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Roviditések jegyzéke

ABO Az ABO vércsoport rendszerben a vorOsvértesteken jelen 1évo
antigének szerint 4 fenotipus kiilonithetd el: A, B, AB ¢és 0.
Dolgozatomban a nem-0 csoportba az A, B és AB fenotipus tartozik.

ADAMTS13 a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin type 1 motif,

member 13, a VWF specifikus hasitd enzime

AFM atomic force microscopy (atomier6-mikroszkopia)

CBB Comassie Brillant Blue (nem specifikus fehérje festék)

DAB 3,3’-diaminobenzidine (diamino-benzidin)

DTT 1,4-dithiotreitol

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid (etilén-diamin-tetraecetsav)

ELISA enzyme linked immunosorbent assay

ER endoplasmic reticulum (endoplazmatikus retikulum)

FVIII factor VIII (VIllI-as véralvadasi faktor)

GPIb glikoprotein Ib (trombocita receptor)

HMW high molecular weight (nagy molekulastly)

IMW intermediate molecular weight (kdzepes molekulastlyu)

IQR interquartile range (interkvartilis tartomany)

IU international unit (nemzetkozi egység, a VWF:Ag normal értéke 1
IU/ml)

LMW low molecular weight (kis molekulasulyt)

MW molecular weight (molekulasuly)

OPD 0-phenylenediamine-dihydrochloride

OPG osteoprotegerin (oszteoprotegerin)

PAD peripheral arterial disease (periférias artérias betegség)

PAGE polyacrilamide gel electrophoresis (poliakrilamid gélelektroforézis)

PBS phosphate buffered saline (foszfattal pufferelt NaCl-oldat)

PBS-T phosphate buffered saline — Tween (Tween-20-at tartalmazo foszfattal

pufferelt NaCl-oldat)

PLL poly-L-lysine (poli-L-lizin)
PR protomer
PVDF polyvinylidene difluoride



RP

RPM
SDS
TEM

TTP

VWB
VWEF
VWE:Ag
VWF:CB
WHO
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radical prostatectomy (radikalis prosztatektomia)

revolution per minute (percenkénti fordulatszam)

sodium dodecyl sulfate (natrium lauril szulfat)

transmission electron microscopy (transzmisszios
elektronmikroszkopia)

thrombotic thrombocytopenic purpura (trombotikus trombocitopénias
purpura)

von Willebrand betegség

von Willebrand factor (von Willebrand faktor)

von Willebrand factor antigen (VWF koncentracié antigén méréssel)
von Willebrand factor collagen binding (VWF kollagén kot6 aktivitas)
World Health Organization (Egészségiigyi Viladgszervezet)
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1. Irodalmi attekintés

1.1 von Willebrand faktor (VWF)

A pre-pro-VWF egy 22 aminosav hosszlisaga szignal peptidbél (pre-), a 741 aminosav
hosszusagu propeptidbdl valamint a 2051 aminosavbol felépiild érett VWF alegységbdl
all (1). Az irodalomban az érett VWF-t nevezik monomernek. A szignal peptid lehasitasa
utan a pro-VWF monomerek az endoplazmatikus retikulumban (ER) dimerizalodnak. Ez
a VWF alapegysége a szervezetben, ami kémiailag és szerkezetileg a protomernek felel
meg. Az endoplazmatikus retikulumbol a pro-VWF dimerek a Golgi apparatusba
kertilnek, ahol megtorténik a multimerizaci6é és utdna a propeptid lehasitasa. A VWF
kifejezés az egytél kezdve az akar tobb mint 100 dimer egységbdl allo multimerek

sokasagat jelenti.

1.1.1 A VWF szerepe a normal hemosztazisban

A VWF multimer glikoproteinek az endotél sejtekben és a megakariocitakban
képzédnek, a Weibel-Palade testecskékben és a trombocitak a-granulumaiban
raktarozddnak. Folyamatosan és stimulus hatasara keriilnek a keringésbe. F6 szerepiik a
trombocitdk sériilt érfalhoz vald rogziilésének és a trombocitdk egymashoz valo
kapillarisok). A keringésben komplexet alkotva a VIII-as alvadasi faktorral (FVIII),
megveédi azt a degradaciotol és biztositja a FVIII elérhetdségét a koagulacid kaszkad
folyamatahoz, az aktivalodott trombocitak felszinén. A plazmaban kiilonb6z6 szamu
dimerbdl felépiil6 (0,5 - > 20 MDa) VWF multimerek keringenek. A normal hemosztazis
fenntartasahoz sziikséges a megfelel6 mennyiségii és méreti (> 10 dimert tartalmazo)
multimerek jelenléte a plazmdban. A plazmaban keringd VWF normal mennyisége
5-10mg/l, ami 0,5- 1,5IU/ml VWF koncentracionak (VWF:Ag) felel meg (2).
Hianyukban vérzékenység alakulhat ki, a von Willebrand betegség, amely lehet 6roklott
vagy szerzett. Viszont, ha a VWF mennyisége, a nagyméretli multimerek szama vagy a
multimerizacio mértéke fokozodik, akkor tromboézis veszély all fenn. A multimerek
méretét a keringésben az ADAMTS13 (a disintegrin and metalloprotease with

thrombospondin type 1 motif, member 13) enzim szabalyozza.
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1.1.2 von Willebrand betegség (VWB)

A betegséget eldszor Eric von Willebrand finn orvos irta le 1926-ban. Megfigyelései
alapjan felismerte, hogy a betegség mind tiineteiben mind Oroklodésében eltér a
hemofiliat6l. Magat a fehérjét csak késobb tudtak kimutatni, de 1957-ben mar
felismerték, hogy egy, a hemofiliasok plazmajaban is jelenlévo fehérje korrigalja a
vérzést (3).

A VWB enyhe vagy stlyos nyalkahartya vérzékenységgel jar, pl. az er6s menstruacios
vérzés, kiterjedt véralafutasok, garat és orrvérzés valamint fogaszati beavatkozasokhoz
kothetd vérzések gyakoriak (4). A VWB becsiilt eléfordulasa a populacioban 1% alatti
(5). A VWB-t a VWF mennyiségi vagy minéségi hianyossaga szerint harom tipusba (1,
2, 3) és a 2-es tipust négy altipusba (2A, 2B, 2N, 2M) soroljuk. A VWB autoszomalis
dominansan 6roklédik a 2N és a 3-as tipus kivételével (4).

Hazankban a Magyar Hemofilia Egyesiilet foglalkozik a betegek érdekképviseletével,
tajékoztatd flizetet adtak ki résziikre. Az egyesiilet honlapjan szereplé adatok szerint
Magyarorszagon koriilbeliil 1300 von Willebrand beteg ¢l (6).

A von Willebrand betegségnek a kiilonbozd tipusaiban eltérd a tiinetek sulyossaga.
Tobb opcid van a kezelésre a betegség tipusatdl és a terapia indikéaciojatol fiiggden,
adhaté dezmopresszin, plazma eredeti és rekombindns VWF koncentratumok ¢és
kiegészitd kezelésként antifibrinolitikus tranexdmsav. Sulyos €s gyakori vérzés esetén a
betegeknél hosszl tavu profilaxist javasolnak (4, 7).

Mivel a Ph.D. dolgozatom alapjat képez6 munkaimnak nem volt része a VWB és

annak laboratoriumi diagnosztikaja, ezek részleteire nem térek ki.

1.1.3 A VWEF szerepe trombotikus folyamatokban

A VWF mennyiségét és mindségét a keringésben tobb tényezd hatdrozza meg: a
genetikai variabilitas, az ADAMTS13, VWF specifikus hasitoenzim aktivitasa, az ABO
vércsoport, a kor és az akut fazis reakciok. A kiilonboz6 patologias folyamatokban, sok
esetben a kialakult trombozis a halal kozvetlen oka, mely trombotikus folyamatokban a
VWE is szerepet jatszik (8). A gyulladasos folyamatokat kiséré trombozisokat vizsgalva,
egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy a VWF nemcsak az artérids-, de a vénas

trombozisoknak is riziko faktora (9).



DOI:10.14753/SE.2023.2881

Tobb klinikai tanulmény Osszefliggést mutatott ki az emelkedett VWF ¢és az
érrendszeri rendellenesség sulyossaga kozott, de az ezek mogott allo folyamatok nem
teljesen ismertek (10).

Sokféle folyamatban, pl. miokardialis infarktusban (11), agyi infarktusban (12),
ateroszklerézisban (13, 14), hepatocellularis  karcindmaban  (15), akut
majelégtelenségben (16), majcirrhosisban (17), tiidé (18) illetve hematopoetikus Gssejt
(19) transzplantaciot kovetden és radikalis prosztatektomian atesett betegekben (20)
sikeriilt kimutatni a VWF koncentraci6 emelkedését, bar ez nem minden esetben jart
egyiitt nagyobb multimerek megjelenésével (16).

A trombotikus trombocitopénias purpura (TTP) egy trombotikus mikroangiopatia,
amely a VWF hasitoenzimének, az ADAMTS13-nak a sulyos hidnyaval vagy
aktivitasanak csokkenésével jar. Ennek kovetkeztében ultranagy VWF multimerek
jelennek meg a plazmaban, ami trombusok kialakulasahoz vezethet. Az 6roklott TTP
(Upshaw-Schulman szindroma) ritka, az esetek nagyrészében szerzett TTP-rél van szo,
amikor az ADAMTSI13 aktivitasanak csokkenése autoantitestek hatasa miatt alakul Ki.
Bar a betegségrél mar 1924-ben publikaltak, a *60-as években az eseteket Osszefoglalo
cikkben még > 90%-o0s mortalitasrol irtak. Megfeleld terapiaval a *90-es években sikertilt
a mortalitast 10-20%-ra csokkenteni (21).

Az endotél sériilése vagy miikodésének zavara soran fehérjéket pl. VWF-t szekretal a
keringésbe, igy a mennyisége jelentésen megemelkedik. Emiatt a VWF jo biomarker
jelolt a kiilonbozé endotélt érinté folyamatokban. A Weibel-Palade testecskékben a
VWEF-ral egyiitt a gyulladasos folyamatokban szerepet jatszo fehérjék pl. P-szelektin,
oszteoprotegerin (OPG), is tarolodnak, és némelyek, mint az OPG szekrécid utan is
komplexben marad a VWF-ral (22).

1.1.4 A VWF gén és monomer fehérje

A 12-es kromoszoman talalhat6 a 178 kilobazispar hossziusagii VWF gén 6sszesen 52
exonbol all. A szignal peptid és a propeptid 17, az érett alegység a maradék 35 exonon
van kodolva. Emellett a 22-es kromoszoman talalhatd még egy pszeudogén (23).

A fehérje 2813 aminosavbol all, melybdl az elsé 22 aminosav a szignal peptid, a
kovetkez6 741 aminosav hosszasagu rész a propeptid, amelyet a D1-D2 domének
alkotnak (1. tablazat). Az érett fehérjét 2050 aminosav alkotja, melynek doménjei
sorrendben: D’D3-A1-A2-A3-D4-C1-C2-C3-C4-C5-C6-CK (1. abra) (24). Eredetileg



DOI:10.14753/SE.2023.2881

négy kiilonbozo tipusu domént (A,B,C,D) irtak le, késdbbi vizsgalatok soran viszont azt
talaltdk, ahogy a B domének szerkezetileg a C doménekhez hasonitanak. A 1.
tablazatban 6sszefoglaltuk a VWF domének aminosav szekvenciajanak szamat és fizikai
hosszukat. A D domének t6bb modulbol (VWD, C8, TIL, E, D4N) allnak, az viszont nem
egyértelmii, hogy ezeknek van-e elkiiloniilé funkcidjuk (23, 24). A VWF-ban nagy
mennyiségben (8,3%) fordul eld cisztein, ami a szerkezetet stabilizalé diszulfid hidak
alakitja ki (25). A VWEF glikoprotein, az N- és O-glikozil csoportok a tomegének kb.
20%-4t teszik ki. Az érett alegységen Osszesen 13 N- és 10 O- glikozilacids hely van,
melyekre ~100 féle N- és 18 féle O-glikan struktura keriilhet. Ezek nagyrésze szializalt,
az N- (13%) és O-glikanok (27%) ABO vércsoport epitopokat tartalmaznak (26, 27).

1.tablazat. A VWF monomer domének aminosav-szekvencia szama és fizikai hosszuk.
A domén hatarokat Rauch és munkatarsai publikaciojabol vettiik at (24, 28). Az elméleti
letekeredett kontirhossz kiszdmitdsdhoz egy aminosavmaradék hosszanak 0,38 nm-t

vettiink (29).

Elméleti
N-terminalis C-terminalis | Aminosavban
_ ) o letekeredett
VWF domén aminosav aminosav kifejezett
konturhossz
hatar hatar hossza

(nm)

Szignal peptid 1 22 22 8,36
D1 23 385 362 137,56
D2 386 763 377 143,26
D’ 764 864 362 137,56

D3 865 1270 405 153,9

Al 1271 1479 208 79,04

A2 1480 1672 192 72,96

A3 1673 1872 199 75,62
D4 1873 2254 381 144,78

C1 2255 2333 78 29,64

C2 2334 2402 68 25,84

C3 2429 2496 67 25,46

C4 2497 2577 80 30,4
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Elméleti
N-terminalis C-terminalis | Aminosavban
_ ] o letekeredett
VWF domén aminosav aminosav kifejezett
kontiarhossz
hatar hatar hossza
(nm)
C5 2578 2646 68 25,84
C6 2647 2722 75 28,5
CK 2723 2813 90 34,2

A VWF kiilonb6z6é doménjei jol meghatarozott helyein tudnak eltéré partnerekhez
kotédni (1. abra). A keringésben D’D3z doménhez kotédik a FVIIL, amely kinyult vagy
kollagénhez kotott VWF-hoz kevésbé kotédik (30). A vérlemezkék GPIb receptora a
VWF A: doménjén keresztiil tud kapcsolodni. A GPIb kotéhelye az A1 doménen egy
kriptikus kotohely, mely nagy nyiréfesziiltség esetén valik hozzaférhetévé a megnyult
multimer lanc mentén. A ko6téhely alacsony affinitasu allapota 21 pN felett nagy
affinitast allapotra valt, a két konformacios allapot kozott 0,6-0,8 nm kiilonbség van (31).
Az A1 domén fizioldgias pH-n pozitivan toltott, a GPIb negativan toltott felszinén kiviil
mas negativ toltésti molekulakhoz is tud kapcsolddni, pl. heparinhoz vagy heparan
szulfathoz (32). Az A1 doménhez kotédik az oszteoprotegerin (OPG) is, amellyel a
tarolohelyen komplexet képez a VWF (33). Stimulus hatadsara a VWF komplexben
szekretalodik a keringésbe, igy az OPG is jelzdje lehet az endotélt érintd folyamatoknak
(34). Az OPG a tumor nekrézis faktor szuperfamilia egy tagja, amely hatassal van a
csontvelé metabolizmusra, az endokrin funkciokra és az immunrendszerre (35). Az OPG
plazma koncentracioja Osszefiigg az ateroszklerozis sulyossagaval (36), és az akut

koronarias események kimenetelével (35).
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1. abra. A VWF monomer doménszerkezete. A doméneket a szokdasos D’D3-A1-A2-A3-
D4-C1-C2-C3-C4-C5-C6-CK jelolées helyett also indexben jeloltiik, mivel ez a
késobbiekben konnyitette az eredményeink bemutatasat. Az abrdan nincs feltiintetve a
D’Dz-hoz kapcsolodo propeptid (D1D2 domének) melyet a multimerizdacio utan hasit le a
furin. A doménszerkezet feletti vonalon a szamok a domének és az azokat 6sszekotd
szakaszok hatarait jelolik. Az N- és O-glikozil csoportok a teli és iires karikakkal vannak
jelolve a vonal mentén. A vonal alatti fiiggdleges vonalak a ciszteineket jelolik, amelyek
diszulfid hidak esetén dssze vannak kotve egymdssal. A C-termindlis végen a
dimerizdcioban részt vevo 3 cisztein, illetve az N-terminalis végen a multimerizacioban
részt vevo 2 cisztein pirossal van jelolve. A domének alatt a kotopartnereiket jeloltiik,

illetve az olloval jeldlt helyen az ADAMTS13 hasitdsi helyet.

Az A; doménen van a VWF-t specifikusan hasité enzim, az ADAMTS13 hasito helye,
mely Tyr1605-Met1606 kozott hasitja a VWF-t. Az ADAMTS13 a VWF D4 doménjéhez
tud kotddni, de csak nagy nyirési fesziiltség esetén torténik olyan konformacié valtozas
mind az A2 doménben mind az ADAMTS13-ban, hogy a hasitas is megtorténik (30). Az
Az doménen van a f6 kotohely a kollagén szamara, mely segiti a VWF kitapadasat a nagy
sebességgradiensli helyeken. Az Az domén a kollagén pozitivan toltott felszinéhez tud

kotddni (37).

1.1.5 Szintézis, tarolas és eliminacio
A VWF az endotél sejtekben és a megakariocitdkban szintetizalodik. Elso 1épésként

a szignal peptid segitségével a naszcens fehérje-riboszoma komplex eljut az

10
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endoplazmatikus retikulum (ER) membranjédhoz, hogy a fehérje tobbi része mar az ER
lumenben szintetizalodjon. A fehérje feltekeredése mar kotranszlaciosan elkezdédik az
N-glikozilacioval egyliitt, melyet az oligoszahariltranszferaz végez. A VWF
feltekeredésében a calnexin vagy a szolubilis calretikulin chaperon fehérjék vesznek
részt. Mikozben a protein diszulfid izomeraz A3 izoformaja létrehozza a feltekeredéshez
szlikséges diszulfid hidakat. A dimerizaci6 az ER-ben pH =74 kornyezetben a C-
terminalis CK domének kozott 1€trejovo harom diszulfid hid kialakulasaval torténik, amit

a protein diszulfid izomeraz Al izoformaja katalizal (38).

monomer C-terminalis
000w diszulfid hid

protomer= dimer .
N-terminalis
©OG uroosesifescee @08/ diszulid hid

tetramer - multimer

o~ G
S N

2. abra. A VWF multimerizacidja. A monomerek a C-termindlis CK domének kozott
létrejovo diszulfid hidak altal dimerizalodnak. A dimerek az N-termindlis D ’D3 domének
kozotti diszulfid hidakon keresztiil multimerizalodnak. Az abran nincs feltiintetve a D’ Ds-
hoz kapcsolodo propeptid (D1D2 domének), melyet csak a multimerizacié utan hasit le a
furin. A transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM) képeken (39) és a multimer
sematikus rajzan jeloltem azokat a doméneket, melyek a multimeren periodikusan

megjelend kis (narancssarga keret) és nagy (piros keret) csomokat alkotjak.

Ezt kovetéen a VWF dimerek atkeriilnek a Golgi-apparatusba és végbemegy az N-
glikozil csoportok mddositasa valamit a felszini hidroxil csoportok O-glikozilacidja. A
dimerek multimerizacioja soran a Golgiban - ahol a pH = 6,2 - két diszulfid hid jon 1étre
az N-terminalis D’Ds domének kozott, melyet a VWF sajat oxidoreduktaza katalizal (2.
abra). Végiil a furin lehasitja a propeptidet (Di1D2 domének), amely majd a VWF
multimerrel egyiitt szekretalodik a keringésbe (38).
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A VWF multimerek a szekrécidt megel6zéen az endotélsejtek Weibel-Palade
testecskéiben vagy a megakariocitakbol képz6dé vérlemezkék a-granulumaiban
tarolodnak. A VWF az endotélbdl harom moédon szekretalodhat. Az egyik a bazalis
szekrécid, mely soran az ultranagy multimerektol a dimerig minden méreti VWF
szekretalodik, mely 2/3 része a keringés, 1/3 része az extracellularis matrix felé
szekretalodik. A multimerek egy kis része konstitutiv médon, az extracellularis matrix
felé szekretalodik. Ebben az esetben féleg alacsony molekulasalyt (LMW) multimerek
szekretalodnak. Ezen kiviil az endotélbdl még lehetséges a stimulus hatasara torténd
szekrécio, mely soran a keringésbe ultranagy multimerek keriilnek (25). Az szekréciot
kovetden a VWF multimereket a plazmaban a kiilonb6z6 enzimek, mint az ADAMTS13,
plazmin, neutrofil elasztaz és trombin elhasitjak (40, 41). A vérlemezkék a-
granulumaiban a teljes VWF mennyiség kb. 25%-a van tarolva, mely a vérlemezkék
aktivalodasakor szekretalodik a keringésbe (25).

A VWF féléletideje a keringésben kb. 16 ora, de egyénenként elég eltérd lehet. A
VWEF féléletidejét az ABO vércsoport nagyban befolyasolja. A nem-nullds vércsoport
esetén a VWF féléletideje hosszabb, és valdsziniileg emiatt magasabb a plazma VWF
koncentraci6 a nem-nullas vércsoporta egyénekben. A kiillonbozo féléletido valdszintileg
Osszefiigg azzal, hogy a VWF glikozil csoportjain jelen vannak az ABO csoportoknak
megfelel6 epitopok. A VWF eliminacidja a majban és Iépben, a makrofagokon keresztiil,

receptor-medialt modon zajlik (25).
1.2 Az atomier6-mikroszkopia miikodésének alapjai

Az atomier6-mikroszkopia (AFM) a pasztazo tliszondas mikroszkopiak egy tipusa, mely
soran a képalkotds a minta és a tliszonda kozott kialakuld atomi és molekularis
kolcsonhatasokon alapul. Heinrich Rohrer és Gerd Binnig 1986-ban fizikai Nobel-dijat
kaptak a pasztazo alagatmikroszkopia feltalalasaért (42). A pasztazéd alagitmikroszkop
egy pasztazo tliszonda segitségével képes letapogatni az elektromosan vezetdképes minta
felszinét. Binnig és munkatarsai 1986-ban publikaltak az AFM leirasat, mely lehet6vé
teszi nem-vezetOképes anyagok pasztazasat is (43).

Az AFM esetében a tii egy rugdlapka végén helyezkedik el. A rugdlapka elmozdulasat
a rola visszaverddd lézernyaldb segitségével megnovelve egy helyzetérzékeld

fotodetektorral mérjilk. Az AFM-nek valtozatos felhasznalasi lehetéségei vannak, két
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gyakori alkalmazasa a képalkotas és az erdmérés. Tovabbiakban az AFM-nek a munkam
soran alkalmazott tizemmodjait fejtem ki részletesebben.

Az AFM képalkoto lizemmodjai koziil biologiai mintak esetén a tapogatd vagy non-

kontakt mddot hasznaljuk, mert kiméletes pasztazast biztosit. Ilyenkor a rugdlapkat a
sajatfrekvencidjahoz kozeli frekvencian, a minta felett rezegtetjik a beallitott
amplitudoval ¢€s igy torténik a pasztazas. A rugodlapka rezgetése piezoelektromos
kristalyra kapcsolt valtéarammal van vezérelve. Amikor a tii kozel keriil a mintadhoz az
atomi kolcsonhatasok miatt a rugodlapka sajatfrekvencidja eltolodik, igy a rezgés
amplitiddja csokken. Visszacsatolod rendszer érzékeli az amplitadovaltozast, és olyan
tavolsagban igyekszik tartani a rugdlapkat a felszint6l, hogy a rezgés amplitudoja az
eredetileg bedllitott értéken maradjon. A rugdlapka folyamatosan valtozd X-Y-Z irdny
helyzetébdl a minta topografiai képét alkotja meg a program.

Az AFM rugolapka hegyes tije kontakt modban alkalmas a minta nanoméretii
soran érintkezve a mintaval, elmozditja, vagy elvagja azt. A nanomanipulacié eldtt és
utan, nem kontakt modban késziilt képek elemzése szolgaltat eredményt. llyen
technikaval tobben tartak fel korabban nem ismert szerkezeti részleteket, pl. DNS-en (44),
fibrillaris fehérjéken (kollagén (45), fibrinen (46), intermedier filamentumon (47)), titin
oriasfehérjén (48) és sejteken (49). Mivel a tit sok esetben csak vagasra hasznaltak, ezért
ezt a mddszert nanodisszekcionak is nevezik. A nanodisszekciot kiillonbozd célbol
végzetek, volt, ahol a lathatd szerkezetet manipulaltak, de mas kisérletekben éppen a

lathato struktarak eltavolitasara és ezzel az alsobb rétegek feltarasara alkalmaztik.

1.2.1 A VWEF szerkezete és funkcidja kozotti kapcsolat

A multimer a keringésben véletlenszertien feltekeredett lancként (random coil) kering,
melyben a monomerek kozott csak gyenge kolcsonhatasok vannak jelen (50, 51).
Fényszorason alapuld moédszerekkel meghataroztak a VWF hidrodinamikai sugarat,
amely atlagosan (= SD) 68,2 + 19,2 nm volt a 9,6 + 3,7 MDa molekulasulyt multimerek
esetén, melyek kb. 20 dimer egységbdl allnak (52).

A VWF multimerek elsé transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM) képein, mar
lathato volt a molekula periddikus szerkezete (53), de ezt csak kés6bb hoztak kapcsolatba
a doménekkel (39). Ezekben a VWF mintat a felszinre permetezték, ennek soran a

multimerek megnytlhattak. A képeken hajlékony fonalszerii szerkezet figyeltek meg,
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amelyen kisebb és nagyobb csomok helyezkedtek el szabalyos tavolsagokban. A
multimerek végén altalaban nagy csomoé volt, ebbdl arra kovetkeztettek, hogy ez felel
meg az N-terminalis végnek. Ahol ez hidnyzott, az valdszinilleg az ADAMTSI13
hasitasanak kovetkezménye. A kisebb csomot a C-terminalis végekkel azonositottak. A
TEM képek alapjan a protomer hossza 120 nm (39) (3.A abra). Késébbi TEM és AFM
vizsgalatok megerdsitették ezeket a feltételezéseket (54-56).

B

ZartC, ¢

E

Nyitott C,

3. dbra. A VWF protomer szerkezete transzmisszios TEM képek alapjan. (A) Fowler és

munkatarsai 1985-6s publikaciojaban szereplé TEM képen egy protomerbdl allo
multimer lathato. Alatta sematikus rajz a szerkezetérol és a méretérol. A nagy csomo
26 nm, a pdlcaszerti rész a C-domén kar (C1-s domének) 34 nm (39). (B) A protomerek
két C-domeén Kar kozott kialakulo kolcsonhatas miatt zart konformaciot vesznek fel a
Golgiban a szintézisiik sordn, de a keringésben, fiziologias pH-n f6leg nyitott dllapotban
vannak. A C-domén karok altal bezdrt a szég 0 - 180° kozétt valtozhat.

crer

kolesonhatas van a minta rogzitésére alkalmazott felszin és a multimer k6zott. A negativ
toltéssel rendelkezd, hidrofil csillam felszinen a VWF multimerek enyhén széttertilt
konformacioban tapadnak le. Ezt a kolcsonhatést valoszintileg jelentdsen befolyasolja a
VWEF ¢és a csillam felszin kozotti vizréteg, mivel mig dehidrélt allapotban stabilan a
felszinen maradtak a multimerek, addig hidratalt allapotban az AFM tii kénnyen el tudta
azokat mozditani (57, 58). Hidrofob oktadecil-triklor-szilan felszinen a VWF kompakt
szerkezetben tapadt ki, amelyben a multimerlancok atlapolnak, valamint a nem atlapol6
részeken a csomok és az azokat Gsszekoté szakaszok magassaga alacsonyabb volt, mint

a csillam felszinen (59).
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Siedlecki és munkatarsai AFM-mel megfigyelték, hogy dramlési kamrdban a VWF
adott nyiroeré (31,5 dyn/cm?) felett kinytlik a csillam felszinen (58). Ezen multimerek
axialis tengelye mentén csomokat figyeltek meg, amelyeket a doménszerkezetnek
tulajdonitottak, de a protomereket nem azonositottdk. Seyfried és munkatarsai plazma
eredetli ¢és rekombinans VWF-t vizsgaltak, relaxalt allapotban a multimerek
méreteloszlasa alapjan a rovidebb multimerek (< 300 nm) dominaltak mindkét esetben.
Aramlasi kamréaban is vizsgalva ezeket a multimereket, a nagy sebességgradiensnek
(7345 s 1) kitett multimerek egy része megnyult és hosszuk eltérte a 2300-2800 nm-t (60).
Késoébbiekben ez a munkacsoport tovabbi kiséreteket végzett aramlasi kamraban
megnyujtott multimereken. Ezeket Osszehasonlitva a nyuajtds nélkil rogzitett
multimerekkel azt lattdk, hogy a relaxalt szerkezetben a nagy csomodk kb. a csomo
atmérdjének tavolsagaban helyezkednek el egymastél (~20 nm), mig megnyujtott
multimerekben kb. 100 nm-re vannak egymastol, ami a protomerek hosszanak felel meg
(61). Ez 20-30 nm eltérés a protomerek hosszaban valoszintileg az eltéré mintaelokészités
miatt nem volt lathato a fentebb emlitett, korai TEM vizsgalatokban (1, 39).

Egyedi dimerek AFM vizsgalata alapjan nyugalmi helyzetben a C-domén karok a
protomerek 35%-ban zart, 65%-ban nyitott allapotban vannak, ilyenkor 0 - 180° k6zotti
szoget zarnak be a C-domén karok (3.B abra). A zart C-domén torzs kb. 36 £ 7 nm
hossz(i pH =7,4 esetén (54, 55). Ez a zart konformacié a D4 domének kozotti erds
intermolekularis kdlcsonhatasok miatt alakul ki és ennek felszakitdsdhoz 50 - 120 pN erd
sziikséges, amely ~80 nm-rel jarul hozz4 a dimer hosszanak noveléséhez. A kdlcsonhatést
jelentdsen befolyasolja a pH és a kétértékt kationok jelenléte (55). Ha a C-domének
nyitott allapotban vannak, az felel meg a kb. 100 nm dimer hossznak. Az A, domének
letekeredése (unfolding) monomerenként koriilbeliil 45 nm-rel ndveli meg a hosszat,
melyhez 11-21 pN sziikséges. Ezek alapjan a protomer akar 200 nm-re megnytijthato
(55, 62, 63).

Wang és munkatarsai mikrofluidikai cellaban aramlasban kovették a fluoreszcensen
nem nyerhetd nagy-felbontasu szerkezeti informécioé a multimer szerkezetrdl, igy az adott
molekula kiilonb6zd sebességgradienseknél jelentkezé megnyuldsat vizsgaltdk és a
legnagyobb sebességgradiensnél mért hosszara normalizaltak a tobbi hosszt. Ezzel

szazalékosan tudtak kifejezni, hogy mekkora volt a multimer megnyulasa. Azt figyelték
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meg, hogy a nagyobb méretli molekulak ugyanakkora sebességgradiensnél jobban
megnyulnak, mint a kisebbek (64). Ez abbodl adodik, hogy a molekulara hato erd fiigg a
molekula sugaratol (65). Ezeket a megfigyeléseket Bergal és munkatarsai is igazoltak in
silico kisérletekkel, mely soran azt talaltak, hogy a multimerek viselkedését a monomerek
kozott gyenge kolcsonhatast feltételez6 modellel lehet a leginkabb jellemezni (50),

amelyet mar optikai csipesszel végzett kisérletek eredményibdl is sejteni lehetett (62).
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2. Célkitiizések

A kutatdsunk soran a VWF mennyiségi és mindségi valtozasat, valamint szerkezetét
vizsgaltuk klinikai és alapkutatas szintjén: (I) két olyan betegcsoportban, ahol a
multimerek mennyiségi és mindségi tobblete trombotikus allapotra utalhat, valamint (I1)
human plazma eredett VWF multimer szerkezetének er6 hatasara torténd valtozasait
egyedi multimer molekulakon.

A kovetkezo kérdések és célok vezették a munkafazisainkat.

I. JelzGje-e az esetleges pretrombotikus folyamatnak a plazma VWF multimerek
mennyiségi és mindségi tobblete érkarosodassal jard allapotokban?

1. Periférias artérias betegségben (PAD) (a) a VWF-ral egyiitt szekretalodo
oszteoprotegerin (OPG), valamint a VWF koncentracioja (VWF:AQ) és kollagén
koto aktivitasa (VWF:CB) 6sszefiigg-e a betegség sulyossagaval, (b) a VWF 0 és
nem-0 vércsoport fiiggd koncentracid kiilonbsége igaz-e a kollagén koto
aktivitasara is, (c) és az OPG koncentracio mutat-e vércsoportfiiggést?

2. Radikalis prosztatektomian atesett betegekben, miitét elétt és utan, amikor a tumor
jelenléte, majd a mitéti érkarosodds protrombotikus allapothoz vezethet,
mennyire valtozik a VWF:Ag, a VWF.CB és multimer eloszlas valamint az
ADAMTS13?

Il. Egyedi multimerek vizsgalata nagy felbontasi atomier-mikroszkoppal alapkutatas
szintjén. Munkafazisok:

1. Human eredeti VWF mintdbol kis és nagy molekulasulyl multimereket
tartalmaz6 frakciok szeparalasa és karakterizalasa.

2. A relaxalt és molekularis fésiiléssel megnyujtott VWF topografiajanak jellemzése
¢és Osszehasonlitasa.

3. A megnyuajtott VWF tovabbi lokalis nyujtasa €s szakitdsa nanomanipulacid

alkalmazésaval, és azok analizise, jellemzése szerkezeti elemek szintjén.
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3. Modszerek

3.1 Bioldgiai mintak kezelése

A plazmat 3,2% trinatrium-citrattal antikoagulalt teljes vérbdl (Vacutainer vérvételi cso,
Beckton Dickinson) preparaltuk. A vért 3000 RPM-mel 10 percig centrifugaltuk, hogy
trombocita-szegény plazmat kapjunk. A plazma mintakat -80 °C-on taroltuk.

A periférias artérias betegek esetében a kutatast a marosvasarhelyi Megyei Siirgésségi
Korhaz etikai bizottsaga hagyta jova. A kontroll csoportot a roméniai Nemzeti
Egészségligyi Felmérésen részvevd egyénekbdl valasztottuk ki. A radikalis
prosztatektomian atesett betegcsoport esetében a kutatast a Debreceni Egyetem etikali
bizottsaga hagyta jova (DE OEC RKEB/IKEB 2884-2008).

A betegmintakbdl az endotél karosodasra utald6 VWF és OPG mennyisége valtozasa
mellett a VWF funkcigjat jellemz6é tovabbi harom paramétert mértik RP esetén
(VWF:Ag, VWF:.CB, Mumw2s, ADAMTS13) és a PAD betegek esetén pedig a VWF két
paraméterét (VWF:Ag, VWF:CB) és az OPG vércsoport szerinti valtozéasait kontroll

csoportot is bevonva elemeztiik.

3.2 A VWF multimerek elvalasztasa és tesztelése

3.2.1 A VWEF tisztitasa

A human plazma eredeti VWF multimereket terapiaban hasznalt koncentratumbol
(Haemate P 1200 1U/500 IU, CSL Behring) tisztitottuk. A koncentratum a VWF mellett
nagy mennyiségi albumint is tartalmaz, amelytdl el kellett valasztani. Az elvalasztast
HiTrap Heparin HP 1 ml (GE Healthcare) oszlopon végeztiik, mivel a VWF Aj
doménjével kotédik a heparinhoz (66), igy affinitas alapjan elvalaszthato az albumintol.
Az oszlopra a VWF affinitas szerint kik6tédott 10 mM Hepes pH = 7,35 pufferbdl. A kis
¢és nagy molekulastlya (LMW, HMW) multimerek szeparalasahoz 0-500 mM NaCl
gradienst hasznaltunk az elualas soran. A HiTrap Heparin oszlop utan egy Desalting 5mi
(GE Healthcare) oszloppal tavolitottuk el a nagy mennyiségti sot a VWF mell6l. A
tisztitist AKTApurifier FPLC rendszerrel (Amersham Biosciences) végeztiik, az oszlop
gyartdjanak ajanlasa szerint 1 ml/perc térfogati aramerdsséggel. Az elvalasztas soran

0,5 ml-es frakciokat gytjtottiink. A frakciokat -80 °C-on taroltuk. A nagy molekulasulyu
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(HMW) multimereket tartalmazo frakciokat vizsgaltuk a késébbiekben, ezeket 20 pl-es
alikvotokra osztottuk, az olvasztas-fagyasztas ciklusok fehérjekarositd hatasanak

elkeriilése végett.

3.2.2 ADAMTS13 mennyiség, VWF mennyiség és funkcié mérése
Az ADAMTS13 mennyiségének mérésére ADAMTS13 ELISA kittet hasznaltunk
(Technoclone GmbH, Austria).

A VWF mennyiségének ¢és funkcidjanak tesztelésére ELISA moddszereket
alkalmaztunk, mely sordn a felszinhez kotott immunkomplexet enzimreakcid
segitségével mutattuk ki (4. abra). A mintakban a VWF antigén mennyiségét (VWF:Ag)
¢s a VWF kollagén kotd aktivitasat (VWF:CB) vizsgaltuk. Mivel mas VWF aktivitas
tesztet nem végeztiink, ezért a tovabbiakban aktivitas esetén a VWF:CB-t értem. A VWF
mennyiségi meghatarozasahoz poliklonalis antitestet hasznaltunk, mig a mindségi
jellemzéséhez kollagént (67, 68). A VWF kollagénhez torténé kotédése a HMW
multimerek aranyara utal a mintaban, melyek a VWF funkcidjahoz sziikségesek a primer

hemosztizisban.

VWF:Ag VWF:CB
4. dabra. ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)

modszerek. A VWF:Ag méréshez poliklonalis antitesttel,
a VWF':CB méréshez kollagénnel fedtiik a lemezt. Ehhez
\& & a higitott plazma mintabodl vagy a frakciobol kotédott a
2 {/ : . VWEF, amit enzimmel jelzett antitest enzim-szubsztrdr
Y woome e ™

. . reakciojaval detektaltunk.
antitest kollagén VWF

A VWF:Ag és VWF:CB mennyiségeket % vagy IU/ml mennyiségben adja meg az
irodalom leggyakrabban. A VWF:Ag pg/ml-ben is kifejezhets. Az WHO szerint
definialva 1 IU/ml vagy 100% megkdzelitéleg a normal populacio atlagértékének felel
meg (69).

Els6 1épésként 96-lyuka nagy kotOképességi mikrolemezt (Greiner) fedtiink egy
¢jszakan at 4 °C-on poliklonalis anti-human VWF 1:1000 higitasu antitesttel (A0082,
DAKO) vagy 20 pg/ml P2 jelolésii kollagénnel. A fedéshez az oldatok 20 mM PBS
(16 mM NazHPO4, 4 MM NaH2POa4, 150 mM NaCl, pH:7.4) pufferben voltak higitva. A
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P2 kollagén placentdbdl izolalt, I-es és Ill-as tipust kollagén keveréke. Az 0,1% Tween-
20-at tartalmaz6 PBS (PBS-T) pufferel higitott frakciokat a fedett ELISA lemezbe
mértiik, amelyekbdl a VWF az antitesthez illetve a kollagénhez 1 6ran keresztiil 37 °C-
on torténd inkubalads soran kotottik hozza. A kikotodott VWF-hoz tormaperoxidazzal
jelzett poliklonalis anti-human VWF antitestet (1:2000 higitas PBS-T-ben, P0226,
DAKO) adtunk, mellyel 1 o6ran keresztiil 37 °C-on végeztiik az inkubalast. Az inkubalasi
1épések kozott a ki nem kotddott reagenseket PBS-T-vel torténd mosassal tavolitottuk el.
Az utolsé mosasi 1épést kdvetden az antitesthez hozzdadtuk a tormaperoxiddz szubsztrat
oldatot, ami 0,4 mg/ml OPD oldat (0,4 mg/ml OPD, 0,0257 mM Na>HPOa, 0,0243 mM
citromsav, 0,012% H203, pH:5,0) volt. A frakcioban 1évé VWF aranyos a tormaperoxidaz
enzimreakcioja soran elhasitott OPD mennyiségével, amely szines terméket
eredményezett. A reakcid ledllitdsa 20 perc utdn 2 M kénsavval tortént. A sarga szinli
oldat abszorbanciajanak mérése 490 nm-en Anthos Zenyth 200rt mikrolemez olvaséval
(Biochrom) tortént. A VWF:Ag ¢és VWF:CB mennyiségeket standard sor alapjan
hataroztuk meg (WHO International Standard NIBSC code: 09/182), illetve a normal és
patologias alacsony mennyiségek ellendrzésére kontroll mintakat hasznaltunk (Control

Plasma N, Control Plasma P, Siemens Healthcare Diagnostics Products).

3.2.3 A VWEF tisztasaganak vizsgalata

Az AFM vizsgalatokhoz fontos volt ismerni, hogy a mintak milyen multimereloszlasa
VWEF-t tartalmaznak, és hogy sikeriilt-e a VWF-t elvalasztani az albumint6l. Ez utobbit
SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) ellenériztiink, melyhez a Mighty
Small 11 SE250 (Hoefer Scientific Instruments) rendszert hasznaltuk, a gyarto leirasa
szerint készitett pufferrendszerrel. 4% tomorité és 7,5%-0s szeparald gélen tortént a
futtatas redukaloszer jelenlétében. A gélt kettévagtuk, az egyik felét Hoefer Standard
Comassie Brillant Blue (CBB) leirasa szerint festettiilk, mely nem specifikusan festi a
fehérjéket. A gél masik felén immunoblottot végeztiink, amellyel specifikusan a VWF-t
tettiik lathatova.

3.2.4 A multimerek méreteloszlasanak vizsgalata
Nem redukalé SDS-agaroz elektroforézis soran a multimerek molekulasuly szerint
egymastol kiilon valaszhatok, specifikus festéssel detektalhatok, denzitometriaval

kvantifikéalhatok, igy a kiilonb6z6 méretli multimerek jelenléte és relativ mennyiségiik
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vizsgalhato. Diagnosztikai szempontbol a multimereket méretiik vagyis az ket felépitd
dimerek szama szerint csoportositjak kis- (LMW: 1-5 dimer), kozepes- (IMW: 6-10),
nagy- (HMW: 11-20 dimer) és ultra nagy molekulasulyt (> 20 dimer) multimerekre (70).
A multimerek méreteloszlasat SDS-agaroz gélelektroforézis és immunoblot segitségével
vizsgaltuk, korabban leirt modszer szerint (71).

Az elektroforézishez SeaKem HGT agarozt (High gelling temperature agarose for gel
electrophoresis, Cat. No. 50040, Lonza) tartalmaz6 0,8%-0s tomoritd és 1%-os szeparald
gélt ontottiink. A gélhez Lonza altal javasolt Tris-borat puffereket hasznaltunk, melyek a
tank puffer (0,09 M Tris, 0,09 M borsav, 0,1% SDS), a szeparalod gél puffer (0,5 M Tris,
0,16 M borsav 1 M urea), és a tomoritd gél puffer (0,125 M Tris pH:8,0). A mintakat 1:1
aranyban ureas minta pufferrel (8 M urea, 10 mM Tris, 1 mM EDTA, 2% SDS, 0,6%
bromfenolkék, pH:8,0) higitottuk meg és 20 percig 60 °C-on denaturaltuk. Lyukanként
10 ul mintat tudtunk felvinni. A gélt horizontalis kadban 20 mA/gél (2 mA/cm) —rel kb.
5 oran keresztiil futtattuk, amig a jelz6festék elérte a gél végét. Az elektroforézis utan a
gélt 10 percen keresztiil 1 mM B-merkaptoetanolt tartalmaz6 transzfer pufferrel kezeltiik.
Erre azért volt sziikség, hogy a nagy multimereket redukaljuk, és igy javitsuk a
transzferiiket a blottolas soran. A blottolast Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (BIO-
RAD) késziilékkel végeztik PVDF membranra (Immobilon-P, Cat.No: IPVH00010,
Merck Millipore). A transzferhez a membrant a gyart6 leirasa szerint készitettiik el6. A
blottolas 1 oran keresztiil 300 mA mellett tértént. Ezutan a membran fehérjét nem kotott
helyeit 3% kazeint tartalmaz6 PBS oldattal blokkoltuk. PBS-T-vel térténd mosés utan a
membrant tormaperoxidazzal jelzett poliklonalis anti-human VWF antitest 1:2000
aranyban PBS-T-vel higitott oldataba (P0226, DAKO) helyeztiik és egy éjszakan
keresztiil 4 °C-on inkubaltuk. Masnap PBS-T-s mosas utdn a membranra szubsztrat
(diamino-benzidin, DAB) oldatot (0,1 mg/ml DAB, 20 mM PBS-T, 0,006% H205)
ontottiink. A tormaperoxidaz reakcidja soran a DAB-ot hasitja és a hasitas helyén szines
csapadék valik ki, melynek mennyisége aranyos a membranhoz kotott antitest
mennyiségével.

A kiilonb6z6 méretli multimerek sévjai eltérd sebességgel vandorolnak, a legkisebb
méretli dimer a leggyorsabban, a nagy multimerek lassan. A relativ mobilitas (0-1, a
jelzéfestéknek a szeparald gél elejétél a futtatas végéig vald vandorlasi tavolsaga)

fiiggvényében abrazolt denzitds gorbén a multimer savoknak megfeleld csucsok
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elkiiloniilnek IMW és LMW multimerek esetén. HMW multimerek esetén modszertol
fliggben (els6sorban a szeparald gél koncentracioja) valtoz6, hogy mekkora
molekulastlyig kiiloniilnek el a savok. A munkacsoportunk korabban kidolgozott egy
modszert a multimerek eloszlasanak jellemzésére a denzitometrias gorbék alapjan. A
gorbe integraljanak nulla relativ mobilitastol szamitott 25%-ahoz tartozo relativ mobilitas
értéknek megfelel6 molekulastly az Mmwzs paraméter, mellyel a multimerek eloszlasa

szamszeriien jellemezhet6 (71).

3.3 Atomiero-mikroszkopia (AFM)

3.3.1 A VWF minta el6készitése

A Kisérlethez csillampalat (Highest Grade V1 Mica, d =12 mm; TedPella)
hasznaltunk felszinként, amelyrdl a fels6 réteget ragasztd szalag segitségével frissen
hasitottuk, hogy atomi simasagu felszinen dolgozzunk. A csillimpala felszine negativan
toltott, hidrofil felszin. Bizonyos esetekben a csillampalat pozitiv toltéssel rendelkezd
poli-L-lizinnel (PLL) vontuk be. Ehhez 100 ul 0,01% PLL (mol wt 150,000-300,000;
Sigma) oldatot inkubaltunk a felszinen 20 percig, majd MilliQ nagy tisztasagu vizzel
(Merck Millipore) lemostuk és N2 gazzal megszaritottuk. A VWF-t kétféle modon
rogzitettiik a felszinen. Egyik esetben 10 ul VWF oldatot (2 ng/ml VWF:Ag PBS-ben)
cseppentettiink a felszinre és 1 perc utdn vizzel lemostuk és megszaritottuk. Masik
esetben a VWF molekularis fésiiléssel rogzitettiik. Az AFM képalkotas elott a mintakat

exszikkatorban tartottuk. A mintael6készités 1épéseit 23 + 2 °C-on végeztiik.

3.3.2 Molekularis fésiilés

A molekularis fésiilés soran a VWF-t erd hatasanak kitéve kinyujtott allapotban tudtuk
rogziteni a felszinhez. A centrifugénak erre a célra kialakitott sik rotorjaba rogzitettiik a
fémkorongra ragasztott csillamot. Ebben az elrendezésben a minta kdzepének tavolsaga
arotor tengelyétol r = 3 cm. 20 pl VWF oldat (2 ng/ml VWF:Ag 1:1 aranyu glicerin-PBS
pufferben) felvitele utan azonnal elinditottuk a gyorscentrifugalast (Biofuge Pico,
Heraeus) (5. abra). A mintafelvitelhez és a centrifuga bezarasahoz sziikséges id6 kb. 5
masodperc volt. A centrifuga 14 s alatt elérte a maximalis 13000 RPM (5685¢)-et,
amelyen még 10 s-ig tartottuk. Ezt kovetden a centrifuga 10 s mulva allt meg. A mintat

kivéve azt 1 percig mostuk spriccelé MilliQ vizzel €s nitrogénnel szaritottuk.
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5. abra. VWF multimerek rogzitése csillam felszinre molekularis fésiiléssel. (A) Kisérleti
elrendezés. (B) A molekularis fésiilés sordn a puffercsepp a centrifugadlis eré hatdsara
elmozdul, és kozben a VWF multimer rogziil a felszinen és megnyulik. Fc-centrifugalis

ero.

A minta felcseppentésétél a centrifuga leallasaig kiilonboz6 erdk hatnak a
multimerekre. A centrifugalis er6 a puffercseppre €s a multimerre is hat. A
kozegellenallasi erd a rogziilt multimer hossztengelye mentén hat, amikor a puffercsepp
elmozdul rajta. A feliileti fesziiltségbdl szarmazd erd a meniszkusz visszahuzddasa soran
hat. Ezeket az erdket ellenstlyozza a VWF és a felszin kozotti adhézios és surlodasi erd,

valamint a VWF rugalmassaga és intramolekularis kolcsonhatasai.

3.3.3 Képalkotas

A képalkotashoz Cypher S (Oxford Instuments Asylum Research) AFM-et AC
tizemmodban hasznaltuk. A pasztazas levegdben szilicium rugolapkaval (OMCL-
AC160TS-R3, Olympus) tortént. A rugdlapka a tijének gorbiileti sugara r=7 nm, a
rugélapka sajatfrekvenciaja fo = 300 kHz és a rugodallandoja k = 26 N/m. A pasztazas
soran a szabad amplitud6 60-70%-ara allitottuk a célamplitudot, a vonalmenti pasztazasi
frekvenciat pedig 0,7 Hz-re. A képek felbontasa 512x512 pixel.

crer

ditiotreitollal (DTT; 0,1 mM, 2 mM, 20 mM DTT PBS-ben oldva) kezeltiik 10 percig. A
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DTT a multimerben 1évé diszulfid kotéseket redukalta. Ezt kdvetden a mintdkrol mosas
¢s szaritas utan 0j képeket készitettiink.

Amikor a pasztazast pufferben végeztik (100 ul PBS) BioLever mini (szilicium,
r =8 nm, fo= 25 kHz, k = 0,09 N/m; BL-AC40TS-C2, Olympus) rugélapkat hasznaltunk

¢és szabad amplitadé 60%-ra allitottuk a célamplitudot.

3.3.4 Nanomanipulécio

A nanomanipulaciohoz a VWF-t molekularis féstiléssel rogzitettiik a felszinen,
viszont ebben az esetben a mintat nem tettiilk exszikkatorba, hanem standardizalt ideji
mosas €s N2 szaritas utan rogton pasztaztuk és manipuldltuk. A manipuléciot levegében,
kontakt modban végeztiik OMCL-AC160TS-R3 rugélapkaval, ugyanazzal, amellyel a
manipulacié el6tt és utan is a képeket készitettiik (6. abra). Manipulacié soran a

rugolapka tlijét a felszinhez nyomtuk (1) majd oldal iranyba elmozditottuk (2).

1. Tit a felszinhez
l nyomijuk

M/

rugélapka 2. Oldaliréanyba

mozgatjuk

‘megnydjtott |,
VWF
multimer

6. dbra. VWF multimer nanomanipulacioja. Az AFM tii elmozdulasa soran az ellentétes

iranyba hato erok kiegyensulyozzak egymast.

A kisérlethez kijeloltiik a mozgas kezdeti pontjat, iranyat és tavolsagat, valamint a
mozgas sebességét beallitottuk. A 10 nm/s, 100 nm/s és 1000 nm/s sebességek koziil az
eredmények alapjan 100 nm/s-ot hasznaltunk. A kisérletekben a tiit 150-600 nN er6vel
nyomtuk a felszinhez és a multimerre merdlegesen, az axialis tengelyétél maximum

300 nm tavolsagra huztuk meg.

3.3.5 Képanalizis

Az AFM szoftvere az Igor Pro 6.34 (WaveMetrics) alapu AR16 program, mellyel a
képanalizis végeztiik. A képeket a hattér simasagara és a szinkontrasztra korrigaltuk. A
molekuldk magassagat a hattérhez képest mértiik. A multimerek szélességét és a hézagok

hosszat a tli és a minta konvolucidja alapjan korrigaltuk (72). Az adatokat Excel 2016
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(Microsoft) és  Prism 9  (GraphPad)  programokkal  dolgoztuk  fel.
A multimerek atlagos atmérdjét a pufferben készitett képek alapjan hatdroztuk meg. A
topografiai profilon mértiik a multimerek magassagat (height, h) és a magassag felénél a
sz€lességet (width, w). Mivel a multimer a kitapadas soran ellapul a felszinen, igy a

keresztmetszete leginkdbb egy ellipszishez hasonlit. Ez alapjan a VWEF atmérdje

(diameter, d)
d=2 \/%, 1)

ahol A az ellipszis teriilete, amely az ellipszis fél nagytengelyébdl (a) és fél kistengelyébol

(b) szamolhato, melyekre igaz, hogy a =h/2 és b = w/2,
A = abm. @)

A Ci¢ szakasz ¢és az Az vég-vég hossza a multimer hosszmenti topografiai profiljan
mértiik (7. abra), mivel a megfigyeléseink alapjan ezek a szerkezeti részek jarultak hozza

a protomer megnyuldsdhoz, amit az Eredmények fejezetben részletezek.

o
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7. dbra. A Cie szakasz és Az hosszanak mérése a topografiai magassagprofilon.
Egy PR7 (lasd Eredmények) protomerhez tartozo profilon mutatjuk be a mérést. Wci-6 -
az AsDs és a (CK)2 csombknak megfelelS csiicsok kozott lemért tavolsag, wck)2 - (CK)2

csomo szélességebol, Qaz - a hézag mért hossza, h - az A3 csomo magassaga

Az AsDs és a (CK)2 csomoknak megfeleld csticsok kozott lemért tavolsagbol (wWei-e) és a
(CK)2 csomo szélességébdl (width, w(ck)2) meghatarozhato a Ci1-6 szakasz vég-vég hossza

(zc1-6):
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Zc1-6 — Wce1-6 — W(ck)2- (3)

A letekeredett és megnyult A2 domén hosszat (gap, g) az A1 és Az domének k6zotti hézag

hosszabdl (ga2) hataroztuk meg, melyet a tii és a minta konvolicidja alapjan korrigaltunk:
g = gaz + 2V2hr — h?, 4)

ahol ga2 a hézag mért hossza, h az Az csomo6 magassaga, I a tii gorbiileti sugara. Ez a
képlet csak nagy VWF megnyuldsok esetén adta meg pontosan az Az hosszat, amikor a
hézag jol lathato volt. Kevésbé megnyult multimerek esetén csak az A1 (N-terminalis
csomo) és Az (AzDas csomd) csomok helyzete volt meghatarozhato. Ezekben az esetekben
egy korrekcids faktort hasznaltuk, hogy megkapjuk az Az hosszat. A korrekcids faktor
azon protomerek alapjan hatdroztuk meg, ahol a ga2-et meg tudtuk mérni.

korrekcios faktor = (A, — A tavolsag) — g, (5)
ahol az A1 - As tavolsagat az N-terminalis csomo6 és az AsDs csomd csucs-csucs
tavolsaganak vettiink és g hézag hossza. A korrekcids faktor értéke nem volt allandd, az
A megnyulasaval novekedett (8. abra), ami arra enged kdvetkeztetni, hogy az A> melletti

domének szerkezetében is voltak szerkezeti valtozasok.
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8. dbra. A korrekcios faktor (A1-As tavolsag- hézag hossza) valtozasa az A1-As tavolsag

fiiggvényében.

Tovabbiakban az Az hossz kiszamitdsdhoz a legkisebb Ai1-As tavolsdghoz tartozo
korrekcios faktort (26 nm) hasznaltuk, mivel feltételeztiik, hogy az AsDs kis csomoban
¢s az N-termindlis nagy csomoban a nyujtas miatti szerkezeti valtozasok ebben az esetben

kevésbé jelentdsek. A statisztikai szamitasokhoz nagyobb megnyuldsok esetén az A:
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hosszanak a korrigalt hézag hosszat (g) vettiik, mig kis megnytlasoknal (Ai-Asz cstcs-
cstics tavolsag <50 nm) gy szamitottuk az A> hosszat, hogy az Ai-Az cstcs-cstlcs
tavolsagabdl levontuk a korrekciods faktor értékét (26 nm):

A, hossz = (A, — A; tavolsag) — 26 nm (6)
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4. Eredmények

4.1 A VWEF vizsgalata klinikai mintakban

A vérplazma VWF emelkedett koncentracioja sok korképben igazolt. Klinikai kutatd
munkank sordn két tromboézis rizikoval rendelkezd betegcsoport vizsgalatiba
kapcsolodtam be. A betegek plazma mintaiban a VWF koncentraciot (VWF:AQ) és a
funkcionalis tesztek koziil a kollagén kot6 aktivitast (VWF:CB) mértiik, valamint egyik
esetben az ADAMTS 13 mennyiségét és a multimerek eloszlasat is. Az eredményeket a
betegségallapotot jellemzd klinikai és rutin laboratériumi paraméterekkel Osszevetve
értékeltiik.

Periférias artérias betegség (PAD) jellemzésére szolgald adatok koziil mértiik az
oszteoprotegerin (OPG) koncentraciot, ami a PAD sulyossagéaval hozhat6 dsszefliggésbe,
¢és ehhez kothetden vizsgaltuk a VWF:Ag-t és VWF:CB-t. PAD-ban az OPG, a VWF:Ag
és VWF:CB ABO vércsoporttol valo fiiggését is tanulmanyoztuk (14). A PAD és a
kontroll csoportot is kettéosztottuk, aszerint, hogy nullas vagy nem nullds a
vércsoportjuk. A PAD csoport esetén 29 beteg nullas, 76 nem-nullas és a kontroll csoport
esetén 36 személy nullas, 73 személy nem-nullas vércsoporta volt. A csoportokat Mann-

Whitney és Spearman-féle rangkorrelacios teszttel hasonlitottuk dssze.

p=0,0022
2 A p=0,045 5
y - =0,0018 1
=0,0119
poOHe, B
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9. dbra. Periférias artérias betegek (PAD) és kontrollok ABO vércsoport szerint 0 és nem-

0 csoportok plazma mintaiban mért (A) Oszteoprotegerin (OPG) koncentracio, (B) VWF

koncentracio (VWF:AQ), és (C) kollagén kito aktivitas VWF:CB). Az adatokon jeloltiik

a mediant és az interkvartilis tartomdanyt. A CSOportok kozott osszehasonlitdas eredményét

az adatpontok felett tiintettiik fel. NS- nem szignifikans.
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Mind az OPG, a VWF:Ag koncentracio és a VWF:CB aktivitas magasabb volt a PAD
betegcsoport esetén a kontrollokhoz képest, bar csak az OPG esetén volt szignifikans a
kiilonbség. Az OPG pozitiv korrelaciot mutatott a VWF:Ag-nel és a VWF:CB-vel a beteg
¢s a kontroll csoportban egyarant. A nem nullds vércsoport esetén a PAD ¢és kontroll
csoportban is szignifikdnsan magasabb volt az OPG, a VWF:Ag és a VWF:CB, mint a
nullds vércsoportban (9. abra). Megfigyeltiik tovabba, hogy a vércsoport jelentésen
befolyasolta a korrelaciot az OPG és a VWEF:CB kozott. A nullas vércsoportu egyénekben
(n=65) nem volt korrelacié az OPG és VWF:CB kozott (r = 0,017, p =0,891). A nem-
nullas vércsoportu egyénekben (n = 149) a korrelacio az OPG és VWF:CB kozott
szignifikans volt (r = 0,28, p < 0,001).

Radikalis prosztatektomian (RP) atesett betegek plazmajaban a VWF: Ag és VWF:CB
mellett a multimerek eloszlasat és az azt befolyasolo ADAMTS13 mennyiségét is
vizsgaltuk (20). A 24 betegen prosztata adenokarcindma miatt végeztek RP-t. A mintak
kiilonb6z6 idépontokban lettek levéve. A miitét elétti napon (D-1) levett minta a beteg
kezdeti allapotat jellemzi. A miitét utdn egy o6raval (H1) a miitét kdzvetlen hatdsat, hat
nappal (D6) a miitét utani periddust, az immobilizaci6 hatasat, egy honappal (M1) a mar
csokkent aranyu trombdzis rizikét és tiz honappal (M10) a teljes felépiilést jellemzik a
mintakban a VWF elébbi paraméterei. A kontroll csoport 24, kor ¢s ABO vércsoport
szerint, valamint az egyéb kivalasztasi szempontok szerint a betegcsoportnak megfeleld

egészséges férfi.
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10. dbra. A VWF antigén (A, VWF:AQ) és kollagén koté aktivitas (B, VWF:CB) valtozdasa
randikalis prosztatektomia eldtt és utan. Az X tengelyen a mintavétel idopontja és a
kontroll csoport (C) vannak jelolve. D-1: 1 nappal miitét elott, Hl: 1 oraval, D6: 6

nappal, M1: 1 honappal és M10: 10 honappal a miitét utan levett minta. Az abran az
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adatok atlaga és szordsa van jelolve. A kiilonbozo idopontban vett mintdk és a kontrollok
adatait Dunn teszttel hasonlitottuk dssze. Feliil az adatok kozotti eltérés szignifikanciajat

jeloltiik. NS- nem szignifikans

A miutét eldtti napon levett mintdban is emelkedett volt a VWF:Ag ¢s VWF:CB is a
kontroll csoporthoz (C) képest, bar ez az eltérés csak a VWF:CB esetén volt szignifikans.
A mitét utdn mar egy oraval szignifikdnsan magasabb volt a VWF:Ag és VWF:CB is a
kezdeti allapothoz képest. Ez egy honap utdn mar lecsokkent a kezdeti allapot szintjére,
10 hénap utan pedig a kontroll csoport szintjére (10. abra). Az ADAMTS13
mennyiségének a VWF:Ag-re vonatkoztatott aranyai a VWF:Ag-nel azonos statisztikai
erOsséggel, de indirekt modon valtoztak (20) (Ezek az eredmények nincsenek a
dolgozatban bemutatva, mert nem vettem részt az ADAMTS13 mérésben). A multimer
eloszlast az elektroforézis kép denzitometrids gorbéinek analizise alapjan
szdmszerusitettiik. Ehhez az Mmwzs paramétert hasznaltuk, amely a gorbe alatti teriilet
fels6 25%-nak a hatarahoz tartozo relativ mobilitas molekulastlyban (MW) kifejezve. A
multimer analizis alapjan a miitét el6tt a betegek plazmaibol multimer eloszlasa a
kontrollokéhoz hasonlé volt. A Muwas érték, amely a HMW multimerek aranyat jellemzi

a mintaban a VWF:Ag és VWF:CB értékekhez hasonlo modon valtozott (11. abra).
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11. dbra. VWF multimer eloszlas valtozdsa radikalis prosztatektomia perioperativ
periodusaban. (A) Egy beteg kiilonbozo idépontokban levett mintdi és egy kontroll minta
VWF multimer eloszlasa SDS-agaroz elektroforézis képen. A kép jobb oldalan az adott
savban talalhato multimereket felépito dimerek szama, baloldalon az ennek megfelelo
molekulasuly (MW) van jelolve. (B) Az elektroforézis képhez tartozé denzitometrids
gorbék. A denzitometrids gorbék alatti teriilet felso 25%-hoz tartozo relativ mobilitas
molekulasulyban kifejezett értékével (Mmwzs) jellemeztiik a multimereloszlast, amelynek
az értékei az dbran jelzett régioban voltak. (C) A betegek kiilonbozé idépontban levett
mintdinak és a kontrolloknak Mwmwzs értékei. Az dtlagokat és a 95%-0s konfidencia
intervallumot jel6ltiik az abran, az adatok kozotti kiilonbség szignifikanciajaval. NS- nem

szignifikans.
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4.2 Az egyedi molekula vizsgalatokhoz hasznalt VWF minta jellemzo6i

A VWF egyedi molekula vizsgalatahoz fontos volt, hogy tiszta VWF mintank legyen
és tartalmazzon nagy molekulastlya (HMW) multimereket, amelyek sziikségesek a VWF

hemosztazisban betoltott szerepének ellatasahoz.

A B "
LMW'.'H
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: g ; 7
104 — VWF:CB [IU/ml] HMW S ' j "““I :
] 1 5 10 20 Dimerek
E szama
5 i
= 5 LMW
LMW 8 ;
N
4 c
0+ a
0 10 20 30 40
Frakcié
C Blot BB CBB Blot
MSt  MSt A B A ]

250 kDa 270 kDa

176 kDa

130’kDa 140 kDa

100 kDa

70 kDa
66 kDa

-

55 kDa

12. dabra. A tisztitott VWF frakciok jellemzése. (A) ANVWF:Ag és VWF:CB a frakciokban.
(B) A multimer eloszlds vizsgalata SDS-agaroz elektroforézissel. A minta egy kis (LMW)
és egy nagy (HMW) molekulasulyu multimereket tartalmazo frakcio. A gélkép felett a
savoknak megfelelo molekulasuly (MW), alatta a dimerek szama van feltiintetve. A gélkép
alatt a mintik denzitometrias gorbéi lathatok. (C) A VWF minta tisztitds utan (HMW
frakcio, A) és a kiindulasi anyag (Haemate P, B) SDS-PAGE-en. A mintdat vagy
Coomassie (CBB) festéssel vagy immunoblottal tettiik lathatova és molekulasuly
standardhoz (MSt, bal oldal) hasonlitottuk. A fehérje komponenseknek megfeleld
molekulasuly a jobb oldalon van feltiintetve. A VWF savok: a monomer 270 kDa és
ADAMTSI3 hasitasi termékek 176 és 140 kDa. Az albumin sav: 66 kDa.

A tisztitds soran gyijtott frakcioknak VWEF:Ag ¢és VWEF:CB modszerekkel
meghataroztuk a mennyiségét és a kollagén koté aktivitasat (12.A abra). A

VWF:CB/VWF:Ag aranya normal plazmaban egy koriili, ha ez az érték < 0,7, akkor az a
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HMW multimerek hianyara utal (73). A 2l-esnél kisebb sorszamu frakciokban
VWF:CB/VWEF:Ag < 1, vagyis LMW multimereket tartalmaznak ezek a frakciok, mig a
nagyobb sorszamu frakciokban VWF:CB/VWF:Ag > 1, igy a HMW multimerek ezekben
vannak nagyobb aranyban. A HMW multimerek jelenlétét SDS-agaroz elektroforézissel
vizsgaltuk, melyen lathat6, hogy a HMW mintankban jelen vannak a > 20 dimerbdl allo
multimerek (12.B abra). A minta tisztasagat, amelyet SDS-PAGE-vel vizsgaltunk (12.C
abra). A Comassic (CBB) festéssel lathatova valt, hogy a frakcidban nincs jelen az
albumin, amely az eredeti mintdban nagy mennyiségben megtalalhato. A VWF-nak
megfeleld sav tartalmat immunoblottal is ellendriztiik, amelyen lathatova valt a VWF
monomernek megfelelé sav 270 kDa-nal és a VWF ADAMTSI13 hasitasi termékeinek
savjai 176 és 140 kDa-nal.

4.3 A VWF relaxalt szerkezetének vizsgalata AFM-mel

Az LMW ¢és HMW multimereket tartalmaz6 frakciokbol kitapadt multimerek AFM
kép alapjéan is jelentdsen eltértek. Az LMW multimereket tartalmazo frakciokban kis
nagyitasnal csak pontszeri strukturdk figyelhetok meg, a HMW multimerek esetén mar
kis nagyitasnal is jol lathatd a felszinen a gyongysorszera struktura, melynek hossza

széles tartomanyban valtozik (13. abra).
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13. dbra. AFM magassdgkép a VWF multimerek relaxdlt szerkezetérdl. (A) Kis
molekulasulyu (LMW) multimereket tartalmazo frakcio kisebb és (B) nagyobb
nagyitasnal. (C) Nagy molekulasulyn (HMW) multimereket tartalmazo frakcio kisebb és
(D) nagyobb nagyitasnal. A multimeren beliil egy nyitott dllapotui dimer szerkezetet fehér

nyillal jeloltiik, mellette a dimer sematikus rajza lathato (sziirke korok és vonalak).

Az LMW multimerek néhany csomébol allnak, melyeket vékony szakaszok kdtnek 6ssze
(13.B abra). A HMW multimereknél ez a szerkezet sokkal hosszabb, t6bb csomobol all,
és véletlenszeriien feltekeredett lancként (random coil) rogziil a felszinen (13.D abra). A
multimereket alkot6 dimerek nyitott (13.D abra) és zart (14. abra) allapotban is lehetnek,
melyet tobb tényezd befolyasol, pl. a kétértékli kationok jelenléte vagy a pH. Csillam
felszinen a vizsgalt multimereknek (n = 625) csak egy kis része, ~5% tartalmazott zart

allapota dimereket.
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14. dbra. Zart dimer szerkezetek a HMW multimereket tartalmazo mintaban. A kisebb
nagyitasnal egy HMW multimereket tartalmazo frakcié magassdagképén kivalasztottunk
egy zart dimer szerkezeteket tartalmazé multimert, mely nagyitdsan a zdart szerkezeteket

feher nyilakkal jeloltiik, mellette a dimer sematikus rajza lathato.

A multimerek rogziilését a felszin is jelentdsen befolyasolja. Mig a negativ toltésii
csillam felszinen a multimerek egy lazabb, valamelyest szétteriilt formaban rogziiltek,
addig pozitiv toltésit PLL felszinen kompakt szerkezetet mutattak (15. abra). Ez a
kompakt szerkezet elénytelen a protomerek azonositasa szempontjabol, igy a
csillamfelszinen rogzitett multimereket analizaltuk részletesen. Irodalombdl ismert, hogy
a pH szintén befolyasolja a dimerek szerkezetét, alacsony pH-n inkabb a zart szerkezet
jellemzd. Megfigyeltiik, hogy mind csillam, mind PLL felszin esetén kompaktabb

konformacidban rogziiltek a multimerek, ha pH = 6,0, mint ha pH =7,4.
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15. dbra. VWF multimerek szerkezete csillim és poli-L-lizin (PLL) felszineken.
Kiilonbozé pH-ju PBS-b6l rogzitett VWE multimerek (A) levegében és (B) pufferben

készitett magassagkepei.

4.4 A VWF megnyitjtott szerkezetének vizsgalata

A VWF multimereket molekularis féstiléssel nydjtottuk meg, mely utdn a multimerek
megnyultak és orientalodtak (16. abra). A megnyujtott multimereken is megfigyelhet6 a
gyongysorszeri struktira, de a csomok eltavolodtak egymastol, azaz az Gsszekotd

szakaszok nyultak meg. A multimereken tiikorszimmetrikus ismétlodé egységek
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figyelhetok meg. Ezeket az egységeket a multimer kiilonbozé mértékben megnyult

protomereiként (PR) azonositottuk.

16. dbra. Molekularis fésiiléssel megnyujtott VWF multimerek. (A) A multimerek a
centrifugdlis erd irdnydaban orientdlodnak. A fehér kér a multimer kitapadasanak helyét
jeloli a nyil pedig a centrifugalis erd iranyat. (B) Nagyobb nagyitisnal a multimereken
ismétlodo egységek (protomerek, PR) azonosithatok.

A protomerek diszulfid hidakkal vannak 6sszekotve, ezért, hogy igazoljuk, hogy az
egységek valoban a protomerek, redukaloszerrel (DTT) kezeltik a megnyujtott
multimereket. A névekvé DTT koncentracidoval a multimerek egyre kisebb egységekre
fragmentalodtak (17. abra). Magas DTT koncentraciénal a fragmentumok kozott
hézagok (,,G”-gap, 17.D abra) jelentek meg a fragmentumok relaxacidja miatt. A
fragmentumok a felszinen maradtak a kezelés utdn, ami utal a multimer tobb ponton

torténd letapadasara.
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17. dbra. Ditiotreitol (DTT) kezelés hatasa a megnyujtott multimerekre. (A) Molekuldris
festiléssel rogzitett multimer DTT kezelés eldtt és (B) (C) (D) kezelés utan. A mintdt 10
percig (B) 0,1 mM, (C) 2mM és (D) 20 MM DTT-vel kezeltiik, majd lemostuk és
megszaritottuk a képalkotas el6tt. A sziirke nyilak az egyedi protomereket jelolik, a ,,G”
(gap) a topogrdfiai hézagokat a fragmentumok kozott.

A protomer hatarai az adott szakaszon megtalalhato legmagasabb csomok (nagy
csomok), e csomok kozotti tavolsag pedig a protomer hosszanak felel meg (18.A abra).
A multimer kontlirhossza hatvanyfiiggvény szerint nd a felépitd protomerek szamatol
fliggéen (18.B abra). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a multimer kontirhossza nem a
protomerek elméleti hosszanak Osszege, hanem az egyedi protomerek megnyulasa is
befolyasolja a teljes multimer hosszat. A mért protomerhossz nem allando, hanem a
multimer hosszaval novekszik (18.C abra). Az adatok linearis illesztése alapjan a
nyugalmi protomerhossz ~54 nm, és ez 4 nm-rel ndvekszik a multimer 100 nm-rel t6rténd

hosszabbodasaval.
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18. dbra. A protomerek hosszusaganak elemzése a megnyujtott multimerekben. (A) Egy
megnyujtott multimer AFM magassag képe és a gyongysor szerkezet sematikus rajza
sziirkével. Alatta a multimer magassagprofilja, amin két nagy csomo kozotti részt
azonositottuk a VWF protomereként (PR). (B) A multimerek konturhossza a multimert
felépité  protomerek szamanak fiiggvényében. (C) A magassagprofilon mert
protomerhossz a multimer konturhosszanak fiiggvényében. Az dbran az dtlag és a szords

van feltiintetve.

Az AFM képek jo felbontésa lehetdséget biztositott a domének valoszinii azonositasara.
Topografiai konformacidja szerint hét protomer konformert kiilonitettiink el és soroltunk
osztalyokba (PR1-PR7). A domének helyzetének meghatarozasat a leginkabb megnyult
tikorszimmetrikus szerkezeten mutatjuk be, melyben a protomert hatarold két nagy
csomd kozott harom kisebb csomé figyelhetd meg (19.A-B abra). A kozépen
elhelyezked6 kis csom6 a (CK)2 doménnek felel meg, ett6l két oldalt szimmetrikusan a
masik két kis csom6 az AzDs doménekkel azonosithatd. A 7 protomer konformert egy-
egy példan a 19.C-D abran mutatunk be. A domének pontos sorrendjét a csomokban a
2. tablazatban mutatjuk be. A f6 konformerek szimmetrikusak, de megfigyeltiink

aszimmetrikus konformereket is (19.F abra).
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19. dbra. A konformacios dallapotok hozzdrendelése a VWF protomerekhez. (A) Egy
nagymértékben megnyult VWF protomer AFM képe. Az AFM dbra alatt a protomer
doménszerkezetét, alatta sziirke csomos szerkezetér mutatjak a sematikus rajzok. A
narancssdrga nyilak az N-termindlis nagy csomdit jelolik, amelyek ebben az esetben az
A1D3D’D’D3A1 doméneknek felelnek meg. A sotétzold nyil a kézépsd, (CK)2 Kis csomot
Jjeloli, mig a vildgoszdld nyilak az AsDa doméneket tartalmazo kis csomokra mutatnak. Az

AFM képbe rajzolt vékony piros vonal mentén vettiik fel a magassdagprofilt. (B) A
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protomer magassagprofilja, melyen a fiiggdleges szaggatott vonalak a nagy csomok
kozepét jelolik, ezek kozott lemértiik a protomer hosszat. Az AFM képpel azonos
szinkodolasu nyilak a doméneknek megfelels csicsokat jelolik a magassdagprofilon. (C)
Példak a megnyulasuk alapjan hét csoportba osztott protomerekre. A csoportok névekvo
megnyulas szerint vannak rendezve. A méretskdla a PRI-PR6 esetén 40 nm, PR7 esetén
60 nm. A nyilak szinkédolasa az (A) résszel megegyezé. (D) A protomer csoportok
sematikus rajzai, ahol az egy csomot alkotéo doméneket korok, az dsszekoté vékony
szakaszokat vonalak jeldlolik. A protomerek domén jeloléseit az (E) részen mutatjuk be.

(F) Példak aszimmetrikusan megnyult protomerekre.

2. tablazat. A domének sorrendje a kiilonb6z6 protomer csoportokban.

PR1:

(D4A3A2A1D3D'N\D’D3A1A2A3D4) ((CK)2 DsA3A2A1D3D'\D’D3A1A2A3D4)
PR2:

(D4sA3A2A1D3D'vD’D3A1A2A3D4) (CK)2 (DsA3A2A1D3D*'yD’D3A1A2A3D4)
PR3:

(DsA3A;-A;D3D'N\D’D3A1A2A3D4) (CK)2 (DsAsA2A1D3sD'ND’D3A;-A,A3Ds)
PR4:

(D2A3A;A1D3D D’ D3sA1-A2AsDs) (CK)2 (DsAsA,-A1D3D D’ D3A1A,AsD,)
PR5:

(D2sA3A:-A1D3D'\D’DsA1A2A3D ) (CK)2 (DsAs)--Az--(A1DsD'ND’D3A1AzAsDy)

(DsA3A2-A1D3D'\D’D3sA1)--Az--(AsDa) (CK)2 (D4A3A2A1D3D'vD’D3A1A2A3D4)
PR6:
--(A1D3D'yD’D3A1)--Az--(AsDa) (CK)2 (D4A3)--Az--(A1D3D'nD’D3A;) --
PRY:
--(A1DsD'nD’D3A1)---Az---(AsDa) (CK)2 (D2A3)---Az---(A1D3D'nD’D3A1)--

Megjegyzés: A fekover betiikkel jelolt domének tartoznak egy dimerhez, a Kis zold N betiik
kozott, amivel az N-terminalis végeket jeloltiik. Az egy csomohoz tartozo domének
zardjelben vannak. A kotojelek szama a domének kozott a megnyulas mértéket jelzi. A
PRS5 esetén véletlenszerii, hogy melyik kis csomo felel meg a (CK)z-nek, igy mindkét
lehetoséget feltiintettiik.

A kiilonb6z6 osztalyokba sorolt protomereket részletesen elemeztiik. A harom tipust
csomo (a kozépso kis csomo €s az arra szimmetrikus két kicsi, valamint két nagy csomo)

magassaga a protomer hosszaval csokkent (20.A-C abra, 3. tablazat), amit valosziniileg
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a csomokat alkoté domének részleges kitekeredése okoz. A relaxalt allapotban rogziilt
multimerek esetében foleg a kompakt PR1 és PR2 protomerek voltak megfigyelhetok
(98,5% gyakorisag), amelyekben a nagy csomok vannak jelen. Mig a hosszabb
konformerek (PR3-PR7), amikben a kis csomok is jol kivehetdk gyakorlatilag nem
jelentek meg a relaxalt allapotd multimerek AFM képein. Ettdl eltéréen, a molekularis
féstiléssel megnyujtott multimerekben a PR1 és PR2 gyakorisdga jelentdsen csokkent

(43,5%) és a PR3-PR7 protomerek is megjelentek (3. tablazat).
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20. dbra. A protomerek szerkezeti paramétereinek elemzése. (A) Az N-terminalis nagy,
(B) a (CK)2 és (C) AsDs csomok topogrdfiai magassiaga a protomer hosszanak
fiiggvényében. (D) A Cuie szakasz hosszdanak eloszlisa. (E) Az A2 domén hosszanak
eloszlasa. (F) A kiilonbozé protomer konformerek hossza a multimer menti relativ
poziciojuk fiiggvényében. (G) A legrévidebb (PR1), (H) a kézepes méretii (PR2, PR3-4,
PR5) és a (1) hosszu (PR6, PR7) protomerek eloszldsa a multimer mentén.

Hogy jobban tudjuk jellemezni a protomer megnyulast megvizsgaltuk a C1.6 Szakasz

és az A» domén hosszat. A Ci szakasz hosszanak gyakorisaga ~ 10 nm-nél mutat egy
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maximumot, majd fokozatosan csokken (20.D abra). Az A> domén hosszanak
gyakorisaga 0 és 40 nm kozott kozel allando €s ezutan csokken (20.E abra).

Az eltér6 protomer osztalyok hossza fiiggetlen volt a multimeren beliili
elhelyezkedésiikt6l (20.F abra), viszont az eloszlasuk egyenetlen volt. A rovid (PR1)
protomerek inkabb a multimerek végein, mig a hosszabbak (PR6, PR7) inkabb a
multimerek kézepén helyezkedtek el (20.G-1I abra).

3. tablazat. A protomerek kiillonbdz0 részeinek paraméterei.

nd Topografiai magassag® [pm] Hossz? [nm]
nagy (N-
o (CK)2 AsD4 C16CK A
terminalis) protomer
csomo csomo domének | domén®
csomo

Nyugalmi helyzetben rogziilt VWF multimerek

PR1 95| 1064+273 - - 53422 - -

PR2 37| 1074£237 | 5924110 - 68+15 - -
Molekularis fésiiléssel megnyujtott VWF multimerek

PR1 34 | 10204405 - - 57+20 - -

PR2 36 | 1089+359 | 423+159 - 93+14 46+11 -

PR3-4 |19 983+324 346174 | 529+192 | 113+18 47+10 2545
PRS 28 939+387 338£117 | 436174 | 131422 42+11 38+15
PR6 19 758+364 282+144 | 302+106 | 167+23 33+7 51+£13
PRY7 24 587+156 246+54 | 238+60 | 240438 4449 7617

8n = az értékelt protomerek szama 14 VWF multimerben
batlag (£szords)

°A1-Az cstics-csuics tavolsag, amely az A megnyulasdval kapcsolatos

4.5 A megnyujtott VWF vizsgalata nanomanipulaciéval

A molekularis fésiiléssel csillamra rogzitett multimerek kiilonb6z6 mértékben megnyult
részeit az AFM tli keresztirdnyl elmozditasaval manipuldltuk. A tii elmozditdsdnak
kezdetétdl a kivalasztott szakaszokat hajtliszerien sikeriilt gy megnytjtani, hogy a

multimer tObbi része nem mozdult el.
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Felmertilt, hogy eltér6-e a megnyulds, ha kiilonb6z6 sebességgel torténik a
manipulacié (10, 100, 1000 nm/s). A 21. abra 10 nm/s és 1000 nm/s sebességekkel
manipulalt a multimert mutat. Az abra A részén a nyilak a meghuzas kezdeti pontjat és
iranyat, a B részén a nyilhegyek a meghtuzas végpontjat mutatjadk. Fehér szinnel a
10 nm/s-mal, sarga szinnel az 1000 nm/s-mal tortént meghuzast jeldltiik, a végpontok és
a kezdeti pontok kozotti tavolsagokat értékeltiik. Ezek kozott és a 100 nm/s-mal

meghuzott szakaszok kozott nem talaltunk eltérést a megnyulasban.

nm
1.09

nm
1.09

21. dbra. VWF nanomanipulacioja kiilonbozé meghiizasi sebességekkel. (A) VWF
multimer nanomanipuldcio elétt és (B) utana. Az (4) abran a nyilak a meghuzas kezdeti
pontjat és iranyat mutatjak. A (B) abran a nyilhegyek a meghuzas végpontjara mutatnak.

Fehér szinnel a 10 nm/s-mal, sarga szinnel az 1000 nm/s-mal torténé meghuzast jeloltiik.

Bizonyos esetekben addig nyujtottuk az adott szakaszt, hogy elszakadt a nyujtas
végeén. Aszerint, hogy a manipulacié soran a szakasz elszakadt vagy sem, két csoportra
osztottuk a manipulalt szakaszokat a tovabbi elemzésekhez. A megnyUjtott szakaszban a
csomokat vékony fonalszer(i szakaszok kotik dssze. Ezeknek a fonalaknak a magassaga
néhol az AFM fliggbleges iranyu felbontasanak a tartomanyaban van, igy a megnytjtas
soran hézagok keletkeztek a kinyujtott szakaszban. Ezek azonban legtobbszor nem
szimmetrikusak a meghtzés végére és nem latszanak szakadasra jellemzd végek a fonal

mentén, ezért a magassagprofil értékelésekor folytonos fonalnak tekintettiink.
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22. dbra. Molekularis fésiiléssel rogzitett multimer nanomanipuldcidja. Egy multimer
szakasz manipulacidja elott (A) és utan (B) késziilt AFM kép, mely soran 3 szakasz lett
megnyujtva szakadas nélkiil. A multimerrel parhuzamos dupla végii fehér nyilak a
protomereket (PR) jelolik. Az (A) dabrarészen a merdleges nyilak a manipulacio iranydat
mutatjdk, mig a (B) dbrarészen a nyilhegyek azokra a pontokra mutatnak, ameddig
nyujtoerot alkalmaztuk. Mellette a sziirke rajz a megnyujtott szakasz sematikus
szerkezetét abrdzolja. A zolddel és rozsaszinnel jelolt szakaszok magassdagprofilja lathato
az AFM képek alatt, mely a manipulacio (C) elotti és a (D) manipulacio utani
magassagprofilt mutatja. A magassdagprofilon jelélve vannak az adott résznek megfelelo

domének. Az lo a szakasz eredeti hosszat, | a manipuldacio utani hosszat jelenti.

A magassagprofil képeken megmértiik a szakaszok kezdeti atlagmagassagat (ho), a
kezdeti hosszt (lo), a nytjtas utani hosszt (1) és a szakadas hosszat (Ir). A hossznévekmény
(Al) a megnyujtott és a kezdeti hossz kiilonbsége (Al =I-lo, illetve Al = (I-Iy)-lo), a
megnyulas (E, extension) a megnytjtott és a kezdeti hossz hanyadosa (E = I/lo, illetve
E = (I-1)/lo). Az atlagmagassag csokkenése (-Ah) a megnyujtas utani atlagmagassag €s a
kezdeti atlagmagassag kiilonbségének abszolut értéke (-Ah = | h-ho | ).

A 22. abran mutatott multimer rész harom helyen volt manipulalva, két esetben egy-
egy AsD4 csomoénal, a harmadik esetben a k6zéps6 (CK)2 csomodnal. A manipulacié elott

(22.A abra) és utan (22.B abra), zold és rozsaszin nyillal jelolt szakaszok
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magassagprofilja az AFM képek alatt lathat6 (22.C,D abra). Ezeknél a manipulacio soran
az AsDa4 csomo eltavolodott a tobbitdl, a csomokat fonalszerti szakaszok kotik Gssze,
melyek hézagokként jelentek meg a nyujtott szakaszban. Ebben ez a szakasz a nyulas
el6tt lo= 136 nm hossza volt, ami | = 334 nm-re nyult meg, vagyis a hossznévekmény
(Al) 198 nm, ami 2,5-szeres megnyulast (E) jelent. A megnyult részen a csomokat
0sszekotd fonalak hossza 55 nm illetve 127 nm, melyek feltehetdleg a Ci-6 és az AsAz
doméneknek felelnek meg. llyen vékony fonalszeri hézagok a megnyujtott szakaszok
97%-ban figyelheték meg.

Az 23. dbran lathaté multimert szintén harom helyen htiztuk meg, viszont ebben az
esetben mindegyik szakasz esetén lathato a szakadas (Ir) a meghtizas végén. A zold nyillal
jelolt szakasz eredeti hossza (lo) 128 nm volt, amit 164 nm-re sikeriilt megnyujtani
(- 1r=184 nm — 21 nm). Ez 35 nm-es hossznévekményt és 1,3-szoros megnytlast (E)
jelent a csomokat 0sszekotd szakaszon, amelyen beliil a szakadas -feltehetden a Cig
domének kozott- tortént. Az Osszes kozil 27,5%-ban (11 esetben) szakadtak el a
meghuzott szakaszok, ebbdl négyszer az A-, négyszer a C-doménekhez kothetd a
szakadas helye. Két esetben nem tudtuk pontosan megdallapitani, hogy melyik részen
szakad el a szakasz. A megnyujtott szakaszokban megfigyelhetd hézagok median hossza
76 nm (IQR: 52-110 nm, n = 23) az A-doméneknél és 96 nm (IQR: 64-121 nm, n = 22) a
C-doméneknél.

46



DOI:10.14753/SE.2023.2881

207 .. l=128nm T 20 L I=t8dnm
£ : D,AA,A,D,D'D'D,A, = , D.AAAD,DDD.A,
c %KI_J RS q S J
L 154 : 1 p 1.9 ! :
‘g ! ‘@ i\
@ 10 ;-r 7 ¥
o] o\ 1. % :
0.51/ Q1 \3
SV 3s =
o) —%L %

o+

50 100 150 200
Hossz [nm] Hossz [nm]

23. dbra. Molekularis fésiiléssel rogzitett multimerek nanomanipuldcioja. Egy multimer
szakasz manipulacio elétti (A) és utani (B) képe, melyen lathato, hogy harom helyen
tortént a manipuldcio, ami soran a szakaszok megnyultak és elszakadtak. A dupla végii
feher nyilak a protomereket (PR) jelolik. Az (A) abran a nyil a manipuldcio iranyat
mutatja, mig a (B) abran a nyilhegy arra a pontra mutat, ameddig a szakaszt
megnyujlottuk. Mellette a sziirke rajz a megnyujtott szakasz sematikus szerkezetét
abrazolja. A zolddel és rozsaszinnel jelolt szakaszok magassdagprofilja lathato az AFM
képek alatt, mely a manipuldcio (C) eldtti és a (D) manipuldcié utini magassagprofilt
mutatja. A magassdgprofilon jelolve vannak az adott résznek megfeleld domének. Az lo a
szakasz eredeti hosszat, | a manipuldcio utani hosszat, Ir pedig a szakadds hosszat jelzi a

magassdgprofilokon.

A kompakt részek meghuzasakor sokszor 1j csomok is lathatéva valtak. A 24.A,C abran
z0ld nyillal jelolt szakaszt, a két kis (CK)2 csom6 kozotti N-terminalis nagy csomonal
meghuztuk. A nagy N-terminalis csom6 nanomanipulacidja utan két kis csomo jelent
meg, amik fekete nyilakkal vannak jelolve a magassagprofilon (24.B,D abra). A
meghuzasok soran legtobbszor nem jelent meg Gj csomo, viszont néhany esetben egy,
kettd és ritkabban harom 0j csom¢ is lathatova valt. Ezek hisztogramjat a 25.A dbra
mutatja. A manipulacié soran megjelent két kis csoméd az AsDs és A1 doméneknek

felelhet meg.
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24. abra. Megnyujtott multimer nanomanipuldcioja sordan uj csomok valnak lathatova.
(A) A molekularis fésiiléssel megnyujtott VWF nanomanipuldcio elétt és (B) utan. A dupla
vegii fehér nyilak a protomereket (PR) jel6lik. Az (A) abran a nyil a manipuldcio iranyat
mutatja, mig a (B) dbran a nyilhegy arra a pontra mutat, ameddig a szakaszt
megnyujlottuk. Mellette a sziirke rajz a megnyujtott szakasz sematikus szerkezetét
abrazolja. A zolddel és rozsaszinnel jelolt szakaszok magassdagprofilja lathato az AFM
képek alatt, mely a manipulacio (C) elotti és a (D) manipulacio utani magassagprofilt

mutatja.

A 40 meghuzott szakasz jellemzé méreteit az 4. tablazatban foglaltuk Ossze. A
hossznovekmény (Al; 217 vs. 72 nm) és a megnyulas (E; 2,79 vs. 1,57) is jelentdsen
nagyobb volt azon szakaszok esetén, amelyek nem szakadtak el. A szakaszok eredeti
atlagmagassaga (ho) és az atlagmagassag csokkenése (-Ah) a két csoport esetében hasonlo

volt.
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4. tablazat. A manipulalt szakaszok hossz és magassag adatai.

A2 [nm] E?@ ho? [nm] | -Ah? [nm]
nem szakadt VWF |  217° 2,79 0,54 0,28
n=29 (182-283) | (2,33-3,8) | (0,45-0,64) | (0,24-0,38)
szakadt VWF 72 1,57 0,58 0,22
n=11 (49-127) | (1,27-1,88) | (0,43-0,62) | 0,20-0,28)

n= manipulalt szakaszok szama

Amedian (interkvartilis tartomany)

ba vastagon szedett szamok a csoportok kozott szignifikans kiilonbséget jelentik a Al
(p=0,0002) és E (p= 0,0001) esetében

(ho — a szakasz eredeti atlagmagassaga, -Ah — dtlagmagassag csokkenése; Al —a szakasz
hossznovekménye manipuldcio utan, E —megnyulds, a szakasz manipuldcio utani és elotti

hosszanak hanyadosa)

A nanomanipulacid, fiiggetleniil attél, hogy szakadas tortént-e kdzben vagy sem, a
szakaszok atlagmagassaganak csokkenésével jart, vagyis a megnyulds a magassag
rovasara tortént, az eredeti -a molekularis fésiilés soran a csillampalahoz tapadt-

szerkezetb6l huzodtak vagy tekeredtek ki az ijonnan megjelend részek (25.B abra).
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25. dbra. A manipulalt szakaszokban megjelend uj csomok szama és a szakaszok
magassaganak és megnyuldsanak dsszefiiggése. (A) A Manipuldcio utin a szakaszon
megjelend uj csomok szamanak eloszlasa. (B) A manipuladlt szakasz atlagmagassaganak
csokkenése (-Ah) a megnyulas (A1) fiiggvényében, y=0,3669*x/(42,81+x). Az illesztett

gorbe menti sziirke teriilet a 95%-os konfidencia intervallumot jeldli.
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5. Megbeszélés

5.1 A VWF klinikai mintakban

Az endotél sejtekben tarolodd és az onnan kiaramlo oszteoprotegerin (OPG)
komplexet alkot a VWF-ral (33). Mar korabbi kutatasokbol ismert, hogy a VWF és OPG
koncentracidja 0sszefiigg az ateroszklerozis stlyossagaval (36, 74). Az is ismert, hogy a
VWEF szintje Osszefiigg a vércsoport antigének tipusaval (2, 25). Esetiinkben a PAD
betegek vénas vérében az OPG koncentracié a VWF:Ag és a VWF:CB is magasabb volt
a kontroll csoporthoz képest, de csak az OPG emelkedett szignifikansan (9. abra). Az
OPG koncentracioval a VWF:Ag és a VWF:CB is jelentds pozitiv korrelaciét mutatott.
A betegeket ¢és a kontrollokat ABO vércsoport alapjan nullas és nem-nullds csoportra
osztva az OPG ¢és a VWF koncentracio, valamint a VWF kollagén ko6td aktivitas
jelentdsen magasabb volt nem-nullas vércsoporta betegek és kontrollok esetén is, mint a
nullas vércsoportuak esetén. A nem nullds csoportok OPG koncentracioja és VWF:CB
aktivitasa kozotti korrelacio is jelentds volt, nullas vércsoport esetén nem volt
kimutathat6 korrelacio a VWF ¢és az OPG kozott. Az ateroszklerotikus plakkoknal az
érkeresztmetszet lesziikiil, az aramlas felgyorsul, igy a VWF altal kozvetitett trombozis
kialakulasanak kockazata ezért is megnd. Ismert, hogy ateroszklerdzis esetén gyakoribb
a periférias artérids betegség (PAD) kialakulasa a nem-nullds vércsoportu egyénekben
(75). Az OPG szint ABO vércsoporttal valo osszefiiggését nem vizsgaltak el6ttiink.

Radikalis prosztatektomia el6tt a betegek plazmajaban a VWF:CB értéke magasabb
volt, mint a kontrollok plazmajaban, a tobbi VWF paraméter (VWF:Ag, Mmwzs)
valtozasa nem volt jelentds. Kozvetleniil a miitét utan egy oraval illetve még 6 nappal
késobb a VWF paraméterek értékei jelentésen emelkedettek a miitét el6tti allapothoz
képest, és egy honap mulva csokkentek a mitét eldtti szintre (10-11. abra). A
paraméterek a kontrollok szintjére azonban csak a miitét utan 10 honap utan csokkentek
alapjan a trombozis rizikdé a miitét utan négy hétig all fenn (76, 77), amit az endotél
allapotara utald6 VWF eredményeink alatamasztanak. Ha figyelembe vesszilk a VWF
féléletidejét a keringésben, akkor lehetséges, hogy kozvetlentil a miitét utani idészakban
a VWF paraméterek értékeinek emelkedését nem csak az Weibel-Palade testecskékbdl

torténd nagyobb mennyiségii szekrécid okozta, hanem a VWF intenzivebb szintézise is.
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Emellett a miitéthez kothetden kialakulo gyulladasos folyamatokban is megemelkedik a
VWEF szintje a keringésben (22) Az emelkedett VWF mennyiséggel és aktivitassal
azonban a multimerek méretét szabalyozo6 ADAMTSI3 enzim mennyisége nem tart
egyensulyt, a fokozottan trombogén, nagy multimerek mennyiségének a novekedése is a

pretrombotikus allapotra utal.

5.2 A relaxalt VWF szerkezete

A VWF a plazmaban véletlenszerlien feltekeredett lanc (random coil)
konformacioban kering (50). Nagy sebességgradiens esetén az érsériilés helyén kitapad,
majd kinyalik. A relaxalt allapotban - vagyis amikor nem tettiik ki eréhatasnak a
multimereket - rogzitett multimerek feltehetéen a normal keringésben 1évo
konformacidjukhoz hasonlé gyongysorszerii szerkezetben tapadnak ki a felszinre.

A VWF multimerek nyugalmi szerkezetét nagy felbontasi AFM-mel vizsgaltuk, mely
gyongysorszerii szerkezetet mutatott. A minta az SDS-agar6z elektroforézis képnek (12.
abra) megfelelden heterogén méretli multimereket tartalmazott. Az AFM képiink hasonl6
a korabban az irodalomban mar k6zolt AFM képekhez (58, 60, 61) (13. abra). Nagyobb
nagyitasndl a multimerek részletesebb szerkezete is lathatova valt, a fonalszerti
szerkezeten lathato csomok vékony, tobbnyire egyenes szakaszokkal voltak dsszekdtve.
A multimerek alapegysége vagyis protomere a VWF dimer, melyet a tiikorszimmetrikus
szerkezete alapjan lehet azonositani. Fowler és munkatarsainak sikeriilt elészér a VWF
multimerek TEM képének analizisével feltarni ezt a szerkezetet, de a mintael6készités
soran denaturalédott a VWF (39). Késébb tobben bemutattak hasonld szerkezetet. Az
irodalmi adatok alapjan azonositottuk a protomert a multimereken, aminek ,,nagy csomo-
vékony szakasz-Kis csomo-vékony szakasz- nagy csomo” (O-0-O) szerkezet felel meg.
Ebben a szerkezetben a kis csomo felel meg az dimerizacio miatt atfedé C-terminalis két
CK doménjének, melyekre (CK)2 doménekként hivatkozunk. A (CK). domének mellett
szimmetrikusan a C domének (6-6 C domén, melyekre Ci.6 és Ce-1 jeloléssel hivatkozunk)
alkotjak a vékony szakaszt. Ez a két szakasz a (CK)2 doménre zart és nyitott allapotban
lehet, a mi esetiinkben az alacsony Ca?* koncentracié miatt inkabb a nyitott forma a
jellemz6. Emiatt a,,vékony szakasz-kis csomé-vékony szakasz” (-0-) rész tulajdonképpen
a C16(CK)2Ce.1 doméneknek felel meg. A pH csokkenésével C domének zart allapota
lesz jellemzd, melyet a C domének kozti gyenge kdlcsonhatas tart 6ssze a Golgiban,

2

amely a multimerek megfeleld kis helyre torténd ,,0sszecsomagoldsanak” a feltétele.
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Fiziologias pH-n megfigyelt D4 domének kozotti erds kolesonhatashoz, amely szintén a
C domének zart allapotat eredményezi Ca?* ionokra van sziikség (78).

A kiilonbozo toltést felszinekkel végzett kisérleteink azt mutattdk, hogy a felszin
kémiai tulajdonsagai nagymértékben befolyasoljak a felszinhez rogzilt VWF
felszinek alkalmazasaval mutattuk ki (15. abra), mig masok korabban hidrofob és
hidrofil felszinek k6z6tt mutattak Ki hasonlo eltérést a VWF letapadasaban (59).

A VWF atlagos keresztmetszeti atmérdje 4,4+1,1nm (N=7), amelyet a
multimerekrél pufferben alkotott képek alapjan hataroztuk meg a (11) és (12) egyenletek
szerint. Ez az érték jo egyezést mutat az irodalomban leirtakkal (39, 58).

Osszességében, bar gyakran sikeriilt azonositani a protomernek megfelelé szerkezetet
a relaxalt VWF-ban a csomok nagyon kozel helyezkedtek el egymashoz, gyakran atfedo,

kompakt részeket alkotva, melyeken beliil nem kiilonitheték el az egyes protomerek

egymastol.
5.3 A megnyujtott VWF szerkezete

Annak érdekében, hogy a mechanikai er6k hatasat vizsgaljuk a VWF szerkezetére a
multimereket molekularis fésiiléssel rogzitettiik a csillam felszinen.

A molekularis fésiiléssel rogzitett multimerek megnytltak ¢és egy iranyba
rendezddtek. A szerkezetiikon az elobbiek szerinti periodikusan ismétlodd, szimmetrikus
egységeket azonositottunk (16. abra). Ezek az egységek a multimer protomerjei, melyek
szerkezetét részletesen elemeztiik. A diszulfid hidakkal kotott alegységeknél kiillonbozo
fragmentumok megrovidiiltek (17. abra). A VWF fragmentumok a megrovidiilés utan is
a felszinhez rogziilve maradtak, vagyis ezeken a helyeken voltak a latapadasi pontok. A
csillamfelszin negativan toltott, igy a VWF pozitiv toltésli részei tudnak letapadni. Ez
valdsziniileg az A1 domén, mely a leginkabb pozitiv toltésti a VWF domének kozott. A
VWF az A: doménen keresztil tud kotdédni a sériilés helyén negativan toltott
molekulakhoz (79). A multimeren beliil a protomerek megfeszitett allapotban vannak a
molekularis fésiilés utan, a diszulfid hidak felszakitasat kovetoen a multimer
fragmentalodik, igy a protomerek kontrahalnak és a tarolt rugalmas energia felszabadul.
A megnytjtott multimerek kontirhossza 416 nm és 3090 nm kozott valtozott, amely jo

egyezést mutat az irodalmi adatokkal (60). A multimer mentén megjelend nagy csomokat
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az N-terminalis multimerizacios helyeiként azonositottuk, a koztiik 1év6 tdvolsagot pedig
a protomer hosszanak feleltettiik meg. A protomerek hossza 19 nm és 329 nm kozott
valtozott, vagyis a korabban leirtaknal joval hosszabb (39, 58, 61). A protomer hossza a
multimer kontirhosszaval aranyosan novekedett (18. abra). Ez abbol adddhat, hogy a
kozegellenallasi erd aranyos a multimer hosszaval, vagyis hosszabb multimerre nagyobb
erd hat.

Az AFM képeken megfigyeltiik, hogy a nyujtott multimerekben a protomerek
megnyulasa nem egyforma, eléfordulnak jobban ¢€s kevésbé megnyult allapotban is. A
protomereket megnyulasuk szerint 7 tipusu topografiai osztalyba soroltuk (PR1-t61 PR7-
ig, és konformereknek is nevezziik ezeket), melyeknél a névekvd sorszam nagyobb
megnyulast jelent (19. abra). A PR1 a legrovidebb és legkompaktabb allapotot jellemezi,
amelyben a két nagy csomé egy vékony szakasszal van Osszekotve (O-O). Ebben az
allapotban (CK)2 kis csom6 nem latszik kiilonalldan, valoszinlileg az egyik nagy
csomoéhoz tul kozeli helyzete miatt. A PR2 egy kinytltabb szerkezet, amely mar mutatja
a jellemz6 ,,nagy csomod-vékony szakasz- Kis csomo-vékony szakasz-nagy csomo”
szerkezetet, amelyben a C domének nyitott allapotban vannak (O-0-O). A PR3 és PR4
protomerekben a nagy csomok atrendezédése latszik, az azokat alkotdé domének
eltdvolodnak valamelyest egymastol, valosziniileg az A> domén letekeredése miatt. Mivel
az Az doménbdl kettdé van egy protomeren belill, ezért a nagy csomok tagoldasa
szimmetrikusan is el6fordul, igy dsszesen négy féle kombinacidban figyelhetd meg ez a
szerkezet (00-0-Oo0, 00-0-00). A négy koziil a PR3 és PR4 a két tiikorszimmetrikus
szerkezetet mutatja be, habar ezek egymassal analogok.
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26. dabra. A VWF hierarchikus megnyulisa molekularis fésiilés soran. (A) A VWF
multimer szerkezeti alapegysége (protomere) a dimer, melyet a diszulfid hidakkal
osszekapcsolt D’D3 domének hatdarolnak. Ezek a hatarok nagy csomokat alkotnak a
multimer mentén, ami alapjan EM és AFM képeken lemért VWF protomerhossz 80-120
nm (39, 61). (B) Az AFM képeink alapjan megfigyeltiik, hogy a VWF relaxalt szerkezetén
foleg nagy csomok figyelhetok meg. Ez a szerkezet molekularis fésiilés sordan tébb
lépésben megnyulik és a kisebb csomok is lathatova valnak, melyek koziil a kézépsé a
(CK)2, és a tovabbi ketté az A3Da doméneknek felel meg. (C) Egy megnyujtott VWF
multimerben taldalhato protomer 3D magassagképe, melyen a szerkezeti elemeknek

megfeleld domének is jelélve vannak.

A PRS esetében az egyik Ao domén letekeredik ¢s megnyulik, igy egy kisebb csomo,
amelyet az AsDs domének alkotnak, eltavolodik a nagy csomotol (O-0-0-00). Ranézésre
a PR5 is lehet szimmetrikus szerkezetii, de ebben az esetben a (CK)2 csomé nem kézépen
van, vagyis a protomert alkotdé monomerek megnyuldsa aszimmetrikus. A PR6-ban méar

megnyultak annyira az Az domének, hogy a két kis AsDs csomo elkiilonithetd a nagy
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csomoktol, de a PR7 esetében az A, domének még inkabb megnytlnak (O-0-0-0-O).
Megfigyeltink aszimmetrikusan megnyualt protomereket, melyekben a monomerek
megnyulasa kiilonb6z6, ami alatdmasztja azt, hogy a multimer mechanikailag fiiggetlen
egysége a monomer (62). A protomerck megnyulasanak alapjan a megnyulas folyamata
feltehetéen a kovetkezd sorrendben tortént: eldszor a C-terminalis végen a Ci¢ Szakasz
kiegyenesedett, ezt kovette az Ao domén letekeredése, amely az N-terminalis nagy
csomoinak szegmentaldodasat eredményezte (DsA3) és (A1D3D’D’D3A;) valamint (AsDas)
csomoékra, végiil az Az nagymértékii megnyulasa kovetkezett be. Ezek alapjan
feltételezziik, hogy a protomerek hosszanak kiilonb6zd mértékii ndvekedése a
molekularis fésiilés soran a Ci.s nyulasanak ¢és a Kitekeredett A nyulasanak
kovetkezménye (26. abra). Azt, hogy mas domén kitekeredik-e a VWF megnytlas soran
tovabbra is kérdéses.

A novekvé protomer hosszisaggal a csomok magassaga csokkent (20.A-C abra) a
Cu16¢s Az szerkezeti valtozasai miatt, ezen kiviil mas domének részleges letekeredése is
eléfordulhat. A C16 Szakasz hossza nagyobb volt, mint a korabbi kdzlemények szerint
vart ~30 nm (39, 54) (20.D abra), ami valamelyik C domén részleges letekeredésre vagy
a doméneket 6sszekotd szakasz megnytlasara utalhat. A PR7 tipusban az A2 domének
szinte teljesen kinyulik, és majdnem eléri az elméleti ~73 nm-es konttarhosszt (20.E
abra). Abban az esetben, ha a megnyult A> domént entrépikus lancnak tekintjiik, a
féregszerii lanc modell alapjan (worm-like chain model) megbecsiilhetjiik az erét,

amelynek a multimer a molekularis fésiilés soran Ki volt téve:

F:Mi 1 _l’ (7)

Lp |Lc m 4
Lc

ahol kg a Boltzmann allandé, T az abszolut hémérséklet, z az A2 mért hossza (~55 nm a
maximalis gyakorisag felénél), Lc az Az elméleti konttrhossza (~73 nm, 1. tablazat), Lp
a perzisztenciahossz (0,38 nm). Ez alapjan a multimerre hato er6é 45 pN, amely tallépi az
A letekeredéséhez sziikséges 11-21 pN-os kiiszobértéket (55, 62, 63), de
nagysagrendileg jo becslést ad.

A konformerek eloszlasa a multimer mentén nem volt egyenletes. A kompakt

konformerek (PR1) a multimerek végein, a leginkabb megnyult konformerek (PR6, PR7)
pedig a multimerek kozepén fordultak el gyakrabban (20.G-I abra). A k6zépen torténd
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tulnyulast, vagyis nyak képzodést (necking) ami képlékeny anyagokra jellemzé mar mas
biomolekuldkra is leirtdk. A VWF multimer ilyen jellegli megnytlasat mar masok is
felvetették durva szemcséjii (coarse-grain) modellt hasznal6 szimulacio alapjan (80). Ezt
a feltevést adataink igazolni latszanak. A protomerck egyenldtlen megnyulasanak a
multimeren beliil jelenleg nem ismert a biologiai jelentésége. Feltételezhetd, hogy a
sériilés és a lokalis trombocita dugo, a trombus novekedése vagy mas miatt keletkezd
kiilonb6z6é mértékli érsziikiilet alakul ki, az aramlasi er6viszonyok pedig gyorsan
valtoznak. Ezekhez az erdvaltozasokhoz a multimerek letapadt és szabadon 1évo
doménjai kiilonb6z6 moddon alkalmazkodnak/reagalnak ¢és tarjak fel kriptikus

kotohelyeiket.

5.4 A megnyujtott VWF valtozasai nanomanipulacio soran

Nanomanipulaciéval sikeriilt tovabb nyujtanunk a molekularis fésiiléssel a felszinre
rogzitett multimerek kivalasztott szakaszait. A nanomanipulacié soran az adott szakasz
hajti alakban deformalodott, az itt talalhatdo csomok elmozdultak, esetenként (1j csomok
valtak ki a kompakt részekb6l. A megnyujtds kozben vagy utdna kozvetlenil a
megnyujtott szakasz a csillam felszinhez rogziilt. A csillam felszin negativan toltott, igy
a VWF doménjeink pozitiv toltéssel rendelkezd felszineivel tud hozzakotdédni. Az Ag
doménrdl ismert, hogy a legpozitivabban toltétt VWF domén fizioldgias pH-n, és a
trombocitak GPIb receptora, illetve a heparin is az A pozitivan t6ltott felszinéhez tapad
(81). A filamentalis szerkezetli fehérjék megnyulasa akkor lehetséges, ha a nyujtd erd
nagyobb, mint az ellene haté adhézids és a molekulaban ébredd rugalmas erd (47).
Kisérleteinkben a multimerek manipulalt szakaszon kiviili része egy esetben sem mozdult
el a beavatkozas soran, ami azt igazolja, hogy a csillamhoz tapadé multimer mentén tébb
adhézids pont is van.

Sok esetben a megnyujtas soran a csomokat 0sszekotd szakasz topografiai hézagként
jelent meg. Korabban a molekularis fésiiléssel megnyujtott PR7-es protomerekben is
megfigyelhettiink hasonlo jelenséget, és azonositani tudtuk, hogy a hézagok az A:
domének kitekeredésének felelnek meg. A nanomanipulacié sordn nem csak az Ao,
hanem sok esetben a Ci.6 szakasz is érintett volt a megnytlasban a nanomanipulacio
pozicidjatol fiiggéen (27. abra). A 22. abran bemutatott multimer esetében a Cie
doméneknek megfeleld szakasz hossza 55 nm, ami 1,2-szerese a korabban altalunk mért,

illetve az irodalomban leirt adatoknak (39, 54). A hézag arra enged kovetkeztetni, hogy
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valamelyik C-domén vagy domének olyan jellegli konformacio valtozasa tortént a nyujtas

soran, amely miatt a magassaga az AFM fiiggbleges iranyu felbontasa alatt van.

A Letekeredés az A AA, “

szakaszokban / \

B Letekeredés a C, |
szakaszokban
il — 900
C Letekeredés az A AA; |:>
és C, . szakaszban & 4
XOOEEK - -

217. abra. A VWF multimer kiilonb6zo csomoknal tortéend manipuldcioja a szakasz elszakaddsa
nélkiil. (A) A VWF multimer egy N-termindlis nagy csomonal volt meghizva. A csomotol
szimmetrikusan sok esetben csak az Ao-domének nyiilnak meg, de az A1 és As nyuldsa is lehetséges.
(B) A VWF a (CK); kis csomonal volt meghiizva, ekkor a Ci.s domének nyulnak meg. (C) A VWF
az AsD4 kis csoméndal volt meghiizva, ami a Cis és A2 domének kozott helyezkedik el, igy mindkét
szerkezeti rész megnyulik a manipuldcio soran. Az abrdakon a sotétkek nyil jeloli a manipulacio
helyét, a megnyulas soran érintett domének keretezettek. Az abra jobb oldalan a manipuldcio
utani dllapot lathato, az esetlegesen letekeredé doméneket az eredeti sziniikhoz képest

halvanyabbal jeloltem.

A C domének koziil a Cy illetve Ce domének kristalyszerkezete ismert (28. abra) (82,
83). Ezek két, B-red6 szerkezetli aldoménbdl allnak, melyeket egy flexibilis szakasz kot
0ssze, amelyek elmozdulhatnak. Bar a Ce esetében a két aldomén egymashoz képest nem
mozdul el olyan mértékben, mint a C4 doménben. A masik hézag 127 nm, mely az A-
doménekhez kothetd. Az Az doménrdl ismert, hogy mar alacsony erénél képes
letekeredni, mivel a szerkezetében a kozponti B-redé kevésbé stabil, és ezt a-hélixek
veszik koriil, melyeknek szinte nincs mechanikai ellenallasuk (28. abra). Az A1 és Az
doménnel ellentétben az A, doménben a szerkezetet stabilizalo diszulfid hid sem talalhato

(84, 85). Az A2 domén elméleti kontirhossza ~73 nm (1. tablazat), amely viszont joval
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kevesebb, mint a mért 127 nm. Emiatt arra kovetkeztettiink, hogy egy szomszédos A-
domén t6bbi tagja is részlegesen letekeredhet, mely feltételezésiink szerint az Az lehet.
Az Az doménben kozvetleniil a diszulfid hid van az er0 hatasanak kitéve, mig az Ai
doménben a hidrogénkd6tés-halozatnak fel kell szakadnia a diszulfid hid felszakadésa elott
(81, 86).

A hézagok median hossza az A-doméneknél 76 nm, ami alapjan valdsziniileg sokszor
csak az A2 domén nyilik ki, a C-domének esetén viszont 96 nm, ami azt jelenti, hogy ezen

a szakaszon jelentds konformacié valtozas, esetleg letekeredés megy végbe.

A
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28. abra. A VWF masodlagos szerkezeti elemei a doménszerkezetre vetitve és az ismert
3D szerkezetek. (A) Az ismert alfa-hélix, béta-lemez és béta kanyar szerkezetek (87) a
VWF monomerre vetitve. A doménszerkezet feletti vonalon a szamok a domének és az
azokat osszekoto szakaszok hatarait jelolik. Az N- és O-glikozil csoportok a teli és iires
karikakkal vannak jelolve a vonal mentén. A vonal alatti fiiggdleges vonalak a ciszteineket

jelolik, amelyek diszulfid hidak esetén egymdssal ossze vannak kétve. A C-terminalis
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végen a dimerizdacioban résztvevo 3 cisztein, illetve az N-termindlis végen a
multimerizacioban résztvevé 2 cisztein pirossal van jelolve. (B) VWF domének ismert 3D
szerkezetei, melyek az N-terminalistol a C-termindlis végig az dbradn feltiintetett jelolés
szerint vannak szinezve és amelyekben a glikdan csoportok kék kockdkkal vannak jelélve

(88).

Amikor 6sszehasonlitottuk a hossznovekményt (Al) és a megnyulast (E) azokban a
szakaszokban, amelyek elszakadtak, és amelyek nem, azt tapasztaltuk, hogy az elszakadt
szakszok rovidebbek (4. tablazat). Ez meglepOnek tlinhet, mivel a szakadas az adott
szakasz tulnyujtasanak a kovetkezménye. A szakadéds utdn a megnyujtott szakaszban
tarolt rugalmas energia felszabadul, igy a szakasz még le nem tapadt vége relaxalodhat.
Szintén eléfordulhat, hogy a fehérje egy darabja az AFM tiire tapad, ami miatt a felszinen
kevesebb fehérje rész lathato.

A szakaszok megnyujtidsa az atlagmagassag csokkenésével jar, ami egy platoban
végz0dd gorbével irhato le (25.B abra). A gorbén is lathatdo a magassagmérés
bizonytalansaga.

A nanomanipulalt szakaszok kozil kiilon elemeztiik azokat, amelyek a PR6
szerkezetnek megfeleléek (n=19), és a korabbi kozleménylinkben szerepld mérési
adatainkkal vetettiik Ossze. A PR6 konformereknek a manipulacidé el6tti hossza
lo=161nm (lomax= 279 nm) Osszevetheté azzal, amelyet korabban mértiink
(Ipre= 167 nm, lpre,max= 260 nm, 3. tablazat). Manipulacio utan a teljes hosszuk
atlagosan 1 =345+ 69 nm (Imax= 459 nm), ami Al =178 £+ 90 nm hossznévekményt és
E = 2,23 £ 0,78 megnyulast jelent. A manipulacio utani szakasz teljes hossza hosszabb,
mint amit PR7 szerkezetek esetén mértiink korabban (lpr7 = 240 nm, Ipr7,max = 329 nm).
Ez alapjan a multimereket lokélisan jobban meg tudtuk nyujtani, mint csak a molekularis
fésiiléssel, ami a multimer nagy rugalmas potencialjara utal. A nanomanipulacioval
igazoltuk, hogy lokalis erdhatas olyan szerkezetvaltozast idéz eld, amilyen tobb
kotohelyet biztosit a multimer letapadashoz, feltehetéen kriptikus kotéhelyeket tesz
hozzaférhetévé (61).
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6. Kovetkeztetések

Munkam soran a VWF harom diagnosztikai paraméterét (VWF:Ag, VWF:.CB,

multimereloszlas) vizsgaltam klinikai mintakban, tovabba nagy multimereket tartalmazo

human VWF mintaban tanulmanyoztam az egyedi multimerek globalis illetve lokalis

nytjthatésaganak topografiajat atomieré-mikroszkopia (AFM) alkalmazasaval. A

legfontosabb eredmények és kovetkeztetések az alabbiak:

1. Periférias artérids betegek esetében a vénas vérben mért oszteoprotegerin mennyisége
szignifikansan magasabb, mig a VWF mennyisége ¢és kollagénkotd aktivitasa nem tér
el jelentdsen a kontrolltol. Nullas vércsoportl betegek €s a kontrollok esetén egyarant,
a VWF mennyisége és kollagénkoto aktivitasa jelentdsen magasabb volt a nem-nullés
vércsoportiakhoz képest. Ez a vércsoport szerinti kiillonbség jellemezte
oszteoprotegerin mennyiségét is. A nem-nullds vércsoporti egyénekben az
oszteoprotegerin mennyisége ¢és VWF kollagénkotd aktivitdsa kozotti korrelacid
jelentds volt. Ezek a vércsoporthoz kothetd kiillonbségek magyarazhatjak a betegség
magasabb gyakorisagat a nem-nullas vércsoportiiakban a nullds vércsoportiakhoz
képest.

2. Radikalis prosztatektomia utan a VWF mennyisége ¢és kollagénkotd aktivitasa,
valamint a nagy multimerek aranya is jelentésen emelkedett a hatodik napig, egy
honap mulva éri el a miitét el6tti és a tizedik honapra a kontroll csoport szintjét, ami
protrombotikus dallapotra utal ¢és magyardzza az egy honapig tartd nagyobb

posztoperativ trombozis veszélyt.

3. Véletlenszertien feltekeredett (random coil) VWF multimereket sikeresen nyujtottuk
meg molekuléris fésiiléssel €s nagy felbontasi AFM képeket készitettiink a
szerkezetiikrél. Egyedi-molekula szinten megmutattuk, hogy a multimerek protomerei
kiilonb6z6 mértékben, de az eddig ismertnél atlagosan jobban megnytlnak. Ez az j
megfigyelésiink arra enged kovetkeztetni, hogy a multimer axidlis nyuldsa soran a

VWEF kriptikus kotohelyei nem egyforman tarulnak fel a VWF kotOpartnerei szamara.

4. A multimerek mentén Kkiilonb6z6 mértékben megnyult protomer konformert
azonositottunk, melyeket 7 hierarchikus osztalyba soroltunk (PR1-PR7).
Feltételezziik, hogy molekularis fésiilés soran eldszor a C16 domének nytltak meg,

majd az A2 domének tarulnak fel és nytlnak meg kiilonb6z6 mértékben.
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5. A multimer mentén a rovidebb protomerek (PR1) a multimerek végén, mig a hosszabb
protomerek (PR6, PR7) a multimerek kézpén fordulnak elé gyakrabban, hasonléan a

viszkozus polimerek kémidjaban ismert nyak képzddés (necking) jelenségéhez.

6. Nanomanipulacioval lokalisan tovabb tudtuk nyuajtani a molekularis fésiiléssel
rogzitett multimerek kivalasztott részeit, melynek eredményeként az A és C
doméneken kiviil egyéb domének nyulasa, esetenként szakadasa és kotOhelyek

feltarulasa is feltételezhetd.

61



DOI:10.14753/SE.2023.2881

7. Osszefoglalas

A von Willebrand faktor (VWF) a vérben keringé multimer glikoprotein, mely kb.
100 nm hosszl, mechanoszenzor protomerekbdl épiil fel. Alapvetd szerepe a trombocitak
sérilt érfalhoz vald rogziilésének kozvetitése, nagy sebességgradiens esetén. A nagy
molekulastlyt multimerek jelenléte kritikus a VWF hemosztazisban betoltott
funkcidjanak elldtdsdhoz, viszont til nagy mennyiségben trombozis rizikdtényezo.
Kiilonboz6 patologias folyamatokban felmeriil a lehetésége annak, hogy a VWF
protrombotikus allapot markere vagy terapias célpont legyen.

Munkank sordn két kiilonbozé aspektusbol vizsgaltuk a VWF-t, egyrészt klinikai
mintakban mértik a VWF mennyiségi és mindségi tobbletét, mint protrombotikus
allapotjelzdket, masrészt molekularis fésiiléssel nyujtott egyedi multimerek szerkezetét
elemeztiik atomier6-mikroszkopiaval (AFM) készitett képeken, hogy ujabb informaciot
nyerjink a VWF funkcidjat is befolyasolo mechanikai hatasok okozta szerkezeti
valtozasarol.

A periférias artérias betegek plazmajaban az oszteprotegerin (OPG) mellett a VWF
antigén mennyisége (VWF:Ag) és VWF kollagén koto aktivitasa (VWF:CB) is magasabb
volt a kontrollokhoz képest. Nem-nullas vércsoporti betegekben a nulldsokhoz képest
nem csak a VWF, de az OPG mennyisége is emelkedett és koztiik jo volt a korrelacio is,
ami a betegség nagyobb gyakorisaganak magyarazatahoz is hozzajarul ebben a
vércsoportban. Radikalis prosztatektomia utan a betegek plazmajaban a VWF:Ag,
VWEF:CB és a nagy multimerek ardnya is emelkedett a miitét eldtti allapothoz képest,
mely a 6. napra mar csokkent, de még 1 honap elteltével sem normalizalodott,
protrombotikus allapotot jelezve egyes esetekben.

Tisztitott nagy multimerek molekularis fésiilésével megnytjtott multimereket felépitd
protomerek szerkezetének tanulmanyoztuk AFM-mel. A protomerek a multimer mentén
kiilonb6z6 mértékben nyultak meg, amely szerint névekvd sorendben 7 osztalyba
soroltuk 6ket. A protomerek megnyulasat a Ci.6 szakasz nytlasa valamint az A2 domén
feltarulasa és nytlasa okozta. A multimerek kdzépso része jobban megnyult, mint a végei,
ami a multimer viszkoézus tulajdonsagat jelzi. Nanomanipulacié soran a molekularis
fésiiléssel rogzitett multimereket, lokalisan tovabb tudtuk nyudjtani a kivalasztott
szakaszra merdlegesen. Az ekdzben fellépd er6k hatasara az A és C doméneken kiviil

mas domének kotbhelyei is hozzaférhetévé valhattak, igazolva a VWF helyi erévalasz
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készségét, amely biztosithatia a VWF kriptikus kotohelyei hozzaférhetéségének

szabalyozasat.
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8. Summary

The von Willebrand factor (VWF) is a multimeric glycoprotein composed of 80- to 120-
nm-long protomeric units and plays a fundamental role in mediating platelet function at
high shear. In addition to its role in hemostasis, VWEF is involved in many processes,
which arises the possibility to use it as a biomarker or therapeutic target in various
pathological processes.

In our work, on the one hand, we examined three laboratory parameters of VWF in
clinical samples, and on the other hand, we stretched individual multimers by molecular
combing and examined their structure using atomic force microscopy (AFM).

Osteoprotegerin (OPG) and VWEF are stored in the Weibel-Palade bodies of the
endothelial cells and released together into circulation. Both were elevated in the plasma
of patients with peripheral artery disease compared to controls. We evidenced that OPG
was higher in non-zero blood group patients and controls compared to zero groups,
similarly to the VWF. The correlation between OPG and VWF activity was significant in
non-zero group patients. These might explain the higher incidence of peripheral artery
disease in non-zero group patients. Following radical prostatectomy, the level of VWF
level and activity, the large multimers in the plasma of the patients increased compared
to the preoperative state, decreased until the 6™ day, but did not return to normal after 1
month but only 10 months, indicating the postoperative thrombotic risk.

We used a human VWF sample containing large multimers for single-molecule
studies to examine the structure of the protomers in the multimers stretched by molecular
combing. The elongation of protomers was uneven along the multimers, protomers
extended through structural intermediates that could be grouped into 7 distinct
topographical classes. Protomer extension progressed through uncoiling the C1-6 domain
segment and unfolding the A> domain with elastic extension. The last and most extended
protomer conformations were localized at the ends and the middle of the multimer,
respectively, revealing an apparent necking phenomenon characteristic of plastic-material
behavior. Nanomanipulating the stretched multimers, we could locally extend selected
sections, making domains other than A, and C accessible and confirming the local shear
response potential of the VWF. The local shear response potential might ensure the tuned

exposure of the cryptic binding places of the VWF.
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