatasara ,kitekeredik”,
egymashoz kapcsolodik [44], fonalat képez [45]. Barg és munkatarsai szilanizalt csillampalan nagy
sebességgradienssel aramoltatva rogzitettek VWF-t. Trombocitakat koté, aktiv, 300 um
hosszusagot is elér6 szalakbol allé filamentézus halézat képzédott. AFM-es és
immunflureszcenciads mikroszképos medfigyeléssel igazoltak, hogy a halé képzdédéséhez nagy
VWEF koncentracio, legalabb 21 dyn/cm2 nyirofesziiltség és alacsony hidrofobicitasu kétéfelszin

szlikséges. Ugyan a VWF molekuléris halo létrejottéhez a nagy nyirofesziiltség sziikséges, a VWF
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trombocita koté képességének az indukaldsdhoz elégséges a molekula adszorpcidja egy
megfeleléen trombogén felszinhez. Hogy ezekhez a kutatasokhoz hozzajaruljunk, kifejlesztettlink
egy aranyjelzett Protein A-t alkalmaz6 modszer, amely lehetévé tette az atomeré mikroszképia
(atomic force microscopy, AFM) alkalmazisat az egyes VWF molekulak helyzetének
meghatarozasara és a kollagénhez valé kétédésik morfolégiai analizisére [9]. E munkank célja,
hogy magyarazatot taldljunk a VWF aramlasfliggé kotési kapacitdsanak ndvekedésére.
Parhuzamos lemez(i aramlasi kamraban kollagénnel fedett tiveglemezeken gél filtracioval tisztitott
VWF-t aramoltattunk alacsony (0.07 N/m?) és magas (4.55 N/m?) nyirofesziiltséget biztosito
koérulmények kozott. AFM képalkotassal hasonlitottuk 6ssze a kollagénhez kotétt VWF morfologiai
klulonbségeit. Szignifikans kulonbség nem volt felfedezheté a VWF morfologidjaban, az
elrendez6dés nagyfoku véletlenszerliséget mutatott. A felszinhez kététt VWF mennyisége majd
kétszeres volt magas nyirofesziiltség esetén, valamint megjelentek szokatlan forméajua VWF
molekulak is. Ez a kilénbség 15 perces perfuzid esetében eltlint. Ezen felil mosott és fixalt
nyiréerék hatadsa alatt. Mindezekbdl arra koévetkeztetlink, hogy a nyiréer6 nem befolyasolja
szignifikansan a VWF molekula alakjat, amikor az a kollagénnel fedett felszinhez kétédik. Bar kis
nyiréeré esetén késébb telitédik a kollagén felszin a VW molekulakkal. Ezt az eredménylinket
tamasztja ala egy 2010-es kdzlemény, amelyben a VWF multimer analizisét mutatjak be. Nem a
mennyiségét mérik, de vilagosan latszik az abran, hogy a human lll-as tipusu kollagénnel fedett
felszinhez nagyobb mennyiségben két6doétt a VWF az elsé és masodik perces mintakban, amikor
400-, 1700-, 4000/s sebességgradiens jellemezte a VWF és mosott vérdsvértest szuszpenzio
aramlasat [71]. Ez a cikk azt is bemutatja, hogy a sebességgradiens ndvelésével a felszinhez
kotétt VWF nagy multimerjeinek a mennyisége né. Egy 2002-es kdzlemény, amelyben felszini
plazmon rezonancia moédszerrel mérik a készllék csippjéhez konjugélt kollagén VWF ko6td
képességét, arrol ir, hogy a multimerek jobban kotédnek a kollagén felszinhez [72]. A mi
eredményeinket a citaldé kdzlemények elfogadjak, hasznaljak sajat munkajuk bevezetéséhez vagy
magyarazatahoz, de magahoz az alapkérdéshez nem tesznek semmit [73] [74], [75-86].
Ellentétben masok munkéjaval, azt igazoltunk, hogy a VWF molekulék, az in vivo kdrilményeket
megkozelité aramlasi feltételeket biztositva, nem mutatnak aramlasi irdnyba rendez6do fibrillaris
struktarat a kollagén felszinen, az aramlas soran a kollagén felszinhez tapadt VWF nem terul ki,
feltehetéen sokkal kisebb molekulaszerkezeti valtozasok torténnek. A multimerizaci6 nem
befolyasolja a VWF monomer funkciondlis egységeit, ,domain™jeit, azonban egyre tébb adat
bizonyitja, hogy a funkcié szempontjabél fontos domének hozzaférhetésége nagy nyiréfesziltségi
milyen mértékl és mennyire fiigg mas molekulakkal-, mint a kollagénnel vagy a GPIb receptorral
vald koélcsonhatéstol. A legtébb tanulmény azonban azt allitia, hogy a VWF multimer molekula
szerkezete az all6 trombogén matrix és a viszonylag nagy sebességgel mozgd trombocita kozti
kélcsdnhatas kozvetitésére azért nagyon alkalmas, mert a globuléris molekula kitekeredik a nagy

nyirberé hatasara és képes a trombocitdt mintegy kipanyvazni, mikdézben a VWF szamos
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kolcsonhatasi helye hozzaférhetévé valik; a meghosszabbodott VWF polimer kétési potencialja
megnd [87, 88]. A VWF A1 doménjének a trombocita GPIb receptorhoz val6 kétédése a f6 adheziv
kolcsonhatds. A VWF kollagénhez val6 kétédése soran valik az A1 domén konformécidja
alkalmassa erre a szerepre [89]. Az igy |étrejott kapcsolat reverzibilis. Arra is vannak adatok, hogy
nem egy VWF molekula télti be a hid szerepét az érfal sértlésekor felszinre kerild kollagén (és
egyéb szubendotélidlis molekulak) és a trombocitak kozétt, hanem a plazmaban lévé VWF
molekuldk gyorsan hozzakétédnek a felszinhez rogzilt tarsaikhoz (auto-asszociacio). Sajat
kisérleti eredményeink szerint azonban nem valtozik a konformécié atomeré mikroszképpal

megfigyelheté mértékben [10].

Hirudo Medicinalis-b6l szarmaz6 Calin gatolta a trombocita dds trombus képzédést hdércsdgben a
von Willebrand faktor-kollagén kélcsénhatast a kollagén indukalta trombocita aktivaciot és adhéziot
dinamikus kérulmények koézott [68]. [14]. Ez a hatas specifikus, mert a Calin nem vagy alig
befolyasolta az ADP, A23187, arachidonsav vagy U46069 aggregéaciot. Statikus korilmények
kozott koncentracio figgden, de nem teljes mértékben gatolta a VWF kotddését a kollagénhez.
Mivel a VWF-nak legalabb két kollagénkotd helye van, a részleges gatlasnak az lehet az oka, hogy
a Calin csak az egyik kotdhelyet foglalja le. Az is bizonyitia, hogy a Calin kapcsolodik a
kollagénhez, hogy a Calinnel eldinkubalt kollagén nem volt képes VWF kotd kapacitasat megtartani
mér 10 perc inkubalas utan sem. A VWF kollagénhez valé kétédése sebességgradiens fliggésének
mérésére, amit korabban senki sem mért, kidolgoztam egy médszert. Ennek az eredménye, hogy
a Calin nyirasi feszultségtél fliggéen befolyasolja a VWF-kollagén kélcsénhatast. Az ICs, statikus
korilmények kozott és kis sebességgradiensnél hasonld, de 5-szér nagyobb, mint nagy
sebességgradiensnél. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a VWF aramlasfiiggé konformacio
véltozdsa is szerepet jatszhat a VWF kollagénhez vald kotédésében. A sebességgradiens
véltozadsanak hatésa jelentds a trombocita-kollagén kapcsolodds mechanizmusaban: nagy
sebességgradiensnél a trombocita elészor kollagénhez kotott VWF-on at a GPIb receptoron, majd
GPla-lla receptoron kézvetlentl kapcsolodik a kollagénhez, mig kis sebességgradiensnél a
trombocitak kollagén receptorainak van elsédleges szerepe. Mivel a Calin a kollagénez kotédik,
feltételezhetd, hogy mind a két mechanizmuson keresztiil hat. Erdekes volt a Calin kiilonbdzd
trombogén felszinekhez torténé adhéziéra vald hatasat is megvizsgalni, kis és nagy
sebességgradienseknél. A Calin koncentracié figgéen gatolta a trombocita adhéziét kilénbdzd
tipusu kollagénekhez. Nagy sebességgradiensnél a Calin alacsonyabb koncentraciéban gatolta a
trombocita adhéziét, mint a VWF kétddését I-es tipusu kollagénhez. Bar a kisérleti kérilmények
nem voltak teljes mértékben azonosak, az a koévetkeztetés levonhatd, hogy a Calin-gatlas nem
csak a VWF-kollagén kolcsonhatas gatlasan keresztll érvényesul. Alatdmasztva ezzel azt a
nézetet, hogy nagy sebességgradiensnél a trombocita GPla/lla abszollt sziikséges a trombocita
adhéziéhoz. Human eredetl I-es és lll-as tipust kollagénekhez 6tszér kevesebb Calin mutatott
hasonl6 trombocita adhézié gatlast, mint a Horm kollagénhez. Ez azt jelentheti, hogy a Calin nem

egyforman koétédik a kilénbdzd kollagénekhez, vagy a Horm kollagén olyan aktivatort/okat
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tartalmaz, amely/ek jelentés mérték(i, nem kollagén fliggé aktivalodast is kivalthat/nak. (A Horm
kollagén egy durva kollagén preparatum, kilénbdzé, de féleg l-es és lll-as tipust kollagének
keveréke. Az adhézi6 soran sokkal nagyobbak az adhézioés terliletetek, mint barmely mas
kollagénen és azokon igen intenziv az aggregatumok képzédése.) Haementeria officinalis-bol
izolalt leech antiplatelet protein (LAPP), és a rekombinans technikaval eléallitott forméaja (rLAPP),
szintén gatolta a kollagén-adhéziét, statikus kérilmények kozott vizsgalva, I-es tipust kollagénen.
Dinamikus kériilmények kdzétt gatolta az adhéziét az I-es, lll-as 1V-es, részlegesen a VI-os tipusu
kollagénekhez, és befolyasolta az adhéziét fibronektinhez vagy VWF-hoz, a Calinhez hasonléan. A
teljes gatlashoz 3uM rLAPP koncentracio volt szikséges nagy sebességgradiensnél, mig 10-szer
nagyobb koncentraciéban mutatott hasonlé gatlast kis sebességnél. Gatolta a trombocita adhéziét
ateroszklerotikus koronaria artéria darabkahoz is. A Calin csak mérsékelten gatolta a trombocita
adhéziét az endotélsejtek extracellularis méatrixahoz (ECM). Kis sebességgradiensnél a kollagén
adhéziéhoz hasonld, koncentraci6 fliggd gatlas volt, de nagy sebességgradiensnél, ahol a VWF
dontd szerepet jatszik, nem volt szignifikans gatlas, annak ellenére, hogy a Calin gatolta a VWF
kotddését a kollagénhez. A magyarazat az lehet, hogy az ECM maga tartaimaz mar VWF-t, igy
nem szilkséges azt a vérbdl felvennie. Masik magyarazat, hogy hasonléan a LAPP-hoz, a Calin
kevésbé aktiv a Vl-os tipusu kollagénnel szemben, amely az ECM-ben az elsédleges VWF
kotéhely. Mindezek ellenére a Calin hatasos Aallatkisérletes trombézis modellen. Ebben a
modellben egy standardizalt metszést ejtenek a hércsdég femoralis vénajan, amelyen trombocita-
das trombus képzédik. Mivel a vénas rendszerben a kis sebességgradiens a jellemzé, valészind,
hogy itt a trombocita-kollagén kolcsénhatas gatlasa érvényestlt. Osszefoglalva, a Calin amellett,
hogy gatolja a direkt trombocita-kollagén kélcsénhatést, a kollagén VWF kotédést is befolyasolja,
ezért kis és nagy sebességgradiensnél egyarant mutatkozik az adhézié gatlé hatasa. Cikkink
megjelenése o6ta toébb dsszehasonlitas jelent meg a Calin-rél és mas trombozis gatlészerrdl [90]
[91], a kulénb6zd trombdzis modellekben hasznos a trombocita-kollagén kolcsonhatas

tanulmanyozasara.

Alapkutatas szintién még ma sincs elég adat arra, hogy a VWF valamilyen felszinhez valé
régzlilése okoz-e olyan konformécié valtozast a multimer molekuldban, hogy az befolyasolja a
kollagén-VWF-GPIb koélcsonhatast. Alkalmazott kutatds szintjén az allatkisérletes tanulmanyok
bizonyitottak, hogy azok a GPIb-, vagy VWF ellenes monoklonalis antitestek és GPIb-, vagy VWF-
fragmentumok, amelyek gatoljak a kollagén-VWF-GPIb kétés valamelyikét, hatasos antitrombotikus
agensek in vivo korilmények kozott is. Sét, a toébbi antitrombotikus agenssel &sszevetve,
szélesebb a terapias spektrumuk, mint a ma hasznalt antittombotikus vegyuleteké, mivel a kelld
antitrombotikus hatas eléréshez szikséges dézis alkalmazasa nem jar egyutt a vérzési id6 jelentés
mértékii megnyllasaval. Ezen tanulmanyok szerint ezek az antitestek és protein fragmentumok
csak intravénasan alkalmazandok. Fagtechnologiat alkalmazva olyan peptidek keresése volt a
célunk, amelyek antitrombotikus hatassal rendelkeznek A peptidek az oralis antitrombotikus

gyogyszerek jo kiindulasi alapanyagai lehetnek. Linearis heptamer fag kényvtarat vizsgalva
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azonositottunk egy YDPWTPS peptid szekvenciat hordozé fag klént, amely gatolja a VWF-kollagén
kolcsonhatast statikus és aramlasi kérilmények kdzt egyarant, ami bizonyitja, hogy hatéssal van
az adhéziora és a trombusképzddésre. Erdekes modon a négy YDPWTPS szekvenciat hordozo
négyagu MAP megtartotta az eredeti peptidet hordozé fag klén antitrombotikus képességét,
szemben a szimpla peptiddel. A MAP hatékonyan gatolja a vérlemezkék kitapadasat kollagénnel
fedett felszinre. Artérias aramlasi kériilmények kozétt, majdnem teljes gatlast mutat 150 nmol/L
koncentracional, ami valéban jo kiindulasi anyaggé teszi azt. Nem volt meglepd, hogy a szimpla
peptid nem mutat gatlé hatast, mivel a fag technolégiaval valogatott szimpla peptidek altalaban
alacsony affinitassal rendelkeznek a célmolekula irant. A fagok 3-5 példanyban fejezik ki a peptidet
a felszinikon, ezaltal a megjelenitett peptid hataséat inkabb az aviditas hatarozza meg, mintsem az
egyedilallé peptid affinitasa. Jelen tanulmanyban az aviditds szerepe a MAP hasznalataval
igazolodott, hatékony inhibitor volt. Bar GPIb-VWF koélcsénhatast gatié peptid antagonistakat mar
azonositottak, tudomésunk szerint ez az elsé beszamol6 egy olyan peptidrél, amely adhéziét és
aggregaciot gatlo hatasat a VWF-kollagén kolcsénhatas gatlasaval fejti ki. Varatlanul, de azt
figyeltlik meg, hogy a peptid epitopja a VWF C doménjében helyezkedik el. Hosszu ideje bizonyos,
hogy az A3 domén tartalmazza a fibrillaris I-es és lll-as tipust kollagén szamara az elsédleges
kotéhelyet, ahogy ezt az Al- és A3-deléciés mutansokkal folytatott tanulmanyok bizonyitottak.
Masrészt, tgy tlnik, hogy az A1 domén is szerepet jatszik az I-es és lll-as tipusu kollagénhez val6
kotéddésben, amely akkor valik nyilvanvaléva, amikor a D'D3 domén takarasa artérias aramlasi
korilmények hatasara megsziinik. Tovabba aramlasi kérilmények kozétt, az A1 doménben
talalhaté a kotéhely IV-es tipust kollagén szamara. Mostanaig nem dertilt ki, hogy a C doménnek
van-e szerepe az l-es és lll-as tipusi kollagénhez torténd koétédésben. Erdekes médon, egy
korabbi tanulmanyunkban, amely soran pentadekamer kényvtarat és eltéré szelekcios modszert
alkalmaztunk, két fag klént azonositottunk RVVCEYVFGRGAVCS és GCCFLVGGLCYSTCA
szekvencidkkal, amelyek epitopja a C doménben van és szintén gatoljak a VWF-kollagén
kélcsdnhatast. A régebben szelektalt és az utobbi fagok egymassal vetélkednek a VWF kotéseért,
ami megerdsiti a tényt, hogy ugyan ahhoz a doménhez kétddnek és arra utalnak, hogy a C domén
valéban szerepet jatszhat a VWF-kollagén kélcsénhatasban. Az hogy a C domén hogyan
befolyasolja a kollagén kotést egyelére tisztdzatlan. Nem valészinl, hogy a C domén kozvetlen
szerepet jatszana a kollagén kétésben, mivel ilyesfajta kélcsbnhatas meglétére még nincs
bizonyiték. Lehet, hogy a C doménhez torténd kotddéssel a peptid konformaciévaltozast idéz elé a
VWF-on, pontosabban az A3 doménben, igy akadalyozva a VWF-kollagén kétés kialakulasat.
Konkluzioként elmondhatjuk, hogy elséként talaltuk az olyan peptidet, amely artérias aramlasi
korilmények kozott gatolia a VWF-kollagén kélcsénhatast, valamint a trombocita adhéziot és
aggregaciot is. Egy ilyen peptid jo kiindulasi pont lehet egy oralisan adhaté antitrombotikus

gyogyszer kifejlesztéséhez.

A trombusképzdédést jelentdsen befolyasolta az aramlasi kérilményeket modellezd kisérleti

rendszeriinkben a trombin aktivtas gatlasa, mind kollagén, mind HMEC matrixon. Ebben a
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munkaban a vaszkularis torténéseket hatékonyan befolyasol6 inhibitor, egy 4-tio-deoxiuridilattal
modositott aptamer (UC15-mer) hatasnak a vizsgalatat irjuk le [20]. Az irodalomban kéz6lt adatok
szerint a C15-mer gatlé hatadsa (ICsp) a trombin indukalt fibrinogén alvadasra 25-200nM kozott
valtozott. Ezeket az adatokat a kisérletekben hasznalt kilénbéz6 trombin koncentraciok miatt
nehéz dsszehasonlitani, de a mi eredménylink (52,9nM) beleillik ebbe a sorba. Az UC15-mer
esetén az ICsy 2,8-szor alacsonyabb volt a fibrinogén alvadasi tesztben, a C15-mer-hez
viszonyitva, tehat az Gj, modositott aptamer gatlé hatasa erésebb volt, mint a C15-meré. Az UC15-
mernek 2,2-szer nagyobb gatlé hatasat igazoltuk plazmaval is. Hasonl6 eredményeket kaptunk,
amikor a trombin aktivitast FpA felszabaditassal mértiik. Az ICso mindkét aptamerre magasabb volt
plazméaban, mint fibrinogén oldatban. Az aptamerek protrombinhoz val6 specifikus koétédése és a
plazmaproteinek kevésbé specifikus matrix hatasa lehet felelés ezért az eltérésért. A kromogén
szubsztrattal mért trombin aktivitast az UC15-mer, hasonléan a C15-merhez, amely az irodalombél
is jol ismert, nem gatolta. Ez azt jelenti, hogy aptamer a hatasat nem a trombin katalitikus oldalan
keresztill fejtette ki. Hogy bebizonyitsuk, hogy az UC15-mer a trombin exosite-1-hez kdtédve vett
részt a trombin alvadasi aktivitasanak gatlasaban, az UC15-mer és a hirudin egyltt adva a
reakcidelegybe vizsgaltuk a hatasukat. A hirudinrél ismert, hogy a C terminalis véggel kapcsolatba
lép a trombin exosite-1-gyel, az N-terminalis vége pedig a trombin aktiv centrumahoz kapcsolodik,
igy blokkolja mind az alvadasi, mind az amidolitikus aktivitast. Ha az UC15-mer lekdtné az exosite
1-et, fel kellene flggesztenie a hirudin okozta amidolitikus aktivitds gatlast. Valéban, kromogén
szubsztrattal mérhetd volt, hogy az UC15-mer jelenléte felfliggesztette a hirudin gatlé hatasat.

A Ci15-mernek a 4-tio-deoxiuridilattal valé moédositasa kétszer erésebb trombin indukalta
trombocita aggregacio és szekrécid gatlast eredményezett PRP-ben. Esetlinkben a C15-merre az
ICs0 @ PRP-ben 3-4-szer nagyobb volt, mint Li munkacsoport altal kdzolt érték. A kulénbség talan,
ha csak részben is, az értékelés kildnbdzé modszere miatt lehetséges; 6k az aggregacios vonal
alatti terllet mérésével jellemezték az aggregacio mértékét, mig a mi tanulmanyunkban az ICs
kalkuldlasa az aggregaciés gorbék meredekségén alapult. A kollagén indukalt aggregéacio és
szekrécio trombintodl fliggetlen, egyik aptamer sem befolyasolta ezeket; hasonléan C-15-merhez. A
TRAP-1, egy szintetikus peptid, ami utdnozza a trombin receptor (PAR-1) ligandjat, tehat a TRAP-1
a trombintol flggetlendl aktivalja a trombocitan a receptort. TRAP-1-et hasznélva igazoltuk, hogy
az UC15-mer a trombinra hat és nem annak a receptorara. Még a legmagasabb
aptamerkoncentracié sem volt hatdssal a TRAP-1-indukalt trombocita aggregaciéra, beigazolva,
hogy az aptamerek trombinhoz val6 kotédése blokkolja a trombinnak azt a képességét, hogy PAR-
1-et hasitsa. Mindkét aptamer gatlé hatasat teszteltiik mosott trombocitak szuszpenziéjaval (WPS)
is. WPS-ben az aptamerek sokkal hatékonyabbak voltak, mint PRP-ben. Az ICs, értékek
kilonbségének mértéke nagyobb volt, mint a plazma és a fibrinogén alvadas gatlasat jellemzé 1Cs
értékek kozotti kulonbségek. Ennek egyik oka az lehet, hogy a mérérendszerekben a plazma
proteinek arénya, koztik a protrombin is, igen eltéré volt. A WSP-ben nem volt fibrinogén, amely
szintén egy ok lehetett. Végll a szabad Ca ionok koncentracidja kb. 20-szor magasabb volt a

WSP-ben, mit a citratos plazméban. A C15-mer és az UC15-mernek a gatld6 hatasa kozotti

33

MTAdoktori, Harsfalvi J. Tézis

kulénbség sokkal nagyobb volt WPS-ben, mint PRP-ben. A WPS-ben az ICs, UC15-merre egy
nagysagrenddel alacsonyabb volt, mint a C15-merre. Szemben az aggregéacioval és szekrécioval,
a trombin indukalt trombocita alakvaltozas (shape change) érintetien volt 4yM aptamer
koncentracioig. Két tanulméanyban az alakvaltozast nem értékelték, de a publikalt abrék alapjan az
véltozatlan volt az aptamer jelenlétében. Egy harmadik tanulméanyban nem volt alakvaltozas
alacsonyabb C15-mer koncentracioknal, de teljes gatlas tortént 1,45uM-nal. Fontos, megjegyezni,
hogy a trombin indukalta trombocita aggregéacio Gtjanak (PAR-1 és GPIb) gatladsa a trombin
indukalta trombocita alakvaltozast érintetlentl hagyta. D-Phe-Pro-Arg klorometil-keton szintén
gatolta a trombin indukalt aggregéaciot anélkil, hogy hatassal lett volna az alakvaltozasara. Ezek
az eredmények arra utalnak, hogy vagy elegendé mennyiségben marad szabad trombin exosite-1,
hogy alakvaltozast gerjesszen, vagy az alakvéaltozas exosite-2 altal vezérelt; esetleg mindkett6tél
fuggetlen folyamat. Az aptamerek hatasat a trombusképzédésre is vizsgaltuk. Amikor az
endotélidlis sejtréteg sértl, a trombocitdk gyorsan hozzatapadnak a szabadda valé szubendotélium
“ragad6s” Osszetevéihez és aktivalodnak. A trombocita aktivaciot felerésiti a helyben képzédd
trombin és fibrin, melyek az éppen zajl6 trombusképzédés soran alakulnak at aktiv molekulava.
Hogy értékeljik, hogy az aptamerek hogyan hatnak a trombusképzddésre, koézel fiziologias
allapotban, HMEC-1 matrixot, trombinkezelt fibrinogén és kollagént felszineket hasznaltunk, egy
aramlasi rendszerben. (A trombinkezelt fibrinogen tulajdonképpen fibrin, azonban a trombin egy
része a felszinhez kotve marad, ezért nevezzik igy ezt a felszint.). Korabbi munkankban
kimutattuk, hogy a HMEC-1 extracellularis matrixa egy nagyon trombogén felszin, amely nem
tartalmazza a reaktiv kollagének fébb tipusait (I, Il és VI tipus), de a trombinképzédést igen
nagymértékben aktivalja. Masok pedig azt mutattak ki, hogy a trombin, vagy trombinkezelt
fibrinogén altal boritott felszinen trombin receptor fliggé adhézi6 valésul meg. Kisérleteinkben a
nagy trombusok képzdédését mindkét aptamer gatolta a HMEC-1 matrixan és trombinkezelt
fibrinogénen is, de maga a trombocita adhézi6 nem véltozott. Hasonl6 eredményeket kaptunk a
trombint gatl6 peptiddel, a hirudinnal is. Masok heparinizalt human vérben, amelyet balon
angioplasztika soran sérilt nydl aortan perfundaltak, FpA képzédés és trombocita depozicio
redukciojat irték le, trombin aptamer hatasara, hasonléan a mi eredményeihez. Azt is kimutattak,
hogy az aptamer gatolta a trombin-fibrin interakcibban a mar kot6tt trombint is. Mint mas
trombinspecifikus gatléanyagok, az aptamerek sem befolyasoltak a kollagén indukalta trombocita
adhéziét. Az eredmények arra utalnak, hogy a trombin exosite-1 részt vesz a trombocitdk HMEC-1
és trombin-kezelt fibrinogén felszineken térténd trombusképzé folyamataban.

A trombusba zart fehérjék mérése -amely trombocitakbdl és plazmabdl szarmazéd proteineket
tartalmazza, elsésorban fibrint- egy komplex 0&sszképet ad az aptamerek hatasarol a
trombusképzédés soran. Ebben az Osszetett rendszerben az ICs, értékek mindkét aptamerre
némiképp magasabbak voltak, mint plazméban, vagy PRP-ben, de az UC15-mer jobb hatasfoka itt
is megfigyelhetd volt. Osszefoglalasképp, a 3-as, 7-es, 9-es és a 13-as pozicidkban a konszenzus
aptamer timidilatjainak 4-tio-deoxiuridilattal valod kicserélése sokkal er6sebben gatolta a trombin

indukalt fibrin alvadékképzédést és trombocita aktivaciét, habar a hatékonysaga 2-12-szereres
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kozott valtozott a kilonb6zé kisérleti rendszerekben, mint a konszenzus aptamer. Az Uj aptamer
sokkal hatékonyabban csokkentette a trombus depoziciét trombinkezelt fibrinogén felszinen is. A
molekulacsoportok cseréje két f6 valtozast okozott a molekula fizikai-kémiai tulajdonséagaiban. 1/ A
modositott nukleotid tautomerizacidja miatt (enol formaba alakulasa) reaktiv — SH csoportot vagy
csoportokat hordozhat és ez a csoport a megfelelé poziciéban reakciéba |éphet a fehérjék
szulfhidril csoportjaival. Mivel nincs szabad -SH a trombinon, ez a valtozds nem magyarazza az
UC15-mer megnétt gatlé kapacitasat. 2/ A tiono csoport a 4-es pozicional a bazist hibrofébba
alakitia at, amely er6sebb aptamer-protein kdlcsénhatast eredményezhet. Korabbi publikacio
szerint a 4-tiodeoxiuridilatbol allé homo-oligonukleotid erésen ellenallé a nukledzokkal szemben.
Mivel az UC15-mer t6bb, mint 26% tiolalt nukleotidot tartalmaz, moédositatlan tarsainal sokkal
stabilabbnak kellene lennie a bioldgiai kérnyezetben. Ez a tulajdonséag jelentés elénnyé valhat in
vivo alkalmazas esetén. Az aptamereket tartalmazd 4-tiodeoxiuridilat tovabbi optimalizacioja
lehetéséget jelent hatékonyabb trombingatlé aptamerek létrehozasara, amelyek Uj, potencialis
antitrombotikus ~ gyogyszerek. Eredményiinket az aptamerek molekulamodellezési és

szerkezetmositasi munkakban hasznaljak [92], [93].

Prospektiv epidemiologiai tanulmanyok alapjan a VWF-t atherotrombotikus rizikéfaktorként tartjak
szamon. Trombotikus megbetegedések; érgyulladasok, diabetesz, elhizas, magas vérnyomas,
maj- és malignus megbetegedések kisérd jelensége a plazma VWF szintjének emelkedése.
Emelkedett szintjét az endotélt ért stimulus illetve sérlilés bizonyitékaként figyelték meg periférias
artérias megbetegedésekben; valamint mind akut, mind ischemias stroke-ot vagy tranziens
ischemias torténést kdvetden; kiemelten nagy-artérias aterotrombozis okozta isémias sztrokban;
valamint radiofrekvencias szivkatéterezésen atesett betegek esetén [94].

A szerzett hemosztazis rendellenességek leggyakrabban majcirrhosisban fordulnak elé. Ezek a
rendellenességek csbkkent vagy novekedett hemosztazis kapacitast jelenthetnek, de a
kompenzatoérikus mechanizmust is eredményezhetnek. Sajat és masok kozléseibdl ismert, hogy az
endotél aktivaci6 markerének tartott VWF-nak a szintje igen magas ezen betegek plazmajaban
[95], [96], Kulonboz6 eredetli és sulyossagu majcirrhosis beteg esetében a VWF kilénbézd
modszerekkel mért aktivitasat a mennyiségi valtozasa fliggvényében vizsgaltuk és az
eredményeket Osszevettik a VWF multimerizaci6 fokat befolyasol6 ADAMTS-13 enzim
aktivitdsaval és mennyiségével. A csokkent VWF aktivitas / antigén eredmények a molekula
funkcibjanak csokkenésére utalnak. Megallapitottuk, hogy az ADAMT-13 mennyisége és aktivitasa
a betegség legsllyosabb fazisaban csokkenést mutat. A multimerek eloszlasa is a kdzepes
méretliek tdbbségét mutatta. Ez azt jelentheti, hogy a nagy multimerek vagy nem képzédtek
elegendd mennyiségben, vagy hamar lebomlottak, esetleg kiliriiltek. Az esetk tébbségében
azonban a lebontd enzim mennyisége és aktivitisa nem mutatott valtozast a kontroll csoporthoz
képest, bar igen nagy eltérések voltak a beteg csoportban. A VWF:Ag mennyiségének névekedése

a fokozott endotél perturbacio koévetkezménye lehet. A VWF:CB is csokkent a betegség
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legsulyosabb fazisaban, ami utalhat a szintetizalédott VWF multimerizaciojanak hibajara. Valészini

a kompenzatorikusan fokozott endotél funkcid okozza ezeket a valtozasokat [23] [24].

Osszefoglalas

A VWF nyiréer6 figgd struktirajanak és funkcidjanak megértésére iranyuld kutatasainknak a célja:
hozzajarulni a trombocitdk és az endotélsejtek valamint az extracellularis matrix kozotti
Osszehangolt folyamat molekuléaris szintli elemzéséhez, a normal hemosztazis és a patologias
vérzés vagy tromboézis a vaszkularis hematologiai betegségek mechanizmusanak

megismeréséhez, amely kdzelebb vihet a gyogyitasukhoz.

Munkam soran igazoltuk, hogy kapillaris, artérias és vénas aramlasi kérilmények kdzo6tt egyarant,
jelentés a trombocitadls trombus képzédése.

Human mikrovaszkularis endotélsejtek matrixan és trombinnal kezelt fibrinogénen trombin
Gtvonalon, nyiréerétél és VWF-tol fliggetlenil képzédik a trombus. Kodldékvéna endotélsejt- és
kollagén matrixon nyiréer6 és VWF fliggé a folyamat. A trombin 1-es anionkétéhelyét foglalod,
ismert inhibitorok és azoktél hatékonyabb, altalunk médositott DNS (aptamer) a trombint és a
trombusképzédést is gatolja, de a trombocita egyréteg kialakulasat (adhéziot) nem.

A VWF multimerizaltsdganak mértéke szerint kdzvetiti a trombocitak és a fibrillaris kollagén koz6tti,
nyiréeré fuggé kapcsolatot. Kollagén matrixon a VW molekula nagy nyiréeré hatasa alatt sem
peptidek hatasa szerint azonban, konformaci6ja valtozik, megné az A1 domén és a trombocita
glikoprotein Iba. (GPIb) lanca kozétti 6sszekapcsolédas valdszinlisége. A fagszelekcié a VWF (j
kollagékété helyének a felismerésére is vezetett. A kombinatérikus kémian alapulé aptamer és
fagpeptid szelekcios eljarasokkal nyert molekuldink a trombusképzddést befolyasolé gyogyszerek
alapmolekulai lehetnek

A trombusképzddés, a trombogén felszin és a sebességgradiens fliggvényében, trombin vagy von
Willebrand faktor (VWF) inhibitorokkal gatolhato.

Kilénbdz6 geometridja, fiziologids és patolégias aramlast modellezdé rendszereket hasonlitottuk
Ossze. A parhuzamos lemezl kamrakhoz viszonyitva, a kis vérigény, sikon forgé kip kamraban a
trombocita adhézié mellett az aggregaci6 folyamata is jelentés, amelyet a kisérletek tervezésénél
és értékelésénél nem szabad elhanyagolni.

A kulénbdzé méretli VWF multimereket statisztikai analizisre alkalmas szammal jellemezzik,
amelynek az a jelentésége, hogy a VW multimerek szerepét a vérzékenységtél a trombotikus
allapot rizikojaig vizsgéalhatjuk. A VWF multimer szerkezetének az értékelésére teljesen Gj modszert
kidolgozasa, amely a VW betegség pontosabb tipizalasa mellett a fokozott endotél aktivaciora utald
nagy multimerek mennyiségi névekedésének kvantitalasara alkalmas. A modszernek nagy

jelentésége lehet a klinikai kutatasban.
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2B tipust VW betegség ritka mutaciéjat igazoltuk.

Policitémia vera-s beteg trombocitain a Gplb receptor tébbletet mutattunk ki, amely fokozott

trombusképzéssel jart és a fatalis trombotikus torténés oka lehetett.

Nagy mennyiségli és aktivitasi VWF van a plazmaban majcihossisban, gyulladasos

folyamatokban, mitét utani allapotban, ami felhivia a figyelmet a trombotikus mikroangiopatia

kialakulasanak a lehetéségére.
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