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BEVEZETES

A kardiovaszkularis betegségek napjainkban is a vezetd
halalokok kozott szerepelnek. Hatteriikben leggyakrabban
artérias vérrogképzodés all, mely a szerveket ellato erek
elzarasaval  szoveti  hipoxidhoz  vezet. Legfobb
megjelenési formai kéz¢é az akut miokardialis infarktus, az
akut ischaemias stroke és a periférias artériak trombozisa
tartozik. Az artérias trombusok kialakulasaban dontd
szerepiik van a vérlemezkéknek, melyek aktivacigja
beinditja a folyamatot, és nagy mértékben meghatarozza a
kialakulo vérrog szerkezetét is. Munkdnk elsé részében
betegekbdl eltavolitott artérids trombusok vérlemezke-
tartalmat vizsgaltuk.

A vérlemezkék azonban egy heterogén sejtpopulaciot
alkotnak. Az o&ket stimulald vérlemezke-aktivatorok
er6sségiiktol fiiggden eltérd sejtvalaszt valtanak ki és
legalabb két jol elkiiloniilt csoport jon létre; a
prokoagulans és a diszkoid vérlemezkék populacidja. Az
érfalsériilés helyszinére elsoként érkezd vérlemezkék
kapcsolatba keriilnek az érfali kollagénnel, ami granulum-
szekréciot, sejtnyulvanyok képzddését, és a vérlemezkék
kiils6 membranjaba foszfatidil-szerin (PS) kihelyezddését
okozza. Ez utdbbi folyamat hatasara prokoagulanssa
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valnak a sejtek; negativ felsziniikon hatékonyan aktivalva
a plazma véralvadasi faktorait lehetévé teszik trombin
keletkezését és fibrinhald kialakulasat. Létrejon egy, az ér
lumene iranyaban csokkend trombin gradiens, amit kovet
a fibrin alvadékon beliili eloszldsa. A prokoagulans
vérlemezkék kevésbé képesek aggregaciora, mivel ehhez
sziikséges opplB3 integrin receptoraik inaktivalodnak. A
beldliik szarmazd ADP, kis molekula révén konnyen
diffundal a kialakuld alvadékban, ¢és eléri a periférias
részeket is, ahol hatasara egy diszkoid vérlemezke-
populécié jon létre. Ezek a vérlemezkék nem mutatnak
granulum-szekréciot és  PS-kihelyezddést, azonban
aktivalt  o20B3  integrin  receptoraikkal  képesek
aggregaciora, ¢€s szerepet jatszanak az alvadék
retrakcidjaban is.

A két populacio létrejottében dontd az aktivatorok
erdssége, €s az altaluk kivaltott intracellularis valtozasok.
,EBrds” agonistak (pl. trombin és kollagén, valamint
reaktiv oxigén gyokok, ROS) hatasara az intracellularis
Ca%*-szint emelkedése elér egy kiiszobértéket, ami
lehetdvé teszi a mitokondridlis permeabilitasi tranzicids
porus (MPTP) nyitasat. A prokoagulans vérlemezke-
populécio kialakuldsanak feltétele az MPTP-n keresztiili
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Ca?*-jel erdsités. ,,Gyenge” agonistdk (pl. ADP) nem
teszik lehetdvé a porus nyitasat, és diszkoid vérlemezkék
1étrejottéhez  vezetnek. Az MPTP megnyilasat egy
peptidil-prolil cisz-transz izomeraz, a ciklofilin D (CypD)
szabalyozza, amely Ca?*-érzékenyitéként viselkedik.
Ennek megfeleléen a CypD gén kisérletes kititése, illetve
gyogyszeres gatlasa  (legismertebb  gatlészere az
immunoszupresszans gyogyszer, a cyclosporin A, CSA)
»erds” aktivatorok jelenlétében is gatolja a prokoaguldns
vérlemezkék kialakulasat. A CypD knock-out egereken,
kiilonb6z6 trombozis modellekkel végzett in  vivo
kisérletekbdl ellentmondéasos eredmények sziilettek, igy
munkank soran tovabb vizsgaltuk a CypD vérlemezke-
aktivacioban betoltott szerepét.

A vénas vérrogok halaloki szerepe is kiemelkedd, melyért
els6sorban a mélyvénas trombozis szovédményeként
kialakulo  tiidéembolia a  felelés. A  trombus
kialakulasanak mechanizmusa itt eltér, a legfontosabb
kivalt6 okok a vénas stasis, érfali sériilés és a
hiperkoagulabilitas. Utobbi gyakran malignus tumorok
kovetkeztében 1ép fel. Munkank legutolso részében human
pancreas tumort hordozd egerekben 1étrejott vénas

trombusok szerkezetét vizsgaltuk.
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CELKITUZES

Artérias trombusok vérlemezketartalma

1. Kiilonboz6 lokalizacioban kialakult —artérids
trombusok vérlemezketartalmanak meghatarozasa

2. A vérlemezketartalmat befolyasold klinikai
tényezok azonositasa

CypD és CsA hatasa a vérlemezkék morfolégiajara és
miikodésére

1. Erés’ agonistdk altal kivaltott morfoldgiai
valtozasok kovetése vérlemezkékben

2. A CypD szerepének vizsgalata ’gyenge’
aktivatorok altal indukalt vérlemezke-aktivacioban

3. A CsA altal aktivalt, MPTP-fiiggd ¢és -fiiggetlen
jelatviteli utak aggregaciora kifejtett hatdsdnak jobb
megertése

4. A CypD vérlemezkét tartalmazo fibrinalvadékok
litikus érzékenységére kifejtett hatdsanak tanulméanyozasa

Tumor jelenlétében Kkialakult vénas trombusok
szerkezeti tulajdonsagai

1. Human pancreas tumort hordoz6d egerekben
kialakult vénas trombusok vordsvértesttartalmanak
meghatdrozasa

2. Ugyanezen  trombusok  fibrinszerkezetének

vizsgalata



MODSZEREK

Artérias trombusok

Artérias  trombusok  keriiltek  eltdvolitasra  akut
miokardidlis infarktusban (CAD, 66 {6, Kkatéteres
trombusaspiracid), periférias artérias trombozisban (PAD,
64 16, trombendarterectomia), €s akut ischaemias stroke-
ban (AIS, 78 f6, stent trombectomia) szenvedd betegek
artériaibol. Alapvetd klinikai jellemzdk,

laboreredmények, tarsbetegségek is feljegyzésre keriiltek.

Vérlemezke-preparalas allati és human vérmintakbol
Egészséges egyénektdl vett, illetve vad tipusi és CypD ™/~
C57Bl/6J egerek alkalmazasaval vena cava inferiorbol
terminalis vérgyljtéssel nyert -citratos vérmintdkbol
centrifugalassal késziilt vérlemezke-preparatum.

A CypD-gatlas vizsgalata céljabol a human vérlemezkéket
cyclosporin A-val (CsA) kezeltik el6. Bongkreksavat
(Bk), egy adenin nukleotid transzlokaz-gatlot, és FK-506-
ot, egy szelektiv calcineurin-gatlot hasznaltunk a CypD-
fliggd és -fliggetlen CsA-hatasok elkiilonitésére.

,»Er0s” vérlemezke-aktivatorként trombint és kollagént
(ill. ennek vizoldékony peptidanalogjat, konvulxint),
valamint  egyes  kisérletekben =~ ROS-t  (CuSOs,



homocisztein és H2O, keverékét) alkalmaztunk, mig

»gyenge” aktivatorként ADP-t hasznaltunk.

Tumor- és vénas trombaézis-modell egerekben

Prof. Nigel Mackman laborjaban luciferaz-expresszaléd
BxPc-3 humén pancreas tumorsejteket injektaltak
Crl:NU-Foxn1l™ him egerek hasnyalmirigyébe, ahol a
tumorok 7-10 hétig névekedtek. Ezutan vena cava inferior
stasis modellt alkalmaztak vénas trombusok nyerése

céljabol. Ezek szerkezetét vizsgaltuk.

Scanning elektronmikroszképos vizsgalatok (SEM)

Az artérids vagy vénas trombusmintakat, vérlemezkéket
tartalmazo fibrinalvadékokat, illetve kollagén-boritasu
fedélemezen aktivalt vérlemezkemintakat
glutdraldehiddel fixaltuk, dehidratdltuk, majd CO,-
kritikus-pont szaritas tortént. A mintak arannyal torténd
bevonasa utdn véletlenszerlien kivalasztott régiokrol
késziiltek képek EVO40 scanning elektronmikroszkop
segitségével. A sejtes elemek (pl. sPlt, relativ
vérlemezketartalom) és fibrinhalé felszini teriiletét a teljes
kép teriiletének szazalékos aranyaként hataroztuk meg 864
régid morfologiai osztalyozdsadval. A fibrinalvadékok

esetén 300 fibrinszal atmérdjének manualis lemérésével
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hataroztuk meg azok closzlasat Matlab R2015a Image

Processing Toolbox alkalmazéséaval.

Transzmissziés elektronmikroszkopos vizsgalatok
(TEM)

Az aktivalt vérlemezkék centrifugalasat kovetden a
pelletet glutaraldehiddel, és OsOs-dal kezeltiik. Mosast
kovetden a sejteket alacsony olvadasponti agardzban
szuszpendaltuk, majd a megszilardult darabokat
dehidrataltuk és Durcupan ACM epoxi gyantaba
agyaztuk. 80 nm-es metszetek késziiltek egy Leica UC7
ultramikrotom segitségével, majd Formvar-boritasi
nikkel-lemezekre keriiltek. A  képek 100 KkV-0s
gyorsitofesziiltségen késziiltek Philips Morgagni 268D
elektronmikroszkoppal. A  normalizalt organellum-
teriiletet a vérlemezke Image] szoftverrel mért teljes
keresztmetszeti teriiletébdl és az Osszes membrannal

rendelkezd organellum egyiittes teriiletébdl szamoltuk.

Vérlemezke-adhézio és szétteriilés vizsgalata
Az adhézidt és felszini szétteriilést E-platekben kovettiik

xCELLigence rendszer segitségével. A miszer wellek



aljaban 1évo elektrodokra kitapadd és azokon szétteriild
vérlemezkék altal okozott impedancia-valtozast érzékel,
melyet a sejtindex (cell index, CI) jellemez. Az
impedancia mérése 10 kHz-en 24 6ran keresztiil tortént, és
a kapott gorbéket a Matlab Curve fitting toolbox
segitségével elemeztiik. A kezdeti gorbemeredekségeket,

illetve az elért maximalis impedanciat hasonlitottuk 0ssze.

Vérlemezke-aggregacio vizsgalata

Az aggregaciot ADP-vel indukaltuk fibrinogén
jelenlétében ¢és Carat-TX4 optikai aggregométer
segitségével kovettiik. Az aggregaciot a PBS pufferrel
mért maximalis transzparencia szazalékos aranyaként
fejezziik ki. A kapott gorbéket a miiszer sajat szoftverének
segitségével elemeztikk, ¢és a kezdeti meredekséget,
valamint a maximalis aggregacid értékét hasonlitottuk

o0ssze.

Vérlemezkék jelenlétében mért szoveti faktor-
indukalta alvadasi ido

ADP-vel eloaktivalt vérlemezkéket kevertiink 12,5 mM
CaClo-mal kiegészitett citratos human plazmahoz. Az

alvadast rekombinans tromboplasztinnal (Dia-PT R)
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inditottuk és 37°C-on két kiilonb6zé modon kovettiik. (1)
Az  alvadasi  id6t  KC-1A  elektromechanikus
koagulométerrel mértiik. (ii) Az alvadék kialakuldsat az
abszorbancia mérésével 340 nm-es hullamhosszon
kovettiik turbidimetrids vizsgalat sordan CLARIOstar
mikroplate olvasé segitségével. Az alvadasi id6t a fél-
maximalis abszorbancia eléréséhez sziikséges idovel

jellemeztiik.

Vérlemezke jelenlétében zajlo fibrinolizis
turbidimetrias vizsgalata

Fibrinogént, plazminogént, 2.5 mM CaClz-ot, illetve
ADP-vel aktivalt human vagy egér vérlemezkéket
tartalmazo alvadékokat készitettiink trombin segitségével.
A lizist tPA alvadékfelszinre torténd juttatasaval
inditottuk. Az alvadék kialakulasat és oldodasat az
abszorbancia kovetésével 340 nm-es hullamhosszon,
37°C-on Zenyth 200rt mikroplate spektrofotométerrel
mértiik. A gorbéket sajat fejlesztésti Matlab szoftverrel
értékeltiik, és az alvadék turbiditasanak 50%- (t50), illetve
90%-os (t10) csokkenéséig eltelt idot elemeztiik.



Statisztikai probak

A trombusoOsszetevok  vizsgalatandl a  kiilonbozo
csoportok adatainak eloszlasat Kuiper-teszttel, medianjait
pedig  egyoldala  Bootstrap-statisztikai  tesztekkel
hasonlitottuk 6ssze.

A mért fibrinszalatméré empirikus adataira teoretikus
eloszlasgorbéket illesztettiink és  Kuiper teszttel
hasonlitottuk dssze a csoportok eredményeinek eloszlasat.
A kisebb mintaszamu (n<9) adatoknal az eloszlasokat
Kolmogorov-Smirnov, mig a harom vagy tobb
adathalmazzal rendelkez kisérletek elemzésénél Kruskal-
Wallis tesztekkel elemeztiik. A statisztikai probakat a
GraphPad Prism 6.00 szoftver, illetve a Matlab 7.3
statisztikai eszkoOztaranak segitségével végeztik. Az
eredményeket atlag+standard error of mean (SE)
értékként jeloltik, kivéve a fibrinszaldtmérdt, ahol a
medidn és az also-felsd kvartilis értékek keriiltek
feltiintetésre, illetve minden esetben p<0.05 értékeket

tekintettiink szignifikansnak.
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EREDMENYEK

Artérias trombusok vérlemezketartalma

AIS  trombusok esetén 1,8-szor magasabb a
vérlemezketartalom median értéke, mint PAD trombusok
esetén, mig a kiilonbségek CAD trombusok esetén csak
férfiakbol szarmazo mintaknal mutatkoznak.

Diabeteses betegek mintaiban alacsonyabb sPlt-értékeket
meértiink. Ateroszklerotikus etiologia esetén AIS betegek
mintdiban a medidn sPlt az egyéb etiologiaja AIS
trombusokénak a fele volt, mig hasonlo kiilonbséget nem
¢észleltink PAD trombusok esetén. Malignus tumor
jelenlétében is csokkent sPlt-értékeket mértiink AIS
trombusokban. A dohanyzas ugyancsak feleakkora sPlt-
értékekkel jart a nem-dohdnyzok mintaihoz képest a
meghatarozashoz elégséges méretli csoportok (CAD,

PAD) esetén.
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A CypD és a CsA hatasa a vérlemezkék morfologiajara

és funkcidjara

Morfolégiai valtozasok ,erds” stimulus-aktivalta

vérlemezkékben

A vérlemezkék a kollagén-felszinhez rogziiltek, majd a
vérlemezkedugd belsd részére jellemzd szolubilis
aktivatorokkal (trombin és ROS) stimulaltuk dket. Az igy
aktivalt human vérlemezkék ellapulast és széttertilést
mutattak, mely kiegésziilt a membran hdlyagosodaséaval és
megorizték integritisukat. ROS hozzdadasakor a
vérlemezkék erdteljes alakvaltozason mentek keresztiil,
kifejezett volt a membran részecskék levalasa (shedding),
mely hatds CsA jelenlétében csokkent. Trombin és
kollagén altal aktivalt CypD** egér vérlemezkék is
szétteriiltek, membranjuk szétesett, mig a CypD™’~
egerekbdl szarmazd sejtek meglrizték integritasukat.
Kevésbé kifejezetten, de hasonld valtozasokat lattunk a
két kiilonb6z6 genotipus esetén ROS jelenlétében is.

A TEM képek készitésével a sejtek szubcellularis
valtozasait kovettiik. A ROS erételjes organellum-

duzzadast okozott a trombin és konvulxin-kezelt human
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vérlemezkékben, amit a normalizalt organellum-teriilet
OtszOros emelkedése is mutatott, és amely hatast a CsA
visszaforditotta. A CypD genetikai kilitése ROS-t6l
fliggetleniil nem okozott szignifikans kiilonbséget a mért
paraméterben. Ugyanakkor a membranok szétesése,
melyet a ROS-kezelt egér mintak esetében fokozottan

észleltiink, jelentdsen csdkkent CypD ™~ vérlemezkékben.

»Erdosen” aktivalt vérlemezkék jelenlétében kialakult
fibrinhalo szerkezete

A vérlemezke-fibrin tartalmt alvadékok SEM vizsgalata
alapjan a trombintkonvulxin fragmentalt vérlemezkék
megjelenését  okozta, melyeket vastagabb szala
fibrinkotegek vesznek koriil. Human CsA-kezelt, illetve
CypD ™ egér vérlemezkék ezzel szemben kevésbé estek
sz€t, és a koriilvevo fibrinhald heterogenitasa is csokkent.
Aktivalt egér vérlemezkék jelenlétében vastagabb
szalatmérdket mértiink, mely hatds CypD gén hidnyaban
elmaradt. Aktivalt human vérlemezkék (CsA jelenlététol
fiiggetlentil) csak kismértékben befolyasoltdk a fibrin

szerkezetét.
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Vérlemezke-funkciok ,,gyenge” aktivator jelenlétében
Mivel a ,,gyenge” aktivatorok, mint ADP a periférias
zonakban hatdrozzak meg a vérlemezkék aktivaciojat, a
vérlemezke-adhézidban, szétteriilésben és aggregacioban
bekovetkezd valtozasokat vizsgaltuk ADP jelenlétében.
Az impedancia-alapu méréseink esetén a sejtindex kezdeti
emelkedése az adhéziot mutatja, mig annak maximalis
értéke a szétteriilésrdl ad informaciot. A CypD genetikai
hidnya mindkét értéket emelte a vad tipust
vérlemezkékkel szemben. Hasonld valtozasokat okozott a
human vérlemezkék CsA-kezelése is.

A vérlemezke-vérlemezke kolcsonhatasokat ADP-
indukalta aggregometridval vizsgaltuk. CsA jelenlétében
az aggregacios gorbék kezdeti meredeksége csaknem
megkétszerez6dott, és a maximalis aggregacio értéke is
nétt. Ezzel szemben a CypD-hianyos egér vérlemezkék
csokkent aggregaciot mutattak. A CsA esetleges CypD-
fliggetlen hatasainak tisztazasara a mitokondridlis
energetikat befolyasold, valamint szelektiv calcineurin
gatloszerek hatdsat is vizsgaltuk. A bongkreksav a kezdeti
meredekséget, mig az FK-506 a maximalis aggregacid

mértékét fokozta.

14



Fibrinszerkezet valtozasa ,,gyenge” stimulus-aktivalta
vérlemezkék jelenlétében

Kiilonbozo gatloszerekkel kezelt vérlemezkéket ADP-vel
aktivaltunk, majd fibrin-vérlemezke alvadékokat hoztunk
1étre. CsA-val vagy Bk-val el6kezelt human, illetve vad
tipusu egér vérlemezkék kornyezetében vékonyabb szalu
fibrinrostok alakultak ki, mig CypD ™ vérlemezkék esetén
a Bk-kezelés csokkentette a szalatmérdt, a CsA viszont
nem okozott valtozast. FK-506-tal kezelt human
vérlemezkék csokkentették a hald rostjainak atmérojét,
mig vad tipusi egér vérlemezkék novelték azt. ROS
alkalmazasa nem valtoztatott ezeken a tendenciakon, de

altalaban novelte a fibrinszalak vastagsagat.

Vérlemezkék hatasa a plazma szoveti faktor-indukalta
alvadasara

A vérlemezkeék jelenléte mindkét vizsgalatban fokozta az
alvadék kialakuldsanak sebességét, azonban a kiillonb6zo

gatloszerek nem valtoztattak ezen a hatason.

A vérlemezkék fibrinolizisre gyakorolt hatasa
Kiilonb6z6 aktivatorok  jelenlétében  kevertiink
vérlemezkéket fibrinmatrixba, majd a felsziniikre juttatott

tPA-val oldottuk fel a létrejott alvadékokat. Vad tipusu
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vérlemezkék jelenléte minden kisérleti Osszeallitasban
elnyqgjtott fibrinolizist eredményezett. A CypD hianya
azonban visszaforditotta ezt a hatast: a mért t10 és t50
értékek CypD ™" vérlemezkéket tartalmazd alvadékok
esetén a vérlemezke-mentes fibrinalvadékokban mért
értékekhez kozelitettek. Ez a hatas kifejezettebb volt
magasabb  vérlemezkeszam  esetén, illetve ROS
jelenlétében. A CsA-kezelésnek nem volt hatdsa a humén

vérlemezkéket tartalmazo6 alvadékok oldddasara.

Human pancreastumort hordozo6 egerekben kialakulé
vénas trombusok szerkezete

A vénas trombusok szerkezeti elemzése csokkent
voOrdsvértesttartalmat mutatott a tumort hordoz6 egerek
esetén. Ezen tilmenden, emelkedett fibrinstriiséget ¢€s

csokkent fibrinszalatmérdt mértiink ebben a csoportban.
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KOVETKEZTETESEK

1. Akut ischaemias stroke trombusok
vérlemezketartalma a legmagasabb az artérids vérrogok
koziil.

2. Erelmeszesedés, malignus tumorok, diabetes
mellitus, illetve dohényzds esetén a trombusokban
kompaktabb vérlemezke-aggregatumok jonnek 1étre,
feltételezhetden a fokozott vérlemezke-reaktivitas miatt.
3. Humén vérlemezkék CsA-kezelése fokozza az
ADP-kivaltotta adhézidt és aggregaciot.

4. CypD-hianyos egér vérlemezkék esetén az ADP-
indukalta adhézi6 fokozddik, az aggregéacié azonban nem.
5. A CsA-kezelés és a CypD-génhiany okozta eltérd
hatasok valdszinlisitik a CypD-hidnyos vérlemezkék
CsA aggregéaciot fokozd hatdsat calcineurin-gatlason
keresztiil fejti ki.

6. A CypD hianya lehetdvé teszi a vérlemezkék
szubcellularis integritasanak megdrzését fibrinhaloban, és
fokozza a fibrinszalak vastagsagat.

7. A vérlemezkék antifibrinolitikus hatdsai elvesznek

CypD hianyéban.
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8. Human pancreas tumort hordozo egerekben
létrejott vénds trombusok relativ vordsvértesttartalma

csokkent, és vékonyabb szalu fibrinhal6 jon létre.
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