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BEVEZETES, HATTER

A hemosztazis — ez az Osszetett, €s minden részletében még nem is egészen
megfejtett szabalyozas alatt all6 rendszer — meghibasodasa sulyos betegségek
kialakulasahoz vezet akkor is, ha alulmiikodik és akkor is, ha talmikodik.
Erdekes filogenetikai kérdéseket is folvet, hogy a rendszer alulmiikodése, a
vérzékenység, a ritka betegségek kozé tartozik, mig talmiikddése, a trombo-
embolids betegségek kore a civilizalt vilagban az egyik vezetd halalok.
Mindazonaltal, az igazan sulyos trombozishajlam gyakran szintén ritka
betegségek kovetkezménye. A hemosztazis kutatds a rendszer részleteinek
pontosabb megértését, illetve az igy szerzett ismereteknek a betegek
gyogyitasaba vald beillesztését szolgalja. A disszertacidoban a hemosztazis
kérdéseit vizsgaldo munkaimat foglaltam 6ssze. E kutatas tobb évtizedes munka
eredménye, melyet részben az Egyesiilt Allamokban, részben idehaza,
Magyarorszagon végeztem. A bevezetésben attekintem a vizsgalt teriilet

hatterét, hogy jobban megvilagithassam kutatasaim céljat.

I. Avon Willebrand betegség

A von Willebrand betegség (VWB) a leggyakoribb velesziiletett
vérzékenység. A betegséget okozo genetikus defektus a von Willebrand faktort
(VWF) érinti, amely a primer ¢s szekunder hemosztazisban egyarant fontos
szerepet jatszo plazma glikoprotein. Ezért a von Willebrand betegségben
mindkét védelmi vonal sériilhet. A betegség tiinettana a tliinetmentes allapottol

a sulyos vérzékenységig valtozhat.

A VWB jellemzése, molekuldris patogenezise
A nagy molekulatomegli VWF multimerek jelenléte feltétlentil sziikséges a
normal trombocita adhézio 1étrejottéhez. A multimer képzés komplex folyamat,
mely két egymast kovetd helyszinen (elobb az endoplazmas retikulumban [ER]

dimerizaci6, majd a Golgiban a dimerek egymashoz kapcsoldsa révén
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multimerizacio) kovetkezik be. Miutan a frissen szintetizalt prepro-VWF az
ER-ba kertilt, a dimerizacid a carboxi-terminalis, in. CK (cistine knot, cisztin
csomod) domének kozotti diszulfid hidak segitségével jon létre (,,tail-to-tail”).
A CK domén specidlis szerkezetli fehérje-részlet, melyhez hasonld (analog)
domének mas proteinek dimerizacidjaban is szerepet jatszanak. A CK
térszerkezetet hat cisztein kozott 1étrejott diszulfid hid rendszer stabilizalja. E
ciszteinek valamennyi CK doménnel rendelkezd fehérjében rogzitett
pozicidban vannak. Sorrendben 2-es és 5-0s, valamint a 3-as és 6-o0s ciszteinek
kozotti diszulfid hidak egy gytrtiit alkotnak, melyen keresztiil, a gyfirtit
penetralva” 1étesiil a harmadik diszulfid kotés az 1-es és 4-es cisztein kdzott —
innen a csomo elnevezés. Két CK domén dimerizacigjaért a fentieken tali, nem

rogzitett poziciokban talalhato ciszteinek feleldsek.

A dimerizaci6 kulcsszerepet jatszik a VWF bioszintézisében, és defektusai
sulyos vérzékenységhez vezetnek (2A altipus, IID varians). A dimerizécios
zavarhoz vezetd mutaciok mind a VWF molekula C-termindlis szakaszan
talalhatok. A dimerizdacio részletei, és ezaltal a IID mutaciok
patomechanizmusa azonban még nem voltak ismertek kutatasunk idejében.

Az ER-bol csak azok az alegységek folytathatjak utjukat a Golgi felé,
amelyek (1) helyesen dimerizalodtak, és (2) megfeleld6 modon tekeredtek fel
(foldig) valamint (3) megfelelden vannak glikozilalva. A hibas alegységek, és
nem dimerizalt monomerek visszatartdsa fontos szerepet jatszik mind a
kvantitativ, mind a kvalitativ . VWF defektusok kialakulasaban. A VWF
monomerek/dimerek  retenciojanak és  degraddcidjanak  pontosabb
mechanizmusa azonban még nem volt ismert.

A szintetizalt von Willebrand faktor részben tarolasra keriil az endotél sejtek
Weibel-Palade testjeiben, részben folyamatosan szekretalodik az idokozben
lehasitott propeptiddel ekvimolaris aranyban. A propeptid és a VWF
multimerek clearance-e egymastol fliggetlen, ezért az emelkedett

propeptid/VWF ardany jelzi a VWF fokozott clearance-ét. A sejtek a tarolt
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VWE-t kiilonboz6 fiziologias vagy terapiads (pl. DDAVP) behatasokra szintén
kibocsatjak a plazmaba.

A szekretalt plazma VWF multimer nagysaga szoros szabalyzas alatt all. A
frissen szekretalt igen nagyméretii multimerek hasitisa az A2 domén Tyr!®%—
Met!®% aminosavai kozott, az ADAMTS13 nevii metalloproteaz altal torténik.
E szabalyzéas fontossagat mutatja, hogy ha mutaciéo kovetkeztében a VWF
fokozottan érzékennyé valik e hasitasra, akkor stlyos velesziiletett
vérzékenység jon 1étre (2A tipusu von Willebrand kor, IIA varians), mig az
enzim velesziiletett vagy szerzett hidnya a szintén életveszélyes trombotikus
trombocitopénids purpurat (TTP) eredményezi. A fentiek jol mutatjak, hogy a
VWEF szintézisének szamos részletét ismerjiik. Ezzel szemben a plazma VWF
katabolizmusa még részleteiben kevésbé ismert, illetve alig volt ismert
kutatasunk idejében. Pedig a plazma VWF szint nyilvanvaldan a szekrécio és
clearance ereddjeként jon létre, egy bonyolult ésszjaték sordn, melynek
részletei fontos kutatasi célt szolgaltattak.

A von Willebrand kor osztalyzasa kvalitativ (2-es tipus), és részleges (1-es
tipus) vagy teljes (3-as tipus) kvantitativ VWF hiannyal jaré defektusokat
kiilonboztet meg. Mig a kvalitativ defektusok molekularis patomechanizmusa
elég jol ismert, a kvantitativ zavarok szamos izgalmas részlete tisztazatlan, bar
a kvantitativ zavarok mérsékelt formaja (1-es tipusu VWB) a leggyakoribb
VWB valtozat, melyet a strukturalisan ép VWF csokkent szintje okoz. Az
egyszertinek hangz6 definicid ellenére mégis ennek a tipusnak molekularis oka
volt ismeretlen legtovabb. Az 1-es tipusi VWB legalabb két altipusra oszthato:
A betegek nagyobb részénél a betegség penetranciaja alacsony, és sulyossaga
egyazon csaladon belill is valtozd. A betegek egy kisebb csoportjat igen
alacsony VWF antigén szintek (<15-20%) mellett magas penetrancia és
nyilvanvaléan dominans 6roklédésmenet jellemzi. Vizsgalatainkat ez utobbi
csoportra dsszpontositottuk. A nagy penetranciaju stlyos 1-es tipusu VWB

vizsgalata sziikségessé tette annak a kérdésnek megvalaszolasat, hogy



populécié szinten 1) milyen gyakori a sulyos magas penetrancidju 1-es tipusu
VWB, ¢és 2) milyen mutdciok allnak hatterében.

A VWF molekula o6ridsi mérete akadalya a kozvetlen molekularis
vizsgalatoknak, ezért a VWF kisebb szakaszait tartalmazo molekularis
modellek sziikségesek a megismeréshez — ilyen modell kidolgozasa volt az
egyik feladat. Nem volt pl. ismert a vizsgalatok kezdetekor, hogy a dominans
oroklédésmenet hatterében allo egyetlen hibas gén hogyan eredményezi a
betegekben megfigyelt vérzékenységhez vezetd, gyakran 20 % alatti VWF
szintet. Ugyanis az egyik allél teljes hianya is csak 50 %-os VWF plazmaszint-
csokkenéssel jar, ami még nem okozna vérzékenységet. Ezt a problémat is a
molekuldris modell segitségével lehetett megkdzeliteni.

Szintén homaly fedte az egyik l-es tipusi varians, a Vicenza varidns
kialakulasanak modjat. A Vicenza varians a magas penetranciaju sulyos 1-es
tipusit VWB specialis esete. E16szor Olaszorszag hasonld nevil tartomanyaban
irtak le. Alacsony VWF szint, magas penetrancia, és érdekes modon a
plazmaban igen nagyméretli (ultra-large — UL) multimerek jelenléte jellemzi.
Egy munkacsoport a Vicenza csaladokban fokozott a VWF clearance-t talalt,
masok ezt vitattdk, de az UL-VWF multimerek jelenlétére nem volt
magyarazat. A komplex kérdéskor megértésé¢hez nem allt rendelkezésre
megfelelé matematikai modell.

Végiil a teljes VWF hianyt okozo6 3-as tipusu betegségben is vannak nyitott
kérdések, bar a betegséget okozé mutaciok természete jol ismert: ezek altalaban
fehérje-termeléssel 0ssze nem egyeztethetd korai stop kodont eredményezo
(nonszensz), kereteltolodast okozo (frameshift), vagy intron kivagdodasi helyet
érintd (splice site) mutaciok, illetve ritkan parcidlis vagy teljes nagy deléciok.
A 3-as tipusu von Willebrand betegség genetikai hattere kutatasunk idejében az
addig vizsgalt populacidkban heterogén mutaciokbdl tevodott Ossze. 1-2
csaladot érintd halmozodastol eltekintve egyetlen ismétlddé mutaciot irtak le a

Baltikum kornyékén fekvd orszagokban, a 18-as exonban 1évd c.2435delC



kereteltolodassal jard inszerciot. Nagymeéretii deléciok az ismert mutaciok igen
csekély hanyadat (<10%) képezték, viszont homozigota formaban e
nagyméretli deléciok szinte minden leirt esetben alloimmunizécioval jartak,
ami nemcsak hatastalannd teszi a faktorkészitmények adasat, de sokszor
¢életveszélyes anafilaxids reakciot is okoz. Magyarorszagon a 3-as tipusi
betegség genetikdja ismeretlen volt: Magyarorszag fehér folt volt a von
Willebrand betegség genetikajanak térképén. Tovabba, a mutaciok létrejottének
okait is csak részben ismertiik. Miutan Magyarorszagon vizsgalataink nyoman
a 3-as tipust VWB betegpopuldcio genetikailag is jol karakterizalt lett,
munkacsoportunkat  bevélasztottak az  Eurdpai Von  Willebrand
munkacsoportba, ¢és a Steering Committee tagjaként alkalmam volt
bekapcsolodni egy nagy nemzetkdzi vizsgalatba, mely a 3-as tipusi VWB
addig kevéssé ismert vérzéses tiineteit kutatta (Type 3 von Willebrand
International Registries Inhibitor Prospective Study, 3WINTERS-IPS).
Altalanossagban véve a 3-as tipusa VWB siilyos vérzékenységgel jar, de az
egyes betegek vérzéses manifesztacioi kozott igen nagyok a kiilonbségek.
Mivel ez ritka betegség, valodi tlineti Osszefliggések felismerését csak nagy

szamu beteget magaban foglalé nemzetkozi vizsgalat tesz lehet6veé.

A VWB diagnosztikdjanak fejlesztése
A VWF bioldgia tanulmanyozasanak egyik f6 gytimdlcse a VWB betegek
diagnosztikdjanak javitdsa. Munkacsoportunk ezekb6l az alkalmazott
(transzlacios) kutatasokbol is kivette részét — e munkakat ebbe a fejezetbe

tomoritettem.

A VWF aktivitast hagyomanyosan a ristocetin kofaktor aktivitassal
(VWF:RCo) mértiik. Azonban a VWF:RCo moédszernek szamos komoly
hatranya van. Nem eléggé szenzitiv, éppen az alacsony tartomanyokban (<10
IU/dL), ahol a legfontosabb lenne, nem tudunk vele mérni. Raadasul a

VWEF:RCo igen pontatlan is, a mérések variacios koeficiense akar a 20-30%-ot
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is eléri. Emiatt ujabb, precizebb moddszereket fejlesztettek ki. Bar az qj
moddszerek pontossaga és reprodukalhatosaga lényegesen jobb a VWF:RCo
metodikanal, ezek a mddszerek eltéré mérési elveket alkalmaztak, egymassal
¢és az eredeti VWF:RCo méréssel vald Osszehasonlithatosaguk kérdéses volt
annak ellenére, hogy a piacon mar megjelentek, és a klinikai laborok széles
korben alkalmazzak Oket. Vizsgélataink kezdetekor mar legalabb 5 kiilonféle
mérési elvet hasznald VWF aktivitast méré modszer 1étezett a piacon. A sokféle
aktivitds mérés zlrzavarral fenyegetett mind a laborosok mind a klinikusok
szamara, mivel a VWB diagnosztikdja a klinikai képen és az 6roklédésen til
dontden fiigg a VWF aktivitds meghatarozastol. Tovabba, a szakemberek sem
lehettek tisztaban azzal, hogy e modszerek hogyan viszonyulnak egymashoz és
az eredeti VWF:RCo aktivitashoz. Vizsgalataink egy jelentds része éppen azzal
foglalkozott, hogy a zlirzavarban rendet teremtsiink, illetve a meérések

osszehasonlitdsat elvégezzik.

A VWB helyes kezelése

A VWB klasszifikacioja komplex patofiziologiai ismeretekre épiil, amelyek
elmélyiilt tanulmanyozast igényelnek. Viszont a klinikusoknak a betegek
mindennapi problémai kezeléséhez sziiksége van tomor, gyakorlati utmutatdst
nyujtd Osszefoglalasokra, illetve iranyelvekre. Ezért a nemzetkdozi VWB

munkacsoporttal kardltve iranyelvek kidolgozasat lattuk sziikségesnek.

II. A szerzett inhibitoros hemofilia kezelése

A szerzett hemofilia A (acquired hemofilia A, AHA) sulyos szerzett
vérzékenység, melyet a 8-a faktor (FVIII) ellen iranyuld autoantitestek
okoznak. A betegség mortalitdsa kezeletlen esetekben a 20%-ot is eléri. A
vérzés elallitasan kiviil a kezelés masik alappillére az immunszuppresszio.
Jelenleg nincs Aaltalanosan elfogadott irdanyelv az immunszuppresszio

valasztandd modjarol, és a nemzetkozi felmérések szerint els6 vonalban



leggyakrabban alkalmazott steroid kezelés, melyet masodik vonalban
cyclofoszfamiddal vagy rituximabbal egészitenek ki, tobb szempontb6l sem
optimalis: gyakran nem kelléen hatékony, és a hosszas steroid expozicié maga
is jelentés morbiditassal és mortalitassal jar. Igy optimalisabb kezelési eljarasra
nyilvanvaloan égetden nagy sziikség van. Ez a sziikség vezetett egy ujszert
megkozelitéshez, a rogton elsd vonalban alkalmazott harom gyogyszert
(Cyclofoszfamide, Dexamethason és Rituximab) 16késszertien alkalmazo, de
egyuttal limitalt steroid-expozicioval jardé protokoll (CyDRi) bevezetéséhez.

Vizsgalataim kezdetén nem volt még tapasztalat ezzel a kezelési sémaval.

III. Tromboembdlias betegségek vizsgalata

Vénds tromboembdliak

A vénas tromboembolia (VTE) nemcsak a haldlozas egyik vezetd oka a
civilizalt vilagban, de a korhazi halalozas legfontosabb megeldzhetd okanak is
tartjuk. A VTE esemény kivalto oka (pl. trauma, miitét, immobilizacio, vagy
daganatos betegség) nem mindig nyilvanvaldo — ezeket a tromboembolidkat
kivalté ok nélkiilinek (untriggered), provokalatlannak hivjuk. Természetes a
betegek ¢s kezeld orvosaik részérdl a kivancsisag, hogy vajon mi okozhatta ezt
a varatlan eseményt. Erre irdnyul a trombofilia kivizsgalas. A trombozisok egy
részénél ki lehet mutatni valamely velesziiletett vagy esetleg szerzett tényezot,
amely a VTE kockézatot ismerten ndveli. Amidta ezen tényezok vizsgalata
széles korben elérhetéve valt, e vizsgalatok nagy népszeriségre tettek szert a
klinikusok korében. Ennek ellenére igen ellentmondasos, illetve kérdéses, hogy
a trombofilia vizsgdlati eredmények valoban segitik-e a betegek kezelésében
fontos klinikai dontések meghozatalat.

A trombozishajlam az orvosi kezelés jatrogén kovetkezménye is lehet. Az
akut limfoid leukémia (ALL) standard kezeléséhez tartozo aszparaginaz

nemritkdn szovodik VTE eseménnyel. Ez nehéz helyzetet teremt, mert a



megelézés szokasos gyogyszere a kismolekulasulyu heparin (LMWH) csak
antitrombin (AT) jelenlétében hatasos, amely fehérje szintjét az aszparaginaz
Iényegesen csokkenti. Az aszparaginaz VTE szovodményeinek megelozésére
¢és kezelésére iranyuld stratégidk a DOAC tipusi szerek megjelenésével
Iényeges atalakulas elott allnak.

A betegek egy kisebb részében nyilvanvaléan valamilyen agressziv
trombozishajlam — trombofilia — all az esemény hatterében. Ez szinte mindig
szerzett betegség, illetve szerzett betegséghez tarsul. Az agressziv trombofilia
nem széles korben hasznalt fogalom, az ezzel kapcsolatos megfigyelések,
illetve vizsgalatok a kutatds homlokterébe tartoznak (gyulladasos, illetve
autoimmun betegségek, anti-foszfolipid szindroma, PNH, MPN), mivel e

betegségek kiilonleges odafigyelést, és esetenként kiilon kezelést is igényelnek.

Trombotikus mikroangiopdtiak

A von Willebrand faktor szintézisekor nagy ardnyban tartalmaz igen nagy
(ultra-large, UL) méreti multimereket, melyek ,méretre igazitasat” az
ADAMTSI13 nevii metalloproteaz végzi. Amennyiben ez a funkcid kiesik, a
tulméretezett és spontan is aktiv UL multimerek a mikrocirkulacioban
trombotikus  folyamatot inditanak el, aminek kovetkezménye egy
életveszélyesen sulyos korkép, a TTP (trombotikus trombocitopénias purpura).
E Dbetegség leggyakrabban az ADAMTSI13 elleni autoimmun folyamat
eredménye (iTTP). A betegség azonnali plazmaferezis elkezdését indokolja,
amivel a mortalitdst igen lényegesen sikeriilt csokkenteni. Ezen kiviil a
folyamat visszaforditasara azonnali immunszuppressziv kezelés is indokolt —
ebben a steroid mell¢ hatasosnak talaltak a rituximab hozzaadasat. A rituximab
elsévonalbeli alkalmazasat maga a plazmaferezis teszi kétségessé, hiszen a
beadott gyogyszert rogton kiferetizaljuk. Klinikailag igen lényeges kérdés
tehat, hogy a plazmeferezissel egyiitt alkalmazott rituximab vajon milyen

mértékben hatasos.
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CELKITUZESEK

A von Willebrand betegséggel foglalkozo vizsgdlatok céljai:

A VWB jellemzése, molekularis patogenezise

1.

A 3-as tipusu VWB pontosabb klinikai jellemzése érdekében részt
vettiink egy nagy nemzetkdzi vizsgalatban (3WINTERS-IPS).
Tovabbi fontos célkitiizés volt a 3-as tipusi VWB genetikajanak hazai
feltérképezése.

A magyarorszagi 3-as tipusu VWB betegpopulacioban talalt, és erre a
betegcsoportra jellemzé nagy delécid6 molekularis mechanizmusanak
tisztazasa is célunk volt.

Célul thztik ki a VWF dimerizacido részleteinek pontosabb
feltérképezését annak tisztazasaval, hogy a ciszteinekben igen gazdag
VWF CK doménen beliil mely ciszteinek alkotjak az intermolekularis
diszulfidkéotést, és melyek az intramolekularis diszulfid hidakat.
Tovabbi fontos célkitlizésiink volt a kvantitativ VWF defektusokon
beliil a magas penetranciaju stlyos l-es tipusi VWB eléfordulasi
gyakorisaganak és molekularis hatterének megismerése.

A sulyos 1-es tipust VWB vizsgalata soran talalt mutaciok koziil célul
tliztiik ki a p.C1130Y ¢és p.C1149R molekularis patomechanizmusanak
megfejtését, illetve ennek érdekében kisérletes molekularis modell
létrehozasat.

Tovabbi célul thztik ki a két csaladban is azonositott p.R1205H
aminosavcsere  (az  uUn.  Vicenza  fenotipus)  molekularis
mechanizmusanak mélyebb megértését kisérletesen és egy matematikai

modell kidolgozésa révén.

A VWB diagnosztikajdanak fejlesztése

8.

A VWF aktivitas mérésére szolgalo esszEék attekintését és egységes, a

mérési elvet tikrozé nomenklatura kialakitasat is feladatul tiiztiik ki.
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9. Fontos cél volt a kiilonféle mérési elveket alkalmazé6 VWF aktivitas
meghatarozasok Osszehasonlitasa egy objektiv, a mintdkat vakon
elemzd multicentrikus vizsgalatban.

10. Kiilon célként fogalmaztuk meg, hogy a kiilonféle modszerekkel eltérd
eredményt mutatdé mintdk esetében utanajarjunk a kiilonbség okainak.

A VWB helyes kezelése

11. Végil célul tiztik ki a VWB kezelésével kapcsolatos elvek

Osszefoglalasat, gyakorlati iranyelv 0sszeallitasat a klinikusok szamara.

A szerzett inhibitoros hemofiliaval kapcsolatos célkitiizések

12. Célunk volt ujszerii és egységes kezelési eljaras kidolgozasa a szerzett
inhibitoros hemofilia (AHA) immunszuppresszidjanak biztositasara.

13. Célunk volt az altalunk kidolgozott CyDRi immunszuppresszio

hatékonysaganak 0sszehasonlitasa az irodalmi adatokkal.

Tromboembdlias betegségekkel kapcsolatos célkitiizések

Vénds tromboemboliik

14. Mennyiben segitik a trombofilia vizsgalatok e betegek kezelésének
vezetését?

15. A trombozishajlam okainak vizsgéalata SLE-ben.

16. Mi a legmegfelelébb stratégia az aszparagindz kezeléssel jarod
trombozis kezelésére és megeldzésére?

17. A PNH, az egyik legagresszivebb trombofilia, kezelési irdnyelveinek
kidolgozasa Kozép-Europaban

A trombotikus mikroangiopadtiakkal kapcsolatos célok

18. iTTP-ben szenvedd betegek kezelésére szimultan alkalmazhato-e a

plazmaferezis €s a rituximab?
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BETEGEK, MODSZEREK

Betegek.

Az 1-es tipusi VWB populacio vizsgalatahoz a Debreceni Egyetem regiszterét hasznaltuk. Itt 257
ilyen beteget tartottak szamon. A vizsgalat a korlapok retrospektiv attekintésével kezdddott. 221
beteg csaladjabol egyetlenként szerepelt a regiszterben — velilkk ebben a vizsgalatban nem
foglalkoztunk. A fennmaradé 36 beteg koziil 5 csaladot lehetett kivalasztani, akikre illett a nagy
penetranciaju silyos VWB definiciéja. Téliikk a kovetkezd vizitkor amugy is esedékes vérvétel
soran vettliink vért a genetikai vizsgalathoz is. Ehhez az Egyetem ETT engedélye alapjan
beleegyezd nyilatkozatot adtak a betegek. Az egyik csalad 3 tagjanal DDAVP és Haemate P adas
utan tobbszoros vérmintat is vettiink a VWF kinetika meghatarozasahoz. Ezek a betegek korabban
vérzések kapcsan mar mind kaptak Haemate P-t.

A 3-as tipusa VWD magyarorszagi vizsgalataihoz a betegeket az orszagos regiszterben
azonositottuk. ETT engedély alapjan minden beteg beleegyez6 nyilatkozatot toltott ki. A vérvételek
az egyébként is esedékes laborvizsgalatok alkalmaval torténtek. Klinikai adataikat a
dokumentaciobol és személyes anamnézis soran gyujtottik. A 3IWINTERS-IPS study a
magyarorszagi betegeken kiviil szamos eurdpai orszagbol és Iranbol vald betegeket vizsgalt. Az
egyes orszagok mind sajat etikai bizottsagaik és szabalyrendszeriik szerint a Helsinki egyezmény
szellemében gyiijtotték Ossze az adatokat és a mintakat, melyeket kozpontilag elemzett a study.
A VWF aktivitas oOsszehasonlité vizsgalathoz az 53 normal kontroll magyar egészséges
véradoktol szarmazott, akik a véradas alkalmaval adtak egy-egy csé vért, melyhez az OVSZ el6irt
beleegyez0 nyilatkozatat irtak ala. A 42 VWB beteg mind molekuldrisan is karakterizalt beteg volt.
Részben magyarorszagi, részben olaszorszagi (Vicenza tartomany) betegek koziil valogattuk 6ket.
A szerzett hemofilias (AHA) betegek vizsgalata két intézetbdl a study periodusban valamennyi
(0sszesen 32) AHA diagnoézissal felvett beteg korlap adatainak retrospektiv analizise alapjan
késziilt. A betegek mind azonos protokoll alapjan kaptak a CyDRi kezelést. Az intézeti Etikai
Bizottsagok jovahagytak a retrospektiv vizsgalatot.

A ,trombofilia vizsgalat a mindennapi praxisban” vizsgalathoz az Emory Egyetem adatbazisabol
azonositottunk 266 betegeket, akik a vizsgalt periddusban VTE esemény miatt alltak kezelés alatt.
A korlapok retrospektiv analizisét az intézeti Etikai Bizottsaga (IRB) engedélyezte.

az SLE trombeofilia vizsgalat a vizsgalati id6 alatt valamennyi (105) megjelent SLE diagnozissal
gondozott betegtdl beleegyezd nyilatkozat utan levett vérminta analizise alapjan késziilt. Az
aszparaginiaz okozta trombozis kezelése egyetlen eset bemutatdsa, és az Ujszerli kezelés
felvazolasa. Végiil a TTP rituximab study harom eset bemutatasa. Az adat- és mintagyijtés az
Emory Egyetem intézeti IRB engedélye alapjan késziilt beleegyez0 nyilatkozat alairasa utan tortént.
Valamennyi beteg esetében a Helsinki Nyilatkozat szellemében jartunk el.

Klinikai Laboratoriumi modszerek.

A VWF antigén szintjét ELISA modszerrel vagy automatizalt immunoturbidimetriaval mértiik. Az
Osszehasonlitd vizsgalat laboratériumai a VWF:RCo (liofilizalt trombocitak ristocetin-
aggregaciojanak meredekségébdl szamolva) meghatarozason kiviil a kovetkezd aktivitasi
méréseket is végezték: VWF:GPIbR (IL HemosIL Von Willebrand Factor Ristocetin Cofactor
Activity [Instrumentation Laboratory, Bedford, USA]; IL HemosIL® AcuStar Von Willebrand
Factor Ristocetin Cofactor Activity); VWF:GPIbM (INNOVANCE® VWF Ac [Siemens
Healthcare Diagnostics Products GmbH, Marburg, Németorszag)); és VWF:Ab (IL, HemosIL®
von Willebrand Factor Activity). Tovabba, két labor hazi ELISA esszét is hasznalt (VWF:GPIbR
és VWE:GPIbM). Az alvadasi faktor szintek mérését standard egyfazisu teszttel végeztik. A
DDAVP valaszhoz a mintakat 0, 30’; 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12 és 24 6ra idépontokban vettiik le. A
Bethesda titer meghatarozas a Nijmegen modszerrel tortént. A VWF multimer analizis sodium
dodecyl sulfate (SDS)-agarose (1.5%) gél elektroforézis ¢és Western blott technika
osszekapcsolasaval tortént. A multimereket nyul poliklonalis torma peroxidazzal jelolt antihuman
VWEF antitestek segitségével egy kemilumineszcenciat érzékeld rendszerben jelenitettilk meg. Az
ADAMTSI13 aktivitas és inhibitor titer meghatarozas fluorescens energia transfer modszerével
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tortént, ahol subsztratként a VWE73 megnevezésii peptidet hasznaltuk (kereskedelmi forgalomban
1év kit).

A trombofilia panel a piacon elérhet6 automatizalt kitek segitségével tortént. Az antitrombin (AT)
protein C (PC) és protein S (PS) meghatarozasokat az aktivitast mérd kromogén tesztek segitségével
végeztiik. Antigén meghatarozasra csak koros aktivitas esetén keriilt sor. Az antifoszfolipid panel
részben ELISA alapu kardiolipin és beta-2-glikoprotein-I ellenes antitest meghatarozasbol, részben
harom sziird eljarast alkalmazo lupusz antikoagulans meghatarozasara iranyuld coagulacios sziiré
¢és neutralizacios tesztekbdl allt. A Leiden és protrombin gén mutaciok meghatarozasa standard
molekularis modszerrel tortént.

Flow citomterids eljarasok

Az EDTA-antikoagulalt vérmintdk mononuklearis sejtjeit vvt lizis segitségével dusitottuk. A B-
sejt, T-sejt és NK sejt populaciokat standard monoklonalis antitest panel (18 kiilonféle antitest)
segitségével jelenitettilk meg, a kombinaciotol fiiggben FITC, PE vagy PerCP jeloléssel. A sejtek
¢és az adatok analizise FACSCanto citométer és BD FACSDiva segitségével tortént.

Molekuldris modszerek

A rekombinidns VWF egyes doménjeinek, szakaszainak, vagy egészének expresszios
vizsgalataihoz a pPSVHvWF1.0 plazmidot hasznaltuk templat gyanant. A CK domént tartalmazo
konstruktumot a pVL1393 nevii plazmidban szubklénoztuk, és bazissorrendjét szekvenalassal
ellendriztik. A klinikai mintdk molekularis vizsgalatdhoz a DNS-t lefagyasztott buffy coatbol
izolaltuk. Az 51 exont és az exon-intron hataron 1évé intron részt olyan primerek segitségével
amplifikaltuk és szekvenaltuk, melyek az analog pszeudo-VWG génnel nem keresztreagaltak. A
kapott szekvenciakat http://www.vwf.group.shef.ac.uk VWEF adatbazisahoz viszonyitottuk.
Toréspont-analizis: Ez standard géntérképezés modszerével tortént. Eloszér a VWF-al
szomszédos CD9 gén 5’ nem transzlalt szakaszara és a VWF 3-as intronjara specifikus primereket
valasztottunk, fokozatosan sziikitve a primerek segitségével a toréspont régiot. Az igy nyert PCR
terméket szekvenaltuk. Ezt kovetéen mar konnyid volt olyan primereket szerkeszteni, melyek
toréspont-specifikus PCR terméket adtak. A tervezett mutans konstruktumok készitését (site-
directed mutagenesis) pGEM-7Zf(+)VWFCK plazmid segitségével végeztiik, és a végtermék
szekvenciajat minden esetben szekvenalassal is megerdsitettiik.

Protein expresszios és biokémiai modszerek

A VWF expresszio baculovirus expresszids vektor segitségével Sf9 sejtekben tortént. Az igy
expresszalt és szérum-mentes médiumba szekretalt protein tisztitisa Ni-NTA-agaroz FPLC
oszlopon linearis imidazole gradienssel valo el6tisztitas utan C8 HPLC oszlopokon tortént linedris
acetonitrile gradiens révén. A VWF CK domén deglikozilalasa kereskedelmi forgalomban 1évo kit
segitségével trifluoromethane szulfonsavval tortént. A kiilonb6z6 polipeptid lancok részleges és
teljes redukciéjat TCEP és DTT (Tris-Karboxietil-foszfin és ditioltreitol), az alkilalast NEM és
4VP (N-Etilmaleimide és 4-vinilpiridin) felhasznalasaval végeztikk. A Lizil endopeptidazzal és
cianobromiddal emésztett peptideket PerSeptive Voyager tomegspektrométer segitségével
elemeztiik. Pulse-chase kisérleteket a kovetkezképpen végeztiik: a COS-7 sejteket 1 orat at 37 °C-
on metionin-mentes Dulbecco Eagle’s taptalajon inkubaltuk majd 100 mCi jel6lt metionint
tartalmazo TranS-label taptalajba tettiik at. A chase inditasahoz eltavolitottuk a jelzd taptalajt, és
10 mM jelzetlen metionint tartalmaz6 teljes taptalajba helyeztiik a sejteket. Immunprecipitacié: A
rekombinans teljes vagy egyes szakaszokat tartalmazoé részleges VWF immunprecipitacidja 4°C-
on 082 vagy B710 monoklonalis antitestekkel éjszakan at tartd inkubacioval tortént protein A—
Sepharose vagy protein G-Sepharose, Nonidet P-40, ¢és SDS jelenlétében. Az
immunprecipitatumokat SDS poliakrilamid gel elektroforézis segitségével analizaltuk.

Matematikai modell.

Komplex matematikai modellt dolgoztunk ki a VWF szintézisének, multimerizaciojanak,
szekréciojanak, a plazma VWF hasitasanak és clearence-ének modellezésére. A modell
paramétereit sikeriilt ugy optimalizalni, hogy a létrejovo (és a modellen beliilrél megjelenithetd)
multimer eloszlas megszolalasig hasonlitott a normal és bizonyos jellegzetes patologias klinikai
mintak multimer mintazatara.
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EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

I. Avon Willebrand betegség

A von Willebrand betegség patogenezisével kapcsolatos eredményeket tigy
csoportositom, hogy azok kovessék a VWF bioszintetikus utjanak logikajat. Ezt

kovetden targyalom a diagnosztikat és kezelést érintd eredményeket.

A VWB jellemzése, molekuldris patogenezise
Eredményeinket a VWF szintézis kiilonbozo 1épéseinek (fehérje szintézis,
ER-on majd Golgin athaladas utan szekrécid, végiil clearance) sorrendjében

mutatom be.

A 3-as tipusu VWB tiinettandnak megismerésében nagy elorelépés volt a
3WINTERS-IPS vizsgalat (Tosetto et al., J Thromb Haemost 2020), melynek
keretében sikeriilt 223 egymassal nem rokon betegtdl részletes klinikai adatokat
nyerni, melyeket a kordbban mar meglévd 1-es tipust betegcsoport vérzéses
tiineteihez hasonlitottunk. Nem meglepd modon a 3-as tipusu betegek vérzéses
tiinetei joval gyakoribbnak és stlyosabbnak bizonyultak. Erdekes médon
beavatkozasok (miitét, fogaszat stb.) utdn hasonld gyakorisaggal fordult el
vérzés az 1-es és 3-as tipusban, mig a spontan vérzések (kiilondsen a sulyos,
kozponti idegrendszeri és iziileti vérzések) kozott oriasi kiilonbség volt. A
nagyszamu betegbdl szarmazo6 adat ravilagitott egyfajta vérzéstipusok kozotti
tarsulasi tendenciara (clustering) is: a gasztrointestinalis és orrvérzések iziileti
vérzésekkel, mig a menorragia és szdjiiregi vérzések inkabb beavatkozasok
utani vérzéses szovodménnyel tarsultak. A VWF propeptid szint mérésével
viszont a varakozassal szemben nem sikeriilt olyan eszk6zhoéz jutni, ami
segiten¢ a diagnosztikat (Pagliari et al., J Thromb Haemost 2022).

A 3-as tipust, silyos VWB genetikdjanak feltérképezése a lényegében teljes
Kortt Magyar Vérzékeny Betegek Regisztere segitségével tortént. Igy sikeriilt az
akkor nyilvantartott 24 3-as tipust csaladbol 23-ban (24 beteg; 12 nd, 12 férfi)
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a VWF gén kodold részének szekvenciajat meghatarozni. 6 korabban mar leirt
mutacion kiviil 15 4j mutaciot talaltunk. Egy betegben nem sikeriilt mutaciot
azonositani. Varatlan eredményként a 3-as tipusu betegeken beliil igen magas,
25 %-os allélfrekvenciaval egy korabban még nem leirt nagyméretii deléciot
talaltunk (J Thromb Haemost, 2008, J Thromb Haemost 2011), mely az elsé
harom exon elvesztéséhez vezetett (delExon1-3 roviditéssel jeloltiik). Meglepd
modon, az irodalomban leirt esetektdl eltéréen az 6t homozigdta betegbdl
egyiknél sem észleltiink alloantitesteket. Ezeket az adatokat késobb, joval
nagyobb szamu beteg bevonasaval meger0sitettik a 3WINTERS-IPS
vizsgalatban (Baronciani et al., Blood Adv 2021, ¢s Pagliari et al, J Thomb
Haemost 2023).

Vizsgalataink tovabbi részében megprobaltunk valaszt keresni arra a kérdésre,
hogy mi lehet a magyar populacioban oly gyakran szerepl6 delExon1-3 delécio
oka. A génen beliil el6fordulo polimorfizmusok segitségével elvégzett tipizalas
egyértelmiien bizonyitotta, hogy a mutacié Un. alapitd hatas (founder effect)
kovetkezménye (vagyis egyszer jott létre, és utana 6roklodés révén terjedt el a
népességben). A csaladok szdrmazasi helyeinek szétszortsaga arra utalt, hogy a
mutacio keletkezése mindenképpen tobb mint néhany szaz évvel ezelott
kovetkezett be. A kévetkezo kérdés az volt: mi vezethet egy ekkora méretli
genetikai anyag elvesztéséhez. E kérdés megvalaszolasahoz el6szor is a delécio
pontos toréspontjait kellett meghataroznunk. Ezeket sikeriilt is a promoter
régiotol proximalisan (5 toréspont, - 30 071, a VWF gén kezdé ATG-jének A-
jatol szamolva) és a VWF gén harmas intronjaban (3’ toréspont, + 5 468)
azonositani. A toréspontok azonositasa egyrészt lehetové tette egy toréspont-
specifikus PCR kidolgozasat, amit fel lehet hasznidlni a prenatalis
diagnosztikaban, és amely igen egyszeri modot nyujt a defektus sziirésére. Ezt
kihasznalva elvégeztiik a lengyel, német és orosz VWB populdciokban a
delExonl-3 sziirését: egyetlen esetben sem tudtuk kimutatni ezt az eltérést.

Masrészt a toréspontok ismerete lehetéve tette, hogy mindkét tdréspontnal Alu-
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szekvencidkat azonositsunk. Ez utobbi felfedezés feleletet adott kiindulasi
kérdéstinkre: a deléciot igy minden bizonnyal egy az Alu-szekvencidk kozott
létrejott rekombinacios esemény okozta (J Thromb Haemost 2008) — ehhez
hasonlo6 genetikai allomanyvesztésre tobb példa is van az irodalomban.

A ciszteinekben igen gazdag VWF CK doménen beliili ciszteinek diszulfid
kotéseinek tisztazasahoz baculovirus rendszerben expresszaltuk a (2720-2813
aminosavakat magaban foglalo) VWF CK domént, amely valéban dimer
forméajaban szekretalodott. Szelektiv redukcio és alkilalas révén sikerdilt
monomereket nyerniink, majd tovabbi részleges redukcio, alkilalas, kémiai és
proteolitikus emésztés, valamint a keletkezett fragmensek aminosav-
sorrendjének meghatarozasa és tomegspektrometrias analizise révén sikertilt
megfejteni a diszulfid hidak rendjét, amibdl kideriilt, hogy az intermolekularis
kotésben csak a 2771-es, 2773-as és 2811-as ciszteinek vehetnek részt (J Biol
Chem 2000). Ezek az eredmények egyértelmiien megmagyardzzak, hogy miért
jar a p.C2771Y ¢és a p.C2773R mutacié a dimerizdcié zavaraval ¢és
kovetkezményes (IID variansnak nevezett) 2A altipusu, sulyos vérzékenységet
okoz6 von Willebrand korral.

A nagy penetranciaju sulyos 1-es tipusi VWB el6forduldsanak és okainak
vizsgalatara a Kelet-magyarorszagi régio vérzékeny betegeit ellatdo Debreceni
Egyetem II. Belklinika nyilvantartasa adott lehetoséget. Itt 257 1-es tipusu von
Willebrand korban szenvedd beteget tartottak nyilvan kutatdsunk idépontjaban.
Vizsgalatainkbol kideriilt, hogy a nagy penetrancidju, sulyos 1-es tipusi VWB
csoportba az Osszes egyes tipusi beteg kevesebb, mint 10%-a tartozik. A
részletes genetikai analizis (Blood 1999) két mutaciot azonositott; a p.C1130Y-
t és a két csaladban is észlelt, a Vicenza variansért felelds p.R1205H mutaciot.
Igy a kutatas a tovabbiakban e két mutacio tipus molekuldris patogenezisére
iranyult.

A p.C1130Y a D3 domén cisztein gyok mutacioja. Vizsgalatunk idejében nem

allt rendelkezésre részletes informacio az 1-es tipust VWB genetikai hatterérol.
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Egy holland munkacsoporttal kézdsen mar folyamatban 1évé munka a
p-C1130Y mutacido szomszédsagaban 1év6, és szintén cisztin hidat érintd
p-C1149R mutéciot vizsgalta, igy a mechanizmus modellezésére ez utdbbi
mellett dontottiink. A kidolgozott modellrendszerben sikertilt bebizonyitani,
hogy a mutans alegység a vad tipusu alegységgel heterodimert képezve okozza
annak retencidjat, mintegy ,,magaval huzza” az egészséges alegységet is a
degradacioba. Ezt olyan modellrendszerben sikeriilt igazolni, melyben meg
lehetett kiilonboztetni az egyetlen aminosavban eltéré mutans és vad tipust
lancokat. Ko-transzfekcios kisérletekben egyiitt expresszaltuk a rekombinédns
VWEF-C1149R-t ¢és a vad tipust VWF-d13-at tartalmazé plazmidokat. A két
plazmidot, melyek koziil a VWF-d13 nem rendelkezett sem Al-es sem A3-as
doménnel, méretiik alapjan és egy Al domén-specifikus monoklonalis antitest
segitségével immunoldgiailag is meg tudtuk kiilonboztetni. Ebben a modell-
rendszerben random heterodimer képzddés egyértelmiien demonstralhato volt,
sOt un. ,,pulse-chase” izotopos jelolést alkalmazva azt is kimutattuk, hogy a
mutans VWF alegységek a proteaszomaban degradalodnak (Blood, 2001), és
egészséges dimer partneriiket is magukkal viszik a pusztulasba. Ez a
mechanizmus minden bizonnyal éltalanos jelenség a pontmutaciok dominéans
negativ hatdsanak magyarazatara.

A Debrecenben két csaladban is észlelt Vicenza VWB patomechanizmusanak
megeértéséhez eldszor is a korabbi irodalmi adatoknal egyértelmiibben sikertilt
bizonyitani, hogy a VWF clearance valdban jelent6sen fokozott: DDA VP adasa
utan a sajat (mutans) VWF fél-életideje a Haemate-P formajaban bevitt vad
tipust VWF fél-¢letidejének kb. 1/10-ed része volt. Tovabba, kidolgoztunk egy
matematikai modellt, melynek segitségével, sikeriilt a VWF multimerizacio,
szekrécio, hasitas és clearance részleteit szamitastechnikai eszkozokkel
modellezi. Ez a modell egyértelmiien bemutatta, hogy a fokozott clearance
nemcsak az alacsony VWF szintet, hanem az UL-VWF multimerek jelenlétét

is megmagyarazza (J Thromb Haemost 2010).
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9.

A VWB diagnosztikdjanak fejlesztése

A laboratériumi médszerek kozti tajékozodasban elsé 1épés volt ezeket egy

logikus, a mérési elveket vilagosan megkiilonboztetd rendszerbe foglalni. Ezt a

rendszert azutan az elveket szintén vilagosan tiikkr6z6 nomenklatiraba kellett

atiiltetni. Ezt a munkat munkacsoportunk végezte el, amelynek sikerességét

mutatta, hogy a Nemzetk6zi Trombozis és Hemosztazis Tarsasag (ISTH) is

atvette, mogeé allt, és a tarsasag Tudomanyos ¢és Standardizald Bizottsdganak

(SSC) ajanlasaként publikalhattuk (J Thromb Haemost, 2015). A nevezéktant

azo6ta altalanosan hasznaljak az egész vilagon:

Roviditett nevezéktan Leiras

VWEF:RCo

VWF:GPIbR

VWEF:GPIbM

VWEF:Ab

Munkacsoportunk

szervezte azt

Ristocetin cofaktor aktivitas: a risztocetint
és trombocitakat hasznalo Gsszes mérési
eljaras neve

Glikoprotein Ib kotés: azon mérési
eljarasok neve, melyek a VWF ¢és egy
rekombindns vad tipust GPIb szakasz
ristocetin-indukalta kotédésén alapulnak
Muténs glikoprotein Ib kotés: azon mérési
eljarasok neve, melyek a VWF és egy
funkcionyerd (gain of function) mutans
rekombinans GPIb szakasz egymashoz
val6 spontan k6tédésén alapulnak
Antitest kotés: azon mérési eljarasok neve,
melyek a VWF A1 doménjének egy
monoklonalis antitesthez vald spontan

kotodésén alapulnak

a nemzetkozi, Ot orszdg 8 expert

laboratdriumaban szervezett vizsgalatot (Comparison of Assays to Measure

VWEF Activity - COMPASS-VWF), melyben 53 normal kontrolltol és 42 VWB
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betegtdl szdrmazo mintat hasonlitottunk Ossze vak kodolédssal (J Thromb
Haemost, 2018). Négy kereskedelmi forgalomban 1év6 kitet vetettiink dssze
egymassal és az eredeti VWF:RCo modszerrel: VWF:GPIb (IL, HemosIL),
VWEF:GPIb:R (IL, AcuStar), VWF:GPIbM (INNOVANCE, Siemens) és a
VWEF:Ab (IL, HemosIL VWF activiy). Ezen kiviil két labor is rendelkezett in-
house ELISA modszerrel, melyeket szintén osszehasonlitottunk a fentiekkel.
Valamennyi modszer jol korrelalt egymassal és a VWF:RCo esszével. Azonban
csekély kiilonbségeket azért észleltiink: (i) az altalanossagban szoros korrelacio
ellenére a VWF:Ab és a VWF:GPIbM az azonossagnal kissé¢ meredekebb, a
hazi ELISA kissé laposabb regresszios egyenest adott (J Thromb Haemost
2018). Tekintettel arra, hogy ebbdl fakado eltérés foként a magasabb értékeknél
mutatkozik, ennek a kiilonbségnek klinikai jelent6sége csekély ugyan, de a
laboratoriumi korkontrollok szempontjabol fontos. (ii) Az uj mérési elveken
nyugvo tesztek valoban sokkal jobb érzékenységgel rendelkeznek és
pontosabbak is.

Egy kovetkezd vizsgalatban még kozelebbrdl vizsgaltuk meg a kiilonb6zo
meérésekkel diszkrepans eredményt adott mintdkat. A vizsgalat lehetdvé tette,
hogy elkiilonitsiik a random (pl. mérési hiba kovetkeztében fellépd), és a mérési
eljarasok Iényegébdl fakado szisztematikus kiillonbségeket (Szederjesi et al., J
Thromb Haemost, 2020). A kovetkez6 kiilonbségekre deriilt fény: (i) a normal
kontrollok esetében ilyen mérési kiilonbség nem fordult eld. (ii) Az Osszes
ELISA modszer ,.feliil méri” (a valosnal magasabb értékeket mér) azoknak a
VWB 2B tipust betegeknek a VWF aktivitasi szintjét, akiknél a nagy
molekulastilyd multimerek jellegzetesen hidnyoznak. (iii)) a VWEF:Ab
magasabb értéket talalt az dsszes p.V1665E mutacioval rendelkez6 betegnél —
vagyis az antitest jo, de nem tokéletes ,,mimikri’-je a GPIb-nek. Minthogy a
vizsgalatban csak igen limitalt szama mutacio ellendrzésére volt lehetdség, ez
a felfedezés indokoltta teszi egy joval szélesebb korti ellendrzé felmérés

megszervezését, melyben a VWB-t okozo mutaciok széles korénél hasonlitjuk
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Ossze a modszereket. Enélkiill a VWF:Ab tesztet nem tudjuk biztonsaggal
értékelni ebben a betegcsoportban. (iv) Végiil megerdsitettiik, hogy a p.P1467S
mutacié esetében az Osszes ristocetint hasznald modszer alacsony VWF

aktivitast mér; viszont kideriilt: az AcuStar médszer mentes ettdl a hibatol.

A VWB helyes kezelése

Végiil a diagnosztikus ¢s kezelési iranyelvek Osszeallitasat célzo erdfeszitések
tobbféle felallasban is sikerre vezettek. A Hemofilia Vilagszervezet (World
Federation of Hemofilia, WHF) kérésére harom szerzdétarsammal allitottunk
Ossze egy klinikai Osszefoglald irast (Haemofilia, 2014). Az Eurdpai von
Willebrand Betegség Munkacsoport (European Group on von Willebrand
Disease, EUVWD) keretein beliil részletes iranyelvet szerkesztettiink a VWB
diagnozisarol, felosztasarol és a kezelés elveirdl (Haematologica 2013), illetve
az Europai Hematologus Tarsasag (European Hematology Association, EHA)
megkeresésére fogtunk neki egy az enyhe vérzékenység kiilonb6zo formaival
foglalkozo iranyelv-sorozat elkészitésének, mely sorozatnak egyeldre csak az

elso része jelent meg (HemaSphere, 2019).

II. A szerzett inhibitoros hemofilia kezelése

12. A hosszas steroid kezelés toxicitasa, valamint nem megfeleld effektivitasa

13.

vezetett el ahhoz, hogy egy agresszivebb megkozelitést kiséreljiink meg. A
rogton hadrom gyogyszer alkalmazasa, valamint a gyogyszerek lokésszerl
adagolésa (cyclofoszamid, i.v. 1000 mg 1. és 22. napon, 40 mg dexamethason
+ 100 mg Rituximab az .1, 8., 15., és 22. napokon — a CyDRi protokoll) azzal
kecsegtetett, hogy egyszerre B és T sejtes immunszuppressziot is jelent, és
ezaltal hatékonyabb, ugyanakkor a limitalt szteroid expozicido miatt kevésbé
toxikus (Blood, 2022).

A CyDRi protokollt intézeti protokollként vezettiik be, és mivel tobb intézetben
is dolgoztam (Szt. Laszlo Kh, Emory Egyetem, SE BHK), ezen intézetek koziil
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a két magyar ellato helyen a protokollal kezelt valamennyi beteget sikertilt egy
retrospektiv vizsgalatba bevonni (Blood, 2022). Az adatok 6sszehasonlitasa azt
mutatta, hogy a CyDRi mind hatékonysaga mind toxicitdsa szempontjabol
jelentésen kedvezobb az irodalmi adatokban szereplé eddig alkalmazott

szekvencialis kezeléseknél.

III. Tromboembdlias betegségek vizsgalata

14.

15.

Vénds tromboembdliak

Az Emory Egyetemen egy retrospektiv vizsgalatot végeztiink, mely 266 VTE
esemény miatt kezelt beteg adatait tekintette at. E betegek 71%-anal kértek a
kezel6 orvosok trombofilia vizsgalatot. Az eredmény a betegek minddssze 16.9
%-anal volt felteheté kihatassal a kezelésre. A vizsgalatok koltségei
természetesen eltérnek az egyes orszagokban, de mindenhol meglehetdsen
draga vizsgalatokrol van sz6. Az Emory Egyetemen egy vizsgalat ara 2,364
dollar volt, mig a koltségeket Osszesitve 19,653 dollarba kertilt egy a kezelést
is befolyasold teszt elvégzése (TH Open 2020). Osszegezve: ez a munka
alahtizza, hogy a trombofilia kivizsgalassal kapcsolatos orvosi gyakorlat milyen
heterogén, és figyelmeztet, hogy racionalisabb kivizsgalds iranyaba kell az
iranyelveket és a tovabbképzéseket iranyitani, hangstlyozva, hogy csak akkor
végezziink trombofilia kivizsgalast, ha attdl varhat6, hogy kihatassal lesz a
beteg kezelésére.

Bizonyos betegségekben a trombdzisok az atlagosnal joval gyakoribbak. Ilyen
betegség a szisztémas lupus erythematosous (SLE) is. Tekintettel a
tromboembolias korképek komplex voltara, jogos a kérdés, hogy ennek mi
(mik) az oka (okai). 105 SLE-ben szenvedo beteg vizsgalata alapjan azt talaltuk,
hogy az anti-foszfolipid antitest pozitivitas jelenti a legsulyosabb trombozis

rizikét (Scand J Rheumatol, 2007). A tobbi trombofilia jelenléte az APS
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17.

mellett nem jatszott meghatarozo6 szerepet. Mindez a trombofilia vizsgéalatok
atértékelésének fentebb mar hangsulyozott sziikségességét tdmasztja ala.

A trombofilia specidlis esete a jatrogén trombofilia. Onkohematoldgidban
ennck szamos példaja ismert. Mi az ALL kezelése soran alkalmazott
aszparaginaz hatdsara 1étrejott trombozishajlammal foglalkoztunk. Ez
specialisan ¢éles helyzet, mivel a gydgyszer okozta antitrombin (AT) defektussal
és a szétes6 malignus B sejt klon jelenlétével jaré trombozishajlammal
egyidoben a betegek nem ritkan trombocitopénidsok is. Rdadasul az AT hiany
jelenlétében a szokdsos LMWH nem hatésos. Els6ként szamoltunk be egy ilyen
beteg rivaroxabannal torténd kezelésérdl (Ann Hematol, 2015). Azota mas
munkacsoportok is hasznaljak ezt a megkozelitést.

A betegek egy részénél kiilondsen sulyos tromboziskészség all fenn, ezt
»agressziv trombophilianak” neveztem. Két SLE-s betegiink (Scand J
Rheumatol, 2007) sulyos antifoszfolipid szindromaja jol példazza a problémat.
Az agressziv trombofilia definicidja: az alabbi jellemzOk barmelyikének
fennallasa: (i) szokatlan lokalizacié (agyi vénas sinusok, hasi visceralis
trombozis, bérvénat vagy a szivbillentyliket érintd trombotikus folyamat, stb.;
(i1) refrakter trombozishajlam — vagyis effektiv antikoagulans kezelés ellenére
visszatér; vagy (iii) az artérids és vénas agat egyarant érinti (Central European
Complement Academy, 2021, felkért eléadas). Agressziv trombofilia fennallasa
esetén az APS-en kiviil tobbek kozott PNH-ra kell gondolni, amint terhesség
alatt jelentkezett stilyos agyi szinusz trombozisban szenvedd betegiink esete
(Orv Hetilap, 2016) jol mutatta. Minthogy 2016. 6ta Magyarorszagon is egyre
tobb modern komplement-gatld kezelési lehetdség elérheté a PNH-s betegek
szamara (Onkologia & Hematologia, 2020), czzel a betegséggel nagyon
izgalmas foglalkozni. Viszont az egyre nagyobb szamban rendelkezésre allo
gyogyszerek miatt sziikség volt egy kezelési iranyelvben valé megegyezésre,
amit egy Kozép-eurdpai szakemberekbdl allo bizottsag élén én koordinaltam

(Adv Ther, 2023). Az ajanlas f6 pontjai: (/) minden tiinetes PNH-s betegnél C5
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gatlo kezelést kell inditani; (2) farmakokinetikai attéréses hemolizis kezelésére
a ravulizumab ajanlott; és (3) C5 gatlokra adott szuboptimalis valasz esetén

célszerli a beteget proximalis, C3 szinten hato komplement gatlasra allitani.

Trombotikus mikroangiopatiak
Harom egymast kdvetd inhibitoros / immun medialta TTP-ben szenvedd (iTTP)
beteg kezelése soran sikeriilt bizonyitani, hogy az azonnal megkezdett
plazmaferezis nem akadalya a steroid mellett a rituximab azonnali elinditasanak
(melytdl irodalmi adatok szerint hatékonyabb immunszuppresszié varhato).
Ugyanis a naponkénti ferezis utan beadott rituximab 24 6réan beliil (a kovetkez6
ferezis idejéig) teljes CD20+ B-sejt depléciot okoz, mely a tovabbra is naponta
alkalmazott ferezis ellenére (ami a monoklondlis antitest rituximabot a
keringésbdl eltavolitja) legalabb egy hétig (a kovetkezd esedékes rituximab
adag idejéig) fennmarad. Tovabbad izgalmas megfigyeléseket tettiink a
rituximab T-sejtekre gyakorolt hatasairdl, melyek a kezelés hatékonysagaban is

fontos szerepet jatszhatnak (Blood Advances, 2020).
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O0SSZEFOGLALAS, UJ EREDMENYEK

Feltérképeztik a teljes magyar 3-as tipust VWB genetikai hatterét.
Azonositottunk 15 ) mutaciot, koztik egy addig ismeretlen deléciot
(delExonl-3), mely a magyar populacidban ismétlodo genetikai defektusnak
bizonyult. E delécié nem jart alloimmunizécioval.

Megallapitottuk, hogy a delExon 1-3 alapitdo hatassal keriilt a magyar
populécidba legalabbis tobb szaz éve. A toréspontok meghatarozasa révén
bizonyitottuk, hogy a delécio Alu-szekvenciak kozti rekombinacios esemény
kovetkezménye volt.

Megallapitottuk, hogy a VWF CK domén, dimerizaciohoz hasznalt ciszteinjei
koziil csak a C*7!, C73 és C?8!! ciszteinek képezhetnek intermolekularis hidat.
Feltérképeztiik az intramolekularis kotéseket is: C*724-C2773 (1-4); C2750-C2804
(2-5); C2T54.C2806 (3.6); C279-C2788,

Megallapitottuk, hogy a Kelet-Magyarorszagon nyilvantartott 1-es tipusat VWB
betegek igen kis szdzalékanak (<10%) van a sulyosabb, nagy penetranciaju
formaja. E fenotipus hatterében két mutaciot (p.C1130Y ¢és p.R1205H)
mutattunk ki.

Bizonyitottuk, hogy a mutans p.C1149R és vad tipusu alegységek egymassal
random moédon heterodimereket képeznek. fgy a mutans heterodimerek
megmagyarazva a dominans negativ hatast.

Bizonyitottuk, hogy a Vicenza fenotipust okozé p.R1205H mutacio a VWF
felezési idejét 1/10-ed részére csokkenti és e fokozott clearance onmagaban is
magyarazatot ad az UL multimerek jelenlétére.

223 3-as tipusu VWB beteg adatait elemezve korabbi ismereteinknél sokkal
részletesebben jellemeztiik e sulyos vérzékenység tiinettanat. Bemutattuk, hogy
a kiilonféle vérzések tarsulhatnak (clustering): a gasztrointestinalis és
orrvérzések iziileti vérzésekkel, mig a menorragia és szjiiregi vérzések inkabb
beavatkozasok utani vérzéses szovodménnyel jarnak egyiitt.
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Jellemeztiik, és 1j, azota vilagszerte hasznalt nevezéktannal lattuk el a kiilonféle
VWEF aktivitads mérési eljarasokat.

Nemzetkozi vezetd laborok bevonasaval és vakon elemzett minta-gytlijtemény
elemzésével  Osszehasonlitottuk a  kiilonféle mérési modszereket.
Altalanossagban csak minimalis eltéréseket talaltunk a méodszerek kozott.

A diszkrepans mintak kiilon elemzésével azonban tobb olyan, a mérési
modszerek kozt fennallé kiilonbséget talaltunk, melyek ismeretének donto
kihatasa van a VWB diagnosztikara: (i) a normal kontrollok esetében ilyen
mérési kiilonbség nem fordul eld. (ii) Az 6sszes ELISA modszer ,,feliill méri”
azokat a 2B tipust betegeket, akiknek hianyzik a nagy méretii multimere. (iii)
a VWF:Ab magasabb értéket talalt az dsszes p.V1665E mutacioval rendelkez6
betegeknél. (iv) A p.P1467S mutacio esetében az Gsszes ristocetint hasznald
modszer (kivéve az AcuStar!!) hibasan alacsony VWF aktivitast mér.
Munkacsoportunk részt vett tobb VWB diagnosztikus és kezelési iranyelv
Osszeallitasaban is, melyeket a klinikusok széles korben hasznalnak.
Kidolgoztunk egy a korabbiaktdl lényegesen eltérd immunszuppresszios
protokollt a szerzett inhibitoros hemofilia (AHA) kezelésére, melynek a benne
szerepld i.v. cyclofoszfamid, dexamethason és rituximab utan a CyDRi nevet
adtuk.

Kimutattuk, hogy az irodalomban kordbban hasznalt szekvencialis kezelési
eljarasoknal a CyDRi joval hatékonyabb, és kevésbé toxikus, igy az irodalmi
adatoknal jelentdsen jobb ttlélést mutatott az a 32 beteget szamlald kohorsz,
melyet retrospektive vizsgaltunk. Amennyiben adataink prospektiv
megerositést nyernek, a CyDRi vilagszerte az AHA standard kezelése lesz.
266 VTE miatt gondozott beteg adatait elemezve kimutattuk, hogy az Egyesiilt
Allamok egyik vezeté akadémiai intézetében, az Emory Egyetemen a betegek
71%-anal végeztek trombofilia vizsgalatot igen magas koltségen, melyeknek

csak egy toredéke volt kihatassal a kezelésre.

26



15.

16.

17.

18.

105 SLE-ben szenvedd beteg adatait elemezve kimutattuk, hogy e betegek
korében a legfontosabb trombozis rizikod tényezd az antifoszfolipid antitestek
jelenléte.

Az ALL kezelése soran alkalmazott aszparaginaz okozta tromboézis kezelésére
els6ként alkalmaztunk DOAC tipusu szert. Azota ez a megkozelités egyre
inkabb terjed a klinikusok kdrében.

Kozép-eurdpai orszagokkal egylittmiikodésben kezelési irdnyelvet allitottunk
Ossze az igen agressziv trombofilidt is okozé PNH komplement-gatlo
kezelésére.

Bizonyitottuk, hogy TTP kezelése soran a plazmaferezis szimultan alkalmazéasa
nem fiiggeszti fel a rituximab hatasat, mivel az 24 6ran belill Iényegében teljes
B-sejt deplécidhoz vezet. Egyuttal kimutattuk, hogy a rituximabnak a T-sejtes

immunitasra is jelent6s hatdsa van.

Osszefoglalasként: Munkassagom nagy része a von Willebrand betegség
patogenetikajaval és diagnosztikdjanak, kezelésének fejlesztésével foglalkozik.
Eredményeink jelentds részét széles korben hasznaljdk hazankban és
vilagszerte is e betegek gondozasa soran. A hemosztazis szakember ¢életéhez
azonban mas vérzékenységek és a trombdzisban szenvedd betegek gondozasa
éppugy hozza tartozik — munkassigom masik része e betegségkorrel
foglalkozik. Tobb megfigyelésiink ebben a korben is jelentésen befolyasolta e

betegek kezelésének elveit.
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