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1. Bevezetés

A pre-pro-VWF egy 22 aminosav hosszusagl szignal peptidbdl, a
741 aminosav hosszusagli propeptidbdl valamint a 2051 aminosavbol
felépiil6 érett VWF alegységbdl all. 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
keriilnek, ahol megtdrténik a multimerizacio. A VWF kifejezés az egytdl
kezdve az akar tobb mint 100 dimer egységbdl allo multimerek sokasagat
jelenti (1. abra).

A VWF multimer glikoproteinek az endotél sejtekben és a
megakariocitdkban képzédnek, a Weibel-Palade testecskékben és a
trombocitdk a-granulumaiban raktdrozédnak. Folyamatosan és stimulus
hataséara kertilnek a keringésbe. F6 szerepiik a trombocitak sériilt érfalhoz
kozvetitése nagy sebességgradiensii aramlas esetén (artériak és kapillarisok).
A keringésben komplexet alkotva a VIll-as alvadasi faktorral (FVIII),
megvédi azt a degradaciotol és biztositja a FVIII elérhet6ségét a koagulacio
kaszkad folyamatdhoz, az aktivalodott trombocitak felszinén. A plazmaban
kiilonbozé szamt dimerbdl felépilé (0,5 - > 20 MDa) VWF multimerek
keringenek. A normal hemosztazis fenntartasdhoz sziikséges a megfeleld
mennyiségii és méreti (> 10 dimert tartalmazo) multimerek jelenléte a
plazmaban. A plazmaban keringd VWF normal mennyisége 5 - 10 mg/l, ami
0,5- 1,51U/ml VWF koncentracionak (VWF:Ag) felel meg. Hianyukban
vérzékenység alakulhat ki, a von Willebrand betegség, amely lehet 6roklott

vagy szerzett. Viszont, ha a VWF mennyisége, a nagyméretii multimerek



szama vagy a multimerizacié mértéke fokozdodik, akkor trombozis 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. dbra. A VWF multimerizdcidéja. A monomerek a C-terminalis CK domének
kozott letrejovi diszulfid hidak altal dimerizalodnak. A dimerek az N-
termindlis  D’Ds  domének  kozotti  diszulfid  hidakon  keresztiil
multimerizalodnak. Az abran nincs feltiintetve a D’Ds-hoz kapcsolodo
propeptid (DiD, domének), melyet csak a multimerizacio utdan hasit le a furin.
A transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM) képeken és a multimer
sematikus rajzan jeloltem azokat a doméneket, melyek a multimeren
periodikusan megjelend kis (narancssarga keret) és nagy (piros keret)
csomokat alkotjak.

A VWF multimerek els6 transzmisszios elektronmikroszkopos
(TEM) képein, mar lathato volt a molekula periddikus szerkezete, de ezt csak
késébb hoztak kapcsolatba a doménekkel (1. abra). Ezekben a VWF mintat
a felszinre permetezték, ennek soran a multimerek megnyulhattak. A képeken
hajlékony fonalszeri szerkezet figyelhetd meg, amelyen kisebb és nagyobb
csomoOk helyezkednek el szabalyos tavolsagokban. A multimerek egyik végén
altalaban nagy csomo van, ebbdl arra kovetkeztettek, hogy ez felel meg a

dimer N-terminalis végénék. Ahol ez hianyzik, az valoszinilleg az



ADAMTSI13 hasitasanak kovetkezménye. A kisebb csomot a C-terminalis
végekkel azonositottak. A TEM képek alapjan a protomer hossza 120 nm.

2. Célkituzések

A kutatdsunk sordn a VWF mennyiségi és mindségi valtozasat,
valamint szerkezetét vizsgaltuk klinikai- és alapkutatés szintjén: (I) két olyan
betegcsoportban, ahol a multimerek mennyiségi és mindségi tobblete
trombotikus allapotra utalhat, valamint (II) human plazma eredeti VWF
multimer szerkezetének erd hatdsara torténd valtozasait egyedi multimer
molekulakon.

A kovetkezo kérdések és célok vezették a munkafazisainkat.

I. Jelz6je-e az esetleges pretrombotikus folyamatnak a plazma VWF
multimerek mennyiségi és mindségi tobblete érkarosodassal jaro
allapotokban?

1. Periférias artérias betegségben (PAD) (a) a VWF-ral egyiitt szekretalodo
oszteoprotegerin (OPG), valamint a VWF koncentracioja (VWF:Ag) és
kollagén kot6 aktivitasa (VWF:CB) Osszefligg-e a betegség
sulyossagaval, (b) a VWF 0 és nem-0 vércsoport fliggdé koncentracio
kiilonbsége igaz-e a kollagén kotd aktivitasara is, (c) és az OPG
koncentracio mutat-e vércsoportfiiggést?

2. Radikalis prosztatektomian atesett betegekben, miitét el6tt és utan,
amikor a tumor jelenléte, majd a miitéti érkarosodas protrombotikus
allapothoz vezethet, mennyire valtozik a VWF:Ag, a VWF:CB ¢és
multimer eloszlas valamint az ADAMTS13?

1. Egy-molekula szinten milyen axialis szerkezeti valtozasok mutathatdk ki
a multimerek relaxalt és nyujtott allapotdban? Munkafazisok:
1. Human eredetli VWF mintabol kis és nagy molekulasulyu multimereket

tartalmazo frakciok szeparalasa és karakterizalasa.



2. A relaxalt és molekularis fésiiléssel megnyujtott VWF topografiajanak
jellemzése és dsszehasonlitasa.

3. A megnyujtott VWF tovabbi lokdlis nyujtdsa és szakitasa
nanomanipuldcié alkalmazasaval, és azok analizise, jellemzése

szerkezeti elemek szintjén.

3. Modszerek

A VWEF tisztitasa

A human plazma eredeti VWF multimereket terapidban hasznalt
koncentratumbol tisztitottuk HiTrap Heparin HP oszlopon, mivel affinitas
alapjan elvalaszthat6 az albumintol. Az elualast NaCl gradienssel végeztiik,
igy kis molekulasulyti (LMW) és nagy molekulasilya (HMW) multimereket
tartalmazo  frakciokat nyertink. A tisztitast ~ SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel €s Coomassie Blue fehérje festéssel ellendriztiik.
A VWF mennyiségének és funkcidjanak tesztelése

A VWF mennyiségének és funkcidjanak tesztelésére ELISA modszereket

alkalmaztunk. A mintdkban a VWF antigén mennyiségét (VWF:Ag) és a
VWEF kollagén koté aktivitasat (VWEF:CB) vizsgaltuk. A VWF mennyiségi
kollagénnel fedtiik a lemez felszinét, amelyhez a VWF ko6t6dott a mintakbol.
A felszinhez kotott immunkomplexet enzimreakeio segitségével mutattuk ki
A VWEF kollagénhez torténd kotddése érzékeny a HMW multimerek aranyara
a mintaban, melyek a VWF funkciojahoz sziikségesek a primer
hemosztazisban.
A multimerek méreteloszlasanak vigsgalata

A multimerek méreteloszlasat SDS-agardz gélelektroforézis és
immunoblot segitségével vizsgaltuk. Azonban az SDS-agar6z elektroforézis

sordn a multimereket nem redukalé pufferben futtatva azok molekulastly
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szerint egymastdl kiilon valaszhatok, igy a kiillonboz6 méretii multimerek
jelenléte és relativ mennyiségiik vizsgalhato.
Atomierd-mikroszkopia (AFM)

A legtobb kisérlethez frissen hasitott csillampalat hasznaltunk
felszinként. A VWF-t kétféle modon rogzitettiik a felszinen. Egyik esetben
10 ul, 2 pg/ml VWF oldatot cseppentettiink a felszinre, 1 perc utan MilliQ
vizzel lemostuk és megszaritottuk. Masik esetben a VWEF-t molekularis
fésiilessel rogzitettiik. Az erre a célra atalakitott mikrocentrifuga sik rotorjaba
rogzitettilk a fémkorongra ragasztott csillamot. 20 pl, 2 ng/ml VWF oldat
felvitele utdn azonnal elinditottuk a centrifugalast (5685g, 10 s). A mintat
kivéve azt lemostuk és megszaritottuk.

A képalkotashoz Cypher S (Oxford Instuments Asylum Research) AFM-
et AC ilizemmodban hasznaltuk. A pasztazas levegében szilicium
rugolapkaval (OMCL-AC160TS-R3, Olympus) tortént.

Néhany esetben a képalkotds utan a mintakat 100 pl kiilonbozo
koncentracioju ditiotreitollal (DTT) (0,1 mM, 2 mM, 20 mM) kezeltik 10
percig. A DTT a multimerben 1évé diszulfid kotéseket redukalta. Ezt
kovetden a mintakrol mosas €s szaritas utan uj képeket vettiink fel.

A nanomanipulaciohoz a VWF-t molekularis fésiiléssel rogzitettiik a
felszinen. A nanomanipulacidt levegdben, kontakt iizemmodban végeztiik
ugyanazzal a rugolapkaval, amellyel a manipulacio el6tt és utan is a képeket
készitettiik. Nanomanipulacio soran a rugélapka tiijét a felszinhez nyomtuk,

majd oldal iranyba elmozditottuk.
4. Eredmények

4.1. A VWF vizsgalata klinikai mintakban
A VWF emelkedett mennyisége sok korképben igazolt. Két

trombozis rizikoval rendelkezd betegcsoportot vérplazma mintaiban
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vizsgaltunk a kovetkez6 VWF paramétereket: a VWF koncentraciot
(VWF:Ag) ¢és a funkciondlis tesztek koziil a kollagén kotd aktivitast
(VWF:CB) mértiik, és egyik esetben a multimerek eloszlasat is értékeltiik.

Periférias artérias betegség (PAD) jellemzésére szolgald adatok
koziil mértik az oszteoprotegerin (OPG) koncentraciét, ami a PAD
sulyossagaval hozhaté Osszefliggésbe, és ehhez kothetden vizsgaltuk a
VWEF:Ag-t és VWF:CB-t. PAD-ban az OPG, a VWF:Ag és VWF:CB ABO
vércsoporttol vald fliggését is tanulmanyoztuk, ezért mindkét csoportot
kettéosztottuk, aszerint, hogy nullds vagy nem nullas a vércsoportjuk. A
csoportokat Mann-Whitney és Spearman-féle rangkorrelacios teszttel
hasonlitottuk 6ssze. Mind az OPG, a VWF:Ag koncenracié és a VWF:CB
aktivitas magasabb volt a PAD betegcsoport esetén a kontrollokhoz képest,
bar csak az OPG esetén volt szignifikdns a kiilonbség. A nem nullas
vércsoport esetén a PAD ¢és kontroll csoportban is szignifikansan magasabb
volt az OPG, a VWF:Ag és a VWF:CB. Megfigyeltiik tovabba, hogy a
vércsoport jelentdsen befolyasolta a korrelaciot az OPG és a VWEF:CB kozott.
A nullas vércsoportu egyénekben (n=65) nem volt korrelaciéo az OPG és
VWF:.CB ko6z6tt. A nem-nullas vércsoporti egyénekben (n=149) a
korrelacié az OPG és VWF:CB kozott szignifikans volt.

Prosztata adenokarcinoma miatt radikalis prosztatektomiat (RP)
kovetden a betegek plazmajaban a VWF: Ag és VWF:CB mellet a multimerek
eloszlasat is vizsgaltuk. A miitét el6tti napon vett minta a beteg kezdeti
allapotat jellemzi. A mitét utdn egy oraval a miitét kozvetlen hatasat, hat
nappal a miitét utani periodust, az immobilizacié hatasat, egy honappal a
megnovekedett trombozis rizikd végét és tiz honappal a teljes felépiilést
jellemzik a mintadk. A miitét el6tti napon emelkedett volt a VWF:Ag és
VWEF:CB is a kontroll csoporthoz képest, bar ez az eltérés csak a VWF:CB

esetén volt szignifikans. A miitét utdn mar egy oOrédval is szignifikdnsan
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magasabb volta VWF:Ag és a VWF:CB a kezdeti allapothoz képest, amelyek
egy honap utan csokkentek a kezdeti allapot szintjére, 10 honap utan pedig a
kontroll csoport szintjére. A multimer eloszlast az elektroforézis kép
denzitometrids gorbéinek analizise alapjan szdmszerGsitettik egy Mmwas
paramétert bevezetésével. Elektroforézissel molekulasulyuk szerint a
legnagyobbtol a dimerig létraszerlien detektalhatok a multimerek és a gorbe
alatti teriilet fels6 25% hatarahoz tartozo relativ mobilitds molekulasulyban
(MW) kifejezve, amely a HMW multimerek aranyat jellemzi. A multimer
analizis alapjan a miitét el6tt a betegek multimer eloszlasa a kontrollokéhoz
hasonld volt. A Mmwazs értékek a VWF:Ag és a VWF:CB értékekhez hasonlo

modon valtoztak.

4.2. A VWF relaxalt szerkezetének vizsgalata AFM-mel

Az LMW és HMW multimereket tartalmazé frakciokbol kitapadt
multimerek AFM kép alapjan is jelentdsen eltértek. Az LMW multimereket
tartalmazo frakciokban kis nagyitasnal csak pontszerdi struktirak figyelhetok
meg, a HMW multimerek esetén mar kis nagyitasnal is jol 1athatd a felszinen
a gyongysorszerl struktira, melynek hossza széles tartomanyban valtozik.

Az LMW multimerek néhany csomébol allnak, melyeket vékony
szakaszok kotnek Ossze. A HMW multimereknél ez a szerkezet sokkal
hosszabb, tobb csomobol all, és véletlenszerii tekercsként (random coil)
rogziil a felszinen. A multimereket alkoté dimerek nyitott és zart allapotban
is lehetnek, melyet tobb tényezo befolyasol, pl. a kétértéki kationok jelenléte
vagy a pH. Csillam felszinen a vizsgalt multimereknek (n = 625) csak egy kis
része, ~5% tartalmazott zart allapotti dimereket. A multimerek rogziilését a
felszin is jelentdsen befolyasolja. Mig a negativ t6ltésii csillam felszinen a
multimerek egy lazabb, valamelyest szétteriilt formaban rogziltek, addig

pozitiv toltésii PLL felszinen kompakt szerkezetet mutattak. Ez a kompakt



szerkezet kevésbé volt elényds a protomerek azonositdsa szempontjabol, igy
a csillimfelszinen rogzitett multimereket analizaltuk részletesen. Irodalombol
ismert, hogy a pH szintén befolyasolja a dimerek szerkezetét, alacsony pH-n
inkabb a zart szerkezet jellemzd. Megfigyeltiik, hogy ha a VWF oldat
pH = 6,00 volt, mind csillim, mind PLL felszin esetén kompaktabb

konformacioban rogziiltek a multimerek, mint pH = 7,4 oldatbol.

4.3. A VWF megnyujtott szerkezetének vizsgalata

A VWF multimerek molekularis fésiiléssel megnyultak és
orientalodtak. A megnyUjtott multimereken is megfigyelhetd a
gyongysorszeri struktura, csak a csomok eltavolodtak egymastol, azaz az
0sszekotd szakaszok nyultak meg. A multimereken tiikér szimmetrikus
ismétlédé egységek figyelhetok meg. Ezeket az egységeket a multimer
kiilonb6z6é mértékben megnyult protomereiként (PR) azonositottuk.
A protomerek diszulfid hidakkal vannak 6sszekotve, ezért annak vizsgélatara,
hogy az egységek valoban a protomerek, redukaldszerrel (DTT) kezeltiik a
megnyujtott multimereket. A ndévekvé DTT koncentraciéval a multimerek
egyre kisebb egységekre fragmentalodtak. Magas DTT koncentracional a
fragmentumok kozott hézagok jelentek meg a fragmentumok relaxacidja
miatt. A fragmentumok a felszinen maradtak a kezelés utan, ami utal a
multimer tobb ponton torténd letapadasara.

A protomer hatarai az adott szakaszon megtalalhaté legmagasabb
csoméok (nagy csomok), e csomdk kozotti tavolsag pedig a protomer
tavolsaganak felel meg (2.A 4bra.). A multimer kontirhossza
hatvanyfiiggvény szerint né a felépitd protomerek szamatol fiiggden (2.B
abra.). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a multimer kontirhossza nem a
protomerek elméleti hosszanak Osszege, hanem a kiilonb6zé mértékben

megnylt egyedi protomerek megnytlasanak az 6sszege befolyasolja a teljes



multimer hosszat. A teljes protomerhossz nem allando, hanem a multimer
hosszaval novekszik (2.C abra.). Az adatok linearis illesztése alapjan a
nyugalmi protomerhossz ~54 nm, és ez 4 nm-rel novekszik a multimer

100 nm-rel torténd hosszabbodasaval.
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2. abra. A protomerek hossziisdagdanak elemzése a megnyujtott multimerekben.
(A) Egy megnyujtott multimer AFM magassadg képe és a gyongysor szerkezet
sematikus rajza sziirkével. Alatta a multimer magassagprofilja, amin két nagy
csomé  kozotti részt azonositottuk a VWFE protomereként (PR). (B) A
multimerek konturhossza a multimert felépitd protomerek szamanak
fliggvényében. (C) A magassagprofilon mért protomer hossz a multimer
konturhosszanak fiiggvenyében. Az abran az atlag és a szords van feltiintetve.

Az AFM képek jo felbontédsa lehetdséget biztositott a domének valdszinii
azonositasara. Topografiai konformacidja szerint hét protomer tipust
kiilonitettink el és soroltunk osztalyokba (PR1-PR7). A domének
helyzetének meghatarozasat a leginkabb megnyult tiikdrszimmetrikus
szerkezeten mutatjuk be (3.A-B abra), melyben a protomert hatarol6 két nagy
csomo kozott harom kisebb csomé figyelheté meg. A kdzépen elhelyezkedd

kis csomo a (CK), doménnek felel meg, ettél két oldalt szimmetrikusan a
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masik két kis csomo6 az AsDs doménekkel azonosithaté. A 7 protomer
osztalyra (konformerekre) egy-egy példat a 3.C dbran mutatunk be. A 6
konformerek  szimmetrikusak, @ de  megfigyeltink  aszimmetrikus
konformereket is. A kiilonb6z6 osztalyokba sorolt protomereket részletesen
elemeztilk. A 3 tipusi csomé (nagy, AsDs, (CK)2) magassiga a protomer
hosszaval csokkent, amit valoszinilileg a csomokat alkotd domének részleges
kitekeredése okoz. A relaxalt allapotban rogziilt multimerek esetében foleg a
kompaktabb PR1 ¢és PR2 protomerek voltak megfigyelheték (98,5%
gyakorisag), amelyekben inkdbb a nagy csomoék vannak jelen, mig a
magasabb sorszamu konformerek (PR3-7), amikben a kis csomok is jol
kivehet6k gyakorlatilag nem jelentek meg. Ett6l eltéréen a molekularis
fésiiléssel megnytjtott multimerekben a PR1 és PR2 gyakorisaga jelentdsen
csokkent (43,5%) és a magasabb sorszamu protomerek is megjelentek. Hogy
jobban tudjuk jellemezni a protomer megnyulast megvizsgaltuk a Cq.6 Szakasz
€s az A domén hosszat. A Cy.6 szakasz hosszanak gyakorisaga ~ 10 nm-nél
mutat egy maximumot, majd fokozatosan csdkken. Az A, domén hosszanak
gyakorisaga 0 és 40 nm kozott kdzel allando és ezutan csokken.

Az eltéré protomer osztalyok hossza fliggetlen volt a multimeren beliili
elhelyezkedésiiktél és az eloszlasuk egyenetlen volt. A rovid (PRI1)
protomerek inkabb a multimerek végein, mig a hosszabbak (PR6, PR7)

inkabb a multimerek kdzepén helyezkedtek el.
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3. dbra. A konformdcios dllapotok hozzarendelése a VWF protomerekhez. (A)
Egy nagymértékben megnyult VWF protomer AFM képe. Az AFM dbra alatt
a protomer doménszerkezetét, alatta sziirke csomos szerkezetét mutatjak a
sematikus rajzok. A narancssarga nyilak az N-terminalis nagy csomdit jelolik,
amelyek ebben az esetben az A1D3D’D’D3A1 doméneknek felelnek meg. A
sotétzold nyil a kozépso, (CK)» kis csomot jeloli, mig a vilagoszold nyilak az
AzDs doméneket tartalmazo kis csomokra mutatnak. Az AFM képbe rajzolt
vékony piros vonal mentén vettiik fel a magassagprofilt. (B) A protomer
magassagprofilja, melyen a fiiggdleges szaggatott vonalak a nagy csomok
kozepet jeldlik, ezek kozott lemértiik a protomer hosszat. Az AFM képpel
azonos szinkodolasu nyilak a doméneknek megfelelé csiucsokat jeldlik a
magassagprofilon. (C) Példak a megnyulasuk alapjan hét csoportba osztott
protomerekre. A csoportok névekvé megnyiilas szerint vannak rendezve. A
méretskala a PRI-PR6 esetén 40 nm, PR7 esetén 60 nm. A nyilak
szinkodolasa az (4) résszel megegyezo.

4.3. A VWF megnyujtott szerkezetének vizsgalata

A molekularis fésiiléssel csillamra rogzitett multimerek esetleges tovabbi
nyujthatésagat nanomanipulacié alkalmazasaval vizsgaltuk. A multimer
kiilonbozé mértékben megnyult részeit az AFM tii a multimer axialis

tengelyére merdleges iranyu elmozditasaval tovabb nyujtottuk. A kivalasztott
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szakaszokat hajtliszerien sikeriilt gy megnyujtani, hogy a multimer tobbi

része nem mozdult el (4. abra).
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4. abra. Molekularis fésiilessel régzitett multimer nanomanipulacioja. Egy
multimer szakasz manipulacidja (A) eldtt és (B) utan késziilt AFM kép, mely
soran 3 szakasz lett megnyujtva, szakadds nélkiil. A dupla végii fehér nyilak a
protomereket (PR) jelélik. Az (A) abran a nyil a manipuldcio iranydt mutatja,
mig a (B) dbran a nyilhegy arra a pontra mutat, ameddig a szakaszt
megnyujtottuk. Mellette a sziirke rajz a megnyujtott szakasz sematikus
szerkezetét abrazolja. A zolddel és rozsaszinnel jelolt szakaszok
magassagprofilja lathato az AFM képek alatt, mely a manipulacio (C) elotti
és a (D) manipulacio utani magassagprofilt mutatia. A magassagprofilon
Jjelolve vannak az adott résznek megfelelé domének. Az ly a szakasz eredeti
hosszat, | a manipuldcio utani hosszat jelenti.

Bizonyos esetekben addig nyujtottuk az adott szakaszt, hogy elszakadt.
Aszerint, hogy a manipuldcidé sordn a szakasz elszakadt vagy sem két
csoportra osztottuk a manipuldlt szakaszokat a tovabbi elemzésekhez. A
megnyujtott szakaszban a csomokat fonalszerti szakaszok kotik 0ssze, melyek
magassaga né¢hol az AFM filigg6leges iranyu felbontasaval dsszemérhetd, igy
a megnyujtas soran folytonossag hiany (hézag) latszik a kinyujtott
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szakaszban, de nem a jellegzetes, szakadasi szimmetria a hajtiikanyar végén.
A képeken megmértiik a szakaszok kezdeti atlagmagassagat, a kezdeti hosszt,
a nyujtds utdni hosszt és a szakadds hosszat. A hossznovekmény a
megnyujtott és a kezdeti hossz kiilonbsége, szakadas esetén annak a hosszat
levontuk. A megnyulas mértéke a megnyujtott és a kezdeti hossz hanyadosa.
Az atlagmagassag csokkenése a megnyUjtas utani atlagmagassag ¢s a kezdeti
atlagmagassag kiilonbségének abszolut értéke.

Osszesen 11 (27,5%) esetben szakadtak el a meghuzott szakaszok, ebbél
négyszer az A- négyszer a C-doménekhez kothetd helyen. Két esetben nem
tudtuk pontosan megallapitani a szakadas helyét. A megnyujtott
szakaszokban megfigyelhetd6 hézagok medidn hossza 76 nm (IQR: 52-
110 nm, n = 23) az A-doméneknél és 96 nm (IQR: 64-121 nm, n = 22) a C-
doméneknél. A hossznévekmény (217- vs. 72nm) és a megnyulas is
jelentdsen nagyobb volt azon szakaszok esetén, amelyek nem szakadtak el
(2,79-szeres az 1,57-szereshez képest). A szakaszok eredeti atlagmagassaga
¢és az atlagmagassag csOkkenése a két csoport esetében hasonld volt. A
nanomanipulaciéo a szakaszok megnyllasa a magassag rovasara tortént,
vagyis az eredti szerkezetbdl huzodtak ki, vagy tekeredtek le az ujonnan

megjelend részek.
5. Kovetkeztetések

Munkam soran a VWF harom diagnosztikai paraméterét (VWEF:Ag,
VWF:CB, multimereloszlas) vizsgaltam klinikai mintdkban, tovabba nagy
multimereket tartalmazé human VWF mintaban tanulmanyoztam az egyedi
multimerek globalis illetve lokalis nyujthatésaganak topografiajat atomierd-
mikroszkopia (AFM) alkalmazasaval. A legfontosabb eredmények é&s

kovetkeztetések az alabbiak:

13



Periférias artérias betegek esetében a vénas vérben mért oszteoprotegerin
mennyisége szignifikdnsan magasabb, mig a VWF mennyisége ¢és
kollagénkoté aktivitisa nem tér el jelentésen a kontrolltél. Nullas
vércsoportu betegek és a kontrollok esetén egyarant, a VWF mennyisége
¢és kollagénkotd aktivitasa jelentésen magasabb volt a nem-nullas
vércsoportiiakhoz képest. Ez a vércsoport szerinti kiilonbség jellemezte
oszteoprotegerin mennyiségét is. A nem-nullas vércsoporti egyénekben
az oszteoprotegerin mennyisége és VWF kollagénkotd aktivitasa kozotti
korrelacié jelent6s volt. Ezek a vércsoporthoz kothetd kiilonbségek
magyarazhatjdk a betegség magasabb gyakorisdgat a nem-nullas
vércsoportuakban a nullas vércsoportuakhoz képest.

. Radikalis prosztatektomia utan a VWF mennyisége és kollagénkotd
aktivitasa, valamint a nagy multimerek ardnya is jelentdsen emelkedett a
hatodik napig, egy honap mulva éri el a miitét el6tti és a tizedik honapra a
kontroll csoport szintjét, ami protrombotikus allapotra utal és alatamasztja
az egy honapig tarté nagyobb posztoperativ trombozis veszélyt.

. Véletlenszertien feltekeredett (random coil) VWF multimereket sikeresen
nyujtottuk meg molekularis fésiiléssel és nagy felbontasi AFM képeket
készitettiink a szerkezetiikr6l. Egyedi-molekula szinten megmutattuk,
hogy a multimerek protomerei kiilonb6z6 mértékben, de az eddig
ismertnél atlagosan jobban megnyulnak. Ez az j megfigyelésiink arra
enged kovetkeztetni, hogy a multimer axialis nyulasa soran a VWF
kriptikus kotéhelyei nem egyforman tarulnak fel a VWF kotépartnerei
szadmara.

. A multimerek mentén kiillonb6z6 mértékben megnyllt protomer
konformert azonositottunk, melyeket 7 hierarchikus osztalyba soroltunk

(PR1-PR7). Feltételezziik, hogy molekularis fésiilés soran elészor a C1-6
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domének nyultak meg, majd az A2 domének tarulnak fel és nyulnak meg
kiilonbozé mértékben.

. A multimer mentén a révidebb protomerek (PR1) a multimerek végén,
mig a hosszabb protomerek (PR6, PR7) a multimerek kozpén fordulnak
el6 gyakrabban, hasonloan a viszkozus polimerek kémidjaban ismert nyak
képzddés (necking) jelenségéhez.

. Nanomanipulacioval lokalisan tovabb tudtuk nyujtani a molekularis
fésiiléssel  rogzitett —multimerek  kivalasztott részeit, melynek
eredményeként az A és C doméneken kiviil egyéb domének nyulasa,

esetenként szakadasa és kdtOhelyek feltarulasa is feltételezheto.
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