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BEVEZETES ES CELKITUZES

A vér igen magas fokon differencialédott, specidlisan fejl6détt, folyékony kotészovet, plazma faktorok
oldata és celluléris elemek szuszpenzidja. Kulénb6z6 sebességgel, akadalytalanul aramlik a test ereiben.
Az érfal sérilésekor az életet védd hemosztatikus mechanizmus a sérilés korrekciéjara toérekszik,
megakadalyozza az elvérzést, de a trombusképzddést is. A hemosztazis f6 résztvevdi az érrendszer, a
trombocitak, a plazma koagulaciés és antitrombotikus valamint fibrinolitikus faktorai, illetve az aramlas
soran hatd erék. A sérllést kdvetd vazokonstrikcio, a keringd trombocitak kitapadasa a szabadda valt
szubendotelialis képletekhez, aktivalasuk, a trombocita dugé képzdédés, a fibrint l1étrehozé koagulacios
rendszer azonnali aktivalddasa és a fibrinhalo képzédése, majd mindezek lebontasat végzé fibrinolitikus
rendszer megfeleld mikodése finoman szabalyozott, biokémiai reakciok sorozata.

A trombocitak vagy a koagulacios faktorok hianya, csokkent miikédése, esetleg a folyamat elégtelen
szabalyozottsaga vérzéshez vezethet. Ellentétes valtozasoknak illetve a folyamat nem megfelel6 helyen
és id6ben torténd aktivalédasanak érelzarodés, trombdzis, szivinfarktus vagy agyér-katasztrofa lehet a
koévetkezménye.

1995-t8l kaptam lehetdséget 6nallé munkacsoport alapitasra, amely elssorban azzal foglalkozik, hogy a
trombocitak részvételével zajlé folyamatokat tanulmanyozza. In vitro aramlasi kamrak beallitasaval és
alkalmazasaval -az erek kilonb6zd aramlasi korilményeit modellezd kisérleti rendszerben-, fehérje és
immunokémiai-, mikroszkopos-, kombinatorikus kémiat is alkalmazoé biotechnoldgiai mddszerekkel
tanulmanyoztuk a trombdzis és hemosztazis mechanizmusait [1-3]. Vizsgaltuk a vaszkularis rendszert
alkotdé matrixok [4], az izolalt komponensek - mint a kollagén- és a trombocitak kitapadasaban fontos
szerepet jatszo von Willebrand molekulak (VWF) tulajdonsagait [5]; a kollagén és a VWF egymassal valo
kélcsOnhatasat, [6-8]. Bekapcsolddtunk a trombocitdk egymassal valé dsszekapcsolodasaban szerepet
jatsz6 receptoranak vizsgéalatdba [9]. Tanulmanyoztuk a kolcsOnhatasokat befolyasolo-, gatlo-,
szabalyozé anyagokat és hatasukat: a kollagént, a VWF-t valamint az extracellularis matrix és a
trombocita kdlcsOnhatas gatlasan keresztil haté anyagokat (peptidek, antitestek, aptamerek). Ennek
eredményeként olyan gatlészereket ismertliink meg és irtunk le elséként, amelyek az aterotrombodzist
megel6z6 gyogyszerek fejlesztésének alapjaul szolgalhatnak [10-18]. A klinikai kutatas alanyat képezé
kiilonb6z6 betegcsoportoktdl és egészséges egyénektdl szarmazé teljes vérbél, plazmabdl végeztink és
jelenleg is végzunk vizsgalatokat, analizaljuk az eredményeket a betegségek patomechanizmusanak jobb
megértése erdekében [19-24].

Jelen értekezés célja e tizenot évnyi kutatdbmunka Osszefoglalasa. Eredményeinket az ,lrodalmi
Osszefoglaléban” és az ,Eredmények értékelése” részben prébalom az eddigi nemzetkdzi ismeretek
alapjaira helyezni, azokkal 6sszevetve, kiegészitve értékelni.

A ,Moddszerek” és az ,Eredmények” részben a nemzetkdzi tudomanyos munkankat reprezentald
kdzleményeink kozil a sajat vagy az altalam vezetett kisérletes munkakat, illetve a tébbségében a
Magyarorszagon készilt munkakat ismertetem részletesen.

A fejezeteken belll, el6szér (1) a trombogén felszin, majd (2) a trombogén felszin és a trombocita
kélcsOnhatasban résztvevd kofaktor (VWF), annak a felszinnel és a trombocitaval valé kdlcsénhatasa, ezt
kovetden (3) a trombocita-trombocita 6sszekapcsolddas, végil (4) a trombocita felszine altal katalizalt
trombusképzédés és lebomlas szabalyozhatosaga témakdorokbe csoportositva prébalom leirni az
eredményeket és értékelésiket.

IRODALMI OSSZEFOGLALAS / HATTER

A hemosztazis az a folyamat, mely fenntartja egy zart, nyomas alatt 1év® keringési rendszer egységét
érsérilés utan is. Az érfal sériilése és a vér kilépése a keringésbdl gyorsan bekdvetkezé eseményeket
indit el az érfalban és a vérben: (1) vazokonstrikcid, (2) trombocita aktivacio és trombocita dugd
képzddeés, (3) prokoagulans és az antikoagulans rendszer aktivalddasa, fibrin alvadék képz&dése és
fibrinolizis. A véraramlas sebességétél fliggden keringd trombocitak gylilnek a sérilés helyére, ahol azok
a képz6dd trombus 6 Osszetevbivé valnak az artérias oldalon; a széveti faktor altal beinditott véralvadas

-1 -



is elérehalad, amelynek eredményeképpen trombin és fibrin, trombus képz&dik, amely az angiogenezis
szintén nagyon pontosan szabalyozott folyamataban lebomlik. Normal koériimények koézoétt a szabalyozo
folyamatok id6ben és térben behatéroljak a trombusképzédést. Amikor a véralvadas, j6l szabalyozott
folyamataiban kevés, sok vagy hibas faktor illetve trombocita vesz részt, akkor nehezen befolyasolhaté
vérzés vagy trombdzis alakulhat ki [25-27].

A trombdzis és hemosztazis kutatas viszonylag Uj terllete az aramlas soran fellépd erd6k hatasanak a
vizsgalata [28]. A tanulmanyok megértéséhez néhany alapfogalmat kell atismételni.

Nyiréerd vagy ,shear force”: az aramlé folyadék rétegei, vagy laminai kozott fellépd, az aramlas iranyaval
parhuzamos mechanikai er, melyet a folyadékréteg a mellette 1év6 rétegre kifejt, (jele F, mértékegysége
S| mértékrendszerben [N] (Newton), CGS mértékegységben [din]; [N] = [10°din]. Az er6 iranya mindig
olyan, hogy a relativ megcsuszast akadalyozni igyekszik.

A nyiréfesziiltség vagy ,shear stress” (t, S| dimenziéja [N/m®]; CGS rendszerben [din/cm?]; 1 N/m? = 1
kg/(m*s); 1 N/m? = 10 din/cmz) az aramlé6 folyadék rétegei, vagy laminai kozott fellépd, teriiletegységre
haté mechanikai erét (nyomoerét vagy nyiréerét) jelenti, melyet a folyadékréteg a mellette 1évé rétegre
kifejt, ha a vért egymason elmozduld rétegekként képzeljik el és feltételezziik, hogy newtoni/
O0sszenyomhatatlan folyadékként viselkedik. A N/m? egységet Blaise Pascal emlékére 1971-ben
elnevezték Pa (pascal)-nak. A nyiréfesziltség egy henger alaku aramlasi kamraban a radiusszal (r) és az
aramlas iranyaval (z) parhuzamos elmozdulassal (dv) matematikailag kifejezhet6, Tt =-n+(dv,/dr), ahol a
dv,/dr a helyi sebességgradienst jelenti (y), a n pedig a dinamikai viszkozitast (belsé surlédasi
egyutthato). Masképpen leirva, Tt = n-+y.

A dinamikai viszkozitas a folyadék anyagi minéségének és allapotanak (hémérséklet) jellemzgije (jele a n,
de gyakran hasznaljak a p-t, SI mértékegysége [Pa-s] vagy [N/m®.s]; CGS mértékegysége a [P] (poise,
Jean Louis Marie Poiseuille neve utan); 1 P = 0,1 Pa.s

A sebesséqggradiens vagy ,shear rate” (y, dimenzidja [1/s vagy s'1]) az elmozdulas relativ sebessége, két
egymas melletti folyadékréteg kozott, y = dv/dr, [s'= (m.s”)-m-"]. Tokéletes newtoni folyadék esetén a
sebességgradiens egyenesen aranyos a nyiré fesziltséggel és forditottan aranyos a folyadék dinamikai
viszkozitdsaval, a t = n-y képletbél.

A trombodzis folyamata valtozo6 reoldgiai koérilmények kozott, a trombus ndvekedésével érelzarédas felé
halad. A trombdzist elindité folyamatban az érfalkézeli aramlasi kérilmények is meghatarozzak azt, hogy
a reaktiv komponensek milyen gyorsan érnek el a sérllt terlletre és milyen gyorsan tavolodnak el a
reakcié termékei. Mai tudasunk szerint, az oldatban Iév6 alvadasi faktorok szallitasa a sérult érfalhoz
klasszikus konvekciés-diffuzids mozgassal torténik. A sejtek és a vérlemezkék érfalhoz valé mozgasa
névekszik az aramlas-fuggd, sejt-sejt Utkdzésekkel, az aramlasi sebességgel fokozédik a fallal vald
kélcsOnhatasuk valdszinlsége. Kisérleti Uton igazoltak, hogy a ndvekedett nyiréerék aktivaljak a
vérlemezkéket, megvaltoztatjak olyan proteinek, sejtek lokalizacidjat, mint a szdveti faktor és inhibitora és
e faktorok génexpresszidjat is szabalyozzak. Nagy nyiréer6k hianyaban a vorosvértestek, a
fehérvérsejtek és a trombocitak stabil aggregatumokat hoznak Iétre egymassal vagy az érfalat hatarolo
sejtekkel, melyek mindamellett, hogy megvaltoztatiak az aggregatum vagy a sejtfal biokémiai
viselkedését, ndvelik a helyi vérviszkozitast. Tehat a hemodinamikai er6k nemcsak specifikus anatomiai
helyek trombdzisképz&désre hajlamositd sajatsagat befolyasoljak, de a trombusok biokémiai 6sszetételét
és a trombusképzédési reakciok utvonalait is [29].

Az dramlas korliményeitél fuggden regulaljdk a hemosztazist az erek belsd falat boritdé endotelsejtek is
[30]. Az endotel sejtek a vérkeringés soran fellépé nyirderé valtozasra igen sok valaszreakciot adnak [31].
A nyiréer§ valtozasat érzékel6 rendszer vizsgalata azonban igen nehéz, mert sem azok a strukturak,
amelyek érzékelik az erét, sem a rajuk hatd erék jellege nem hatarolhaté koérdl tisztan. Az egyértelmien
bizonyitott, hogy a transzmembran molekulakra haté erd bioldgiailag fontos jelatvitelt, tovabba
energiatermeld biologiai valaszreakciokat valt ki, melyeket két tényezé befolyasol: (1) az eréatvivé ligand,
és (2) az er6 alkalmazasanak iranya. Az eréatvitel médjatol figgbéen a ligandok helyileg kiilénb6zd nyiras-
indukalt valaszreakciokat hoznak létre az endoteliumban [32]. Az erek endotelsejtjeinek szabalyozé
szerepe dontdé fontossagu a hemosztazis aktivaldsanak és gatlasanak egyensulyaban. Az egészséges
endotelium hozzajarul az akadalytalan véraramlashoz és meggatolja a hemosztazis aktivalédasat kivaltd




sejtek és proteinek kitapadasat. Az antitrombotikus hatas azonban nagyon hamar aktivacios hatassa
valtozik, amikor a sérllés hatdsara az erek endotelsejtjei alatti extracellularis matrix (ECM) szabadda
vélik. Az ECM o06sszetevBinek kvalitativ és kvantitativ valtozasai meghatarozzak az ECM trombotikus,
esetleg vérzékenységet okozé (Ehler-Danlos szindréma) tulajdonsagat [33, 34]. Az endotel sejtek
levalasakor az els6 réteg, amellyel az dramld vér taldlkozik az 50-100 nm vastag hartya, amely az
endotel sejtek alapjaul szolgal. Ez a réteg legnagyobb mennyiségben laminint, majd fibronektint,
entaktint, proteoglikanokat és IV-es tipusu kollagént tartalmaz. A proteoglikanok kivételével ezek
mindegyike aktivalja a trombocitakat. A hartya alatti ECM-ben nagy mennyiségben vannak jelen a
kollagén fibrillumok, és a mikrofibrillumokkal asszocialddott elasztin.

A ma ismert 21 kilénb6zd tipusu kollagén valamelyike minden szdvetben és szervben el6fordul,
biztositva azok szerkezetét és szilardsagat. A szerkezetik alapjan csoportositva, a trombocita és a VWF
kotése szempontjabol, a fibrillaris I-es, ll-es, lll-as, a térhalot alkotd IV-es és a filament-képzé Vl-os
tipusu kollagéneket kell kiemelni. Maguk a kollagének jellegzetes aminosav 6sszetétellel rendelkeznek,
amely minden sokseijtl él6lényben azonos.

A plazmaban 2-4 g/L koncentracidéban kering6 fibrinogén molekula 340 kDa molekulatdmegi glikoprotein.
A hepatocitak és a megakariocitak szintetizaljak [35]. A fibrinogén kutatasanak nagy magyar tudésa volt a
Szentgyodrgyi iskolabdl Amerikaba ment Mihalyi Elemér - aki 2010-ben hunyt el - és Laki Kalman, akinek
a neve a Xlll-as faktorral, mas néven fibrinstabilizalé vagy Laki-Lérand faktorral kapcsolddott 6ssze [36-
41]. Munkassaguk alapjan valt ismertté, hogy trombin katalizalt proteolitikus folyamatban alakul a
fibrinogén fibrinné, a fibrinopeptid A és B lehasitasa valamint a polimerizaciés végek szabadda valasa
kdzben. A polimerizaciéos végek szabadda valasa lehetévé teszi a fibrin molekuldk egymashoz
kapcsolddasat, halo képzddését. A Xlll-as faktor altal katalizalt reakcidban a folyamat tovabb megy, a
fibrinszalakbdl a fibrin molekuldk e(y-glutamil)lizin kovalens kétésével stabil hald képzédik. A haldba fogott
trombocitak és/ vagy voros vértestek (aramlasi sebességtél figgéen) a trombus f6 tOmegét képezik. A
stabil fibrinhald képezi a sejtek megtapadasanak az alapjat a sebgydgyulas és az angiogenezis
folyamatahoz. A fibrinolitikus folyamatban ez a halé lebomlik.

A trombusképzédésben betdltott kdzponti szerepe miatt, a trombin gatlasa az antikoagulans terapiak 6
iranya. Eppen ezért a trombin szerkezete és funkcidja kdzotti 6sszefiiggés megismerése a kutatasok
egyik f6 irdnya [42].

képzddéséhez elengedhetetlen, multimer szerkezetl glikoprotein, mely a véraram azon helyein valik
iranyité szereplévé, ahol a vér aramlasanak érfalhoz viszonyitott sebességgradiense nagy. A plazmaban
10-20 g/L a koncentracidja [43]. A VWF multimer diszulfid hidakkal, kiilénb6z6 szamban
Osszekapcsolodd dimer alegységekbdl all (2-100). Denaturalt formaja 80-1300 nm hosszu szalnak vagy
laza, 200-300 nm &tmeér6ji gombolyagnak latszik elektronmikroszkdppal. Tobben igazoltdk azt a
feltételezést, hogy a VW molekula globularis formaban kering és aramlas hatasara ,kitekeredik”,
egymashoz kapcsolddik [44], hosszu fonalat képez [45]. Barg és munkatarsai szilanizalt csillampalan
nagy sebességgradienssel aramoltatva rogzitettek VWF-t, amelybdl trombocitakat kotd, aktiv, 300 um
hosszusagot is eléré szalakbdl allo filamentozus halozat képz6dott. Mikroszképos megfigyelésekkel (AFM
és immunfluoreszcencia) igazoltak, hogy a halé képzédéséhez nagy VWF koncentracio, legalabb 2,1
N/m? (21 dyn/cm?) nyiréfesziiltség és alacsony hidrofobicitasu kotd felszin sziikséges. Amikor a globularis
VWF multimer kinyulik, a vérlemezkék egymashoz és a sérilt érfalhoz valdé kapcsolodasat kodzvetiti,
ezaltal nd a molekula és receptor kblcsdnhatas valdszinlisége, mikdzben nagy felszinen lesz elérheté a
Vlll-as alvadasi faktor (FVIII) is. A FVIII a vérlemezke felszinén zajlé koagulacios folyamatban fészerepld
és a majban szintetizalodik, azonban csak VWF-hoz kapcsolédva stabil a keringésben. A VW multimer
mérete a konformaciojatol figgd szerepét befolyasolja. Normal koriimények koézott a VWF-nak a
keringésben nincs affinitasa a trombocitakhoz.

A VWF az endotelsejtekben, kis mennyiségben a megakariocitdkban képzédik, az endotelsejtek Weibel-
Palade testeiben raktarozddik, a plazmaban, a trombocitdk a-granulumaiban és az endotel alatti
matrixban van. Génje a 12-es kromoszéma rovid karjan taldlhaté. A szintézis soran ~278 kDa
molekulatdmegi alegységek keletkeznek, melyek C terminalis diszulfid hidakkal dimerizalodnak, majd a
dimérek N-termindlis diszulfid hidakkal 0&sszekapcsolédva multimert alkotnak. Normal plazma




multimerjeiben a szabalyosan novekvé szadmu dimérbél allé egységek, ~540-t61 20 ezer kDa
tartomanyban oszlanak el. A multimer szerkezete és mérete, aramlasfliiggé konformacié valtozasa
befolyasolja a molekula aktivitasat, a FVIIl, GPIb, GPllIb/llla, heparin és kollagén koétShelyeit [46]. A
multimerizacié foka a szintézis alatt is és a keringés folyaman is szabalyozott, ami a funkcié
szempontjabdl alapvet6. A multidomén szerkezetli VWF protomer molekulatdmege 309 kDa és hossza
120 nm. A pre-pro VW molekula egy 22 aminosavszamu szignal peptidet, egy 721 aminosavbdl allé
propeptidet és 2050 aminosavszamu érett egységet tartalmaz. Szintézise folyaman az atiras utani
modosulasa igen nagyfoku, amely 12 N-kotétt és 10 O-kotott glikozilacios oldallancot eredményez,
minden érett monomer egységen. A molekulasuly 20%-a szénhidrat. Négy potencialis N-kotott
glikozilaciés lehetéség a propeptiden is van. Az N-kotott glikdnok mutacidjaval végzett vizsgalatok
igazoltak, hogy azok meghatarozé szerepet jatszanak a molekula szintézisében és expresszidjaban [47].

Az érett VWF alegység, a monomer csaknem teljes egészében négy ismétlédé doménbél all. Ezek a
funkcionalis domének az aminoterminalis végtdl a karboxi terminalis vég felé a kdvetkezd sorrendben
kapcsolodnak: D1-D2-D’-D3-A1-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2. A VWF legtdbb funkciéjaért az A1 és 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 trombocita VWF receptor, a GPlba
glikoprotein kotéhelye, de a VI-os tipusu kollagén megkdtésében is részt vesz. Kotéhelyek taldlhatok rajta
a heparin és a szulfatalt glikolipidek szamara is. Az Arg-Gly-Asp szekvenciaju, 1744-1746 pozicidban
(+743 a 2010 utani nomenklatara szerint), a C1 doménben van a GPlIb/llla receptor vagy integrin allbp3
kétéhelye. A D’-domén 1-272 (+743) aminosav szakaszan a FVIII valamint heparin kétéhely talalhato. A
VWF alegységek doménjeinek konformécidja és funkcidja valdszinlleg fuggetlen a multimerizacio
fokatdl.

A multimerizacié a képz6dés helyén befejezddik, ahol azonban a VWF molekulak multimerizaltsaganak
mértéke nagyobb, mint a vérben. A vérben a multimer egyensuly proteolitikus szabalyozas alatt all. A
VWEF féléletideje a keringésben 12,4+/-2,5 éra az antigén szint és 8,5+/-2,5 6ra a kollagén kot6
aktivitisanak mérése alapjan [48]. Erdekes ez az eredmény, és feltaratlan az aktivitdsban és a
mennyiségben mért féléletidok kdzotti kuldnbség oka. Genderen 1997-es kdzleményében leirta, hogy
esszencidlis trombocitémias (ET) betegek esetén a VWF féléletideje antigén szint alapjan nem
kilonbozik szignifikansan a kontrollokétdl, azonban a kollagénkétd aktivitas alapjan  30%-kal
alacsonyabb. Utalt arra, hogy a VWF multimerizaciojat (aktivitasat) befolyasolé masik faktor is szerepet
jatszhat ebben a folyamatban. Ez a masik faktor az ADAMTS-13 enzim, amely felel6s azért, hogy a
szintetizalt VWF multimerizaciéjanak foka csokken a keringésben.

Az ADAMTS-13 a metalloproteinazok csaladjaba tartozo, nagyon jél szabalyozott enzim, amely a VWF
A2 doménjében talalhaté Tyr842-Met843 (1605-1606) aminosavak kozott hasitia a VW molekulat.
(ADAMTS=a disintegrinlike domain, a metalloproteinase domain, and a trombospondin motif.) Igazolt,
hogy az enzim hianya vagy csokkent szintje esetén igen nagy multimerizaltsagi foki VW molekulak
vannak a keringésben, amelyek a trombocitakhoz kétédnek és mikrotrombusok képz&dnek, trombotikus
mikroangiopatiat okoznak [49, 50].

A vér aramlasa kdzben a trombocitak az érfal kbzelében haladnak és rendszeresen érintkeznek az érfalat
bélel6 endotelsejtekkel, mikdzben a sérilések javitdsaval hozzajarulnak az endotelréteg
folytonossaganak biztositdsahoz. Ezek a mikroszkopikusan diszkoid alaku, mag nélkili sejtek nyugvo
allapotban vannak mindaddig, mig fiziolégias vagy patoldogias hatas nem készteti 6ket aktivaciora.
Sérilés helyén kitapadnak az érfalhoz, a koagulacié és a sebgyodgyulas folyamatanak katalizalasa
kdzben szolgaljak a normal hemosztazis fenntartasat [51]. A trombocita a megakariocitakbol képzédik, az
Osszes alkotérészével egyiitt (kontraktilis-, az alvadasaktiv- és a hormonhatasu fehérjék, lipidek és
membranok). A megakariocitakban alakulnak ki a granulumok, a citoszkeletaris rendszer, a nyitott
csatornak, a receptor csoportok, majd a megakariocitak széli részérdl flizdik le az érett trombocita,
amelyben tovabbi szintézis mar nem zajlik. A nyugvo sejt a vérben kb. 3 ym atméréji és 1 ym vastag,
amely aktivalédas hatasara elészér gdmb alaku lesz, majd zsugorodik és allabakat képez, amelyekkel
tobb sejt szorosan egymashoz kapcsolédik. Sok fizioldgias aktivatora van, mint a trombin, a kollagén, az
ADP, a PAF, (nagy aramlasi sebességnél a VWF) és egyes farmakolégiai anyagok, mint a Ca-ionofor, a
ciklikus endoperoxidok stb. Az aktivatorok specifikus receptorokon keresztil hatnak.




A trombocitak adhéziéja a seérilt érfalhoz a hemosztazis egyik legkorabbi lépése. Az endotelium
karosodasa utan azonnal trombocitak gylinek a felszinre kerll6 szubendotelidlis struktdrakra. A
vénakban vagy nagyobb artéridkban, ahol az aramlas soran fellépé nyiréerék kicsik, a trombocitak GPVI
és GPIlIb/llla receptoraik segitségével kodzvetlenll kétédnek a szubendotelidlis kollagénhez. Nagy
nyiréer6k esetén azonban, kuléndsen arterioldkban és beszlkullt erekben, ezek a receptorok

kozott lelassulnak az aramlé trombocitak és ellenallva a nyiréeréknek, kialakitjak stabil kotéseiket a sértlt
érfelllettel. Ezt a folyamatot valdsideji mikroszkdpos rendszerek segitségével lathatéva tették, hogy a
trombocitak gordiinek szubendoteliumon, mielétt megallnak. Demonstraltak, hogy ez a jelenség fligg a
VWEF és a trombocita GPIb receptora jelenlététél. Ennek a kblcsdnhatasnak a jelentéségét igazolja, hogy
a von Willebrand betegség (VWB) 3-as tipusanak (VWF teljes hianya) és a Bernard-Soulier
szindromanak (GPlb hianya) jellegzetes tlnetei (pl.: nyalkahartyavérzések) olyan ereket érintenek,
amelyekben a nyiréer6k nagyok. Az aramlasi sebességtdl figgd folyamatban a sérilés helyén kitapadd
vérlemezkék el6szdr reverzibilisen kapcsolédnak az endotel matrixhoz és az ott szabadda valo
trombogén anyagokon immobilizalt adheziv fehérjékhez. E kapcsolddasok miatt az aramlasi sebességgel
aranyos mértékli sebességcsokkenés kovetkezik be, a sejt aramld mozgasa a felszinen goérdild
mozgassa valtozik. A gordilés alatt a VWF és a GPIb kdlcsOnhatasa elinditja a trombocita aktivaciéjat, és
a trombogén matrixhoz kozvetlenil kapcsolédd receptorain keresztiil a trombocita stabilan régzil a
felszinen (trombocita adhézid). Az aktivalodo sejt felszine képessé valik a K-vitamin fiiggé alvadasi
faktorok lokalizalasara, beindul az alvadasi kaszkad, amelynek végeredménye a fibrinogén fibrinné
alakulasa, majd a stabil fibrinhalé képz6édése (koagulacid). Ekdzben a sejt-sejt kdlcsOnhatast biztositd
receptorok is aktivalodnak és a vérlemezkék a fibrinogén és a VWF altal kozvetitve egymashoz kotédnek,
mintegy dugot képeznek (trombocita aggregacid), hogy a sértilt érfalat lezarjak. A folyamat a trombocita
receptorok, az adheziv felszin, a vérben kering6é faktorok, kofaktorok és a nyiré erék dsszehangolt
kdlcsdnhatasat feltételezi.

A receptorok koézll a trombocitak felszinén legnagyobb szamban az indirekt kdlcsénhatasban résztvevd
receptorok vannak, mint a GPIIb-llla, majd a GPIb-V-IX receptor komplex. Az indirekt kollagén —
trombocita interakciéban szamos adheziv fehérje jatszik szerepet, kapcsolédva a megfelel6 trombocita
membran receptorral. A trombocitak GPIb/V/IX receptora a VWF-on-, a GPIlIb/llla receptora (allbB3) a
VWEF-on és a fibrinogénen-, a GPIc/lla receptor a fibronektinen-, a CD47 (integrin-associated protein) a
trombospondinon-, az a5B31, valamint a6B1 minor integrinek a fibronektinen, illetve lamininen keresztiil
kapcsolodnak a kollagénhez [52].

Az aramlas korulményeitél figgden kuldbnbség van trombocita integrin és a ligand mikddésében. A
keringés vénas oldalan, azaz alacsony nyirée6 esetén a GPIIb/llla és a fibrinogén kapcsolata, mig a
keringés artérias oldalan és a mikrocirkulaciéban, azaz magas nyiréebvel jellemezheté helyeken
GPIb/V/IX és a VWF, valamint a GPlIb/llla és VWF kozotti kdlcsdnhatas a donté. A direkt receptorok
kézul a GPla-lla (a2B1) receptor szama a legnagyobb, ez biztositia a kollagénhez val6 direkt
kapcsolédast, de a GPVI receptor és a CD36 (GPIV, GPIIIb) és p62 (P-szelektin) proteinek szerepe is
jelentés ebben a folyamatban. A direkt receptorok mikddése aktivaciot igényel. A GPlb nagy nyiré erék
hatasara és VWF koétés kdzben aktivalodik és elinditja a tdbbi receptor aktivalodasat.

zajlik egymassal parhuzamosan: a szekréciod, azaz a vérlemezke alfa-granulumai és a plazmamembran
fuzidja, valamint a ,flip-flop™-reakci6, a trombocitamembran atrendez6dése, s a féleg trombin, ADP,
tromboxan A2 hatasara létrejovd trombocita-aggregacio (trombocita - trombocita kdlcsénhatés). Az
aggregaciohoz, amely a trombocitak receptoraikon at térténé egymashoz kapcsolddasa, a trombocitak
adhézié soran bekodvetkezd aktivacidja sziikséges. Fizioldgias és patoldgias trombocita agonistak,
jelatviteli itvonalakon keresztiil képesek aktivalni a trombocitak GPIIb/llla receptorait. A legtébb aktivator,
lokalis valaszként, a sértlt érfalbdl szabadul fel, vagy ott szintetizalodik. Ahhoz, hogy stabil trombocita
aggregacio alakuljon ki, a fibrinogénen kivil tobb ligand kétédik az aktivalt GPIllIb/llla-hoz. Pozitiv
visszacsatold6 mechanizmus eredményeképpen keletkezik végul az érsériilés zarasahoz elegend6 méretl

enzimek, és a trombocita kontraktilis fehérjéi mind hozzajarulnak, hogy az érsérilés helyén az
aggregalodott trombocitak irreverzibilis fuzidja jojjon létre.




A VWEF funkci6ja kualonleges, mert nyirdfesziltségtél fliggéen kozvetiti a trombocitak idészakos
rogziilését az érfalon szabadda valé struktirakhoz. Ez a szerep az artériakban és a kapillarisokban
dontd. A molekula hianya vagy hibaja kilénbdz6 mértékd, néha az életet veszélyeztetd vérzékenységhez
vezet. (Az 6roklott VW betegség a népesség 1%-at érinti). A nagy multimerek hianya funkcié vesztésével
jar, vérzékenységet okoz, a nagyon nagy multimerek viszont nagyon trombogének, a trombusképz&dés
mértékét ndvelik [53, 54]. Sadler dsszefoglalasa szerint a <20% VWF szint altatalaban 1-es tipusu
Willebrand VWB-et jelent, a 20-50% kdzotti mérsékelt verzési rizikot és a 200% folotti a trombozis
rizikojara figyelmeztethet. Méghozza a vérzés és a trombdzis rizikd, ugy tinik, hogy folytonosan és
forditottan aranyos a VWF szinttel (a vérzés rizikdja forditottan a trombdzisé egyenesen), a normal
tartomanyon belil is. A normal és patologias allapotok kozoétt (vérzés vagy trombodzis) nincs éles
hatarvonal. Tovabbi alapkutatasok tisztazzak majd, hogy a VWF szekrécidja majd eltiinése, multimerek
felépllése és lebomlasa hogyan fligg 6ssze a vérzéssel és a trombozissal.

A raktarhelyérél kilépé VWE multimerek méreteloszldsa a nagyon nagy multimerek (ultra-large VWF,
ULVWEF) felé tolodik el. A ULVWF, amely a trombocita dus trombus képz6dését sokkal jobban katalizalja,
mint a kis-, kézepes- és nagy multimereket tartalmazé normal plazma VWF, gyorsan eltlnik a
keringésbdl, a VWF multimer egyensuly normalizalodik. A szintén nyirderd fliggd hasitasi folyamat pontos
mechanizmusanak feltarasa jelen kutatasok targya [55]. Feltételezik, hogy a mikroereket érint6
trombotikus megbetegedések (trombotikus mikroangiopatia, TMA) hatterében az ULVWF nagy
mennyiségben vald megjelenése és elégtelen lebontasa allhat.

Tébb mint 30 éve irtak le az aramlé vérben kialakuld nyiréerdk hatasat a trombocita adhéziora. Azéta a

viszonyainak modellezésére szamos aramlasi kamrat készitettek. Mikodésuk szerint lehetnek in vivo, ex
vivo és in vitro aramlasi modellek/kamrak. Alakjuk szerint 6t csoportba sorolhatdéak: gylris-; csé alaku-;
és parhuzamos lemez(-; sikon forgd kup- és a pangasi vagy allé pontos aramlasi kamrak [1, 7].

Humoralis oldalrél a trombus névekedésének, stabilizacidjanak fészereplbje a trombin, amely a sértilés
helyén tapadt trombocitak felszinén protrombinbdl igen gyorsan képzédik [42]. Azokban a folyamatokban,
amelyekben a trombocitdk sérult érfalhoz vald lokalizaciojat nem a kollagén inicialja, a trombin
képz6&désének igen nagy szerepe lehet, amelyet mi is tanulmanyoztunk [17].

A mai farmakoldgiai kutatas egyik vezetd iranya hatdanyagok izolalasa kigydomérgekbdl, vérszivo
rovarokbdl, allatokbdl és azok hatdsmechanizmusanak vizsgalata [10]. Egyik munkank célja volt a
kiildnb6z6 biotechnologiai technikakkal készilt, trombusképzddést gatld specifikus anyagok/inhibitorok
megismerése. Az altalanosan hasznalt antitestek mellett az in vitro peptid és fehérje vagy a nukleinsav
alapu specifikus felismeré molekulakat alkalmazé nagyteljesitményl technoldgiak egyre gyorsabban
fejlédnek [57]. A peptid/fehérje alapu specifikus felismer§ molekuldk allithatdék elé fag technoldgiaval
(angol irodalomban ,phage display” technolégia) [58-60]. Ennek a technikanak az a Iényege, hogy a
fagokba -célszerlien valamelyik kils6 glikoproteinjébe vagy a kdpenyfehérjéjébe- idegen peptid vagy
antitest szekvenciat, nagy variacidoban lehet épiteni. A peptidek hossza tervezett. A peptidek lehetnek
linearisak vagy ciklikusak. Az adott peptidszekvencian belili lehetséges variaciokat tartalmazoé fagok
sokasaga a fagkonyvtar. Minél hosszabb a peptid, annal nagyobb szamu a variacié lehet6sége, de
hosszat a stabilitas limitalja. Altalaban max. 30 aminosavbél all6 peptidkdnyvtar létezik.

SELEX-Systematic Evolution of Ligands by Exponential- dusitasi eljaras elterjedése olyan oligonukleotid
szekvenciak izolalasat tette lehetévé, amelyek sok fajta, nagyszamu célmolekula specifikus felismerésére
és nagy affinitdsu kotésére képesek [61]. Ezek az oligonukleotid szekvencidk, mas néven aptamer
molekuldk, az antitestek versenytarsai a terapias és a diagnosztikai alkalmazasban egyarant. Jellemz6 a
nagy specificitasuk, kémiai és biolégiai stabilitasuk, alacsony toxicitasuk és antigenitasuk. Kémiai-,
biokémia mddszerekkel szintetizalhatoak, amelyek koéltséghatékony elballitasi lehetéséget biztositanak
[62]. 1992-ben Bock és munkatarsai trombinkoté képességuk alapjan azonositottak 15 nukleotidbdl allo
egyszalu DNS-t [d(GGTTGGTGTGGTTGG)], melyet oligonukleotidok kombinacioibol allé kényvtarbdl
valasztottak és konszenzus trombin aptamernek neveztek (C-15-mer) [63]. Aradi munkacsoportja 4-
tiodeoxiuridilattal (s4dU) modositott oligonukleotidokat szintetizalt és leirtak, hogy a beépitett
molekulacsoport redukald és hidrofil karaktere miatt az Uj szintetikus aptamereknek nagy affinitasa van
szamos fehérjehez [64]. A munkank célja volt azt megvizsgalni, hogy a mddositott aptamerek
hatékonyabb gatlészernek bizonyulnak-e, mint a C-15-mer [17].




ANYAGOK, KLINIKAI MINTAK ES MODSZEREK

Human VWF (Haemate-P), Aventis Behring, (Marburg, Németorszag); Sephadex CL-4B Pharmacia
(Uppsala, Svédorszag); fagkényvtar New England Biolabs (Beverly, MA, USA); human trombin, hirudin,
hirudin fragmentumok 54-65 (a tovabbiakban hir54-65), tisztitott fibrinogén, tripszin, fibrin polimerizaciot
gatlé peptid (GPRP), trombin receptort aktivalé peptid (SFLLRNP, roévid nevén TRAP-1); risztocetin,
diaminobenzidin (DAB), human l-as és lll-as tipusu kollagén placentabdl (Sigma katalégus szerint I-es és
X-es tipusu) a Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA); Horm kollagén (16 inbdl, I-es és lll-as tipusu kollagén
keveréke) a Nycomed Pharma (Minchen, Németorszag) cégekidl szarmaztak. Rekombinans teljes
hosszusagu VWF, AA1- (A478-716), AA2- (A729-910), A3his- (920-1111), RGGS- (1744-1746), AD4B-
(A1113-1639) és AC-VWF (A1640-1899) Peter Lenting ajandéka volt (University Hospital, Utrecht,
Hollandia). Fagkonyvtarat a BioLab-tol vasaroltunk (New England, USA). Aspecifikus fagok laktoferrinen
szelektalt fagok voltak. A B8-fag, a GPIb N-terminalisara specifikus 24B3 monoklonalis antitest (moAb),
és a VWF A3 doménjére specifikus 82D6A3 moAb, a 6B4 FmoAb belga kollaboracioban késziilt.
Kromogén trombin szubsztrat S-2238 (H-D-Phe-Pip-Arg-PNA) szarmazasi helye Chromogenix (Milano,
Olaszorszag); reptilaz id6é reagens (batroboxin) a Diagnostica Stago (Asnieres, Franciaorszag), Chrono-
Lume kit Chrono-log Company (Havertown, USA), ioncserél6 kromatografiaval tisztitott aptamer 5’--
GGTTGGTGTGGTTGG-3' (C15-mer) VBC Biotech Services (Bécs, Ausztria), BCATM fehérje
meghatérozé kit Pierce (Rockford, USA). Aradi Janos munkacsoportja készitette a 4-tiodeoxiuridilattal
(s4dU) modositott oligonukleotidokat.

A vérmintak egészséges dnkéntesektdl szarmaztak, akik legalabb két héttel a vérvétel el6tt nem szedtek
trombocita ellenes gydgyszereket. 9 rész vért 1 rész 105 mM-os natrium-citrattal antikoagulaltunk az
alvadasi id6 és a trombocita aggregacios vizsgalatokhoz. 10 U/mL alacsony molekulatémegi heparinnal
(LMWH) a trombocita adhézié tanulmanyhoz (Fraxiparine, Glaxo Wellcome Production S.A.S.
Franciaorszag). A trombocita dus plazmat (PRP) 150 g-n (15 perc, szobahémérséklet) és a trombocita
szegény plazmat (PPP) 2000 g-n (10 perc) centrifugalassal kilonitettik el. A PRP trombocitaszamat
PPP-vel higitva allitottuk 200 G/L-re. (Ha a PRP trombocitaszama kevesebb volt, akkor az adott
trombocitaszamu és mennyiségi PRP-bdl a trombocitakat 1200 g-n 10 percig centrifugalva Ulepitettik és
annyi PPP-vel szuszpendaltuk, hogy 200 G/L legyen a trombocitaszam. A PPP-ket feldolgozasig -70 C°-
on taroltuk (nem tdbb mint 6 hénapig). A mosott trombocita szuszpenziét 0,18 uM prosztaglandin E1
tartalmu citratos vérbél készitettiik. A PRP-bél centrifugalt trombocitakat haromszor mostuk ,A” mosoé
pufferben (140 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 0,1 mM MgCl,, 10 mM NaHCO;, 0,5 mM NaH,PO,4, 1 mg/mL
glikéz, 10 mM HEPES, pH 7,4), az eredeti vérnek megfelel6 térfogatban szuszpendalva. Az utolsé
szuszpenziobdl trombocita szamot hataroztunk meg, és centrifugalas utan 200 G/L-es trombocitaszamu
szuszpenziot készitettiink ,B” pufferrel. A ,B” puffer az ,A” puffertél abban kilonb6zott, hogy 2 mM CaCl,-
t tartalmazott. Altalaban 200 G/L-es trombocitaszamu szuszpenziéval dolgoztunk.

A VWF szint (VWF:Ag) mérése ELISA mddszerrel tortént, jeldletlen és jelzett poliklonalis, human VWF
ellenes antitestekkel. A VWF:CBA azonos moddon tortént, csak a fedd antitest helyett kollagént
hasznaltunk. A plazma VWEF risztocetin kofaktor aktivitasanak (VWF:RCo) mérése kittel tértént, Helena
(Beaumont, TX, USA). A VWF multimer szerkezetének kvantitalasa SDS agardéz elektroforézis és
immunoblott utdn denzitometriaval tortént. ADAMTS-13 aktivitdsat fluoreszcencia rezonancia energia
transzfert kivaltd szubsztrat reakcidval és antigén szintjét ELISA mddszerrel mértik (TECHNOZYM®
ADAMTS-13, Technoclone GmbH, Bécs, Ausztria).

A trombocita adhézids kisérletekhez parhuzamos lemez(i kamrat (angol irodalombodl szarmazo roviditett
néven PPC, paralell plate chamber) és sikon forgé kup kamrat (CPC, cone and plate chamber)
hasznaltunk. A vért kisérleti tervenként kilonb6zd, 2,5-, 5-, esetenként 15 percig aramoltattuk, vénas és
artérias kortilményeket modellezé sebességgradiens beallitassal, amely altalaban <650/s és =1000/s
(gyakran 2600/s vagy még nagyobb) volt. I-es tipusi 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 el6készitett és fedett lemezt masnap reggelig szobahémérsékleten, sotét
helyen hagytuk. A vért 37 C°-on 5 percig inkubaltuk el a vizsgalando anyagokkal. 5 perces aramoltatas
és alapos mosas utan a kollagénnel fedett lemezeken dsszegydlt trombocitakat (a trombust) metanollal
dehidraltuk/fixaltuk, majd May-Grinwald/Giemsa-val festettik. A lemezrél véletlenszerlen 30 tertletet
valasztottunk képanalizishez (IMAN 2.0, Anyagtani Kutatd Intézet, Budapest, Magyarorszag). A
trombocitakkal fedett felszint a teljes felszinhez viszonyitott szazalékban adtuk meg. A trombocita
adhézié csokkenését a gatldbanyag nélkuli vérbdl képz6dé maximalis trombocita adhézidhoz viszonyitva,
szazalékos értékében fejeztik ki. A trombocita szamot a kisérlet el6tt és utan is Sysmex K4500
hematoldgiai automataval (Toa Medical Electronics Co., Ltd., Kobe, Japan) hataroztuk meg.




A trombocita aggregaciét Lumi aggregométerrel mértik (Chrono-log, PA, USA), 260 G/L-es
tombocitaszamu PRP-vel vagy mosott trombocita szuszpenziéval. A trombin aggregaciot (0,5 U/mL)
1,25mM GPRP jelenlétében végeztiik. A Horm kollagént 5ug/mL-es végkoncentraciéban hasznaltuk az
aggregacio kivaltasara. A trombin inhibitorokat (aptamereket és az dsszehasonlitashoz hasznalt mas
gatlé anyagokat) 1 percig inkubaltuk PRP-vel a trombin hozzaadasa el6tt. Esetenként trombinnal
el6inkubalva és egyitt adva a PRP-hez is alkalmaztuk. A kisérleteket hasonloképpen végeztik a mosott
trombocita szuszpenzidéval (WPS-sel) is. A trombocita aggregacidé mértékét az aggregacios gorbe
meredekségével jellemeztik. A trombocita szekréciét az aggregécioval egyidejlileg, az ATP
felszabadulas méré luciferin-luciferaz reakcidval kdvettik. A legmagasabb lumineszcens jel elérése utan
a mintdhoz 4uM ATP standardot adtunk, a jelmagassag novekedésébdl szamoltuk a tromboctéara
vonatkoztatott ATP felszabadulas vagy szekrécio (relase) mértékét.

Aramlési citometrias analizis-hez szukcinimidil-fluoreszceinnel jeldltiik az antitesteket (XSF; Molecular
Probes, Eugene, OR, USA). 20-50 ug/mL 30 percig 20 C°-on inkubaltuk a citratos vért. A trombocita dus
plazmat (PRP) a készilék pufferével (Facsflow, Becton Dickinson, Le Pont-de Claix, France) tovabb
higitva szivattuk fel az aramlasi citométerrel (FACStar, Becton Dickinson). A fluoreszcens jel
meghatarazasahoz 10000 sejtet gyijtott 0ssze a készllék, minden mintabdl. Kontrollként vagy XSF-
jelzett MEM31 vagy nem jelzett trombocitak autofluoreszcenciaja szolgalt.

Alvadasi tesztekben 0,1 mL fibrinogén oldatot (2mg/mL) vagy gydjtétt normal human plazmat 0,1 mL
Owren-féle pufferrel, amely kildnb6z8 koncentracidban tartalmazta az aptamereket, 1 percig inkubaltunk
37°C-on. Az alvadasi reakciot 0,1mL (0,6NIHU/mL végkoncentraciéju) trombin hozzaadassal inditottuk.
Alternativaként, az aptamereket el6szdér trombinnal inkubaltuk 1 percig és a reakciét fibrinogén, vagy
plazma hozzdadasaval inditottuk. Az alvadasi id6 mérésére KC-1 koagulométert (Amelung, Lemgo,
Németorszag) hasznaltunk. A trombint 5- batroxobin unit (BU)/mL Reptilase-zal helyettesitettiik az
aptamerek trombin specifitasanak tesztelésére.

A trombin S-2238 kromogén szubsztratjanak a hidrolizisét 405 nm-en, 37 C°-on mértik. A reakcidelegy
kiilonb6z6 koncentracidban tartalmazta az aptamereket, 0,1mL pufferben (20 mM Tris-HCI, 50 mM NacCl,
pH8,3), amelyhez 0,1 mL trombint (0,2 U/mL) adtunk. A reakciét 0,1 mL szubsztrat (2 mM)
hozzaadasaval inditottuk. A felszabadult p-nitro-anilin fényelnyését (OD-t) mikrolemez olvason kovettiik
(Infiniti200M, Tecan, Ausztria). Egyes kisérletekben az aptamerek hatasat 2,5 nM hirudin jelenlétében is
meértik.

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

adtunk és egy szintetikus peptidet, a mennyiségi meghatarozasra szolgalé belsé standardként. Egyes
kisérletekben a trombint inkubaltuk el6 az aptamerekkel és a reakcié a plazma hozzaadasaval kezd6dott.
Minden reakciot 3 térfogatrész 96%-os etanol hozzaadasaval allitottunk le, akkor, amikor az aptamer
nélkdli plazma megalvadt (30 masodpercnél). A precipitatumot centrifugaltuk (13,600 g, 4°C, 15 perc), és
90 pL fellluszét SpeedVac beparléban beszaritottunk. A szaraz anyagot 90 puL 10%-0s acetonitrilt és
0,1% hangyasavat tartalmazé oldatban oldottuk fel. FpA-t LC-MS alkalmazasaval (APl 2000, Appied
Biosystems) mértink. 10uL mintat fecskendeztiink egy 2,1x50mm-es C18-as forditott fazisu oszlopra és
3,8 perc) és a belsé standardot (retencios id6: 4,7 perc) dupla-protonalt tdmeguik alapjan detektaltuk
(m/z=769,3 és m/z=870). Az FpA/bels6 standard csucsérték aranyat a kalibracios gérbéhez hasonlitottuk.

HUVEC-ket (human umbilical wein endotheial cells) Jaffe szerint izolaltuk human koélddkzsinorbdl, a
szulés utan nem tébb mint két 6ran belll. A sejteket Medium 199 tapoldatban tenyésztettik, amelyet
kiegészitettink 20% magzati borjuszérummal (FCS), 15 mM NaHCOjz-mal, 2mM glutaminnal, 5mg/L
fungizonnal, 100 kU/L penicillinnel és 100 mg/L streptomicinnel (mind Gibco BRL, Life Technologies,
Franciaorszag). HMEC-1 sejteket egyittmikodési szerzddés 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 epitélidlis névekedési faktorral
és 1 mg/L hidrokortizollal. A sejteket a teljesen benétt felszinrdl tripszin-EDTA emésztéssel vettik fel és
passzaltuk (0,125% tripszin, 0,01% EDTA, vegyes %, desztillalt vizben). A HUVEC matrixot az 1-3
passzalas utan, a HMEC matrixot a 35-45 passzalas utan hasznaltuk. (Ez utdbbit 34 passzalas utan
kaptuk.) 96 lyuki lemezbe 5x10%0,1mL sejtszuszpenziét adtunk. Egyes esetekben szérummentes
tapoldatokat haszndltunk a tenyésztéshez, amelyeket 0,1% albuminnal (marha vérbdl izolalt)
egészitettiink ki. A sejtekkel egyenletesen és teljesen befedett felszint foszfat puferrel (PBS) mostuk
kétszer, majd 0,1 % Triton X-100 és 0,1 M NH,OH tartalmd oldattal lizaltuk 20 percig,
szobah&mérsékleten. A lizal6 oldat inhibitrokat is tartalmazott (5mM NEM és 1 mM PMSF). A matrixokat
vagy direkt hasznaltuk immunokémiai reakciékhoz és adhézios kisérletekhez vagy az elektroforetikus
szeparalashoz mintapuffeben oldottuk. (Mintapuffer: 80 mM Tris, pH 6,8; 2 % SDS, 5 % MEA és 0,001 %




bromfenolkék.) A matrix felszinén levé vagy a tapfolyadékba szekretalt anyagokat in situ antitest
probakkal vagy ELISA moddszerekkel hataroztuk meg. Az extracellularis matrix relativ prokoagulans
aktivitasat a felszinekre mért 37 C°-os citratos plazma (0,14 mL) rekalcinalasi idejébdl (25 mM-os 0,07
mL CaCl,) hataroztuk meg.

A kollagénhez koét6dé VWF morfoldgiai kiilénbségeinek atomerd mikroszképos (atomic force microscopzy
AFM) vizsgalatdhoz alacsony (0,07 N/m?=0,7 dinfcm®) és magas (4,55 N/m*=45,5 din/cm®)
nyiréfesziltségl aramlast biztositottunk, parhuzamos lemezl kamraban. Parhuzamos lemezi aramlasi
kamraba l-es tipusu kollagénnel fedett Gveglemezeket tettlink, amelyek felett gélsziiréssel tisztitott VWF-t
aramoltattunk. 1 yg/mL-es VWF oldatbdl 5- vagy 15 perces perfuzié utan a kollagén felszinhez tapadt
molekuldkat parafomaldehid oldattal fixaltuk. A VWF detektaldsara kidolgoztunk egy arany gyéngyokkel
jelzett antitestet (Protein A) alkalmazd modszert. Debreceni Egyetem Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézete
az AFM-et részenként vasarolta meg a Twente Egyetemtdl (Enschelde, Hollandia). Erint6 moédban,
512x512 pixel-es képek készlltek 0,7-1,5 sor/masodperces olvasasi sebességgel.

A VWF-hoz kotéd6é fagok szelekcidjat a linearis heptamer peptid (L-7) konyvtar Utmutatdja alapjan
végeztik el. A szelekciéhoz 20 ug/mL-es tisztitott VWF-t tartalmazé PBS oldattal fedtik a felszint egy
éjszakan at, majd 30 percig 3%-0s kazein oldattal blokkoltuk és PBS-T oldattal mostuk, ezutan pedig a
fagkonyvtarat adtuk ra az elsé korben. A masodik szelekcids kdrben az elsé koérbdl szelektalt majd
amplifikalt fagokat vittik a felszinre, majd a harmadik kérben a masodik kérben szelektalt és amplifikalt
fagokat. Az eliciot mindegyik kérben 0,1 M-os glicin oldattal végeztik. A fagok kétdkapacitdsanak
tesztelésére tisztitott VWF-ral fedtink (10 pg/mL VWF PBS-ben, 4°C-on, egy éjszakan at) 96 lyuku
mikrotiter lemezt. 30 perc blokkolas utdn az L7-fag klonokat 0,4% kazeint tartalmazé TBS-ben sorozat
higitasban vittik fel és 2 oran keresztil hagytuk szobahdn. Mosas utan a kot6dott 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)
hozzaadasaval kvantitaltuk. Minden inkubacié utan 5-szér mostuk PBS-T-vel a lyukakat. Epitdp

A3his-, RGGS-, AD4B-, vagy AC-VWF-ral fedtink, majd 3%-os tejpor oldattal blokkoltuk. A lyukakat 2
oran keresztul, 37°C-on inkubaltuk L7-, vagy aspecifikus fagok sorozat higitasaval (0,3% tejport
tartalmaz6 TBS-ben oldva). Kontrollként fedetlen lemezen is inkubaltunk fagokat.

Az eredmények rendszerezése, az adatok statisztikai elemzése Microsoft Excel és SPSS.15 statisztikai
szoftverekkel tortént. Az IC5, értékek szamolasahoz GraFit (Erithacus Software Limited, Horley, UK)
szoftvereket hasznaltunk.

Elvalasztastechnika (vékonyréteg-kromatografia, gél- és ioncseréld kromatografia, gazkromatografia,

modszerek, véralvadasi vizsgalatok, aramlasi citometrids vizsgalatok ismertetése a kdzleményeinkben
talalhato.

EREDMENYEK

A kutatbmunkaban a megfeleld téma megvalasztasa mellett jelentds szerepet t0lt be a kutatashoz
alkalmazando6 anyagok eszkdzok, rendelkezésre allé miszerek, modszerek, de nem utolsé sorban az a
szellemi munka, esetenként innovacio, amelyek ezek megismerését, alkalmazasat lehetévé teszik. Ezért
el6szor azokat az eredményeinket ismertetem, amelyek a kutatasainkban alkalmazott eszkdzok,
mdbdszerek megismerése kdzben Uj, nemzetkdzi szinten elfogadott eredményre is vezettek.

A tovéabbiakban az eredményeket a nagy nyiréer6 hatdsa alatt végbemend véralvadasi,
trombusképzédési folyamat jelenleg elfogadott sorrendje szerint igyekszem ismertetni: trombogén felszin,
trombogén felszinhez kapcsolédd molekulak, kofaktorok, ezek kézremiikddésével kapcsolddéd trombocita,
majd trombocita-trombocita kdélcsénhatasok, végil a trombus képzddése. A kutatdé munkak
egyuttmikodésben folytak, kiilénb6zéd munkacsoportokkal, kilonb6zé palyazati tamogatasokkal. A sajat
vagy munkacsoportomban dolgozé kutatok meghatarozd hozzajarulasaval végzett munkak eredményét
irom le, amelyek tovabbi részleteit az idézett kdzlemények tartalmazzak.

A vénas és artérias korulményeket modellezé, teljes vért alkalmazdé aramlasi kamraknak tobb tipusa
ismert. A parhuzamos lemezii (PPC) és a viszkoziméterekbdl kidolgozott sikon forgé kup (CPC)
rendszerl kamrak a leggyakrabban alkalmazottak. Az el6bbiek vérigénye, attdl figgéen, hogy milyen
méretl a kamra, nagyon kulénbdzd lehet. A vér mennyisége és az adheziv/trombogén felszin méretének
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aranya is igen eltér6 a kamrakban. Legkisebb vérigénye a sikon forgd rendszerli kamraknak van,
azonban ezekben a felszin aranya a vér térfogatahoz képest igen nagy. A két kilénb6z6 rendszeri
kamrat alkalmazva, megvizsgaltuk, hogy azonos nyiréfesziltség esetén az adhéziés eredmények
értelmezhetéségét hogyan befolyasolia az eltér6 geometria és a trombogén felszinre vonatkoztatott
kilénb6zé vértérfogat [1, 2]. A teljes felszinfedettség és az egyes trombusok tertilete (adhézids tertlet)
kozotti dsszefliggés vizsgaltuk. (Mivel egyedi trombocitak nem vagy alig voltak a kollagénen, a trombocita
halmazokat trombusoknak neveztik.) A PPC és a CPC felszinein azonos volt az adhézids teruletek
mintazata. A terlletet abrazolva a felszinfedettség fliggvényében, exponencialis gérbe volt legjobban
illeszthetd a PPC és CPC adatokra, y= 7,018e%%®; R? = 0,9183. 25% felszinfedettség alatt alig volt
kilénbség a két kamra kozott, azonban 25%-nal nagyobb felszinfedettség nem volt a CPC-ben. A
trombus magassaga 2 és 18 um kozott valtozott. PPC esetén a tobbség 4 és 6 um kozott, a CPC esetén
6 és 8 um kozott volt. Az eloszlasfliiggvény Gaus gorbét kdvetett. 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) volt. Fluoreszcensen jelzett
VWF eloszlasa hasonlo kildnbséget mutatott. Jelentés volt a keringé vérbél eltiné egyedul allo
trombocitak szama CPC esetén, linearis 6sszefuggést mutatva a felszin fedettségével (y = 0,8562x +
9,413; R=0.4897; p=0,0021). PPC esetén nem volt dsszefiiggés statisztikailag (y = -0,009x + 8,8787; R=
-0,01233; p>0.05.

Mivel a VWF aktivitasa aranyos a multimer méretével, azaz multimerizaltsaganak mértékével, a VWB
diagnosztikajaban a VWF funkcidjanak meghatarozasahoz nélkilézhetetlen a multimerek méret szerinti
eloszlasanak meghatarozasa. A natrium lauril szulfattal (SDS) denaturalt VWF SDS-agaréz
gélelektroforézissel multimerjeire bonthaté. Az értékelés a vizsgalandd és a kontroll minta multimerjét
képez6 savok szamanak dsszehasonlitasaval -rutinszeriien csak szemmel- térténik. Gyakorlott analitikus
a vérzési rendellenességgel jaré6 multimer hianyt igy is meg tudja hatarozni. Denzitometriaval a savok
intenzitasa és lokalizacidja szamszerUsithetd, grafikusan denzitometridas gorbe szerkeszthetd. A
denzitometrias meghatarozds nehézsége a gorbe ill. az adatok értékelése. Modszerlnk lehetévé teszi a
denzitometrias gorbe megfeleld értékelését [5]. A denzitometrias értékelés elsésorban azt a célt szolgalja,
hogy a nagy multimerek mennyiségi valtozasat/ndvekedését tudjuk értékelni. Ennek a célnak az elérése
érdekében az elektroforetikus szétvalasztast kellett elészor optimalizalni, hogy a nagy és a kis multimerek
is jol értékelhetd, kuldnalld sadvokat adjanak. Ezt két fontosabb valtoztatassal lehetett elérni: (1) a VWF
elektroforézishez altalanosan alkalmazott Tris-glicin pufferben a glicin helyett az agaréz forgalmazdja altal
ajanlott borat alkalmazasaval, (2) az elektroforetikusan elvalasztott VWF multimerek gélen toérténd
merkaptolizalasaval, amellyel a gélbdl a membranra t6rténé fehérje transzfert egyenletessé (multimer
mérettél figgetlenné) lehetett tenni. A multimerek méretének jellemzéséhez elsé lépés a gorbe alatti
terulet fels6 25 szazalékahoz tartozé savok vandorlasi tavolsaganak meghatarozasa volt. Ehhez a felsé
25%-ot elvélaszté vandorlasi tavolsaghoz tartozé molekulaméretet (Muwas) - amelyet a mintaban talalhato
multimer csucsok, és a hozzajuk tartozé molekulatdmeg Osszefiiggése alapjan lehet kiszamitani-,
tekintettiik a minta legnagyobb multimerjeit jellemz6 értéknek. A mddszer segitségével von Willebrand
betegek mintait, egészséges egyének plazmait illetve trombocita lizatumait vizsgaltuk. Osszevetettiik a
multimer analizis eredményét a VWF funkcionalis tesztekkel (VWF:CB, VWF:RCo) és igazoltuk a
multimer méret és a funkciondlis teszt eredmények kozotti Osszefliiggést. A VWF molekula
multimerizaciojanak fokatol fliggd aktivitasa a kollagénhez vald koétédését is befolyasolja. Ennek
vizsgalatara VWF kollagén koét6 modszereket (VWF:CBA) alkalmaztuk. A mddszerek (tobbnyire sajat
laboratoriumi, de kaphaté a kereskedelmi forgalomban is) kilénb6z6 kollagéneket, kilénb6z6 maodon
alkalmaznak. A modszervalidalasi folyamat soran irodalmi felmérést készitettiink [66] és a VWF:CB
mérésére modszert allitottunk be, amellyel a fenti sszehasonlité méréseket is végeztik.

Az artérias és a kapillaris keringésben a sérult érfelszinen szabadda valé endotelsejt alatti matrixra
elészor a trombocitak egyrétegben kitapadnak. Erre rétegre receptorokon és ligandjaikon at kapcsolodik
a tébbi trombocita, aggregatum képzddik, mikdzben létrejon a fibrinhald, 6sszességében a trombus. A
trombusképzddési folyamatot izolalt kollagénen, human mikrovaszkularis endotelsejtek (HMEC-1) és
koldokvéna endotelsejtek (HUVEC) altal termelt extracellularis matrixon (ECM) vizsgaltuk, francia
kollaboraciés munkankban [4]. A francia munkacsoport in situ ELISA-val és indirekt
immunfluoreszcenciaval kimutatta, hogy a HMEC-1 ECM-ben IV-es tipusu kollagén, fibronektin, laminin
és trombospondin volt, I-es, lll-as és Vl-os tipusu kollagén valamint VWF nem volt kimutathato
mennyiségben. A HUVEC ECM-ben viszont mindegyik jol mérhetd mennyiségben volt jelen. A magyar
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munkacsoportban késziilt a HMEC-1 ECM prokoagulans aktivitasanak és trombusképz6 tulajdonsaganak
a meghatérozasa, az utdébbihoz egészségesek és VWB betegek vérét alkalmazva. A prokoagulans
aktivitast a sejtmatrixokra mért citratos plazma rekalcinalassal inditott alvadasi idejébdl hataroztuk meg,
amely 36+5 sec volt a HMEC-1 ECM-en, mig a HUVEC ECM-en 9516 sec. A trombusképzd tulajdonsag
meghatarozasa érdekében LMWH-val antikoagulalt vért 5 percig aramoltattunk parhuzamos falu aramilasi
kamraban, 650/s és 2600/s sebességgradienst alkalmazva. A HUVEC ECM-en a vénas aramlasi
korulmények kdzott egyenként, az artériason csoportosan tapadtak ki a trombocitdk és mindkét esetben
egyréteget képeztek. A felszinen kitapadt trombocitak vagy trombocita csoportok atlagos mérete 16- ill.
50um2 a két sebességgradiensnek megfeleléen. Az HMEC-1 ECM-en azonban nagykiterjedésii és
rétegvastagsagu trombocita aggregatumok/trombusok keletkeztek a vénas és az artérias aramlasi
koriilmények kozott egyarant. Atlagos teriiletiik 600-1200um? volt, alacsonyabb sebességgradiens esetén
voltak nagyobb kiterjedéslek. A kollagénen a jellemzd, vénas aramlaskor kis-, artérids dramlaskor nagy
kiterjedési trombusok képzédtek. A plazma VWF szerepét olyan VWF ellenes monoklonalis antitest
jelenlétében vizsgaltuk, amely a VWF kollagénnel val6 kdlcsdnhatésat gatolta. VWF ellenes monoklonalis
antitest gatolta az adhéziot a HUVEC ECM-en, de nem befolyasolta az adhéziét és a trombusképzddés a
HMEC ECM-en. Hirudin, direkt trombin inhibitor, jelenlétében az adhézié mértéke nem valtozott egyik
matrixon sem, azonban a trombusképzédés elmaradt a HMEC-1 ECM-en de nem valtozott a kollagén
matrixon. A kontrollhoz hasonld, nagyméretli trombusok képz&dtek akkor is, amikor artérids aramlasi
korilmeények kozoétt sulyos, 3-as tipusu VW beteg vérét aramoltattuk a HMEC-1 ECM-en. Ennek a
betegnek a vére nem tartalmazott sem plazma-, sem trombocita eredeti VWF-t. Az adhézié és a
trombusképzédés a VWF hianyara jellemzé volt HUVEC ECM-en és a kollagén matroxon egyarant. Ez
utébbin alig vagy egyaltalan nem volt kitapadt trombocita artérias aramlasi koriilmények koézott. A HMEC-
1 VWF nélkuli matrixa erds trombogén tulajdonsagot mutatott, annak ellenére, hogy az I-es, lll-as és VI-
os tipusu kollagének is hianyoztak a matrixbdl. Hirudinnal ez a trombogén hatds nagymértékben
gatolhaté volt. A trombocitédk adhézidja valtozatlan maradt, azonban a trombocitak aggregécioja elmaradt.

Atomerd mikroszkop alkalmazaséaval (atomic force microscopy, AFM) meggy6z8dhetink arrél, hogy_az
immobilizalt kollagénhez, kiilénbdzé aramlasi kérilmények kézott kétédd VWE kitekeredik-e [6]. A halds
kollagén szalakon kotoétt, nativ allapotaban minden dimenzidban joval kisebb VWF molekulak
detektalasara kidolgoztunk egy arany gyodngyokkel (atéré: 30- és 15 nm) jelzett Protein A-t alkalmazé
modszert. Gélszliréssel tisztitott VWF-t parhuzamos lemezi{i kamraban, I-es tipusu kollagénnel fedett
mikroszkop fed6lemezeken, aramoltattunk. A VWF koétésének morfolédgiai kiilénbségeit alacsony (0,07
N/m?) és magas (4,55 N/m?) nyiréfesziiltséget alkalmazva hasonlitottuk 6ssze. A 1/10 higitasban
alkalmazott, arannyal jelzett Protein A hatdsosan jeldlte a VWF-t, az egyedulallé VWF-anti-VWF komplex
molekulak teljesen fedve voltak aranygémbdkkel. A nem specifikusan kotott arany partikulumok majdnem
kizarolag egyesével fordultak el6. Nagyon alacsony aranyban medfigyelhetéek voltak kettesével
elhelyezked6en, nagyobb aggregatumok viszont egyaltalan nem fordultak el8. A kollagénhez kotétt VWF
morfolégiajaban nem volt szignifikans kilénbség alacsony és magas nyirofesziiltség esetén. Nem
mutatkozott egyértelmii jel a VWF kitekeredésére egyik esetben sem. Az elrendez6dés nagyfoku
véletlenszer(iséget mutatott. 1 pg/mL VWF-t tartalmazé oldatot 5 percig aramoltatva, nagy
nyiréfesziltség esetén a kollagénhez koétédott VWF mennyisége majd kétszerese lett a kis
nyiréfesziltség esetén kototthoz képest, valamint megjelentek szokatlan formaju VW molekulak is. Ez a
kiilénbség 15 perces aramoltatas esetében — valdsziniileg diffuzié kdvetkeztében - eltlint. Mosott és fixalt

kuldnb6zé nyirderék hatasa alatt.

Amikor plazma glikokallicint egy olyan monoklonalis antitesttel (Ab24B3) rogzitettik trombocitat
helyettesité mlanyag gyodngy felszinéhez, amely biztositotta az GPIb aktiv konformaciéjanak megfelel6
format, a gydgy tébb flureszcensen jelzett VWF-t kotott kildonb6zé aramlasi kériimények kozott [3]. A
kidolgozas alatt Iévé modszer az aktiv VWF mérésének egy Uj lehetdsége.

Belga Osztondijasként, fél napot toltdéttem Sixma professzor laboratériumaban, Hollandiaban (Uttrecht
University), ahol Martin ljseldijk analitikus megmutatta a parhuzamos lemez( aramlasi kamra mikodését,
a trombocita adhézios vizsgalatokat, teljest vért alkalmazva. Ezt a médszert és egy télik vasarolt kamrat
alkalmaztam az itthoni munkacsoportomban, sok éven keresztil a trombocita adhézid és a
trombusképzédés mechanizmusanak és gatlasanak tanulmanyozasara.
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El6szor a Hirudo Medicinalis-bél szarmazoé Calin hatasanak mechanizmusat vizsgaltam. A belga
munkacsoport ekkor mutatta ki, hogy a Calin gatolta a trombocita adhéziét és a trombocita dus trombus
képzddését horcsdgben. In vitro kisérleteim eredményei szerint a Calin koncentraciéfuggéen gatolta a
VWF-kollagén kolcsdnhatast, a trombocita aktivaciot és adhéziét, mind statikus, mind dinamikus
korulmények koézoétt [10, 11]. Statikus kdrulmények kdzoétt a Calin a plazma és a tisztitott VWF kotodését
3,6 és 3,0 pg/mL ICso-nel jellemezheté koncentracidéban gatolta I-es tipusu borjubér kollagénhez. A gatlo
hatas mar 10 perc inkubalas utan maximalis volt. Ha azonban el6szér 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 valdsidejl, felszini plazmon rezonancia moédszerrel
mérve is hasonlé eredményre jutotunk. A Calin koncentraciofiggéen kot6dott a kollagénhez és
monofazisos disszociaciot mutatatott, amely (8,8 + 0.3)x10™/s konstanssal jellemezhets. Dinamikus
kérdlmények kozott, sebességgradienstdl fliggben gatolta a VWF kotddését a kollagénhez. 300/s
sebességgradiensnél [Cxy:16-19 pg/mL, 1300/s-nél ICxy:75-83ug/mL volt. Annak tisztazasa érdekében,
hogy vajon a Calin trombusképzédést gatlé hatasa a trombocita-kollagén vagy VWF-kollagén
kolcsdnhatason at érvényesil-e, kilonb6zé adheziv felszint és sebességgradienst alkalmazva vizsgaltuk
a trombocita adhéziét és a trombusképz&dést citrattal alvadasgatolt teljes vérbél. A Calin 300/s és 1300/s
sebességgradiensnél egyarant gatolta a trombocita adhéziét a kilénbdzé kollagénekhez. Részleges
gatlast fejtett ki human endotelsejt extracellularis matrixahoz valé adhéziéra 300/s -nél, 1300/s —nél;
nem/vagy minimalis volt a gatld hatas VWF-ral vagy a fibrinogénnel fedett felszinekhez mindkét
sebességnél. Nem befolyasolta az eredményeket az, hogy alvadasgatioként citratot vagy LMWH-t
alkalmaztunk, kivéve az l-es tipusu human kollagén esetét, amelyhez citratos vérbdl a trombocitak nem
tapadtak ki.

A kollagén, a VWF és a GPIb/IX/V receptorkomplex kapcsolat fontos szerepet jatszik a
trombusképzbédésben, ezért antitrombotikus kezelés célpontja lehet. Tobb munkankban alkalmaztunk
fagtechnolégiat azért, hogy olyan rovid peptideket szelektaljunk, majd azonositsunk, amelyek a kollagén-
VWEF kolcsonhatast befolyasoljak [18]. Ezekre a peptidekre alapozva, oralisan adhaté antitrombotikum
fejleszthetd ki. 2.10° kiilénb6z6 fagklont tartalmazo lineéaris heptamer peptid kényvtarat alkalmaztunk (L7)
VWEF-ral fedett felszinen. Harom fagszelekciés kér utdn 94 egyedi peptidszekvenciat tartalmazé klénok
baktériumkulturait szaporitottunk. Ezek felUluszoit teszteltik VWF-ral fedett ELISA-val. A VWF-hoz
kotédott fagokat peroxidazzal jelzett M13 ellenes antitesttel majd a peroxidaz szubsztratjaval detektaltuk.
A legmagasabb affinitassal kot6dd peptideket hordozd fagklonok kdzil hetet valasztottunk tovabbi
vizsgalatokhoz. Egy nem specifikus fagot tartalmazé baktériumtenyészettel parhuzamosan, ezeket a
fagokat tartalmazd baktériumokat nagy mennyiségben szaporitottuk, majd tovabbi vizsgalatokra és
szekvencia analizisre izolaltuk a fagokat. Mindegyik izolalt fag kotédott VWF-hoz, a fagszam
novekedésével telitési gorbével jellemezheté mdédon. A kotddés specifikus volt, mivel az aspecifikus fag
nem kotédott a VWF felszinhez és egyik fag sem kotédott human I-es és lll-as tipusu kollagénnel fedett
felszinhez. A fagok nem kétédtek glikokalicinhez sem, a GPIb receptor plazmaban szabadon is talalhato
extracellularis részéhez. Az egyedi klénok analizise szerint minden klén tartalmazta a YDPWTPS
szekvenciaju peptidet. Ezeket a fagokat tovabb teszteltlik, hogy képesek-e gatolni a VWF kdlcsdnhatasat
két ligandjaval, kollagénnel és GPIba-val. A specifikus fagok gatoltak a VWF koétédését human I-es és llI-
as tipusu kollagénhez, statikus koriilmények kozott (ICso (12 és 1-10° fag/mL), az aspecifikus fagoknak
nem volt hatasa. A fagok nem befolyasoltak a VWF-GPIba kélcsénhatast, mivel sem a VWF risztocetin
hatasara torténd kotédését glikokalicinhez, sem a risztocetin indukalt trombocita aggregaciét nem
gatoltak. A fagok nem voltak hatassal a kollagén altal indukalt vérlemezke aggregaciora sem. Azt
vizsgaltuk a kdvetkez6kben, hogy a fagok mennyire képesek gatolni a VWF kotédését kollagénhez sikon
forgd kup rendszerl aramlasi kamraban, kozel fizioldgias korilmények kozot. A vért 4000/s sebesség
gradienssel dramoltattuk, human l-es vagy lll-as tiusu kollagénnel fedett fed6lemezen. Ezen kérilmények
kozott a fagok részlegesen gatoltak a trombocitak kitapadasat mindkét felszin esetében, ha 1.10"° fag/mL
mennyiségben alkalmaztuk. Maximum gatlast értiink el 1.10"" /mL fagszam esetén. Puffer, vagy
aspecifikus fag esetén nem tapasztaltunk gatlast. A fagok epitopjanak/jainak keresése érdekében a fagok
kotédését kiilonbézd VWF delécids mutansokkal fedett felszinhez is vizsgaltuk. A fagok (1-10)*10%/mL
tartomanyban kotédtek a vad tipusu, RGSS-, AA2- és AD4B- VWF-hoz. A kotddeés telitési gorbékkel volt
jellemezhet6. Meglepd volt, hogy a VWF-kollagén koélcsénhatast gatlé fagok nem az A3 doménhez
kotédtek, amely az elsédleges kotéhely I-es és lll-as tipusu fibrillaris kollagén szamara. Normal modon
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kotédtek viszont a AA1-VWF-hoz, annak ellenére, hogy ez a domén is tartalmaz masodlagos kétéhelyet a
kollagén szamara. Mivel a fagok nem kotédtek a AC-VWF-hoz, arra kdvetkeztettiink, hogy a teljes VWF
C doménjéhez kotédtek. Egy korabbi, ettdl fuggetlen munkaban szintén VWF-k6td fagokat (B8 fagok)
szelektaltunk pentadekamer fagkonyvtarbdl [14]. Ebben a munkaban szintén a C doménhez kétédve
gatolta a VWF-kollagén koélcsénhatast a szelektalt B8 fag. A jelen munka L7 és a B8 fagok hatasat
Osszevetve azt talaltuk, hogy a biotinalt B8-fagok vetélkedtek az L7 fagokkal a VWF-hoz toérténd
kotédésért. Hogy a fagok hatasat kizarélag a peptid okozza, a lll-as kdpenyfehérién megjelenitett
sorrendje szerint szintetizalt peptidet is vizsgaltuk. Ellentétben az L7 faggal, a szintetikus YDPWTPS L7-
peptid nem gatolta a VWF-fliggé trombocita kitapadast, amikor a peptiddel el6inkubalt vért kollagénnel
fedett felszinen aramoltattuk. Ennek az a lehetséges oka, hogy a monomer peptid aviditasa kicsi a fag
gazdasejthez kot6dd részén lévd 1évé 5 darab gp3-as kdpenyfehérjén megjenelenitett 5 peptid egylttes
hatdsahoz viszonyitva. A kdvetkezd Iépésben az alabbi négyagu peptidet szintetizalt a kollaborator.
Neve MAP lett, amely a ,multi antigen peptides” angol kifejezés roviditése. MAP: (H-Tyr-Asp-Pro-Trp-
Thr-Pro-Ser)4-Lys2-Lys-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-NH2, molekulatémege (g/mol) 4724. A négyagu, MAP-
ban 6 arginin maradékbdl és egy (Lys); magbdl allé rész van, a megfelel6 sztérikus elrendezédés
érdekében. A peptidek kémiailag a szabad amindcsoportokhoz és a C-terminalis két Lys csoportjahoz
vannak kapcsolva. A kevert MAP-hoz viszonyitva, a YDPWTPS szekvenciasort tartalmazé MAP 148
nmol/L-es koncentracional, kollagén felszinhez majdnem teljes mértékben gatolta a vérlemezkék
kitapadasat.

Trombin gatlasat kollaboracioban szelektalt fagokkal vizsgaltuk. Ciklikus heptapeptid fagkdnyvtarbol
valogatott, human o trombinhoz k&t6dé fagok D-fenilalanil-L-prolil-L-arginin klorometil ketonnal (PPACK)
verseng® trombin gatlast mutattak. Az fagpeptid aminosav szekvenciaja: Cys-Asn-Arg-Pro-Phe-Ille-Pro-
Thr-Cys. Ez a szintetikusan is eléallitott peptid (trombin inhibitor peptid, TIP), Ki=0,49 mM inhibitor
allandoval jellemezheté modon gatolta/nyujtotta a trombin alvadasi idét. Koncentraciéfliggéen gatolta a
trombocita aggregaciot és a granulumok kilrulési reakciéjat. Vénas és artérias aramlasi kérulmények
kozott is gatolta a trombocita dus trombus képz&dését HMEC matrixon, a teljes vérbdl [15]

Egy masik munkaban a vaszkularis torténéseket jelentdsen befolydsold oligonukleotid inhibitor (aptamer)
modositasa hatasanak a vizsgalatat irtuk le [17]. A konszenzus trombin aptamer, révid néven C-15-mer,
egy 15 nukleotidbdl all6 egyszalu DNS, [d(GGTTGGTGTGGTTGG)], amelyet kombinatorikus
oligonukleotidokbdl allé, hatalmas kdnyvtarbdl, a trombinkétd kapacitasa alapjan valasztottak ki, majd
sokszoroztak. Munkatarsunk az 6sszes T-t 4-tiodeoxiuridilattal (s4dU) cserélte (3,4,7,9,12,13), amely
eredménye [d(GGXXGGXGXGGXXGG)] aptamer lett és (aUC-15-mer) nevet kapta. Majd a vicinalis T-ket
cserélte csak le (3,4,12,13) [d(GGXXGGTGTGGXXGG)] (vUC-15-mer), aztan a 3,7,9,13 helyeken 1évé T-
ket [d(GGXTGGXGXGGTXGG)] (UC-15-mer). A C-15-mer nanomol koncentracidoban gatolja a trombint
hatasat, a trombin exosite-1-hez, mas néven az 1-es anionkotd helyhez kétédve, amely a f6 fibrinogén
felismeré hely. Hogy meghatarozzuk, hogy a modositott aptamerek gatoljak-e ezt a régiot és
versenyeznek-e ennek a természetes szubsztratjdval, trombin alvadasi id6t mértink tisztitott
fibrinogénnel és human plazmaval, az aptamerek jelenlétében. A kisérletek elsé sorozataiban az
aptamereket preinkubaltuk fibrinogén oldattal, vagy plazmaval és aztan trombint adtunk hozza. A C15-
mer és UC15-mer trombinnal egyutt adva, gatolta a tisztitott fibrinogén és plazma alvadasat. Fibrinogén
oldat esetén az ICsy az UC15-mer esetén haromszor alacsonyabb volt, mint C15-mer esetén, plazma
esetében a kulonbség 2,2-szeres volt. Amikor trombin hatasara felszabadulé FpA gatlasat mértik, az
aptamerek hatasossaga gyakorlatilag azonos volt azzal, amit az alvadasi id6 kisérletekben tapasztaltunk.
Mindkét aptamer korilbelil kétszer hatékonyabb volt fibrinogén oldatban, mint plazmaban. Ugyanezt a
kildnbséget figyelhettiik meg akkor, amikor aptamerekkel preinkubalt trombinnal inditottuk a plazma
alvadasat vagy FpA felszabadulasat. Ezeket a probakat reptilazzal is megismételtik. A reptilaz egy
kigyoméreg enzim, amely FpA-t lehasitva a fibrinogén Aa-lancardl fibrinkivalast okoz. Az aptamerek
egyikének sem volt hatdsa ezen reakciéra, amely megerdsiti az aptamerek trombinspecifikus hatasat. A
trombin amidolitikus hatasat a kromogén szubsztrattal mérve - S-2238-, nem befolysoltédk a reakciot az
aptamerek, bizonyitva, hogy az aptamerek nem hatnak a katalitikus koézpontra. Trombin gatlasa
hirudinnal az exosite-1-hez val6 kétédésen at valésul meg. Az UC15-mernek - ha a hirudinnal azonos
helyre kotédik - fel kellene oldania a hirudin gatlé hatasat. Ahogy azt a kromogén szubsztrat hidrolizisével
mértiik, az UC15-mer koncentracidja novelésével, versenyez a hirudinnal a trombin exosite 1-ért.
Vizsgéltuk az aptamerek hatdsat a trombin indukdlt trombocita aktivaciéra is. PRP-t vagy mosott
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trombocita szuszpenziét (WPS) 1 percig inkubaltunk aptamerekkel, névekvd koncentracioban. A
trombocita aktivalédast trombinnal inditottuk. A PRP-ben a C15-mer és UC15-mer ddézis-fliggé mddon
gatolta az aggregaciot és az ATP szekréciot. Mind a két esetben az 1C5, értéke UC15-merhez csak a fele
volt a C15-merhez képest. Sem az 1Cs, értékek, sem a relativ hanyados nem valtozott, amikor el8sz6r a
trombint inkubaltuk aptamerekkel, majd hozzaadtuk a PRP-hez. WSP-ben az ICs5, értékek jelentésen
csokkentek mindkét aptamer esetében, és az UC15-mer tizenkétszer volt hatékonyabb, mint a C15-mer
ebben a rendszerben. Megjegyzendd, hogy a trombocitak alakvaltozasara nem volt hatassal az aptamer,
az aggregacioban maximum gatld hatast okozé koncentracional négyszer magasabb koncentracioban
sem. Az aptamer hatas hianya a trombin receptor aktivalé peptid 1 (TRAP-1) és a kollagén indukalt
aggregaciora, trombin specifikussagot igazol. Az aptamerek hatasat a trombusképzédésre fizioldgias
aramlasi korilmények kozott is vizsgaltuk, teljes verbdl, kildnb6zé trombogén felszineken, kup és sik
kamraban. Normal vérbél a HMEC-1 matrixot és trombin kezelt fibrinogén felszint egyforman nagy
trombusok boritottak. Amikor a C15-mer és UC15-mer jelen voltak, mind a HMEC-1 extracellularis
matrixot, mind a trombin kezelt fibrinogén felszint nagyszamu, de kisebb terlleti és vékonyabb
trombusok valamint sok egyedi trombocita fedte. Az aptamerek hatasa a hir54-65 hatasahoz volt
hasonlithat6. Kollagén felszinen nem volt valtozas a trombusképz&désben az aptamerek jelenlétében.

Megfelel6 minéségi kontrollal, VWF mennyiséqgi, minéségi és specidlis funkciondlis vizsgalatokat
rutinszerlien végziink, ezaltal kiegészitjik az alaprutin vizsgalatokat, és hozzajarulunk a klinikusok kutaté
munkajahoz, mint szerzett {Tornai, 1999 #136} vagy Oroklott betegségek kimutatasa. Egyik ilyen
tanulmanyban négy VWB esetét és fenotipizalasat irjuk le, amelyek genotipizalasat a belga kollaboracios
partner laboratdriumaban végezte el a munkacsoportunk doktrandus hallgatéja [8]. 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 mutacié okozta a 2B VWB-et. Egy esettanulmanyban
igazoltuk a trombocitak fokozott kotédését VWF felszinhez [24]. Tanulmanyunk, amelyben egy policitémia
vera-val (PV) diagnosztizalt férfi esetét ismertettiik, igazolta a beteg trombocitainak VWF felszinhez valo
fokozott koétédését. Mas publikaciokkal ellentétben, normalis trombocitaszam mellett, egyedi volt a
trombocita receptorok eloszlasa. A nyugvo trombocitak felszinén talalhaté GPIb receptorok szama a
varhatotol eltéréen, kétszer-haromszor nagyobb volt aktivalas utan, egészséges kontrollokhoz és mas
PV-as betegekhez képest. A betegnél sulyos, multiplex, cerebralis isémias lézidkat talaltunk. In vitro
trombusképzédési modellben, amelyben teljes vért aramoltattunk vénas és artérias kdrulmények kozott, a
tisztitott VWF-ral fedett felszineken trombocita aggregacioé és trombusképzédés jellemzé volt, mig az
egészséges és a PV kontrollok esetén a trombocitak egy rétegben torténd kitapadasa volt a jellemzé.
Hasonl6, patolégias eredményeket még nem publikaltak PV-val kapcsolatban.

Nagy tanulmanyok igazoltédk, hogy az emelkedett VWF:Ag szint, a VWF ndvekedett aktivitasa, fokozott
trombdzis rizikdt jelent, trombotikus mikroangiopatia megjelenéséhez vezethet. Kilénbdzd,
mikroangiopétia veszélyét magaval hordozé betegségekben vizsgaltuk a VWF multimer és szekrécidja
utani hasité enzimének, a metalloproteinazok csaladjaba tartoz6 ADAMTS-13-nak a szerepét. Klinikai
kutatasunkban az Emelkedett VWF mennyiség és funkcié, normal ADAMTS-13 aktivitas és antigén volt
kimutathaté majcirrhosisos betegek plazmajabdl [20], [21]. Kulonbdz6 eredetl cirrhosisosos betegek
(n=151; férfi/n6:78/73; Child A/B/C: 32/33/35%) és egészséges Onkéntesek (n=64) PPP-t hasznaltuk a
vizsgalatokhoz. A kontroll csoporthoz hasonlitva elkedett volt a VWF:Ag (301£122, kontroll 120+£32 %), a
VWF:RCo (198194, 114+42%) és a VWF:CB szint (243+£107, 1194+33 %). A VWF:RCo/VWF:Ag és a
VWF:CB/VWF:Ag arannyal kifejezett funkcionalis aktivitds 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) statisztikailag nem kulénbdz6tt a kontroll csoport aktivitas
eredményekbdl szamolt aranytdl. A multimerizacié mértéke, analizalva a kis-, kdzepes-, nagy- és ultra
nagy multimer tartomanyban |évé savok denzitdsanak eloszlasat, a kis molekulatdomegl frakciok
mennyiségének ndvekedése felé tolddott. AZ ADAMTS-13 antigén és aktivitas értékek igen nagy szorast
mutattak. Aktivitas atlag 135+71%, antigén 140183, ezek az értékek a kontroll csoportra 126+45 és
124144 % volt.

Emelkedett VWF mennyiség és funkcid, normal ADAMTS-13 aktivitas volt kimutathaté preeclampsia
esetén [23], azonban az ADAMTS-13 aktivitas csokkent kronikus sziv elégtelenség esetén [22].
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EREDMENYEK ERTEKELESE

Mdédszerfejlesztési munkankban a trombocita kitapadast hasonlitottunk éssze, magas sebességgradiens
mellett CPC és PPC adhéziés modelleket hasznalva (parhuzamos lemezii és sikon forgd kup kamrak)
[1]. Olyan geometriai és reoldgiai kuldnbségek vannak PPC és CPC kozott, hogy szikségesnek tartottuk
a trombogén felszin és vértérfogat kozotti hatast vizsgalni, a trombusképz8dés szempontjabdl.
Felszinnek a kollagént valasztottuk, mivel ez a szubendotelialis matrix igen trombogén komponense,
artérias sebességgradiensnél, ahol a VWF a kulcsszerepld. A teljes vér aramoltatasi ideje 150
masodperc volt, ez a legrévidebb iddintervallum, ami reprodukalhaté eredményekhez vezetett. A vizsgalt
felszinfedettség és atlag trombus teriilet PPC felszineken egyezik kdzleményekben talalhato értékekkel.
Az, hogy CPC felszinfedettség a PPC-hez képest alacsonyabb maradt, jelzi, hogy elfogyott a keringd
vérbdl a kitapadasra képes trombocita. Pedig elméleti szamolas alapjan, ha csak a felszinhez tapadnak
trombocitak, béven elég lehetne a szamuk. Ezért arra lehet gondolni, hogy az aggregécio jelentés CPC-
ben keringd vérben. Erre utal a PPC-hez képest nagyobb trombus atlagmagassag is a CPC-ben. A
fluoreszcensen jelzett VWF homogén eloszlasa a trombusban azt mutatja, hogy a VWF a trombocitak
felszinhez tapadasa mellett a trombus névekedésben is nagy szamban vesz részt. Matsui és munkatarsai
kozlésével ellentétes ez az eredmény. Ok nem lattak a VW molekulak egyenletes haromdimenzios
eloszlasat a trombusban, azonban ez az eredményik valoszin(i az elégtelen immunokémiai festésukkel
volt magyarazhatd, mint ezt egy késébbi kdzleménylkben emlitik [69, 70]. Az egyedi trombocitdk
szamanak jelentés csokkenése CPA-ban az adhézo mellett jelentés mértékli aggregaciora utal. A sikon
forgd kup rendszer kevés vérigénye miatt alkalmas klinikai kutatd és rutin laboratériumi koériimények
kozott is a vaszkularis hematologiai betegségek patomechanizmusanak vizsgalatara, azonban a
felszinen képz&dott adhéziét az aramlé kézegben zajlé aggregacioval egyltt kell értékelni. (Valdszin(
ennek az értékelésnek a hianya miatt, kdzleményekben jelenleg is csak néhany munkacsoport,
elsésorban a kamra kereskedelmi forgalmazasat elinditd munkacsoport haszndlja a kamrat.)

A VWF molekulak valtozé szamu dimer alegységekbdl alinak dssze nagy VWF multimer molekulava a
szintézis soran. Méretliket azonban a keringésbe kertilve specifikus proteolizis csokkenti. A keringésben
megtalalhaté VWF molekulak jellegzetes méretbeli (multimer) eloszlast mutatnak. A molekula méret — az
aviditas valtozasa miatt — alapvetéen befolyasolja a VWF-trombocita kdlcsonhatast. Csak a nagy
multimerek képesek hatékonyan kdzvetiteni a trombocita adhéziot, ugyanakkor a szokasosnal nagyobb
multimerek a trombusképzddés valdszinliségét ndvelik. A nemzetkdzi gyakorlatban eddig nem ismert, U]
eljarast dolgoztunk ki a VWF multimer eloszldsadnak pontosabb leirasara [5]. Az értékelés és a program
jelentésége, hogy nemcsak a multimer hianya, de mennyiségének relativ csbkkenése és ndvekedése is
szamolhatd vele. Ez az eljaras lehetévé teszi a 2A, 2B és a trombocita tipusu VWB differencial
diagnosztikajat akkor is, amikor a nagy multimerek mennyisége szemmel alig lathatéan csokken.
Azonban nagyobb a varhaté jelentésége annak, hogy a nagy multimerek mennyisége novekszik. Az
endotel aktivaci6 mértékét jelezheti a raktarhelyér8l nagyobb mennyiségben kiszabadulé, még
nagymértékben multimerizalt VWF kvantitativ jellemzése. Erre példa egy most futé klinikai munkank,
amelyben jol jellemzi a multimer méret és mennyiség a sebészeti eljaras soran érintett erekbdl
felszabadul6 VWF trombogén allapotat. Jelentés eredmény, hogy a VWF multimerizacid meértékének
szamszer(i megadasara kidolgozott szoftver alkalmazhatd barmilyen szakaszolt ndvekményt
(multimerizacié vagy polimerizacio) leird csucsgdrbe halmaz értékelésére.

Kimutattuk, hogy human mikrovaszkularis endotelsejt alatti matrix (HMEC-1, sejtvonal szubendoteliuma)
VWEF és l-es, lll-as és VI-os tipusu kollagén hianya esetén is inicialja és fenntartja a trombusképzddést,
artérids és vénas aramlasi kérilmények koézott egyarant [4]. Eredményeink arra utalnak, hogy magas
aramlasi sebességen a szubendoteliumon adhézié és aggregatum képzédés nem csak az I-es lll-es és
VI-os tipusu kollagén hianya, de a VWF nélkil is bekdvetkezhet. Az, hogy trombin inhibitorokkal gatolhato
a trombus képzddése, arra utal, hogy jelentds mértéki(i trombinképzddés/ hatas lehet a folyamat
hatterében. A HMEC-1 sejtvonal hasznos lehet olyan tanulmanyokban, amelyekben a mikrovaszkularis
szubendotelium trombin fliggd trombogén tulajdonsagait vizsgaljak.

Toébben igazoltak azt a feltételezést, hogy a VW molekula globularis formaban kering, és aramlas
hatasara ,kitekeredik”, egymashoz kapcsolddik [44], fonalat képez [45]. Barg és munkatarsai szilanizalt
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csillampalan nagy sebességgradienssel aramoltatva rogzitettek VWF-t. Trombocitakat ko6td, aktiv, 300
MM hosszusagot is elérd szalakbal allo filamentézus halézat képz&dott. AFM-es és immunflureszcencias
mikroszkopos megfigyeléssel igazoltak, hogy a halé képzédéséhez nagy VWF koncentracio, legalabb
21 dyn/cm? nyiréfesziiltség és alacsony hidrofobicitast kotéfelszin sziikséges. Ugyan a VWF molekularis
halé létrejottéhez a nagy nyirdfesziiltség szikséges, a VWF trombocita koté képességének az
indukalasahoz elégséges a molekula adszorpcidja egy megfeleléen trombogén felszinhez. Aranyjelzett
Protein A-t alkalmazd moddszert dolgoztunk ki, amely lehetévé tette az atomerd mikroszképia
alkalmazasat az egyes VW molekulak helyzetének meghatdrozasara és a kollagénhez val6 kotédésuk
morfolégiai analizisére kildénb6z$ aramlasi viszonyok kézoétt [6]. Szignifikans kildnbség nyirder6tol
figgéen nem volt a VWF morfologigjaban. Az elrendez6dés nagyfoku véletlenszerliséget mutatott,
azonban magas nyirofeszultség esetén a VWF mennyisége majd kétszeres volt a felszinen. Mosott és
fixalt trombocita jelenléte a perfuzatumban nem okozott semmilyen lathaté valtozast a VWF

befolyasolta AFM-mel észlelhetd mdédon a VW molekula alakjat, miutan az a kollagénnel fedett felszinhez
kotdédott, azonban kis nyirderd esetén késdbb telitddik a kollagén felszin a VW molekulakkal.
Eredménylinket alatdmasztja egy 2010-es kbézlemény [71], amelyben a human lll-as tipusu kollagénnel
fedett felszinhez nagyobb mennyiségben kotédott a VWF a perfuzié elsé és masodik percében, amikor
400-, 1700-, 4000/s sebességgradiens jellemezte a VWF és mosott vordsvértest szuszpenzidé aramlasat.
Ez a cikk azt is bemutatja, hogy a sebességgradiens névelésével a felszinhez kotott VWF nagy
multimerjeinek a mennyisége né. Egy 2002-es kozlemény [72], amelyben felszini plazmon rezonancia
modszerrel mérik a készilék ,csipp’-jehez konjugalt kollagén VWF koté képességét, arrdl ir, hogy a nagy
multimerek jobban kétédnek a felszinhez. Eredményeinket ezek és mas citalé kdzlemények elfogadjak
[73-86]. Az, hogy az aramlas soran a kollagén felszinhez tapadt VWF nem teril ki, sokkal kisebb
molekulaszerkezeti valtozasokat feltételez. A multimerizaci6 nem befolyasolia a VWF monomer
funkcionalis egységeit, azonban egyre tébb adat bizonyitja, hogy nagy nyiréfesziltségl helyeken né a
funkcié szempontjabdl fontos domének hozzaférhetésége. Vitatott, hogy a konformacié valtozasa milyen
mértéki és mennyire fllgg mas molekuldkkal-, mint a kollagénnel vagy a GPIb receptorral vald
kélcsOnhatastol. A legtobb tanulmany azonban azt allitja, hogy a VWF multimer molekula szerkezete az
allo trombogén matrix és a viszonylag nagy sebességgel mozgd trombocita kozti kdlcsénhatas
kozvetitésére azért alkalmas, mert a globularis molekula kitekeredik a nagy nyiréerd hatasara és képes a
trombocitat mintegy kipanyvazni, mikozben a VWF szamos kdlcsdnhatasi helye hozzaférhetévé valik; a
meghosszabbodott VWF polimer kétési potencialja megnd [87, 88]. A VWF A1 doménjének a trombocita
GPIb receptorhoz valé kétédése a f6 adheziv kdlcsdnhatas. A VWF kollagénhez vald kétédése soran
valik az A1 domén konformécidja alkalmassa erre a szerepre. Az igy létrejott kapcsolat reverzibilis. Arra
is vannak adatok, hogy nem egy VWF molekula tolti be a hid szerepét az érfal sérllésekor felszinre
kerul6 kollagén (és egyéb szubendotelidlis molekulak) és a trombocitak kézoétt, hanem a plazméban 1évé
VWF molekulak gyorsan hozzakdétédnek a felszinhez rogzilt tarsaikhoz (auto-asszociacid). Sajat kisérleti
eredményeink, kilénbozé fluoreszcensen jelzett VWF-ral nem mutatnak ilyen jellegi assziociaciot [7] és
ehhez tarsuld konformacié valtozast.

Hirudo Medicinalis-bdl szarmazoé Calin gatolta a trombocita dus trombus képzddését hdrcsdgben a von
Willebrand faktor-kollagén kdlcsdnhatast a kollagén indukalta trombocita aktivaciot és adhéziot dinamikus
korilmények koézott [68, 11]. Ez a hatas specifikus, mert a Calin nem vagy alig befolyasolta az ADP,
A23187, arachidonsav vagy U46069 aggregaciot. Statikus kortlmények kozott koncentraciofuggden, de
csak részlegesen gatolta a VWF kot6dését a kollagénhez. Mivel a VWF-nak legaldbb két kollagénkotd
helye van, a részleges gatlasnak az lehet az oka, hogy a Calin csak az egyik két6helyet foglalja le. Az is
bizonyitja, hogy a Calin kapcsolddik a kollagénhez, hogy a Calinnel elSinkubalt kollagén nem volt képes
VWF kot kapacitasat megtartani, mar 10 perc inkubdlas utdan sem. A VWF kollagénhez valé kétédése
sebességgradiens fliggésének mérésére, amit korabban senki sem mért, kidolgoztam egy modszert.
Ennek az alkalmazasaval kimutattuk, hogy a Calin nyir6 fesziltségtél fliggéen befolyasolja a VWEF-
kollagén kdlcsénhatast. Az I1Cs, statikus koériilmények kozott és kis sebességgradiensnél hasonld, de 5-
szOr nagyobb, mint nagy sebességgradiensnél. Ez arra enged kdvetkeztetni, hogy a VWF aramlasfliggé
konformacio valtozasa is szerepet jatszhat a VWF kollagénhez valo kotédésében. A sebességgradiens
valtozasdnak hatadsa jelentés a trombocita-kollagén kapcsolédds mechanizmusaban: nagy
sebességgradiensnél a trombocita el6szér kollagénhez koététt VWF-on at a GPIb receptoron, majd GPla-
Ila receptoron kozvetlenul kapcsolédik a kollagénhez, mig kis sebességgradiensnél a trombocitak
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kollagén receptorainak van els6dleges szerepe. Mivel a Calin a kollagénhez kétédik, feltételezhetd, hogy
mind a két mechanizmuson keresztiil hat. Erdekes volt a Calin kiildnbdzé trombogén felszinekhez térténd
adhéziora valé6 hatasat is megvizsgalni, kis és nagy sebességgradienseknél. A Calin
koncentraciofuggéen gatolta a trombocita adhéziét kulénb6z6 tipusu kollagénekhez. Nagy
sebességgradiensnél a Calin alacsonyabb koncentracidoban gatolta a trombocita adhéziét, mint a VWF
kotddését human l-es tipusu kollagénhez. Béar a kisérleti kérilmények nem voltak teljes mértékben
azonosak, az a kovetkeztetés levonhatd, hogy a Calin-gatlas nem csak a VWF-kollagén kdlcsdnhatas
gatlasan keresztlil érvényesll. Alatamasztva 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 06tszér kevesebb Calin mutatott hasonld trombocita adhézié gatlast, mint a Horm
kollagénhez. Az adhézi6 soran sokkal nagyobbak az adhézios teriletek, mint barmely mas kollagénen és
azokon igen intenziv az aggregatumok képzdédése. Ez azt jelentheti, hogy a Calin nem egyforman kotédik
a kulénb6z6 kollagénekhez, vagy a Horm kollagén olyan aktivatort/okat tartalmaz, amely/ek jelents
mérték(, kollagén receptortdl flggetlen aktivalédast is kivalthat/nak. Masok kozleménye szerint
Haementeria officinalis-bol izolalt leech antiplatelet protein (LAPP), és rekombinans technikaval eléallitott
formaja (rLAPP), szintén gatolta a kollagén-adhéziét, statikus kdrtlmények kdzott vizsgalva, human |-es
tipusu kollagénen. Dinamikus korilmények kdzott gatolta az adhéziot az I-es, lll-as 1V-es, részlegesen a
VlI-os tipusu kollagénekhez, és befolyasolta az adhéziot fibronektinhez vagy VWF-hoz, a Calinhez
hasonléan. A teljes gatlashoz 3uM rLAPP koncentracié volt sziikséges, nagy sebességgradiensnél, mig
10-szer nagyobb koncentracioban mutatott hasonld gatlast kicsinél. Gatolta a trombocita adhéziot
ateroszklerotikus koronaria artéria darabkahoz is. A Calin csak mérsékelten gatolta a trombocita adhéziot
HUVEC extracellularis matrixahoz. Kis sebességgradiensnél a kollagén adhézidhoz hasonld,
koncentraciofuggé volt a gatlas, de nagy sebességgradiensnél 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 szikséges azt a vérbdl felvennie. Masik magyarazat, hogy
hasonléan a LAPP-hoz, a Calin kevésbé kotédik a VI-os tipusu kollagénhez, amely az ECM-ben az
elsddleges VWF koété kollagén. Mindezek ellenére a Calin hatasos allatkisérletes trombézis modellben.
Ebben a modellben egy standardizalt metszést ejtenek a hdrcség femoralis vénajan, amelyen trombocita-
dus trombus képzddik. Mivel a vénas rendszerben a kis sebességgradiens a jellemzé, valdszind, hogy itt
a trombocita-kollagén koélcsOnhatas gatlasa érvényesiilt. Cikkiink megjelenése 6ta tébb 6sszehasonlitas
jelent meg a Calin-rél és mas trombodzis gatld anyagrél, amelyek szerint a kilonb6z8 trombozis
modellekben a Calin hasznos a trombocita-kollagén kdlcsOnhatas tanulmanyozasara [90, 91].
Alapkutatas szintjén még ma sincs elég adat arra, hogy a VWF valamilyen felszinhez val6 régzulése
okoz-e olyan konformacié valtozast a multimer molekulaban, hogy az befolyasolja a kollagén-VWF-GPIb
kélcsOnhatast. Alkalmazott kutatas szintjén az allatkisérletes tanulmanyok bizonyitottak, hogy azok a
GPlb-, vagy VWF ellenes monoklonalis antitestek és GPlb-, vagy VWF-fragmentumok, amelyek gatoljak
a kollagén-VWEF-GPIb kétés valamelyikét, hatasos antitrombotikus anyagok in vivo kdrtlmények kdzott is
[12, 13]. Sét, a tobbi antitrombotikus anyaggal 6sszevetve, szélesebb a terapias spektrumuk, mint a ma
hasznalt antitrombotikus vegylleteké, mivel a kell6 antitrombotikus hatas eléréshez sziikséges doézis
alkalmazasa nem jar egyutt a vérzési idd jelentds mértékii megnyuldsaval. Ezen tanulmanyok szerint
ezek az antitestek és protein fragmentumok csak intravénasan alkalmazandok.

Fagtechnolégiat alkalmazva olyan peptidek keresése volt a célunk, amelyek antitrombotikus hatassal
rendelkeznek. A peptidek az oralis antitrombotikus gyogyszerek j6 kiindulasi alapanyagai lehetnek.
Linearis heptamer (L7) fagkdényvtarat alkalmazva eqy YDPWTPS peptidszekvenciat hordozé fagklént
szelektéltunk, amely gatolja a VWF-kollagén kdlcsdnhatast statikus és aramlasi koérliimények kozott
egyarant, ami bizonyitja, hogy hatassal van az adhéziéra és a trombusképzddésre [18]. Erdekes médon a
négy YDPWTPS szekvenciat hordozé peptid (MAP) megtartotta az eredeti peptidet hordozd fagklén
antitrombotikus képességét, szemben a szimpla peptiddel. A MAP hatékonyan gatolja a vérlemezkék
kitapadasat kollagénnel fedett felszinre. Artérias aramlasi korilmények kozoétt, majdnem telies gatlast
mutat 150 nmol/L koncentracional, ami j6 gyoégyszer kiindulasi anyagga teszi. Nem meglepd, hogy a
szimpla peptid nem mutatott gatld hatast, mivel a fagtechnolégiaval valogatott szimpla peptidek
affinitassa a célmolekulahoz altalaban alacsonyabb. A fagok 3-5 példanyban fejezik ki a peptidet a
felszinlkon, ezaltal a megjelenitett peptid hatasat inkdbb az aviditds hatarozza meg, mintsem az
egyeduldllo peptid affinitdsa, ami a MAP hasznalataval igazolédott. Bar GPIb-VWF kdélcsdnhatast gatld
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peptid antagonistdkat mar azonositottak, tudomasunk szerint ez az elsé beszamol6 olyan peptidrél,
amely adhéziot és aggregaciot gatlé hatasat a VWF-kollagén kolcsOnhatas gatlasaval fejti ki. Varatlan,
hogy a peptid epitépja a VWF C doménjében helyezkedik el. Régdta bizonyos, hogy az A3 domén
tartalmazza a fibrillaris I-es és lll-as tipusu kollagén szamara az els6dleges kodt6helyet, ahogy ezt az A1-
és A3-deléciés mutansokkal folytatott tanulmanyok bizonyitottak. Ugy tlinik, hogy az A1 domén szerepe
az l-es és lll-as tipusu kollagénhez valé kotédésben akkor valik nyilvanvaléva, amikor a D’D3 domén
takarasa nagy nyiréeré hatasara megszinik. Az A1 doménben talalhat6é a kétdhely IV-es tipusu kollagén
szamara is. Mostanaig nem derilt ki, hogy a C doménnek van-e szerepe az l-es és lll-as tipusu
kollagénhez torténé kotddésben. Erdekes moédon, egy korabbi tanulmanyunkban, amely soran
pentadekamer (L15) kdnyvtarat és eltérd szelekcids modszert alkalmaztunk, két fagklont azonositottunk
RVVCEYVFGRGAVCS és GCCFLVGGLCYSTCA szekvenciakkal, amelyek epitopja a C doménben van,
és ezek szintén gatoltak a VWF-kollagén kolcsonhatast [14]. Az L7 fagok vetélkednek az L15 fagokkal a
VWF koétésért, ami megerésiti a tényt, hogy ugyan ahhoz a doménhez kétédnek és arra utalnak, hogy a C
domén valéban szerepet jatszhat a VWF-kollagén kolcsdnhatasban. Az, hogy a C domén hogyan
befolyasolja a kollagén kotést egyeldre tisztazatlan. Nem valészin(i, hogy a C domén kdzvetlen szerepet
jatszana a kollagén kotésben, ilyesfajta kdlcsénhatas meglétére még nincs bizonyiték. Lehet, hogy a C
doménhez torténé kotédéssel a peptid konformaciévaltozast idéz el6 a VWF-on, pontosabban az A3
doménben, igy akadalyozva a VWF-kollagén koétés kialakulasat. Konkluzidként elmondhatjuk, hogy
elsékeént talaltuk az olyan peptidet, amely artérias aramlasi korilmények kozoétt gatolja a VWF-kollagén
kélcsdnhatast, valamint a trombocita adhéziét és aggregaciot is.

A trombusképzddeést jelentésen befolyasolta, aramlasi korilményeket modellezé kisérleti rendszeriinkben
a trombin aktivitas gatldsa, mind kollagén, mind HMEC matrixon. Ebben a munkaban a vaszkularis
torténéseket hatékonyan befolyasold inhibitor, egy 4-tio-deoxiuridilattal médositott aptamer (UC15-mer)
hatasnak a vizsgalatat irjuk le [17]. Az irodalomban k&z6lt adatok szerint a C15-mer gatlé hatasa (ICsp) a
trombin indukalt fibrinogén alvadasra 25-200nM k&z6tt valtozott. Ezeket az adatokat a kisérletekben
hasznalt kilénbdz8 trombin koncentraciok miatt nehéz 6sszehasonlitani, de a mi eredményink (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 Uj, modositott aptamer gatlé hatasa erésebb volt, mint a
C15-meré. Az UC15-mer nagyobb gatlé hatasat igazoltuk plazmaval is. Hasonlé eredményeket kaptunk,
amikor a trombin aktivitast FpA felszabaditassal mértik. Az 1Cs, mindkét aptamerre magasabb volt
plazmaban, mint fibrinogén oldatban. Az aptamerek protrombinhoz val6 specifikus kotédése és a
plazmaproteinek kevésbé specifikus matrix hatasa lehet felel6s ezért az eltérésért. A kromogén
szubsztrattal mért trombin aktivitast az UC15-mer, hasonldéan a C15-merhez, nem gatolta. Ez azt jelenti,
hogy aptamer a hatasat nem a trombin katalitikus oldalan keresztil fejtette ki. Annak igazolasara, hogy az
UC15-mer a trombin exosite-1-hez kotddve vett részt a trombin alvadasi aktivitdsanak gatlasaban, az
UC15-mert és a hirudint egyitt adva a reakciéelegybe, vizsgaltuk a hatasukat. A hirudinrél ismert, hogy a
C terminalis véggel kapcsolatba Iép a trombin exosite-1-gyel, az N-terminalis vége pedig a trombin aktiv
centrumahoz kapcsolodik, igy blokkolja mind az alvadasi, mind az amidolitikus aktivitast. Ha az UC15-
mer lekdtné az exosite 1-et, fel kellene fiiggesztenie a hirudin okozta amidolitikus aktivitas gatlast.
Valéban, kromogén szubsztrattal mérhetd volt, hogy az UC15-mer jelenléte felfliggesztette a hirudin gatlo
hatasat. A C15-mernek a 4-tio-deoxiuridilattal valé6 moédositasa kétszer er6sebb trombin indukalta
trombocita aggregacio és szekrécio gatlast eredményezett PRP-ben. Esetiinkben a C15-merre az ICs; a
PRP-ben 3-4-szer nagyobb volt, mint a Li munkacsoport altal kdzolt érték. A kildnbség talan, ha csak
részben is, az értékelés kildonb6zd modszere miatt lehetséges; 6k az aggregacios vonal alatti terulet
mérésével jellemezték az aggregacio mértékét, mig a mi tanulmanyunkban az ICsy kalkuldlasa az
aggregacios gorbék meredekségén alapult. A kollagén indukalta aggregacié és szekrécié trombintdl
fuggetlen voltat igazolta, hogy hasonléan C-15-merhez, egyik aptamer sem befolyasolta ezt a két
reakciét. A TRAP-1, egy szintetikus peptid, ami utdanozza a trombin receptor (PAR-1) ligandjat, tehat a
TRAP-1 a trombintol fliggetlenil aktivalja a trombocitan a receptort. TRAP-1-et hasznalva igazoltuk, hogy
az UC15-mer a trombinra hat és nem annak a receptorara. Még a legmagasabb aptamer koncentracio
sem volt hatdssal a TRAP-1-indukalt trombocita aggregaciéra. Mindkét aptamer gatlé hatasat teszteltik
mosott trombocitak szuszpenzidjaval (WPS) is. WPS-ben az aptamerek sokkal hatékonyabbak voltak,
mint PRP-ben. Az IC5, értékek kuldnbségének mértéke nagyobb volt, mint a plazma és a fibrinogén
alvadas gatlasat jellemz8 1C5, értékek kozotti kuldnbségek. Ennek egyik oka az lehet, hogy a
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mérdrendszerekben a plazma proteinek aranya, kodztik a protrombin is, igen eltérd volt. A WSP-ben nem
volt fibrinogén, amely szintén egy ok lehetett. Végil a szabad Ca ionok koncentracidja kb. 20-szor
magasabb volt a WSP-ben, mit a citratos plazmaban. A C15-mer és az UC15-mernek a gatlé hatasa
kozotti kuldnbség sokkal nagyobb volt WPS-ben, mint PRP-ben, az ICsy egy nagysagrenddel
alacsonyabb volt UC15-merrel, mint C15-merrel. Szemben az aggregaciéval és szekrécidval, a trombin
indukalta trombocita alakvaltozas (shape change) érintetlen volt 4uM aptamer koncentracioig is. Két
tanulmanyban az alakvaltozast nem értékelték, de a publikalt abrdk alapjan, az valtozatlan volt az
aptamer jelenlétében. Egy harmadik tanulmanyban nem volt alakvaltozas alacsonyabb C15-mer
koncentracioknal, de teljes gatlas tortént 1,45uM-nal. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy vagy
elegend6 mennyiségben marad szabad trombin exosite-1, hogy alakvaltozast gerjesszen, vagy az
alakvaltozas exosite-2 altal vezérelt; esetleg mindkett6tél fliggetlen folyamat. Hogy eértékeljik, az
aptamerek hatasat a trombusképzédésre, kozel fizioldgias allapotban, HMEC-1 matrixot, trombinkezelt
fibrinogén és kollagén felszineket haszndltunk, aramlési rendszerben. (A trombinkezelt fibrinogen
tulajdonképpen fibrin, azonban a trombin egy része a felszinhez kétve marad, ezért nevezzik igy ezt a
felszint). Korabbi munkankban kimutattuk, hogy a HMEC-1 extracellularis matrixa egy nagyon trombogén
felszin, amely a reaktiv kollagének f6bb tipusait (I, Ill és VI tipus) nem tartalmazza, de a
trombinképz6dést igen nagymértékben aktivalja. Masok azt mutattdak ki, hogy a trombin, vagy
trombinkezelt fibrinogén altal boritott felszinen trombin receptor fliggd adhézié valésul meg.
Kisérleteinkben a nagy trombusok képz&dését mindkét aptamer gatolta a HMEC-1 matrixan és
trombinkezelt fibrinogénen is, de maga a trombocita adhézi6 nem valtozott. Hasonlé eredményeket
kaptunk a trombint gatlé peptiddel, a hirudinnal is. Masok heparinizalt human vérben, amelyet balon
angioplasztika soran sérilt nyul aortan perfundaltak, FpA képz&dés és trombocita depozicié redukcidjat
irtak le, trombin aptamer hatasara, hasonléan a mi eredményeinkhez. Azt is kimutattdk, hogy az aptamer
gatolta a trombin-fibrin haldban mar koététt trombint is. Mint mas trombinspecifikus gatléanyagok, az
aptamerek sem befolyasoltak a kollagén indukalta trombocita adhéziét. Az eredmények arra utalnak,
hogy a trombocitdk HMEC-1 és trombinkezelt fibrinogén felszineken térténd trombusképz6 folyamataban
a trombin exosite-1 vesz részt. A trombusba zart fehérjék mérése, amely trombocitakbdl és plazmabdl
szarmazo proteineket tartalmazza, elsésorban fibrint, egy komplex 6sszképet ad az aptamerek hatasardl
a trombusképz6dés soran. Ebben az dsszetett rendszerben az I1Cs, értékek mindkét aptamerre némiképp
magasabbak voltak, mint plazmaban, vagy PRP-ben, de az UC15-mer jobb hatasfoka itt is megfigyelhet6
volt. Osszefoglalasképp, a 3-as, 7-es, 9-es és a 13-as poziciokban a konszenzus aptamer timidilatjainak
4-tio-deoxiuridilattal valé kicserélése sokkal er6sebb géatold oligopeptidet erdményezett. A
molekulacsoportok cseréje két f6 valtozast okozott a molekula fizikai-kémiai tulajdonsagaiban. 1/ A
modositott nukleotid tautomerizacidja miatt (enol formaba alakuldsa) reaktiv -SH csoportot vagy
csoportokat hordozhat és ez a csoport a megfelel6 pozicidoban reakcioba |éphet a fehérjék szulfhidril
csoportjaival. Mivel nincs szabad -SH a trombinon, ez a valtozas nem magyarazza az UC15-mer megndtt
gatlé kapacitasat. 2/ A tiono csoport a 4-es poziciénal a bazist hibrofébba alakitja at, amely erésebb
aptamer-protein kolcsonhatast eredményezhet. Korabbi publikacié szerint a 4-tiodeoxiuridilatbdl allo
homo-oligonukleotid erdsen ellenallé a nukleazokkal szemben, ami tovabbi elény lehet in vivo alkalmazas
esetén. Mivel az UC15-mer tdbb, mint 26% tiolalt nukleotidot tartalmaz, médositatlan tarsainal sokkal
stabilabb bioldgiai kérnyezetben. Az aptamereket tartalmazo 4-tiodeoxiuridilat tovabbi optimalizaciéja
lehet6séget jelent hatékonyabb trombingatld aptamerek létrehozasara, amelyek Uj, potencilis
antitrombotikus gyogyszerek. Eredménylnket az aptamerek molekulamodellezési és szerkezet
modositasi munkakban hasznaljak [92, 93].

Tanulmanyunk, amelyben egy policitémia vera-val (PV) diagnosztizalt férfi esetét ismertettik, igazolta a
beteg trombocitainak VWF felszinhez vald fokozott kotddését, amit az emelkedett GPIb receptor szam
magyaraz. Az eredmény alatamasztja azt a nézetet, hogy a normal trombocitaszammal rendelkezé PV
betegeknek is sziikséges antitrombocita terapia [24].

Prospektiv epidemioldgiai tanulmanyok alapjan a VWF-t aterotrombotikus rizikéfaktorként tartjak szamon.
Trombotikus megbetegedések; érgyulladasok, diabetesz, elhizas, magas vérnyomas, maj- és malignus
megbetegedések kisérd jelensége a plazma VWF szintjének emelkedése. Emelkedett szintjét az endotelt
ért stimulus illetve sériilés bizonyitékaként figyelték meg periférias artérias megbetegedésekben; valamint
mind akut, mind ischaemids stroke-ot vagy tranziens ischaemids torténést kovetéen. A VWF szerepét
hangsulyozzak nagy-artérias aterotrombdzis valamint radiéfrekvencids szivkatéterezésen atesett betegek
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esetén [94]. Ezekhez az adatokhoz jarultunk hozzd a kronikus szivelégtelenség és preeclampsia
esetében kimutatott VWF emelkedés és ADAMTS-13 szint valtozas kimutatasaval [22, 23]

A szerzett hemosztazis rendellenességek leggyakrabban majcirrhosisban fordulnak eld. Ezek a
rendellenességek csokkent vagy névekedett hemosztazis kapacitast jelenthetnek, de a kompenzatérikus
mechanizmust is eredményezhetnek. Sajat és masok kdzléseibdl ismert, hogy az endotel aktivacio
markerének tartott VWF-nak a szintje igen magas e betegek plazmajaban [95, 96]. Kilonb6z6 eredetli és
sulyossagu majcirrhosisos beteg esetében a VWF kiilénb6zé mddszerekkel mért aktivitasat a mennyiségi
valtozasa fliggvényében vizsgaltuk és az eredményeket Osszevetettik a VWF multimerizacié fokat
befolyasold6 ADAMTS-13 enzim aktivitasaval és mennyiségével. A csokkent VWF aktivitas/antigén
eredmények a molekula funkciojanak csOkkenésére utalnak. Megallapitottuk, hogy az ADAMT-13
mennyisége és aktivitasa a betegség legsulyosabb fazisaban cstkkenést mutat. A multimerek eloszlasa
is a kdzepes méretliek mennyiségi tdbbletét mutatta. Ez azt jelentheti, hogy a nagy multimerek vagy nem
képzddtek elegendd mennyiségben, vagy hamar lebomlottak, esetleg kilrlltek. Az esetek tdbbségében
azonban a lebonté enzim mennyisége és aktivitdsa nem mutatott valtozast a kontroll csoporthoz képest,
bar igen nagy eltérések voltak a beteg csoportban. A VWF:Ag mennyiségének ndvekedése a fokozott
endotel perturbacié kdvetkezménye lehet. A VWF:CB is cstkkent a betegség legsulyosabb fazisaban,
ami utalhat a szintetizalédott VWF multimerizaciéjanak hibajara. Valészinl a kompenzatoérikusan fokozott
endotel funkcié okozza ezeket a valtozasokat [20, 21].
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OSSZEFOGLALAS

A von Willebrand faktor (VWF) nyiréeré fliggd strukturajanak és funkcidéjanak megértésére iranyuld
kutatasaink; Uj trombin inhibitor hatasmechanizmusanak feltarasa; a trombocitak és az endotelsejtek
valamint az extracellularis matrix k6zoétti 6sszehangolt folyamat molekularis szintli elemzésének a célja, a
normal hemosztazis és patolégias vérzés vagy trombdzis mechanizmusanak jobb megismerése, amely
kbzelebb vihet a trombdzis, hemosztazis és vaszkularis betegségek gydgyitasahoz.

Munkam soran igazoltuk, hogy kapillaris, artérias és vénas aramlasi koérilmények kozott egyarant jelentds
a trombocitadus trombus képzddése. Ekdzben Uj vizsgdldeljarasokat dolgoztunk ki, in vitro trombozis
modellt fejlesztettlink tovabb, amely alkalmas klinikai kutatdsokra. Kilénb6zé geometriaju, fiziolégias és
patolégias aramlast modellez6 rendszereket hasonlitottuk 6ssze. A parhuzamos lemez(i kamrakhoz
viszonyitva, a kis vérigényd, sikon forgd kup kamraban a trombocita adhézié mellett az aggregacio
folyamata is jelentds, amelyet a kisérletek tervezésénél és értékelésénél nem szabad elhanyagolni.

A kiilénb6z6 méreti VWF multimereket statisztikai analizisre alkalmas szammal jellemeztik, amelynek
az a jelentésége, hogy a VW multimerek méretétél fliggd szerepét a vérzékenységtdl a trombotikus
allapot rizikdjaig vizsgalhatjuk. A VWF multimer szerkezetének az értékelésére altalunk kidolgozott
teliesen Uj médszer a VW betegség pontosabb tipizalasa mellett a fokozott endotel aktivaciora utalé nagy
multimerek mennyiségi ndvekedésének kvantitdlasara alkalmas. A modszernek nagy jelentésége lehet a
klinikai kutatasban.

Human mikrovaszkularis endotelsejtek matrixan, hasonléan a trombinnal kezelt fibrinogén felszinhez,
trombin utvonalon, nyiréerétél és VWF-t6l fliggetlenil képzddik a trombus. Ez kéldokvéna endotelsejt- és
kollagén matrixokon nyiréer6 és VWF fuggd folyamat. Ebben a folyamatban a trombin 1-es anionkété
helyét foglald, ismert inhibitorok és azoktdl hatékonyabb, altalunk mdédositott aptamer gatolja a trombin
alvadasi- és trombocita aggregald aktivitasat, a trombusképzddést is, de a trombocita egyréteg
kialakulasat (adhéziét) nem. A trombocita egyréteg a trombogén matrix passzivalast szolgalhatja.

A VWF multimerizaltsaganak mértéke szerint kozvetiti a trombocitak és a fibrillaris kollagén kozotti,
nyiréer6tdl fiiggé kapcsolatot. Kollagén matrixon a VW molekula nagy nyiréerd hatasa alatt sem
véltoztatja a morfolégiajat, nem nyulik ki, atomerd mikroszkoppal értékelheté mértékben. A kilénbdzd
antitestek és fagtechnoldgiaval kivalasztott peptidek hatasa szerint azonban, konformacidja valtozik,
megnd az A1 domén és a trombocita glikoprotein Ibo. (GPIb) lanca kozotti dsszekapcsolddas
valoszinlsége. A fagszelekcido a VWF Uj kollagénkotd helyének vagy a meglévé kétéhely molekulan belili
kapcsolaton at érvényestild (domén hatas) kifejez6désének a felismerésére is vezetett. A kombinatorikus
kémian alapulé fagpeptid szelekcios eljarasokkal nyert molekuldink a trombusképz8dést befolyasold
gyégyszerkutatas alapmolekulai lehetnek.

Megallapitottuk és Uj adatokat szolgaltattunk arra, hogy a trombusképz6dés a trombogén felszintdl és a
sebességgradienstél fliggéen gatolhatd, trombin vagy VWF elleni specifikus inhibitorokkal.

Policittmia vera-s beteg trombocitain Gplb receptor tdbbletet mutattunk ki, amely fokozott
trombusképzéssel jart és fatalis trombotikus torténés oka lehetett. Eredménylink Uj a klinikai kutatas
terdletén.

A von Villebrand betegség fenotipus vizgalatainknak genetikai vizsgalatokkal valé kiegészitése hat 2B
tipusu beteg esetében Uj mutacio felismerésére vezetett, amely fontos adat a betegek szempontjabdl is.

Nagy mennyiségl és aktivitasu VWF van a plazmaban majcirrhosisban, gyulladasos folyamatokban,
mitét utani allapotban, ami felhivja a figyelmet a trombotikus mikroangiopatia kialakulasanak a
lehet6ségére.
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