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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ADAMTS-13 — a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin repeats

AVWS - szerzett von Willebrand szindréma

CD - Cluster of Differentiation

cDNS — komplementer DNS

CK — cystine knot/ cisztin csomé

CML - kronikus myeloid leukémia

C-terminalis — karboxi-terminalis

Del - delécid

EDTA - etiléndiamin-tetraacetat

ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

ER — endoplazmatikus retikulum

FVIII - Vlll-as faktor

FVIII:C — factor VIII — coagulant/ V1ll-as faktor aktivitas
GPIba - Glikoprotein-1ba

HMWM — high molecular weight multimer/nagy molekulasulyu multimer
HRP - horse radish peroxidase - tormaperoxidaz

IL - Instrumentation Laboratory (cég név)

IU - international unit/nemzetkozi egység

kDa - kilo Dalton

LMWM — low molecular weight multimer/alacsony molekulastlyt multimer

LRP1 - Low density lipoprotein receptor-related protein 1

MGUS - monoklonalis gammopatia



DOI:10.14753/SE.2019.2294

NP — normal plazma

NPP - normal poolozott plazma

N-terminalis — amino-terminalis

PFA-100 — Platelet function analyser 100/thrombocyta funkcié analizator
PT-VWB - thrombocyta tipust von Willebrand betegség

RIPA — Ristocetin induced platelet aggregation/ristocetin indukalta thrombocyta

aggregacio

SDS- sodium dodecil sulphate/natrium lauril szulfat

TTP — thrombotikus thrombocytopénias purpura

U/dl — unit (egység) / deciliter

UL-HMWM - ultra nagy molekulastlyti multimer

VWB / VWD- von Willebrand betegség / von Willebrand disease
VWEF — von Willebrand fakror

VWEF:Ag — von Willebrand antigén

VWF:CB - von Willebrand collagen binding activity/ kollagénkot6 aktivitas
VWEF:FVIIIB - von Willebrand FVIII k6t6 aktivitas

VWF:RCo — von Willebrand ristocetin kofaktor aktivitas

WP —Weibel-Palade test
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2. BEVEZETES

2.1. A von Willebrand faktor és betegség

A von Willebrand betegség (VWB) a leggyakoribb 6roklott vérzékenység a human
populacidban, prevalencidja eléri az 1%-0t is. A betegséget az endothel sejtek és a
megakaryocytak altal termelt von Willebrand faktor (VWF) mennyiségének és/vagy
miikodésének a zavara okozza, mely diszfunkciok alapjan a betegség beosztasa harom
csoportba torténik: mennyiségi zavar az 1-s és 3-s tipus, illetve a mindségi zavar a 2-S
tipusut VWB (1). A plazmaban kering6 6rias glikoprotein feladatai kozé tartozik a VIII.
alvadasi faktor (FVIII) degradaciotol valo védelme, valamint a thrombocytdk érfalhoz
kotése a sériilés helyén. A vérzések legjellemzdbb formai a kiilonb6zd nyalkahartya- és
borvérzések, traumas, illetve mitét utani vérzések. A diagnézis felallitasdhoz ¢és a
betegség altipusanak meghatarozasahoz sziikséges a beteg csalddi anamnézisének
ismerete, valamint a VWF ¢és FVIII szintjeinek ¢és funkcidjanak laboratoriumi
meghatdrozéasa. Kutatocsoportunk e laboratoriumi diagnosztika fejlesztését tlizte ki célul,

ennek a fejlesztésnek/erdfeszitésnek a fontosabb elemeit tartalmazza a dolgozatom.

2.1.1. A betegség felfedezése és a VIWWF biologiajarol valé ismeretek fejlodése

Az elsé von Willebrand beteget Dr. Erik Adolf von Willebrand (hematologus,
balneoldgus, akirdl a betegséget késobb elnevezték) diagnosztizalta 1924 aprilisdban a
Helsinki Deaconess Korhazban. Paciense egy 5 éves kislany, a finn Aland-szigeteki
Hjordis volt, aki visszatéré mucocutan vérzésektol szenvedett, és addigra mar harom
noveérét veszitette el kiillonbozd tipusu nyalkahartyavérzések miatt. A sziilok elmondasa
szerint — akiknél szintén gyakori volt az orrvérzés -, tobb fia és lany gyermekiik (8
gyermek a 11-bél, ahogy az Willebrand kés6bbi kutatasabol kidertilt) is vérzékenységben
szenvedett (1. abra), melynek tipusai a menorrhagia, orrvérzés, foghtizas utani vérzések.
Az enyhe anaemiatol és a thrombocytopeniatol eltekintve a beteg vérképe, valamint
alvadasi ideje normalis volt, azonban a vérzési ideje extrémen megnyult. Von Willebrand
a vérzés okat thrombocyta €s érfal defektusnak gondolta. A betegség tovabbi vizsgalatai

crer

meg, ¢és irta le vérzéses allapotukat Hjordis egyik tanaranak segitségével, melyrdl 1926-
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ban megjelent cikkében szamolt be (2, 3). A betegséget akkor herediter
pseudohaemophilianak nevezte, hangsulyozva a ’rendes’ haemophiliatol vald
kiilonbséget, mivel férfiakat és noket egyarant érintett (ndi betegeket erdsebb vérzéssel
¢és magasabb halalozasi arannyal). Német kutatotarsaval Dr. Rudolf von Jirgensszel az
1930-as években 3 kozos publikaciot is megjelentettek, melyekben a sajat maguk altal
kidolgozott vizsgalati protokollal (teljes vérkép, thrombocyta elemzés, alvadasi ido,
alvadék retrakcid, vércsoport stb) és egy sajat tervezési ’kapillaris thrombométerrel’
probaltak tisztazni a betegség mibenlétét. A betegekben a laboratoriumi paraméterek
Hjordiséhez hasonlok voltak. Késébb von Willebrand arra is rajott, hogy ezen vérzékeny
betegeknél a vér transzfizid nem csak az anaemia kezelésére hasznalhato, de a
vérzékenység csokkentésére, illetve megsziintetésére is alkalmas. Ezzel parhuzamban
mas orszagokban is talaltak von Willebrand betegeket, azonban 6ket vérzéseik alapjan,
akkor még haemophilias betegekként kezelték (2). Az 1950-70 kozott fedezték fel a
cryoprecipitatum pozitiv hatasat a vérzékeny betegek vérzési idejére, ill. ezekben az
években sikeriilt immunoldgiai modszerekkel szétvalasztani egymastdl a keringd VWF
¢s a FVIII-t (4). 1981-ben Nyman és mtsai Hjordis csaladjanak Gjravizsgalatakor az enyhe
vérzékeny betegeket 1-s tipusi VWB-nek sorolta be, a stlyos vérzékenységben
szenvedodket pedig homozigota 3-s tipusba (5).
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1. abra: Hjordis csaladfaja (Sundblom csalad)(2)
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2.1.2. A von Willebrand faktor

2.1.2.1. A VWF gén és fehérje

A von Willebrand faktort kodold gén a 12-es kromoszéma rovid karjan talalhatd, 52 exon
és 179 kb nagysagu (6). A 22-es kromoszoéman (22911.2) egy 21-29 kb hosszisagti, nem
funkcionalis pseudogént azonositottak, mely 97%-ban homoldég a VWF gén 23-34.
exonjaival, és az A1-A2-A3 doméneket kodolja (7). A pseudogén mutacios rezervoarként
is szolgalhat, mely mutaciok aztan a VWF lokuszra keriilhetnek. Tobb olyan silent
mutaciot azonositottak a 27-es és 28-as exonokban VWB-ben, melyek szekvencija
megegyezik a pseudogén szekvenciaval. A VWF gén transzkripcidja soran egy 8,9 kb
nagysagi mRNS késziil, melynek elsédleges terméke egy 2813 aminosav hosszusagu
prekurzor fehérje, a pre-pro-VWF. A prekurzor fehérje all egy 22 aminosav hosszusagu
signal peptidbdl (exon 2-3), a 741 aminosav hosszusagli propeptidb6l (exon 3-18),
valamint az 2051 aminosavbol felépiilé (exon 19-52) érett VWF alegységbdl (8). A
faktort 4 ismétl6dé domén alkotja a D, A, C és CK, a kdvetkez6 sorrendben D1-D2-D’-
D3-Al1-A2-A3-D4-C1-C2-C3-C4-C5-C6-CK melyben a D1-D2 domén a propeptid

szekvencia, a D’ az érett fehérje els6, a CK pedig az utolsé doménje (9). (2. abra) A

crer

A Propeptide —————> Mature vWF
Factor VIl GPlb  ADAMTS13 , Integrin

Y

2500

2. abra: A VWEF részletes domén szerkezete és a domének funkcioja (9)
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2.1.2.2. Post-transzlacids processing

Transzlacio és a szignal peptid lehasitasa utan a pro-VWF monomerek az
endoplazmatikus retikulumban (ER) parosaval dimerizalédnak (10-12). A dimerizacio a
monomer C-terminalis végén, az igynevezett cystein knot (CK) doménekben (tail-to-tail
végeken) torténik diszulfid hidakon keresztiil (a CK domén 87 aminosava 11 ciszteint
tartalmaz, mely mind részt vesz a dimerizacioban) (13, 14). A 11 ciszteinbdl 8 lancon
beliili-, 3 pedig lancok kozotti diszulfid hidakat hoz 1étre (Cys2771, Cys2773, and
Cys2811) (15). A CK doménben bekdvetkez6 mutacié a dimerizacio zavarahoz vezethet,
ami gyakran, de nem kizarolag 2A/IID tipusti von Willebrand betegségben jelenik meg
(16). Miel6tt a pro-VWF dimerek a Golgiban multimerizalédnanak, mindenképpen N-
glikozilacion kell atesnitik, enélkiil a monomerek az ER-ban maradnak és degradalodnak
(3. abra) (17, 18).
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3. abra: A VWF képzodésének sematikus abraja (18)
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2.1.2.3. Multimerizacio

Az endoplazmatikus retikulumbdl a pro-VWF dimerek a Golgiba keriilnek, ahol
megtorténik a multimerizacio, azaz a dimerek sokasdgabol a gerincesekben talalhato
leghosszabb protein keletkezik (4. abra) .A propeptid egységet (VWFpp) egy furin
protedz lehasitja az érett VWF dimerr6l (D1-D2 domén), majd a trans-Golgiban az
alegységek a D3 domének kozt 1étrejovo, az N-terminalis (head-to-head) végiiknél
’lanckozi’ diszulfid hidak segitségével multimerizalodnak. (18). Ebben a folyamatban a
propeptid fontos szerepet jatszik, a disulfid isomeraz aktivitasaval katalizalja a hidak
kialakulasat a D3 domének kozott. A propeptid mindkét D doménje tartalmaz CGLC
disulfid isomeraz konszenzus szekvenciat, mely a D3 doménben szintén jelen van. A
Golgi apparatus alacsonyabb pH-jaban, ez az oxidoreduktaz funkcio, a CGLC
szomszédsagaban 1évé hisztidin  protonizalédasaval —aktivalodik  (19-21). A
multimerizacio altal egy viszonylag heterogén nagysagua VWEF-bol allo pool jon 1étre,

melyben a legkisebb egységektél a >60 egységbdl allo faktorig terjedhet (18). A

multimerizaci6 mellett az érett faktor tobb glikozilalason és szulfatalédason is atesik még

a Golgiban (22-24).

4. abra: Mechanikus felszinhez rogzitett VWF multimer. A dupla fehér gombdcok
jelolik a VWF dimerek hatarait (51)

10
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2.1.2.4. Tarolas

A von Willebrand faktor a thrombocytak a-granulumaiban €s az endothel sejtek Weibel-
Palade testjeiben (WPB) tarolddik 1:1 aranyban a non-kovelensen kotédé propeptiddel
(25). Az a-granulumokkal ellentétben, melyek a VWF-t61 fliggetleniil is kialakulhatnak,
a WPB (csak endothel sejtekben jelenlévd, 0,1-0,2 um hosszisagu és 4 um szélességli
kompartment) csak VWF jelenlétében johet létre (26). A WPB kialakulasahoz
mindenképp sziikséges, hogy a VWF egy kompakt, 6sszehajtogatott format (csavart vagy
cs6) vegyen fel, mely hajtogatddas a kiindulasi méret szazad része is lehet (27, 28). Az
enyhén savas kozegii WPB-ban a faktor a propeptid+D’-D3 doméneken keresztiil
kapcsolodik egymashoz, kialakitva egy jobbra tekert helikalis szerkezetet, a maradék Al-
CK rész pedig egy Osszefonodod csokor szerli szerkezetbe hajtogatodik Gssze (5. abra).
Ez a 1épés a WPB-ben a VWF érésének fontos 1épése (29, 30). VWF a thrombocytak o-
granulumaiban is tarolodik, ez adja a plazma faktor tartalmanak 10-20%-at (31, 32). Az
itt talalhato VWF a WPB-ban tarolthoz képest magasabb hemosztatikus aktivitassal
rendelkezik (33, 34).

5. abra: A faktor csokorszerii szerkezete (34)

2.1.2.5. Szekrécio

A von Willebrand faktor kiilonboz6 utvonalakon szekretalodik a véraramba az endothel
Weibel-Palade testjeib6l, valamint az o-granulumokbol. Az endothel sejtekbdl
konstitutivan (90-95%), ill. szabalyozott szekrécioval (5-10%), mig a thrombocytakbol
aktivacio révén szekrécioval. Aktivacié hianyaban a WPB-k fuzionalnak és sejtfelszinre

kertilve (kinezin/dinein mikrotubulusok mentén) basalis szekrécidval juttatjak a vérbe és

11
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a subendotheliumba az érett VWF-t (35, 36). A szekretalt von Willebrand faktor
molekulastilydban is eltér, ugyanis a konstitutiv szekrécié dontéen alacsony
molekulasulyua VWF-t (LW-VWEF), mig az aktivalt szekrécio nagy molekulasalyat (HW-
VWEF) eredményez (37). Az endothel exocitosist nagyon Osszetett rendszer szabalyozza,
intracellularis fehérjék sora (Rab és SNARE csalad tagjai, példaul RalA, Rab3, Rab27a,
Rab15) vesz részt a WPB-k fuzidjaban (38-40). A szekrécioval egyidében felbomlik a
VWEF ,.csokor” szerkezete, elongealt format vesz fel és levalik a propeptid is. Az
aktivacios utvonalon az altalanosan ismert markereket lehet megnevezni, melyek kilokik
a VWF-t a perifériara, ezek tobbek kozott a cAMP szintet emeld agensek (epinephrin),
intracellularis Ca®" szintet emeld (thrombin), valamint a gyulladdsos és thrombotikus

eseményekben fontos agensként résztvevo hisztonok (41-43).

2.1.2.6. VWEF clearance

A VWF clearancét szdmos tényezd befolyasolja, ugymint genetikai hatasok, ABO
vércsoport, életkor, a faktor kiilonbozo szializaltsagi és glikozilaltsagi allapota (és igy a
felszinre keriild gliikdz oldallancok, mint lehetséges targete az ASPGR receptornak),
azonban ezek részletezése tilmutat a dolgozat keretein. Immunoldgiai modszerekkel
azonban tobb esetben megfigyelték, hogy a VWF foéként macrophagok kozelében
talalhato meg, melybdl feltételezhetd, hogy ezek valamilyen modon részt vesznek a faktor
clearancében. Tobb kisérlet vizsgalta és bizonyitotta is ezt a kapcsolatot, melyek szerint
a macrophagok nemcsak kotik a VWF-t, hanem endocytaljak is azt, igy segitve a
lebontasukat a majban, ill. a 1épben (44, 45). Ahhoz azonban, hogy a macrophagok
hatasos munkat végezhessenek, valamilyen receptoron keresztiil fel kell ismerniiik a
VWE-t. A kisebb fontossagu receptorok mellett (Ashwell, Siglec-5, CLEC4 M) az az
LRP1 (lipoprotein receptor 1, CD91) receptor jatssza a fészerepet, amit korabban az
FVIII receptoraként azonositottak. Az LRPI1, csak az elongealt VWF-hoz képes
kapcsolodni, ez alol kivételek azok a konformacidk, melyeknél a VWF kotési helye
szabadda valik (ennek fontos szerepe van a VWF kiilonb6z0 mutécidiban, példaul a
Vicenza tipus R1205H esetében is). Az LRP1 miikodését bizonyitja az is, hogy a koédolo
génjében torténd valtozasok kapcsolatban allnak a VWF szinttel is (6. abra) (46-49).
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6. abra: A VWF sejt alapu clearance sematikus abraja és utvonalainak lehetdségei (47)

2.1.2.7. A doménszerkezet és a domének funkcidja

Az érett VWF szerkezetét 4 ismétlddé domén alkotja a D (4 tipus), A (3 tipus), C (6 tipus)
¢s CK létrehozva az oriasi >20000 kDa nagysagu proteint (concatamert). Mindegyik
domén megfeleld mitkdodése sziikséges ahhoz, hogy a faktor ellassa legfontosabb
hemosztatikus feladatait, igymint a FVIII védelme a keringésben, kikotddés a sértilt
érfalhoz és a thrombocytak megragadasa a sériilés helyén (50, 51). Részletezésben

megadjuk a mai napig hasznalatos domén nomenklaturat és a felujitottat is (2. abra) (9).

2.1.2.7.1. D1-D2 domén, propeptid (VWD1-C8_1-TIL1-E1l- VWD2-C8 2-TIL2-E2
subdomének)

A VWEF els6 két doménjét, a D1-D2 domént a Golgiban furin hasitja le, azonban non-
kovalensen tovabbra is kotddik az érett faktorhoz és csak akkor valik le rola, amikor a
faktor a keringésbe 16kédik, vele equimolarisan (52). Funkcioi koziil kiemelendd a
disulfid izomeraz és oxidoreduktaz aktivitasa, mellyel a dimerek multimerizacidjat segiti,
mindezt aldtdmasztja a propeptidben létrejové mutaciokor bekovetkezd VWF tarolasi és

multimerizaciés defektus is (53, 54). Kotéhelye az érett VWF D’-D3 doménjében van
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(55). Mérési lehetdségeit €és szerepét a von Willebrand betegség diagnosztikajaban

késobb targyaljuk.

2.1.2.7.2. D’-D3 domén (TIL’-E’-VWD3-C8_3-TIL3-E3 subdomének)

Az érett von Willebrand faktor els6 310 aminosava alkotja a D’-D3 domént, melynek
legfontosabb feladata a FVIII védelme a proteolizistdl (a mar fent targyalt multimerizacio
mellett). A FVIII egy nehéz, ill. egy hozza non-kovalensen k6t6d6 konnyt lancbol all. A
VWEF a nehéz lanc A3, C1 és C2 doménjéhez képes kotddni a sajat D’-D3 doménjével
(56). A FVIII C1-VWF D’ domének kozott kialakuld kotés bizonyul elsddlegesnek és
er6sebbnek, mig a FVIII C2-VWF D3 a gyengébbnek (57). T6bb elektronmikroszkopos
¢és tomegspektrofotométeres vizsgalattal sikeriilt a D’-D3 doménen beliil pontosabban is
meghatarozni a kotédés helyét, ez pedig a TIL’ subdomén (58). Barmely domén vagy
subdomén hianya, illetve a benniik bekovetkezd mutacio erdsen érinti a VWF FVIII koto
kapacitasat (59, 60). Mérési lehetdségeit és szerepét a von Willebrand betegség
diagnosztikédjaban késébb targyaljuk.

2.1.2.7.3. A1 domén (A1 domén)

A thrombocytak egyetlen GPIba (thrombocyta GP 1b—IX-V komplex) receptor kotéhelye
a von Willebrand faktor 219 aminosav hosszi A1l doménjében taldlhatd, ez a kotés
azonban csak nagy folyadék nyirderd mellett vagy a VWF kollagénhez tapadasakor johet
létre, ugyanis a nativ VWF globularis formaban kering a véraramban, igy az Al régio
hozzaférhetetlen (61, 62). A thrombocyta kapcsolodasahoz nagyban hozzajarul az Al
domén pozitiv toltése, mellyel szemben a GPIba feliilete er6sen negativ toltésii. A
doménen beliil a thrombocyta 2 régidhoz kotddik be, az elsé egy ~1700A hosszisagu
leucin diis szakaszhoz erésebben, a masodik ~900A nagysagu régioba gyengébben (50).
Tobb kutatés leirta az A1 domén kollagénkotd szerepét (VWEF:CB), bar e képesség joval
alacsonyabb aktivitast az I és III tipust subendothelidlis kollagén esetén, mint az A3
doménben, azonban a non-fibrillaris kollagén VI esetén az Al domént tekintjiik
elsédlegesnek. Bizonyos mutaciok (pl.: Argl308Leu) az A1 doménben, csokkentik a
VWEF:CB-t (7. abra). (63-65). Ebbe a régioba kotddik be a heparin is, mely gatolja a GPIb
receptor bekotését (66, 67).
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7. abra: Az Al domén krisztalograf abréja (34)

2.1.2.7.4. A2 domén

A VWF A2 domén, mely 192 aminosav hosszusagu, nagyban homolog az Al ill. A2
doménnel, azonban nincsenek se intradomén diszulfid kotései (szomszédos ciszteinek
kozott alakulnak csak ki, ezzel jelentésen fokozva a faktor rigiditasat és ellenallasat a
proteolizisnek) se a4-hélixe (68, 69) (8. abra). A domén szintén egyediilallo a VWA
(A1+A2+A3 domének) domének kozott, hogy Ca+ kot meg. Ennek szerepe jelentds a
thermostabilitas biztositasaban, a mechanikai védelemben, illetve a hajtogatodas
elosegitésében (70). 2 o6raval a keringésbe keriilése utan, az orias multimerizalt faktor
hasitasokon esik at, melynek helye az A2 doménben van, az ADAMTS-13 metalloprotedz
(a disintegrin and metalloproteinase with a thrombospondin type 1 motif, member 13) a
Tyr!6%°_Met!6% aminosavak kozott hasitja el a VWF-t (69). Ez a hasitds vagja

hemosztatikusan optimalis méretre a faktort. A hasitdsi hely mélyen a globularis
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szerkezeten belill talalhatdo, mint a faktor tobb funkcidjanak mikodéséhez, ennek

feltarasahoz is sziikséges a nagy nyiréerd (71-73).

8. abra: Az A2 domén krisztalograf abraja (34)
2.1.2.7.5. A3 domén

Az A3 domén 236 aminosav hosszusagu, struktirdjaban homoldg az A1 doménnel. Az |

és 111 tipust kollagén f6 kotdhelye, mely kotéhely a domén B3-szala (9. abra) (74, 75).

9. abra: Az A3 domén krisztalograf abraja (34)
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2.1.2.7.6. VWC ¢és CK domének (C1-C2-C3-C4-C5-C6 és CK(CTCK) domének)

A VWF C domén az egyik leggyakoribb ,,motif” a human fehérjék kozott, 70 kiilonbozo
proteinben 201 VWC domén talalhaté meg (példaul TGF-f csalad). A 6 db C domén a
dimer ,,csokorban” péarosaval helyezkedik el (VWC1-VWC1; VWC2-VWC2; VWC3-
VWC3 stb), melynek bizonyitéka a 2 db allbPB3 integrin megkotése. A C4 domén
legfontosabb feladata a thrombocyta allbB3 integrinek rogzitése, mely lassabb kinetikaju,
mint a GPIb kotése, azonban tartdsabb is (76, 77). A VWC2 és VWC3 domének kozé
beilleszkedik egy 4 ciszteint tartalmazd egység (2403-2429 aminosav), melynek
stabilizalja a dimert, azonban tal kicsi, hogy 6nallé doménként szamoljuk (78). A CK
domén feladatat a még éretlen VWF post-transzlacios folyamatainal, a faktor
dimerizéaciojanal targyaltuk részletesen, a ciszteinben gazdag régio, diszulfid hidakon

keresztiil alakitja ki a faktorra jellemz6 dimer format (10. abra).

10. abra: A C domének sematikus abraja (34)

2.1.2.8. A VWF {6 mozgatoja, a folyadéksurlodas

Az érpalydba vald kiszabadulasa utdna a VWF miikodése nagyban fligg a
folyadékaramlastol és a nyirderdtdl. Sériilés esetén az dramlasi viszonyok megvaltoznak,
az érfal kozelében kisebb, attdl tdvolodva az ér kozepén pedig nagyobb sebességet
mérhetiink, ennek megfelelden a folyadéksurlodas (s*) a fal mellett a legnagyobb,
kozépen pedig 0. A ,,normal” folyadékaramlas mellett meg kell kiilonboztetniink, az
»elongeald” folyadékdramlast, mely a sériilések helyén ill. a sériilésre adott
valaszreakcioban 1étrejovo érosszehtizodaskor jon 1étre (11. abra). Az elongeald aramlas

hatasa a faktor megnytlasaban nyilvanul meg, ugyanis ebben az aramléasi forméaban a
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nytjtderd szazszoros is lehet (79). Kritikus folyadéksurlodas és nyirofesziiltség mellett
(~50 dyn/cm?) a VWF konformacidja megvaltozik (>5000 s?), az dramlas szélére (az
érfal felé) sodrodik, kitapad, majd globularisbdl elongealt format vesz fel (80-82). A
kinyujtott forma teszi lehetové a VWF addig fedett doménjeinek a megjelenését, ahogy
fentebb targyaltuk, példaul az A1 domén thrombocyta kito képessége is, ilyen formaban
aktivalodik (nem beteg, normal VWF esetében) (83).

?
/

_'v-__;...\ - _/‘
— _-"--.‘ ) —_.4\ I
Shear flow Elongational flow Shear flow Elongational flow
in constricted vessel in rupture

11. abra: A kiilonb6z6 tipusu folyadékaramlasok megjelenitése (83)

2.1.2.9. A VWF regulécioja, az ADAMTS-13 szerepe

A Golgibol kiszabadulé VWF a multimerizacio révén orias protein formaban van jelen a
keringésben. Az orids multimer hemosztatikusan ,,t0l” aktiv, ezért ebben a szokatlanul
nagy formaban (UL-VWFM, unusal large von Willebrand Factor Multimer) a ritka, de
életveszélyes, thrombotikus thrombocytopenias purpurat (TTP) okozhatja (84). Azonban
ezt megakadalyozando, a faktornak van egy természetes inhibitora, az ADAMTS-13
metalloprotedz. Az enzimet dominansan a hepatocytak termelik, koncentracidja a vérben
4tlagosan 5 nM koriil mozog (85). Az enzim a VWF A2 doménben, a Tyr'%_Met!6%
aminosavak kozott hasitja el a faktort, ezzel a reakcioval gatolva a thrombusok
képzddését (86). A nagy folyadékstrlodas emeli a hasitasok szamat, mert a kinyilo VWEF-

nal az A2 domének szabadda, felszin kozelivé valnak az enzim szamara (87).
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2.1.3. A betegség felosztasa

A von Willebrand betegséget 3 nagy csoportba osztjuk be. Az 1-es €s 3-as tipust VWB a
betegség kvantitativ tipusa, melyek a faktorszint mérhetd értékeinek (melyekbdl a
kovetkezOkben a von Willebrand faktor antigén szintre hivatkozunk, aminek a normal
tartomanya atlagosan 50-150 IU/dL) egységes csokkenésével jarnak, 1l-es tipusban
kevésbé (~30 IU/dL), 3-as tipusban viszont sulyosan csokkentek (<5 TU/dL). A 2-es tipus
a betegség kvalitativ valtozata, ahol a mar targyalt feladatok (FVIII kotés, kollagén
kotése, thrombocytak kotése) valamelyike sériilt, ezzel okozva tiineteket. A 2-es tipuson
beliil megkiilonboztetiink 4 alcsoportot aszerint, hogy a faktor mely funkci6ja valtozik
meg, ezek a 2A, 2B, 2M, 2N. A 2A altipuson beliil is l1étezik csoportositas, ahol az
alcsoport variansait kiilonboztetjiikk meg, ezeket romai szdmokkal jeldljiik, IIA, IIC, 11D,

IE (1).

2.1.3.1. 1-es tipusu VWB

A leggyakoribb VWB, a betegséggel diagnosztizaltak kozott az eléfordulasa 70-80%
koriili. A betegség fenotipikus megjelenése nagyon valtozatos, a faktorszintek az 5
IU/dL-s értéktdl a 40 IU/AL kornyékéig terjednek (88). Oroklddése autoszomalis
dominans, az oki mutaciok nagy része dominans negativ hatasi missense szubsztitucio,
melyek karositjdk a VWF intracelluléris transzportjat, a szekrécidt vagy gyorsitjak a
clearancet. A legujabb kutatasok szerint a betegség ezen tipusat kivaltd okok komplexek,
az esetek ~15%-ban nem egy mutaciohoz kothetdk és szerzett tényezokkel (pl.: ABO
vércsoport, etnikum, életkor) parosulva okozzak az alacsony laboratoriumi értékeket,
azonban a betegnek diagnosztizaltak kozott csak ~65%-nal volt kimutathatd genetikai
eltérés (89, 90). A harom leggyakoribb mutacio a Y1584C, mely heterozygota formaban
40 1U/dL kortli értéket, mig homozygota formaban 25 1U/dL kozelit okoz, a R1205H,
ami a Vicenza tipust okozza, alacsony 10 1U/dL-es értékekkel, valamint a R924Q mely
valdszinisithetéen egy polimorfizmus, nagyjabdl az 1-es tipusa VWB 5%-ért felelds (91,

92).

Az 1-es tipusu VWB-hez csatolva, de inkabb mellette, mindenképp meg kell emliteni az
1C varianst, illetve a diagnéziskor nehézségeket okoz6 ,,alacsony VWF” csoportot. Az

1C (C, mint clearance) variansnal extrém gyors faktor kiliriilés figyelhetd meg.
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Feltehetéen a faktor mar az intracellularis érése soran zavart szenved, példaul a C1130Y,
R1315C mutacidt tartalmazé VWF szekrécidja és multimerizacioja jelentdsen csokkent,
rontva igy a kollagén és thrombocytakotd képességet is. A C1130Y mutacional, csokkent
FVIII kot aktivitast is észleltek, ami nem meglepd, ugyanis ez a mutaciéo a D3 domént

érinti, ami a f6 FVIII k6t6 domén a VWF-n beliil (93).

A pontos diagnoézist, igy az esetleges kezelést is nagyban megneheziti, ha a VWF értékek
hatarértéken mozognak. A hatarérték vagy az alatti (40-50 1U/dL) eredmények ugyan
nevezhetdk patologidsnak, azonban ahogy eldzéleg is targyaltuk, a VWF szintre tobb
tényez0 is hatassal van, példaul egy 0-s vércsoportli beteg antigén szintje 25-30%-al is
alacsonyabb lehet. Ezen komplex hatasok miatt az 1-es tipusi VWB-nek tipizalt betegek
jo része tévesen 1-es tipus (94). Az ujabb iranyelvek a 20 TU/dL vagy az alatti faktor szint,
szignifikans vérzési anamnézis €s erds csaladi halmozodas meglétekor javasoljak az 1-es
tipust diagnozisként, ha az értékek 30 IU/dL vagy afolott vannak, akkor érdemesebb az
»hatarérték VWE” megnevezést hasznalni a betegség helyett (95).

2.1.3.2. 2-es tipusu VWB

A betegség 2-es tipusat a faktor egy vagy tobb funkcidjanak zavara okozza, ezért sériil az
alapvetd mikodése (96, 97). Legtobb esetben a 28. exon mutacidi okozzak a zavart. A
kovetkezOkben az antigén szint mellett megjelenik tobb laboratdriumi paraméter is,
melyeket itt csak felsorolunk, a ,,Laboratériumi diagnézis” részben fogunk részletesen
kifejteni, bizva az olvasé megfeleld eloképzettségében. Thrombocyta kotd aktivitas
(VWF:GPIbB), kollagénkotési aktivitas (VWF:CB), FVIII koto aktivitas (VWEF:FVIIIB).
A teljes VWB populacionak 10%-t teszi ki ez a tipus (Olaszorszag: 9,6% vs. Iran: 3,4%),

melynek 6roklédése javarészt autoszomalis dominans (95).

2A altipus — IIA varians

A TIA varians a 2A altipus legyakoribb el6fordulasi formaja. A faktort érintd kiilonb6zo
mutaciok miatt a faktor szintézise abnormalis lehet, illetve az A2 domén felépitése is
megvaltozik, az ADAMTS-13 enzim hasitéhelye folyadéksturlodasi erdk nélkil is a
felszin kozelébe keriil (mintegy kinyilik a faktor), ezért sokkal érzékenyebbé valik az
enzim altali hasitasra (98). A fokozott proteolizis miatt a hemosztatikusan legaktivabb

nagy molekulasulyG multimerek (HMWM) hidnyoznak a keringésbdl, igy kevésbé
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képesek kitapadni a kollagénhez, ezzel okozva vérzéseket. Genetikai hatteriik
felderitésekor a leggyakoribb mutacioknak a missense mutaciokat talaltak, kutatasok
soran tobb mint 30-t irtak mar le eddig. Azon mutaciok, amik az A2 domént érintik,
gyakran egylitt karositjak a szekréciot €s erdsitik a proteolizist. Az a G1629E és R1597W
a leggyakoribbak ezek koziil (99).

2A altipus — IIC varians

Recessziv 6roklédés, alacsony antigén szint, alacsony VWF.GPIbB, a proteolitikus
fragmentek hianya és a HMWM hianya jellemzi (ezek alol a Miami-IIC kivétel a
dominans oOrdkléssel és megemelkedett antigén értékkel). A mutaciok a faktor N-
terminalisat jellemzik (homozygota formaban a propeptid D2 doménben is
megtalalhatok, ismerve a propeptid katalitikus szerepét a multimerizacioban), ezaltal a
dimerek multimerizaciojat gatoljak (100). Ahogyan a faktorban megjelend aberranciak
jelentds részérdl elmondhato, ugy itt is, a zavarok a ciszteineket érintik legf6képp és igy
a diszulfid hidak létrejottét gatoljak. Példaként megemlithetd egy leirt p.N528S mutacio,
mely blokkolja a propeptid bekdtédését, igy akadalyozva a faktor transzportjat a Weibel-
Palade testekhez (101, 102).

2A altipus — IID varians

A faktor C-terminalis végén a cisztein csomdban 1év6 missense mutaciok okozzak (51 és
52. exon), rontva a monomerek poszt-transzlacios dimerizaciojat és kialakitva a tipikus

multimer mintazatot (14).

2A altipus — IIE varians

Altalanossagban elmondhaté, hogy a 2A altipuson beliil 30%-ban eléfordulé IIE varians
nagyon heterogén csoport, mind laboratériumi eredményeket tekintve (akar normal
tartomanyt antigén értékek is lehetnek), mind a klinikai manifesztacidt vizsgalva. Ennél
a variansnal, a IIC-hez hasonldan, csokkent proteolizis figyelhetd meg, mely abnormalis
multimer struktirat okoz (néhany esetben azonban o6rias molekulasuly multimerek is
megfigyelhetdk), de szamottevd a fél-¢letidd rovidiilése is. A szekrécid hibdja és az
intracellularis degradacio is jelentds (11. abra). Mutaciok (frameshift) a D3 domént

érintik (p.Y1146C leggyakoribb) (103-105).
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12. abra: 2A/IIE varians VWB-k multimer képei. A 'N' a normal plazma, mellette pedig

a betegséget érinté mutécio (104)

2B altipus

Az autoszomalis dominansan 6rokl6d6 gain-of-function mutans VWF spontan (fokozott
nyiréerd nélkiil) nagy affinitassal kapcsolodik a thrombocyta GPIba receptorahoz, mely
a vart thrombotikus reakcioval ellentétben, a faktor és a vérlemezke fokozott kitiriiléséhez
vezet (106). Az Al domént érintd zavarok esetében, az el6bb targyalt altipusokhoz
hasonldan, megjelenik a fokozott ADAMTS-13 proteolizis €s igy a HMWM redukcio is,
ami a multimer analizisen fokozott savokként jelenik meg (107). Az emelkedett hasitas
okaként tobb folyamatot is hipotetizaltak: a spontan GPIba kapcsolodast, az ADAMTS-
13 iranti fokozott szenzitivitast, valamint ¢ kett6 jelenlétét egyszerre (108). Kutatasok
szerint a mutans VWF indukalta vérlemezke kotés nem inditja be ugyanazt a szignal és
aktivacios folyamatot, ami sziikséges allbB3 integrin kapcsolodasahoz és mikodéséhez

(109, 110). A faktor A1 doménjében, azon beliil is a C1272 - C1458 hurokban talalhat6
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a legtobb mutacio, melyek koziil a R1306W, R1308C, V1316M és R1341Q, mely a 2B
altipus 90%-ért felelds (111).

2M altipus

Az Al doménben Ugy is kialakulhat mutacio, hogy az nem vagy csak minimalisan
valtoztatja meg a multimer mintazatot (2M, mint normal multimer), ellenben a
VWEF:GPIbB jelentdsen csokken, bizonyos esetekben pediga VWF:CB is (A3 doménben
1év6 missense mutacidé miatt)(112). A betegség ezen tipusa heterogén csoport klinikai
score” altal megallapitott vérzések stlyossagaval (113). A leggyakoribb mutaciok a
S1358N, S13871 és S1394F, valamint a VI. kollagénkdtést is érintd Q1402P, detalalhatéd
in-frame deléci6 is (114). A 2M altipust sokszor nehéz kiillonvalasztani az 1-es tipustol,

de az alacsony GPIbB/Ag arany jellemzdbb erre a csoportra (112).

2N altipus

Recessziven 6roklddé Normandy tipust VWB. A normal VWF értékek €s normal/kozel
normal multimer mintazat mellett, csokkent (5-40%) FVIII szint figyelheté meg, mely
alapjan gyakran osszekeverik férfiak esetében az A hemofiliaval (115). Mutaciok a VWF
FVIII kot6 régidjat a D’-D3 domént érintik (exon 18-27) (13. abra), sok esetben rontva
az elektrosztatikus interakciot a VWF ¢és FVIII kozott (116). Az egyik ritka, de a
legsulyosabb mutaci6 az E787K, ahol a FVIII szint <1% alatti, a leggyakoribb pedig a
20. exonban 1év6 R854Q (117, 115). Az esetek felében a betegek homozygotak az érintett
mutaciora, 10%-ban compound-heterozygotak ketté 2N mutaciora nézve, 40%-ban pedig
a 2N mutacié egy masodik ismeretlen mutaciora compound-heterozygota. A heterozygota

betegek laborparaméterei a normal értékekhez kozeliek és vérzéseik enyhébbek (111).
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Pro-peptide VWF mature subunit
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13. abra: A VWB megoszlasanak sematikus abraja a VWF domének kozott (176)
2.1.3.3. 3-as tipusu VWB

A von Willebrand betegség legstulyosabb és legritkabb formaja a 3-as tipus. Az 1-es
tipushoz hasonléan a VWF kvantitativ zavara 1ép fel, azonban itt a faktorszintek 5% alatt
maradnak, mivel a homozigota vagy compound-heterozygota null allél mutaciok miatt
nem fejezddik ki a faktor. Oroklédése autoszomalis recessziv, csalddi halmozodasok
figyelhet6k meg, ahol sziil6k vagy magasabb szintli felmendk kozott gyakran valamilyen
fokt rokonsag all fent. Kutatasok szerint a leggyakoribb mutdciok a nonsense mutacidok
(30%), kis deléciok (20%), nagy deléciok (10%), splice site mutaciok (10%) és a Kis
insertiok (10%). A mutaciok mintegy 6tode a 28. exont érinti a maradék 80% eloszlik a
teljes génen (118). A tobbi tipushoz hasonléan sériilést szenvedhet a dimerizacio,
multimerizacio, illetve a clearance is (119-122). Homozigota nagy deléciok esetében
megfigyeltek alloantitest (inhibitor) képz6dést, azonban ez a fenomén a magyar 3-as
tipust VWB populacioban nincs jelen (123, 124, 122).

2.1.3.4. Kiilonlegességek

Thrombocyta tipust von Willebrand betegség (PT-VWD)

A valdjaban nem direktben a VWF-ban megjelend betegség, autoszomalis dominansan
6rokl6do zavar, melyet a GP1BA génben megjelend gain-of-function mutacié okoz, igy
a thrombocyta GPlba receptora fokozottan érzékennyé valik a VWF A1 doménjével valo
kapcsolodasra (tulajdonképpen reverz 2B VWB) (125). A 2B tipust VWB-hez hasonlo
tinetek jelentkeznek a PT-VWD betegeknél is, kozepes foka vérzések ¢és
thrombocytopenia (a thrombocyta+tVWF komplex gyorsabban {iriil ki a szervezetbol)
(126, 127).
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A szerzett von Willebrand szindroma (AVWS)

A AVWS egy ritka (inkabb ritkan felismert) vérzékenység, melynek oka a VWF
mukodésének szerzett deficiencidja (128). E16idéz6 alapbetegségei a kiilonbdzé lympho-
¢s myeloproliferativ (pl.. MGUS, CML, esszencialis thrombocytemia) hematoldgiai
megbetegedések, cardiovascularis elvaltozasok (pl.: aorta stenosis, LVAD — Left
Ventricular Assist Device), autoimmun betegségek (pl.: SLE), valamint nem
csoportosithatd megbetegedések (pl.: fert6zés medidlta, gyogyszer indukalta, vagy
idiopatias) (129-132). A betegség kialakulasa altalanosan négyféleképpen torténhet a
faktort alapulvéve: a; csokkent szintézis (pl.: stlyos hypothiroidismus), b; inhibitor
csokkenti (B-sejtes lymphoma, myeloma multiplex), c; HMWM adszorpcioja (essentialis
thrombocytaemia), d; nagy nyirderd indukalta proteolizis (miisziv, mibillentyii) (133-
138) (14. aba). A szerzett von Willebrand szindroma diagnosztikaja, az 6roklott VWB-
hoz hasonlo tiinetek miatt nehézkes, azonban a megfelel6 csaladi anamnézis felvétele és

a kivalto alapbetegség felismerése nagyban segitheti a klinikust (139, 140).

O »
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14. abra: Az aorta stenosis miatt megvaltozo6 rheoldgiai viszonyokban a VWF fokozott

ADAMTS-13 hasitasnak van kitéve, igy hidnyzik a HMWM ezekben a betegekben (137)
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2.1.4. A betegség tiinetei

A betegség klinikai megjelenése €s a vérzések erdssége eltér a harom tipusban, valamint
korrelal a mért faktorszintek értékeivel. Az 1-es tipus 25-30 IU/dL értékei mellett a
vérzések kozepes erdsségiick, mig a jelentdsen csokkent 2-es illetve 3-es tipusban joval
erdsebb, életet veszélyeztetdk is lehetnek (113, 141). Legjellemzébbek az orr-, bor- és
nyalkahartyavérzések, melynek legsulyosabb formaja lehet a gastrointestinalis vérzés is.
A beteg elsé tiinetei kozé tartozhat a konnyen szerzett borvérzés és a foghtizas utan
hosszan elhuzodo vérzés, illetve tonsillectomia alatt/utan er6sodé vérzés (18. abra). Az
esetek nagy szamaban fordul el valamilyen miitéti beavatkozas utani postoperativ
vérzés. A nd betegek 60%-ban a menorrhagia az egyik legfontosabb tiinet, mely
vashianyos anaemiat is okoz (142). Terhesség alatt vérzések ritkan jelennek meg, ugyanis
a terhesség emeli a VWF szintet, azonban a post-partum VWF csokkenés miatt, a vérzés
elkeriilésére sziikséges lehet a kismamak VWF értékeinek monitorozasa és faktorpotlasa.
2B altipusban a szokasosnal is nagyobb thrombocytopeniat figyeltek meg terheseknél
(143-146).
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15. abra: A vérzések megoszlasa tipusonként Eikenboom szerint (17)

Prevalence (%)
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2.1.5. Epidemiologia

A betegség epidemiologidja tobb tényezotdl is fligg, példaul a geografiai elhelyezkedéstol
(déli orszagok emelkedd incidencidja), a betegséget felismerd klinikustdl és a beteg
mintajat elemz6 laboratoriumtol (pl.: tesztek cut-off értékeinek meghatarozasa), de
legfoképpen a VWB definicigjatol. A hemosztazis centrumokban, tisztan a tlinetek
megjelenése alapjan az incidencia 23-110/1 milli6 lakosra tehet6 (147). Azonban, ha ezt
a meghatarozast kiterjesztjiik és a tiinettel rendelkezd betegek mellett a rokonokat is
vizsgaljuk, valamint a vérzéseket nem produkald, azonban alacsony VWF értékii
,betegeket” is bevonjuk, akkor az eredmény eléri az 1%-ot (vs. el6z6 érték max 0,01%)
(148, 149). Altalanossagban elmondhatd, hogy a betegség a populacié 1%-ban van jelen
(150).

2.1.6. A VWB laboratériumi diagnosztikaja

A betegség laboratoriumi diagnosztikaja és a VWF analizise dsszetett feladat, melyek
jelentds részét csak specidlis laboratoriumok, illetve hemosztazis centrumok végzik. A
teljes és részletes vizsgalati paletta az alapvetd (FVIIIL:C) teszteket, melyeket a legtobb
magyar laboratorium végez(hetné), a nehezebben kivitelezhetd €s értékelhetd teszteket
(VWE:GPIbB valtozatai, VWF:CB és a valodi RIPA), valamint a legbonyolultabb,
specialis felszerelést és képzett személyzetet igényld (multimer analizis, VWF:FVIIIB)
vizsgalatokat tartalmazza. A tovabbiakban egy ,,idealis” von Willebrand faktor vizsgalati
panel elemeivel, azok diagnosztikai értékeivel és lehetoségeivel foglalkozunk, amely
magaba foglalja az antigén szintet, a kollagénkotési aktivitas, a GPIb kotési aktivitast (€s
annak valtozatait), a multimer analizist, a FVIII kotési aktivitast, valamint az FVIII
koncentréaciot is. Végiil néhany mondatban érintjiik a kiegészitd teszteket is (VWFpp,

RIPA, PFA-100).

2.1.6.1. A VIII. faktor szint

A von Willebrand betegség diagnosztikajanak legels6 1épése (az aPTI mérés utan) a VIIIL.
alvadasi faktor szintjének a meghatarozasa. A legaltalanosabban elterjedt, teljesen
automatizalt mérési modszer az egylépcsds koagulacios vizsgalat, mely a beteg plazmajat

a FVIll-ra nézve deficiens plazméval keveri, majd az elére meghatarozott és bemért
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kalibracios gorbérdl (id6 és abszorbancia ardnyaban) ,leolvasva” adja meg a FVIII
szintjét (151). Az utobbi években elterjedt a kétlépcsds FVIII vizsgalat, ami egy
kromogén alapu teszt. Ennek automatizaltsdga szintén megoldott, és maga a teszt
sziikséges is az 1j FVIII készitmények monitorozasahoz, azonban az egylépcsos teszthez
képest 1ényegesen dragabb, a reagens stabilitasa sokkal gyengébb, valamint az itt targyalt
VWB diagnosztikahoz jelenleg nem ad plusz informaciot (152, 153). A FVIII szintje a
VWEF tipusaiban valtozik, az 1-es tipusban mérsékelt 30% koriilinek mondhaté, a 3-as
tipusban 5% alatti, ezekben korrelal a tobbi VWF értékkel, a 2-es tipusban varidbilis, nem
feltétlen ad patoldgiasan alacsony értéket. Ez alol kivételt képez a mar részletezett 2N
altipus, ahol a FVIII értéke az A hemofilids betegek értékeihez hasonld, gyakran
egyszamjegyl, a specifikus aktivitas (FVII'VWEF:Ag) pedig <0,6 értékként hatarozhato
meg (154, 116).

2.1.6.2. von Willebrand antigén szint

Amikor a klinikusban felmeriil a VWB gyanuja, a FVIII mérés mellett a VWF szintjének
a meghatarozasa alapvetd 1€pés. A kereskedelmi forgalomban kaphat6 és jol automatizalt
teszteknek két f6 4ga létezik: a latex alapti immunologiai tesztek (LIA), valamint az
ELISA tesztek. A LIA teszteknél egy latex gyongyot mesterségesen VWF ellenes
antitesttel fednek be, ami hozzatapad a beteg mintajaban 1évé VWF-hoz. Az igy kapott
agglutinacio okozta fotometriai (immunturbidimetria) valtozasokbol az alvadasi
automata szoftvere kiszamolja a protein szintjét a beteg plazmajaban. Bizonyos LIA
tesztek hatranya, hogy interferalhatnak a beteg mintajaban 1évé magas rheumafaktorral,
igy adva fals magas értéket, ami egy 1-es vs. 2-es tipust VWB diagnézisanak
felallitasakor jelent6s nehézséget okozhat (155). Ennek a diagnosztikai hatranyossagnak
a kikiiszobolésére lehet alternativa a VWF:Ag meghatarozdsdhoz az ELISA alapt teszt,
melynek elmélete megegyezik barmelyik mas elem kimutatasahoz hasznalt ELISAéval.
A 96 lyukt microplate talca lyukai VWF ellenes antitesttel vannak fedve, erre keriil a
standard sor és kontrollok mellé a beteg mintdja, majd tobbszords mosasi €s elsddleges,
illetve masodlagos antitestes jelolések utan, a standard sor adta kalibracids gorbérol
leolvashato a VWF antigén szintje (156, 157). A legkisebb detektalasi also hatarértékkel
(LLOD: 0,5%), legkisebb ,inter-assay” variabilitassal (CV:~5%) a legljabb

kemilumineszcensz technika (CLIA) rendelkezik (isoluminollal jeldlt, hidrogén-
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peroxiddal katalizalt folyamat)(158). Ez a teszt azonban még csak egyetlen gyarto
egyetlen platformjan érhetd el, ennek megfeleloen az ara is magasabb az elérhetd
konvencionalis teszteknél (159, 160). LIA mellett a teszt gyorsasaga ¢és konnyebb
indithatésaga szo6l, mivel ELISA teszteket altaldban a laboratoriumok nem inditanak

stirgésséggel, és a mérési idejiik is tobb orat vesz igénybe.

A VWB-ben az antigén szint, betegségtipustol fiiggden, a normaltol a detektalhatatlanig
terjedhet. 3-as tipusban a FVIII:C-val parhuzamban 5 IU/dL alatti eredményeket kapunk,
azonban a 2-es tipusban gyakran normal, kdzel normal érték is el6fordulhat. Ezeknek az
eredményeknek megfelelden a specifikus aktivitdsok 2-es tipusban 0,6 alatti értéket

mutatnak (161).

2.1.6.3. von Willebrand kollagénkotési aktivitas

A kollagénkdtési aktivitds egyike azon teszteknek, amit a magyar hemosztazis
laboratoriumok kevés kivételtol eltekintve (mér példaul a DE Klinikai Kozpont, DPC,
SE) nem mérnek, ennek oka valoszinlileg a tesztek standardizaltalansaga,
finanszirozatlansaga, illetve sokszor az IVD mindsités hianya. Azonban ahhoz, hogy a
faktor zavart miikodésének lehetd legnagyobb részét lefedjiik vizsgalati paneliinkkel,
ajanlott a kollagénkotést is vizsgalni. A legelterjedtebb tesztek ELISA alapuak, ahol a
microplate kollagénnel van fedve, amihez a beteg VWF-a hozzatapad, (kéros esetben
nem tapad) majd tobbszords mosasi, jelolési szakasz utdn megtorténik a
spektrofotometrids jel detektaldsa, illetve az eredmények leolvasdsa a kalibracios
gorbérdl, kontrollok mellett (162, 163). A VWEF:CB tesztek kivalasztasanal és
felhasznalasanal fontos kérdés a fedd kollagén tipusa. A legtobb kereskedelmi
forgalomban kaphaté ELISA teszt I-es vagy Ill-as tipusu kollagénnel van fedve human
vagy placenta eredetbdl, esetleg mindkettével kevert formaban (95%/5%). Ennek
jelentdsége abban all, hogy bizonyos mutacidoval rendelkezd betegek szelektiven
kapcsolddnak a kollagénhez. Példaul a R1399H mutacidval rendelkezd 2-es tipusat VWB
faktora a VI-s tipusu kollagénhez, mig az R1315C mutacional a faktor a IV-es tipusu
kollagénhez nem kapcsolodik, ezért a betegek vérzéses tiineteket mutatnak (164-166).
Ezen betegpopulaciok azonban Magyarorszagon nem fordulnak eld, javarészt az USA
afro-amerikai von Willebrand betegei kozott jelennek meg. A legujabb fejlesztésii

kollagénkotési teszt a CLIA rendszerben, szintén csak egy platformon érhetd el, ennek
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érzékenysége a legjobb az elérhetd tesztek koziil (158, 167). A VWF:.CB teszt
hasznalatanak potencialis haszna a betegség tipusok/altipusok differencialasaban van. 1-
es, 3-as tipusban és a 2N altipusban, mivel sem thrombocytakotd, sem kollagénksto
aktivitas nem sériilt, ezért a tobbi mért VWF értékkel aranyosan kell csokkennie (3-as
tipusban gyakran detektalhatatlanul alacsony), igy a specifikus (VWF:CB/VWF:AQ)
aktivitas itt =1. 2-es tipusu betegekben, azon beliil is a 2A és 2B altipusban, ahol a
HMWM erdsen csokkent ott a kollagénkotési aktivitas is alacsony lesz, hiszen a HMWM
hidnyaban a VWF hemosztatikus aktivitas erésen redukalt, a specifikus aktivitas 0,6 alatt
marad. A 2M altipusban, ahol mutaciok érinthetik a kollagén kotést, normal vagy
alacsony érték lehet (168)

2.1.6.4. von Willebrand faktor thrombocytakoté aktivitas

A VWB diagnosztikajaban az antigén szint vizsgalata mellett a legelterjedtebb mérési
modszer a faktor thrombocytakotd képességének kiilonbozé metodikékkal torténd
mérése. Annak ellenére, hogy a legtobb faktorkoncentratum adagolasanak is ez az érték
az alapja, a thrombocytakoto aktivitas a leginkabb variabilis, labor-, reagens-, automata-
és személyzetfliggd modszer, a multimer analizis mellett (169, 170). Ezen problémak és
az igy kialakult diagnosztikai bizonytalansagok miatt, a reagens gyartok tobbféle titon
fejlesztették a reagenseiket, melyek igy, bar a végponton egyeznek, -eltérd
hatdsmechanizmus mentén mérik a VWF thrombocytakotd képességét. Ezek utan
nyilvanvaloan nem lehet d&ket tovabbra is a konvencionalis ristocetin kofaktor
aktivitasnak (VWF:RCo) nevezni, tobbek kdzott azért sem, mert tobb reagens mar nem
is tartalmaz ristocetint. Ezért 2014-ben a Nemzetkdzi Thrombosis és Haemostasis
Tarsasag (ISTH) megalkotott egy j nomenklatirat, melyet a dolgozat tovabbi részében
hasznalni fogunk (171).
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1. tablazat: Az 0j VWF aktivitasi nomenklattra (171)

VWEF aktivitas roviditése Leiras

VWEF:RCo Minden teszt, ami ristocetint €s thrombocytat hasznal

Minden teszt, ami ristocetin indukalta VWF kotodést és
VWEF:GPIbR ]

vadtipusu rekombinans GPIb fragmentet hasznal

Minden teszt, ami spontan VWF kot6dést és gain-of-function
VWF:GPIbM

mutans GPIb fragmentet hasznal

Minden teszt, ami monoklonalis antitestet hasznal az, ami a
VWF:Ab

VWF Al epitopba kotédik be

von Willebrand ristocetin kofaktor aktivitas

A ristocetin  kofaktor aktivitds a thrombocytakotd vizsgalatok OGsanyja, melyet
els6dlegesen csak a von Willebrand aktivitasnak neveztek (1évén mas nem volt). Elve,
hogy az elézetesen antibiotikumnak szant ristocetin bekotédik a VWF-ba ezzel olyan
konformécio valtozast idéz eld, hogy az A1 domén kotni tudja a thrombocytat (ahogy mar
targyaltuk, a nativ faktor nem képes kotni a thrombocyta GPIba receptorat, csak ha a
folyadékaramlas megvaltoztatja a VWF szerkezetét) (172, 173). A mérés nehézségét és
pontatlansagat, a ristocetin pontos dozisanak meghatarozasa mellett, a thrombocytak

mindsége adja, melyek lehetnek formalin fixaltak, liofilizaltak, valamint nativak.

A VWF:RCo a fent emlitett reagens problémak miatt a mérések standardizalasa nehézkes
(ristocetin minésége LOT-onként is valtozhat), alacsony szenzitivitassal és nagy szorassal
(~10%) bir, als6 mérési hatara pedig 10% (az eredeti protokoll moédositasaval ez
csokkenthetd), ami megakadalyozza a silyos VWB differencialasat. Az elérhetd tesztek
itt is automatizaltak, legelterjedtebbek az thrombocyta agglutinacios és ELISA alapu
tesztek (174, 175).

Ristocetin indukalta GPIb kotés

Béar a rendszerben még szerepel a ristocetin, de kivettek egy fontos valtozot, a

thrombocytat, amit pedig magaval a GPIb fragmenssel helyettesitettek, innen kapta az
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elnevezést is VWF:GPIbR. Ezt a fragmenst pedig hozza lehet kotni egy ELISA platehez,
egy latex vagy egy magneses partikulumhoz és agglutinacidés, immunturbidimetrias,
illetve kemilumineszcensz metodikaval a kotés aktivitasat szamszer(siteni lehet (176).
Ezzel a mddositassal a LLOD-t 0,5%-ra lehet leszoritani, valamint a CV értéket is 5%
koriilire csokkentették (177, 178). Két dologgal azonban még mindig szamolni kell, az
egyik még mindig a ristocetin, a masik pedig a GPIb fragmens, melynek szarmazasi helye

gyartorol gyartora valtozik (179).

Gain-of-function mutans GPIb kotés

Tovabbi fejlesztés €s elorelépés az aktivitas meghatarozasaban, ha kivessziik az utols6
variabilis elemet, a ristocetint a reagensb6l. Erre megoldas a gain-of-function mutans
GPIb (VWF:GPIbM) aktivitds, ahol a thrombocyta fragmensbe olyan muticiokat
»epitettek” be, mellyel ristocetin nélkiil is képes kotédni (a PT-VWD-hez hasonloan) az
intakt VWF-hoz (természetesen a patologias VWF-t ezt sem koti), valamint érzéketlenné
valt a fals alacsony értéket adé polymorfizmusokra (180). Ezt a mutans fragmenst
latexhez, valamint micoplate talcahoz is lehet rogziteni, ¢és igy a szokdsos
immunturbidimetrias és ELISA protokollok alapjan elvégezheték a mérések (181-183).
A VWEF:GPIbM aktivitas LLOD 2%, a CV értéke pedig: 2-5% kozott mozog (180, 184,
185).

Capture-
Antibody

16. abra: A VWEF:GPIbM hatasmechanizmusa. Az anti-GPIb antitesttel fedett
mikropartikulum ko6tédik a gain-of-function mutans GPIb-hez. Ez a komplex spontan
kotédik a VWF A1 doménhez (184)
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Monoklonalis antitest alapt aktivitas

A rendszerben hasznalt monoklondlis antitest, ami utdn a nevét is kapta (VWF:Ab) a
VWF Al doménjébe kapcsolodik be, ristocetin hozzaadasa nélkiil. A teszt LIA rendszer,
elonye a viszonylagos olcsdsaga, gyorsasaga ¢€s kezeldbarat felhasznalasi modja.
Azonban t6bb kutatasban megfigyelték, hogy a teszt nem elég érzékeny, bizonyos
mutacidval rendelkezd betegeket fals normal értékkel ad (2M altipus, G1324A mutécio),
valamint érzéketlen a HMWM veszteségére. Detektalasi limitje 12-19%. Onmagaban

nem javasolt a hasznalata (186-189).

2.1.6.5. von Willebrand faktor multimer analizis

A VWF multimer struktarajanak vizualis megjelenitése/analizise a legnehezebben
kivitelezheto és értékelhetd vizsgalat a VWB vizsgalati palettajan, azonban véleményiink
szerint nagyon fontos kiegészitd eleme annak. Standardizalatlansdga, eszkozigénye és
szakképzett, preciz munkaerdigénye miatt nem csak Magyarorszdgon, de a vilag tobbi
laboratoriuménak is csak nagyon elenyész6 részében végzik (vagy végzik diagnosztikai
értékkel). A szakirodalomban szamos protokollt lehet taldlni a vizsgélatra, melyeket a
kiilonb6zd laborok a magukénak vallanak, azonban koztiik szinte nincs kettd, amely
megegyezne egymassal, ezért itt csak nagy altalanossdgban érintjiik a tesztet, sajat
modszeriink részletezésére a dolgozat ,,Anyag és modszer” részében keriil sor (190-193).
Amiben a legtobb protokoll egyezik, az a vizsgalat gélelektroforetikus része, a beteg
mintajat egy pre-analitika mintael6készité (legtobbszor denaturald) fazis utan adott
adott ideig futtatjak, hogy a multimer struktira tomegénél fogva szétvaljon egymastol
alacsony-kozepes-nagy molekulasulyti multimerekre. A minta futtatasa utan kovetkezhet
a mintazat jelolési fazisa (esetleg Western-blot szakasz), illetve a kapott multimer
leolvasasa (akar szamszeri megjelenitése) és értékelése (194). Optimalisan a mintak
2%) a triplet struktura vizsgalatara, az alacsonyabb (1-1,2%) pedig a HMWM+UL-
HMWM jelenlétének/hianyanak bizonyitasara alkalmas. Ebbdl a roviditett leirasbol és a
laboratoriumokban (reményeink szerint) legkevésbé sem hasznalatos ,,valamilyen-
valamennyi” szakszavakbol érzékelheté a multimer protokollok sokszintisége. A szakasz

elején felsorolt nehézségekre probal megoldast nyudjtani egy elektroforézissel is
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foglalkozo6 reagens gyartd cég, mely automatizalta a multimer analizist (195, 196). A
rendszer eldre gyartott gélekkel, pufferekkel, beépitett leolvasoval és sajat értékeld
szoftverrel rendelkezik. Elonyei (gyorsasag, konnyebb kezelhet6ség) ellenére, haszna
(még) leginkabb a szlir@ fazisban lehet, ugyanis a triplet struktirat nem tudja pontosan
megjeleniteni. A cég 2014-ben felkérte a laboratdériumunkat, hogy mintakkal és
mérésekkel teszteljiikk a rendszeriiket, ennek az 6sszemérésnek az eredményeit mutatja a
17. abra, ahol lathatd, hogy az altalunk hasznalt multimer analizis metodika joval
precizebb, diagnosztikusan jobban hasznalhat6 eredményt ad. Minden hatranyat és
nehézségeit figyelembe véve az ok, amiért mégis ugy gondoljuk, hogy a multimer
analizisnek helye van a VWB diagnosztikai palettdn, az a segitsége az altipusok és a
variansok pontos meghatarozasaban, amikor az alapvetd, eddig targyalt laborértékek és
ratak nem segitenek. Ennek jo példdja az eurdpai 1-es tipust VWB (jra elemzése, ahol
az elézetesen 1-es tipusnak tipizalt betegek 38%-aban a multimer analizis alapjan mas

(2A, 2M) tipusba soroltak at a betegeket (197).

SEBIA Samples 1-7. 1,6% gels
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17. abra: Osszemérésiink eredményébdl véalogatott 2 gél képe. A’ panel: a sajat
metodikankkal késziilt futtatas. B’ panel: Az automatizalt multimer analizis rendszer. Az

a-b-c-d-e jelolések ugyanazokat a mintakat jelentik mindkét panelben
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Ha kozelebbrél vizsgaljuk egy normal plazmabol késziilt multimer analizis képét (18.
abra), akkor tobb savot lathatunk egy f6 savot és 2 szatellita savot, melyek egységesen a

faktor triplet struktarajat adjak.

e
b >10
{ }— Nagy molekulastulyu multimerek
4
& 5-10
.
i
+
2 e } Dimer
<:f\f “ } Dimer
é —— Szatellita sav
<i11) = < W «— FOsav Triplet struktira
— 5 =TT szatellita sav
| —

18. abra: Normal plazma VWF multimer képe, jeldlve a f6 savokkal és a denzitometrias

képpel (sajat anyag)

crer

megfigyelhetd, hogy a szatellita sdvok migracioja a gélben eltérd. Ennek magyarézata,
hogy az ADAMTS-13 enzim egyenlétleniil hasitja a faktort (tehat nem pontosan a faktor
felében hasit) igy két eltéré nagysagh termék keletkezik (198). Kiszamolhato a hasitasi
hely ismeretében, hogy a lassabb szatellita (egy dimer és egy fél monomer) 545 kDa, mig
a gyorsabb triplet (1,5 monomer) 360 kDa nagysagu (199) (19. abra).
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19. abra: Az egyenlétleniil hasitott VWF képe (domén szerkezettel) (198).

A triplet struktura felépitésének vizsgalata fontos a kiilonb6z6 dimerizécios,
multimerizacios €s clearance zavarokban, példaul a 2A/IID és a 2A/IIE tipusu VWB-ben,
ahol a multimer analizis képe tipikus a variansra (20. abra). Ahogy a normal plazma
abrajan is lathato, a dimerek segitségével szdmszerlien is jellemezhetd a faktor mindsége,
valamint ezek denzitometriasan megallapitott szazalékos aranya viszonylagosan allando
a normal plazmaban, 40% a LMWM, 35% MMWM és 25% a HMWM mennyisége. igy
denzitometrids elemzés segitségével példaul szdmszerlien is megallapithaté (normal

minta ellenében) a mintdban esetlegesen jelenlevé UL-VWFM mennyisége (szdzalékban)
is (200-202).
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Normdl- 1-s 2A 2B 2A(IIC) 2A(lID) 2A(lIE)  2A
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20. abra: Tipikus példak multimer mintazatokra.
http://www.vwf.group.shef.ac.uk/multimer.html)
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2.1.6.6. von Willebrand faktor FVIII koto aktivitas

Ha a mért VWF ¢értékek normal tartomanyban vannak, az FVIIL:C viszont korosan
alacsony, igy a FVII/VWEF:Ag specifikus aktivitas <0,6 felmeriilhet a 2N tipusut VWB
gyantja, kiilondsen abban az esetben, ha a beteg nonemii. A klinikai tiinetek gyakran
segitenek elkiiloniteni a 2N altipust az A hemofiliatél, ha azonban a diagnosztizalo
orvosnak kétségei maradnak, akkor elrendelhet FVIII ko6t6 vizsgalatot (VWF:FVIIIB). A
teszt ELISA technikéan alapul, elérhetd kereskedelmi forgalomban is. A tdlcdhoz VWF
ellenes antitest van kotve, amihez hozzatapad a beteg mintajaban 1évé VWF. A mintat a
VWEF:Ag-re nézve 10%-ra kell kihigitani, hogy a kotés optimalis és Osszehasonlithato
legyen. Inkubécioé utan ismert mennyiségli FVIII-at adunk a tadlcahoz, ami a vizsgalt minta
VWEF-hoz kotédik (vagy éppen nem kotddik), majd tovabbi jeldlési €s mosasi 1épések
utan fotométerben leolvastatjuk a talcat standard sor és kontrollok mellett. A kapott
eredmény megmutatja a mintaban lévé VWF FVIII k6t6 képességét. A normal egészséges
(vagy nem 2N VWB) mintaban a kotés 40% feletti eredményt ad, 20-40% kozott
beszélhetiink heterozygota 2N betegrol, 20% alatt pedig feltételezhetden homozygota 2N-
rél van sz6. Ugyanez a metodika in-house technikaval is végrehajthato, annak manualis
mivolta és hosszli coatoldsi, inkubdldsi i1d6i1 és reagensigénye miatt a gyari kit

felhasznalobaratnak mutatkozik (203, 204).

2.1.6.7. von Willebrand faktor propeptid szint

A propeptid és az érett VWF fél-életideje jelentOsen eltér egymastol, a propeptidé
minddssze 2 6ra, mig a VWF 8-12 o6ra, ezért a propeptid szint (VWFpp) és a
VWFpp/VWEF:Ag specifikus aktivitas haszndlhatd a VWF szekrécid ¢€s clearance
monitorozasara, valamint ezen defektusokkal rendelkez6 VWB tipizalasara (205, 206). A
teszt ELISA alapu, a propeptid ellenes antitesttel coatolt microplate tadlcdhoz adjuk a beteg
mintdjat, majd a jelolés és mosas utan fotométerben kalibracids gorbe alapjan leolvassuk

az értékeket (207).

2.1.6.8. Ristocetin indukalta thrombocyta aggregécio

A RIPA teszt fontossiga a VWB diagnosztikdn beliil a 2B altipus és a PT-VWB
identifikalasara szolgal. A tesztre kiilon thrombocyta aggregométer szolgal, a kivitelezés

nehézségét a friss thrombocytak eldallitasa és a megfeleld dozirozasu ristocetin okozta az
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els6 néhany generacids teszteknél. 2B tipust VWB esetében az alacsony ristocetin dozisu
RIPA magas értékkel jelentkezik, a 2B VWB patomechanizmusa miatt (extrém
mértékben kapcsolodik a VWF a thrombocytahoz kiilsé aktivalasi erék nélkiil). Az Gjabb
fejlesztések révén nem feltétlentil sziikséges frissen mosott thrombocytat hasznélni a
vizsgélathoz, mar megoldott a teljes vérbdl is ristocetin indukdlta aggregacio,

impedimetrias elven (208-211).

2.1.6.9. von Willebrand faktor ellenes antitest detektalasa

A VWEF ellenes antitestek vizsgalata jelenleg még nem annyira kidolgozott, mint az FVI11
ellenes inhibitoroké, ennek oka lehet, hogy sokkal ritkabb az antitestek megjelenése
VWB-nél, mint a hemofilidkban. Kereskedelmi forgalomban készen kaphat6 reagens
nincs is erre a meghatarozasra, azon kevés laboratériumok, ahol foglalkoznak anti-VWF
inhibitor méréssel, ott in-house metodikakat hasznilnak. Ezen metodikdk lehetnek az
anti-FVIII ellenes inhibitor meghatarozasnal megismert, beteg minta és normal plazma
keverékébol szarmazo titralasi modszerek, valamint ELISA technikak, miszerint a
microplate talcahoz tisztitott VWF-t rogzitenek, a beteg mintajat hozzaadjak, majd

jelolések utan fotometrias detektalassal meghatarozzak az inhibitor mértékét (212-216).

2.1.6.10. PFA-100

A thrombocyta funkci6 analizis sz€éles korben elterjedt, sokszor sziirOtesztként hasznalva
a von Willebrand diagnosztikaban (217-219). Az automata a vizsgalt beteg Na-citrattal
alvadasgatolt mintajat (800 pl, teljes vér) egy ADP-vel vagy epinefrinnel aktivalt
membranon nagy nyiréerével nyomja at, majd az aggregatum kialakuldsaig eltelt idot

méri. VWB-ben tipustol fiiggden eltérd eredményeket adhat a mérés.

2.1.6.11. Diagnosztikai algoritmus és specifikus aktivitasok

A von Willebrand betegség labordiagnosztikai tesztjeinek siirtijében segithet eligazodni,
ha mesterségesen specifikus aktivitdsokat alkotunk a mért értékeinkbdl. A specifikus
aktivitdsokat mindig a VWF:Ag szintre vezetjiik vissza, igy kialakithatjuk a kovetkezo
parokat: VWF:RCo/Ag, VWF:CB/Ag, FVIII:C/Ag. A betegség 1-es és 3-as tipusaban

értelemszeriien a specifikus aktivitdsoknak 1 koriili értéknek kell lennie (mivel a kapott
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eredményeink egységesen csokkentek), amennyiben a mért értékiink az adott teszthez
rendelt LLOD alatt van, ugy értelme sincs aktivitast szamolni (példaul 3-as tipus). 2A
¢s 2B altipusban a HMWM vesztesége miatt a VWF:RCo/Ag és VWF:CB/Ag értéke
<0,6. 2M altipusban leggyakrabban a GPIb kotés roncsolodott, ezért a VWEF:CB/Ag
értéke 0,6 folott marad, mig a VWF:RCo/Ag értéke kisebb lesz 0,6-t6l. A 2N VWB
esetében pedig a FVIII:C/Ag-nek kell abnormalisan alacsonynak lenni. (220-225, 185,
226, 227). Az altalunk hasznalt diagnosztikai algoritmust a 21. abra mutatja.

Basic VWD assay panel Additional screening assays: Assess abnormal results/consider
<+ VWWFAg « PT alternate diagnoses: Additional testing?
VWF:CB —» <« APTT —»| <  Factor deficiencies —® < Factor assays
VWF:RCo* « FBC <  Thrombocytopenia <  Platelet function studies
FViii:C <« PFA <  Platelet function defect
Confirmatory testing?
Additional comments
VWF:Ag low, and <+ Repeat for confirmation/assess severity
< RCo/Ag" & CB/Ag normal + Ag<15U/dL = ‘severe’ type 1 VWD
™. Quantitative deficiency or B Ag 16-35U/dL = ‘moderate/mild’ type 1 VWD rl;iw fosa Fibh ragponaayplcaly =0-1mg/
Type 1 VWD > Ag>35U/dL = ‘low VWF Normal doss RIPA 1.0-1.5 mg/mL.
9 X . ‘High' dose RIPA typically > 1.5 mg/mL.
L < RCo/Ag" & CB/Ag both low i | < Repeat for confirmation/perform RIPA g 2B & PTVWD distinguished by RIPA mixing
«  Type 2A or 2B or PT VWD +  Response to low do_se RIPA = 2B or PTVWD assays or genetic analysis of the VWF and
+  Response only to ‘high’ dose RIPA = 2AVWD platelet GP1b genes.
VWF muitimers expected to show loss of
Ll < RCo/Ag" low but CB/Ag normal | o < Repeat for confirmation/perform RIPA high molecular weight VWF.
+  Type 2M VWD (GPIb binding defect) . Response only to high dose RIPA
VWF:multimers expacted to show no loss of
high molecular weight VWF.
< VWF:Ag <2 U/dL | * Repeat for confirmation
—™ + TypeavwD "1+ VWFCB & VWWF:RCo" should also be <2 U/dl
Beware of low limit of VWF detection issues,
which for some assays (e.g., VWF:RCo or
< FVIECNVWFAg low < Repeat for confirmation/perform VWF:FVIIIB LIA basad) are betwean 2-15 U/dL.
—» + Type2NVWDor —» ¢+  Low FVIIB/VWF:Ag = 2N VWD
haemophilia A/carrier +  Otherwise haemophilia A / carrier (assess FVIII:C level)

None of the above/all normal:

»| *  Repeat for confirmation

+  NotVWD?

+  Perform platelet function studies

21. abra: Az altalunk hasznalt VWB diagnosztikai algoritmus (223)
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2.1.7. AVWF szerepe a daganatok fenntartasaban és a metasztazis képzésben,

kiilonos tekintettel a colorectalis carcinomara

A daganatban szenvedd betegek morbiditasa és tulélése szempontjabol dontd
jelentdséglick a thromboembolias szovodmények. A XIX. szazad ota ismert jelenség a
daganatos  betegségekben megjelend  thrombosisok ill. migralo feliiletes
thrombophlebitisek gyakorisdga (Trousseau jelenség). A daganatos betegek esélye a
thrombosisra legaldbb 5-6-szoros a populacidhoz viszonyitva, de az eldrehaladott
daganatok esetében ez az arany sokkal nagyobb. Természetesen a daganatokhoz sz6v6do
thrombosisnak szamos oka van. Prothrombotikus allapotot eredményez a daganat altal
kifejtett vénas kompresszid, a daganat betdrése az erekbe, a kiillonb6z6 vénas kaniilok
alkalmazdsa, és a kemoterapidban alkalmazott gyogyszerek nagy része is. Ezen feliil a
véralvadési rendszer prokoagulans eltérései nagyban hozzajarulnak a thromboembolidk
1étrejottéhez. Nagy jelentdséget tulajdonitanak a tumorsejtek aberrans szoveti faktor
expresszidjanak, és a daganatbol szarmaz6 micropartikulumok keringésbe keriilésének.
De a daganat indirekt hatdsainak pl. a gyulladdsos reakcid részeként a neutrophil
degranulacié nyoman létrejovo neutrophil extracelluldris csapdak (NETS) kialakuldsanak

IS egyre nagyobb szerepét ismerték fel a tudosok az alvadasi rendszer aktivalodasaban. A

22. abra Osszefoglalja a daganatokban kialakul6 thrombotikus mechanizmusokat.
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22. abra: A thrombosis kialakuldsa daganatos betegségekben. Modositva (231)

40



DOI:10.14753/SE.2019.2294

Az alvadasi rendszeren beliil a primer hemosztazisnak is nagy szerepe van a tumor-
indukalt thrombosisok kialakuldsaban. Régota ismert a thrombocytdk szerepe a
metasztazis képzddésben (228, 229), és egyre tobb adat van a daganatsejtek és
thrombocyték direkt kolcsonhatasara. A VWF a thrombocyta a-granulumban tarolédik,
igy az 6sszekotd kapocs €s mediator szerepét is betdltheti. Logikus tehat a feltételezés,
hogy e kolcsonhatasokban a VWF-nak fontos szerepe lehet. Bar tobb vizsgalat tobb
daganatféleségben is bizonyitotta, hogy statisztikai dsszefiiggés van az emelkedett VWF
¢s a thromboembolikd, valamint a metasztatikus betegség kozott, korabban senki nem
vizsgalta a VWF multimer szerkezete és e szovédmények Osszefliggését. A tumor
képzddésekor beindulo kiilonbozo aktivacios (pl.: thrombin medialta) itvonalak mind az
a-granulumbol, mind az endothel sejtek Weibel-Palade testjeibdl expresszaljak a VWF-t
(230-232, 228).

Az aktivalt thrombocytakhoz kapcsolddd tumorsejtek képesek komplexet alkotni (a
tumor sejteken esetlegesen a GPlba receptor is megjelenhet bizonyos tipust
tumorokban), melyhez a hemosztatikusan aktiv . VWF kapcsolodni képes. Ez két
kiilonboz6 dolgot eredményezhet, az egyik a fokozott thrombosis készség, valamint az

érpalyaban tovabbszallitott komplex kikotésével a metasztazis képzés (232).

Természetesen a statisztikai Osszefiiggés nem jelent ok-okozati Osszefiiggést. Nem
vildgos, hogy az emelkedett VWF szint egy eleve agresszivebb daganat altal megzavart
endothel reakcidjanak kovetkezménye, markere csupan, vagy az emelkedett szint valoban
szerepet jatszik a daganat viselkedésének agresszivitdsaban. Hasonloképpen nem
tisztazott az ADAMTS-13 fehérje szintjének ¢€s aktivitdsanak pontos hozzijaruldsa a

daganatsejtek és a primer haemostasis kdlcsonhatasahoz.

A colorectalis carcinoma vilagszerte az egyik vezetd haldlok. A haladlozas egyik 6
komponense a metasztatikus betegség. A metasztazisok kialakuldsanak mechanizmusa
intenziven kutatott, de egyeldre nem tisztazott teriilet, melyben a haemostasis rendszernek

szintén fontos szerepe lehet. E kérdések pontosabb megértése érthetden igen fontos a

41



DOI:10.14753/SE.2019.2294

daganat-biologia jobb megértésében, és mindebben fontos szerepe lehet a VWF

szerkezetét és aktivitasat tiikrozo teszteknek.

8 = Platelet
S =VWF

‘ = Tumor cell

. = VEGF

23. abra: VWF kozvetitette tumor metasztazis képzodés. A: a keringd tumor sejtek
VEGF-t valasztanak ki. B: a VWF kilokddik az endothel sejtekbdl. C: a VWF kozvetiti
¢és koti a thrombocytékat és a tumor sejteket (232)
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3. CELKITUZESEK

Dolgozatom elsédleges célkitlizése a von Willebrand faktor minél teljesebb
megismerésére, a laboratoriumi diagnosztika elemeinek/miikddésiik javitasara és
fejlesztésére, valamint ezen elemek minél szélesebb korben valo felhasznalasara iranyuld
munkank bemutatdsa. Torekvésiink két fontos Iépése a VWF aktivitasok nagy
mintaszdmu vizsgalata, az eredmények statisztikai értékelése és értelmezése, valamint a

VWF multimer analizis haszndlata a von Willebrand betegségen kiviil is.

3.1. A von Willebrand faktor thrombocytakoté aktivitasanak vizsgalata
(COMPASS-VWE Study)

Ennek a betegségnek a laboratoriumi diagnosztikajanak egyik legrégebbi és legfontosabb
alapkove a VWF thrombocytakotd vizsgalata. Kutatasunk, célja a kereskedelmi
forgalomban elérhetd, automatizalt, legszélesebb korben elterjedt aktivitasok tesztelése
normal és ismert genotipusu, mar tipizalt von Willebrand beteg mintdkon. Igyekeztiink a
teszteket és a platformokat ugy kivalasztani, hogy a rutin diagnosztika képviseltesse
magat, de természetesen jelen legyenek a legtijabb vizsgalati eszk6zok és technikak is. A
kapott eredményeket a gold standardnak tekintett VWF:RCo értékeivel 6sszehasonlitva,
statisztikai probakkal értékeltiik és meghataroztuk a laboratoriumi teszteket jellemzo,
alapvetd paramétereket, példaul szenzitivitds, precizid és korrelacio. A kutatasban
résztvevld nemzetkozi laboratoriumok, nagy rutinnal rendelkeznek a nagy mintaszamos
VWEF Vvizsgalatokban. A vizsgalatokat és a mintdk organizaciojat a Nemzetkozi
Thrombosis és Haemostasis Tarsasag Tudomanyos Standardizacios Bizottsaga tamogatta

¢s segitette.

3.2. von Willebrand faktor multimer analizisének hasznositasa

A von Willebrand faktor multimer analizisének fontos szerepe van a VWB tipizalasaban,
azonban kvantifikalhatosdga miatt egyéb teriileteken is hasznalhat6. Vastagbél
carcinomas betegek mintainak thrombocyta szamat, VWF:Ag szintjét ¢és ADAMTS-13
aktivitasat, a von Willebrand faktor UL-VWFM jelenlétét/hianyat, illetve ezen markerek
egymasra hatasat, prothrombotikus effektivitasat és prognosztikai jelent6ségét vizsgaltuk

a betegség kiilonbozo stadiumaiban. Laboratoriumunk a betegek és a valasztott
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kontrollok mintdinak VWF multimer analizisét, és a kapott mintdzat denzitometrias
elemzését végezte, igy dolgozatomban a kutatasnak csak erre a részére 6sszpontositok, a
kutatas egyéb eredményeit nem hasznalom fel, nem mutatom be, csak érintélegesen, igy

a multimer analizishez kothet6d és abbdl levonhatd kovetkeztetéseket ismertetem.
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4. MODSZEREK

4.1. A VWF aktivitasok osszehasonlitasa, azaz a COMPASS-VWF study
(Comparison of Assays to Measure VWE Activity)

4.1.1. Beteganyag

Vizsgalatunkban 95 mintat elemeztiink 2013-2014 kozott, 53 egészséges véradoktol
szarmaz6 ,,normal mintat”, melyet az Orszadgos Vérellatd Szolgalat segitségével
gyljtottiink thrombocyta ferezisen résztvevé Onkéntes donoroktol, 38 genetikailag
karakterizalt VWB beteg mintat (Giancarlo Castaman, ill. sajat mintak) és 4 rekombinans
(3-as tipust VWB plazmaban oldott, p.P1467S ¢és p.D1472H polymorfizmussal
rendelkezik, Robert Montgomery laboratoriumabol, Milwaukee) mintat. A mintak
részleteit az 2. tablazat tartalmazza. A vizsgalandd plazmakat 3,2% Na-citrattal
alvadasgatolt teljes vérbdl szeparaltuk, dupla centrifugéléssal (1. centrifugdlds: 10 min.
3500 rpmi, 2. centrifugalas: 15 min. 4000 rpmi, 25°C-on), igy kapva thrombocyta-

szegény plazmat.

2. tablazat: A VWB mintak mutacidinak tipusai és megoszlasuk tipusok és altipusok

szerint
Normal VWB minta Rekombinans
minta 1 2A 2B 2M 2N 3 minta
53 11 10 2 3 6 6 4
1-est1’pus—l\/lultimer
R1205H 1
R1205H - M740lI 7 1
C236F - IVS13-3C>A 2 1 (smeary)
2A 1 1A n Multimer
C1272D 1 1A / 2B
V1665E 3 1A / 2B
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C2362F - C2362F
C2362F - DelEx 4-5
C2362F - delC Leu907fs
Y1321D

2A/lIE
C1130F

2B
R1341Q
R1308C

2M
C1315L
R1315C

2N
R854D
R854D - R854D
R854Q
R854Q - R854Q
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2A (smeary)
2A (smeary)
2A (smeary)
A / 2B
Multimer
IE
Multimer
A / 2B
A / 2B
Multimer
1 (smeary)
2 (smeary)
Multimer
Normal
Normal
Normal

Normal

A mintakat 2 ml-ként eppendorf csévecskékben aliquotoltuk, vakositottuk, jeloltiik,

fagyasztottuk és szarazjégen 7 nemzetkozi laboratoriumba (a laboratériumokat 1-7ig

szamoztuk) kiildtiik szét. A vizsgalatban résztvevd laboratoriumok a 3. tablazatban

lathatok.
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3. tablazat: A vizsgélatban résztvevo laboratoriumok listdja

_ Haemostasis Research Unit, University College
Anglia (London) Lond
ondon

DPC Orszagos Hematologiai és Infektoldgiai Intézet
Magyarorszag (Budapest) . o
Semmelweis Egyetem III. sz Belgydgyaszati Klinika

Laboratory of Hemostasis, University Hospital
Németorszag (Hamburg)
Hamburg

Németorszag (Hamburg) University Medical Center, Hamburg-Eppendorf

Department of Assay Development, Siemens
Németorszag (Marburg) Healthcare
Diagnostics Products GmbH

. Center for Bleeding Disorders, Careggi University
Olaszorszag (Firenze) )
Hospital

Fondazione IRCCS Ca’ Granda Ospedale Maggiore

Olaszorszag (Milano) Policlinico, A. Bianchi
Bonomi Hemophilia and Thrombosis Center
U.S.A (Milwaukee) MFRC, Medical College of Wisconsin, Milwaukee

A 7. és 8. laboratoriumba kiolvadva érkeztek meg a mintak, ezért az § eredményeiket

kizartuk a vizsgalatbol.

4.1.2. Reagensek és miiszerpark

A VWEF:RCo konvencionalisan hasznalt ,,gold-standardnak” gondolt tesztet, melyhez a
tobbi vizsgalatot hasonlitottuk, mind a 6 résztvevd laboratorium hasznalta. A reagenseket
igyekeztiink ugy vaélogatni (természetesen alkalmazkodva a résztvevd laborok
lehetdségeihez), hogy azok kereskedelmi forgalomban legszélesebb korben elérhetdek
legyenek, lefedjék az aktivitasok vizsgalati palettajat, valamint a legrelevansabb automata
¢és reagens gyartok képviseltessék magukat, igy a vizsgalatbol levont kovetkeztetések
nagyobb hatdsuak lehetnek. A bevont tesztek megoszlasa a vizsgalohelyek kozott,

valamint a hasznalt analizatorok vizsgalatonként:
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VWEF:RCo alap teszt:

e BC Von Willebrand Reagent (Siemens), Laboratorium 1-6
o Siemens BCS XP, Laboratorium 1-5
o Sysmex® CS-5100 (Sysmex, Kobe, Japan), Laboratérium 1-4
o ACL 9000 Instrumentation Laboratory, Laboratorium 6

VWEF:GPIbR tesztek:

e IL HemosIL® Von Willebrand Factor Ristocetin Cofactor Activity
(Instrumentation Laboratory, Bedford, USA), Laboratorium 1, 2, 3 és 5
o ACL TOP500 platform  (Instrumentation  Laboratory),
Laboratérium 1, 2,3 és 5
e IL HemosIL® AcuStar Von Willebrand Factor Ristocetin Cofactor
Activity, Laboratorium 1, 2, 3 és 5
o ACL AcuStar platform, Laboratorium 1, 2, 3 és 5

VWEF:GPIbM tesztek:

e INNOVANCE® VWF Ac (Siemens Healthcare Diagnostics Products
GmbH, Marburg, Germany), Laboratérium 1-4
o Siemens BCS XP és Sysmex® CS-2000i (Sysmex, Kobe,
Japan) Laboratérium 1-4

e in house ELISA metodika, Laboratorium 6

VWEF:AD tesztek:

e IL, HemosIL® von Willebrand Factor Activity, Laboratérium 1, 2 és 5

o ACL TOP500 platform (Instrumentation Laboratory),

Laboratorium 1, 2 és 5

A tesztekhez hasznalt kalibratorok: Siemens Standard Human Plasma, IL Calibration
Plasma, valamint az ACL AcuStar egyedi Kitenként valtozo kalibratora. A Laboratorium
1-4 a VWF:GPIbR ¢és VWF:GPIbM teszteket duplikalt kalibralassal végezte, [SSC
Plasma Standard Lot #4, Anthony Hubbard (NIBSC, UK) felajanlasa] hogy vizsgalja a

kalibratorok hatasat a mérésekre.
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4.1.3. Adatelemzés

A mérések lefutdsa utan, a vizsgalohelyek elektronikus uton visszakiildték az Osszes
eredményt laboratériumunknak. A mintak vakositasat feloldottuk, majd az eredményeket
egy nagy 0sszegzd tablazatba soroltuk laboratériumok, mérési metodikak, reagensek ¢és
mintatipusok (normal, 1-es, 2-es tipus stb) szerint. A statisztikai méréseket az 'R’
programcsomaggal végeztiik, amivel a teljes adathalmazt el6szor ,,letisztaztuk™ a Grubbs-
féle teszttel (ahol p<0,01), azaz a kiesé eredményeket kizartuk a tovabbi elemzésbdl, ez
minddssze 0,7%-a az 6sszes adatnak, melyek javarészt a VWF:RCo mérés eredményeibdl

szarmaznak (6. tablazat).

A tesztek Gsszehasonlitasara Passing & Bablok regressziot és Bland-Altman metodikat
hasznaltunk, a 95%-0s konfidencia intervallummal a regressziok altalanos adatait adtuk
meg, ugymint slope, intercept, korrelacios koefficiens. Az intra-laboratériumi variacios
koefficienst és igy a precizitast, valamint a szenzitivitast (LLOD — lower limit of
detection) is megadtuk minden egyes tesztre laboratériumonként és dsszesitve is. Ahol a

mért érték a LLOD alatt volt ott a limit felét adtuk meg eredményként.

Miutan a teszteket 0sszességiikben vizsgaltuk, a kapott eredmények alapjan az egyes
betegmintak vizsgalati eredményeit szétvalasztottuk, hogy szisztematikus kiillonbségeket
keressiink a VWF aktivitasi vizsgalati tipusok kozott. Minden egyes teszt és minta
esetében a vizsgalati eredmények kozotti sulyozott szazalékos tavolsagot vizsgaltuk a
kovetkezd képlettel, 100 * (Atlag®®? — Atlag®®) / Atlag®™® | ahol az ’atlag®™? a
kiilonb6zd laboratériumokban a VWF aktivitasi vizsgalattal kapott eredmények atlaga, és
az ’atlag®®” pedig a VWF aktivitasok atlaga, amelyet az adott vizsgilati modszeren
kiviili Osszes teszttel kaptunk. A szazalékos tavolsag formulat ugy terveztiik, hogy
kifejezze a sulyozott eltérést barmely minta VWF aktivitas eredményeinek atlaga és
ugyanennek a mintanak a tobbi teszttel kapott eredményeinek atlagatol. Amint az a
képletbdl lathatd, a szazalékos tavolsdg 0% olyan értékek esetében, amelyek
megegyeznek a tobbi vizsgalat atlagaval, és -100% 0 1U/dI érték esetén, fliggetleniil a
tobbi vizsgalat tényleges értékétdl. A cut-off értéket onkényesen 105%-ra tettiik azoknal
az értékeknél, amelyek magasabbak voltak a tobbi méréssel kapott atlagatol, és -70%-ra,
ahol pedig alacsonyabbak. Ezek a cut-off értékek 11 VWF aktivitast azonositottak,

amelyek koziil haromrol kidertilt, hogy alpozitiv (vagy nem szisztematikusan eltérd vagy
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eltérd, de klinikailag értelmetlen modon). A cut-off értékek nullahoz vald kozelitése, csak
az alpozitiv mintdk szdmat novelte anélkiil, hogy tobb valddi pozitiv mintat azonositott

volna (az adatokat nem mutatjuk).

*Megjegyzés: a mintdk egyéni vizsgéalata sordn a 8. laboratérium VWF:GPIbR és
VWEF:GPIbM in-house ELISA eredményeit is abrazoltuk.

4.2. A multimer analizis hasznositasa - CRC betegekben

4.2.1. Beteganyag

A kutatasba 2011 és 2013 kodzott 232 vastagbél carcinomas (CRC) beteg keriilt bevonasra
a Semmelweis Egyetem IlI. sz. Belgyogyaszati Klinikdjan. Kezelésiik megkezdése elotti
EDTAval, illetve Na-citrattal alvadasgétolt és szeparalt vérmintajukat -70°C-on taroltak
a laboratoriumi tesztek megkezdéséig. A nemek aranya 138:94 a férfiak javara, az atlag
¢letkor pedig 68.5. Diagnozis utan a betegek a Szakmai el6irasoknak megfeleld
kemoterapids kezelést kaptak meg. A median utékovetés 46,42 honap volt. Thrombotikus
eseménynek a kovetkezd torténések szamitottak: mélyvénds thrombosis, tiidéembolia,
artérias érelzarodas infarktussal és thrombophlebitis. A 232 betegbdl 55 beteg kertilt
kivéalasztasra a multimer analizishez, ennek oka a CRC betegcsoporttal torténd jobb
korrelaltathatosag, ehhez az 55 beteget 2 markansan elkiiloniilé csoportra osztottak, az
egyik a magas VWF:Ag szint/alacsony ADAMTS-13 aktivitas csoportja, a masodik
csoport ennek az ellentéte, az alacsony VWF:Ag szint/magas ADAMTS-13 csoport, ezek
eredményei a 9. tablazatban lathatok. A ,,magas”, illetve ,,alacsony” jelzd kialakitisa a
VWF:Ag és ADAMTS-13 aktivitasnal, kiilon statisztikai meghatarozas alapulé értékek

alapjan tortént, ezek értékei szintén a 8. tdblazatnal talalhatok.

4.2.2. Laboratériumi vizsgalatok és statisztikai analizis

Az ADAMTS-13 meghatarozas FRETS-VWF73 segitségével tortént a gyarto protokollja
alapjan némi modositassal. A citratos plazmat 1:20 aranyban higitottdk mintahigito
pufferben (5 mmol/l Bis-Tris, 25 mmol/CaCl2, 0.005% Tween 20, pH 6.0) majd keverték
5 umol/l FRETS-VWF73 subsztrat oldattal (20 ul minden lyukban egy 384-lyukas

talcan). A fluoreszcensziat minden 2 percben mérte a microplate leolvas6 37°C-on 1 6ran
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keresztiil. A kalibracios gorbe standard humén plazma és normal véradé donorok

mintdibdl higitott kalibratorbol késziilt.

A VWF:Ag szint mérése EDTAS mintabol (harom higitassal) tortént ELISA modszerrel,
elsédleges jeloléssel, majd HRP jelolt masodlagos poliklonalis nytl anti-human VWF
antitesttel (DakoCytomation, Glostrup, Denmark) és TMB szubsztrattal WHO VWEF:Ag

standard ellen kalibralva.

A vérkép és tumormarkerek (CEA, CA 19-9) mérése a Roche Integra 800 analizatoron és

a Cell-Dyn 3500 hematologiai automatan torténtek.

A statisztikai tesztek értékelése és demonstralasa az IBM SPSS Statistics 20 és GraphPad
Prism 5 szoftverekkel torténtek. Az adatokat Spearman’s korrelacioval, Mann—Whitney
U-tesztel, illetve Chi? probaval tesztelték. A valtozok betegségre gyakorolt fiiggetlen
hatasat és befolyasat tobbvaltozos Cox-regresszio hazard modellel vizsgaltak és Kaplan—

Meier analizissel demonstraltak grafikusan.

A VWF multimer analizise

A CRC és kontroll mintak von Willebrand faktor multimer analizisét laboratoriumunk
végezte a Kutatolabor szamara, az altalunk rutinban hasznalt protokoll alapjan. Az 55 db
citrattal alvadasgatolt, koddal ellatott, fagyasztott mintat alacsony felbontast 1,2 /v %-
0s SDS-agar6z gélen futtattuk, hogy a nagy- és extra nagy molekulasulytl multimerek
jelenléte bizonyithatd és elemezhetd legyen. A mintdkat 37 °C-os vizflirdében
kiolvasztottuk, majd VWF:Ag szintjiiknek megfeleléen mintahigité pufferben (SDS +
Tris puffer + Bromfenol kék) higitottuk, ezutan 60 °C-on, 1 6ran at, denaturaltuk a faktort
blokk termosztatban. Gélenként 60 ml pH 8,8; 1,2 /v %-0s type VII SDS-agaroz gélt
(Sigma Aldrich, low gelling temperature agarose) ontottiink iiveglapok kozé, amire 3
6ranyi 4 °C hiités utan, 40 ml 0,8 /v %-os gyljtégélt ontéttiink (pH 6,8 Tris-SDS
pufferben, Lonza Seakem HGT(P) agardz), majd ezt Gjabb 2 érara 4 °C-os hiitébe tettiik
dermedni. Miutan a gél mindkét része megdermedt, valamint 6sszeforrt, méretre vagtuk
Oket, és gélenként 9 mintat és 1 kontrollt (NPP), 130 ul mennyiségben pipettaztunk a
gélekbe vagott 1 cm-es lyukakba. 3 liter elektrolit pufferrel (Tris+Glicin+SDS) t6ltottiik

fel a futtatokadakat gélenként és egy €jszakan keresztiil (17-18 ora, amig a bromfenolkék
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dye-front eléri a gél végét) 56V fesziiltséggel inditottuk az elektroforezist. A futtatas utan
a géleket Western-blot metodikaval blotol6 pufferben (6 liter pH 7,4; 0,5 M
Na;HPO4s+NaH2PO4) 4 oran at nitrocelluloz membranba (45 um Whatman Protran
Nitrocellulose Membrane, Sigma Aldrich) blotoltuk, majd a membranokat 15 percen
keresztiil blokkoltuk 1,5%-0s UHT tejben. Blokkolds utdn szintén tejben jeldltiik a
membranokat nyal anti-human-VWF (Dako, 1:2000 higitasban) antitesttel, majd masnap
reggelig hiitében taroltuk oket, lezart dobozban. Az els6 antitest maradékat 3x10 percig
mostuk le a membranokrol, majd masodlagos antitesttel (Bio-Rad Western Blotting
Grade Affinity Purified Goat anti-Rabbit IgG HRP) is megjel6ltik a membranokat,
szintén tejben 90 percen keresztiil. A membranokat a 1,5 ora letelte utan 3x10 percig
mostuk le tejben, ezutdn csapvizes Oblités kovetkezett. A multimer mintdzatot
kemilumineszcensz reagenssel hivtuk elé (Chemiluminescent Peroxidase Substrate for
Western Blotting, Sigma Aldrich) és az Alpha Innotech (FluorChem Ltd)
géldokumentacios rendszerben olvastuk le és elemeztiik denzitometridsan (AlphaView
program). A denzitometrias elemzésekhez a normal plazma értékeit vettiik alapul, UL-

VWEF-ként pedig a 15-nél magasabb szamu triplet értékekkel szamoltunk.
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5. EREDMENYEK

5.1. COMPASS-VWF

Az 0sszemérésben kapott értékek statisztikai elemzését a konnyebb érthetéség kedvéért

grafikusan abrazoltuk, illetve pontokba szedtiik dket.

5.1.1.1. Tesztek korrelacioja

Minden teszt eredménye jol korrelalt a standard VWF:RCo aktivitassal mért értékekkel.
A kapott r-értékeket (p <0,001) az egyenesek mellett tiintettiik fel. Az 5 §sszehasonlitott
tesztbél, az VWF:Ab (IL) és VWF:GPIbM (Innovance® Act.) szignifikdnsan magasabb,
az in-house ELISA metodika pedig alacsonyabb értéket adott, azaz az egyenléségi
egyenes kiesett a 95%-0s konfidencia intervallumbdl. Noha a szamadatok szignifikans

eltérést adnak, ezeknek klinikai kovetkezményiik nincs (24. abra).

5.1.1.2. Laboratériumok osszehasonlitasa

Annak megitélésére, hogy a kapott, kis vizsgalati kiilonbségek az adott laboratériumhoz
kapcsolddo technikai problémak eredményei-e, minden laboratérium eredményeit kiilon
is elemeztiik. Megfigyelhetd volt, hogy a VWF:Ab és VWF:GPIbM tesztek tovabbra is
szignifikans eltérést mutattak, ebben az 0Osszehasonlitasban viszont a VWF:RCo
aktivitasnal talaltuk a legnagyobb eltérést, azonban ezek a differencidk itt sem

bizonyultak klinikailag relevansnak (25. abra).
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24. abra Az 6sszes (n=95) minta Passing-Bablok regresszi6 analizise. A pottyok egy-egy
mintanak az 6sszes laborbol szarmazo atlag eredményei. A panel: VWF:GPIbR (IL); B
panel: AcuStar VWF:GPIbR; C panel: VWF:Ab teszt; D panel: VWF:GPIbM (Innovance
Act); E panel: in-house ELISA teszt. Kék egyenes: az illesztett regresszids egyenes.
Szaggatott vonal: egyenldségi egyenes. I = intercept, S = slope, r = korrelacios
koefficiens. A nyil a p.P1467S mutacioval rendelkez6 rekombinans mintat jelzi
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25. abra Az 06sszes minta (n=95) kiilon laboratoriumokra vonatkozé Passing-Pablok

regresszio analizise.

A panel: VWF:RCo eredmények az egyes laborokban vs. the

VWF:RCo 06ssz labor atlageredmények. B panel: VWF:GPIbR (IL), C panel AcuStar
VWF:.GPIbR teszt (IL). D panel VWF:GPIbM (Innovance Act), E panel VWF:Ab teszt
(IL). Kék egyenes: az illesztett regresszids egyenes. Szaggatott vonal: egyenldségi
egyenes. | = intercept, S = slope, r = korrelacios koefficiens.
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5.1.1.3. Normal mintak

A normal és VWB mintakat kilon is elemeztik Bland-Altman analizissel, ami
kiilonbségeket mutatott az Gijabb tesztek és a VWF:RCo kozott, a VWF aktivitasi értékek
fliggvényében. A VWF:Ab ¢s VWF:GPIbM tesztek tovabbra is konzisztensen eltérést
mutatnak az alacsony és normal értékeknél, a normal tartomanyban egy kissé nagyobb az
eltérés. Mig a VWB mintak jelents része az alapvonal koriil helyezkedik el, ahogyan az
varhat6 is volt, addig néhany 2N tipusi VWB minta a VWF:GPIbR teszteknél jobban

eltért, azonban ennek szintén nincs diagnosztikus kévetkezménye (26. abra)

5.1.1.4. A kalibratorok hatdsa

2 résztvevo laboratérium (Laboratorium 1-4) a VWF:RCo és VWF:GPIbM (Innovance
Act) teszteket dupla kalibralassal is elvégezte az 0sszes mintan, abbodl a célbol, hogy
megvizsgaljuk: az esetleges eltérések nem a kalibracids kiillonbségekbdl adodnak-e. A
rutinban a tesztekhez hasznalt Siemens Standard Human Plasmat, és az SSC Calibrator
Plasmat hasonlitottuk Ossze. Ahogy az a 27. abran lathato, az eredmények szinte

tokéletesen megegyeznek.

5.1.1.5. Szenzitivitas

Az 4. tablazatban lathatéak a mérési értékekbol szamolt LLOD értékek, valamint a
gyarto altal javasolt érték. Bizonyos modifikacidknak kdszonhetéen tobb laboratoérium a
gyartdétol alacsonyabb értékekkel dolgozik. A legjobb szenzitivitasa az in-house ELISA,
illetve az AcuStar VWF:GPIbR tesztnek volt.

5.1.1.6. Precizitas

A vizsgalt 11 tesztek tobbsége a VWF:RCo altal mutatottaktol nagyobb teljesitményt
mutatott (5. tablazat). Amint az varhat6 volt, az alacsony tartomanyban (azaz a VWB
mintdkban) a variabilitas nagyobb volt, mint a normal mintaknal.

5.1.1.7. Referencia tartomanyok meghatarozasa

Minden egyes tesztre kiilon-kiilon, az 6sszes laboratorium mérése alapjan meghataroztuk

a normal referencia tartomanyt 95% és 99% konfidencia intervallum mellett (28. abra).
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5.1.1.8. Szisztematikus hibak

A modszerekben leirt sulyozott szazalé¢kos tavolsagtesztet hasznalva tizenegy mintat
azonositottunk, melyek egy vagy tobb vizsgalattal is, jelentOsen eltér6 VWF aktivitast
mutattak a tobbi vizsgalathoz képest (29. abra és 7. tablazat). Ezek koziil harom a
kovetkez0 okok miatt alpozitivnak bizonyult: (i) Bar a GPIbR (HemosIL Ilatex
agglutinacio) magasabb volt a T(1)-10 minta esetében, mint barmely mas vizsgalattal
mérve, ez egyetlen kiugréban magas mérésnek koszonhetd az 5. laboratoriumban (7.
tablazat), és nem a teszt szisztematikus eltérése okozta. A mintankénti alacsony
mérésszam miatt, ezt a kildgd pontot a kezdeti statisztikai analizisiink kizaratlanul hagyta.
(i) A T(2)-4 klinikailag értelmetlen jelentéktelen kiilonbségeket mutatott a kiilonbozo
vizsgalati modszerekkel mért értékek kozott. A sulyozott szazalékos tavolsagmérésiink
alapjan valasztottuk ki, mivel az in-house ELISA vizsgalat nulla értékét és a VWF:GPIbR
minimalisan magas értékét kombinaltuk. A 7. tablazat alapjan egyértelmii, hogy az
eltérés nem szisztematikus metodologiai kiilonbség kdvetkezménye. (iii) Végil a T(2)-
17-et szintén csak technikai nehézség miatt keriilt be, nem szisztematikus hiba, ahogy a
7. tablazatbdl is latszik. Ezért a harom hibédsan kivélasztott mintat kizartuk a tovabbi
elemzésbdl, és a 8 mintavételre koncentraltunk (29. abra és 7. és 8. tablazat). Szamos
kiilonb6zé mintazatot azonositottunk a tesztek kozott, amelyeket az alabbiakban

felsorolunk.

Hibasan magas aktivitas eredmények 2B tipust VWB-ben ELISA teszttel.

Két 2B tipust VWB mintat vizsgaltunk: T(2)-2 p.R1341Q heterozigdta mutacioval és
T(2)-15 p.R1308C heterozigota mutacioval. A standard VWF:RCo aktivitassal 6-8 és 7-
12 IU/dL eredményt kaptunk, ugyaniigy mint a forgalomban kaphato 0 tesztekkel is
kozte a VWF:GPIbM Innovance aktivitassal is, ami rekombinans GPIb ligandot hasznal
két gain-of-function mutacioval, mely spontan VWF k&tédést idéz elé. Mind a harom
ELISA teszt, kettd6 VWF:GPIbM és egy VWF:GPIbR aktivitas, joval magasabb értéket
mért (7. tablazat).

Hibasan magas VWF:Ab eredmény a p.V1665E mutécional.

Harom p.V1665E pont mutacidval rendelkezd 2A tipusi VWB mintajat vizsgaltuk, T(2)-
7, T(2)-8 és T(2)-9. Mind a harom esetében a VWF:Ab teszt konzisztensen magas
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eredményt adott a tobbi teszthez képest (7. és 8. tablazat). Az VWF:Ab inszenzitivnek

mutatkozott a p.V1665E mutacié okozta alacsony eredmények detektalasara.

Hibasan alacsony VWF aktivités a ristocetint hasznalo teszteknél p.P1467S mutéaciok

esetén (kivéve az AcuStar VWF:GPIbR).

Az egyik jol ismert kritika a VWF:RCo tesztekkel kapcsolatban, hogy a p.P1467S
polymorfizmussal rendelkezd betegek esetében fals alacsony értéket adnak, pedig ez a
mutacid nem roncsolja a faktor hemosztatikus funkcioit, csak a ristocetint kotd helyet
érinti. A ristocetint nem hasznald tesztek normal értékeket adtak a VW-Rec-01
rekombindns mintdra. Meglepd moddon a szintén ristocetint haszndlod, AcuStar

VWEF:GPIbR teszt nem vétett hibat

Fals normal érték a homozigota p.C2362F esetén a VWF:GPIbR (HemosIL) teszttel.

A T(2)-10 minta 2M (smeary) tipust VWB homozigéta p.C2362F mutacidé miatt. Masik
két beteg, a T(2)-11 és T(2)-17 hemizigota p.C3262F és egy null allél kombinacidjaként
(del exon 4-5, és delC Leu970fs), de nem mutattak a T(2)-10hez hasonl6 eltérést.

Fals magas VWF:GPIbR (HemosIL) érték 1 Vicenza betegnél a hétbdl.

A T(1)-11 minta Vicenza tipusi VWB p.R1205H & p.M7401 mutacioval. A tobbi

Vicenza beteg nem mutatott eltérést.
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26. abra A normal (n=53) ¢s VWB mintak (n=42) Bland-Altman analizise. A Bland
Altman analizis két teszt Osszehasonlitdsara alkalmas. Ugyanazon minta két teszttel
kapott eredményét kivonja egymasbdl (x-a) €s elosztja a két mérés atlagaval [(x + a)/2],
ahol ’a’ @ VWF:RCo aktivitas eredménye ’x’ pedig a hasonlitand6 teszt méréseinek az
atlaga. A panel: VWF:GPIbR (IL), B panel: AcuStar VWF:GPIbR teszt (IL), C panel:
VWEF:AD teszt (IL), D panel: VWF.GPIbM (Innovance Act), E panel: in-house ELISA
metodika. A z6ld kordcskék jelentik a normal mintdkat, a piros kordcskék a 2N VWB
mintak, a narancssarga négyzet az 1-es tipusu VWB mintdja, a lila négyszog a 3-as tipusu
beteg mintdja, a kék haromszdg a 2A-2B-2M mint4jat. a sarga haromszog pedig a
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rekombinans mintat mutatja. A rekombinans mintak vadtipusd VWEF-t, valamint
p.P1467S és p.D1472H mutacidt tartalmaznak.

o
S VWF:RCo
o
u- |8
73] = g
wn =2 d
e 5
[ ]
o =1
52 &
- T 5
g <
=
=
Sg
y=1.02 x - 0.12
I= -0.122 (-0.145; 0.104)
S=1.019 (1.014; 1.023)
o VWF:RCo (1U/d]) r=1
| T T I
0 50 100 150
Calibrator 1: internal
S | VWF:GPIbM
[8Y} -
INNOVANCE -
o = P
H 23
U~ |z p
wn ~ [e]
7] =
- =
o B
= e
$7
= >
T“ (=]
O3 -
y=0.97 x - 0.16
I= -0.162 (-0.697; 0.089)
o $=0.973 (0.967; 0.980)
S : vwncrlb.\mumn : r=0-995|
0 50 100 150

Calibrator 1: internal

27. abra A kalibratorok hatasanak vizsgalata. A tesztek sajat (Standard Human Plasma),
illetve az ISTH-SSC kalibratoraval mért értékeinek dsszehasonlitasa. A korocskék az két
résztvevd laboratorium (1 és 4) méréseinek az atlaga mintanként. Kék egyenes: az
illesztett regresszids egyenes. Szaggatott vonal: egyenléségi egyenes. I = intercept, S =
slope, r = korrelacids koefficiens.
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4. tablazat: A tesztek szenzitivitdsa. Minden laboratériumhoz kiilon megadtuk,
tesztenként, az értékekbdl szamolt, illetve a gyartd altal javasolt (gyj) detektalas also
hatarat. NK: nem késziilt, NE: nem elérhetd, L1-L6: Laboratorium 1-6

VWF:RCo = VWF:GPIbR = VWF.GPIbR VWF:Ab VWF.GPIbM = VWF:GPIbM

(lu/dr) HemosIL AcusStar (1u/dr) Innovance Act ELISA

(u/dL) (u/dL) (1U/dL) (1u/dL)
ayj 10 7 0,5 19 4 NE
L1 10 3 0,5 1 4 NK
L2 9,9 1 0,5 0 4 NK
L3 4 4.4 0,5 NK 3 NK
L4 10,11 NK NK NK 4 NK
L5 6 6 0,5 12 NK NK
L6 NK NK NK NK NK 0

5. tablazat: A vizsgalt tesztek pontossaga variacios koefficiensként (CV%) kifejezve

CV%

Minden
minta
Normal
minta

VWB minta

Mérések
szama
mintanként

VWF:GPIbR  VWF:GPIbR

VWFE:RCo HemoslIL AcuStar VWF.Ab
15,8 20,4 12,1 12,2
12,8 14,2 11,4 9,1
25,8 29 13,1 17

5 4 4 3

VWEF:GPIbM
Innovance
Act

13,1
9,3

19,5

6. tablazat: Az outlier (piros) értékek jellemzése. N: normal minta; rWT: rekombinans

minta.

VWF:GPIbR = VWF:GPIbR VWEF:GPIbM
VWEF:RCo (HemoslIL (HemoslIL VWF:Ab

latex aggl.) AcuStar) (INNOVANCE)
N N 1 N 1 1 2N N 2B N r'wT 3 N N
L1 533 1374 57 496 <10 143 16 36.6 125 76.6 | 555 73 4477  160.3
L2 814 1428 4.0 59 <9.9 531 172 422 24.1 33.6 29 11 92 194.1
L3 904 1381 51 516 <4 69.0 204 754 5.2 449 215 15 ND ND
L4 923 1415 ND 56.8 <101 556 164 ND ND 427  27.2 8.4 ND ND
L5 121 263 48 28 22 ND <6 32 11 ND ND ND 38 50
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28. abra A referencia tartomanyok meghatarozasa a 95% és 99% konfidencia intervallum
mellett. Csak a normal mintdk eredményeit vettiik figyelembe, megadtuk az atlag, illetve
a minimalis értéket is. A panel: VWF:RCo, B panel: VWF:GPIbR (IL), C panel: AcuStar
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VWEF:GPIbR, D panel: VWF:GPIbM (Innovance Act), E panel: VWF:ADb (IL), F panel:
VWEF:GPIbM in-house ELISA teszt
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29. abra Az atlagtol valo stlyozott szdzalékos tavolsdg. Magyaréazat: 1asd a modszerek
leirasanal.
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7. tablazat Szisztematikus és nem szisztematikus hibak jellemzése (piros jelolés: kilogo

értékek)
Beteg VWD tipus  VWF:RC VWF:GPIbR @ VWF:GPIbR VWF:GPIbR VWF:Ab VWF:GPIb VWF:GPIbM | VWF:G
azonosit & o (1U/dl) HemosIL AcuStar ELISA (1u/dr) M ELISAL P1bM
6 mutcié (u/dr) (1u/dr) (u/dr) INNOVANC (u/dr) ELISA2
E (1U/dI) (1u/dl)
xT1-10 1 4.0 18.3 4.9 3.9 114 6.3 24 385
R1205H
T1-11 1 8.0 48.2 124 7.9 15.7 19.0 111 10.2
R1205H
T2-2 2B 8.1 8.8 8.3 31.8 6.0 8.8 34.6 56.2
R1341Q
xT2-4 2M 4.0 6.2 1.8 45 2.0 1.9 0.0 <16
Y1312D
T2-7 2A 6.2 8.0 9.1 13.1 18.6 7.6 44 6.8
V1665E
T2-8 2A 4.0 12.1 9.9 2.2 20.1 5.6 0.0 105
V1665E
T2-9 2A 43 6.0 9.2 14.1 16.3 7.3 5.0 59
V1665E
T2-10 2M 4.0 77.0 5.6 1.6 5.6 7.6 45 7.0
C2362F
T2-15 2B 6.8 9.6 115 36.1 12.7 8.4 45.6 69.0
R1308C
xT2-17 2M 4.0 3.6 1.9 <16 3.1 1.9 0.0 <16
C2362F
R-1 11.9 11.6 453 51 50.1 46.7 48.3 80.4
P1467S
R-4 329 32.6 34.8 18.7 40.0 36.1 56.3 38.9
D1472H
8. tablazat Az egyes laboratoriumok egyedi méréseit a rendszeres eltérésekhez
kivalasztott atlagértékekre mutatjuk be. NK: nem késziilt
MINTA: T1-10 T1-11 T2-4 T2-7 T2-8 T2-9 T2-10 R1 R1
TESZT: GPIbR GPIbR GPIbR Ab Ab Ab GPIbR RCo GPIbR
X X
Labl 10.1 50.0 N/A 17.6 18.9 15.8 84.1 11.7 13.0
Lab?2 6.5 58.8 5.7 20.2 195 18.0 90.6 10.4 16.2
Lab3 124 48.8 7.0 NK NK NK 73.3 2.0 4.2
Lab4 NK NK NK NK NK NK NK 18.2 NK
Lab5 44.0 35.0 6.0 18 220 15.5 60.0 17.0 13.0
Mean 18.3 48.2 6.2 18.6 20.1 16.3 77.0 11.9 11.6
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5.2. UL-VWFM analizise CRC betegekben

Az 55 mintat 6 kiilon 1,2 "/ %-0s SDS-agardz gélen futtattuk, minden gélen egy normal
kontrollal. A mintdkat a mar emlitett két csoportban mértiik, 1. csoport: n=28 minta a
legmagasabb VWF:Ag szinttel és legalacsonyabb ADAMTS-13 aktivitassal, 2. csoport:
n=27 a legalacsonyabb VWF:Ag szinttel, és legmagasabb ADAMTS-13 aktivitassal. A

vizsgalt mintdk eredményeit a 9. tablazat foglalja 6ssze.

9. tablazat A multimer analizissel vizsgalt mintak eredményei. @ Magas VWF/alacsony
ADAMTS-13 csoport, ahol VWF:Ag >305,6 ng/mL, ADAMTS-13 aktivitas <66,53%;
alacsony VWF/magas ADAMTS-13 csoport, ahol VWF:Ag <305,6 ng/mL, ADAMTS13
activity >66,53% .° Chi? teszt vagy Mann-Whitney t-teszt. ¢ Median és interquartilis

tartomény vagy szam és szazalék.

Magas Alacsony
VWF/alacsony VWF/magas )
ADAMTS-13 ADAMTS-13 P
aktivitas? aktivitas?
Esetszam 28 27
ADAMTS-13
o 52 (46-60)° 97 (87-109) <0,0001
aktivitas(%)
VWF:Ag (ng/ml) 1604 (1137-2971) 183 (143-217) <0,0001
UL-VWFM jelenléte
- 18 (66.7%) 9 (32.1%) 0,01
n

A mintak el6hivasakor tilexponalva jelenitettilk meg az ultra-nagy multimereket, majd a
normal plazmara vetitettiik mindegyiket (n=55) a denzitometrias elemzéshez, ez alapjan
az 1. csoportban a mintak 67%-ban mutattunk ki UL-VWF multimert, mig a 2. csoportban
csak 32%-ban, ami statisztikailag szignifikans eltérés (p<0,01), megjelenitésiik a 30. és
31. abran lathato.
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ULVWM

>15

11-15
6-10
N 1-5
3 |
: NP

30. abra 9 CRC minta elemzése normal poolozott plazma kontroll mellett (NP). A
négyszogek jelolik az UL-VWFM-t.

8% | 15% 39% 38%

31. abra A vizsgalati anyagbol valasztott, UL-VWFM-t tartalmazé minta
denzitometrikus képe és elemzése. Az 1-5 oligomer sav (az 1-2 szétvalasztasa ritkan
sikeriil, ezért duplan szamoland6) megoszlasa: 38%; 6-10: 39%; 11-15: 15% és a >15
oligomer (ami a tényleges szokatlan nagy molekulastly) 8%
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6. MEGBESZELES

6.1. COMPASS-VWF

A varakozasoknak megfeleléen az ujabb tesztek [VWF:GPIbR HemoslIL latex
agglutinacios teszt (178), a HemosIL AcuStar teszt, VWF:GPIbM Siemens Innovance
Act. Siemens (175, 181, 182, 233, 234), VWF:Ab IL teszt (235, 236)] eredményei
kozelitettek a régota referencianak hasznalt és gold-standardnak tartott VWF:RCo
teszthez, igy hasonldoan jol teljesitettek. A VWF:Ab és VWF:GPIbM statisztikailag
szignifikansan és konzisztensen eltérd eredményeket adott, az Osszes résztvevo
laboratériumban (meredekebb regresszios egyenessel), azonban ezek az eltérések klinikai
¢s biologiai kovetkezményekkel nem jarnak. Ha az eltérést szamszerisitjiik, akkor
példéaul, ha a VWF:RCo teszttel 20 IU/dL értéket kapunk, az a VWF:GPIbM aktivitassal
23 1U/dL, illetve, ahol a VWF:RCo eredménye 100 IU/dL, az a VWF:GPIbM tesztnél
110 TU/dL értéket jelent, ami diagnosztikailag nem ad eltéré végeredményt. A VWF:Ab
esetében hasonloan alakultak az értékek, VWEF:ADb teszt 20 IU/dL vs. 23 TU/dL és 100
IU/dL vs. 113 IU/dL. Ahhoz, hogy a lehetséges technikai hibakat kiszirjiik és a megjelent
statisztikai eltérések okat feltarjuk, a teszteket kiilon-kiilon laboratoriumonként is
megvizsgaltuk, és a mérési eredményeket analizaltuk, ugyanis annak az esé¢lye minimalis,
hogy minden labor ugyan annal a tesztnél kdvessen el mérési vagy minta elokészitési
hibat. Megallapitottuk, hogy a kiilonbségek kovetkezetesek voltak az Osszes résztvevd
laboratoriumban, ami arra utal, hogy az eltéréseket a tesztek kozotti metodikai
differencidk adjak, ezt tdmasztja ald az az eredmény is, hogy az eltérések mind a beteg,
mind pedig a normal mintak eredményeinél megjelentek. Erdekesség, hogy a
VWF:GPIbM metodikanal hasonlo kiilonbséget mar mas kutatasok is bemutattak (237,
238), azonban ezek a hibak nem mindenhol jelentek meg (234). Az eltérések oka még
nem tisztazott, és ahogy mar emlitettiik, a kis diszkrepanciak nem jarnak klinikai
kovetkezményekkel, azonban a laboratoriumi gyakorlatban lehet jelentdsége, példaul
tesztek Osszehasonlitdsdndl, Gjonnan bevezetendd vizsgalatok tesztelésénél, valamint
kiilsé korkontrollok értékelésénél. Ahogy az 1.abran lathatd, néhdny minta eltérd

eredményeket adott a kiilonb6zo tesztekben, amely a tesztek metodikdjabol eredhet.
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Példaul a rekombindns mutans p.P1467S minta mindegyik ristocetint haszndl6 tesztben
fals alacsony aktivitast mutat (239), nem ugy a VWF:GPIbM és VWF:Ab vizsgalatokkal,
azonban a tobbi minta esetében a kiilonbségek kialakulasdnak/megjelenésének az oka

még ismeretlen.

A 4. tablazatban lathatd, hogy az Uj tesztekhez képest a VWF:RCo szenzitivitasa
rosszabb, a legtobb labor esetében (ahol az eredeti, nem egy atdolgozott specialis
protokollt hasznalnak) 10 IU/dL koriil mozog. A két legérzékenyebb tesztnek az in-house
ELISA VWF:GPIbM ¢és a kemilumineszcensz detektalasi platformon és elvvel mikodo
AcuStar VWF:GPIbR vizsgalatok bizonyultak, mindkét teszt 1 IU/dL alatt is képes
detektalni. A VWF:GPIbM és a VWF:GPIbR metodikak LLOD tartomanya 3—4 IU/dL
¢és 3—6 IU/dL, mig a VWF:Ab mérések a legkevésbé szenzitivek (LLOD, 19 IU/dL). A
VWEF aktivitds egyik legfontosabb jellemzdje a szenzitivitds, melynek fejlédése az
ujonnan megjelend tesztek legfobb értéke, ugyanis egy kdzepesen erds és sulyos VWB

diagnosztikajahoz elengedhetetlen a minél alacsonyabb értékek pontos mérése is.

Bar ebben a vizsgalatban az altalanosan hasznalt validalasi és inter-laboratoriumi
validalasi technikdt (1 minta mérése tobb napon keresztiil, egy platformon, szamos
replikdtummal vs. a vizsgalatunk sok minta, tobb platform de kevés replikatum) kovettiik,
mégis modszeriink tiikr6zi a ,,val6sagos” mérési koriilményeket. Ahogy az irodalom is
jelzi, ez oka lehet a magasabb CV értékeknek is, mely CV értékek a patologias
tartomanyban magasabbak, mint a normalban. A HemosIL VWF:GPIbR kivételével
minden 0j vizsgalat jobb reprodukalhatosagot mutatott, mint a VWF:RCo teszt, annak
ellenére, hogy a VWF:RCo mérésszama nagyobb volt (6t vs. négy). A HemosIL kissé
magasabb koefficiens értékét nem tudjuk megmagyarazni, ez a kiilonbség a korabbi

vizsgalatokban nem volt kimutathato.

Elvileg a kiilonb6z0 kalibratorok haszndlata a kiilonb6zdé laboratériumokban
potencialisan megmagyarazhatna az eltérések egy részét. Egységes kalibratorként az SSC
VWEF kalibrator plazmajat hasznaltuk. Az SSC plazma korlatozott hozzaférhetdsége miatt
azonban csak két laboratorium hasznalta kiegészitdként (2 teszthez). A két kalibrator
kozel azonos eredményt hozott, ezért nem gondoljuk, hogy a kalibratorok hozzéjarultak

a megfigyelt eltérésekhez.
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Bér optimalis esetben minden laboratérium meghatdrozza az altala hasznalt tesztek
referencia tartomanyat és sokszor a gyarto is tesz ra javaslatot, mi is meghataroztuk az 53
normal minta aktivitasi értékeinek felhasznalasaval (28. abra). Bar itt is talaltunk némi
differenciat a tesztek kozott, azonban a normal tartomanyok megoszlasa kozott
statisztikai szignifikans kiilonbség nem volt kimutathat6. Ami megfigyelhetd a Gauss-
gorbéken, hogy nem adjak tokéletesen vissza a normal eloszlas megszokott képét, hanem
enyhe jobbra tolodas lathaté a magasabb aktivitasi értékek felé. Ezt a képet a VWEF-al
foglalkozo6 kutatok tobb populacioban megfigyelték, azonban ennek az okat maig nem
sikeriilt megfejteni (240).

Hibasan magas eredményt adnak az ELISA tesztek 2B tipusi VWB-ben. A
VWEF:GPIbM (241) teszt mutans GPIb receptort hasznal, ami igy a thrombocyta tipust
(pseudo-) VWB-t imitalja, ahol a gain-of-function mutacié spontan (azaz ristocetin
nélkiil) kotddést hoz 1étre a VWF és GPIb kozott. Az tudott, hogy a 2B tipusu betegekben
a VWF:GPIbM/VWF:Ag emelkedett a VWF:RCo/VWF:Ag ardnyhoz képest. Egy 32 2B
tipusi VWB-t vizsgald kutatas azt javasolja az emelkedett VWF:GPIbM/VWF:VWFRCo
rata hasznalhato lenne a 2B betegek azonositasara (242). Mindkét kutatas ELISA
rendszerrel hasznalta a VWF:GPIbM tesztet, szerintiik a GPIbM fals negativitas oka,
hogy a GPIb mutéans receptor til erdteljesen kot be a 2B tipusti betegek amugy is
fogékony faktoraba. Sajat eredményeink szerint azonban nem a gain-of-function mutans
jelenléte vagy hianya okozza a rossz értéket, hanem maga az ELISA metodika. Ezt
alatamasztja, hogy csak ELISA tesztben jott ki valotlan eredmény, rdadasul a GPIbR
teszt, ahol szintén fals érték jott ki, nem is a mutans GPIb-vel dolgozik; valamint a latex
alapat GPIbM teszt, mely mutdns a normalis alacsony értéket mutatta. Annak
megvalaszolasa azonban, hogy az ELISA tesztekkel mért magas értékek mechanizmusa

mi, még valaszra var.

Hibasan magas VWF:Ab eredmény a p.V1665E mutacional.

A VWEF:Ab aktivitas antitestje direktben kot be a VWF A1 doménjébe. Valdszintisithetd,
hogy az antitest feliilete a mutacié okozta konforméci6 valtozasra érzéketlen. Erdekesség,
hogy egy masik tanulmanyban, ugyanezt a mutaciot 2B altipusra hatdroztak meg a

VWEF:GPIbM/VWEF:RCo arany alapjan, nalunk ugyanez az érték nem mutatkozik (243).
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Fals értékek homozigota p.C2362F esetén, illetve 1 Vicenza betegnél a hétbél, a
VWEF:GPIbR (HemoslIL) teszttel.

Ezekben az esetekben nem talaltunk egyedi magyarazatot a tesztek viselkedésére.
Feltételezésiink szerint ezeknél a mutaciokkal kapcsolatban nincs altaldnos hiba a
tesztekben. Valdszintsithetéen a mintakban van valamilyen interferdlod tényezd, ami
zavarja a mérést, példaul reumafaktor vagy heterofil antitest jelenléte (180). Sajnos a
mintak limitalt szdma miatt tovabbi méréseket nem tudtunk végezni, igy ezt a feltételezést

nem tudtuk bizonyitani.

Hibasan alacsony VWF aktivitis a ristocetint hasznalé teszteknél p.P1467S
mutaciok esetén (kivéve az AcuStar VWF:GPIbR).

Feltételezhet6, hogy az AcuStar metodikajaban és reagenseinek kiilonbségében all az
eltérés oka. Sajnos a gyarté nem ad ki informéciot a reagenseirdl, de feltételezziik, hogy
nagyobb (joval nagyobb?) mennyiségli ristocetint tartalmaz, mint a tobbi gyarto tesztjei.
Bér a mutécio a ristocetin kotéhelyét érinti, az esetleges extrém dozis feltehetden ,,attori”

ezt az inhibicidt, ezért kapunk normal értéket.

6.2. Az UL-VWFM CRC betegekben

El6z6 tanulmanyok vizsgaltdk majd bizonyitottak is a VWF szerepét a kiilonb6zd tipust
tumorok miikodésében és propagalasaban, valamint a VWF-thrombocyta kapcsolodas
elosegitette, metasztazisok megjelenésében (244). Ismert, hogy a VWF nagy és ultra nagy
molekulastlytlt multimerjei hemosztatikusan a legaktivabbak, igy patoldgias esetben
thrombotikus eseményeket is okozhatnak és okoznak is (245). A kiilonb6z6 Gtvonalon
torténd aktivacio utan, emelkedett szinti VWF megjelenése tumoros betegekben mar
bizonyitott fenomén (246). Jelen kutatas, a korabbi megfigyelésekkel Osszhangban,
bemutatta és megerdsitette, hogy az alacsony ADAMTS-13 aktivitas (atlag 72.28%) és
az extrémen magas VWG:Ag szint (atlag 677.86 ng/mL) mellett megjelené UL-VWFM

mennyisége statisztikailag szignifikansan novekszik a vizsgalt beteg populacioban,
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magaval hozva az emelkedett aktivitassal jar6 thrombodzisokat, igy csokkentve a CRC

betegek tulélési esélyeit.

A multimer analizis denzitometrids eredményeit a VWF:Ag és ADAMTS-13 aktivitassal
korrelaltattuk az ,alacsony ADAMTS-13/magas VWF” és a ,magas ADAMTS-
13/alacsony VWF” csoportokban a thromboembodlias szovodmények tekintetében.
Statisztikailag szignifikinsan magasabb a thrombotikus esetek szama (20/28 beteg,
74,1%) az ultra-nagy von Willebrand multimerrel rendelkezé csoportban (alacsony
ADAMTS-13/magas VWF csoport), mig a masik csoport eredménye (7/27 beteg, 25%).
A vizsgalatok csak CRC-s betegekben torténtek, egészséges kontroll csoport vagy mas

daganattipusu csoport nem keriilt bevonasra.

A kutatas egyéb eredményeit fel nem hasznélva, csak altaldnosan érintve elmondhato,
hogy a vizsgalat bizonyitotta a nemzetkdzi szakirodalom eredményeit, azonban
egyediilalloan nagy betegszammal dolgozott. A teljes 232 fOs vizsgalt populacidra
elmondhato, hogy a magas thrombocyta szam, magas VWF:Ag szint, valamint az
alacsony ADAMTS-13 aktivitas szignifikansan rontja a beteg tulélési esélyeit és

csokkenti a thrombotikus esemény nélkiili betegség lefolyasat.

A teljes betegcsoportot a CRC stadiumai szerint harom csoportra bontva (1+2., valamint
3. és 4. stadiumu betegek), a thrombocytaszam és VWF:Ag szint fokozatos emelkedését
észleltiik, mig az ADAMTS-13 aktivitas fokozatosan csokkent. Ez a kiilonbség
statisztikailag is szignifikans az 142 és 3 vs. 4 csoportban. Ugyanezen megallapitasokat
lehet tenni a vizsgalt paraméterek és a thrombotikus események tekintetében is (nagyjabol

megegyez6 ~2 Hazard Ratio-val).

Osszefoglalva, elmondhatjuk, hogy a VWF multimer analizis hasznos eszkdznek

bizonyult e betegcsoport progndzisanak megitélésében.
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7. KOVETKEZTETESEK

Kutatasaink fébb eredményei pontokba szedve:

e Laboratériumunk nagy mintaszdmos (n=95) nemzetkozi kutatast
vezényelt le, majd publikalta az eredményeket és a levont
kovetkeztetéseket. Egyedi az ilyen nagysagi Osszemérés, melyet a
Nemzetkdzi Thrombosis és Haemostasis Téarsasag is tdimogatott.

e Bemutattuk, hogy a ,gold-standard” VWF:RCo eredményeihez
hasonlitva statisztikailag szignifikdns, de klinikailag jelentéktelen
eltérések jellemzik, az 0j teszteket (VWF:Ab és VWF:GPIbM), mely
e modszerek sajatossaga, ezért az eltérések minden laboratériumban
jelen vannak.

e Szenzitivitasukat vizsgalva megallapitottuk, hogy az AcuStar
VWEF:GPIbR tesztje adja a legjobb eredményt (<0,5 IU/dL LLOD),
mig az eredeti VWF:RCo a legrosszabbat (~10 1U/dL).

e Precizitdsban szintén az AcuStar VWF:GPIbR tesztje adta a
legalacsonyabb  varidcios koefficiens értéket (CV%) 12,1%
eredménnyel.

e Az eredmények koziil, sulyozottan vizsgalva a kilogo értékeket,
bemutattuk, hogy a résztvevd 0Osszes ELISA metodika hibasan
magasabbra méri a 2B altipusit VWB értékeit.

e Az AcuStar VWF:GPIbR teszt az egyediili a ristocetint hasznalod
tesztek koziil, amelyik a p.P1467S mutacioval rendelkez6 VWB
értekeit normal szintlire méri, minden mas teszt fals alacsony
eredményt ad ebben az esetben.

e Bemutattuk, hogy az altalunk végzett VWF multimer analizis nem
csak a VWB tipizalasara hasznalhato.

e 55 beteg CRC beteg denzitometrids eredményeinek statisztikai
értekelésével bizonyitottuk az UL-VWFM jelenlétét és szignifikans
emelkedését a magas eredményli VWF:Ag és alacsony ADAMTS-13

aktivitasu csoportban.
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8. OSSZEFOGLALAS

Kutatésainkban tobb, kiilonb6zé oldalrol és modszerrel vizsgaltuk a von Willebrand
faktor és a von Willebrand betegség laboratoriumi diagnosztikajanak fejlesztési és
felhasznalasi lehetdségeit. ElsOdlegesen egy nagy, nemzetkdzi Osszemérésben, 8
laboratoriumban 53 normal, egészséges, illetve 42, genetikailag is bizonyitottan, von
Willebrand beteg mintajat vizsgaltuk a kereskedelmi forgalomban elérhetd aktivitasi
tesztekkel, melyeket a ,,gold standard” VWF:RCo aktivitassal hasonlitottunk 6ssze. A
kivalasztott tesztekben el6szér a mérési mechanizmusok egymastol vald eltéréseit
értékeltiik, statisztikai modszerekkel megerdsitve, majd a kapott eredmények ¢és
differencidk tiikkrében az egyedi beteg mintdknal észlelt eltéréseket tanulmanyoztuk. A
nyolc labor Osszesitett eredményei alapjan elmondhatd, hogy bar minor kiilonbségek
tapasztalhatok a kiilonbozd aktivitasok kozott, melyek ugyan statisztikailag is
szignifikansak, azonban ezeket az eltéréseket a napi rutinra kivetitve nem kapunk
klinikailag is relevans hibakat. Elmondhatd, hogy Osszességében minden teszt ,,jol
szerepelt” (érzékenység és precizitas tekintetében is) az 0sszemérésiinkben, minden
vizsgalat lényegében korreldlt az eredeti, standardnak haszndlt ristocetin kofaktor
aktivitassal. Az egyéni eltéréseket elemezve tobb konzekvens hibat tapasztaltunk, i)
minden ELISA alapi mérés ecltévesztette a 2B altipust VWB-ket, melynek oka
valésziniileg magaban az ELISA technikaban rejlik, ii) a p.P1467S mutaciot fals
alacsonyra mérte minden ristocetint hasznalo teszt, az AcuStar VWF:GPIbR kivételével.
Laboratériumunk egyik kiilonlegessége a precizen miivelt VWF multimer analizis,
melynek fontos szerepe van a VWB diagnosztikdban. Ezt az analizist hasznaltuk
vastagbél tumoros betegek mintainak elemzésében is, bizonyitva a hemosztatikusan
extrémen aktiv, extra nagy multimerek jelenlétét a betegekben. Denzitometrids eljarassal
szamszerUsitettik a multimerek megoszlasdnak mértékét, a normal plazmahoz
viszonyitva, igy nem csak szubjektiven itélhetd meg a mintazat, hanem matematikailag
és statisztikailag is. Ezeket az értékeket is felhasznalva, bizonyitottuk, hogy a vizsgalt
CRC betegpopulacioban a kivalasztott tesztek eredményei (ADAMTS-13 aktivitas, VWF
szint, UL-VWFM szint) prognosztikus értékiiek lehetnek. Mindent Osszevetve,
kutatasaink a VWF diagnosztikus vizsgalatainak és felhasznalasi teriileteinek bovitését,

illetve ismereteink gyarapitasat szolgaltak.
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9. SUMMARY

In our research, we examined the development and use of the laboratory diagnostics of
von Willebrand factor and von Willebrand's disease from different sides and methods.
Primarily, in a large international study, in 8 laboratories, 53 normal, healthy, and 42
genetically proven, von Willebrand disease patients were tested on commercially
available activity tests compared to the "gold standard" VWF:RCo activity. In the selected
tests, we first evaluated the differences in the measurement mechanisms, confirmed by
statistical methods, and then, in the light of the results and differences obtained, the
differences observed in individual patient samples were studied. On the basis of the
combined results of the eight laboratories, although there were minor differences between
the different activities, which were statistically significant, however, these differences
were not clinically relevant for the daily routine. We can say, overall, all tests were "done
well" (in sensitivity and precision) in our comparison, all of the studies correlated with
the original, standard used, ristocetin cofactor activity. Analyzing individual differences,
we found several consistent errors: (i) all ELISA-based measurements have lost the
subtype 2B VWD, probably due to ELISA method itself; ii) the p.P1467S mutation was
measured false low for all testing using ristocetin except AcuStar VWF:GPIbR. One of
the specialties of our laboratory is precisely performed VWF multimer analysis, which
plays an important role in VWD diagnostics. This analysis was also used to analyze
samples of patients with colon cancer, demonstrating the presence of extra large
multimers in patients. Densitometry was used to quantify the distribution of multimers
relative to normal plasma, so that the pattern can not be judged subjectively, but
mathematically and statistically. Using all these values, we also demonstrated that the
results of the selected tests (ADAMTS-13 activity, VWF level, UL-VWFM level) in the
CRC patient population can be predictive. Our research has helped to expand the range

of diagnostic tests for VWF and to increase our knowledge.
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