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VALASZ
Dr. Prohaszka Zoltan egyetemi tanar, MTA doktora opponensi véleményére

Tisztelettel koszonom Prohaszka Zoltan professzor Ur értékeld és kritikus biralatat.
Vilaszaim a megjegyzésekre vagy kérdésekre vonatkozdan az alabbiak.

A doktori mii csak utalas formaban tartalmazza azokat a cikkeket, amelyekre az eredmény
¢épiil. Kiilonalloan a sajat scientometriai adataimat az MTA doktori szabalyzata szerint kiilén
mellékletek tartalmazzak. A mi szerkesztésekor azt gondoltam, hogy a birdlatok utani
végleges formaba kell befiizni a listat.

A dolgozat nyelvezetét és stilusat érintd kritikat koszondom, tanacsat megfogadom.

A 10. oldalon taldlhatdé 2. Tabladzatnak - amelyet az idézett irodalom dabraja alapjan
készitettem- ,,Az endotélsejt” cim valdban tulsdgosan leegyszeriisitd. A teljes cim: ,,Az
endotél sejt szekretorikus és expresszids molekuldi az ér fizioldgaja szempontjabol”. Azért
készitettem ezt a tablazatot - a valasztott molekulédkkal- a dolgozat bevezetdjéhez, mert a
trombusképzddés vizsgalatakor ezeknek a molekuldaknak a lokélis hatésait kell/kellene
figyelembe venni. A tablazatban felsoroltak koziil néhany molekula hatdsa egyaltalan nem
volt még vizsgalva ebbdl a szempontbol.

,»A trombocitdk VWF-medidlta iddszakos rogziilése az érfalhoz nagy aramlasi sebesség
mellett érvényesiil...” mondat értelmezése kiilonbozd, ha az dramlési sebességet az adott
érszakaszon ataramlott vér térfogataval jellemezziik, vagy az érfalra vonatkoztatott sebesség
gradienssel. Ez utobbival aranyos a nyirderd is. Az 1-es tablazatban mindegyik szerepel. Az
aramlasi sebesség valoban a legkisebb a kapillarisokban, azonban az nyirderd a legnagyobb.
Az irodalomban gyakori ez a helytelen szohasznélat. Helyesen a nyirderdt kell hasznalni az
idézett mondatban, amelyben a vér viszkozitésa is figyelembe van véve.

A 9. 4bran a vizsgalt egyének plazma VWF érékeibdl szerkesztett gyakorisag gorbe szerint a
95%-os_intervallum az 50-200% VWEF értékekek kozott van. A jobb oldali Y tengely a
gyakorisag fliggvény vagy hisztogram tengelye, amely 1218 egyén vizsgélata alapjan késziilt,
a hivatkozott irodalom szerint. Az abrat a cikkbdl szabalyosan letdlthetd formaban tettem a
munkamba. Az adatok nem dallnak ott rendelkezésre, hogy ujra szerkesszem, és az Y
tengelyen feltlintessem az egyes kategoriakba jutd esetszam szerinti skalat.

A VWF szintézis utani processzéaldsa sordn az ADAMTS13 betliszoval jeldlt metalloproteaz
egy kritikus hasitdsi 1épést katalizal, melyrél dolgozatom 17. és 25. oldalén is irok. Egyik
helyen Tyr 842-Met 843, masikon Tyr 1605 Met 1606 a hasitasi hely VWF aminosav lancan.
Az a magyarazat a kiilonboz6 szdmozasra, hogy az endotel sejtekben és a megakariocitdkban
szintizdlodo naszcensz VWF (kb 310 kDa monomer) egy szignal peptidet (22 aminosav) és
egy propeptidet (741 aminosav) is tartalmaz. Ezen peptidek nélkiili, kész VWF aminosavai
szerinti szdmozassal a 842-843 helyen van a hasitas. A Willebrand Factor Subcommittee of
the Scientific and Standardization Committe of the International Society on Thrombosis and
Haemostasis ajanlasa szerint szamozva pedig 763 aminosavval nagyobb, a 1605-1606 helyen
[1].

A VW monomerek kovalens dimerizalodasa az endoplazmatikus retikulumban torténik, a
Cys végek intermolekuléris diszulfid kacsolddasaval. A dimerek multimerizalédasa a Golgi —
ban, a propeptid altal katalizalt folyamatban torténik, amelyben a propeptid diszulfid
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izomerazként katalizalja a VW dimerek N-terminalisai kozotti diszulfid kotések kialakuldsat.
A folyamatban a VWF glikozilalédik (12 N- és 10 O-kotésekkel), amelynek fontos szerepe
az ABO(H) vércsoport meghatdrozo glikanokkal, amelyek befolyédsoljak a plazma VWF
szintjét és az ADAMTSI13 proteolitikus hatasat is. A glikozilacié befejeztével, furin
kozremiikodésre, a propeptid levalik és a kész VWF-ral egyiitt az endotel sejtek Weibel-
Palade testjeibe vagy a trombocitdk o-granulumaiba szallitodnak. Ezekben az
organellumokban a VWF nagyon nagy multimerek formdjdban raktarozoédik, ahonnan
egyrészt folyamatosan, masrészt idOnkénti stimulusra jut ki a keringésbe, illetve az
extracellularis matrixba. Szekretdlodott VW molekuldk maradnak az endotel sejt felszinén is,
ahonnan az ADAMTSI3 proteolitikusan lehasitja. A szabad VW molekuldk globularis
formaban vannak a keringésben, funkciondlisan ,néman”. Az ADAMTSI13 enzim A2
doménen 1év0 hasitasi helye is el van rejtve. A nyiréeré6 mechanikai hatasara, a kinyuld
VWF-on valik a hasitasi hely hozzaférhetévé. A nagyobb multimerek kinyuldsdnak a
valdszinlisége nagyobb. Crawley ¢és munkatarsai Osszefoglald cikkének abréjat (1. abra)
hasznalom itt a VWF ADAMT13 katalizalta processzalasdnak a bemutatasara [2]. A hasitas
csokkenti a nagy multimerek méretét, ezaltal a VWF adhéziot kozvetitd hatasa csokken.

Az 53-54. oldalon egy VWF koté monoklondlis antitestrdl van sz6, az 1C1E7-r6l. D betii
elirds miatt kertilt az E helyébe.

A munkidnk sordn felismert multidgens peptidet nem vizsgaltuk tovabb. Talan
gyogyszerfejlesztok érdeklodése esetén érdemes lenne, de eddig ilyen érdeklédés nem
mutatkozott.

Az alvadék szabalyozott lizisét foleg az endoteliumbdl stimulus hatasara felszabadul6 szoveti
plazminogén aktivator (tPA) végzi, amelyet specifikus inhibitorok, elsésorban a plazminogén
aktivator inhitor-1 (PAI-1) szabalyoz. Sajnalatos elirdas a doktori miiben a tPA roviditése
helyett a PAI-1 hasznalata, annal is inkabb, mert nem is volt sziikség a rovidités hasznélatéra.
Cukorbetegek korében végzett klinikai tanulmany az alvadék lizis rezisztenciajara
vonatkozoan a kdvetkezd volt: betegek (inzulin fliggd cukorbeteg 16 -IDDM-, fiiggetlen 31 —
NIDDM-) ¢és kontrollok (n=24) trombocita dus plazmajabol (100G/L-ra Allitott
trombocitaszam) triplikdtban, 0,1 mL-t 96 lyukd lemezbe mértiink, amelyhez 0,01 mL,
5U/mL-es trombin oldatot és 0,03 mL puffert adtunk, majd 37C°-on, 10 perc
alvadékképzddési id6 utan 0,01 mL, 20 U/mL-es tPA oldatot [3]. 37C°-0os mikrolemez
olvaséban kinetikusan (10 percenként) kovettik az elegy fényelnyelésének ndvekedését,
majd csokkenését. Mosott és gélfiltralt trombocita szuszpenzié (200 G/L) 0,3 mL-¢éhez 0,03
mL, 5U/mL-es trombin oldatot adtunk aggregméter kiivettajaban, az aggregaciot kovettiik,
majd 6500 g-n centrifugalt feliiluszobol 0,03mL-t adtunk 0,1 mL sajat trombocita szegény
plazma (PPP) és 0,01 mL, 5U/mL-es trombin oldat keverékével késziilt alvadékhoz. A
fibrinolizist 0,01 mL 4U/mL-es tPA oldat hozzdadéassal inditottuk. Az eredményt az egy
percre esé OD valtozassal fejeztiik ki (V). A PAI-1 gatld aktivitasat a tPA altal képzddott
plazmin kromogén szubsztratjanak kinetikus mérésével kovettik. A PAI-1 mennyiségét
antigenitasa alapjan, ELISA-val mértiik.

In vitro alvadék lizis eredményinek tdblazata

Vizsgalati csoport | V = SD, PPP | V+SD,PRP | V +=SD, PPP +

supernatant
Kontroll | 7,11 £2,03 4,16 = 1,89 4,89 +221
IDDM | 11,27 +5,64 | 5,22 +2,35 4,35+297

NIDDM | 439=+193| 2,87=+0,98 3,11 = 1,17
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PAI-1 aktivitas PPP-ben és a trombin aktivalt trombocitak feliillusz6jaban

Vizsgalati csoport | PAI-1 = SD, PPP PAI-1 = SD, PAI-1
supernatant PPP/supernatant

Kontroll 8,14 £ 2,25 3,45+ 1,19 2,36

IDDM 7,21 +3,12 6,88 + 2,85 1,18

NIDDM 16,56 + 6,28 7,76 + 3,44 2,28

Tovabbi sajat vagy irodalmi vizsgalatok ebben a témaban: Cukorbetegek korében nem tortént
sajat tovabbi vizsgalat, a témaban. Két in vitro kisérletsor keriilt kozlésre, az egyikben az L-
arginin lizis fokozo hatasat [4, 5], a masikban csokkent in vitro alvadék lizist és novekedett
aktivitasu, trombocita eredetli PAI-1-et mutatott ki a munkacsoport, polycythemia vera és
essential thrombocythemia estén [6]. Irodalmi adatok szerint a PAI-1 tOobbsége az
aktivalodott trombocitakbol aramlik ki. Azonban a trombocitaban 1évé PAI-1 —nak 5-10%-a
van aktiv-, a tPA-val equivalens komplexet képzé forméaban. 2004-ben Brogren és
munkatarsai kimutattdk, hogy a trombocitdban nagy mennyiségli PAI-1 mRNA van, ¢és a
trombocitak aktivalodasa soran az aktiv PAI-1 képzddést is igazoltdk [7]. Ez a téma ma is
intenziv kutatas targya.

Az inzulinfiiggd diabetes ¢és a vaszkuldris megbetegedés Osszefliggését vizsgaltak
inzulinfliggd cukorbeteg patkany modellen. Aorta endotel sejtjeiben, azok extraktuméban és
a plazmdban vizsgaltdk az intracellularis adhézidos molekulat, a vaszkuldris sejtadhézios
molekulat, a VWF-t és a PAI-1-et [8]. Kiragadva az eredmények koziil, a PAI-1 aktivitds
valtozasa Osszefliggést mutatott a cukorbetegség stddiumaval. Masik tanulmény szerint,
cukorbetegek glutation gazdag diétaja ndveli a trombocita nitrogén oxid szintdz aktivitasat és
csokkenti a PAI-1 aktivitdsat [9]. Hasonld hatasi az E-vitamin is [10]. Vaszkularis
megbetegedés mechanizmusat illetden azt talaltdk, hogy a glikalt végtermékek gatolgjak a
prosztaciklin termelést és fokozzak a PAI-1 mRNS mennyiségét, huméan mikrovaszkularis
endotel sejtekben [11]. Azonban azt is kimutattdk, hogy mérsékelt hipoglikémias allapotban,
egészséges egyének és 1-es tipusi cukorbeteg vérében egyarant emelkedett a PAI-1, a
vaszkuldris adhézidos molekuldk, a gyulladds markerek és a trombocita aktivacidos marker
szintje [12]. Osszefoglalé cikk szerint a PAI-1 gyégyszeres csokkentése nagy lehetdség a
nagy trombozis rizik6ju csoportok megelézé kezelésére [13] és ezek a probalkozasok
allatkisérletes modelleken haladnak [14].

ADAMTS13 aktivitds mérést és VWF multimer szerkezet analizist végeztiink majbetegek
korében.

Ebben a tanulmanyban az eddigi legnagyobb Iétszamti, homogén majcirrhosisos
betegcsoporton (159) tortént részletes VWF analizis és ADAMTSI3 meghatarozas.
Eredményeink szerint a VWF szint a legsulyosabb betegekben emelkedett a legjobban. A
VWF fehérje szint emelkedésétdl elmarad a funkciondlis aktivitas, akar a ristocetin cofaktor
akar pedig a kollagén-kotd aktivitast vizsgaltuk. Ez azt jelenti, hogy ez a multimer szerkezetii
fehérje a mennyiségi valtozas mellett mindségi moddosulast is mutat. Az irodalomban
azonban errél a mindségi modosulasrdl kiilonbozd adatok keriiltek ismertetésre. Lisman és
mtsai. gy fogalmaznak, hogy a nagy multimerek ardnya kevesebb [15]. Uemura és mtsai.
pedig harom kiilonbozé multimer szerkezetet mutatd betegcsoportot taldltak: degradalt,
normalis ill. ultranagy multimerekkel rendelkezd betegeket [16]. Els6 célkitiizésiink ennek a
kérdésnek a tisztazasa volt. A méjbetegség sulyossdganak fokozodasaval a VWF mennyisége
(VWF:Ag) ¢és aktivitasa (risztocetin kofaktor aktivitas, VWF:RCo) is szignifikdnsan
emelkedett (2. abra, A és B rész), de a kiilonb6zo molekulasulyt multimerek kiillonb6zé
aranyban emelkedtek (3. édbra, A és B rész). Minél stlyosabb volt a méjbetegség, annal
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jelentdsebben emelkedett a kis molekulastulyt multimerek aranya és ezzel egylitt az abszolut
mennyiségiik is. Tanulmanyunkban elsé alkalommal publikéaljuk a cirrhotikus plazmaban
talalhat6 kiilonbozé molekulasilyt multimerekhez tartoz6 VWF abszolit mennyiségét. A
kontrollban a kis multimerek (0,36 IU/ml és 32,1 %) és a nagy multimerek (0,37 IU/ml és
33,7 %) abszolut mennyisége ¢s aranya érdemben azonos volt. A Child C cirrhosis esetén a
kis multimerekre szignifikdnsan magasabb, 41,5 %-os aranyt és 1,51 IU/ml abszolut
mennyiséget kaptunk, a nagy multimerek aranya pedig csak 26,6 %, atlagos mennyisége 1,06
IU/ml volt. Az enyhébb esetekben (Child A ill. B esetén) ardnyosan kozelitett az arany a
kontrollhoz. A sajat beteganyagunkban ultra nagy multimereket, szemben a japan
tanulmannyal, nem talaltunk.

Mivel a legnagyobb multimerek a legaktivabbak, a kis multimerek aranyanak szignifikans
novekedése a nagyok rovasira egyértelmiilen magyardzza az aktivitas kisebb mértéki
novekedését. A nagy multimerek abszolut mennyisége is jelentdsen emelkedett, emiatt a
Lisman és mtsai altal észlelt normalis vagy éppen fokozott trombocita adhézio cirrhotikus
plazma jelenlétében, teljesen érthetd.

A VWEF hasito fehérjéje, az ADAMTS13 aktivitasa és antigén szintjének vonatkozéasaban is
vannak ellentmond6 adatok az irodalomban. A legutobb publikélt tanulmény (Uemura és
mtsai, [16]) az eddigi legrészletesebb, de a legfontosabb kérdésben Mannucci és Feys is
hasonl6 eredményre jutottak [17]. Ezek alapjan az ADAMTSI13 aktivitas €s antigén szint a
cirrhotikus betegcsoportokban a stlyossag fokozodéasaval egyiitt ardnyosan csokken. Lisman
¢s mtsai adatai ellentmonddak, nagyon variabilis antigén és aktivitasi szinteket mértek a
kiilonboz6 sulyossagu betegcsoportokban, eredményeik szerint az ADAMTSI13 szint nem
figg a cirrhosis stlyossagatol. Az eltérés hatterében elsdsorban az altaluk alkalmazott
aktivitasi teszt all, mely a VWF kollagénkotd képességén alapult.

A sajat adataink tobb szempontbdl is eltérnek az Uemura és mtsi adataitol (4. dbra, A és B
rész). Mi nem tudtunk olyan sulyos mértékit ADAMTS13 szint csokkenést mérni, mint 0k,
pedig az alkalmazott metodika érdemben azonos volt a két vizsgalatban. Uemura és mtsai
vizsgalataban a cirrhosisos betegek kb. 50%-dban mar hepatocellularis carcinoma is
kialakult, és a tumoros betegség tovabb befolyasolhatja az ADAMTSI13 szint alakulasat.
Uemura és mtsi az alacsony ADAMTS13 szinttel egyiitt megfigyelték ultranagy multimerek
jelenlétét is szamos betegben. A sajat beteganyagunkban, mely ilyen szempontbol
egyértelmiien sokkal homogénebb volt, mint a japan betegcsoport, ultranagy multimerek
jelenlétét nem észleltiik.

A cirrhosisban észlelt ultranagy multimerek jelenléte mindenképpen ellentmondasban van a
relative csokkent aktivitassal, hiszen az ultranagy multimerek mellett, fokozott VWF
aktivitasnak kellene megnyilvanulni.

Az ADAMTSI3 szint csokkenésének pathomechanizmusa is tisztdzasra vard kérdés. Mivel a
stellate sejtekben termelddik ¢és madjzsugorban a stellate sejtek szintetikus aktivitasa
emelkedik, az lett volna véarhato, hogy az ADAMTS13 szint a betegség sulyossagaval egyiitt
emelkedik. A forditott eredmény ezzel egyiitt felveti a csokkent képzddés lehetdségét is, de
felmeriil az is, hogy a magas VWF szinttel egyiitt, fokozott a felhasznalas. Emiatt a mérhetd
nettd aktivitds €s az antigén szint a VWF-szinttel forditottan korreldl. Ez teljes 6sszhangban
lehet azzal az altalunk észlelt ténnyel, hogy a VWF multimer szerkezetében az ADAMT13
szint csokkenés ellenére fokozottabb a kisebb multimerek aranya.

Cirrhosisban az emelkedett VWF szint kialakuldsanak hatterében a teljes endotelialis felszin
fokozott szintetikus aktivitasa allhat, sajat korabbi vizsgélataink és masok vizsgalatai alapjan.
A cirrhotikus betegek plazmajaban keringé endotoxinok, cytokinek lehetnek ezért feleldsek.
A multimer szerkezet valtozasaért, a kisebb multimerek aranyanak a fokozodasaért pedig, a
fokozott szintetikus aktivitds miatt a lerdvidiilt idejii multimerizéacio, tovabba, esetleg az
emelkedett ADAMTS13 aktivités és felhasznalodas lehet a felelds.
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ABRASZOVEG

1. abra. A VWF multimer ADAMTS13 altali proteolizise

A VWF multimer molekulaként, globularis konformacioban van jelen a
vérkeringésben (1. dbra A része). Minden multimer diszulfid hidakkal kapcsolt VWF
monomerekbdl all (B rész). Az dbra C-H részei mutatjak a enzimreakcid 1épéseit 1-t6l 7-ig
domén kollagénkotd-helye szabadon hozzéaférhetd, igy az ADAMTS13 a TSP (5-8) ¢és CUB
doménjeivel hozzakotddhet ehhez a globularis VWF-hoz (C, 1). igy VWF és ADAMTS13
komplexek képzddhetnek és keringhetnek a vérrel. Megnovekedett nyirderék hatasara
(melyek szekréciokor, kollagénkotéskor, vagy hajszalereken vald 4thaladdskor johetnek
létre), a VWF kinyulik, teret engedve az A1 domén GPIba koétéhelyének. A nagy nyirderdk
az A2 domén vicindlis diszulfid kotésbdl allo ,,molekularis dugojat” is elmozditjak, minek
hataséra az A2 domén kinyilik (D, 2). Ez a kinyilas felfedi az eddig rejtett kotOhelyeket az
ADAMTS13 szaméra (E, 3) Ezutan, a D1614 és a Dis-domén kozott 1étrejovo alacsony-
affinitast kolcsonhatés segit megkozeliteni és pozicionalni a hasitasi helyet (F, 4). Ez teret
enged a metalloproteinaz (MP) doménnel vald tovabbi kdlcsonhatasoknak, beleértve egy
nélkiilozhetetlen reakciot, az ADAMTS13-on az S3 ,,subsite” és a VWF-on az L1603 kdzott
(G, 5). Ezek a kolcsonhatasok egylitt hozzajarulnak ahhoz, hogy az MP, S1 és SI”
csoportjaival hozzakotédjon a VWF-on 1évé ADAMTS13 hasitasi helyéhez (Y1605-M1606;
H, 6), és a proteolizis létre tud jonni (H,7).

2. abra. VWF:Ag és VWF:RCo cirrhosisos betegek pazmajaban
A grafikon a kiilonboz6 vizsgalati csoportok plazma VWF:Ag (A) és VWF:RCo (B) értékeit
mutatja, az atlaggal.

3. abra. VWF:Ag megoszlasa a multimerben

A multimerek molekulatdmege az angol megfeleldje szerint van jeldlve; L alacsony (low), M
kopes (medium) és H nagy (high). A mennyiségi adatok az eketroforézis és immunoblot
denzitometrias értékelésébdl szarmaznak. A szignifikancia szamolas t-probaval tortént.

4. abra. ADAMTS13:Ag és ADAMTS13:aktivitas cirrhosisos betegek pazmajaban
A grafikon a kiilonboz6 vizsgalati csoportok plazma ADAMTS13 antigén (A) €s aktivitas (B)
értékeit mutatja, az atlaggal.
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3. abra. VWF:Ag megoszlasa a multimerben
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4. abra. ADAMTS13:Ag és ADAMTS13:aktivitas cirrhosisos betegek pazm
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