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Osszefoglalas

A hemosztazis az a folyamat, amely fenntartia egy zart, magas nyomas alatt 1évé keringési
rendszer egységét érsérilés utdn. Az érfalsérilés és a vér kilépése a keringésbdl gyorsan
bekovetkezd eseményeket indit el az érfalban és a vérben, melyek megakadalyozzak a vérzést,
majd regeneraljak az érfalat. Kering6é trombocitak gy(ilnek a sérilés helyére, ahol azok a képz6dd
trombus 6 dsszetevdivé valnak; a szoveti faktor altal beinditott véralvadas is elérehalad a trombin
és a fibrin képzédése kdzben. A fibrint létrehozd koaguléacios rendszer azonnali aktivalodasa és a
trombocita dug6 illetve fibrinhalé képzédése, majd mindezek lebontasat végzd fibrinolitikus
rendszer megfeleld mlkddése, megakadalyozzak a vérzést, és sebgydgyulast eredményeznek.
Normal aramlasi kortilmények alatt a szabalyoz6 folyamatok idében és térben behatéroljak a
trombus képzbédést. Amikor patolégias folyamatok elnyomjak a véralvadas szabalyozott
folyamatait, cs6kkent vagy tulzott mértéki lehet az ér sériilését helyreallité folyamat és vérzés vagy
trombozis lehet a kdvetkezmény.

A von Willebrand faktor (VWF) a legnagyobb molekulatdmeg( glikoprotein, amely a plazméban és
a trombocitakban van, az endotélsejtekben és a megakariocitakban szintetizalodik. Nagy nyiréerd

hatasa alatt Iévé érszakaszokban a trombocita adhézi6 és aggregacié mediatora.

A VWF nyiréer6 fuggé struktirajanak és funkcidjanak megértésére iranyul6 kutatasainknak a célja:
hozzajarulni a trombocitdk és az endotélsejtek valamint az extracellularis matrix kozotti
osszehangolt folyamat molekularis szintli elemzéséhez, a normal hemosztazis és a patologias
vérzés vagy trombdzis a vaszkularis hematologiai betegségek mechanizmuséanak

megismeréséhez, amely kdzelebb vihet a gyogyitasukhoz.

Munkam soran igazoltuk, hogy kapillaris, artérias és vénas aramlasi korilmények kozott egyarant,
jelentds a trombocitads trombus képzédése.

Human mikrovaszkularis endotélsejtek matrixan és trombinnal kezelt fibrinogénen trombin
Gtvonalon, nyiréerétél és VWF-t6l fliggetlenll képzédik a trombus. Kéldokvéna endotélsejt- és
kollagén matrixon nyiréerd és VWF fliggé a folyamat. A trombin 1-es anionkétéhelyét foglalo,
ismert inhibitorok és azoktdl hatékonyabb, altalunk médositott DNS (aptamer) a trombint és a
trombusképzddést is gatolja, de a trombocita egyréteg kialakulasat (adhéziot) nem.

A VWF multimerizaltsdganak mértéke szerint kdzvetiti a trombocitak és a fibrillaris kollagén kozotti,
nyiréeré fuggdé kapcsolatot. Kollagén matrixon a VW molekula nagy nyiréer6 hatasa alatt sem
peptidek hatésa szerint azonban, konforméciéja valtozik, megné az A1 domén és a trombocita
glikoprotein Iba. (GPIb) lanca koézotti 6sszekapcsolodas valészinlisége. A fagszelekcido a VWF (j

kollagékotd helyének a felismerésére is vezetett. A kombinatérikus kémian alapulé aptamer és

MTAdoktori, Harsfalvi J. Oszzefoglalas

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 gatolhaté.

Kilénbdz6 geometridja, fiziolbgias és patolégias aramlast modellezé rendszereket hasonlitottuk
Ossze. A parhuzamos lemez(i kamrakhoz viszonyitva, a kis vérigényd, sikon forgé kip kamraban a
trombocita adhézi6 mellett az aggregaci6 folyamata is jelentds, amelyet a kisérletek tervezésénél
és értékelésénél nem szabad elhanyagolni.

A Kkulonbozé méretll VWF multimereket statisztikai analizisre alkalmas szammal jellemezzik,
amelynek az a jelentésége, hogy a VW multimerek szerepét a vérzékenységtdl a trombotikus
allapot rizikéjaig vizsgalhatjuk. A VWF multimer szerkezetének az értékelésére teljesen 0j 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.

2B tipusu VW betegség ritka mutaciojat igazoltuk.

Policittmia vera-s beteg trombocitain a Gplb receptor tébbletet mutattunk ki, amely fokozott
trombusképzéssel jart és a fatélis trombotikus torténés oka lehetett.

Nagy mennyiségli és aktivitasui VWF van a plazmaban méajcihossisban, gyulladasos
folyamatokban, m(tét utani allapotban, ami felhivia a figyelmet a trombotikus mikroangiopatia

kialakulasanak a lehetéségére.

Kulcsszavak: véraramlas, endotélsériilés, trombocita adhézid, trombocita aggregacio,

trombocita-fibrin alvadék



dc_72_10

MTAdoktori, Harsfalvi J. Bevezetés

Bevezetés és a mi célja

A vér igen magas fokon differencialodott, specidlisan fejlodott, folyékony koétészévet, plazma
faktorok oldata és cellularis elemek szuszpenzidja. Kildonbdzé sebességgel, akadalytalanul aramlik
a test ereiben. Oxigént és mas, nélkulézhetetlen anyagot szallitd rendszere ez a szervezetnek.

Az érfal sérilésekor az életet véd6é hemosztatikus mechanizmus a sériilés korrekcidjara torekszik,
megakadalyozza az elvérzést, de a trombusképzédést is. A hemosztazis 6 résztvevéi az
érrendszer, a trombocitak, a plazma koagulaciés és antitrombotikus és fibrinolitikus faktorai, illetve
az aramlas soran hat6 erék. A sérilést vazokonstrikci6 koveti majd a szabadda valt
szubendotélidlis képletekhez a keringdé trombocitak kitapadnak, aktivalédnak és trombocita dugd
képzdédik. A fibrint 1étrehozd koagulaciés rendszer azonnali aktivalodasa 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 trombocitdk vagy a koagulaciés faktorok hianya, csokkent mikddése, esetleg a folyamat
elégtelen szabdlyozottsdga 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 kévetkezménye [1], [2]
[3].

1995-t61 kaptam lehetdséget 6nall6 munkacsoport alapitasra, amely elsésorban azzal foglalkozik,
hogy a trombocitak részvételével zajlé folyamatokat tanulményozza. In vitro aramlasi kamrak
beallitasaval és alkalmazasaval - az erek kllonb6z6é aramlasi korilményeit modellezé kisérleti
rendszerben - [4], [5], [6], fehérje és immunokémiai médszerekkel, mikroszképos technikakkal,
biotechnolégiai és kombinatorikus kémiai eljarasokkal tanulméanyoztuk a trombozis és hemosztazis
mechanizmusait. Vizsgaltuk a vaszkularis rendszert alkoté matrixok [7], az izolalt komponensek -
mint a kollagén- és a trombocitdk kitapadasdban fontos szerepet jatszé6 VW molekulak
tulajdonsagait [8]; a kollagén és a VWF egymassal valé kélcsénhatasat, [9], [10], [11].
Bekapcsolédtunk a trombocitdk egymassal vald Osszekapcsolodasaban szerepet jatszo
receptoranak vizsgalataba [12]. Vizsgaltuk a kolcsonhatasokat befolyasolé / gatldé / szabalyozo
anyagokat és hatasukat: a kollagént, a VWF-t - és az extracellularis métrix trombocita kélcsénhatas
gatlasan keresztil hatdé anyagokat (peptidek, antitestek, aptamerek). Ennek eredményeként olyan
gatlészereket ismertink meg és irtunk le els6ként, amelyek az aterotrombozist megel6z6
gyogyszerek fejlesztésének alapjaul szolgalhatnak [13, 14], [15], [16-18], [19], [20], [21]. A Klinikai
kutatas alanyat képezé kuldnb6z6 betegcsoportoktol és egészséges egyénektdl szarmazé teljes
vérbél, plazméabdl végeztink és jelenleg is végzink vizsgalatokat, analizaljuk az eredményeket a

betegségek patomechanizmusanak 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.

A munkadhoz és leirasahoz a munkahelyi vezetéim, a munkatarsaim, a hazai és nemzetkdzi
kollaboratorok, a doktorandus, és az orvos-, vegyész, molekularis biolégus, orvosi diagnosztikai- és
kutaté laboratériumi képzésben résztvevé és tudomanyos diakkéri munkat végzé hallgatok

nagymértékben hozzajarultak.
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Irodalmi 6sszefoglalas / hattér

A hemosztazis az a folyamat, mely fenntartja egy zart, nyoméas alatt Iévé 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 fuggéen keringd trombocitak gylilnek 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, és normal korilmények kozétt a szabalyozé folyamatok idében és térben
behataroljak a trombusképz6dést. Amikor a véralvadas, j6l szabalyozott folyamataiban kevés, sok
vagy hibas faktor illetve trombocita vesz részt, akkor nehezen befolyasolhaté vérzés vagy
trombozis alakulhat ki. A hemosztazis és trombozis folyamatanak valamint szabalyozhatdésaganak
a mind jobb megismerése a betegellatast és a gyogyitast szolgalhatja.

A hemosztazis f6 folyamatai a (1) vazokonstrikcio, (2) trombocita aktivacié és trombocita dugo
képzbdés, (3) prokoagulans és az antikoagulans rendszer aktivalédasa, fibrin alvadék képzédése
és fibrinolizis. A rendszer alkotéinak — matrixok, trombocitak, véralvadasi faktorok, inhibitorok,
ionok - egymasra haté és visszahatd kolcsOnhatasai kovetkeztében, egy nagyon pontosan
szabalyozott folyamatban, a sérilt érfelszinen trombus képzédik, amely az angiogenezis szintén

nagyon pontosan szabalyozott folyamataban lebomlik (1. abra).

Lo 1. dbra. A hemosztazis vazlata [28]
Ersériilés

. Szbvetifaktor
Sszend‘cle\—l idramlasa
«olagén

A képz6d6 trombus vaszkularis és koagulacios
- Trombocita —— P . .y . . .
Vazokonstrikclo «——, . .o% «—— Koagulacio  faktoroktol fiiggé volta, az érfal és a ver
aggregacio trombogén potencialja, az alvadasi faktorok és a

HemoYztazis trombocitak szerepe és mikodése nagyon sok

részletében ismert. Még alig feltart terilet

Fibrinolizis , , , . L

azonban az aramlasnak és az ekdzben fellépd

er6knek maguknak a szabalyoz6 szerepe, amely nemcsak a vér sejtes elemeinek mozgéasara és
aktivalodasara valamint az endotélsejtek aktivalédasara van hatassal hanem, az araml6
molekulakra is. Az aramlas soran fellépé eréknek kildnésen nagy szerepe van akkor, amikor a
sérilés helyén kitapadni igyekvé sejtekre, molekulakra hatnak, mikézben a képzédé trombus

okozta érkeresztmetszet alakvaltozas hatasara az aramlo6 folyadék reologidja is valtozik.
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Véraramlas, reologia

Az él6 szervezet mikddésének alapvetd feltétele a folyamatos anyagforgalom, melynek a jol
szabalyozott vérkeringés alapfeltétele. A rendszer felépitésében az érrendszer / vaszkulatura és a
benne keringd vér — alakos (vOrosvértestek, fehérvérsejtek, vérlemezkék) és nem alakos elemei
(plazma alvadasi faktorai és ionjai, molekulai) - vesznek részt. Ezek &sszehangolt mikddése
biztositjia a homeosztazist.

A folyamat az erekben uralkod6 aramlési viszonyok altal meghatarozott térvényszerliségeknek
megfeleléen mikodik.

A folyadékok aramlasi tulajdonsagaval mar az idészamitas el6tti 4. évezredben is foglalkoztak,
ekkor a kinaiak mar viz folyadék tulajdonsagain alapuld idémérd eszkdzt hasznéaltak. Az
idészamitas el6tt tdbb mint egy évezreddel Amenemhet farad megallapitotta, hogy a hémérséklet
befolyasolja a viz viszkozitasat, ezaltal a vizérat is. A vérkeringés aramlasi tulajdonsagainak
tanulmanyozasa |ényegesen kés6bb kezdédott: 1616-ban William Harvey jutott arra a
kovetkeztetésre, hogy a vér zart rendszerben korbe forog, 1686-ban Marcello Malpighi
tanulméanyozta a tidé kapillaris erekben a vér kérforgasat. Az aramlastan torténetében fontos
lépésként 1687-ben Newton megalkotta a viszkozitasra vonatkozé toérvényt, miszerint az aramlasi
sebesség és az erd (surlodasi erd) kozotti arany allandé. A nyiréfesziltséget az aramlas irdnyaba
es6 egységnyi fellletre hato érinté erének definialta [29]. Folyadékok esetében a nyirdfesziltség
(t) linearisan arényos a sebességgradienssel (y). Ez az aranyossagi allandé a folyadék
viszkozitasa (n; t=n.y). Az 1840-es években Poiseuille tanulméanyozta a bioreolégiai jelenségeket,
aramlasarol a toérvényét. 1921-ben Fahraeus irt egy atfogé tanulmanyt a vér szuszpenzid
stabilitasarol.

Tidéembdlia tanulmanyozasa alapjan Virchow mar 150 éve leirta, hogy a képzédd trombus
vaszkularis és koagulacios faktoroktol fligg [30]. Az aramlasi paramétereket késobb, masok tették
Virchow elméletéhez, de ,. Virchow’s triad™-ként emlegetik e harom — modern formaban: sztazis,
endotélsérilés és hiperkoagulabilitas - tényezét.

Méra mar elfogadott allitas, hogy a trombusképz6dés alapjai a vér aramlasi paramétereinek a
véltozasa, az érfal egységének és a vér trombogén potencialjanak a valtozasai.

A trombozis és hemosztazis kutatas viszonylag 0j terlilete az a&ramlas soran fellépd erék hatasanak
a vizsgalata [31].

A véraramlas mechanizmusanak megértéséhez az érrendszert egy hosszl, allandd atmérgji
hengernek, a vért dsszenyomhatatlan / newtoni folyadéknak tekintjik, amely &llandé nyomas
hataséara, laminarisan aramlik. Réteges, vagy laminaris aramlas esetén a folyadékrétegek bels6
surlodasanak hatasara az egyes részecskék egymassal és az ér tengelyével parhuzamosan
haladnak, sebességik az aramlas tengelyében a legnagyobb, az érfalnal a legkisebb. A vér
(elképzelt) rétegei ilyen kortilmények kozott kilonb6z6 sebességgel csusznak el egymason és egy

parabola alaku aramlasi (sebességi) profilt képeznek az ér atméréjén. A sebesség gradiens — és
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igy a nyiréeré nagysaga is — ilyen modon az érfalndl lesz a legnagyobb és az érben aramlé vér
tengelye felé csokken. Az alakos elemek kézll legnagyobb sebességgel a vordsvértestek haladnak
az ér, illetve az aramlas tengelyében. A fehérvérsejtek kisebb sebességgel, az érfalhoz kdzelebb
sodroédnak a vérarammal, mig a trombocitdk haladnak a legkisebb sebességgel, kdzvetlenil az

érfal mellett, viszont rajuk hat a legnagyobb nyir6erd, (2. abra) [32].

2. abra. Az araml6 vér hemodinamikaja, az
\ | — intravaszkularisan fellépé nyiréfesziiltség és
\ . ==

oo |20 “ sebességgradiens.
prof /’ e onie Vit Fels6 rész. A vér parabola aramlasi profilt képez,
/) ramias iranya sztenézis .
7

felgyorsul amint az ér szlkiletén halad, kézel a
sztenbzis csUcsanal sokkal nagyobb lesz a
sebességgradiens (yy) értéke. A stendzis utan a
folyadékrétegek  szeparalodhatnak  egymastol,
amint lassulnak. Stagnalé zénékat és visszaaramlé

" stagnalas

T g iu. 0o o0 & teriileteket képezhetnek.

® - '® . ® i Als6 rész. Mig konvektiv erbk viszik el6re a

UM onvekeis — € [faze sejteket, koagulacios faktorokat és ihibitorokat, az
sebességgradiens (1=10/s) ér kozepén aramlo rétegben, a diffuziés erék a

radialis mozgast medialjak a faltél el és vissza. Az
aramlasi profil nagyon alacsony sebességgradienst
mutat (yw). Az abran egy jellemzé koronaria ér van, mindkét rész méretaranyos.

Nyiréeré vagy ,ang.: shear force”. az aramlo folyadék rétegei, vagy laminai kozétt fellépd, az
aramlas iranyaval parhuzamos mechanikai erd, melyet a folyadékréteg a mellette 1évé rétegre
kifejt, (jele F, mértékegysége S| mértékrendszerben [N] (Newton), CGS mértékegységben [din]; [N]
= [10°din]. Az er6 iranya mindig olyan, hogy a relativ megcstszast akadalyozni igyekszik.

A nyiréfesziiltség vagy ,ang.: shear stress” (t, S| dimenzi6ja [N/m2]; 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,
terliletegységre hat6 mechanikai erét (nyoméerét vagy nyirderét) jelenti, melyet a folyadékréteg a
mellette [év rétegre kifejt, ha a vért (folyadékot) egymason elmozdulé rétegekként képzeljik el és
feltételezziik, hogy newtoni / sszenyomhatatlian folyadékkent 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 irdnyaval (z) matematikailag kifejezheté, 1=-n
(dvz/dr), ahol a dvz/dr a helyi sebességgradienst jelenti, az n pedig a dinamikai viszkozitast (belsé
strlodasi egyiitthato). T = n* v [N/m®> =10 dyne/cm®] normal vérre szamolva a nyiréfesziiltség, =
0.04 vy, vagy t =y /25 (vagyis a nyirofesziltség= sebességgradiens / 25).

A dinamikus viszkozitas a folyadék anyagi minéségének és allapotanak (hémérséklet) jellemzéje
s]; CGS

(jele a m, de gyakran hasznaljagk a u-t, SI mértékegysége [Pa*s] vagy [N/m2 *

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° Pa*s.

A sebességgradiens vagy ,ang.: shear rate” (y, dimenziéja [1/s vagy s']) az elmozdulas relativ
sebessége (vagy sebességének valtozasa), két egymas melletti folyadékréteg kozott. Tokéletes
Newtoni folyadék esetén a sebességgradiens egyenesen aranyos a nyir6 feszlltséggel és

forditottan aranyos a folyadék viszkozitasaval. y = dv/dr, [s": (m/s)/m]. Lassu aramlas mellett a
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Vér viszkozitdsa magasabb, mint nagy aramlasi sebességeknél. A vordsvértestek rendezédése és
a fibrinogén noveli a viszkozitast, ami azt eredményezi, hogy alacsony aramlasi sebességek
esetén a vér nem tekinthetd tokéletes Newtoni folyadéknak. A hatarérték, amelytél a vér mar
Newtoninak tekinthetd, 200 /s sebességgradiens. Az alacsonyabb sebességnél tapasztalhatod
magasabb viszkozitast altalaban a kis sebességnél a szorosan egymashoz tapado, (pénztekercsbe
rendez6dd) vorosvértestek hatdsaval magyarazzak. Magasabb sebességnél, azonban ez a hatas
megszlinik, mivel a szabalyosan rendezett vorosvértest alakzatok szétesnek. Egészséges nagy
erekben a vér newtoni folyadéknak tekinthet, mivel az ér atméréje jelentésen meghaladja a
vérben talalhatod részecskék méretét és a sebességgradiens is elegendéen nagy ahhoz, hogy a
részecske interakciok hatasa ne legyen jelentés.

A fenti 6sszefliggés segitségével meghatarozhat6 az artéridkban, vénakban, ill. azok sztenotikus
szakaszaiban fennallé nyiréfesziltsége, (1. tablazat). (A dimenzidk als6 indexében néhol ,w” van
feltintetve, ami a ,wall of the vessel” vagyis az érfalra utal.) Szlkult erek esetben a nyiréfesziiltség

a 15 N/m*tis meghaladhatja.

Q; aramlasiy u
Er Atmer6 [cm] sebesség  ,shear rate”,shear stress”
[cm®/s] s [N/m?]
A. ascendens 23-45 100 50 - 300 0,17 -1
A. femoralis 0,5 4 325 1,1
A. carotis communis 0,6 5 235 0,8
Carotis sinus 0,5 3 240 0,8
A. carotis externa 0,4 2 330 11
Kis artéria 0,03 4+10° 1500 53
Arteriola 3-10° 6*10° 1900 6
Kapillaris 6*10™ 0,8-6*10° 370-2800 1,2-9,3

1. tdblazat. Néhany ér aramlasi jellemzdje [33].

A reologiai alapok ismerete lehet6séget ad az aramlasfliggé trombusképzédés tanulményozasara,
azonban a funkcionalis vaszkularis halézat sokkal bonyolultabb &sszefiiggéseket feltételez. PI.
metabolikus stimulus hatasara az erek atméréjének adaptiv valtozasa [34], vagy a viszkozitas
valtozasa az erek atméréjének és a felszini endotélsejt rétegvastagsaganak fliggvényében [35].
Azt is figyelembe kell venni, hogy a trombus dinamikus reolégiai kdrilmények kozoétt névekszik,

hiszen a ndvekedésével az ér atmérdje egyre kisebb lesz.
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A trombozis folyamata valtoz6 reolégiai kértilmények kdzott, a trombus ndvekedésével érelzarodas
felé halad. A tromboézist elinditdé folyamatban az érfal koézeli aramlasi korllmények is
meghatarozzak azt, hogy a reaktiv komponensek milyen gyorsan érnek el a sérllt terlletre és
milyen gyorsan tavolodnak el a reakci6 termékei. Mig, jelen tudasunk szerint, az oldatban Iévd
alvadasi faktorok szallitasa a sériilt érfalhoz klasszikus konvekcios-diffizios mozgassal térténik, a
sejtek és a vérlemezkék érfalhoz valé mozgéasa noévekszik az aramlas-fliggé sejt-sejt Gtk6zésekkel,
az aramlasi sebességgel fokozodik a fallal vald kélcsonhatasuk valdszinlisége. Kisérleti aton
igazoltak, hogy a névekedett nyirderdk aktivaljak a vérlemezkéket, megvaltoztatjak olyan proteinek,
sejtek lokalizaciéjat, mint a szdveti faktor (tissue faktor, TF) és a TF Utvonal inhibitor, tovabba ezen
faktorok gén expresszidjat is szabalyozzak. Nagy nyirdsi er6k hianyaban a vorosvértestek, a
fehérvérsejtek és a trombocitak stabil aggregatumokat hoznak létre egymassal vagy az érfalat
hatarol6 sejtekkel, melyek mindamellett, hogy megvaltoztatigdk az aggregatum vagy a sejtfal
biokémiai viselkedését, hatékonyan ndvelik a helyi vérviszkozitast. Tehat a hemodinamikai erék
nemcsak specifikus anatomiai helyek trombozisképzédésre hajlamositd sajatsagat befolyasoljak,
de a trombusok biokémiai 6sszetételét és a trombusképzddési reakciok Gtvonalait is. [32]

A sUlyos megbetegedések jelentds hanyadat teszik ki a szivinfarktussal és az agyi tromboézisokkal
Osszefliggd artérias megbetegedések, a vénas tromboembolids események, amelyek soran a
trombusképzédés folyamatdnak a szabalyozasa elégtelen. Tovabba, a rakos betegek
elhaldlozasanak a masodik f6 oka a vénas trombozis. Ezért a trombusképzédés molekularis és
sejtszintl alapjainak a kutatasa igen fontos tertlet [36], [31].

Az érrendszeri sérilések soran biztosan lejatsz6dé folyamat a trombocita aggregacio, a
hemosztazis és az artérias trombozis. Mar régobta feltételezett, hogy a trombocita aggregaciot és a
trombus névekedését az érrendszeri sériilés soran nem az érendotél alatti trombogén anyag inditja
be, hanem ott keletkezd, de oldhaté agonista. Nesbitt munkacsoportja nagyfelbontasu intravitalis
képalkotd technikakat és hidrodinamikai analizist alkalmazva kimutatta, hogy a trombocita
aggregaciot elsésorban a vér aramlasi paramétereinek a valtozasa hajtja (reologia), és a folyékony
agonistaknak csak masodlagos szereplk van, mégpedig az aggregatumok képzddésének a
stabilizalasa. Cikkikben azt irjak, hogy valaszul az érrendszeri sérilésre, a trombusok kezdetben
korong alaku trombocitakbdl all6 aggregatumok fokozédé stabilizaciéjan keresztil alakulnak ki. A
vérkeringés dinamikajanak elemzésével bizonyitottdk, hogy az alacsony nyiréfesziltségl
z6nékban, amelyek az aramlési vonalak mégott képzédnek a tavolodé aramlas soran, korong alaku
trombocitdk  kapcsolédnak a  képz6dd  trombusokhoz. Ekdzben  stabilizalodnak a
membrankétéhelyek dinamikus atrendezésétél fiiggd aggregatumok. A tanulmany a vérkeringési
paraméterek valtozasainak protrombotikus hatasat, mint a trombocita aggregaciét és trombus
novekedést vivé folyamatoknak az alapvetd fontossagat hangsulyozza [37].

Az aramlas kérilményeitl fiiggéen reguldljdk a hemosztazist az erek belsé falat boritd

endotélsejtek is [38].
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Extracellularis matrix komponensek Fibronektin, Laminin, Kollagén I, II, Ill, 1V, VI,

XVIII, Proteoglikanok, Proteazok

Hemosztatikus funkcidkat ellaté faktorok, aktivatorok

Antikoagulans aktivitas PGl,, Thrombomodulin, AT Ill, tPa, heparin
szulfat
Prokoaguléans aktivitas VWF, TXA,, Tromboplasztin, Faktor V, PAF,
PAI-1, PAI-2
Lipid anyagcsere LDL-receptor, Lipoprotein lipaz
Gyulladasos mediatorok IL-1, 6, 8, LTB,4, C4, D4, E4, MCP-1, MCP-2,
MHC II, CAM

Vazomotoros funkciokat ellaté faktorok, aktivatorok
Vazodillatacio NO, PGIy/E,, EDHF

Vazokonstrikcié ACE, TXA./F., ,EDCF, Leukotriének, Szabad
gyo6kok, Endotelin

Novekedési faktorok PDGF, EDGF, FGF, IGF, TGF-B, GM-CSF, G-
CSF

2. tdblazat. Az endotélsejt [38]

Az erek bels6 falat boritd endotél sejtek a vérkeringés soran fellépd nyirofesziiltség valtozasra igen
sok vélaszreakciét adnak [39]. A nyirofesziltség valtozasat érzékelé 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 molekulakra hat6 eré
biologiailag fontos jelatvitelt, tovabba energiatermelé bioldgiai valaszreakciokat valt ki, melyeket két
tényezd befolyasol: (1) az erbatvivd ligand, és (2) az eré alkalmazaséanak Gtvonala/iranya. Az
erdatvitel modjatél fliggben a ligandok helyileg kiilénb6z6 nyiras-indukalt valaszreakciokat hoznak

létre az endotéliumban [40]

Trombogén felszin, adheziv molekuldk és molekulahalok szerepe a

trombusképzédésben

A biologiai halot képzé molekulak kézil a hemosztazis és trombozis harom alap molekuldja a
fibrinogén, a von Willebrand faktor (VWF) és a kollagén. A fibrinogén a természet egyik legerésebb
szélaiva valva fibrin alvadékka alakul, magaba kotve a képzOdés helyén jelenlévé sejteket és

molekuldkat [41]. A VWF a trombocitdt megragadd haléva alakul. A kollagén pedig, mint
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megfeleléen térhaldésodott struktura a VWF molekula régzilési helye az endotél alatti matrixon.
Elektronmikroszképos, NMR és réntgenkrisztallografias technikdk, az AFM technika (el6szér
valamilyen felszinen roégzitett molekulék vizsgalata kontakt médon, folyadék alatt vagy levegében,
majd oszcillal6 mddon, késébb a molekulak atalakulasat is kovetd dinamikus mddon) kdzelebb
vittek ezen molekulék és a feladatuk ellatasahoz nélkilézhetetlen halés struktirak képzédésének a

megismeréséhez [42].

Endotélsejtek alatti matrix, kollagén és a kollagén matrix

Az erek endotél sejtieinek szabalyoz6 szerepe dontd fontossagi a hemosztazis aktivalasanak és
gatlasanak egyensulyaban. Az egészséges endotélium hozzajarul az akadalytalan véraramlashoz
és meggatolja a hemosztazis aktivalodasat kivaltd sejtek és proteinek kitapadasat. Az endotél
sejtek termelik és juttatjak a keringésbe, pl. az NO és a PG, trombocita gatiokat, vagy a
felszinukon megjelenitik a CD39-et, amely a trombocitdk aktivalodasakor keletkezd gyors
visszacsatol6 aktivatort, az ADP-t bontja el. Ez az antitrombotikus hatas azonban nagyon hamar
aktivacios hatassa valtozik, amikor a sériilés hatasara az erek endotélsejtjei alatti extracellularis
matrix (ECM) szabadda valik. Az ECM Osszetevéinak kvalitativ és kvantitativ és kvantitativ
véltozasai hatarozzak meg az ECM trombotikus (esetleg vérzékenységet okozé (Ehler-Danlos
szindréma) tulajdonséagat [43], [44].

Az endotél sejtek levalasakor az els6 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
aktivalia a trombocitakat, a proteoglikanok kivételével. A membran alatti ECM-ben nagy
mennyiségben vannak jelen a kollagén fibrillumok, és a mikrofibrillumokkal asszocialoédott elasztin.
A ma ismert 21 kilonb6z6 tipust kollagén valamelyike minden szévetben és szervben eléfordul,
biztositva azok szerkezetét és szilardsagat. A szerkezetilk alapjan csoportositva a trombocita. és a
VWF-kotési vizsgalatok szempontjabol a fibrillaris I-es, Il-es, lll-as, a térhalot alkotd IV-es és a
filament-képzé Vl-os tipust kollagéneket kell kiemelni. Maguk a kollagének jellegzetes aminosav
Osszetétellel rendelkeznek, amely minden sokseitli élélényben azonos. A tipikus kollagén minden
harmadik aminosava glicin (33%) és altalanosan (Gly-X-Y), ismétlédd tripletekbél all, ahol az X
tébbnyire prolin, az Y pedig hidroxiprolin. Az aminosav sorrendnek ez a szigord meghatarozottsaga
lehetévé teszi olyan harmas hélix létrejottét, amelynek belseje tokéletesen hidrofob jellegli. A
kollagén matix hemosztazis szempontjabdl alapvetd tulajdonsaga, hogy jol kéti a VWF-t, A nagy
nyiréeréknek ellenallé trombus képzddésének az alapja a VWF régzilése. A VWF a kollagénen
kivlil a dekorinhoz, a heparinhoz, a kondroitin és a dermatan szulfatokhoz is jol kétédik. Az
extracellularis matrix szervezédésében igen fontos szerepet jatszik a dekorin, amely egy kis
proteoglikan. In vitro kisérletben ez a molekula megakadalyozza a VWF heparinhoz val6 kétédését.
[45].

A kollagén triplahélixével létrejovd fehérje-kdlcsdnhatasok fontos szerepet jatszanak a kollagén

fibrillum képzédésben, a sejtadhézidban és a jelatviteloen. Szintetikus triplahelikalis peptidek
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azonban nem bizonyultak alkalmasnak a kollagén specifikus kotéhelyeinek felismerésére [46]. A
szekvencia specifikus kollagén felismerésben két integrin-peptid komplexre korlatozédik a
strukturalis ismeretlnk. A kis sebességgel mozgé trombocitak a GPlallb (a2p1) integrinnel kétédnek
a kollagénhez. l-es és ll-es tipusu kollagénben ennek a f6 integrinnek kotdhelye a GFOGER
motivum (az O 4-hidroxiprolint jeldl) [47]. 2008-ig ez volt az egyetlen kollagén-protein komplex,
amit atomi részletekben sikerilt megismerni, tanulményozva az o,l-domén és egy 21 aminosav
maradékot tartalmazé triplahelikalis kollagén peptid kristalyszerkezetét. 2008-ban sikertlt
azonositani egy masik kotéhelyet, amely igen konzervativ az l-es és lll-as tipust kollagénekben.
Ez a GVMGFO motivum, amely kb. 100 aminosavval feljebb (kb. 30 nm) van a GFOGER
motivumtél. A GVMGFO motivum a fibrillaris kollagénekben 3 fliggetlen fehérjét két: VWF, a
discoidin domén receptor 2-t (DDR2-t), és az exracellularis matrix SPARC / osteonectin / BM-40
fehérjét (Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine). Egy kdzleményben 3,2 Angstrém Al
felbontasban vizsgaljak a SPARC-nak egy tripla-helikalis, 33 részbdl all6 kollagén peptid résszel
alkotott kristalyszerkezetét. A SPARC a glikoproteinek csaladjaba tartozik, 34 kDa a

molekulatdmeg(, sejtekhez és extracellularis matrixahoz kétédik. Harom doménbdl all, amelyek

tumor ndvekedésében betdltott szerepe miatt. A kollagén peptidben kézépen GVMGFO motivum
van. A SPARC felismeri a GVMGFO motivumot és kollagént lancokka zéarja a peptideket, az
oldészer szamara hozzaférhetetlenné téve 720 A%nyi teriiletet a kollagén felszinén. A SPARC-
kotés nem torzitja a kollagén peptid kanonikus tripla hélix szerkezetét. Ezzel szemben a SPARC-
ban a kollagén kétés utan egy fontos hurok Iényegesen atrendezédik, egy mély zsebet hozva létre,
amely befogadja a kollagén lancok fenilalanin maradékat (,Phe”™zseb). Ez a nagyon szigoruan
rendezett zseb kézds a kollagén-kétd integrin I-doménekkel, de nagymértékben kilénbdzik a
trombocita receptor glikoprotein VI és a mikrobialis adhezinek sekély kollagén-kété barazdaitél. A
szerzbk feltételezik, hogy a GVMGFO koétédése a VWF-hez és a DDR2-héz hasonlé valtozasokat
eredményez, és ,Phe’-zsebet hoz Iétre ezekben a molekuldkban [48]. A kollagén a koagulacio
kontakt fazisat is aktivalja: a Xll-es faktort (FXIl), a Xl-est (FXI), a prekallikreint és a nagy
molekulatémegl kininogént (HMWK). Ezzel a kérdéskorrel és a kollagénhez kapcsol6do
fibrinolitikus folyamatokkal kivalé magyar munkacsoport foglalkozik [49].

A VWF kollagén kélcsénhatas mechanizmusanak megismerésére térekedtiink egyes munkankban.
A kolcsonhatas gatlasan keresztll hatdé anyagok az aterotrombézist megel6zé gyodgyszerek

fejlesztésére szolgalhatnak.

Fibrinogén, fibrin és a fibrin halé képz6dés, a trombin szerepe

A plazméban 2-4 g/L koncentraciéban keringé fibrinogén molekula 340 kDa molekulatdmeg(i
glikoprotein. A hepatocitak és a megakariocitak szintetizaljak [50].

A fibrinogén kutatasanak nagy magyar tudésa volt a Szentgyérgyi iskolabél Amerikdba ment

Mihalyi Elemér - aki 2010-ben hunyt el - és Laki Kalman, akinek a neve Xlll-as faktorral, masnéven
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fibrin stabilizalé vagy Laki-Lérand faktorral kapcsolédott 6ssze,[51], [52], [53], [54], [55], [56].
Munkéssaguk 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 egyméashoz
kapcsolodasat, halo képzédését. A Xlll-as faktor altal katalizalt reakciéban a folyamat tovabb
megy, a fibrinszalakbél a fibrin molekulak &(y-glutamil)lizin kovalens kétésével stabil halo képzddik.
A haléba fogott trombocitak és / vagy voros vértestek (aramlasi sebességtdl fliggéen) a trombus 6
tomegét képezik. A stabil fibrinhalé képezi a sejtek megtapadasanak az alapjat a sebgyogyulas és
az angiogenezis folyamatahoz. A fibrinolitikus folyamatban ez a hal6 lebomlik. A fibrinogén és a
fibrin [fibrin(ogén)] molekula, 6nmaga is regulalja funkciojat a véralvadasban, a fibrinolizisben, a
sejtek és a matrixok kélcsdnhatasaban, a gyulladasos vélaszban, a sebgyodgyulasban, és az U]
sejtek képzddésében.

A fibrinogén harom polipeptid lancbél (o, B,y) ©Osszecsavarodott, és diszulfid hidakkal
dimerizalodott hexamer palca-szer(, trinodularis oktaglobularis szerkezet, amelynek hossza 46 nm

és atméréje 9 nm.

3. abra. A fibrinogén szerkezetének, fibrinné
alakulasanak, és a FXIIl -FXllla atalakulasnak a
D domain rajza. Proteinek, enzimek, receptorok és mas, a
fibrin(ogén)  funkcidjat  szoilgald  molekulak
a kétdhelyei is meg vannak jeldlve [57].

Fibrinogen

Leukocyte tyfs,

41
Patelet el

v Trromhm b

B Xila__ xila
cat Ao X

xie @,

VE-cadherin

A human fibrinogén kristalyszerkezete 3,3 A felbontasban kicsit kilénbozik a korabban
meghatarozott nativ csirke- és részlegesen proteolizalt marha fibrinogén molekula szerkezetétdl (1)
az Osszetekeredett (coiled-coil) régiéknak a hajlasaban, (2) ap lancok ellentétes iranya,
parhuzamos elrendez6désében van egy Uj kapcsolat és (3) a coiled-coil régidknak is van egy
tangencidlis kapcsolata a szomszédos molekulakkal. Hasonléan a csirke fibrinogénhez, az aC
domén elektrondenzitasa nem értékelhetd. Ezzel a strukturaval az oldatban lehetséges fibrinogén

konforméciok szama né [58] [59].
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A fibrinképzédés proteolitikus enzime a szerin protedz trombin. A trombin katalizélja a fibrinogén
atalakulasat fibrinné, mikdzben a hemosztazist sok mas ponton is befolyasolja (4., 5. abra) [60],
[61]. Aktivalja az V-0s, Vlll-as és Xl-es faktorokat. Beinditja a trombocita aktivalédast, a porteaz-
aktivalt receptorokon (PAR- 1 és 4), a glikoprotein Ib-a receptoron keresztil [62]. A trombin
antikoagulans hatast fejt ki a protein C és a fibrinolizis inhibitor (TAFI) aktivalasa Gtjan.

A trombusképzédésben betdltott kdzponti szerepe miatt, a trombin géatlasa az antikoagulans
terapiak f6 iranya. Eppen ezért a trombin szerkezete és funkcidja kozotti Gsszefliggés

megismerése a kutatasok egyik f6 iranya [63].

Aktivalt thrombocytak &, PARS < 90°0s elforditas +
&

Fibrinogén Exosite | Aktlvhely Exosite |1
Fibrin Elektrosztatikusan

Protrombin->. s
p x||| Kerdsztkotott pozitiv (kék)
M Ae " fiprin polimer negativ (piros)
PC* AP~ v
X Xa-Va &V -
XI5 Xa fibrinogén
Vil € Villa € Vil
4. abra. A trombin hemosztazist befolyasolo
PAR1 + Gplba _ |

hatasai

5. abra. A trombin kotéhelyei [60]

VWF és a VWF halé

képzédéséhez elengedhetetlen, multimer szerkezetl glikoprotein, mely a véraram azon helyein
vélik iranyité szereplévé, ahol a vér aramlasi sebessége, vagyis az érfalhoz viszonyitott
sebességgradiens nagy. A plazmaban 10-20 mg/L a koncentracioja [64].

A VWF multimer diszulfid hidakkal kilénbézé szamban ésszekapcsolédé dimer alegységekbdl all
(2-100).

Denaturalt formaja 2-3 nm atmérdjd, 80-1300 nm hosszu szélnak vagy laza, 200-300 nm atmérsji

gombolyagnak latszik elektronmikroszkoéppal (6. abra).
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6. abra. A VWF elektronmikroszképos képe és
multimer szerkezetének sematikus abrazolasa.

Az abra fels6 részén a VWF doménjeinek vazlatos
abrazolasa és a nyillakkal jelélve a doméneken a
fontosabb kotéhelyek lathatéak. Az alsd részen
egy VWF multimer elektronmikroszképos képe
lathat6 [65]

GPlibllla

Tébben igazoltak azt a feltételezést, hogy a VW molekula globularis formaban kering, és aramlas
hatasara ,kitekeredik”, egymashoz kapcsolodik [66], fonalat képez [67]. Barg és munkatarsai
szilanizalt csillampalan nagy sebességgradienssel aramoltatva rogzitettek VWF-t, amelybdl
trombocitdkat ko6t6, aktiv, 300 um hosszusagot is elérd szalakbol allé filamentozus halézat
képz6dott. Mikroszkopos megfigyelésekkel (AFM és immunfluoreszcencia) igazoltak, hogy a hald
képzbédéséhez nagy VWF koncentracio, legaldbb 2,1 N/m? (21 dyn/cmz) nyirofesziiltség és
alacsony hidrofébicitasu kété felszin szikséges. Amikor a globularis VWF multimer kinydlik, a
vérlemezkék egymashoz és a sériilt érfalhoz vald kapcsolédasat kdzvetiti, ezaltal né a molekula és
receptor kdlcsdnhatas valészinlisége, mikézben nagy felszinen érhet6 el a Vlll-as alvadasi faktor
is, amely a vérlemezke felszinén zajlé koagulécios folyamatban fészereplé. A VW multimer mérete
e konformaciojatol fliggd szerepét befolyasolja. Normal kérilmények koézoétt a VWF-nak a
keringésben nincs affinitasa a trombocitakhoz. Azonban még ma sincs megmagyarazva az a
medfigyelés, hogy a nagyon nagy VW multimerek konszumpcidja a keringé trombocitak szamaval

aranyosan fokozott esszecidlis trombocitémiaban (ET), [68].

A VWF az endotélsejtekben, kis mennyiségben a megakariocitdkban képzddik, az endotélsejtek
Weibel-Palade testeiben raktarozodik, a plazméban, a trombocitak a-granulumaiban és az endotél
alatti matrixban van.

A VWF  génje a 12-es kromoszéma révid karjan talalhato (12p13.3,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7450 ). A szintézis soran ~278 kDa molekulatémeg( alegységek

éptlnek fel, melyek C termindlis diszulfid hidakkal dimerizalédnak, majd N-terminalis diszulfid
hidakkal a dimérek &sszekapcsolédasaval multimert alkotnak. A multimerben a szabalyosan
novekvé szamua dimérbdl alld 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 kotbhelyeit a multimer aramlasfliggd konforméaciovaltozasa

befolyasolja.
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A VWF alegységek az endoplazmas retikulumban dimerizalédnak és a transz-Golgi rendszerben
diszulfid kotésekkel multimerekké kapcsolédnak 6ssze. A Golgiban az alacsony pH és a
chaperonok hianya nem kedvez a diszulfid hidak kialakulasanak. A VWF esetén ez ugy lehetséges,
hogy a propeptid egyfajta chaperonként viselkedik és oxidoreduktaz aktivitdssal is rendelkezik. A
VWF multimereket csészer(, szorosan dsszerendezett format alkotnak az endotélsejtek Weibel—
Palade testecskéiben. A multimer szerkezet és a szoros csOszer( elrendezddés fligg az alacsony
pH-tol és Ca*-oktol. Szekrécio folyaman az orias VW multimerek Osszegabalyodas nélkiili
kibomlasat az extracellularis kozeg semleges pH-ja teszi lehetévé. [69].

A multimerizaci6 foka a szintézis alatt is és a keringés folyaman is szabalyozott, és a funkci6
szempontjabdl alapveté. A multidomén szerkezetli VWF protomer molekulatomege 309 kDa és
hossza 120 nm. A pre-pro VW molekula egy 22 aminosavszamu szignél peptidet tartalmaz, egy
721 aminosavbol all6 propeptidet és 2050 aminosavszamu érett egységet. A szintézis folyaman az
atiras utani médosulas igen nagyfoku, amely 12 N-kotott és 10 O-kétott glikozilacios oldallancot
eredményez minden érett monomer egységen. Négy potencialis N-kétott glikozilacios lehetéség
van a propeptiden is. Osszesen a molekulastly 20%-a szénhidrat. Az N-kététt glikanok

szintézisében és expresszidjaban [70].

Az érett VWF alegység, a monomer 2050 aminosavbél all, és mintegy 270 kDa molekulatémegd,
mely csaknem teljes egészében négy kildnféle, ismétlddé doménbdl all. Ezek a funkcionalis

domének az aminotermindlis végtél a karboxi termindlis vég felé a kovetkezd sorrendben

A3 hurok domének a felelések. A VWF kollagénkétd funkcidjat - az I-es, illetve a lll-as tipusu
fibrillaris kollagén esetén- ez a két A tipusi domén biztositja. Az A1 domén a GPIba glikoprotein
kotéhelye, a VI-os tipust kollagén megkotésében is részt vesz, és kotéhelyek taldlhatok rajta a
heparin és a szulfatalt glikolipidek szamara 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 kotéhelye valamint heparin kétéhely talalhato. A
VWEF alegységek doménjeinek konforméacidja és funkcidja valdszinlleg fliggetlen a multimerizacio
fokatol.

A VWF és a GPIb-vel valé kolcsénhatasa rendelkezik néhany figyelemremélté tulajdonsaggal,
amely kiléndsen alkalmassé teszi feladatanak ellatadsara. A VWF nagy, tébb azonos alegységbdl
felépilé polimer (akar -40 alegység — >20 MDa), mindegyik alegysége rendelkezik GPIb és
kollagén kotdhelyekkel, igy a kotéhelyek helyi slirlsége magas. A VWF-GPIb-kélcsénhatas
asszociacios és disszociacios sebessége nagy, valamint az erék hatasa kétfazist, amely lehetévé

teszi a trombocitak gorgését, kitapadasat és levalasat az eréktél fuggden [71].

A multimerizaci6 a képzddés helyén befejezdédik, ahol azonban a VWF molekulak

multimerizaltsdganak mértéke nagyobb, mint a vérben. A VWF féléletideje a keringésben 12,4+/-
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2,5 6ra az antigén szint mérése alapjan és 8,5+/-2,5 6ra a kollagén koété aktivitasanak mérése
alapjan [72]. Erdekes ez az eredmény és feltaratlan az aktivitisban és a mennyiségben mért
féléletid6k kozotti kiilbnbség oka.

Az a megfigyelés, hogy a nagyon nagy VW multimerek fogyasa a keringd trombocitak szamaval
aranyosan fokozott esszecialis trombocitémiaban (ET), arra utalt, hogy nem igaz az a feltételezés,
hogy a VWF-nak a keringésben nincs affinitasa a trombocitakhoz [72].

A vérben a multimer egyensuly proteolitikus szabalyozas alatt all. A normal multimerméret feltétele
a normdl hemosztazisnak. Genderen 1997-es kozleményében az esszencidlis trombocitémias
betegek VWF hemosztazisat vizsgalva azt is megallapitotta, hogy ET betegek esetén a VWF
féléletideje antigén szint alapjan nem kilénbozik szignifikdnsan a kontrollokétél, azonban a
kollagénkété akivitas alapjan 30%-kal alacsonyabb. Utalt arra, hogy a VWF multimerizaciojat
(aktivitasat) befolyasolé masik faktor is szerepet jatszhat ebben a folyamatban. Ez a masik a faktor
az ADAMTS-13 enzim, amely felelés azért, hogy a szintetizalt VWF multimerizaciéjanak foka
csokken a keringésben.

Az ADAMTS-13 a metalloproteindzok csaladjaba tartoz6, nagyon jol szabalyozott enzim. Az VWF
A2 doménjében talalhaté Tyr842-Met843 aminosavak kozétt hasitja a VW molekulat. (ADAMTS=a
disintegrinlike domain, a metalloproteinase domain, and a trombospondin motif.) Az enzim hianya
vagy csOkkent szintie esetén igen nagy multimerizaltsagi fokd VW molekulak vannak a
keringésben, amelyek a trombocitdkhoz kétédnek és mikrotrombusok képzddnek, trombotikus
mikroangiopatiat okoznak [73], [74].

A plazma ADAMTS13 enzim szintiének és aktivitisanak mérését alkalmazzuk klinikai
tanulmanyainkban, de ezek az eredmények még csak eléadasokban szerepeltek, igy a mii késébbi

részében térek ki az ismertetésikre.

A trombociték és szereplk a trombusképzdédésben

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 mikroszkopikusan diszkoid alakd, mag nélkili sejtek
nyugvé allapotban vannak mindaddig, mig fiziolégias vagy patologias hatas nem készteti Sket
aktivaciora. Sérllés helyén kitapadnak az érfalhoz, a koagulaci6 és a sebgyogyulas folyamatanak
katalizalasa kdzben szolgaljak a norméal hemosztazis fenntartasat [36].

A trombocita a megakariocitakbdl képzodik, az 6sszes alkotorészével egyitt (a kontraktilis, az
alvadasaktiv és a hormonhatéasu 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 részéré| flizédik le az érett trombocita, amelyben tovabbi szintézis mar
nem zajlik. A nyugvo sejt a vérben kb. 3 um atméréjii és 1 pm vastag, amely aktivalodas hatasara
elészér gémb alaku lesz, majd zsugorodik, és allabakat ereszt képez, amelyekkel tdbb sejt

szorosan egymashoz kapcsolodik. Sok fiziologias aktivatora van, mint a trombin, a kollagén, az
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ADP, a PAF, (nagy aramlasi sebességnél a VWF) és egyes farmakolégiai anyagok, mint a Ca-
ionofor, a ciklikus endoperoxidok stb. Az aktivatorok specifikus receptorokon keresztil hatnak.

A trombocitak adhézidja a sérilt érfalhoz a hemosztazis egyik legkorabbi Iépése. Az endotélium
karosodasa utan azonnal trombocitak gylinek a felszinre keril szubendotélialis struktarakra. A
vénakban vagy nagyobb artéridkban, ahol az aramlas soran fellépé nyiréerék kicsik, a trombocitak
GPVI és GPlIb/llla receptoraik segitségével kdzvetleniil kétédnek a szubendotélialis kollagénhez.
Nagy nyir6erék esetén azonban, kiiléndsen arteriolakban és beszikilt erekben, ezek a receptorok
koralmények kozott lelassulnak az aramlé trombocitak és ellendllva a nyirderdknek, kialakitjak
stabil kotéseiket a sérilt érfelilettel. Ezt a folyamatot valésidejli mikroszkopos rendszerek
segitségével lathatova tették, és kimutattdk, hogy a trombocitdk gérdilnek a felszinre kerilt
szubendotéliumon, mielétt megalinak. Demonstraltak, hogy ez a jelenség figg a von Willebrand
faktor (VWF) és trombocita receptora (GPIb) jelenlététél. Ennek a kélcsdnhatasnak a jelentéségét
igazolja, hogy a von Willebrand betegség (VWB) 3-as tipusaban (VWF teljes hianya) és a Bernard-
Soulier szindroma (GPIb hianya) jellegzetes tiinetei (pl.: nyélkahartya vérzések) olyan ereket
érintenek, amelyekben a nyirderék nagyok. Az aramlasi sebességtol figgd folyamatban a sérilés
helyén kitapad6 vérlemezkék elészor reverzibilisen kapcsolédnak az endotél matrixhoz és az ott
szabadda val6é trombogén anyagokon immobilizalt adheziv fehérjékhez. E kapcsolédasok miatt az
aramlasi sebességgel aranyos mértékii sebességcsdkkenés kovetkezik be, a sejt aramlé6 mozgasa
a felszinen gorduld mozgassa valtozik. A gordilés alatt a VWF és receptoranak (GPIb)
kolcsénhatasa elinditja a trombocita aktivaciojat, és a trombogén matrixhoz kdzvetlenil kapcsolodo
receptorain keresztll a trombocita stabilan régzil a felszinen (adhézi6). Az aktivalodo sejt felszine
képessé valik a K-vitamin fliggé alvadasi faktorok lokalizalasara, beindul az alvadasi kaszkad,
amelynek végeredménye a fibrinogén fibrinné alakulasa, majd a stabil fibrinhalé képzédése
(koagulécid). Ekoézben a sejt-sejt kélcsénhatast biztosité receptorok is aktivalodnak és a
vérlemezkék a fibrinogén és a VWF altal kozvetitve egymashoz kotddnek, mintegy dugét képeznek
(trombocita aggregéacio), hogy a sérllt érfalat lezarjak.

A trombus létrejotte a trombocita receptorok, az adheziv felszin és a vérben keringé faktorok,
kofaktorok 6sszehangolt kdlcs6nhatasat feltételezi.

A receptorok kozul a trombociték felszinén legnagyobb szadmban az indirekt kélcsénhatasban

résztvevd receptorok vannak (7. dbra), mint a GPlIb-1lla, majd a GPIb-V-IX receptor komplex.
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Erintés Stabilizécié Aktivicié Kiteriilés elindita mas, mint a laminin (Lam), fibronektin
/"Tovagbrdulés/"\ (Fn), kollagén, trombospondin (TSP) és a
N N S, . fibrinogén (Fn) receptorok aktivalodasat. A
N N o > receptorok, mas sejteken citokinek -very late
GPIb-X v SO ehs VAo GPIble  activation antigens, zarojelben a cluster of
differentiation elnevezésik szerepel [75]-, mint
VWF am tam o VLA-6 (CD49f), VLA-5 (CD49e), VLA-2 (CD49b)
kollagén VWF VWF VWE aktivalodésa  kdézben a  receptor ligand
kngggé" kogggén kollagén kélcsénhatas mellett a trombocita membran

atrendezddik, kapcsolédnak hozzé az alvadasi
faktorok és kialakulnak az alvadasi kaszkadot
vezérld tenaase és prothrombinase komplexek.

7. adbra. A trombocita valtozasa a receptorok

aktivalodasa a VWF-fel valé kolcsonhatasban. A

VWEF a trombocita GPIb receptoraval kapcsolédva

Az indirekt kollagén — trombocita interakcibban szamos adheziv fehérje jatszik szerepet a
megfelelé trombocita membran receptorokkal kapcsolédva. A trombocitak GPIb/V/IX receptora a
VWF-on, a GPIllIb/llla receptora (allbB3) a VWF-on és a fibrinogénen, a GPIc/lla receptor a
fibronektinen, a CD47 (integrin-associated protein) a trombospondinon, az a5B1, valamint a6B1
minor integrinek a fibronektinen, illetve lamininen keresztll kapcsolédnak a kollagénhez [76].

Az aramlas kortlményeitdl fliggéen kildonbség van trombocita integrin és a ligand miikodésében. A
keringés vénas oldalan, azaz alacsony aramlasi sebesség esetén a GPllb/llla és a fibrinogén
kapcsolata, mig a keringés artérias oldalan és a mikrocirkulaciéban, azaz magas &aramlasi
sebességgel jellemezhetd helyeken GPIb/V/IX és a VWF, valamint a GPlIb/llla és VWF kozétti
kélcsénhatas a donté.

A direkt receptorok koézil a GPla-lla (a2B1) receptor szama a legnagyobb, ez biztositia a
kollagénhez valé direkt kapcsolodast, de a GPVI receptor és a CD36 (GPIV, GPIlIb) és p62 (P-
szelektin) proteinek szerepe is jelentds ebben a folyamatban. A direkt receptorok mikddése
aktivaciot igényel. A GPIb nagy nyiré erék hatasara és VWF kétés kozben aktivalodik és elinditja a
tobbi receptor aktivalodasat. A trombusképzddés gatlasat célzé legujabb gyogyszerkutatasok a
trombocita receptorokra iranyulnak [77].

Az érfal adhezivvé valo felszinéhez térténd trombocita adhéziot kdvetéen harom reakciésorozat
zajlik egyméssal parhuzamosan: a szekrécié, azaz a vérlemezke alfa-granulumai és a
plazmamembran faziéja, valamint a ,flip-flop”-reakcié, a trombocitamembran atrendezédése, s a
féleg trombin, ADP, tromboxan A2 hatasara létrejovdé trombocita-aggregacié (trombocita -
trombocita kélcsénhatas). Az aggregéacidhoz, amely a trombocitdk receptoraikon at toérténé
egymashoz kapcsolédasa, a trombocitdk adhézié soran bekdvetkezd aktivacidja szlkséges.
Fiziolégias és patolégias trombocita agonistak képesek jelatviteli Utvonalakon keresztll aktivalni a
trombocitak GPIIb/llla receptorait. A legtébb aktivator, lokalis valaszként a sérllt érfalbdl szabadul
fel, vagy oftt szintetizalédik. Ahhoz, hogy a stabil trombocita aggregacié kialakuljon, a fibrinogénen

kivil tobb ligand kotédik az aktivalt GPllb/llla-hoz. Pozitiv visszacsatoldé mechanizmus
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eredményeképpen végil az érsérilés zarasahoz elegendd méretl és szilardsagu trombocita dugd
trombocita kontraktilis fehérjéi mind hozzajarulnak, hogy az érsérilés helyén az aggregalédott
trombocitak irreverzibilis faziéja jojjon létre.

A sérllés helyén keletkezé trombin a plazméban keringé fibrinogént lokalisan fibrinné alakitja; a
kovalens kotésekkel stabilizélja a képzddé fibrinhalot. A receptoraival a felszinhez és egymashoz
rogzilt trombocitak és a fibrinszalak halézata a trombust a képzédés helyén stabilizalja.

meg, ami vérzékenységre hajlamosit.

Nesbitt és munkatarsai nagy felbotasu, intravitalis képalkoté technikakat és hidrodinamikai analizist
valtozasai viszik elére, az oldhatd agonistak / aktivatorok szerepe csak masodlagos, a korabban
képz6dott aggregatumokat stabilizaljak [37]. A trombusok a diszkoid alaki trombocitak progressziv
stabilizalodasaként képzédnek. A vér aramlasanak dinamikajat analizalva azt igazoltak, hogy a
képz6dd trombusoktol lefelé aramolva, az alacsony sebességgradiensii zonakban megtapadnak a
diszkoid alaku trombocitak és a dinamikus membran panyvaik (tethers) képzédésétdl fuggéen az
aggregatumok stabilizalédnak. A kézleményben a vér megvaltozott aramlasi paramétereinek
protrombotikus hatasat is hangsulyozzak. Nagy sebességgradiens esetén, az aramlé trombocitak
adhéziéja soran, a hemodinamikai huzoéerék filamentézus membran panyvakat -lipid kettésréteg
hengereket- hGznak ki a diszkoid trombocitak felszinébdl, amelyeknek a felszine kofaktorul

szolgalhat a koagulacios kaszkadhoz.

A VWF funkciéja

A nagy aramlasi sebességgel jellemezhetd erek sérilésekor a von Willebrand faktor (VWF), a
szubendotélium és a trombocitak kozott teremt kapcsolatot. Nagy nyiréer6k hatasa alatt a
trombocitak régzilé majd elszabaduldé mozgasok sorozatabol allé gordilését biztositja. Annak
ellenére, hogy a VWF és a trombocitdk egyutt vannak a keringésben, ésszekapcsolédasuk nem
kovetkezik be, amig a VWF kapcsolatba nem Iép a szubendotéliummal. Arra is vannak adatok,
hogy, ha a fiziologiastol 6t-tizszer nagyobb sebességgradiens alakul ki valamelyik érben, a VWF
kotédik a keringd trombocitakhoz és kozvetiti azok egymashoz kapcsoloédasat. Sok kisérleti
eredmény utal arra, hogy a VWF sebességgradiens specifikus ,aktivitasa“ a molekula egy-egy
doménjén bellli valtozasaib6l vagy a domének illetve ismétlédé alegységek egymashoz vald
viszonyanak valtozasabol adédé nagyobb affinitast/aviditast eredményezd konforméciovaltozasok
okozhatjak [78].

A VW funkciéja kulénleges, mert aramlasi sebességtél figgden kdzvetiti a trombocitak idészakos
rogzilését az érfalon szabadda valé struktirakhoz. Ez a szerep a nagy aramlasi sebességi
helyeken — az artéridkban és a kapillarisokban — dénté. A molekula hianya vagy hibaja kilénbézé

mértékli, néha az életet veszélyeztetd vérzékenységhez vezet. (Az Oroklott VW betegség a
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népesség 1%-at érinti). A nagy multimerek hianya funkcié vesztésével jar, vérzékenységet okoz, a
nagyon nagy multimerek viszont nagyon trombogének, a trombusképzédés mértékét novelik [79]
[80].

Feltételezik, hogy a globularis VWF multimer kinydlik, amikor a molekula a vérlemezkék
egyméashoz és a sérilt érfalhoz valé kapcsolédasat kdzvetiti, ezaltal né a molekula és receptor
kélcsdnhatés valdszinlisége, mikdzben nagy felszinen érhetd el a Vlll-as alvadasi faktor is, amely
a vérlemezke felszinén zajl6 koagulaciés folyamatban f6szereplé. A VW multimer mérete e

konforméciojatél figgd szerepét befolyasolja.

A VWF A1 domén-GPlb koétés mechanokémiai tulajdonsagat jellemezi Kim 2010-es
kézleményében, altaluk szintetizalt molekulédkat és optikai-csipeszt alkalmazva [81] és egy Uj
kotéstipust ismertet. A receptor és ligand molekula kététt és nem kotott allapota kdzotti atmenetet
figyelték és az elszakadasat mérték, 2-68 pN kozotti erét alkalmazva. A rugalmas kétés egyik
allapota 10 pN eré alatt, a masik 10 pN -nél kezdddik, ekkor 20-szor hosszabba valik a kétés
életideje és a stabilitasa is né. Ez utébbi a rugalmas kotés (,flex-bond”) a csuszé (,slip-bond”) és a
fogd (,catch-bond”) kétések kozotti kapcsolat, amely szerint nem is fogd kdtések jonnek létre a
novekvé erd hatasara, hanem a csuszokotések egy masodik populacioja. Ezzel a kotésfajtaval jol
magyarazhaté a trombocitdk VWF-hoz kotddése, majd a novekvd erd ellenében torténd
trombocitadug6 képzédés.

A VWF azon kivul, hogy nagy nyiréer§ ellenében biztositia a trombocitak kapcsolédasat a
szubendotélidlis struktirakhoz (adhézié), azaltal, hogy molekularis hidat képez a trombocitakon
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.

Keringd VWF! SIEVII 8. abra. A VWF szerepe a trombocitak

nincs

kélcsdnhatas
QDW GPlblla ! eb ; S vagy not
\ viszkozitassal szamolva a nyiréfesziltség > 2,8

N/m?, akkor a sériiltszakaszon a vérzés fiziologias
megsziinése vagy a trombusképzédés VWF fiiggd
folyamat. Ha a sebességgradiens »2600/s vagy a
nyirofesziiltség >10 N/m®, akkor a trombocitak
VWF kozvetitette aggregéacioja jelentds.

A keretben taldlhatdo kiegészitd abran a VWF

5| protomer sematikus elrendezédése lathato.

ot o 3 A két alegység egy centralis szimmetriatengely
D ————— mentén illeszkedik, a palca és gémb altal
reprezentalt domének dimenzioit jelentik a nyilak
kdz6tti nm tavolsagok [65].

Thrombogén Telszin-..
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A trombocita adhéziés tanulmanyokhoz, a trombusképzédési modellkisérletekhez szlkséges a vér
VWF szintiének és aktivitisanak a meghatarozasa. Mivel a klinikai munkank soran és a
kollaboraciokban, ezekkel a vizsgalatokkal a von Willebrand betegség klinikai diagnosztizalasahoz

is hozzajarulunk, a kévetkezd részben a rutin szintli vizsgalatok jelentéségérdl is irok.

A VWF mennyiségi és mindségi eltéréseinek klinikai jelentésége

A VWF mennyiségi, szerkezeti vagy funkcionalis hibainak a kévetkezménye a von Willebrand
betegség (VWB). Az 6roklott betegség a népesség 1%-at érinti. A betegségre jellemzd, hogy a
nagy nyiréerejli aramlassal jellemezheté helyeken jelentkeznek a vérzéses tlinetek. A bér- és
nyalkahartyavérzések a legjellemzébbek: orrvérzés, foginyvérzés, foghtizast kdveto tartés vérzés,
elhiz6d6 menstruacios vérzés. A molekularis patomechanizus ismeretében a betegséget
tipusokba és altipusokba soroltak.

Az 1-es és 3-as tipusi VWB hatterében a VWF mennyiségi rendellenessége all. Az 1-es tipusu
VWB-ben a VWF mennyisége enyhén csokkent, 6roklédése autoszomalis dominans (AD). Az 1-es
tipusi VWB a leggyakoribb. Genetikai eltéréseket nagyon kilénbdzd helyeken talaltak, a
penetracioja pedig kicsi, ezért a diagnosztikaja igen nehéz. Egyik 1988 6ta ismert tipusa a VWB
Vicenza, amelynek a leirasahoz magyar kutatok is hozzajarultak [82].

A 3-as tipusi VWB-ben a VWF nem, vagy alig detektalhat6 a plazmaban, a trombocitaban és az
endotél sejtekben egyarant, autoszomalis recessziv (AR) 6roklédésmenet.

A 2-es tipusi VW betegséget altatdsban a nagy multimerek hianya okozza, kivéve a 2M és 2N
tipusokat, amelyekben nincs nagy multimer hiany. 2A altipusban a bioszintézis zavart, altalaban
misszensz mutacié az A2 doménben, mig a 2B altipusban fokozott a VWF affinitasa a trombocita
GPIb receptorhoz. A 2M altipusban csokkent a VWF funkci6, mig a 2N altipusban a VWF VII|
faktor kotdképessége csokkent. A 2-es tipusu VWB-ek AD 6roklédésmenetet mutatnak, kivétel a
2N tipus, amely AR. A génhibék altalaban a VW molekula A2 doménjében okoznak mutacioét.

A VWB kezelése érdekében igen fontos a pontos tipizalas, amely laboratériumi tesztek eredményei
nélkil lehetetien. VWB diagnosztikajanak két fontos klinikai és laboratériumi komponense van: a
vérzések tipusa a személyes és a csaladi anamnézisben, valamint a VWF (kvantitativ vagy
kvalitativ) defektusat alatamaszt6 laboratériumi tesztek [83] [84], [85], [80].

A VWB laboratoriumi tipizalasarol az 3. tablazat nyujt attekinté ¢sszefoglalot, amelyet a szerz6
engedélyével forditottunk magyarra [86], [87].

A laboratériumi vizsgélatokat sz(iré-, diagnosztikai- és megerdsité-tipizald6 médszerek csoportokba

foglalva, a modszerek fejezetben ismertetem réviden.
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3. tablazat Fokozott trombusképzddésre hajlamosité allapotot okozé VWF abnormalitasok
A von Willebrand betegség laboratoriumi tipizalasa Régota ismert, hogy a nagy VW multimerek aktivitisa nagyobb, mit a kisebbeké, s6t a VW
Laboratériumi von Willebrand betegség tipusok molekula multimerizaltsagi fokanak egy bizonyos szint ald csokkenése vérzékenységet okoz.
vizsgaltok 1 2A 2B 2N 2M 3 Igazoltak azt, hogy a trombusképzédés valészinliségét ndvelik a nagyon nagy multimerek [79].
Sziir6tesztek Jelenleg a VWF szerepét Sadler foglalta 6ssze a legattekinthetébb modon, amint ezt a
PI N N N N N N kozleményébdl vett abra mutatja (9. abra) [80].
aPTI T(N) T(N) N (1) TN N(D) 1
trombocita szam N N 1 (N) N N N
PFA-100  zérédasi 1 (N) thianyzik | thianyzik N thianyzik | {/hianyzik VWB C{:ICFW”V 9. dbra. A VWF szint, a vérzés, a trombdzis
id6 (kollagén-ADP) 15 === —_— rizikoja és a VWF mutaciok kozétti 6sszefiiggés.
Diagnosztikai tesztek mutécié VWF A vastag folyamatos vonal a populaci6 VWF
EVIII:C L (N) L (N) L (N) L N (]) 1 (<20%) o , J o él:té_‘_(ef gyakoriségénlak ellos%lését és az 50-209°/o
VWF:Ag 1 (<50%) 1] (N) L (N) N (1) N (1) 111 (<5%) :g 2 kozotti 95%-os konfidencia intervallumot mutatja.
VWF-RCo L(N) | (<30%) LN N () LN) 111 (<5%) g é Arovnd szaggatotlt vonal rézsaszin savval a,VérZéS
85 [ rizikbja, a hossz( szaggatott vonal z6ld savval a
VWFCB L) LLU<15%) L (<40%) N LM L (<5%) E e trombozis rizikéja, a vékony vonal narancsszinii
VWFAGVWFRCo N (<18 1(>15) 1619 Ei 15) N valtozo 0 S amyékolassal a VWF génmutéciok és a VWF
! 0 50 100 150 200 250 300 szintek Osszefliiggését mutatia. A VWF 100 %,
VWEAgvWEce N (18 115 1&18) ?‘<1 5 N valtozo VWF [%] populécio szintd atlagértékénél 1 a relativ riziko.
VWFCBIVWF:Ag NEOT Lo Lo ?‘>0,7) L vatoze A <20% VWF szint altatalaban 1-es tipusu VWB-et jelent, a 20-50% koOzotti mérsékelt vérzési
VWF-CBVWF:Ag N (>0,7) | (<0,7) 1(<0,7) [\l>0 - 1 (N) valtozd rizikdt és a 200% folotti a trombozis rizikodjara figyelmeztethet. Méghozzéa a vérzés és a trombozis
T . rizikd, Ogy tlnik, hogy folytonosan és forditottan aranyos a VWF szinttel (a vérzés rizikoja
Megerosito és tipizalo tesztek forditottan a trombozisé egyenesen), a normal tartomanyon belll is. A normal és az ellentétes
VWF:FVIII KOS aktivitas hatasu (vérzés és trombozis) patolégias allapotok kozdtt nincs éles hatarvonal. Tovabbi
VWE:Ag/FVII N1 N<1.7) N(<17) 1e17) N(<1.7) valtozo alapkutatasok tisztazzak majd, hogy a VWF szekrécioja majd eltlinése, multimerek felépiilése és
FVII/VWF:Ag N (>0,6) N (>0,6) N (>0,6) 1 (<0,6) N (>0,6) valtozo lebomlasa hogyan fligg Ossze a vérzéssel és a trombodzissal. A Kklinikai kutatasok, pedig
RIPA: risztocetin folyamatosan keresik a betegek hasznara fordithaté az uj ismereteket.
0,5 mg/mL hianyzik __ hianyzik van hianyzik hianyzik hianyzik A trombusképzddési folyamatban a VWF kodzvetiti a trombocita adhéziot és aggregaciot magas
1,0 mg/mL LN) ! N N LN hianyzik nyirofesziiltség esetén (pl. koszoruartéridkban, amelyekben sztenotikus vagy repedt
1,5 mg/ml LN LN N N LN) hianyzik ateroszkerotikus plakk léziok vannak).
VWE gg\rlrﬁél :?;;oznakéz :f;;oznaka N I’\el}\etségege hianyzik Szamos tanulmany vizsgalta a plazma VWF-szintie és a tromboembolikus kardiovaszkularis
multimerszerkezet mintazat, kozepes multimerek abnormalis folyamatok kozti kapcsolatot. Annak ellenére, hogy az altalanos populaciéban nagyon gyenge a
elemzés IN multimerek ;j“ég:;te VWF és a vaszkularis megbetegedésre vald hajlam kozotti dsszefliggés, a visszafordithatatlan

kardidlis események értékelheté elérejelzéje a VWF szint. Hasonléképpen, a VWF altaldban
A VWF csokkent funkcidjat okozo mennyiségi vagy mindségi eltérések mellett egyre nagyobb emelkedik akut koronaria szindréma soran, és a VWF felszabadulas mértéke flggetlen eléjele a
jelentéséget tulajdonitanak az emelkedett szintje és aktivitasa miatt kialakulo trombotikus rizikonak. Klinikai kimenetel rossz iranyanak ezen betegeknél. Kulonbdz6 eredetl bizonyitékok jelzik, hogy a
VWF nem csak egy marker, hanem egy nagyon fontos kdzremiikddé a miokardialis infarktus
patogenezisében. A trombogenezisben betdltott kdzponti szerepe miatt a kutatasok igéretes

célpontja lett a VWF [88].
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A sztroke prevenci6 és pitvarfibrillacié Il tanulmany szerint 1,2-szeresen né a tromboembolias
sztroknak, a szivinfarktusnak és a halélnak a rizikja minden 20 % VWF szintemelkedéssel [89].
Nagy prospektiv tanulméanyok hasonlé eredményeket k6zoltek.

[90], [91], [92].

A plazma VWF szint a vénas tromboembolidk rizikdjaval is Osszefliggdtt 301 beteg esetét
feldolgozé tanulmanyban, akiknél az elsé mélyvénas trombozist kdvetd antikoagulans kezelés
befejezése utan legaldbb harom hénappal mérték a VWF:Ag szintet és a FVIIl aktivitast [93] .
150% folott az esély arany 3,0 a 100% szinthez viszonyitva. Egérmodellen igazoltak a VWF fliggé
trombocita adhézié szerepét a vénas trombodzisokban [94]. A rizik6 egy része a FVIII indirekt
hatasahoz kothets. Tobb mint 19 000 felndtt eredményét feldolgozd populécié alapt tanulmany
szerint 7,8 éves kovetés folyaman a FVIII és a VWF:Ag szintek kilon is Osszefliggtek a
trombozissal [95]. A kb6zépkoruak felsé negyedben VWF-ra 4,6 volt a veszély arany a felsé 5%-ban
pedig 7,6. Mindezek altal populéaci6é szinten a vérzés és a trombozis kdzds Utvonalan a rizikd kis
valtozasa jelentds indikator lehet.

Harom nagy prospektiv tanulmany igazolta a VWF szint és a koronaria vaszkularis torténés kozotti
Osszefiiggést olyan betegeknél, akiknél kezdetben nem volt egyértelmiien bizonyitott az isémias
betegség [96], [97], [98].

A raktarhelyérél kilépé VWF multimerek méreteloszlasa a nagyon nagy multimerek (ultra-large
VWF, ULVWF) felé eltolodott. A ULVWF, amely a trombocita dus trombus képzddését sokkal
jobban -akar immobilizacié nélkil is- katalizalja, mint a kis-, kbzepes- és nagy multimereket
tartalmazé normal plazma VWF, gyorsan eltlinik a keringésbél, a VWF multimer egyensuly
normalizalédik. A multimer méretét az ADAMTS-13 enzim normalizalja, az A2 doménjében, a
Tyr1605-Met1606 koz6tt hasitva a VWF-t. A hasitas nyirderé fliggd [99]. A folyamat a pontos
mechanizmuséanak feltarasa jelen kutatasok targya. Egyértelmilien igazoltak az 6roklétt ADAMTS-
13 hiany, a hasitasi folyamat elégtelen regulacidja ULVWF felhalmozddéasaban és trombocitas
trombocitopénias purpura (TTP) megjelenésében nyilvanul meg [100]. Mostandban megjelent
kdzlemény szerint az ADAMTS-13 inaktivaci6ja plazmin hatasara is bekdvetkezhet [101]. A TTP-t
elészor 1924-ben Eli Moschowitz irta le. Ot {6 kritériuma a hemolitikus anémia, a trombocitopénia,
neurolégiai és vesefunkcio rendellenesség és laz. A tlnetegylttes ma mar ritkan lathaté a korai
diagnosztikanak és a terapianak készénhetéen. Gyermekeknél a mikroangiopatias hemolitikus
urémias szindroma (HUS) jar a TTP-nek megfelel6 tiinetekkel, amelynek a hatterében legtébbszor
egérkisérletekkel igazoltak mostanaban [102].

A TTP és a HUS és a kis mikroereket érintd trombotikus megbetegedéseket kdzds néven
trombotikus mikroangiopatianak nevezik (TMA) és azt feltételezik, hogy az ULVWF nagy
mennyiségben valdé megjelenése és az elégtelen lebontasa allhat a térténések hatterében.

fiatal nék szivinfarktusa utan [103].
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A trombusképz&dés modelljei, trombocita funkcié vizsgalata

"
ADP XX TP
00 thrombin  * ;; Viig Vil tPA
.. PAF Vill X* xa lPAI. a,AP,
— & VI 52
— TXA, + e Pn< Pg
NO, PG, FBP
" . lijaeX1ll
EC—4 —
kollagé 10. abra. A trombocita adhézé-aggregécio,
(&3 thrombocyta, 4 VWF, fibrinogén (1), -7 Tibrin (la), koagulacio, fibrinolizis, aramlé vér sémas abraja.

EC = endothel sejt, Pg = plazminogén, Pn = plazmin

A trombocitak adhézidja az érfalhoz az els6 meghatarozo lépés a trombus kialakulasaban mind
fiziologias, mind patolégias allapotokban. A vérzéscsillapitaskor a sériilt érfalat trombocita-trombus
zarja: a szubendotélidlis képletek, tovabba a plazmatikus VWF segitségével létrejové trombocita-
adhézié (érfal - trombocita kdlcs6nhatas) soran. Ekdzben tobb reakcidésorozat zajlik egymassal
parhuzamosan: a release-reakcié, azaz a vérlemezke alfa-granulumai és a plazmamembran
fuzidja, és tartalmanak kiaramlasa; a ,flip-flop™-reakcio, a trombocita-membran atrendezédése, s a
féleg trombin, ADP, tromboxan A2 hatasara létrejové trombocita-aggregécié (trombocita -
trombocita kélcsénhatés); valamint a trombinképz6dés. Az aggregécidhoz a trombocitak adhézié
soran bekoévetkezé aktivacioja szilkséges. A trombocita agonistak jelatviteli itvonalakon keresztiil
aktivaljak a trombocitak receptorait, elsésorban GPIIb/llla-t. A legtdbb aktivator lokalis valaszként a
sérilt érfalbol szabadul fel, vagy ott szintetizalodik. Ahhoz, hogy a stabil trombocita aggregacio
kialakuljon, tobb ligand kotédik az aktivalt GPIlb/llla-hoz (példaul a VWF, a fibrinogén és
feltehetéen fibronektin, valamint a CD40 ligand). Pozitiv visszacsatoldé mechanizmus
eredményeképpen végil az érsériilés zarasahoz elegendd méretl és szilardsagu trombocita dugd
trombocita kontraktilis fehérjéi mind hozzajarulnak, hogy az érsériilés helyén az aggregalédott
trombocitak irreverzibilis fuzidja j6jjon létre. A sérilés helyén keletkezé trombin a plazméaban
kival a Xilll-as faktort is aktivalja, amely kovalens kétésekkel stabilizalja a képz6dé fibrinhalot. A

fibrinszalak halézata régziti a primer trombust.

A trombusképz6dés megismerésére iranyul6 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 kélcsénhatas vizsgalatok (aggregécié), a trombocitak
kitapadasanak megfigyelése, mérése idegen felszinhez (liveglemez, Uveggydngy). 50-60 éve
kezd6détt az a technikai fejlédés, amely lehetdvé tette és felgyorsitotta az in vitro, ex vivo és in vivo

kordlmények kdzott torténd kisérletes tanulmanyokat [104].
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Lehetévé valt a trombus alkotéinak biokémiai vizsgalata is, a proteinek izolalasa, aminosav
szekvencidk, domén szerkezetek és funkciok meghatarozasa, a molekularis és genetikai hattér
megismerése. Vizsgalhatd a szubendotélidlis matrix vagy a képz6dd trombus és izolalt
komponenseinek is az 6sszetétele, a trombogenitast szabalyozé alkotoi.

A biokémiai, immunokémiai, molekularis biologiai eszkdzdk, modern mikroszkopia mellett
haromdimenziés szamitégépes modellekkel jellemzik a trombocitak hidrodinamikai viselkedését:
modellkisérletekbdl adatokat lehet nyerni arrél, hogy egy bizonyos sebességgradiens felett hogyan
johet létre a trombocitak Utkdézésekbdl eredd aktivacidja, aramlas indukalta aggregéacidja. [105].
Biofizikailag jellemezheté a GPIlb-VWF-GPIb hidon keresztll létrejové, nagy nyirds indukalta
tranziens aggregacié. A sebességgradienst valtoztatva a koétési allandok valtoznak és a
szimulatorok adta eredmények jol egyeznek a VW betegségallapotra leirt jellemzékkel. A VW
ligand mérete alapjan a modellel a trombocitak sebességgradiens fliggd adheziv viselkedése elére
jelezhet6 [106].

Tébb mint 30 éve irtak le az aramlé vérben kialakulé nyiréerék hatasat a trombocita adhézioéra.
viszonyainak a modellezésére szamos aramlasi kamrat készitettek. Mlkodésuk szerint lehetnek in
vivo, ex vivo és in vitro aramlasi modellek/kamréak. Alakjuk szerint 6t csoportba sorolhatdak:
gylrls-; cs6 alakd-; és parhuzamos lemezi aramlasi kamrak; kup és sik aramlasi eszkézok; és a

pangasi vagy all6 pontos aramlasi kamrak.

Az in vivo aramlasi modellek létrehozasara a kisallatokat, de kutyakat és majmokat is hasznalnak.
Azonban olyan modell, amelyben pl. alland6 vénas trombus tarthaté fenn és alkalmas terapias
készitmények aramlas alatti kiprobalasara, alig van. Sokat var a tudoméanyos kutatas a ,knock out”
egér modellektdl. llyen modell pl. Diaz és munkatarsai kdzleményében ismertetett egér modell,
amelyben elektromos inferior vena cava trombozist tartottak fenn 15 percig, mikézben a vérben
megjelend trombozis markereket, az endotélsejtek aktivaciés markereit, a leukocita migraciot, a
trombogenezist vizsgaltak ,intravital videomicroscopy’ rendszerrel, a torténések pillanataban.
[107]). Ezt a kisérletes modellt hasznaltdk a mar kordbban emlitett, Uj trombdzis modell
kidolgozasaban is, amelyben a trombocitak, a véralvadasi fehérjék és az érfal szerepe komplex
megvilagitasba kertlt, ahogyan az elé sejtkdrnyezetben vizsgaltdk azok biokémiajat. Ezekbdl az
vilagos, hogy (1) a trombocita aktivacié és a trombusképzédés, a trombin és a fibrin alvadék
képzddés egyitt halad, ezek a biokémiai folyamatok idében és helyben integralédnak; (2) a
trombocitak adhézidja nagy aramlasi sebességl helyeken nem kizarélag a VWF-t6l, hanem a tébb
proteintdl, pl. a fibrinogéntél és a talan a fibronektintdl is fligg; (3) a trombocita-trombocita
szinapszis a klasszikus szemlélet szerint GPllb-llla és fibrinogén koélcsdnhatasan alapszik,
azonban ma mar valészini, hogy sokkal tébb résztvevéje van ennek a folyamatnak; (4) a széveti

faktor egy P-szelektin és PSGL-1 fliggé folyamatban vezet trombusképzédéshez és a leukocitak
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szoveti faktora nem vagy csak a trombusképzddés kés6i fazisaban vesz részt; (5) lézer indukalta
érfalsériilés a szoveti faktor képzOédését at vezet trombinképzédéshez. Ez az Gt hasonlit a
gyulladas altal kivaltott folyamathoz, azonban nem érinti a szubendotélidlis matrix és speciélisan a
kollagén altal kivaltott folyamatot. Ezzel szemben, az FeCl; indukalta sérilés a szubendotélialis
métrixot teszi szabadda. A kollagén felszinre keril és a trombocita GPVI receptoran induld
Gtvonalat aktivalja; (6) az intracellularis Ca®* mobilizacio szilkséges a trombocitak trombusba
éplléséhez; (7) a trombusképzddés igen komplex folyamata strukturalis és regulatorikus
komponenseket is magaban foglal és barmelyik komponens hibaja/hianya zavarja a
trombusképzédés folyamatat. Ezek a kisérletek arra is ramutatnak, hogy mennyire fontos
tapasztalati Gton haladni az optimalis gy6gyszerhatas tamadaspont megismerése érdekében. Az in
vivo kisérletek eredményinek ismeretében az a dogma is felllvizsgalandé, hogy az aktivalt

trombocita szolgéltatja a trombinképz6édéshez a membranfelszint [36].

Az ex vivo aramlasi rendszerekben valamelyik eret kdzvetleniil a kamrahoz csatlakoztatjak és a
révid ideji allandé sebességli aramlast a kamra kivezetéséhez csatlakoztatott pumpa biztositja

[108], [109] [110]. Az értékelés az in vitro kamrak esetén alkalmazottal azonos (lasd késébb).

Sokféle in vitro, laminaris az aramlasi kamrat fejlesztettek ki, amelyekben a nyirdéerék kilonb6zo
aramlasi sebességgel modellezheték; a trombusképzddés mértéke kvantitativ és kvalitativ médon

jellemezhetd (11. abra).

11. abra. A nyirofesziltség fuggd trombocita
adhézié, aggregacié és a VWF funkcioi in vitro
vizsgélatara szolgalo kiilénb6zd aramlasi kamrak.

Parhuzamos lemez(i dramiési
kamra (1-15 mL vér)
Ll -

Korétmetszetd éramiési (@
kamra (TmLvé) R . @

Sikon forg6 kiip dramiési —————

kamra (130-260 ul. vér) W

A péarhuzamos lemezil aramlési vagy perflzios kamrék két polikarbonat lemezbdl készllnek,
amelyek kdzé mikroszkop fedblemez illeszthetd, amely az adheziv felszint képezi. A fedélemez
maga a kamra egyik oldala is lehet. A parhuzamos lemez( perfuziés kamraban a kamra
magassaga (a fedblemez folotti rés magassaga, h), szélessége (d), a folyadék térfogatban
kifejezett aramlas sebessége (Q) és a viszkozitds (u) ismeretében meghatarozhatd a

nyirofesziiltség (shear stress, T): T=6Q ph2d™.
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Kezdetben allati eredetli érszakaszokat hasznaltak kamraként és ezt a technikat fejlesztették [111-
114]. A henger alaku aramlési rendszerben a nyiréfesziltség: t= 4uQ/mr3=py, ahol Q az aramiasi
sebesség, r a henger sugara, p az aramlo6 folyadék viszkozitasa; y a sebességgradiens: y= 4Q/rr3.
Paralel aramlas gy(riis cséves és parhuzamos lemez(i kamrédkban egy pumpaval tarthaté fent a
vér mozgasa / aramlasa. A pumpa mechanikai hatdsa miatt bekévetkezd aggregacié mértéke
kilénboz6 lehet, amelyet figyelembe kell venni.

Egyszeri atfolyasu (single pass) parhuzamos lemez{i kamrékat is kifejlesztettek kis mennyiség vér
vizsgalatara [115] (1-2 mL, adheziv felszin kb. 10 mm?). Ezzel a kamraval az adhézo vagy a
trombusképz6dés ideje alatti folyamatos mikroszkopizalast is megvaldsitottak (valds ideju
medfigyelés). Parhuzamos lemez(i / sikG &ramlasi kamrakat féleg kutatasi célra hasznalnak.

A rotaciés viszkométerekben az egész rendszerben egyenletes aramlas keletkezik, amely
egyenletes és allando nyirofesziltséget fejt ki a folyadék sejtjeire és fehérjéire. A ,sikon forgd kup”
aramlasi kamraban a vizsgaland6 minta egy forgd kup és egy all6 sik felszin kdzott helyezkedik el.
Az allé sikon van az adheziv felszin. Az optimalis kipszdg 0,3-1,0°, a kialakul6 sebességgradiens
a kup szo6gétdl és forgas sebességétdl fiigg: T =w (tana)-1.

A tanulmanyok egy késébbi csoportja kup alaku viszkozimétereket hasznal [116], kevés figyelmet
szentelve a keringd vérben bekovetkezd aggregaciora, amely befolydsolja a trombocitak
kitapadasat a felszinhez, kiléndsen akkor, amikor az adheziv felszin nagy a vér térfogatahoz
viszonyitva (Ebben a kamraban 10 mm% 250uL). Uj tipusi CPC-t ismertet Furukawa és
munkatarsai cikke [117], amely lehetévé teszi a valos idejlii megfigyelést is felforditott epi-
fluoreszcens mikoszkopot alkalmazva. Az aramoltatott térfogat 7,5 ulL. Kilonbdzd felszineket
vizsgaltak és azt talaltak, hogy felszinek trombocita koté képessége sorrendben mas egyméashoz
képest: az akrilnitrat gyanta > politetraflouretilen > poliviniklorid > tiveg > HUVEC.

A linearis aramlast kamrékban a szilard-folyékony hatéarfellleti, mig a forgé kip kamrakban
viszkozitas fliggd interakciok dominalnak

A trombogén felszin leggyakrabban kollagén (kulénb6z6 fajbdl szarmazé és kilénbozé tipusu),
izolalt VWF, fibrinogén, fibrinektin, endotélsejtek extracellularis matrixa. Az endotél sejtek is nagyon
kildonbozéek, leggyakrabban human koldékvénabél szarmazd, de lehet bér mikrovaszkularis
eredetl, allati eredetl sejt is. Lehet szintetikus/rekombinans peptidet, proteint is a kamrak felszinén
immobilizalni.

Az aramlé vér, lehet human vagy kilénbézé allatokbol ereds. Az in vitro rendszerekben kiilonb6z6
moédon és mértékben alvadasgatolt vért hasznalunk (PPACK, heparin, LMWH, hirudin, EDTA,
citrat). Lehet azonban izolalt véralkotd is, kilénbdzd, de a megfeleld viszkozitast biztositd
kdzegben.

Az aramlas lehet allandé vagy pulzald. A sebesség is lehet allandd vagy valtozo. Altalaban
kapillarisban, ha teljes vért aramoltatunk, 1-50 N/m? nyirofesziiltség a jellemzo.

Az aramlasi kamrak elsésorban a trombocita adhézé vizsgalatara szolgalnak, de gyakran az

aggregaci6 az adhéziotol elvalaszthatatlan, igy az adheziv / trombogén felszintdl és az
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alvadasgatld anyagtél fliggben a trombocitak felszinhez és egyméshoz valé tapadasa /
kapcsolédasa egy idében tanulményozhatok.

A trombocita kitapadas / adhézi6, a trombusképzédés folyamatanak detektalasa lehet végpontos
vagy valos ideji (folyamatos). A végpontos értékelés esetén az aramlési id6 lejartakor mosas,
fixalas és hisztologiai festés kdvetkezik, azonnal, majd a felszinen lévé trombocitak / aggregatumok
értékelése mikroszkop és képanalizalé programmal térténik. A trombocita felszinhez val6
kitapadasanak megfigyelése, mennyiségi meghatarozasa térténhet a trombocitak direkt jellésével.
Pl. radioaktiv vagy fluoreszcens anyaggal, a detektalas, pedig folyamatos vagy végpontos is lehet.
A jelzés azonban a trombocitak mikddését befolyasolja, ezért szélesebb kdrben alkalmazzak a
végpontos detektalast.

A mikroszkopos értékeld programok altalaban kvantitéljak a felszin fedettséget, a felszinen kiterilé
trombocita vagy aggregatum méretét.

A valés ideji medfigyelésekhez kilonbdzé mikroszképokat hasznalnak: DIC -- differencial-
interferencia kontraszt mikroszkop TIRFM -- teljes visszaverédésen alapuld fluoreszcens
mikroszkoép RICM -- visszaverddés-interferncia kontraszt mikroszkop. Az értékelés lehet teliesen
vagy részlegesen automatikus, de lehet manualis is.

A trombocita adhézi6 és a trombusképzddés tanulmanyozasara szolgalé moédszereket igyekeznek
standardizalni [118, 119]. Azonban erre kevés lehetéség van, mert a kamrakat egy-egy
kutatoécsoport gyartatta/ja egyedi darabonként. Néhany koézlemény ismerteti a sajat tervezési
kamrat [120]. Megjelennek a kereskedelemben is trombogén felszint, véraramlast biztositd és a
kitapadd trombocita ill. a képz6dd trombus vizsgalatara alkalmas eszkdzok: p-slide VI flow,
Integrated  BioDiagnostics (ibidi GmbH, Minchen, Németorszag); mikrokapillarisok, Ibidi
(http://www_.ibidi.de), Bioflux (http:/Awww fluxionbio.com), Cellix Venaflux rendszer
(http://www.cellixltd.com), Glycotech (http://www.glycotech.com), Impact-R (http://www.matis-
medical.com). A kereslet val6szini nem nagy, mert gyakran valtozik a termék forgalmazéja, vagy a

kiallitasokon bemutatott termék nem jelenik meg a piacon.

Trombusképzédést gatlé anyagok / inhibitorok

Fiziologias véralvadas soran a sérilt ereket a trombocita dugé nagyon hamar elzarja.

Cellularis oldalrél a kollagén, az érfal vesz részt ebben a lokalis folyamatban. Kéros véralvadas
vagy ateroszklerotikus érrész sérilése esetén kollagén valhat szabadda, amely aktivalia a
trombocitakat. Néhany klinikkumban hasznalt gyogyszer hat erre a folyamatra, de egyik sem fejt ki
specifikus gatlast a trombocita-érfal kozoétti kapcsolatra. Ismert azonban, hogy azok a betegek,
akiknél a trombocita kollagén receptora hianyzik, vagy gatolt, vérzékenységben szenvednek.
Vannak specifikus inhibitorok, mint a kollagén receptor (GPla/lla és GPIV) elleni antitestek,
kollagén eredetli szintetikus peptidek vagy a 41-kDa trombocita GTP ké&td fehérjéje elleni antitest,

de ezek mind csak specialis korilmények kozott mikodnek,
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Humordlis oldalr6l a trombus ndévekedésének, stabilizacidjanak fészerepléje a trombin, amely a
sérilés helyén tapadt trombocitak felszinén protrombinbdl igen gyorsan képzédik. Azokban a
folyamatokban, amelyekben a trombocitdk sérult érfalhoz valé lokalizaci6jat nem a kollagén
inicialja, a trombin képzédésének igen nagy szerepe lehet [20].

In vivo és in vitro folyamatokban igen specifikus gatlé6 anyagok valasztédhatnak ki a kilénbdzé
biotechnolégia eljarasokkal, amelyek megismerése vagy célzott alkalmazésa hatékony

gyogyszerek kifejlesztéséhez vezethet.

Kigyomérgek, vérszivo rovarok, allatok hatéanyagai

A mai farmakolégiai kutatas egyik vezet6 iranya a kigyomérgekbdl, vérszivo rovarokbol, allatokbol
izolal a hatbéanyagok és vizsgalata és azok hatasmechanizmusanak megértése. A munkak célja, a
kilénb6z6 biotechnologiai technikéakkal specifikus trombusképzédést gatlé anyagok/inhibitorok
megismerése.

Kigyomérgekbdl nagyon sok proteint, peptidet izolaltak, amelyek a véralvadast és a
trombusképzédést gatoljak. Kozllik jellemeztek olyanokat, amelyek specifikus gatlé anyagok, pl. a
Bitiscetin-2, amelyik a VWF A3 doménjéhez kotddik és az a feltételezett hatasmechanizmus, hogy
gétolia a VWF A1 doménjének a trombocita GPIb-vel valoé kdlcsénhatasat [121]. Azok a kigyok
azonban, amelyek mérgébdl ezek a specifikus inhibitorok kinyerheték, védett allatok.

Leirtak olyan - vérszivokbol izolalt- proteineket, amelyek specifikusan a kollagén okozta trombocita
aktivaciot gatoljak. Az Ornithodoros moubata kullancsbél és a Haementeria officinalis piéca
nyalabdl izolalt proteinek (mobutain és LAPP=Ileech antiplatelet protein), amelyeket biokémiailag jol
jellemeztek, és mindegyiket el6allitottdk mar rekombinans technikaval is [122]. Egy harmadik, a
pi6ca eredetl Calin, amelyet a Hirudo medicinalis-bol izolaltak, kevésbé vizsgalt. Deckmyn szerint
kérulmények kozétt. Gatolja a kollagén indukalta aggregacioét is, de az ADP-, arachidonsav-, vagy
az U44069- aggregéaciora nem, vagy csak minimalisan hat. Antitrombotikus hatast fejt ki a
trombocita-dus trombus képzédésére horcsdgben [123]. Ezek a munkék azt jelzik, hogy a Calin
inkabb kollagénnel kapcsolodik, mint a trombocitaval. A trombocita-kollagén kélcsdnhatas
kialakulhat a trombocita receptoron keresztil, kdzvetlenil vagy von Willebrand faktor (VWF) altal
kozvetitve. Kis aramlasi sebességnél a kdzvetlen trombocita-kollagén koélcsénhatas a dominans,
nagy sebességnél a VWF altal kdzvetitett.

Ebben a dolgozatban leirom, hogy hogyan vizsgaltuk a Calin aramlasfiggdé hatasat a VWF-

kollagén kapcsolatra és a trombocita adhéziora [14].

Antitestek, fagpeptidek és aptamerek
Az antitestek, a molekulaknak az a leggyakrabban alkalmazott csoportja, amelyek a molekularis
szinten felismerd tulajdonsaggal rendelkeznek, széles korli hasznalatuk tébb mint 30 éve

folyamatos. Ennek eredményeképpen, a diagnosztikai médszerek fejlédését nagymértékben
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elémozditottak és a klinikai rutinban hasznalt antitest alapt diagnosztikai tesztek nélkilézhetetlen
részei lettek.

Az &ltalanosan hasznalt antitestek mellett az in vitro peptid és fehérje vagy a nukleinsav alapu
specifikus felismer6 molekulékat alkalmazé nagyteljesitmény(i technolégiak egyre gyorsabban
fejlédnek. Pl. nagyon nagy affinitasi human antitesteket lehet fagtechnologiaval izolalni,
hatékonyan, egyszeriien és olcsén [124], [125] [126].

A peptid/fehérje alapu specifikus felismer§ molekulak fag technolégiaval (angol irodalomban
Jphage display” technologia) allithatok el [127]. Ennek a technikdnak az a Iényege, hogy a
vagy antitest szekvenciat lehet épiteni. A peptidek hossza tervezett. A peptidek lehetnek linearisak
vagy ciklikusak. Az adott peptidszekvencian bellli lehetséges variaciokat tartalmazé fagok
sokasaga a fagkényvtar. Minél hosszabb a peptid, annal nagyobb szamu a variacié lehetésége. A
peptid hosszat a stabilitas limitalja. Altalaban max. 30 aminosavbol allé peptidkonyvtar létezik.

A VWF konformaci6 fliggé kotdhelyeinek megismerésére fagtechnologiat alkalmaztunk. VWF-t
kotéttink mianyag felszinhez és azt vizsgaltuk, hogy az immobilizacié hatasara szabadda valo
milyen szekvenciaju peptidet(ket) kétnek meg. A szelekcios kérben kététt fagokat nem specifikus
ellci6 utan sokszoroztuk. A specificitas nvelése érdekében tovabbi két szelekcios kor utan ssDNS
analizissel meghataroztuk az inzertek aminosav szekvenciait, majd kilénbézé szekvencia
Odsszehasonlitd programok és szekvencia bank alkalmazasaval kerestiik a peptidszakaszt az él6
szervezet ismert vagy josolt molekulaiban. Kollaboraciéban szintetizaltattuk azt a peptidet, amelyik
legnagyobb valészinliséggel mutatott hasonlésagot / azonossagot a kollagén molekula egy
szakaszahoz. A fagok és a peptid is gatolja a kollagén VWF kélcsonhatast és a trombocita
adhéziot is csokkenti [21], [17].

Jelentds eredmény, hogy a peptiddel csokkenthetd a kollagén felszinen, artérias aramléasi
kortulmények kozott képz6dd trombus mérete. Ezért a peptid potencidlis trombocita adhéziét és
aggregaciot gatlé gyogyszer része lehet.

Egy gyakran hasznélt méasik tipusU eljaradssal aptamereket lehet kivalasztani. Az aptamerek
egyszalli nukleinsavak, amelyek joI meghatarozott haromdimenziés szerkezete lehetévé teszi,
hogy az antitestekhez hasonl6 modon kapcsolddjanak célmolekuldhoz [128].

Az aptamerek kis (peptid) molekuldk és antitestek tulajdonsagaival egyarant rendelkeznek: nagy
specificitas, kémiai és biolégiai stabilitas, alacsony toxicitas és antigenitas, kélcsénhatasok
felismerési képessége (protein-protein). Azonban az antitestekkel ellentétben, kémiai-, biokémia
modszerekkel szintetizalhatéak, amely kéltséghatékony eldallitasi lehetéséget biztosit.
SELEX-Systematic Evolution of Ligands by Exponential- dusitasi eljaras elterjedése azonban olyan
oligonukleotid szekvencidk izolalasat tette lehetévé, amelyek sok fajta, nagy szamu célmolekula
specifikus felismerésére és nagy affinitast kétésére képesek. Ezek az oligonukleotid szekvenciak,
més néven aptamer molekuldk, az antitestek versenytarsai a terapias és a diagnosztikai

alkalmazasban egyarant. Az aptamerek alapvetéen kilénbdznek az antitestektél és azokhoz
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képest a technolbgia és az alkalmazas még nagyon kezdeti fazisban van, azonban igen gyorsan
fejlédik [129].

A trombin aptamerek nanomoléar koncentracioban gatoljadk a trombinnak az alvadast aktivalo
altal k6z6lt konszenzus trombin aptamer, C-15-mer (ahol a C jelentése: consensus), egy 15
nukleotidbdl [d(GGTTGGTGTGGTTGG)] allé egyszali DNS, melyet oligonukleotidok
kombinacioibdl all6 hatalmas kdnyvtarbél, trombinkété képességik alapjan azonositottak.

Az oligonukleotidok médositasaval még jobb apamereket lehet talalni. Aradi J munkacsoportja 4-
tiodeoxiuridilattal (s4dU) médositott oligonukleotidokat szintetizalt és leirtdk, hogy a beépitett
molekulacsoport redukalé és hidrofil karaktere miatt az Uj szintetikus aptamereknek nagy affinitasa
van szamos fehérjéhez [131]. Az eredmények részben bemutatom, hogy moédositott aptamerek
hatasat vizsgaltuk és azt talaltuk, hogy egyikik a trombin 1-es anionkétd helyéhez kotédve

hatékonyabb gatlészernek bizonyult, mint a C-15-mer [20].
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Anyagok, klinikai mintak és médszerek

Ebben a fejezetben rdviden leirom azokat a modszereket, amelyeket magam vagy
munkacsoportom tagjai: analitikus, doktori fokozatot szerzett vagy annak megszerzésén dolgozo
munkatarsaim, TDK hallgaték vagy a kollaboraciés partnereink végeztek, a hazai
laboratériumunkban. Hivatkozom azokra a kozleményeinkre, amelyekben alkalmaztuk és
részletesen leirtuk a modszereket. A kodzleményekben 1évé tovabbi hivatkozasokat itt nem
szerepeltetem.

A kémiai nevek és egyes anyagok tobbnyire a kereskedelmi forgalomban is alkalmazott révid

nevekkel szerepelnek a leirasomban, az eredeti kdzleményekben a teljes nevik is szerepel.

Anyagok

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” kdnyvtar;

Human 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, rovid nevén TRAP-1); risztocetin, diaminobenzidin (DAB),
huméan l-as és lll-as tipusu kollagén placentabdl (Sigma katalégus szerint l-es és X-es tipusu) a
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA); Horm kollagén (I6 inbdl, l-es és lll-as tipust kollagén
keveréke) a Nycomed Pharma (Miinchen, Németorszag) forrasb6l 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-fagbél 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 id6 reagens (batroboxin) a Diagnostica Stagotol (Asnieres, Franciaorszag),
Chrono-Lume kit a Chrono-log Company (Havertown, USA), ioncseréld kromatogréafiaval tisztitott
aptamer 5--GGTTGGTGTGGTTGG-3' (C15-mer) a VBC Biotech Services (Bécs, Ausztria),
BCATM fehérje meghataroz6 kit a Pierce (Rockford, USA).

Klinikai mintak, mintakezelés

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 idé és a trombocita aggregaciés vizsgalatokhoz vagy 10 U /mL

alacsony molekulatdmeg( heparinnal (LMWH) a trombocita adhézié tanulmanyhoz (Fraxiparine,
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Glaxo Wellcome Production S.A.S. Franciaorszag). A vizsgéalatok, a kildénb6z6 plazmék és a
trombocitak szeparalasa egy 6ranal nem régebben vett vérbdl torténtek.

A trombocitadus plazméat (PRP) 150 g-n (15 perc, szobahémérséklet) és a trombocita szegény
plazmat (PPP) 2.000 g-n (10 perc) centrifugalassal kilonitettik el. A PRP trombocitaszaméat PPP-
vel higitva allitottuk 200 G/L-re. (Ha a PRP trombocitaszama kevesebb volt, akkor az adott
trombocitaszami és mennyiségli PRP-b8l a trombocitdkat 2.000 g-n 10 percig centrifugalva
killlepitettiik, és a trombocitdkhoz az évatosan 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 készitettik. A
PRP-bdl centrifugalt trombocitakat haromszor mostuk ,A” mos6 pufferben (140mM NaCl, 2,5mM
KCI, 0,1mM MgCl,, 10mM NaHCOj3, 0.5mM NaH,PO,4, 1mg/mL glikéz, 10mM HEPES, pH7,4), az
eredeti vérnek megfeleld térfogatban szuszpendalva. Az utolsé szuszpenzidbdl trombocita szamot
hataroztunk meg és centrifugalas utan a pontosan szamolt mennyiségi ,B” pufferben vettiik fel a
trombocitékat. A ,B” puffer az ,A” puffertél abban kilénbézétt, hogy 2mM CaCl, -t tartalmazott.
Altaldban 200 G/L-es trombocitaszami szuszpenziéval dolgoztunk vagy az adott kisérlethez
tervezett szaml szuszpenzioval.

Pool-ozott vagy kevert kontroll plazma 25 egészséges Onkéntes vérébdl centrifugalt PPP
Osszekeverésével készllt. A kevert plazmat alacsony két6kapacitasu csévekben 0,05 mL-enként
leosztva, -80C° taroltuk felhasznalasig.

A fagyasztott plazmékat a vizsgalat elétt 15 perccel 37C°-os vizfiird8be tettik és allandé razogatas
kdzben engedtiik kiolvadni. A kiolvadt plazmakat fél éran beliil feldolgoztuk. A vizsgalati alanyoktol
a plazmakat tobb részletben lefagyasztva taroltuk és Ujabb vizsgalatokhoz nem fagyasztottuk

vissza, hanem masik aliquotot hasznaltunk. A plazméakat ismert kdtékapacitast csévekben taroltuk.

A VWF analizise, rutin médszerek

VWF:Ag mérése ELISA modszerrel tortént jeldletlen, jelzett poliklonalis anti human VWF ellenes
antitestekkel [132]. A kollagén kot6 aktivitas mérése (CBA) azonos médon toértént, csak a fedd
antitest helyett kollagént hasznaltunk. Risztocetin kofaktor aktivitast (VWF:RCo) kereskedelmi
forgalombol beszerzett kittel mértik (Helena, Beaumont, TX, USA). A VWF multimer szerkezete
SDS agaroz elektroforézis, immunoblott denzitometriaval tortént, az eredmények részben leirt
modositott médszerrel. A VWF hasitd enzimének (ADAMTS-13) az aktivitasat fluoreszcencia
rezonancia energia transzfert kivaltd szubsztratreakci6 és antigén szintjét ELISA moédszerrel
mértlik, a Technoclone-tél beszerzett kittel (TECHNOZYM® ADAMTS-13, Technoclone GmbH,
Bécs, Ausztria).

A VWB laboratoriumi diagnosztizalasara és tipizalasara szolgald modszerekrél a Bevezetés
fejezetben a 3. tablazat nyljt attekintd Osszefoglalét. A laboratériumi moédszereket szlré-,
diagnosztikai- és megerdsitd-tipizaldé modszerek csoportokba foglalva, ebben a fejezetben

ismertetem réviden.
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A VWF rendellenességei okozta betegségek szlrbtesztiei kdzé tartozik a vérzési id6, amely
értékelheté eredményt kizarélag standardizalt eszkdz hasznalataval ad. A VWB-ben rendszerint
megnyult, de a VWB enyhe formaiban, mint 1 tipusid VWB-ben vagy a normél trombocita VWF-ral
rendelkezék esetében normal lehet. Alternativa a PFA-100 (Dade Behring) készulékkel mérhetd
zarodasi idé meghatarozasa [133]. Az eszkdzben antikoagulalt vér aramlik at kollagénnel és ADP-
vel vagy epinefrinnel impregnalt membran 150 ym nagysagu nyilasan, a képz6dd trombocita dugd
elzarja a nyilast. A vérzési id6 és a PFA-100 zarodasi idd 50x10°/L trombocita szam alatt, a
trombocita szammal forditottan aranyosan -funkcionalis eltérés nélkil is- megnyulik.

A rutin alvadasi idék kozil az APTI lehet megnyult a csdkkent FVIII szint miatt 3-as és 2N VWB
tipusokban. A trombocita szam altalaban csak a 2B VWB-ben csokkent.

Specifikus diagnosztikai teszteket a pozitiv szlrétesztek esetén végez a laboratérium. A FVIII:C a
Vlll-as faktor koagulans aktivitas mérése hianyplazmat alkalmazé egyfazisu alvadasi teszttel
torténik. Alacsony az értéke csdkkent VWF:Ag szint esetén, vagy a VW molekulanak a FVIII kétési
defektusa (2N tipust VWB) esetén. A VWF:Ag (antigén) mérés a VW protein mennyiségét adja
meg a plazmaban, nem szolgaltat informaciét a molekula miikédéképességérdl. Mérésére ELISA
és immunturbidimetrias VWF:Ag szint meghatarozas terjedt el [134]. VWF:RCo (risztocetin
kofaktor aktivitas): a risztocetin a VWF és a GPlb molekuldkhoz kotddve kozvetiti azok
kélcsdnhatasat. Standard trombocita szuszpenzié (liofilizalt) és a beteg plazma keverékéhez adva
agglutinaciot idéz elé, amelynek a mértéke a VWF aktivitasaval aranyos. A VWF:RCo aktivitas a
2N VWB-et kivételével csékken minden 2-es tipusd VWB-ben. A VWF:CB a VWF kollagén kétési
kapacitasat méri a beteg plazmajat kollagénnel fedett mikrotiter lemezben mérve, a kollagén kéti a
VWEF-t. A kdtés mértékét peroxidazzal jelzett poliklonalis VWF ellenes antitesttel és szubsztratjaval
lehet mérni. A VWF:CBA modszer ésszehasonlitva a VWF:RCo modszerrel érzékenyebb a nagy
molekulatdémegl multimerek jelenlétére. A VWF szerkezeti épsége a VWF funkcionalis tesztjeinek
(VWF:RCo vagy VWF:CBA) és mennyiségének (VWF:Ag) aranyaval jellemezheté. Ez az arany
normal human plazmaban megkozelitéleg 1,0. 1-es tipusi VWB-re utal, ha VWF:Ag és a
VWF:RCo aranyos csokkenése, amikor a RCo/ Ag arany nagyobb, mint 0,7. A hanyados 0,7 ala
csokkenése 2-es tipusi VWB-et valészinlsit. A VWF:FVIIIB (a VWF-nak a FVIII k6té kapacitasa)
mérésének a 2N tipusi VWB és a hemofilia elkilonitésében van jelentésége. A risztocetin
indukalta trombocita agglutinacié (RIPA) mérés a beteg trombocita dis plazmajaban 1,2 és 0,6
mg/mL risztocetin altal kivaltott aggregaciét méri aggregométerrel. Egészséges plazmaban csak a
magasabb koncentracio, a 2B illetve a trombocita tipust VWB-ben az alacsony koncentracio is
agglutinéciét valt ki, az elébbinél a VWF, az utobbinal a GPIb receptor nagyobb affinitasa miatt.

A VWF multimer szerkezetének analizisére az VWF SDS-agaréz gélelektroforézis szolgal. A
modszer lényege az, hogy denaturalva a VWF molekulat, az a méretével aranyos mennyiségii
natrium lauril szulfatot k6t meg, negativ toltést vesz fel. Agar6z gélre téve a denaturalt mintat, a
gélt, pedig elektromos er6térbe, a molekuldk molekulatdmegik szerint vandorolnak és
szétvalasztddnak. A modszer Kivitelezése igen nagy gyakorlatot igényel. Az elvalasztott savok

értékelésére, pedig csak szemikvantitativ médszer volt. A nagy multimerek hianyanak és
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tébbletének kvantitativ meghatarozasara régéta igény. Ezt az igényt a nemzetkdzi szinten

elfogadott modszerfejlesztéssel probaltuk kielégiteni. Leirasa az eredmények részben talalhato.

A kollagénhez kotddé6 VWF morfologiai kilonbségeinek 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 oldatbél 5 vagy 15 perces perflzié utan a kollagén
felszinhez tapadt molekulékat parafomaldehid oldattal fixaltuk. Haromallast kapcsoléval a puffer
majd a paraformaldehid oldat folyamatos aramlasat biztositottuk. igy valészinii, hogy a felszinen,

lazan vagy nem kotétt VW molekulékat az aramlo oldat elvitte.

Trombocita adhézié, aggregacio6 és aktivacié mérése

A trombocita adhéziés kisérletekhez két fajta aramlasi kamrat hasznaltunk. Amikor parhuzamos
lemezek kozott aramoltattuk a vért, akkor parhuzamos lemez(i kamrat (angol irodalombél szarmazé
roviditett néven PPC, paralell plate chamer) és amikor egy siklemez f6l6tt forgatott kuppal
aramoltattuk a vért, sikon forgdé kup kamrat (CPC, cone and plate chambers) hasznaltunk. A vért
kisérleti tervenként kilénbdzé, 2,5-, 5-, esetenként 15 percig aramoltattuk, vénas és artérias
koérulményeket modellezd sebességgradiens beallitassal, amely &ltalaban <650/s és >1000/s
(gyakran 2600/s vagy még nagyobb) volt.

Thermanox mikroszkop feddlemezekre (Nunc, Rochester, NY, USA) vittlik fel az adheziv felszint,
amely leggyakrabban human Ill-as tipusG kollagén, tisztitott VW-, fibrinogén molekula vagy
endotélsejtek matrixa volt. Az izolalt proteineket porlasztassal (kollagén 1 mg/mL, 50 mM-os
ecetsav oldatban) vagy adszorbciés médszerrel (fibrinogén 100ug/mL vagy VWF 20ug/mL PBS-
ben) kotéttlik a lemezhez. Az endotélsejteket human kdldokvénabdl izolaltuk és tenyésztettik, az
immortalizalt, human dermalis mikrovaszkula eredet(i endotélsejteket kaptuk. Leirasukat lasd a
Sejttenyészetek, matrixok részben.

A 6B4 Fab nyiréhatas fiiggd befolyasat a trombocita adhéziéra kollagén felszinen, parhuzamos
lemezU aramlasi kamraban 650/s, 1300/s és 2600/s sebességgrandies bedllitassal vizsgaltuk. I-es
tipust human kollagénbél 1 mg/mL-es oldatot 50 mmol/L-es ecetsav oldattal készitettiink, PBS
ellenében dializaltuk, majd Thermanox mianyag fedélemezre porlasztottuk. Az el6z6 nap
elbkészitett és fedett lemezt masnap reggelig szobahémérsékleten, sotét helyen hagytuk. Az
aramlasi kisérlethez 12 mL, LMWH-val antikoagulélt vért, 6B4 Fab-val 37°C-on 5 percig inkubaltuk.
5 perces aramoltatds és alapos mosas utan a kollagénnel fedett lemezeken &sszegylilt
trombocitakat (a trombust) metanollal dehidraltuk/fixaltuk, majd May-Grinwald/Giemsa-val
festettiik. Trombocita adhéziot fénymikroszképpal, a csatolt kameraval és képanalizalé programmal
mértiik. A trombocitakkal fedett felszint a teljes felszinhez viszonyitott szazalékban adtuk meg.
Atlagosan 30 latdmez6t/fedSlemezt vizsgaltunk. A trombocita adhézio csokkenését a gatidanyag
nélkili vérbdl képz6dé maximalis trombocita adhézidhoz viszonyitva, szazalékos értékében

fejeztik ki.
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A fagok trombusképzddésre gyakorolt hatdsanak vizsgalatara sikon forgd kup rendszer(i aramlasi
kamrat hasznaltunk 4000/s aramlasi sebességgel, ami 152 N/m® (152 dyne/cm?)
nyirofesziltségnek 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 eldinkubaltunk, aspecifikus vagy L7-fagokkal, majd 5 percig
aramoltattuk kollagénnel fedett fedSlemezen. Perfuzié utan a fedélemezeken tapadt trombocitakat
vagy a trombust TBS-ben mostuk, metanolban dehidraltuk, fixaltuk, majd May-Grinwald (10 perc)
és Giemsa (30 perc) szerint festettlik, végul kétszer mostuk desztillalt vizben. A trombocita
adhéziét fénymikroszkopra szerelt monokrom digitalis kameraval (Minton, Kent, UK) értékeltik. A
felszinfedettséget a teljes felszinhez képest szazalékosan szamoltuk ki IMAN 2.0 képelemz6
szoftver segitségével. A lemezrdl, véletlenszeriien, 30 terlletet valasztottunk az analizishez (IMAN
2.0, Anyagtani Kutaté Intézet, Budapest, Magyarorszag). A trombocita szamot a kisérlet elétt és
utén is Sysmex K4500 hematolégiai automataval (Toa Medical Electronics Co., Ltd., Kobe, Japan)
hataroztattuk meg.

Amikor az adhézi6t a belga laboratériumban 1évé mini parhuzamos lemezil kamraval is elvegeztuk,
akkor Nikon Eclipse TE200 (Nikon, Tokyo, Japan) fénymikroszképhoz csatlakoztatott Basler 113C
RGB (Basler, Ahrensburg, Németorszag) szines digitalis kameraval értékeltik. A felszinfedettséget
a teljes felszinhez képest szazalékosan szamoltuk ki Lucia G verziéju 4,81 (Laboratory Imaging,
Praga, Csehorszag) szoftver segitségével.

A trombocitak kitapadasnak és a trombusképzédésnek a mértékét leggyakrabban a felszin (a
trombogén felilet) fedettségével, az &sszefiggben fedett teriletek szamaval és nagyséagaval
(trombusok kiterjedése) és magassagaval jellemeztiik. A trombusba épilt VWF eloszlasat
konfokalis 1ézer mikroszképpal is analizaltuk.

Az aptamerek trombusképzdédésre gyakorolt hatasat 650/s sebességgradiensen Impact-R (DiaMed
AG, Cressier sur Morat, Svajc) sikon forgd kip kamraban vizsgaltuk. lll-as tipust human kollagén,
vagy HMEC-1 extracellularis matrixsza volt a trombogén felszin.

Az Impact-R kamrait 100ug/mL fibrinogénnel fedtiik, 4°C-on egy éjszakan at, majd 1 U /mL
trombinnal kezeltiik, 10 perccel az adhéziés kisérlet el6tt (ezt nevezzik trombin kezelt fibrinogén
felszinnek). PBS-sel val6 intenziv mosast kovette az adhézd, vagyis 5 percig forgattuk a felszin
felett a heparinizalt vért, amely C15-mer, UC15-mer vagy hir54-65 tartalmazott, kilénb6z6
koncentracioban. Az adhéz6 utan a felszint haromszor mostuk PBS-sel, megfestettik May-
Grinwald-Giemsa festéssel és a trombusképzédést fénymikroszkoppal értékeltiik. A trombus
fehérje tartalom alapjan torténé mérését Pierce biciklonsavas fehérjeméré kittel végeztik.
Trombocita adhézié mérése O’Brien filtracios teszttel is tortént. 4 mL, 20ug/mL 1C1E7-tel vagy
nélkile inkubalt vért nyomtuk at az eszkoz tvegszal szliréjén (Pall U100; Pall Process Filtration,
Portsmouth, UK), 40 Hgmm élland6 nyomassal, szobahémérsékleten. Az automata szamlalé 5
masodpercenként szamolta a vércseppeket, mig a 4 mL vér athaladt. A készilékbe valdé benyomas
elétt és a 10-20 perc kozott EDTA-t tartalmazd csébe gydjtétt vérbdl trombocita szamot

hatéaroztattunk meg.
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A trombocita aggregaciot Lumi aggregométerrel mértik (Chrono-log, PA, USA), 290 G/L
tombocitaszami PRP-vel vagy mosott trombocita szuszpenziéval. A trombin aggregaciot (0,5
U/mL) 1,25mM GPRP (fibrin polimerizaciot gatlé peptid) jelenlétében végeztik. A Horm kollagén
5ug/mL-es koncentraciéban hasznaltunk az aggregéacié kivaltasara. A trombin inhibitorokat
(vizsgalandd aptamereket és az Osszehasonlitdshoz hasznalt mas gatlé anyagokat) 1 percig
eléinkubaltuk PRP-vel a trombin hozzaadasa el6tt. Az inhibitorokat trombinnal valé el8inkubalas
utan egyltt adva a PRP-hez is alkalmaztuk. A kisérleteket hasonlé képen végeztiik a mosott
trombocita szuszpenziéval (WPS-sel) is. A trombocita aggregacié mértékét az aggregacios gorbe
meredekségének meghatarozasaval adtuk meg szamszerien.

A trombocita szekréciét az aggregacioval egyidejlleg az ATP felszabadulast luciferin-luciferaz
reakcioval mérve kovettlik. A legmagasabb lumineszcens jel elérése utdn 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 jeloltik (XSF; Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Hogy a trombocita GPIlIb/llla
receptorat gatoljuk, a citratos vért 20 ug mL™" 16 N7C2 antitesttel inkubaltuk, majd 50 ug mL™"
jelzett anti-VWF-ral és 20 yg 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 gydjtott 6ssze a készilék, minden mintabol.
Kontrollként vagy XSF-jelzett MEM31 vagy nem jelzett trombocitak autofluoreszcenciaja szolgalt.

A trombocitak fluoreszcencia intenzitdsanak ndvekedését (az autoflureszcenciara vonatkoztatva)
az trombocitakhoz kot6dé VWF antitesteket kotd képességének tekintettik. XSF-jelzett 82D1E1

volt a kontroll VWF ellenes antitest.

Trombin alvadasi és amidolitikus aktivitas mérése

0,1 mL fibrinogén oldatot (2mg/mL) vagy gy(ijtétt normal human plazmat 0,1 mL Owren-féle
puferrel, amely kiilénb6zé koncentraciéban tartalmazta az aptamereket, 1 percig inkubaltunk 37°C-
Alternativaként, az aptamereket el6szér trombinnal inkubaltuk 1 percig és a reakciét fibrinogén,
vagy plazma hozzaadasaval inditottuk. Az alvadasi id6 mérésére KC-1 koagulométert (Amelung,
Lemgo, Németorszag) hasznaltunk. Hogy teszteljuk 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 kiilénb6z6 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
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mikrolemez olvasén kévettik. Egyes kisérletekben az aptamerek hatasat 2,5 nM  hirudin

jelenlétében is mértik.

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

trombint adtunk és egy szintetikus peptidet, a mennyiségi meghatarozasra szolgalé bels6é
standardként. Egyes kisérletekben a trombint inkubaltuk elé az aptamerekkel és a reakci6 a
plazma hozzaadasaval kezd6dott. Minden reakciot ledllitottunk 3 egység 96%-os etanol
hozzdadasaval akkor, amikor az aptamer nélkili plazma megalvadt (30 maéasodperc), A
precipitatumot centrifugaltuk (13,600g, 4°C, 15 perc), és 90 pL felllusz6t SpeedVac beparlébanban
beszaritottunk. A szaraz anyagot 90 pL 10%-0s acetonitrilt és 0,1% hangyasavat tartalmazo
oldatban oldottuk fel.

AZ FpA-t LC-MS alkalmazasaval (APl 2000, Appied Biosystems) mértink. 10puL mintat
fecskendeztliink egy 2,1x50mm-es C18-as forditott fazisi oszlopra és 15-41%-0s acetonitrilt és
standardot (retenciés id6: 4,7 perc) dupla-protonalt tdmegiik alapjan detektaltuk (m/z=769,3 és

m/z=870). Az FpA/belsé standard cslcsérték aranyat hasonlitottuk a kalibraciés gérbéhez.

Sejttenyészetek, matrixok és vizsgalatuk

HUVEC sejteket Jaffe szerint izolaltuk human kéldékzsinorbol, a sziilés utan nem tébb mint két
oréan bellil. A sejteket Medium 199 tapoldatban tenyésztettiik, 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 egytttmiikodési szerzédés keretében Ades E.W. és Lawley T.J. kutatoktél kaptuk
(Centers and Emory University School of Medicine, Atlanta, GA), és MCDB 131 tapoldatban
tenyésztettiik (Sigma Chemical Co, St Louis, MO) amelyet kiegészitettiink 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 felszinrdl 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 lyuku lemezbe 5x10* /0,1mL sejtszuszpenziot adtunk. Szérummentes tapoldatokat hasznaltunk
a tenyésztéshez, amelyeket 0,1% albuminnal (marha vérbdl izolalt) egészitettiik ki. A sejtekkel
egyenletesen és teliesen befedett felszint foszfat puferrel (PBS) mostuk kétszer, majd 0,1 % Triton
X-100 és 0,1 M NH,OH tartalmi oldattal lizaltuk 20 percig, szobahdmérsékleten. A lizald oldat
inhibitrokat is tartalmazott (5mM NEM és 1 mM PMSF). A matrixokat vagy direkt hasznéltuk az
immunokémiai reakciokhoz, vagy az elektroforetikus szeparalashoz a mintapuffeben oldottuk.
(Mintapuffer: 80 mM Tris, pH 6,8; 2 % SDS, 5 % MEA és 0,001 % bromfenolkék.) A matrix
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felszinén levé vagy a tapfolyadékba szekretalt anyagokat in situ antitest probakkal vagy ELISA
modszerekkel 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 trombocita adhézi6t/ trombusképzédést LMWH tartalmazé teljes vérrel és parhuzamos lemezii
kamraval végeztik, fedélemezeken tenyésztett sejtek matrixain. A kamra leirasat és az értékelést

lasd a , Trombocita adhézié és trombusképzdédés, aggregacio kisérleti modellje” részben.

Atomerd mikroszkbpos mobdszer a kollagénhez artérias aramlasi
kéralmenyek kdzoétt kapcsolodott VWF molekula vizsgalatara.

A VWF detektalasara kidolgoztunk egy arany gydngyokket jelzett antitestet (Protein A) alkalmazé
modszert, amely atomerd mikroszkoppal (atomic force microscopy, AFM) lehetévé teszi az egyes
VWF molekuldk helyzetének a meghatarozasat és a kollagénhez vald kétédésuk morfologiai
analizisét. Parhuzamos lemezii aramlasi kamraba l-es tipusi kollagénnel fedett liveglemezeket
tettlink, amelyek felett gélsziiréssel tisztitott VWF aramoltattunk. A kollagénen koétédétt VWF-rél
AFM-mel alkottunk képet. A VWF kétésének morfologiai kilonbségeit alacsony ( 0,07 N/m? = 0,7
din/cm® ) és magas (4,55 N/m® = 45,5 din/cm®) nyirofesziiltséget alkalmazva hasonlitottuk Gssze
[9].

Debreceni Egyetem Biofizikai és Sejtbiologiai Intézete az AFM-et részenként vasarolta meg a
Twente Egyetemtdl (Enschelde, Hollandia) és Ugy szerelték Ossze, hogy a piezoelektromos
olvasoval kulonb6zé, konvencionadlis Uveg targylemezeken 1évé minta is letapogathatd. A
fedélemezek cianoakrilattal lettek a targylemezre ragasztva. ,Contact-mode” —ban tértént a
képalkotas, amely csak nagyon alacsony relativ paratartalom mellett volt sikeres, mert egyébként a
csticsok hozzaragadtak a mintahoz a vékony rétegben felszivott viz miatt. 512x512 pixel-es képek
készilltek 0,7-1,5 sor/masodperces olvasasi sebességgel, egyszerre mérve a cslcsokat és a zaijt.
A képek nem voltak a tlire korrigalva, de az adott kisérlet 6sszes mintaja egy napon volt mérve,

tlcsere nélkil, ezaltal biztositva az 6sszehasonlithatdsagot.

VWEF tisztitasa

VWEF tisztitasara szolgal6 eljaras harom kromatografias lépésben (gélsziirés, anioncsere, affinitas
kromatogréafia) nagy tisztasagu VWF preparatum el6allitasara alkalmas. Réviden: az elsé gélszirés
(Sepharose 4FF) Iépésben elvélasztottuk a minta nagy molekulatomegli komponenseit. Ezt a
frakciét anioncserélé oszlopon (Q-Sepharose HP) tovabb tisztitottuk, majd affinitds kromatografias
(HiTrap Heparin HP) Iépéssel fejeztiik be a folyamatot. A moédszert FPLC rendszerre adaptaltuk, a
tisztitas soran végig Tris-HCI puffert alkalmaztunk. Nem tartalmazott kicsapasos |épést. Az
alkalmazastol és a kiindulasi anyagtol (pl.: trombocita lizatum, plazma) tisztasagatol fuggéen a

lépések szama és sorrendje megvaltoztathato.
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Felszini plazmon rezonancia mérés (Biospecific Interaction Analysis)

A Calin kollagénhez valé kotédési tulajdonsagat felszini plazmonrezonancia médszerrel mértik,
BiaCore készUlékkel (Pharmacia Biosensor, Uppsala, Sweden). Az érzékelé csip karboxilalt
kotve. A 3 ul/perc aramlasi sebességgel athalad6 Calin oldat koncentracidja 30-250 ug/mL kozott
volt. Az aramlas és a rezonancia jel detektalasa 10 percig tartott. Az értékelés a készilékkel

szolgaltatott BIAlogue szoftverrel tortént.

Biotechnolodgia (kombinatorikus kémia és fag technolégia)

A VWF-kétd fagok szelekcidjat a linearis heptamer peptid (L-7) kényvtar Gtmutatdja alapjan
végeztik el. A szelekcidhoz 20 pug/mL-es tisztitott VWF-t tartalmazé PBS oldattal fedtiik a felszint
egy éjszakan at, majd 30 percig 3%-os kazein oldattal blokkoltuk és PBS-T oldattal mostuk, ezutan
pedig a fagkonyvtarat adtuk ra az els6 korben. A masodik szelekcios korben az elsé korbdl
szelektalt majd amplifikalt fagokat vittik a felszinre, majd a harmadik kérben a masodik kérben
szelektalt és amplifikalt fagokat. Az elGci6t mindegyik kdrben 0,1 M-os glicin oldattal végeztik. A
kisérlet részletei a kdzlemény ,support” anyaganak Anyagok és Modszerek részében szerepelnek
[21].

A fagok kétbkapacitasanak tesztelésére tisztitott VWF-ral fedtiink (10 pg/mL VWF PBS-ben, 4°C-
on, egy éjszakan at) 96 lyuka mikrotiter lemezt. 30 perc blokkolas utan az L7-fag klonokat 0,4%
kazeint tartalmaz6 TBS-ben sorozat higitasban vittlik fel és 2 éran keresztll hagytuk szobahdn.
Mosas utan a kotédott fagokat torma peroxidazzal jelzett M13 fag ellenes poliklonalis antitesttel
(anti-M13-HRP, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Svédorszag) inkubaltuk, orto-fenilén-
diamin (OPD, Sigma) és H,O, (Acros Organics) hozzadadasaval kvantitaltuk. Minden inkubécié utan
TBS-T-vel 5-sz6r mostuk a lyukakat.

A fagok VWF-kollagén kotést befolyasolé hatasanak vizsgalatdra human 1. vagy Il tipusu
kollagénnel fedtink (10 pg/mL, 4°C-on, éjszakan at) 96 lyuka mikrotiter lemezt. 3%-0s tejpor
oldattal térténd blokkolas utan L7-, vagy az aspecifikus fagokat higitasi sorozatban vittik fel (0,4%
kazeint tartalmazé TBS-ben), ami el6tt konstans mennyiségli VWF-t tartalmazé oldattal 30 percig
eléinkubaltuk, majd a lemezen 90 percig inkubaltuk. Kontrollként fagok és VWF keveréket
inkubaltunk fedetlen felszinen. A kétédott VWF-t 1:3000 hig poliklonalis, HRP-vel jelzett anti-VWF
antitesttel (anti-VWF-HRP, Dako, Glostrup, Dania) detektaltuk. A moséas és el6hivas a korabban
leirtak szerint tortént.

A fagok trombusképzédésre gyakorolt hatasanak vizsgalatara sikon forgd kup rendszer(i aramlasi
kamrat hasznaltunk 4000/s aramlasi sebességgel, ami 15,2 N/m2 (152 dyne/cm2)
nyirofesziiltségnek felel meg. A kisérletekben 250 pL vért 10, vagy 30 percig elSinkubaltunk
pufferrel, aspecifikus, vagy L7-fagokkal, majd 5 percig aramoltattuk kollagénnel fedett
fedélemezen. A peptideket vizsgal6 sorozatban teljes vért 15 percig el6inkubaltunk L7-, vagy MAP-

hoz koétott (lasd: késébb) peptiddel (0,7 mg/mL végkoncentracioban), majd 2,5 percig, 37°C-on,

42



dc_72_10

Harstfalvi MTAdoktori, Modszer

2600/S mellett, parhuzamos falG aramléasi kamraban aramoltattuk, amihez human IIl. tipusu
kollagénnel fedett fedélemezt hasznaltunk (100 pg/mL, 50 pL/fedélemez). 82D6A3 anti-VWF
monoklondlis antitesttel, 5 pg/mL-es végkoncentraciéban, 37°C-on, 15 percig eléinkubalt teljes vér
volt a kontroll.

AA1-, AA2-, A3his-, RGGS-, AD4B-, vagy AC-VWF-ral fedtlink, majd 3%-os tejpor oldattal
blokkoltuk. A lyukakat 2 6ran keresztiil, 37°C-on inkubaltuk L7-, vagy aspecifikus fagok sorozat
higitasaval (0,3% tejport tartalmazé TBS-ben oldva). Kontrollként fedetlen lemezen is inkubaltunk
fagokat. A kotédott fagokat anti-M13-HRP antitesttel, a korabban leirtak szerint detektaltuk.

VWF oldattal fedtiink 4°C-on, egy éjszakan at, majd 4%-os tejpor oldattal blokkoltuk. A B8 fagbol
készitett higitasi sorozatot 30 percig inkubaltuk a lemezen. Ezt kdvetben biotinalt L7-fagot adtunk a
lemezhez, majd 1,5 6ran keresztll inkubaltuk. A koétédott fagokat 1:5000 hig Streptavidin-POD-dal
detektaltuk (Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, Németorszag).

A fagpeptidek szintézisének részletei a kdzleményhez csatolt, Anyagok és Mobdszerek részben
vannak részletesen leirva.

Az adatokat atlag +/- SEM formaban adtuk meg. Statisztikai analizisre t-probat alkalmaztunk, a

kulénbségeket p < 0,05 esetén vettiik szignifikdnsnak.

A VWF multimer eloszlasanak kvantitativ jellemzése

A VWF multimer SDS-agar6z gélelektroforézisét Z.M. Ruggeri és T.M. Zimmermann &ltal leirt
modszer alapjan végeztiink [135], kisebb médositassal. Réviden: a mintakat 0,05 U/ml antigén
szintre higitottuk, majd minta pufferrel denaturaltuk. 12,5cmx10cmx1,5mm 0,65%-o0s SDS tartalma
agar6z gélt (Sea Kem HGT Agarose Cambrex Bio Science Rockland, ME, USA) készitettlink
modositott szeparalé gél pufferrel (0,1% SDS, 0,375M Tris, pH=8,8), t6morité gélt nem
hasznaltunk. A futtatast kdvetden a proteineket félszaraz elektro-blottal (Trans-Blot SD, Bio-Rad
Laboratories Hercules, California, USA) PVDF membranra vittik (Millipore, Bedford, MA, USA) a
gyarto altal javasolt médszer szerint.

Immunokémiai jelzést (Rb) aHu VWF-HRP (P0226, DakoCytomation, Glostroup, Dennmark)
antitesttel, az el6hivast diaminobenzidinnel (Sigma, St Louis, MO, USA) végeztik.

A membranokat GS-800 Chemidoc (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA) kalibralt
denzitométerrel digitalizaltuk és sajat szoftverével értékeltik. Hattérlevonas utan a mintakat harom
régiora osztottuk: kis- (1-4 savok), kézepes (5-8 savok) és nagy (>8 savok és a homogén rész)
molekulatémeg(i multimereket tartalmazok. A VWF eloszlasanak jellemzésére az adott régidban a
reflektiv denzitas-gérbe (RD-gorbe) alatti terlletet hasznéltuk; az 6sszes RD-gorbe alatti tertletét
szdz szazaléknak tekintve az eredményt régionként szazalékosan fejeztik ki. A VWF:Ag
figyelembevételével a régioban talalhatd VWF:Ag mennyiséget is meghataroztuk. A multimerizacio

fokat a valtozé szaml multimert tartalmazé nagy multimer régié hosszisagaval jellemeztik. A
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gélek kozotti kdnnyebb 6sszehasonlitas érdekében a nagy multimer régi6 hosszisagat a kis
multimer régio6 (elsé négy multimer) hosszisagahoz viszonyitottuk.

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-kromatografia, gél- és  ioncseréld  kromatogréafia,
gazkromatografia, HPLC, FPLC, elektroforézis), minéségi és mennyiségi kémiai, biokémiai,
biofizikai és immunkémiai médszerek, véralvadasi vizsgalatok, aramlasi citometrias vizsgalatok és
tovabbi vizsgalatok leirasa meghaladja a dolgozat terjedelmét. Ezek ismertetése az idézett

kézleményekben talalhato.
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Eredmények

A kutatbmunkaban a megfelel6 téma megvalasztasa mellett jelentds szerepet t6lt be a kutatdshoz
alkalmazand6 anyagok eszkdzok, rendelkezésre allé miiszerek, 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 Uj, nemzetkdzi szinten elfogadott eredményre is
vezetettek.

A tovabbiakban az eredményeket a nagy nyiréeré hatadsa alatt végbemend véralvadasi,
trombusképz6dési folyamat jelenleg elfogadott sorrendje szerint igyekszem ismertetni: trombogén
felszin, trombogén felszinhez kapcsolodd molekulak, kofaktorok, ezek kozremlkddésével
kapcsolddoé trombocita, majd trombocita-trombocita kdlcsénhatasok, végll a trombus képzédése. A
kutatd munkak egyittmikodésben folytak, kilénb6zé munkacsoportokkal, kiilénb6zé palyazati
tdmogatasokkal. Ebben a miben a sajat vagy munkacsoportomban dolgozé kutatok meghatarozo
hozzajaruldsaval végzett munkdk eredményét irom le, amelyek tovabbi részleteit az idézett

kdzlemények tartalmazzak.
Modszertani eredmények

Vénas és artérias koriilményeket modellezé, teljes vért alkalmazé aramlasi kamrak

vizsgalata

A vénas és artérias korilményeket modellezd, teljes vért alkalmazé aramlasi kamraknak tébb
tipusa ismert. A parhuzamos lemezl és a viszkoziméterekbél kidolgozott sikon forgd kup
rendszerli kamrak a leggyakrabban alkalmazottak. Az el6bbiek a vérigénye, attol fliggéen, hogy
milyen méretli a kamra, nagyon kilénbdzé lehet. A vér mennyisége és az adheziv/trombogén
felszin méretének arénya is igen eltéré a kamrakban. Legkisebb vérigénye a sikon forgd rendszer(
kamréknak van, azonban ezekben a felszin aranya a vér térfogatdhoz képest igen nagy. A két
kildonb6z6 rendszerl kamrat alkalmazva, megvizsgaltuk, hogy azonos nyiréfesziiltség esetén az
adhéziés eredmények értelmezhetéségét hogyan befolyasolja az eltéré geometria és a trombogén
felszinre vonatkoztatott kiilénb6z6 vértérfogat [4].

A teljes felszinfedettség és az egyes trombusok (mivel egyedi trombocitak nem vagy alig vannak a
kollagénen a trombocita halmazokat trombusoknak nevezziik a tovabbiakban) teriilete/adhézios
terulet kozotti 6sszefliggés vizsgaltuk. Amint a 12. abran a beillesztett fénymikroszkopos kép
mutatja, a PPC és a CPC felszinein azonos a trombusok / adhéziés terlletek mintazata. A trombus
teruletet abrazolva a felszinfedettség fliggvényében, legjobban egy exponencidlis gorbe illeszthetd

a PPC és CPC 6sszes adatokra, y= 7,018e%%*%; R? = 0,9183.
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12. abra. Felszinfedettség és az egyes trombusok
terllet kozotti Osszefliggés. Antikoagulalt teljes

80
20 . vért 1000/s sebességgradienssel 150
- . méasodpercig aramoltattuk a kollagén felszinen.
£ 60 Minden pont 40 kilénallo kép analizisének
g’ 50 matematikai atlaga. PPC és a CPC felszinek
=R fénymikroszképos képeit a beillesztett kép
% mutatja. Nyilak jelzik az aramlasi iranyt, a
2% . ppC savszélesség 50 um. A trombus teriiletet
E 20 A E';C abrazolva a felszinfedettség fliggvényében,
= 10 — exp. (PPC) legjobban exponencialis goérbe illeszthetd az
— exp. (CPC) Osszesitett PPC és CPC adatokra, y=

0 T - v 0,0648x. 2 _
o 0 20 - P 7,018e H R = 0,9183.

Felszinfedettség (%)

Megfigyelhetd, hogy 25% felszinfedettség alatt alig van kilénbség a két kamra kdzétt, azonban
25%-nal nagyobb felszinfedettség a CPC-ben nem érhet6 el.

A trombus magassaga 2 és 18 um kozétt valtozott (13. abra). PPC esetén a toébbség 4 és 6 um
kozott (A), a CPC esetén 6 és 8 um kozétt (B) volt. Az eloszlasfliggvény Gaus gorbét kévet. Az
atlag trombus magassag PPC esetén 6,6 + 0,3 um (n=8), mig CPC esetén 7,5 + 0,2 um (n=5)
(p=0,0144).

13 abra. Trombus magassaganak eloszlasa PPC
A és CPC-nél. A trombus magassaga a kollagén
felszin és a trombusok teteje koz6tti tavolsagként
__ van definidlva (trombus vastagsaga a kollagén
7 A felszinén). Az oszlopvonalak a trombusok

w7 7!
V%7 magassaganak relativ gyakorisagat mutatjak.
-~ (Fedbélemezenként legalabb 10 latotérben volt a
R o :77.\'_5\ trombusok mérete meghatarozva.) 96 és 289
trombust szamoltunk, 8 - 13 fedb6lemezen. A
NN trombus magassag 2 és 18 um kozétt valtozott,
20 Kbtk PPC esetén a tébbség 4 és 6 um kozott (A), 6 és

o N KL 8 um kozott a CPC-nél (B). A trombusmagassag
@ S PPC-nél 6,6 + 0,3 um (n=8), mig CPC-nél
lényegesen magasabb volt, 7,5 + 0,2 um (n=5)

(p=0,0144).

Gyakorisag

5070 90 1 150 150

Trombus méret (um)

A fkuoreszcensen jelzett VWF eloszlasa is mutatja ezt a kilonbséget. A két mérés technikailag
kilénbozott. Az abran az is latszik, hogy a VWF maximum a trombus kdzepe tajan van, a

magassaggal aranyosan.
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+ PPC
009 . cre
oo e 14. abra. Fluoreszcens jelzett VWF eloszlasa a
i . trombusban. A fluoreszcencia intenzitas
o0s vt Y, cslcsértéke 3,5-4 um a PPC-nél és 4,5-5 um a
004, . CPC-nél. A trombusba épilt VWF 0,5 um vastag
60 " optikai rétegenként mért intenzitasanak 6sszege a
' total fluoreszcencia intenzitds. A maximalis
trombus vastagsdg 9 um PPC-nél és 14,5 um
02 4 6 % 10116 CPC-nél. A  mérések  konfokalis lézer
Rétegvastagsag (um) mikroszképpal tortént.

Relativ fluoreszcencia intenzitas

A keringé vérbdl eltlind, egyedul all6 trombocitdk szamanak az aranya a keringetés el6tti
trombocitaszamra vonatkoztatva (single platelet disappearance, SPD) és a felszinfedettség kozotti
osszefliggés CPC esetén jelentds, linearis regresszios analizissel (y = 0,8562x + 9,413; R=0.4897;
p=0,0021), azonban PPC esetén nincs értékelheté Osszefliggés (y = -0,009x + 8,8787; R= -
0,01233; p>0.05 (15. abra)

50 o PEC 15. abra. Az egyediili trombocitak eltiinése (single
crc platelet disappearance: SPD) és felllleti fedettségi
viszonya. A linearis regresszid statisztikailag
jelentésnek értékelhetd kapcsolatot mutat az SPD

:gf és feluleti fedettség kozott CPC-nél (y = 0,8562x +
@20 9,413; R=0.4897; p=0,0021). PPC esetén nincs
" . ‘. . értékelhetd kapcsolat (y = -0,009x + 8,8787; R= -

. 0,01233; p>0.05).

Felszinfedettség (%)

A VW molekula multimerizaci6 fokanak kvantitativ jellemzése

Mivel a VWF aktivitasa aranyos a multimer méretével, azaz a multimerizaltsaganak mértékével. A
VWB diagnosztikajaban a VWF funkciéjanak meghatarozasahoz nélkildzhetetlen a multimerek
méret szerinti eloszlasanak meghatarozasa. A natrium lauril szulfattal (SDS) denaturalt VWF
multimerjeire bonthaté SDS-agar6z gélelektroforézissel. Az értékelés a vizsgalandd és a kontroll
minta multimer savjai szamanak Osszehasonlitasaval -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 hallgatdja készitett egy programot, amely a denzitometrias gérbe
megfeleld értékelését és teszi lehetévé [8]. A denzitometrids értékelés elsésorban azt a célt
szolgalja, hogy a nagy multimerek mennyiségi névekedését tudjuk értékelni. Ennek a célnak az
elérése érdekében az elektroforetikus szétvalasztast kellett elészor optimalizalni, hogy a nagy és a
kis multimerek is jol értékelhetd, kulénalloé savokat adjanak.

Ezt két fontosabb valtoztatassal lehetett érni: (1) a VWF elektroforézishez altalanosan alkalmazott

Tris-glicin pufferben a glicin helyett az agaréz forgalmazéja altal ajanlott borat alkalmazésaval, (2)
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az elektroforetikusan elvalasztott VWF multimerek gélen toérténé merkaptolizalasaval, amellyel a
gélbdl a membranra torténd fehérje transzfert egyenletessé (multimer mérettdl figgetlenné) lehetett
tenni.

A multimerek méretének jellemzéséhez elsd lépés a gorbe alatti terilet felsé 25 szazalékahoz
tartozé savok vandorlasi tavolsaganak meghatarozasa. Ehhez a fels6 25%-t elvalasztdé vandorlasi
tavolsaghoz tartoz6 molekulaméretet (Muywzs) - amelyet a mintaban talalhaté multimer csucsok, és
a hozzajuk tartoz6 molekulatémeg Osszefliggése alapjan lehet kiszamitani -, tekintettik a minta
legnagyobb multimereit jellemzd értéknek (16. abra).

A modszer segitségével von Willebrand betegek mintéit, egészséges egyének plazma illetve
trombocita lizatum mintait vizsgaltuk. Osszevetettik a multimer analizis eredményét a VWF
funkcionalis tesztekkel (VWF kollagén kot6 kapacitas, VWF risztocetin kofaktor aktivitas) és
igazoltuk a multimer méret és a funkcionalis teszt eredmények kozotti osszefiuggest (*=0,42 ill.
0,43) (17. abra).

25 szazalékos kuszob fuggdleges vonallal van
jeldlve az abrakon.

Tld

o 2 MY

R //

ng (%) P

Gorbe alatti

13 3 R
@ R
MW [MDa]

17. dbra. A VWF funkcitja és a multimerizaciojanak
mértéke (Myw) kozotti  Osszefiggés. Normal
egyének (e) és 2B tipusi VWB (o) plazméakkal
készllt mérések eredményei. 30% alatti VWF:Ag
tartalmi mintakhoz tartozé értékek jele négyszdg
(o). A szaggatott vonalak az atlag Myw -2SD értéket
és a 70% VWF aktivitas antigén aranyt mutatjak. Az
A abrarész a VWF risztocetin kofaktor aktivitas és
antigén szintre vonatkoztatott aranya és az Muw
kozotti Osszefliggést mutatja, a B rész a kollagén
kotd aktivitas és antigén aranyt mutatia az Mww
fuggvényében.

16. abra. Az My paraméter kiszamitasa. (A) A
reflektiv denzitas (RD) a relativ futasi front (Rf)
fliggvényében abrazolva egy normal (folytonos
vonal) és egy 2 tipusi von Willebrand betegtél
szarmaz6 minta (szaggatott vonal) esetén. A
satirozott tertlet a teljes gorbe alatti tertlet fels
((nagy molekulatémegii multimerekhez tartozo))
25 szazalékat jeloli. A kis képen egy normél (a)
és egy 2 tipust von Willebrand betegtdl
szarmazé minta (b) elektroforetikus képe lathato.
(B) Kumulativ gérbék. Az abszcisszan a VWF Rf
logaritmusabél és a hozza tartoz6 Rf-ek alapjan
szamitott (az Osszefliggés a kis képen van
abrazolva, normal minta X, 2 tip. VWB O) MW
talalhat6. Az ordinatan a fels6 részen abrazolt
gorbe alatti terilet a valasztott MW és az origd
kozotti részének a teljes gorbe alatti terlletre
vonatkoztatott szazalékos aranya olvashato le. A

A VWF molekula multimerizaciojanak fokatol fliggd aktivitasa a kollagénhez vald kotddését is

befolyasolja. A VWF kollagén koété képességének (VWF:CB) a vizsgalatara a VWF kollagén kétd
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modszer (VWF:CBA) alkalmas. A mddszerek (tdbbnyire sajat laboratériumi, de kaphaté a
kereskedelmi forgalomban is) kilénbdzé kollagéneket, kilénbdzé moédon alkalmaznak. A
modszervalidalasi folyamat soran irodalmi felmérést készitettink [87] és a VWF:CB mérésére

modszert allitottunk be, amellyel a fenti méréseket is végeztik.

Moédszer a VFW és a trombocitan 1éve receptora, a GPIb koz6tti kélcsénhatast
vizsgalatara

A lehetd legkevesebb komponenst tartalmazé modell rendszert hoztunk létre, amelyben tisztitott
VWF és a trombocitdn lévé receptora, a GPIb kozétti kolcsOnhatast vizsgaltuk. A
konforméciovaltozas létrejottéhez a trombocitak jelenléte is szikséges lehet, mivel feltételezhetd,
hogy maguk a trombocitak is htuzoerét fejtenek ki a VWF-ra idéleges kapcsolddasuk soran. Ennek
a hipotézisnek a vizsgélatahoz a trombocitakat funkciondlisan aktiv GPIb-vel fedett polisztirén
gyongyokkel helyettesitettik. Ehhez 3 pm atméréji karboxilat polisztirén gyéngydkhéz kovalensen
24B3 antitesteket kotottlink. A 24B3 monoklondlis antitest képes a glicocalicin (a GPIb receptor
extracellularis protelitikus fragmense) aktiv konforméacioban lévé megkétésére. Felhasznalas elétt a
24B3 gydngyoket glicocalicnnel inkubaltuk, majd mostuk; glicocalicin forrasként trombocita lizatum
szlrletet hasznaltunk. Aramlasi citometrias modszerrel ellenériztik az antitestek jelenlétét a
gyongyokon, majd a gydngyokon 1évé 24B3 glicocalicin kotd képességét. Igazoltuk, hogy botrocetin
(kigyoméreg, amely képes a GPlb és a VWF &sszekapcsolédasanak indukalasara) jelenlétében a
gyongyok felszinén VWF kétés mutathatd ki. Ezzel igazoltuk, hogy a gyéngyok felszinén az
immobilizalt glicocalicin funkciondlisan intakt. Az altalunk kifejlesztett médszer Ujdonsaga a korabbi
prébalkozasokhoz képest, hogy a gyéngyok felszinén a glicocalicint a megfeleld orientacioban és
konforméacioban rogzitettik. A modszer hasznossagat jelzi, hogy - sajnalatos modon
munkacsoportunktol fliggetlenil - az altalunk végzett kisérletekkel parhuzamosan nagyon hasonlé
eljarast alkalmazo6 publikacio jelent meg [136], illetve kereskedelmi forgalomban ehhez hasonlo
gyongyokon alapulé6 VWF:RCo teszt is megjelent [6]

Jelentés eredmény, a VWF nagynyomasu folyadékkromatografiaval torténd tisztitasi eljarasanak és
a trombocitat modellez6 gyongy GP-Ib fragmenssel valo fedésének kidolgozasa. Tervink a két

termék alkalmazésa a jovében kifejlesztendd diagnosztikai célt reagens kittben.

A trombusképz6dés és trombogén felszin, a VWF és a trombocitak

vizsgélata, alapkutatasi eredmények

Trombogén felszin vizsgalata, VWF nélkiili endotélsejt matrixon térténd adhézié és
trombusképzddés

Az artérias és a kapillaris keringésben a trombézis és hemosztazis elsé folyamata a sériilt
érfelszinen szabadda valé endotélsejt alatti matrixra a trombocitdk egy rétegben kitapadnak.

Trombocita ,egyréteg” kialakulasa vagy adhézi6 ez a folyamat. Erre receptorokon és ligandjaikon
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at kapcsolodik a tobbi trombocita, aggregatum képzédik, mikdzben Iétrejon a fibrinhald,
Odsszességében a trombus. A folyamatot izolalt kollagénen, huméan mikrovaszkularis endotélsejtek
(HMEC-1) és koldokvéna endotélsejtek (HUVEC) altal termelt extracellularis matrixon (ECM)
vizsgéltuk, 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, lll-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 készilt a HMEC-1 ECM prokoaguléans aktivitasanak és trombusképzd
tulajdonsaganak a meghatarozasa. A prokoagulans aktivitast a sejtmatrixokra mért citratos plazma
rekalcinalassal inditott fibrinkivalasi idejébdl hataroztuk meg, amely 36+5 sec volt az HMEC-1
ECM-en, mig a HUVEC ECM-en 956 sec.

A trombusképzé tulajdonsdg meghatarozasa érdekében LMWH-val antikoagulalt vért 5 percig
aramoltattunk parhuzamos fall aramlasi kamraban, vénas és artéridas sebességgradienst
alkalmazva (650/s és 2600/s). A HUVEC ECM-en a vénas aramléasi kériilmények kdzott egyenként,
az artériason csoportosan tapadtak ki a trombocitak, és mindkét esetben egy réteget képeztek
(18.4bra, A a,b).

A B 18. abra. Adhézid/ trombusképzédés és gatlasuk
soran kitapadt trombocitak fénymikroszkopos
képe. Normal LMWH-val antikoagulalt vert
aramoltattunk 5 percig, 2600/s
sebességgradienssel, HUVEC ECM (A a, c) és
HMEC-1 ECM (A b, d) felszineken, 10 ug/ml
nonimmun IgG (a,b) vagy MoAb82D6A3 VWF
ellenes antitest (c,d) jelenlétében. HMEC-1 ECM
(B a,c) és kollagén (B b,d) puffer (a,b) vagy 10
ug/ml hirudin jelenlétében (c,d). Savhossz=20 um

A felszinen kitapadt trombocitak vagy trombocita csoportok atlagos mérete 16 ill. 50um? a két
sebességgradiensnek megfeleléen. Az HMEC-1 ECM-en azonban nagykiterjedésli és
rétegvastagsagu trombocita aggregatumok/trombusok keletkeztek a vénas és az artérias aramlasi
koralmeények kozott egyarant. Atlagos teriletiik 600-1200um? volt (18.abra, A c,d). Megfigyelhetd,
hogy az alacsonyabb sebességgradiens esetén valamivel nagyobb kiterjedésliek a trombusok. A
kollagénen a jellemzd, vénas aramlaskor kis-, artérids aramlaskor nagykiterjedésti trombusok
képzodtek (18. abra A e,f). A plazma VWF szerepét olyan VWF ellenes monoklondlis antitest
jelenlétében vizsgéaltuk, amely a VWF kollagénnel val6 kolcsonhatasat gatolta. Az antitest
egyaltalan nem befolyasolta a trombusképzédést a HMEC-1 ECM-en, mig teljesen gatolta a
HUVEC-ECM-en artérias aramlasi kérilmények k6zott.

VWEF ellenes monoklonalis antitest gatolta az adhéziét a HUVEC ECM-en, de nem befolyasolta az
adhéziét és a trombusképzédés az HMEC ECM-en (18. abra A a,c és C b,d). A trombin inhibitor
hirudin jelenlétében az adhézi6 mértéke nem valtozott, azonban a trombusképzédés elmaradt az
HCEM-1 ECM-en (18. &bra B a,c), de nem valtozott a kollagén matrixon (18. abra B b,d).
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Erdekes modon, a kontrollhoz hasonlo, nagymeéretii trombusok képzédtek akkor is, amikor artérias
aramlasi korilmények kozoétt sulyos, 3-as tipusi VW beteg vérét aramoltattuk a HMEC-1 ECM-en
(19. &bra B c,d). Ennek a betegnek a vére nem tartalmazott sem plazma-, sem trombocita eredet(
VWF-t. Az adhézi6 és a trombusképzédés a VWF hianyara jellemzé volt HUVEC ECM-en (19. dbra
B a,b) és a kollagén matroxon (19. abra B e,f) egyarant. Ez utobbin alig vagy egyaltalan nem volt

kitapadt trombocita artérias aramlasi kérilmények koézott.

19. abra. Endotél sejt matrixokon kitapadt
trombocitak / trombus fénymikroszkopos képe.
650/s vagy 2600/s sebességgradienssel, kontroll
(A) vagy 3-as tipust VWB (B) LMWH-val
antikoagulalt vére 5 percig volt aramoltatva
kiléonbozé felszinek felett. HUVEC ECM (a, b),
HMEC-1 ECM-je (c, d) vagy kollagén (e, f).
Aramlasi ir = 20 pym.

A HMEC-1 VWF nélkili méatrixa erés trombogén tulajdonségot mutatott, annak ellenére, hogy az |-
es, lll-as és Vl-os tipusu kollagének is hianyoztak a matrixbél. Hirudinnal ez a trombogén hatas
nagymértékben gatolhaté volt. A trombocitdk adhézibja valtozatlan maradt, azonban a trombocitak

aggregacioja lemaradit.

Kollagénhez artérias aramlasi koériilmények ko6zott kapcsolédott VWF molekula
vizsgalata

Atomer6 mikroszkép alkalmazasaval (atomic force microscopy, AFM) lehetdvé valt a nagy nyiréerd
hatasara kitekeredett VWF vizsgalata [137], azt gondoltuk, hogy hasonlé médon meggy6z6dhetiink
arrél, hogy az immobilizalt kollagénhez, kiildnbdzdé aramlasi kértilmények kozott k6tédé VWF faktor
kitekeredik-e [9].

A halés kollagén szalakon kotott, nativ allapotdban minden dimenzidéban jéval kisebb VWF
molekuldk detektalasara kidolgoztunk egy arany gyongyokkel jelzett antitestet (Protein A)
alkalmaz6 modszert, amely lehetévé teszi az egyes VWF molekulak kétédés utani helyzetének a
morfologiai analizisét. A gélsziréssel tisztitott VWF-t parhuzamos lemez{i aramlasi kamraban, |-es
tipusu kollagénnel fedett mikroszkop fedélemezeken, aramoltattunk. A kollagénen kétédoétt VWF-rél
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/cmz) nyiréfesziltséget alkalmazva hasonlitottuk 6ssze.
Az eredmények értékelhetésége szempontjabol fontos volt tisztazni azt, hogy milyen a VWF
adszorpcidja az alkalmazott tiveg mikroszkép fedélemezhez és az azon 1évé kollagénhez. Ehhez
kereskedelmi forgalombél beszerzett FVII-VWF preparatumot hasznaltuk (Haemate P). A
specifikus jelzési eljaras miatt eleinte szlkségtelen tartottuk a VWF preparatum tisztitasat.
Azonban a VWF preparatum -amely 50% human szérum albumint és az SDS-PAGE alapjan még

szamos mas proteint is tartalmazott- jobban tapadt a csupasz Uvegfelszinhez, mint a kollagénnel
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fedett lemezhez. Probéltuk BSA-val és Tween-20 —al is blokkolni a felszint, de ez inkabb a nem
specifikus kotések kialakulasanak kedvezett. Ezért gélszliréssel elvalasztottuk a VWF-t az
albumintél és egyéb proteinektdl. A tovabbi kisérletek soran ezt a tisztitott VWF-t hasznaltunk PBS-
ben higitva. Az AFM munkahoz sziiréssel sterilizalt oldatokat hasznéltunk.

A trombocita kollagén receptorai és a kollagén kozti direkt interakcié miatt technikai nehézségeket
okozott a kollagénhez kétédott VWF-nak a GPIb-vel valé kélcsdnhatasi képességét ellendrizni, de
a tisztitott VWF aktiv volt a risztocetin indukalta trombocita aggregaciés tesztekben. Ismert, hogy a
VWF-nak kollagénhez valoé kétédésével nem szlinik meg a GPIb —hez val6 affinitasa, ezért
feltételeztik, hogy a kollagénkotott VWF mediélja az aramlasfliggé trombocita adhéziot.

Mivel az aranygoémbokkel torténd jelzéskor nagy a valdszinlisége a nem specifikus kotések
kialakulasanak, altalanos a blokkol6 anyagok alkalmazasa az elektronmikroszképiaban. Ezek az
anyagok azonban a vizsgaland6 molekuldk alakat is befolyasoljak. A probléma megoldasa
érdekében egyes kutatok teljes mértékben kerllik a blokkolok hasznélatat és inkabb nagy
higitasban alkalmazzdk az antitesteket, ennek azonban alacsony jel6lési hatasfok a
kdvetkezménye. Mivel mi magas jelélési hatasfokot akartunk elérni, a lehetd legalacsonyabb hattér
mellett, egy kisméretii blokkol6 molekula alkalmazasat terveztik. A 0,1% -os Tween 20 —at
tartalmazé PBS magas hatteret eredményezett, a PBS-ben oldott 0.5% -os marha kazein valamint
a PBS-ben oldott 0.05% -os Tween 80 jonak mutatkoztak. Mivel a ketté kozul jobb volt a kazein, a
tovabbi kisérletek soran ezt alkalmaztuk.

A 1/10 higitasban alkalmazott arannyal jelzett ,protein A” hatasosan jelélte a VWF-t, az egyeddlallo
VWF — anti-VWF komplex molekulak teljesen fedve voltak aranygdmbdokkel. A nem specifikusan
kotoétt arany partikulumok majdnem kizarélag egyesével fordultak el, nagyon alacsony aranyban
megfigyelhetéek voltak a kettesével elhelyezkedden, nagyobb aggregatumok viszont egyaltalan
nem voltak.

Az elsé kisérletek alkalmaval kettdés jelolést (30- és 15 nm—es aranygémbokkel konjugalt
antitesteket) hasznaltunk, annak kideritése érdekében, hogy az arany markerek lathatdak-e a

kollagénnel fedett felszinen.

fehér négyzet alapjan kinagyitott részlet. (C) Nem
specifikus immunogold-kollagén ké&tések. VWF
nélkili PBS-sel perfuzionalt kollagén felszin az
el6z6ekhez hasonléan volt kezelve. Habar néhany
marker jelen van a felszinen (fehér nyil), azok
nem csoportosan helyezkednek el, ezért
kénnyedén megkilonboztetheték a specifikusan
kotottektdl. Egységes kollagénréteg boritia a
felszint és formalja az apr6 fillamentumokat

20. abra. A VWF aranygdmbokkel konjugalt
Protein A jel6lésének hatasfoka és specificitasa.

(A) Az egyedulalldo VWF molekulak majdnem
teljesen fedve vannak arannyal. A VWF kollagén
kotések poliklonalis anti-VWF antitestekkel majd
protein-A-konjugéalt arannyal (15nm-es atmérdji
gombok) lettek lathatova téve. (B) Az A részben
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kHz, nagyjabdl 90%-os szabad vibracios
amplitudo alapérték.
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Az aramlasi kamraba helyezett, kollagénnel fedett liveglemezek felett gélfiltracioval tisztitott VWF-t
aramoltattunk. Az aramlast kovetd fixalas utan levegén végzett AFM-es képalkotas tértént. A
kollagénhez kotétt VWF morfolégidjaban nem volt szignifikans kilénbség alacsony és magas
nyirofesziltség esetén. Nem mutatkozott egyértelm( jel a VWF kitekeredésére egyik esetben sem.
Az elrendezbédés nagyfoku véletlenszerliséget mutatott. 1 ug/mL VWF-t tartalmazé oldatot 5 percig,
nagy sebességgel aramoltatva, a kollagénhez kotédott VWF mennyisége majd kétszerese a kis
aramlasi sebességgel aramoltatott oldatbél kik6tédoétthdz képest, valamint megjelentek szokatlan
formaju VWF molekulak is. Ez a kllénbség 15 perces perfazié esetében — valészinlleg diffuzio

kovetkeztében - eltlint. Mosott és fixalt trombocita (68 x 109/L) jelenléte nem okozott semmilyen

Human VWF ellenes antitest 2B tipusi VWB-hez hasonl6 eltéréseket okoz

Munkacsoportunk egyik tagja korabbi munkéjaban VWF ellenes monoklonélis antitestet készitett
(1C1E7), amely fokozta a risztocetin indukalta vérlemezke aggregéaciot és elésegitette a nagy
molekulasulyd VWF multimerek koétédését a trombocitak GPIb-jéhez, amely kivaltotta a VWF
GPllb-llla-hoz val6 kotédését is [138]. Ezzel ellentétben, késébb a k6zds munkankban azt talaltuk,
hogy az 1C1D7 antitest jelentés mértékben gatolta trombociték kollagénhez torténd kitapadasat

parhuzamos lemez(i aramlasi kamraban, 2600/s sebességgradiens esetén (21. abra).

21. abra: Adhézi6 kollagén felszinen (A) PBS (kontroll), (B) 1C1E7 antitest és (C) 23/4B1 antitest
jelenlétében. 400x nagyitasu fénymikroszkoépos felvétel. A PPACK-al alvadasgatolt vért 30 percig 20°C-on
inkubaltuk 20 pyg/mL VWF ellenes 1C1E7, 20 pyg/mL 23/4B1 antitesttel, vagy PBS-sel (kontroll). A Ill-as tipust
kollagénnel fedett (veglemezeken a vért 2600/s-en, 5 percig, 37°C-on aramoltattuk. A lemezeket
glutéaraldehiddel fixaltuk, May-Griinwald-Giemsa szerint festettik.

Amikor a citratos vért 1C1D7 antitesttel inkubaltuk, aramlasi citometrias analizissel spontan VWF-

GPIb kotédést mutattunk (4. tablazat).

Fluoreszcencia intenzitas
monoklondlis antitestek | kontroll XSF-1C1E7 | XSF-82D1E1
Nincs antitest 32,1+6,9|776+93 29,4+94
GPIb ellenes 15E7 31,1+9,8 |445+43 32,987
Szignifikancia szint (P) | NS < 0,001 NS

4. tablazat. Aramlasi citometrias analizis. VWF kotddés trombocitakhoz 1C1E7 antitest jelenlétében.

Teljes vér volt szukcimidilfluoreszceinnel (XSF) konjugélt VWF ellenes monoklonalis antitesttel inkubalva
(1C1E7 vagy 82D1E1 funkcionalisan inaktiv antitest) 50 ug/mL koncentraciéban vagy pufferrel és = jeléletlen
GPIb ellenes, a VWF kétéhelyére specifikus monoklonalis antitesttel (15E7) 20 ug/mL koncentracioban, 30
percig, 20 C°-on. A GpPllb-llla receptorok 16N7C2 antitesttel gatoltuk minden kisérletben. Majd trombocita
dus plazma készilt a vérbél és a ,FACSflow” pufferrel higitva volt analizalva. Harom kisérlet késziilt,
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mindegyikben 10 000 trombocita fluoreszcencia intenzitasa volt mérve. Atlag = SD szerepel a tablazatban.
NS= nem szignifikans.

A kotédést teljes mértékben gatolta a GPIb ellenes 6D1 monoklondlis antitest. Emellett a
legnagyobb molekulatdmeg(i multimerek mennyisége csdkkent a plazméban (22. abra).

22, abra. 1C1E7 antitest jelenlétében és
“l12 hianyaban végzett VWF multimer analizis. A
citrattal alvadasgatolt vért 30 percig 20°C-on
inkubaltuk 20 pg/mL VWF ellenes 1C1E7, vagy 20
pg/mL 82D1E1 (kontroll) antitesttel. Ezt kdvetéen
SDS-agar6z gélelektroforézissel ellendriztik a
plazma VWF multimer szerkezetét. Az abra a
mintdk denzitometridas gorbéit mutatjia. A nyil a
mintafelvitel helyét jelzi.

Azok a trombociték, amelyek felszinéhez VWF kotédott, makroaggregatumokat alkottak, adhéziés
képességlik viszont nagymértékben csokkent, amint ezt az elébb emlitett parhuzamos lemezi
aramlasi kamraval és az O’'Brien filtrométerrel végzett kisérletek igazoltak. A filtrométer
Gveggydngyokkel toltdtt csé és artérias sebességgradiest biztositva méri az adhéziét és
aggregaciot. Az O’Brien filterométerben kontroll vér esetén 30 masodpercen belil megsziint a vér
athaladasa, azonban az 1C1E7 antitestet tartalmazé vér szabadon aramlott rajta keresztil. A
zarodasi id6 alatt athaladt vér cseppszamaval jellemezve a trombocita dugd képzédését az 23.
abra mutatja. Az athaladt vérb6l meghatarozott trombocitaszam kontroll esetében 90 + 7%, mig az
1C1E7-tartalmazé vérben 42 +12% (P <0.001) volt a kiindulasi vér trombocita szamahoz

viszonyitva.

©
o

23. abra. Az 1C1E7 antitest hatasa O’Brien
filterométerben. A citrattal alvadasgatolt vért 30
percig 20°C-on inkubaltuk 20 pg/mL VWF ellenes
1C1E7 antitesttel, vagy PBS-sel. 4 ml vért
nyomtunk keresztil a szlré6n 40 Hg mm
nyomassal. Az atjutdé vér kumulativ cseppszamat
az id6 fuggvényében mutatjuk. Atlag +- SD 10
kisérletben.
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Ezek az eredmények nagymértékben hasonlitottak a 2B tipusi VWF betegségben medfigyelhetd
eltérésekre. Az 1C1D7 antitest kotddésekor az A1 domén egy tavoli konformacié valtozasara
kovetkeztettlink, mivel az 1C1E7 monoklonélis antitest epitopja az alegység N-terminélis részén
lokalizalodik [19]
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Osszegezve, a monoklonalis antitest 2B tipusi VW betegséghez hasonlo laboratériumi eltérést
okozott, vizsgélatainknak szerepe van a koéros VWF-GPIb koélcsénhatasok mechanizmusanak

tisztazasaban.

GPllIb-llla topolégiaja a trombocita felszinen

A trombocita felszinén a fibrinogén és mas adheziv proteinek indukalhat6 receptora egy Ca** fliggd
heterodimer, amely egy GPlIb (CD41 vagy o) és egy GPllla (CD61 vagy Bs) alegységbdl all. Jol
ismert ennek a receptornak oldatban és a membranban egyarant a hémérséklet-, a pH- és az
extracellularis Ca érzékenysége; a diszulfid hidak lokalizacidja és a kétésben résztvevd lancok
aminosav szekvenciaja. Oldatban az intakt és aktivalt heterodimer topografiaja is ismert.
Monoklondlis antitestek és fluoreszcencia rezonancia energia transzfer alkalmazasa lehet6vé tette
lgazolni lehetett a llb hajlitott alakjat nyugvo allapotban [139]. A DE OEC Biofizika Intézete
munkacsoportjanak eredményéhez a trombocitak preparlasaval, jel6lésével jarultam hozza, ezért

ezeket az eredményeket nem ismertetem.

Kollagén VWF kélcsdnhatas és a trombusképzddés gatlasa, inhibitor

molekulak, gyogyszer hatas potencial

Piéca nyalabél izolalt peptid (calin) specifikus gatlé hatasa a VWF-kollagén
koélcsO6nhatasra artérias aramlasi kériilmények k6zo6tt

Belga Osztondijasként, fél napot toéltéttem Sixma professzor laboratériuméaban, Hollandiaban
(Uttrecht University), ahol Martin ljseldijk analitikus megmutatta a parhuzamos lemez( aramlasi
kamra mlikédését, a trombocita adhézids vizsgalatokat, teljest vért alkalmazva. Ezt a médszert és
egy tolik vasarolt kamrat alkalmaztam sok éven keresztil a trombocita adhézid és a
trombusképzédés mechanizmusanak és gatlasanak tanulméanyozasara.

Elészér a Hirudo Medicinalis-bél szarmazé Calin hatasanak mechanizmusat vizsgaltam. A belga
munkacsoport ekkor mutatta ki, hogy a Calin gatolta a trombocita adhéziét és a trombocita dis
trombus képzddését hdrcsdgben.

In vitro kisérleteim eredményei szerint a Calin koncentraciofiggéen gatolta a von Willebrand faktor-
kollagén koélcsdnhatast, a trombocita aktivaciot és adhéziét mind statikus, mind dinamikus
korilmények kozott [14]. Statikus korilmények kozétt a Calin a plazma és a tisztitott VWF
kotddését I-es tipust borjubdr kollagénhez 3,6 és 3,0 pg/mL ICso-nel jellemezhetd koncentraciéban
gétolta. A gatlé hatas mar 10 perc inkubalas utan maximalis volt. Ha azonban elészér a kollagén
felszin volt inkubalva Calinnel, majd Calin kimosas utan volt a plazma ill. a tisztitott VWF oldat a
felszinre mérve, 3,9 és 19,5 volt az ICs. a Calin kollagénhez valé kotédését valosidejii, felszini

plazmon rezonancia moédszerrel mérve. A Calin koncentraciofiggéen kétédott a kollagénhez (24.
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abra), a lemoshatésaganak az analizise monofazisos disszociaci6t mutat (24. abra, belsd

grafikonja), amely (8,8 = 0.3)x10’4/s konstanssal jellemezhetd.

°
o

];ﬂg " 24. abra. Calin és immobolizalt Ill-as tipusu
I kollagén kotédési jellemzéje fellleti plazmon

rezonancia méréssel (BiaCore). A bels6 abra a
disszociacié logaritmikus transzformacioja, kgis,=
0 (8,8 +/-0,3)*107 ™.
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Dinamikus kérilmények kozott, sebességgradienstdl fiiggben gatolta a Calin a VWF kétodését a
kollagénhez, 300 /s sebességgradiensnél ICsy:16-19 pg/mL, 1300 /s-nél ICso:75-83 pg/mL volt (25.

abra).

25. abra. Calinnal 20 percig, szobahémérsékleten
eléinkubalt plazma 5 percig volt aramoltatva
kollagén felszinen, 1,300 s’ (O) vagy 300 s (@)
801 sebességgradienssel. Az eredmények a Calin
| nélkili mintdhoz viszonyitott %-ban vannak
kifejezve. (n = 2).A szamolashoz a perfundalt
plazméaval késziilt a standard gorbe.

20 40 60 80
Calin [ng/mL]

Annak tisztazasa érdekében, hogy vajon a Calin trombusképzédést gatlé hatasa a trombocita-
kollagén vagy VWF-kollagén kélcsénhatason at érvényesil-e, kilénbdzé adheziv felszint és
sebességgradienst alkalmazva vizsgaltuk a trombocita adhéziét és a trombusképzédést citrattal
alvadasgatolt teljes vérbél. A Calin 300 /s és 1300 /s sebességgradiensnél egyarant gatolta a
trombocita adhéziét kilénbdzé kollagénekhez. Részleges gatlast fejtett ki human endotélsejt
extracellularis matrixahoz val6é adhéziéra 300 /s -nél, 1300 /s -nél nem/vagy minimalis volt a gatlo
hatas VWF-ral vagy a fibrinogénnel fedett felszinekhez mindkét sebességnél. Az eredményeket a

26. dbra mutatja.
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26. abra. Calin hatasa a trombocita adhéziora, kiilonbozé felszineket és sebességgradienst alkalmazva.
Adhézid kulonbdzo felszinek felett 5 percig aramoltatott citratos vérbdl, a sebességgradiens 1,300 st (0)
vagy 300 s’ (®).Az eredmények a Calin nélkili mintdhoz viszonyitott relativ felszinfedettségben [%] vannak
kifejezve (atlag +/- SEM): a felszin, a fuggetlen kisérletek szama, majd a magas és az alacsony
sebességgradienshez tartozé értékek, sorrendben. (A) Horn kollagén, n= 3;13,2%+/-4.3%; ( B) human l-es
tipusu kollagén, n = 4; 6,2% +/- 4.2% and n = 3; 26.7%+/-5,2%; (C) human lll-as tipusu kollagén, n = 6;
26,0%+/-6,7%. és n = 3; 16,1%+/-6,1%; (D) human kéldokvéna endotél sejtek extracellularis matrixa, n = 5;
42,9%+/-9,1% és n = 6; 34,2%+/-8,6%; (E) tisztitott VWF, n = 3; 71,6%+/-7,9% és n = 3; 33,2%+/-7,5%; (F)
tisztitott fibrinogén, n = 3; 50,8%+/-8.7% és n = 3; 46,1%+/-11.6%.

A vizsgalt maximalis Calin koncentracional (28 pg/mL), 1300/s sebességgradiensnél, a kontroll
28+17%-4ara (x+SE) csokkent a trombocita adhézié 16 inb6l szarmazd (Horm) kollagénhez képest
(26. A. abra). A Calin majdnem teljesen gatolta a trombocitak kitapadasat human kollagén I-es és
lll-as tipusdhoz 1300/s és 300/s sebességgradienseknél egyarant (megfelel ICso: 4,1+2.8, 5,1+1,6
és 5,1+2,1, 3,0+1,5 pg/mL; 26.B. és C. abra). Hasonlo kisérleti korlilmények kozétt, a Calin
sebességgradienstdl fuggéen, de csak részlegesen gatolta az adhéziét human kéldokvénabol
preparalt endotélsejtek extracellularis matrixan. 1Cso 12,1+4,2 pg/mL 300/s-nél, ahol az adhézié
inkabb kollagén fiigg (26.D. abra). 1300/s-nél 18 pg/mL Calin 32+24% gatlast okozott. Ennél a
sebességgradiensnél az adhézi6 gatlasa VWF-ral fedett felszinhez 32+18% volt, 12ug/ml Calin
koncentracional (26.E. Abra). Nem volt értékelheté adhézio-gatias alacsony sebességgradiensnél
VWEF-ral- és egyik sebességnél sem fibrinogénnel fedett felszinekhez (26. abra E és F).

Nem befolyasolta az eredményeket az, hogy alvadasgatloként citratot vagy LMWH-t alkalmaztunk,
kivéve az I-es tipusi human kollagén esetét, amelyhez citratos vérbdl a trombocitak nem tapadtak
ki.

VWF konformacié fliggé koétShelyeinek vizsgalata, trombusképzédés gatlasa a

VWF-kollagén kdlcsdnhatasra specifikus fagokkal és fagpeptiddel

A kollagén, a VWF és a GPIb/IX/V receptorkomplex kapcsolat fontos szerepet jatszik a
trombusképz6édésben, ezért antitrombotikus kezelés célpontia lehet. Tobb munkankban
alkalmaztunk fagtechnologiat azért, hogy olyan révid peptideket szelektaljunk, majd azonositsunk,
amelyek a kollagén-VWF kélcsénhatést befolyasoljak [21]. Ezekre a peptidekre alapozva, orélisan
adhat6 antitrombotikum fejleszthetd ki.

2*10° kilénbéz6 tagklont tartalmazod linearis heptamer peptid konyvtarat alkalmaztunk, hogy

tisztitott human VWF-hoz specifikusan kapcsoléd6 fagokat talaljunk. Harom VWF-ral fedett
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felszinen torténdé ,panning” utdn 94 egyedi peptidszekvenciat tartalmazé klont tartalmazéd
baktériumkultarat szaporitottunk. Ezek fellluszoit teszteltik VWF—ral fedett ELISA lemezbe mérve.
A VWF-hoz kotédott fagokat peroxidazzal jelzett M13 ellenes antitesttel majd a peroxidaz
szubsztratjaval detektaltuk. A legmagasabb affinitassal k6t6dé peptideket hordoz6 fagklonok kodzul
hetet vélasztottunk. (Egy nem specifikus fagot tartalmazé baktériumtenyészetet is csinaltunk.)
Ezeket a fagokat tartalmazé baktériumokat nagy mennyiségben szaporitottuk, majd a fagokat
tovabbi vizsgalatokra és szekvencia analizisre izolaltuk. Mindegyik izolalt fag kétédétt VWF-hoz,
tovabbiakban L7-fagok, a fagszam ndvekedésével telitési gérbével jellemezheté modon (27. abra.).
A koétédés specifikus volt, mivel a nyolcadik, az aspecifikus fag nem kot6détt a VWF felszinhez és
egyik fag sem kotédott human l-es és lll-as tipust kollagénnel fedett felszinhez. A fagok nem
kotédtek glikokalicinhez sem, a GPIb receptor plazméban szabadon is talalhaté extracelluléris

részéhez. A plazma glikokallicint egy olyan monoklonalis antitesttel (Ab24B3) rogzitettik a

27. abra: A kilonbozé L7-fag klonok kétédése
VWF-hoz. 7C, 10A, 2B, 1B, 4G, 9B 12C és
aspecifikus fag klonok higitasi sorozata 10 pg/mL

—=—12C

5 —a—28 VWEF oldattal fedett mikrotiter lemezen. A k6t6dott
gos e aG fagokat  ant-M13-HRP  antitesttel ~ és
e szubsztratjaval detektaltuk (atlag +/- SEM, n=3).
04 —o—1B
—=—Nonsense
off ; :
0 2 4 6 8 10

Fégok (x 10° mL")

Az egyedi klbnok szekvencia analizise azt mutatta, hogy minden klon a YDPWTPS szekvenciaju
peptidet tartalmazta.

Ezeket a fagokat tovabb teszteltiik, hogy képesek-e gatolni a VWF kdlcsénhatasat a ligandjaival,
kollagénnel és GPlba-val. Erdekes modon az L7-fagok gatoltak a VWF kotddését I-es és lll-as
tipust kollagénhez statikus korilmények kozott, megkozelitbleg 2 és 1*10° fag/mL-es ICse-nel,
amig az aspecifikus fagoknak nem volt hatdsa. A fagok nem befolyasoltdk a VWF-GPIba
kolcsonhatast, mivel sem a VWF risztocetin hatasara torténd koétédését glikokalicinhez, sem a
risztocetin indukalt trombocita aggregaciét nem gatoltdk. Az L7-fagok nem voltak hatéssal a
kollagén altal indukalt vérlemezke aggregaciora sem.

Azt vizsgéltuk a kdvetkezékben, hogy az L7-fagok mennyire képesek gatolni a VWF kétédését
kollagénhez sikon forg6 kup rendszerl aramlasi kamraban, kozel fiziologias kérilmények kézoét. A
vért 4000/s sebesség gradienssel aramoltattuk, human l|-es vagy lll-as tiusu kollagénnel fedett
fedélemezen. Ezen korllmények kozott az L7-fagok részlegesen gatoltdk a trombocitak
kitapadasat mindkét felszin esetében, ha 1*10'° fag/mL mennyiségben alkalmaztuk Oket és
maximum gatlast értiink el 1*10"" /mL fagszam esetén. Puffer, vagy aspecifikus fag esetén nem

tapasztaltunk gatlast (5. tablazat).
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Trombocita adhézié gatlasa [%]

L-7 fag 10°/mL *L-7 fag L-7P | *L-7P | MAP | *MAP | 82D6A3
2 10 | 100 | 10 10%mL | 0,7 mg/mL 5 ug/mL
32 42 |99 | 4 3 1 91 23 98
+18 | 7 | x5 | =3 +8 +4 +7 +12 | =5

5. tablazat. L7-fagok és szintetikus fagpeptidek hatasa vérlemezkék I-es, vagy lll-as tipusu kollagénnel fedett
felszinre torténd kitapadasara artérias aramlasi korilmények kdz6tt (4000/s sebességgradiens, 5 perc)

Az eredmények atlagai +/- SEM, harom kisérletben kilénbdz6 donoroktél szarmazé vérrel.

* nem specifikus fag vagy kevert peptidsorred

A fagok epitopjanak/jainak keresése érdekében az L7 fagok kétédését vizsgaltuk kilonb6z6 VWF
delécids mutansokkal fedett felszinhez. A fagok (1-10)*10%/mL tartomanyban kétddtek a vad
tipust, RGSS-, AA2- és AD4B- VWF-hoz.

A kotédés az 1-es abrahoz hasonlé telitési gorbékkel volt jellemezhetd. Meglepd, hogy a VWF-
kollagén koélcsdnhatast gatlé L7-fagok nem az A3 doménhez kétddtek, amely az elsédleges
kotéhely |-es és lll-as tipusu fibrillaris kollagén szamara, tovabba normal modon koétédtek AA1-
VWF-hoz, bar ez a domén is tartalmaz masodlagos kétéhelyet kollagén szamara. Mivel az L7-
fagok nem kotédtek a AC-VWF-hoz, arra kovetkeztettiink, hogy a VWF C doménjéhez kotddtek.
Egy korabbi, ettél fuggetlen munk&ban szintén VWF-kété fagokat (B8 fagok) szelektaltunk
pentadekamer fagkoényvtarbél [17]. Ebben a munkéban szintén a C doménhez kotédve gatolta a
VWF-kollagén kélcsénhatast 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 torténé kétddésért ICso-
nél a fagszam 5*10° /mL volt.

Hogy a fagok hatasat kizarélag az a peptid okozza amely az L-7-es fagkonyvtart alkoto, a lll-as
képenyfehérién megjelenitett peptidek sorrendje szerint kilonb6z6- fagok kézil kivalasztodott,
szegedi kollaboracios tarsunk altal szintetizalt peptiddel vizsgaltuk. Ellentétben az L7-faggal, a
szintetikus YDPWTPS L7-peptid nem gatolia a VWF-fliggé trombocita kitapadast, amikor a
peptiddel eldinkubalt vért kollagénnel fedett felszinen aramoltattuk (5.tablazat). Ennek az a
lehetséges oka, hogy a monomer peptid aviditasa kicsi a fag gazdasejthez kotédo részén 1évé lévé
5 darab gp3-as koépenyfehérién megjenelenitett 5 peptid egylttes hatdsdhoz viszonyitva. A
kévetkezd lépésben az aldbbi 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

Kevert MAP:  (H-Tyr-Ser-Thr-Trp-Pro-Pro-Asp)4-Lys2-Lys-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-NH2,
molekulatdmege (g/mol): 4724.28

A négyagu, multiantigén peptidben van 6 arginin maradékbol és egy (Lys); magbol allé rész, a
megfelel6 sztérikus elrendez6dés érdekében. A peptidek kémiailag a szabad amindcsoportokhoz

és a C-terminalis két Lys csoportjahoz vannak a kapcsolva.
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A kevert MAP-hoz viszonyitva, a YDPWTPS szekvenciasort tartalmazé MAP 148 nmol/L-es
koncentracional majdnem teljes mértékben gatolta a vérlemezkék kitapadasat kollagén felszinhez.
Hasonléan a 33 nmol/L koncentraciéban alkalmazott, VWF-A3 doménen gatl6 82D6A3
monoklondlis antitest hatasahoz. Ez az eredmény arra utal, hogy a négyagu MAP a vérlemezke

adhézié potencidlis inhibitora. Az eredményeket a fenti tablazat foglalja éssze.

A VWF és a trombocita GPIb receptora kozotti kélcsonhatas és gatlasa

A VWF a trombocitdkat azok GPIb receptorahoz kotddve tartjak a sériilés soran szabadda vald
trombogén felszin kdzelében.

Parhuzamos- és sikon forgd kup rendszer(i adhéziés eszkdzokkel a vénads és artérias
kortuiményeket modellezve kollaboraciés partneriink GPIb gatlasra iranyuld alapkutatasi munkaiba
kapcsolédtunk be.

6B4 monoklonalis antitest GPIb ellenes hatasanak vizsgalata igazolta, hogy az antitest gatolta a
risztocetin és a botrocetin indukalta aggregéaciot egyarant, ezen kivil a trombocitak kollagénhez
kisérletek. Pavianokba oltva a hdrcsdgben termelt antitestet vagy cak az F(ab')(2) fragmentjét,
szinte azonnali trombocitopénia alakult ki, mig az Fab része magaban nem valtotta ki ezt a hatast.
Az Fab fragmens hatdsa olyan aramlasi modellben volt tovabb vizsgalva, amelyben
glutaraldehiddel fixalt, kollagén gazdag, marha perikardium (0,6 cm?) volt a trombogén felszin és a
sebeséggradiens 700-1000/s kozott volt. A majmokat elékezelve 80-640 ug/kg — antitest
fragmenssel, jelentésen (43-65)%-kal) csékkent az indium jelzett trombocitak kitapadasa ehhez a
felszinhez. A legnagyobb mennyiség a vérzési idd kétszeres megnyulasat eredményezte. Az ex
vivo indukalt risztocetin agglutinacioé is csokkent. 6 percig hagyva trombus képzédést, utana 110
ug/kg Fab fragmenet adva nem volt hatds. Az eredményekbdl Ugy latszik, hogy a 6B4
monoklondlis antitest a trombusképzédést gatlé anyag lehet [15];

Az antitest kotddését vizsgalva, igazolddott, hogy az a GPIba leucin gazdag, ismétlédd alegységei
és a C terminalis végén lévé domének az antitest kétéhelyei (epitopjai). Aramlasi kortiimények
kozott vizsgalva 6t Uj, gatlé hatasi monoklonalis antitestet, igazolddott, hogy ezek kdzil harom,
egymassal versengve gatolta a GPlba nyiréerd indukalta VWF kétéhelyeit. A kétéhelylk az N-
terminalison, az 1-59 aminosav szakaszban volt. A botrocetin vagy a risztocetin indukalt VWF
kotédést azonban csak maximum 40% mértékben gatoltak. Két antitest azonban, a 24G10 és a
6B4, amely minden vizsgalt kérilmény kozott gatolta a GPIb-VWF kétédést, a GPIba kilénbdzd
helyére kotédik, az egyik 1-81, a masik a 201-268 aminosav szakaszon. 6B4 kétéhelyét
fagtechnolodgiaval pontositva, két aminosav szakaszon, a 259-262 és a 230-242 helyen mutattak
azonossag a fagpeptidek. A 230-242 régiéban irtak le a trombocita tipusi VWB-t okoz6é mutéciot
(PT-VWB), amelyet funkcié nyeré mutacionak neveznek, mivel a VWF-t spontan kéti. Azonban az
egyezés nem volt teliesen igazolhatd, mert rekombinans GPlba PT-VWB fragmenséhez valo

kotddése csak részben és nem teljesen volt gatolt. A 24G10 azonban sokkal erésebben kotddott.
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Bar a két antitest versengett a trombocitdkhoz vald kotédésben, a 24G10 az 1-81-es helyen
kotédétt a GPIba-hoz [16].

Trombin gatlé peptid és DNS molekulak, hatasuk a tromboézis hemosztazis
folyamatara, plazmingeneracio

Trombin gatlasat értik el szelektalt fagokkal és moédositott aptamerrel. Mid a kettd jelentésen
befolyasolta a trombusképzddést telijes vért alkalmazva HMEC matrixon a kilonbdzé aramlasi
koérulményeket modellezé kisérleti rendszerlinkben.

Ciklikus heptapeptid fagkonyvtarbol valogatott, human o trombinhoz k6t6dé fagok a PPACK-kel
versengé trombin gatlast mutattak. Az fagpeptid aminosav szekvenciaja: Cys-Asn-Arg-Pro-Phe-lle-
Pro-Thr-Cys. Ez a szintetikusan is eléallitott peptid (trombin inhibitor peptid, TIP), Ki=0,49 mM
inhibitor allandéval jellemezhetd modon gatolta/nyujtotta a trombin alvadasi id6t. Koncentracio
figgben gatolta a trombocita aggregéciot és a granulumok kilirulési reakciéjat. Vénas és artérias
aramlasi korilmények kodzétt is gatolta a trombocita dus trombus képzédését HMEC matrixon, a
teljes vérbol [18]

Egy masik munkéban a vaszkularis torténéseket jelentésen befolyasol6 inhibitor, egy moédositott
aptamer hatasanak a vizsgalatat irjuk le [20].

A konszenzus trombin aptamer, révid néven C-15-mer, egy 15 nukleotidbol all6 egyszali DNS,
[d(GGTTGGTGTGGTTGG)], amelyet kombinatorikus oligonukleotidokbél all6, hatalmas
konyvtarbél a trombinkotd kapacitdsa alapjan valasztottdk ki, majd sokszoroztdk. A C-15-mer
nanomolekularis koncentracidban gatolja a trombint hatasat, a trombin exosite-1-hez, mas néven
az 1-es anionkoté helyhez kétédve.

Egy korabbi tanulmanyunkban bemutattuk, hogy 4-tiodeoxiuridilatot (s4dU) tartalmazéd
oligonukleotidoknak magas affinitasa van szamos fehérjéhez is, a mddositott oligonukleotidok
redukalt hidrofil karaktere miatt. Ebben a munkankban (s4dU) csoporttal médositott C-15-mer
aptamerek trombingatl6 hatasat vizsgaltuk.

A trombinon az exosite 1 a 6 fibrinogén felismer6 hely. Hogy meghatarozzuk, hogy a médositott
aptamerek gatoljak-e ezt a régiot és versenyeznek-e ennek a természetes szubsztratjaval, trombin
alvadasi id6t mértiink tisztitott fibrinogénnel és huméan plazméaval, az aptamerek jelenlétében.

A kisérletek elsé sorozataiban az aptamereket preinkubaltuk fibrinogén oldattal, vagy plazméaval és
aztan trombint adtunk hozza. A C15-mer és UC15-mer trombinnal egyutt adva, gatolta a tisztitott
fibrinogén és plazma alvadasat. Az aUC15-mer és vUC15-mer hatéstalan volt. Fibrinogén oldat
esetén az ICso az UC15-mer esetén haromszor alacsonyabb volt, mint C15-mer esetén, plazma
esetében a kiloénbség 2,2-szeres volt.

Amikor trombin hatasara felszabaduld6 FpA gatlasat mértik, az aptamerek hatasossaga

gyakorlatilag azonos volt azzal, amit az alvadasi id6 kisérletekben tapasztaltunk (29. abra).
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A B (O,@), UC15-mer (CJ,M,) és vUC15-mer (A). A
" - y N kisérletek elsé sorozataiban tisztitott fibrinogén
Eo EML\\\ oldatot (A), vagy normal human plazmat (B)
g - 2ol \aNy preinkubaltunk az aptamerekkel  kilénbozé
g Ty @u = ~— koncentraciéban (O,0). A reakciét trombin
B e S > hozzéadasaval inditottuk el és mértik az
A T § % = alvadékképzodési idét. A kisérletek masodik
" - - . — sorozatdban  az  aptamereket  trombinnal
T e o maf:rmm = preinkubaltuk és a reakciot plazma hozzaadasaval
kezdtik (@ ,M). Az eredmények az aptamerek
29. 4bra. Aptamerek hatasa a trombin altal jelenlétében vagy hianyaban mért
kivaltott — alvadékképzédési  idére  fibrinogén alvadékképzddesi idok aranyat fejezik ki. Négy
oldatban (A) és plazmaban (B). A kovetkezd kisérletet eredményeinek atlaga + SD szerepel az
aptamereket hasznaltuk a kisérletben: C15-mer abrakon.

Mindkét aptamer korllbelil kétszer hatékonyabb volt fibrinogén oldatban, mint plazmaban.
Ugyanezt a kuldnbséget 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 kigydoméreg enzim, amely FpA-t lehasitva a fibrinogén Aa-lancarél
fibrinkivalast okoz. Az aptamerek egyikének sem volt hatasa ezen reakciora, amely megerdsiti az
aptamerek trombinspecifikus hatasat. A trombin amidolitikus hatadsat a kromogén szubsztrattal
mérve - S-2238-, nem befolyasoltak a reakciét az aptamerek, bizonyitva, hogy az aptamerek nem
hatnak a katalitikus kézpontra.

Trombin gatlasa hirudinnal az exosite-1-hez valé kétédésen at valosul meg, az UC15-mernek - ha
a hirudinnal azonos helyre kétédik - fel kellene tartania a hirudin gatlé hatasat. Ahogy azt a
kromogén szubsztrat hidrolizisével mértiik. Az UC15-mer koncentracié ndvelésével, a trombin a
hirudin gatlé hatasabol felszabadult, sugallva azt, hogy az UC15-mer versenyez a hirudinnal a

trombin exosite 1-ért. (30. &bra).

[ 30. abra Az UC15-mer fenntartja a hirudin altali

gooa trombin-gatlast. A grafikon a hirudin hatasat
E A mutatja aptamerek hianyaban. A trombin aktivitast
§ ® i)‘? S-2238 kromogén szubsztrattal mértik.
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Vizsgaltuk az aptamerek hatasat a trombin indukalt trombocita aktivaciéra is. PRP-t vagy WPS-t 1
percig inkubaltunk aptamerekkel, névekvé koncentracidban, a trombocita aktivalodast trombinnal
inditottuk. A PRP-ben a C15-mer és UC15-mer dozis-fliggé moddon gatolta az aggregéaciot (31.

abra) és az ATP szekréciot.

62



dc_72_10

Harstfalvi MTAdoktori, Eredmény

‘N&gec . 31. abra. Az aptamerek hatasa a trombocita

‘\‘\/ d "\ aggregaciora emberi trombocita dus plazmaban.

|V | Az 1.25 mM GPRP-t tartalmazé PRP kivonatokat

# \\ eléinkubaltuk a C15-mer (A) vagy UC15-mer (B)
§ 1 kulénb6z6 koncentracidival: 0 mM (a), 0.1 mM (b),
g 0.2 mM (c), 0.3 mM (d), 0.5 mM () és 0.7 mM (f).
* b ?‘ Az elegyet 37 °C-on lumino aggregométerben
w‘; Gsszekevertilk és 0.5 U mL" végkoncentraciohoz

a o trombint adtunk. Az eredmények négy hasonld

eredményi kisérlet adatait mutatjak.

Mind a két esetben az ICs, értéke UC15-merhez csak a fele volt a C15-merhez képest. Sem az
ICso értékek, sem a relativ hanyados nem valtozott, amikor el6észér a trombint inkubaltuk
aptamerekkel, majd hozzaadtuk a PRP-hez. WSP-ben az ICs, értékek drasztikusan csokkentek
mindkét aptamerre és az UC15-mer tizenkétszer hatékonyabb volt, mint a C15-mer.
Megjegyzendd, hogy a trombocitak alakvaltozdsara nem volt hatassal az aptamer, az
aggregacioban maximum hatadsos koncentracional négyszer magasabb koncentracidja sem
(31.A,B &bra). Az aptamer hatas hianya a TRAP-1 és a kollagén indukalt aggregéaciora, trombin
specifikussagot mutat.

Az aptamerek hatasat a trombusképzédésre fiziologias aramlasi kérilmények kodzétt vizsgaltuk,
telies vérbél, kilonbdzé trombogén felszineken kip és sik kamraban. Aptamerek és hir54-65
nélkdli vérbdl a HMEC-1matrixot és trombinkezelt fibrinogén felszint egyforman nagy trombusok
boritottak (32. Aa,Ba abra). Amikor az aptamerek jelen voltak, mind a HMEC-1 extracellularis
matrixot, mind a trombinkezelt fibrinogén felszint nagy szamu, de kisebb terileti és vékonyabb
trombusok valamint sok egyedi trombocita fedte (32. Abc, Bbc abra). Az aptamerek hatasa a
hir54-65 hatasahoz volt hasonlithaté (32. Ad,Bd &bra). Kollagén felszinen nem volt valtozas a

trombusképzédésben az aptamerek jelenlétében (nem mutatjuk).

Kontroll c15 uc15s Hir 54-65 32. abra Az aptamerek hatdsa a trombus
A a o ¢ d képzbdésre, 650 s' sebességgradienssel kup
vagy sik kamrat hasznalva. A feddlemezeket
emberi  dermdlis  mikrovaszkularis  sejtekkel
(HMEC-1) (A) vagy trombinkezelt fibrinogénnel (B)
fedjik. Antikoagulalt vérmintakat 10 U mL™'LMWH-
val eldinkubaltunk a kovetkezd gatlé anyagokkal:
1.5 mM C15-mer (b), 1.5 mM UC15-mer (c),
1.0 uM hirudin fragmens (54-65) (d), vagy azok
nélkl (a). 5 percig, 37°C-on aramoltak a matrixok
felett, majd May-Griinwald-Giemsa-val festettik a
mintakat. Savszélesség=10 um.
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A felszinen képz6détt trombusok mennyiségi meghatarozasara a bennik 1év6 fehérjék
mennyiségét mértik és hasznaltuk az aptamerek hatasanak szamszer( értékelésére.

Az igy nyert adatokbol szamolva,(33. &dbra) az UC15-mer kétszer hatékonyabb volt a C-15-mernél,
az ICsy értékek 10+£29 nM és 400+38 nM kozott voltak. A hir54-65 és az UC15-mer hatasa azonos

volt.
0 fibrinogén  felszinen, aramlasi  kérilmények
[ mellett. A kisérleteket az 29.B. .abra
§1oo jelmagyarazat szerint hajtottuk végre, azzal a
z & kivétellel, hogy ez esetben C15-mert (O), UC15-
g mert (O) vagy hirudin fragmenst (54-65)(A)
S emelked6 koncentrécibban adtuk a citrattal
K antikoagulalt vérmintakhoz, majd mértiik proteint.
E 40 Az eredményeket &brazoltuk a felszinen mért
= Osszes fehérje [%] és az aptamer vagy hirudin
20 fragmens koncentracidjanak aranyaban. Az ICsy
ol bl értékeket a szdvegben leirtak alapjan szamitottuk
10 100 1000 ki.
Inhibitor (nM)
33. abra. Aptamer koncentraciofliggd

trombusképzédés gatlasa trombinnal  kezelt

A vaszkularis tonust és a hemosztazist befolyasol6é L-arginin kotédik a plazminogénhez is, ezért
alacsony koncentraciéban alkalmazott L-arginin hatasat vizsgaltuk a tPA indukalta
plazmingeneraciora és a fibrin lebomlasara. Az in vitro plazmingeneraciét és fibrio(geno)lizist a
plazmin kromogén szubsztratjanak kinetikus mérésével és termék elektroforetikus analizisével.
lebomlas is detektalhaté volt. Néhany antitrombotikum L-arginint is tartalmaz, ezért ezt a hatast ott

figyelembe kell venni [140].

Hemosztazis, trombusképzédés, trombocita és VWF vonatkozasl

klinikai kutatasok

2B tipusu von Willebrand betegek feno- és genotipizalasa

A VWF rutin mennyiségi analizisét kiegészitd6 mindségi analizis és specialis funkcionalis
vizsgalatok rutinszer(ien, megfelel6 minéségkontrollal vannak bedllitva a laboratériumunkban,
ezaltal kiegészitjlk a rutin vizsgalatokat és klinikai esettanulmanyokhoz jarultunk hozza. Egyik ilyen
tanulmanyban négy VWB esetét és fenotipizalasat irjuk le, amelyek genotipizalasat a belga
kollaboréacios 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 kdzdsen tortént a publikalas, amely szerint az R1306W VWF mutéci6 okozta a 2B VWB-et.
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Szerzett Bernard-Soulier szindroma esetének ismertetése

immunkomplexet diagnosztizaltunk. Ezek mellett a betegnek enyhén megnydult a vérzési ideje és
izolalt eltérést tapasztaltunk PRP-vel végzett, risztocetin indukéalta trombocita aggregacional. A
beteg plazméja gatolta a RIPA-t normal PRP-ben és normal vérlemezke szuszpenzidban. A
plazma VWF aktivitas és multimer szerkezet nem mutatott eltérést. ELISA modszert alkalmazva
kimutattunk trombocita receptor GPIb ellenes antitestet. Az adatok szerzett Bernard-Soulier
szindrémara utalnak. Ugy talaltuk, hogy a beteg GPIb ellenes antitest jelenléte mellett
immunkomplex medialt leukocitoklasztos vaszkulitis-szal tarsult, antinuklearis antitesttermelésben
szenvedett. Habar az antitest titer tal alacsony volt, hogy vérlemezke eredetli vérzést okozzon,
voltak laboratériumi eltérések. Tovabba a betegség késObbi fazisdban sllyos nekrotizalo
vaszkulitisz alakult ki, amit mélyvénas trombozis kdvetett. A VWF receptoraval, a trombocita GPIb-
vel kapcsolodd antitest okozta szerzett Bernard-Soulier szindromés esetet diagnosztizalt
munkacsoportunk. A beteg egyéb autoimmun antitestiei mellett a GPIb ellenes antitestnek
alacsony volt a titere, ezért a Bernard-Soulier szindromas betegre jellemzé vérzékenységnek

elsésorban csak a laboratériumi jelei voltak megfigyelhet6k.[22].
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Parhuzamos- és sikon forgd kup rendszer(i adhéziés eszkdzdkkel a vénads és artérias
koérilményeket modellezve a klinikai kutatds terlletén vizsgaltuk kilénb6zé vaszkularis

hematologiai betegségek patomechanizmusat.

Emelkedett trombocita GPIb receptorszam, fokozott trombocita adhézié és sulyos
cerebralis ishemia polycythemia vera esetén

Egy esettanulmanyban igazoltuk a trombocitak fokozott kotédését VWF felszinhez. Tanulmanyunk,
amelyben egy policitémia veraval (PV) diagnosztizalt férfi esetét ismertettlk, igazolta a beteg
trombocitainak VWF felszinhez valé fokozott kdtddését.

Az alabbi tablazatokban ismertetem az eredményeket.

6. Tablazat. [Hematolégiai és immunkémiai eredmények

Laboratériumi vizsgalatok Referencia tartomany | Beteg #1 Dimenzi6
Teljes vér viszkozitas 3.5-4.2 5.8 mPaxs
Vorosvértestszam 47-61 7.5+0.1* x10"/
Hemoglobin 13.5-17.0 14.14 +1.13* | g/d|
Hematokrit 0.40-0.52 0.50 £0.1*

MCV 80-99 64.7 +6.6* fl

MCH 27 - 31 19.4x15* |pg
Fehérvérsejtszam 48-10.8 7.0+1.5¢ x10%/1
Trombocitaszam 150 - 400 264.0 = 31.4* | x10%/
Vas 10.6 -28.3 3.4 umol/l
Transzferrin 2.0-38 25 g/l
Transzferrin szaturacio 16 - 45 5.4 %
Oldhato transzferrin receptor [0.9 - 2.3 141 mg/|
Ferritin 16.4 - 323.0 11.9 ug/l

Mas publikaciokkal ellentétben, normalis trombocitaszam mellett, egyedi volt a trombocita
receptorok eloszlasa. A nyugvé trombocitak felszinén talalhatdé GPIb receptorok szama a varhatotol
eltéréen, kétszer-haromszor nagyobb volt aktivalas utan, egészséges kontrollokhoz és méas PV-as

betegekhez képest. A betegnél sulyos, multiplex, cerebralis isémias |ézidkat falaltunk.
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7. Tablazat Véralvadasi eredmények

Eredmény

Laboratériumi vizsgalatok Kontroll referenciatartomany | Beteg #1 Unit
Protrombin idé 9.3-133 10.8 £0.4* s
APTT 33.7 -42.7 61.5 +5.6* s
Trombin id6 16.9-24.9 17.2 £1.8* s
Fibrinogén 1.5-4.0 3.1 £0.5* g/l
APTT-LA 37.0-46.0 708 £6.9* |s
APTT-LA beteg-kontroll keverék (1:1) 489 £3.0* |s
APTT-LA kever6 plazma 37.0 +1.5* s
Réta: dPT, 50x <12 1.5x0.2*

Rata: dPT, 500x <12 14+0.2*
Antikardiolipin antitest IgG <15 8.1 £4.2* U/ml
Antikardiolipin antitest IgM <125 24.4 +9.3* U/ml
Anti-B,-glikoprotein | antitest IgG <10 4.0 £0.7* U/ml
Anti-po-glikoprotein | antitest IgM <12 20.3 £2.0* U/ml
PFA100 zarodasi id6 kollagén/ADP 55-118 126.8 £15.2* |s
PFA100 zarodasi id6 kollagén/epinefrin | 63 - 142 191.8 £28.4* |s
VWF:Ag 50 - 160 62.0 = 8.5* %
VWF:RCo 58 - 166 48.2 +7.8* %
FVIII:C 60 - 150 542 +10.4* |%
SDS-agaroz elektroforézis normal

ATP kiaramlas

(500 ug/ml arachidonsav) 263 061 ’
ATP kiaramlas (10 umol/l ADP) 1.16 0.53 a
ATP kiaramlas (10 ug/ml epinefrin) 1.71 0.20 @
ATP kiaramlas (1 ug/ml kollagén) 1.66 0.45 @
ATP kiaramlas (5 ug/ml kollagén) 2.31 0.41 8
ATP kiaramlas (5 U/ml trombin) 3.81 0.97 @

3 Az ATP felszabadulas egysége umol ATP/10"" trombocita

dc_72_10
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8. Tablazat A GP Ib, GP llb-llla és a P-szelektin receptorok szama nyugvé és aktivalt
trombocitakban, 6t egészséges kontroll, a vizsgalt személy (Beteg #1) és mas PV betegek (#2, #3
valamint #4) esetében. Az atlag és a tartomany van felttintetve.

GP Ib receptor/trombocita

Kontrollok Beteg #1 | Betegek #2, #3 and #4
33929 66 962 31522
Nyugvé trombocitak
(27 925 - 39 027) (29 266 - 35 311)
20 556 56 041 24 009
Aktivalt trombocitak
(16 301 - 26 928) (17 945 - 28 036)
GP lIb-llla receptor/trombocita
Kontrollok Beteg #1 | Betegek #2, #3 and #4
. 52 036 42 968 34 035
Nyugvé trombocitak
(39099 - 60 574) (26 588 - 39 731)
72 025 67 121 37 974
Aktivalt trombocitak
(62929 - 82 443) (20 692 - 47 246)
P-selectin receptor/trombocita
Kontrollok Beteg #1 | Betegek #2, #3 and #4
148 <100 143
Nyugvo trombocitak
(44 - 373) (81 - 204)
7 985 9935 5383

Aktivalt trombocitak

(4310-12021)

(3770 -7 315)

In vitro trombusképzédési modellben, amelyben telijes vért aramoltattunk vénas és artérias

korilmények kozott

, a ftisztitott VWF-ral

fedett felszineken trombocita aggregacié és

trombusképzédés a volt jellemzd, mig az egeszséges és a PV kontrollok esetén a trombocitak

egyrétegben torténd kitapadasa volt a jellemzé (34. abra).
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34. abra Trombocita adhézi6 a VWF- (A) és
kollagén (B) felszinre, nyiréfesziiltség 0.379 N/mf
(a, c) és 9.878 N/m? (b, d). kontroll (a, b) és a #1
betegnél (c, d).

A savhossz az ,a” abrarészen 50 um., amely a
nagyitast jelenti és minden abrarészre vonatkozik.
Az abrarészek alatti szamok a felszinfedettség
atlagat jelentik (n=3).



dc_72_10

Harstfalvi MTAdoktori, Eredmény

Hasonld, patologias eredményeket még nem publikaltak PV-val kapcsolatban. A tanulmany
aldtamasztjia, hogy a normél trombocitaszammal rendelkez6 PV betegeknek is sziikséges

antitrombocita terapia [27].

Inzulin fiiggé cukorbetegek plazmajabél képzett trombocita dis alvadék lizis
rezisztenciaja

Az artériakban képz6dott trombocita dus trombus fibrinolitikus rezisztencidja a kutatasok egyik
célpontja. Cukorbetegek trombocita dis plazméajaban (PRP) trombinnal képzett alvadék lizis
rezisztenciajat mértiik, szoveti plazminogén aktivatort (PAI-1) adva hozza. A képz6édétt alvadék
fényt szoro6 és atereszt6 tulajdonsagat mérve. A kezdeti lizist egy méasodik alvadasi fazis kovette az
inzulin fliggd betegek (IDDM) plazméjanak tdbb mint felében, mig ehhez hasonlé alvadék lizis nem
vagy csak néhany esetben volt megfigyelhetd az inzulintdl nem fliggé betegek vagy az egészséges
egyének PRP-jében. A gélsziiréssel és moséassal izolalt trombocitak trombin aktivalasa utan a
felllisz6 hatasat vizsgaltuk a trombocita szegény plazméban képzett alvadék lizalhatosagara. A
felliliszo gatolta a PPP-alvadék in vitro trombolizisét. Ez a gatlas erésebb volt az IDDM esetekben
képzett felliluszoval. Ezekben az esetekben a trombocita lizatumban a fellliszé PAI-1 aktivitas és
koncentraci6é aranya nagyobb volt, arra utalva, hogy a PAI-1 molekula véltozasa allhat a véaltozas
héatterében. Ennek a specialis alvadék lizis rezisztencia szerepének a diabetikus vaszkularis

komplikaciokban van-e szerepe, még vizsgalando. [141];

Nagy tanulményok igazoltak, hogy az emelkedett VWF:Ag szint, a VWF névekedett aktivitasa,
fokozott trombozis rizikét jelent, trombotikus mikroangiopatia megjelenéséhez vezethet. Kilonbozé,
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 funkcio, ADAMTS-13 aktivitas és antigén kiilonb6z6
betegségekben.

Emelkedett VWF mennyiség és funkcié, normal ADAMTS-13 aktivitds és antigén volt kimutathatd
maéjcirrhosisos betegek plazmajabol [23].

Kulonbozé eredetli cirrhosisosos betegek (n=151; férfiln6:78/73; 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 (301+122, kontroll 12032 %), VWF:RCo (198+94,
114+42%) és VWF:CB szintek (243107, 119+33 %) voltak. A VWF:RCo/VWF:Ag és a
VWF:CB/VWF:Ag arannyal kifejezett funkciondlis 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 kiilénb6zétt a kontroll csoport aktivitas
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eredményekbdl szamolt aranytol. A multimerizaci6 mértéke, analizalva a kis-, kdzepes-, nagy- és
ultra nagy multimer tartomanyban lévé savok denzitdsabak eloszlasat, a kis molekulatémegi
frakciék mennyiségének névekedése felé tolodott. AZ ADAMTS-13 antigén és aktivitas értékek
igen nagy szorast 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).

70



dc_72_10

MTAdoktori, Harsfalvi J. Ertékelés

Eredmények értékelése

Maodszertani eredmények

Vénas és artérias kériilményeket modellezd, teljes vért alkalmazé aramlasi kamrak
Ebben a tanulmanyban trombocita kitapadast hasonlitottunk 6ssze, kollagénnel fedett felszinen,
magas sebességgradiens mellett CPC és PPC modszereket hasznélva [4]. Habar geometriai és
reologiai kilénbségek vannak PPC és CPC kozétt, a kdzlemény a trombusképz6édés trombogén
felszine és vértérfogat k6z6tti kildnb6z6 hatasokra fokuszal. Felszinnek a kollagént valasztottuk,
mivel ez a szubendotélidlis matrix igen trombogén komponense, artérids sebességgradiens
(1000/s), ahol a VWF a kulcsszerepl. Aramoltatasi idd 150 masodperc volt, az a legrévidebb
idSintervallum, ami reprodukalhaté eredményekhez vezet. Vizsgalatunk a trombogén felszinre
felszinfedettség és trombus terllet kdz6tt van eltérés. A vizsgalt felszinfedettség és atlag trombus
terllet PPC felszineken megegyezik mas kozleményben hasznalt hasonl6é felszinekével, a
modszerbeli eltérésektdl fuggetlenil. Az, hogy CPC felszinfedettség gbrbéje hamarabb véget ér a
PPC-hez képest, jelzi, hogy nincs tébb keringd trombocita, mely a felszinhez tapadhatna. Pedig
elméleti szamolas alapjan, ha csak a felszinhez tapadnak trombocitak, béven lehetne. Ezért arra
lehet gondolni, hogy az aggregéacio jelentés CPC-ben keringé vérben. Erre utal a PPC-hez képest
nagyobb trombus atlagmagassag CPC-ben. A fluoreszcensen jelzett VWF homogén eloszlasa a
trombusban azt mutatja, hogy a VW molekulak a trombocitak felszinhez tapadasa mellett a
trombus ndvekedésben is nagy szamban vesznek részt. Matsui és munkatarsai kozlésével
ellentétes ez az eredmény. Ok nem lattak a VW molekulanak az egyenletes haromdimenzios
eloszlasat, azonban ez az eredménylk valdszinli az elégtelen immunokémiai festéslikkel volt
magyarazhatd, mint ezt egy késdébbi kézleménylkben meg is jegyezték [142, 143]. Az egyedi
trombocitak szamanak jelentdés csokkenése a CPA-ban az adhéz6 mellett jelentés mértéki
aggregéciora utal.

A sikon forgd kup rendszer kevés vérigénye miatt alkalmas klinikai kutatd, de akar rutin
laboratériumi kérilmények kozétt is a vaszkularis hematologiai betegségek patomechanizmusanak
vizsgélatara, azonban a feszinen képzddott adhéziot az aramlé kézegben zajlé aggregéacioval
egyutt kell értékelni. Valoszinli ennek az értékelésnek a hianya miatt, jelenleg is csak néhany
munkacsoport, elsésorban a kamra kereskedelmi forgalmazasat elindité munkacsoport hasznalja a

kamrat.
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A VWF mennyiségi és mindségi vizsgalata, a VW molekula multimerizaciéjanak
kvantitativ jellemzése

A VWF molekuldk valtozd szamu dimer alegységekbdl alinak 6ssze nagy VWF multimer
molekulava. Méretliiket azonban a keringésbe keriilve specifikus proteolizis csokkenti. A
keringésben megtalalhatd VWF molekuldk igy valtozé méretliek és jellegzetes méretbeli (multimer)
eloszlast mutatnak. A molekula méret — az aviditas véltozasa miatt — alapvetéen befolyasolja a
VWF-trombocita kélcsdnhatast. Csak a nagy multimerek képesek hatékonyan koézvetiteni a
trombocita adhéziot, ugyanakkor a szokasosnal nagyobb multimerek a trombusképzdédés
valészinliségét névelik. A nemzetkdzi gyakorlatban eddig nem ismert, Uj eljarast dolgoztunk ki a
VWF multimer eloszlasanak pontosabb leirasara.

Az értékelés és a program jelentdsége, hogy nemcsak a multimer hianyat, de mennyiségének a
relativ csokkenését és novekedését 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 csokken. Azonban nagyobb a varhaté értéke annak a
lehetéségnek, hogy az endotél aktivacio mértékét jelezheti a raktarhelyérdél nagyobb mennyiségben
kiszabadul6, még nagymértékben multimerizalt VWF kvantitaiv jellemzése. Erre példa egy most
futé klinikai munkank, amelyben jél jellemzi a multimer méret és mennyiség a sebészeti eljaras
soran érintett erekbdl felszabadulé VWF trombogén allapotat.

Jelentés eredmény, hogy a VWF multimerizacié mértékének szamszerli megadasara kidolgozott
szoftver alkalmazhat6é barmilyen szakaszolt ndvekményt (multimerizacioé vagy polimerizacio) leiré

cstcsgdrbe halmaz értékelésére.

A trombusképz6dés és trombogén felszin, a VWF és a trombocitdk

vizsgélata, alapkutatasi eredmények

Trombogén felszin vizsgalata, VWF nélkiili endotélsejt matrixon torténé adhézié
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
trombusképzddést, artérias és vénas aramlasi koriimények koézott egyarant. Eredményeink arra
utalnak, hogy magas aramlasi sebességen a szubendothéliumon adhézié és aggregatum
képz6dés bekovetkezhet I-es lll-es és 1V-es tipust kollagén, valamint VWF kézremiikodése nélkul
is.

Trombin inhibitorokkal gatolhaté a trombus képzédése. Ez az eredmény arra utal, hogy jelentds
mértékl trombinképzédés lehet a nagyméretli trombusok képzédése hatterében. A HMEC-1
sejtvonal hasznos lehet olyan tanulmanyokban, amelyekben, a mikrovaszkularis szubendotélium
trombogén tulajdonsagait vizsgaljak. Mivel fibrillaris kollagén és VWF hianyaban is igen trombogén

a matrix a trombin aktivitas fliggd trombdzis modellekben javasoljuk a hasznalatat.
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Kollagénhez artérias aramlasi koérilmények kozott kapcsolédott VWF molekula

vizsgalata

A von Willebrand betegség patomechanizmuséanak eddigi ismeretei szerint nemcsak a plazma
VWF molekula hidnya vagy csékkent mennyisége, hanem a megfelel6 mennyiségd, de a multimer
molekula nagy multimerjeinek hianya vagy a molekula kollagén kot6 helyének funkcié képtelen
mutaciodja is vérzékenységet okoz. Alapkutatasi és klinikai kutatasi eredmények igazoltak, hogy a
trombocita adhézidbhoz VWF nagy molekulatomegli része elengedhetetlen. Az is igazolédott, hogy
a multimer molekula szerepe az, hogy ideiglenes megkdsse, ezaltal aramlasaban lelassitsa a
trombocitdkat a sérilés helyén szabadda valé trombogén struktirahoz. Az, hogy ehhez a
folyamathoz a sérllt felszinen kitekeredd, és eltertildé VWF, mint egy tépdézar tapadd része
szolgaltat segitséget, vagy egy pontjan régzil, és horgonykétélként funkcional, még tisztazandé
kérdés.

Tobben igazoltdk azt a feltételezés, hogy a molekula globuléaris formaban kering, és aramlas
hatasara ,kitekeredik”, egyméashoz kapcsolédik [66], fonalat képez [67]. Barg és munkatarsai
szilanizalt csillampalan nagy sebességgradienssel aramoltatva régzitettek VWF-t. Trombocitakat
kotd, aktiv, 300 um hosszusagot is elérd szalakbol allo filamentozus haldzat képzédott. AFM-es és
immunflureszcencids mikroszképos megfigyeléssel igazoltéak, hogy a halé képzédéséhez nagy
VWF koncentracio, legalabb 21 dyn/cm2 nyirofesziltség és alacsony hidrofobicitasu koétéfelszin
szikséges. Ugyan a VWF molekularis halo |étrej6ttéhez a nagy nyirofesziltség sziikséges, a VWF
trombocita koété képességének az indukaldsdhoz elégséges a molekula adszorpcidja egy
megfeleléen trombogén felszinhez.

Kifejlesztettlink egy aranyjelzett Protein A-t alkalmaz6 moédszer, amely lehetévé tette az atomerd
mikroszkopia (atomic force microscopy, AFM) alkalmazasat 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 névekedésére.
Parhuzamos lemez(i aramlasi kamraban kollagénnel fedett Gveglemezeken gél filtracioval tisztitott
VWEF-t aramoltattunk alacsony (0.07 N/m2) és magas (4.55 N/mz) nyiréfesziltséget biztositd
kérulmények kozott. AFM képalkotassal hasonlitottuk 6ssze a kollagénhez kotétt VWF morfologiai
kiulonbségeit. Szignifikans kulonbség nem volt felfedezheté a VWF morfologidjaban, az
elrendez6dés nagyfoku véletlenszerliséget mutatott. A felszinhez koététt VWF mennyisége majd
kétszeres volt magas nyirofesziiltség esetén, valamint megjelentek szokatlan formaja VWF
molekulak is. Ez a kilénbség 15 perces perfuzid esetében eltlint. Ezen felil mosott és fixalt
nyiréerék hatadsa alatt. Mindezekbdl arra kévetkeztetlink, hogy a nyiréer6 nem befolyasolja
szignifikansan a VWF molekula alakjat, amikor az a kollagénnel fedett felszinhez kétédik. Bar kis
nyiréerd esetén késébb telitédik a kollagén felszin a VW molekulakkal. Ezt az eredménytinket

tamasztja ala egy 2010-es kdzlemény, amelyben a VWF multimer analizisét mutatjak be. Nem a
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mennyiségét mérik, de vilagosan latszik az abran, hogy a human lll-as tipusu kollagénnel fedett
felszinhez nagyobb mennyiségben kotédoétt a VWF az elsé és masodik perces mintakban, amikor
400-, 1700-, 4000/s sebességgradiens jellemezte a VWF és mosott vorésvértest szuszpenzid
aramlasat [144]. Ez a cikk azt is bemutatja, hogy a sebességgradiens névelésével a felszinhez
kotott VWF nagy multimerjeinek a mennyisége né. Egy 2002-es kdzlemény, amelyben felszini
plazmon rezonancia moédszerrel mérik a készilék csippjéhez konjugalt kollagén VWF kot
képességét, arrél ir, hogy a multimerek jobban kétddnek a kollagén felszinhez [145]. A mi
eredményeinket a citalé kozlemények elfogadjak, haszndljak sajat munkajuk bevezetéséhez vagy
magyarazatahoz, de magahoz az alapkérdéshez nem tesznek semmit [146] [147], [148-159].
Ellentétben masok munkajaval, azt igazoltunk, hogy a VWF molekulak, az in vivo kérilményeket
megkozelitd aramlasi feltételeket biztositva, nem mutatnak aramlési irdnyba rendezédé fibrillaris
struktarat a kollagén felszinen, az aramlas soran a kollagén felszinhez tapadt VWF nem terul ki,
feltehet6en sokkal kisebb molekulaszerkezeti valtozasok térténnek.

A multimerizacié nem befolyasolja a VWF monomer funkcionalis egységeit, ,domain’-jeit, azonban
egyre t6bb adat bizonyitja, hogy a funkcié szempontjabdl fontos domének hozzaférhetésége nagy
konformécié véltozasa milyen mértéklii és mennyire fligg mas molekulékkal-, mint a kollagénnel
vagy a GPIb receptorral valé kélcsonhatastol. A legtdbb tanulmany azonban azt allitja, hogy a VWF
multimer molekula szerkezete az all6 trombogén matrix és a viszonylag nagy sebességgel mozgd
trombocita kézti kélcsdnhatas kdzvetitésére azért nagyon alkalmas, mert a globularis molekula
kitekeredik a nagy nyiréerd hatasara és képes a trombocitat mintegy kipanyvazni, mikézben a
VWF szamos kdlcsdnhatési helye hozzaférhetévé valik; a meghosszabbodott VWF polimer kotési
potenciélija megné [160, 161]. A VWF A1 doménjének a trombocita GPIb receptorhoz vald
kotédése a f6 adheziv kdlcsdénhatas. A VWF kollagénhez vald kotédése soran valik az A1 domén
konformacidja alkalmassa erre a szerepre [162]. Az igy létrejott kapcsolat reverzibilis. Arra is
vannak adatok, hogy nem egy VWF molekula tolti be a hid szerepét az érfal sérilésekor felszinre
kerlld kollagén (és egyéb szubendotélidlis molekuldk) és a trombocitak kozétt, hanem a
plazméaban lévé VWF molekuldk gyorsan hozzakétddnek a felszinhez rogziilt tarsaikhoz (auto-
asszociacio), sajat kisérleti eredményeink szerint azonban nem valtozik a konformacié atomerd

mikroszkoppal megfigyelheté mértékben [10].

Human VWF ellenes antitest 2B tipusu eltéréseket okoz

Egyértelmlien igazoltuk, hogy az 1C1E7 antitest a VWF-nak a trombocita GPIb receptorat kétd
helyét befolyasolta, mivel GPIb ellenes antitesttel meg lehetett sziintetni az 1C1E7 hatasat, azaz
egyedi trombocitdk szdmanak csokkenését és az aggregatumok képzédését. Nagy
nyiréfesziltséglii aramlast modellezé rendszerekben (O’Brien filtrométerben és parhuzamos
lemezli aramlasi kamraban) azonban a trombocita adhézi6 csokkent. Ezt a latszolag
ellentmondasos eredményt az aramlasi citometrids mérések eredménye magyarazza meg, amely

szerint az 1C1E7 hatasara a VWF a trombociték felszinéhez kot6détt. GPIb ellenes antitest
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felfiggesztette a VWF tdbbségének a kotédését. A VWF multimerizacidjanak analizise azt is
igazolta, hogy a nagy multimerek kotédtek a trombocitakhoz, mivel ezek tlntek el a vérbél. Ez a
jelenség telijesen hasonl6 a 2-es tipusi VWB patomechanizmuséhoz. Az 1C1E7 antitestnek
jelentés szerepe van a koéros VWF-GPIb kdlcsonhatasok mechanizmusanak tisztazasaban [19].
Ismerve, hogy kb. 25000 GPIb receptor van egy trombocita felszinén, és a VWF dimer
molekulastlya kb. 500000 Da, az 1C1E7 okozta 21%-0s VWF szint csékkenés a GPIb receptorok
60%-0s foglaltsasat okozhatia. A VWF nagy multimerei kétédnek a trombocitakhoz, azok
aggregacios készségét megtartva, azonban a kollagén felszinhez a kisebb VWF multimerek
kotédnek, amelyek kevésbé alkalmasak a trombocitak felszinen valé gérdilését biztositani. Ez azt
is jelenti, hogy nagy nyirofeszlltség esetén a VWF-t mar tartalmazé trombocita nem képes
adhéziora. Eredménylnket erdsiti az a kozlés, amelyben 2B tipusit VWB-et okoz6 VWF
rekombinans mutansa is gatolta a trombocita adhézét, amikor a rekombinans VWF a GPlb
receptorok 40%-at foglalta le. Egy francia munkacsoport hasonlé hatast monoklonalis antitestet
ismertetett. Errél az antitestrél azonban igazoltak, hogy az A1 doménhez kétédott és feltételezték,
hogy direkt konformaci6valtozast okoz. Az 1C1E7 a VWF-hoz N termindlisan kotédik és késébbi
direkt bizonyitékok alapjan, az A1 doménre haté konformaciévaltozast okoz [163]. Az antitesttel
kapcsolatos munka tervét és a kisérleteket a magyar munkacsoport tagjai készitették, azonban a
belga kozremikodoknek olyan nagy szerepe volt az eredmények értelmezésében, hogy az

elsészerzésség jogat atadtuk Hans Deckmyn munkacsoportjanak.

Kollagén VWF kélcsénhatas és a trombusképzddés gatlasa, inhibitor

molekulak, gyégyszer hatas potenciél

Piéca nyalabol izolalt peptid (Calin) specifikus gatlé hatasa a VWF-kollagén
kolcsénhatasra artérias aramlasi koriilmények kozott

Hirudo Medicinalis-b6l szarmaz6 Calin gatolta a trombocita dus trombus képzédést hdércsdgben a
von Willebrand faktor-kollagén kélcsénhatast a kollagén indukalta trombocita aktivaciot és adhéziot
dinamikus kortlmények kozott [164]. [14]. Ez a hatas specifikus, mert a Calin nem vagy alig
befolyasolta az ADP, A23187, arachidonsav vagy U46069 aggregéaciot. Statikus koriimények
kozott koncentracio fuggben, de nem teljes mértékben gatolta a VWF kétddését a kollagénhez.
Mivel a VWF-nak legalébb két kollagénkétd helye van, a részleges gatlasnak az lehet az oka, hogy
a Calin csak az egyik kotbhelyet foglalja le. Az is bizonyitia, hogy a Calin kapcsolédik a
kollagénhez, hogy a Calinnel eldinkubalt kollagén nem volt képes VWF k6td kapacitasat megtartani
mar 10 perc inkubélas utan sem. A VWF kollagénhez val6 kétédése sebességgradiens fliggésének
mérésére, amit korabban senki sem mért, kidolgoztam egy médszert. Ennek az eredménye, hogy
a Calin nyirasi feszultségtél fuggéen befolyasolja a VWF-kollagén kélcsonhatast. Az ICs, statikus
kérulmények kozott és kis sebességgradiensnél hasonld, de 5-szér nagyobb, mint nagy

sebességgradiensnél. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a VWF aramlasfliggé konformécio
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véltozdsa is szerepet jatszhat a VWF kollagénhez vald koétédésében. A sebességgradiens
véltozadsanak hatdsa jelentés a trombocita-kollagén kapcsolédas mechanizmusaban: nagy
sebességgradiensnél a trombocita elészor kollagénhez kététt VWF-on at a GPIb receptoron, majd
GPla-lla receptoron kézvetlenul kapcsolédik a kollagénhez, mig kis sebességgradiensnél a
trombocitak kollagén receptorainak van elsédleges szerepe. Mivel a Calin a kollagénez kotédik,
feltételezhetd, hogy mind a két mechanizmuson keresztill hat. Erdekes volt a Calin kiilénbozd
trombogén felszinekhez torténé adhéziéra vald hatasat is megvizsgalni, kis és nagy
sebességgradienseknél. A Calin koncentracio figgéen gatolta a trombocita adhéziét kilonbdzd
tipusu kollagénekhez. Nagy sebességgradiensnél a Calin alacsonyabb koncentracidéban gatolta a
trombocita adhéziét, mint a VWF kotddését I-es tipusu kollagénhez. Bar a kisérleti korilmények
nem voltak teljes mértékben azonosak, az a kévetkeztetés levonhatd, hogy a Calin-gatlas nem
csak a VWF-kollagén kolcsdnhatas gatlasan keresztll érvényesil. Alatdmasztva ezzel azt a
nézetet, hogy nagy sebességgradiensnél a trombocita GPla/lla abszolut sziikséges a trombocita
adhéziéhoz. Human eredetii I-es és lll-as tipusu kollagénekhez &tszér kevesebb Calin mutatott
hasonl6 trombocita adhézi6 gatlast, mint a Horm kollagénhez. Ez azt jelentheti, hogy a Calin nem
egyforman kotédik a kilonbdzé kollagénekhez, vagy a Horm kollagén olyan aktivatort/okat
tartalmaz, amely/ek jelentdés mértékl, nem kollagén fliggd aktivalodast is kivalthat/nak. (A Horm
kollagén egy durva kollagén preparatum, kulonb6zé, de féleg l-es és lll-as tipusu kollagének
keveréke. Az adhézi6 soran sokkal nagyobbak az adhézids terlletetek, mint barmely mas
kollagénen és azokon igen intenziv az aggregatumok képzddése.) Haementeria officinalis-bél
izolalt leech antiplatelet protein (LAPP), és a rekombinans technikaval eléallitott forméaja (rLAPP),
szintén gatolta a kollagén-adhéziot, statikus kériilmények kozétt vizsgalva, I-es tipusd kollagénen.
Dinamikus kériilmények kozétt gatolta az adhéziot 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
telies gatlashoz 3uM rLAPP koncentraci6 volt szilkséges nagy sebességgradiensnél, mig 10-szer
nagyobb koncentracidban 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 matrixahoz (ECM). Kis sebességgradiensnél a kollagén
adhéziéhoz hasonld, koncentracio figgdé gatlas volt, de nagy sebességgradiensnél, ahol a VWF
dontd szerepet jatszik, nem volt szignifikans gatlas, annak ellenére, hogy a Calin gatolta a VWF
kotédését a kollagénhez. A magyarazat az lehet, hogy az ECM maga tartalmaz mar VWF-t, igy
nem szlikséges azt a vérbdl felvennie. Masik magyarézat, hogy hasonléan a LAPP-hoz, a Calin
kevésbé aktiv a VI-os tipusu kollagénnel szemben, amely az ECM-ben az elsédleges VWF
kotéhely. Mindezek ellenére a Calin hatasos allatkisérletes trombo6zis modellen. Ebben a
modellben egy standardizalt metszést ejtenek a horcsdg femoralis vénajan, amelyen trombocita-
dus trombus képzédik. Mivel a vénas rendszerben a kis sebességgradiens a jellemzd, valészind,
hogy itt a trombocita-kollagén kélcsdnhatas gatlasa érvényestilt.

Osszefoglalva, a Calin amellett, hogy gatolja a direkt trombocita-kollagén kélcsénhatast, a kollagén

VWF koétédést is befolyasolja, ezért kis és nagy sebességgradiensnél egyarant mutatkozik az
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adhézi6 gatlo hatasa. Cikkiink megjelenése 6ta tdbb 6sszehasonlitas jelent meg a Calin-rél és mas
trombozis gatloszerrél [165] [166], a kilénbdzd trombodzis modellekben hasznos a trombocita-

kollagén kélcsénhatés tanulmanyozésara.

VWF konformacié fiiggo koétShelyeinek vizsgalata, trombusképzédés gatlasa a

VWF-kollagén koélcsonhatasra specifikus fagokkal és fagpeptiddel

Alapkutatas szintién még ma sincs elég adat arra, hogy a VWF valamilyen felszinhez val6
régzllése okoz-e olyan konformécid valtozast a multimer molekuldban, hogy az befolyasolja a
kollagén-VWF-GPIb kolcsonhatast. Alkalmazott kutatads szintjén az éllatkisérletes 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 kérilmények kozott is. Sét, a toébbi antitrombotikus agenssel &sszevetve,
szélesebb a terdpias spektrumuk, mint a ma hasznalt antittombotikus vegyuleteké, mivel a kelld
antitrombotikus hatéas eléréshez sziikséges dozis alkalmazasa nem jar egyiitt a vérzési idd jelentés
mérték(i megnyllasaval. Ezen tanulmanyok szerint ezek az antitestek és protein fragmentumok
intravénasan alkalmazandok, tehat csak heveny esetek kezelésére alkalmazhatok. Fagtechnoldgiat
alkalmazva olyan peptidek keresése volt a célunk, amelyek antitrombotikus hatéassal rendelkeznek
A peptidek az oralis antitrombotikus gyogyszerek j6 kiindulasi alapanyagai lehetnek. Egy linearis
heptamer fag kényvtarat vizsgalva azonositottunk egy YDPWTPS peptid szekvenciat hordoz6 fag
klont, amely gatolja a VWF-kollagén kdlcsdnhatéast statikus és aramlasi kérilmények kdzt egyarant,
ami bizonyitja, hogy hatassal van az adhéziéra és a trombus képzédésre. Erdekes modon a négy
YDPWTPS szekvenciat hordoz6 négyagi MAP megtartotta az eredeti peptidet hordozé fag klon
antitrombotikus képességét, szemben a szimpla peptiddel. A MAP hatékonyan gatolja a
vérlemezkék kitapadasat kollagénnel fedett felszinre artérias aramlasi kériilmények kdzt, majdnem
telies gatlast mutat 150 nmol/L koncentracional, ami valéban jo kiindulési 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 felszinikén, ezaltal a megjelenitett peptid hatasat inkabb az
aviditas hatarozza mintsem az egyedulalld peptid affinitasa. Jelen tanulmanyban az aviditas
szerepe a MAP hasznélataval igazolédott, hatékony inhibitor volt.

Bar GPIb-VWF kélcsénhatast gatld peptid antagonistakat mar azonositottak, tudomasunk szerint
ez az elsé beszamold egy olyan peptidrél, amely adhéziot és aggregaciot gatlé hatasat a VWF-
kollagén koélcsénhatas gatlasaval fejti ki. Varatlanul, de azt figyeltik meg, hogy a peptid epitopja a
VWF C doménjében helyezkedik el. Hosszu ideje bizonyos, hogy az A3 domén tartalmazza a
fibrillaris 1-es és lll-as tipusu kollagén szamara az elsédleges kétéhelyet, ahogy A1- és A3-delécios
mutansokkal folytatott tanulmanyok bizonyitottak. Masrészt, Ugy tlinik, hogy az A1 domén is
szerepet jatszik az l-es és lll-as tipusu kollagénhez vald kotddésben, amely akkor valik

nyilvanvaléva, amikor a D’D3 domén takarasa artérias aramlasi kérilmények hatasara megszinik.
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Tovabba aramlasi kérilmények kézt az A1 doménben talalhatd a kotéhely IV-es tipusu kollagén
szamara. Mostanaig nem derlt ki, hogy a C doménnek van-e szerepe az l-es és lll-as tipust
kollagénhez torténd kotédésben. Erdekes mod, egy korabbi tanulmanyunkban, amely soran
pentadekamer konyvtarat és eltéré szelekciés modszert alkalmaztunk, két fag klont azonositottunk
RVVCEYVFGRGAVCS és GCCFLVGGLCYSTCA szekvencidkkal, amelyek epitopja a C
doménben van és szintén gatoljak a VWF-kollagén koélcsdnhatast. A régebben szelektalt és az
utdbbi fagok egymassal vetélkednek a VWF kétésért, ami megerdsiti a tényt, hogy ugyan ahhoz a
doménhez kotddnek és arra utalnak, hogy a C domén valéban szerepet jatszhat a VWF-kollagén
kolcsonhatasban. Az hogy a C domén hogyan befolyasolja a kollagén kotést egyeldre tisztazatlan.
Nem val6szin(i, hogy a C domén kozvetlen szerepet jatszana a kollagén kétésben, mivel ilyesfajta
kolcsdnhatas meglétére még nincs bizonyiték. Meglehet, hogy a C doménhez torténd kétédéssel a
peptid konforméaciovaltozast idéz elé a VWF-on, pontosabban az A3 doménben, igy akadalyozva a
VWEF-kollagén kétés kialakulasat.

Konkluzioként elmondhatjuk, hogy megtalaltuk az elsé olyan peptidet, amely artérias aramlasi
korilmények kozott gatolia a VWF-kollagén kélcsénhatast, valamint a trombocita adhéziot és
aggregaciot. Egy ilyen peptid jo kiindulasi pont lehet egy oralisan adhaté antitrombotikus gyogyszer

kifejlesztéséhez.

A VWF és a trombocita GPlb receptora kdzotti kélcsonhatas és gatlasa

A VWF a tromboctakat azok GPIlb receptordhoz kotédve tartja a sériilés soran szabadda vald
trombogén felszin kdzelében.

Parhuzamos- és sikon forgd kup rendszer(i adhéziés eszkO6zokkel a vénas és artérias
kéralményeket modellezve kollaboraciés partneriink GPlb gatlasra iranyul6 alapkutatasi munkaiba
kapcsolédtunk be. A vizsgalatok igazoljak a VWF-GPIb konformacié specifikus kapcsolodasat. A
6B4 és a 24G10 monoklonalis antitestek GPIba-ban két fontos kétéhelyet ismertek fel: az egyik az
N termindlis 1-59 szakaszan, a masik az 1-81 szakaszon, koézeli kontaktusban a 201-268
szakasszal. Rdadasul ezek az eredmények tovabb erdsitik azt az allaspontot, hogy molekulan
bellli kélcsénhatas létezik az N-terminalis vég (1-81 aa) és a C-terminalis (201-268 aa) kozott [15],
[16] Ezeknek az eredményeknek igen nagy haszna van a VWF-GPIb kélcsdnhatas gatlasara

iranyulo6 kutatasokban [167].

Trombin aktivtas gatlasasanak hatasa a trombusképzédésre

A trombusképzdédést jelentdsen befolyasolta az aramlasi kérilményeket modellezd kisérleti
rendszeriinkben a trombin aktivtas gatlasa, mind kollagén, mind HMEC matrixon. Ebben a
munkaban a vaszkularis térténéseket hatékonyan befolyasol6 inhibitor, egy 4-tio-deoxiuridilattal
modositott aptamer (UC15-mer) hatasnak a vizsgalatat irjuk le [20].

Az eredményekkonnyebb értelmehetésége érdekében az aptamerek szerkezetét a 34. abran

mutatom be.
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A konszenzus aptamer szerkezete: GGTTGGTGTGGTTGG 34. abra. A konszenzus és a modositott

I aptamerek szerkezete
Ivan Smimov & Richard H. Shafer:
Biochemistry 2000,39, 1462-1468

G2 A (s*dU), (4-thio-deoxyuridilat)
T “ ) ) T3 T3 monomer egység szerkezete
A médositott szekvenciak:

123456 7891011121314 15 X: N
GGXTGGXGXGGTXGG R 0;\,‘
GGXXGGXGXGGXXGG ot u/j/"
GGXXGGTGTGGXXGG ¢ o

Az irodalomban kdzoélt adatok szerint a C15-mer géatl6 hatasa (ICso) a trombin indukalt fibrinogén
alvadasra 25-200nM kozétt valtozott. Ezeket az adatokat a kisérletekben hasznalt kilénbéz6
trombin koncentraciok miatt nehéz 6sszehasonlitani, de a mi eredményilnk (52,9nM) beleillik ebbe
a sorba. Az UC15-mer esetén az ICs, 2,8-szor alacsonyabb volt a fibrinogén alvadasi tesztben, a
C15-mer-hez viszonyitva, tehat az Gj, moédositott aptamer gatlé hatasa erésebb volt, mint a C15-
meré. Az UC15-mernek 2,2-szer nagyobb gatlé hatasat igazoltuk plazmaval is. Hasonld
eredményeket kaptunk, amikor a trombin aktivitast FpA felszabaditassal mértiik. Az 1Cso mindkét
aptamerre magasabb volt plazméban, mint fibrinogén oldatban. Az aptamerek protrombinhoz vald
specifikus kotédése 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 irodalombdl is jél ismert, nem gatolta. Ez azt jelenti, hogy aptamer a hatasat nem
a trombin katalitikus oldalan keresztlil fejtette ki. Hogy bebizonyitsuk, hogy az UC15-mer a trombin
exosite-1-hez kotédve vett részt a trombin alvadasi aktivitasanak gatlasadban, az UC15-mer és a
hirudin egyitt adva a reakciéelegybe vizsgaltuk a hatasukat. A hirudinrél ismert, hogy a C
terminalis véggel kapcsolatba 1ép a trombin exosite-1-gyel, az N-terminélis vége pedig a trombin
aktiv centrumahoz kapcsolodik, igy blokkolja mind az alvadasi, mind az amidolitikus aktivitast. Ha
az UC15-mer lekétné az exosite 1-et, fel kellene fliggesztenie a hirudin okozta amidolitikus aktivitas
gatlast. Valoban, kromogén szubsztrattal mérheté volt, hogy az UC15-mer jelenléte felfliggesztette
a hirudin gatl6 hatasat.

A Ci15-mernek a 4-tio-deoxiuridilattal valé moédositasa kétszer erésebb trombin indukalta
trombocita aggregéacio és szekrécid gatlast eredményezett PRP-ben. Esetiinkben a C15-merre az
ICs0 @ PRP-ben 3-4-szer nagyobb volt, mint Li munkacsoport altal kdzolt érték. A kilénbség talan,
ha csak részben is, az értékelés kulonb6z6 modszere miatt lehetséges; 6k az aggregacios vonal
alatti terllet mérésével jellemezték az aggregacié mértékét, mig a mi tanulmanyunkban az ICs
kalkulalasa az aggregacios gorbék meredekségén alapult. A kollagén indukalt aggregéacio és
szekrécio trombintol 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 trombintél fliggetlenul 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 aggregéciéra, beigazolva,
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hogy az aptamerek trombinhoz val6 kétédése blokkolja a trombinnak azt a képességét, hogy PAR-
1-et hasitsa. Mindkét aptamer gatl6 hatasat teszteltik mosott trombocitédk szuszpenzidjaval (WPS)
is. WPS-ben az aptamerek sokkal hatékonyabbak voltak, mint PRP-ben. Az ICs, értékek
kilénbségének mértéke nagyobb volt, mint a plazma és a fibrinogén alvadas gatlasat jellemzd 1Cso
értékek kozotti kulonbségek. Ennek egyik oka az lehet, hogy a mérérendszerekben a plazma
proteinek aranya, kdztik a protrombin is, igen eltéré volt. A WSP-ben nem volt fibrinogén, amely
szintén egy ok lehetett. Végiil a szabad Ca ionok koncentracitja kb. 20-szor magasabb volt a
WSP-ben, mit a citratos plazmaban. A C15-mer és az UC15-mernek a gatlé hatasa kozotti
kilénbség 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 aggregacioval és szekrécioval,
a trombin indukalt trombocita alakvaltozas (shape change) érintetlen volt 4yM aptamer
koncentracioig. Két tanulméanyban az alakvaltozast nem értékelték, de a publikalt abrék alapjan az
véltozatlan volt az aptamer jelenlétében. Egy harmadik tanulményban nem volt alakvaltozas
alacsonyabb C15-mer koncentracioknal, de telies gatlas tortént 1,45uM-nal. Fontos, megjegyezni,
hogy a trombin indukalta trombocita aggregéacio Utjanak (PAR-1 és GPIb) gatladsa a trombin
indukalta trombocita alakvaltozast érintetlentl hagyta. D-Phe-Pro-Arg klorometil-keton szintén
gatolta a trombin indukalt aggregaciot 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 alakvaltozas 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
“ragadds” Osszetevéihez és aktivalodnak. A trombocita aktivaciot felerésiti a helyben képz6dd
trombin és fibrin, melyek az éppen zajl6 trombusképzédés soran alakulnak at aktiv molekulava.
Hogy értékeljuk, hogy az aptamerek hogyan hatnak a trombusképzdédésre, 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 kdtve 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 trombinképzddést igen
nagymértékben aktivalja. Masok pedig azt mutattdk ki, hogy a trombin, vagy trombinkezelt
fibrinogén altal boritott felszinen trombin receptor fliggé adhézi6 valésul meg. Kisérleteinkben a
nagy trombusok képzédését mindkét aptamer gatolta a HMEC-1 maétrixan és trombinkezelt
fibrinogénen is, de maga a trombocita adhézié nem valtozott. Hasonlé eredményeket kaptunk a
trombint gatlé 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 kététt trombint is. Mint mas

trombinspecifikus gatléanyagok, az aptamerek sem befolyasoltak a kollagén indukélta trombocita
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adhéziét. Az eredmények arra utalnak, hogy a trombin exosite-1 részt vesz a trombocitadk HMEC-1
és trombin-kezelt fibrinogén felszineken térténé trombusképzé folyamataban.

A trombusba zart fehérjék mérése -amely trombocitakbol és plazmabdl szarmazéd proteineket
tartalmazza, els6sorban fibrint- egy komplex 0Osszképet ad az aptamerek hatasarél a
trombusképz6édés soran. Ebben az &sszetett rendszerben az ICs, értékek mindkét aptamerre
némiképp magasabbak voltak, mint plazmaban, 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 poziciokban a konszenzus
aptamer timidilatjainak 4-tio-deoxiuridilattal valo kicserélése sokkal erésebben gatolta a trombin
indukalt fibrin alvadékképzédést és trombocita aktivaciot, habar a hatékonysaga 2-12-szereres
kozott valtozott a kulonbozd 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 tulajdonsagaiban. 1/ A
modositott nukleotid tautomerizacidja miatt (enol forméba alakulasa) reaktiv — SH csoportot vagy
csoportokat hordozhat és ez a csoport a megfeleld poziciéban reakciéba Iéphet a fehérjék
szulfhidril csoportjaival. Mivel nincs szabad -SH a trombinon, ez a valtozds nem magyarazza az
UC15-mer megnétt gatldé kapacitasat. 2/ A tiono csoport a 4-es pozicional a bazist hibrofébba
alakitia at, amely er6sebb aptamer-protein kolcsénhatast eredményezhet. Korabbi publikaciod
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
lehetséget jelent hatékonyabb trombingatlé aptamerek létrehozasara, amelyek Uj, potencialis
antitrombotikus ~ gyogyszerek. Eredményiinket az aptamerek molekulamodellezési és

szerkezetmositasi munkakban hasznaljak [168], [169].
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Hemosztazis, trombusképzédés, trombocita és VWF vonatkozasu
klinikai kutatasok

Egy vérzékeny beteg vizsgalata soran az adatok szerzett Bernard-Soulier szindrémara utaltak. Ugy
talaltuk, hogy a beteg GPIb ellenes antitest jelenléte mellett immunkomplex medialt
leukocytoklasztikus vasculitis-szal tarsult antinuklearis antitesttermelés volt a f6 jellemzéje a
betegség lefolyasa alatti adatoknal. Az antitest titer azonban tul alacsony volt, hogy vérlemezke
eredetli vérzést okozzon a betegnek, de a laboratériumi eltérések jellemzéek voltak. A betegség

késbbbi fazisaban stlyos nekrotizalé vasculitis alakult ki, amit mélyvénas trombozis kdvetett.

Prospektiv epidemiolégiai tanulmanyok alapjan a VWF-t atherotrombotikus rizikofaktorként tartjak
szamon. Trombotikus megbetegedések; érgyulladasok, diabetesz, elhizas, magas vérnyomas,
maj- és malignus megbetegedések kiséré jelensége a plazma VWF szintjének emelkedése.
Emelkedett szintjét az endotélt ért stimulus illetve sériilés bizonyitékaként figyelték meg periférias
artérias megbetegedésekben; valamint mind akut, mind ischemias stroke-ot vagy tranziens
ischemias torténést kdvetden; kiemelten nagy-artérias aterotrombézis okozta isémias sztrokban;
valamint radi6frekvencias szivkatéterezésen atesett betegek esetén [88].

A szerzett hemosztazis rendellenességek leggyakrabban majcirrhosisban fordulnak el6. Ezek a
rendellenességek csokkent vagy novekedett hemosztazis kapacitast jelenthetnek, de a
kompenzatorikus mechanizmust is eredményezhetnek. Sajat és masok kozléseibdl ismert, hogy az
endotél aktivaci6 markerének, a VWF-nak a szintje igen magas ezen betegek plazmajaban [170],
[171], Kilénbdzé eredetli és salyossagl majcirrhosis beteg esetében a VWF kilénbdzé
modszerekkel mért aktivitasdt a mennyiségi valtozasa fliggvényében vizsgéltuk és az
eredményeket Osszevettik a VWF multimerizaci6 fokat befolyasol6 ADAMTS-13 enzim
aktivitasaval és mennyiségével. A csokkent VWF aktivitas / antigén eredmények a molekula
funkciéjanak csékkenésére utalnak. Megallapitottuk, hogy az ADAMT-13 mennyisége és aktivitasa
a betegség legsulyosabb fazisdban csokkenést mutat. A multimerek eloszlasa is a kdzepes
méretiiek tobbségét mutatta. Ami azt jelentheti, hogy a nagy multimerek vagy nem képzédtek
elegendé mennyiségben, vagy hamar lebomlottak, esetleg kilriltek. Az esetk tdébbségében
azonban a lebonté 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 perturbacié koévetkezménye lehet. A VWF:CB is csokkent a betegség
legsulyosabb fazisdban, ami utalhat a szintetizalédott VWF multimerizaciojanak hibajara. Valészini

a kompenzatérikusan fokozott endotél funkcié okozza ezeket a valtozasokat [23] [24].

82



dc_72_10

MTAdoktori, Harsfalvi J. Hivatkozasok

Hivatkozasok

1. Boda, Z., Thrombosis és Vérzékenység. 2006, Budapest: Medicina Kényvkiadé Rt.

2. Pfliegler, G., Vénas tromboembolia. 2002, Budapest: B+V MEDICAL+TECNICAL LAP-ES Koényvkiado.

3. Brass, L., In the shadow of the thrombus. Nat Med, 2009. 15(6): p. 607-8.

4. Szarvas, M., P. Oparaugo, M.L. Udvardy, J. Toth, T. Szanto, L. Daroczi, G. Vereb, and J. Harsfalvi, Differential
platelet deposition onto collagen in cone-and-plate and parallel plate flow chambers. Platelets, 2006. 17(3): p.
185-90.

5. Harsfalvi, J., Measurement of thrombus formation: Comparison of two methods. Clinica Chimica Acta, 2005. 355:
p. S206-S206.

6. Udvardy ML, K.J., Harsfalvi J, Glycocalicin coated beads for studying platelet GPIb function. Platelets, 2007. 18(1
supp 1):p. 1-23.

7. Bonnefoy, A., J. Harsfalvi, G. Pfliegler, F. Fauvel-Lafeve, and C. Legrand, The subendothelium of the HMEC-1
cell line supports thrombus formation in the absence of von Willebrand factor and collagen types I, Ill and VI.
Thromb Haemost, 2001. 85(3): p. 552-9.

8. Udvardy, M.L., K. Szekeres-Csiki, and J. Harsfalvi, Novel evaluation method for densitometric curves of von
Willebrand factor multimers and a new parameter (M(MW)) to describe the degree of multimersation. Thromb
Haemost, 2009. 102(2): p. 412-7.

9. Novak, L., H. Deckmyn, S. Damjanovich, and J. Harsfalvi, Shear-dependent morphology of von Willebrand factor
bound to immobilized collagen. Blood, 2002. 99(6): p. 2070-6.

10. Harsfalvi J., S.M., A von Willebrand factor és a vascularis haematologia. Mikrocirkuléacié, 2005. Suppl./1: p. 39-44.

11. Szanto, T., A. Schlammadinger, S. Staelens, S.F. De Meyer, K. Freson, |. Pareyn, S. Vauterin, J. Harsfalvi, H.
Deckmyn, and K. Vanhoorelbeke, The A/T1381 polymorphism in the A1-domain of von Willebrand factor
influences the affinity of von Willebrand factor for platelet glycoprotein Ibalpha. Thromb Haemost, 2007. 98(1): p.
178-85.

12. Matyus, L., L. Bene, M.V. Alvarez, |. Zavodszky, J. Harsfalvi, J. GonzalezRodriguez, and S. Damjanovich, Lateral
organization of lIb/llla heterodimer on platelets. Progress in Biophysics & Molecular Biology, 1996. 65: p. PMI23-
PMI23.

13. Harsfalvi J, S.J.M., Van Houtte E., Sayer R.T., Vermylen J., Deckmyn H., Hirudo Medicinalisbé! szarmazé calin
gétolja a von willebrand faktor-collagen kélcsénhatést statikus és dinamikus kérilmények kozétt. Belorvosi
Archivum, 1994. XLVII: p. 468-473.

14. Harsfalvi, J., J.M. Stassen, M.F. Hoylaerts, E. Van Houtte, R.T. Sawyer, J. Vermylen, and H. Deckmyn, Calin from
Hirudo medicinalis, an inhibitor of von Willebrand factor binding to collagen under static and flow conditions.
Blood, 1995. 85(3): p. 705-11.

15. Cauwenberghs, N., M. Meiring, S. Vauterin, V. van Wyk, S. Lamprecht, J.P. Roodt, L. Novak, J. Harsfalvi, H.
Deckmyn, and H.F. Kotze, Antithrombotic effect of platelet glycoprotein Ib-blocking monoclonal antibody Fab
fragments in nonhuman primates. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2000. 20(5): p. 1347-53.

16. Cauwenberghs, N., K. Vanhoorelbeke, S. Vauterin, D.F. Westra, G. Romo, E.G. Huizinga, J.A. Lopez, M.C.
Berndt, J. Harsfalvi, and H. Deckmyn, Epitope mapping of inhibitory antibodies against platelet glycoprotein
Ibalpha reveals interaction between the leucine-rich repeat N-terminal and C-terminal flanking domains of
glycoprotein Ibalpha. Blood, 2001. 98(3): p. 652-60.

17. Ulrichts, H., H. Depraetere, J. Harsfalvi, and H. Deckmyn, Selection of phages that inhibit vVWF interaction with
collagen under both static and flow conditions. Thromb Haemost, 2001. 86(2): p. 630-5.

18. Meiring, M.S., D. Litthauer, J. Harsfalvi, V. van Wyk, P.N. Badenhorst, and H.F. Kotze, In vitro effect of a thrombin
inhibition peptide selected by phage display technology. Thromb Res, 2002. 107(6): p. 365-71.

19. Ulrichts, H., J. Harsfalvi, L. Bene, J. Matko, J. Vermylen, N. Ajzenberg, D. Baruch, H. Deckmyn, and I. Tornai, A
monoclonal antibody directed against human von Willebrand factor induces type 2B-like alterations. J Thromb
Haemost, 2004. 2(9): p. 1622-8.

20. Mendelboum Raviv, S., A. Horvath, J. Aradi, Z. Bagoly, F. Fazakas, Z. Batta, L. Muszbek, and J. Harsfalvi, 4-thio-
deoxyuridylate-modified thrombin aptamer and its inhibitory effect on fibrin clot formation, platelet aggregation and
thrombus growth on subendothelial matrix. J Thromb Haemost, 2008. 6(10): p. 1764-71.

21. Szanto, T., K. Vanhoorelbeke, G. Toth, A. Vandenbulcke, J. Toth, W. Noppe, H. Deckmyn, and J. Harsfalvi,
Identification of a VWF peptide antagonist that blocks platelet adhesion under high shear conditions by selectively
inhibiting the VWF-collagen interaction. J Thromb Haemost, 2009. 7(10): p. 1680-7.

22. Tornai, I., Z. Boda, A. Schlammadinger, A. Juhasz, N. Cauwenberghs, H. Deckmyn, and J. Harsfalvi, Acquired
Bernard-Soulier syndrome: a case with necrotizing vasculitis and thrombosis. Haemostasis, 1999. 29(4): p. 229-
36.

23. Tornai, I., P. Maria, M. Udvardy, and J. Harsfalvi, VWF functions, ADAMTS-13 activity and antigen levels in
patients with liver cirrhosis. Hepatology, 2007. 46(4): p. 808.

24. Tornai, I., M. Papp, M.L. Udvardy, P. Orosz, and J. Harsfalvi, The alterations of von Willebrand factor and its
cleaving protease, ADAMTS-13 show an opposite change of direction in patients with liver cirrhosis. Journal of
Hepatology, 2008. 48: p. 262.

25. Gombos, T., V. Mako, L. Cervenak, J. Papassotiriou, J. Kunde, J. Harsfalvi, Z. Forhecz, Z. Pozsonyi, G. Borgulya,

L. Janoskuti, and Z. Prohaszka, Levels of von Willebrand factor antigen and von Willebrand factor cleaving
protease (ADAMTS13) activity predict clinical events in chronic heart failure. Thromb Haemost, 2009. 102(3): p.
573-80.

83

MTAdoktori, Harsfalvi J. Hivatkozasok

26. Molvarec, A., J. Rigo, Jr., T. Boze, Z. Derzsy, L. Cervenak, V. Mako, T. Gombos, M.L. Udvardy, J. Harsfalvi, and
Z. Prohaszka, Increased plasma von Willebrand factor antigen levels but normal von Willebrand factor cleaving
protease (ADAMTS13) activity in preeclampsia. Thromb Haemost, 2009. 101(2): p. 305-11.

27. Toth, J., J. Kappelmayer, M.L. Udvardy, T. Szanto, M. Szarvas, L. Rejto, P. Soltesz, M. Udvardy, and J. Harsfalvi,
Increased platelet glycoprotein Ib receptor number, enhanced platelet adhesion and severe cerebral ischaemia in
a patient with polycythaemia vera. Platelets, 2009. 20(4): p. 282-7.

28. Jay, R.M. and P. Lui, How anticoagulants work. Techniques in Regional Anesthesia and Pain Management, 2006.
10(2): p. 30-39.

29. ISB, http://www.coe.ou.edu/isb. The International Society of Biorheology 1969.

30. Hajdu, S.I., A note from history: Rudolph Virchow, pathologist, armed revolutionist, politician, and anthropologist.
Ann Clin Lab Sci, 2005. 35(2): p. 203-5.

31. Wagner, D.D. and P.S. Frenette, The vessel wall and its interactions. Blood, 2008. 111(11): p. 5271-81.

32. Hathcock, J.J., Flow effects on coagulation and thrombosis. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2006. 26(8): p. 1729-
37.

33. Wootton, D.M. and D.N. Ku, Fluid mechanics of vascular systems, diseases, and thrombosis. Annu Rev Biomed
Eng, 1999. 1: p. 299-329.

34. Reglin, B., T.W. Secomb, and A.R. Pries, Structural adaptation of microvessel diameters in response to metabolic
stimuli: where are the oxygen sensors? Am J Physiol Heart Circ Physiol, 2009. 297(6): p. H2206-2219.

35. Pries, A.R. and T.W. Secomb, Microvascular blood viscosity in vivo and the endothelial surface layer. Am J
Physiol Heart Circ Physiol, 2005. 289(6): p. H2657-64.

36. Furie, B. and B.C. Furie, Mechanisms of thrombus formation. N Engl J Med, 2008. 359(9): p. 938-49.

37. Nesbitt, W.S., E. Westein, F.J. Tovar-Lopez, E. Tolouei, A. Mitchell, J. Fu, J. Carberry, A. Fouras, and S.P.
Jackson, A shear gradient-dependent platelet aggregation mechanism drives thrombus formation. Nat Med, 2009.
15(6): p. 665-73.

38. Sumpio, B.E., J. Timothy Riley, and A. Dardik, Cells in focus: endothelial cell. The International Journal of
Biochemistry & Cell Biology, 2002. 34(12): p. 1508-1512.

39. Busse, R. and I. Fleming, Vascular Endothelium and Blood Flow, in The Vascular Endothelium, S. Moncada and
A. Higgs, Editors. 2006, Springer-Verlag: Berlin Heidelberg. p. 361.

40. Chretien, M.L., M. Zhang, M.R. Jackson, A. Kapus, and B.L. Langille, Mechanotransduction by endothelial cells is
locally generated, direction-dependent, and ligand-specific. J Cell Physiol, 2010. 224(2): p. 352-61.

41. Lord, S.T., Fibrinogen and fibrin: Scaffold proteins in hemostasis. Current Opinion in Hematology, 2007. 14(3): p.
236-241.

42. Gaczynska, M. and P.A. Osmulski, AFM of biological complexes: what can we learn? Curr Opin Colloid Interface
Sci, 2008. 13(5): p. 351-367.

43. Komorowicz, E., R.D. McBane, 2nd, and D.N. Fass, Physical and enzymatic perturbation of the architecture of the
Tunica media destroys its inherent thromboresistance. Thromb Haemost, 2002. 88(5): p. 827-33.

44, Watson, S.P., Platelet activation by extracellular matrix proteins in haemostasis and thrombosis. Curr Pharm Des,
2009. 15(12): p. 1358-72.

45. Guidetti, G.F., B. Bartolini, B. Bernardi, M.E. Tira, M.C. Berndt, C. Balduini, and M. Torti, Binding of von
Willebrand factor to the small proteoglycan decorin. FEBS Lett, 2004. 574(1-3): p. 95-100.

46. Farndale, R.W., T. Lisman, D. Bihan, S. Hamaia, C.S. Smerling, N. Pugh, A. Konitsiotis, B. Leitinger, P.G. de
Groot, G.E. Jarvis, and N. Raynal, Cell-collagen interactions: the use of peptide Toolkits to investigate collagen-
receptor interactions. Biochem Soc Trans, 2008. 36(Pt 2): p. 241-50.

47. Emsley, J., C.G. Knight, R.W. Farndale, M.J. Barnes, and R.C. Liddington, Structural basis of collagen recognition
by integrin alpha2beta1. Cell, 2000. 101(1): p. 47-56.

48. Hohenester, E., T. Sasaki, C. Giudici, R.W. Farndale, and H.P. Bachinger, Structural basis of sequence-specific
collagen recognition by SPARC. Proc Natl Acad Sci U S A, 2008. 105(47): p. 18273-7.

49. Wohner, N., Z. Keresztes, P. Sotonyi, L. Szabo, E. Komorowicz, R. Machovich, and K. Kolev, Neutrophil
granulocyte-dependent proteolysis enhances platelet adhesion to the arterial wall under high-shear flow. J
Thromb Haemost, 2010. 8(7): p. 1624-31.

50. Hantgan, R.R. and S.T. Lord, Fibrinogen structure and physiology, in Hemostasis and Thrombosis, R.W. Colman,
et al., Editors. 2006, Lippincott Williams & Wilkins: Philadelphia. p. 285-316.

51. Laki, K., The action of thrombin on fibrinogen. Science, 1951. 114(2965): p. 435-6.

52. Laki, K., The polymerization of proteins; the action of thrombin on fibrinogen. Arch Biochem, 1951. 32(2): p. 317-
24,

53. Mihalyi, E., Transformation of fibrinogen into fibrin. I. Electrochemical investigation of the activation process. J Biol
Chem, 1954. 209(2): p. 723-32.

54. Mihalyi, E., Transformation of fibrinogen into fibrin. Il. Changes in pH during clotting of fibrinogen. J Biol Chem,
1954. 209(2): p. 733-41.

55. Laki, K., Fibrinogen, ed. K. Laki. 1968: Marcel Dekker, New York. 397.

56. Mihalyi, E., Review of some unusual effects of calcium binding to fibrinogen. Biophys Chem, 2004. 112(2-3): p.
131-40.

57. Mosesson, M.W., Fibrinogen and fibrin structure and functions. J Thromb Haemost, 2005. 3(8): p. 1894-904.

58. Doolittle, R.F., X-ray crystallographic studies on fibrinogen and fibrin. J Thromb Haemost, 2003. 1(7): p. 1559-65.

59. Kollman, J.M., L. Pandi, M.R. Sawaya, M. Riley, and R.F. Doolittle, Crystal structure of human fibrinogen.
Biochemistry, 2009. 48(18): p. 3877-86.

60. Huntington, J.A., Molecular recognition mechanisms of thrombin. J Thromb Haemost, 2005. 3(8): p. 1861-72.

61. Swords Jenny, N., R.L. Lundblad, and K.G. Mann, Thrombin, in Hemostasis and Thrombosis, R.W. Colman, et al.,
Editors. 2006, Lippincott Williams & Wilkins: Philadelphia. p. 193-214.

62. Sambrano, G.R., E.J. Weiss, Y.W. Zheng, W. Huang, and S.R. Coughlin, Role of thrombin signalling in platelets in
haemostasis and thrombosis. Nature, 2001. 413(6851): p. 74-8.

63. Di Cera, E., Thrombin. Mol Aspects Med, 2008. 29(4): p. 203-54.

84



dc_72_10

MTAdoktori, Harsfalvi J. Hivatkozasok

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

7.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.
80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Sadler, J.E., U. Budde, J.C. Eikenboom, E.J. Favaloro, F.G. Hill, L. Holmberg, J. Ingerslev, C.A. Lee, D. Lillicrap,
P.M. Mannucci, C. Mazurier, D. Meyer, W.L. Nichols, M. Nishino, I.R. Peake, F. Rodeghiero, R. Schneppenheim,
ZM. Ruggeri, A. Srivastava, R.R. Montgomery, and A.B. Federici, Update on the pathophysiology and
classification of von Willebrand disease: a report of the Subcommittee on von Willebrand Factor. J Thromb
Haemost, 2006. 4(10): p. 2103-14.

Fowler, W.E., L.J. Fretto, K.K. Hamilton, H.P. Erickson, and P.A. McKee, Substructure of human von Willebrand
factor. J Clin Invest, 1985. 76(4): p. 1491-500.

Savage, B., J.J. Sixma, and Z.M. Ruggeri, Functional self-association of von Willebrand factor during platelet
adhesion under flow. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 2002.
99(1): p. 425-430.

Barg, A., R. Ossig, T. Goerge, M.F. Schneider, H. Schillers, H. Oberleithner, and S.W. Schneider, Soluble plasma-
derived von Willebrand factor assembles to a haemostatically active filamentous network. Thrombosis and
Haemostasis, 2007. 97(4): p. 514-526.

McCrary, J.K., L.H. Nolasco, J.D. Hellums, M.H. Kroll, N.A. Turner, and J.L. Moake, Direct demonstration of
radiolabeled von Willebrand factor binding to platelet glycoprotein Ib and lib-llla in the presence of shear stress.
Ann Biomed Eng, 1995. 23(6): p. 787-93.

Sadler, J.E., von Willebrand factor assembly and secretion. J Thromb Haemost, 2009. 7 Suppl 1: p. 24-7.
McKinnon, T.A.J., E.C. Goode, G.M. Birdsey, A.A. Nowak, A.C.K. Chan, D.A. Lane, and M.A. Laffan, Specific N-
linked glycosylation sites modulate synthesis and secretion of von Willebrand factor. Blood, 2010. 116(4): p. 640-
648.

Udvardy, M.L., Structure-function relationship of von Willebrand factor : doktori értekezés / Miklos LaszIé Udvardy
;. PhD Thesis, 2009.

van Genderen, P.J., F.J. Prins, |.S. Lucas, D. van de Moesdijk, H.H. van Vliet, R. van Strk, and J.J. Michiels,
Decreased half-life time of plasma von Willebrand factor collagen binding activity in essential thrombocythaemia:
normalization after cytoreduction of the increased platelet count. Br J Haematol, 1997. 99(4): p. 832-6.

Levy, G.G., W.C. Nichols, E.C. Lian, T. Foroud, J.N. McClintick, B.M. McGee, A.Y. Yang, D.R. Siemieniak, K.R.
Stark, R. Gruppo, R. Sarode, S.B. Shurin, V. Chandrasekaran, S.P. Stabler, H. Sabio, E.E. Bouhassira, J.D.
Upshaw, Jr., D. Ginsburg, and H.M. Tsai, Mutations in a member of the ADAMTS gene family cause thrombotic
thrombocytopenic purpura. Nature, 2001. 413(6855): p. 488-94.

Luken, B.M., L.Y.N. Winn, J. Emsley, D.A. Lane, and J.T.B. Crawley, The importance of vicinal cysteines, C1669
and C1670, for von Willebrand factor A2 domain function. Blood, 2010. 115(23): p. 4910-4913.

COPE, COPE Cytokines & Cells Online Pathfinder Encyclopedi. http://www.copewithcytokines.de/, 2010. Version
24.7.

Clemetson, K.G. and G. Clemetson, M., Platelet Receptors, in Platelets, A.D. Michelson, Editor. 2007, Academic
Press. p. 117-139.

Varga-Szabo, D., I. Pleines, and B. Nieswandt, Cell adhesion mechanisms in platelets. Arterioscler Thromb Vasc
Biol, 2008. 28(3): p. 403-12.

O'Connor, S.D., A.J. Taylor, E.C. Williams, and T.C. Winter, Coagulation Concepts Update. Am. J. Roentgenol.,
2009. 193(6): p. 1656-1664.

Sadler, J.E., von Willebrand factor: two sides of a coin. J Thromb Haemost, 2005. 3(8): p. 1702-9.

Sadler, J.E., Low von Willebrand factor: sometimes a risk factor and sometimes a disease. Hematology Am Soc
Hematol Educ Program, 2009: p. 106-12.

Kim, J., C.-Z. Zhang, X. Zhang, and T.A. Springer, A mechanically stabilized receptor-ligand flex-bond important
in the vasculature. Nature, 2010. 466(7309): p. 992-995.

Gezsi, A., U. Budde, |. Deak, E. Nagy, A. Mohl, A. Schlammadinger, Z. Boda, T. Masszi, J.E. Sadler, and . Bodo,
Accelerated clearance alone explains ultra-large multimers in von Willebrand disease Vicenza. J Thromb
Haemost, 2010. 8(6): p. 1273-80.

Schlammadinger, A. and Z. Boda, Laboratory screening and diagnosis of von Willebrand's disease. Clin Lab,
2002. 48(7-8): p. 385-93.

Adcock, D.M., M. Bethel, and A. Valcour, Diagnosing von Willebrand disease: a large reference laboratory's
perspective. Semin Thromb Hemost, 2006. 32(5): p. 472-9.

Tosetto, A., G. Castaman, and F. Rodeghiero, Assessing bleeding in von Willebrand disease with bleeding score.
Blood Rev, 2007. 21(2): p. 89-97.

Favaloro, E.J., Laboratory identification of von Willebrand disease: technical and scientific perspectives. Semin
Thromb Hemost, 2006. 32(5): p. 456-71.

Szekeres-Csiki, K., L. Udvardy Miklos, T. Varga-Fekete, and J. Harsfalvi, Von Willebrand-faktor es laboratoriumi
diagnosztikai szerepe. Orvostudomanyi Ertesit, 2008. 81(1): p. 45-48.

Spiel, A.O., J.C. Gilbert, and B. Jilma, von Willebrand factor in cardiovascular disease: focus on acute coronary
syndromes. Circulation, 2008. 117(11): p. 1449-59.

Conway, D.S., L.A. Pearce, B.S. Chin, R.G. Hart, and G.Y. Lip, Prognostic value of plasma von Willebrand factor
and soluble P-selectin as indices of endothelial damage and platelet activation in 994 patients with nonvalvular
atrial fibrillation. Circulation, 2003. 107(25): p. 3141-5.

Jager, A., V.W. van Hinsbergh, P.J. Kostense, J.J. Emeis, J.S. Yudkin, G. Nijpels, J.M. Dekker, R.J. Heine, L.M.
Bouter, and C.D. Stehouwer, von Willebrand factor, C-reactive protein, and 5-year mortality in diabetic and
nondiabetic subjects: the Hoorn Study. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 1999. 19(12): p. 3071-8.

Whincup, P.H., J. Danesh, M. Walker, L. Lennon, A. Thomson, P. Appleby, A. Rumley, and G.D. Lowe, von
Willebrand factor and coronary heart disease: prospective study and meta-analysis. Eur Heart J, 2002. 23(22): p.
1764-70.

Morange, P.E., C. Simon, M.C. Alessi, G. Luc, D. Arveiler, J. Ferrieres, P. Amouyel, A. Evans, P. Ducimetiere,
and |. Juhan-Vague, Endothelial cell markers and the risk of coronary heart disease: the Prospective
Epidemiological Study of Myocardial Infarction (PRIME) study. Circulation, 2004. 109(11): p. 1343-8.

85

MTAdoktori, Harsfalvi J. Hivatkozasok

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111,

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

86

Koster, T., A.D. Blann, E. Briet, J.P. Vandenbroucke, and F.R. Rosendaal, Role of clotting factor VIII in effect of
von Willebrand factor on occurrence of deep-vein thrombosis. Lancet, 1995. 345(8943): p. 152-5.

Brill, A., T.A. Fuchs, A.K. Chauhan, J.J. Yang, S.F. De Meyer, M. Kollnberger, T.W. Wakefield, B. Lammle, S.
Massberg, and D.D. Wagner, von Willebrand factor-mediated platelet adhesion is critical for deep vein thrombosis
in mouse models. Blood, 2011. 117(4): p. 1400-7.

Tsai, A.W., M. Cushman, W.D. Rosamond, S.R. Heckbert, R.P. Tracy, N. Aleksic, and A.R. Folsom, Coagulation
factors, inflammation markers, and venous thromboembolism: the longitudinal investigation of thromboembolism
etiology (LITE). Am J Med, 2002. 113(8): p. 636-42.

Cortellaro, M., C. Boschetti, E. Cofrancesco, C. Zanussi, M. Catalano, G. de Gaetano, L. Gabrielli, B. Lombardi,
G. Specchia, L. Tavazzi, and et al., The PLAT Study: hemostatic function in relation to atherothrombotic ischemic
events in vascular disease patients. Principal results. PLAT Study Group. Progetto Lombardo Atero-Trombosi
(PLAT) Study Group. Arterioscler Thromb, 1992. 12(9): p. 1063-70.

Thompson, S.G., J. Kienast, S.D. Pyke, F. Haverkate, and J.C. van de Loo, Hemostatic factors and the risk of
myocardial infarction or sudden death in patients with angina pectoris. European Concerted Action on Thrombosis
and Disabilities Angina Pectoris Study Group. N Engl J Med, 1995. 332(10): p. 635-41.

Folsom, A.R., K.K. Wu, W.D. Rosamond, A.R. Sharrett, and L.E. Chambless, Prospective study of hemostatic
factors and incidence of coronary heart disease: the Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) Study.
Circulation, 1997. 96(4): p. 1102-8.

Baldauf, C., R. Schneppenheim, W. Stacklies, T. Obser, A. Pieconka, S. Schneppenheim, U. Budde, J. Zhou, and
F. Grater, Shear-induced unfolding activates von Willebrand factor A2 domain for proteolysis. J Thromb Haemost,
2009. 7(12): p. 2096-105.

Feys, H.B., J. Roodt, N. Vandeputte, I. Pareyn, S. Lamprecht, W.J. van Rensburg, P.J. Anderson, U. Budde, V.J.
Louw, P.N. Badenhorst, H. Deckmyn, and K. Vanhoorelbeke, Thrombotic thrombocytopenic purpura directly
linked with ADAMTS13 inhibition in the baboon (Papio ursinus). Blood, 2010. 116(12): p. 2005-10.

Feys, H.B., N. Vandeputte, R. Palla, F. Peyvandi, K. Peerlinck, H. Deckmyn, H.R. Lijnen, and K. Vanhoorelbeke,
Inactivation of ADAMTS13 by plasmin as a potential cause of thrombotic thrombocytopenic purpura. J Thromb
Haemost, 2010. 8(9): p. 2053-62.

Huang, J., D.G. Motto, D.R. Bundle, and J.E. Sadler, Shiga toxin B subunits induce VWF secretion by human
endothelial cells and thrombotic microangiopathy in ADAMTS 13-deficient mice. Blood, 2010. 116(18): p. 3653-9.
Peyvandi, F., M.J. Hollestelle, R. Palla, P.A. Merlini, H.B. Feys, K. Vanhoorelbeke, P.J. Lenting, and P.M.
Mannucci, Active platelet-binding conformation of plasma von Willebrand factor in young women with acute
myocardial infarction. J Thromb Haemost, 2010. 8(7): p. 1653-6.

Harrison, P., Review. British Journal of Haematology, 2000. 111(3): p. 733-744.

Mody, N.A. and M.R. King, Platelet adhesive dynamics. Part I: characterization of platelet hydrodynamic collisions
and wall effects. Biophys J, 2008. 95(5): p. 2539-55.

Mody, N.A. and M.R. King, Platelet adhesive dynamics. Part Il: high shear-induced transient aggregation via
GPlbalpha-vWF-GPIbalpha bridging. Biophys J, 2008. 95(5): p. 2556-74.

Diaz, J.A., A.E. Hawley, C.M. Alvarado, A.M. Berguer, N.K. Baker, S.K. Wrobleski, T.W. Wakefield, B.R. Lucchesi,
and D.D. Myers, Jr., Thrombogenesis with continuous blood flow in the inferior vena cava. A novel mouse model.
Thromb Haemost, 2010. 104(2): p. 366-75.

Sakariassen, K.S., P.A. Aarts, P.G. de Groot, W.P. Houdijk, and J.J. Sixma, A perfusion chamber developed to
investigate platelet interaction in flowing blood with human vessel wall cells, their extracellular matrix, and purified
components. J Lab Clin Med, 1983. 102(4): p. 522-35.

Aarts, P.A., J.A. van Broek, G.D. Kuiken, J.J. Sixma, and R.M. Heethaar, Velocity profiles in annular perfusion
chamber measured by laser-Doppler velocimetry. J Biomech, 1984. 17(1): p. 61-3.

Sakariassen, K.S., Blood flow devices in medical research and clinical testing in humans: are we approaching
personalized medicine? Future Cardiol, 2007. 3(1): p. 71-90.

Weiss, H.J., V.T. Turitto, and H.R. Baumgartner, Platelet adhesion and thrombus formation on subendothelium in
platelets deficient in glycoproteins Ilb-llla, Ib, and storage granules. Blood, 1986. 67(2): p. 322-30.

Turitto, V.T., H.J. Weiss, and H.R. Baumgartner, Platelet interaction with rabbit subendothelium in von
Willebrand's disease: altered thrombus formation distinct from defective platelet adhesion. J Clin Invest, 1984.
74(5): p. 1730-41.

Muggli, R. and H.R. Baumgartner, Proceedings: Collagen coated gelatine tubes for the investigation of platelet
adhesion and subsequent platelet aggregation under controlled flow conditions. Thromb Diath Haemorrh, 1975.
34(1): p. 333.

Baumgartner, H.R., The role of blood flow in platelet adhesion, fibrin deposition, and formation of mural thrombi.
Microvasc Res, 1973. 5(2): p. 167-79.

Sixma, J.J., P.G. de Groot, H. van Zanten, and I.J. M, A new perfusion chamber to detect platelet adhesion using
a small volume of blood. Thromb Res, 1998. 92(6 Suppl 2): p. S43-6.

Varon, D., R. Dardik, B. Shenkman, S. Kotev-Emeth, N. Farzame, |. Tamarin, and N. Savion, A new method for
quantitative analysis of whole blood platelet interaction with extracellular matrix under flow conditions. Thromb
Res, 1997. 85(4): p. 283-94.

Furukawa, K.S., K. Nakamura, Y. Onimura, M. Uchida, A. Ito, T. Yamane, T. Tamaki, T. Ushida, and T. Tateishi,
Quantitative analysis of human platelet adhesions under a small-scale flow device. Artif Organs, 2010. 34(4): p.
295-300.

Zwaginga, J.J., K.S. Sakariassen, G. Nash, M.R. King, J.W. Heemskerk, M. Frojmovic, and M.F. Hoylaerts, Flow-
based assays for global assessment of hemostasis. Part 2: current methods and considerations for the future. J
Thromb Haemost, 2006. 4(12): p. 2716-7.

Zwaginga, J.J., G. Nash, M.R. King, J.W. Heemskerk, M. Frojmovic, M.F. Hoylaerts, and K.S. Sakariassen, Flow-
based assays for global assessment of hemostasis. Part 1: Biorheologic considerations. J Thromb Haemost,
2006. 4(11): p. 2486-7.



dc_72_10

MTAdoktori, Harsfalvi J. Hivatkozasok

120.

121.

122

128.

124.
125.

126.

127.

128.

129.

131.

132.
133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.
146.
147.
148.

149.

Schulz, C., E. Heiss, F. Gaertner, M. Orban, M.-L.v. Bruehl, P. Schramm, and S. Massberg, Novel Methods for
Assessment of Platelet and Leukocyte Function Under Flow — Application of Epifluorescence and Two-Photon
Microscopy in a Small Volume Flow Chamber Model. The Open Biology Journal, 2009. 2: p. 130-136.

Matsui, T., J. Hamako, and V. Titani, Structure and Function of Snake Venom Proteins Affecting Platelet Plug
Formation. toxins, 2010. 2, : p. 10-23.

Fox, J.W. and S.M. Serrano, Approaching the golden age of natural product pharmaceuticals from venom
libraries: an overview of toxins and toxin-derivatives currently involved in therapeutic or diagnostic applications.
Curr Pharm Des, 2007. 13(28): p. 2927-34.

Deckmyn, H., J.M. Stassen, |. Vreys, E. Van Houtte, R.T. Sawyer, and J. Vermylen, Calin from Hirudo medicinalis,
an inhibitor of platelet adhesion to collagen, prevents platelet-rich thrombosis in hamsters. Blood, 1995. 85(3): p.
712-9.

Pal, G., Millidardok versengése: iranyitott evollicié a fehérjetudomanyban. Biokémia, 2008. 32: p. 82-87.
Dias-Neto, E., D.N. Nunes, R.J. Giordano, J. Sun, G.H. Botz, K. Yang, J.C. Setubal, R. Pasqualini, and W. Arap,
Next-generation phage display: integrating and comparing available molecular tools to enable cost-effective high-
throughput analysis. PLoS One, 2009. 4(12): p. e8338.

Gronwall, C. and S. Stahl, Engineered affinity proteins--generation and applications. J Biotechnol, 2009. 140(3-4):
p. 254-69.

Rothe, A., R.J. Hosse, and B.E. Power, In vitro display technologies reveal novel biopharmaceutics. FASEB J,
2006. 20(10): p. 1599-610.

Lee, J.H., M.V. Yigit, D. Mazumdar, and Y. Lu, Molecular diagnostic and drug delivery agents based on aptamer-
nanomaterial conjugates. Adv Drug Deliv Rev, 2010. 62(6): p. 592-605.

Jayasena, S.D., Aptamers: an emerging class of molecules that rival antibodies in diagnostics. Clin Chem, 1999.
45(9): p. 1628-50.

Bock, L.C., L.C. Griffin, J.A. Latham, E.H. Vermaas, and J.J. Toole, Selection of single-stranded DNA molecules
that bind and inhibit human thrombin. Nature, 1992. 355(6360): p. 564-6.

Tarkanyi, I., A. Horvath, |. Szatmari, H. Eizert, G. Vamosi, S. Damjanovich, E. Segal-Bendirdjian, and J. Aradi,
Inhibition of human telomerase by oligonucleotide chimeras, composed of an antisense moiety and a chemically
modified homo-oligonucleotide. FEBS Lett, 2005. 579(6): p. 1411-6.

Cejka, J., Enzyme immunoassay for factor Vlll-related antigen. Clin Chem, 1982. 28(6): p. 1356-8.

Kerenyi, A., A. Schlammadinger, E. Ajzner, |. Szegedi, C. Kiss, Z. Pap, Z. Boda, and L. Muszbek, Comparison of
PFA-100 closure time and template bleeding time of patients with inherited disorders causing defective platelet
function. Thromb Res, 1999. 96(6): p. 487-92.

Schlammadinger, A., K. Vanhoorelbeke, P. Laszlo, Z. Bereczky, L. Muszbek, H. Deckmyn, and Z. Boda, von
Willebrand factor antigen latex immunoassays are affected to a different extent by rheumatoid factor. Clin Appl
Thromb Hemost, 2006. 12(2): p. 242-3.

Ruggeri, Z.M. and T.S. Zimmerman, The complex multimeric composition of factor Vlll/von Willebrand factor.
Blood, 1981. 57(6): p. 1140-3.

Yago, T., J. Lou, T. Wu, J. Yang, J.J. Miner, L. Coburn, J.A. Lopez, M.A. Cruz, J.F. Dong, L.V. Mclntire, R.P.
McEver, and C. Zhu, Platelet glycoprotein Ibalpha forms catch bonds with human WT vWF but not with type 2B
von Willebrand disease vWF. J Clin Invest, 2008. 118(9): p. 3195-207.

Siedlecki, C.A., B.J. Lestini, K.K. Kottke-Marchant, S.J. Eppell, D.L. Wilson, and R.E. Marchant, Shear-dependent
changes in the three-dimensional structure of human von Willebrand factor. Blood, 1996. 88(8): p. 2939-50.
Tornai, I., J. Arnout, H. Deckmyn, K. Peerlinck, and J. Vermylen, A monoclonal antibody recognizes a von
Willebrand factor domain within the amino-terminal portion of the subunit that modulates the function of the
glycoprotein IB- and IIB/IlIA-binding domains. J Clin Invest, 1993. 91(1): p. 273-82.

Matyus, L., L. Bene, J. Harsfalvi, M.V. Alvarez, J. Gonzalez-Rodriguez, A. Jenei, L. Muszbek, and S.
Damjanovich, Organization of the glycoprotein (GP) lIb/llla heterodimer on resting human platelets studied by flow
cytometric energy transfer. J Photochem Photobiol B, 2001. 65(1): p. 47-58.

Udvardy, M., E. Posan, K. Palatka, |. Altorjay, and J. Harsfalvi, Effect of L-arginine on in vitro plasmin-generation
and fibrinogenolysis. Thromb Res, 1997. 87(1): p. 75-82.

Udvardy, M., E. Posan, and J. Harsfalvi, Altered lysis resistance of platelet-rich clots in patients with insulin-
dependent diabetes mellitus. Thromb Res, 1995. 79(1): p. 57-63.

Matsui, H., M. Sugimoto, T. Mizuno, S. Tsuji, S. Miyata, M. Matsuda, and A. Yoshioka, Distinct and concerted
functions of von Willebrand factor and fibrinogen in mural thrombus growth under high shear flow. Blood, 2002.
100(10): p. 3604-10.

Sugimoto, M., H. Matsui, T. Mizuno, S. Tsuji, S. Miyata, M. Matsumoto, M. Matsuda, Y. Fujimura, and A.
Yoshioka, Mural thrombus generation in type 2A and 2B von Willebrand disease under flow conditions. Blood,
2003. 101(3): p. 915-20.

Fuchs, B., U. Budde, A. Schulz, C.M. Kessler, C. Fisseau, and C. Kannicht, Flow-based measurements of von
Willebrand factor (VWF) function: binding to collagen and platelet adhesion under physiological shear rate.
Thromb Res, 2010. 125(3): p. 239-45.

Li, F., J.L. Moake, and L.V. Mcintire, Characterization of von Willebrand factor interaction with collagens in real
time using surface plasmon resonance. Ann Biomed Eng, 2002. 30(9): p. 1107-16.

Hsu, C.C., W.B. Wu, and T.F. Huang, A snake venom metalloproteinase, kistomin, cleaves platelet glycoprotein
VI and impairs platelet functions. JOURNAL OF THROMBOSIS AND HAEMOSTASIS, 2008. 6(9): p. 1578-1585.
Weller, F.F., Platelet deposition in non-parallel flow. Journal of Mathematical Biology, 2008. 57(3): p. 333-359.
Barg, A, R. Ossig, T. Goerge, M.F. Schneider, H. Schillers, H. Oberleithner, and S.W. Schneider, Soluble plasma-
derived von Willebrand factor to a halemc i active filamentous network. Thrombosis and
Haemostasis, 2007. 97(4): p. 514-526.

Chen, J.M. and K.A. Lopez, Interactions of platelets with subendothelium and endothelium. Microcirculation, 2005.
12(3): p. 235-246.

87

MTAdoktori, Harsfalvi J. Hivatkozasok

150. Gaczynska, M. and P.A. Osmulski, AFM of biological complexes: What can we learn? Current Opinion in Colloid
& Interface Science, 2008. 13(5): p. 351-367.

151. Kuijpers, M.J.E., V. Schulte, C. Oury, T. Lindhout, J. Broers, M.F. Hoylaerts, B. Nieswandt, and J.W.M.
Heemskerk, Facilitating roles of murine platelet glycoprotein Ib and alpha Ilb beta 3 in phosphatidylserine
exposure during vWF-collagen-induced thrombus formation. Journal of Physiology-London, 2004. 558(2): p. 403-
415.

152. Matsui, T. and H. Hamako, Structure and function of snake venom toxins interacting with human von Willebrand
factor. Toxicon, 2005. 45(8): p. 1075-1087.

153. Mody, N.A. and M.R. King, Platelet adhesive dynamics. Part Il: High shear-induced transient aggregation via
GPIb alpha-vWF-GPIb alpha bridging. Biophysical Journal, 2008. 95(5): p. 2556-2574.

154, O'Seaghdha, M., C.J. van Schooten, S.W. Kerrigan, J. Emsley, G.J. Silverman, D. Cox, P.J. Lenting, and T.J.
Foster, Staphylococcus aureus protein A binding to von Willebrand factor A1 domain is mediated by conserved
IgG binding regions. Febs Journal, 2006. 273(21): p. 4831-4841.

155. Ruggeri, Z.M., Von Willebrand factor, platelets and endothelial cell interactions. Journal of Thrombosis and
Haemostasis, 2003. 1(7): p. 1335-1342.

156. Ruggeri, Z.M., Von Willebrand factor. Current Opinion in Hematology, 2003. 10(2): p. 142-149.

157. Shankaran, H., P. Alexandridis, and S. Neelamegham, Aspects of hydrodynamic shear regulating shear-induced
platelet activation and self-association of von Willebrand factor in suspension. Blood, 2003. 101(7): p. 2637-2645.

158. Singh, 1., H. Shankaran, M.E. Beauharnois, Z.H. Xiao, P. Alexandridis, and S. Neelamegham, Solution structure of
human von Willebrand factor studied using small angle neutron scattering. Journal of Biological Chemistry, 2006.
281(50): p. 38266-38275.

159. Singh, I, E. Themistou, L. Porcar, and S. Neelamegham, Fluid Shear Induces Conformation Change in Human
Blood Protein von Willebrand Factor in Solution. Biophysical Journal, 2009. 96(6): p. 2313-2320.

160. Arya, M., B. Anvari, G.M. Romo, M.A. Cruz, J.F. Dong, L.V. Mcintire, J.L. Moake, and J.A. Lopez, Ultralarge
multimers of von Willebrand factor form spontaneous high-strength bonds with the platelet glycoprotein Ib-IX
complex: studies using optical tweezers. Blood, 2002. 99(11): p. 3971-7.

161. Arya, M., J.A. Lopez, G.M. Romo, J.F. Dong, L.V. Mcintire, J.L. Moake, and B. Anvari, Measurement of the
binding forces between von Willebrand factor and variants of platelet glycoprotein Ibalpha using optical tweezers.
Lasers Surg Med, 2002. 30(4): p. 306-12.

162. Morales, L.D., C. Martin, and M.A. Cruz, The interaction of von Willebrand factor-A1 domain with collagen:
mutation G1324S (type 2M von Willebrand disease) impairs the conformational change in A1 domain induced by
collagen. J Thromb Haemost, 2006. 4(2): p. 417-25.

163. Ulrichts, H., M. Udvardy, P.J. Lenting, I. Pareyn, N. Vandeputte, K. Vanhoorelbeke, and H. Deckmyn, Shielding of
the A1 domain by the D'D3 domains of von Willebrand factor modulates its interaction with platelet glycoprotein
Ib-IX-V. J Biol Chem, 2006. 281(8): p. 4699-707.

164. Deckmyn, H., 1995.

165. Yoshida, S., T. Sudo, M. Niimi, L.A. Tao, B. Sun, J. Kambayashi, H. Watanabe, E. Luo, and H. Matsuoka,
Inhibition of collagen-induced platelet aggregation by anopheline antiplatelet protein, a saliva protein from a
malaria vector mosquito. Blood, 2008. 111(4): p. 2007-2014.

166. Mamelak, A.J., A. Jackson, R. Nizamani, O. Arnon, N.J. Liegeois, R.J. Redett, and P.J. Byrne, Leech Therapy in
Cutaneous Surgery and Disease. Journal of Drugs in Dermatology, 2010. 9(3): p. 252-257.

167. Kiefer, T.L. and R.C. Becker, Inhibitors of Platelet Adhesion. Circulation, 2009. 120(24): p. 2488-2495.

168. Pasternak, A., F.J. Hernandez, L.M. Rasmussen, B. Vester, and J. Wengel, Improved thrombin binding aptamer
by incorporation of a single unlocked nucleic acid monomer. Nucleic Acids Res, 2010. 39(3): p. 1155-64.

169. Reshetnikov, R.V., A.V. Golovin, and A.M. Kopylov, Comparison of models of thrombin-binding 15-mer DNA
aptamer by molecular dynamics simulation. Biochemistry (Mosc), 2010. 75(8): p. 1017-24.

170. Tornai, I., J. Harsfalvi, Z. Boda, M. Udvardy, G. Pfliegler, and K. Rak, Endothelium releases more von Willebrand
factor and tissue-type plasminogen activator upon venous occlusion in patients with liver cirrhosis than in normals.
Haemostasis, 1993. 23(1): p. 58-64.

171. Rak, K., J. Harsfalvi, . Tornai, G. Pfliegler, Z. Boda, and M. Misz, Desmopressin and bleeding time in patients
with cirrhosis. Br Med J (Clin Res Ed), 1986. 292(6513): p. 138.

88



