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1. BEVEZETES

A von Willebrand betegség (VWB) a leggyakoribb
oroklott vérzékenység a human populécioban. A
betegséget az endothel sejtek és a megakaryocytak altal
termelt von Willebrand faktor (VWF) mennyiségének
¢s/vagy miikodésének a zavara okozza. A plazmaban
keringd orias glikoprotein feladatai koz¢ tartozik a VIIL
alvadasi faktor (FVIII) degradaciotol vald védelme,
valamint a thrombocytak érfalhoz kotése a sériilés helyén.
A vérzések legjellemzébb formai a  kiilonbozo
nyalkahartya- és borvérzések, traumas, illetve miitét utani
vérzések. A diagnozis feldllitasdhoz ¢és a betegség
altipusanak meghatarozasahoz sziikséges a beteg csaladi
anamnézisének ismerete, valamint a VWF és FVIII
szintjeinek és funkcidjanak laboratoriumi meghatarozasa.
E laboratériumi tesztek a kdzelmultban jelentds fejlddésen
mentek at, szamos 10j teszt jelent meg, melyek egyméshoz
valo viszonya egyelore tisztdzatlan. Végiil fontos
megjegyezni, hogy a VWF aktivités és struktira vizsgélata
nem csak a vérzékenység, hanem mads betegségek, pl.
daganatos betegségek prognozisanak megitélésében is

novekvo szerepet kezd kapni.



2. CELKITUZESEK

Dolgozatunk elsddleges célkitiizése a von Willebrand
faktor minél teljesebb megismerése, laboratoriumi
diagnosztika elemeinek/miikodésiiknek  javitasa  és
fejlesztése, valamint ezen elemek felhasznaldsa a
legszélesebb korben. Torekvésiink két fontos 1épése a
VWF aktivitdsok nagy mintaszdma vizsgalata, az
eredmények statisztikai értékelése ¢és értelmezése,
valamint a faktor multimer analizisének hasznalata a von

Willebrand betegségen kiviil is.

21. A von Willebrand faktor thrombocytakoto
aktivitasanak vizsgalata (COMPASS-VWF Study)

A betegségnek a laboratoriumi diagnosztikdjanak egyik
legrégebbi  ¢és  legfontosabb alapkove a VWF
thrombocytakotd — vizsgalata. Kutatdsunk célja a
kereskedelmi  forgalomban  elérhetd, automatizalt,
legszélesebb korben elterjedt aktivitasok tesztelése normal
¢€s ismert genotipusu, mar tipizalt von Willebrand beteg
mintakon. Igyekeztiink a teszteket és a platformokat ugy
kivalasztani, hogy a rutin diagnosztika képviseltesse

magat, de természetesen jelen legyenek a legujabb



vizsgélati eszk6zok ¢és technikdk is. A kapott
eredményeket a gold standardnak tekintett VWEF:RCo
értékeivel  Osszehasonlitva,  statisztikai  probakkal
értékeltiik €s meghataroztuk a laboratdoriumi teszteket
jellemzo, alapvetd paramétereket, példaul szenzitivitas,
precizid és korrelacid. A kutatdsban résztvevo nemzetkozi
laboratoriumok nagy rutinnal rendelkeznek a nagy
mintaszdmos VWF vizsgélatokban. A vizsgalatokat és a
mintak organizacidjat a Nemzetk6zi Thrombosis ¢és
Haemostasis Tarsasdg Tudomanyos Standarizacids

Bizottsaga tdmogatta és segitette.

2.2. von Willebrand faktor multimer analizisének

hasznositasa

A von Willebrand faktor multimer analizisének fontos
szerepe van a VWB tipizdldsdban, azonban
kvantifikalhatésaga miatt egyéb teriileteken s
hasznalhato. Vastagbél carcinomds 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  effektivitasait és  prognosztikai

jelentéségét  vizsgaltuk a  betegség  kiilonbozo
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stadiumaiban. Laboratériumunk a betegek ¢és a valasztott
kontrollok mintainak VWF multimer analizisét, és a
kapott mintazat denzitometrias elemzését végezte, igy

dolgozatunkban a kutatasnak erre a részére koncentralunk.

3. MODSZEREK

3.1. A VWF aktivitasok oOsszehasonlitasa, azaz a
COMPASS-VWF study (Comparison of Assays to
Measure VWF Activity)

95 mintat vontunk be vizsgalatunkba (52 normal donor és
43 VWB minta). 8 nemzetkodzi centrum laboratériumban
(Anglia, Németorszag 3, Olaszorszag 2, USA,
Magyarorszag) veégezték a méréseket a kiilonbozo
aktivitasi tesztekkel, eltérd platformokon. Az elvégzett
tesztek eredményeit Osszesitettiik ¢&s statisztikailag
értékeltiik. A tesztek a kdvetkezdk voltak:

VWF:RCo: BC Von Willebrand Reagent (Siemens),
Laboratérium 1-6.

VWF:GPIbR: IL HemosIL® Von Willebrand Factor
Ristocetin Cofactor Activity (Instrumentation Laboratory,
Bedford, USA), Laboratérium 1, 2, 3 és 5; és IL
HemosIL® AcuStar Von Willebrand Factor Ristocetin

Cofactor Activity, Laboratorium 1, 2, 3 és 5.
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VWF:GPIbM tesztek: INNOVANCE® VWF Ac (Siemens
Healthcare Diagnostics Products GmbH, Marburg,
Germany), Laboratorium 1-4; és in house ELISA
metodika, Laboratorium 6.

VWEF:Ab tesztek: IL, HemosIL® von Willebrand Factor

Activity, Laboratorium 1, 2 és 5.

3.2. A multimer analizis hasznositasa - CRC

betegekben

232 vastagbél carcinomas (CRC) beteg keriilt bevonasra a
Semmelweis Egyetem III. sz. Belgydgyaszati Klinikajan,
melybdl 55-nek (a magas VWF/alacsony ADAMTS-13,
illetve alacsony VWF/magas ADAMTS-13 csoportba
osztva a korrelaltathatosdg miatt) végeztiink multimer
analizist. Kezelésiik megkezdése és kozben keriiltek a
vérmintak levételre és fagyasztasra a mérésekig.

3.2.1. Laboratériumi vizsgalatok és statisztikai

analizis

A laboratorium ADAMTS-13 aktivitds meghatarozast
végzet FRETS-VWF73  segitségével melyhez a
kalibracios gorbeként standard humén plazma és normal

vérado donorok mintaibol higitott mintdja szolgalt.



A VWF:Ag szint mérése EDTAs mintabol tortént ELISA
modszerrel, tobbszords antitestes jeldléssel WHO
VWF:Ag standard ellen kalibralva. A vérkép ¢és
tumormarkerek mérése rutin diagnosztikai mérésekkel
késziilt. A statisztikai tesztek értékelése és demonstralasa
ebben az esetben is megtortént.

A multimer analizis és denzitometrias elemzés a
laboratoriumban hasznalatos protokoll szerint késziilt. 1,2
"Iy %-0s SDS-agar6z gélen normal poolozott plazma
kontroll mellett, overnight futtatuk a mintakat. Western-
blott és kétszeres antitestes jeldléssel, kemilumineszcensz
eléhivas utan géldokumentacios rendszerben
(Alphalnnotech) leolvastuk a denzitometrids gorbéket
majd a tripleteket szdmolva vizsgaltuk a szokatlanul nagy

molekulasulyt multimerek jelenlétét és mennyiségét.

4. EREDMENYEK
4.1. COMPASS-VWF study

Az 5 Osszehasonlitott tesztbol, az VWF:Ab (IL) és
VWF:GPIbM  (Innovance®  Act)  szignifikdnsan
magasabb, az in-house ELISA metodika pedig
alacsonyabb értéket adott, azaz az azonossagot képviseld

egyenes kiesett a 95%-os konfidencia intervallumbol.
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Noha a szamadatok szignifikans eltérést adnak, ezeknek
klinikai kdvetkezményiik nincs.

Annak megitélésére, hogy a kapott kis vizsgalati
kiilonbségek egy adott laboratoriumhoz kapcsolodod
technikai problémék eredményei-e, minden laboratorium
eredményeit kiilon is elemeztiik. Megfigyelhet6 volt, hogy
a VWF:Ab ¢és VWEF:GPIbM tesztek tovabbra is
szignifikans eltérést mutattak minden laborban, ebben az
Osszehasonlitdsban viszont a VWF:RCo aktivitasnal
talaltuk a legnagyobb kilengést, azonban ezek a
differencidk itt sem bizonyultak klinikailag relevansnak.
2 résztvevo laboratorium (Laboratorium 1-4) a VWF:RCo
¢s VWF:GPIbM (Innovance Act) teszteket dupla
kalibralassal is elvégezte az O6sszes mintan, a rutinban, a
tesztekhez hasznalt Siemens Standard Human Plasmaval,
valamint az SSC Calibrator Plasméval. Az eredmények
szinte tokéletesen megegyeznek.

A méreési eredményekbdl szamolt LLOD értékek, valamint
a gyartd altal javasolt érték kozel azonosak tesztekként.
Bizonyos modifikacioknak koszonhetden azonban tobb
laboratorium a gyartoétdl alacsonyabb értkekkel dolgozik
(10 IU/dL gyari érték vs 4 TU/dL mddositott protokollal).



A legjobb szenzitivitasa az in-house ELISA, illetve az
AcuStar VWF:GPIbR tesztnek volt (0-0,5 1U/dL).
A vizsgalt 1) tesztek tobbsége a VWEF:RCo altal
mutatottaktdl nagyobb teljesitményt mutatott (12-16
CV%). Amint az varhat6 volt, az alacsony tartomanyban
(azaz a VWB mintékban) a variabilitas nagyobb volt, mint
a normal mintaknal (13-26 CV%).
A normal mintak eredményeibdl szdmolt, kiilon-kiilon
tesztekre vonatkoztatott referencia tartomanyok kozott
szignifikans eltérést nem talaltunk.
Az egyéni mintakat megvizsgalva az alabbi eltéréseket
talaltuk:
e Az 0sszes ELISA alapt metodika fals magas
eredményt adott 2B altipust betegeknél.
e p.V1665E mutaciora a VWF:Ab tesztek adtak
magasabb értékeket
e Hibéasan alacsony VWF aktivitds a ristocetint
hasznal6 teszteknél p.P1467S mutdciok esetén
(kivéve az AcuStar VWF:GPIbR)
e Fals értékek homozigdta p.C2362F esetén, illetve
1 Vicenza betegnél a hétbdl, a VWF:GPIbR
(HemoslL) teszttel



4.2. UL-VWFM analizise CRC betegekben

A mintakat két csoportban mértiik, 1. csoport: n=28 minta
a legmagasabb VWF:Ag szinttel (1604 ng/ml) és
legalacsonyabb ADAMTS-13 aktivitassal (52%), 2.
csoport: n=27 a legalacsonyabb VWF:Ag szinttel (183
ng/ml), és legmagasabb ADAMTS-13 aktivitassal (97%).
A mintak eléhivasakor tulexponalva jelenitettiik meg az
ultra-nagy multimereket, majd a normal plazmara
vetitettiik  mindegyiket (n=55) a denzitometrids
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).

5. KOVETKEZTETESEK

Kutatasaink fébb eredményei pontokba szedve:

. Laboratériumunk nagy mintaszamos (n=95)
nemzetkdzi kutatdst vezényelt le, majd publikalta az
eredményeket és a levont kovetkeztetéseket. Egyedi az
ilyen nagysagu Osszemérés, melyet a Nemzetkozi

Thrombosis €¢s Haemostasis Tarsasag is tamogatott.
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. Bemutattuk, hogy a ,,gold-standard” VWF:RCo
eredményeihez hasonlitva statisztikailag szignifikans, de
klinikailag jelentéktelen eltérések jellemzik, az 1;j
teszteket (VWF:Ab és VWF:GPIbM), mely e modszerek
sajatossaga, ezért az eltérések minden laboratoriumban
jelen vannak.

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

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

. Az eredmények koziil, sulyozottan vizsgéilva a
kilogod értekeket, bemutattuk, hogy a résztvevd 0Osszes
ELISA metodika hibdsan magasabbra méri a 2B altipust
VWB értékeit

. Az AcuStar VWF:GPIbR teszt az egyediili a
ristocetint hasznald tesztek koziil, amelyik a p.P1467S
mutacidt normalra méri, minden mas ristocetint alkalmazé
teszt fals alacsony eredményt ad ebben az esetben

. Bemutattuk, hogy az altalunk végzett VWF

multimer analizis nem csak a VWB tipizaldsara
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hasznalhatd, hanem daganatos betegek progndzisanak
megitélésében is fontos lehet

. 55 beteg CRC  beteg  denzitometrids
eredményeinek statisztikai értékelésével bizonyitottuk az
UL-VWFM jelenlétét ¢és szignifikdns emelkedését a
magas eredményt VWF:Ag és alacsony ADAMTS-13

aktivitasu csoportban, ami a prognozissal is korrelalt
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