bodo.inre.1 158 23

MTA doktor1 értekezés

VELESZULETETT ES SZERZETT
RITKA HEMOSZTAZIS BETEGSEGEK
PATOGENETIKAJANAK VIZSGALATA,
DIAGNOSZTIKAJANAK ES
TERAPIAJANAK FEJLESZTESE

Bodo Imre

Semmelweis Egyetem

Belgyogyaszati ¢s Hematologial Klinika

Budapest, 2024



bodo.inre.1 158 23

Tartalomjegyzék
ROVIAIEESCK JEZYZEKE. .....eieiieiiieiieeie ettt et et e st e siae e b e saneenseans 3
ELOSZO ..ottt bbbttt a ettt ettt aeeneeaeenes 6
BeVEZETES, MATIET ... .eviiiiiiiiieeeeeeeeee ettt e e e ettt e e e e e e s e et bt e e e e e e s e s s saaaaereeeeas 7
von Willebrand faktor és von Willebrand betegség .........coovirruiiniiiiiiniieiieeieeieeeie e 8
A szerzett inhibitoros hemofilia ..........ccoooiiiiiiiiiiiiie e 20
TromboembOlids Dete@SEZEK .......ccuiiiiiiiiiieeiiee et 22
CRIKITIZESEK ...ttt ettt et st e bt s et et 25
Betegek, MOASZEIEK .......oooiiiiiiiieee e e et 29
Eredmények €s KOVEtKeZtetESEK .......oovuiiiiiiiiiiieiii e 56
Vérzéses tiinetek és propeptid szintek a 3-as tipust von Willebrand betegségben!®7-168 . 57

A VWEF bioszintézissel inkompatibilis génhibak: a 3-as tipust von Willebrand kor
molekularis patogenezise. A ,,magyar mutacié” keletkezése és az inhibitor

KEpzOdEs KErdesei®®BLI09 170 e 62
Egy izgalmas nyomozas: a VWF dimer diszulfid szerkezetének felgongyolitése® ................ 83
A nagy penetrancidjt sulyos 1-es tipusi VWB. A VWF , mindségi ellendrzése” az ER-

ban, és a p.C1149R mutacié patomechanizmusa®®® ..................ccoovoiviiviieieceee 103
A VWEF clearence jelentdsége: A Vicenza varians molekularis patogenezise®*................... 116
Tegyiink rendet a mérési modszerek kozott: a von Willebrand faktor trombocita-fiiggd

aktivitasi tesztjeinek nOmenKIatiraja® ...............ocooveieveieiiceeeeeeee e 129
A GPIb k6té VWF aktivitési tesztek objektiv 6sszehasonlitasa egy vakon mért

mintakkal torténé nemzetkozi vizsgalatban: COMPASS-VWEF — 1. 276277 ... 134
Bizonyos tipusu mintak esetében a GPIb kotd VWF aktivitasi tesztek egymastol eltérd

eredményeket adnak: COMPASS-VWF — IL270277 oo 142
A von Willebrand betegség kezelési elvei? 284 ... 153
Az autoimmun szerzett hemofilia A kezelése: hatékony immunszuppressziv kezelési

protokoll kidolgozasa — CyDRIPI0.........c.ocooviiiiiiieiieeceeeeeeeeeeeee e 156
A trombofilia kivizsgalas klinikai haszna vénas tromboembolidban szenvedd

DEte@EKDEN ... s 170
Trombozishajlam szisztémas lupus erythematosusban szenvedd betegekben??................... 180
Jatrogén trombofilia — az aszparaginaz okozta trombozis kezelése®’S...........cccovvivieverennnnee, 191
A PNH az agressziv trombofilidk jellegzetes példaja’'=% ...........ccoiiviiiiiiieeee 194
A rituximab a folyamatos plazmaferezis mellett is a keringé CD20" T- és B-sejtek korai

eltaVOLItASANOZ VEZE 8 ... 201
OSSZEFOZIALAS, ZATSZO ...ttt s s sennns 206
KOSZONEINYIIVANTIAS ......eeeiiieiieeiie ettt ettt ettt e et eabe e b e enbeenseeenseenne 208
TrOdaloMIEEYZEK .....ceviiiiiiiieiiee ettt ettt et bee e 209



3WINTERS-IPS

4VP
ADAMTSI13
AHA
ALL

Alu elemek
APLA
APS

AT

ATE

bp
BTH
BU

cAMP
CI
CK
CNBr

COMPASS-VWF

COS sejt
CR

CRF

Cv
CyDRi
DDAVP
DOAC

DTT
ECOG PS

ELISA
ER
ES-Cys
FIIM

FPLC

FVIII
FVIlIa

FVL

GP
HIT
HMWM

HPLC

HRP
ICAM
IST

ISTH

ITP
IQR

bodo.inre.1 158 23

ROVIDITESEK JEGYZEKE

3-as tipusi VWB nemzetkdzi vizsgalata. Type 3 Von Willebrand International Registries
Inhibitor Prospective Study

4-vinylpyridine
a VWF hasito enzime. (a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin repeats 13)
szerzett hemofilia A (acquired hemophilia A)

akut limfoblasztos leukémia

Kb. 300 bp repetitiv DSN szakaszok. Az artrobacter luteus (Alu) endonukleaz révén fedezték
fel 6ket. A human genom t6bb, mint 1 millié transzponalhatd Alu elemet tartalmaz.
anti-foszfolipid antitest

anti-foszfolipid szindroma
antitrombin

artérids tromboembolia

bazispar

Attoréses hemolizis (breakthrough hemolysis)

FVIII inhibitor titer mérésére hasznalt Bethesda egység (Bethesda Unif)
ciklikus adenozin-monofoszfat

konfidencia intervallum

cisztin csomo (cystine knot); a VWF karboxi terminalis részének domén neve
cianogén bromid

a VWF aktivitasi tesztek 0sszehasonlito vizsgalata:

COMParison of ASSays measuring VWF activity

Fibroblaszt sejtvonal (CV-1 in Origin with SV40 genetic matrerial)
komplett remisszio

Esetjelento trlap (case report form)

Variacios koefficiens (Coefficient of variation)
Cyclofoszfamid, Dexamethason, Rituximab

dezmopresszin; deamio-D-arginine-vasopressin
direkt hat6 oralis antikoagulans gyogyszerek

dithiothreitol

a beteg altalanos allapotanak jellemzdje
(Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status)

enzimmel jeldlt immunoszorbens teszt (enzyme-linked immunosorbent assay)
endoplazmas retikulum

S-ethylsuccinimidocystein

a protrombin (FII) gén G20210A mutacidja

gyors folyadékkromatografia (fast protein liquid chromatography)

VIlI-as faktor (a tobbi alvadasi faktort is hasonl6an roviditjiik).
Az aktivalt FVIII jele

a FV Leiden mutacioja

glikoprotein. Szamos molekula nevében szerepel, pl. GPIb, vagy GP-alfa(Ilb)beta(3)
Heparin-indukalta trombocitopénia

nagy molekulatémegli multimer (high molecular weight multimer)

nagy nyomasu/teljesitményti folyadékkromatografia (high pressure/performance liquid
chromatography)

Torma peroxidaz (horseradish peroxidasae)

intercellularis sejtadhézios molekula

immunszuppresszios terapia

Nemzetkozi Trombozis és Hemosztazis Tarsasag (International Society of Thrombosis and
Haemostasis)

immun-trombocitopénia

Interkvartilis tartomany (interquartile range)

3
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Intézeti Etikai Bizottsag (Institutional Review Board)

kilobazis

L-aszparaginaz

Latex alapti immunturbidimetrias mérés (latex immunoturbidimetry assay)
als6 méréshatar (lower limit of measuring interval)

kis molekulasulyu heparin (low molecular weight heparin)

kis molekulatomegt multimer (low molecular weight multimer)

Limit of detection — a méréseknél a kimutathatdsag also hatara
membrane attack complex

mikroangiopatias hemolitikus anémia

Protektin, mas néven a membrane inhibitor of reactive lysis
Mieloproliferativ neoplazmak

nemzetkozi egység

N-ethylmaleimide

nickel-nitrilotriacetic acid agarose

Teljes tulélés (overall survival)

Orszagos Vérellatd Szolgalat

protein C

polimeraz lancreakcid (polymerase chain reaction)

S-pyridylethylcystein

Farmakokinetikus és farmakodinamikus attoréses hemolizis (pharmacokinetic or
pharmacodynamic breakthrough hemolysis)

phenylmetyl sulfonyl fluorid
paroxizmalis nokturnalis hemoglobinuria

protein S

porcine submaxillary mucin

phenylthiohydantoin

polyvinyliden difluorid

retikulo-endotelialis rendszer

reverz fazisi nagynyomasu kromatografia (reverse-phase high-performence liquid
chromatography)

natrium dodecil szulfat (sodium dodecyl! sulphate) poliakrilamid gél elektroforézis
Single nucleotide polymorphism

Scientific and Standardization Committee

tris-acetat ETDA puffer

tris (2-carboxyethyl) phosphine

tromboembodlia, tromboembolias

trifluorometan szulfonsav

Szdveti faktor Gtvonal inhibitora (tissue factor pathway inhibitor)

transforming growth factor-f

terapias plazmacsere, plazmaferezis (plasma exchange)

a komplett remisszio eléréhez sziikséges ido (time to CR)
trombotikus trombocitopénids purpura (iTTP az autoimmun eredetre utal)

igen nagyméretii von Willebrand faktor (ultralarge VWF)

vaszkularis sejtadhézios molekula

Vérzésmutato (angolul bleeding score, vagy bleeding assessment tool — BAT)
Variable number of tandem repeats

vénas tromboembodlia

von Willebrand betegség

von Willebrand faktor

VWEF aktivitasi teszt — 1asd 21. tablazat
von Willebrand faktor antigénszint



VWF:CB
VWEF:GPIbM
VWEF:GPIbR
VWEF:RCo
‘W-P test
o-FII
a-Ph-Ser
0-p2-GP1

bodo.inre.1 158 23

von Willebrand faktor aktivitas: kollagénkotd képesség (collagen binding)
VWF aktivitasi teszt — 1asd 21. tablazat

VWF aktivitasi teszt — 1asd 21. tablazat

von Willebrand faktor aktivitas: ristocetin kofaktor aktivitas
Weibel-Palade-test

anti-protrombin

anti-foszfatidil-szerin

anti-béta2-glikoprotein 1
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Midén ezt irtam, tiszta volt az ég. Majd eljon a hajfodrész, a tavasz,

Z06ld &g viritott a féld ormain. S az agg fold tan vendéghajat veszen,

Munkéban élt az ember mint a hangya: Virdgok barsonyéba 6lt6zik.

Kiizdétt a kéz, a szellem miikodott, Uvegszemén a fagy félengedend,

Langolt a gondos ész, a sziv remélt, S illattal elkendézott arcain

S a béke izzadt homlokat térélvén Jokedvet és ifiisagot hazud:

Meghozni késziilt a legszebb jutalmat, Kérdjétek akkor ezt a vén kacért,

Az embertidvit, melyért faradott. Hové tevé boldogtalan fiait?

A vész kitort. Vérfagylalo keze Vérésmarty: El6szé

Emberfejekkel labdazott az égre,

”
Emberszivekben duiltak labai. E L O SZé

,»Midon ezt irtam, tiszta volt az ég.” Vordsmarty El6szo c. kolteményének ez a sora jutott
eszembe, amikor nekiiiltem, hogy az elmult negyedszdzad sordn késziilt munkaim
osszerendezett egyiittese elé eldszot irjak. Es valoban, most olyan fellegek gyiilekeznek az
égen, ,az elsotétiilt égnek arcain”, melyekhez képest a huszonot évvel ezeldtti allapotok
napsiitotte horizontnak tlinnek. E sulyosbod6é nehézségek kozepette igazdn szerencsésnek
érzem magam, hogy kutatni volt/van lehetéségem a hemosztazis betegségeinek tobb izgalmas

kérdését. Kutatasban részt venni a klinikus szamara szellemi feliidiilést jelent.

A von Willebrand betegséggel Péterfy Miklos didkkoroseként taldlkoztam el6szor, majd az élet
ugy hozta, hogy Evan Sadler laboratériumaban tolthettem két esztendét. Ez a két élmény
hatarozta meg késobbi érdeklddésem iranyat. Kutatasaimat ugy igyekeztem alakitani, hogy egy
szlk teriilet kérdéskorének minél mélyebb megismerését szolgaljak. Az itt kozolt munkak egy
részét még Evan Sadler munkatirsaként végeztem, nagyobbik részét a hazatérésem utdn
létrehozott kutatdocsoport vezetdjeként kozdltem. Az eredmények egy része az Emory

Egyetemmel kialakitott egytittmiikddés gyiimolcse.

A fejezetek tematikusan kovetik egymast, nem a munkdk elvégzésének iddrendjében
kovetkeznek. A bevezetd részben igyekeztem éltalanos ismereteket adni és megvilagitani a

vizsgalt kérdések hatterének leglényegesebb elemeit.

Jarvany ¢és haboru kellds kozepén vagyunk. Kinézek az ablakon, ,,most tél van és csend és

ho....” Mikor jon mar ,.a hajfodrdsz, a tavasz”?

Budapest, 2023. oktober
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BEVEZETES, HATTER

A hemosztazis — ez az Osszetett, és minden részletében még nem is egészen megfejtett sza-
balyozas alatt 4116 rendszer — meghibasodasa sulyos betegségek kialakulasahoz vezet akkor is,
ha alulmiikédik és akkor is, ha talmiikodik. Erdekes filogenetikai kérdéseket is folvet, hogy a
rendszer alulmiikddése, a vérzékenység, a ritka betegségek kozé tartozik, mig talmiikodése, a
tromboembolias betegségek kore a civilizalt vilagban az egyik vezetd haldlok. Mindazonaltal
az igazén sulyos trombodzishajlam gyakran szintén ritka betegségek kovetkezménye. A
hemosztazis-kutatds a rendszer részleteinek pontosabb megértését, illetve az igy szerzett is-
mereteknek a betegek gyogyitasaba valo beillesztését szolgalja. E disszertdcioban a hemoszt-
azis kérdéseiben végzett kutatdsaimat foglaltam Ossze. E kutatasok tobb évtizedes munka ered-
ményei, melyeket részben az Egyesiilt Allamokban, nagyobb részt idehaza, Magyarorszdgon
végeztem. A bevezetésben attekintem a kutatasi teriilet hatterét, hogy jobban megvilagithassam
kutatasaim céljat. A von Willebrand betegség bemutatdsa utan ismertetem egy ritka szerzett
vérzékenység, az autoimmun inhibitoros hemofilia hatterét, majd a tromboembolias betegségek

néhany vonatkozo aspektusat.
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von Willebrand faktor és von Willebrand betegség

A von Willebrand betegség (VWB) a leggyakoribb 6roklott vérzékenység. A betegséget Eric
von Willebrand finn orvos ismerte fel és irta le 1926-ban. A tiineteket a rdla elnevezett egyik
fontos véralvadasi fehérje, a von Willebrand faktor (VWF) mennyiségének és mitkddésének
rendellenességei okozzak. A VWF normal és koros miikodésének vizsgalata izgalmas kutatési
teriilet, mely az orvostudomény tobb alapvetd kérdésében is fontos ismeretekkel gazdagitotta
a betegség egyes tipusaiban végzett kutatds hatterét fogom targyalni, kiemelve azokat a

teriileteket, amelyekben alkalmam nyilt sajat kutatassal gazdagitani ismereteinket.

A von Willebrand betegség torténete

Von Willebrand doktort 1924-ben egy Foglordl, a Finnorszag és Svédorszag kozotti Botteni-
6bol bejarataban fekvd Aland szigetek egyikérdl szarmazo, stlyosan vérzékeny kislanyhoz
hivtak konziliumba. A kislany, Hjordis, 5 éves volt, sziilei harmadfokl unokatestvérek voltak,
enyhén vérzékenyek. Mindkettejiik csaladjanak tobb vérzékeny tagja volt, férfiak és ndk
egyarant. Hjordis 11 testvére koziil tizen valtozo sulyossagu vérzékenységben szenvedtek:
orrvérzéseik, foginyvérzéseik, sériilést kovetd vérzéseik, véralafutasaik voltak. Hjordis két
névére ¢és egy huga hunyt el négyéves kora eldtt gasztrointesztindlis vérzés, illetve
nyelvharapasbol szdrmazo6 uralhatatlan vérzés kovetkeztében. Von Willebrand Hjordisnél
megnyult vérzési id6t, normalis alvadasi id6t és alvadékretrakciot talalt. Ez a kozleménye*#!
1926-ban jelent meg. Ekkorra Hjordis még egy hugat elveszitette gasztrointesztinalis vérzés
miatt. Von Willebrand doktor a vérzések mukokutan jellege és az roklésmenet (férfiak és ndk
egyarant érintettek) alapjan elkiilonitette az altala leirt betegséget az akkor mar ismert
hemofiliatol, valamint az 6rokletesség és a klinikum, valamint a trombocitopénia hidnya alapjan
a ,,morbus maculosus Werlhofi’-tol (ITP). A vérzékenységet a vérlemezkék miikodési
zavaraval és a kapillarisfal kdrosoddsaval magyarazta. Akkor még nem volt a gydgyitasra

lehetdség, Hjordis 13 évesen, negyedik menstruacios vérzésében hunyt el.

Az 1950-es években publikaltdk, hogy a Willebrand betegekben alacsonyabb a VIII-as faktor
(FVIIL, antihemofilias faktor) szintje, valamint hogy FVIII-t tartalmaz6 plazmakészitménnyel
a vérzésid korrigalhatd. A plazmaban egymashoz kapcsolddva keringd VWF ¢és FVIII
immunologiai kiilonvalasztasa az 1970-es évek elején sikeriilt.*> A VWF aminosavsorrend;jét
1986-ban irtak le,* majd 1989-ben génjét is szekvenaltak,** 1993-ban tisztaztik a betegség

genetikai hatterét a von Willebrand altal eldszor ismertetett csaladban: Hjordis csaladjanak még
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crer

(c.2435delC) talaltak, mely az olvasokeret eltolodasdhoz, korai stop kodon kialakuldsdhoz és
megrovidiilt fehérje képzddéséhez vezetett. Az enyhén vérzékeny csaladtagok heterozigotak, a

sulyosan vérzékenyek feltehetéleg homozigdtak voltak erre a mutaciora,*

A von Willebrand faktor biolégidja

A von Willebrand faktor igen nagyméretli plazma glikoprotein, mely kizarolag az endotél
sejtekben €és a megakariocitdkban termelddik. Az endotél sejtek tin. Weibel-Palade (W-P)
testjeiben és a vérlemezkék a-granulumaiban tarolddik, ahonnan megfeleld szignalok hatasara
kertilhet a keringésbe. Két f6 funkcidja van: nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a vérlemezkék
Ezért VWF hidnyéban sulyos vérzékenység 1ép fel, mely a primer és szekunder hemosztazist

egyarant érinti.

A VWEF bioszintézise és szerkezeti felépitése

1. Doménstruktira

A VWF gén elsddleges transzlacios terméke, a prepro-VWF 2813 aminosavbol all. Ezek koziil
az elsé 22 a szignal peptid, mely a fehérjét a szekrécios utra irdnyitja. A kdvetkezd 741
aminosav képezi az un. propeptidet, végiil az érett alegység 2050 aminosava fejezi be a sort (1.
abra). A fehérje legnagyobb részét ismétlodé domének teszik ki. Az érett alegység jelentds
mértékben glikozildlva van. A VWF fehérje kiilonlegessége, hogy eltéréen a legtobb
plazmafehérjétdl, az ABO vércsoport oligoszacharidjait is hordozza. A jelenleg elfogadott
nomenklatira szerint a VWF molekula aminosavait a szignal peptid elsé metioninjétdl kezdjiik

szdmozni, és igy az érett alegység a 764-estdl a 2813-as aminosavig tart.

2. Dimerizdcié az endoplazmds retikulumban

Miutdn a frissen szintetizalt prepro-VWF az endoplazmés retikulumba (ER) Kkeriilt,
dimerizalédik a karboxi-termindlis ciszteinek kozott 1étrejott diszulfid hidak segitségével
(, tail-to-tail”). Ennek a dimerizacionak még ma sem ismerjiik minden részletét egészen
pontosan.*** A VWF karboxi-terminalis végét az in. CK (,,cystine knot”, cisztin csomo)
domén adja, mely homolog mas cisztin csomot tartalmazd fehérjékkel. A homolog fehérjék
szintén dimer forméjaban szintetizalédnak. Az ER-bol csak azok az alegységek folytathatjak
utjukat a Golgi felé, amelyek dimerizalodtak és glikozildlva vannak. A monomerek
visszatartdsanak pontos mechanizmusa nem ismert, valosziniileg a karboxi-termindlis régiod

felelds ezért a jelenségeért.
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3. Multimerizdcié a Golgiban

A Golgiba atkertilt dimerek N-termindlis részei (,, head-to-head”) szintén diszulfid hidak révén
kapcsoldodnak egymashoz, és igy nagyméretli multimerek jonnek létre. A multimerek
kialakulasaban a propeptidnek fontos szerepe van. A propeptid delécidja nem akadéalyozza meg
a Golgiba vald transzportot, &m hianydban multimerek nem keletkeznek. A propeptid
funkcidjanak valdszinli magyardzata a diszulfid oxidoreduktaz enzimekkel valo hasonlosdgban
rejlik. Ezek alapjan jelenleg a propeptidet diszulfid izomeraz enzimnek tartjuk, melyet specialis
pozicioban elhelyezkedd hisztidin molekulai tesznek alkalmassd a diszulfid kotések
szempontjabol szokatlan savas kornyezet ellenére a diszulfid izomerazként valo miikodésre.*
A propeptidet a furin nevii protedz hasitja le az érett alegységrdl. Ezen kiviil tovabbi
poszttranszlacios valtozasokon is atmegy a VWF a Golgiban: folytatodik a glikozilalés, és
bizonyos N-kotott oligoszacharidok szulfatdlodnak is. Tobb kutatocsoport dolgozott annak
megfejtésén, hogy pontosan mely ciszteinek alkotjak az alegységeket Osszekotd diszulfid

hidakat,*¢->0-32 azonban a struktira pontos megfejtése vizsgalataink megkezdéséig nem sikertilt.
p glc) g g g

4. Intracelluldris tdrolds és szekrécio

A VWF termelése két parhuzamos uton folyik. Az egyik folyamatos — konstitutiv —
vezet. A tarolas az endotél sejtek Weibel-Palade (W-P) testjeiben torténik. A W-P testek
membran altal hatdrolt, csak az endotél sejtekben megfigyelhetd organellumok, melyek 0,1-0,2
um keresztmetszetiiek, és akar 4 um hosszisagot is elérhetnek. Hasonl6 tubulus-klasztereket

talalunk a trombocitdk a-granulumainak periféridjan is. A propeptid is tarolodik a W-P

crer

valt ismertté. >34

5. VWF szekrécio és katabolizmus

Endotelidlis sejtkulturdban tobbféle vegyiilet is stimuldlja a VWF szekréciot (hisztamin,
trombin, fibrin, B-agonistak, kalcium ionofor A23187, phorbol myristate acetate). A szekréciot
kovetden a sejtekbdl eltiinnek a W-P testek. A szekretoros véalasz nagysidga aranyos az
intracellularis cAMP szinttel.>> In vivo a VWF plazmakoncentracié megemelkedik B-adrenerg
stressz, trombingeneracio vagy DDAVP (1-dezamino-8-D-arginin vazopresszin) kezelés
hatasara. Ezek koziil terapidsan a DDAVP-t hasznéljuk ki. A DDAVP hatasa indirektnek
latszik, mivel kulturaban 1év6 endotél sejtek nem reagalnak ra.>®>” A propeptid non-kovalens

homodimerként kering, melynek fél-életideje rovid, =2 ora koriili, plazmaszintje =1 pg/ml;
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crer

szekretalt propeptidnek nem ismerjiik fiziologids funkcidjat.

6. A VWF hasitdsa a plazmdban

A plazma VWF multimer nagysaga szoros szabalyzas alatt all. Ugyanis a szekrécio igen
nagyméretli multimerek formdjaban torténik, amelyeket egy specifikus metalloprotedz, az
ADAMTS-13 (a metalloprotedz csalad a koriilményes ,.a disintegrin and metalloprotease with
thrombospondin repeats 13” kifejezésrol kapta nevét) hasit az A2 domén Tyr!®>—Met!6%
aminosavai kozott, ezzel csokkentve a tulzottan reaktiv 6rias multimerek méretét és aktivitasat.
E szabalyzas fontossagat mutatja, hogy ha muticio kovetkeztében a VWF fokozottan
érzékennyé valik e hasitasra, akkor sulyos velesziiletett vérzékenység jon létre (2A vagy 2B
tipusut VWB), mig az enzim velesziiletett vagy szerzett hianya életveszélyes disszeminalt

mikrovaszkularis trombozisokat eredményez (trombotikus trombocitopénias purpura — TTP).

A VWF bioldgiai hatdsai, és szerkezeti alapjuk
A VWF-nak nincs enzimatikus aktivitdsa. Biologiai hatasait a kdtdszovet kiilonboz6 elemeihez
¢s a trombocita glikoproteinekhez (GPIb) valo specifikus kapcsolodasok, valamint a VIII-as

faktorhoz val6 kotddés révén fejti ki.
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ADAMTS13
1. ABRA. A VWF gén, a prepro VWF és az érett VWF alegység. Az dbra a VWF gént mutatja a
jelzett 1éptékkel. Jelolve vannak az exonok és a pszeudogénnek megfelel génszakasz. A propeptid (22-763-as
aminosavak) lehasitasa utan létrejott érett VWF alegység szerkezetét is abrazoltuk az ismétlédé domének (A, B,
C, D és CK) elhelyezkedésével. A VWF jelenlegi nomenklaturaja a szignal peptidtdl kezd6do egyszerli szamozast
koveti. Lathato a dimerképzddés helye, illetve a multimer képzddés lokalizacioja. Tovabba fel vannak tiintetve a
VWEF {6bb funkcionalis kotéhelyei és a plazmaban jelen 1évé ADAMTS13 hasitasi helye is.
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1. A VWF GPIb és kollagén kotbéhelyei

A VWF molekulan beliil a kiilonboz6 kotdhelyek elhelyezkedését elég jol ismerjiik (1. abra).
A trombocita glikoproteinekhez val6 kdtddés szabalyozott folyamat, a VWF molekuldnak van
,»aktiv” és ,,inaktiv”’ konformacidja. Bar a molekularis szabalyzas egyelére nem ismert minden
részletében, in vivo az ,,aktiv’ konformacid kialakulasanak feltételezett kivaltoi az eldzetes
kollagénhez valo kapcsolddas és az erekben 1évo folyadéksurlodas. Vagyis a VWF aktivalasat

fizikai erébehatés valtja ki.

A VWF molekula a keringésben nincs interakcidoban a trombocitakkal. Ez a helyzet akkor
valtozik meg, ha az érfalon sériilés keletkezik. Ilyenkor a VWF a szubendotelialis kollagénhez
kapcsolodik, és ez a kotés lehetdvé teszi, hogy a VWF a trombocitdk GP Ib-IX-V komplexét
olyan affinitassal kosse meg, hogy a keringésbdl azokat kiragadja és a sériilés helyszinéhez
lokalizalja. A VWF-kollagén, a VWF-GP Ib, valamint a VWF-oauP; interakciok szamos
molekularis részlete ismert, melyekbdl 6sszefoglalva azt emelem ki, hogy a VWF-GP Ib és a
VWEF-GP IIb-Illa (VWF-auP3) kotések kinetikaja kozott 1ényeges kiilonbség van. A VWEF-
amfP3 kotés sokkal lassabban jon létre. Ez magyarazza, hogy ez a kotés nem alkalmas a
vérlemezkék kiragadasara az aramlo keringésbol. Viszont miutan a vérlemezke a GP Ib receptor
gyors kinetikdji kotésének segitségével a feliilethez tapadt, a lassu gorgés (rolling) elegendd
1d6t nyajt a VWF-amB3 kotddés (valamint mas trombocita integrinek és a kotdszovet kozotti

interakcio) létrejottéhez és irreverzibilis trombocita aktivacio kialakuldsahoz.>8-0

2. A VWF és a folyadéksurlédds

A VWF molekula kiilonlegessége, hogy mikddése fiigg a folyadékaramlastol. Az érpalyaban
aramlo vérben az dramlés sebessége az ér kdzepén a legmagasabb, és az érfalhoz kozeledve
fokozatosan nullaig csokken az érfal kdzvetlen szomszédsagaban. Ezzel szemben a sebesség
gradiens, amit a cm/s-ban mért sebesség cm-enkénti valtozasaban szoktak kifejezni (cm/s/cm,
vagy s!), az érfal mellett maximalis és kozépen nulla. A sebesség gradienssel, vagy mas
kifejezéssel nyirasi sebességgel (shear rate) egyenesen aranyos a folyadéksurlodasi eré vagy
roviden folyadéksurlodas, melynek egyik hatdsa az, hogy a nagyobb vordsvértestek
vandorolnak kozépen, a vérlemezkéket feladatuk szinhelyéhez, az érfalhoz szoritva. Ennél talan
még fontosabb hatds a VWF molekula reaktivitasanak fokozédsa. Alacsony nyirasi sebesség
(=100 s!) mellett, mint amilyet a vénakban és a nagyobb artéridkban taldlunk, a VWF nem
inditja el a vérlemezke-adhézidt. Viszont az arterioldkban €szlelhetd nagy nyirdsi sebesség (>

1000 s') mellett a trombocita-adhézié igen erésen VWEF-fliggdvé valik.

12
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Alacsony folyadéksurlodas mellett a VWF nem jatszik lényeges szerepet a trombocita-
adhézioban. Tobb kutatocsoport foglalkozott annak megfejtésével, hogy mi a molekularis oka
a VWF kiilonboz6 viselkedésének alacsony és magas folyadéksurlodas koriilményei kozott.
Feltételezik, hogy a nagy molekulastlyd multimerek megvaltoztatjdk konformdcidjukat a
surlodas fizikai erejének hatasara. Ezzel egybevagnak azok a megfigyelések, amelyek szerint a

i6j4t, 6!
illetve amelyek szerint a VWF-et hasitd enzim, az ADAMTSI3, a nagy molekulastlyt
multimereket a nagy folyadéksurlodas koriilményei kozott hatékonyabban hasitja, mint csekély
aramlasban. Bar ez a konformacio-valtozas nem minden kisérletes felallisban mutathato ki®,

k6364 is sikeriilt kimérnie azt a fizikai erét, aminek hatasara az A2 domén

tobb laboratériumna
Hkinyilik”, ami jelentds mértékben aldtdmasztja a sirlodasi erd hatasara 1étrejovo

konformaciovaltozasrol kialakitott elméletet.

3. A VllI-as faktor stabilizdldsa

A hemofilids betegek VWF:Ag szintje normalis, mig a FVIII szintje alacsony. Sulyos von
Willebrand koros betegek VWF:Ag szintje a detektalds hatdra alatt van, de FVIII szintjiik is
erdsen csokkent (<10%). Ez jol mutatja, hogy a FVIII életideje milyen nagymértékben fligg a
VWF-fel kialakitott non-kovalens kotést6l. A FVIII a VWF amino-terminusa kdzelében 1évo
helyhez kotddik. A kapcsolodas sebessége viszonylag gyors (5,9x10° M-!s™), ezért az exogén
FVIII a szervezetben néhany masodperc alatt komplexet képez az endogén VWF-fel. A FVIII
kotéhelyet a VWF amino-termindlis 272 aminosava tartalmazza (1. abra). A FVIII kapcsolodo
kotéhelye a FVIII konnytlilancdnak amino-terminalis részére esik. A trombinnal torténd hasitas

(Arg!%¥) szétrombolja ezt a kotShelyet, s ezaltal a FVIIIa felszabadul.

A von Willebrand betegség osztdlyozdsa

A VWB korabbi beosztiasa® az SDS-elektroforézis technikdn s az annak segitségével
vizsgalhatd multimer-struktira analizisén alapult. Az évek soran bonyolulttd valt felosztast
1994-ben felvaltotta egy attekinthetdbb, korszeriibb klasszifikacio,®® melynek terapias
jelentdsége is volt. Az 1994-es beosztas alapvetd gondolatmenetét megtartva, de néhany 1
ismeretet is beépitve a Nemzetkdzi Trombozis és Hemosztazis Tarsasag (ISTH) VWF
Munkacsoportja 2006-ban kozolte a jelenleg is hasznalatban 1év6 osztalyozast.* Ezt a beosztast
az 1. tablazat foglalja 0ssze. A kvantitativ defektuson beliil megkiilonboztetiink részleges
hianyt (1-es tipus) és teljes (vagy csaknem teljes) hianyt (sulyos 3-as tipus). Noha e két tipus

patofiziologidja részben atfedésben van, a tiinetek sulyossaga kozotti €s a kezelésben fennallo
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kiilonbozoéségek mégis megkivanjak, hogy elkiilonitsiik 6ket. A kvalitativ (2-es) tipuson beliil
négy altipust kiilonboztetiink meg: 2A, a VWF-fliggd trombocitafunkcionak a nagy
molekulastlytt multimerek (HMWM) hidnyabol fakadd csokkenése; 2B, melyben a VWF
fokozott GPIba affinitdsa okozza a funkcidzavart; 2M (2-es multimer-normal), ahol a VWF-
fliggd trombocitafunkcié normal multimer eloszlas mellett csokkent; illetve 2N (normandiai
tipus), melyben csokkent a FVIII kotés. A molekularis defektusok feltarasa lehetdséget
teremtett még finomabb beosztds Iétrehozasara is (az alcsoporton beliili entitdsokat

variansoknak nevezziik, és romai szammal jel6ljiik pl. a 2A alcsoporton beliil ITA, IID stb.).

1. TABLAZAT. A von Willebrand betegség osztilyzdasa*’

Tipus Jellemzo
1 A VWEF részleges hianya, kvantitativ zavar
2 Kvalitativ VWF zavarok
24 Csokkent VWF-fiiggd trombocita-adhézio, mely a HMWM szelektiv hianyaval jar
2B Fokozott VWF affinitas a trombocitdk GP Ib receptora irant
M Csokkent VWF-fiiggd trombocitafunkcio, HMWM szelektiv hiany nélkiil
2N Jelentésen csokkent FVIII-koto képesség
3 A VWEF teljes hianya

HMWM: nagy molekulatdmegti multimer

Az I-es tipusu VWB részleges kvantitativ hidny kovetkezménye. A kvantitativ hianyra abbol az
egyszerl klinikai megfigyelésbol kovetkeztethetiink, hogy a VWF antigén szintje (VWF:Ag)
¢és aktivitdsa aranyosan csokken. Ez a leggyakoribb forma, melynek genetikai okait csak
részlegesen ismerjiik. Az 6roklddésmenet dominans ugyan, de a betegek jelentds részében a
penetrancia nem teljes. Van azonban az 1-es tipusu betegségnek olyan altalaban alacsony VWF
szinttel és jelentds vérzékenységgel jard formaja is, amelyben a penetrancia is magas (vagyis
minden generacio érintett). Az 1-es tipust betegséggel foglalkozo6 tanulmanyok csak a betegek

£.6768 Altalanos megfigyelés, hogy minél

egy részében talaltak a VWF génen belill mutacio
alacsonyabb a VWF antigén szintje, annal valdsziniibb, hogy megtalaljuk a felelds genetikai
defektust. Mindebbdl lathatd, hogy az 1-es tipusi VWB heterogén entitas. A betegség egy
részéért pl. nem a VWF termelés hibdja, hanem a fokozott clearence a felelds. Bar egyeldre
hivatalos nomenklatira még nem fogadta el, szokas ezt az altipust 1C (clearance miatti) névvel
jelolni. Ma mar tudjuk, hogy az 1C extrém forméja az G.n. Vicenza fenotipus. Mindez
kutatasaink idejében még nem volt ismert. Ezért ezzel a varidnssal részletesebben is
foglalkoztam. Raadasul a VWF szintje az egészséges populacion belil is igen széles hatarok

kozt valtozik, ezért az enyhén csokkent szint és az enyhe vagy bizonytalan vérzéses panaszok

kozti ok-okozati 0sszefiiggés gyakran nem egyértelmdi.
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A 2-es tipusu VWB a genetikailag legjobban feltérképezett tipus, melyet az aktivitdsnak az

antigén szinthez képest ardnytalanul nagy csokkenése jellemez. Kivétel nélkiil a VWF kodold
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2. ABRA. A leggyakoribb ismert 2A altipusii VWB-t okozé pontmutdciok elhelyezkedése a
prepro-VWF alegységen. Az SDS agar6z gélen a futds irdnya fontrdl lefelé van, igy a legkisebb méretli
dimerek, melyek leggyorsabban futnak, alul helyezkednek el. A dimerek folott tetramerek, f616ttiik hexamerek
lathatok, és igy tovabb egészen az igen nagy méretii multimerekig (balra mutato telt nyilak a normal plazma — NP
— savokban). A 2A tipust VWB jellemzdje a nagyméretii multimerek hidnya (balra mutat6 iires nyilak). Az itt
nem mutatott 2B altipus hasonlé mulimer mintazattal jar, mint a IIA. A szinkodolt pottydk a mutaciok
elhelyezkedését mutatjak a prepro-VWEF alegységen beliil. A 2A altipus variansait romai szamok jelolik. A
variansok alatt a jellegzetes gélmintazatok lathatok. NP: normal plazma. A 2A altipuson beliil valamennyi eddig
azonositott [ID varians mutacidja a cisztin csomo (cystine knot, CK) doménen beliil helyezkedik el. Egyediil a
IID varians esetében fordul eld paratlan szamu multimer (jobbra mutato nyilak).

crer

csoportosulnak a molekula kiilonb6z6 részein. A 2A altipus leggyakoribb pontmutacidit a 2.

abra mutatja.

A pontmutaciok elhelyezkedésébdl a funkcidkiesés logikusan kovetkezik. Az alabbiakban

roviden attekintem a fobb altipusokat, kiemelve a IID varianst.
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A 2A alcsoportba heterogén mutaciok tartoznak. Kozos jellemzdjiik a nagy molekulatomegii
multimerek hidnya. Minthogy in vivo éppen e nagy molekulatomegii multimerek rendelkeznek
a sziikséges biologiai aktivitdssal, a 2A betegek kozépsulyos-sulyos vérzékenységben
szenvednek. A nagy molekulatdmegli multimerek elvesztése kiilonféle patomechanizmussal
johet 1étre — ennek megfelelden kiilonféle varidnsokat kiillonboztetiink meg, melyeket romai
kovetkezménye. A mutécid kovetkeztében az ADAMTS13 enzim hasitasi helye exponaltta
valik a normalis, nehezen hozzaférhetd konformécidhoz képest. gy, bér a tarolt és szekretalt
multimerek normal eloszlastiak, a plazmaban gyorsan hasadnak, és a keringd multimerek
kisméretiiek és kovetkezésképpen csokkent miikodéstiek lesznek. A dimerizacioért és
multimerizacidért felelés egyéb teriiletek is aldozatul eshetnek mutéacioknak, ezaltal a 2A
kiilonféle varidnsait hozva létre. A IIC a multimerizacidban katalizatorként dontd szerepet
Jatszo propeptid mutacidinak kovetkezménye, mig a IIE a D3 domén multimer kotésekért
felelds részének mutacidi miatt jon létre. A 2A altipusba tartoz6 variansok autoszomalis

dominans 6roklédésmenetet mutatnak, ami aldl csak a recessziven 6roklodo I1C varians kivétel.

A TID varians kiilonleges helyet foglal el a 2-es tipust betegségen beliil. Ez az egyetlen olyan
ismert VWB varidns, melyben paratlan szdmu alegységet tartalmazd multimerek is jelen
vannak. A varians patomechanizmusa egységes; valamennyi eddig ismert mutacidé a
dimerizacioért felelés CK doménen beliil talalhato (2. abra). Erdekes megfigyelni, hogy
valamennyi eddig ismert IID fenotipushoz vezetd mutécid ciszteint érint, mégpedig a CK
domén harom specifikus ciszteinjét: a p.C2771Y%, a p.C2773R7° és a p.C2806R"! okoz eddig
bizonyitott moédon IID varians VWB-t. Tovabbi ismereteket in vitro kisérletekbdl lehetett
meriteni: a rekombinans VWF fehérjében létrehozott két mutacio (p.C2754W72 és p.C2773R7%)
is megakadalyozta a dimerizaciot. Ezekbdl az adatokbdl nyilvanvald, hogy a IID varians
molekularis patogenezise és a CK doménen beliil lezajlo dimerizaciod szerves kapcsolatban
allnak egymassal. Mivel a CK domén pontos felépitése nem volt ismert, olyan kisérletsorozatot
terveztiink, melynek segitségével diszulfid szerkezetét pontosan feltérképezhetjiik. Klinikailag
a IID VWB sulyos vérzékenységgel jar. A dimerizacids blokk miatt a DDAVP hatéstalan; e
betegeknek faktorpotlasra van sziikségiik.

A 2A alcsoportnal sziikebb teriiletre lokalizalédnak a 2B alcsoport mutécidi. E tipus
megértéséhez tudnunk kell, hogy a VWF Al domén GPIba kotése regulacio alatt all. Erre

természetesen sziikség van, hiszen a keringésben kdros lenne a kapcsolddas altal 1étrejovo
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trombocita-aggregacio. Ezért a kotohely mindaddig gatlas alatt van, amig a VWF sériilt érfallal
nem talalkozik, ahova a kollagén-ko6tdhely segitségével kapcsolodhat. Ez a gatlas minden
részletében nem ismert ugyan, de az bizonyos, hogy az Al doménen belill egy jol
koriilhatarolhato teriilet (a 803-as és 843-as aminosavak kozotti szakasz) fontos szerepet jatszik
benne, ¢és e teriilet Un. funkcionyerd mutacioi ezt a gatlast felfliggesztik, fokozott, illetve
spontan GPIba kotést idézve eld (;, gain of function”). A spontan kotés preferencidlisan a nagy
molekulastly multimereket érinti, amelyeket azutan a hozzdjuk kotddott trombocitakkal
egyiitt a RES gyorsan eltdvolitia a keringésbél. Igy e betegek gyakran enyhén
trombocitopéniasak (ami fontos koriilmény a kronikus enyhe ITP differencidldiagnézisaban),
am vérzékenységiik a trombocitopénia mértékét joval meghaladja a nagy molekulastulyt
multimerek hidnya miatt. A trombocitopénia lehet intermittald is, és a VWF-szintet emeld
viszonyok kozott (pl. terhesség) gyakran fokozodik. A 2B alcsoport pontos diagndzisanak
fontos terdpias kovetkezménye, hogy ezeknek a betegeknek kontraindikalt DDAVP-t adni,
hiszen az a tiineteket sulyosbithatja. A VWB 2B autoszomalis dominans 6roklédésmenetet

mutat.

A 2M mutaciok GPIba kotéhely kozvetlen kdzelében vannak, olyan konformacid-valtozast
okozva, amelynek kovetkeztében a VWF affinitasa a trombocita VWF receptorahoz (GPIba)
Iényegesen lecsokken a normal multimer eloszlas ellenére. Klinikailag a 2M altipus a 2A-val
mindenben megegyez6 modon jelenik meg, egyediil a multimer mintdzat segitségével lehet
Oket elkiiloniteni. Az eddig ismertetett ,,klasszikus” 2M altipuson kiviil meg kell emliteniink
a tobbi 2M-hez hasonlé modon vérzékenységet okoz.”> A betegség ugyan ritka, de azért kell
mégis kiilon emlitést tenni rola, mert ezekben a betegekben a VWF:RCo aktivitas normalis,

ezért ha csak ezt a tesztet hasznaljuk sziirésre, nem ismerjiik fel a betegséget.

Az eddig ismert valamennyi 2N muticio6 a VWF molekula N-terminalis vége kozelében
talalhato, ahol a FVIII kotdhelye van. Ez magyarazza, hogy ezeknek a betegeknek a VWF
molekuldja csak a FVIII kotési funkcioban karosodott. A 2N tipusu betegség hasonlit az enyhe
hemofiliara (és Osszetéveszthetd vele, hiszen a rutin vizsgalatokkal alacsony FVIIL:C, de
normal VWF:Ag és aktivitdsi [VWF:RCo, illetve VWF:CB] szintet taldlunk). E csaladok
oroklédésmenete hivhatja fel figyelmiinket arra, hogy itt nem hemofiliarél van sz6. A
diagnodzist a FVIII kotési teszt segitségével lehet felallitani. A pontos diagnodzis igen Iényeges,

mert ezek a betegek mas kezelést igényelnek, mint a hemofilidsok, ¢s a csaladok genetikai
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tanacsadasakor is dontd a pontos 6roklédésmenet ismerete. Tanulsdgos az a koriilmény is, hogy
a 2N betegség recessziv, mig a 2M dominans. Ez azért van, mert a FVIII kotés nem fiigg a
multimer nagysagtol. Minden alegység képes egy FVIII molekula megkotésére, és ha az
alegységek fele (heterozigota 2N allapot) funkcionalisan érintetlen FVIII kdtohelyet tartalmaz,
akkor a FVIII életideje még mindig normal hatarokon beliil tarthat6. Ezzel szemben a
trombocita-adhézid nagymértékben fiigg a multimer nagysagtol. Ezzel 6sszhangban, ha az
alegységek (a multimerben random modon elhelyezkedd) fele koéros GPIba kotdhellyel
rendelkezik a 2M heterozigdta molekuldban, akkor a multimer kdtéképessége €s ezen keresztiil

a VWF-fliggd trombocita-funkciok jol kimutathat6 és tiinetekhez vezeté modon kéarosodnak.

A 3-as tipusu VWB-rél bovebben

A von Willebrand betegség legsulyosabb formaja a 3-as tipusti betegség. Ez az a tipus,
amelynek a betegség eredeti leirdsat koszonhetjiik, hiszen Hjordisnek, von Willebrand doktor
nevezetes betegének is 3-as tipusu stlyos VWB-¢ volt.*> Hjordis és testvérei torténete (1asd 7.
old.) azt is jol példazza, hogy a 3-as tipusi VWB kezelés nélkiil gyakran halalos
szovédményekhez vezet. Ezt a tipust a VWF teljes hidnya okozza, ami az Osszes von
Willebrand beteg kb. 1-5%-aban fordul eld. Az érintett betegek kdzépsulyos vagy stlyos
mukokutan vérzékenységben szenvednek, FVIII szintjiik is alacsony, ezért iziileti vagy mély

izomvérzés is el6fordul.”*7® A 3-as tipusi VWB autoszomalis recessziv modon 6roklédik. 4477

A 3-as tipusi VWB prevalencidja igen széles hatarok kozott mozog a kiilonbozo
populacidkban. A legtdbb europai orszagban 0,11-0,55/millid, a skandinav orszdgokban 2.,4-
3,12/millid, az USA-ban, Kanadaban ¢€s Izraelben 1,38-1,6/milli6, mig az arab orszagokban 5,3-
6/millié lakos.”*78-80 Magyarorszagon — amint az az itt részletezendd vizsgalatbol kideriilt — a

prevalencia 2,5/millio lakos.®!

A 3-as tipusi VWB-ért felelés molekularis defektusok szétszorva taldlhatok a gén egész
terliletén, igen heterogének, és tobbségiik Un. ,,null allélt” eredményez. A legtobb 3-as tipusu
VWB mutéci6 kereteltolodast okozo kis deléciokbol vagy inszerciokbdl, illetve korai stop
kodont eredményezd (nonszensz) mutaciokbol all, melyek a fehérjeszintézist teljes egészében
megakadalyozzak homozigota és kettds heterozigota formaban is. A VWF gén teljes vagy
részleges nagyméretli (>10 bazispart érintd) delécidit az eddig vizsgalt 3-as tipusi VWB

populacidkban csak a betegek egy csekély hanyadaban lehetett kimutatni a betegség hatterében.
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Az eddig leirt szamos mutacio koziil csak nagyon keveset talaltak meg tobb egymassal nem
rokon csalddban is (Un. ismétlédé mutaciok). Az egyik ilyen nevezetes ismétlédé mutaciod a
Balti-tenger kornyéki populdciokban észlelt, egyetlen citozin delécidja (c.2435delC) altal
létrehozott kereteltolodas a 18-as exonban.”®%2, Hjordis csaladja vérzékenységét is ez a mutaciod
okozta.* Ezen kiviil ismételten eléfordult még a 2535-6s pozicié mutaciora érzékeny arginin
CGA kodonjaban korai stop kodont (TGA) eredményez6 (nonszensz) mutacié (p.R2535X)76:82

85 &s két részleges nagy delécio is.5%87

A mutacidk létrejottének mechanizmusarél nem sok ismerettel rendelkeziink. Erdekes — és
jelenleg altalanosan elfogadott — elmélet szerint bizonyos mutaciok a VWF pszeudogénnel valo
rekombinacid, un. génkonverzié eredményeként jottek 1étre.®® Az elméletnek az az alapja, hogy
ezen mutaciok esetében nem csak a korokoz6 mutaciot figyelték meg, hanem az érintett régiod
kornyezetében tobb mas néma baziscsere is eléfordul, és ezek hajszélra megegyeznek a
pszeudogén megfeleld szakaszanak szekvencidjaval. Ebbdl arra kdvetkeztettek, hogy homolog
rekombinacids esemény tortént, melynek soran az adott génszakasz kicserélddott. Kordbban ez
volt az egyetlen elmélet, mely a keletkezés mechanizmusaval foglalkozott, viszont két
nemrégiben publikalt cikk éppen a részleges nagy deléciok létrejottének hatterében vélt
felfedezni Alu-mechanizmusti rekombinacids eseményt egy kinai és tobb nagy-britanniai

csaladban.’7-%

A 3-as tipusi VWB ritka, am stlyos szovédménye az alloantitest-képzddés. VWF ellenes

67091 viszont az

alloantitest az 6sszes 3-as tipust betegek mindossze 7,5-9,5%-aban fordul el
irodalmi adatok szerint a VWF gén ritkan el6forduld homozigota részleges vagy teljes delécioja
néhany kivételtdl eltekintve mindig alloantitest-képzddéssel jart.'53+8>899295 A VWF ellenes
alloantitest-képzddés azért sulyos szovédmény, mert nemcsak a faktorpotlast teszi lehetetlenné,

de gyakran életveszélyes anafilaxias reakciohoz is vezet.34-86:89-92-95
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A szerzett inhibitoros hemofilia

A régen pszeudo-hemofilidnak is nevezett szerzett hemofilia A (AHA) az 1940-es évek ota
ismert.”® Az AHA ritka, sulyos vérzékenység, amelyet a VIIl-as faktor (FVIII) ellenes
autoantitestek okoznak. Az antitestek neutralizaljak a FVIII-t és clearence-ét is fokozzak. A
betegség ritka, prevalenciajat évi 1,48 esetre becsiilik egymillié lakosra szamitva.!? A vérzéses
manifesztaciok sokfélék lehetnek, az enyhétdl a sulyosig, sot életveszélyesig, és a haldlozas
elérheti a 22%-0t.!%97% A betegek 44-63%-aban az AHA nem jar mas alapbetegséggel
(idiopatias AHA).21098100 - A fennmaradd betegeknél az AHA malignus korképekhez
(els6sorban limfoproliferativ neoplazmék) (6—18%), autoimmun betegségekhez (9-17%),

terhességhez (2—-15%), vagy bizonyos gyodgyszerekhez (3—5%) tarsul.

A szerzett hemofilia A kezelésének két alappillére az akut vérzéscsillapitds és az
immunszuppressziv terdpia (IST). A vérzéscsillapitas nagyon fontos a betegek azonnali talélése
¢s hosszabb tavll egészsége szempontjabol, de a gydgyulds az immunszuppressziv terapia
hatasossagatol és mellékhatéasaitol fligg. A retrospektiv vizsgalatokon és szakértok véleményein
alapuld szakmai irdnyelvek azonnali immunszuppressziv terapiat javasolnak, amint a diagnézis
felallitasa megtortént,'-192 ugyanakkor figyelmeztetnek az IST jelentds toxicitisara, s6t
mortalitisara az esendd, altaldban id6s betegek esetében.>!91% Bir a hosszii tava
betegségmentes tulélés szempontjabol kritikus, ezek az irdnyelvek nem adnak vilagos
utmutatast azzal kapcsolatban, hogy milyen IST-t is kell alkalmazni. A jelenlegi protokollok
mindegyike 1épcsdzetesen bevezetett kezelést alkalmaz, ami altalaban prednisolon (napi 1
mg/kg, per os) adasaval kezdddik hat hétig. A protokollok egy része oralis cyclofoszfamidot is
ad az els6vonalas terapidhoz napi 1,5-2 mg/kg dozisban. Amennyiben ez a terapia nem vezet
eredményre, masodvonalbeli szerek kovetkeznek (cyclosporin, rituximab ¢és masok). A
rendelkezésre 4ll6 (de AHA-ban off-label), szubkutan adhaté emicizumab a vérzéskontrollt
leegyszertsitette, és elméletileg lehetdvé tette a potencidlisan toxikus immunszuppresszid
késleltetését, illetve elhagyasat,'®> amely Gjszerli és kérdéses megkozelitést egy klinikai
vizsgalat (#NCT04188639) jelenleg igyekszik tesztelni. Azonban az emicizumab magas
koltségei és az oki kezelés késleltetésének bizonytalan hosszu tavil kimenetele miatt ez a
megkozelités kérdéses és semmiképpen nem tekinthetd elfogadottnak. A jelenlegi eurdpai
gyakorlat nagyrészt Osszhangban van ezen ajanldsokkal, melyek az immunszuppresszid
azonnali megkezdését javasoljak, amint ezt az Eurdpai Szerzett Hemofilia Regiszter (EACH2)?,

a Spanyol Szerzett Hemofilia A Regiszter (AHASR)!? és egy német prospektiv tanulmany’
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adatai egybevagoéan tiikrozik. Bar az Egyesiilt Allamokbél nem allnak rendelkezésre hasonld

adatok, az amerikai gyakorlatrol is feltételezhetd, hogy nagyrészt hasonld/azonos az eurdpaival.

A Iépcsbzetesen alkalmazott immunszuppresszidval szerzett sok negativ tapasztalat vezetett
egy ujszerli megkdozelitéshez, a rogton elsé vonalban adott harom gyodgyszert (Cyclofoszfamid,
Dexamethason ¢és Rituximab) Iokésszeriien alkalmazd, de egyuttal limitalt szteroid-
expozicidval jaro protokoll (CyDRi) bevezetéséhez. Bar a szteroidok, a cyclofoszfamid ¢és a
rituximab is az AHA-ban alkalmazott immunszuppressziv kezelések bevett Osszetevoi, a
CyDRi tobb szempontbdl is ujszeri koncepcidt képvisel: (1) szteroid komponensként
dexamethasont alkalmaz; (2) azonnal harmas kombinaciét ad elsé vonalban; (3) mindharom
gyogyszert 16késszerlien adjuk; és (4) valtozatlan kombinacids kezelést adunk rezisztens vagy
visszaesett betegség esetén. Ezek a jellegzetességek megkiilonboztetik a CyDRi-t az Gsszes
korabban kozolt immunszuppressziv kezeléstol. Vizsgalataim kezdetén nem volt még tapaszt-

alat ezzel a kezelési sémaval.
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Tromboembdlias betegségek

A vénas tromboembolia (VTE) nemcsak a haldlozas egyik vezetd oka a civilizalt vilagban, de
a korhazi haldlozés legfontosabb megel6zhetd okdnak is tartjuk. A VTE esemény kivaltd oka
(pl. trauma, miitét, immobilizacid vagy daganatos betegség) nem mindig nyilvanvald — ezeket
a tromboembolidkat kivaltd ok nélkiilinek (untriggered, unprovoked), idiopétiasnak vagy pro-
vokalatlannak hivjuk. Természetes a betegek és kezelGorvosaik részérdl a kivancsisag, hogy

vajon mi okozhatta ezt a varatlan eseményt. Erre irdnyul a trombofilia kivizsgalas.

Az antitrombin (AT) hidny 1965-ben tortént felfedezése!*® 6ta szamos orokletes és szerzett
trombofiliat irtak le a vénas tromboembolia (VTE) kockazati tényezdjeként.!”” Ami a VTE
kezelését illeti, a trombofilidk szerepe az antikoagulans kezelés id6tartaméanak vagy a kezelésre
hasznalt gyogyszerek megvalasztasanak eldontésében tovabbra is bizonytalan.!9%10% A
mindennapi gyakorlatban azonban az orvosok (és a betegek is) gyakran hajlamosak trombofilia
vizsgalatot kérni abban a reményben, hogy (/) megtalaljdk a VTE hajlamositd okat, (2)
segitséget kapnak a VTE kitjulasi kockazatanak megitéléséhez, vagy (3) a csaladtagok VTE
kockazatanak becsléséhez; illetve (4) olyan informacidkhoz jutnak, amelyek segitenek a
kezelés optimalizalasdban. Nincs egyetértés a szakemberek korében arrol, hogy mikor hasznos
a trombofilia vizsgalatokbdl szerezhetd informécio, és hogy pontosan mely trombofilia
vizsgalati panelt is kellene végezni, ha indokolt ez a vizsgalat.!' Az iranyelvek
altalanossagokat tartalmaznak, melyek 1ényege, hogy az antikoagulacié iddtartamat az egyes
betegek esetében a beteg kezelés nélkiili VTE recidivaja és a kezeléssel jaro vérzéses kockazat
mérlegelése alapjan hatarozzuk meg.!!! A brit National Institute for Health and Care Excellence
(Nemzeti Egészségiigyi Kivalosagi Intézet) irdnymutatdsai az 4ltalanos jozan orvosi
gondolkodast kdvetve azt javasoljak, hogy trombofilia vizsgalatokat csak akkor végezziink, ha

az eredmények befolyasolni fogjak a beteg kezelésének menetét.!!?

A trombofilia kivizsgalas szlirdvizsgalatként (tehéat olyan személynél, akinek tromboembolias
[TE] eseménye soha nem volt), minden irdnyelv szerint indokolatlan, sét karos. A mar
bekovetkezett TE esemény kivizsgalasa soran szoba jovo trombofilidkhoz kapcsolodo recidiva
relativ rizikdja tekintetében jelentds heterogenitas tapasztalhatd a szakirodalomban.!!3:114 A
VTE eldfordulasa vagy kitjulasa tekintetében az adott trombofilia szerepének meghatarozasat
egy adott betegnél tovabb neheziti az a tény, hogy szamos belso és kiilsd szituacids tényezd (pl.
az ¢letkor, a nem, a testtdmegindex, a terhesség vagy miitét utani allapot) valtozo és bizonytalan

kolcsonhatasban 4ll a kérdéses trombofiliaval, és tdg hatarok kozt valtozd mértékben okozhat
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trombotikus eseményt egy adott pillanatban. Korlatozott adatok allnak rendelkezésre a
kiilonb6z6 antikoaguldns osztalyok hatékonysdganak Osszehasonlitdsarol a trombofilias
betegek esetében. Egy nemrégiben késziilt szisztematikus attekintés és metaanalizis szerint
nagy kockazata antifoszfolipid szindroméban (APS) szenvedd betegek kezelésére a K-vitamin-
antagonistak (KVA) eldnyodsebbek a kozvetlentil hato oralis antikoagulansoknal (DOAC), mig
a tobbi trombofilias beteg esetében e kezelési lehetéségek hatékonysaga egyenértékii, de a

DOAC szerek biztonsagosabbak.!!>:116

A trombozisok egy részénél tehat ki lehet mutatni valamely velesziiletett vagy esetleg szerzett
tényezdt, amely a VTE kockézatot ismerten noveli. Amiodta ezen tényezok vizsgalata széles
korben elérhetdveé valt, e vizsgalatok igen népszertivé valtak a klinikusok korében. Ennek el-
lenére igen ellentmondasos, illetve kérdéses, hogy a trombofilia vizsgalati eredmények valoban

segitik-e a betegek kezelésében fontos klinikai dontések meghozatalat.

A betegek egy kisebb részében nyilvanvaloan valamilyen agressziv trombozishajlam — trom-
bofilia — all az esemény hatterében. Ez szinte mindig szerzett betegség, illetve szerzett be-
tegséghez tarsul. Az agressziv trombofilia nem széles kdrben hasznélt fogalom, az ezzel
kapcsolatos megfigyelések, illetve vizsgalatok a kutatds homlokterébe tartoznak (APS, parox-
izmalis nokturnalis hemoglobinuria [PNH], mieloproliferativ neoplazmak [MPN]), mivel e be-

tegségek kiilonleges odafigyelést és esetenként kiilon kezelést is igényelnek.

A trombozishajlam az orvosi kezelés jatrogén kovetkezménye is lehet. Az akut limfoid
leukémia (ALL) standard kezeléséhez tartozd aszparagindz nemritkdn szévédik VTE
eseménnyel. Ez nehéz helyzetet teremt, mert a megel6zés szokdsos gyogyszere a kis moleku-
lastilytl heparin (LMWH) csak antitrombin jelenlétében hatdsos, amely fehérje szintjét az
aszparaginaz lényegesen csokkenti. Az aszparaginaz VTE szovédményeinek megeldzésére és
kezelésére iranyulo stratégiak a DOAC tipusu szerek megjelenésével 1ényeges atalakulas eldtt

allnak.

Trombotikus mikroangiopdtiik

A von Willebrand faktor szintézisekor nagy ardnyban tartalmaz igen nagy (ultra-large, UL)
méreti multimereket, melyek ,méretre igazitdsat” az ADAMTSI13 (a desintegrin and
metalloprotease with thrombospondin motifs 13''7) nevli metalloprotedz végzi. E rendszer
pontosan szabalyzott miikodése kritikus a hemosztazis integritdsa szempontjabol: az UL

multimerek mikrotrombozisokat okoznak a VWF hiperreaktivitidsa miatt, mig a tal kicsi
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multimerek (amint azt a 2A és 2B tipust von Willebrand kérban latjuk) vérzékenységgel jarnak.
Amennyiben ez a ,méretre igazitasi” funkcio kiesik, a tilméretezett €s spontan is aktiv UL
multimerek a mikrocirkulacidoban trombotikus folyamatot inditanak el, aminek kovetkezménye
egy ¢€letveszélyesen sulyos korkép, a TTP (trombotikus trombocitopénias purpura). E betegség

leggyakrabban az ADAMTS13 elleni autoimmun folyamat eredménye.

Az autoimmun (immun-medialt) trombotikus trombocitopénias purpura (iTTP) életveszélyes
trombotikus mikroangiopatia, a kezeletlen esetek mortalitasa a 80%-ot is elérheti. Az iTTP az
ADAMTS13 enzim stlyos hianyaval jar.!'8!1° Klasszikusan az iTTP az ADAMTS13 elleni IgG
autoantitestek B-sejt eredetli plazmasejtek altal torténd termelésébdl ered, ami kritikusan
alacsony aktivitasi szintekhez (<10%) ¢és ezaltal VWF-ben és a hiperaktiv VWF-hez kotott
trombocitdkban  gazdag  trombusok  kialakulasahoz  vezet. Ez  els6sorban a
mikrovaszkulatiraban kovetkezik be, ahol a strlodési erdk a legmagasabbak, ezért a VWF
aktivalodasa is hamarabb kovetkezik be. Az iTTP kovetkezményes trombocitopéniaval,
mechanikus hemolitikus anémiaval (in. mikroangiopatids hemolitikus anémia, MAHA) jar,
aminek a periférids kenetben lathatd jele a fragmentocitak jelenléte.'?° Az iTTP hatékony
kezeléséhez az auto-reaktiv IgG termelésért felelds B-sejt vonal megfékezésére van sziikség,
amit immunmodulalé szerekkel igyeksziink elérni (szteroidok és rituximab) a terdpids
plazmacserét (TPEx) tartalmazoé f6 kezelési gerinc mellett, amely az ADAMTS13-t p6tolja és

egyuttal eltavolitja az autoantitestek egy részét is.!?!

A rituximab humanizalt egér anti-CD20 monoklonalis IgGlk antitest, amelyet gyakran
alkalmaznak az iTTP kezelési sémaiban, és amely irodalmi adatok szerint megeldzi a relapszust
és csokkenti a mortalitast.'?2"12° Felezési ideje koriilbeliil 2-3 hét, de végsé soron fiigg a kezelt
alapbetegségtol, az egyidejiileg alkalmazott TPEx jelenlététol és a CD20* limfocita tomegt6l.
A rituximab a CD20" limfocitakat tobb mechanizmuson keresztiil eliminalja, beleértve az
antitest-fliggd cellularis citotoxicitast, a komplement-fliggd citotoxicitast és az apoptozist!?6, A
rituximabbal egyidejiileg alkalmazott TPEx mellett a rituximab farmakokinetikéjara vonatkozo
adatok igen korlatozottak, és ilyen akut helyzetben nem ismert optimalis adagolasa, id6zitése,
¢s a tartos, hatdsos klinikai vélasz eléréséhez sziikséges rituximab adagok szdma sem. Korai,
elsdvonalbeli alkalmazasat maga a plazmaferezis teszi kétségessé, hiszen a beadott gyogyszert
rogton kiferetizalhatjuk. Klinikailag igen 1ényeges kérdés tehat, hogy a plazmeferezissel egylitt

alkalmazott rituximab vajon milyen mértékben hatasos.
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CELKITUZESEK

Torvényszeriien hamisnak érezziik, amikor hosszl évek kutatomunkéjat felmutato iréas elott az
egész munka tervszeriiségét igazolni igyekvo célokrol olvasunk. Azért érezziik ezt hamisnak,
mert egy ,,Célkitlizések” fejezet dhatatlanul azt a latszatot kelti, mintha a munka kezdetekor az
egész tobb éves, évtizedes kutatas valamennyi célja vilagos és kitlizhetd lett volna. Pedig a
kutaté hasonlatos a vadaszhoz, aki reggel elindul az erdébe, azzal a céllal, hogy az eléje keriild
vadakra vadasszon. Reggel még nem tudhatja, hogy aznap nyulat, vagy 6zet, vagy valami
egészen mast hoz-e puskija elé a vaddszszerencse. A kutatd nemkiilonben, azzal az
elhatarozassal mélyed el egy teriilet vizsgalatdban, hogy fontos kérdéseket ismerjen fol, és
azokra megprobaljon megbizhaté valaszokat taldlni. Egy kutatas elején a munka soran
felmeriilé valamennyi kérdés altaldban még nem ismert részleteiben, gyakran egy-egy vélasz

derit csak fényt a kdvetkezd, akar még fontosabb kérdésre.

1997-ben csatlakoztam Evan Sadler laboratoriumahoz. Ebben a laborban az volt a rendszer,
hogy a fiatal kutatok sajat témat — projektet — kapnak, amelybe belatasuk szerint dshatjak bele
magukat, de igényiik szerint kapnak elméleti és technikai segitséget. A magas penetrancidji
sulyos 1-es tipusu von Willebrand betegség molekularis patomechanizmuséaval kezdtem
foglalkozni, amely kérdésnek mar volt el6zménye a laborban, ugyanis egy eléttem ott jart
holland kutat6 éppen egy sulyos 1-es tipust VWB-t okoz6é mutéciot azonositott (c.C1149R).
Péarhuzamosan dolgoztam tehat e mutacié expresszios vizsgalatan €s azon a kérdésen, hogy
Kelet-Magyarorszagon vajon milyen mutaciok vezetnek ehhez a fenotipushoz. Ez vezetett el a
Vicenza varidns kérdéseihez. K6zben — mivel nyilvanvalova valt, hogy a negativ dominans
hatéas kialakulasédban fontos a szintetizal6do fehérje dimer szerkezete — elkezdtiik koriiljarni,
hogy a dimerizacid6 hogyan is torténik. Ez a ,,mellékvonal”, mint gyakran lenni szokott,
kiilonallo életre kelt, tobben is dolgoztunk rajta, hogy a munkéat befejezhessiik. Magyarorszagra
hazatérve logikus volt a kérdésfeltevések ,,in silico” megkozelitése, ami egy egészen Ujszeri
modell kidolgozasahoz vezetett. Ennek nagy hasznat vettiik a Vicenza fenotipus megértésében.
Végiil a rendelkezésre allo itthoni eréforrasok logikusan vezettek a viszonylag kis 1étszama, 3-

as tipust VWB populaci6 vizsgalatahoz, mely azutan szdmos 0j kérdést vetett fel.

Ha tehat — utolag — e célokat logikus fiizérbe akarjuk fiizni, akkor a célkitizéseket a kovetkezd

rendszerbe foglalhatjuk: A vizsgalatokat vérzékenységet €és trombozishajlamot vizsgald
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kutatasokra osztottam. A vérzékenységen beliil két betegséggel foglalkoztam részletesebben, a
von Willebrand betegséggel és a szerzett inhibitoros hemofiliaval. Vizsgélataim f6 fokusza a
VWB patomechanizmusanak tisztdzasa volt, ezért ezzel a disszertdcidban is részletesebben
foglalkozom. E vizsgélatokat ugy lehetne logikus rendszerbe foglalni, hogy ha az egyes
patologias folyamatokat a VWF szintézisének utjat kovetve allitjuk sorrendbe, vagyis a
szintézis kezdeti fazisait is érintd genetikai defektusok (3-as tipusu VWB) vizsgalatat a
dimerizéaci6 folyamatanak tisztazasara iranyuld kisérletek kovetik, és végiil az 1-es tipusu
betegséggel foglalkozom, mely intakt fehérje szintézise mellett (gyakran kéros clearence
kovetkeztében) inkomplett kvantitativ hidnyt eredményez. A patomechanizmus részleteire
iranyuld vizsgélatokat koveti a klinikai jellegli, a laboratoriumi diagnosztika és a kezelés

fejlesztésére, standardizalasara iranyuld kutatasok bemutatasa.

A von Willebrand betegséggel foglalkozo vizsgdlatok céljai

A VWB jellemzése, molekuldris patogenezise

1) A 3-as tipusi VWB pontosabb klinikai jellemzése érdekében részt vettiink egy nagy
nemzetkozi vizsgalatban (3WINTERS-IPS). Kiilonosen a vérzéses tlinetek jellemzését

tartottuk fontosnak.

2) Tovabbi fontos célkitiizés volt a sulyos 3-as tipusi VWB genetikajanak hazai feltérké-

pezése.

o Részkérdesek: — Klinikai és molekuldris adatok gytijtése. — Az adatokbdl felmeriild
kérdések megfogalmazasa. — A nagy deléciok és a VWF elleni alloantitest-képzddés
Osszefliggésének vizsgalata. — A delExon 1-3 elterjedtségének vizsgalata delécid-specifikus
PCR alkalmazédsaval. — A delExonl-3 mutaciot hordozd betegek haplotipusainak
Osszehasonlitasa. — A delécid 1étrejottéhez vezetd alapitod hatds iddpontjanak megkdzelitése

genealogiai eszkozokkel.

3) A magyarorszagi 3-as tipusu VWB betegpopulacidoban talalt, és erre a betegcsoportra

jellemzd nagy delécié molekuliaris mechanizmusanak tisztazasa is célunk volt.

o Részkeérdeések: — A delExonl-3 létrejottének mechanizmusa in silico elemzés segitségével.

— A p.R924Q mutécido/polimorfizmus hatdsmechanizmusanak megkdozelitése.

4) Célul thuztik ki a VWF dimerizicio részleteinek pontosabb feltérképezését annak

tisztdzasaval, hogy a ciszteinekben igen gazdag VWF CK doménen beliil mely ciszteinek
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alkotjak az intermolekularis diszulfid kotést és melyek az intra-molekuldris diszulfid
hidakat. Ehhez meg kellett oldanunk a VWF molekula C-terminalis fragmensének biokémiai
modositasat ugy, hogy a modositott termékek tomegspektrometrids elemzése ¢és
szekvenalasa révén meg tudjuk fejteni a CK domén diszufid szerkezetét.

Részkérdések: — Milyen eldzetes hipotéziseket allithatunk fel a VWF CK doménnel anal6g
fehérjék tanulmanyozasa révén? — Melyek lennének a legalkalmasabb C-terminalis
fragmensek a kitlizott cél elérésére? — Hogyan lehet a mérésekkel felhalmozott informaciot
a molekuldris modellezés segitségével integralni? — Végiil hogyan segit megérteni a

megfejtett diszulfid szerkezet a IID varidns patomechanizmusat?

5) Tovabbi fontos célkitlizésiink volt a kvantitativ. VWF defektusokon beliill a magas

penetrancidju sulyos 1-es tipusi VWB el6fordulasi gyakorisagdnak és molekularis

hatterének megismerése.

Részkerdeés: mely mutaciok okoznak leggyakrabban nagy penetranciaju sulyos 1-es tipusu

VWB-t egy reprezentativ kelet-magyarorszagi régidban?

6) A sulyos 1-es tipust VWB vizsgalata sordn talalt mutaciok koziil célul tiiztiik ki a p.C1130Y

és p.C1149R molekuliris patomechanizmusianak megfejtését, illetve ennek érdekében
kisérletes molekuldris modell 1étrehozasat. Ennek érdekében rekombinans fehérje technika
segitségével olyan molekularis modellt szerettiink volna kidolgozni, melynek segitségével
igazolni lehet azt a hipotézist, hogy a mutdns és vad tipusu alegységek egymadssal

heterodimert képeznek, és a mutins és normal alegységek is degradaldédnak a sejten beliil.

Részkérdeések: — Jellemezziik a delécidos konstrukciokat — Probéaljuk matematikailag

megkozeliteni, hogy a heterodimer képzddés random folyamat-e? — Szerepe van-e a sza-

1169

badon maradt Cys''®-nek a retencioban? — A proteaszéma-e a retencié organelluma?

7) Tovabbi célul tiiztiik ki a két csaladban is azonositott p.R1205H aminosavcsere (az tn. Vi-

cenza fenotipus) molekularis mechanizmusédnak mélyebb megértését kisérletesen és egy
matematikai modell kidolgozasa révén. Hogyan lehetne klinikai mérésekkel és egy matemat-
ikai modell segitségével tesztelni azt a hipotézist, hogy a Vicenza fenotipus minden

Osszetevdje a gyorsult clearance egyenes kdvetkezménye?

Részkérdeések: — Hogyan lehetne a korabbi adatoknal meggydzdbben igazolni, hogy a

Vicenza betegekben valdban 1ényegesen gyorsult a clearance? — Igazolhat6 vagy kizarhato-
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e az a hipotézis rekombinans technikat felhasznalva, hogy a Vicenza fenotipus ektopids
multimerizacid kovetkezménye? — Reprodukalhato-e matematikai modelliinkben a Vicenza

fenotipus valamennyi jellegzetessége pusztan a clearance fokozasaval?

A VWB diagnosztikdjdnak fejlesztése

8) A VWF aktivitds mérésére szolgalo assay-k attekintését és egységes, a mérési elvet tiikr6zo
ndémenklatura kialakitasat is feladatul tiiztiik ki.

9) Fontos cél volt a kiilonféle mérési elveket alkalmazé6 VWF aktivitds meghatarozasok
Osszehasonlitdsa egy objektiv, a mintdkat vakon elemz6 multicentrikus vizsgéalatban.

10) Kiilon célként fogalmaztuk meg, hogy a kiilonféle modszerekkel eltérd eredményt mutatod

mintak esetében utanajarjunk a kiilonbség okainak.

A VWB helyes kezelése
11) Végiil célul tiztik ki a VWB kezelésével kapcsolatos elvek 0sszefoglalasat, gyakorlati

iranyelv 0sszeallitasat a klinikusok szamara.

A szerzett inhibitoros hemofilidval kapcsolatos célkitiizések

12) Célunk volt ujszerti és egységes kezelési eljaras kidolgozasa a szerzett inhibitoros hemo-
filia (AHA) immunszuppresszidjanak biztositasara.

13) Célunk volt az altalunk kidolgozott CyDRi immunszuppresszid hatékonysaganak

Osszehasonlitasa az irodalmi adatokkal.

Tromboembdlids betegségekkel kapcsolatos célkitiizések

Vénds tromboembdlidk

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

15) Cél volt a trombdzishajlam okainak vizsgalata SLE-ben.

16) Mi a legmegfeleldbb stratégia az aszparaginaz kezeléssel jard trombdzis kezelésére és me-
gelézésére?

17) Kitlizott cél volt a PNH, az egyik legagresszivebb trombofilia, kezelési irdnyelveinek kid-

olgozéasa Kozép-Eurdpaban.

A trombotikus microangiopdtiikkal kapcsolatos célok
18) iTTP-ben szenvedd betegek kezelésére szimultdn alkalmazhato-e a plazmaferezis és a

rituximab?
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BETEGEK, MODSZEREK

Betegek, adatgyiijtés és statisztikai modszerek

Az 1-es tipust VWB populécio vizsgalatdhoz a Debreceni Egyetem regiszterét hasznaltuk. Itt
257 ilyen beteget tartottak szdmon. A vizsgalat a korlapok retrospektiv attekintésével
kezdddott. 221 beteg csaladjabol egyetlenként szerepelt a regiszterben — veliik ebben a
vizsgalatban nem foglalkoztunk. A fennmarado 36 beteg (14%) koziil 6t csaladot tudtunk
kivélasztani, akikre illett a nagy penetrancidji sulyos VWB definicidja, amit a
kovetkezoképpen definidltunk: (@) dominans 6roklédésmenet, amely minden generacidoban
tiinetes az érintett csaladtagokban, (b) 20 TU/dI alatti VWF:Ag szintek, melyek szintén minden
generacidoban kimutathatéak, (c¢) normal multimer mintazat és (d) az Ag szinttel aranyos VWF
funkciocsokkenés (vagyis VWF:RCo/VWF:Ag >0,7. Az igy azonositott betegektdl a kovetkezd
vizitkor amuigy is esedékes vérvétel soran vettiink vért a genetikai vizsgalathoz is. Két Vicenza
tipusi VWB csaladot talaltunk a fentebb leirt modon azonositott 6t csalad kozott.'?” Mindkét
csalddban szekvenaltuk a teljes VWF gén kodold szakaszat. A betegek mind beleegyezd
nyilatkozatot irtak ald, és a vizsgalatot az ETT ¢és a helyi etikai bizottsag is engedélyezte. Az
egyik csalad harom tagjandl DDAVP és Haemate P adas utan tobbszords vérmintat is vettiink
a VWF kinetika meghatarozasdhoz. A DDAVP-t 0,3 pg/kg adagban alkalmaztuk, 15 perces
inflzioban. Valamennyi beteg, aki a jelen vizsgélat keretében Haemate P-t kapott, korabbi
vérzéses epizodok kapcsan mar részesiilt Haemate P faktorpotlasban. A Haemate P adagja 60

NE/kg volt (VWF:RCo egységben megadva).

A 3-as tipusi VWD magyarorszagi vizsgalataihoz a betegeket az orszagos regiszterben
azonositottuk. ETT engedély alapjan minden beteg beleegyezd nyilatkozatot toltott ki. A
vérvételek az egyébként is esedékes laborvizsgalatok alkalmaval torténtek. Klinikai adataikat a
dokumentéaciobol és személyes anamnézis soran gyljtottiik és de-identifikaltuk. A vizsgélatba
24 beteget vontunk be, 23 egymassal rokonsagban nem all6 csaladbol. A bevonasi kritériumok
a kovetkezok voltak: (1) VWF:Ag <5% ¢és (2) recessziv oroklddésmenetet tiikkrozé csaladi
anamnézis. Az anamnézist felvevd orvos standardizalt kérddivet'?® toltott ki a vérzéses
eseményekrol, kezelésekrdl és a csalddi adatokrol. A vérzésmutatdt (bleeding score, vagy
bleeding assessment tool — BAT) az irodalomnak!® megfeleléen szamoltuk, a kérdbivet az 2.
tablazat mutatja. A részletes genealogiai adatokat a betegekkel és a csaladtorténetet jol ismerd
csaladtagjaikkal torténd személyes és telefoninterjuk révén rogzitettiik. Ezen interjuk elétt a

betegek és csaladtagjaik atnézték a csalad rendelkezésére allo anyakonyvi kivonatokat és
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keresztleveleket. A hivatalos allami levéltarra nem volt mdédunk kiterjeszteni a kutatast.

Valamennyi beteg részletes beleegyezd nyilatkozatot irt ala.

2. TABLAZAT. A magyarorszdgi 3-as tipusu betegek felmérésénél hasznalt vérzékenységmutato
(bleeding assessment tool — BAT, Tosetto és mtsai'’)

volt vérzés

Pontszam
Vérzés tipusa -1 0 1 2 3 4 min: -3; max:
45
Ni o, . T ad, T fazié
Gtz . 1lr30§ § V{igy, >5 epizod, vagy Hemosztazis ampon,a ransziuzio,
Orrvérzés - trivialis vérzés . s kauterezés v. DDAVP, vagy
. >10 perc/epizod konzultacio [ 1z
(<5 epizod) antifibrinolitikum faktorpotlas
. chs 4 Vi,lgy, . Hemosztazis
Borvérzés - trivialis vérzés Spontan, >1 cm . .. - -
Py konzultacio
(<5 epizdd)
Vérzés minor chs » Vagy >5 epizod, vagy Hemosztazis Sebészi Transzfiizio,
sebbol B trividlis vérzés >5 perc/epizod konzultacio vérzéscsillapitas DDAVP, vagy
(<5 epizéd) pere/ep P faktorpotlas
Legalabb . .
. Sebé T fuzio
e L, . egyszer Hemosztazis L oevesal el Saima
- . g >
Szdjiiregi vérzés Nincs s7akorvosi Konzultécié ver'zesc'51llgpltas DDAVP'vargy
beutalds antifibrinolitikum faktorpotlas
Fekélyhez, Sebészi
portalis vérzéscsillapitas
Gasztro- hipertenzidhoz, transz fﬁZ]iJé >
intesztindlis - Nincs angio- Spontan DDAVP va ) -
vérzés diszplaziahoz faktorp tlé’fY
. B
V"gytzzzifrhez antifibrinolitikum
. q Sponta
Ulpmis g SipoEi tf;;;rf; u‘gr%y Transzfuzio va,
Izom hematoma - Soha nem volt kezelés nem kezelés nem > . ,gy
e v — DDAVP vagy sebészi ellatas
faktorpotlas
Trauma utén; Spontin; Stfil%iinu\;gﬁy Transzfzié va
Tziileti vérzés - Soha nem volt kezelés nem kezelés nem > L, ,gy
sziikséges sziikséges DDAVP vagy sebészi ellatas
faktorpotlas
Anti Transzfzio,
. . Hemosztazis e s . ., DDAVP, va;
Menorragia - Nincs ‘i fibrinolitikum, Vaspotlas, abrazio Vi T
konzultacio —— faktorpotlas, vagy
hiszterektomia
Ko ti o 1
ide ‘:'z}r,t‘:i's, leri Soha nem volt Szubduralis Intracerebralis
gvérzész hematoma vérzés
oot | e
a1 20 két <1 extrakcio . , Fogaszati 6ltés Transzfzio,
Foghuizas utdni L, . beavatkozasok beavatkozasok .
sy extrakcio utan nem volt >y - vagy helyi DDAVP vagy
vérzés R P <25%-aban; >25%-aban; PO ey
utdn nem vérzés intervencié intervenci vérzéscsillapitas faktorpotlas
volt vérzés nélkiil nélkiil
Szakorvosi Szakorvosi
% ] L?galﬁlb,b <1 miitét utan beutalas,a beutalasra Sebészi Transzfzio,
Miitét utini két mitét beavatkozasok beavatkozasok o ot
s . nem volt o) « o) vérzéscsillapitas, DDAVP vagy
veérzés utdn nem ., <25%-aban; >25%-aban; I s
s vérzés - - - . antifibrinolitikum faktorpotlas
volt vérzés intervencio intervencio
nélkil nélkiil
Legalabb Vo ceri s L
,e gaa 2 <l sziilés utan s Vaspotlas, Transzfzio,
Post-partum két sziilés Hemosztazis s . . -
vérzds o nem volt Konzultacié abrazio, anti- DDAVP vagy Hiszterektomia
< vérzés fibrinolitikum faktorpotlas

A 3WINTERS-IPS study a magyarorszagi betegeken kiviil szdmos eurdpai orszagbol és

r

Iranbol vald betegeket vizsgédlt. Az egyes orszdgok mind sajat etikai bizottsagaik ¢és
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szabalyrendszeriik szerint a Helsinki egyezmény szellemében gytijtotték dssze az adatokat és a

mintakat, melyeket kozpontilag elemzett a study.

A VWF aktivitas 6sszehasonlité vizsgalathoz (COMPASS-VWF) az 53 normal kontroll
magyar egészséges véradoktol szarmazott, akik a véradas alkalmaval adtak egy-egy cs6 vért,
melyhez az OVSZ altal eldirt beleegyezd nyilatkozatot irtdk ald. A 42 VWB beteg mind
molekularisan is karakterizalt beteg volt. Részben magyarorszagi, részben olaszorszagi
(Vicenza tartomany) betegek koziil valogattuk dket. Ezt a fiiggetlen nemzetkdzi multicentrikus
vizsgalatot az ISTH SSC VWF albizottsaga nevében munkacsoportunk szervezte (Comparison
of Assays to Measure VWF Activity, COMPASS-VWEF elnevezéssel). Nyolc laboratorium vett
részt a vizsgalatban (Németorszag: harom laboratérium; Olaszorszag: két laboratorium;
Magyarorszag, az Egyesiilt Kirdlysag és az USA: egy-egy laboratorium). A részt vevd
kozpontok a mintdkat vakon kaptdk, mindegyikhez laboratdriumi azonositot rendeltiink (1-tdl
8-ig), és 95 kétszer centrifugalt, trombocita-szegény plazmamintat kiildtiink ki a laboroknak
kédolva, fagyasztva, szarazjégen. A fentiek szerint 53 minta normal, egészséges egyénekbdl
szdrmazott, mig 42 mintat VWD betegektdl vettiink. Az utobbi csoportba tizenegy 1-es tipusu,
huszonegy 2-es tipusu és hat 3-as tipust beteg, valamint négy rekombindns VWF fehérje (3-es
tipusi VWD-s beteg plazmdjaban felvéve) tartozott. A 2-es tipust csoportban minden altipus
képviseltette magat. Valamennyi beteg részletes molekularis jellemzéssel rendelkezett. A 7. és
a 8. laboratoriumba kiildott fagyasztott mintak sajnos felolvadtak a szallitas soran, ezért azokat
ki kellett zarni a vizsgélatok jelentds részébdl; igy az elemzések legtobb részében csak hat
kozpont adatai szerepelnek. A részt vevd laboratériumok mérték a VWEF:RCo aktivitast,
valamint a kdvetkezd, kereskedelmi forgalomban kaphatd uj VWF aktivitasi metodikak koziil
egyet vagy tobbet: VWF:GPIbR (IL HemosIL Von Willebrand Factor Ristocetin Cofactor
Activity [Instrumentation Laboratory, Bedford, USA], 1., 2., 3. és 5. laborok; IL HemosIL
AcuStar Von Willebrand Factor Ristocetin Cofactor Activity, 1., 2., 3. és 5. laborok); VWF:
GPIbM (INNOVANCE VWF Ac [Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH, Marburg,
Németorszag], 1.-4. laboratériumok); és VWEF:Ab (IL, HemosIL von Waillebrand-faktor
aktivitas, 1., 2. és 5. laboratoriumok). Ezen kiviil a 6. laboratorium in-house ELISA-méréseket
végzett (VWF:GPIbM). A kalibratorok és a miiszerek az egyes vizsgalatokhoz a kdvetkezok
voltak: VWF:RCo, BC Von Willebrand Reagent (Siemens) (1.-5. laboratérium), Siemens BCS
XP vagy Sysmex CS-5100 platformon (Sysmex, Kobe, Japan; 1.-4. laboratoérium);
VWEF:GPIbM, INNOVANCE VWF Acassay (Siemens) (1.-4. laboratérium) Siemens BCS XP
vagy Sysmex CS-2000i (Sysmex, Kobe, Japan) platformokon, Siemens Standard Human
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Plasma felhasznalasaval mindkét vizsgalat kalibraldsdhoz. Az 5. laboratérium az ACL 9000
Instrumentation Laboratory platformot hasznalta a FVIII/VWF:RCo meghatarozasara'?,
Osszevont normal plazmat hasznalva, amelyet el6zdleg az Egészségiigyi Viladgszervezet
FVII/VWF mérésekre rendszeresitett 6tddik standardjaval kalibraltak. A VWF:GPIbR-t a
HemosIL latex agglutinicios teszttel az ACL TOP 500 platformon (Instrumentation
Laboratory; 1., 2., 3. és 5. laboratérium); a VWF: Ab-t a HemosIL VWF-aktivitasi teszttel az
ACL TOP 500 platformon (Instrumentation Laboratory) (1., 2. és 5. laboratérium) mértiik, az
IL kalibracidos plazmat hasznalva a fent felsorolt Osszes IL-teszt kalibralasahoz; és a
VWF:GPIbR-t a HemosIL. AcuStar teszttel (1., 2., 3. és 5. laboratérium) az ACL AcuStar
platformon hataroztuk meg az egyes kitekben talalhat6 kalibratorok felhasznalasaval. Az egyes
laboratoriumi mérési eljarasok Osszefoglalasat a 3. tablazat tartalmazza. A tablazat feltiinteti

azt is, hogy melyik laboratériumban melyik mérések torténtek.

3. TABLAZAT. Az egyes laboratoriumok dltal végzett aktivitdsi tesztek osszefoglaldsa

VWF A teszt elve Kereskedelmi név Detektalas Tesztet végz6
aktivitas laborok
VWF:RCo Risztocetin kofaktor Siemens: BC von Liofilizalt trombocita 1,2,3,4,5
aktivitas: a teszt Willebrand reagens aggregacio
vérlemezkéket és kiilonboz6 platformokon
ristocetint hasznal (lasd Modszerek)
VWF:GPIbR A tesztek elve a VWF e IL: HemosIL VWF eLatex gydngy 1,2,3,5
¢és egy rekombinans Ristocetin kofakor agglutinaciod
vad tipustt GPIb aktivitas: eMégneses 1,2,3,5
fragmentum ristocetin e [L: HemosIL AcuStar gyongyokhoz kotott
altal indukalt VWEF Ristocetin VWEF kimutatésa
kotédésén alapszik kofaktor aktivitas: kemilumineszcenciaval
eSzendvics ELISA R
o In-house” ELISA
VWEF:GPIbM A teszteck a VWF és e Siemens: INNOVANCE e Latex gyongy 1,2,3,4
egy funkcionyero- VWEF Ac agglutinaciod
muténs GPIb o, In-house” ELISA o Szendvics ELISA 5%, 6, 8

fragmentum spontan
kotodésén alapulnak

VWEF:Ab Minden olyan teszt, IL:  HemosIL VWF Latex gyongy 1,2,5
amely egy aktivitas agglutinacio
monoklonalis
antitestnek (mADb) a

VWF Al domén

epitopjahoz valod

kotddésén alapul
2Az 5. labor végezte az "in-house" ELISA-vizsgélatot az eredeti mintak kdzt nem szerepld tovabbi 15 2B tipusu betegen
bA szallitas sordn véletleniil felolvadt mintdkon végezték

Ezen kiviil az 1. és 4. laboratérium a VWF:RCo és a VWF:GPIbM vizsgalatokat kétszeresen
végezte, egy tovabbi kalibratort hasznilva annak megallapitdsara, hogy az eredmények
fliggnek-e a hasznalt kalibratortol. A masodik kalibrator az SSC Plasma Standard Lot #4 volt,
amelyet Anthony Hubbard (NIBSC, Egyesiilt Kiralysadg) bocsatott rendelkezésiinkre.
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Adatkezelés és statisztikai elemzés a VWF aktivitasok osszehasonlitasanal

Az eredményeket munkacsoportunk gytijtotte Ossze, a mintadk kodolasat feloldottuk, és az

eredményeket bevittiik az adatbazisba.

1.

Az outlier” értékeket minden elemzésnél eltavolitottuk a kovetkezoképpen: minden egyes
plazmaminta esetében az Osszes laboratérium Osszes aktivitasvizsgalatdbol szdrmazd
méréseket dsszevontuk, €s az ,,outlier” értékeket Grubbs-teszttel azonositottuk (p <0,01-et
véve hatarnak) minden egyes plazmaminta esetében. Ily modon 0sszesen 14 mérést (az
adatpontok 0,7%-a) tavolitottunk el. A kiugréd értékeket hibak (pipettazési hibak, atirasi
hibék stb.) kdvetkezményének tekintettiik. A varakozasnak megfelelden a legtobb kiugrod
mérés a VWF:RCo tesztbdl szarmazott; egyébként az eltavolitott kiugrd értékek
eloszldsdban nem volt azonosithaté mintazat (azaz a hibdk nem halmozodtak semmilyen
vizsgélatban vagy VWD tipusban).

Minden regresszios elemzésnél a mérési intervallum alsé hatara (LLMI) alatti mérési
értékeket Onkényesen a hatarérték felével (LLMI/2) helyettesitettiik.

A szenzitivitdsi elemzés sordn az egyes laboratoriumokban alkalmazott legalacsonyabb
hatarértékeket feljegyeztiik, és Osszehasonlitottuk a forgalmazd cég altal a hivatalos
cimkén feltiintetett LLMI-vel.

A variécios egyiitthatd (CV) elemzésénél eltavolitottuk azokat a mintdkat, amelyeknél
egynél tobb labor mért < LLMI értéket, de megtartottuk azokat, amelyeknél egy adott
tesztben csak egy laboratorium mért < LLMI értéket; a < LLMI értéket LLMI/2 értékkel
helyettesitettiik. Minden egyes VWF-aktivitasi csoport és antigénmérés esetében az
eredményeket minden egyes plazmamintara vonatkozdan atlagoltuk a laboratériumok
kozott.

A vizsgalatok kozotti szisztematikus kiilonbségek sziirését a kovetkezd stratégidval
végeztik el: minden egyes betegmintara vonatkozo vizsgalati eredmény esetében a
vizsgalatok kozotti sulyozott szazalékos tavolsagot a kovetkezd képlet segitségével
szamoltuk: [100 x (assay atlag — tobbi atlag)/tobbi atlag], ahol az assay dtlag a kiillonb6zo
laboratériumokban a kérdéses VWF aktivitds méréssel végzett eredmények atlaga, a tobbi
atlag pedig az illeté6 minta azon VWF aktivitdsainak atlaga, amelyet a kérdéses teszten
kiviili méas metodikakkal végeztek (a 8. laboratoriumbdl szarmazo felolvasztott mintakat
nem vontuk be ebbe az elemzésbe, 1asd 38. abra, az Eredményeknél, 136. old.). Ily médon
a sulyozott szdzalékos tavolsag képletét ugy alakitottuk ki, hogy megmutassa a stlyozott

(szazalékos) kiilonbséget barmely adott minta egy adott teszttel mért VWF aktivitdsanak
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atlaga és ugyanannak a mintdnak az 0sszes tobbi teszttel mért VWF aktivitasanak atlaga
kozott. Amint a képletbdl lathato, a szdzalékos tdvolsag 0% a tobbi vizsgalat atlagaval
megegyez0 értékek esetén és -100% a 0 NE/dI értékek esetén, fiiggetlentil a tobbi vizsgalat
tényleges értékétdl. A felolvasztott mintakat azért nem vontuk be ebbe az elemzésbe, hogy
elkeriiljiik a kiilonbségekkel kapcsolatos bizonytalansagot. A hatarértékeket dnkényesen
120%-ra helyeztiik a tobbi vizsgalat atlagdnal magasabb értékek esetében és -70%-ra az
alacsonyabb értékek esetében. Ezek a hatarértékek 11 VWEF aktivitdst azonositottak,
amelyek koziil harom alpozitivnak bizonyult (vagy nem szisztematikusan eltérének, vagy
klinikailag értelmetlentil eltérének). A hatarértékek nulldhoz valo kozelitése csak a fals
pozitiv mintdk szamat novelte anélkiil, hogy tobb valddi pozitiv mintat azonositottunk

volna (nem kozolt adatok).

Regresszids elemzést végeztink a véletleniil felolvasztott mintdk VWF antigén és
aktivitdsi eredményeinek Osszehasonlitdsara az Osszes tobbi mintaval. Ezt az
Osszehasonlitast csak egészséges donor mintdkon végeztiik el, hogy csokkentsiik az
Osszehasonlitds valtozoinak szamat. A felolvasztds nem okozott szisztematikus eltérést

(nem kozolt adatok).

Az elemzést az ,,mcr”!3° R csomagban végeztiik, és a Passing & Bablok regresszids és Bland-
Altman modszereket hasznéltuk a tesztek Osszehasonlitdsdra. Az adatokat grafikusan
abrazoltuk a metszéspont (I) és a meredekség (S) becsléseivel, valamint a hozzajuk tartozo
95%-o0s konfidencia intervallumokkal (CI) €s korrelacios egyiitthatoval (r). A laboratoriumok
kozotti szazalékos CV-t minden egyes mintara és minden egyes vizsgalatra (harom-6t mérési
pontra szdmitottuk ki, amint az a 25. tablazatban lathat6 — lasd az Eredményeknél, 133. old.).
A mintank mérete (n=95) 90%-os statisztikai erével rendelkezik az egyezés bizonyitasara 0,05-
0s szignifikancia szinten, kiilonbség nélkiil (I/r = 0), ami 2,6-os standardizalt egyezés hatart
(d/r) tesz lehetéveé, vagy 80%-os statisztikai erével bizonyitja az egyezést 0,1-es standardizalt
kiilonbséggel (1/r = 0,1), ahol r a mérések szorasa (SD), 1 a modszerek kozotti atlagos kiilonbség
és d az egyezés hatara.'3!

A szerzett hemofilias betegek vizsgéalata két intézetbdl a study peridodusban valamennyi
(0sszesen 32) AHA diagnoézissal felvett beteg korlapadatainak retrospektiv analizise alapjan
késziilt. A betegek mind azonos protokoll alapjan kaptak a CyDRi kezelést. Az intézeti etikai
bizottsdgok jovahagytak a retrospektiv vizsgéalatot. Az AHA meghatarozasa a kovetkezd volt:

alacsony FVIII (<50 1U/dl) és kimutathato FVIII ellenes inhibitor (>0,1 Bethesda egység [BU])
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olyan betegnél, akinél barmilyen vérzéses tiinet is fennallt. A retrospektiv vizsgalathoz az etikai
bizottsdg jovahagyasanak megszerzését kovetden a két részt vevd intézmény (Dél-pesti
Centrumkorhdz 2009 oktobere és 2021 szeptembere kozott 23 beteg, Semmelweis Egyetem
2018 marciusa és 2021 szeptembere kozott 9 beteg) adatbazisabol nyert adatokat elemeztiik.
Az els6 betegnél 2009 oktdberében, az utolsd betegnél pedig 2020 juliusaban diagnosztizaltuk
a betegséget. 2021 szeptemberéig folyt a kovetés. Megjegyzendd, hogy ezen betegek egyike
sem szerepelt az eurdpai regiszterben (EACH2); igy eddig nem voltak publikalva. A betegek
kortorténetében az esetleges autoimmun vagy malignus korképeket pontencidlisan
Osszefliggdnek tekintettiik, és alapbetegségnek neveztiik, mig minden més betegséget fliggetlen
tarsbetegségként regisztraltunk.

Vizsgalati végpontok a szerzett hemofilidAban. Az elemzett végpontok a kovetkezdk voltak:
(1) teljes remisszié (CR), amelyet tobb kritérium (vérzés megsziinése, nem kimutathatdé FVIII-
inhibitor a Bethesda-tesztben, FVIII-aktivitas visszaallitasa >50 NE/dl-re és IST besziintetése)
egyiittes teljesiilése alapjan hatiroztunk meg; (2) teljes talélés; (3) relapszus; (4) remisszid
iddtartama; és (5) vérzés megsziinése (vérzéskontroll). A vérzéskontrollt a kdvetkezOképpen
hataroztuk meg: az az idOpont, amikor a bypass szerek elhagyasa utan nem jelentkezett 1]
klinikai vérzés, és a beteg hemoglobinszintje sem csokkent. Ha a beteg még mindig kapott
bypass szereket, a vérzéskontroll elsé napjaként a bypass szer abbahagyasat tekintettiik. Két
tovabbi vizsgalati végpontot is elemeztiink, a relapszus ratat, és a haldlozasi aranyt. A relapszus
definicibja a CR-ben 1évé betegben a FVIII-gatld antitestek jboli megjelenése volt. A
betegeket az utolsé nyomonkdvetés idépontjaban cenzoraltuk.

Adatgyiijtés és statisztikai elemzés szerzett hemofiliAban. A klinikai és laboratériumi
adatokat retrospektiv modon, standardizaltan gytjtottiikk Ossze egy erre a célra kifejlesztett
esetjelentd tirlap (CRF) segitségével. A statisztikai elemzést és a Kaplan—Meier-gorbéket az R
szoftver segitségével végeztiik, illetve rajzoltuk meg. A log-rank teszt esetében a <0,05 p értéket
tekintettiik statisztikailag szignifikansnak. A komorbiditasi indexet Charlson és munkatarsai
munkdja®! alapjan szamoltuk.

A trombofilia vizsgalat egy egyetlen kozpontban végzett retrospektiv vizsgélat volt, amelyet
az Emory Egyetemi Korhazakban végeztiink a kovetkezd célokkal: (/) a trombofilia
vizsgalatok rendelésének mindennapi gyakorlatat terveztiik rogziteni VTE-ben szenvedd
betegeknél, (2) a trombofilia vizsgalat eredményeinek a klinikai dontéshozatalra gyakorolt
hatasat akartuk vizsgalni, és (3) a trombofilia vizsgalat kozvetlen koltségeit szerettiik volna
minél pontosabban megbecsiilni VTE-ben szenvedd betegeknél. A vizsgalatot az Emory

Egyetem Etikai Bizottsaga (IRB) hagyta jova. Az Emory Egyetemi Korhdzak Hematologiai
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Munkacsoportja egy, az Etikai Bizottsag altal jovahagyott adatbazist vezet a Hematologiai
Munkacsoport (Hematology Service) altal a fekvd- és jarobeteg-ellatasban latott valamennyi
betegrdl. Ebbdl az adatbazisbol azonositottuk azokat a felndtt betegeket, akiket a Munkacsoport
2015. januar és december kozott akar fekvd- akar jarobeteg-ellatas keretében latott VTE
kivizsgalasa és kezelése céljabol. Kizarasi kritériumnak szamitott: (/) az Emory Hematoldgia
nem dokumentalt hivatalos értékelést (pl. a beteg nem jelent meg egyik viziten sem), (2) a VTE
eseményre vonatkozoé elégtelen informacio a betegdokumentécioban, (3) nem volt valés a VTE
diagnozis, vagy (4) csak feliiletes vénds trombdzisban szenvedett a beteg.

Adatkezelés. A kritériumoknak megfeleld 266 beteg esetében attekintettiik az elektronikus
orvosi dokumentaciét (EMR) a szociodemografiai adatok, a kortorténet, a tromboembolias
események részletei, a trombofilia vizsgalat és a beteg kezelése tekintetében (4. tablazat).

A betegadatokat kézzel gyljtottiik ki elére megtervezett esetjelentd (case report form, CRF)
tirlapokra, majd az elemzés el6tt deidentifikaltuk és anonimizéltuk dket. Az elsé hematologiai
konzultacié iddpontjadban tortént legutobbi VTE eseményt tekintettiik az index epizédnak. A
kovetkez6 VTE epizédokat mindsitettiik ,,provokéltnak™ az International Society of
Thrombosis and Haemostasis definicidja szerint: (/) barmely altalanos anesztéziaval végzett
mitét, csaszarmetszés, hosszabb koérhdzi tartdzkodas, Osztrogénterdpia vagy hosszan tartd
immobilitas utdn 3 honapon beliil bekovetkezd VTE, valamint (2) a tartos vénas katéterrel vagy
rakos megbetegedéssel osszefiiggd VTE!2,

4. TABLAZAT. A CRF-ben dsszegyvijtott adatok felsoroldsa.
Demografiai adatok Eletkor, nem, rassz, Testsuly, testmagassag, BMI
A VTE lokalizacioja
Kivalto tényezok
Az anamnézisben: vetélés vagy korabbi VTE
A csaladi anamnézisben: VTE, vagy fiatalkori (<50 év) MI vagy stroke egyenesagi
rokonok kozt; Ismert trombofilia a csaladban
Komorbid éallapotok
A kovetkezo tesztek eredménye €s a tesztelés szama:

- APLA

- AT,PC,PS
Trombofilia tesztek - FVL, FIM

- JAK2 mutaci6, PNH flow citometria

- egyéb

Ismétlések, eredményeik; Az inkomplett tesztelés oka

VTE diagnosztikai tesztek
Kezelési terv, illetve valtoztatas
Intézeti adatok A laborok arai
BMI: testtomegindex, MI: miocardialis infarktus, VTE vénas tromboembolia. APLA: antifoszfolipid antitest
panel: lupus antikoagulans, antikardiolipin és anti-béta-2-glikoprotein-1 IgG, valamint IgM. AT: antitrombin. PC,
PS: protein C és S, FVL: Leiden mutacio, FIIM: protrombin gén mutacio.

Klinikai adatok

Kezelési adatok

Trombofilia tesztek. A kezeldorvosok altal a trombofilia vizsgélat részeként elrendelt Gsszes

vizsgalatot bevontuk a trombofilia vizsgélat gyakorlati mintazatanak leirdsdhoz. A trombofilia
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kivizsgalasat akkor tekintettiik teljes korlinek, ha az tartalmazta azon gyakori orokletes vagy
szerzett trombofilidk tesztjeit, amelyekrdl ismert, hogy jol meghatdrozott szerepet jatszanak a
VTE patogenezisében. Ezek koz¢ tartoznak: (1) Leiden mutacié (FVL) és (2) protrombin (PT)
G20210A génmutacio (FIIM) genetikai meghatarozasa, (3) AT aktivitas, (4) protein C (PC)
aktivitas, (5) protein S (PS) aktivitas és (6) az antifoszfolipid antitest (APLA) panel. Az APLA
panel (a) lupus antikoagulanst, az (b) antikardiolipin antitestet (IgG & IgM), valamint (c) anti-
B2 glikoprotein I (IgG & IgM) antitestet tartalmazta. ,,Hidnyos kivizsgalas”-nak tekintettiik, ha
(1) a fent felsorolt tényezdk barmelyikének rendelését elmulasztottak. (2) ,,Rossz id6zités”-sel
tortént a mérés: AT, PC, PS aktivitési szintek vizsgélata olyan koriilmények kozott, amelyek az
eredmények értelmezését aldassak: a vizsgalat az akut trombdzis utan egy héten beliil tortént,
vagy zavar6 antikoagulacio alatt. Warfarinnal a PC és PS aktivitasi szintek, heparinnal az AT
aktivitasi szint; valamint DOAC-okkal mind a PC, PS és AT aktivitas interferal.!!%:133.134 (3) A
pozitiv APLA panel megismétlésének elmulasztasa 12 hét utan.!3>13% A funkcionalis PC, PS és
AT vizsgalatokat kérosnak neveztiik, ha azok a normal tartomany alatt voltak. Tekintettel arra,
hogy a természetes antikoagulans hidnyanak megallapitdsa megerdsitd ismételt vizsgélatot,
valamint a beteg €s a csalad anamnézisével vald 0sszevetést is igényli, a végleges AT, PC, PS

hidny diagnozisat a konzultalé hematologus véleményére biztuk.

A megismételt funkcionalis/antigén vizsgélatok a kovetkezd kategoéridkba sorolhatok: (7)
megfelelé/megalapozott ismétlés, ha a vizsgalatokat a kezdeti koros eredmények megerdsitése
vagy a ,,rossz id6zités” ¢és az értelmezhetetlen kezdeti vizsgélati eredmények miatt ismételték
meg; (2) nem megfelelé/megalapozatlan ismétlés, ha a kezdeti tesztek normal tartomanyban
voltak, vagy ha a teszteket a fentiek szerint ,rossz iddézitéssel” ismételték meg. Barmely
genetikai vizsgalat megismétlése indokolatlannak mindsiilt. A tesztek megismétlésének
megfeleldségére vonatkozo kritériumok irodalmi ajanlasokon alapultak.!3133136 Tekintettel az
APLA titerek monitorozasanak szerepével kapcsolatos bizonytalansagra a megallapitott APS-
ben szenvedd betegeknél, az APLA panelt nem vontuk be az ismételt tesztek megfeleldségének
elemzésébe. A trombofilia vizsgalati eredményeknek a beteg kezelésre gyakorolt hatasat a
kovetkezOképpen mértiik: (1) az antikoagulans szer kivalasztasara gyakorolt hatas, és (2) az
antikoagulaci6 idétartamanak megéllapitasara gyakorolt hatés. A trombofilia vizsgélatot kovetd
orvosi dokumentaciobdl szereztliink informdciét a beteg kezelésének modositasarol. A
trombofilia értékelésének részeként elrendelt 6sszes vizsgalatot bevontuk a vizsgalat kdzvetlen
koltségeinek kiszamitasdba. Az egyes trombofilia vizsgalatokhoz kapcsolodo laboratdriumi

dijakat az Emory Egyetem patologiai laboratoriumatol kaptuk, és azok a 2015. évi dijszabdson
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alapultak (5. tablazat). Minden egyes trombofilia vizsgalat esetében a vizsgalt betegekhez
olyan koltségértéket rendeltiink, amely a trombofilia vizsgalat laboratoriumi dijainak és a
vizsgalat megrendelési gyakorisdganak szorzatat tiikkrozte. Azon betegek esetében, akiket az
Emory Egyetemen kiviil vizsgaltak, ¢€s akik esetében nem tudtuk ellendrizni a vizsgalat
megrendelésének gyakorisagat, azt feltételeztiik, hogy egyszer végezték dket. Kivételt képeztek
azok a betegek, akiknél APS diagndzist allapitottak meg. Az ilyen betegek esetében, ha adattal

5. TABLAZAT. A laborvizsgdlatok arai az Emory Egyetemen.

Teszt n (tesztelt betegszam) Atlagos® ar (USD) Mm(llllnsu;)l ar Maximum?® ar (USD)
APLA panel 160 2,846.03 553.00 15,398.00
FVL 159 119.44 75.00 648.00
FIIM 153 86.59 44.00 522.00
AT 151 134.98 54.13 408.00
PC 127 160.78 65.35 480.00
PS 133 182.41 37.00 1,062.00
JAK2 25 174.41 80.00 324.00
PNH 22 1,168.45 138.00 2,005.00
Fibrinogén 77 89.79 30.00 104.00
HC 72 139.41 60.00 167.00
FVIII 55 207.45 63.00 204.00
FIX 48 214.28 67.00 216.00
FXI 47 202.35 63.00 204.00
LPa 33 32.76 33.00 46.00
MTHFR 2 119.00 119.00 119.00

*Atlagos ar = A trombofilia vizsgélat 6sszkoltsége/az adott trombofiliara vizsgalt betegek teljes szdma.
*Maximum ar = Azt az arat tiikrozi, amely betegnek a legmagasabb volt a koltsége az illetd vizsgéalatban. A
magas koltségérték tiikrozheti a dragabb teszt kit hasznalatat (pl. az ambulancian vizsgalt FVL [216,00 $] vs.
korhazi [75,00 $]), és/vagy a tobbszordsen ismételt vizsgalatot, amely megsokszorozta az adott trombofilia teljes
koltségét. APLA: antifoszfolipid antitest; FVL: Leiden mutacid; FIIM: protrombin gén mutacio; AT:
anttitrombin; PC, PS: protein C és S; JAK2: Janus kinaz 2 mutacio; HC: homocisztein; FVIII, FIX, FXI: 8-as, 9-
es és 11-es alvadasi faktor; LPa: lipoprotein a; MTHFR: metilén-tetrahidrofolat reduktaz polimorfizmusai.

nem rendelkeztiink, az APLA panel megrendelésének gyakorisagat kettonek tekintettiik.

Statisztikai elemzés. A valtozok eloszlasanak Osszehasonlitasara a vizsgélt és a nem vizsgalt
betegcsoportok kozott a kategorikus valtozok esetében a khi-négyzet tesztet, a folytonos
valtozok esetében pedig a Kruskal-Wallis-tesztet alkalmaztuk. A trombofilia kivizsgalasanak
koltségeit leird statisztikak segitségével 0sszegeztiik. Minden elemzést a SAS 9.4 verzidjaval
(SAS Institute, Inc., Cary, Eszak-Karolina, Egyesiilt Allamok) és az SPSS 25.0 verzidjaval
(IBM SPSS statistics) végeztiink. A 0,05 p értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

Az Emory Egyetem adatbazisdbdl 266 betegeket azonositottunk a fenti kritériumok szerint.

Az SLE trombofilia vizsgalathoz 12 honapos idészak alatt 6sszesen 105, egymast kovetd SLE-
s beteget vontunk be a vizsgalatba, miutan beleegyezd nyilatkozatot adtak. Az atlagéletkor
41,0+11,7 (18-68) év, a betegség atlagos idétartama 14,6+9,1 év volt. Valamennyi beteget a
budapesti Semmelweis Orvostudomanyi Egyetem Immunologiai Ambulanciajan gondoztuk, és

megfeleltek az American College of Rheumatology (ACR) SLE-re vonatkozé modositott
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kritériumainak.'*” A TE eseményeket is tartalmazo klinikai adatokat retrospektiv modon a
kezel6orvos altal vezetett nyilvantartdsbol szereztiik be. Informaciot kértiink a korabbi TE
idépontjardl és lokalizacidjarol, a csaladban eléfordult TE eseményekrdl, a gyogyszeres
kezelésrdl (pl. az antikoagulans terapiarol, az oralis fogamzasgétlok korabbi és jelenlegi
hasznalatarol) stb. A betegség aktivitdsdnak jellemzésére a mintavétel idopontjara vonatkozdan
kiszamitottuk az SLE betegség aktivitas (SLEDAI) indexet.!3® Valamennyi betegt6l szérum-,
plazma- ¢és DNS-mintat vettiink, melyeket a kovetkezd tesztekkel elemeztiink: Az APLA
jelenlétét kétféle teszttel vizsgaltuk. Eldszor a lupus antikoagulans (LA) kimutatisa tortént
alvadasi modszerekkel egy haromlépcsds sziird- és megerdsitd rendszerben. A harom fiiggetlen
teszttel végzett szlirést (dPT 1:200, Innovin, Dade Behring, Németorszag; PTT-LA,
Diagnostica Stago, Franciaorszag; dRVVT Screen, Gradipore, USA) foszfolipid neutrlizaciéd
kovette (Staclot LA, Diagnostica Stago és dRVVT Confirm, Gradipore). Masodszor az APLA-
t enzimhez kotott immunoszorbens tesztekkel (ELISA) mértiik, beleértve az antikardiolipin
(aCL, IgG és IgM) szlir6 és megerdsitd ELISA-t, valamint az anti- f2-glikoprotein I (a-p2-
GP1, IgG, IgA, IgM), anti-protrombin (a-FII, IgG, IgA, IgM), anti-foszfatidil-szerin (a-Ph-Ser)
IgG, IgA, IgM) ELISA-t is (Orgentec, Németorszag). A normal tartomédnyokat a gyartd
ajanlasat kovetve definidltuk. A Protein C (PC) (Chromogenix, Olaszorszag), a protein S (PS)
(Dade Behring, USA) és az antitrombin (AT) (Sigma, USA) aktivitadsat kvantitativ médon
hataroztuk meg Sysmex CA-1500 koagulométerrel. A normalis tartomanyok a PC esetében 70—
149%, a PS esetében 59-118% (ndk) és 75-130% (férfiak), az AT esetében pedig 50-150%
voltak. Az aktivalt protein C rezisztenciat (APCR) egy kereskedelmi forgalomban kaphatd
véralvadasi teszttel (Chromogenix, Olaszorszag) vizsgaltuk. Ez a vizsgélat FV-hidnyos plazmat
hasznal a minta higitdsdhoz. A Leiden mutaci6 és a faktor II (protrombin) G20210A mutaciok
kimutatasara polimeraz lancreakci6é (PCR) gorbéjének (Roche, Svéjc) olvadasi pont elemzését
végeztik. A FVIII-t mikrolemezes végpontos kromogén modszerrel (Chromogenix,
Olaszorszag) mértiik. A von Willebrand-faktor antigén (VWF:Ag) és a kollagénkotd aktivitds
(CBA) szintjét hazon beliili ELISA-val mértik. Az FVIIL, a vVWF:Ag és a CBA normal
tartomanya 50—-150% volt. A plazma HC-t fluoreszcens polarizaciés immunoassay-vel (FPIA;
Abbott, Norvégia) hataroztuk meg. A plazma HC-szintjét 15 mM felett emelkedettnek
tekintettilk. A vizsgalati id6 alatt valamennyi (105) megjelent SLE diagnézissal gondozott

betegtdl beleegyezd nyilatkozat utdn vettiink vérmintat.

Az aszparaginaz okozta trombézis kezelése egyetlen eset bemutatasa, és az Gjszerti kezelés

felvazolasa. Végiil a TTP rituximab study hdrom eset bemutatasa. Az adat- és mintagylijtés az
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Emory Egyetem intézeti IRB engedélye alapjan késziilt beleegyezd nyilatkozat aldirasa utdn

tortént. Valamennyi beteg esetében a Helsinki Nyilatkozat szellemében jartunk el.
Klinikai laboratoriumi modszerek valamennyi vizsgdlatban

Ivy vérzési ido: Standard modszerrel mértiik a vérzési id6t. Vénas pangast hoztunk létre az
alkarban a vérnyomasméré mandzsettdjanak 40 Hgmm-re valo felfujasaval. 1 mm-es metszést
ejtettiink az alkar volaris felszinén. A vért 30 masodpercenként finoman felitattuk. A stoppert

akkor allitottuk le, amikor el6szor nem lehetett friss vért latni a sziir6papiron.

FVIII és egyéb alvadasi faktor assay-k: Az alvadasi faktor méréseket egylépcsds automatizalt
faktor aktivitas méréssel végeztiik ACL-10000; Instrumentation Laboratories, Bedford, MA,
USA platformokon, a cég reagenseit haszndlva és a gyartd utasitasait kovetve, megfeleld
hidnyplazmak felhasznalasaval. A Bethesda anti-FVIII titer meghatdrozasokat a Nijmegeni
modositas alkalmazasaval végeztiik'**. Az AHA laboratoriumi diagnozisat a >0,1 BU és az
alacsony FVIII szint (<50 IU/dl), valamint a normalis FIX, FXI és FXII, tovabba a normalis
VWF antigén és risztocetin kofaktor aktivitds (VWF:Ag és VWF:RCo) szintek kombinacidja
alapjan allitottuk fel. A VWF antigén szintjét ELISA moddszerrel vagy automatizalt
immunoturbidimetridval mértiik nytl poliklondlis anti-human VWF antitest ¢és szintén nyul
poliklonalis tormaperoxiddzzal jelzett anti-human VWF antitest felhasznalasaval (Dako,
Glostrup, Dénia). Az 6sszehasonlitd vizsgalat laboratdriumai a risztocetin kofaktor aktivitast
standard modszerrel mérték. A liofilizalt vérlemezkéket, a risztocetint, valamint kalibracios
standardokat mind a Helenatdl (Gateshead, UK) vasaroltdk. A kollagénkotd aktivitast
(VWEF:CB) hézi ELISA rendszerben mértiik. Diohéjban: Az ELISA mikrotalcakat 48 oran
keresztiil, 4°C-on fedtiik PBS-ben oldott human placenta eredetii kollagénnel 5 pg/ml
koncentracioban (Sigma, St. Louis, MO, USA). 1% marhaszérum albuminnal (BSA) tortén6
blokkolasi és megfeleld mosasi 1épések utan a plazmamintdkat két-két paralelben 1:100 és
1:200 higitasban teszteltiik citrattal antikoagulalt megfeleld standard gérbéhez viszonyitva. A
mintakat 2 6rat inkubaltuk szobahdmérsékleten. Mosast kovetden a megkdtott VWF kimutatasa
torma-peroxidazzal jelolt nyal anti-human VWF antitestek (Dako) segitségével tortént. A
DDAVP vélaszhoz a mintakat 0, 30’; 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12 és 24 6ra id6pontokban vettiik le. A
VWF multimer analizishez az elektroforézist 1,6% natrium dodecyl szulfat (SDS) agar6z
gélen végeztiikk. Ezt kovetden Western blot mddszerrel nitrocelluldz membranra vittiik at a
fehérjéket, amelyeket nyul poliklonalis torma-peroxidazzal jelzett anti-VWF antitestek és egy

kemilumineszcenciat érzékeld rendszer segitségével jelenitettiink meg (Amersham Pharmacia
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Biotech). Az ADAMTSI13 aktivitds ¢és inhibitor titer meghatarozéas fluoreszcens ener-
giatranszfer modszerével tortént, ahol szubsztratként a VWF73 megnevezésii peptidet hasznal-
tuk (kereskedelmi forgalomban 1évé kit). A trombofilia panel a piacon elérhetd automatizalt
kitek segitségével tortént. Az antitrombin (AT) protein C (PC) és protein S (PS) me-
ghatarozasok az aktivitast meghataroz6 kromogén tesztek segitségével tortént. Antigén-me-
ghatarozasra csak koros aktivitds esetén keriilt sor. Az antifoszfolipid panel részben ELISA
alapt kardiolipin és béta-2-glikoprotein-I ellenes antitest meghatarozasbol részben harom szlird
eljarast alkalmazo lupus antikoagulans meghatarozasara iranyuld koagulacios sziiré és neutral-
izacids eljarasbol allt. A Leiden és protrombin gén mutaciok meghatarozésa standard moleku-

laris modszerrel tortént.

A VWF aktivitasi teszteket dsszehasonlité vizsgalatban egyes laborok a kovetkezd VWF
aktivitasi méréseket is végezték: (i) VWF:GPIbR kétféleképpen (IL HemosIL Von Wil-
lebrand Factor Ristocetin Cofactor Activity [Instrumentation Laboratory, Bedford, USA]J; és IL
HemosIL® AcuStar Von Willebrand Factor Ristocetin Cofactor Activity). (i) VWF:CB
(kollagén kotés), melyet ELISA rendszerben mértiik; ennek az aktivitasi mutaténak sokkal
alacsonyabb a kiiszobértéke. Itt megjegyezziik, hogy a VWF detektdldsdra hasznalt négy
madszer koziil a multimer gél analizis a legérzékenyebb, mely 1% alatti VWF szintet is képes
érzékelni. Az érzékelési kiiszob 1% koriili a VWF:Ag teszt és a VWEF:CB esetében, mig joval
magasabb (10%) a VWF:RCo vizsgalatnal. (iii)) VWF:GPIbM (INNOVANCE® VWF Ac [Sie-
mens Healthcare Diagnostics Products GmbH, Marburg, Németorszag)); és (iv) VWF:Ab (IL,
HemosIL® von Willebrand Factor Activity). Tovabba két labor hazi ELISA assay-t is hasznalt
(VWEF:GPIbR és VWF:GPIbM).
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A VWF aktivitasi moddszerek Osszehasonlitisa nemzetkozi kollaboracidban tortént (a
COMPASS-VWEF study), specializalt (expert) VWF aktivivtassal foglalkoz6 laboratoriumok
bevonasaval. Nyolc laboratorium vett részt a vizsgalatban (Németorszag: 3; Olaszorszag: 2;
valamint Magyarorszag [sajat laboratériumunk], az Egyesiilt Kiralysag és az Egyesiilt Allamok:
1-1 laboratorium). A részt vevo kozpontok mindegyike kapott egy laboratdriumi azonositot (1-
t6l 8-ig), és 95 személytdl szarmazd 95 fagyasztott, random azonositoval ellatott, kétszeresen
centrifugdlt, trombocita-szegény plazmamintat (szarazjégen postdzva). A részt vevd
laboratériumok a szdmukra rutinszeriien rendelkezésre allo (a 6. tablazatban Osszefoglalt)
VWF aktivitasi méréseket végezték. A fentiek szerint vakon végzett méréseket 53 normal
kontroll, valamint 42 VWB-ben szenvedd betegtdl szarmazé mintan végeztiik el. Ez utobbi
csoportba 11 1-es, 21 2-es ¢és hat 3-as tipusu beteg tartozott, tovabba négy rekombinans VWF
fehérje (amelyet 3-as tipusi VWB plazmaban vettiink fel: vad tipusa [WT]; P1467S; D1472H;
és egy ,heterozigota” D1472H; vagyis a WT és a mutdns VWF 1:1 aranyu keveréke). Az
ELISA és gyongy alapu tesztek kiilonbségeinél tett megfigyeléseket ellendrizendd tovabbi 15,
eredetileg nem bevont VWB 2B tipust betegnél vizsgaltuk meg egyetlen kisérletben az 5.
laboratériumban a VWF aktivitdst harom kereskedelmi teszt és két hdzi ELISA végzésével

(VWEF:GPIbR és VWF:GPIbM).

6. TABLAZAT. A kiilonbizd laborokban mért VWF aktivitasok dsszefoglalasa.

VWF aktivitas Meérési elv Teszt leiras Detektalasi Mér6 laborok
modszer
Ristocetin kofaktor Siemens: von Liofilizlt trombocitak
VWF:RCo aktivitas. Trombocitakon | Willebrand reagenssel 01 tindci ,(.) ¢ 1,2,3,4,5
ristocetinnel mérve. kiilonboz6 platformokon | 28&11NAcIO)A
p
IL: HemosIL VWF Latex avén
ristocetin kofaktor a lut?riici(%y 1,2,3,5
Ristocetin indukalta aktivitas g8
X VWEF kapcsolédas WT . Magneses gyongyokhoz
VWE:GPIbR rekombindns GPTb IL: AcuStar VWE Kotott VWE
ristocetin kofaktor . . 1,2,3,5
fragmenshez oy kemilumineszcens
aktivitas oy
detektalasa
Héazi ELISA Szendvics ELISA 59 8°
Spontan'V'W F Siemens: INNOVANCE | Latex gyongy
_peselihs VWF Ac agglutinacio 1,2,3,4
VWE:.GPIbM funkciényerd mutans gg 0
;fi‘;g:;gﬁ?zs Sl Hazi ELISA Szendvics ELISA 56, 8
Monoklonalis antitest
X kotoédés a VWF Ai IL: HemosIL VWF Latex gyongy
VWE:Ab domén megfeleld activity agglutinacio 1.2,5
epitopjahoz

“Az 5-0s labor 15 kiilonallo betegen mért hazi ELISA mérést (lasd szoveg és 4. tablazat), a kezdeti 95 mintan nem.
bA szallitas soran véletleniil felolvadt mintakon torténtek a mérések.
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Flow citometrids eljardsok (iTTP-s betegek vizsgdlata)

Ebbe a vizsgalatba harom beteget vontunk be prospektiv modon. A teljes vért EDTA-csévekbe
vettilk az Emory Egyetem Etikai Bizottsaga altal jovahagyott protokollok szerint, a Helsinki
Nyilatkozatnak megfeleléen. A vérmintakat a klinikai diagnozis felallitdsakor, a plazmacsere
(TPEx) utan és kozvetleniil a rituximab el6tt (0. nap); 24 oraval a rituximab 1. dézisat kdvetden
¢s kozvetleniil a TPEx utan (1. nap); valamint kozvetleniil a rituximab 2. dozisa el6tt (7. nap)
vettiik (3. abra). A vérlemezkeszamot és az egyéb hematoldgiai paramétereket minden beteg
esetében szisztematikusan kovettiik. A periférids vér mononuklearis sejtjeit 3-5 ml EDTA-val
antikoagulalt vérbdl vorosvérsejt-lizissel dusitottuk. A B-sejt, T-sejt és NK-sejt kompartmente-
ket négyszeres jeloléssel festett ellenanyag-kombinacidkkal elemeztiik korabban k6zolt proto-

koll szerint.!* Az ellenanyagokat a gyarto utasitasai szerint hasznaltuk, és a Becton Dickinson

0. nap 1. nap 7. nap

vérvétel vérvétel vérvétel

3. ABRA. Az iTTP-s betegek vérvételeinek, plazmacseréjének (TPEx) és rituximab (R)
addasanak idozitése.

(BD, San Jose, CA) cégtdl vasaroltuk, hacsak masként nincs feltiintetve. Az antitest-
kombinaciok a kovetkezOk voltak: CD3-fluorescein-izotiocianat (FITC) / CD4-phycoerythrin
(PE) / CD8-allophycocyanin (APC) / CDA45-peridinin-klorofill-fehérje (PerCP), CD3-
FITC/CD20-PE/CD19-APC/CD45-PerCP és CD16-FITC (Beckman Coulter, Indianapolis,
IN)/CD56-PE/CD3-APC/CD45-PerCP. Az adatokat FACSCanto citométerrel gytijtottiik, és a
BD FACSDiva 8.0.1 verzidjaval (BD Biosciences, San Jose, CA) elemeztilk. Az ADAMTSI13
aktivitast és az inhibitor titereket egy referencia laboratoriumban (Versiti, Milwaukee, WI)
hataroztuk meg modositott fluoreszcencia rezonancia energia transzfer szubsztrat-VWEF73 teszt

és keveréses vizsgalatok segitségével, a korabban kozoltek szerint.!41:142
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Molekularis modszerek

A C1149R muticié heterodimer képzdédés és lebontas vizsgalata soran hasznalt kisérletes
eljarasok:

Plazmid szerkesztés: Valamennyi plazmid szekvencidjat dideoxy Sanger szekvenalas
segitségével erdsitettiik meg (Sequenase kit, USB, Cleveland, OH, USA). A pSVHVWF1,
pSVHVWFI.1 és pSVHCys1149Arg plazmidok korabbi publikaciokbdl is ismertek.!#>144 A
pSVHCys1169Ser plazmidot polimerdz lancreakciora (PCR-) ¢épild “site-directed
mutagenezis” segitségével konstrualtuk!'#, oly médon, hogy a Cys1169 TGT kodonjat TCT-re
véltoztattuk, hogy a 1169-es pozicibba a szerin koédja  keriijon. A
pSVHCys1149ArgCys1169Ser plazmidot ugyanezzel a modszerrel szerkesztettiik, oly modon,
hogy templatként a pSVHCys1149Arg plazmidot haszndltuk. A VWF Al domén diszulfid
hurkot a kovetkezéképpen tavolitottuk el: a pGEM-4ZNK?3! plazmidot hasznaltuk templatnak
két PCR reakcidhoz. Az elsd reakcioban a T7 (TCT AAT ACG ACT CAG TAT AAG GAG
AC)¢ésaCl1353a(CTG AGG CGC CGT AGA AAT CGT GCA ACG GCG GTT C, az alahuzas
a Narl hasitasi helyet jeloli) primereket hasznaltuk, és a terméket Hindlll és Narl
endonukleazzal emésztettiik. A masodik reakciohoz a C1458 (ATG CGG CGC CGA CCT TGC
CCC TGA AGC CCC TCC T, Narl hasitasi hely alahuzva) és a 227a (CCG ATC CTT CCA
GGA CGA ACG CCA) primereket hasznaltuk és a terméket Narl €s Ncol enzimekkel
emésztettiik. A tisztitott fragmenseket a pGEM-4ZNK plazmid 2,7 kb nagysagti HindIll-Ncol
szakaszaval kotottik Ossze. Az igy létrejott pGEM-4ZNKdA1 termékben a GGCGCC
hexanukleotid (Narl hasitasi hely) keriilt annak az 561 bazisparnak a helyére, mely a Cys1353-
Cys1458 szakaszt kodolja az érett VWF alegységben. A pSVHVWF1.1 plazmid NgoMI-Kpnl
szakaszat a mutans pGEM-4ZNKdA 1 plazmid NgoMI-Kpnl szakaszaval helyettesitettiik, és a
1étrejott terméket pPSVHVWFdA1-nek neveztik. A VWF A3 diszulfid hurkot hasonloképpen
vagtuk ki. A pSVHVWF1 plazmid 1924 bazispar hosszsagu Kpnl-Sacl szakaszat a pGEM-4Z
(Promega Madison, WI) plazmidba kloénoztuk, és az 0j plazmidot pGEM-4ZKS-nak neveztiik.
Két PCR reakciot terveztiink oly modon, hogy a Cys1686-Cys1872 szakaszt a GCCGGC
hexanukleotid (NgoMI hasitasi hely) helyettesitse. Az igy 1étrejott termék megfeleld fragmensét
a pGEM-4ZKSG plazmidba klonoztuk, és a Ilétrejott plazmidot pGEM-4ZKSdA3-nak
neveztiik. A pGEM-4ZKSdA3 plazmid Kpnl-Sacl fragmensét a pSVHVWF1,1 plazmid 7,9 kb
EcoRV-Kpnl, és 1.6kb Sacl-EcoRV szakaszaival kotottiik oOssze, mely igy a
pSVHVWFdJA3dA3 plazmid létrejottéhez vezetett. Az Al és A3 diszulfid hurkok kettds

crer
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szakaszat, és a pSVHVWFdAL 7,4 kb EcoRV-Kpnl valamint 1,6 kb Sacl-EcoRV szakaszait
kotottiik dssze. A 1étrejovo termék: pSVHVWFdA13.

A rekombindns VWF expresszidja: A 293T human vesesejteket,'* illetve COS-7 majom
vesesejteket hasznaltuk a pSVHVWEF1, pSVHCys1149Arg, pSVHCys1149ArgCys1169Ser,
pSVHVWEFdAL, illetve pSVHVWFdA13 plazmidok rovid tava transzfekcigjahoz, melyet
hatlyuka talcan a kalcium-foszfat modszer!#® alkalmazasaval —standard tenyésztési
koriilmények!47 kozott végeztiink. A sejteket PBS pufferrel mostuk 24 éraval a transzfekcio
utan, majd tovabbi 48 6rat inkubaltuk dket 1 ml szérummentes médiumban (Opti-MEM 1, Life
Technologies, Gaithersburg, MD). A feliiluszot és a sejt lizadtumokat (0,5 ml) eltettiik a késébbi
kisérletekhez.!*® A lizis puffer 0,6% Triton X-100, 10 pg/ml aprotinin (Sigma, St.Louis, MO)
¢és 100 pg/ml phenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF, Sigma) adalékokat tartalmazott 0,1M Tris-
HCI pufferben, pH 8,0. A vad tipust VWF ¢és a p.C1149R-VWF mutans hosszu tavia
furint expresszal) két plazmiddal ko-transzfektaltuk: az egyik a pSV2neo, a masik a
pSVHVWEF1 ¢és pSVHCys1149Arg plazmidok valamelyike volt. A sejteket geneticin (500
pg/ml) tartalmt Opti-MEM I médiumban tenyésztettiik, és szelektaltuk a normal VWF-et vagy
mutans C1149R-VWF-et expresszalo klonokat.

A rekombinans R1205H-VWF expresszioja soran alkalmazott kisérletes eljarasok: A
293T human vesesejteket!, illetve COS-7 majom vesesejteket hasznaltunk a pPSVHVWFI,
illetve pSVHR1205H plazmidok rovid tavl transzfekcidjahoz, melyet hatlyuka télcan a
kalcium-foszfat modszer!'*® alkalmazéasaval standard tenyésztési koriilmények'” kozott
végeztik. A sejteket PBS pufferrel mostuk 24 oraval a transzfekcid utan, majd tovabbi 48 o6rat
inkubdltuk Oket 1 ml szérummentes médiumban (Opti-MEM 1, Life Technologies,
Gaithersburg, MD). A kisérletek egy részét monensin (Sigma, St. Louis, MO, USA)
jelenlétében végeztiik, mely a Golgi mitkddését bénitod kationos ionofor. A feliiliszot és a sejt
lizatumokat (0,5ml) eltettiik a késébbi kisérletekhez.!*® A lizis puffer 0,6% Triton X-100, 10
pg/ml aprotinin (Sigma) és 100 pg/ml PMSF (Sigma) adalékokat tartalmazott 0,1M Tris-HCI
pufferben, pH 8,0.

A VWF CK domén diszulfid szerkezetének feltérképezése soran alkalmazott kisérletes
eljarasok: Az N-ethylmaleimide (NEM), 4-vinylpyridine (4VP), és a dithiothreitol (DTT)
beszerzése a Sigmatol tortént. A Tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP) a Pierce-t6l
szdrmazott. A cianogén bromidot (CNBr) az Aldricht6él vettik. A lizil endopeptiddz

(Achromobactor proteaz I) forrdsa a Wako Chemicals (Osaka, Japan) volt. A termolizint a
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Roche Molecular Biochemicals szolgaltatta. A Pfu DNS polimerazt a Stratagene-t6l (La Jolla,
CA, USA), a BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing kitet és GeneAmp® dNTP elegyet a
Perkin Elmer Biosystemstdl (Foster City, CA, USA) vésaroltuk.

A human VWF CK doménjét kodold expresszids vektorok létrehozasa. A pSVHVWEFI1.0
plazmidot!* hasznéltuk templatként az expresszidos vektor sorozatos PCR reakciokkal!>
torténd létrehozasdhoz. Az 5° szakaszt a CT90KpnlS (5°-ggc ggt acc att gtc cag-3’) és
CT906HAS (5’-atg atg gtg atg atg agt ttc ttct gca caa agg gtc cct g-3’) primerek segitségével
hoztuk 1étre. A 3’ szakasz készités¢hez a CT906HS (5°-cat cat cac cac cat cat gac tac aag gac
gac gat gac aag gag gag cct gag tgc aa-3’) és VWFEXbalAS (5’-aag ggce tct aga gea gaa cat-3’)
primereket hasznaltuk. E szakaszokat Osszekeverés utan a CT90KpnIS ¢és VWEXbalAS
primerek segitségével amplifikaltuk. A teljes hosszusagu terméket Kpnl és Xhol enzimekkel
emésztettiik, és szubklonoztuk a pGEM-7Zf(+) plazmidba (Promega, Madison, WI, USA). Az
igy létrejott plazmid a pGEM-7Zf(+)VWFCK nevet kapta. DNS szekvenalassal ellendriztiik a
1étrejott lanc Osszetételének helyességét. A pGEM-7Zf(+)VWFCK plazmid VWFCK-t kddold
BamHI-Xbal szakaszat pVL1393-ba szubklonoztuk. Hasonloképpen sorozatos PCR
segitségével képeztiik a pGEM-7Zf(+)VWFCKM plazmidot, melyben az Ile*’*’ kodonjat Met
kodonra valtoztattuk. A VWFCKM-et kodold6 BamHI-Xbal szakaszt szintén pVL1393-ba

szubklonoztuk.

VWF CK célzott mutagenezis: Harom ciszteint (2771-es, 2773-as és 2811-es pozicidban)
cseréltiink alaninra sorozatos PCR!* segitségével, melyhez a pGEM-7Zf(+)VWFCK
plazmidot hasznaltuk templatnak. Az igy létrejott konstrukciokat és a megfeleld fehérjéket
C2771A, C2773A, C2811A, C2771A/C2811A, ¢és C2771A/C2773A/C2811A nevekkel lattuk
el. Valamennyi konstrukcié aminosav sorrendjét DNS szekvenalas segitségével ellendriztiik. A
pGEM-7Z{(+)VWFCK plazmid betétjét Sall és Xbal emésztéssel izolaltuk és szubklonoztuk
pED vektorba!>!.

A genomialis DNS-t fagyasztott buffy coatokbol preparaltuk a HighPure nevii PCR templat

készito kit segitségével (Roche, Mannheim, Németorszag).

A magyarorszagi 3-as tipusi VWB betegek genetikajanak feltérképezése soran hasznalt

kisérletes eljarasok

Toréspont elemzés: A klinikai mintdk molekuldris vizsgalatdhoz a genomialis DNS-t
fagyasztott buffy coatokbdl preparaltuk a HighPure nevii PCR templat készitd kit segitségével

(Roche, Mannheim, Németorszag). Az 51 exont és az exon-intron hatdron 1évé intron részt
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olyan primerek segitségével amplifikaltuk és szekvenaltuk, melyek az analog pszeudo-VWG
génnel nem keresztreagaltak. A kapott szekvenciakat a http://www.vwf.group.shef.ac.uk VWF

adatbazisdhoz viszonyitottuk.

Toréspont analizis: A delExonl-3 toréspontjait standard géntérképezéssel allapitottuk meg.
Elészor az irodalombdl ismert bazissorrend alapjan a VWF-al szomszédos CD9 gén 5’ nem
transzlalt szakaszara és a VWF 3-as intronjara specifikus primereket valasztottunk, ezzel egy
olyan PCR-sorozatot hozva létre, amely fokozatosan szlikitette a primerek segitségével a
toréspont régiot. Az igy nyert PCR terméket amplifikalva és direkt médon szekvenalva sikertilt

megallapitani a pontos tdréspontot.

Toréspont-specifikus PCR: A toréspont-specifikus PCR a VWB populédciok sziirését is
lehetdvé teszi. A reakciot ugy terveztiik meg, hogy a két primer par egy kozos reverz primerbdl
¢s két kiilonbozd forward primerbdl alljon. A delécid-specifikus (fwd-del) primer az 5’
torésponttol folfel¢ talalhatd szakasznak felel meg, mig a vad-tipus-specifikus (fwd-wild)
primer VWF 3-as exonjaban kezdddik. A kozOs reverz primer szintén a 3-as exon egy
szakaszanak felel meg. Az igy megtervezett PCR reakcio lehet6vé tette két kiilonb6zd termék
VWF gén jelenlétekor egy 317 bp szakaszt, illetve mindkét darabot, amennyiben a delécid
heterozigdta formaban van jelen (11. abra, 65. old). A PCR reakcid paraméterei a kdvetkezok
voltak: 63°C kapcsolodasi hdmérséklet, 35 ciklus. A primer szekvencidk a kovetkezdk voltak:
VWF-fwd-del: 5’-ctc ggc tca ctg caa gcet ctg cct cct ggg-3°; VWD-fwd-wild: 5°-gga atc tcg cte
gtg ttg tcc agg ctg gaa g-3’; és a kozos reverz primer, VWD rev: 5’-gct aag cag tca cat ttt cag

ata acc tgt c-3°.

Szekvendlds: A molekuldris vizsgalatokat a hamburgi Hamburg-Eppendorf Egyetem
Gyermekgyogyaszati Hematologiai és Onkologiai Tanszékének laboratoriumaban végeztiik,
Németorszagban. Primer parokat terveztiink a VWF gén 51 kodold exonjara és a szomszédos
intron szakaszokra. A 23-34-es exonok primerjeit ugy terveztiik, hogy elkeriiljik a VWF
Karlsruhe, Németorszag) segitségével végeztiikk, T-gradient Cycler nevii késziilékben
(Biometra, Gottingen, Németorszag). A PCR termékeket 1,2% agar6z gélben tortént
elektroforézissel elemeztiikk (SeaKem; FMC, Rockland ME, USA); modositott TAE felvivo
pufferben (Millipore, Bedford, MA, USA), ¢és a specifikus csikokat a gélbdl kivagtuk, majd kit
segitségével tisztitottuk (DNA Gel Extraction kit, Millipore). A direkt szekvenalast a BigDye
rendszerrel végeztiik (ABI, Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit) az ABI Prism 310 vagy
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377 szekvenald egységén (ABI, Foster City, CA, USA). A szekvenaldshoz a PCR-rel

megegyezd primereket hasznaltuk.

Géndozis elemzés: Multiplex PCR-t terveztiink 50 pl reakciotérfogatban, 100 ng DNS templat
¢és a cél- (VWF exon 3) és referencia- (Rab27a 3-as és 9-es exon, 15-0s kromoszoma) gének
szekvencidira tervezett primerparok felhasznalasaval. A PCR termékeket denaturdlo HPLC
(nagy teljesitményli folyadékkromatograf, high performance liquid chromatography,
Transgenomic, Omaha, IA, USA) segitségével elemeztiik és szamoltuk a két gorbe
(VWF/referencia) alatti teriilet ardnyat. Az aranyok normal tartoméanyat 14 olyan személyen
végzett 50 fiiggetlen méréssel allapitottuk meg, akikrdl ismert volt, hogy mindkét VWF alléllal
rendelkeznek. A normal atlag 1,28 volt, a tartomany (+ 2 SD) 0,94-1,62. Ezzel a mddszerrel a
3-as exon homozigo6ta hidnya konnyen észlelhetd (nincs cstcs). Pozitiv kontrollként olyan
személy DNS-¢ét hasznaltuk, akirdl ismert volt, hogy az egyik VWF gén heterozigéta moédon
teljesen hianyzik. A heterozigéta pozitiv kontroll valamennyi mérése a fenti tartomany alatt

volt.
Protein expresszios és biokémiai modszerek

A p.C1149R mutacié heterodimer képzédés és lebontas vizsgalata soran hasznalt kisérletes
eljarasok: Protein gél elektroforézis és immun assay-k: A rekombindns VWF multimer
analizisét natrium dodecyl szulfat (SDS) agardz elektroforézis és Western blotting technikéaval
végeztiik.'> A VWF multimerek vizualizalasara a P0226 (Dako, Dania) torma-peroxidazzal
jelolt nyul poliklondlis anti-humédn VWF antitestet és az ECL kemilumineszcens rendszert
(Amersham Pharmacia Biotech) hasznaltuk. A rekombinans VWF gél elektroforézise szintén
ismert metodikaval tortént!3!%* SDS 5% poliakrilamid gélen (Bio-Rad, Hercules, CA). A
fehérjéket elektroblotting modszerrel vittikk at a polivinilidén-difluorid (PVDF) membranra
(Bio-RAd), és a VWF vizualizéldsa a multimerekhez hasonléan tortént. A rekombindns VWF
antigén szintjének meghatarozasa szendvics rendszerii ELISA modszerrel tortént.!>* A modszer
ELISA talcéhoz kikotott 082 nyul poliklonalis anti-human VWF antitestet (Dako) hasznal, és a
P0226 torma-peroxidazzal jelolt nytl poliklonélis anti-human VWF antitest (Dako) szolgélja a
VWF mutanssal és a dA1 vagy a dA13 plazmid valamelyikével ko-transzfektaltuk a fent leirtak
szerint. A rekombinans VWF-et 4°C-on masnap reggelig tartd inkubécié soran 5,8 pg 082
poliklonalis, vagy 4ug B710'5° monoklonalis antitesttel immunprecipitaltuk,'>® 7,5ul protein
A-Sepharose vagy protein G-Sepharose koncentratummal 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM
EDTA, 150 mM NaCl, 0,02% Na azid, 1% Nonidet P-40, ¢s 0,1% SDS reagensek segitségével.
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A gélek futtatdsa a fentiek szerint tortént. Az exponalt filmeket (Kodak XAR-5) beszkenneltiik

¢s a savokat a NIH Image program 1.61-es verzidjanak segitségével kvantifikaltuk.

Az alegységek aranyanak szamoldsa — a random dimerizacios reakci6 kérdése. A szamolas
alapja a kovetkezé gondolatmenet volt (példaként a p.C1149R ¢és dA13 ko-transzfekciojat
hasznaljuk): Elképzelhetd, hogy a transzfektalt sejtek a p.C1149R-ot és dA13-at kiilonb6zd
szinten expresszaljak. Az Osszes VWF alegység p.C1149R és dA13-ra es6 frakciojat a-val

illetve b-vel jelolve,
a+b=1. 1. egyenlet

A poliklonalis 082 antitest valamennyi pro-VWF dimert immunprecipitalja, mig a B710 csak
az Al domaint. Redukald koriilmények kozott végzett elektroforézis és a p.C1149R, illetve

dA13 alegységeknek megfeleld sdvok kvantifikalasa utan a
p.C1149R/dA 13032 = a/b 2. egyenlet

Amennyiben a pro-VWF alegységek random valdsziniiséggel dimerizadlddnak az ER-ban, akkor

a 1étrejovo lehetséges dimerek aranyat a kovetkezoképpen kapjuk meg
(a+b)*=a*+2ab+b? 3. egyenlet

ahol a? a CYs1149Arg homodimer frakcid, 2ab a dA13-p.C1149R heterodimer, és b* a dA13
homodimer frakci6. A B710 monoklonélis antitest specifikus az Al doménre,'>® és
immunprecipitalja az dsszes olyan dimert, amely tartalmazza a p.C1149R alegységet (a-t). Az
igy nyert dimerek a*+2ab-nak felelnek meg (lasd fenti egyenlet). Mindegyik a? 2 p.C1149R
alegységet tartalmaz, mig a 2ab 1 p.C1149R ¢és 1 dA13 alegység tartalmu heterodimer.
Ko6vetkezésképpen a p.C1149R alegységek szama aranyos a 2a*+2ab-vel, mig a dA13
alegységek aranya a 2ab-vel aranyos. Amennyiben a dimerizacid véletlenszerli, akkor a

p.C1149R/dA13g710 nem mas, mint
p.C1149R/dA13g710=(2a*+2ab)/2ab=a/b+1. 4. egyenlet

Ha a folyamat nem véletlenszerli, hanem a homodimerek létrejottének kedvez, akkor a
p.C1149R/dA13g710 ardny novekedne, mig ha a heterodimerizacio 1étrejottének kedvezne,
akkor a p.C1149R/dA13g710 arany csokkenne a két érték egyenlOségének hatarértékéig. Az
izotoppal jelzett VWF intracelluldris sorsdanak kovetése (,pulse-chase” jelzés): A
rekombinans normal VWF-et vagy p.C1149R muténst expresszalé Fur4BHK sejteket 6 lyuku
talcan tenyésztettiik 70-90%-os fedettségig, PBS pufferrel mostuk, és 1 oran keresztiil

inkubaltuk cisztein-, valamint metionin-mentes taptalajban. A taptalajhoz ezutan 100 pCi (3,7
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x 10%becquerel) S- jelzett ciszteint és metionint (ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA,
USA) adtunk hozzd 30 percre, majd ezt kdvetden a sejteket PBS-sel mostuk és tovabb
inkubaltuk olyan Opti-MEM I médiumban, mely jeldletlen cisztein és metionin tizszeres
be, és a VWF-et a 082 antitesttel immunprecipitaltuk'>® azzal a kiilonbséggel, hogy a
protokollhoz hozzdadtunk egy antitest eldtti eldtisztitd 1épést. A mintdkat SDS-poliakrilamid
gél elektroforézis (PAGE) segitségével analizltuk a fent részletezettek szerint. A géleket
fixaltuk, Amplify-al kezeltiik (Amersham, Cleveland, OH, USA), megszaritottuk, ¢s -80°-on
Kodak XAR-5 filmre exponaltuk. Ha a kisérlethez lactacystint (10 mM) hasznéltunk, akkor az
jelen volt az 1 orés cisztein- és metionin-mentes taptalajjal torténd preinkubacio, az izotdpos

jelzés (,, pulse ), valamint a kovetés (,, chase”) fazisok idészaka alatt is.

A VWF CK domén diszulfid szerkezetének feltérképezése soran alkalmazott kisérletes
eljarasok: A rekombindns fehérjék expresszdalisa és tisgtitasa: Valamennyi baculovirus
expresszios vektort Sf9 sejtekbe (PharMingen, Torrey Pines, CA, USA) ko-transzfektaltuk
linearizalt BaculoGold® DNS (PharMingen) segitségével. Magas titerli rekombinans
baculovirust ismételt fertézéssel készitettiink. High Five™ (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
sejteket fertdztiink, és Express Five szérummentes taptalajon 96 ordn at tenyésztettiik dket 18
mM glutamin hozzdadasaval. A VWFCK és VWFCKM tartalmu feliilluszokat Tris pufferral
(20mM Tris HCL, pH 7.9, 20 mM NaCl, 0,02% Na azid)'*’ szemben dializaltuk, majd NINTA
agardz (Quiagen, Santa Clarita, CA, USA) oszlopokra vittiik fel a mintakat a Pharmacia FPLC
(Amersham Pharmacia Biotech) rendszerének felhasznalasaval. 10 mM imidazollal (Tris
pufferben) valé mosés utan a fehérjét linearis imidazol gradiensen (10-200 mM) eluéltuk 20
percig, 4 ml/perc sebességgel. A VWFCK és VWFCKM tartalmu frakciokat egyesitettiik, és
kozvetleniil a C8 HPLC oszlopra (10x250 mm, 5 um; Vydac/The Separations Group, Inc.,
Hesperia, CA, USA) vittik fel a Hewlett Packard (Palo Alto, CA, USA) 1100 HPLC
rendszerében. Az ,,A” puffer 0,1% (v/v) trifluorecetsav (Pierce) volt vizes fazisban, mig a ,,B”
puffer 0,1% (v/v) trifluorecetsav volt HPLC mindségli acetonitrilben (Aldrich). A fehérjét a
,B” puffer 15-30% lineéris gradiensével elualtuk 15 perc alatt, 4 ml/perc sebesség mellett. 4
VWFCK deglikozilalasa: A glykoFree deglikozildlo kittet az Oxford GlycoSystems-tdl
vasaroltuk (Abington UK). A VWFCK-t trifluorometan-szulfonsav (TFMS) segitségével
deglikozilaltuk a gyarto leirdsat kovetve. TCEP segitségével torténd részleges redukcio és
NEM-mel torténd alkilalas: A VWFCK-t és a VWFCKM-t egy mar kordbban k6zolt modszer
szerint részlegesen redukaltuk és alkilaltuk.!>® Diohéjban: a VWFCK-t (200 pg) inkubaltunk 40
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pl 0,75M natrium acetattal, pH:4,6, 6M guanidin HCL, és 8 ul 0,1M TCEP jelenlétében 45°C-
on 20 percig N, atmoszféraban. VWFCKM-t (200 pg) szintén 20 percig inkubaltuk 30 ul 0,75M
natrium-acetat pH:4,6, 6M guanidin HCI és 4 pl 0,1M TCEP jelenlétében N> atmoszféraban.
Ezt kovetden 3 ul (VWFCK) vagy 4 ul (VWFCKM) 1M-o0s NEM-t adtunk az elegyhez dimetil-
szulfoxiddal (ICN Biomedicas Inc., Costa Mesa, CA), és 37°C-on 60 percig inkubaltuk N>
atmoszféraban. Az alkilalast kovetéen a mintdkat RP-HPLC C4 oszlopara vittiikk fel
(4,6x250mm, S5pm, Vydac) melyrdl 1ml/perc sebességgel elualtuk vizes fazisu trifluorecetsav
¢s acetonitril gradiens segitségével. DTT-vel torténd teljes redukcio és 4VP-vel torténd
alkilalas: A VWFCK doménjeinek, illetve azok tisztitott fragmenseinek fennmarado
részlegesen redukalt ¢s alkilalt diszulfid hidjait 50 mM DTT segitségével redukaltuk 0,2 M
Tris-HCI pH 8,5, 6 M guanidin HCI-t tartalmazé kozegben és alkilaltuk f616s mennyiségti 4VP
segitségével.!>® Az igy modositott termékeket RPHPLC-n tisztitottuk C18-as oszlopon
(2,1x150 mm; VYDAC, the Separation Group Inc.) acetonitril gradiensen. CNBr és Lizil
endopeptidaz emésztés: A VWFCK ¢és VWFCKM (200 pg) mintadkat 1,8 mg CNBr-dal
reagaltattuk 70% hangyasavban 25°C-on 15 oran keresztiil. A reakcidterméket szaritas utan 0,2
M TRIS HCI pH 7,9 és 4 M urea tartalmu oldatban oldottuk fel, majd 20 6rén 4t 37°C-on 4 pg
Lizil endopeptidazzal emésztettiik. A mintakat a fentiek szerint C18-as oszlopon RP-HPLC-vel
tisztitottuk. A részlegesen redukalt és alkilailt VWFCKM emésztése CNBr-dal és
Termolizinnel: A mintdkat 16 6ran keresztiil emésztettitk CNBr-al 70% hangyasavban ugy,
hogy a CNBr:Met molaris ardny 300:1 legyen. A keletkezett terméket C18 (2,1x150 mm, 5 pm;
VYDAC) oszlopon RP-HCLP rendszerben tisztitottuk 0,25 ml/perc sebességgel, majd 15-45%
,B” oldat gradiensen eludltuk 30 percen keresztiil. A Termolizin emésztéshez a szaritott
termékeket (170 pg) 1 oran keresztiil 4 M guanidin HCI tartalma 0,5 M TRIS HCI, pH 7,0,
oldatban 55°C-on denaturaltuk, majd Termolizinnel (1,2 pg) 20 6ran keresztiil emésztettiik
37°C-on 0,1 M TRIS HCIL, pH7,0, ImM CaCl,, IM guanidin HCI oldatban. A termékeket C18-
as oszlopon valasztottuk szét RP-HPLC segitségével. Biokémiai aminosav szekvendlas: A
szekvenalast a galvestoni Texas Egyetem Orvosi Fakultasanak Fehérjekémiai
Laboratoriumaban, vagy a Howard Hughes Orvosi Intézetében a Texas Egyetem Southwestern
Medical Centerben (Dallas, TX) végeztikk. A mintdkat az Applied Biosystems 494/HT
PROCISE szekvenalo6 rendszerén, valamint szintén az Applied Biosystems 4774 pulsed-liquid
szekvenaldjan analizaltuk, mely a 610 Data Analizis System altal vezérelt 1204 PTH jelt
aminosav elemzOhdz volt csatlakoztatva. Az S-etylsuccinimidocisztein (ES-Cys) tartalmi PTH
termékeket dupletként detektaltuk a PTH-prolin és PTH-metionin poziciok kozott. Az S-

piridiletilcisztein (PE-Cys) PTH derivatumokat éles csucsként érzékeltiik a PTH-tirozin és
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PTH-prolin poziciok kozott. Témeg spektrometria: A tomegeket matrix-asszisztalt 1ézer
deszorpcids/ionizacidés repiilési 1d6 tomegspektrometria segitségével hataroztuk meg
PerSeptive Voyager (PerSeptive Biosystems, Framingham, MA) és Bruker Proflex vagy Bruker
BiFlex III (Bruker Daltonics, Inc. Manning Park, Billerica, MA) spektrométerek és a-ciano-4-
hidroxicinnaminsav (Hewlett Packard) vagy 2,5-dihidroxibenzoesav (Aldrich) matrixok
segitségével. A peptidek tomegét Shepra3.l.1 (Washington Egyetem Biokémiai Tanszék,
Seattle, WA) szoftver segitségével szamoltuk ki. A fehérjék expresszidja és lokésszerii (pulse-
chase) jelzése COS7 sejtekben: A VWFCK-t és variansait kodoldé plazmidokat atmeneti
transzfekcioval vittik be a COS7 sejtekbe.!® A 16késszerli (pulse) jelolést és
immunprecipitaciot kisebb modositasokkal egy korabbi leirast!®! kovetve végeztiik. A sejteket
egy oOran at inkubaltuk 37°C-on metionin-mentes Dulbecco-féle modositott Eagle taptalajban
(Life Technologies Inc.), mely 10% dializalt magzati borjusavot (FCS, Life Technoligies Inc.)
tartalmazott, majd 30 percig jeldltiik ket 3 ml metionin-mentes Dulbecco-féle modositott
Eagle taptalajban, melyet 100 mCi TranS-label™ (ICN Biomedicals) jeloléssel egészitettiink
ki. A kovetés (chase) fazisat a jelzbtaptalaj eltavolitasaval és 10 mM jeldletlen metionint
tartalmazoé teljes taptalaj hozzadadasaval inditottuk el. Kiilonb6z6 idépontokban 1 ml mintat
vettiink a feliiliszobol és sejt lizatumbol, melyet Ggy elbtisztitottunk, hogy 4°C-on 4 6ran
keresztiil raztuk 20 pl Protein A-Sepharose-zal, (CL-4B fast flow, Amershan Pharmacia
Biotech) és 10 pl normal nyulszérummal (Dako, Glostrup, Dania). Az eldtisztitas utan 1 pl nyul
anti-human VWF poliklonalis antitestet (A082, Dako) adtunk a mintdkhoz 4°C-on 16 6ran at.
Az immunkomplexeket 30 percig 20 pl Protein A-Sepharose-zal valo razéssal precipitaltuk. Az
immunprecipitaitumot mostuk, SDS-PAGE segitségével szeparaltuk 15% poliakrilamid gélen,
majd az elemzést a STORM 840 rendszerrel végeztiik (Molecular Dinamics Sunnyvale, CA).

Immunprecipiticio: A rekombinans teljes vagy egyes szakaszokat tartalmazo részleges VWF
immunoprecipitacioja 4°C-on 082 vagy B710 monoclonalis antitestekkel éjszakan at tart6 inku-
bacioval tortént protein A—Sepharose vagy protein G—Sepharose, Nonidet P-40, és SDS
jelenlétében. Az immunoprecipitatumokat SDS polyacrylamide gel elektroforézis segitségével

analizaltuk.
Matematikai modellezés

A CK domén felépitésének molekularis modellezése: A TGF-B2 ¢s VWF CK domén
aminosav sorrendjeinek illesztését (alignment) a Clustal moddszerrel PAM250 aminosav
molekulatomeg tablazat (residue weight table) segitségével a MEGALIGN (DNASTAR,
Madison, WI, USA) szoftverben végeztilk. A TGF-B2 dimer szerkezetét (Protein Data Bank,
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belépési kod 2tgi)!%? hasznaltuk referenciaként a cisztin csomé 6 belsd részeinek és a
csatlakozd P szalak gerincét képezd atomok koordinatdinak megadasahoz a MODELER
(Molecular Simulation, San Diego CA) szoftverben. A fennmaradé hurokrégiok szerkezetéhez
egy referenciastruktira konyvtarbol valasztottunk szerkezeteket. Az oldallancokat mindenhol
a VWF megfeleld oldallancaival helyettesitettiik, megszerkesztettik a hidnyzo diszulfid
hidakat, és az Asp?’®*-Asp?’® szakaszt szuperimponaltuk a TGF-B2 a5 hélixére. A szterikus
atfedéseket molekuldris dinamikai szimulaciok révén energia-minimalizalassal tiintettiik el a
DISCOVER (Molecular Simulations) programban. Az alternativ alegységek kozti diszulfid
hidak kialakitasat hasonloképpen épitettiik fel a C-terminus athelyezésével €s az egyik alegység
oly médon vald elforgatisaval, hogy a Cys?’’!-Cys?’7? és Cys?8!1-Cys®!! diszulfidkotések a
megfeleld geometridhoz jussanak. A szalag modell rajzokat a MOLSRICPT programban hoztuk
létre.!®* Komplex matematikai modellt dolgoztunk ki a VWF szintézisének, multimer-
izacigjanak, szekrécidjanak, a plazma VWF hasitasanak és clearance-ének modellezésére. A
modell paramétereit sikeriilt gy optimalizalni, hogy a létrejové (és a modellen beliilrdl
megjelenithetd) multimer eloszlas megszolalasig hasonlitott a normal és bizonyos jellegzetes

patologias klinikai mintdk multimer mintazatara.

A VWEF szintézis és clearence, valamint az ezekb6l fakad6 plazma multimer szerkezetek

matematikai modellezése: A modell részleteit az 4.-6. abrak, ¢s a hozzajuk tartozo szovegrész

' ‘ I Kilépssi fuggvény:
Raktirozis ) ék._il:fpe.s

' v Az N-terminuszok valoszinbsége fogg 2

random kotodése multimer nagysagtol
SR T : f(n)
" @ Szkeicio

A kilépo (multimerizalf)
dimerek szima egyensulyt
helyzetben

A Golgiba belépo Az fsszes dimerszimaa A kotodes
dimerek szima Golgiban egyensilyi dllapotban valoszinusége

(x) v p)

(x)

4. ABRA. A VWF multimerek ésszedllitasanak és szekréciojanak sematikus dbrazoldsa.
Bekereteztiik azokat a paramétereket, melyeket a matematikai modell szintézist szimulalé részében hasznaltunk:
a Golgiba idoegység alatt belépd (¢és egyensulyi helyzet esetén kilépd) dimerek szama (x), a Golgiban barmely
idopillanatban talalhat6 és a multimer képzés folyamata szdmara elérhet6 dimerek szama (), és a Golgin beliil a
multimer kotés kialakuldsanak valdszintisége (p). Végiil, a Golgibdl valo kilépés valoszinlisége fligg a 1étrejott
multimer negysagtol — az Osszefiiggést a kilépési fliggvény f{n) irja le, ahol n a multimerben foglalt dimerek
szamat jeloli.
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mutatja be. Az aldbbiakban roviden 6sszegzem a modell 1ényegét: A modell matematikailag
szimuladlja a VWF szekréciot, hasitist €s clearance-t. A szekrécid6 mértékét allandonak
tekintjlik, illetve DDAVP adasa utan rovid idére fokozodik. A multimer szintézis soran a

szekretalt multimerek eloszlasat meghatarozo paramétereket a 4. abra szemlélteti.

A bemutatott eloszlasban szekretalt multimerek két konformacioban 1éteznek: vagy ,,nyitott”,
vagy ,,zart” alakzatban vannak jelen a keringésben. Csak a ,,nyitott” molekuldk keriilhetnek

hasitasra, melynek valoszintisége pon (lasd alabb). A nyitott konformacio valoszinlisége (pop)
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5. ABRA. A szekretalt VWF multimerek kiinduldasi eloszldsa. Az 4bra tipusos szimulacios kisérletet
mutat az A panelen gélmintazat, a B panelen eloszlasi hisztogram formajaban. Ebben a kisérletben a paraméterek a
kovetkez8képpen voltak beallitva: x=60; y=110; p=0,8. Osszehasonlitas végett normal kisérletesen nyert trombocita
multimer mintazatot (Thr) és a Chi? fiiggvénnyel nyert szimulaci6 eredményét (Chi?) is bemutattuk. A B panelen a
Chi? eloszlést a piros pontok mutatjdk, mely igen jo egyezést mutat a szimulacios eloszlassal (kék szinben). A Chi?
eloszlas paraméterei a kovetkezok voltak: szabadsagfok: 3, varhato érték: 30.8.

novekszik a multimer méretének novekedésével; a multimer méret és p,, ko6zotti sszefliggést
a nyitasi fiiggvény irja le. Bizonyos multimer méret felett (ultra-nagy multimerek, vagyis
amelyek > N,, alegységet tartalmaznak) valamennyi multimer allanddan a nyitott alakzatot
veszi fel (pop = 1). Ebben a munkaban két nyitasi fiiggvényt alkalmaztunk: f(n) = ko,*n> és f{n)
= kop*1.05", ahol a k,, faktort ugy optimalizaltuk, hogy a normal, illetve beteg plazmak
multimer mintdzatat kapjuk (5. és 6. abra). Lényegében hasonldé eredményekre vezetett
mindkét nyitdsi fiiggvény. igy az egyszeriiség kedvéért — és mivel az exponenciélis fliiggvény
csekély mértékben jobban hasonlitott az experimentalisan nyert multimer mintdzatokhoz — a
tovabbiakban csak az f(n) = k,*1.05" fiiggvénnyel nyert adatokkal foglalkozunk. A

matematikai modell validalasat ugy végeztiik el, hogy az egyensulyi helyzeti normal plazma
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multimer eloszlason til a paraméterek megfeleld ,koros” értékre allitdsaval patologias
kortilményeket is szimulaltunk, és az igy nyert multimer mintazatot betegek multimer képeihez
hasonlitottuk. A VWB 2A tipus kiilonb6z0 kisérletes és szimulalt varidnsait a 6. Abra mutatja.

A clearance mértékét fiiggetlennek tekintjiik a multimer mérettdl,'®* és az R id6konstans
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6. ABRA. A matematikai modell reprodukadlni képes a normdl és patologias multimer
mintdazatokat. Az dbra normal plazma (NP) és kiilonb6z6 2A tipust VWD variansok gélmintdzatat mutatja, a
megfeleld szimulacios kisérletek eredményével parba allitva. A masodik oszlop egy IIA varians VWB-ben
szenvedd beteg mintdjat mutatja. Minthogy ezt a mintazatot a gyakorlatban nem lehet a 2B betegek géljétdl
elkiiloniteni, az oszlop a IIA/2B jelolést kapta. A 1IC beteg mutacidja homozigota p.G550R; a IID betegé
heterozigota p.C2771Y volt.

w
=

hatarozza meg. A T felezési idot szimulalt DDAVP kisérlet segitségével hatdrozzuk meg,
melyben a klinikai gyakorlathoz hasonléan a VWF termelést 35 percre hozzavetdlegesen 30-
szorosara noveljiik. A clearance kinetikaja (a hasitashoz hasonléan) a Michaelis-Menten
kinetikai egyenlethez igazodik. ECso az a plazma VWF koncentracio, melynél a clearance
mechanizmus 50%-ban van szaturdlva. Az ECso-et 6nkényesen a normal VWF koncentracid
400%-ara tettiik, mivel szdmos adat (itt nem kozolt adatok) arra utal, hogy a VWF clearance
masodrendii (vagyis szaturalhato) kinetikat mutat.'®> A szimulacidk vizualizalasat a szoftver
program GelWizard elnevezésii moduljaval oldottuk meg, amely a numerikus adatokbol
gélmintazatot general. A paraméterek megfeleld beallitdsa utan nyert kezdeti eloszlast az 5.

abra mutatja gél mintazat és hisztogram forméjaban is.
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EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

A hemosztazis betegségeinek korében végzett vizsgdlataim eredményeit a célkitlizések
bevezetdjében részletezett rendszer sorrendjében mutatom be. A leghosszabb részt az
érdeklédésem kozéppontjaban allo von Willebrand betegség teriiletén végzett kutatasok teszik
ki. Ezt koveti egy igen ritka stlyos vérzékenység, a szerzett inhibitoros hemofilia A kezelése
sordn szerzett tapasztalatok bemutatasa, majd attérek a trombotikus folyamatok (vénds
tromboembolidk és trombotikus mikroangiopatiak) teriiletén végzett kutatasok ismertetésére.
Az egyes teriiletek eredményeinek bemutatasat rovid bevezetd elézi meg, amely 6sszefoglalja
a bevezetd részben részletesen kifejtett hatteret, és az olvasd figyelmét a vizsgalt konkrét

kérdésekre irdnyitja.

A Kklinikai vérzékenységgel jaré von Willebrand betegség becsiilt el6forduldsi gyakorisaga
egymillio lakosra szdmolva 100 f06lotti, amely meghaladja a hemofilia el6fordulasi
gyakorisagat.!®® A VWB betegek legnagyobb része 1-es tipust betegségben szenved, amelyet
a funkciondlisan és strukturdlisan ép VWF csokkent szintje jellemez. Ritkdbb a 2-es tipus
(funkciondlisan koros VWF fehérje), és legritkabb a 3-as tipus (a VWF teljes hidnya). A
kovetkezOkben vizsgalataink eredményeit a VWF  bioszintézis kiilonbozo  lépéseinek
(transzlacio, az elsddleges VWF fehérje dimerizacioja az ER-ban, multimerizacié a Golgiban,
szekrécid, plazma clearance) sorrendjében mutatom be. A 3-as tipusi VWB genetikdjaval
kapcsolatos vizsgalatokat kovetden a dimerizacidban elsérangli szerepet jatszo CK domén
struktarajaval kapcsolatos vizsgalataim eredményei kdvetkeznek. Ezt kovetden targyalom az
ER mindségellendrzd rendszerének szerepét a stlyos 1-es tipusu VWB kialakuldsaban, majd a

fokozott clearance fontossaganak bemutatasat a Vicenza altipus 1étrejottében.

Hogyan hasznosithatdéak molekularis ismereteink a gyakorlatban? Az elmult évtized szdmos
ujitast eredményezett a VWB laboratoriumi diagnosztikajaban. A sokféle elven torténd mérés
Osszehasonlitdsa lényeges ismereteket hordoz a klinikusok és laboratoriumi szakemberek
szamara egyarant. E teriilet kutatasat az ismeretek szintézise, VWB guideline-ok bemutatdsa

koveti.
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Vérzéses tiinetek és propeptid szintek a 3-as tipusid von Willebrand
betegségben167:168

A 3-as tipust VWB ritka betegség, bizonyos becslések szerint egy eset per 1 millio lakos’™.
Bér Magyarorszagon — talan a gondos nyilvantartasnak kdszonhetéen — ezt kissé magasabbnak,
2.4 eset per millio lakosnak talaltuk®®, ez mindenképpen az igen ritka betegségek koz¢é tartozik.
Nem csoda hat, hogy nagyon kevés pontos informacionk van errdl a betegségrol. Ez kiilonosen
szembeotld, ha az 1-es tipusu VWB-vel hasonlitjuk 6ssze, mely a leggyakoribb vérzékenység
emberben, és szaimos tanulmany all rendelkezésre tiinettanaval és genetikdjaval kapcsolatban.
fgy valodi hianypétld tanulmany a SWINTERS-IPS'Y7'70 (Type 3 Von Willebrand Interna-
tional Registries Inhibitor Prospective Study) nagy nemzetkdzi tanulmany, melyben Magyar-
orszag képviseletében nemcsak részt vett munkacsoportunk, de a Szervezd Bizottsag (Steering
Committee) tagjaként a szervezésbdl is kivettem a részemet. A vizsgéalatba 265 eurodpai és irani
beteget (146 eurdpai €s 119 irani) valasztottunk be, ezaltal két kiilonalldo populaciérol is ré-
szletes adatokat nyertiink. A 265 beteg koziil nem volt mindenkitél minden adat elérhetd, igy
223 beteg (117 eurdpai, 106 irdni) vérzéses tiineteit tudtuk részletesen elemezni. Koziiliik 45
betegrdl dertilt ki, hogy nem sorolhatdk igazan a 3-as tipusba, mert VWF:Ag szintjiik megha-
ladja a hatarként meghatarozott 3 NE/dL-t. Ez az adat jol mutatja, hogy vilagszerte nem ritka a
3-as tipus “tuldiagnosztizaldsa” — ezek a betegek tobbnyire 2A altipusba (altalaban a szintén
recessziven 6roklédo IIC varidns csoportba) tartoznak. A vérzéses tiinetek szempontjabol 6k is
sulyosan vérzékenyek, ezért a tiineti analizishez nem valasztottuk kiilon ezt a csoportot. A la-
boratériumi adatok és tlinetek dsszevetéséhez viszont a valoban 3-as tipusi 178 beteg adatait

elemeztiik, ami messze az eddig elérhetd legnagyobb 3-as tipust VWB esetszam.

A vérzéses tlineteket a széles korben ismert 1-es tipusi VWB tiineteivel vetettiik 6ssze, amit
tobbek kozott ugyanezen munkacsoport (Magyarorszdg csatlakozéasa eldtt végzett)
munkajabol’ jol ismertink. A varakozasnak és a szorvanyos klinikai tapasztalatnak
megfeleléen a 3-as tipusi betegek sokkal sulyosabb vérzékenységben szenvedtek. Bar
észlelhetd heterogenitas a 3-as tipust betegek kozott, altaldnossagban vérzésmutatojuk sokkal
magasabb, mint az 1-es tipusu betegekben (15, illetve 6; p<0,001). A 15 folotti vérzésmutatdval
jellemezhetd betegek aranya is sokkal magasabb a 3-as tipust kohorszban (45,7% vs. 7%;

p<0,001).
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7. ABRA. Vérzéses tiinetek 3-as tipusu VWB-ben. A panel: a vérzéses tiinetek megoszldsa a
3WINTERS-IPS kohorsz (n=223) betegei kozott (az oszlopokra irt szamok a szdzalékos megoszlas szamértékét
mutatjak. B panel: A vérzéses lokaliziciok megoszlasa az MCMDM-1VWD kohorsz!? tiineteihez viszonyitva.
Az egyes oszlopok a két kohorszban val6 eléfordulas egymashoz viszonyitott aranyat mutatjak. Egyezés esetén
ez 1 (szaggatott vonal). KIR: kézponti idegrendszeri vérzés.

A leggyakoribb vérzés lokalizacio az orrvérzés (7. abra, A). Kiilonbség van a férfiak és nok
vérzéses tiinetei kdzott, amennyiben a férfiaknal az orrvérzést az iziileti és szajiiregi vérzések
kovetik gyakorisag tekintetében, mig néknél ezeket megeldzi a menorragia. Az életveszélyes
kozponti idegrendszeri vérzés szerencsére nem gyakori (4-5%), de ha mindezt dsszevetjiik az

1-es tipust VWB-ben észlelhetd vérzékenységgel, nagyon érdekes megfigyeléseket tehetiink.
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Pl. 3-as tipust VWB-ben a kozponti idegrendszeri vérzés esélye még igy is tobb, mint 20-
szorosan meghaladja az 1-es tipust betegekben talalt kockazatot (7. abra, B). A szintén stlyos
tiinetnek szamitd nagy izom bevérzések (hematdomak), szajiiregi és iziileti vérzések esélye is
csaknem tizszerese az 1-es tipusu betegségben tapasztaltnak. Viszont érdekes mdodon a miitéti
vérzések, orrvérzés, gasztrointesztinalis vérzések, kutdn hematomak, s6t a menorragia esélye is
kozel azonos az 1-es tipusu betegségben észleltekkel (7. abra, B). Ennek magyarazata egyrészt
azzal fiigghet Ossze, hogy mindkét kohorszban diagnosztizalt és kezelt betegek voltak, és az
utdbbi tipustt vérzések megeldzésére valdsziniileg hatékonyabb a megel6zésként hasznalt
faktor potlas (illetve DDAVP profilaxis) ezaltal kiegyenlitve a két betegség természetes
lefolyésa kozti kiilonbséget. De ez a kockédzatok kozti hasonldsag azt is aldhtzza, hogy az 1-es
tipusu VWD is jelentds miitéti vagy angiodiszpldziaval, menstruicioval dsszefliggd vérzéses
kockazatot hordoz, ami e két kezelt kohorsz 6sszehasonlitdsanak tantisdga szerint 6sszemérhetd

a 3-as tipusu betegek vérzésveszélyével.

Tovabbi érdekes megfigyelésre is lehetdséget nytjtott a SWINTERS-IPS vizsgalat. Kidertilt,
hogy az egyes vérzés tipusok megoszlasa nem véletlenszerti. Pl. az orrvérzéstl szenvedd
betegek sokkal gyakrabban kapnak gasztrointesztindlis, vagy iziileti vérzést, mint azok akiknél
nem jelentkezik orrvérzés. Tehat a kiilonb6zd vérzésformak csoportosulnak, klaszterekben
jelentkeznek. E klaszterek azonositdsat csak ilyen nagy szdmu betegadat elemzése tette
lehetévé. A két legfontosabbnak bizonyult klaszter az (i) iziileti vérzés, gasztrointesztinalis
vérzés és orrvérzEs, valamint a (i) szdjliregi vérzés, mitét vagy foghlizds utani vérzés és

menorragia tarsulasa. E tarsulasok magyarazata és fiziologiai hattere egyeldre megfejtésre var.

Kiilon kitérek a VWF propeptid (VWFpp) mérése kapcsan szerzett érdekes tapasztalatokra.
A VWFpp még a szintézis soran, a Golgiban hasad le a VWF molekularol (a furin nevii
intracellularis enzim hasitja). A szekrécid soran igy a VWF alegységekhez viszonyitva 1:1
moldris aranyban, de 6nallo molekulaként keriil a keringésbe!”!. Egyel6re fiziologias szerepérdl
nem tudunk. A keringésben f¢l életideje (2 ora) joval révidebb, mint a VWF multimeré (8-12
ora)!72173_ Tekintettel arra, hogy a VWF és a VWFpp szintézise kapcsolt, de clearance-iik
egymastol fliggetleniil torténik, a VWFpp/VWFAg arany igen hasznos informaciot nyujt a
VWEF clearance-rél. Errdl eddig elsésorban 1-es tipusi VWB-ben voltak adataink, ahol a
fokozott clrearance miatt kialakult alacsony szintet gyakran kiilon alcsoportba soroljak (1C
altipus), melyet éppen a VWFpp/VWF:Ag ardny segitségével lehet legegyszeriibben
megallapitani. 7*17> Forditott a helyzet a VWF és a FVIII esetében, hiszen e két fehérje
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szintézise egymastol fliggetlen gének vezérlése alatt all, de, minthogy egymassal komplexben
keringenek, clearance-iik viszont kozos. Eppen ezért, a fokozott VWF clearance esetén a
FVII/VWF:Ag szint nem valtozik, viszont csokkent VWF szintézis esetén ez az arany
megnovekszik — éppen forditva, mint amit a VWFpp/VWF:Ag szintnél lattunk, ami csokkent
VWF szintézis esetén valtozatlan.!”® Ezen hattérrel érthetd, hogy nagy varakozassal
tekintettlink a VWFpp szintek mérése elé 3-as tipusi VWB-ben, hiszen errél szorvanyos
adatoktol eltekintve nem rendelkeztiink informécidval. Hipotézisiink az volt, hogy az un. null
mutaciok (kereteltolodas, nonszensz mutacid, nagy deléciok, splice site mutaciok), melyek a
VWF fehérje szintézisét 1ényegében lehetetlenné teszik, emelkedett FVIII/VWEF:Ag szinttel,
mig a misszensz mutaciok, melyeknél feltételezhetd, hogy a koros fehérje fokozott clearance-e
hozzajarul az extrém alacsony (< 3 NE/dl) szinthez, emelkedett VWFpp/VWFAg szintet fognak

mutatni. E hipotézisek csak részben igazolddtak (7. tablazat).

7. TABLAZAT. FVIII és propeptid szintek 3-as tipusu VWB-ben

Misszensz Null Misszensz/Null Részben azon.
n=20 n=116 n=6 n=5
VWF:Ag 0,5 0,5 0,5 0,5
N: 50-150 0,5-0,5 0,5-0,5 0,5-1,0 0,5-1,4
FVIII 2,6 2.3 3,3 1,9
N: 50-150 1,9-3,3 1,8-2,8 2,1-6,1 1,6-2,6
VWFpp 2,6 3,1
N: 82-173 1,2-7,8 1,6-9,8
VWFpp/Ag 2,8 6,2
N:0,8-2,2 2,3-11,2 3,1-8,6
FVIII/VWEF:Ag 4,4 4,4 5,1 3,8
N: 0,6-1,9 3,1-5,7 3,4-52 4,2-7,8 1,8-5,1
VM 11,5 14,0 18,5 18,5
6,3-18,3 8,0-19,0 12,0-22,8 8,8-20,8

A 20 misszensz mutacioval rendelkezd beteg vagy homozigéta volt, vagy kettds heterozigota két misszensz
mutaciora. A 116 beteg is vagy homozigota vagy kettds heterozigota volt null mutaciokra (részletezést lasd a
szovegben). A hat betegnél egy null és egy misszensz mutaciot talaltunk (6k koztes értékeket mutattak az elsd
két oszlopban szerepld betegek kozt). Végiil 5 betegnél csak az egyik mutaciot sikeriilt azonositani, ezért 6ket
kiilon kategoriaba soroltuk.

Az értékek a mediant (vastagon szedve) és az interkvartilis tartomanyt (IQR) mutatjak. A méréshatar (0,8) alatti
értékeket onkényesen 0,5-nek vettiik. Az dsszehasonlitas a Mann-Whitney teszt segitségével tortént. Egyediil a
kék keretben lathato értékek kozt talaltunk statisztikailag szignifikans (illetve kozel-szignifikans) kiilonbséget (p
értékek kék mezoben kiemelve). A tobbi érték tekintetében nem volt kiilonbség a csoportok kozt.

N: normal tartomany. VM: vérzésmutato (bleeding score).

A FVIII/'VWF:Ag aranyok tekintetében semmi kiilonbség nem volt a misszensz és null
mutacids csoportok kozt. Erre ugyan nem szamitottunk, de valojaban logikusan kovetkezik
abbol, hogy az ilyen alacsony (kozel nulla szintli) keringd VWF esetén a FVIII talnyomo

tobbsége szabad FVIII, amely esetre a fenti logika nem érvényes, és ha van is nyomokban VWF

a misszensz mutdns betegekben, az nem valtoztat 1ényegesen ezen a helyzeten. Adataink (7.
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tablazat) mindenesetre ramutatnak, hogy milyen fontos a VWF FVIII-at stabilizalo szerepe,
hiszen a 3-as tipusi betegek tulnyomd tobbségénél a FVIII a kozépsulyos hemofilianak

megfeleld FVIII tartomanyba esett.

A VWFpp/VWEF:Ag arany valoban statisztikailag is kimutathatdé moédon magasabb volt a
misszensz mutdcié miatti 3-as tipusi VWB csoportban. Ez alatdmasztja kiindulési
hipotézisiinket, mely szerint a misszensz mutaciok legalabbis egy része nem csak intracellularis
VWF degradacidhoz, hanem a szekretalt VWF fehérje gyorsabb clearance-éhez is vezet.
Azonban a statisztikailag is szignifikdns kiilonbség ellenére az atfedés elég jelentds, ezért az
egyes betegek esetében a VWFpp/VWF:Ag arany csak ritkdn lesz alkalmas a genotipus

megjoslasara.

Arra is szamitottunk, hogy a misszensz mutacioval rendelkezd csoport vérzésmutatdja
alacsonyabb lesz a null mutacié mellett észlelhetonél. Ez a hipotézisiink hamisnak bizonyult (7.
tablazat), a csoportok kozt semmi kiillonbséget nem taldltunk. A 3-as tipusu betegek
vérzékenysége (€s ennek megfeleléen a vérzésmutatd is) jelentds heterogenitdst mutat,
amelynek oka egyaltalan nincs tisztdzva. Akar ugyanaz a genetikai eltérés is okozhat sulyos
vérzékenységet az egyik betegben, és kevésbé sulyosat egy mésikban. Ugy latszik, hogy ebben
a helyzetben a misszensz muticiods csoportban nyomokban feltételezhetd (és koéros) VWF

fehérje nincs 1ényeges hatassal a tiinetekre.

Osszegezve: a SWINTERS-IPS vizsgalat sok jelentds adattal gazdagitotta ismereteinket a 3-
as tipusu VWB tiineteit illetéen. Megismertiik a vérzéses szovédmények tipusainak eloszlasat
(7. abra), kideriilt, hogy bizonyos tipusu vérzések csoportosulnak (pl. orrvérzés, GI vérzés és
izlileti vérzés). Végiil kideriilt, hogy a 3-as tipusi VWB-ben a FVIII/VWF:Ag és a
VWFpp/VWEF:Ag aranyok (7. tablazat) nem haszndlhatéak sem a klinikum sem a genotipus

joslésara.
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A VWF bioszintézissel inkompatibilis génhibak: a 3-as tipusii von
Willebrand kér molekularis patogenezise. A ,magyar mutacio” keletkezése
és az inhibitor képzddés kérdései38,81,169,170

Kutatdsunk kezdetekor a 3-as tipusi VWB genetikajanak szamos kérdése tisztazatlan volt.
Kihasznalva a vérzékeny betegek orszagos kataszterét, olyan vizsgalatot inditottunk, melynek
célja az volt, hogy a teljes magyarorszagi 3-as tipusi VWB betegcsoport genotipusat
meghatarozzuk. A vizsgalatban az akkor ismert huszonnégy 3-as tipusu VWB csaladbol
huszonharom csalad (24 beteg) vett részt. Nem vart eredményként egy 11j, Magyarorszagon
gyakori, az 0sszes hazai 3-as tipusu allél 25%-at képez6 nagy részleges deléciot talaltunk. Ezért
a vizsgalat soran elvégeztiik e delécid molekularis jellemzését is. Szintén varatlan felfedezés
volt, hogy szemben a korabbi irodalmi adatokkal,”* Magyarorszdgon a homozigbta nagy

deléciok egyike sem szovodott alloantitest-képzddéssel a gyakori faktorpotlas ellenére sem.

A magyarorszdgi 3-as tipusi VWRB dltaldnos klinikai és molekuldris jellemzése

Magyarorszdgon a 3-as tipusi VWB prevalenciaja 2,4/egymillionak bizonyult (24 beteg a
tizmillids orszdgban). A magyar 3-as tipusi VWB betegpopulacio genetikai analizise soran 15
Uj és 6 kordbban mar leirt mutaciot talaltunk. A 24 beteg koziil 12-nek homozigota mutacioja
volt, 11-nek kettds heterozigota muticidja, mig egy betegben nem tudtuk egyértelmiien
azonositani a 3-as tipusu VWD fenotipus genetikai magyarazatit. A szekvenalt
fragmentumokban taldlhaté mutéciok és polimorfizmusok elemzése azt mutatta, hogy
csaladjaink koziil egyiknek sem volt a Bevezetésben (18. old.) részletezett génkonverzidra
visszavezethetd pszeudogén rekombinacids eseménye, pedig ez a mechanizmus viszonylag

gyakorinak szamitott a korabban elemzett populaciokban.®®

Ot olyan ismétlédd mutaciot azonositottunk, melyek egynél tobb betegben fordultak elé:
delExonl-3 hét betegben (hat csalddban) szerepelt (a 3-as tipusu csaladokon beliili allél
frekvencia 25%), a c.2435delC 6t betegben, mig a ¢.3379+1>A, p.Q1238X ¢és p.E1853X
mindegyike két-két betegben (8. tablazat).

Ez az eredmény vératlan volt, a korabbi vizsgalatokban nagy delécié csak a betegek csekély
szazalékaban volt felelds a 3-as tipust VWB-ért. Ezt tobb példabol is lathattuk: Schneppenheim
¢s munkatdrsai 28 német 3-as tipusi VWB beteg vizsgélata soran egy homozigota teljes és egy
heterozigota részleges nagy deléciot talalt,’® Shelton-Inloes és munkatarsai két homozigota

teljes deléciorol szamoltak be 19 betegiikben,” mig Baronciani és munkatarsai egyetlen esetben
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talaltak homozigota részleges deléciot negyven multietnikus szarmazast betegiik kozott.3>177

Ez a harom vizsgalatban Osszesen 6t delécios beteget jelent 87 vizsgalt beteg korében (allél
frekvencia 5,2%). A késébbiekben még részletezett, 265 eurdpai €s irani beteget vizsgalod
nemzetk6zi 3WINTERS-IPS tanulmanyban hasondan ritka 6.8%-os allél frekvenciat
talaltunk!®®. Ezen kiviil szerepel az irodalomban néhéany esetismertetés is, melyekbdl az adott
populacidban val6 gyakorisag nem allapithaté meg. E beszamolok korében négy olyan csaladot
talaltunk, melyekben komplett delécid és 6t olyan csaladot, melyekben részleges nagy delécio
volt feltiintetve a 3-as tipusi VWB okaként 338693177178 A nagy deléciok tekintetében az eddigi
beszamolok a kiilonb6zd csaladokban egymastol eltérd defektusrdl szamoltak be (vagyis
ismétl6do nagy deléciot korabban nem ismertiink), két nemrég kozolt kivétellel. Az egyiket
Schneppenheim és munkatarsai irtak le két német és harom olasz, egymassal rokonsagban nem
allo 3-as tipusu VWB csalddban. Azonos toréspontu, 235 kb nagysagu, a teljes VWF gént
magaban foglalé deléciot taldltak, és az 6t index beteg delécidhoz kapcsolhatd haplotipusa is
minden esetben megegyezett®. A masik kivétel a Sutherland és munkatarsai altal k6zolt, tobb
3-as tipusu nagy-britanniai VWB csalddban észlelt, a 4-5-6s exont érintd nagy részleges
delécid.” Mindenesetre a kiemelkedd gyakorisag miatt a magyar populacié mindenképpen

kiilonlegesnek szamit.
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I RS1G (Ex. 4) 3 allel

12 allel el ((E:- 1155)) Ex. 34 Ex. 44-45
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Ex. 16 Exe. 27 Ex. 3 Ex. 43
1922insC 3622delT 5315insGA 7333delG
‘,/
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3 allél * 15 Q) rmutacio, 31 aliélon

8. ABRA. Kordbban nem kizolt 3-as tipusu VWB-t okozo mutdciok Magyarorszdagon. Lithato,
hogy a mutaciok az egész VWF gén teriiletén elszortan foglalnak helyet. Fekete keretben a korai stop kodont
eredményez6 (nonszensz) mutaciok, sarga keretben a kereteltolodast okozoé inszerciok és deléciok vannak jellve.
Kék keretben emeltiik ki az aminosav cseréhez vezetd (missense) mutaciokat, és zold keretbe kertiilt az intron
kivagodasi helyet érintd (splice site) mutacio. Kiilon van jelolve a magyarorszagi VWB populacioban gyakori
nagy részleges delécio, a DelExon1-3.

63



bodo.inre.1 158 23

A mutacidkat, valamint a laboratoriumi és klinikai jellemzdket a 8. tablazatban és a 8. Abran

foglaltuk 6ssze. A tovabbiakban attekintjiik a betegek klinikai és laboratoriumi jellemzdit, majd

8. TABLAZAT. A magyar 3-as tipusu VWB betegek laboratoriumi, klinikai és moleku-
laris adatai

# ,;;:3: Ag CB | FvII M* Inh VM Nem Nukleotid csere Aminosav csere Exon Inép;;};f g U]H
delEx1-3 delEx1-3/ .
1 3 1 1 1 - - 20 N /6.5692CoT p.Q1898X 1-3/34 18/14 U/
delEx1-3 delEx1-3/ ,
2 3 <1 1 10 S - 23 N AT pPSI2REX3] 1-3/18 18/19 U/L
delEx1-3/ delEx1-3/ .
3 3 <1 | <1 2 - - 12 F delEx1 3 delEx1.3 1-3/1-3 18/18 U/
delEx1-3/ delEx1-3/ -
4 3 1 1 1 - - 26 N il P 1-3/1-3 18/18 U/
delEx1-3/ delEx1-3/ .
5 3 1 1 1 - - 19 F delEx1 3 delEx1.3 1-3/1-3 18/18 U/
delEx1-3/ delEx1-3/ -
6 3 1 1 3 - - 29 N il P 1-3/1-3 18/18 U/
delEx1-3/ delEx1-3/ .
7 3 1 1 1 - - 28 F delEx1 3 delEx1.3 1-3/1-3 18/18 U/
¢.2435delC/ p.P812RfsX31/
8 3 1 1 2 - - 19 F e D PSI2REX3] 18/18 19/19 L/L
¢.2435delC/ p.P812RfsX31/
9 3 1 1 3 - - 10 N e DRISSIX 18/32 16/19 L/L
€.22692270delC
10 3 <1 | <1 3 S s 18 F T/ P'&,ﬁé‘éﬁﬁﬁ/ 17/18 17/18 L/L
.2435delC P
¢.2435delC/ p.P812RfsX31/ ,
11 3 <1 | <1 4 - - 21 N C7514CoA ».52505X 18/44 18/19 L/U
¢.21242125delC
T/ p.C709L£sX3/
12 . 1 ! [ ) ) 2 N ¢.21242125delC p.C709LfsX3 G AR £
T
¢.3712C>T/ p.Q1238X/ o
13 3 1 1 5 - - 18 N 37120 .01238X 28/28 16/16 U/
¢.3622delT/ p.S1208QfsX7/ "
14 3 1 1 2 S + 14 F I p.S1208QfX7 27/27 18/18 [6/40)
5% 3 1 1 3 - - ND N ié?;ﬂ%i‘: Splice/Splice 25/25 18/18 L/L
6* 3 1 1 5 - - 24 N ‘23333772111%2‘;/ Splice/Splice 25/25 18/18 L/L
¢.7333delG/ p.E2445RfsX/ .
17 3 <1 | <1 4 - - 18 N CTT03CoA 52568 43/45 17/18 U/
¢.1992insC/ p.C665L1sX13/ .
18 3 <1 | <1 3 S - 20 F e D RISSIX 16/32 15/16 U/L
c.241A>G/ p.R81G/ o
19 3 <1 | <1 3 - - 20 F 0531 5insGA pDITTERX] 4/31 16/17 U/
¢.103T>C/ p.C35R/ .
20 3 <1 | <1 6 S - 14 F T PRI659X 3/28 14/16 U/L
c.1868G>A/ p.C623T/ o
21 3 1 1 5 LM 15 F o 37120T p.QI238X 15/28 16/17 U/
22 3 3 1 4 M | - 18 N ‘2'117733%'_11%%1‘: Splice/Splice 15/15 18/18 U/U
¢.1730-10C>A/ . o
23 3 4 2 M | - 21 F ©5791CoT Splice/p.Q1931X | 15/34 17/18 U/
24 3 5 |15 7 M | - 14 F ¢.1786C>A p.H596N 15 15/19 U
2A c.883T>A/ p.C2958/ .
Bl aug | ¢! 4wy - » N c.2435delC p.PI2RFX31 818 16719 UL

*Ez a két beteg szintén hordozta a p.R924(Q aminosavcserét (1. 10. tablazat). Ag: VWF:Ag; CB: VWF:CB;

M** Multimer: A legtobb betegnél nem talaltunk kimutathatdé VWF fehérjét a multimer gélen. A 19-25 betegek multimer géljeit
a 13. 4bra mutatja. A 25-0s beteg valdjaban 2A altipusu — lasd szoveg.

LM: Kis molekulastulytt multimer (Low Molecular Weight Multimer). F: férfi, N: nd.

*VM: Vérzésmutatd (Bleeding Score). ND: Nem tortént; a beteget nem tudtuk elérni a vérzésmutatdé meghatarozasahoz.

~U: j, L: kordbban leirt.

az egyes mutacid tipusokat. Kiilon figyelmet szenteliink a nalunk gyakori (de mads

populacidkban nem ismert) delExon1-3 mutacionak.
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Klinikai jellemzdk és a VWF ellenes alloantitest-képzddés kérdése

Betegeink klinikai jellemzoéit a 8. tablazat mutatja. A VWF:Ag szint <1% volt 21 betegben,
mig 3 betegben 1-5%-ot mértiink. Ebben a vizsgéalatban 5%-nak vettiik a 3-as tipust VWB
VWF:Ag szint fels6é hatarat (a késobbi SWINTERS-IPS vizsgélatban szigorubb, 3%-os hatart
hasznaltunk). Még egy tovabbi beteget is bevettlink a vizsgalatba, akinek VWF antigén szintje
6% volt, és akinek csaladi anamnézise egyértelmiien recessziv 6roklddésmenetet mutatott. Ez
a (25-0s szamu) beteg 3-as tipust VWB diagnozist hordozott, és a vizsgélatba valo belépéskor
nem allt rendelkezésre j6 mindségli multimer analizis. Bar a molekularis és nagy felbontast
multimer vizsgalat alapjan diagnozisat a vizsgalat kozben modositottuk (2A-ra; IIC varians),
ugy éreztiik, hogy az ilyen hatarhelyzetek bevalasztasa jobban tiikrozi a mindennapi klinikai
gyakorlatot, mintha a beteget utolag kizdrnank. A multimer gélen 5 betegnél talaltunk
nyomokban kis molekulasulyt VWF multimert (LM, 13. abra). Az 6t beteg kozott volt az a
négy, akinél >2% VWF:Ag szintet mértiink. Tizennyolc betegnél nyomokban sem volt

kimutathat6 a VWF.

Vérzésmutato és részletes klinikai informacio 24 betegrdl all rendelkezésre. A vérzésmutato
12-28 (atlag 17,8) volt a férfi betegekben és 10-32 (atlag 22,0) a nébetegekben, ami annak a
kovetkezménye, hogy a ndbetegek stilyosabb vérzéses tiinetekben szenvedtek a menorragia,
petefészek- és posztpartum vérzések miatt. (A vérzésmutato skala elméleti tartomdnya -3 és 45
kozott van — lasd 2. tablazat, 29. old.) A sokkal nagyobb esetszdmi 3WINTERS-IPS
vizsgalatban hasonloan széles tartomanyban valtozd vérzésmutatot talaltunk (median 15.0, 8-
20)!%7. A nbbetegekben a vérzéses epizodok szama a menarche utian emelkedett meg. Azok a
vérzéses tiinetek, amelyek faktorpotlast igényeltek a férfi betegekben, foként sériilések
kovetkezményei voltak, és tipusosan a gyermekkor elmultaval ritkabba valtak. A Haemate P
akar profilaktikus, akar ,, on-demand” hasznalata csokkentette a vérzéses epizodok stlyossagat
és idStartamat. Evi 1-10 alkalommal volt sziikség VWF faktorpétlasra. Az 1990-es évek eleje
utan egyontetiien Haemate P-t haszndltak a betegek faktorpdtlasara, mig az azt megel6z6

iddszakban krioprecipitatumot.

Két érdekes tanulsaggal szolgél a 8. tablazat vérzésmutatoinak elemzése ebben a viszonylag
homogén betegpopulacioban. Az els§ az a megfigyelés, hogy a betegek vérzékenységét
kvantitativan mérd vérzésmutatd milyen széles hatarok kozott mozog (10-32). Ez alahuzza azt
a tényt, hogy a klinikai vérzékenység fenotipusanak kialakitdsdban a VWF szinten kiviil mas,

ma még ismeretlen modositd gének is fontos szerepet jatszanak. Ezen moédositd gének
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feltérképezése a jovo egyik fontos kutatdsi irdnya. A masik érdekes kérdés, amit a tablazatbol
megvalaszolhatunk, az, hogy vajon van-e kiilonbség a vérzékenység mértékében aszerint, hogy
minimalis VWF:Ag szint mérheté vagy nem. Ha Osszevetjiik a <1 IU/dl VWF:Ag szinttel
rendelkezé 20 beteg vérzésmutatdjat (VM atlag + szoras 20+5,74) azzal a négy beteggel,
akiknél a VWF:Ag >2 1U/dl, (VM: 19,544,65), akkor l4thato, hogy ez sem egymastol, sem a
csoport egészEtdl (VM: 19,9+5,48) nem kiilonbozik. A kovetkeztetés akkor sem valtozik, ha az
utdlag IIC varidnsnak osztalyozott 25-0s beteget kihagyva csak a 3-as tipusu betegek
csoportjaban végezziik el az elemzést (6sszes beteg: VM: 19,7+5,5, a>2 IU/dl VWF:Ag szinttel
rendelkezd harom 3-as tipusu beteg VM: 17,743,51). Ez logikus is, ha azt tekintjiik, hogy a
VWEF aktivitas a betegekben egyoOntetiien alacsony, de mindenképpen alatamasztja, hogy ezeket

a betegeket egyetlen VWD tipusba osztalyozzuk.

Inhibitorok 3-as tipusi VWB-ben: A magyarorszagi kohorszban VWF ellenes alloantitestek
egyetlen betegben (14-es beteg) alakultak ki; ennél a betegnél anafilaxias reakcid is fellépett a
VWF koncentratum adéasa utan (az inhibitor kialakulds ardnya 1/24, vagyis 4,2% a 3-as tipust
kohorszon beliil). Ez a beteg homozigota volt a 27-es exon ¢.3622delT kereteltolédassal jard
mutacidjara, és esetében a vérzéses tiinetek rEVIIa (NovoSeven®) kezelést igényeltek. A tobbi
beteg koziil egyiknek sem alakult ki allergids reakcidja, és nem valtak refrakterré a VWF
faktorpotlasra, bar gyermekkoruktdl kezdve valamennyien rendszeresen kaptak
faktorkészitményt. Egy masik vizsgalat részeként harom betegnél (2-es, 12-es és 25-0s beteg)
ellendriztiik a beadott VWF ¢és FVIII farmakokinetikdjat. Ezek a mérések e betegekben
kétségkiviil kizartdk az inhibitor jelenlétét (nem publikalt adatok). Minthogy nem Iépett {61
klinikai indikaci6 (kezelésre valo refrakter allapot, illetve anafilaxids reakcio), részletes
laboratériumi vizsgalat az inhibitor kizardséara a tobbi betegben nem tortént, igy igen alacsony
titerben jelenlévd anti-VWF antitestek jelenlétét nem zarhatjuk ki teljes biztonsaggal. Ezek az
antitestek, ha jelen voltak is, klinikailag jelentéktelenek maradtak. Kiilon kiemelendd, hogy
egyik homozigdta nagy részleges delécioval (lasd alabb) rendelkezd betegiinknél sem
jelentkezett inhibitor, noha az irodalmi adatok alapjan’ ezt varhattuk volna. (Megjegyezziik,
hogy e homozigodta betegeink egyikének sem volt sziiksége sebészi beavatkozasra, ezért a VWF

preoperativ hatdsossagat e betegeknél nem allapithattuk meg.)

Az inhibitorok kérdését tovabb elemeztiik egy nagy nemzetkozi vizsgalat (3SWINTERS-IPS)
keretében!’’, Ebbe a vizsgalatba 6sszesen 265 eurdpai és irani 3-as tipusi VWB-ben szenvedd

beteget vontunk be!®®. E beteg koziil 213-nal sikeriilt részletes VWF inhibitor vizsgalatot
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végezni.!’ Korabbi magyarorszagi adatainkat megerdsitve azt talaltuk, hogy az inhibitor
képzddés ritka e betegekben, minddssze 18/213 (8,4%) betegnél sikertilt inhibitort kimutatni,
noha tobbszords, érzékeny metodikat alkalmaztunk. Egy betegnél kideriilt, hogy téves a
diagnozis (inkabb stlyos 2-es tipus, a magyar kohorsz 25-0s betegéhez hasonldan). A 18
inhibitoros betegek koziil (15-nél allt rendelkezésre a teljes genetikai hattér) csak 6-nak volt
nagy delécioja (33%), 7-nek masfajta null allélje volt, és kettdnek pedig misszensz mutaciodja.
A 18 nagy deléci6 miatt kialakult 3-as tipustt VWB koziil csak 6-ndl lehetett inhibitort kimutatni
(33%, 9. tablazat). A vizsgalat azt is ujra megerdsitette, hogy a DelEx1-3 a magyar pupuléciora
specifikus, mert mas populdcidkban ezt a defektust nem talaltuk. A teljes VWF gén hidnya
(DelEx1-52) mar nagyobb inhibitor rizikot képviselt, de nem jelentett biztos alloantitest-
képzddést, mert legalabb két homozigota teljes VWF gén hidnnyal rendelkezd beteg negativ

volt alloantitestekre, noha rendszeres faktorkezelésben részesiiltek!’’. Mindezek az adatok azt

9. TABLAZAT. A 3WINTERS-IPS vizsgdlat kilenc nagy delécidja

Delécio EU HU IR Rokon 0sszes Inhibitor
DelEx1-52 4 3 7 5/7
DelEx1-5 1 1 2 NEM
DelEx1-3 3 3 NEM
DelEx4-5 1 1 NEM
DelEx6 1 1 NEM
DelEx17 1 1 NEM
DelEx4-34 1 1 NEM
DelEx14-15 1 1 NEM
DelEx35-52 1 1 IGEN
Osszesen 18

265 beteg 206 nem rokon csaladba tartozott. Inhibitor adat 213 betegtdl allt rendelkezésre

tamasztjak ald, hogy nem a korabban hangsulyozott deléci6 tipus, hanem inkébb a fehérje teljes
hidnya jelent rizikot az antitest képzddésre, azonban a genetikai hattéren kiviil mas, egyeldre

azonositatlan tényez0Ok is befolyasoljak az immunologiai reakciot.!”

A VWF ellenes alloantitest-képzddés gyakorisagat korabbi adatok is mind ritka
szovédménynek irtak le 3-as tipusi VWB-ben, de ezen altaldnos megfigyelésen beliil valtozo
szdzalékos aranyt talaltak. A betegek 7,5-9,5%-aban,’*°! vagy egy masik vizsgalat szerint (a
teljes irani 3-as tipusi VWB populacioban) minddssze 2,6%-ban.®® Az irodalomban elérhetd
adatok heterogenitasa részben azzal fligghet 6ssze, hogy a kiilonb6z6 populacidkban kiilonb6zo
mértékben allt rendelkezésre faktorpotlds. Inhibitorok kifejlodését tovabbi szerzdk is leirtdk
kiilonféle null alléllal jaro (korai stop kodont okozo kereteltolédas vagy nonszensz) mutaciok

kovetkeztében.3>17817 Mindenesetre azt a korabbi allaspontot, miszerint a homozigota VWF
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részleges vagy teljes delécidja (igen ritka kivétellel®”%%) mindig alloantitest-képzddéssel jar,3+
86.89.92-95 3 magyarorszagi kohorsz publikalasa alapjan kellett el6észor megkérddjelezni. A
korabbi beszamolokban bevalogatasi hiba (selection bias) 1is szerepet jatszhatott az
inhibitorképzddés gyakorisaganak tulértékelés¢hez a nagy delécidkban. Mindezek alapjan jol
lathat6, hogy a VWB-ben megfigyelt inhibitorok kialakulasanak genetikai és immunologiai

mechanizmusat egyeldre csak nagyon feliiletesen ismerjiik.

Nagy delécio: a delExon1-3 jellemzése
A vizsgélat egyik legvaratlanabb eredménye tehat a nagy részleges delécio felfedezése volt. Ezt
a deléciot ezért mélyrehatdan elemeztiik. A tobbi molekuléris defektus bemutatasa ennek az

elemzésnek a részletezése utan kovetkezik.

Az els6 szokatlan megfigyelés az volt, hogy 6t betegben (négy, egymdéssal nem rokon
csaladbol) nem sikeriilt specifikus PCR terméket nyerni a 2-es és 3-as exonbdl, annak ellenére,
hogy tobb kiilonb6zd primer part is hasznaltunk. Az amplifikacids termékek teljes hianya
alapjan vetédott fel, hogy egy részleges nagy delécio all a betegség hatterében, mely magaban
foglalja a VWF gén l-es 2-es és 3-as exonjat. E feltételezés igazoldsdhoz az egyes exonok
jelenlétének mennyiségi megkozelitésére volt eldszor sziikség — ez a génddziselemzes

modszerének segitségével valt lehetdveé.
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1. Géndoziselemseés

A géndoziselemzés modszere egy multiplex PCR reakcion alapszik, melyben a vizsgalt
szakaszon kiviil egy referencia génre specifikus primer par is be van épitve. A keletkezett
termékeket HPLC-n analizalva lehet kdvetkeztetni a templatok mennyiségének egymashoz valo
viszonyardl. (A modszer részleteit lasd a megfelelé metodikai fejezetben.) Valamennyi
beteglinkon végeztliink génddziselemzést abbdl a célbdl, hogy az esetleges heterozigota
deléciokat is megtalaljuk. Az 6t homozigota betegben természetesen nem keletkezett termék.
Rajtuk kiviil még két betegnél talaltunk olyan VWF/referencia gén ardnyt, amely alatta maradt
a normal hataroknak (9. abra). Késdbb mindkét betegnél delécid-specifikus PCR-rel erdsitettiik
meg, hogy valdban heterozigdta formaban van jelen naluk a delExon1-3 (lasd aldbb). Ez a két
beteg mas 3-as tipusi mutacioval tarsulva kettds heterozigéta médon hordozta a deléciot (8.

tablazat).

VWF Re fl &2 VWF Refl &2

Kontroll: Heterozigota:
AUC:VWF/Ref1=1,4; AUC:VWF/Ref1=0,8;
VWF/Ref2=1,2 VWF/Ref2=0,7

9. ABRA. A delExon1-3 kimutatasa DHPLC-vel torténd géndozis elemzés segitségével. Az elss
cstces (I) a VWF gén 3-as exonjanak, a masodik két cstics (II) pedig a referencia gén (Rab27a, 15-6s kromoszoéma)
két szakaszanak felel meg. Heterozigota betegekben a gorbe alatti teriiletek (AUC) aranya a normalnak kb. a fele
volt.
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2. A delécids tiréspontok meghatirozdsa

A nagy deléci6 toréspontjainak meghatdrozasara standard géntérképezést hasznaltunk. Az 5°-
toréspont a VWF kezdd metionin AVG kddjanak A-jatol -30071 bazisparra volt talalhatod
(GenBank accession no. NT009759), a VWF és a CD9 gének kozott. A 3’-toréspont a VWF
gén harmas intronjaban, az ATG-t6] +5468 bp-ra talalhatd. A teljes delécio dsszesen 35540 bp
elvesztését eredményezte, mely magéaban foglalja a VWF 1-es exonjat (nem kodolo), valamint

a 2-es ¢és 3-as kodolo exonokat (10. abra). Igy a mutacio helyes elnevezése delExon1-3.

A delExoni-3
3 & | -
5.3 |———————]
¥ o9 _WF __ TMEM168 "

Centromer Telomer
B
12p13.31
Cent 1 10 20 30 40 50 Tel

. Eaék“ - et "EZ:’;LH’“ L Y

" A 73k

; D -30071

. A
Aoy bay ; " 4 AluSP 9913gatcicggetencigenageletgocioctggglicacagennliclcsigeciengociestyaglogeigggetiace 1549
c = | I B
+5468

10. ABRA. A delExonl-3 elhelyezkedése és a delécio feltételezett mechanizmusa. A és B: az 5°
toréspont a VWF és CD9 gének kozott talalhatdo, mig a 3’ toréspont a VWF gén 3-as intronjdban van. C:
feltételezett mechanizmus: a két toréspontnal AluY és AluSP repetitiv szekvenciat talaltunk, melyek kozott
homolog rekombindcid jon létre, és a koztes génszakasz kihasitodik. D: A toréspontokat a homolog Alu-
szekvencian beliil jeloltiik.

Az 1-3-as exonig tartd genetikus anyag elvesztésén kiviil a delécié a VWF gén promoter
szakaszanak elvesztését is okozza. Egy ilyen defektusndl azt varjuk, hogy VWF még
nyomokban sem termelddik a homozigdta betegekben. Bar direkt mRNS vizsgélatot nem
végeztiink, az a tény, hogy VWF még nyomokban sem volt kimutathatd betegeink plazméjaban,

jol illeszkedik a VWF funkcid fenti teljes elméleti elvesztéséhez.

3. In silico toréspont analizis

Ez utan arra voltunk kivéancsiak, hogy ez a delécidé vajon milyen mechanizmussal jott létre.
Ehhez részletesen (,,in silico”) elemeztiik az érintett DNS szekvenciat. Az elemzés sordn mind
az 5°, mind a 3’ toréspontnal Alu elemeket talaltunk. igy valdsziniisithetd, hogy a delécidt egy
nem engedélyezett homoldg rekombinacios esemény okozta az 5 régio Alu Y és a 3-as
intronban talalhaté 3° Alu SP elemek kozott. Ez a rekombinacids esemény vezethetett a két Alu

elem koz¢ kertilt 35 kb fragmentum elvesztéséhez (10. abra).

Az Alu csalad a mobilis genetikus elemek csalddjai koziil a legnagyobb szamban fordul eld;
kozel egymillié kopiat talalunk a huméan genomban, mely annak koriilbeliil 11%-at teszi ki.'8°
A repetitiv Alu szekvencidk hozzéavetdleg 300 nukleotid hosszisagiiak, s a genomban

mindenfelé megtalalhatok, valoszinlileg a transzpozicids aktivitas kovetkeztében. Az Alu
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elemek szaménak novekedését amplifikacionak nevezik; ez folyamatos, becslések szerint a
retropozicios rata 1/100-125 sziiletés. Az amplifikacié ugyanis RNS-dependens modon,
,retropozicid”-nak nevezett mechanizmussal torténik. A folyamat soran az RNS transzkriptum
reverz transzkripcioval cDNS formaba irédik at, és ,,masoléas-beillesztés” (,, copy-and-paste”)
mechanizmussal ¢ékelddik a genomidlis strukturdba. Az Alu szekvencidknak strukturalis,
valamint funkciondlis szerepet is tulajdonitanak a genomban, igy feltételezik, hogy
génexpressziot modositd szerepet jatszanak példaul a sejtet ért stresszhatdsok kivédésekor,
promoéter funkcidt hordoznak egyes szteroid hormon receptorok esetében, valamint
hozzéjarulnak a DNS javitas (repair) mechanizmushoz.!8!-183 Egyes elméletek szerint a genom
evolucios fejlédésében is jelentds az Alu elemek hatdsa. Nagyszamu jelenlétiik a genomban
szdmos lehetOséget biztosit a szekvencidk kozotti egyenlétlen (unequal) homolodg
rekombindacidra. Ezek az események gyakran intrakromoszomalisan jonnek 1étre, ezaltal exon
deléciot vagy duplikdciot okozva az adott génben. Interkromoszomaélis rekombinéciod
kovetkezményeként még komplexebb kromoszéma-rendellenességek is kialakulhatnak. A
direkt mutagén hatason kiviil az exonok kozelébe ¢kelddott Alu elemekrdl feltételezik, hogy az
RNS szerkesztést (intron kivagas, splicing) modositva is okozhatnak betegséget. E szekvenciak
kozismerten eldszeretettel vesznek részt rekombindcios eseményekben. A kiilonb6zé Alu
alcsalddok, melyeket Alu J, Alu Sx, Alu Sq, Alu Ya és Alu Yb néven ismeriink, koriilbeliil 70-
80% homoldgiat mutatnak az Alu konszenzus szekvenciaval. Az Alu szekvencia magjat képezd
(Gn. Alu core sequence) bazissorrendek kb. 79%-o0s egymas kozti homologiaval rendelkeznek.
Jelen ismereteink szerint elsdsorban e hasonldsidg felelds a homoldg és nem homolog
rekombinacioért.!®*  Szdmos betegség molekularis alapjat  képezik  Alu-kdzvetitett
rekombinacids események; ilyen mechanizmust taldltak a hemofilia, alfa thalassaemia, Hunter-
betegség, C3 komplement deficiencia vagy az X-hez kotott agammaglobulinaemia

hétterében. 85187
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4. Delécio-specifikns PCR — a delExon1-3 csak a Karpat-medencében fordul eld

A delécio hatterében felismert Alu-kdzvetitett rekombindcios esemény logikusan veti fel a
kérdést: milyen gyakran fordul el ez a rekombinaci6? Mi lehet az oka, hogy mas populaciéban
ezt a deléciot még nem irtak le? Minthogy a heterozigota delécid a szekvenalas szdmara gyakran
rejtve marad, a populécio sziirésére mas modszert kellett alkalmaznunk. Ezért toréspont-
specifikus PCR-t fejlesztettiink ki. Ehhez azt a szerencsés helyzetet hasznaltuk ki, hogy
homozigo6ta és heterozigdta delécios betegek is rendelkezésre alltak, akiknek DNS-ét pozitiv
kontrollként hasznélhattuk. Az igy megtervezett PCR termék normal VWF esetén egy 317 bp,
delExonl-3 esetén egy 265 bp fragmens létrejottét eredményezte (11. abra).

Vad tipusd VWF gén 317 bp
DF NF R
l:>' En’m“ 3 = = == : &= B
I DelExonl-3 I
35 kb
265 bE
'DF R |
R —
317 bp
265 bp

11. ABRA. Toréspont-specifikus PCR. A: A normil és delécios génekre tervezett PCR reakcié sematikus
abrazolasa. A multiplex PCR reakciot ugy terveztiik, hogy kdzds reverz primert (R) hasznaltunk, mely a normal
forward primerrel (NF) 317 bp nagysagi PCR terméket eredményez, mig delécid jelenlétében a delécio-
specifikus forward primerrel (DF) 265 bp nagysagt a termék. B: A delécié-specifikus PCR a gyakorlatban: a
normal kontrollokban 317 bp termék keletkezik, homozigota delExonl-3 betegben 265 bp, mig heterozigota
betegekben mindkettd jelen van.

Ezzel a technikdval megerdsitettiik a homozigota és heterozigota delExonl-3 jelenlétét

betegeinkben. Tehit Magyarorszagon Osszesen hét betegben talaltunk nagy deléciot, 12

allélon, mely az dsszes 3-as tipust allélok 25%-4t képezi. Ot betegben a mutacié homozigéta,

két betegben kettds heterozigota formaban volt jelen mas null allélokkal.
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A bedllitott delécio-specifikus PCR segitségével dsszesen 175 (50 német, /17 orosz, § lengyel)
3-as tipusu von Willebrand beteg mintait sziirtiik, azonban ilyen deléciot nem detektaltunk
egyetlen mintdban sem. E populécios sziiréshez korabbi genetikai vizsgalatokba bevont betegek
tarolt mintait hasznaltuk fel 3188 Végiil egy masik nemzetkdzi vizsgalatunk (3WINTERS-IPS)
keretében 213 eurdpai és irani beteg kozott csak a magyarorszagi betegekben taldltunk
delExon1-3-at!’’. Mindebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy ez a rekombinacios esemény nem
kovetkezik be gyakran. Ezt a kovetkeztetést tovabb erdsitette az a megfigyelés, hogy
valamennyi vizsgalt betegben a VWF gén haplotipusa a vizsgalhato nukleotid polimorfizmusok
(SNP) és a 40-es intron STR elemzése alapjan azonos volt (10. tablazat). A két heterozigdta

beteg koziil a sziilok genotipizaldsa csak a kettes csaladban volt lehetséges; az anyai oldalrél

10. TABLAZAT. A 24 +1 hdrmas tipusit VW beteg polimorfizmusokkal jellemzett genotipusa.

Beteg sorszdim
Nukleotid szim | Allél_| Frekvencia | EvIn |1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10 [11 12 [13 |14 [15 |16 |17 |18 |19 |20 |21 [22 |23 [24 | 25
c. 954 TIA 0.96/0.04 Ex.8 T/T T/T T/T T/T T/T T/T /T ND T/T T/T T/A T/T ND ND T/T /T /T T/T /T T/T /T /T T/T /T T/T
c. 998-27 T/IC 0.93/0.07 Int.8 T/T T/T T/T T/T T/T T/T T/T ND T/T T/T T/T T/T ND ND T/T T/T T/T T/T T/T T/T T/T T/T T/T T/T T/C
c. 1173 AT 0.89/0.11 Ex.11 A/A | AJA | AJAA | AJA | AJ/A | A/A | AJ/A | ND A/A | A/A | AT A/A | ND ND A/A | A/A | A/A | AJA | A/A | AJA | AJA | A/A | AJA | A/A | AT
c. 1182 AlC 0.90/0.10 Ex.11 A/A | A/A | A/A | A/A | A/A | A/A | A/A | ND A/A | A/A | AIC | A/A [ ND ND A/A | AJA | A/A | AJA | AJ/A | AJ/A | A/A | A/A | A/A | A/A | AIC
c. 1411 G/A 0.45/0.55 Ex.12 G/G | G/IG | GIG | G/G | GIG | G/G | G/G | ND G/G | G/G | G/IG | G/G | ND ND G/G | G/G | ND G/G | GIG | G/IG | G/IG | GIG | G/IG | GIG | G/A
c. 1451 AIG 0.43/0.57 Ex.13 AIG | AIG | A/A | A/A | A/A | AJ/A | A/A | ND A/G | AIG | G/G | G/IG | ND ND G/G | G/IG | GIG | AIG | AIG | AIG | AIG | A/A | AIG | AIG | A/G
c. 1548 TIC 0.44/0.56 Ex.14 c/ic c/ic c/ic c/ic c/c c/ic c/ic ND T/C c/ic c/ic c/ic ND ND c/ic c/ic ND T/T c/ic c/ic c/ic c/ic T/C c/ic T/C
c. 1626 G/A ? Ex.15 G/G | G/IG | GIG | GIG | G/IG | G/G | G/G | ND G/A | G/IG | G/IG | G/G | ND ND G/G | G/G | ND G/A | GIG | GIG | G/IG | GIG | G/IG | GIG | G/A
c. 2282-42 CIA 0.46/0.54 Int.17 c/ic C/A c/ic c/ic c/ic c/ic c/ic A/A | AJA | A/A | AJA | AA | A/A | CIC A/A | A/A | C/A | C/IC c/ic A/A | C/A | A/A | C/A | AJA | A/A
c. 2365 AIG | 0.67/0.33 | Ex18 | A/G | A/A | A/A | A/A | A/A | A/A | A/A | A/A | A/A | A/A | A/A | A/A | A/A | GIG | A/A | A/A | AIG | GIG | A/A | A/A | A/A | A/A | AIG | A/A | A/A
c. 2385 TIC ? Ex.18 T/C T/T T/T T/T T/T T/T /T /T /T T/T /T /T T/T c/ic /T /T T/C c/ic /T /T T/T T/T T/C /T /T
c. 2546+25 CIT 0.33/0.67 Int.19 Cc/C C/T Cc/C Cc/C Cc/C Cc/C C/C [ ND T/T C/T C/T T/T ND Cc/C T/T T/T C/T C/T Cc/C Cc/C C/T T/T C/T T/T C/T
c. 2555 AIG 0.08/0.92 Ex. 20 A/G | A/G | A/A | A/A | AJ/A | AJ/A | A/A [ ND G/G | A/G | A/G | G/G | ND G/G | GIG | G/IG | G/IG | GIG | A/A | GIG | A/G | G/IG | G/G | G/IG | GIG
c. 2771 G/A 0.97/0.03 Ex.21 G/G | G/IG | GIG | GIG | G/IG | G/G | G/G | ND G/G | G/IG | G/IG | G/G | ND G/G | A/A | A/A | G/IG | GIG | G/IG | GIG | G/G | G/IG | GIG | G/G | GIG
c. 2880 GI/IA ? Ex.22 G/A | GIG | G/G | G/IG | G/IG | G/IG | G/G | ND G/G | G/G | G/IG | G/G | ND A/A | GIG | G/IG | G/A | GIA [ G/IG | GIG | G/IG | G/IG | G/A | G/IG | GIA
c. 3222+31 (e7a 0.50/0.50 Int.24 C/IT c/c c/c c/c c/c Cc/C C/C [ ND Cc/C Cc/C Cc/C C/C [ ND T/T Cc/C Cc/C C/T Cc/C Cc/C Cc/C Cc/C Cc/C C/T Cc/C Cc/C
c. 3414 (e7a 0.98/0.02 Ex. 26 c/ic c/c c/c c/ic c/c c/ic c/ic ND c/ic c/ic c/ic T/T c/ic c/ic c/ic c/ic c/ic c/ic c/ic c/ic c/ic c/ic c/ic c/ic c/ic
c. 3675-75 A/IG 0.55/0.45 Int.27 A/A | AIG | A/A | A/A | A/A | AJAA | A/A [ ND G/IG | AIG | AIG | G/IG | GIG | A/A | GIG | G/IG | AIG | AIG | AIA | G/IG | A/IG | GIG | AIG | GIG | AIG
c. 4141 AIG 0.50/0.50 Ex.28 A/A | AIG | AIA | A/A | AJA | A/A | A/A [ ND G/G | AIG | AIG | G/IG | GIG | A/A | G/IG | G/IG | AIG | AIG | A/A | G/IG | A/IG | GIG | GIG | A/IG | AIG
c. 4641 T/IC 0.42/0.58 Ex.28 T/T T/C T/T T/T T/T T/T T/T ND Cc/C T/C T/C Cc/C Cc/C T/T Cc/C Cc/C T/C T/C T/T Cc/C T/C Cc/C Cc/C T/C T/C
c. 4665 A/C 0.64/0.36 Ex.28 A/A | AJA | AAA | AJA | AJ/A | A/A | AJ/A | ND AA | A/A | A/A | AJA | AJA | AJA | A/A | A/A | A/A | A/A | A/A | AIC A/A | AJA | A/A | A/A | A/A
c. 4693 GIT ? Ex.28 G/G | G/IG | GIG | GIG | G/G | G/IG | G/G | ND G/G | G/IG | GIG | GIG | GIG | G/IG | G/IG | G/IG | GIG | G/G | GIG | GIT G/G | G/IG | GIG | GIG | GIG
c. 5277 (e7a 0.98/0.02 Ex.30 c/ic ND ND ND ND ND ND ND ND ND c/ic ND ND ND c/ic c/ic ND ND c/ic c/ic ND c/ic T c/ic c/ic
c. 5843-8 CIG 0.97/0.03 Int. 34 Cc/C Cc/C Cc/C Cc/C Cc/C Cc/C C/C [ ND Cc/C Cc/C Cc/C C/C | ND ND G/G | G/G | ND Cc/C Cc/C Cc/C Cc/C Cc/C Cc/C Cc/C Cc/C
c. 5844 (e7a 0.50/0.50 Ex. 35 T T T/T T/T T/T T/T /T ND c/ic C/IT C/IT c/ic ND ND c/ic c/ic ND c/ic C/IT C/IT C/IT c/ic c/ic C/IT c/ic
c. 6532 GIT 0.99/0.01 Ex. 37 G/G | G/IG | GIG | GIG | G/IG | G/IG | G/G | ND G/G | G/G | G/IG | G/G | ND ND T/T T/T ND G/G | GIG | GIG | G/IG | GIG | G/IG | GIG | G/G
c. 6846 AIG 0.92/0.08 Ex. 39 A/A | ND ND ND ND ND ND ND ND ND A/A | ND ND ND A/A | A/A | ND ND A/A | A/A | ND A/A | AIG | A/A | AIG
c. 6976+ GT/ 0.90/0.10 Int. 40 +H- ND ND ND ND ND ND ND ND ND +/+ ND ND ND +/+ +/+ ND ND +/+ +/+ ND +/+ +/+ +/+ +/-
856976+86 delG
T

c. 7082-7 (e7a 0.46/0.54 Int. 41 T/T T/T T/T T/T T/T T/T /T ND /T T/T /T /T ND ND c/ic c/ic ND /T C/IT C/IT T/T c/ic c/ic C/IT c/ic
c. 7239 T/IC 0.09/0.91 Ex. 42 c/c c/c c/c c/c c/c Cc/C C/C [ ND Cc/C Cc/C Cc/C C/C [ ND ND Cc/C Cc/C ND Cc/C T/C T/C Cc/C Cc/C T/C Cc/C Cc/C
c. 7549-59 A/lC 0.01/0.99 Int. 44 c/ic c/ic c/ic c/ic c/c c/ic c/ic ND A/C | AIC c/ic c/ic ND ND c/ic c/ic A/C | AIC A/C | C/IC A/C | C/IC A/C | C/IC c/ic
c. 7771-13 (e7a 0.97/0.03 Int. 46 c/c ND ND ND ND ND ND ND ND ND Cc/C ND ND ND T/T T/T ND ND Cc/C T/T ND Cc/C Cc/C Cc/C Cc/C
c. 8113 G/A 0.94/0.06 Ex. 49 G/G | G/IG | GIG | G/G | G/IG | G/G | G/G | ND G/G | G/G | G/IG | G/G | ND G/G | GIG | G/IG | G/IG | GIG |GG | GIG | G/IG | GIG | GIG | G/A | GIG
c. 8116-20 A/lC 0.77/0.23 Int. 49 A/A | A/A | A/A | AJ/A | A/A | A/A | A/A | ND A/A | A/A | AJ/A | A/A | ND ND A/A | AJA | AJ/A | AJA | AJ/A | AJ/A | A/A | A/A | A/A | C/IC c/C
c. 8155+50 (e7a ? Int. 50 c/ic T c/ic c/ic c/ic c/ic c/ic ND C/IT C/IT C/IT /T ND ND c/ic c/ic C/IT c/ic c/ic c/ic c/ic c/ic c/ic C/IT C/IT

A ritkan (<10%) eléforduld polimorfizmusokat vastagon szedtem. Az 6t homozigéta DelExonl-3 beteg sargan, a két homozigota intron
kivagast érint0 (splice site) mutacios (+p.R924Q) beteg zolden van kiemelve. A 25. beteg valdjaban 2A altipusa (IIC varians; lasd szoveg).

oroklédott delécid haplotipusa itt is azonos volt. A masik heterozigota beteg (akinek tarsulod

mutacidja a p.Q1898X volt) sziileit nem lehetett elérni a haplotipus analizis céljabol, azonban
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a genotipus allélmintdzata nem zérja ki, s6t valosziniisiti, hogy ennek a betegnek a haplotipusa
is azonos a tobbi betegével (10. tablazat). Mindez igen erdsen Un. alapito hatasra (,, founder
effect”) utal, azaz egyetlen alkalommal a multban bekdvetkezett delécidra, mely azutin
oroklédés révén terjedt el a populacioban. Ezt még egy megfigyelés erdsiti: eddig nem kozolt
adatok szerint ugyanezzel a delécio-specifikus PCR-rel szlirve az olaszorszagi 3-as tipusu
betegpopulacidban (14 itiliai 3-as tipusi VWB beteg) egy betegnél ki lehetett mutatni
delExonl-3 mutéciot kettdés heterozigdta formaban. Ez a beteg Temesvaron sziiletett, és
nevébdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy magyar szarmazast (Baronciani és Federici személyes
kozlése). Ki kell emelni, hogy a részletes haplotipus analizis az olaszorszagi beteg esetében is

azonos haplotipust mutatott, tovabb erdsitve az alapitod hatasra iranyul6 feltételezésiinket.

1. csalad
2. csalad
anyal oldal
3 3.csalad
o 4, csalad
anyal oldal
4, csalad
apal oldal

¥r 5.csalad

' Nagy_b;écskerek

12. ABRA. A delExonl-3 foldrajzi megoszlasa az 1800-as évek kiozepén. A genealdgiai nyomozas
azt mutatta, hogy az 1800-as évek kdzepén a mutacido egymastol tavol allo teriileteken volt jelen, amibdl
kovetkezik, hogy a mutacié mindenképpen tobb mint néhany szaz éves. Az I-es, 3-as és 5-6s csalad Osei kis
teriiletre lokalizalhatd helyen éltek. A 2-es csaladban a genotipizalds szerint a mutacid az anyai oldalrol
szarmazott. Egy kivételével valamennyi 6s a Jaszsagban lakott. A gén elhelyezkedésének valosziniisége: Jaszsag:
100%, Nagybecskerek: 6,25%. A 4-es csaladban az anyai oldalt két helyszinre lehetett visszavezetni (Jaszsag:
50%, Kisalfold: 50%), mig az apai oldal Eszak-Magyarorszagrol szarmazik (Gyetva 50%, Kisalfold: 50%).
Osszesitve legaldbb harom. egymastol tavol all6 teriileten volt jelen a muticié.
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5. Genealdgiai elemsés

Ezutan azt a kérdést tettiik fel, hogy ez a bizonyos alapité hatds milyen régen johetett létre. E
kérdés megkdzelitése érdekében az érintett csalddokban genealdgiai vizsgalatot végeztiink: a
hatbol négy csalad rendelkezett részletes informacioval dseik sziiletési datumat és lakhelyét
illetéleg, 3-5 generdciora visszamendleg egészen az 1800-as évek kozepéig. Az 1-es csalad
bizonytalan adatokkal rendelkezett, mig a 6-os csalad 6seinek informdacioi egyaltalan nem alltak
rendelkezésre. Rokonhédzassagra a 3-as és 5-0s csaladban dertilt fény; az egyik csalddban a
szllok els6fokt unokatestvérek voltak, a masik csalddban az anyai dédanya ¢s az apai likapa
voltak testvérek. Ezen adatok alapjan e négy (2—5-0s) csalad dsei legalabb harom (esetleg 6t),
foldrajzilag egymastdl tavol 1évo teriiletre voltak visszavezethet6k Magyarorszagon beliil (12.
abra), mely hatdrozottan arra utal, hogy a mutacié alapitdsa néhany szaz évnél minden

bizonnyal régebbi keleti.

Korai stop kodont eredményezd (nonszensz) és kereteltoloddssal jdro (frameshift)
mutdciok jellemzése

A magyar betegpopulacioban (8. tablazat) Osszesen hét korai stop kodont eredményezd
(nonszensz) mutaciot talaltunk, tiz allélon. Ezek koziil 6t volt uj mutacio, 6sszesen hét allélnak
megfelelden, melyek glutaminok, illetve szerinek kodonjat valtoztattak stop kodda: p.Q1238X
(exon 28), p.Q1898X (exon 34), p.Q1931X (exon 34), p.S2505X (exon 44) és p.S2568X (exon
45). A két, kordbban mar leirt stop kod mutéciora érzékeny arginin kodonoknal keletkezett:

pR1659X és p.R1853X.™

Hét olyan kereteltolodast okoz6é mutacidt talaltunk, melyek egy vagy két nukleotid
elvesztésébdl vagy hozzaadasabol keletkeztek. Négy 1) muticiot taldltunk 6t allélon, melyek
koziil kettd inszercid volt: ¢.1993insC, ¢.5316incGA, ketté pedig delécio: c3622delT ¢s
¢.7333delG. A maradék harom, korabban mar leirt kis delécid kozil a ¢.2124delCT-t és a
.2269delCT-t egy-egy betegben azonositottuk.’632, Végiil a fennmarado kereteltolodassal jard
mutacid a nevezetes c¢.2435delC volt, melyet tobb eurdpai populdcidban is ismétlddo
mutdcioként irtak le. A magyarorszagi betegek kozott hat betegnél volt jelen. Ot beteg
heterozigdta és egy beteg homozigéta volt erre a mutaciora. A ¢.2435delC az 0sszes hadrmas

tipusu allél 12,5%-4t (6/48) képezte.

Ebbdl a csoportbol két nevezetes beteget kell kiemelniink. Az egyik a 14-es beteg, aki a
¢.3622delT kereteltolodashoz vezeté mutaciét hordozta homozigéta formaban. O az egyetlen

beteg a magyarorszagi kohorszban, akinél VWF ellenes inhibitor alakult ki (lasd fent).

75



bodo.inre.1 158 23

A masik nevezetes beteg a 25-0s beteg, aki kettds heterozigota a gyakori ¢.2435delC és a
p.C295S (exon 8) aminosavcserét eredményezd misszensz mutdciora. Ennek a betegnek
klinikailag stlyos, recessziv 6roklédéstit VWB-e van, melyet a multimer analizis alapjan 2A
tipusi (IIC varidns) VWB-nek tartunk. Ennek a betegnek az esetét alabb részletesebben

bemutatjuk a misszensz mutacidkat elemzd részben.

A fenti eredmények nem varatlanok. Mind a korai stop kodont eredményezd nonszensz, mind
a kereteltolodassal jar6 mutdciok gyakoriak voltak mas populaciokban is. Mindkettdbol hét
mutaciot talaltunk. Erdekes modon a hét korai stop kodont eredményezd mutaciobél csak kettd
érintette a mutaciora érzékenynek ismert ,,hotspot” CGA kodont. A korabban ismételten tobb
(holland, svéd, német, olasz és torok) 3-as tipusi VWB populécidkban is leirt p.R2535X
mutéciot a magyar populacioban nem tudtuk kimutatni.”

Valamennyi kis inszerci6 vagy delécio egy vagy két nukleotid beillesztésével vagy
elvesztésével jart. A nevezetes, egy citozin elvesztésével jard c.2435delC mutacid, mely
egyébként a Willebrand doktor altal eldszor vizsgélt csalad és az elsd index beteg, Hjordis
betegségét és halalat is okozta,* a Balti-tengert kornyezé populaciokban ismételten
megtalalhat6. Magyarorszagon is jelen volt hat betegben az Gsszes 3-as tipusu allél 12,5%-4t
kitéve. Ennek a mutdcionak a 3-as tipusi VWF betegek kozott mért allélfrekvencidja
Lengyelorszagban 75%, Svédorszagban 50%, Németorszagban 12,5% volt, mig
Olaszorszagban csupan 2,5%.7%%2 Manapsag sokak altal elfogadott hipotézis szerint a mutacio
valamikor egy Osi szlav baltikumi népességben johetett 1étre,’® mely azutdn migracié révén
terjedt el Eurdpa-szerte (Schneppenheim, személyes kozlés). A magyarorszagi c¢.2435delC
betegek egy kivételével azonos SNP-ket hordoztak. A kivétel a 10-es beteg volt, akinek a 40-
es intronban taldlhatd6 VNTR polimorf helye mas volt, mint a tobbi betegekben (8. tablazat).
Ett6] a kivételtdl eltekintve a 10-es beteg SNP-i is megegyeztek a tobbi ¢.2435delC betegéivel.
Ezek az adatok, a torténelembdl jol ismert német, lengyel és magyar populaciok kozotti
keveredést és migraciot is tekintetbe véve, alatdmasztjdk a fenti hipotézist. Magyarorszag
foldrajzi elhelyezkedése magyardznd a németorszagihoz hasonld c¢.2435delC frekvenciat
Magyarorszagon. A 10-es betegben megfigyelt VNTR eltérés a VNTR-ek nagyobb mutacios

ratajanak, vagy esetleg egy rekombinacids eseménynek lehet koszonheto.

Intron kivdgdd4si helyet érintd (splice site) mutdcidk jellemzése
Két beteg homozigota volt a korabban mar leirt ¢.3379+1G>A mutacidra a 25-6s intron donor

kivagddasi helyén (splice site). Ez a mutacid a +1-es pozicidban valtoztatja meg a donor intron
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kivagddasi helyet. Igen valoszinli, hogy ez a valtozas lehetetlenné teszi a normalis intron
kivagodast. A mutaciot korabban tobb esetben is leirtak 3189190 A csaladi anamnézist ebben az
esetben nem volt alkalmunk folvenni, ezért a rokonhazassagot sem kizarni, sem megerdsiteni

nem tudtuk.

Mindkét betegnél szintén azonositottuk a p.R924Q homozigdta aminosav cserét a 21-es
exonban. Ennek a mutacionak a szerepét tobb egészen friss vizsgalat is elemezte, ezért érdemes
egy kis kitérét tenni, hogy a magyar vizsgalattal napvilagra keriilt adatok jelentOségét

megérthesstik.

A p.R924Q mutdcio hatismechanizmusdanak felfedezése. A kitéré az 1-es tipusi VWB
genetikai hatteréhez vezet. Az elmult években hdrom nagy multicentrikus tanulmany is késziilt
az 1-es tipust VWB genetikai hatterének feltarasdra Eurdpaban, az Egyesiilt Kirdlysagban és
Kanadaban. Mindhdrom vizsgalt populdcidban ismétlédott a p.R924Q aminosavcsere, ezért
tobb munkacsoport is vizsgalni kezdte, hogy vajon mi mddon okozhat 1-es tipusi VWB-t ez a
mutécio. A p.R924Q-t eredetileg 2N tipusu mutacioként irtak le'!!*2 Azonban a rekombinéans
R924Q-VWF normal FVIII kotést mutatott, igy ebben a tipusban vald koroki szerepe nem
igazolodott,'? kovetkezésképpen benignus polimorfizmusnak tartottak. Amikor kideriilt, hogy
ez a mutacid ismétlédé moédon jelentkezik mindharom 1-es tipusi VWD populacioban, ismét
gores6 ala vették a bioszintézisre valo hatasat,''?% am kideriilt, hogy a p.R924Q sem a VWF
ismeretlen mechanizmussal az alacsonyabb VWF szint markereként viselkedik.!!** Ezek az
elemzések azt is feltartak, hogy a p.R924Q eltérést hordozé betegek VWF haplotipusa nagyban
megegyezik, ami kozos eredetre utal. Egyes kutatok kelet-eurdpai eredetet tételeznek fel.?°
Mindkét homozigdta p.R924Q betegiink VWF haplotipusa pontosan egyezik mind az europai,?’
mind a kanadai'! betegek k6zolt haplotipusaval (11. tablazat). A tablazatban kiemelt ¢.7239
pozicioban talalhaté T/C polimorfizmus az egyetlen, ahol a p.R924Q betegek heterogenitasat
észlelték. A mi két homozigota betegiink a Kanadaban ritkabb C varidns volt. Tudtommal a mi
adataink megjelenése elétt a ¢.3379+1G>A intron kivagddasi helyet érintd (splice site)
mutacidval valo tarsulas nem volt ismert az irodalomban. Mindebbdl logikusan kovetkezik az
a felvetés, hogy a p.R924Q viladgszerte megfigyelt hatdsa a VWF szintre nem madsnak a
kovetkezménye, mint annak, hogy a p.R924Q aminosavcsere egészen egyszerlien a
c.3379+1G>A intron kivagodasi helyet érintd (splice site) mutacié markereként szolgal, €és a

hatasért a mutacid a felelds. Ezt a hipotézist az eurdpai €s kanadai hatalmas beteganyagon
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konnyen lehet majd ellendrizni (eldzetes szobeli informaciok megerdsitették feltevésiinket). A
15-0s és 16-0s beteg esete sz&p példaja annak, hogy egy megfigyelés hogyan fejthet meg
tudomanyos rejtélyeket, €s egyben alatamaszthatja a p.R924Q kelet-eurdpai eredetét is, hiszen
ezt az eltérést sem Nyugat-Europaban, sem Kanadaban nem figyelték még meg homozigdta

formaban.

E kitérd utan beszélniink kell masik két betegben észlelt 1) feltételezett intron kivagodasi helyet

érintd (splice site) mutaciorol a 15-6s intronban (c.1730-10C>A). A 22-es beteg homozigota

11. TABLAZAT. A két p.R924Q polimorfizmusii beteg haplotipusinak ésszehasonlitisa az irodalmi adatokkal

Nucl. no. | Allél| Frekvencia| Ex/Int| Aminosav | 15% | 16* | Berber'! | Hickson®’’ g{;‘g‘g
c.954 T/A |0.96/0.04 Ex.8 N/K 318 T/T T/T T (n=15/15) N/A T (43/44)

c. 1411 G/A |0.45/0.55 Ex.12 V/1471 G/G G/G | G (n=15/15) G (8/8) G (41/42)
c. 1451 A/G |0.43/0.57 Ex.13 H/R 484 G/G G/G | G(n=15/15 N/A A (23/44)
c.2365 | A/G |0.67/0.33 | Ex18 |T/A789 | A/A | A/A | A (n=15/15) A (7/7) A (43/50)
c.2771 | G/A |0.97/0.03 | Ex21 |R/Q924 |A/A | A/A |A(n=15/15) A (8/8) G (46/50)
c. 4141 A/G |0.50/0.50 Ex.28 T/A 1381 | G/G G/G N/A G (7/7) A (24/48)
c. 4641 T/C ]0.42/0.58 Ex.28 T 1547 c/C C/C |C(n=15/15) N/A T(24/48) C
c.5843-8 | C/G |0.97/0.03 Int.34 G/G G/G N/A G (7/7) C(38/42)
c. 5844 C/T |0.50/0.50 Ex.35 C 1948 c/C c/C N/A C(7/7) C(24/42) T
c. 6532 G/T [0.99/0.01 Ex.37 A/S2148 | T/T T/T N/A N/A G (38/42) T
c. 7239 T/C |0.09/0.91 Ex.42 T 2413 c/C C/C |T(n=12)C N/A T(3/42)C
c.7771-13| C/T |0.97/0.03 Int.46 T/T T/T N/A N/A C(14/20)T
c.8116-20| A/C |0.77/0.23 Int.49 A/A A/A N/A A (8/8) C(4/44) A
c. 8155+50| C/T |0,87/0,13 Int.50 c/C c/C N/A C(8/8) T (9/44)C

* A 15-0s és 16-0s betegnél is homozigodta 3379+1 G>A intron kivagodasi helyet érintd mutaciot talaltunk.

1 Hickson és mtsai kdzleményében a szamok csalddokra vonatkoznak, némelyik csaladban tobb beteg is volt.
Az allél frekvencia adatok a sheffieldi adatbazisbol szarmaznak (http://www.vwf.group.shef.ac.uk). N/A: nem
analizalt. A magyar 3-as tipusu betegcsoportban a szamok allél frekvenciara vonatkoznak. Nem minden betegnél
tortént meg minden polimorfizmus analizise, ezért valtozik a nevezd (max. 48).

volt erre a mutdcidéra, mig a 23-as beteg kettds heterozigdta (a 34-es exon p.Q1931X
kivagddasi helytdl és harom online elérhetd intron kivagodasi helyet (splice site) analizalo
program koziil kettd is azt jelezte, hogy helyes kivagddas a mutacid mellett nem jon létre, mivel
egy Uj akceptor kivagodasi hely keletkezik, és ennek kovetkeztében kereteltolodas alakul ki
(www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/, www.fruitfly.org/seqtools/splice.html, illetve lasd a
GENESCAN honlapot — http://genes.mit.edu/GENSCAN.html, 2010. decemberi online eredmény).

Bér messenger RNS vizsgéalatot nem végeztiink, a két beteg hasonlo fenotipusa és az azonos

haplotipus alatdmasztotta a mutacid patogenetikai szerepét, hozzatéve, hogy egyik betegnél
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sem talaltunk semmi mds olyan mutaciét, ami a 3-as tipusti VWB fenotipusat
megmagyarazhatta volna. E két betegben a VWF:Ag szint 3%, illetve 4% volt. A multimer
gélen nyomokban lehetett detektalni kis molekulasulyt VWF-et (13.A és B abra). Ennek az
lehet a magyardzata, hogy az intron kivagodasnak nem 100%-0s megszakitasa lehetové teszi a
két betegben talalhatd minimalis mennyiségli VWF fehérje szintézisét, de nagyobb méretii
multimerek mar nem tudnak képzdédni. A 22-es és 23-as betegben talalhatdé minimalis
mennyiségli diszfunkciondlis fehérje jelenléte ellenére e betegeket 3-as tipusu VWB-be
soroltuk, a recessziv Orokloddésmenet és az igen-igen alacsony VWF szint miatt. Hasonld
gondolatmenetet kovetve soroltuk a 3-as tipusba a 24-es beteget is, akinél nem talaltunk

egyértelmii genetikai magyarazatot a 3-as tipusu VWB fenotipusara (lasd alébb).
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13. ABRA. A 3-as tipusu VWB-ben idonként nyomokban fellelheté VWF multimer mintdzata.
Ot aminosavcserét eredményezé (misszensz) + null alléllal kettés heterozigota mutacioval rendelkezd beteg (19-
21. és 24-25.), valamint két intron kivagddasi helyet érintd (splice site) mutacios beteg (22. és 23.) multimer
analizise. A 19. és 20. beteg a betegek tobbségéhez hasonloan annak példaja, amikor VWF nyomokban sem
mutathat6 ki. A panel: A gél szokasos expozicidja (1.-25. beteg. B panel: Ugyanannak a gélnek talexponalasa
soran a nyomokban fellelheté VWF is lathatova valik. C panel: A 23. beteg tilexponalt multimer analizise. Ezt a
beteget nem tudtuk az A/B panelen lathatd gélen futtatni, mert mar évek ota allando szubsztiticion van. Egy
évekkel korabbi analizist mutat a C panel. NP: normal plazma.
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Aminosavcserét eredményezd (misszensz) mutdciok jellemzése

Négy uj aminosavcserét eredményezd (misszensz) mutaciot talaltunk, mind a négyet kettds
heterozigdta formdban, valamely korai stop kodonnal jaré (nonszensz) mutacidval egyflitt.
Erdekes modon valamennyi aminosavcsere a propeptid teriiletén talalhato, koziiliik harom
cisztein elvesztéséhez vezetett: p.C35R, p.C295S és p.C623T a 3-as, 8-as, illetve 15-0s
exonokban. A negyedik, a p.R81G a 4-es exonban hozott 1étre Arg/Gly cserét. A négy beteg
koziil haromnak nyilvanvaléan 3-as tipusi VWB-e volt 1% alatti VWF:Ag, és VWF:CB
szintekkel, mig a 25-0s beteget, aki a p.C295R mutéciot hordozta, utdlag 2A (IIC varidns) VWB
tipusba kellett sorolnunk (részletesebben lasd alabb).

A pontmutéciot hordozo betegek koziil LMWM nyomokban kimutathat6 volt a 21-es, 24-es és
25-6s beteg multimer géljein (13. abra); ezek a betegek a p.C623T, H596N ¢és a p.C295S
pontmutéaciokat hordoztak. A 19-es és 20-as beteg multimer géljén (R81G ¢s C35R) VWF
fehérjét nyomokban sem talaltunk. Az intron kivagddasi helyet érintd (splice site) mutacios 22-
es és 23-as beteget fent mar targyaltuk. A 13. abran jol megfigyelhetd, hogy a nyomokban
jelen 1évé VWF a legtobb betegnél csak LMWM formaban van jelen, melyekrdl tudjuk, hogy
a hemosztazisban nem aktivak, igy nem csoda, hogy ezek a betegek sulyosan vérzékenyek.
Kivételnek latszik a 24-es beteg, akinél nagyobb molekulatomegili multimerek is jelen vannak.

Onala csak egy mutaciot talaltunk; esetét a kovetkezd fejezetben targyaljuk.

Kiilon targyalast érdemel a p.C623T mutaciot hordozo 21-es beteg esete is. A p.C623
lokaliz4ciojaban kordbban francia szerzOk leirtak egy madsik aminosavcserét. Goucher és
munkatarsai egy 2A tipust (IIC varians, recessziv 6roklddésmenettel) VWB betegrol szamoltak
be, akinek VWF:Ag szintje 11% volt, VWF:RCo aktivitidsa pedig <1%. A beteg homozigbta
volt a p.C623W (nukleotidcsere ¢.1869C>G) mutaciora.!”> A multimer elemzés dontden
dimerek jelenlétét mutatta néhany nagyobb molekulasilyti multimer jelenléte mellett, a
szatellita savok teljes hidnydban. A 21-es betegnél a p.C623T aminosavcsere kettds
heterozigdta formaban volt jelen egy null alléllal nyilvanvalé 3-as tipusi VWB fenotipust
okozva; a beteg VWF:Ag szintje 1% volt, egészen elenyész6 LMWM jelenléte mellett a
multimer gélen (13. abra). Azt kell feltételezniink, hogy a 623-as pozicié ciszteinjének
elvesztése nemcsak hogy gatolja a propeptid funkcigjat, hanem az egész VWF alegység
altalanos feltekeredés hibajahoz (folding) is vezet. A fenti adatokbdl arra kovetkeztethetiink,
hogy e hajtogatasi hiba mértéke fligg a cisztein helyére keriilé6 aminosavtol: kevésbé sulyos

triptofan esetén, viszont Iényegében teljes a treoninra vald csere mellett. Talan arr6l van szo,
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hogy a cisztein polaris aminosavra valo cseréje a fehérje hajtogatasara nagyobb hatéssal van,

mint egy non-poldris aminosavra valo csere.

A 25-6s beteg esetét is kiilon kell kommentalnunk. Ot, bar VWF:Ag szintje hatareset (VWF:Ag:
6%; VWF:CB: 1%) volt, azért vettiik be a vizsgalatba, mert recessziv 6roklédésmenetet mutatod
sulyos VWB-e volt, és kordbban 3-as tipusba soroltdk egy olyan centrumban, ahol részletes
elemzés nem allt rendelkezésre. Ennél a betegnél p.C295S propeptid aminosavcserét
eredményez6 (misszensz) mutaciot talaltunk kettds heterozigdta formaban a c.2435delC null
alléllal. Az 5% feletti VWF:Ag koncentracidra és a multimer mintézatra valo tekintettel utolag
helyesebb a beteget a 2A tipus IIC varidnsai k6zé sorolni. Az eddig leirt IIC varidnst okozo
mutaciok mind a propeptid D1-D2 doménjének teriiletén talalhatok, és azt feltételezziik, hogy
akadalyozzak a propeptid diszulfid izomerdz funkcidjat, mely a multimerizacid
nélkiilozhetetlen kelléke a Golgiban. A szintén a D1 domén ciszteinjét érinté p.C295S az elsd
olyan mutéci6, mely a 8-as exonban talalhato. Az eddigi mutacidkat a 11, 12, 14 és 15-0s
exonokban irtak le.!**19 A TIC varians recessziv fenotipus, és a 25-6s beteg esete jol példazza
azt, amit mar a 21-es betegnél is lathattunk: né¢ha a IIC varianst csak kevés valasztja el a 3-as
tipustol. Mindez alahtizza azokat a nehézségeket, amelyekkel a gyakorl6 orvosnak szembe kell

néznie a sulyos VWB diagnézisa és pontos osztalyzésa soran.

A 3-as tipusi VWB genetikai alapja nem azonosithato

tipusu VWB fenotipust egyértelmiien magyarazta volna. Egyetlen heterozigota baziscserét
talaltunk a 15-6s exonban, mely a p.H596N aminosavcseréhez vezetett. Ennek az eltérésnek a
hatésa bizonytalan; ebben a pozicioban eddig nem irtak le sem mutaciot, sem polimorfizmust.
(Megjegyezziik, hogy mas lokalizdcioban a hisztidinrdl aszparaginra vagy glutaminra térténd
aminosavcsere korokozo mutéaciok 1étrejottéhez vezetett; ilyen mutaciokat 2B €és 2N tipusu
VWB okaként is talalunk az adatbazisban — www.vwf.goup.shef.ac.uk, 2010. novemberi adat).
A teljes gén szekvendldsa soran szamos SNP-t talaltunk, melyek valtakozva homozigota vagy
heterozigdta forméaban voltak jelen, amely jelenséget Osszevetve azzal a ténnyel, hogy a
géndozis analizis sordn normal értékeket kaptunk a 3-as exonra, arra a kovetkeztetésre
juthatunk, hogy egy néma nagy delécié a VWF génben igen valdszintitlen. Mindazonaltal egy
heterozigdta kisméretli deléciot, mely null allél kialakulasahoz vezethet, nem tudtunk teljes
biztonsaggal kizarni. Technikai problémak is vezethetnek ahhoz, hogy ne talaljunk mutaciot.

Ennek minimalizalasara két kiilonboz6 primer part alkalmaztunk minden egyes PCR termék
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létrehozasahoz. Ezaltal annak az esélye, hogy egy SNP éppen a primer helyére esik, és
hogy valamely muticio a VWF génen kiviil tudna stlyos 3-as tipust betegséget okozni.
Sajnalatos modon ennek a betegnek a csalddja nem volt elérhetd, igy /inkage-analizist nem
tudtunk végezni annak igazoldsara, hogy a fenotipus a VWF génhez kototten 6roklodik-e vagy
sem. A betegnek a VWF antigén szintje 5% volt, és ennek megfelelden a multimer gélen
nyomokban ki lehetett mutatni VWF fehérjét (13. abra). A nyomokban taldlhaté multimerek
mintdzata a 24-es beteg esetében eltér a tobbi beteg nyomokban talalt multimer mintézatatol
(13. abra), amennyiben a nagy molekulatomegii multimerek is képviselve vannak. Elvben ez
alatamaszthatja azt a hipotézist, hogy egy a VWF génen kiviili erés negativ hatdssal allnank

szemben, mely kizarélag a fehérje termelésére hat, struktirajat egyaltalan nem befolyasolja.

Osszefoglalva: vizsgalataink soran lényegében a teljes 3-as tipusu magyar von Willebrand
beteg populdcio genetikai hatterét feltartuk. A magyar beteganyag is rendkiviil heterogénnek
bizonyult genetikai szempontbol, de érdekes modon a magyar populécidban jelen volt egy
addig még soha nem észlelt, &m hazankban gyakorinak bizonyult nagy részleges delécio. A
DelExonl-3 és a c.2435delC a 3-as tipusu betegek alléljeinek 37,5%-4ért felelds, ami akar

genetikai tesztelést is lehetdvé tesz ebben a betegcsoportban. Ezen kiviil a fentiekben szamos

crer

A ,magyar 3-as tipusu mutdcid” 1étrejottének hatterét kutatva kimutattuk, hogy azt alapito
hatasként egy Alu rekombinacios esemény okozta, mely minden bizonnyal tobb szaz évvel

ezeldttnél régebben tortént a magyar populacioban.

Eredményeink megdontotték azt a kordbban dogmaként elfogadott allaspontot, hogy a nagy
részleges deléciok egyontetiien hordozzak az inhibitorképzddés veszElyét, hiszen anyagunk az
eddig egy kohorszba tartoz6 legnagyobb szdmt homozigéta részleges deléciot hordozo
beteganyag, és egyetlen betegnél sem jelentkezett inhibitor. Ezeket az adatokat megerdsitettiik

a 3SWINTERS-IPS vizsgalatban is.

Végiil adataink a 3-as tipust VWB patomechanizmusén tGlmutatva az 1-es tipusu VWB
megértését is segitik. Két homozigdta intron kivagodasi helyet érintd (splice site) mutaciot
hordoz6 betegiink elemzése ravilagitott ugyanis, hogy a mostanaban sok figyelmet kapott
p-R924Q ennek az intron kivagodasi helyet érintd (splice site) mutacionak a markereként

fligghet 6ssze az alacsonyabb VWEF szinttel.
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Egy izgalmas nyomozas: a VWF dimer diszulfid szerkezetének
felgongyolitéses?

Szerkezeti megfontoldsok: kiinduldsi pontként a CK fehérjecsaldddal valo hasonlésdg
szolgdlt

A normal hemosztatikus miikodéshez a VWF fehérjének elészor dimerizalodnia, majd ezt
kovetéen multimerizadlodnia kell. Ezért értheté a von Willebrand faktor aminosav
szekvenciajanak az a kiilonlegessége, hogy az N-terminalis és a C-terminalis régioban egyarant
halmozottan fordulnak el6 ciszteinek. A cisztein a leggyakrabban el6fordulé aminosav a VWF
fehérjében, melynek mintegy 8,36%-at teszi ki.'’® A vizsgalatok szerint valamennyi cisztein
diszulfid k6tésbe vonva alkotja a fehérjét,*® amelyek egy része az alegységek kozott, mas résziik
az alegységen beliil képez hidat. Az endoplazmads retikulumba valé keriilést kovetden a pro-
VWF alegységek a C-termindlis régidoban kialakitott diszulfid hidak révén dimerizalodnak.
Ezek a ,, tail-to-tail ” dimerek azutan a Golgiba keriilnek, ahol tovabbi ,, head-to-head” diszulfid
hidak képzédnek az N-terminalis régiok kozott. Igy akar 20 millio daltont is meghaladd
multimerek keletkeznek. E nagyméretli multimerek kialakuldsa kritikus 1épése a szintézisnek,
mert csak ezek a nagyméretli multimerek képesek hatékonyan szolgalni a vérlemezke-

adhéziot.”

Munkénkat megel6zden a dimerizacio pontos helye és a C-terminalis diszulfid hid struktara
ismeretlen volt. Rendelkeztiink részleges informaciokkal,***” melyek szerint a VWF C-
termindlis proteolitikus téredéke dimer szerkezetii,*® és az is ismert volt, hogy az utolsé 151
aminosav dimer formajaban szintetizalodik egy COS sejtes rendszerben.*’ Kovetkezésképpen
az utolsd 151 aminosav kozott szerepld 15 cisztein kozott kellett keresniink azt (azokat), mely
(melyek) a dimerizacio diszulfid hidjat (hidjait) alkotja (alkotjak). Az utols6é 87 aminosav (a
jelenleg elfogadott nomenklatira szerinti szamozassal a 2724-2811 szamuak) a cisztin csomd
fehérjecsaladdal valé homologia alapjan cisztin csomot képez (melyet az angol ,, cystine knot”
elnevezésbdl CK-val roviditiink). A CK fehérjecsalad tobb tagja is dimer szerkezetii, bar a

dimerizacié modja nem teljesen egységes.!”’

A VWF CK doménje 11 ciszteint tartalmaz, és nagyon sok hasonldésagot mutat tobb
epitelidlis mucinnal és a norrinnal (Norrie Disease Protein), amelyek mind a C-terminalis CK
doménjeik segitségével képeznek oligomereket.>%3 E fehérjék vizsgalata azt sugallja, hogy
bizonyos ciszteineknek filogenetikusan konzervalt szerepe lehet a dimerizacié 1étrejottében.

Ezt a kovetkezd példak illusztraljak: a norrinban a VWF C2773-nak megfeleld C95 cisztein
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mutacioja (C95A) meggatolja a rekombinans norrin oligomerizacidjat.'”® A sertés
szubmaxillaris mucin (porcin submaxillary mucin, PSM) C13244 és C13246 ciszteinjeia VWF
C?771 ¢s C?"73 ciszteinjeinek felelnek meg. E ciszteinek kiilon-kiilon torténé mutacioja
(C13244A és C13246A) jelentésen csokkentette, bar teljes egészében nem fiiggesztette fel a
rekombinans PSM CK doménjének dimerizacidjat.'” Végil a kisérletes vizsgalatok
megtervezéséhez tovabbi értékes informaciot szolgaltattak azok a fentebb részletezett
kozlemények, melyek kideritették, hogy a von Willebrand kor 2A altipusdnak a dimerizécio

zavara altal okozott IID variansat a CK domén mutaciéi okozzak .71

A fenti adatok alapjan a VWF |, tail-to-tail” dimerizacigjat alkot6é diszulfid hidak
lokalizacioja a CK doménen beliil tobbféleképpen is elképzelhetd, és a valds szerkezetre
vonatkoz6 kisérletes adattal nem rendelkeztiink. Ezért olyan kisérletsorozatot terveztiink, amely
részleges redukcio és alkilalas, kémiai és enzimes emésztés, tomegspektrometria €s aminosav-

szekvenalas segitségével térképezi fel a VWF CK domén szerkezetét.

Ezt a kisérletsorozatot ugy kell elképzelni, mint egy kirakos jatékot: eldszor nagyobb
darabokra szedjiik szét (emésztés), majd ezeket a darabokat kisebb, kdzepes méretii részekre
bontjuk (részleges redukcid) ugy, hogy az Osszetartozo részeket megjeloljiik egy bizonyos
»szinnel” (alkildldas NEM-mel), majd még kisebb részekre szedjiik szét (teljes redukcio) és a
kapcsolodasi helyeket egy masik ,,szinnel” jeloljiik (alkilalas 4VP-vel). Az egészen apro
darabokat tomegspektrometria és szekvenalds révén azonositjuk. Az 6sszerakas igy a ,,szinek”

segitségével egyszerl logikai feladattd valik.

A munka sordn haszndlt rekombindns VWF CK domének jellemzése

Korabbi munkdkbol ismert volt, hogy a VWF C-terminalis 151 aminosava tartalmazza
azokat a ciszteineket, amelyek az endoplazmas retikulumban a dimer kotésért feleldsek.*47 Az
utols6 ~90 aminosav, amint arra mar fentebb is utaltunk, homoldg a mas fehérjékben eléforduld
CK doménekkel, amelyek gyakran szintén dimerizalodnak.!'”72% Szerkezetiik kozelebbi
megismerésének céljabol ezen analdgiak felhasznaladsaval olyan polipeptideket terveztiink,
amelyek a VWF CK doménjét tartalmaztdk (14. A abra). A VWFCK konstrukci6 a VWF
szignal peptidbdl és a propeptid négy aminosavabdl all (A prepro-VWF 1-26. aminosava),
melyet hat hisztidin kdvet egy enteropeptidaz hasitasi hellyel (NYKDDDDK), majd a VWF C-
termindlis 94 aminosava kovetkezik (2720-2813 aminosavak). A VWFCKM konstrukcio
hasonld, azzal az eltéréssel, hogy a 2747-es izoleucint (Ile) metioninra (Met) valtoztattuk célzott

mutacid segitségével, megkonnyitendd a CNBr hasitds révén torténd elemzést. Azért
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valasztottuk ezt az aminosavcserét, mert az e pozicioval homolog helyén szdmos epitelialis

200,201

mucin CK doménje metionint tartalmaz, igy varhato volt, hogy ez a csere nem lesz

gyokeres hatassal a fehérje globalis szerkezetére.

A VWFCK-t és VWFCKM-et baculovirus rendszerben expresszaltuk, majd affinitas
kromatografidval Ni-NTA agar6z oszlopon tisztitottuk RP-HPLC segitségével. A VWFCK
esetében a végso 1épésben egy nagy és egy kisebb csticsot kaptunk (14. B abra). A nagyobb
csticsot SDS-PAGE elektroforézissel elemeztiik, mely egyetlen 34 kDa savot mutatott (14. C
abra). Redukalé koriilmények kozott a sav 20 kDa-ig tolddott el, jelezve, hogy a VWFCK
diszulfid hiddal 6sszekotott homodimer. A VWFCKM esetében hasonld eredményre jutottunk
(itt nem mutatom), tehat konstrukcionk dimer szerkezete aldtdmasztja, hogy a VWF CK

doménjének C-terminalis szakasza (utols6 94 aminosav) dimerizéacios egységként miikodik.
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14. ABRA. A rekombindns VWF CK domain dimerek jellemzése. A: A szekretalt VWFCK és
VWFCKM proteinek aminosav sorrendje. A VWFCK a 2747-es pozicidban izoleucint, a VWFCKM pedig
metionint tartalmaz. A VWF propeptidjének N-termindlis része, a (His)s toldalék és az enteropeptidaz hasitasi
helye kisbetiivel van szedve. A ciszteinek be vannak keretezve, és poziciojukat szammal jeloltiik. Azt a hat ciszteint,
mely valamennyi CK doménben konzervalt pozicidoban van jelen, a szekvencia alatt zdrojelben 1-6-ig terjedd
szamokkal jeloltiik. Azt a ciszteint, mely a TGF- csalad dimer szerkezetli tagjaiban az alegységek kozotti diszulfid
hidat adja, csillag (*) jeloli. Betiivel (a-d) jeloltiik azt a négy ciszteint, mely a VWF-ben, a norrinban és az epitelidlis
mucinokban jellegzetes lokalizacioban talalhato. Az N-glikozilacio helyét is megjeldltiik (cho). B: HPLC tisztitas.
A VWFCK-t tartalmazo egyesitett Ni-NTA-agar6z frakciokat vizes fazisu 0,1% trifluorecetsavban vittiik fel C8
oszlopra, ahonnan acetonitril gradienssel eludltuk. A folyamatos vonal az eludtum 280 nm-en mért abszorbanciajat
jeloli. A szaggatott vonal az acetonitril %-os aranyat jelzi. C: A VWFCK SDS-PAGE analizise. A f6 HPLC
csticsbol szarmazo, a VWFCK-t tartalmazd mintdit SDS-PAGE gélelektroforézissel elemeztik 2,5% 2-
merkaptoetanollal torténd redukcio6 (R) mellett, vagy redukcio nélkiil (NVR). A gélt Coomassie kékkel festettiik. Az
els6 sav standard fehérjéket (S) tartalmaz, melyek molekulatdomege a bal oldalon van jeldlve.
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Meghataroztuk a tisztitott VWFCK ¢és VWFCKM N-termindlis aminosav szekvencidjat
(AEETHHHHHHNYKDDDDK), ami azt mutatta, hogy a szignal peptid lehasitasa a megfeleld
helyen tortént a vart Cys-Ala kotés bontasaval. A tomegspektrometrias eredményekbdl lathato,
hogy az ép dimer szerkezeti VWFCK molekulatomege 27713,2 Da (12. tablazat), a vart
25729,2 Da-nal szemben. Az 1984 Da-os kiilonbség az Asn** pozicioban létrejott
glikozilacionak kdszonhetd, mivel TFMS-el torténd deglikozildlas utan a VWFCK tomege
25929.,4 Da-ra csokkent, ami megfelelden kozel all a vart értékhez. Teljes redukcio és NEM-
mel torténd alkiladlas utan a VWFCK molekulatomege 15269,9 Da lett, ami 11,2 cisztein
alegységenkénti modositasat jelenti (1 Da/redukalt Cys + 125,1 Da NEM-mel torténd
alkilalasonként), ami jol illeszkedik az elméletileg vart 11 ciszteinhez. A VWFCKM elemzése
hasonl6d eredményeket hozott; a dimer szerkezetli VWFCKM tomege 27771,9 Da volt (12.
tablazat), mig a redukalt és alkilalt monomer 15294,8 Da lett.

Monomer VWF CK domének eldallitisa részleges redukcioval és alkililissal - az
alegységek kézotti diszulfid hidak szdma

A diszulfid kotések megfejtésének elsé 1€pése a részleges redukcid volt, amit a modszerekben
leirtak szerint TCEP-pel végeztiink. Ennek soran monomereket kaptunk (12. tablazat), tehat
biztosak lehettiink benne, hogy az alegységek kozti valamennyi hidat bontottuk. A TCEP pH
4,6 mellett aktiv, és ez az alacsony pH gatolja a diszulfid hidak Ujrarendez0dését, amely
egyébként a redukcio kozben eléfordulhatna.?22% A NEM pH 4,6 mellett jo1 hasznalhaté a
tiolok alkilalasara!®, és a TCEP és NEM egyiittes hasznalata 4,6-os pH mellett elkertilhetdvé
tette a fehérje lugos kozegbe vald keriilését, amely a diszulfid szerkezet megvaltozasanak
veszélyével jart volna. A NEM-alkilalds részben a létrejott részlegesen redukalt termék
stabilitdsat biztositotta, részben tomegspektrometria szdmara jol elkiilonithetden jeldlte meg a
redukalt ciszteineket. Ugyanis a NEM-alkilalas S-ethylsuccinimidocystein (ES-Cys) létrejottéhez
vezet (melyet a 13.-17. tablazatokban és a szovegben kék szinnel szinkoddoltam), szemben a
4VP-alkilalas S-pyridylethylcystein (PE-Cys, piros szinkod) végtermékével. Az egybetlis
aminosav sorokban a félreértések elkeriilése érdekében a C. (=ES-Cys) és C, (=PE-Cys) jelolést
alkalmaztam. A részleges redukcids kisérletek kiilonb6zé mértékben redukalt termékek
elegyéhez vezetnek, melyeket egyméstél RP-HPLC segitségével szeparaltunk (15. dbra) az
elemzés (12. tablazat) szamara. A VWFCK részlegesen redukalt termékelegyének RP-HPLC-
vel valo analizise harom f6 csucsot eredményezett tobb elhanyagolhato kisebb csucs mellett

(15. A abra).
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15. ABRA. A részlegesen redukdlt és NEM-mel modositott VWF CK domének HPLC
szepardldsa. A: A VWFCK mintét a ,,Modszerek” alatt részletezett modon részlegesen redukéaltuk TCEP-pel és

alkilaltuk NEM-mel. Az igy modositott proteint RP-HPLC-n, C4 oszlopon szeparaltuk 0,1% vizes fazisu
trifluorecetsavban, majd acetonitril gradiensben elualtuk. A folyamatos vonal az eluatum 215 nm-en mért
abszorbanciajat mutatja, mig a szaggatott vonal az acetonitril %-os aranyat jeloli. A kapott f6 csucsokat VWFCK-
1, VWFCK-2 és VWFCK-3- ként jeloltiik, melyek szamozasat az dbra mutatja. B: A VWFCKM azonos analizise.
A VWFCK-M1-VWFCK-M6 csucsok szamozasat itt is feltiintettiik.

Az egyes csucsokban a redukalt és alkilalt diszulfid hidak szamat tomegspektrometridval
allapitottuk meg (12. tablazat). A NEM-VWFCK-1 tomege hasonld volt az érintetlen
dimeréhez, ami azt igazolja, hogy a VWFCK valéban nem tartalmaz szabad ciszteineket
(kiilonben azok ES-Cys forméban lettek volna jelen). A NEM-VWFCK-3 tomege azt mutatta,
hogy ez a csucs olyan monomereket tartalmaz, melyekben mind a 11 ciszteint redukaltuk és
alkilaltuk. A NEM-VWFCK-2 tomege 391 Da eltérést mutatott a redukalatlan alegységhez
képest, ami harom cisztein NEM-mel torténd modifikdlasdnak felel meg. Hasonlo
kovetkeztetésre jutunk, ha a NEM-VWFCK-2 tomegét a teljesen redukalt és alkilalt, 11
modifikalt ciszteint tartalmaz6é VWFCK tomegéhez (15269,9 Da) hasonlitjuk. A kiilonbség
(1022,3) 8,1-del kevesebb cisztein alkildlasanak felel meg. Minthogy a NEM-VWFCK-2

monomer szerkezetli, mindez arra utal, hogy az alegységek kozotti diszulfid hidak szama

haromnal nem lehet nagyobb.

A VWFCKM Kkisérletei hasonl6 eredményre vezettek. A részlegesen redukalt és alkilalt termék
RP-HPLC-vel val6é szeparaldsa harom aprd és harom nagy csucsot adott (15. B abra). A
tomegspektrometrids elemzés (12. tablazat) azt mutatta, hogy a NEM-VWFCK-M1 tomege
(27771,9 Da) igen kozel allt a modositatlan VWFCKM tomegéhez (27786,3), vagyis szabad
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12. TABLAZAT. A VWFCK és VWFCKM termékek tomegspektrometrids vizsgdlata.

A Az alkilalt A monomerekben
Minta Meért mddositatlan cisgteinek fennmaradt
tomeg monomertol szama diszulfid hidak
valo eltérés  alegységenként szdma
m/z m/z

Moédositatlan
VWFCK dimer AL ©) ©)
NEM-VWFCK-1 27721,6 8,4 0
NEM-VWFCK-2 14247.,6 391 3,1 4
NEM-VWFCK-3 15259,1 1402,5 11,1 0
Moédositatlan
VIWECKM 27786,3 (0) (0)
NEM-VWFCK-M1 27771,9 -14,4 0
NEM-VWFCK-M2 28029,7 2434 1,0 5 (DIMER)
NEM-VWFCK-M3 14281,4 388,2 3,1 4
NEM-VWFCK-M4*  14794,6 901,4 7,1 2

15042,1 1148.,9 9,1 1
NEM-VWFCK-M5 14793,5 900,3 7,1 2
NEM-VWFCK-M6 152923 1399,1 11,1 0

A TCEP-pel torténd részleges redukcido és NEM-mel tortént alkilalds termékeit RP-HPLC segitségével
szeparaltuk (15. abra), és az egyes csucsokbol nyert frakciokat tomegspektrometria segitségével elemeztiik. A
redukcio+alkilalas kovetkeztében a tomeg novekménye 1 Da (redukcid) + 125,1 Da alkilalas NEM-mel),
Osszesen 126,1 Da. A modositatlan monomer tomegét a modositatlan dimer tomege felének vettiik, ami a VIWFCK
esetében 13856,6, a VWFCKM esetében 13893,2-nek adodott. Az alkilalt ciszteinek szama monomerenként vagy
dimerenként = (mért tomeg — modositatlan tomeg)/126,1.

* NEM-VWFCK-M4 frakcio két kiilonboz6é molekulat tartalmazott a jel6lt tomegekkel

m/z a tomegspektrometridban a tomeg/pozitiv toltés. Minthogy z=1, az m/z a mért vegyiilet tomege.

ciszteint nem tartalmazott. A NEM-VWFCK-M6 tomege (15292,3 Da) megfelelt a fiiggetlen
kisérletben preparalt teljesen redukalt és alkilalt VWFCKM tomegének (15294,8 Da), vagyis ez
az utolsd csucs tartalmazza a teljesen redukalt és alkilalt monomert. A monomer szerkezetii
NEM-VWFCK-M3 tomege (14281,4 Da) harom cisztein alkildldsanak felelt meg. A
fennmaradd cstcsok tomegeik alapjan szintén egész szamu redukalt és alkildlt ciszteineknek
tartalmaztak (12. tablazat). Igy tehat a VWFCK és VWFCKM konstrukciokkal azonos
eredményre jutottunk, mely szerint harom vagy annél kevesebb alegység kozotti diszulfid hid
tartja O0ssze a dimert. Ez logikusan azt jelenti, hogy a kétések szama vagy 1, vagy 3, hiszen az
intramolekularis kotésben 1évo ciszteinek bontasa természetszeriileg paros szdmu cisztein

redukcidjahoz vezet.
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A potencidlis alegységek kézotti diszulfid hidak elhelyezkedése
Az alegységek kozti diszulfid hidak azonositasdahoz a legalkalmasabbnak a legkevésbé

redukalt termék, a NEM-VWFCK-2 tovabbi vizsgélata latszott. Fennmaradé diszufid hidait is

A NEM-VWFCK-2 B  NEM-VWFCK-M3
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16. ABRA. A VWF CK domén monomerek részlegesen redukalt és alkilalt termékeinek CNBr
hasitdas utani HPLC szepardldsa. A: ANEM-VWFCK-2 frakciot teljesen redukaltuk és 4VP-vel alkilaltuk.
Somentesitést kovetden a mintat CNBr-dal hasitottuk, és RP-HPLC-n C18 oszlopon szeparaltuk 0,1% vizes
fazisu trifluorecetsavban, a ,,Mddszerek™ alatt leirtak szerint. A folyamatos vonal az eluatum 215 nm-en mért
abszorbancidjat mutatja. A szaggatott vonal az acetonitril %-os aranyat jelzi. A C1-C6 csticsokat aminosav
szekvenalassal elemeztiik tovabb (13. tablazat). B: A NEM-VWFCK-M3 azonos analizise. Az MC1-MC6
csticsok aminosav sorrendjét a 14. tablazatban mutatjuk.
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bontottuk teljes redukcio révén, majd az Gijonnan felszabadult ciszteineket 4VP-vel alkiléltuk.
Ezutan az alkilalt polipeptidet CNBr-dal hasitottuk, hogy aminosav-szekvenalds szamara
alkalmas méretli fragmenseket kapjunk (a CNBr a metioninek utdn hasit). A keletkezett
peptideket RP-HPLC-n valasztottuk szét (16. A abra). Az 1-5 csticsokbol szarmazo aminosav-
szekvenciat a 13. tablazat tartalmazza. A hatos cstcs nem tartalmazott aminosavakat. Mind a
négy varhato CNBr hasitasi terméket valoban megfigyelhettiik. A Cys?”! Cys?’7 és Cys?8!!
ciszteineket csak ES-Cys-ként, tehat az elsé részleges redukciot koveté NEM-alkildlas
termékeként detektaltuk. Mivel ez a termék monomer volt, e harom cisztein koziil egy vagy
mindhdrom felelds a dimer képzddésért. Ezzel szemben a Cys?’?*, Cys?’74, Cys?788, Cys?804 &g
Cys®% ciszteineket kizarolag PE-Cys-ként, vagyis a masodik bontas utani 4VP alkilalas
termékeként azonositottuk. A fennmaraddé harom cisztein, a Cys?”??, Cys?? és Cys?’>4,
legalabb 33 aminosavnyi tavolsdgban van az illetdé peptid N-terminusatol; ezeket nem

szekvenaltuk.
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13. TABLAZAT. A NEM-VWFCK-2 CNBr hasitassal és 4VP alkildlassal létrehozott termékeinek
aminosay szekvencidi.

Minta Aminosav sorrend ES_C” PE-,C 3
pozicio pozicio
Cl1 E293_(,-K-()-S-P-R-K-(-S-K?813 2811 2804, 2806
2 [Q¥™®]-V-A-L-H-G,-T?"% 2788
C3 A-E-E-T-H-H-H-H-H-H-N-Y-K
Q¥_V-A-L-H-C)-T-[N]-G-S-V-V-Y?'% 2788

Y2760 1-D-I-N-D-V-Q-D-Q7

C4 A-E-E-T-H-H-H-H-H-H-N-Y
Q¥"8.V-A-L-H-C-T-[N]-G-S-V-V-Y-H-E-V-L-N-A2%! 2788
Y2760_S_I_D_I_N_D_V_Q2768

C5 Y2760_S-I-D-I-N-D-V-Q-D-Q-C-S-C.-Cp-S-P-T-R-T-E-P?78! g;z ; 2774

A-E-E-T-H-H-H-H-H-H-N-Y-K*-D-D-D-D-K-E*"?’-E-P-[E]-C,*7** 2724
A NEM-VWFCK monomert CNBr-dal hasitottuk, majd RP-HPLC-n szeparaltuk (16 A abra), majd meghataroztuk
a csucsoknak megfeleld frakciok aminosav sorrendjét. Ce jeldli az S-ethylsuccinimidocysteinek (ES-Cys), €s Cp az

S-pyridylethylcysteinek (PE-Cys) helyét. A zarojelbe [..] tett gyokoket nem azonositottuk; ezek helyét a VWF ismert
szekvenciaja alapjan ismerjiik. A kitevoben feltiintetett szamok a VWF-ben 1év6 poziciot jelolik.

A NEM-VWFCK-M3 termékkel végzett hasonl6 kisérletek (14. tablazat) megerdsitették, hogy

a Cys?"’1, Cys?’ és Cys®!! ciszteinek csak ES-Cys-ként, mig a Cys?’?*, Cys?’74, Cys?788,

2804 2806

Cys?804 és Cys?8% ciszteinek csak PE-Cys formajaban vannak jelen. Ezen talmendleg a Cys?’>°

és Cys?>* pozicidkban is kizarolag PE-Cys volt kimutathato (14. tablazat). Az a tény, hogy
ES-Cys-t kizarolag a fenti harom pozicioban taldltunk, egyértelmiien bizonyitja, hogy a
dimerizaciot e harom cisztein (Cys?’"!, Cys?’"3 és Cys?8!!) koziil hozza létre egy vagy harom,

mig az Osszes tObbi cisztein alegységen beliili kotésben van.

14. TABLAZAT. A NEM-VWFCK-M3 CNBr hasitassal és 4VP alkildlassal létrehozott
termékeinek aminosav szekvencidi.

Minta Aminosay sorrend s C)s PE-,C y s
pozicio  pozicio

2811 2804

E2893_(Cp-K-Cp-S-P-R-K-(,-S-K2813 ’

MCl1 p-K-Cp-S S 2806
2750

2718 N7 " _O) -G K (. _A_Q_K_A2758 >
HY%.Y-C,-Q-G-K-Cp-A-S-K-A 2754

MC3  A-E-E-T-H-H-H-H-H-H-N-Y-K-K-D-D-D-D-K-E?’_E-P-[E]-C,-N-D?"26 2724
Q¥8_V-A-L-H-C)-T-[N]-G-S-V-V-Y-H-E-V-L-N-A2! 2788
Y?2760_8[-D-I-N-D-V-Q-D-Q-C,-S-C.-C,-S-P-T-R-T-E-P2"8! 2771, 2774

2773
A NEM-VWFCK-M3 monomert CNBr-dal hasitottuk, majd RP-HPLC-n szeparaltuk (16 B abra), majd
meghataroztuk a csiicsoknak megfelelé frakciok aminosav sorrendjét. A jelolések a 13. tablazatban leirtakkal

megegyezok. Az MC2 cstics az MC1-gyel azonos szekvenciakat szolgaltatott, mig az MC4, MCS5 és MC6 cstuicsok
szekvenciai az MC3-mal egyeztek meg.
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A Cys?’® alkilalojat ebben a kisérletsorozatban nem sikeriilt megallapitani, mivel tGl messze
volt a CNBr hasitasi peptid N-terminusatdl ahhoz, hogy a szekvenalas soran észlelni lehessen.
Ezért ennek az aminosavnak a diszulfid szerkezetben vald részvételét a redukdlatlan VWFCK

és VWFCKM alegységen beliili diszulfid hidjainak elemzésével allapitottuk meg.

A Cys2739-Cys2788 alegységen beliili ,,a-c” diszulfid kiotés

Ehhez a redukalatlan dimer szerkezeti VWFCK és VWFCKM konstrukcidok egymast kovetd
CNBr-dal majd lizil endopeptidazzal torténd emésztéséhez folyamodtunk (a CNBr metionin
utan, a lizil endopeptidaz a lizin utan hasit). A keletkezett termékeket RP-HPLC-n vélasztottuk
el, és — i1smét csak redukalas nélkiill — szekvenaltuk. A VWFCKM hasitasi termékeinek

analizisét a 17. abra mutatja.
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17. ABRA. A VWFCKM CNBr és lizil endopeptidaz hasitds utani termékeinek RP-HPLC
szepardlasa. A VWFCKM-et (200 pg) CNBr-dal emésztettiik, majd liofilizdltuk. Ezt a mintat lizil
endopeptidase-zal emésztettiik 0,1 M Tris-HCI (pH 7,9) és 4 M urea jelenlétében. A mintat RP-HPLC-n (C18
monomer oszlopon, 4,6 x 250 mm, Vydac) szeparaltuk 0,1% vizes fazisu trifluorecetsavban, majd acetonitril
gradiensben elualtuk. A folyamatos vonal az eluatum 215 nm-en mért abszorbancidjat mutatja, mig a szaggatott

vonal az acetonitril %-os aranyat jeloli. A CL1 és CL2 csucsokat szekvenalassal elemeztiik tovabb (1. a szovegben
¢s a 15. tablazatban).

O ol
o

A CL1-es csucs két szekvencidja a kovetkezd volt: AEETHHHHHHNYK és SEVEVD, melyek
az N-terminalis (His)s toldaléknak és a VWF 2741-2746 aminosav sorrendjének felelnek meg.
A CL2-es csucs két peptid aminosav sorrendjét szolgalta (15. tablazat), melyek a varakozasnak
megfelelden a lizin és metionin utdni hasitas termékeinek feleltek meg (14. A abra). Az Asn?’°
glikozilalt,* ezért ebben a rendszerben nem detektaltuk. A Cys?’* tekintetében a CL2 frakcid
hozta meg a megoldast, mivel két peptidje csak két ciszteint tartalmaz, és egyiket sem észleltiik,
amibdl egyértelmiien kovetkezik, hogy a Cys?’* és Cys?’88 kozott diszulfidkotés van. Mivel,

amint feljebb megallapitottuk, a Cys?’®® nem volt alkildlva NEM-mel a NEM-VWFCK-M3
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15. TABLAZAT. A Cys?’>*-Cys?’% diszulfid kiotés azonositisa

Ciklus Aminosay Aminosay
pmol pmol

1 V (435,5) Q (95.,9)
2 G (283,1) V (190,3)
3 S (109,2) A (131,1)
4 [C2739] L (124,2)
5 K (257,9)\H (58,6)
6 [C2788]
7 T (67,5)
8 [N] = [cho]
9 G (53,6)
10 S (25,4)
11 V (57,9)
12 V (85,4)
13 Y (70,5)
14 H (35,4)
15 E (26,0)
16 V (50,6)
17 L (41,4)
18 N (15,9)
19 A (6,9)

A CL2 cstes (17. abra) aminosav sorrendjét redukcio nélkiil hatdroztuk meg. A jelolések a 13. tablazat
leirasat kovetik.
monomerben (13. tablazat), ez a kotés csak alegységen beliili diszulfid hid lehet. A VWFCK
dimer emésztésével azonos eredményre jutottunk (itt nem kozolt adatok). A Cys?’* és Cys?’88

kotés a homoldgia alapjén jelolt ,,a-c” kotésnek felel meg (14. abra).

A Cys2724-Cys2774 alegységen beliili,, 1-4” diszulfidkotés

Tehat a puzzle 6sszerakasaval ott tartunk, hogy sikeriilt azonositani harom ciszteint (Cys?’’!

b

2773

Cys?’ és Cys®!), melyek tartalmazzak az Osszes alegységek kozotti diszulfid hidat, és

megfejtettiik az egyik (,,a-c”’) alegységen beliili kotést. A szerkezet tovabbi megfejtéséhez ismét
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18. ABRA. A NEM-VWFCK-M3 CNBr és termolizin hasitds utdni termékeinek RP-HPLC
szepardldsa. A NEM-VWFCK-M3 frakciot (15. B abra) CNBr-dal emésztettiik, majd liofilizaltuk. Ezt a mintat
termolizinnel emésztettiik 0,1 M Tris-HCI (pH 7,0) 1mM CaClz és 1 M guanidin HCI jelenlétében. A mintat RP-
HPLC-n (C18 monomer oszlopon, 2,1x150 mm, Vydac) szeparaltuk 0,1% vizes fazisu trifluorecetsavban, majd
acetonitril gradiensben elualtuk. A folyamatos vonal az eludtum 215 nm-en mért abszorbanciajat mutatja, mig a
szaggatott vonal az acetonitril %-os aranyat jeldli. Feltiintettiik a csucsok (MCT1-MCT4) jelolését.

o
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a részlegesen redukdlt NEM-VWFCK-M3 monomer kisebb darabokra bontasanak
modszeréhez folyamodtunk. A NEM-VWFCK-M3 monomert egymast kovetéen CNBr, majd
termolizin emésztésnek tettiik ki, majd a termékeket RP-HPLC-n szeparaltuk (18. abra).

A kapott frakciok koziil leginformativabbnak az MCT4-es frakcid bizonyult, mely két
aminosav sorrendet adott (16. tablazat). Ezek egyiittesen négy ciszteint tartalmaztak. Az egyik
peptid a VQDQC.SC.[C]SPTRTE (2767-2780) volt (C. az eldz6ekben részletezettek szerint az
ES-Cys-nek felel meg, mig a zardjelben 1évo cisztein nem keriilt detektalasra). A masik peptid
a YKDDDDKEEPE[C]ND (az endopeptidaz hasitasi hely és a VWF?729-2726 aminosavak). A
Cys?’"! és Cys?’"3 alkilalva voltak, igy nem vehetnek részt a tébbi ciszteinnel alkotott diszulfid
kotésben. Az MCT4 frakcid tomegspektrometrids vizsgalata egyetlen peptid jelenlétét mutatta,
melynek tomege 3496,96 Da volt, mely megfelel a szoéban forgd dimer szerkezetli peptid
elméleti 3519,43 Da tomegének. Ennélfogva ezek az adatok azt bizonyitjak, hogy az alegységen
beliili diszulfidk6tésnek a Cys?’>* és Cys?’74kozott kell fennallnia (16. tiablazat). Ez ismét

megfelel a homolodgia alapjan vart ,,1-4” kotésnek.

16. TABLAZAT. A Cys*’**-Cys*’* (,,1-4”) diszulfid kotés azonositisa

Aminosay Aminosay

pmol pmol

1 V (15,8) Y (8.3)
2 Q (10,2) K (5.9)
3 D (11,8) D (11,8)
4 Q(8,21) D (8,5)
5 cAm D (7.3)
6 S (2,4) D (7,2)
7 cAm K (3,3)
8 [C2774] E(2,7)
9 S (2,3) E (4,4)
10 P (2,6) P (2,6)
11 T (1,4) E (3.3)
12 R (1,6) [C2724]
13 T (1,7) N (1,0)
14 E (2,0) D (1,4)

A NEM-VWFCK-M3 frakcid6 CNBr és termolizine emésztésébdl szdrmazdo MCT4 frakcio (18. abra)
aminosav sorrendje. A jelolések a 6. tablazat leirasat kovetik. Az ES-Cys detektaldsa nem volt kvantitativ.

A Cys2750-Cys2804, és a Cys2754-Cys2806 alegységen belili ,2-5" és ,3-6"
diszulfidkdtések

A maradék két diszulfid kotést is azonos stratégiaval, a differencidlt alkilalas segitségével
azonositottuk. Most a VWFCKM részlegesen redukalt ¢és NEM-alkilalt frakcioi koziil az M4-
es bizonyult informativnak (15. B abra). Az M4 frakci6 kétféle molekulat tartalmazott, 15042,1
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19. ABRA. A NEM-VWFCK-M4 CNBr hasitds utani termékeinek RP-HPLC szepardldsa. A
NEM-VWFCK-M4 frakciot (15. B abra) CNBr-dal emésztettiik, majd teljesen redukaltuk DTT-vel és 4VP-vel
alkilaltuk. A mintat RP-HPLC-n (C18 oszlopon, 2,1x150 mm, Vydac) szeparaltuk 0,1% vizes fazisu
trifluorecetsavban, majd acetonitril gradiensben elualtuk. A folyamatos vonal az eludtum 215 nm-en mért
abszorbanciajat mutatja, mig a szaggatott vonal az acetonitril %-os aranyat jeldli. Feltiintettiik a csucsok (CV1-
CV3) jelolését, melyeket szekvenalassal és tomegspektrometriaval elemeztiink tovabb.

¢és 14794,6 Da molekulatomeggel (12. tablazat kiemelt rész), ami egy, illetve két bontatlan

diszulfid kotés jelenlétére utal.

E diszulfid kotések lokalizacidjanak meghatdrozdséhoz az M4 frakciot CNBr-dal
emésztettiik, majd teljesen redukaltuk DTT-vel és alkilaltuk 4VP-vel. Az emésztett terméket
RP-HPLC-n szeparaltuk (19. abra), majd a kérdéses ciszteineket tartalmazd peptideket

17. TABLAZAT. A NEM-VWFCK-M4-bol nyert peptidek elemzése
Szdamitott Meért  ES-Cys  PE-Cys

Minta Aminosay sorrend .. .. , ey .y
tomeg tomeg  pozgicio  pozicio
m/z m/z
Vi H?*%.Y-C)-Q-G-K-Cp-A-S-K-A?"8_[m] 1506,69° 1507,4 2750, 2754
1488,67° 1489,6
cy2 E®%_C)-K-Cp-S-P-R-K-C.-S-K-2813 1603,85 1603,6 2811 2804, 2806
H27%.Y-()-Q-G-K-C.-A-S-K-A¥55-[m] 1526,69° 1526,3 2754 2750
1508,67° 1508,2
HY4.Y-Cp-Q-G-K-C)-A-S-K-A?"58_[m] 1506,69° 1508,2 2750, 2754
1488,67° 1477,9
crv3 EZ%_C,-K-C.-S-P-R-K-C.-S-K-2813 1623,85 1622,8 32(1)?, 2804

A NEM-VWFCK-M4 monomert CNBr-dal hasitottuk, teljesen redukaltuk DTT-vel, majd 4VP-vel alkilaltuk, s
végiil RP-HPLC-n szeparaltuk (19. abra). A csucsoknak megfeleld frakciok aminosav sorrendjét és
tomegspektrometrids vizsgalatat mutatja a tdblazat. A vart, de nem észlelt aminosavak szdgletes zardjelben
szerepelnek. Az [m] jelolés arra utal, hogy a peptid homoszerin vagy homoszerin lakton jelenlétével is
detektalasra keriilt. A C?7>* &s C8% ciszteinek (kiemelve) a redukci6 intenzitisatdl fiiggden szerepelnek ES és
PE alkilalassal is. Ez mas ciszteinnel nem forult eld, ami csak ugy képzelheto el, ha egymassal vannak diszulfid
kotésben.

A peptid tomege C-terminalis homoszerinnel

A peptid tomege C-terminalis homoszerin laktonnal
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szekvenalassal elemeztiik (17. tablazat). A CV1 frakcidoban egyetlen aminosav sorrendet

talaltunk, mely a His?’*¥-nal kezdédik, és kizarolag PE-Cys*’°-t és PE-Cys*">*-t tartalmaz.

A CVI frakcidban két molekulatdomeget talaltunk, melyek megfelelnek a peptid vart, két
variacidban megjelend szerkezetének; az egyik a homoszerinnel végzddd peptid, a masik a
vizveszteséggel 1étrejott homoszerin lakton tomege. A CV2 frakcid két aminosav sorrendet
szolgaltatott. A f6 szekvencia a C-terminalis CNBr peptidnek felel meg PE-Cys?%%, PE-Cys®80
és ES-Cys?!! jelenlétével. A masik szekvencia megegyezett a CV1 frakci6 aminosav
sorrendjével, azzal az eltéréssel, hogy ES-Cys és PE-Cys egyarant kimutathatok voltak a 2754-
es pozicidban. A CV2 frakcid tehat harom peptid keveréke, melyek koziil ketténél azonos az
N-terminalis vég, ¢és homoszerinnel, illetve homoszerin laktonnal végzddnek. A
tomegspektrometrids vizsgalat eredménye alatdmasztotta ezt a kdvetkeztetést, mivel olyan
peptideket azonositottunk, melyek molekulatomege a vartnak megfelel (17. tablazat). A CV3
frakcio egyetlen aminosav sorrendet eredményezett, mely a C-terminalis CNBr peptidnek felelt
meg PE-Cys?®%, ES-Cys?% ¢és ES-Cys?®!! jelenlétével. Ennélfogva a CV3 azonos a CV2
frakcio f6 peptidjével, kivéve a Cys?8% alkilalo partnerét. A tovabbi frakciok a CNBr

fragmensek kiilonbozod keverékeit tartalmaztak, és elemzésiik nem volt sziikséges.

Ezek az eredmények lehetové teszik a két hatralévd alegységen beliili diszulfid hid
lokalizaciojanak megfejtését. Mind a négy kérdéses ciszteint azonositottuk. A Cys?’*'-t és
Cys?804-t kizarolag PE-Cys formajaban azonositottuk, mig a Csy?’>* és Cys?*% mind PE-Cys,
mind £S- Cys formajaban jelen volt. A NEM-VWFCK-M4 frakci6 valdjaban két, kissé eltérd
mértékben redukalt termék keveréke, mindkettd monomer szerkezetii, de az egyik egy, a masik
két alegységen beliili rezidudlis diszulfid kotést tartalmaz (12. tablazat). A 17. tablazat adatai
ezzel Osszhangban jol mutatjdk, hogy az M4 frakcié valoban két fo peptidet tartalmaz.
Mindkett6ben megtalalhato a Cys?”>0-Cys?8%4 | 2-5> alegységen beliili diszulfid kotés; mindkét
pozicidban PE-Cys volt taldlhaté mindkét peptidben, ami azt bizonyitja, hogy mar az elsd
(részleges redukalas bontotta a Cys?’>0-Cys?8%4 kotést mindkét peptidben. A Cys?7>4-Cys?806 3~
6” kotés viszont az egyik peptidben £S5-Cys, a masikban pedig PE-Cys formajaban volt jelen,
amibdl az kovetkezik, hogy az ,,0vatosabb” redukalas ezt a kotést nem bontotta (PE-Cys), a
kissé erdteljesebb viszont igen (ES-Cys). Mindez csak ugy képzelhet6 el, ha a négy cisztein
parositasa Cys?7>0-Cys?804 ([,2-5”) és Cys?">4-Cys?8% (,,3-6”).
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A Cys?771, Cys?773 és Cys?811 jrdnyitott mutdcidja

Miutan a biztosan alegységen beliili kotések feltérképezése befejezddott, figyelmiinket a
2771-es, 2773-as és 2811-es pozicidban 1évd ciszteinek felé forditottuk, hogy ezek szerepét
VWFCK alegységek kozti kotés(ek) létrehozasdban tisztazzuk. A harom ciszteint irdnyitott

VWFCK C2771A C2773A C2811A
Lizatum  Fellliszo Lzatum Fellliszo Lizatum  Fellltszo Lzatum Fellliszo
0 3 6 O3 6 Qe 0 B O 3 603 6 0 3 6 0 3 6
¥ .. BB © guE
30 “‘l hh 30 - o  30-FR 8 .
ol —— ; L L
20 G .P " 22-'. L -5

C2771/2811A C2771/2773/12811A
Lzatum Fellliszo Lizatum Felilliszd
0 3 6. .0 3 6 D B - T 0 -

46 - 30 ! !.

ol \

22 -4 N 2.5 M w»
20. ABRA. A cisztein—alanin mutdciok hatisa a VWFCK expresszidjara. COS-7 sejtekbe
atmeneti transzfekcioval vittiik be a vad tipust vagy az abran jelzett mutans VWFCK-t tartalmaz6 plazmidot. A
sejteket [¥S]methioninnal jeldltiik 30 percig, (,,pulse”) majd jeldletlen metionint tartalmazé médiumban
kovettiik a fehérjék sorsat (,,chase”) 0, 3 és 6 oran at. A feliiliszokat €és a lizdtumokat poliklonalis nyul anti-
huméan VWF antitesttel immunprecipitaltuk. Az immunprecipitatumokat nem redukalod koriilmények kozott
szeparaltuk SDS elektroforézissel 15% poliakrilamid gélen, és a fehérjéket autoradiografiaval detektaltuk.
Lathato, hogy a mutédciokkal jardo konformacié valtozds megvaltoztatja a konstruktumok elektroforetikus
mobilitasat. A C2811A csak részben akadalyozta meg a dimerizaciot (dimer és monomer mobilitas is jelen van)

mutacid segitségével alaninnd valtoztattuk, ¢és a mutdins VWFCK-t COS-7 sejtekben
expresszaltuk (20. abra). Lokésszerl (,, pulse”) izotdpos jeldlést kovetden a vad tipusa VWFCK
dimert 34 kDa intracellularis fehérjeként detektaltuk, melyet a sejtek harom oran beliil
szekretaltak a médiumba. Az egyszeri C2771A, C2871A vagy C2773A aminosavcsere,
valamint a kettds C2771A/C2773A csere megndvelte az intracellularis és a szekretalt VWFCK
elektroforetikus mobilitasat, amely igy kb. 28kDa-nak felelt meg, és a VWFCK dimer (34 kDa)
¢s a redukalt VWFCK (~20 kDa) koz¢é esett (14., 20. és 21. abra).

E koztes termék alegység Osszetételét gélelektroforézissel elemeztiik (21. abra) ismert

tomegli VWFCK derivatumokhoz hasonlitva (12. tablazat). A NEM-VWFCK]1 dimer hasonlo
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21. ABRA. A VWFCK dimer és monomer vialtozatainak elektroforetikus mobilitasa. A VWFCK
kiilonboz6 szamu alkilalt ciszteint tartalmazé derivatumait RP-HPLC segitségével izolaltuk (16. abra) és
tomegiiket is meghataroztuk (12. tablazat). A NEM-VWFCK-1 ép dimer formaja VWFCK, melyben egyetlen
cisztein sincs alkilalva. A NEM-VWFCK-2 monomer szerkezetii, melyben harom cisztein alkilalt. A NEM-
VWFCK-3 szintén monomer szerkezetii, melyben mind a 11 cisztein alkilalt. COS-7 sejteket transzfektaltunk a
vad tipusa vagy a jellt mutans VWFCK-t tartalmazd plazmiddal, és [*S]metionin izotoppal jeldltiik. Hat 6ras
kovetés (,, chase”) utan a mintakat poliklonalis nyul antihuman VWF antitesttel immunprecipitaltuk. A tisztitott
fehérjéket és immunprecipitatumokat SDS elektroforézissal szeparaltuk 15% poliakrilamid gélen nem redukalo
(NR) vagy 2,5% merkaptoetanollal torténd redukalo (R) koriilmények kozott. A gélt Coomassie kékkel festettiik,
megszaritottuk, majd autoradiografiaval hivtuk eld. Az 4bra bal oldala a tisztitott fehérjék Coomassie kékkel
festett mobilitdsat mutatja. Az abra jobb oldala a VWFCK és C2773A-VWFCK autoradiografias képét mutatja.
Bal oldalon a feltiintetett tomegti standard fehérjék redukcié nélkiili, jobb oldalon redukaldé gélben vald
mobilitasat mutatjuk.

mobilitdst volt, mint az izotoppal jelzett VWFCK, mutatva a fehérjék dimerszerkezetét. A
teljesen redukalt és alkilalt NEM-VWFCK3 a varakozasnak megfeleléen a redukalt izotoppal
jelzett VWFCK-val azonos mobilitast mutatott. A NEM-VWFCK2 monomer, melyben harom
cisztein redukalt és alkilalt formaban van jelen, kdztes mobilitadsu volt, hasonldéan a C2771A,
C2773A, valamint C2771A/C2773 A mutéans fehérjékhez. A mind a négy fehérjében hasonléan
megtalalhat6 szokatlan elektroforetikus mobilitast valosziniileg a kisebb mértékli SDS kotés
magyarazza, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a C2771A, C2773A valamint a
C2771A/C2773A mutacidok olyan monomerek szintéziséhez vezetnek, melyekben legalabb
néhény alegységen beliili diszulfidkotés fennmarad. A C2811A mutécio 34 kDa dimer

crer
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fehérje intracellularis retencidjara utal (20. abra). A C2811A és a C2771A/C2811A mutaciok
egy ~22kDa-os intracellularis monomer megjelenéséhez is vezettek, mely feltehetdleg
elegendden nyitott szerkezetli maradt megfelelé mennyiségli SDS kotéséhez, és igy a teljesen
redukalt VWFCK-val megegyez0 mobilitdst mutatott (20. abra). Megjegyzendd, hogy az is
lehetséges, hogy a gyorsabb mobilitdsu termékek proteolitikus degradacié kdvetkezményei. A
harmas C2771A/C2773A/C2811A mutacié 22 kDa-os intracellularis monomer atmeneti
megjelenéséhez vezetett, de szekretalt proteint nem detektaltunk. Mindezek az eredmények azt
elengedhetetlen feltétel. Azonban a harom cisztein pontos egymashoz kapcsolodasat ezekkel a
kisérletekkel nem sikeriilt megnyugtatéan tisztazni. Ehhez a kitlizott célhoz a molekularis

modellezés hozott kozelebb.

Molekuliris modell megalkotdsa a CK domének kézotti homoldgia segitségével

A dimer szerkezet pontosabb megértéséhez ismét a bevezetdben mar emlitett szerkezeti
analogidkhoz fordultunk. Az a felismerés, hogy a norrin, a VWF ¢és néhany rokon epitelialis
mucin®® C-terminalis régidjukban valamennyien CK-szerti doménnel rendelkeznek, fontos
eldrelépést jelentett, és a varidcios lehetdségek szamat jelentdsen lesziikitette. A CK domének
megkozelitébn 90 aminosavbdl allnak, melyek kozott hat olyan cisztein is szerepel, melyek
egymashoz csomoszerli elrendezésben kapcsolodnak. A madésodik és harmadik ciszteint
altalaban harom aminosav valasztja el egymastol; koziiliik a k6zépso glicin: Csy-X-Gly-X-Cys.
Az 6todik és hatodik ciszteint egyetlen aminosav vélasztja el. A masodik és 6todik, valamint a
harmadik és hatodik cisztein kozotti diszulfid kotés olyan makrociklusos gytiriit képez, melyen
keresztiilhatolva jon 1étre az elsd és negyedik cisztein kozotti diszulfidkotés — innen a ,,csomo”
elnevezés. Sok CK domént tartalmazé fehérje homodimer vagy heterodimer formdjaban van
jelen, ami arra utal, hogy a CK domének gyakran szolgaljak e fehérjék dimerizaciojat. A PSM
vizsgalata azt is kideritette, hogy a CK domén az epitelidlis mucinok oligomerizaciojat is
kozvetitheti.!” A PSM a VWF-fel nagymértékii homologiat mutat, és az oligomerizacio
mechanizmusa is hasonld; a C-termindlis domének az endoplazmés retikulumban
dimerizalodnak, mig az N-terminalis domének a Golgi apparatusban kapcsolodnak egymashoz.
A PSM C-termindlis CK doménjének COS sejtekben vald expresszidja diszulfid hiddal
doménje hasonloképpen miikddik. Mint bemutattam, e kisérletek a dimerizacidban részt vevo

lehetséges ciszteineket minddssze haromra, a Cys?’’!, Cys?’3 és Cys 28!l-re sziikitették le.
Yy
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Erdekes, hogy ez a harom cisztein a sokféle CK domén kozott nincs széles korben konzervalva,

¢s egyikiik egy specialis CK alcsoportra jellemzo.

Ugyanis a CK domének legalabb négy kiilonféle szerkezeti csoportra oszthatok, melyek
kiilonboznek egymastdl a dimerizacié modjaban. Az egyes csoportokat jellegzetes ciszteinek
jellemzik, melyek nem részei a csomot képezd hat ciszteinnek.!”” E csoportok koziil a VWF
CK domén leginkdbb a TGF-f csaldd CK doménjeihez tinik hasonlonak, melyekben egy
tovabbi cisztein talalhatd, és ez alkotja az alegységek kozti diszulfid hidat. Ez az extra cisztein

a VWF-en kiviil a norrinban®, a PSM-ben’ és az egyik human epitelidlis mucinban

fi {2 a2 p3 p4 310 £6 B7
TGFp2 [CCLRPLYIDFKRDLGWKWIHEPKGYN A4t TGF-p2 NPEASASP-[CCVSODLEPLTILYYTIGK|94
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humén mucin (MUCS5AC?) és a WVF CK domén szekvencidit feleltettiik meg egymasnak a ,,Modszerek” alatt
részletezettek szerint. A ciszteineket vastagon szedtiik. Csillag jeloli azt a ciszteint, amely a TGF-B-ban az
alegységek kozotti diszulfid kotést szolgaltatja. Azok az aminosavak, melyek megegyeznek a TGF-f
sorrendjével, be vannak kerefezve, mig azok melyek a VWF-fel azonosak, sdrga kiemelést kaptak. A TGF-3
kristalyszerkezetébdl ismert masodlagos strukturdkat az aminosav szekvencia fol6tt tiintettiik fel*; a nyilak B-
lemezt, a hengerek a-hélixet jelolnek.

(MUCS5AC?) (22. 4bra) is megtalalhatd, mely arra utalhat, hogy e fehérjékben konzervalt
22. abran. A TGF-B-an kiviil a csalad tobbi tagjdban még négy tovabbi cisztein is talalhato,
ezeket a, b, ¢, és d-vel jeldltiik a 22. abran. Ilyenforman a norrin, bizonyos epitelidlis mucinok
¢s a VWF a CK domének csalddjaban egy olyan alcsoportot képez, melyek a dimerizaciot
egymashoz hasonlod szerkezettel oldjdk meg, és melyek tobb alegységen beliili, vagy alegységek
kozotti diszulfid hidakat is tartalmaznak. A szerkezet megértéséhez fontos informacio, hogy a
TGF-B2 kristalyszerkezete ismert*® volt, ami jo kiindulasi alapul szolgélt a rokon domének

szerkezetének megfejtéséhez.

Vizsgalataink megkezdésének idépontjdban mar ismert volt ezen extra ciszteinek

200 3 norrinban, szintén a TGF-B2 kristaly szerkezete

elhelyezkedésének szamitogépes modellje
alapjan. Az az extra cisztein, mely a TGF-fB-val is k6z0s, alegységek kozotti diszulfid kdtésben
szerepelt a modell szerint, mig a négy tovabbi cisztein alegységen beliili kotést 1étesitett a Cys?-

Cys® és CysP-Cys? elrendezés szerint. A VWF CK domén éltalunk észlelt szerkezete megfelelt
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ennek a modellnek. A CK szerkezet magjat jol mutatja a konzervalt diszulfid kotések jelenléte
a Cys?"?4-Cys?77471-4”, Cys?0-Cys?894 2.5 &s Cys?734-Cys?80¢ 3.6 elrendezés szerint. Ezen
talmenden a norrin szamitdgépes modellben feltételezett Cy?7*-Cys?788 »a-¢” alegységen beliili

diszulfid hidat szintén bizonyitottuk.

Erdemes megjegyezni, hogy a rekombinans norrin szerkezete eltérni latszik a feltételezett
modelltol, mivel a norrin nem dimer, hanem multimer szerkezetii. Abban a kisérletben,
amelyben C-termindlis régiot (His)s toldalékkal expresszaltak, a fehérje fragmens nagy
molekulastilyt multimerek forméjaban szekretalodott, amelyet a C95A csere dimer
szerkezetlivé valtoztatott.!”8 Ez az eredmény alatdmasztja a feltételezett Cys*>-Cys®> alegységek
kozotti diszulfid kotés jelenlétét, de egyben azt is mutatja, hogy a multimerek 1étrejottéhez mas
diszulfid hidak is hozzajarulnak. Ebbdl az is kdvetkezik, hogy a norrin CK domén a fent jelzett

négy szerkezeti kategorian kiviilallo 6todik tipust képvisel.!7

A fent részletezett kémiai adatok alapjan, melyek harom kivételével valamennyi cisztein
alegységen beliili diszulfid kotésben valod részvételét igazoltak, molekularis modellt hoztunk
létre a VWF CK domén dimer szerkezetére (23. A abra). Az aminosav sorrendek
osszehasonlitisa?’! (22. abra) azt mutatja, hogy a VWF, az epitelialis mucinok és (kisebb
mértékben) a norrin kiilonboznek a TGF-B2 csaladtol, foként abban, hogy a TGF-B2, a5 €s 310
hélixei kozotti tavolsagnak megfeleld szakaszok joval rovidebbek. Ezt a szakaszt egy rovid a-

hélixként modelleztik a VWF CK doménben. A VWF CK modell diszulfid szerkezete
megegyezik a norrinéval (23. A abra), és a TGF-B2 analdgia alapjan a Cys?’73-Cys?7"3 (#-x)

alegységek kozotti diszulfid hidat tartalmazza.

Ez a mintazat jol Osszeegyeztethetd a fent bemutatott szerkezeti eredményeinkkel, melyek
bizonyitottdk a CK csom¢ szerkezetének jelenlétét, és az alegységek kozotti lehetséges
diszulfid hidakat a Cys?’"!, Cys?’7® és Cys?®!! ciszteinekre sziikitették le. A szabad (tehat nem
diszulfid kotésben 1€év0) ciszteinek jelenlétét csak akkor keriilhetjiik el, ha vagy egy, vagy
harom alegységek kozotti diszulfid hidat feltételeziink (régota ismert, hogy a VWF, és a
rekombinans VWFCK valamennyi ciszteinje kdtésben van, szabad ciszteint nem tartalmaz).
Azonban ha feltételeznénk a Cys?’7!-Cys?8!! alegységek kozti diszulfid kotések jelenlétét, ez
olyan nagymértékben véltoztatnd meg a dimer interfész szerkezetét, hogy az radikalisan eltérne
a TGF-B-ban észlelttdl, igy ez alapjan az egyetlen alegységek kozotti diszulfid hidat feltételezo

modellt tarthatjuk valdszintinek. Ezt a megoldast valdsziniisitik azok az Gjabb eredmények is,
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melyek a rokon norrin CK doménjében egyetlen (a VWF Cys?’73-Cys?7"3 kotésének megfeleld)

alegységeket 0sszekotd diszulfid hidat igazoltak 294293

Am az alegységek kozott harom diszulfid hidat tartalmazé VWF CK dimert is konnyen
szerkeszthetiink, ha elfogadjuk nagyobb szerkezeti valtozasok jelenlétét is, kiilondsen, ha a
Cys?’73 parositasat megvaltoztatjuk. Mivel tudjuk, hogy valamennyi cisztein oxidalt formaban
van jelen, ezért a parositas ugyanezeket a ciszteineket kell, hogy tartalmazza. Elméletileg négy
variacio lehetséges: Az egyik a Cys?’7!-Cys 277!, Cys?’73-Cys?"73 és Cys?#!11-Cys?8!! kombinacio.

A masik harom kombinéciot a Cys*-Cys*, Cys’-Cys® képlettel irhatjuk le, ahol Cys* sorrendben

a Cys?’"!, Cys?73, vagy Cys?$!! ciszteinnek felel meg. Példaul az egyik alegység 5A-nyi

elmozditasa lehet6vé teszi két Cys?”"!-Cys?’7 kotés 1étrejottét (23. B abra).

A

@ 8

23. ABRA. A VWF CK domén dimer modelljei. A VWF CK domén haromdimenziés modelljét a
,»,Modszerek™ alatt részletezettek szerint készitettiik el, és szalagdiagram forméjaban abrazoltuk. A két alegység
koziil az egyiket kék szinben jelenitettiik meg, hogy az atfedd helyeken segitsiik az elkiilonitést. A diszulfid hidak
a gomb-palca formatumot kaptak; a kén atomok sargdra szinezve. A jobb oldali abrazolasok lefelé tekintenck a
dimer interfészre, mig a bal oldaliak a jobb oldali 4bra fliggéleges tengelyei mentén balra 90° rotacioé utan
abrazoljak a dimert. Jeldltiik a kék alegység Cys?”"! Cys?’” és Cys?®!! ciszteinjeit, ahol jol lathato helyre keriiltek.
A: Ez a modell egyetlen alegységek kozotti diszulfid hid (Cys?’”3-Cys*’”) jelenlétét feltételezi, mely a dimer
forméaji TGF-B csaladban konzervalt helyen van. A Cys?’7!-Cys?!! ciszteinek alegységen beliili kotésben vannak.
B: Ez a modell harom alegységek kozotti diszulfid hidat feltételez, melyeket a két Cys?’”!-Cys?””3, valamint a
CysB!.Cys?!! kotések alkotnak.

A (Cys?’"-X-Cys?’"3), elrendezés hasonld az antiparalel Cys-X-Cys/Cys-X-Cys cisztein
vazhoz, mely tobb influenzavirus neuraminiddzban és a sertés leukocita protegrin-1-ben is
megtalalhato (lasd Tamaoki és mtsai 6sszefoglalasat’®®). E szerkezet befejezéséhez a Cys?8!!-
Cys®! kotésre is sziikség van, mely a C-terminalisok csekély elmozditasiaval kdnnyen
létrehozhato (23. B abra). Ebben az alternativ modellben mindhdrom lehetséges ciszteint

felhasznaltuk az alegységek kozotti diszulfid hidakhoz. Minthogy mindharom cisztein az
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alegységnek ugyanazon a felszinén helyezkedik el, ezért ez az elrendezés megdrzi a TGF-B-

ban talalhat6 konkav dimer interfészt.

A CK dimer szerkezet kiilonféle lehetdségei koziil a helyes megoldas kivéalasztasat elvben a
ciszteinek irdnyitott mutacioival is segithetnénk, de ez a stratégia csak részben bizonyult

2811

sikeresnek. A Cys=®"' mutacidja nem akadalyozta meg a VWF CK domén dimer képzddést, ami

arra utal, hogy egy vagy két diszulfid hid (Cys?’"!, Cys?’7?) koti 6ssze a mutans alegységeket.

2771 2773

Azonban a Cys®’’'-at vagy a Cys*'’°-et érinté mutaciok mindegyike megakadalyozta a dimer
létrejottét, igy ezek az adatok nem zarjak ki, s6t valoszintisitik a Cys?’7!-Cys?’"3 kozotti kotést.
A PSM CK doménjének hasonlod iranyitott muticioi szintén nem zartdk ki az egynél tobb
alegységek kozotti diszulfid hid jelenlétét, de azok pontos lokalizacigjat nem sikeriilt
azonositani.'” A PSM-mel végzett kisérletekben egy alanin behelyettesitése a Cys'32# (Cys),
Cys'3246 (Cys") vagy Cys'3?3 (Cys?) lokalizaciokba lehetévé tette, hogy a PSM CK
dimerizalodjon, ami azt jelezte, hogy e ciszteinek egyike sem felelés onmagaban az alegységek
kozotti kotésért. Igy a rendelkezésre a1l szerkezeti és mutacios adatok alapjan feltételezhetjiik,
hogy azok a CK domének, amelyek a VWF-hez ¢s PSM-hez hasonloan 11 konzervativ
elhelyezkedésli ciszteint tartalmaznak, a CK domének uj altipusat képezik, amelyben az
alegységeket harom diszulfid hid koti 6ssze. Bar a norrin ugyanezt a 11 konzervativ ciszteint
tartalmazza, ebben a kiilonleges esetben ugyanezek a ciszteinek (Cys®, Cys” és Cys?) nem kettd,

hanem harom monomert kdtnek dssze, igy nem dimerek, hanem multimerek képzddnek.

Ezt a hipotézist tovabbi vizsgalatokkal kell megerdsiteni; a protein hasitasara tdmaszkodo
analitikai modszerek 4altalaban nem tudjdk megkiilonboztetni az alegységek kozotti és
alegységen beliili diszulfid hidakat. Minthogy nem tudtunk haromnal kevesebb redukalt és
alkilalt ciszteint tartalmaz6 VWF CK monomert izoldlni, valamennyi diszulfid hid teljes

jellemzéséhez mas modszerre lesz sziikség. Illyen modszer lehet a rontgen krisztallografia.

Osszefoglalva, ebben a munkaban a VWF CK domén diszulfid szerkezetét sikeriilt megfejtenti,
minddssze két elvi lehetdségre lesziikitve az alegységek kozti hidak helyzetét, melyek koziil a
harom kotést tartalmazd modell latszott sokkal valdszintibbnek. Mindez logikus szerkezeti
hatteret képez a VWB IID varidns molekularis patogenezisének megértéséhez, hiszen a 11D
fenotipushoz vezeté mutaciok vagy az alegységek kozti diszulfid hidak ciszteinjét érintik (C27"!
és C?773), vagy azok kozvetlen kozelében vannak (C28°6), Munkank publikalasa utan 14 évvel
Springer munkacsoportjanak sikeriilt megfejtenie a kristalyszerkezetet?*’, mely a fenti harom

diszulfid hid modellt mindenben megerdsitette.
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A nagy penetranciaji sdlyos 1-es tipusi VWB. A VWF ,mindségi
ellenérzése” az ER-ban, és a p.C1149R mutacié patomechanizmusa208

Az 1-es tipusi VWB altalaban autoszomalis dominans 6roklddésmenetet mutat, melyet két
csoportra lehet osztani. A gyakoribb csoportban valtozé a penetrancia és még ugyanazon
csaladon beliil is valtoz6 a betegség stulyossaga, mig a kevésbé gyakori csoportban a penetrancia
magas, az oroklédésmenet nyilvanvaléoan dominans és a VWF szint altalaban igen alacsony.
Ezekben a csalddokban a VWF szint 20% alatti szokott lenni, ami joval alacsonyabb, mint amit
egy heterozigota VWF géndefektustol varnank. Ebbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy a mutans
VWF alegységek az egészséges alegységek beépiilését is gatoljak a szekretalt multimerekbe.

Az 1-es tipusi VWB genetikai hattere még ma sem tisztazott teljesen. Nagy eldrelépést
jelentett harom nemrég lezarult multicentrikus vizsgalat, melyet Eurdpéaban,’-128

189.209 ¢5 az Egyesiilt Kiralysagban!®® végeztek. E munkak alapjan kidertilt, hogy az

Kanadéaban
1-es tipusi VWB csaladoknak csak kb. kétharmaddban lehet a VWF génen beliill mutaciot
kimutatni. Az az 0sszefiiggés is nyilvanvalova lett, hogy minél alacsonyabb a VWF szint és
minél teljesebb a penetrancia az illetd csaladban, anndl nagyobb a valdsziniisége annak, hogy a
VWF génen belil muticiét azonosithatunk. Azokban a betegekben, akiknél alacsony
penetranciaju mutaciot azonositunk, illetve egyaltalan nem talalunk mutéciot, a ,,0” vércsoport

kimagasldéan gyakoribb, mint az atlag populdcidban. Az azonositott mutaciok tobbsége

aminosavcserét eredményez6 (misszensz) pontmutacio.

A nagy penetrancidju stlyos 1-es tipusi VWB eldforduldsanak és okainak vizsgéalatdra a
kelet-magyarorszagi régié vérzékeny betegeit ellatdé Debreceni Egyetem II. Belklinika
nyilvantartasa adott lehetdséget. Itt 257 1-es tipusu von Willebrand korban szenvedd beteget
tartottak nyilvan kutatasunk idopontjaban. E betegek tobbsége (221 beteg) ,,sporadikus” 1-es
tipusu betegségben szenvedett, vagyis a csaladban egyediil volt érintett. A fennmarad6 36 beteg
egy részérol csak részleges adatok alltak rendelkezésre. Kilenc csalad 25 érintett csaladtagjabol
minddssze hét olyan csaladot talaltunk, akik megfeleltek a magas penetranciaju sulyos 1-es
kevesebb, mint 10%-a. A hét csaladbol kettd (F, G) nem ohajtott részt venni a vizsgalatban. A
maradék ot csalad részletes genetikai vizsgalata Gigy tortént, hogy a 18. tablazatban A-E koddal
ismétlddo mutaciot (2 csalad), a Vicenza variansért felelds p.R1205H mutéciot talaltuk. A két

Vicenza csaladban a p.R1205H mutécion kiviil (27-es exon) més genetikai eltérést nem
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azonositottunk; az irodalomban néhény csalddban leirt p.M7401 mutéciot, mely a kordbban leirt

0

csaladokban sem volt mindig jelen,?!? a magyarorszagi Vicenza betegekben nem tudtuk

18. TABLAZAT. A magas penetrancidju 1-es tipusu VWRB populdciogenetikai hdttere Kelet-

Magyarorszdgon
Csalad Mutdciot Fenotipus
A C1130Y (Cys1130Tyr) Stlyos 1-es tipusut VWD
B* A1597Q (Alal597GlIn) 2A altipusu VWD
C R1205H (Argl1205His) Vicenza
D¥** ? Stlyos 1-es tipusut VWD
E R1205H (Argl1205His) Vicenza
F ND Stlyos 1-es tipusu VWD
G ND Stulyos 1-es tipusu VWD

26 csaladban volt egynél tobb 1-es tipusii von Willebrand betegségben szenvedd csaladtag. Ezek koziil 7 felelt
meg a nagy penetrancidji sulyos VWB kritériumainak (VWF:Ag<20%; minden generacio hasonlo fenotipussal
érintett). ND - két csalad nem volt elérhetd a vizsgalat szamara.

7 Valamennyi azonositott mutacio heterozigota forméaban volt jelen.

*A ,,B” csaladban a genetikai vizsgalat vilagitott r4 a pontos diagnozisra. Ez jellegzetes példaja annak, hogy nem
megfeleld felbontasu multimer analizis tévedésekhez vezethet.

**Részletes, ismételt szekvenalasi kisérlet utan sem tudtunk mutaciodt azonositani.

kimutatni.

E genetikai analizis!?’ a két csaladban talalt p.R1205H mutacion kiviil azonositotta a D3
otodik csaladrol (B csalad) a részletesebb vizsgalat kideritette, hogy betegsége valdjaban 2-es
tipust. Igy a kutatas a tovabbiakban a Vicenza varians (lasd kovetkezd fejezet) és a D3 domén

mutacié molekularis patogenezisére iranyult.

Mar vizsgalataink kezdetekor is ismert volt néhany sulyos egyes tipust betegséget okozo
mutacid. Ezek a D3 doménben voltak talalhatok, az alegységek kozotti diszulfid hid kdzelében.
Az egyik ilyen mutaciot (p.C1149R) egy holland csalad harom érintett tagjaban irta le Sadler
munkacsoportja, akikben a VWF szint 10-15% kozotti volt.!* Két, egymassal nem rokon,

3 ¢s Sadler

hasonl6 fenotipust olasz csaladnal a p.C1130F mutacié volt kimutathato,'*
munkacsoportjahoz vald csatlakozdsom utan ezekhez adddott a fent emlitett magyar csalddban

az ugyanezt az aminosavat érinté p.C1130Y mutécio.'?’

Vizsgalataink céljaul tehat a nagy penetrancidji sulyos 1-es tipusat VWB-nek azonositott

csoport genetikai és funkciondlis vizsgalatat tliztiik ki. E10szor a a fent emlitett holland csalad

crer

— a Debreceni Egyetem beteganyagaban is azonositott nevezetes Vicenza varidns

patomechanizmusanak felderitésével kapcsolatos munka osszefoglalasa kovetkezik.
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D.C1149R - a kisérletes megkozelités hdttere

A p.C1149R mutécié valoszinli hatdsmechanizmusét vizsgalva abbol indultunk ki, hogy
heterozigdta mutaciok gyakran gatoljak az oligomer szerkezeti fehérjék funkcigjat, és a VWF
komplex bioszintézise ilyenfajta hatasnak szamos céltablat nyujt.>>’” Amint azt a bevezetdben
emlitettem, és az el6zd fejezetben részleteiben is bemutattam, a pro-VWF alegységek az ER-
ban diszulfid hidak altal 6sszekotott dimereket képeznek az alegység C-terminalis CK (,,cisztin
csom0”) doménjein keresztiil. A pro-VWF dimerek a Golgi rendszerbe kerlilnek at, ahol a
propeptid furin hatasara lehasad és az N terminalis D3 domének kozotti tovabbi diszulfid kotés
révén multimerek képzddnek. E hatalmas méretli multimer fehérje tomege, mely gyakran tobb
mint negyven alegységet tartalmaz, meghaladhatja a 10 000 kDa-t. A VWF alegységek
intracellularis Utjanak szdmos pontjat gatolhatja egy-egy mutans alegység. Példaul tobb olyan
mutacidt azonositottak, melyek gatoljadk a multimerizaciét vagy csokkentik a multimerek

stabilitasat, igy okozva a nagyméretii multimerek hianyat (2A tipusa VWB). 148211

Munkacsoportunk kezdeti vizsgalatai tisztaztdk, hogy a p.C1149R mutacidé azaltal
eredményez alacsony VWF plazmaszintet, hogy a pro-VWF alegységek intracellularis
retencidjat okozza a transzfektalt sejtek ER-aban. Igy a VWF szekrécié erésen csokkent.
Tovéabba ha p.C1149R mutans alegységeket normal VWF fehérjével egyiitt expresszalunk, a
normal VWF szekrécioja is csokken.!? Ezek alapjan munkahipotézisiink az volt, hogy a normal
¢és mutans alegységek egymassal heterodimert képeznek, melyek ugyantigy fennakadnak az
ER-ban, mint a mutans alegységek homodimerjei. Egy ilyen mechanizmus magyarazatot adna
a domindns negativ hatasra, melyet a p.C1149R mutacional megfigyeltiink. Sajnos az egyetlen
aminosav kiilonbség, mely a normalis és mutans alegységek kozott fenndll, nem teszi lehetdveé
a heterodimer képzddés kozvetlen demonstraldsat. Azt sem lehetett eldonteni, hogy a mutans
¢s normal alegységek egymashoz kapcsolodéasa az ER-ban vagy a Golgi apparatusban torténik-

6.143

Ezért egy olyan modell rendszert dolgoztunk ki, melyben a p.C1149R mutans alegységeket
el lehet kiiloniteni a normal VWF-t6l. Kideriilt, hogy az A1 és A3 domén delécidja (dA1 és
dA3) nem gatolja a VWF hatékony szintézisét és normal szerkezeti multimer forméaban valo
t6l, részben molekulatomegiik alapjan gélelektrofolézis segitségével, részben azaltal, hogy az
A1 doménre specifikus monoklondlis antitest a deléciot hordozo alegységet nem ismeri fel. Az

ebben a modellrendszerben kapott, aldbb részletesen bemutatott eredményeink tobb ponton is
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alatdmasztjak a fenti hipotézist, és megvilagitjak, hogy egy pontmutéacié hogyan okozhat magas

penetracioval jard, viszonylag stlyos 1-es tipusi VWB-t.

A vizsgalatra kivalasztott p.C1149R VIWF génmutaciot hordozé holland csaldd a sulyos nagy
penetranciaju 1-es tipustt VWB tipusos példaja volt. A két ,,allélt” egymastol megkiilonboztetni
képes modellrendszer kialakitdsanak els6 1épése tehat az volt, hogy 1étrehoztuk az A1 és az A3
doméneket nélkilozo dA1, dA3, illetve a kettOs deléciot hordozo dA 13 konstrukciokat. Ezutan
igazolnunk kellett, hogy a VWF bioszintézis valoban jol elviselte e nagy deléciok jelenlétét. A
24. abra mutatja, hogy a dA1 és dA3 delécidt tartalmaz6 alegységek hatékonyan szekretalhatok
az ismert multimer szerkezettel. Ez a tapasztalat egyezik kordbban publikalt
megfigyelésekkel.?!2213 A kombinalt dA1 és dA3 delécidt is tartalmazd molekulat is
hasonloképpen hatékonyan szekretaltak a sejtek multimer formajaban (24. A abra). A nagyobb
deléciok alkalmazasa megkonnyiti a teljes nagysagu alegységtdl vald elkiilonitést a

gélelektroforézis soran (24. B dbra), igy a legtobb kisérletben a kettds deléciot hasznaltuk.

Az Al és A3 domén delécidja nem gdtolja a VWF bioszintézist
A kialakitott modellrendszerben a mutéans és vad tipust alegységeket nagysaguk alapjan (24.
abra) ¢és a hianyzo doménekre specifikus monoklondlis antitestek segitségével is el lehet

kiilOniteni.

A Plasma WT dA1 dA3 dA13 B Std WT dA1  dA3  dA13
l. = —— 200 kd —
§ =

24. ABRA. A dAl, dA3 és dAI3 rekombindns delécios VWF konstrukciok elemzése

elektroforézissel. COS-7 sejtek rovid tavh transzfekciojaval expresszaltuk a rekombinans normal human
VWEF-et (WT) és delécids variansait, melyekbdl eltavolitottuk az A1 (dA1) vagy az A3 (dA3, illetve mind az
Al, mind az A3 (dA13) domént, és a feliiliszot elemeztiik. A: A plazma és rekombinans VWF preparatumok

I

(500 kDa). B: A normal és delécidos rekombinans VWF konstrukciok alegységeinek vizsgalata 5% SDS
poliakrilamid gél elektroforézissel (merkaptoetanol redukcio). A molekulatomeget 200 kDa méretli standard
fehérjéhez viszonyitottuk. Az alegységek mérete 250 kDa (WT), 225 kDA (dA1 és dA3) és 205 kDa (dA13).

A dA1-VWF-ben az A1 domén legnagyobb részét eltavolitottuk oly modon, hogy a Cys!3>3-
Cys!%8 kozotti aminosavakat egy Gly-Ala dipeptiddel helyettesitettiik. A dA3-VWF-ben az A3
domént tavolitottuk el a Cys!'®%6-Cys!872 kozotti aminosavak Ala-Gly dipeptiddel vald
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helyettesitésével (25. abra). A két deléciot a dA13-VWF-nek nevezett konstrukcidoban
egyesitettilk. E delécids fehérjéket COS-7 sejtekben expresszaltuk, ami mindharom delécio
eredmények jol dsszeegyeztethetok azokkal a korabbi vizsgalatokkal, melyek szerint az A1l és
az A3 (a miénktdl kiilonbozd) delécidi sem gatoltdk a VWF szekrécigjat és multimer
szintézisét.?12213 A delécios alegységeket igen konnyen elkiilonithettiik a vad tipusa VWF-t6l
gélelektroforézissel, redukalo koriilmények kozott (24. B abra). A varakozasnak megfelelden
a dAl és dA3 kb. 22 kDa-nal, a dA 13 pedig kb. 45 kDa-nal volt kisebb, mint a teljes nagysagu
VWE. A latszélag normal bioszintézis azt bizonyitotta, hogy kitizott célunknak megfelelden e
delécios fehérjék valdoban hasznos eszkozei lehetnek az alegységek kozotti kapcesolatok

intracellularis vizsgalatanak.

Ezek a tulajdonsdgok tették lehetdvé, hogy kisérleteinkben az Al és A3 domén-hidnyos
dA13-VWF molekula mintegy helyettesitse a normal VWF allélt.

A pro-VWEF alegységek heterodimereket képeznek

Annak eldontésére, hogy vajon létrejon-e a kiilonbozé pro-VWEF alegységek kozotti
heterodimerizacio, 239T sejteket ko-transzfektaltunk deletdlt dA13-VWF-et és a teljes
nagysagl, de p.C1149R mutins VWF-et tartalmazé plazmidokkal (25. dbra). A kisérlet
kontroll aga igazolta, hogy a dA13-VWF a sejtlizatumokbol és a feliiluszobol is jol

immunprecipitalhatd poliklonalis VWF ellenes antitesttel. Tovabba, a varakozéasnak

A B L EE S BT 8 o
A1
C1149R[ D3 | A2 | | ] érett L AN
764 B 2813 [ Jﬂ]
Gly-Ala Ala-Gly Btae ' L .
. - - - - - + +
U e .1 el R ot S O -

764 1362 1459 1685 1873 281
4 anti-VWF anti-A1

25. ABRA. Pro-VWF heterodimer képzodés. A panel: A C1149R és dA13 rekombindns VWF
konstrukciok sematikus szerkezete. Az abran az Al, A2, A3 és a D3 domének vannak kiemelve. A satirozott
jelolik. A dA13-ban a Gly-Ala a VWF 1353-1458. aminosavakat helyettesiti, mig az Ala-Gly a 1686-1872
aminosavak helyére keriilt. B panel: A VWF dimerek SDS PAGE vizsgalata. 293 T sejteket transzfektaltuk teljes
nagysagti C1149R-t, dA13-at, vagy mindkett6t kodold plazmidokkal, amint az abra alatt jeleztik. A sejt
lizatumokat (L), illetve feliiluszokat (S) vagy poliklonalis anti-VWF (082), vagy monoklonalis anti-A1-specifikus
(B710) antitesttel immunprecipitaltuk. A mintakat redukalé koriilmények kozott 5% SDS PAGE segitségével
elemeztiik, és a VWF-et Western blottal detektaltuk HRP-poliklonalis anti-VWF segitségével. A bal oldalon az
intrecellularis pro-VWF és a szekretalt érett VWF mobilitasat tiintettiik fel. Az egyes alegység tipusok
molekulatomegei a kdvetkezék: 350 kDa (C1149R-pro-VWF), 310 kDa (dA13-pro-VWF), 250 kDa (érett
C1149R-VWF) és 205 kDa (¢érett dA13-WF). Az utolso két sav a dA 13 alegységeket is tartalmazza, ami csak ko-
precipitacio (tehat a kétféle alegység heterodimer képzddése) esetén lehetséges.
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megfelelden, a B710 monoklondlis antitest, mely egy A1 domén egyik epitopja ellen iranyul,
jol folismeri a teljes nagysagu p.C1149R muténst, de nem kapcsolodik a dA13-VWF-hez, és
igy nem precipitalja azt. Ezzel szemben, amikor mindkét VWF konstrukcidt egyszerre
expresszaltuk ugyanabban a sejtben, a sejtlizitumok B710 antitesttel torténd
immunprecipitacidja mind a teljes nagysagu p.C1149R, mind a dA13-pro-VWF alegység
egylittes immunprecipitaciojat eredményezte, bizonyitva, hogy e molekuldk az ER-ban
heterodimereket képeznek (25. abra). Nem redukélo koriilmények kozott végzett multimer
gélelektroforézissel igazoltuk, hogy a sejtlizatumok csak dimereket tartalmaznak, multimert
nem (itt nem kozolt adatok). Mindez egyértelmiien bizonyitja az ER-ban torténd heterodimer

képzddést.

Béar a p.C1149R mutans csekély effektivitassal szekretalodik a 293T sejtekben,'** a ko-
transzfektalt sejtek feliiliszojabol a B710 antitesttel sikeriilt mind a p.C1149R, mind a dA13-
VWF formak érett valtozatdt kinyerniink (25. d4bra, utols6 sav). Ebben az
immunprecipitaitumban a p.C1149R dA13-hoz viszonyitott ardnya sokkal nagyobb, mint 1:1,
ami a p.C1149R alegységek multimer képzésre valo viszonylagos képtelenségét mutatja.'*> E
defektus miatt a legtobb p.C1149R alegység homodimerként és igen kisméretli multimerként
volna megtalalhatdo, melyet viszonylag csekély mennyiségli dA13 alegység kisér.
Kovetkezésképpen a B710-el torténd immunprecipitaciotol azt varjuk, hogy foként p.C1149R
alegységeket haldsszanak ki a kétféle, p.C1149R ¢és dA13-VWF-fel transzfektalt sejtek

kondicionalt feliilisz6ibol, amint azt ebben a kisérletben valoban megfigyelhet;iik.

Az ilyen heterodimerek képzddése nem magatol értddd. A két kiilonbozo allél altal kodolt VWF
molekula nyilvanvaléan més és mas poliriboszomékon képzddik, és elképzelhetd lenne, hogy
az ER-ban a heterodimerizaciot valamely térbeli elrendezddés gatolja. Ezért megvizsgaltuk,
hogy a két kiilonféle allélbol szarmazo pro-VWF molekuldk heterodimerizacidja vajon random

folyamat-e, vagy a homodimer képzddés mellett csak jelentéktelen masodlagos jelenség.

A pro-VWEF alegységek dimerizdcidja random reakcio

A heterodimerizéci6 effektivitasat a kétféle pro-VWF féleség denzitometrids elemzésével
vizsgaltuk az immunprecipitalt lizatumokbol. A poliklonélis 082 antitest valamennyi VWF
format immunprecipitalja (itt nem kozolt adatok), ezért lehetévé teszi, hogy meghatarozzuk a
p.C1149R és dA1 (26. A abra) vagy dA13 (26. B abra) egymashoz viszonyitott aranyat. Ez az
arany annak fliggvényében valtozik, hogy a kiilonféle alegységek milyen effektivitassal

expresszalodnak az adott kisérletben. A monoklonalis B710 antitest csak a p.C1149R mutans
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A anti-VWF anti-A1 B anti-vVWF anti-A1

C1149R - C1149R - e
dA1 - ﬁ dA13 - ol
C1148R 1.0 2.1 C1149R 0.6 1.6
dAd 3 (random = 2.0) dA13 ; (random = 1.6)

26. ABRA. A denzitometrias analizis random dimerizdciora utal. A 293T sejteket A: p.C1149R-t és
dAl-et, illetve B: p.C1149R-t és dA13-at kodolo plazmidokkal transzfektaltuk. A sejt lizatumokat poliklonalis
anti-VWF (082) vagy monoklonalis anti-AI-specifikus (B710) antitestekkel immunprecipitaltuk. 5%
poliakrilamid gél PAGE elektroforézist és Western blot detektalast kovetéen a savokat az ,,Anyagok és
modszerek” részben leirtak szerint kvantifikaltuk. A nagyobb alegységnek (p.C1149R) a kisebbhez (dA1 vagy
dA13) valo aranyat tiintetik fel a szamok. Zardjelben a masodik egyenlet alapjan szamitott értéket tiintettiik fel, a
kisérletben alkalmazott B710 anti-A1, tehat a p.C1149R-ra specifikus immunprecipitacioval szamolva. A mért és
elméleti szamitott értékek hasonloak.

alegységeket ismeri fel, ezért a B710-zel torténd immunprecipitaitum nem tartalmazza a dA1
vagy dA13 homodimereket. A f6losen alkalmazott B710-zel torténé immunprecipitatum az
Osszes p.C1149R alegység kortilbeliil 50%-at tartalmazza a lizdtumban (itt nem ko6zolt adatok).

5

Mivel a B710 konformacio-érzékeny,!>> ez az eredmény arra utal, hogy az ER-ban az Al

domének egy része nem nativ szerkezetii.

Random dimerizaciot feltételezve elméleti alapon (4. egyenlet a ,Betegek, anyagok és
modszerek” fejezetben, 49. old.), azt varjuk, hogy a p.C1149R/dA1 vagy p.C1149R/dA13
arany a B710-es immunprecipitatumokban 1,0-del emelkedik a 082 antitesttel nyert értékekhez
képest. A mért aranyok kozel allnak ezekhez a vart értékekhez (26. abra). Ez az eredmény
kizéarja az exkluziv heterodimer vagy exkluziv homodimer képzddést feltételezé modelleket, és
arra utal, hogy a pro-VWF molekuldk ko6zotti dimerizacié random folyamat az ER-ban. A
tisztan random dimerizaciotol vald némi eltérés nem zarhato ki teljesen eredményeink alapjan,
mivel a p.C1149R alegységeket nem kvantitativ modon nyertiik vissza a B710

immunprecipitaitumokban.

Az alegységek kozti diszulfid hidak helye a VWF alegység C-terminalis ,,CK domén” nevii
legvége, az utolsd kilencven aminosavon beliil koriilithatd fehérjerész (CK domén; lasd
kovetkezd fejezet).”? Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a dimerizacié minden valoszinliség
szerint nem szimultdn torténik a transzlacidval, hanem valamikor azt kdvetden, hogy a
polipeptid lancok teljes egészében az ER lumenébe keriiltek. Tovabba az is nyilvanvald, hogy
bar a p.C1149R alegységek intracellularis retencidja és lebontdsa minden bizonnyal kiilonb6z6

dajkafehérjék (chaperonok) kapcsolodasat feltételezi a helyteleniil hajtogatott N-terminus
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kozelében, e dajkafehérjék kapcsolodasa lathatolag nem gatolja a C-terminusnal 1étrejovo

dimerizécios folyamatot.

A random dimerizaciobol az kovetkezik, hogy a pro-VWF dimerek fele lesz heterodimer,
egynegyediik pedig mutans homodimer, igy ha valamennyi mutdns egységet tartalmaz6 dimer
retencidra keriil, akkor az varhatd, hogy a szekrécid szintje a normalis 25%-dra esik le.
Amennyiben a plazmaszint aranyos a termelés szintjével, akkor mindebbdl az kdvetkezne, hogy
e betegekben a VWF szint 25% koriili. A p.C1149R mutacidju betegek VWF szintje ennél
alacsonyabb, 10-15% kortili, és itt meg kell jegyezniink, hogy e sulyosabb csdkkenés oka
vizsgalatunk idejében még nem volt ismert.!*3 A plazma VWF normalértéke széles
tartomanyban mozoghat, ¢s szamos faktor befolyasolja, tobbek kdzott az ABO vércsoport vagy
hormonalis tényezdk. Példaul a 0-s vércsoportu egyének VWF szintje atlagosan 75% (£ 2SD
36-157).2'4 Tehat ha 6sszeadodna a p.C1149R és a 0-s vércsoport hatasa, akkor elméletileg
elképzelhetd lenne, hogy a kettds hatas okozza a betegekben megfigyelt értékeket. Azonban ez
az elméleti lehetéség nem magyarazhatta a jelenséget az adott csaladban, mivel az egészséges
csaladtagok VWF szintje 83-86% kozott mozgott, és az érintett csaladtagokban az ABO
vércsoport nem korrelalt a VWF szinttel.!** A jelenség alternativ magyarazata lehetne, ha a
mutans alegységet tartalmaz6 dimerek egy kis része mégis el tudnd keriilni az ER retencids
mechanizmusat, és at tudna keriilni a Golgi-apparatusba. Irodalmi megfigyelések szerint e
,,szokevény” hibasan hajtogatott fehérjék visszatartasara a disztélis szekretoros rendszerben is

lehetéség  van 215218

A hetero-oligomerek retencidja a Golgi apparatusbol viszont
megmagyarazhatnd a megfigyelt sulyosabb VWF szint csdkkenést, mivel ez a mechanizmus
joval tobb normal alegység visszatartasat is eredményezné. E modell ugy adna magyarazatot a
vartnal alacsonyabb plazma VWEF szintre, hogy nem feltételezi a dimerek szokését kovetd egyik
bioszintetikus vagy katabolikus 1épés koros voltat sem (multimerizacio, a W-P testekben valo
tarolas, a szekrécid és a keringésben valo talélés). Két megfigyelésiink is alatamasztotta ezt a
modellt: az érintett betegek multimer szerkezete kozel normalis volt, és DDAVP adaséra a

VWEF szint jelentésen megemelkedett plazméjukban (itt nem k6zolt adatok).

Bér a fenti ,,sz0kevény mutans” néven aposztrofalhaté mechanizmus intellektudlisan vonzo,
ezt bizonyitani eddig nem sikeriilt. Ugyanakkor a vizsgalataink kozlése ota eltelt idében
bebizonyosodott, hogy a p.C1149R életideje rovidiilt a plazmaban,'’* amely mechanizmus mar
kielégitd magyarazatot ad a 25%-osndl alacsonyabb plazmaszintekre az érintett csaladokban.

Hozzatessziik, hogy a fenti, altalunk leirt diszkrepancia volt az elsd jele annak, hogy a csokkent
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szintézis nem mindig ad elegendd magyarazatot az alacsony plazmaszintre, €s ez a megfigyelés
inditotta el azokat a vizsgalatokat,?!>*2° melyek alapjan kideriilt, hogy a fokozott plazma

clearance igen jelentOs szerepet jatszik az 1-es tipusu VWB egy alcsoportjaban.

A p.C1149R mutdns alegységek retencidja Cys'16? jelenléte nélkiil is bekovetkezik

A tovébbiakban arra voltunk kivancsiak, hogy a p.C1149R mutacié milyen oknal fogva
vezet a VWF alegységek lebomldséhoz. Tobb fehérje esetében is ismert, hogy a par nélkiil
maradt ciszteinek akadalyozzdk az intracelluldris transzportot, és elvben a C1149R-VWF
fenotipusdhoz is hozzajarulhatna ez a mechanizmus. A pdratlanul maradt cisztein fehérjét
retinedld hatasara példa, hogy a sejtek redukdld anyagokkal vald kezelése tobb fehérje

reverzibilis felhalmozddasahoz is vezetett az ER-ban, mint példaul az influenza

217 218

hemagglutinin,>'’ albumin és aszialoglikoprotein receptor-'® esetében, de semmi hatdsa nem
volt az ai-antitripszinre, melyben nincsenek diszulfid hidak.>'®* Redukalo anyagok a VWF
retencidjahoz is vezetnek az endotélsejtek ER-jaban.??! Tovabbi példa az IgM, mely nem képes
elhagyni az ER-t, mig egyik specifikus ciszteinje diszulfid kotést nem 1étesit a C-terminalis
masik ciszteinnel, és az adott cisztein mutacioja megsziinteti ezt a transzportblokkot.??> Hasonlo
mechanizmust irtak le az acetil-kolinészterdz még 0Ossze nem kapcsolodott alegységei

esetében.??®* Ezek a megfigyelések folvetik annak realis lehetdségét, hogy a C1149R-VWF

rrrrr

1149 1169

a normal VWF molekulaban a Cys!'* a Cys!'!%°-cel képez alegységen beliili diszulfid hidat.*¢

1169

fgy a p.C1149R mutacio a Cys''®-et kovetkezésképpen par nélkiil hagyja, ami a fenti

okfejtésbol kovetkezéen megakadalyozhatja az ER-bol valo kilépést.??>223 Annak eldontésére,
hogy a Cys!!®

retencidjadhoz, olyan molekuladkat szerkesztettiink, melyekben jelen volt vagy a p.C1149R, vagy
a p.C1169S, vagy mindkettd; €s ezeket normal VWF molekulaval ko-transzfektaltuk (27.
intracellularis koncentraciot, megerdsitve korabbi megfigyeléseinket.!** A p.C1169S és a kettds

p.C1149R+p.C1169S mutaciok 1ényegében azonos fenotipushoz vezettek. Vagyis a masodik

Cys1169Ser mutacié hozzaadasa nem csokkentette a p.C1149R mutacié fenotipusanak
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sulyossagat. Kovetkezésképpen a par nélkiil maradt Cys!''® tiol csoport nem jarul hozza a
p.-C1149R mutacid altal okozott intracelluldris retencido mechanizmusahoz. (27. abra). Tehat a
p.C1149R intracellularis retenciojat nem a par nélkiil maradt Cys!!'® tiol csoport okozza, hanem

a mutacionak valamely kevésbé direkt hatasa a fehérje hajtogatasara.

A pro-VWF heterodimerek ER-ban torténd retencidja és lebontdsa érdekes altalanos
kérdéseket vet fol a fehérjeszintézis mindségi ellendrzésével kapcsolatban. Az wjonnan
transzlalt fehérjéket az ER dajkafehérjéi (chaperon-jai) ismerik fel, melyek kapcsolédnak
hozzajuk, €s visszatartjak a fehérjéket az ER-ban egészen addig, mig a hajtogatds pontosan be
nem fejezédik.??* Nem ismert, hogy a hajtogatas hibas voltat mely jelek révén ismeri fel a sejt,
de ugy tlinik, hogy nagy fehérjék esetében e szignalok lokalisak lehetnek, vagyis a fehérjének
bizonyos doménjai hibdsan hajtogatottak, melyekhez tovabbra is kapcsolodnak az illetékes
dajkafehérjék, de ekdzben mas domének hajtogatisa helyes, melyrdl a dajkafehérjék annak
rendje és modja szerint levalnak.??> A VWF p.C1149R mutacié mechanizmusardl szerzett
ismereteink jol illeszkednek ebbe a modellbe, mivel az N-terminus kdzelében 1évé mutacio az
ER-ban val6 retenciot anélkiil okozza, hogy a tobb mint 1500 aminosav tavolsagban és kb. 30
nm tavolsagban 1évé C-terminus cisztin csomo doménjében létrejové dimerizaciot

akadalyozna.??6-227

A p.C1149R mutdns pro-VWF alegységek a proteaszémdban bomlanak le
Az ER-ban csapddba esett fehérjék retencidjanak és proteolitikus lebontasanak egyik f6 utja a

228 Kovetkezésképpen a folyamat része az is, hogy az ER-

proteaszomaban torténd emésztés.
ban a mar létrejott diszulfid hidak redukdlodnak, a polipeptid mar hajtogatott része

széthajtogatodik, és igy valik lehetségessé a re-transzlokaci6 az ER specifikus porusain

A Feliliszd B Liz&tum
120 1400
100 - _L 12001 ne
? 80" §1000'
£ #£ 8004
e 907 w ]
§ o § 600
400
] ] 5
0 i
Vector C1149R C1169S C1149R+ Vector C1149R C1169S C1149R+
C1169S C11688

27. ABRA. A p.CI1149R, p.C1169S, és kettos p.C1149R-p.C1169S mutins VWF fenotipusa
hasonlo. A 2937 sejteket ko-transzfektaltuk olyan pPSVHVWF1 plazmidokkal, melyek normal VWF-et (3 pg)
és a jelzett mutans VWF-et (6 ng) kodoltak. A feliilluszo (A) és sejt lizatum (B) VWF koncentraciojat ELISA
modszerrel hataroztuk meg. A kapott értékeket a kontroll (pSVHVWFl1-gyel és vektor plazmiddal ko-
transzfektalt sejtek) szazalékos aranyaban fejeztiik ki. Mindegyik oszlop két fliggetlen kisérlet atlagat +SD
mutatja. A 100% a feliiliszo esetében 304 ng/ml-nek, a lizdtum esetében 34 ng/ml-nek felel meg.
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keresztiil a citoplazméaba.??* Ezért a kovetkez6 1épésben szerettiink volna meggy6z8dni arrdl,

hogy a C1149-VWF retencidja is a proteaszOmaban torténik.

Ehhez az intracellularis pro-VWF dimerek sorsanak kovetése celjabol izotdppal jelzett
kisérletet terveztiink (,,pulse-chase” technika) lactacystin, egy specifikus proteaszoma
inhibitor??® jelenlétében, illetve tavollétében (28. dbra). A normal VWF-et expresszald
FurdBHK sejtekben a kovetés (,,chase”) negyedik orajaban megjelent az intracelluléris pro-
VWF, amely 16 6ran beliil lecsengett, majd eltlint a sejtekb6l. A VWF fehérje szekrécidja
¢s elnyujtotta az ER-bol valo clearance-ét. E normal VWF-fel nyert eredményekkel szdges
ellentétben a p.C1149R mutans VWF-et expresszalo sejtek nem szekretaltak detektalhatd

mennyiségli VWF-et, és a jelzett molekuldk csaknem teljes mennyisége négy oran beliil

A Kontrall +Lactacystin B Kaontroll +Lactacystin
’ - — - pro ’ — pro
Normal “ : g
it - - érett C1149R .
lizatum =3 » iz5tum I ‘ || g - erelt
¢
L
g L
Normal — éreit 2
ol - - ere C1149R
fellluszo ‘ ‘ ‘ - ' fellluszo Fisres
0O 4 16 32 0 4 16 32 ¢dra 0 4 16 32 0 4 16 32 dra

28. ABRA. A lactacystin hatdsa a normal és mutdns p.C1149R VWF szintézisére. Normal VWF-
et (A) vagy mutans p.C1149R-VWF-et (B) stabilan expresszalo BHK sejteket lactacystinnel vagy tapfolyadékkal
(Kontroll) kezeltiink, és 30 percig jeldltiik dket [*3S]ciszteinnel és [*°S]metioninnal (, pulse”). Ezutan jeldletlen
tapfolyadékkal folytattuk a kisérlet kdvetéses (;, chase ”) részét a jelzett idopontokban torténd leallitasig. A VWE-
et a feliiluszobol és lizatumokbdl immunprecipitaltuk, majd SDS-PAGE 5% poliakrilamid gél elektroforézissel
elemeztiik. A detektalas autoradiografiaval tortént. A pro-VWF (kb. 350 kDa) és az érett VWF (kb. 250 kDa)

lebontasra keriilt (27. B abra). A p.C1149R mutans szekréciojanak teljes hianyat ELISA
méréssel is megerdsitettiik, mellyel a kondicionalt feliiluszoban nem taldltunk VWF-et (itt nem
kozolt adatok). Ez azt mutatja, hogy a stabilan transzfektalt BHK sejtek a mutans VWF
alegységeket még nagyobb hatékonysaggal tartjdk vissza, mint az atmeneti transzfekcidval
vizsgalt 293T sejtek (25. dbra). A lactacystin proteaszéma inhibitor a mutans pro-VWF
alegységek eltavolitasat tobb mint 16 6raig késleltette, mintegy stabilizalta az intracellularis
p.C1149R muténs alegységeket (vagyis gatolta lebontasukat, 28. abra), mely egyértelmiien
bizonyitja, hogy a C1149R-VWF intracellularis lebontdsdnak szerves része a citoplazméba

torténd retrograd transzport és a proteaszomaban torténd emésztés.
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A fenti kisérletek tehat meggy6zden bizonyitottdk a mutans és vad tipusu allélok kozott
random moédon 1étrejott kapesolatot, és azt is, hogy azok a normal alegységek is lebomlanak a
proteaszomaban, amelyekhez muténs alegység kapcsolddott. Ez a megfigyelés-sorozat
bepillantast enged a sejten beliili fehérjeszintézis mindségellendrzésének folyamatdba, és a von
Willebrand betegség kérdéskorén messze tilmutatd altalanos kérdések felvetésére is alkalmat

ad.

A heterozigéta p.C1149R mutécié dominans negativ hatdsabdl arra kovetkeztethetiink, hogy
a mutacio kovetkeztében 1étrejott hajtogatasi hiba elegendd szignalt biztosit ahhoz, hogy ne
csak a beteg, de a diszulfid hiddal hozzakotott normal alegység is aldozataul essen ennek a
lebontasi folyamatnak. Ha belegondolunk abba, hogy e retro-transzlacio soran a diszulfid hidak
bontasra keriilnek, akkor nyilvanvalova lesz, hogy elébb vagy utdbb a két alegységet 6sszekotd
diszulfid hid bontésa is bekovetkezik, ami elvalasztja egymastol a beteg és normal alegységet,
azonban a lebomlds mégis folytatodik. Ebbdl indirekt médon arra kdvetkeztethetiink, hogy
létezik az ER-ban lebontasra kijeldlt polipeptideket megjeldlésére valamilyen mechanizmus,

mely jeldlést kovetden mar nincs visszaut.

A fentiekben leirt dominans negativ hatdsmechanizmus a heterozigéta VWF p.C1149R
mutéacion tal altaldban is érvényes lehet mas oligomer/multimer szerkezeti fehérjékre. Ha egy
mutacié ugy okozza a fehérje ER-ban torténd retenciojat, hogy kdzben nem akadalyozza meg
az alegység masik alegységekkel vald kapcsolodasat, akkor bekdvetkezhet a teljes komplex
retencidja €és lebontdsa. Ezek a feltételek valodsziniileg foként olyan fehérjék esetében
kovetkezhetnek be, amelyeket alegységek kozti diszulfid hidak kotnek Ossze, ¢és elegendden
nagyok ahhoz, hogy tobb, egymastol fliggetleniil hajtogatott doménjiik is legyen, igy valhat
lehetdvé a fehérje egyik részének hibas feltekeredése (folding), mely az egész oligomer ER-ban
valo retencidjdhoz vezet. E mechanizmus potencidlis példai lehetnek példaul a fibrinogén, mely
polipeptid dsszetétele (afy)2 és melynél ismertek a hipofibrinogenémia autoszomalis dominans
formai. Kiilondsen azok kozott a betegek kozott feltételezhetliink hasonlé mechanizmust,

akiknél ismert, hogy aminosavcserét eredményezd (misszensz) mutacié gatolja az alegység

t,230’231 t.231’232

szintézisé vagy a fibrinogén fehérje intracellularis felhalmozodasahoz veze
Azonos mechanizmus okozhatja a heterozigota kollagén mutaciok altal 1étrehozott korképeket
is, melyekben a kollagén a ldncanak aminosavcserét eredményezd (misszensz) mutacioirdl

t233

ismert, hogy domindns moddon okoznak  osteogenesis  imperfecta illetve

hipokondrogenezist.>** E hipotézis teszteléséhez, akarcsak a VWF esetében, olyan modszerre
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lesz sziikség, melynek segitségével a mutans €s egészséges alegységeket egymastol el lehet
kiiloniteni, hiszen az kiilonbozé allélok egymdashoz vald kapcsolodasat csak igy lehet

bizonyitani.

Osszefoglalva, ebben a munkaban azt sikeriilt egy modellrendszer segitségével bizonyitani,
hogy a mutacié miatt hibasan feltekeredett VWF alegység az ER mindségellendrzd rendszerén
fennakadva a proteaszomaban keriil lebontasra, de ebbe a ,,fehérjesirba” magaval viszi a hozza
kapcsolodott ép alegységet is. Igy az ER-bol a Golgiba és onnan szekréciora keriils VWF
mennyisége sokkal kevesebb lesz, mint amit az egyik allél kiiktatasa egyébként okozna.
Minthogy ez a domindns negativ hatds mas fehérjéknél is megfigyelhetd, a mechanizmus

altalanosithat6 az oligomer formaja fehérjék domindns negativ mutdcidinak magyarazatara.
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A VWF clearence jelentosége: A Vicenza varians molekularis
patogenezise235

A siilyos 1-es tipusi VWB egy részének hdtterében a Vicenza varidns dll

Amint az el6z0 fejezet elején kitértiink ra, az 1-es tipusi VWB okainak vizsgalata a kelet-
magyarorszagi régid vérzékeny betegeit ellaté Debreceni Egyetem II. Belgyogyaszati Klinika
nyilvantartasa segitségével ravilagitott, hogy a nagy penetrancidjo stlyos 1-es tipusi VWB az

1-es tipuson beliil ritka!?’

. A 29. abra mutatja a debreceni nagy penetranciaju sulyos 1-es tipusu
csoportban talalt két Vicenza csalad csaladfajat (melyek betiijele C és E volt). Bar a csalddok

kis 1étszamuiak, a dominans 6roklédésmenet jol megfigyelhetd.

Az 1-es tipusu betegekrdl rendelkezésre allo adatok alapjan vératlan eredménynek szamitott a
Vicenza varians ilyen nagymértékii reprezentaltsaga. Igy, figyelmiink e rejtélyes korkép felé

fordult, és a kutatds a tovabbiakban a Vicenza varidns patogenezisére iranyult.

¥ 1 2 | 01 .2
Vo

I 1 Oz

1| ‘1 ‘2 1] 1 2

" " 2 " " 4
C" csalad E" csalad
29. ABRA. A két Vicenza csalad (VWB, Vicenza varidns) csalddfdja. Sziirkén vannak jeldlve azok
a csaladtagok, akik az anamnézis szerint vérzékenyek, de laboratoriumi adataik nem allnak rendelkezésre. A
bizonyitottan érintett csaladtagok feketén jelzettek.
A Vicenza varidns jellemzése
A von Willebrand betegség Vicenza variansat eredetileg 1988-ban az olaszorszagi Vicenza

tartomanyaban irtak 1e>3¢ (innen a név), amelyet kés6bb Németorszagbol, 37 Torokorszagbol?’
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és Magyarorszagrol'?” szarmazo beszamolok kovettek. A VWB Vicenzat nagy penetranciaja
autoszomalis dominans Oroklédésmenet, alacsony plazma és normadlis vérlemezke VWF
szintek jellemzik. A VWF antigén és aktivitds szintje aranyosan csokken, és a betegek egy
részében ultra-nagy VWF multimerek (UL-VWF) vannak jelen.?’® A szerzOk egy része
ramutatott arra is, hogy a multimer gélen a szatellita savok kevésbé kifejezettek.?!” E kiilonds

fenotipus hatterében a heterozigota p.R1205H aminosavcserét sikertilt kimutatni.?3

A p.R1105H mutaciohoz kapcsolhatod Vicenza fenotipus?*® a nagy penetranciaju stlyos 1-es
tipusu VWB kategoridban kiilonleges helyet foglal el. Eleinte a 2M csoportba soroltdk, mivel
sok csalddban ultra-nagy multimerek (ULMW-VWF) jelenlétét észlelték/észleltiik. Igy a
multimer szerkezet a normalistdl eltérd volt ugyan de — nagyrészt sajat munkankbol —
hamarosan kideriilt, hogy funkcionalisan a VWF fehérje intakt, ezért az (ijabb beosztas az 1-es

tipusba sorolja.*

A VWB Vicenza patogenezise a betegség leirdsa oOta rejtély. 2002-ben Casonato és
munkatarsai ugyan leirtdk, hogy e betegekben a DDAVP adas utani VWF tulélése a plazmaban
megrovidiilt,?!® de ezt a tanulmanyt metodikai okok miatt kételkedve fogadta a tudomanyos
kozvélemény?® (lasd késébb). Bar a fokozott clearance, amennyiben a fenntartisok ellenére
valdsnak bizonyul, magyarazatot adhatna az alacsony VWF szintekre a Vicenza tipusu VWB
betegeknél, az azonban tovabbra sem volt vilagos, hogy az UL-VWF multimerek jelenléte ok,
kovetkezmény vagy egy fiiggetlen jelenség-e.>!” Hasonloképpen tovabbra is magyarazatra
szorult a multimer szatellita mintazatdban megfigyelt csekély eltérés. Két hipotézis keletkezett
az UL-VWF multimerek magyardzatara. Az egyik szerint a konstitutiv szekrécio sériilése vezet
az UL-VWF multimerek jelenlétéhez. A Vicenza betegek UL-VWF multimerjei valdéban
hasonlitanak a trombocitdkban megfigyelhetd (és feltehetéen a W-P testekben téroltakhoz
hasonld strukturdju), illetve a DDAVP adas utan a W-P testekbdl frissen kilokott VWF
multimerekhez.*® A masik alternativ hipotézis azt feltételezte, hogy a mutins alegységek
ektopias modon mar az endoplazmas retikulumban (ER) multimerizalédnak, ami egyszerre
adhatna magyarazatot a talzottan nagy multimerek jelenlétére, és — mas magas penetranciaval
oroklédo 1-es tipusi VWB varidnsokhoz hasonléan — az igen alacsony VWF szintekre is. Az
ektopias multimerizacié hipotézisét munkacsoportunk allitotta fel, a mutans alegységek egész
oligomerek retenciojat okozo hatdsanak analdgidja alapjan'?’ (a jelenséget az el6z0 fejezetben

fejtettiik ki).
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Ebben a vizsgalatban a fenti (ektopids multimerizacio) hipotézist szerettiik volna tesztelni,
illetve negativ valasz esetén a gondolkodast kiterjesztve azt probaltuk megfejteni, hogy a
p.-R1205H aminosavcsere milyen mas mechanizmussal hozhatja 1étre a Vicenza fenotipust
(alacsony plazma VWF, normal vérlemezke VWF ¢és UL-VWF jelenléte a plazmaban). Az
alabbiakban részletesen bemutatand6 kisérletekben bizonyitjuk, hogy a rekombinans rVWEF-
R1205H bioszintézise azonos a vad tipustt VWF bioszintézisével. Tovabba cafoljuk az ektopias
multimerizacié hipotézist, mivel a mutans és a vad tipusit VWF multimerek intracelluléris
szintézise egyarant érzékenynek bizonyult a Golgit bénitd monensinre, hozzatéve, hogy a sejt

lizatumok nem is tartalmaztak detektalhatd6 mennyiségii multimert.

A két debreceni Vicenza VWB csalid érintett tagjainak fenotipusa jellegzetes
A vizsgélatot a csaladok érintett és nem érintett tagjainak részletes anamnézisével és

laboratériumi vizsgalataval kezdtilk. Az érintett tagok kozépsulyos vérzékenységben

19. TABLAZAT. A Vicenza csaldadok klinikai és laboratériumi” adatai

Csalad- VWEF:A VWF:RCo VWF:CB FVIII aPTI I . o
g ABO ) 8 %) ) %) © ® ::}c ) Multimer’  PFA* Vérzés
C-11I-1 0 17 <10 ND 9 34,7 12 UL ND N-E-T
C-111-2 0 8 <10 ND ND ND 14,5 UL Abnorm Nem volt
E-I1-2 A 14 <10 6,8 12 48 12 UL Abnorm N-G-B-GI
E-I1-2 0 6 <10 8,5 17 45,8 20 UL Abnorm N-B
E-I1-3 A 16 <10 8,0 20 49,6 15 UL Abnorm N-M-P
E-III-1 0 83 64 ND 148 37,5 ND Norm ND N-B
E-III-2 0 116 122 ND 206 41,2 ND Norm ND Nem volt

VWEF: von Willebrand faktor; N: orrvérzés (masalis haemorrhagia); E: post-extractios vérzés; T: post-
tonsillectomias vérzés; G: inyvérzés (gingiva haemorrhagia); M: menorragia; B: ,easy bruising”; GI:
gastrointestinalis vérzés; P: post-partum vérzés (vastagon szedtiik a major vérzést). “A laboratoriumi
normalértékek a kdvetkezok: VWF:Ag: 50-150; VWF:RCof: 50-150; VWF:CB: 50-150; FVIII: 50-150; aPTI
(aktivalt tromboplasztin id8): 25-35; Ivy vérzési id6: <10 perc; "UL: ultra-nagy multimerek jelenléte; *A PFA-
100 (platelet function analyzer-100) kétféle toltetével (kollagén/epinefrin és kollagén/ADP) hasonlo
eredményeket kaptunk.

szenvedtek, csak az E-I-2 jelli betegnél jelentkezett major vérzés. Az anamnesztikus ¢és
laboratoriumi adatokat a 19. tablazatban foglaltuk 6ssze.
A Vicenza tipusii VWB betegekben az endogén R1205H-VWF clearance jelentdsen
fokozott az exogén (vad tipusii) VWF clearance-éhez képest

Ezek utan arra voltunk kivancsiak, hogy az akkor még friss és vitatott eredménynek szamito
gyorsult clearance ¢észlelhet6-e a magyarorszagi Vicenza betegek esetében is. A méréseket ugy
akartuk megtervezni, hogy a Casonato eredményeivel?!® kapcsolatos kételyeket teljesen
eloszlassuk. Ugyanis, amint azt fentebb mar emlitettiik, Casonato és munkatarsai megfigyelését
joggal kritizaltak azért, mert normal kontrollként olyan egyéneket hasznaltak, akiknek VWF
szintje normalis volt, ahelyett, hogy a Vicenza betegekhez hasonléan alacsony VWF

koncentracioval rendelkezd 1-es tipust betegeket hasznaltak volna kontrollnak.?** A kritika
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alatdmasztasara két 1-es tipust betegrdl is beszamolnak, akiknek p.C1130F mutacidjuk volt,
am VWEF clearance-iiket szintén gyorsultnak talaltak, hasonloan a Vicenza fenotipushoz.?** A
VWEF féléletidejének alacsony szamu személyek kozotti 6sszehasonlitdsa azért is problémas,
mert a VWF szintek kozismerten igen széles hatarok kozott mozoghatnak, ami normal
koriilmények kozott is jelentds variaciot tiikroz a VWF termelésben és/vagy clearance-ben. A
problémat tovabb fokozza a DDAVP-re adott Osszetett valasz, valamint az a tény is, hogy a
VWF féléletidejének pontos meghatarozadsdhoz sok iddpontban levett mintavételre van

sziikség.

A kétségek eloszlatasara tehat két ujitast vezettiink be: egyrészt a VWF felezési id6 mérését
egy (a DDAVP beadas iddpontjdban induld) 10 pontbdl allo interpolalt idégorbe alapjan
végeztilk, mely az addig az irodalomban szerepld adatoknal joval pontosabbnak ¢és
reprodukélhatobbnak bizonyult. Mésrészt a kontroll csoporttal kapcsolatos fent kifejtett
problémaék athidalasara kontrollként nem egészséges egyének vagy egy masik betegcsoport
szolgélt, hanem ugyanazokban a személyekben hasonlitottuk 0ssze a DDAVP adas utani
endogén VWF szint csokkenés sebességét az exogéen modon adott Haemate P adés utan hasonlo
precizitassal mért csokkenéssel. A Haemate P egészséges egyének plazmajabol késziil, tehat
normalis, azaz vad tipusu VWF forrasnak tekinthetd.

Az ,,E” csaladbol szarmazd harom Vicenza VWB betegnek DDA VP-t adtunk standard (0,3
png/kg) dozisban 15 perces infuzidban. Vérmintat a kovetkezé idépontokban vettiink: 0, 30, 60
perc és 2, 3,4, 6, 8, 12 és 24 6ra. A Haemate P-t egy legalabb kéthetes kitiriilési periodus utan
adtuk, 60 egység/kg dozisban (VWF:RCo egységben mérve). A VWF:Ag szint joval
gyorsabban csokkent DDAVP adasa utan (felezési id6, =SD: 0,72+0,12 6ra), mint Haemate P
utan (felezési id6 5,93+2,28 ora) (30. abra). A kiilonbség statisztikailag is szignifikans volt.
Vicenza betegeinkben az atlagos (DDA VP utan mért) sajat VWF:Ag felezési id6 az exogén vad
tipusu VWF felezési idejéhez képest kilencszer rovidebbnek adddott. Ugyanakkor az exogén
vad tipusi VWF felezési ideje hasonld volt, mint amit normal kontrollokban (n=5) mértiink

(20. tablazat).
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A DDAVP adas utan észlelt multimer mintazatot a 31. abra mutatja. A normal kontrollokon
kiviil még két ismert mutacidval rendelkezd beteg is dsszehasonlitasi kontrollként szolgalt; az
A csalad I1-1-es tagjanak heterozigéta p.C1130Y mutécidja van, mely stlyos 1-es tipust VWB-
t okoz, mig a B csalad III-2-es tagjanak heterozigdta p.R1597Q mutacidja 2A tipust VWB-ben
manifesztalodott. A C1130Y-VWF felezési ideje a vad tipushoz képest negyedére csokkent
(1,2, illetve 4,79 6ra DDAVP, illetve HP utan), mig a R1597Q-VWF felezési ideje hasonlod volt
a vad tipuséhoz (4,33 és 5,3 ora) (20. tablazat). Hasonl6 eredményeket kaptunk a VWF:RCo
¢és a FVIII mérése kapcsan (itt nem kozolt adatok) azzal a kivétellel, hogy a R1597Q-VWF
VWEF:RCo aktivitas felezési ideje jelentdsen csokkent (0,78, illetve 3,18 ora). E jelenség
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30. ABRA. Vicenza betegekben fokozott az R1205H-VWF clearance-e. A betegeknek DDAVP-t
¢és legalabb két hét elteltével Haemate P-t adtunk. A VWF:Ag szintet a 0, 0,5, 1, 2, 3, 4, , 8, 12 és 24 orai
idopontokban mértiik. Az endogén R1205H-VWF sokkal gyorsabban {iriil ki, mint a Haemate P-vel beadott
exogén vad tipusi VWF.

nyilvanval6 magyaradzata a 2A tipusi VWB betegségben észlelhetd fokozott érzékenység a
hasito enzim irdnt. A mésik Vicenza csalad (,,C” csalad) két érintett tagja nem kivant részt venni
a vizsgalat DDAVP/HP részében.

Fent mar utaltunk ra, hogy a VWF clearance-ének mérése technikailag nem konnyi. Egy-
egy id6pont mérésében bekovetkezett csekély laboratériumi hiba is a becsiilt felezési ido
viszonylag nagy eltéréseihez vezethet. Ennél fogva a pontosabb 0sszehasonlitdsokhoz

elengedhetetlen, hogy a DDAVP (vagy Haemate P) addsa utan a lehetd legnagyobb szdmu

20. TABLAZAT. VWF:Ag clearance kiilonféle VWB altipusokban

Csalad Személy Mutdcio) T4-DDAVP T+-HP VWF:Ag VWF:Ag
(ora) (ora) alapvonal (%) csucs* (%)

E 1-2 R1205H 0,99 9,71 10 97

E 11-2 R1205H 0,84 4,96 8 103

E 1I-3 R1205H 0,59 7,09 16 165

A'tlag +SD 0,81£0,2 7,25+2.38 11,3+4,2 121,7+£37,7

A 1I-1 C1130Y 1,20 4,79 12 27

B I1-2 R1597Q 4,33 5,3 84 198

Kontroll (n = 5) 5,59+2,22 N/A 70421 181433

VWB: von Willebrand betegség; VWEF: von Willebrand faktor
*A DDAVP adas utan mért legmagasabb koncentracio.
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idopontban tortént méréseket hasznaljuk. Az altalunk bevezetett 10 pontbol all6 gorbe
jelentdsen csokkentette a clearance mérésének belsd pontatlansdgat. Mindezt Osszesitve
megallapithatjuk, hogy adataink kétséget kizaréan bizonyitottak, hogy emberben a R1205H-
VWEF clearance-e egy nagysagrenddel gyorsabb a VT-VWF clearance-énél. Ez az eredmény a
ragcsalokban tett megfigyelésekkel is szinkronban van, ahol a R1205H-VWF szintén jelentdsen

rovidiilt plazmatalélést mutatott.!64

Igy tehat nemcsak megerdsitettiik, hanem ki is terjesztettiik, és bizonyito erével timasztottuk
ald Casonato és munkatarsai?!® megfigyelését, hogy a Vicenza betegekben a VWF plazma
életideje lerovidiilt. Adataink nyilvanvaléan mutatjak, hogy a R1205H-VWF felezési ideje
hozzavetdlegesen egy nagysagrenddel rovidebb, mint a vad tipusi VWF felezési ideje
ugyanazon betegekben. Ezt az eredményt a von Willebrand faktorral foglalkozé nemzetkdzi

kutat6 kozosség széles korben elfogadta és idézi.

A Vicenza betegek multimer mintdzata DDAVP adds eldtt és utdn

A DDAVP adast kovetd valtozds nem csak a VWF plazmaszintet érintheti, hanem a
multimer eloszlas valtozasanak vizsgéalata is érdekes tanulsdgokkal szolgalhat. Az egyik
Vicenza beteg multimer mintdzata DDAVP adés el6tt és utan a 31. dbran lathatd. Amint azt az
abra mutatja, az E-II-3 betegnél alacsony VWF szintet és az UL-VWF szokatlanul magas

aranyat talaltuk. Tovabba a proteolitikus darabokat tartalmaz6 szatellita sdvok a szokasosnal
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31. ABRA. VWB Vicenza beteg multimer mintizata DDAVP adas elditt és utdn. Az 4bra az E-11-
3 beteg (A panel) és normal kontroll (C panel) SDS agaréz elektroforézises multimer mintazatat mutatja
DDAVP elétt és utan a jelzett iddpontokban. A beteg (B panel) és normal kontroll (D panel) multimerjeinek
denzitometrids elemzését a 0, Y2, 1, 2 és 4 o6ras idopontokban mutatjuk. Az 6sszehasonlitas elosegitésére a beteg,
illetve a normal kontroll 0 idépontban vizsgalt gérbéjét kék vonal mutatja, mig az a normal plazma kontroll
pirossal van dbrazolva. NP: normal plazma.

o
N

halvanyabbak. DDAVP addsa utdn azonban a szatellita sdvok atmenetileg kifejezettebbé valnak
egészen az egyensulyi allapot eléréséig (az adas utan 4 6raval).

Bar a gyorsult clearance megmagyarazza a Vicenza betegekben észlelt alacsony VWF
szintet, az még mindig nem volt vilagos, hogy az ultra-nagy VWF (UL-VWF) a Vicenza
fenotipusban ok, kovetkezmény vagy esetleg egy fliggetlen epifenomén.?® Kovetkezd
célkitlizésiink tehat az UL-VWF jelenlétének magyarazatara alkotott két kordbbi hipotézis
(ektopias multimer szintézis az ER-ban, illetve a konstitutiv szekrécid sériilése) tesztelése volt.
Minthogy a konstitutiv vs. regulalt szekrécid szétvalasztasara nem rendelkeziink metodikéval
in vivo, ezért csak az ektopias multimerizacio hipotézisét tesztelésére volt modunk. Erre a célra

rekombinans R1205H-VWF muténs fehérjét szerkesztettiink.

A rekombindns vad tipusu és R1205H-VWF szintézise és multimer szerkezete
megegyezik

Az p.R1205H muticionak a VWF szintézisére gyakorolt hatasat 293T sejtekben
expresszalva vizsgaltuk. A 293T sejtekbe VT-rVWF és R1205H-rVWF vektorokat vittiink be.
Vilaszt kerestiink arra a kérdésre is, hogy az R1205H-rVWF nagyobb hatékonysaggal képez-e
multimereket a Golgiban. E kérdés tisztazasara a Golgi miikodését monensin kationos ionofor

segitségével gatoltuk.'*® A 293T sejtek feliilluszoiban ELISA modszerrel mértiik a mutans és
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vad tipusut VWF szintjét, melyek hasonldé mennyiségben termelddtek (itt nem kozolt adatok),
¢s a monensin hasonloképpen gatlolag hatott mind a mutdns, mind a vad tipusi VWF
multimerizacidjara (32. abra). Kovetkezésképpen az ER-ban torténd ektopids multimer

képzddés nagy valdszinliség szerint nem jatszik szerepet a Vicenza fenotipus kialakitasaban.

Vad Vic

-

- @ o s
10 20 - 10 20

Monensin (ng mL~")
32. ABRA. A vad tipusu és R1205H rVWF multimer szerkezete. A vad tipusa és mutans VWF-t 293T

crey

- -
-
-
Ead
.

a vad tipusu és mutans plazmiddal transzfektalt sejtek feliiliszoi kozott, sem a kezeletlen sejtek, sem a
monensinnel (a Golgi miikddését gatld ionofor, mely akadalyozza a multimerizaciot a Golgiban) kezelt sejtek
esetében.

Osszesitve, ezek az adatok azt mutatjak, hogy az ektopias multimer képzddés az ER-ban
igen valdszinlitlen oka az ultra-nagy multimerek kialakuldsdnak, tehat korabbi

hipotézisiinket'?’ elvethetjiik.

A fenti kisérletekkel ugyan a folvetett konstitutiv szekrécid sériilésére vonatkozo6 adatot nem
sikeriilt nyerni, de az a tény, hogy a vad tipust VWF ¢és a mutins R1205H-VWF kozott
semmiféle strukturalis kiilonbséget nem taldltunk, és szintézisiik is teljesen azonosnak
bizonyult, egyre inkabb arra utalt, hogy a mutici6 nem a VWF fehérje termelésén, hanem
katabolizmuséan keresztiil fejti ki hatasat. Emberben a plazmafehérjék katabolizmusat nagyon
nehéz kisérletesen vizsgalni (altalaban izotdppal jelzett fehérjék utjat van csak mod kdvetni,
ami emberben etikai korlatokba iitkozik), ezért ujszerli vizsgaloeljarast fejlesztettiink ki a

biologiai folyamatok matematikai szamitogépes modellezésének bevezetésével. A modell
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részletei és validalasa a ,,Mddszerek” fejezetben olvashatd. Lényege, hogy szamitégépben
megadhatd paraméterek szerint szimuldcios kisérleteket végezhetiink, ahol tetszés szerint
adhatjuk meg tobbek kozott a VWF felezési idejét. fgy a matematikai modell bepillantast
engedett a katabolizmus problémajaba anélkiil, hogy jelzett fehérjéket kellett volna

hasznalnunk.

A matematikai kisérletek azt mutattik, hogy a fokozott clearance onmagdban is
reprodukdlja a Vicenza betegekben megfigyelheté multimer mintdzatot

Szamitégépes szimulacidink sordn a kdvetkezd multimer paramétereket talaltuk a normal
mintazathoz legkdzelebb allonak (a paraméterek magyardzata a ,Betegek, anyagok ¢és
modszerek” fejezetben olvashato): kop: 1,76%10% (mely N,,= 178-nak felel meg); pen: 0,06, Ky:
9e13; Tupz: 12 ora; ECsp: 400%. Ezeknek a paramétereknek a kivélasztasa sordn gondosan
iigyeltiink arra, hogy az ismert adatok a populaciéban mérhetd atlagnak pontosan megfeleljenek

az irodalom szerint. Ezutdn ugyanezeket a szimulacids kisérleteket megismételtiik, egyszerre

Thr Vic NP 1A
VWF:Ag (96): NVA 12 37 54 100 100
33. ABRA. VWF termelés és katabolizmus. Kiilonbozo parameéteres feltételek hatdsa a
szimuldcios kisérletekben. A normal plazma VWF felezési ideje 12 6ra, a normal Nop/kop 178/1,76%1074,
Ha a felezési id6t egy tizedére csokkentjiik, tipusos Vicenza multimer mintazatot kapunk. A felezési idot kisebb
mértékben csdkkentve (felére, illetve harmadara) a VWF:Ag szint 54, illetve 37%-ra csokken, de a multimer
eloszlas felfelé valo eltolddasa kevésbé felting. Ezzel szemben, ha a kop -ot 6tszordsére noveljiik (ami az Nop
178-r6l 145-re valo csokkenésével egyenértékii), akkor tipusos VWB 2A (IIA varians) mintazatot nyeriink. Thr:
trombocita.
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mindig csak egyetlen paramétert valtoztatva (33. abra). A felezési id0 tizedrészére vald
csokkentése 12 o6rarol 1,2 érara (amely valtozéas hasonlo a betegekben megfigyelt felezési id6
csOkkenéshez) mindenben reprodukélta a VWB Vicenza multimer mint4zatat. A clearance-nek
ilyen mértékii fokozasa az egyensulyi helyzetben a VWF szintet 12%-ra csokkentette, ami
szintén tipusos érték ezekben a betegekben. Viszont ha a k,p-ot 6tszordsére noveltiik (mely az
Nop 178-r01 145-re vald csokkenésének felel meg), tipusos 2A tipusi VWB-nek megfeleld

multimer mintdzatot nyertiink (33. abra).

Természetesen Ovatosnak kell lenniink barmely olyan komplex modell interpretalasanal,
amely szamos beviteli paraméterrel dolgozik. Eppen ezért kimerité validalasi munkat
végeztiink, hogy meggyd6zddhessiink réla, hogy a szadmitégépes szimulaciok valdoban
megfelelnek a mérhetd bioldgiai folyamatoknak (5.-6. abra a ,,Mddszerek” fejezetben). Miutan
sikertilt igy optimalizalnunk a paramétereket, hogy azok tiikkr6zz¢€k az ismert irodalmi adatokat
¢s sajat fiiggetlen megfigyeléseinket a VWF tuléléssel kapcsolatban, a modell pontosan a vart
multimer mintdzatokat szolgaltatta, mind egyensulyi helyzetben, mind pedig a DDAVP adést
kovetdéen. A Vicenza VWB esetében a clearance felgyorsitdsa dnmagéaban is az UL-VWF
multimer mintdzat megjelenését, a betegekben észlelhetdnek megfeleld csokkent VWF szintet
¢s a DDAVP utani gyorsult VWF kitirtilést eredményezte. Ezen tulmenden megfigyelhettiik,
hogy a transzfundalt vad tipusi VWF (Haemate P) clearance-e normalis volt valamennyi
vizsgalt Vicenza VWB betegben. Tehat a megfigyelt UL-VWF multimerek magyarazata
kizarolag a megndvekedett clearance. Ezt didaktikusan ugy értelmezhetjiik, hogy megrovidiil
az az 1d6, amely soran az Gjonnan szekretalt VWF ki van téve ADAMTS13 hasitasnak, ami

torvényszerlien a kezdeti nagyobb multimerek felé vald eltolédashoz vezet.

Tovabba a modell alapjan azt varnank, hogy az alegységek proteolizisébdl szarmazdo VWF
multimer szatellita sdvok kevésbé feltiindek lesznek a Vicenza betegekben. A szatellita savok
csOkkenését mar korabban is leirtak,?!” s ezt mi magunk is megfigyeltiik (30. 4bra). Kvantitativ
szdmolasokat, illetve méréseket is végeztiink, melyek azt mutattak, hogy az E-II-III beteg dimer
koriili szatellita/f6 sav aranya 20%-kal alacsonyabb volt a normal kontrollhoz viszonyitva. Ez
az arany a matematikai modell szerint 38% csdkkenést mutatott (itt nem kozolt adatok). Ez a
jelenség logikus kovetkezménye az R1205H-VWF gyors kitirtilésének, ami kisebb esélyt ad a
proteolitikus hasitasra. Szem eldtt kell azonban tartanunk, hogy a gyorsult clearance-re
vonatkoz6 megfigyelés csak az egyensulyi allapotra vonatkozik. A tarolt UL-VWF DDAVP

altal kivaltott keringésbe keriilésekor a nagyméretli multimerek ugyanannak a (méretiiknél
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fogva erbteljes) hasitasnak vannak kitéve, mint a normal VWF hasonlé méreti multimerjei,

amig az egyensulyi allapot Gjra be nem all (30. abra korai idépontjai).

Az irodalom szerint nem minden p.R1205H mutacioval rendelkezé beteg mutatta az itt leirt
UL-VWF multimerek jelenlétét, még igen érzékeny multimer technika alkalmazasa esetén sem.
A genotipus és fenotipus kozotti kapcsolat ezen ingadozasara jelenleg nincs magyaréazat.
Legjobb tudomasunk szerint a mai napig nem rendelkeziink publikalt informéciokkal e normal
multimerekkel rendelkezd Vicenza betegek pontos VWF felezési idejét illetéen. Bar az
nyilvanvalo, hogy a p.R1205H csokkentette a VWF felezési idejét minden egyes betegben,
akiben ezt vizsgaltak, a VWF clearance-nek szamos egyéb tényezdje is van (példaul a jelenleg
ismeretlen clearance receptorban fellépd eltérések), és a matematikai modellezés azt mutatja,
hogy a felezési idében bekovetkezd viszonylag csekély novekedés is elegendden eltolhatja a
multimer eloszlast a normalis felé. Ha a plazma VWF felezési idejét 1,2 (Vicenza VWB) és 12
(normal) ora kozott valtoztatjuk, egy igen sziik ,,multimer atcsapasi zonat” figyelhetiink meg,
amelyben a modellezett multimer mintazat az UL-VWF-tdl a normadlis felé mozdul el. Az igen
rovid, 1,2 oras felezési id6 UL-VWF multimereket eredményez, mig a kozepesen csokkent, 4-
6 oras felezési id0 olyan multimer mintazatot szolgéltatott, amelyet igen nehéz lenne a
normalistol elkiiloniteni (33. abra). Ezen kiviil a multimer nagysagnak egyéb meghatirozo
tényez0i is lehetnek (példaul az ADAMTSI13). E fenti tényezdk egylittesen magyarazhatjak a
plazma VWF multimer eloszlasaban észlelt variansokat a kiilonb6z6é R1205H-VWF betegek

esetében.

Az R1205H-VWF nem az egyetlen olyan VWB altipus, melyben rovidiilt VWF talélést irtak
le. A p.C1130F?* és p.C1149R!""* mutacioval bir6 VWB betegek VWF:Ag felezési ideje 1,5
ora volt, mig a D3, illetve D4 doménben talalhaté p.W1144G és p.S2179F mutaciok a 1-3,6
oras VWF antigén felezési id6t mutattak.?2-240 Mas, 1-es tipusi VWB betegekben is leirtak a
gyorsult VWF clearance-t, amit vagy a VWF propeptid/ VWF antigén ardny

felhasznalasaval,!7>173

vagy a DDAVP utdni VWF antigén szint csokkenésének sebességébdl
szamoltak ki.>*! Tobben megfigyelték azt is, hogy a VWF antigén felezési id6 korrelalni 1atszik
a VWF kiindulasi szinttel 229240 A kérdés logikus: ezekben a betegekben miért nem latunk UL-
VWF multimereket? Nem zarhatjuk ki teljesen azt a lehetdséget, hogy bizonyos mutaciok a

hatnak. Példaul egy mutdcid6 nodvelheti a clearance-t, ¢és egyidejlileg gatolhatja a

multimerizaciot, amely hatdsok ereddje egy kozel normdl multimer mintédzat Ilehet.

126



bodo.inre.1 158 23

Mindazonaltal, amint azt az el6z6 bekezdésben is targyaltuk, a matematikai modell nem ezt a
magyarazatot sugallja, legaldbbis e mutaciok legtobbjében. Inkdbb arrdl lehet szo, hogy a
felezési id6 viszonylag szerény csokkenése ezekben a mutaciokban egyszeriien nem elegendd
ahhoz, hogy a multimer eloszlast kell6 mértékben eltolja az UL-VWF irdnyaba. A sziik
multimer atcsapasi zona jelensége torvényszertien kovetkezik a hasitdsnak a VWF multimer
hosszatol vald exponencialis fliggésébdl. Tehat a VWF clearance viszonylag széles
tartomanyban ndvekedhet és okozhat csokkent plazma VWF szinteket, miel6tt eléri azt a sz€1s6
értéket, amelyik mar jelenlegi multimer vizsgéalatainkkal is érzékelhetd eltolodast okoz a
multimer eloszlasban. A betegeknél alkalmazott valodi multimer gélek minden bizonnyal még
csekélyebb mértékben érzékenyek az ilyen finom eltérésekre, mint az altalunk alkalmazott

szimulalt gélmintazatok.

A VWF clearance mechanizmusat jelenleg még nem ismerjiik részleteiben. A VWF lebontas

4

minden bizonnyal a majban jon 1étre,'* melyet valoszinlileg makrofagszer(i sejteken 1évo

receptor kozvetit,?+?

melyet egyeldre még nem azonositottak. A p.R1205H mutacié olyan
funkcidgyarapodast jelent, melynek kdvetkeztében hipotézisiink szerint a R1205H-VWF a
clearance receptorhoz fokozott aviditdssal kotddik. Ebbdol a szempontbdl érdemes
megjegyezniink, hogy valamennyi mutacid, amelyrdl eddig leirtdk, hogy a VWF clearance

gyorsulasaval jar, a D3 és D4 doménben talalhato.

Eddig egyetlen betegrdl tudunk az irodalomban, aki a Vicenza VWB fenotipussal rendelkezik,

de VWF génjében nem talalhato mutacio.?*

Ebben a betegben a Haemate P is igen gyorsan
ezt a varianst pszeudo-Vicenza VWB-nek vagy C tipusi pszeudo-VWB-nek kellene
nevezniink. Ilyen fenotipust okozhat a VWF méjban 1évé clearance receptoranak

funkcidgyarapodast okoz6 mutacidja.

Jelenleg nem vilagos, hogy a rovid VWF felezési id6 milyen terapias konzekvenciaval jar, erre
a kérdésre csak jovobeli klinikai vizsgalatok adhatnak véalaszt. Amig tobb informacié nem valik
elérhetévé, mi azt a stratégiat vezettilk be, hogy a DDAVP-t 4 6ranként adjuk ezeknek a
betegeknek beavatkozas el6tt és alatt, mely stratégia jo eredményre vezetett az eddig észlelt
néhany alkalommal. Nyilvan gondos figyelmet kell forditani a folyadék- és elektrolit-haztartas
egyensulyara, ¢s a fenti protokoll biztonsagossagat és hatékonysagat csakis helyesen tervezett
klinikai vizsgéalatokkal lehet majd bizonyitani. Amennyiben a DDAVP kezelés eredménye a

fenti modon nem kielégitd, a betegeknek természetesen faktorpotlasra lesz sziikségiik.
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Osszefoglalva, adataink alapjan bebizonyosodott, hogy a R1205H-VWF a plazmébdl igen rovid
felezési iddvel tlinik el, mely felezési id6 a vad tipusu transzfundalt VWF felezési idejének kb.
tizedrésze ugyanabban a betegben. Matematikai modellezés segitségével sikeriilt kialakitani
azt a koncepcidt, amely megmagyardzza ezt a bioldgiai viselkedést. Szimulécios kisérleteink
jol alatdmasztjak, hogy a VWF felezési idejét a normal tizedrészére csokkentve a Vicenza VWB
fenotipus minden aspektusa reprodukélhaté (alacsony VWF szint, UL-VWF multimerek,
csokkent intenzitasu szatellita sdvok) akkor is, ha mas paramétert nem valtoztatunk. Mindezek
a kisérletek és szimulaciok egy ujfajta dinamikus szemlélet kialakulasdhoz vezettek, mely
figyelembe veszi a VWF szintézis, hasitds és clearance bonyolult Osszjatékat a VWB

patogenezisében.
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Tegyiink rendet a mérési modszerek kozott: a von Willebrand faktor
trombocita-fiiggo aktivitasi tesztjeinek nomenklatirajaz44

A von Willebrand betegség helyes diagnosztikdjahoz elengedhetetlen a VWF aktivitasanak
és elsdsorban trombocita-fiiggd aktivitdsanak megbizhatdé mérése. A VWF aktivitds mérése
hagyomdnyosan a risztocetin kofaktor aktivitds méréssel tortént (VWF:RCo), amelyet a
risztocetin okozta trombocita-aggregacio felfedezése révén fejlesztettek ki.>*-2* A VWF:RCo
assay pontatlansdga és inszenzitivitasa szamos Uj tesztmoddszer kidolgozéasadhoz vezetett (21.
tablazat).

21. TABLAZAT. A kiilonféle mérési elveken alapulo VWF aktivitisok nevezéktana
Roviditett nevezéktan Leiras

Risztocetin kofaktor aktivitas: a risztocetint és trombocitakat hasznald Gsszes
VWF:RCo e
mérési eljaras neve

VWEF: Glikoprotein Ib kotés: azon mérési eljarasok neve, melyek a VWF és egy
F:GPIbR rekombinans WT GPIb szakasz risztocetin-indukalta kotddésén alapulnak

Muténs glikoprotein Ib kdtés: azon mérési eljarasok neve, melyek a VWF és
VWF:GPIbM egy tulmikods (gain of function) mutans rekombinans GPIb szakasz
egymashoz vald spontan kotédésén alapulnak

VWF:Ab Antitest kotés: azon mérési eljarasok neve, melyek a VWF A1 doménjének
° egy monoklonalis antitesthez valé spontan k6tddésén alapulnak

Bér valamennyi teszt a VWF trombocita-ko6t6 funkcidjanak mérésére iranyul, koztiik szamos
technikai részletkiilonbség van. Ezek megértése és nyilvantartasa fontos a VWB klasszifikaciod
soran. Ezt szolgdlja az elveket kovetd nevezéktan, melynek konszenzusos kialakitasat
munkacsoportunk szervezte és vezényelte a nemzetkozi VWF kozosség bevonasaval,®* és ezt

szolgalja ez az alabbiakban kovetkezd rovid osszefoglalo.

Risztocetin kofaktor aktivitds (VWF:RCo) mérése

Valamennyi olyan assay-t ide soroljuk, amelyek risztocetint és trombocitdkat hasznalnak a
VWEF aktivitas mérésére. Az elségeneracios VWF:RCo tesztek esetében manualis rendszerben,
liveglemezen zajlott a reakcio.?*” Ez a modszer meglehetésen munkaigényes és szubjektiv volt;
jobbara kiment a haszndlatbol az egész vilagon. A4 masodik generacios, szemi-automata
VWEF:RCo tesztekben a VWF:RCo-t a hagyomanyos aggregométerekhez igazitottak, és mar
kereskedelmi reagensek is elérhetdvé valtak. A reakciosebességet (az aggregicios gorbe
meredeksége) a kalibratorhoz viszonyitjuk. Ezt a vildgszerte szamos laboratériumban hasznalt
félautomata VWEF:RCo-tesztet tovabbra is tobb technikai nehézség stjtja, mivel érzéketlen

(kimutatasi hatarérték, LOD: >10-20 U dL!") és pontatlan (szoras koefficiense [CV], akar 20-
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30%).2° A harmadik generdcios, teljesen automatizalt rendszerek a VWF:RCo-tesztet
sikeresen adaptaltdk az automata koagulométerekhez, ami precizebb mérést €s nagyobb atmend
teljesitményt tesz lehetévé. Jelenleg a legtobb alvadasi laboratoriumban a 22. tablazatban
kozzétett protokollok valamelyikét hasznéljak. A4 negyedik generdacios (modositott, teljesen
automatizalt) VWF:RCo tesztek korabbi tapasztalatokra épitve?>! szdmos modositas
segitségével az eredeti automatizalt teszthez képest 1ényegesen jobb érzékenységet (LOD, 3 NE
dI'!) és pontossagot (6-9%-o0s CV) értek €1.2922>3 Sajnos nagy hozzaértést igényelnek, ezért csak

néhany specializalt laboratérium tudja hasznélni dket.

A VWF:RCo assay elényei és hdtrdnyai

Evtizedeken at a VWF:RCo vizsgélat jelentette az alapvetd tdjékozodasi pontot (gold standard)
a VWF aktivitds mérésére; ezért rengeteg tapasztalat halmozodott fel. Tovabba a
dezmopresszinnel vagy VWF koncentratumokkal valdé kezelés hatékonysagit a VWF
aktivitashoz viszonyité adataink is mind VWF:RCo tesztre vonatkoznak.?*%2542% Azonban a
VWF:RCo assay hatranyai igen szamosak: érzéketlensége nem teszi lehetévé a VWFaktivitas

mérését éppen a legstlyosabb, <10 IU dI! esetekben,??

ahol arra a legnagyobb sziikség lenne,
mivel a VWF:RCo/VWF:Ag ardny kritikus a jelenlegi osztalyozasban, ezért ez az alacsony
érzékenység gyakran téves diagndzishoz vezethet. Az els6- és masodik generacios tesztek
idéigényesek és rosszul standardizaltak voltak. A magas variacios koefficiens?>® gyakran hamis
diagno6zisokhoz vezetett a mérsékelten csokkent VWF tartomanyban is. Potencialis
hibaforrasok koz¢ tartozik a risztocetin és a trombocita reagens labilis volta, az egyes ,,batch”-

ek kozotti valtozékonysag és a mérési rendszer belsd instabilitasa.

Tovéabbi hatranyt jelent az a tény, hogy VWF:RCo valdjaban két paramétert mér, (i) a
risztocetin kotddését a VWF-hez és (ii) a risztocetin-aktivalt VWF kotddését a vérlemezkékhez
(azaz a mért aktivitast lényegében egy miitermék inditja, mert a risztocetin nem fiziologias
aktivatora a VWFnek, még ha az eldidézett konformacié hasonld is a fiziologidsan, a
subendothelialis feliilethez immobilizalt kollagén kétddése és az igy 1étrejovo nyirdfesziiltség
altal eldidézett VWF konformacid valtozashoz.?>?>7 Ez a koriilmény nem csak elméleti
probléma. Ugyanis két, elsésorban az afrikai populdcidban gyakori VWF polimorfizmus
(p.P1467S és p.D1472H) éppen az A1 domén risztocetin kotOhelyét érinti,>*23® ezaltal hamisan
csokkent VWF:RCo szinteket okozva. Ugyanis e szekvencia-variansok a fiziologias aktivaciora
nincsenek hatdssal. Ennek megfeleléen ezekben az (egészséges) egyénekben a csokkent

VWF:RCo/VWF:Ag arany nem jar vérzéses tiinetekkel,>>® hanem egy vizsgalati artefaktumot
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tiikkr6z. Mindezen okok miatt az a régen berogzddott bolcsesség, hogy a VWF:RCo

nélkiilozhetetlen, az elmilt években érvényét vesztette,26-239-261

Risztocetin-indukdlta GPIb kotésen alapulo assay-k (VWF:GPIbR)

Vanhoorelbeke, Deckmyn és munkatarsai kifejlesztettek egy trombocita-mentes ELISA tesztet,
mely ELISA lemezekre rdgzitett monoklondlis antitesthez kotott rekombindns GPIb
fragmentumhoz valo, szintén risztocetin-kivaltott VWF kotddést mér.'* Az 4j teszt 1ényegesen
jobb LOD-t és CV-t eredményezett'>!” (22. tablazat). Ugyanezt az elvet alkalmaztak
automatizalt assay-k kifejlesztésére is, ahol az ELISA lemez szerepét latex vagy magneses
gyongyok toltik be. A koncepcid érvényességét mutatta a klasszikus VWF:RCo teszttel valod
kittind korrelacio6 (34. abra). Fontos azonban latni, hogy ezek a tesztek kiillonb6z6 reagenseket
hasznalnak a GPIb fragmentum kdotésére, és a plazma eredetii, vagy kiilonb6zé rekombinans
GPIb fragmentum sem volt egységes (22. tablazat). A risztocetin szdrmazdsa ¢&s
koncentracioja szintén valtoz6 volt. Végiil kritikusnak bizonyult a GPIb-t r6gzitd monoklonalis
antitest epitop-specifitasa is.!® Mindazonaltal az assay elvének megfelelé automatizalt

alkalmazas pontos és érzékeny VWF-aktivitas mérést tesz lehet§vé,26-34.37:262.263

22. TABLAZAT. Risztocetin-indukdlt GPIb-binding (VWF:GPIbR) assay-k: ELISA és au-
tomatizalt (koagulométer) rendszerek

Kereskedelmi Platform Coat: GPIba  Risztocetin  Masodik Detektalas LOD Ref
elnevezés mAb reagensek 1U/dl [
nyul anti-
- ABP, VWEF pol- | abszorbancia, 1415
Hazi ELISA |2D4 1-289 760 pg/ml yelonal- 492 nm 0.05 4-13
HRP
nyul anti-
- - ABP, VWEF pol- | abszorbancia, 16
Hazi ELISA 24B3 glycocalicin i st allorl 492 nm 0.05 5-10
HRP
nyul anti-
. 1-290- Sigma, VWEF pol- | abszorbancia, 17
Hazi ELISA LJ-P3 C65A | 08mgml  yclonal- 492 nm 0.1 B-10
HRP
1-289- nyul anti-
- 3 IgG1Fc Sigma VWEF pol- | abszorbancia, ) 3
Hazi LELISE, [R5 fzios 760 pg/ml yclonal- 450 nm WL i
protein HRP
MBC 2 mAbs: Streptavidin
L. His-1- ABP AVW-1 & | AlkPhos ab- 2425
Hazi ELISA 1421 290-C65A  Imgml = AVW-15- | szorbancia | 0 721
biotin @A405nm
IL, Hemo- = Latex |24B3 Nincs IGEN, Nincs turbidimetria =~ 3.5 3-4 | %%
sIL VWF:RCo | ACL TOP megadva konc. (LIA)
nincs meg-
adva
IL, Hemo- | Magneses| 2D4 1-289 IGEN, anti-VWE- Kemilumi- 0.5 | 2-7 | 343637
sIL gyongy konc. Isoluminol neszcencia
AcuStar AcuStar nincs meg-
VWF:RCo adva
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Funkcidonyerd mutdns GPIb kdtésén alapuld assay-k (VWF:GPIbM)

A legijabb VWF aktivitas mérések rekombinans funkcidonyerd (gain of function) mutans
GPIb fragmenseket hasznalnak, melyek risztocetin nélkiil is, spontan kotédnek a VWF-hez (23.
tablazat). A kotédés akkor optimalis, ha a pszeudo-VWB-t okoz6 harom ismert GPIb mutacid
koziil barmelyik kettd jelen van a rekombindns fragmensben.”> Az eddig publikélt adatok
alatamasztjak azt az elképzelést, hogy a VWF:GPIbM tesztek kovetkezetesen korrelalnak a
standard VWF:RCo assay-vel.26-283! Az automatizalt VWF:GPIbM pontos,?’ érzékeny,?’->-3°
¢és nem all fonn a p.P1467S és p.D1472H polimorfizmusok esetében tapasztalt tévesen alacsony
VWEF aktivitas problematikaja.?® Bizonyos kortilmények kozott a VWF:GPIbM elv ELISA-val
torténd mérése lehetové tette a VWD 2A és 2B tipus kozotti kiilonbségtételt. 25264265 A
gyakorlatban leggyakrabban alkalmazott ilyen teszt ,,INNOVANCE VWF Ac” néven ismert,
de az elvet leiro6 VWF:GPIbM a leghelyesebb elnevezés. Az automatizalt teszt sajnos nem tud
a 2A ¢és 2B kozott kiilonbséget tenni.

23. TABLAZAT. Funkcionyeré GPIb-kotés (VWF:GPIbM) assay-k: ELISA és automatizadlt
(koagulométer) rendszerek

Kereskedelmi Platform Coat: GPIba Risztocet. Masodik Detection LOD CV Ref
név mAb reagens [U/dl (%)
mAb 1-289-
hazi ELISA (NM) G233V- NEM NM NM NM NM. 18
M239V
2 mAbs: Streptavidin
MBC His-1-290- AVW-1 alkPhos
hazi ELISA 14216 C65A+D235Y- | NEM & abszorbanc | 1.6 6-23 | 2%
’ M239V AVW- ia @ 405
15-biotin = nm
INEII(%?;’CE Latex — mAb NEM Turbidi- 1 ) 155 26w
VWF Ac gyongy (NM) metria
Immucor-GTI His-1-290- .
Diagnostics, 2% M4 | 065A+D235Y- | NEM NM NM  NM  NM Személyes
fejlosztés alatt Y018 | (NOS) | ypagy (o

NM.: Nincs megadva az irodalomban.

Monoklondlis antitest kétddésen alapulé VWF aktivitds (VWF:Ab)

Az eredeti ELISA teszt a REF-VIII:R/2 monoklonalis antitestet hasznalta, amely a VWF-
GPIb kotésben részt vevd VWF epitop ellen iranyul. 26628 A kereskedelmi forgalomban
kaphat6 latex alapu automatizalt immunoturbidimetrias (LIA) tesztvaltozatot ,,VWF aktivitas”
tesztként, roviditve VWF:Act néven forgalmazzak. Mivel ez az elnevezés nem ad informaciot
arrol, hogy melyik VWF funkcidét méri, ezért helyesebb a leirobb VWF:Ab megnevezést
hasznalni. A LIA (HemosIL VWF-aktivitds) jobban teljesitett a VWD altipusainak
megkiilonboztetésében, mint az ELISA,%%?70 és jo korrelaciot mutatott a VWEF:RCo

aktivitassal.>’!2"> A HemosIL VWEF:Ab tesztnek szamos eldnye van, tobbek kozott az, hogy
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felhasznalobarat, tobb platformon is alkalmazhat6, és igy a rutin laboratériumok szdmara is
elérhetd.2’>273 Mivel azonban a VWF:Ab-teszt a VWF A1 doménjének kotddését nem a GPIb-
hez, hanem egy monoklonalis antitesthez méri, nem vildgos, hogy ez az antitest mennyire képes
pontosan utdnozni a GPIb kotdfeliiletét.?’* Egyes VWD 2M tipusu mutaciokat (pl. p.G1324A)

nem mutat ki az assay,?’

¢s az sem vilagos, hogy milyen mértékben érzékeny a HMW
multimerek elvesztésére.?’!?72 Tovabba a VWF:Ab assay nem oldotta meg az alsé kimutatasi
hatarral kapcsolatos problémat, mivel a linearitast csak 12,5 TU dL'. felett tartjak
elfogadhatonak.?’! Sét, a jelenlegi laboratoriumi tajékoztatd (package insert) szerint az LOD
19 TU dL'. Osszességében a VWF:RCo aktivitassal valé jo altaldnos korrelacié valdsziniileg
szerepet biztosit ennek az assay-nek a rutin sziiré laboratoriumi diagnosztikdban, de a

pontosabb diagnosztikdhoz ki kell egésziteni mas aktivitdst mérd eljardsokkal. A VWEF:Ab-
teszt igy nem ajanlhaté a VWF:RCo-teszt teljes helyettesitésére.

Osszefoglalva, az elmult néhany évben a vérlemezke-fiiggd VWF aktivitast méré tesztek
figyelemre mélto (r)evolucidja zajlott le. Az eredeti kézi és félautomata modszereket jobbara
felvaltottdk a nagyobb pontossagli automatizalt technikdk. Az itt ismertetett leglijabb
alkalmazasokban a vérlemezkéket ELISA talcdkra vagy latex gyongyokre immobilizalt
rekombinans GPIb fragmentumokkal helyettesitették, ami lehetdvé teszi a VWF aktivitas
pontos mérését az egészen alacsony (<1-10 U dL!) tartomanyban is. Tovabbi innovacio
vezetett a legjabb generacids, pontos és érzékeny, risztocetin-mentes tesztek kifejlesztéséhez,
amelyek kikiiszobolik a risztocetin alapu teszteket stjtdé problémakat, beleértve a bizonyos
populacidkban gyakran eléforduld hamis pozitiv eredményeket. Bar a VWB diagnosztizalasara
szolgald tesztek arzenaljaban igen Orvendetes az 0 assay-k megjelenése, az egyes tesztek
pontos viselkedése jelenleg nem egyértelmiien tisztazott. Siirgds sziikség van az egészséges
kontrollok és a kéros plazmamintak (beleértve az 1-es, 2-es és 3-as tipusi VWB betegeket is)
egymds melletti Osszehasonlitasara. A kovetkezd két fejezetben bemutatjuk azt (a jelen

fejezetben bemutatott cikk megjelenésekor még folyamatban 1€v6) nemzetkdzi 6sszehasonlitd

t,264 t,276’277

vizsgalato mely az6ta mar megjelen ¢s sokféle, igen hasznos informacidval szolgél
a klinikusok ¢és a laboratoriumi szakemberek szadmara egyarant. Az 0j tesztek elényei minden
bizonnyal a régebbi VWF:RCo teszt fokozatos felvaltasahoz vezetnek majd. A jelenleg
rendelkezésre 4llo tesztek technikai részleteinek ismertetésén tulmenden ez a rovid attekintés
az ISTH VWF SSC altal jovahagyott (1j ndmenklaturat is tartalmazza a kiilonb6z6 vizsgélati
elvek egyértelmli megkiilonboztetése érdekében, amelyet a terlilet szakemberei azdta is

alkalmaznak.
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A GPIb koto VWF aktivitasi tesztek objektiv dsszehasonlitasa egy vakon mért

mintakkal torténd nemzetkozi vizsgalatban: COMPASS-VWF - |. 276,277

A kiilonb6zd mérésekkel nyert VWF aktivitdsok korreldcidja

1. Minden teszt jol korrelalt a VWF:RCo aktivitassal (az r

-értékek 0,963 és 0,989 kozott

mozogtak; p<0,001 minden 0sszehasonlitasnal) (34. abra). Azonban mind az IL. VWF:Ab,
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34. ABRA. Valamennyi minta (n = 95) Passing Bablok-regresszios elemzése. Minden egyes
pont az Osszes olyan laboratériumban végzett mérés 4tlaganak felel meg, amelyek a VWF VWEF:GPIbR aktivitast a
HemosIL latex agglutinacios teszttel (IL, A panel) vagy a HemosIL AcuStar teszttel (IL, B panel) mérték; a VWF:Ab
aktivitast a megfeleld IL assay-vel vizsgaltdk (C panel); ill. a VWF:GPIbM aktivitast az INNOVANCE VWF Ac teszttel
(Siemens, D panel) vagy egy ,.hazon beliili” ELISA-val (E panel) hataroztdk meg. Kék vonal: illesztett regresszios
vonal. Szaggatott vonal: azonossag. Minden panelben fel van tiintetve a regresszids egyenes egyenlete, a metszéspont
(1), a meredekség (S) a 95%-os konfidencia intervallummal és az r lineéris korrelacios egylitthatd. Az A-E panelekben a

nyilak a p.P1467S mutacidval rendelkez6 rekombindns mintara mutatnak (1. kovetkezo fejezet).

mind a Siemens VWF:GPIbM tesztek kiss¢é magasabb eredményeket adtak, mig a hazi
ELISA kiss¢ alacsonyabb aktivitdst mutatott. Ezek a kiilonbségek statisztikailag
esett a 95%-os Cl-n), de

szignifikansak voltak (az azonossdgi vonal kiviil

klinikailag/bioldgiailag nem voltak relevansak (34. abra).
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2. Laboratériumonkénti dsszehasonlitas: Annak felmérésére, hogy ezek a kis kiilonbségek a
vizsgalatok kozott egy adott laboratoriummal kapcsolatos technikai problémabdl adodtak-e,
a mintdk eredményeit minden egyes laboratérium esetében kiilon-kiilon elemeztiik (35.
abra). Ez az eljaras mutatott néhany apro kiilonbséget a laboratoriumok kozott, kiilondsen

a VWEF:RCo 0Osszehasonlitasban, de a VWF:Ab és a VWEF:GPIbM esetében a kissé
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35. ABRA. Az egyes laboratoriumok dltal kiilon-kiilon elemzett dsszes minta (n = 95)

Passing Bablok regresszio's elemzése. Az A panel a VWF:RCo értékét mutatja az egyes laboratoriumokban
az Osszes részt vevd laboratorium VWF:RCo értékének atlagaval szemben. A B panel a VWF:GPIbR-t mutatja a HemosIL
latex agglutinacios teszttel (IL), a C panel a HemosIL AcuStar teszttel (IL). A D panel a VWF:GPIbM-et mutatja az
INNOVANCE VWF Ac assay-vel (Siemens), az E panel a VWF:Ab assay-vel (IL). Kék vonal: illesztett regresszids vonal.
Szaggatott vonal: azonossag. Minden panelben feltiintettiik a regresszids egyenes egyenletét és az r lineéris korrelacios
egyiitthatot.
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meredekebb meredekség minden laboratoriumban konzisztens maradt. Mint mar emlitettiik,
e kis kiilonbségeknek varhatoan nincs hatasa a klinikai értelmezésre.

3. Normal és klinikai mintdk: a normal kontroll és a VWD mintakat kiilon elemeztiik (36.
abra). Az abra egy Bland—Altman-diagram, amely az ijabb vizsgélatok és a VWF:RCo
kozotti kiilonbségeket mutatja a VWF aktivitas értékének fiiggvényében. A kissé eltérd

A lu/dL - B lu/dL
Beteg Normal P
e . mintak 311 kontrollok 40 Beteg Normal
19.4 mintak kontrollok
201. , oW 20 15.5 18.2
@ ,_;: 34 2 . ’ 1 . B 3 e
=x Of#=3 Rt q ? offeea 0.8 AP 0
- . -17.3 i
= . - = -17 -
20 . 243 _90 - 18.1
-40 40
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200 0 50 100 150 200 O 50 100 150 260
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(x+a)y2 (x+a)2
X = VWF:GPIbR X = VWF:GPIbR
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c WAL - A-E panelek:
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204 3 187 .4 L ioe © Normal
« B - - 42 _“w%
x 0/¥°% a ~10.4 > 4 -6.7 B Typet
-20 ¢ v Type 2ABM
-40 @ Type2N
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D 1U/dL E 1U/dL
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40+ mintak kontrollok 40{ . mintak kontrollok
219 v 3 24.8 T
20 16 = r 20 _ 15
= e, 35 - xE=ee . 15
P o# N 9|]...5el% ¢ =53 % o 3 T -5.4
-20 -20 | . -21.8 -25.9
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36. ABRA. Alcsoport elemzés. A normadl kontroll (n = 53) és a beteg mintdak (n =42) Bland-

Altman-diagramjai. A Bland-Altman-analizis két vizsgalatot hasonlit dssze ugy, hogy a két vizsgalat kozotti
kiilonbséget (x a) minden egyes minta esetében a két mérés atlagaval [(x + a)/2] szemben abrazolja. A komparator (a)
minden panel esetében a VWEF:RCo. Minden egyes pont a vizsgalatot végzd dsszes laboratorium mérései atlaganak felel
meg (x jeloli): VWF:GPIbR a HemosIL latex agglutinacios teszttel (IL, A panel) vagy a HemosIL AcuStar teszttel (IL, B
panel); a VWF:Ab teszttel (IL, C panel); és a VWF:GPIbM az INNOVANCE VWF Ac teszttel (Siemens, D panel) vagy
egy hazi ELISA-val (E panel). A z6ld korok normal kontrollokat, a piros kérok VWD 2N betegmintékat jelolnek. Az 1-
es tipusi VWB betegek mintdit négyzetekkel, a 3-as tipusu betegek mintait rombuszokkal abrazoltuk. A lila és sarga
haromszdgek a 2A, 2B és 2M tipusy, illetve rekombinans VWF-mintékat jelolik. A rekombinans mintak vad tipusa VWF-
et, p.P1467S és p.D1472H VWF-et tartalmaznak, amelyet 3-as tipusa VWD plazméban vettiink f6l.

meredekség itt is tiikr6zodik a kiillonbségben, amely a VWF:Ab ¢és a VWF:GPIbM assay
alacsony ¢és normal tartomanyain keresztiil konzisztens, de a kiilonbség nagysdga a normal

VWEF aktivitas értékeknél kissé nagyobb. A 36. abra a kiillonb6z6 VWB tipusokat mutatja.
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A vérakozasoknak megfeleléen a VWB mintak tobbsége az alapvonal koré csoportosul. A
2N minték némelyike jobban eltér a VWF:GPIbR esetében. Ez azonban nem befolyésolja a
diagnozist, mivel a VWB 2N diagnoézisa az FVIII szinteken és a VWF:FVIII kotddésen, nem
pedig a VWF aktivitas értékén alapul.

. A kiilonb6z6 kalibratorok hatasa: a kiilonb6z6 kalibratorok hatdsanak tanulmanyozéasa
érdekében két részt vevo laboratorium (1. és 4. laboratorium) a VWF:RCo és VWF:GPIbM
tesztet a laboratorium altal rutinszerlien hasznalt kalibrator plazméan (mindkét laboratorium
esetében a Siemens standard human plazma) kiviil az SSC kalibrator plazmaval is elvégezte.

A kétféle kalibratorral kapott értékek lényegében azonosak voltak, amint az a 37. abran

lathato.
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37. ABRA. Két kalibrator osszehasonlitisa VWF:RCo és VWEF:GPIbM mérésére. Két

laboratorium két vizsgalatot végzett parhuzamosan két kiilonb6z6 kalibratorral: a laboratérium altal rutinszertien hasznalt
vizsgalat kalibratoraval és a Scientific and Standardization Committee (Tudomanyos és Szabvanyiigyi Bizottsag, SSC)
kalibratoraval. Minden egyes pont a két laboratorium atlaga. Kék vonal: illesztett regressziods vonal. Szaggatott vonal:
azonossag. Mindkét panelen feltiintettem a a regresszios egyenes egyenletét, a metszéspont (), meredekséget (S) a 95%-
os konfidencia intervallumokkal és az r linearis korrelacios egyiitthatot.
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Szenzitivitds
Az 24. tablazat mutatja a detektalds also hatarat (LLMI), ahogyan az egyes laboratoriumok
feltiintették. Az LLMI alatt az eredményeket < LLMI-ként tlintettiik fel). A tablazat mutatja a

24. TABLAZAT. A tesztek szenzitivitdsa

VWF:GPIbR  VWF:GPIbR VWF:GPIbM  VWF:GPIbM

WALEED HemosIL AcuStar VWE:Ab — \NNOVANCE ELISA
Label 10 7 0.5 19 4 NA
Labl 10 3 0.5 1 4 ND
Lab2 9.9 1 0.5 0 4 ND
Lab3 4 44 0.5 ND 3 ND
Labd 10.11 ND ND ND 4 ND
Labs 6 6 0.5 12 ND ND
Lab6 ND ND ND ND ND 0

A tablazat a detektalas also hatarat (lower limit of measuring interval, LLMI) mutatja.
ND: a labor nem végezte. NA: nem relevans. Minden adat NE/dl egységben van megadva. Label: a gyartd
hivatalos cimkéje. Lab1-6: a hat résztvevo laboratdrium.

gyartd cimkéjén feltiintetett LLMI-t is. A belsé validalas®’® alapjan tobb laboratorium ennél
alacsonyabb hatarértékeket hasznalt. A legérzékenyebb vizsgalat a hazi ELISA volt, amelyet
az AcuStar VWF:GPIbR mérése kovetett.

Pontossdg

Ez a tanulméany a laboratoriumok kozotti szorast vizsgalta (kiilonbozd orszagokban tobb
laboratorium kiilonb6z6 iddpontokban mérte ugyanazokat a mintdkat), szemben a szokasos
laboratoriumon beliili szorassal, amelyet egyetlen laboratoriumban, standardizalt koriilmények
kozott ismételt mérésekbdl szamolnak ki. A vizsgélt Uj tesztek tobbsége a VWF:RCo-nal jobb
teljesitményt mutatott (25. tablazat). A varakozasoknak megfelelden az alacsony tartomanyban
(azaz a VWB beteg mintak esetében) a variabilitas nagyobb volt, mint a normal kontroll mintak

esetében.

25. TABLAZAT. A tesitek pontossdga a laboratoriumok kozotti szazalékos varidcios
egyiitthato (CV) alapjan.

o ) VWF:GPIbR VWF:GPIbR . VWF:GPIbM
) VANLE HE0 HemosIL AcuStar VANLIBELD INNOVANCE
Osszes 15.8 20.4 12.1 12.2 13.1
NP 12.8 14.2 11.4 9.1 9.3
VWB mintak 25.8 29.0 13.1 17.0 19.5
Mérések szama 5 4 4 3 4

CV: coeficient of variation; VWB: von Willebrand betegség. NP: normal plazma.

Kovetkeztetések 1

A VWF aktivitds mérésére szolgald 1uj tesztek bevezetése a VWD diagndzisdban rendkiviil
iidvozlendd fejlemény, mivel egyszerisiti a diagnozist, €s lehetévé teszi a VWF aktivitas
specifikusabb és pontosabb laboratoriumi értékelését. A kiillonbozé mérési elveket alkalmazo

kiilonboz6 tesztek elérhetdsége azonban zavart okozott a klinikusok és a laboratoriumi orvosok
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korében egyarant. A COMPASS-VWF vizsgalat egy a gyarto cégektdl fiiggetlen nemzetkozi
Osszehasonlitas, amelyet az ISTH SSC VWF albizottsdganak égisze alatt munkacsoportunk
szervezett, és amely Osszehasonlitotta a kiilonbozd teszteket, méghozzd nemzetkozileg
kiemelked6 szakért6i laboratoriumokban végzett mérések felhasznalasaval. A varakozasoknak
¢s néhany korabbi, altaldban cégek altal szponzoralt vizsgélatbdl sziiletett irodalmi
beszdmolonak megfelelden az Osszes 1) teszt (a2 VWF:GPIbR HemosIL latex
agglutindcids®*3327? teszttel vagy HemosIL AcuStar?®-3437.262.263 tegzttel; a VWF:GPIbM a
Siemens teszttel?*3%32 és a VWF: Ab teszt?70-271:273-273) j6] teljesitett, és a régi referencia standard

VWEF:RCo-hoz kozeli eredményeket adott.

Bér minden részt vevd laboratoriumban egységesen jelentkezett ¢és statisztikailag is
szignifikans, a VWF:Ab és a VWF:GPIbM kissé meredekebb regresszios egyenesei klinikailag
nem voltak jelentdsek. Példdul egy olyan minta, amely 20 NE/dl VWF:RCo-t eredményez, 23
NE/dl VWF:GPIbM aktivitassal rendelkezne, mig a 100 NE/dI VWF:RCo 110 NE/dl
VWF:GPIbM-nek felelne meg (34. abra, D panel egyenlete), ami ugyanahhoz a klinikai
kovetkeztetéshez vezet. A VWF:Ab vizsgalat esetében az Osszehasonlitdas 20 NE/dl vs. 23
NE/dl és 100 NE/dl vs. 113 NE/dl lenne (34. abra, egyenlet a C panelben).

Annak ellenérzésére, hogy az észlelt kiillonbség nem valamelyik részt vevd laboratdrium
technikai probléméjanak eredménye-e, minden egyes laboratdriumban kiilon-kiilon elemeztiik
a mintakat (35. abra). Ez az elemzés azt mutatta, hogy a kis kiilonbségek mindegyik
laboratoriumban konzisztensen jelen voltak, ami arra utal, hogy a kiilonbség magyarazata a
vizsgalatok belsd tulajdonsagéaval, és nem technikai hibaval fiigg 0ssze. Hasonloképpen, a
regresszids meredekségben mutatkozo csekély kiilonbség mind az alacsony (VWB), mind a
normal tartomanyban jelen volt (36. abra). Megjegyzendd, hogy hasonlé kis kiilonbséget
mutatott ki néhany,*!?%27® de nem minden?’ korabbi vizsgalat a GPIbM esetében. Az eltérés
oka nem vilagos; a kis kiilonbségeknek azonban a klinikai gyakorlatra nincs hatasuk. Ezzel
szemben a VWF aktivitds vizsgalatara irdnyulo kiilsé mindségbiztositasi programokban ezek
az informacidk igen fontosak, ha a kiilonb6zd laboratoriumok kiilonbozé vizsgalatokkal
jelentik a VWF aktivitast. Azt is meg kell jegyezni, hogy bizonyos betegminték a kiilonb6z6
teszteknél eltéréen viselkedtek. Ugy tiinik, hogy ez a mintak és az illetd tesztek
kolcsonhatasanak fiiggvénye. Példaul a p.P1467S mutacidval rendelkezé rekombinans minta

alacsonyabb aktivitast mutatott a legtobb risztocetin-fliggd (kdzismerten tévesen alacsony, al-
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pozitiv?*23%) teszteknél, mint a VWF:GPIbM vagy VWF:Ab értékek (34. abra). Mas mintak

esetében az eltérés mechanizmusara a kovetkez6 fejezetben tériink ki.

A legtobb 1 teszt a VWF:RCo-ndl jobb érzékenységet mutatott. A VWF:RCo LLMI-je
altalaban 10 NE/dI kortili. Egyes szakértdi laboratoriumok képesek ennél alacsonyabb értéket
is meghatarozni specialis protokoll segitségével,?’® de ez a legtobb klinikai laboratériumban
nem all rendelkezésre. A legérzékenyebb vizsgalat a VWF:GPIbM és a VWF:GPIbR mérésekre
szolgald hazi ELISA ¢és az AcuStar vizsgalat volt, ez utdbbi kemilumineszcens kimutatasi
rendszert hasznal. Mindkét teszt megbizhatdoan mérte a VWF aktivitast 1 NE/dl alatt (24.
tablazat). Az automatizalt VWF:GPIbM ¢és a latex agglutinaciot detektald VWF:GPIbR tesztek
LLMI értékei a 3-4 NE/dI, illetve a 3-6 NE/dl tartomanyban voltak, mig a VWF:Ab teszt
kevésbé érzékeny (LLMI: 19 NE/dl). Az érzékenység javuldsa az egyik legfontosabb eldrelépés
ezen Uj tesztek bevezetésével, hiszen a mérsékelt és stlyos VWB besorolasa csak akkor

lehetséges, ha a VWF aktivitast megbizhatdan lehet mérni az alacsony tartomanyban is.

Ebben a vizsgalatban a laboratoriumkozi eltéréseket vizsgaltuk, szemben a laboratériumon
beliili eltérésekkel, amelyekrdl a tesztekrdl irott cikkek 4ltaldban beszdmolnak. A
laboratoriumon beliili CV-ket éltaldban gy szamitjak ki, hogy egyetlen mintat 10 vagy tobb
ismétlésben, tobb napon, ugyanazon a platformon mérnek, ami egy minta nagyszamua mérését
eredményezi (a CV meghatdrozasahoz altaldban egy koros és egy normal kontroll mintat
hasznalnak). A mi vizsgélatunkban azonban, bar a mintak szdma joval magasabb volt (95), az
egyes mintdkra vonatkozé mérések szdma alacsony (harom-6t, 25. tablazat), és minden mérési
pontot mas-mas laboratoriumban végeztek. Ez a protokoll természetesen magasabb CV-t
eredményez. Ezért a CV eredmények nem hasonlithatok dssze a szakirodalomban kozoltekkel,
de azért hasznosnak tiinnek, mert a ,valds ¢élet” valtozékonysdgat mutatjdk, ¢&s
Osszehasonlithatok egymassal. Ahogy masok is megallapitottdk, a CV-k magasabbak voltak a
kéros (alacsony) tartomanyban, mint a normadl tartoményban. A HemoslIL-tesztet hasznalo
VWEF:GPIbR kivételével minden 0j teszt jobb reprodukalhatosagot mutatott, mint az eredeti
VWF:RCo teszt, annak ellenére, hogy a VWF:RCo esetében a mérések szama magasabb volt
(6t vs. harom-négy, 25. tablazat). A HemosIL-teszt kiss¢ magasabb CV-jének oka nem vilagos;
ilyen kiilonbséget nem talaltak korabbi vizsgalatokban. Elvileg a kiilonb6z6 laboratériumokban
alkalmazott kiilonb6z6 kalibratorok hasznalata magyarazhatnd az eltérést. Egységes kalibrator
bevezetése érdekében minden labornak juttattunk az SSC VWF kalibrator plazmdbdl. A mintak

korlatozott térfogata miatt azonban csak két laboratorium tudott két vizsgalatot végezni a
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kiegészitd kalibratorral (37. abra). A két kalibrator 1ényegében azonos eredményeket adott,

ezért nem gondoljuk, hogy a kalibratorok okoztdk a megfigyelt variabilitast.

Osszefoglalva, az 6sszes vizsgalt VWF aktivitdsi mérés jol korrelalt egymassal és a VWF:Rco
teszttel is. A COMPASS VWF vizsgilat enyhe kiilonbségeket talalt az egyes tesztek
viselkedésében, amely ismeretek segiteni fogjadk a VWF kozdsséget az aktivitasi eredmények

értelmezésében és 0sszehasonlitasaban.
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Bizonyos tipusi mintak esetében a GPIb koté VWF aktivitasi tesztek

egymastol eltéré eredményeket adnak: COMPASS-VWF - 11.276,277

Mar az el6z0 fejezetben részletezett 9sszehasonlitds is mutatta, hogy van egy-két mérési pont,
mely az azonossagi egyenestdl tavolabb all. Megvizsgaltuk, hogy ez vajon egyszerli mérési

hiba, vagy az egyes tesztek szisztematikus viselkedési kiilonbségeibdl fakad-e.

A Modszerek cimii fejezetben leirt stlyozott szdzalékos tavolsagi teszt segitségével 11 olyan
mintat azonositottunk, amelyeknél egy vagy tobb vizsgalat a tobbihez képest jelentdsen eltérd
VWF aktivitast mutatott (38. abra és 26. tablazat). Ezek koziil haromrol kideriilt, hogy a

kovetkezd okok miatt tévesen azonositotta a teszt:
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38. ABRA. Az egyes mérés tipusok (tesztek) kozotti sulyozott szazalékos tavolsdg. Az cgyes
betegmintak minden egyes mérési eredménye esetében a vizsgalatok kozotti stlyozott szazalékos tavolsagot a 100 x (assay dtlag - tobbi
atlag)/tobbi atlag képlet segitségével szamitottuk ki, ahol a assay dtlag a kiilonboz6 laboratériumokban a kérdéses VWF-aktivitas
vizsgalattal végzett mérések atlaga, a tobbi atlag pedig a kérdéses vizsgalaton kiviili sszes vizsgalat soran végzett dsszes VWF-aktivitas
atlaga (a véletleniil felolvadt, az L8 laborba kiildott mintak eredményeit nem vettiik figyelembe ennél a szamitasnal). Amint az a képletbdl
lathato, a szazalékos tavolsag 0% a tobbi vizsgalat atlagaval megegyezd értékek esetén, és -100% 0 NE/dI értékek esetén, fiiggetleniil a tobbi
vizsgalat tényleges értékétdl. A hatarértékeket onkényesen 120%-ra helyeztilk a tobbi vizsgalat atlaganal magasabb, és -70%-ra az
alacsonyabb értékeknél. Az ezzel a sziiréssel azonositott betegmintakat az abran nyilakkal jel6ltiik, és feltiintettiik a vonatkozé mutaciokat.
A piros X ¢és nyilak jelzik a tévesen azonositott eltéréseket (lasd a szoveget). A T(2)-01 betegnél nem sziirtiink ki diszkrepans mérést, de
nyillal jeloltiik, mivel ennek a betegnek a multimer mintazatat hasonlitottuk dssze a kisziirt harom V1665E mutaciot hordozé beteggel (39.

(1) Bar a GPIbR (HemosIL latex agglutinicio) magasabb volt a T(1)-10 minta esetében, mint
barmely mas teszttel mérve, ez az 5. laboratériumban végzett egyetlen magas mérésnek volt

koszonhetd (27. tablazat), és nem a tesztek szisztematikusan eltérd viselkedésének. A kiugrd
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értéket a kezdeti statisztikai outlier sziirésiink nem detektalta, mivel az egyes mérések szama

tul alacsony volt.

(2) A T(2)-04 minta esetében klinikailag jelentéktelen, csekély kiilonbségek voltak a kiilonb6z6
vizsgalatokkal mért VWF aktivitas kozott. A sulyozott szazalékos tavolsagi szlirési teszt azért
valasztotta ki, mert a GPIbM-ELISA (L6) teszttel mért nulla érték és a VWF:GPIbR teszttel
mért kiss¢ magasabb érték kombindciodja talértékelte a kiillonbségeket. A 26. tablazat T(2)-04

oszlopa vildgosan mutatja, hogy az enyhe kiilonbségek nem tiikkroznek fontos assay

viselkedésbeli eltérést.

26. TABLAZAT. A szisztematikus eltérést mutato mintak VWF aktivitasa

Beteg * XTI-10] TI-11 | T22 | XT2:4 | T2-7 | T28 | T29 | T2-10 | T2-15 | XT12-17] R-1| R4
VWB tipus &| 1 1 2B | 2M 2A 2A 2A M 2B M | paerslDiamon
s RI1205H |R1205HR1341Q] Y1312D| V1665E| V1665E| V1665E C2362F| R1308C| C2362F

VWF-RCo 40 | 80 | 81 40 6.2 40 43 4.0 6.8 40 | 119 | 329
VWF-GPIbM

yEaeeMl 63 | 190 | 88 1.9 7.6 5.6 73 7.6 8.4 19 | 467 | 326
VWEGPIBR | g | 54 | g3 1.8 9.1 9.9 9.2 56 115 19 | 453 | 348
AcuStar

VWE:GPIR | 103 | 482 | 88 7.7 8.0 12,1 6.0 77,0 9.6 36 | 11,6 | 187
HemosIL

VWF:Ab 114 | 157 | 60 | 20 186 | 201 | 163 56 127 | 31 | 500 | 400
VWF-GPIbM |

ELISAen 2t | 111 | 346 | 00 4.4 4,7 5,0 4,5 45,6 0,0 | 483 | 36,1
VWF-GPIbR =

Blsa(ey | 30 | 79 | 38| 45 13.1 22 14,1 1.6 361 | <16 | 51 | 563
VWF-GPIbM N
ElSA(Lsy | 35 | 102 | s62 | <i6 | 68 10,5 59 7.0 690 | <16 | 804 | 389
Ailag 68 | 166 | 203 | 27 o2 8.1 8.5 141 | 250 | 20 | 374 | 363
Non-

diszkrep. 520 | 120 | 80 | 25 7.9 7.0 74 5.1 9.8 23 | 542 | NA
atlag®

A ,,100 x (atlag —tobbiek atlaga)/tébbiek atlaga” képlet alapjan szisztematikus eltérést mutatd 11 minta (10 beteg + 1
recombinans — R-1) VWF-aktivitasi eredményei. Valamennyi érték NE/dL egységben van megadva. Megjegyzés: A tablazat
az adott vizsgalatot végzd Osszes laboratérium méréseinek atlagat mutatja. A harom ELISA tesztet csak egy-egy laboratorium
végezte el, ezért az ELISA sorok egyetlen mérési eredményt mutatnak. A 120%-o0s és -70%-os 6nkényes hatarértékek alatti
vagy feletti értékek félkovérrel vannak jeldlve. Néhany magas érték azt eredményezte, hogy mas, a tobbiek atlagatol nem
messze allo érték technikailag kissé 70% alatt vagy 120% felett voltak a sulyozott szazalékos kiilonbség elemzésében; ezeket
kékkel jeloltiik (1asd még a 38. abrat). Az dsszehasonlitds megkonnyitése érdekében a sorok sorrendje megegyezik a 38. abra
vizsgalati sorrendjével. Megjegyzendd, hogy az utolso két oszlop ELISA értékei nem szerepelnek a 38. abran. Az utols6 oszlop
(R-4) csak 6sszehasonlitas céljabol szerepel. Egy korabbi cikkel ellentétben??, a jelen vizsgéalatban nem észleltiink jelentds
eltérést a rekombinans D1472H VWF esetében.

“A betegazonositok a kdnnyebb megértés érdekében a kod feltérése utdn (miutdn minden mérés befejezddott és a laborok
eredményeit kozpontilag rogzitettiik) késziiltek. A laboroknak kezdetben kikiildott betegazonositokat véletlenszertien
generaltuk.

bA 8. laboratoriumba kiilddtt mintak véletleniil felolvadtak a szallitas soran. A 8. laboratérium kétféle hazi ELISA rendszerben
mérte a VWF:GPIbR és a VWF:GPIbM aktivitdsokat. Mivel az dsszes eredmény analizise soran megallapitottuk, hogy a
felolvasztas nem vezetett a VWF aktivitas altalanos ndvekedéséhez, a két ELISA mérés eredményeit felvettiik a 26. tablazatba,
mivel nyilvanvalé volt, hogy a két 2B beteg feltiinden és diszkrepansan magas VWF aktivitdsa nem vezethetd vissza a
felolvadés hatdsara. Egyébként ezt a két mérési eredményt nem vettiik figyelembe a sulyozott szdzalékos elemzésben (38.
abra).

Piros X: Ezt a hdrom beteget tévesen valasztotta ki sziirési stratégiank (14sd a szoveget és a 27. tablazatot).

“Ez a sor az eltérést nem mutat6 értékekkel szamitott atlagokat tartalmazza. A kiilonbség kiemelése érdekében az egynél tobb
eltérést mutato betegek esetében az 6sszes eltérést kihagytuk (ellentétben a szazalékos sulyozott tdvolsadg szamitasaval).

(3) Végiil a T(2)-17 minta csak azért keriilt kivalasztdsra, mert a szdzalé¢kkal sulyozott

kiilonbség képlet technikai jellemzdje, hogy barmely nullds mérés esetén 100%-os értéket ad.
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A 26. tablazat T(2)-17 sora egyértelmiien azt mutatja, hogy egyaltalan nincs kiilonbség a

kiilonbozé VWF aktivitasi eredmények kozott. Ezért a harom ,tévesen” kivalasztott T(1)-10,

27. TABLAZAT. Szisztematikus eltérést mutato mintak

Beteg XT1-10| TI1-11 XT2-4 T2-7 T2-8 T2-9 T2-10 R-1 R-1
Assa GPIbR | GPIbR | GPIbR PIbR PIbR
Y IHemosIL| HemosIL |HemosIL Al A A I—(I}emt())sIL KL H(e}mIEsIL
Lab 1 10,1 50,0 12,2 17,6 18,9 15,8 84,1 11,7 13,0
Lab 2 6,5 58,8 5,7 20,2 19,5 18,0 90,6 10,4 16,2
Lab 3 12,4 48,8 7,0 ND ND ND 73,3 2,0 4,2
Lab 4 ND ND ND ND ND ND ND 18,2 ND
Lab 5 44,0 35,0 6,0 18 22,0 15,5 60,0 17,0 13,0
Atlag 18,3 48,2 7,7 18,6 | 20,1 16,3 77,0 11,9 11,6

Az egyes laboratériumokban a szisztematikus eltérés (,,/00 x (atlag — tobbiek atlaga)/tobbiek atlaga’) alapjan kivalasztott
mintdk mérési eredményei és a mérések atlaga (lasd a szoveget és a 26. tablazatot).

Megjegyzés: A jelen tablazat oszlopai a 26. tablazatban pirossal jeldlt cellak kibontasat képviselik. A 26. tabldzat minden
egyes celldjaban az adott betegmintanak az adott modszerrel tobb laboratoriumban mért atlaga van megadva (kivéve az utolséd
harom sort, amelyek egyetlen mérés erdeményét mutatjak — ez a harom sor jelen tablazatban nem szerepel). Jelen tablazat
mutatja az egyes laboratoriumi értékeket, amelyek az atlag kiszamitasahoz szolgaltak (az atlag az utolsé sorban talalhat6). A
legtobb beteg esetében a laboratoriumok kozott kevés eltérés volt, kivéve a T1-10-es beteg esetében, az els6 oszlopban az 5.
laboratorium adatat, amelyet piros szinnel jeloltlink, és ennek alapjan nem tekintjiik szisztematikus eltérésnek.

Piros X: Ezt a két beteget tévesen valasztotta ki a sziirési stratégiank. ND: az adott laboratériumban nem végezték.

T(2)-04 ¢és T(2)-17 mintat kizartuk a tovabbi elemzésbdl, és a fennmaradd nyolc mintara
Osszpontositottunk (38. abra, 26. és 27. tablazat). A kovetkezd szisztematikus teszt viselkedés

kiilonbségbeli mintazatokat észleltiik:

1. Az ELISA tesztek hamisan magas VWF aktivitds értéket mérnek 2B tipusi VWB-ben
A 2B tipustt VWB esetében az 6sszes ELISA teszttel szembedtlden magasabb VWF aktivitast
mértiink, mint a tobbi teszttel. A COMPASS-VWEF vizsgélatba két beteg kertilt be 2B tipusu
VWB-vel: T(2)-02 (p.R1341Q heterozigéta mutacid) és T(2)-15 (p.R1308C heterozigbta
mutéacid). A VWF aktivitasuk 6-9, illetve 7-13 NE/dI k6z6tt volt a standard VWF:RCo teszttel,
valamint az 6sszes kereskedelmi forgalomban kaphat6 1) teszttel mérve, beleértve a Siemens
VWEF:GPIbM tesztjét (INNOVANCE) is, amely rekombinans funkcionyeré mutins GPIb
konstruktumot hasznal (méghozza két ismert trombocita tipust VWB-t okozd mutéciot is
kombinaltak). Ezen tesztekkel ¢éles ellentétben mindharom ELISA teszttel — kettd
VWEF:GPIbM, egy pedig VWF:GPIbR aktivitdst mért — sokkal magasabb szinteket mértiink
(26. tablazat). Ugy tiinik tehat, hogy a kiilonbség inkabb az ELISA mérés elvében rejlik,
L8 laborban a VWF:GPIbR ELISA ¢és a VWF:GPIbM ELISA teszteket olyan mintdkon
végeztiik, amelyek a szallitas soran véletleniil felolvadtak, a jelenség nem tulajdonithaté a
felolvasztasnak, mivel a felolvasztas nem vezetett a VWF aktivitas altalanos novekedéséhez

(nem kozolt adatok). A VWF:GPIbM ELISA (L6) teszt, amely nem felolvasztott mintdkat
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hasznalt, szintén ugyanilyen magas eredményeket mutatott a 2B tipust mintak esetében. Ezen
eredmények tovabbi pontositasa és megerdsitése érdekében tovabbi 15, 2B tipusu VWB beteg
mintait vizsgaltunk mikrogyongy, illetve ELISA alapu VWF aktivitast mérd tesztekkel (28.
tablazat). Ezek a betegek nem szerepeltek az eredeti COMPASS-VWF vizsgélatban, hanem
kifejezetten azért vettiik be 6ket, hogy nagyobb szamll mintan megerdsitsiik, illetve finomitsuk
a megfigyelt eltéréseket. Az els6 két 2B beteghez hasonldan a 15 beteg koziil kilencnél a
VWEF:GPIbR vagy a VWF:GPIbM ELISA-val mért értékek szembedtlden magasabbak voltak,
mint a gyongyalapu aktivitds tesztek mérésének barmelyike. Ez a kilenc beteg kiilonb6z6 2B
mutaciokkal rendelkezett, de mindannyinak hianyoztak a nagy molekulatomegi (HMW)
multimerjei (amint ez a szokvanyos 2B altipusnal varhat6). Ezzel szemben a masik hat betegnél,
akiknél megmaradtak a HMW multimerek, alig volt kiilonbség a gyongy és ELISA alapt VWF
aktivitas kozott. E betegek a 2B altipus specidlis esetei — amit 2B New York/Malmo altipusnak
szokés nevezni. Igy arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az ELISA modszerek diszkrepansan
magasabb értékeket adnak a 2B tipusi VWF aktivitasra; ez a jelenség csak a tipusos 2B
betegeknél fordul eld, akiknek hidnyoznak a HMW multimerjei, mig a jelenség nem
tapasztalhaté a 2B New York/Malmo altipusnal, ahol a HMW multimerek megtartottak.

2. A VWF:Ab teszt magasabb értéket mér a p.Vi665E mutdcioval rendelkezé
betegeknél

A COMPASS-VWF vizsgalatba harom egymassal nem rokon 2A tipust VWB beteg keriilt be
ap.V1665E pontmutaciéval: T(2)-07, T(2)-08 és T(2)-09; és a VWEF:AD teszt mérés eredménye
mindharmuknal kdvetkezetesen magasabb VWF aktivitast mutatott, mint barmelyik mas teszt
mérési értéke (26. és 27. tablazat). Ebbdl az latszik, hogy a VWF:Ab rendszer kevésbé
érzékeny a p.V1665E altal okozott VWF aktivitasi defektus kimutatasara.

3. A p.P1467S mutdciot hordozé mintik VWF aktivitisdt egy kivétellel (AcuStar)
valamennyi risztocetint alkalmazo teszt tévesen alacsonyra méri

A VWEF:RCo teszt egyik fontos kritikaja az, hogy a p.P1467S polimorfizmussal rendelkezd
(nem vérzékeny) egyének VWF:RCo aktivitasat tévesen alacsonyra méri, mivel ez a genetikai
varians a VWF risztocetin kotohelyét érinti, de nem befolyasolja a VWF fiziologids
hemosztatikus funkcioit. Ezzel teljes 0sszhangban minden, nem risztocetint hasznalo teszt
helyesen mérte a homozigdta p.P1467S mutaciét hordozé Rec-01 minta (egy 3-as tipust
plazmaban felvett mutans rekombindns VWF fehérjét tartalmazo plazma) VWF aktivitasat, mig

a VWF:RCo ¢és a VWF:GPIbR (mind a hazi ELISA, mind a HemosIL latex agglutinicios
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tesztek esetében) tévesen alacsony szintet mért. Meglepd mddon azonban az AcuStar teszt,
amely szintén risztocetin-aktivalassal —miikodik (magneses gyongyokon — torténd
kemilumineszcens detektalassal), nem esett bele ebbe a hibdba. Megjegyezziik, hogy bizonyos
irodalmi adatokkal szemben a homozigdta p.D1472H mutacioval rendelkezé rekombinans
minta kiilonb6z6 VWF aktivitasi szintjei kozott nem volt érdemi eltérés (26. tablazat, utolsé

oszlop).

4. A GPIbR latex agglutindcios teszt (HemosIL) a tobbinél magasabb VWF aktivitdst
mér két izoldlt beteg esetében: T(2)-10és T(1)-11 betegek ZM (homozigdta
DP.C2362F) és VWB Vicenza (p.R1205H) eseteiben

Az eltér6 magas értékek egyértelmilen a tesztrendszer viselkedésébdl adodtak, mivel a

HemoslL teszttel végzett VWF:GPIbR vizsgélatot végzd valamennyi laboratérium azonos
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39. ABRA. Beteg mintak multimer analizise. (A) Kozepes felbontésu és (B) alacsony felbontdsa multimer
gélek a COMPASS-VWF vizsgélatba bevont 0sszes Vicenza fenotipusu betegrol. A vizszintes piros nyil az
ultranagy molstlytl multimereket hordoz6 betegre mutat. (C) 2A és 2M ,,smeary” fenotipust VWD betegek
kozepes felbontasu multimer analizise. A vonatkozé mutaciok a gélek alatt fel vannak tiintetve. (D) Kozepes
felbontastt multimer gélek: két 2B tipusu VWD beteg (két bal oldali sav) és egy 3-as tipusi VWD beteg (VWF
mentes) plazmajaban felvett rekombinans minta). Minden gél tartalmaz normal plazma (NP) savokat az
Osszehasonlitashoz.
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modon eltérd mérési értékeket talalt a két beteg, T(2)-10 (homozigota p.C2362F) és T(1)-11
(heterozigéta p.R1205H) mintdinak esetében (27. tablazat). Megjegyezziik azonban, hogy
ezeket az eltérd értékeket csak egy-egy izolalt betegnél észleltiik, azonos mutacidji és multimer
mintazatu tarsaiknal nem (38. és 39. abra), igy altaldnos szabalyszerliség e két esetbdl nehezen

allapithatd meg.

Multimer analizis

A mintak tovabbi jellemzése érdekében valamennyi mintdn multimer elemzést végeztiink. A
39. abra mutatja az Osszes eltérd aktivitdst mutatd minta multimer szerkezetét, valamint a
normdl plazma és az Osszes hasonld6 VWB altipusu betegek mintaiét. Kiilondsen érdekelt
benniinket, hogy a T(1)-11 és a T(2)-10 mintdk esetében rendellenes multimer mintazatot
talalunk-e, amely esetleg megvilagitand, hogy a VWF:GPIbR latex agglutindcids teszt
(HemosIL) miért mért eltér6 VWF aktivitast, mivel erre mas plauzibilis magyarazatot nem
kaptunk. A multimer mintdzatok azonban hasonléak voltak a tobbi Vicenza és 2M ,,smeary”

betegek mintaihoz, mindenféle érzékelhetd eltérések nélkiil.

Kovetkeztetések 2 (Megbeszélés)

A VWF aktivitdas mérésére szolgalo uj tesztek bevezetése forradalmasitotta a VWB
laboratoriumi diagnozisat. Az 0j tesztek ugyanis egyszeribb és megbizhatobb méréseket
tesznek lehetévé a régi, nagyon sokdig standardnak szamit6 VWF:RCo méréshez viszonyitva.
Bar az Uj tesztek eltéré mérési elveket alkalmaznak, A&ltalanossagban jo korrelaciot
tapasztaltunk az 0j tesztek és a VWF:RCo mérés kozott,26-32-34.35.37.262.263.271-275 A COMPASS-
VWF study?’® az ISTH SSC VWF albizottsaga altal szervezett, fliiggetlen, nemzetkozi
Osszehasonlito vizsgélat, amely tobb nemzetkdzi szaktekintélynek szamité laboratorium VWF
aktivitas méréseit hasonlitotta 6ssze. Az adatok elsé elemzése csak kisebb kiillonbségeket talalt
a vizsgalatok altalanos teljesitményében. Azonban mélyebben elemezve a COMPASS-VWF
adatbazisanak adatait, megkiséreltiik elemezni a szisztematikus assay viselkedésbeli
kiilonbségeket. Nem konnyli a random assay mérési kilengéseket a tényleges assay
viselkedésbeli kiilonbségektdl elkiiloniteni. Eldszor is eltdvolitottuk a kiugrénak tekinthetd
(outlier) méréseket, més szdval a hibakat. Ezek lehetnek pipettdzasi hibak, adminisztracios
elirdsok vagy akar mintatévesztések. A Grubbs-tesztet hasznaltuk az ilyen kiugrd értékek

objektiv, statisztikai kivalogatasara, és az 6sszes adatpont 0,7%-at tavolitottuk igy el.

A nem-véletlenszer(i eltérések azonositdsara egy ,,szdzalékos tavolsdg” sziirési stratégiat

dolgoztunk ki (lasd Modszerek). Az ezzel a stratégiaval azonositott VWF aktivitasi
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eredményeket azutan manudlisan tekintettiik at annak ellendrzésére, hogy az eltérések valdban
a) szisztematikusak (azaz egy adott teszt tipus Osszes mérése, az Osszes ilyen mérést végzo
laborban eltérd, és nem egy véletlenszerlien magas vagy alacsony érték vezérli dket), és b) a
kiilonbség klinikailag relevans. A sziirési kiiszobértéket onkényesen 120% ¢€s -70%-ra allitottuk
be, mivel e kiiszobértékek csokkentése csak a hamisan pozitiv mintak szamat novelte anélkiil,
hogy valddi szisztematikus kiilonbségeket detektalt volna (itt nem kozolt adatok). Ezzel a
kiiszobértékkel nyolc olyan mintat azonositottunk, amelyekben valodi szisztematikus mérési
eltérések voltak, mig harom minta hamis pozitivnak bizonyult. A valddi eltérések elemzése a

kovetkezé megallapitasokat eredményezte:

1. A normal kontrollokon beliil nem volt szisztematikus kiilonbség a tesztek viselkedésben.
Ez a megfigyelés az egyik leglényegesebb eredménye ennek a vizsgalatnak, és alatdmasztja
azt a hipotézist, hogy az 0j tesztek alapvetden megbizhatoan mérik a VWF aktivitast,?’¢ és
az itt kimutatott assay viselkedésben mutatkoz6 kiilonbségek a kiilonb6z6 mérési elvek miatt
néhany specifikus VWF defektus esetére szoritkoznak csupan. Azonban ezek az informaciok
éppen e betegek diagnozisanak megbizhatdsdga szempontjabol 1étfontossagiak.

2. A VWB 2B betegek VWF aktivitasat az 6sszes ELISA alapu teszt hamisan magasnak
mérte. Mivel a VWF:GPIbM?® kialakitasa soran a GPIb konstruktum létrehozasakor olyan
mutacidkat hasznaltak, amelyek a trombocita-tipusi VWB-t jellemzik, ahol a funkcionyerd
(gain of function) mutacid spontan (azaz risztocetin-aktivalas nélkiili) ktddést eredményez
a VWF ¢és a GPIb kozott, mar korabbi szerzok is azt figyelték meg, hogy a 2B tipusu
betegeknél a VWF:GPIbM/VWF:Ag aranyok emelkedettek a VWF:RCo/VWF:Ag
aranyokhoz képest.?®> Ugyanezen a vonalon egy masik, harminckét 2B tipust betegen végzett
vizsgalat azt talalta, hogy az emelkedett VWF:GPIbM/VWEF:VWFRCo ardny akar alkalmas
is lehet a 2B tipust betegek azonositasara.?®” Megjegyzendd, hogy mindkét vizsgélatban
ELISA rendszert hasznaltak a VWF:GPIbM mérésére; mindenesetre arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a GPIbM magasabb értékeket mutat a 2B tipusu VWF aktivitds mérésekor.
Talan, ugy gondoltak, azért, mert a funkcidonyerd mutacioval rendelkezé GPIb konstruktum
jelenlegi vizsgéalat azonban egyértelmiivé teszi, hogy a megfigyelésnek nem ez az oka. A
varatlanul magas értékeket valdsziniileg nem a funkcionyerd mutécio jelenléte vagy hianya
okozta a korabbi vizsgéalatokban sem, hanem maga az ELISA technika. Valéban, mindharom
ELISA alapu teszt (kettd koziilik funkcionyerd mutaciot alkalmazd GPIbM, és egy a

mutacid nélkiili GPIbR) szignifikdnsan magasabb értékeket mért, mint az dsszes tobbi teszt.
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Masrészt az automatizalt, latexgyongy alapu GPIbM nem mutatta ugyanezt a jelenséget az
ebben a tesztben is alkalmazott funkcionyerd mutécio jelenléte ellenére sem.

. E varatlan eredmény tovabbi megerdsitése érdekében 15 ijabb 2B tipusu beteget vizsgaltunk
egyetlen laboratoriumban (28. tablazat). A kezdeti megallapitdsunkkal 6sszhangban a
HMW multimerek elvesztésével jellemezhetd valamennyi betegnél feltlinden magasabb
ELISA értékek voltak mind a VWF:GPIbR, mind a VWF:GPIbM esetében, 6sszehasonlitva
az Osszes tobbi gyongyalapu vizsgalattal, ami alatdmasztja azt a kovetkeztetést, hogy az
ELISA modszertan felelOs az eltérd magas értékekért (28. tablazat).

28. TABLAZAT. 15 ujabb 2B tipusu beteg kiilonbozo VWF aktivitdsa

Beteg | Mutacid GPIbR GPIbR GPIbM GPIbR GPIbM
# HemosIL | AcuStar | INNOVANCE [ELISA (L5) ELISA (L5)
1 p.V1316M/WT 5,10 10,35 8,15 33,5 39,00
5 pV1316M/WT 8,00 6,25 5,40 18,50 28,00
3 P-R1341Q/WT 13,93 13,25 11,40 26,00 49,50
4 pR1341Q/WT 23,65 29,80 18,65 49,00 59,50
5 p-R1306W/WT 5,95 9,30 9,5 28,50 40,00
6 pR1306W/WT 6,97 4,80 5,85 11,00 18,00
7 p-R1308C/WT 18,90 27,45 10,5 95,50 101,00
3 p.R1308C/WT 14,75 11,40 11,30 39,50 39,00
9 pHI2G8D/WT | 21 3 23,90 17,00 49,00 60,00

p-R1308L/WT 21,20 16,10 23,20 20,50 37,00
512635- 63,20 52,60 66,65 65,00 61,00

P1266L/WT

pS12635- 42,00 53,10 63,80 65,00 56,00

P1266L/WT

p.S12635- 42,90 49,80 61,50 75,00 59,00

P1266L/WT

pV1245V- 24,80 23,05 26,40 33,00 26,50

P1266L/WT

pVIZ45V- 67,50 60,45 70,15 44,50 69,00

P1266L/WT
Megjegyzés: Az 1.-9. betegnek klasszikus 2B tipusu betegsége van a HMW multimerek elvesztésével, mig a 10.-15.
betegnél a HMW multimerek megtartottak (2B New York/Malmé). A piros és vastagon szedett szamok azok az ELISA
aktivitasok, amelyek atlaga legalabb 100%-kal magasabb, mint az 6sszes gyongyalapti mérésé. Minden eredmény két vagy
harom kiilonallé6 mérés atlaga.

“A 11. beteg harom tovéabbi szubsztiticiot is hordozott: p.V1229G, p.N1231T és p.V1245V.

. Erdekes modon ez a kiilonbség csak a HMW multimereket elvesztett 2B betegeknél volt
jelen, és nem volt megfigyelheté a 2B New York/Malmo altipusnal, ahol a HMW
multimerek megtartottak. Megjegyezziik, hogy egy korabbi kdzleményben!” tizenharom
VWB 2B tipusu beteg VWF:GPIbR (ELISA) értéke nem kiilonbozott a VWEF:RCo értékétol.
Az aktivitasokat Osszesitve hasonlitottak Ossze, és a multimerek szerkezetérol nem
szamoltak be.!” A mi eredményeinktdl valo eltérés oka nem vilagos. A latex és az ELISA
alapt VWF aktivitas kozotti kiilonbség a HMW multimerek elvesztésével jard 2B tipust
VWB betegek esetében egyelére megmagyarazatlan, de ugy tlinik, hogy a két rendszer

fizikai-kémiai jellemzdinek kiilonbségeivel fligg 0ssze.
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5. A p.V1665E mutacional mért diszkrepansan magas VWF:Ab teszt eredmények. A
VWEF:Ab assay olyan antitestet hasznal a mérésé¢hez, amely a VWF Al doménjének a GPIb-
kotd felszinéhez kapcsolddva mintegy reprodukélja az A1 domén-GPIb kotédést. Ez tigy
értelmezhetd, hogy a vizsgalatban haszndlt REF-VIII:R/2 monoklondlis antitest a
trombocitdk GPIb kotohelyét utanzd (molekularis mimikri) kotofeliiletet biztosit. A
hasonlosag mértéke azonban jelenleg nem ismert. Igy lehetséges, hogy az Al domén
bizonyos szerkezeti véltozéasai eltéréen befolyasoljak a VWF GPIb-hez és a REF-VIII:R/2
monoklonalis antitesthez val6 kotodését. Ezért tanulsagos ilyen VWF defektusokat talalni a
valos életbdl vett betegeknél. A p.V1665E mutacio az A2 doménben talalhato, és 2A tipust
VWB-t okoz a nagy és kdzepes méretli multimerek elvesztésének révén.28! Hogy ez a
konkrét mutacidé hogyan fokozza az antitesthez vald kotddést, nem vilagos, bar jol ismert,
hogy bizonyos mutaciok tavoli tercier szerkezetek torzuldsat is okozhatjadk. A p.C1272D
mutéaciot, amely hasonl6 HMW multimer veszteséggel jar (39. abra), a VWF:Ab teszt
helyesen detektalta (VWF:Ab: 3,3; az 0sszes tobbi atlaga: 3,1); igy nem valoszinii, hogy a
HMW multimerek hidnya énmagéban lenne a jelenség oka. Az irodalombdl is ismeriink
olyan VWB 2M tipusu mutaciot amelyet a VWF:Ab assay nem kelléen detektalt.?”
Konkrétan hirom betegnél a p.G1324A (G561A az eredeti cikkben hasznalt régi
nomenklatira szerint) mutacio, amely az Al domén GPIb kotShelyét érinti, tgy tlinik,
szintén eltéréen modositja a VWF GPIb-hez ¢s REF-VIII:R/2 monoklonalis antitesthez valo
kotédését.?”> Végiil meg kell jegyezniink, hogy bar a VWF:Ab mérés szignifikinsan
magasabb volt a p.V1665E mutaciot hordozd 2A betegeknél, mint az dsszes tobbi teszttel
mért érték, de a VWF:Ab igy is korosnak mindsitette e harom beteg VWF-aktivitasat (16,3-
20,1 IU-dL; 26. tablazat), igy ezek a betegek helyes diagnoézist kapnanak a
szlir6vizsgélatnal, ha a VWF:Ab-t egyfajta sziirési stratégia részeként hasznaljuk.

6. A p.P1467S-t tartalmazé mintik tévesen alacsony VWF aktivitasa jellemezte egy
kivételével (AcuStar) valamennyi risztocetint alkalmaz6 assay tipust. A VWF:RCo egyik
hatranya, hogy tévesen alacsony VWF aktivitast jelez a p.P1467S polimorfizmus

esetében,>+>>8

amely bizonyos populacidkban gyakori VWF véltozat, és amely nem
eredményez funkcionalis defektust, és nem jar vérzékeny fenotipussal. A hamis értékek oka
abban rejlik, hogy a p.P1467S polimorfizmus zavarja maganak a risztocetinnek a kotddését,
¢s igy csak az in vitro vizsgalati eredményeket befolyasolja, a fiziologias, nagy nyiroerdkkel
torténd VWF aktivalast nem. Ezért a risztocetint hasznalo tesztek tévesen alacsony értékeire
a korabbi cikkek alapjan szamitottunk, és eredményeink megerdsitették ezen ismereteket

ebben a multicentrikus és vakon végzett vizsgalatban. Meglepetés viszont, hogy az egyik
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risztocetinnel kivaltott tesztet, az AcuStar VWF:GPIbR assayt nem érintette ez a jelenség.
Ennek oka nem vildgos. Lehet, hogy a tesztben hasznalt risztocetin koncentracidval fligg
Ossze, de sajnos a tesztben hasznalt tényleges koncentraciéo nem nyilvanos informacio, és az
IL-t6] nem tudtuk a kit specifikacidit megszerezni. Tovabba nem tapasztaltuk ugyanezt az
eltérést a D1472H polimorfizmus esetében (ahogyan arra korabbi eredmények alapjan
szamitottunk??). Nincs egyértelmii magyarazatunk az eltérés hianyara a mi vizsgalatunkban,
de valoszintisitjiik, hogy ez a nativ és a rekombindans VWF kozotti poszttranszlacios
modositasok enyhe kiilonbségeinek tudhato be.

. Diszkrepansan magas VWF aktivitis a GPIbR latex agglutinicios teszttel (HemosIL)
két beteg esetében: egyikilk homozigéta p.C2362F mutécié miatti 2M tipusat VWB-ben,
masikuk heterozigéta p.R1205H miatti Vicenza tipusi VWB-ben szenvedett. Bar
egyértelmii, hogy a vizsgadlomodszer viselkedésbeli kiillonbségének koszonheté a
diszkrepancia, mivel a HemoslIL vizsgélatot végzd valamennyi laboratérium egyontetiien
eltérd értékeket mutatott ki a két betegnél — a T(2)-10 betegnél (homozigota p.C2362F) és a
T(1)-11 betegnél (heterozigéta p. R1205H) —, ezeket az eltérd értékeket csak egyetlen
betegnél észleltiik, és nem voltak jelen azonos mutacidkkal rendelkezd tarsaiknal — (T(2)-11
¢s T(2)-17 a p.C2362F esetében; T(1)-04, T(1)- 06-10 a p.R1205H esetében — (38. abra),
sem pedig az azonos multimer mintazattal jellemezheté tobbi betegnél (39. abra). igy ebben
a két esetben nem valoszinli, hogy maguk a muticiok magyardzzak az eltérd assay
viselkedést. A korlatozott mintamennyiség sajnos nem tette lehetévé a probléma tovabbi
vizsgalatat; ezért csak feltételezhetjiik, hogy a lehetséges magyardzat valamilyen zavar6
anyag (pl. heterofil antitestek), amelyre a HemosIL VWF:GPIbR érzékenyebb, mint a tobbi

teszt. Ez egyeldre spekulativ magyaradzat marad.

Osszefoglalva, eredményeink azt mutatjik, hogy az (j VWF aktivitasi tesztek altaliban jol

korreldlnak egymassal és a VWF:RCo teszttel, am bizonyos mutaciok esetében jelentds

viselkedésbeli kiilonbségeket mutatnak, és ezeket a kiilonbségeket figyelembe kell venni az

eredmények értelmezésénél. Munkank egyik erdssége, hogy csak molekularisan jellemzett

betegeket vontunk be, és szamos ismétlddé mutéaciot vizsgaltunk mind az 1-es, mind a 2-es

tipusu VWB betegek esetében. Ez a felépités megkdnnyitette az egy adott hibara (pl.

p.V1665E) vagy altipusra (pl. VWB 2B tipus) vonatkozé kovetkeztetések levondsat. Viszont a

VWB mutacidoknak csak egy sziik spektrumat lehetett ilyen moédon vizsgélni, ezért

eredményeink csak korlatozottan altalanosithatok a tobbi VWB mutaciéra. Nyilvanvalo, hogy
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tobb informéaciora van sziikség ahhoz, hogy az 0j tesztek megbizhatdan felcserélhetdk legyenek

minden beteg esetében.
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A von Willebrand betegség kezelési elvej282-284

Az el6z0 két fejezetben a VWB diagnosztika fejlesztésében kifejtett kutatdsokat mutattam be.
A VWB kezelésének moddozatairdl szamos szakértdi csoport tollabol tobb iranyelv
sziiletett.#248:285-297 Ezek hasonld elveket tiikroznek a betegek kezelését illetdleg, csekély
hangsulybeli kiilonbségekkel. Minthogy e guideline-ok egy részének Osszeallitasaban

282-284 ebben a fejezetben roviden Osszefoglalom a VWB

személyesen is részt vettem,
kezelésének alapelveit. Bar a kezelési elvek konszenzusos kialakitdsa magas szintli szellemi
munka, ez nem tartozik szoros értelemben a kutatési tevékenységhez. Ezért ebben a fejezetben
csak a kezelési elvek lényegét foglaltam ossze. Altalanossagban elmondhatjuk, hogy a VWB-
ben szenvedd betegek vérzésének megallitdsdra harom f6 modszer all rendelkezésre terapids
eszkoztarunkban: a VWF plazmaszintjének korrekcioja (i) DDAVP-vel vagy (i)
faktorpotlassal, és (iii) a vérzési hajlam csokkentése alternativ Utvonalak manipuldlasaval

antifibrinolitikus szerek vagy Osztrogén-progeszteron gyogyszerek révén. Ez a harom

megkozelités természetesen nem zarja ki egymast, hanem inkabb kiegésziti.

Dezmopresszin (DDAVP)

A dezmopresszin (1-deamino-8-d-arginin-vazopresszin) a vazopresszin szintetikus
analdgja.?8628 A DDAVP [Emosint (Kedrion, Pascoti Barga, Italia), Minirin (Ferring AB,
Malmo, Svédorszag), Octostim (FerringAB, Malmo, Svédorszag)] olcsod €s mentes a vér utjan
terjedd fertézések atvitelének kockazatatol. Lehetdség szerint a dezmopresszint kell elényben
részesiteni a kezelésben. A szokasos adagolas intravénas uton torténik, 0,3 pg/kg egy dozisban,
infizi6 formajaban, 20-30 perc alatt. A diagnodzis feléllitdsakor egy tesztinfuzid ajanlott a

jovObeli valasz elorejelzésére 241298

A dezmopresszin infizié altaladban jol toleralhato, a
tahikardia, a fejfajas ¢és a kipirulds a f6 mellékhatasok, amelyek altaldban az infuzi6 lassitasaval
javulnak. Az ismételt DDAVP adagok gyakran fokozatosan hatdstalannd vélnak (ez az
ugynevezett tahifilaxis jelensége), amit az endotél Weibel-Palade-testjeiben tarolt VWF

raktarak kimeriilése okoz.

Ezt figyelembe kell venni, ha hosszabb ideig tartd hasznalatot terveziink (pl. nagyobb miitétek
esetén).?” A DDAVP ritkdn volumentilterhelést és hiponatrémiat okozhat, kiilondsen
kisgyermekeknél, ismételt adagok utan.3*®® Ovatossagot kell tanusitani (vagy az alkalmazast
keriilni kell) a kardiovaszkularis betegségben szenvedd idds betegek kezelésének
tervezésekor.??139 Végiil a DDAVP ellenjavalltnak tekinthetd 2B tipusi vagy trombocita

tipusi VWB-ben szenvedd betegek esetében.’*3%* Ennek az az oka, hogy a mutans VWF
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szintjének megemelkedése fokozhatja a trombocitopéniat, és ezaltal sulyosbodhat a
vérzékenység. Meg kell jegyezni, hogy nem mindenki ért egyet ezzel a kontraindikacidval, de
az Ovatossdg mégis azt diktalja, hogy az irdnyelvek ne javasoljdk a DDAVP-t ezeknek a
betegeknek.

VWF faktorpotlo kezelés
Jelenleg tobbféle faktorkoncentratum is forgalomban van VWB betegek kezelésére. E

faktorkészitményeket a 29. tabldzat mutatja.’%3% A kezelés célja a plazma VWF:RCo

29. TABLAZAT. Az Eurdpaban a VWB kezelésére gyakran hasznalt faktorkészitmények.

Termék Alphanate | Biostate | Fandhi | Veyvondi” Haell)n ate Wilate | Wilfactin
G . CSL . Takeda CSL Octaphar
Gyarto Grifols Behring Grifols Shire Behring ma LFB
Henarin Precipitaci Heparin mAT Multiplex Ioncsere Ioncsere +
Tisztitasi modszer C%G 6 + heparin CI')FG affinitas elektrolit W affinitas
CTG CTG precipitacid | gélszlirés CTG
S/D + sz?i/rla?zﬂ':g szz/r];zzrég Pasteurizil sz?i?a?z?ég i/gn) IfIF%f
Virus inaktivacio ( ;ggrcazg% | (80°C72 | (80°C 72 NF s (606)C 10 (100°C2 | szarazlég
6) ) 0) (80°C 72 6)
FVIII NE/mg >100 50 >100 | nyomokban 40 >80 >507
110
VWE:RCo/Ag 0,94 0,8 0,83 VWE:RCo/ 0,96 0,7 0,95
mg
VWE:RCo/FVIII 1,21 2,0 1,48 >100 2,54 0,8-1,0 >10

A Magyarorszagon 2023-ban forgalomban 1év8k vastagon szedve.
CTG: kromatografia; S/D solvens/detergens kezelés; NF: nanofiltracio. mAT: monoklonalis antitest.

T'VWF:RCo/mg mértékegységben megadva. “Rekombinéns termék (Az USA-ban Vonvendi néven).

aktivitds >50 NE/dL (kritikus vérzés vagy nagykockdzati miitét esetén (>80-100 NE/dL)
szintre emelése nagyobb miitétek esetén 7-14 napig, kisebb beavatkozdsokhoz 1-5 napig. Az
ennek eléréséhez sziikséges tipikus telitd dozis 50 VWF:RCo NE/kg, amit nagy miitétek esetén
8-12 éranként, kisebb beavatkozasokhoz 12-18 éranként 20-40 NE/kg fenntarto adagolas kovet.
A VWEF:RCo ¢és FVIII napi meghatarozéasa kotelezé a megfeleld VWF szintek fenntartdsa és az
ultra-magas (azaz >200 NE/dl) FVIII szintek elkeriilése érdekében.?8%2% Ne felejtsiik el, hogy
a VWF szintek normalizalodasat kovetden az illetdé miitétnél szokéasos tromboprofilaxist kell

alkalmazni a betegeknél.

Hosszu tavu masodlagos profilaxis. Az elmult évtizedben vilagossa valt, hogy a VWB sulyos

formaiban a hosszu tavu faktor potld profilaxis elényos és javasolt.307-30?

Kiegészitd kezelési eljdrdsok a hemosztazis alternativ befolydsoldsdra
Antifibrinolitikus szerek. Mivel a nyalkahartyak felszine gazdag fibrinolitikus aktivitasban,?%¢ a

fibrinolizis blokkolasa hasznos kiegészité kezelés a vérzés megallitasara. Epszilon-
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aminokapronsav (50-60 mg/kg doézisban, 4-6 o6ranként) vagy tranexamsav (10-15 mg/kg

ddzisban, 8-12 oranként) adhatd szajon 4t, intravénasan vagy helyileg.?8¢

Osztrogen-progeszteron készitmények. A hormondlis manipulacié csokkenti az endometrium
vérzékenységét, igy ezek a szerek nagyon hasznosak lehetnek a menorragia kezelésében a

VWB betegeknél] 286,288
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Az autoimmun szerzett hemofilia A kezelése: hatékony immunszuppressziv
kezelési protokoll kidolgozasa - CyDRi310

Tekintettel a szerzett hemofilia (AHA) immunszuppressziés kezelésével kapcsolatos
bizonytalan ajanlasokra és a szekvencidlis kezelésekhez kapcsolodd negativ tapasztalatra,
ujszeri megkdzelitésre volt sziikség. Az azonnal elsé vonalban kombinaltan adott (), Ait it hard
at the beginning”) kezelések potencialis elénye a rovidebb szteroidexpozicid és ezzel jarod
toxicitds, valamint a fokozott hatékonysag. Ezért 2009 szeptemberétdl a Dél-pesti
Centrumkorhaz Szent Léaszld Kampuszan kidolgoztunk egy CyDRi elnevezésii intézményi

30. TABLAZAT. A 32 beteg részletes adatai

ID | Kor | Nem | FVII | BU . gigjég nIl(g)rb ECOG | T-Dg Cy’ERi Rjab ByT;;as Szév. F/U | Talél.
3B1 56 N 5 1.3 - 2 1 30 1 0 4 - 1305 I
3B2 85 F 0 15 - 3 2 31 1 0 0 - 652 N
3B3 84 N 0 3165 | - 0 3 30 9 0 159 | - 968 i
3B4 BP R 7438

77 N 0 121 | pa 2 2 15 1 0 0 I
3B5 78 F 0 Hashimoto 1 4 29 1 0 0 - 642 I
3B6 75 N 0 34 | RA 0 2 15 1 0 0 - 811 I
3B7 82 F 0 115 - 0 3 33 3 0 15 - 602 i
3B8 65 N 0 106 | - 0 2 30 2 0 0 B 531 I
3B9 85 N 4 16 - 0 2 14 2 0 21 - 442 i
LAl 77 F 0 155 | Basedow 1 3 0.5 1 0 0 B 1989 I
LA2 68 F 3 17 - 1 1 1 1 0 15 - 1828 i
LA3 Basedow - 981
75 N 2 SRR Wi N 2 1 8 2 0 0 I
LA4 | 74 N 5 3.8 | Hashimoto 0 2 38 2 0 0 - 3241 i
LA5 66 N 0.9 55 B 1 1 14 2 0 16 B 3199 I
LAG6 80 N 12 59 - 0 3 2 1 0 32 - 78 i
LA7 | 73 F 5 8.5 | Prostata CA 4 4 2 3 2 45 | PNA 3319 I
LAS 78 F 0 500 | Prostata CA 2 2 14 1 0 28 - 2317 i
LAY | 64 F 14 3.8 | SLE 5 1 120 1 0 0 - 460 N
LALO | 78 N 1 142 | - 2 1 12 1 0 27 - 2625 I
LALl BP R 1556
79 N 8 3.8 Basalioma 2 3 11 1 0 0 I
Melanoma
LAIZ | 78 N 0 211 - 0 1 0 3 0 0 - 3092 i
LA13 31 N 1 140 gr;iiometrialis 4 2 17 3 1 3 Cisztitisz | 416 I
LAl4 | 86 N 2 2 - 3 1 7 1 0 0 - 68 i
LAL5 | 82 N 4 3.1 B 1 4 14 1 0 0 | PNA* 27 N
LAL6 | 53 F 3 138 | - 1 3 9 1 0 20 | Talyog | 262 i
LAL7 | 64 N 1 175 B 1 2 N/A 1 0 14 B 2632 I
LA 1 oy N 17 g | Adrenalis 4 2 7 1 0 0 . 844 I
Incidentaloma
LAL9 | 65 F 7 739 | - 1 2 75 1 0 16 | C.diff 372 I
LA20 1 65 F 0 so0 | Adrenalis 3 1 1 1 0 0 . 679 I
Incidentaloma
LA21 | 60 F 1 10 | - 1 1 19 1 0 0 - 1009 I
LA22 | 78 F 0 314 | - 1 2 28 1 0 21 - 165 i
LA23 | 87 F 0 90 B 2 2 270 1 0 0 B 496 I
ATL ATL | ATL ATL | ATL | ATL %AE ATL
sp) | "N | sp) | (sD) sp) | sy | spy | #=t | el ] el (SD) ol
74.1 3 177.9 1.6 2.1 29 15.6 1198.6
o | >3 | @ | 6522 (4 | 09 | @ | ' 6.3 | 469 (1044.3) | 26

N: nd, F: férfi. VFIII NE/dl egységben. BU: Bethesda inhibitor titer. BP: bullézus pemphigoid. CA: carcinoma (valamennyi beteg remisszioban
volt), Hashimoto: Hashimoto thyreoiditis. RA: reumatoid artritisz. ATL: atlag. Komorb: komorbiditasi index (lasd Charlson és mtsai?'). T-Dg:
Az elsé tiinettd] a diagnozisig eltelt id0 (time to diagnosis); #CyDRi: hany ciklus CyDRi-t kapott a beteg a CR eléréséig; #Relab: a relapszusok
szama; T-Bypass: a bypass szerrel valé kezelés idétartama, napokban; PNA: pneumonia. Talyog: hasi talyog, mely miitét utan gyogyult. C.diff:
Clostridium difficile colitis. I: igen; N: nem. Szov. szovédmény (adverse event). F/U: Az utankéovetés (follow-up) napokban. Talél.: Eletben volt-
e a beteg az utankovetés utolso napjan. *Az idds rossz allapott beteg, akinél inoperabilis combnyaktorés kapesan dertilt ki az AHA, hypostatikus
pneumonia miatt halt meg — igy az immunszuppresszié hozzajaruld szerepét nem lehet kizarni.
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kezelési protokollt, amely intravénas cyclofoszfamid, dexamethason és kisdozisi rituximab
16késszertien adott dozisait alkalmazza. Ezt kovetden minden beteget ezzel a protokollal
kezeltiink. 2017 szeptemberétdl a CyDRi-t a Semmelweis Egyetemen is bevezettiik. Az itt
bemutatott retrospektiv elemzés a két részt vevd intézményben CyDRi-vel kezelt elsé 32 beteg

részletekbe mend attekintése. A betegek klinikai adatainak részleteit a 30. tablazat mutatja.

A CyDRIi protokoll részletezése

A CyDRi kombinalt immunszuppresszios kezelés (IST), amely a kdvetkez6 elemekbdl all:
1000 mg cyclofoszfamid iv. az 1. és 22. napon; 40 mg dexamethason iv. vagy per os az 1., 8.,
15. és 22. napon; 100 mg rituximab iv. az 1., 8., 15. és 22. napon (31. tablazat). Sziikség esetén
a CyDRi-t legkordbban az el6z6 ciklus 43. napjan ismételtilk meg. A CyDRi mésodik vagy

Cyclophosphamide
1000 mg, i.v.

Dexamethasone
40 mgi.v. / p.o.

31. TABLAZAT. A CyDRi protokoll (6 hetes kezelési ciklusok).

tovabbi ciklusanak adasarél a kovetkezd kritériumok valamelyikének teljesiilése esetén
dontéttiink: (1) az el6z6 ciklus 42. napjaig nem volt kielégitd emelkedés a FVIII szintjében (n.
,lassu valasz”); vagy (2) a Bethesda-titer emelkedését észleltiik remisszid elérése utan (Un.
,laboratoriumi relapszus”) barmely id6pontban. A ,lassu valasz” a kezel6orvos némileg
szubjektiv dontése (ez altalaban 1-3 héten 4t <50 NE/dl-es FVIII szintet jelentett); amennyiben
a FVIII tovabb emelkedett, a varakozas (,, watch-and-wait”) stratégiat alkalmaztuk, kivéve ha
vérzéses tiinetek jelentkeztek. A kimutathaté anti-FVIII antitestek nem voltak eléfeltételként
formalisan el6irva a kovetkez6 CyDRi ciklushoz (de 8 betegbdl 7-nél >0 volt a BU titer a
CyDRi ismétlésének iddpontjaban). Mivel a Bethesda-teszt kozismerten érzéketlen, a <50
NE/dl FVIII szintet a perzisztens anti-FVIII antitest bizonyitékdnak tekintettiik, akar ki lehetett

mutatni 0ket a Bethesda-teszttel, akar nem.

A betegek kezelését minden esetben fekvdbetegként kezdtik meg. A ,.bypass” szerek
adasarol a kezelborvos dontott a felvételkor a stlyos aktiv vérzés jelenléte vagy hianya alapjan.

Minden beteg legalabb egy ciklus CyDRi-t kapott. Minden betegnél Acyclovir (napi egyszer
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400 mg) virusprofilaxist alkalmaztunk a kezelés teljes idotartama alatt és az utolso ciklus utolsé

napjat kovetd 6 honapon at.

A 32 betegbdl 4llo kohorsz jellemzdi

A vizsgalt kohorsz jellemzdit a 32. tablazat foglalja 6ssze. A betegek életkora 53 és 87 év
kozott valtozott. A FVIII aktivitds medidnja a diagndzis feldllitdsakor 1 NE/dI volt (tartomany:
0-17 NE/dl; interkvartilis tartomany [IQR]: 0-4,3 NE/dl), és a median kezdeti inhibitor titer 17
BU volt (tartomany: 1,3-3165 BU; IQR: 5,7-112,5 BU). Tizennégy (43,8%) beteg kezdeti
Bethesda-titerének értéke volt >20 BU. 13 betegnél (40,6%) azonositottunk valamilyen
alapbetegséget; a fennmarado 19 esetet idiopatidsnak tekintettiik. Az egyes betegek fontosabb
klinikai és laboratériumi adatait az 30. és 32. tablazat tartalmazza. A median utankévetés 779,5

nap volt (tartomény: 27-3319 nap; IQR: 455,5-1868,2 nap). Az elsd tiinet megjelenése €s a

32. TABLAZAT. A kohorsz demogridfiai és klinikai jellemzoi

Jellemzo Erték (%)
Minden beteg, n 32
Férfi 14 (43,7)
NG 18 (56,3)
Eletkor, év, teljes tartomany 53-87
Atlag + SD 74,1 +9,1
Median (IQR) 77 (65,8-80,3)
>80¢ 9 (28,1)
> 85 ¢ 4 (12,5)
Alapbetegségek és tarsbetegségek
Komorbiditasi index, atlag + SD 1,6+ 14
ECOG teljesitmény score, atlag + SD 2,1+0,9
4 3
3 6
2 13
1 10
Alapbetegségek™
Nem volt (idiopatiés) 19 (59.4)
Autoimmun 8 (25)
Bullézus pemphigoid (BP) 2
Hipertiredzis (Basedow-kor) 2
Hashimoto hipotiredzis 2
Rheumatoid arthritis (RA) 2
SLE 1
Neoplézia 7(21,9)
Gyakoribb tarsbetegsegek™
Hipertonia 18 (56,3
Cardiovascularis betegségek 10 (31,3)
Cukorbetegség, 2-es tipus 6 (18,8)
COPD 6 (18,8)

158



bodo.inre.1 158 23

32. TABLAZAT (folytatds).

Jellemzo Erték (%)
Az AHA sulyossiaga diagnéziskor
Kiindulasi FVIII, atlag + SD, NE/dL 3+44
Median (IQR) 1(0-4,3)
Kiindulasi inhibitor szint, atlag + SD, BU 177,9 + 5522
Median (IQR) 17 (5,7-112,5)
>20 BU 14 (43.8)
>100 BU 10 (31,3)
>1000 BU 13.1)
CR-hez sziikséges CyDRi ciklusok szima
Valamennyi beteg, atlag + SD 1,66 + 1,52
Valamennyi beteg, median (IQR) 1(1-2)
Egyetlen ciklus 22
2 ciklus 5
3 ciklus 4
9 ciklus 1

A kohorsz demografiai ¢és klinikai jellemz6i. *A szdmok nem additivak, mert vannak atfedések (pl. az egyik
betegnek RA és pemphigoid betegsége is volt).

diagnozis felallitdsa kozott eltelt median id6 14 nap volt (tartomany: 0-270 nap; IQR: 7,5-30
nap).

A kezelés hatékonysdga

(1) Tulélés (40. abra): Az utolsé vizitkor 29 (90,6%) beteg volt életben a 32-bdl, mindegyikiik
tartos CR-ben (kovetési id6 medidn: 779,5 nap; tartomany: 27-3319 nap; IQR: 455,5-
1868,2 nap). Harom beteg halt meg a megfigyelési idészak alatt. Egy iddsebb, nagyon
gyenge, inoperabilis combnyaktorés miatt kezelt beteg (LA15) 27 nappal a diagnodzis
felallitdsa utan hiposztatikus pneumonidban halt meg — ebben az esetben nem tudtuk

kizarni az immunszuppressziv kezelés (IST) szerepét. Bethesda-titere meredeken csokkent,

Overall survival
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40. ABRA. A CyDRi-vel kezelt kohorsz teljes tulélése. A Kaplan-Meier-gérbe a teljes kohorszot (n =
32) abrazolja. A median kovetési id6 779,5 (tartomany: 27-3319; IQR: 455,5-1868,2) nap. Az 1. nap a diagnézis napja,
ami 4ltaldban a CyDRui els6 ciklusanak 1. napja is volt.
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de a CR-t még nem ¢érte el haladlakor. Egy masik beteg, aki addigra >1 éve volt CR-ben,
szeptikus epizddban halt meg, amely alapbetegségei szovédménye volt (szisztémas lupus
erythematosus, lupus nefritisz, dializist igényld veseelégtelenség és rosszul szabalyozott
diabetes mellitus). A harmadik beteg fiiggetlen tarsbetegségben (hipertonias
kardiomiopatia és sulyos szivelégtelenség) halt meg >1,5 évvel a tartés CR elérése utan.
Az utols6é honapokban tobb korhazi kezelés kapcsan szorosan figyelemmel kisértiik,
mindvégig remisszioban maradt, és az antikoagulacios kezelés ellenére (pitvarfibrillacio és
dilatativ kardiomiopatia miatt) nem volt vérzéses szovodménye. Az éltalanos tulélés nem
mutatott Gsszefiiggést a kovetkezokkel: (1) a kezdeti inhibitor titerrel (p=0,1); (2) a kezdeti
FVIII aktivitassal (p=0,3); (3) az Eastern Cooperative Oncology Group (ECOGQG) statusszal
(p=0,7); sem (4) a komorbiditési indexszel (p=0,055).

Vérzéskontroll (41. abra): A 32 beteg koziil 12-nél (37,5%) jelentkeztek olyan aktiv
vérzéses tlinetek, amelyek a felvétel idOpontjatol a vérzéskontroll eléréséig (a CyDRi

kezeléssel parhuzamosan) bypass szereket igényeltek. A fennmaradd 20 betegnek a

Overall bleeding control
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41. ABRA. Vérzéskontroll a CyDRi-vel kezelt kohorszban. A Kaplan-Meier-gorbe a teljes kohorszra

(n = 32) vonatkozik. A vérzéscsillapitasig eltelt id6 medianja 15,5 (tartomany: 0-429; IQR: 2,5-29,5) nap volt. A
kohorsz medidn kovetési ideje 779,5 (tartomany: 27-3319; IQR: 455,5-1868,2) nap volt.

folvétel elott volt vérzése, de a felvételkor nem véreztek aktivan, és a CyDRi-t bypass
szerek nélkiil kaptak; koziilik hdrom betegnél késobb bekdvetkezett olyan vérzéses epizod,
amely valamelyik bypass szer alkalmazasat igényelte. Bar 17 betegnél a felvételt kovetden
mar nem jelentkezett vérzes, a vérzéskontroll szigorti definicioja miatt (bypass szer nélkiil

sincs klinikai vérzés + stabil hemoglobinszint) a vérzéskontroll eléréséig eltelt id6 csak 7

betegben adddott 0 napnak. A fennmaradd 10 beteg vagy eldvigyazatossagbol kapott
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bypass szert egy, a felvétel el6tt nemrég bekovetkezett vérzés miatt, vagy a stabil
hemoglobinszintet nem lehetett azonnal megallapitani tényleges esés vagy adathiany miatt.
A vérzéskontroll eléréséhez sziikséges atlagos id6 az egész kohorszban 15,5 nap volt
(tartomany: 0-429 nap; IQR: 2,5-29,5 nap). A masodik hénap végére a betegek tobbsége
(32-bdl 29) vérzésmentes volt. Nem taldltunk szignifikdns dsszefliggést a vérzéskontroll
eléréséhez sziikséges 1d0 és a kezdeti inhibitor titer (p=1), az FVIII aktivitas (p=0,6), az
ECOG statusz (p=0,2) vagy a komorbiditasi index (p=0,3) kozott. Bypass szereken toltott
napok: Vérzés esetén a betegek a kezeldorvos belatasa szerint kaptak bypass szereket.
Tizenot beteg (46,9%) kapott legalabb egyszer valamilyen bypass szert a megfigyelési
iddszak alatt. A bypass szerrel toltott napok medidnja 18 nap volt (tartomany: 3-159 nap;
IQR: 15-27,3 nap). Nyolc beteg kapott rekombinans FVIla-t, 6t beteg kapott anti-inhibitor
koagulans komplexet (APCC), és két beteg, aki kezdetben rekombinans FVIla-t kapott,
késébb APCC-re valtott. A valtas oka a kényelmesebb ambulansan is adhat6 adagolas volt.
CR (42. A abra): A 32 beteg koziil 31-nél (96,9%) sikeriilt CR-t elérni az utols6 kovetésig.
A CR-t egy 1d0s betegnél nem értiik el, akinek inhibitor titere ugyan gyorsan csokkent, de
hiposztatikus pneumoniaban meghalt, mieldtt a CR-t elérte volna. A CR eléréséig eltelt id6
(TTCR) 77 nap volt (tartomany: 19-939 nap; IQR: 31-115 nap). Az egyik betegnél a
kiindulasi Bethesda-titer kivételesen magas volt (3165 BU). Neki 939 napra volt sziiksége
a CR eléréséhez. Statisztikailag szignifikans korrelaciot talaltunk a TTCR ¢és a kezdeti

inhibitor koncentracid kozott (p=0,009) (42. B abra). Nem volt viszont Osszefliggés a
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42. ABRA. Elsé CR. (A) A Kaplan-Meier-gorbék a teljes kohorszot (n = 32) 4brézoljak. A TTCR median 77
(tartomany: 19-939; IQR: 31-115) nap volt. A kohorszban 31 remisszids eseményt regisztraltunk (96,9%). (B) A CR
Kaplan-Meier-gorbéket két alcsoportra abrazoltuk: magas titerti (>20 BU, 14 beteg) és alacsony titerti (<20 BU, 18 beteg)
anti-FVIII antitestekkel rendelkezd betegek (p = 0,009). A kohorsz median kovetési ideje 779,5 (tartomany: 27-3319;
IQR: 455,5-1868,2) nap volt.
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TTCR és a kezdeti FVIII aktivitas (p=0,09), az ECOG-statusz (p=0,4) vagy a komorbiditasi
index (p=0,6) kozott.

Az els6 CR iddtartama (43. A abra): Az elsé CR medidn id6tartama ebben a kohorszban
630 nap volt (tartomany: 17-3178 nap; IQR: 280,5-1577,0 nap). Osszefiiggést talaltunk a
CR iddtartama és a komorbiditdsi index kozott (p=0,002) (43. B abra). Ez foként a
magasabb komorbiditdsi indexii betegek magasabb visszaesési hajlamanak volt
koszonhetd. Nem talaltunk azonban szignifikans korrelaciot a CR iddtartama és a kezdeti
inhibitor titer (p=0,9), a kezdeti FVIII-aktivitas (p=0,7) vagy az ECOG-statusz (p=0,4)

kozott.
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43. ABRA. Elsé CR idotartama. Ehhez az elemzéshez a Kaplan-Meier-gorbéket a 0. idéponttol, vagyis attol az
iddponttol kezdve abrazoltuk, amikor a betegek elérték az elsd CR-t. A visszaeséseket nem vettiik figyelembe kiilonallo
eseményként ebben az elemzésben (n = 31 CR esemény). (A) A teljes kohorsz CR idétartama (n = 31). (B) A két
alcsoport (magas [>2] és alacsony [<2] komorbiditési index{i?! betegek) dsszehasonlitasaban 8, illetve 23 remisszios
esemény volt (p = 0,002). Az elsé CR utani median megfigyelési id6 median 630 (tartomany: 17-3178; IQR: 280,5—
1577,0) nap volt. A hdrom visszaesés esetében a tovabbi CR-ek iddtartama 161 és 1385 nap kozott volt (median: 1372
nap).

Relapszusok és a masodik vagy tovabbi CR idétartama: A 31 CR-ben [év6 beteg koziil
csak két betegnél fordult el6 relapszus (a relapszus rata 6,5%). Ennek a két betegnek (LA7
¢s LA13) 0sszesen harom relapszusos epizodja volt. A két beteg 6t AHA epizddjat a 33.
tablazat mutatja. A CyDRi kezelés ugyanolyan hatdsosnak bizonyult a relapszusok
kezelésében, mint az elsé vonalban. A masodik CR eléréséhez sziikséges id6 22, 91, illetve
28 nap volt. A harom relapszus esetében az ezt kovetd CR idétartama 161 és 1385 nap

kozott volt (median 1372 nap).
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33. TABLAZAT. Két beteg relapszusai

Beteg Line Kiind. | Kiind. BU # TTBC | Bypass | TTCR CR
FVIII CyDRi | (nap) (nap) (nap) | id6tartam
ciklus
LA7 1 5 8.5 1 45 45 92 357
LA7 2 11 NA 1 0 0 22 1385
LA7 3 10 0.9 1 0 0 99 1372
LAI3 1 1 140 2 8 3 67 160
LAI3 2 19 0 1 0 0 28 161

(LA7 és LA13). TTBC: a vérzéskontrollig eltelt id6. TTCR: a CR-ig eltelt id6.

(6) A CR eléréséhez sziikséges CyDRIi ciklusok szdma: A 32 beteg koziil tiz (31,3%) betegnek
volt sziiksége >1 CyDRIi ciklusra a tartdos CR eléréséhez, vagy lassu vélasz (nyolc beteg),
vagy laboratoriumi visszaesés (két beteg) miatt. Négy betegnek harom ciklusra volt
sziiksége, és egy beteg, akinek Bethesda-titere a kezdetekkor kivételesen magas volt (3165
BU), kilenc CyDRIi ciklust kapott. A fennmaradé 6t beteg két ciklust kapott. A CyDRi
ugyanolyan hatdsosnak bizonyult a relapszusok kezelésében. A 31 CR-ben 1évd beteg
koziil kettd relabalt, mig 29 beteg (93,5%) esetében a CR tartdsnak bizonyult. A két
visszaeso beteg koziil LA13-nak egy laboratoriumi visszaesése volt (amely utdn a TTCR
28 nap volt), LA7-nek pedig kettd. Az els6 visszaesés utan a TTCR 22 nap volt, a masodik
epizod utan pedig 91 nap. A laboratoriumi visszaesések soran nem észleltlink vérzést, és
mindharom relapszusos epizodban csak egy ciklus CyDRi volt sziikséges a CR ujboli
eléréséhez. 3B3 betegnél rendkiviil magas (>3000 BU) Bethesda-titer(i anti-FVIII antitest
jelentkezett egy csipdprotézis-miitét utan (30. és 32. tablazat). CyDRi-t kezdtiink, és a
kovetkez6 14 honap alatt adott nyolc CyDRi ciklus mindegyikével fokozatosan csokkentek
a titerek, de jelentds rezidualis (1-4 BU) gatlotest maradt fenn, <1% FVIII szinttel. Ekkor
a COVID-19 jarvany miatt a paciens nem tudott kontroll vizsgalatra jonni, és 16 honapig
nem kapott semmilyen kezelést. Miutan visszatért a klinikdra, <1 BU inhibitor titert
talaltunk nala, és FVIII szintje ekkor emelkedett elsé alkalommal mérhetd szintre (23
IU/dl). Ekkor a beteg megkapta a kilencedik CyDRi ciklust, és négy héten beliil CR-be
kertilt (FVIII 64 NE/dl). A CyDRi nem okozott nala jelentds toxicitast.

A kezelés toxicitdsa

A mellékhatasok nem voltak sulyosak, és feltétleniil kevesebbnek tlintek a gyakran alkalmazott
hosszan tart6 szteroidterapidhoz képest: egy beteg harom héttel a korhdzbol valo elbocsatas
utan tidoégyulladast kapott, egy madsik idds, torékeny beteg, akinek a combnyaktdrése
inoperabilis volt, pedig hiposztatikus tiidégyulladasban halt meg. Egy betegnél Clostridium
difficile colitis alakult ki a korhazi kezelés alatt, egy masik betegnél pedig Klebsiella cisztitisz
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1épett fel (30. tablazat). Valamennyi fert6zés gydgyult antibiotikumokra. Az egyetlen sulyos
fert6z6 szovédmény egy retroperitonedlis talyog volt egy korabbi hematoma helyén, néhany
héttel a vérzés megsziinése ¢s a CR elérése utan. Ez a sz6védmény miitétet igényelt, amely
sikeresnek bizonyult. Megjegyzendd, hogy a cyclofoszfamid csak rovid, enyhe citopénidval
jart, és nem okozott szovodményeket. Lazas neutropénia egyik betegnél sem fordult eld. Egy
idds beteg kapott granulocita kolonia-stimuldld faktort a neutropénia lerdviditésére. Sem

szteroid-diabetes, sem pszichiatriai sz6védmény nem fordult el6.

Megbeszélés

Az AHA betegek két intézményben végzett CyDRi IST kezelésének retrospektiv elemzése
formalisan is alatamasztotta azt a tapasztalatot, hogy ez a kezelés hatékonyabb, és jobban
toleralhatd a kordbban publikalt szekvencidlis kezelési sémakhoz képest. A kiilonbozo
koriilmények kozott sziiletett kohorszok Osszehasonlitasa eleve nehéz. A mi kohorszunk
osszehasonlitisat a nemzetkozi EACH2,233!! a német GTH-AH 01/2010,”8 vagy a nagy-
britanniai'? adatokkal, tovabba két (ijabb, nemrégiben kozzétett regiszter (a spanyol AHASR !
és a kinai CARE [China Acquired Hemophilia Registry]'?) adataival tovabb neheziti az a tény,
hogy ezekben a tanulméanyokban az adatgyiijtés nagymértékben eltérd volt. Az Egyesiilt
Kirdlysagban végzett vizsgalat egy kérddives felmérés, amelyet az Osszes brit hemofilia
kozpontnak kiildtek ki, az EACH2 egy 6nkéntes adatbevitellel miikodd nemzetko6zi regiszter, a
spanyol és a kinai vizsgalat orszagosan szervezett regiszterekbdl nyert adatokat kzolt, a német
cikk pedig egy prospektiv megfigyeléses vizsgalat, amely egységes kezelési protokollt

34. TABLAZAT. A CyDRi kohorsz f6 jellemzdinek dsszehasonlitisa a szakirodalomban
kozzétett 5 kohorsz jellemzoivel

Jellemzd CyDRi EACH2%3 Német”$ Brit>!? Spanyol'? Kinai*!3
Betegszédm (n) 32 501 102 172 151 187
Kor, median, év 77 73,9 74 78 74 52

>80 28,1 19,1(non- NA NA 28,6 5,5 (non-

peripartum) peripartum)
>85 12,5 7,9 (non- NA 22,5 (non- NA 1,8 (non-
peripartum) peripartum) peripartum)

% N6 56,3 50,7 | 51,8 43 57,4 43,7 54.5
FVIIL, median 1,0 2 1,4 5 2 1,7 1.7

Inhib. median 17 12,8 19 8 18 13 13

magas >20 14/32 NA 40/102 NA NA NA

(43,8%) (39,2%)
>100 10/32 62/501 14/102 16/172 (9,3%) | 15/145 (10,3%) | 18/187 (9,6%)
(31,3%) (12,4%) (13,7%)

>1000 132(3,1%) | _0/501(0%) | 1102(1%) | 0/172(0%) | 4/145(2,8%) | 1/187 (0,5%)
Idiopathias 59,4 61 68 67 63,3 44,1 54.4
Autoimmun 25 16 17 20 16,7 31,7 12.5
Tumoros 21,9 11 10 13 14,7 10,3 6
Terhesség 0 12 2 5 2 6,2 12.5
Median kov. 779,5 262 262 NA (kérd6iv; 2 360 205

éves periodus)
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Jellemz§ CyDRi EACH2%3 Német"# Brit*!° Spanyol!2 Kinai>!3
: , P+Cy+ P P+ ,

Kezelés CyDRi P P+Cy R Hg]d P+Cy | P | P+Cy| P+CNI | R+ P Cy R+ | egyéb
EL CR* 29/32 | 90/142 | 43/83 | 49/102 y78/172 100/151 115/155
(%) (90,6) | (634) | (623) | (48) (45,3) (66,2) (74,2)
rTlanCR s, 77 108 74 79 49 39 |30 53 45 | 42|69 | 62 | 47| 74
?,%CR Ll 0(/ 3)2 5(/31‘5‘)2 (11/ 853) 1(%1(6))2 %1;)2 15/151 (9,9) 29/155 (18,7)
Elveszett (%) 0(/ 03)2 7(2‘9‘)2 (1146/?93) (8) 1(69/’137)2 0 (0) 22 (11,7)
Relapszus (%) (26/351) (115513) (?/26,% (1254{,622) 18/90 (20) 8/112 (7,1) 13/155 (8.,4)
BB o+ | 035 |oon | s | was | ars 3615123, 11/165 (67
lzrrf;sl tIzlilsl?’Z) 0(/ 3)2 1(31‘7‘)2 ()(/(?)3 3(/218)2 13/175 (7.4) 5/151 (3,3) 6/165 (3,6)
ﬁfﬁﬁ as““(%}:; (13/?12) 5(/3“3 ‘(‘fg’) 1(61/ :13072) 12/175 (6,9) 15/151 (9,9) 2/165 (1,2)
%ﬂ?ﬁiﬁi% @ | e | em | NA L6151 106 21651
(TXE‘?/S‘S 5/53’2) 3315‘)‘2 3(‘;/ 18)3 62&())2 57/112 (51) NA 11/155 (7,1)
Fertbzés (%) (f/;é) 2%16‘)‘2 2(22/%3 32216()’2 37/112 (33) NA 4/155 (2.6)
ggﬁ;ge;enia 0/32(0) | 2/142 (1) 1(21/5)3 1/102 (1) 13/112 (12) NA 1/155 (0.6)
Diabetes mell. | 0/32(0) | ' 1(/ 81)4 2 5(/ 5)3 1?{ 12()’2 9/112 (8) NA NA
Pszichidtriai | 0/32(0) | 6/142 (4) 3(/5)3 3/102 (3) 2/112 (2) NA NA
TE/Cardio 0/32 (0) 10/501 (2) 52/712)2 0/112 (0) NA 3/155 (1.9)
AE nélkiil 2(;%2 10(67/ 51)4 2 4(?5/ 98)3 3%182 55/112 (49) NA 144/155 (92.9)

Az adatokat a jelzett cikkekbdl nyertiik. FVIII NE/dl egységben megadva. NA: az adat nem elérhetd.

*A CR-t, illetve a CR nélkiili talélést a kovetési id6 végén néztiik. A CR definicidja: FVIII: >50 IU/AL ugy, hogy az IST mar
el van hagyva. Veérzés nincs. P: prednisolon, Cy: oralis cyclofoszf

amid. R: rituximab. CNI: calcineurin inhibitor. TE tromboembolias; AE szovédmény (adverse event)

alkalmaz. Sajat adataink két intézményben 32 egymast kdvetd beteg adatainak retrospektiv

elemzése, akik valamennyien a CyDRi IST kezelési sémat kaptdk. Ennek ellenére

megprobaltunk ezekbdl a cikkekbdl dsszehasonlithatd adatokat nyerni (34. tablazat).

Elészor osszehasonlitottuk a kohorszok jellemzdit, hogy megbizonyosodjunk réla, hogy az

elényds kimenetel nem alacsonyabb kockazati betegpopulacid kivalasztasabol adodik. A

betegek median életkora, nemi megoszlasa és tarsbetegségei a mi kohorszunkban hasonl6 az 6t

irodalmi

kohorszban kozoltekhez.

Az Egyesiilt Kiralysag

idésebb betegpopulacidja

valosziniileg a magyarorszagi és az egyesiilt kiralysagbeli altalanos népesség korfainak

kiilonbségét tiikkrozi. A magas (>20 BU) vagy nagyon magas (>100 BU) titeri gatlotesttel

diagnosztizalt betegek ardnya a mi kohorszunkban val6jadban magasabb a tobbi kohorszhoz
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képest, ami alatamasztja, hogy a jobb kimenetelért nem az alacsonyabb kockdzati betegek
bevalasztasa felel6s. Kohorszunkban az utankovetés hosszabb, ami lehetdvé tette az esetleges

kés6i szovodmények vagy relapszusok észlelését is.

A kezelés hatékonysagat a CR arany tiikrozi, amely a mi kohorszunkban a publikalt adatokhoz
képest jelentdsen magasabbnak tlinik: A 32 beteg koziil 31 (96,9%) tartos CR-t ért el, és az
utolso kovetéskor a 32 beteg koziil 29 (90,6%) €lt, mindannyian CR-ben, szemben a publikalt
kohorszok 45-75%-aval (34. tablazat). A CyDRi tobb szempontbol is Ujszerii megkozelitése
az IST-nek, amelyek elméletileg kiilon-kiilon vagy egyiittesen vezethettek a megfigyelt
kedvezdébb kimenetelhez: (1) a kezelés szteroid komponenseként dexamethasont hasznaltunk;
(2) els6 vonalban harom gyoégyszert kombindltan adtunk; és (3) mindhdrom gyogyszert
16késszertien adagoltuk. Ezenkiviil a CyDRi IST valtozatlan kezelési sémat alkalmaz rezisztens
vagy visszaesett betegek esetén is. A mi kohorszunkban a median TTCR 77 nap volt, ami
hasonlonak vagy rovidebbnek tlinik, mint a masok altal kozoltek. A CR eléréséhez sziikséges
1ddt foként az befolyasolja, hogy milyen magas a kiindulasi inhibitor titer (vagyis magasabb
antitest-koncentraci6 eliminalasahoz hosszabb id6 sziikséges, 42. B dbra). A CyDRi utani
relapszus rata 6,3%-nak adddott, ami hasonlé vagy alacsonyabb, mint amit mas vizsgalatokban
kozoltek (7-24%) (34. tablazat). A CR id6tartamat a mortalitas és a relapszusok befolyasoljak.
Viratlan 6sszefliggést talaltunk a CR iddtartama és a komorbiditasi index kozott: a magasabb
komorbiditast betegeknél nagyobb volt a relapszusra vald hajlam. Bar ez a kiilonbség
statisztikailag szignifikans, a korrelacioval kapcsolatosan szkeptikusak vagyunk, tekintettel a

relapszusok alacsony szdmara (csak két beteg esett vissza).

Az AHA kezelésének kulcskérdése a vérzéskontroll, amely az immunszuppresszid €s a
hemosztatikus terdpia egyiittes eredménye. Tapasztalatainknak a kozolt adatokkal vald
Osszehasonlitasat neheziti, hogy a vérzéses események részletes id6zitését csak a GTH-AH
vizsgalatban adtak meg, ¢és a kozolt paraméterek definicioi kozotti kiillonbségek lehetetlenné
teszik a kdzvetlen 6sszehasonlitast. Mindenesetre a vérzés a CyDRi megkezdése utan a legtobb
betegnél gyorsan megallt. A vérzéskontroll median ideje 15,5 nap volt, és bar volt néhany lassan
reagalo beteg, a vérzések tobbsége (32-bol 28) két honapon beliil tartdsan megsziint (41. abra).
Ezenkiviil a vérzéssel kapcsolatos haldlozds a mi kohorszunkban 0% volt, mig az Osszes
Osszehasonlitott tanulméany beszamol halalos kimenetelli vérzéses eseményrdl (34. tablazat).

Végiil, dsszhangban az Osszes korabbi kutatoval, azt talaltuk, hogy a vérzés {6 kockazati
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tényezdje az FVIII <50 NE/dl, &m e szint alatt a vérzés kockazata jelentds, fliggetleniil a

tényleges FVIII értéktdl, az életkortol, az ECOG statusztdl vagy a komorbiditasi indextol.

Az AHA kezelésének masik kulcskérdése a kezelés toxicitdsa, mivel valamennyi kutatocsoport
magasabb morbiditasrdl és mortalitasrol szamol be az IST-vel kapcsolatban, mint amit maga a
vérzés okoz (természetesen bypass szerek alkalmazasat feltételezve). Igy a CyDRi elényds
toxicitasi profilja a megfigyelt jobb kimenetel egyik f6 meghatdrozoja (34. tablazat), és ez
végsO soron eredményezheti az immunszuppressziot a toxicitasatol valo félelemben dvatosan

ajanlo szakmai iranyelvek!%:1%4 elmozdulasat az oki kezelést batrabban javaslo iranyba.

A teljes tulélés (OS) olyan kemény végpont, amely a kezelés hatékonysagat és toxicitasat
egyarant tiikrozi. Bar AHA-ban a talélést nagymértékben befolyésolja a betegek életkora és
tarsbetegségei, a median életkor és a >85 éves betegek aranya hasonld a tobbi publikalt AHA
populédcidhoz (34. tablazat), vagy altalanos populacios kiilonbségeket tiikroz, amint fentebb
ramutattunk. A komorbiditast is nehéz Osszehasonlitani, de az irodalomban szereplékhoz
hasonlonak tiinik. Az aktiv rosszindulatu daganatos betegségben szenvedd betegek aranya nem
szerepel az irodalomban, ezért az 6sszehasonlitas lehetetlen. Aktiv daganatos beteg nem volt a
jelen kohorszunkban (valamennyi beteg, akinek anamnézisében malignitas szerepelt, CR-ben
volt, és nem kapott anti-neoplasztikus kezelést a megfigyelés alatt). Mindezt egybevetve gy

tlinik, hogy az eltérd kimenetel f6 oka a kezelési sémak kozotti kiilonbség.

A jelen tanulmédnynak természetesen szamos korlatja van. Eldszor is ez egy retrospektiv
vizsgalat volt. A retrospektiv adatelemzés hianyossagait azonban ellensulyozza az a tény, hogy
a betegeket egy egységes intézményi protokoll szerint kezeltiik, amelyet 2009 szeptemberében
prospektiven hoztunk 1étre és alkalmaztunk. Ezenkiviil a vizsgalati idészak alatt az 6sszes AHA
diagnozissal felvett beteget bevettik a vizsgalatba, ami csokkenti a bevalogatasi hiba
lehetdségét. Masodszor, a vizsgalatunkban szerepld betegek szama (n=32) alacsonyabb, mint
az orszagos vagy nemzetkozi tanulmanyoké. Ez sziikségszerlien adodik az AHA ritka
eléfordulasabol. Ugy érezziik azonban, hogy a kohorszunkban egységesen észlelt kezelési
hatékonysdg mégis érvényes Osszehasonlitdst tesz lehetdvé. Emellett vizsgéalatunk
reprezentativnak is tlinik Magyarorszagon. Ha figyelembe vessziik, hogy Magyarorszag 10
millios orszag, és az AHA valoszinisithetd eléfordulasa Eurdpaban 1,48/egymillio,'? akkor a
vizsgalati id0szak alatt (12 év) 177-178 4j AHA esetre lehetett szamitani, amelybdl a mi
kohorszunk 32 beteget (18%) rdgzit. Osszehasonlitisképpen, az EACH2 regiszterben?, az

AHA-s betegek legnagyobb regiszterében az egyes orszagok median bevalasztasi aranya 12,1%
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volt. Kohorszunkban fennall az intézményi betegfelvételi rendszer miatti potencidlis torzitas
(Gn. referral bias) lehetdsége is. Azonban mindkét intézmény vezetd akadémiai intézménynek
szamit, és az ilyen torzitas valosziniileg inkabb a stlyosabb esetek irdnyaba tolna a spektrumot.
Ezt tdmasztja ald az a tény is, hogy néhany beteget mas egyetemi intézményekbdl utaltak 4t
kezelésre. Végezetill a kimenetel definicioi tanulmanyrdl tanulményra valtoznak, ami
megneheziti az 0sszehasonlitast. Bizonyos kutatok példaul azzal kiiszkddtek, hogy hogyan
lehet a legjobban szamszeriisiteni és mérni az AHA lokalizacid-specifikus vérzéses
szOvédményeit, és hogyan lehet mérni a vérzéscsillapito kezelés hatékonysagat.?!1? Itt egy mas,
klinikailag inkabb relevansnak itélt megkozelitést alkalmaztunk: a vérzéskontrollig eltelt idot.
Bér ez a paraméter fontos klinikai jellemz6t ragad meg, van egy szubjektiv eleme (az a dontés,
hogy mikor hagyjak abba a haemosztatikus terapiat). Bar ugy véljiik, hogy vizsgalatunkban a
hemosztatikus terdpia alkalmazédsdnak gyakorlata kovetkezetesen restriktiv volt, el kell
ismerniink, hogy a gyakorlat jelentdsen eltérhet az egyes orszagok kozott, amelyekben az

eréforrasok €s a koltségtéritési feltételek igen eltérdek.

A jelenlegi vizsgélatban részt vevé betegek viszonylag kis szdma nem teszi lehetdvé a
kimenetelt befolyasolo rizikofaktorok fliggetlen értékelését. Az életkor és a tarsbetegségek
(leszamitva a terhességet) mas populaciokban kovetkezetesen Osszefiiggésbe hozhatoak a
kedvezétlen kimenetellel. A szakirodalomban kialakulé képnek megfeleléen az egyetlen
beteglink, aki a teljes valasz elérése elott meghalt, kohorszunk mésodik legiddsebb betege volt
(84 éves), ¢s a kovetési idoszak alatt elhunyt mésik két betegnek sulyos tarsbetegségei voltak.
A jol ismert autoimmun betegségek mellett kohorszunkban két olyan esetet észleltiink, amelyek
bullosus pemphigoidhoz (BP, 30. tablazat) tarsultak. Az irodalomban ez a tarsulas kevéssé

ismert.3!3

Eredményeinket 0sszefoglalva azt mondhatjuk, hogy a CyDRi néven ismert kombinalt kezelés
igen hatékonynak bizonyult a vizsgalt id6s AHA betegpopulacidoban, figyelemreméltoan
alacsony toxicitassal és gyors vérzéskontrollal, valamint j6 altaldnos taléléssel. Hogy a kezelés
valamennyi Osszetevlje sziikséges-e a kivaldo eredményhez, azt csak egy jol megtervezett
prospektiv klinikai vizsgalatban lehetne megvalaszolni. Mindazonaltal a CyDRi-t a jelenleg
elérhetd adatok alapjan is vonzoé lehetdségnek kell tekinteni az AHA-ban szenvedd idds betegek

immunszuppressziv kezelésére.

Megjegyzés

Bér adataik nem alltak rendelkezésre részletes elemzéshez, tovabbi 6t AHA-s beteget kezeltiink
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a CyDRi kezelési protokollal az Emory Egyetemen 2015 és 2017 kozott. Mind az 6t beteg

komplett remisszioba keriilt, jelentdsebb toxicitas nélkiil.
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A trombofilia kivizsgalas klinikai haszna vénas tromboembdlidban
szenvedd betegekben314

A trombozisok egy részénél ki lehet mutatni valamely, a bevezetdben részletezett velesziiletett
vagy esetleg szerzett tényez6t, amely a VTE kockazatot ismerten noveli. Amiodta ezen tényezok
vizsgalata széles korben elérhetdvé valt, e vizsgalatok igen népszeriivé valtak a klinikusok koré-
ben. Ennek ellenére igen ellentmondasos, illetve kérdéses, hogy a trombofilia vizsgalati ered-
mények valoban segitik-e a betegek kezelésében fontos klinikai dontések meghozatalat. Ilyen
kortiilmények kozott a trombofilia vizsgalatok klinikai gyakorlatban vald alkalmazéséara
vonatkozo konkrét szakmai irdnyelvek hidnya jelentds eltérésekhez vezetett a tekintetben, hogy
a gyakorlo klinikusok milyen vizsgéalatokat rendelnek el, mikor rendelik el, és hogyan
értelmezik azokat. Bar az eredmények kérdéses vagy akar nem létezé mértékben jarulnak hozza
a betegek szakszerli kezeléséhez, a tesztek jelent6sen novelik a vénds tromboembolias
betegségek kezelésének koltségeit.>!> Ezt a tanulmanyt azért végeztiik, hogy egy nagy amerikai
akadémiai tercier ellatd kdzpontban (Emory Egyetem, Atlanta) megismerjiik a trombofilia
vizsgalatok rendelésének, értékelésének mindennapi gyakorlatat, valamint a vizsgélati
eredmények hatdsat a klinikai kezelési dontésekre. Vizsgaltuk tovabba e vizsgélatok kozvetlen

koltségeit.

A vizsgdlatba bevdlasztott betegek. A hematologiai szolgalat 2015. évi adatbazisaban 522
olyan beteget talaltunk, akiknél a végsd diagnozis VTE vagy hiperkoagulabilis allapot volt. A
duplikatumok és a bevalasztasi kritériumoknak nem megfeleld betegek kizardsa utan 266

vizsgalatra alkalmas beteget azonositottunk (44. dbra).

n=522 beteget azonositottunk az Emory Hematology Service adatbazisban: VTE
diagnézissal és/vagy VTE miatti kezeléssel. 2015. januar 1. - 2015. december 31.

| —

[ Duplikatumok eltavolitasa n=166 ]

l Atnézett betegek n=356 I

Kizarva:

Nincs dokumentalt Emory Hematology konzilium
(n=3)

Nincs elegend6 adat a VTE eseményrél (n=9)
VTE nincs is az anamnézisben (n=78)

Artérias tromboézis (n=12)

Stroke (n=11)

Szuperficidlis flebitisz (n=9)

Egyéb okok (n=46)

( Bevalogatott beteg n=266 )
|

A thrombophili kivizsgalas A thrombophili kivizsgélas
nem tortént meg n=77 megtoértént n=189

[ Teljes panel n=84 ] [ Részleges panel n=105 ]

44. ABRA. A betegbevdlasztas folyamatdbrdja.
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A betegek jellemzo6it a 35. tablazat mutatja. A 266 bevont beteg koziil 189-nél (71,1%) tortént

trombofilia vizsgalat.

Jellemzd n=189 beteg, akiknél tortént | n=77 beteg, akiknél nem tortént | p érték
trombofilia vizsgalat trombofilia vizsgalat
Eletkor az index VTE idejében, median (tartoméany) 52 (19-88) 61 (20-85) < 0,001
Eletkor az elsé VTE idejében, median (tartomany) 50 (14-87) 59 (20-85) < 0,001
Férfi 86 (45,5) 43 (55,8) 0,126
BMI median (tartomany) 29,7 (14,2-58,7) 28,7 (13,5-55,0) 0,213
Fehér 92 (48,7) 43 (55,8) 0,437
Afrikai 77 (40,7) 29 37,7)
Egyéb? 20 (10,6) 5(6,5)
Provokalt VTEP 70 (37,0) 61(79,2) <0,001
Miitét, peri-OP 18 (9,5) 24 (31,2) <0,001
Nem miitéti korhaz; immobilizacio® 23 (12,2) 91,7 0,913
Osztrogén expozicid 15(7,9) 6(7,8) 0,384
Terhesség, peripartum 6(3,2) 1(1,3) 0,254
Tartos vénas kaniil¢ 14 (7.4 14 (18,2) 0,009
Korabbi VTE esemény 62 (32,8) 21 (27,3) 0,377
Vetélés az anamnézisben 17 (9,0) 0(0,0) 0,003
Nagy rizikoval jar6 alapbetegségek
Aktiv malignitas 11(5,8) 32 (41,6) <0,001
Kronikus gyulladsos betegségek® 13 (6,9) 2 (2,6) 0,170
Nefrozis 3(1,6) 0 (0,0 0,266
Kongesztiv szivelégtelenség 8(4,2) 79,1 0,119
TIA vagy stroke 11(5,8) 1(1,3) 0,107
Csaladi anamnézisben trombofilia,
VTE, fiatalkori stroke vagy MI 47249) Sne) L
Index VTE lokalizacio: nem splanchnikus
Csak also végtag 52 (27.,5) 29 (37,7)
Csak fels6 végtag 8(4,2) 13 (16,9)
Csak tiidéembolia 55 (29,1) 15 (19,5)
> 1 vérrog 51 (27,0) 15 (19,5)
Index VTE lokalizacio: splanchnikus trombozis 32 (16,9) 709,1) 0,101°

35. TABLAZAT. A VTE-ben szenvedo betegek jellemzése. Roviditések: DVT: mélyvénas trombozis;
MI: szivinfarktus; TTIA: &tmeneti iszkémias roham; VTE: vénas tromboembdlia.

Megjegyzés: A kategorikus valtozokat n (%) formaban adtuk meg. A vastag betlivel szedett értékek szignifikans
p <0,05 értéket tiikroznek.

*Az egyéb rasszok kozé tartoznak az azsiaiak, a spanyolok és a nem elérheté/nem feltiintetett rasszok.

YAz dtmeneti provokald tényezok nem tartalmazzak az aktiv rosszindulati daganatos betegségeket, a kronikus
gyulladasos allapotokat vagy kronikus fert6zéseket.

°Ezek koz¢ tartozonak tiintettiik fel a legalabb 3 napig tarté immobilizaciohoz vezetd toréseket is.

4A katéterrel kapcsolatos VTE esetek kozott a centréalis véna kaniilon kiviil a bal kamrai asszisztalo eszkozzel,
pacemakerrel vagy beliltethetd kardioverter-defibrillatorral kapcsolatos VTE is fel van tiintetve.

°Kroénikus gyulladasos betegségek: gyulladasos bélbetegség, szisztémas lupus erythematosus és vasculitisek.

fp érték a zsigeri (splanchnikus) versus nem zsigeri vérrogok elhelyezkedésére vonatkozik.

A trombofilia irdnyaban vizsgalt betegek csoportjdban nagyobb valdszintiséggel volt 40 évnél
fiatalabb (30,9% vs. 18,2%), és nagyobb valdszinliséggel volt korabbi vetélés (9,0% vs. 0%),
vagy a csaladban ismert VTE/trombofilia/korai stroke/MI (24,9% vs. 10,4%). A vizsgalt
kohorszban kisebb volt a provokalt VTE el6forduldsdnak valdszintisége (37% vs. 79,2%),
illetve a megeldz6 mitéthez (9,5% vs. 31,2%), tartds vénas kaniilhéz (7,4% vs. 18,2%) vagy
aktiv rosszindulati daganatos betegséghez (5,8% vs. 41,6%) kapcsolédé VTE. Nem volt
statisztikailag szignifikans kiilonbség a vizsgalt és a nem vizsgalt csoportok kdzott a nem, faji
hovatartozas, terhesség, hormonalis kezelés, a trombozis lokalizacidja (zsigeri vs. nem zsigeri),
illetve a korabbi VTE eléfordulasa tekintetében. Osszességében a provokalt VTE-ben szenvedd

betegek 53%-anal végeztek trombofilia vizsgalatot.
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A trombofilia kivizsgéalas gyakorlatanak mintazatat, beleértve az eredmények részleteit is, a 45.

abra mutatja be. A leggyakrabban vizsgalt trombofilia az anti-foszfolipid (APLA) panel volt

A B

APLA panel w12 144 14 106 Fibrinogén WEN19 58 189
Factor V Leiden m=m1s 144 107 Homocisztein W15 57 194
) ne at1
PT gene m_ul'.luon ms8 145 113 PP — o
AT deficiency =7 141 13 115
. o s - FIX W6 42 218
PS deficiency m8 115 ™10 133
PC deficiency ®m7 108 m12 139 FXI ISEAR 219
Jak 2 mutation 223 241 Lipoproteina B8 20 233
PNH 22 244 MTHFR polimorfizmus 12 264
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
B Pozitiv Negativ B Nem értékelhetd Nem kérték W Koros Normal Nem kérték

45. ABRA. A trombofilia vizsgdlat eredményei a vizsgilatba bevont 266 betegnél. (A) A VTE
patogenezisében jelenleg széles korben elfogadottan szerepet jatszo trombofilidk. Az értelmezhetetlen APLA
vizsgalat olyan koros APLA paneleket jelez, amelyeket nem ismételtek meg. Az értelmezhetetlen AT-, PS- és PC-
tesztek kozé tartoznak azok a tesztek, amelyeket olyan koriilmények kozott végeztek, amelyek mellett az
eredmények pontos értelmezése nem lehetséges, mint példaul akut trombozis vagy egyidejli antikoagulans kezelés.
APLA: antifoszfolipid antitest; AT: antitrombin; MTHFR: metilén-tetrahidrofolat reduktaz; PC, PS: protein C és
S; PNH: paroxysmalis éjszakai hemoglobinuria; PT: protrombin. (B) Egyéb, kevésbé elfogadott trombofiliak.

160 (60,1%) betegnél, amelyet szorosan kovetett a Leiden mutacié (FVL) 159 (59,7%) és a
protrombin gén mutacié (FIIM) 153 (57,5%) betegnél. A 189 vizsgalt beteg koziil 84 (44,4%)
teljesitette a teljes korti trombofilia vizsgéalat kritériumat (definiciot ldsd a Modszerek

36. TABLAZAT A trombofilia tesztek ismétlései

Tortént ismétlés? Az ismétlések szama
Els teszt n Igen Nem 2. teszt Pozitiv 3. teszt Pozitiv
eredmény eredmény
n (%) n (%) P n n (%) n n (%)
FVL 159 17 (10,7) 142 (89,3) 14 2/14 (14,3) 3 0/3 (0,0)
Pozitiv 15 2 (13,3) 13 (86,7) 0,728 2 0
Negativ 144 15 (10,4) 129 (89,6) 12 3
FIIM 153 18 (11,8) 135 (88,2) 12 1/12 (8,3) 6 0/6 (0,0)
Pozitiv 8 1(12,5) 7 (87,5) 0,947 1 0
Negativ 145 17 (11,7) 128 (88,3) 11 6
AT 151 24 (15,9) 127 (84,1) 18 2/18 (11,1) 6 0/6 (0,0)
Koros?® vagy 20 10 (50,0) 10 (50,0) < 0,001 10 0
nem értékelhetd
Normal 131 14 (10,7) 117 (89,3) 8 6
PC 127 20 (15,7) 107 (84,3) 15 1/15 (6,7) 5 2/5 (40,0)
Koros® vagy 38 15 (39,5) 23 (60,5) < 0,001 11 4
nem ¢értékelhetd
Normal 89 5(5,6) 84 (94,49 4 1
PS 133 11(8,3) 122 91,7) 7 1/7 (14,3) 4 1/4 (25,0)
Koros. vagy 25 6(24) 19 (76,0) 0,002 3 3
nem értékelhetd
Normal 108 5(4,6) 103 (95,4) 4 1
JAK2 25 0 25 (100,0) 0 N/A 0 N/A
Pozitiv 2 0 2 (100,0) N/A 0 0
Negativ 23 0 23 (100,0) 0 0
PNH 22 0 22 (100,0) 0 N/A 0 N/A
Pozitiv 0 0 0 N/A 0 0
Negativ 22 0 22 (100,0) 0 0

Roviditések: FVL: FV Leiden mutacioja; FIIM: a prothrombin gén (FII) G20210A mutacidja; AT: antitrombin; PC: protein C; PS: protein S; PNH:
paroxysmalis nocturnalis hemoglobinuria; N/A: nem alkalmazhato;

Megjegyzések: Az AT/PS/PC antigén és aktivitasi szinteket ,.korosnak™ tekintettiik, ha azok a referencia laboratoriumi tartomany alacsony normal
értéke alatt voltak. Vastag betiivel a szignifikans p <0,05 értéket jeloltiik.

Az AT antigénszint normal tartomanya 214-318 mg/l, az AT-aktivitas szintjének normal tartoméanya 83-128% volt.

A PC antigénszint normal tartomanya 70-140 mg/1, a PC aktivitési szint normél tartomanya pedig 90-183% volt.

°A PS antigénszint normal tartoméanya 70-155 mg/1, a PS aktivitasi szint normal tartomanya pedig 64-149% volt.
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leirdsanal). A koros funkcionalis tesztekkel rendelkezd betegek koziil kilencet (a vizsgalt
betegek 4,8%-a) az akut trombozis iddszakdban vizsgaltak, 13-at (6,9%) pedig terapids
antikoagulacié mellett, ami értelmezhetetlenné tette eredményeiket. Négy pozitiv APLA

panellel rendelkezd betegnél nem végeztek ismételt vizsgalatot a perzisztens antitest jelenlét

FVL ismétiés Iz
PT ismétlés Fasmmmmmmm

AT ismétlés 10 - 14
PS ismétlés 5
PC ismétlés 14 [ el
0 5 10 15 20 25
Megfelel6 = Nem megfelel6

46. ABRA. Megfeleld és hibds indikdcio a trombofilia tesztek ismétlésénél FVL: Leiden mutécio;
PT: protrombin gén mutécid; AT: antitrombin, PC, PS: protein C és S.

kimutatasara. Otvenegy (26,9%) betegnél lett a vizsgalt trombofiliak koziil egy vagy tobb teszt
pozitiv. A 36. tablazat a ,.teljes korli trombofilia” panelben szerepld vizsgalatok ismétléseinek
mintazatat mutatja be. A 159 FVL-re vizsgalt és a 153 PT G20210 mutaciora vizsgalt beteg
koziil 17 (10,7%), illetve 18 betegnél (11,8%) ismételték meg a genetikai vizsgalatot. Kilenc
beteget harmadszor is megvizsgaltak. Genetikai tesztekrdl 1évén sz6, ezek az ismétlések
nyilvanvaloan indokolatlanok. fgy nem meglepd, hogy nem volt szignifikéns 6sszefliggés az
elsd genetikai vizsgalat eredménye és a vizsgalat megismétlésére vonatkoz6 dontés kozott. Ez
is azt tAmasztja ald, hogy itt leginkabb informacidaramlasi vagy szervezési problémarol lehetett
sz0, vagyis az elrendeld orvos valoszinlileg nem volt tudatdban a korabbi vizsgalatnak.
Masrészt az AT/PC/PS  teszt megismétlésére gyakrabban keriilt sor koros
(hianyos/értelmezhetetlen), mint normalis kezdeti teszteredményre valaszul. A 83 beteg koziil,
akiknél koros AT/PC/PS tesztet talaltak, 31 (37,3%) esetben ismételték meg a vizsgalatot
megerdsités céljabol. Hét betegnél haromszor is elvégezték a vizsgalatot. Az 0sszes elvégzett
vizsgalatbol végll 22 esetben diagnosztizaltunk orokletes AT/PC/PS-hianyt. A trombofilia
vizsgalatok ismételt elvégzésének az altalunk elére meghatirozott kritériumok szerinti
megfeleldségét a 46. abra szemlélteti. Az 55 megismételt AT/PC/PS tesztbdl 26-ot tekintettiink
hibas indikacidjunak, mivel a kezdeti tesztek normalisak voltak, vagy a teszteket a ,,Modszerek”

szakaszban leirt kritériumok szerint ,,rossz idozitéssel” ismételték meg.
b
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A trombofilia vizsgdlat befolyésolta a betegek kezelését a 189 vizsgalt beteg koziil 32-nél
(16,9%) (37. tablazat). Ez a befolyas az antikoagulans szer kivalasztasat €rintette hat esetben,
az antikoagulacid idGtartamat 25 esetben, ¢s mind a gyogyszervalasztast, mind a kezelés
iddtartamat egy betegnél (a részleteket lasd az 37. tablazat labjegyzetében). A klinikai kezelést
modositottak vizsgalatunkban a 12 pozitiv APLA-t mutaté beteg koziil hétnél; a warfarint négy
betegnél valasztottdk a DOAC-ok helyett, és az antikoagulaciot a masik harom betegnél
hatarozatlan idére hosszabbitottdk meg. 19 betegnél éreztek tigy az orvosok, hogy biztonsagos
megkisérelni az antikoaguldns kezelés legalabbis atmeneti felfiiggesztését, mivel e betegek
trombofilia kivizsgaldsa negativ volt, vagy pusztan alacsony kockézati trombofiliat (pl.

heterozigota FVL) talaltak. A felfiiggesztési kisérlet kimenetelét az antikoagulacio elhagyasa
37. TABLAZAT. A trombofilia kivizsgdlds kihatdsa a betegek kezelésére

Valtozott-e a kezelési terv? Hogyan valtozott a kezelési terv?
n (%) AC szer n (%) AC tartam n (%) | mindkettd
Igen 32/189° (16,9) | 6/32° (18.8) 25/32¢ (78,1) 1/32°3.,1)
Nem 157/189 (83,1) | N/A N/A N/A
Roviditések: AC: antikoagulacio; APLA: antifoszfolipid antitest panel; AT: antitrombin; FVL: V Leiden faktor; N/A: nem alkalmazhato; PS:
protein S.

189 azoknak a betegeknek a szama, akiknél trombofilia vizsgalatot végeztek.

"Harom negativ antifoszfolipid antitest (APLA) panellel rendelkezé betegnél a warfarinrol DOAC szerre valtottak. Tovabbi harom betegnél a
warfarint pozitiv APLA teszt miatt folytattak/kezdték el. Egy heterozigota FVL-es beteget és 18 trombofilia negativ beteget eseménytelen AC
elhagyasi kisérlet (alacsony D-dimer) utan levettek az antikoagulaciorol.

°Az antikoagulaciot harom pozitiv APLA antitest paneles, egy AT-hianyos, egy PS-hidnyos, egy emelkedett VIII-as és IX-es faktoros betegnél
meghosszabbitottak.

Egy hdromszorosan pozitiv APLA panellel rendelkez6 betegnél az antikoagulaciét warfarinra valtottak és hosszu tavira valtoztattak.

utan egy honappal mért a D-dimer szintek dontotték el. A fennmarado betegek (83,1%) koziil,
akiknek a kezelését nem befolyasolta a trombofilia vizsgalat, hat beteg elveszett a
nyomonkovetés soran, két beteg pedig elutasitotta a tovabbi kezelési valtoztatisokat. Az
emelkedett D-dimer értékek, elégtelen rekanalizacid vagy panaszos poszttrombotikus

szindroma, illetve permanensnek itélt rizikotényezok miatt 12 betegnél hosszabbitottdk meg az

38. TABLAZAT. A trombofilia kivizsgdlds koltsége

Egy betegre eso koltség Egy pozitiv betegre es6 koltség

Teljes kohorsz (n=266) 2,364,32 12,331,55
Trombofilia vizsgalat

ortént (n=189) 3,308,43 12,260,55
Inkomplett kivizsgalas 2.701.69 12.894 43

(n=105) 7 T

Komplett kivizsgalas 4.066.84 11.779.81

(n:84) b b b b

(USD). Megjegyzés: Az egy betegre jutd koltség = 0sszkdltség/az Osszes beteg szama. Egy pozitiv betegre jutd
koltség = 0sszkoltség/az Osszes pozitiv beteg szama.

antikoagulacids terapiat a negativ trombofilia vizsgalat ellenére.

Szamitasaink szerint 266 betegbdl allo6 kohorszunkban a trombofilia kivizsgalas kozvetlen

koltsége egy betegre 2364,32 USD; egy pozitiv eset diagnosztizalasa 12 331,55 USD, mig

174



bodo.inre.1 158 23

crer

eredmények valoban kihatassal voltak. Mindez éves tekintetben Osszesen 628 909,12 USD
kozvetlen trombofilia vizsgalati kiadast jelentett. A 38. tabldzat a trombofilia vizsgalat
részletes kozvetlen koltségeit mutatja be mind a teljes kohorszban, mind pedig a trombofilia

vizsgalaton atesett betegek alcsoportjaban.

Megbeszélés

Vizsgalatunk egy leird vizsgalat: bemutattuk a trombofilia kivizsgalads gyakorlatat és az
eredmények klinikai felhasznalasat, valamint az ilyen vizsgalati gyakorlathoz kapcsol6dd
kozvetlen koltségeket az Egyesiilt Allamok egyik nagy akadémiai kozpontjaban. Jelentds
heterogenitast tapasztaltunk a betegek trombofilia vizsgalatra valo kivalasztasdban, valamint az
egyes betegeknél elrendelt vizsgélatok paneljében. Ismétlem: ez a valos mindennapi élet
gvakorlatanak bemutatdasa 2020-ban, és tavol alljon toliink, hogy ezt a gyakorlatot helyesnek
tartsuk. Ellenkezoleg, az itt bemutatott adatok szamos, nyilvanvaloan hibas gyakorlatra hivjak
fel a figyelmet. Meggyozodésem, hogy a valos élet megismerése, bemutatdsa és az elvekkel valo

osszevetese elore viszi a betegek ellatasat.

Bar a tesztelés kozvetlen koltségei magasak voltak, az eredmények csak nagyon kevés betegnél
befolyasoltak a kezelési dontéseket. A szakemberek kozott tovabbra is éles vita targyat képezi
az a kérdés, hogy kit kell trombofiliara tesztelni. Sajnos nem allnak rendelkezésre olyan klinikai
vizsgalatok, amelyek bizonyitékokon alapuld utmutatast adnanak a kérdésben. A nemzeti és
nemzetk6zi tudomanyos tarsasagok konszenzusos iranymutatésai egyontetiien ellenzik a VTE-
ben szenvedd betegek valogatas nélkiili orokletes/szerzett trombofilia irdnyaban torténd
vizsgalatat.!08-316-318 Ebbil a szempontbol 6rvendetes, hogy a vizsgalt kohorszban valoban nem
keriilt trombofilia kivizsgalasra minden beteg. Viszont a betegek jelentds hdnyada vett részt
trombofilia kivizsgalason; az orvosok nagyobb valoszinliséggel vizsgaltadk a fiatalabb, a nem-
provokalt és malignus alapbetegséggel nem magyarazhat6é trombozisban szenvedd betegeket,
illetve azokat, akik csaladi anamnézisében tromboézis vagy trombofilia mér eléfordult. Ugy
tlinik, hogy bizonyos tekintetben kohorszunkban a betegek kivalasztdsa koveti az irdnyelvek
altal ajanlott ,,vizsgalati szelektivitast”. A Brit Hematologiai Tarsasag példaul olyan betegeknél
ajanlja a vizsgalatot, akiknél a VTE korai életkorban (<40 éves korban) jelentkezik, akiknél a
VTE ismétlddik, vagy akiknél a csaladban els6foku rokonoknal nem-provokalt trombozis
fordult el6.3!” Mindazonaltal a mi kohorszunkban jelentds volt azon betegek aranya, akik a fent

emlitett indikaciok egyikének sem feleltek meg, mégis trombofilia kivizsgalast rendeltek naluk.
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Példaul vizsgalatunkban a provokalt VTE-ben szenvedd betegek 53%-anal rendeltek

trombofilia vizsgalatot, ami az Osszes vizsgalt beteg 37%-anak felel meg.

Az ebben a fejezetben Osszefoglalt kutatast néhany évvel kdvetve az Amerikai Hematologus
Térsasag (American Society of Hematology, ASH) hosszas egyeztetést kovetden tett kozzé
iranyelveket,’'® melyek hatarozottan leszogezik, hogy sem provokalatlan VTE, sem
posztoperativ VTE esetén nincs értelme a trombofilia tesztek elvégzésének. Provokalo helyzet
nélkiil bekdvetkezett VTE esetén ugyanis olyan magas a recidiva veszélye, hogy a huzamos
antikoagulans kezelés (kiilondsen a biztonsdgosabbnak bizonyult DOAC szerekkel) kisebb
kockazatot jelent, ezért ezeket a betegeket akkor is hosszu tdvon javasolt antikoagulalni, ha a
trombofilia vizsgalat negativ, igy a vizsgalat nincs befolyassal a kezelésre. Erds provokald
helyzet (miitét miatti hospitalizacid) pedig Gjabb provokacioé hijan olyan alacsony recidiva
veszElyt jelent, hogy harom honapon tul senkit sem javasolt antikoagulalni (még a DOAC
szerek veszélye is felilmulja a recidiva kockdzatat), ami akkor is igaz, ha pl. valakinél
heterozigdta Leiden mutaciot taldlunk. Terhességhez/sziiléshez, vagy egyéb ,,enyhébb”
provokal6 tényezéhoz (hormonalis fogamzasgatlas, belgyogyaszati fekvObetegség, hosszabb
repliléut stb.) tarsuld VTE esetén viszont elfogadtak, hogy a trombofilia teszt jarulékos hasznos
informéciot hordozhat. Mindezek a javaslatok vélekedésre és hipotetikus modellezésekre
tamaszkodnak, mert sajnos a kiilonféle stratégiakat vizsgalo pontos adatokat felfedd vizsgalatok

nem allnak rendelkezésre, igy a szakemberek kozotti vitadkat egyeldre nem lehet feloldani.

Jol ismert, hogy a kiilonb6zd klinikai rizikotényezok igen eltéréd mértékben fokozzak a VTE
kockézatat. A miitéti beavatkozashoz kapcsolddo korhéazi kezelés példaul a VTE szignifikansan
magasabb kockazataval jar (esélyarany = 18,95, 95%-os konfidencia intervallum 9,22-38,97),
mig pl. az Osztrogénhasznalat csak 1,81-szorosara noveli ezt a kockazatot. Ez utdbbit ezért
»gyenge” Kklinikai rizikofaktornak tekintik.!1%319320  Ez részben magyarazatot adhat
kohorszunkban a provokalt VTE-vel rendelkezd betegek korében hozott vizsgalati dontések
egy részére (ugyanis ebben a vizsgalatban nem differencidltunk a kiilonb6zd erdsségii
kockazatok kozott). Hasonld mintdzatrél szamoltak be Meyer és munkatarsai egy 1314 VTE-s
betegbdl allo nagy kohorszban; ugy tiint, hogy a ,,gyenge” tromboembolias rizikofaktorok (pl.
terhesség vagy hormonhasznalat) jelenléte nem befolyasolta a trombofilia vizsgalatra iranyuld
dontést, mig az aktiv malignitas, a kozelmultbeli korhazi kezelés, a tiidébetegség vagy a tartds

vénas katéter szignifikansan Osszefliggott a trombofilia vizsgalat mell6zésével 32!

176



bodo.inre.1 158 23

Sziikségtelen vagy megbizhatatlan trombofilia vizsgalatokrél szamos kutatd szamolt be, és ez
a helytelen beteg- és id6zitésvalasztas folyamatosan fennallo problematikajat tiikrozi.321-323
Kohorszunkban az Osszes elrendelt vizsgalat 11,6%-a volt értelmezhetetlen, mert az akut
trombozis vagy az egyidejli antikoagulaci6 zavarta a vizsgalatot. Mas kutatok még nagyobb
aranyban figyeltek meg megbizhatatlan vizsgélatokat. Az egyik tanulmanyban a betegek
35,2%-anal az index VTE-t kovetd hét napon beliil végeztek vizsgalatot, egy masikban pedig a
kéros PC ¢és PS vizsgélati eredmények 63%-4at egyidejii antikoagulacids kezelésnek lehetett
tulajdonitani.!3-21322 Ezek a megfigyelések aggasztoak, hiszen arra utalnak, hogy a
mindennapi gyakorlatban nem ritkdk a pontatlan eredmények, melyeknek nemcsak a
betegellatas koltségeire van kedvezdtlen hatdsa, hanem a VTE-s betegek kezelésével
kapcsolatos dontéseket is helyteleniil befolyasolhatjak. Hozzatehetjiik: Magyarorszagon nem
rendelkeziink hasonlo gondosan ésszeszedett adatokkal a trombofilia vizsgalatok mindennapi
gyvakorlatarol, de e sorok szerzdjének széleskorii tapasztalata azt sugallja, hogy nalunk még
magasabb a helytelen indikacioval elrendelt vizsgalatok szama. Tegyiik rogton azt is hozza,
hogy hazankban az itt lathato kéltségek egyaltalan nem érvényesek, igy adatok nélkiil a
koltségeket nem tudjuk megitélni. Azonban ezek a vizsgalatok nalunk is meglehetdsen

koltségesek.

A trombofilia vizsgélat koltséges, és szdmos tanulmany inkabb koltségekbdl fakado terhet, mint
a vizsgalat eldnyét jelzi, az altaldnos érvényll irdnyelvek hianya és a nem megfeleld vizsgélati
gyakorlat gyakorisaga miatt.??*3?7 Szamitasaink szerint e 266 betegbdl allé kohorszban a
trombofilia vizsgalat kozvetlen koltsége betegenként 2364,32 USD volt, ami ebben a
kohorszban azt jelentette, hogy egy beteg kezelésének modositasat eredményezd vizsgalat
19 653,41 USD-ba keriilt. Rdadésul ezek az értékek nem veszik figyelembe a potencidlisan fals-
pozitiv eredményekkel (pl. a megerdsitd ismételt vizsgalat elmaradasaval) feleslegesen
meghosszabbitott antikoagulacid koltségeit és szovodményeit, sem egy Ordkletes betegség

diagnosztizalasaval jar6 szorongast.3?

Kozhelyszeri megallapitas, hogy az orvosi gondolkodas azt kdveteli, hogy a trombofilia
vizsgalat elvégzésére vonatkozo dontésnek a VTE-ben szenvedd betegek esetében azon kell
alapulnia, hogy az eredmények befolyasoljak-e a beteg kezelését. Kohorszunkban a trombofilia
vizsgalat a vizsgalt betegeknek csak 16,9%-anal befolyasolta az antikoagulacié idétartamat
¢s/vagy a gyogyszer megvalasztasat. A jelentds atmeneti rizikofaktorok (pl. sebészeti korhazi

kezelés) altal kivaltott VTE esetében az irdnyelvek legfeljebb 3 honapos terapids
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antikoagulaciot javasolnak.!'! Az olyan nem-provokalt VTE-s betegeknél, akiknél hosszl tava
antikoagulans kezelés a terv, a trombofilia vizsgalat értéke meglehetdsen ellentmondésos. Itt
fontos hangstlyozni, hogy a negativ trombofilia vizsgélat nem csdkkenti a VTE kiujuldsanak
kockazatit a nem provokalt VTE-ben szenvedd betegeknél.’?® Ezért az antikoagulacid
iddtartamanak eldontése ezekben az esetekben mas relevans tényezok, példaul a beteg tiinetei,
a hosszu tavu kezeléshez vald hozzaallasa, a D-dimer szint, esetleg a rekanalizacié mértéke, és
— lényeges megfontolasként — a vérzésveszély értékelése alapjan kell, hogy torténjen.’30 A
trombofilia vizsgalat egyik ésszerlinek tind és gyakran emlegetett haszna a nem-provokalt
VTE-ben szenvedd betegeinknél az volt, hogy az eredményekre tdmaszkodva dontdttek az
orvosok abban a kérdésben, hogy az antikoagulacié megszakitasa biztonsagos lesz-e olyan
betegeknél, akiknél valamely okbol korlatozott tartamu antikoagulans kezelés volt a terv (pl. a

beteg idegenkedik a huzamos kezeléstdl, vagy a vérzés kockazata nem elhanyagolhat6).

Ami az antikoagulans kivalasztasat illeti, az egyetlen trombofilia, amelynek jelentdsége van, a
nagy kockéazati APS (APS harmas antitest-pozitivitassal és/vagy artérias trombozissal)!®-116,
A legtjabb tanulmanyok azt jelezték, hogy a DOAC-ok a nagy kockdzati APS-es betegek
esetében kevésbé védenek a warfarinnal, mivel a DOAC-ok esetében nagyobb az artérids

események kockazata’!

. Kohorszunkban hét beteg esetében az APLA eredmények alapjan
valasztottak ki az antikoagulans gyodgyszert; négy beteg esetében a pozitiv eredmények miatt a
warfarint valasztottdk a DOAC-ok helyett, harom betegnél pedig a warfarinrl DOAC-ra
valtottak, miutan az APLA panel eredménye negativ lett. Ezért az APS korai vizsgalatanak
lehet klinikai haszna a provokélatlan VTE-ben, vagy ,.gyenge” klinikai rizikofaktorokkal
tarsuld6 VTE-ben szenvedd betegeknél, amikor az adott betegek szamara legmegfeleldbb tipusu

antikoagulans szerrdl dontenek.

Tanulmanyunkat korlatozza, hogy retrospektiv jellegli, és a relevans adatok korlapi

--------

gyakorlatunk, hogy a trombdzis miatt beutalt betegek esetében a kezdeti fekvdbeteg-
konzultacié vagy ambuldns vizit dokumentdcidjaban feltlintetiink minden relevans
korelozményt, beleértve a korabbi vetélésekre vonatkoz6é informdaciokat is. A
késébbi vizitek jegyzeteibdl gyljtottiik ki. Azokat a betegeket, akiknél nem volt elegendd
informécio6 az index VTE-re vonatkozodan, kizartuk a vizsgélatbol (n=9, 44. abra). Ez lehet6vé

tette az adatok legjobb tudasunk szerint torténd 0sszegylijtését. Azon betegek esetében, akik
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trombozisuk kezelésének egy részét az Emory Healthcare rendszerén kiviil kaptak, nem tudtuk
ellendrizni, hogy ott mikor és milyen vizsgalatokat rendeltek el. Az Emory rendszerben minden
beteg esetében attekintettiik az elektromos korlapokat (Electronic Medical Records, EMR) igy
minden ott megjelent beteg informdacidja rendelkezésre allt. Tudnivald, hogy ebben a
rendszerben papir alapu dokumentéci6 nincs, minden 1étez6 informacié az EMR-ban talalhato.
Minthogy az index esetek 2015-ben voltak, az erre az évre érvényes atlagos dijakat hasznaltuk
fel a koltségek szdmolasanal. Néhany esetben azonban a vizsgalatot megelézden vagy azt
kovetden végezték el, vagy az Emory Healthcare System-en kiviil, amely kortilmény
csokkentheti a kiszamitott valds koltségek pontossdgat. Mindazonaltal eredményeink
megfeleld becslést nyljtanak a teljes éves trombofilia vizsgalatokkal kapcsolatos kiadasokrol,
és kozel allnak a mas kortars elemzésekben kozoltekhez*?. Bar tisztdban vagyunk vele, hogy
az orvosi ellatas koltségei nem szoritkoznak a kdzvetlen koltségekre, hiszen kozvetett moédon a
dontések utdlagos hatasaik révén sokféleképpen generalhatnak addicionalis kiadasokat, ami
nyilvanvaléan befolyasolja a trombofilia altalanos koltséghatékonysagat. Ilyen kiterjedt

koltséghatékonysagi elemzés azonban nem tartozott jelen vizsgalatunk targykorébe.

Osszegzés

Eredményeink ravilagitanak arra, hogy a VTE-ben szenvedd betegek korében a trombofilia
kivizsgalas milyen jelentds heterogenitdst mutat a mindennapi gyakorlatban egy nagy
akadémiai centrumban is. A gyakorlat nem csak variabilis, de jelentsen eltér a szakmai
iranyelvekben lefektetett elvektdl. Ez a retrospektiv elemzés nem adott mddot e variabilitas
okainak vizsgalatara — csak feltételezhetjiik, hogy ennek egy része szakmailag indokolt, de
bizonyosak lehetiink benne, hogy egy jelentds része nem indokolhat6 elfogadott érvekkel. A
trombofilia vizsgéalathoz kapcsolodd kozvetlen koltségek igen magasak voltak, bar az
eredményeket csak nagyon kevés betegnél hasznaltak fel a klinikai dontéshozatalban. Kérdés,
hogy mit is lehet tenni e helyzet javitdsa, a mindennapi gyakorlat jobba tétele érdekében.
Valoszinli, hogy intézményi szintli intézkedésekre van sziikség a trombofilia vizsgalatok
rendelési gyakorlatdnak javitasa érdekében. Az ehhez sziikséges stratégidk magukban
foglalhatjak helyi irdnyelvek kidolgozasat, a folyamatos tovabbképzést, de akar a klinikai

dontéstamogatd rendszerek bevezetését az elektronikus orvosi kartonokba is.
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Trombézishajlam  szisztémas lupus erythematosusban szenvedé

betegekben332

A fentiekben a VTE altalanos megkdzelitését lathattuk. Bizonyos alapbetegségek esetében
azonban a trombdzis veszélye joval magasabb az atlagos kockdzatndl. Az alabbiakban egy
szisztémas lupus erythematosusban (SLE) szenvedd beteganyag vizsgéalatan azt mutatom be,
hogy a betegek korében az atlagosnal joval magasabb tromboembolids szovédmények

hatterében milyen kockazati tényezdk jatszanak szerepet.

Az SLE autoimmun eredetli betegség, amely sokféle klinikai és laboratériumi manifesztacioval
jar. FO jellemzo6i koz¢ tartozik a patogén autoantitestek széles skalajanak jelenléte és a szamos
szervet érintd gyulladasos valasz. A trombdzishajlam szempontjabdl kiemelkedd fontossagu az
anti-foszfolipid antitestek jelentésége (APLA; az anti-kardiolipin, anti-béta-2-glikoprotein-1 és
lupus antikoagulans Osszefoglald neve, melyhez — kutatasi koriilmények kozott — hozza
szamithatjuk az anti-foszfatidil szerin, anti-annexin-V és anti-protrombin antitesteket is). A
foszfolipidek és a hozzajuk kapcsolodd glikoproteinek gyakran az SLE-ben termel6dd
antitestek célpontjai.’>3> Az APLA altal kivaltott szamos mechanizmus jarulhat hozza a vénas
(VTE) és artérids tromboembolia (ATE), valamint a terhességi patologias folyamatok
kialakulasahoz.33433% A trombozis kialakulasanak egyik fontos kezdeti 1épése lehet, hogy a
negativ toltésti foszfolipid-feliilethez kot6d6 antitestek, illetve azok az autoantitestek, melyek
e foszfolipidhez asszocialt fehérjék ellen iranyulnak, trombocita-aktivaciot indukéalhatnak, ami
a tromboziskészség egyik fontos Osszetevdje. A foszfolipid-feliiletet elfoglald antitestek
megakadalyozzak bizonyos természetes antikoagulans fehérjék, példadul a szoveti faktor
utvonal inhibitora (TFPI) vagy a protein C-protein S komplex kotddését, ezaltal alddsva a
szervezet trombozis ellen védekezd természetes mechanizmusait és eldsegitve a kezdddd
trombus novekedését. Ezen kiviil az antitesteknek az anionos foszfolipid-feliilethez vald
kotddése megbontja az annexin V véddpajzsat, amely szintén fontos anti-trombotikus faktor,
felgyorsulasdhoz vezet. Rdaddsul a foszfolipideket felismerd autoantitestek hatékonyan
aktivaljak az endotélsejteket is, ezaltal kivaltjak az endotelidlis szoveti faktor kifejezddést,
valamint novelik a P-szelektin és kiilonféle sejtadhézidos molekulak, pl. az ICAM-1
(intercellularis sejtadhézidés molekula-1) és VCAM-1 (vaszkularis sejtadhézios molekula-1)

expresszigjat.

180



bodo.inre.1 158 23

A lupus masik jellegzetes eleme a gyulladas. Jol ismert, hogy a gyulladdsos reakcidok a
véralvadassal szamos ponton kapcsolodnak és hogy a gyulladasos folyamatok a trombdzis
rizikdjat 1ényegesen novelik. A gyulladdsos mediatorok fokozzdk a véralvadéas beinditasat,

crer

propagacidjat, és a szabalyozasra is hatassal vannak.’*’ A gyulladasos mediatorok novelik a

t,338

vérben 1évo szoveti faktor plazmaszintjé a negativ toltésti foszfolipid membranfeliiletek

komplementszabalyozd fehérje C4BP (C4b-kotd fehérje), amely a keringésben komplexet
képez a protein S-sel. A C4BP plazmaszintje gyakran emelkedik a gyulladdsos valasz soran.
gy az SLE-ben szenvedd betegek hajlamosak a trombotikus eredetii sziv- és érrendszeri
betegségekre.>*® Ugyanakkor az SLE-t6l fliggetlen orokletes tényezOk is novelhetik a TE
kockazatat,32%-340 &g kutatasunk idején e tényezdk relativ hozzajarulasa az SLE-ben észlelhetd

trombdziskockazatra nem volt ismert.

A Leiden mutacio (FVL) és a protrombin gén G20210A mutacidja (FIIM)**!*%2 a vénas
trombofilia leggyakoribb 6roklott kockéazati tényezoi az altalanos népességben. E mutaciok
eléfordulasi gyakorisaga Magyarorszagon nem szelektalt, egészséges kontrollok kozott a FVL
esetében megkozeliti a 10%-ot; a FIIM esetében ez valamivel alacsonyabb: 2,7-4,8%.3433% A
protein C (PC), protein S (PS) és antitrombin (AT) hiany!%%-346:347 joval ritkabb, de a VTE
nagyobb kockézataval jar.3#%3% A hiperkoagulabilitishoz a megemelkedett véralvadasi faktor
szintek is hozzdjarulhatnak. Szamos alvadasi faktor emelkedett szintjérél vannak irodalmi
adatok, a teljesség igénye nélkiil: VWF, FVIII, FIX, FXI, FII (protrombin) és FI
(fibrinogén).3#8-330 Ezek koziil a FVIII és a VWF megnovekedett plazmaszintjérdl szamoltak be
a leggyakrabban a vénas tromboembolia rizikotényezdjeként.>>1332 J6l ismert, hogy ezek a
fehérjék akut fazis proteinként viselkednek, ezért nemcsak genetikai, hanem kdornyezeti
okokbol is emelkedik a szintjiik, igy nagyon nehéz elkiiloniteni, hogy pusztan markerei egy
gyulladdsos folyamatnak, amely a trombodziskészséghez vezet, vagy maguk képezik a
kockézatot. Mindez kutatasunk idejében még kevéssé tisztazott volt. (Ma a legtobb szakember
¢és szakmai iranyelv nem tartja elegendden informativnak a faktorszintek monitorozasat ahhoz,
hogy olyan klinikai dontésekben, mint a VTE kezelésének iddtartama, tamaszkodni lehessen

rajuk).

A hiperhomociszteinémia, amely a legtobb esetben szerzett allapot, statisztikailag szintén
osszefliggésbe hozhatd az artérias és vénas trombozisok kialakulasaval.’>3 Hogy ennek mi az

oka, az nem vildgos — bizonyos foltételezések szerint eldsegiti az oxidativ stressz altal
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kozvetitett endotélkarosodast, aktivalja a trombocitakat és gatolja az antikoagulans fehérjék
kofaktoraihoz vald kotddését. Minthogy a homociszteinszint csokkentése — folsav és B-
vitaminok adasaval — nem vezet a trombdzisriziko csokkenéséhez,’** a mai allaspont az, hogy
a homociszteinszint-emelkedés egy eddig tisztdzatlan rizikd6 markere csupan, és nem
kozvetleniil okoz tromboemboliat. Cikkiink irasanak idejében ez még nem volt tisztazva.

Megjegyzendd, hogy SLE-ben a homocisztein (HC) szintje gyakran emelkedett.?>

Retrospektiv vizsgélatunk célja az volt, hogy meghatarozzuk a tromboembolids események

gyakorisagat egy magyarorszagi egyetemi centrumban ambulansan kovetett SLE-s
betegpopulacidoban, azonositsuk a jelentds kockazati tényezdket, meghatirozzuk az e
tényezOkhoz kapcsolddo relativ kockdzatot, €s felmérjiik a trombofilia sziirés klinikai értékét

SLE-ben.

Az SLE-s betegpopuldcio tromboembdlids eseményeinek epidemiologidja
A 105 SLE-beteg koziil 22 (21%) betegnek volt TE a kortorténetében (39. tablazat). Tizenhét
betegnek volt vénas trombdzisa; a 17 vénas epizddbol 14 mélyvénas trombozis (DVT) volt, egy

kivételével mindegyik az als6 végtagban. Ezek koziil 6t betegnél késébb recidiv események

39. TABLAZAT. A 105 SLE-s beteg jellemz i

TE-mentes csoport

TE-t szenvedett csoport

n 83 22

Nok 78 (94,0) 21 (95,5)
Eletkor (év) 40,6 £ 11,6 (18-98) 42,6 £ 12,2 (19-64)
Eletkor a diagnéziskor (év) 26,2 £ 10,1 (3-64) 26,8 £ 10,8 (10-47)
Az SLE fennallasa (év) 14,3 £9,2 (1-37) 15,9 +9,0 (4-31)

SLEDAI index mintavételkor

3,3+3,7(0-16)

2,8+ 3,0 (0-14)

TE esemény AC mellett

VTE 17
ATE - 8
>2 vetélés vagy pre-eclanpsia - 2
Anticoagulans (AC) kezelés 5 18
- 1

SLE: szisztémas lupus erythematosus, TE: tromboembolia, SLEDAI: SLE betegség aktivitasi index, VTE: vénas
tromboembolia, ATE: artérias tromboembolia. *mibillentyli miatt.

kovetkeztek be. Két betegnél feliiletes trombodzis, egy fiatal betegnél pedig agyi vénas
szinusztrombozis alakult ki. Nyolc betegnél volt artérias trombozis, mindegyikiiknél a kdzponti
idegrendszerben. A nyolc beteg koziil haromnak volt ATE és VTE eseménye is. Nem volt
szignifikans kiilonbség a betegek ¢letkora kozott az ATE és a VTE események bekdvetkeztekor
(40,1£14,9, illetve 33,1+10,8; p=0,26). Huszonkét elsé TE epizod kovetkezett be 1335 betegév
alatt, igy az els6 trombdzis éves incidencidja SLE-s betegeink kdrében 16,5 volt 1000 betegre

vetitve. Az elsd artérids események incidenciaja 5,4 volt 1000 fore, mig az elsd vénas epizédok
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incidenciaja 12,4 volt. A mintavétel idépontjaban nem volt kiilonbség a SLEDAI indexszel
jellemzett betegségaktivitasban a TE epizodokkal rendelkez6 és nem rendelkezd csoport kdzott

(3,343,7, 0-16; és 2,8+3,0, 0-14; p=0,52).

Anti-foszfolipid antitestek (APLA)

Megallapitottuk, hogy 27 beteg (25,7%) pozitiv volt az a-f2-GP1 ELISA tesztre, és 22 beteg
(21%) volt pozitiv az a-CL ELISA tesztre. A 22 pozitiv beteg koziil tiznél IgG a-CL, két
betegnél IgM a-CL, mig a fennmarado tiz betegnél IgG ¢és IgM a-CL is pozitiv volt. Az a-Ph-
Ser ¢és az a-FII prevalencidja 21%, illetve 17,1% volt (40. tablazat). A 105 SLE-s beteg 35,2%-
anak volt kimutathat6 LA-a. A véralvadasi vizsgalat és az ELISA tesztek eredményei jelentdsen
(de nem teljesen) atfedték egymast.

40. TABLAZAT. A kiilonféle anti-foszfolipid antitestekkel jaro trombozis riziko

n | ATE RR (ATE)*  [VTE RR (VTE)* RR(TE)*
o-CL 22 3 4,09 (0,73-22,87) | 9 8,187 (2,44-27,49)| 8,187 (2,95-22,71)
0-B2-GP1 27 5 | 5,56(1,15-26,86) | 0 7,41%(2,21-24,78)| 7,78 (2,82-21,44)
o-FII 18 2 |3,33(0,50-22,02) | 4 4,44 (1,09-18,05) | 5,00" (1,58-15,80)
o-Ph-Ser 22 3 | 4,09(0,73-22,87) | 8 7,27%(2,12-24,97)| 6,827 (2,38-19,52)
Nincs APLA 60 2 1 3 1 1
1 APLA (ELISA) 4 1 7,5 (0,85-66,13) |0 - 3,75 (0,54-26,19)
2 APLA (ELISA) 9 1 | 3,33(0,34-33,11) ! 1’131817(31'319_ 8,33"(2,74-25,35)
3 APLA (ELISA) 9 2 | 6,67(1,07-41,58) |3 6,67% (1,58-28,10)| 6,67 (2,02-22,04)
4 APLA (ELISA) 10 1 | 3,00(0,30-30,08) |3 6,00 (1,40-25,67) | 6,007 (1,78-20,19)
Barmely AP ELISA 32 5 |4,69(0,96-22,82) |1 6,88% (2,07-22,88)| 7,037 (2,55-19,42)
Pozitiv LA 37 6 | 4,86(0,63-37,28) |2 6,49% (1,96-21,47)| 6,49 (2,35-17,92)
Poz. AP ELISA+LA 24 5 |6,25(0,79-49,37) | 9 7,507 (2,22-25,35)| 8,137 (2,94-22,44)
0-CL+ 0-B2-GPI+LA | 16 3 | 5,66(1,03-30,86) | 6 7,50 (2,10-26,75)| 8,44 (2,98-23,89)

n: a pozitiv betegek szdma; ATE, VTE: artérias, illetve vénas események szdma a pozitiv betegek k6zott; TE: 6ssz
trombozis (artérias vagy vénas) RR: relativ rizikd; a-FII: anti-prothrombin; a-Ph-Ser: anti-foszfatidil-szerin; CI:
konfidencia-intervallum; APLA: anti-foszfolipid antitestek; LA: lupus antikoagulans; a-CL: anti-kardiolipin; a-
B2-GP1: anti- B-2-glikoprotein 1.

*RR az APLA nélkiili betegecsoporthoz képest. #p<0,01. Tp<0,001.

Huszonnégy beteg (az LA pozitiv csoport 64,9%-a) mind a-PL ELISA, mind LA-pozitiv volt.
Minél magasabb volt a pozitiv ELISA tesztek szama, anndl nagyobb volt a LA egyidejl
jelenlétének valdszintisége. Azt talaltuk, hogy az ELISA negativ betegek 17,8%-a volt LA
pozitiv, az egy és két pozitiv a-PL ELISA tesztet végzd betegek 50%-a, illetve 66,7%-a, a
harom és négy pozitiv a-PL ELISA teszt pozitiv betegcsoport 77,8%-a, illetve 80%-a LA
pozitiv is volt. Az ELISA tesztek vagy tesztkombinaciok egyike sem mutatott kizarolagos
Osszefliggést a LA-al (41. tablazat). Megjegyezziik azonban, hogy az egyszeri a-CL ELISA
pozitivitast mutatd kilenc minta koziil hét, mig az egyszeri a-FII ELISA pozitivitast mutatd 6t

minta koziil csak egy mutatott LA aktivitast is.
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41. TABLAZAT. A kiilonféle ELISA APLA tesztek dsszehasonlitisa

RR (95%CI)" RR (95% CI) 6ssz”™ | LA % RR (95% CI) ha LA is +*
a-CL 8,187 (2,95-22,71) 4,531(2,26-9,07) 81,8 4,031 (2,06-7,86)
a-p2-GP1 7,781 (2,82-21,44) 5,06" (2,39-10,71) 74,1 5,10 (2,58-10,1)
o-FII 5,00 (1,58-15,80) 1,81% (0,82-3,99) 66,7 2,91% (1,41-5,91)
a-Ph-Ser 6,82 (2,38-19,52) 3,14 (1,57-6,30) 77,3 4311 (2,23-8,34)

A pozitiv tesztekkel rendelkezd betegek relativ trombotikus kockazata a foszfolipid-ellenes antitest-negativ
betegek kockazatdhoz képest (elsé oszlop) és a teljes SLE populacion beliil (méasodik oszlop), valamint a lupus
antikoagulansra (LA) is pozitiv betegek aranya és relativ trombotikus kockézata. ELISA: enzimhez kotott
immunszorbens teszt; SLE: szisztémas lupusz erythematosus; RR: relativ kockazat; CI: konfidencia intervallum.
*RR a foszfolipid-ellenes antitestek nélkiili betegcsoporthoz viszonyitva; **RR a teljes SLE csoporton beliil
#p<0,01. 'p<0,001. APLA: anti-foszfolipid antitestek; LA: lupus antikoagulans; a-CL: anti-kardiolipin; a-B2-GP1:
anti- B-2-glikoprotein 1. a-FII: prothrombin ellenes antitestek; a-Ph-Ser: anti-phosphatidil szerin.

Ilyenforman az APLA valamilyen formajat 45 beteg mintaiban mutattuk ki. A 45 APLA pozitiv

beteg koziil 18-nak (40%) volt TE (6 artérids és 14 vénas) eseménye, mig a 60 APLA negativ

beteg koziil csak négy (6,7%) szenvedett TE-t (2 artérids és 3 vénas esemény) (47. abra).

Az a-CL vagy az a-f2-GP1 ELISA pozitivitdsa nagyobb tromboéziskockazatot jelentett, mint
az o-FII vagy az o-Ph-Ser (41. tablazat). A legmagasabb relativ tromboziskockazat a teljes

LA - :
56 4
ELISA - .
LA -|7¢ ANAMNEZISBEN TE NINCS
ELISA + = ANAMNEZISBEN TE VAN
LA +
ELISA +
LA +
ELISA++

47. ABRA. A pozitiv és negativ tromboembdolids (TE) anamnézissel rendelkezd betegek szama
négy betegcsoportban a lupus antikoagulans (LA) és APLA (ELISA) antifoszfolipid antitestek jelenléte szerint.
A LA ¢és APLA egyidejii pozitivitasa (kiilondsen a harmas pozitiv esetekben) jelenti a legnagyobb
tromboziskockazatot, mig az ELISA-val vagy alvadasi vizsgalattal APLA negativ betegeknek kisebb hanyada
szenvedett trombozist.

SLE populacion beliil az a-f2-GP1 ¢és a LA egyidejii pozitivitdsdhoz kapcsolodott (RR 5,1,
95% CI 2,58-10,1).
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Egyéb kockdzati tényezdk hozzdjdruldsa a tromboembdlia létrejottéhez SLE-s
betegeinkben

Természetes alvadasgatlo fehérjék. Egy betegnél észleltiink csokkent PC aktivitast (29%), egy
masik betegnél pedig mérsékelten csokkent PS aktivitast (46%). Egyikiiknek sem volt
trombotikus eseménye. Tizenhat beteg kapott kumarin antikoagulans kezelést a mintagytijtés
idejében, ezért kizartuk dket a PC és PS elemzésbdl. Egy trombozis nélkiili betegnél talaltunk
mérsékelten csokkent AT aktivitdst (48%). Nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget a
trombozisos €és a trombodzis nélkiili betegek atlagos AT-szintjei kozott (114,0+24,9 ¢és

105,1+33,2; p=0,26).

FVL (Leiden) és FIIM (protrombin) mutdciok. Tiz betegnél a Leiden muticid miatt
megnovekedett aktivalt protein C rezisztenciat (APCR) talaltunk. Egyikiik homozigdta FVL
mutans, masikuk pedig kettds heterozigdta FVL és FIIM volt. Végiil egy beteg volt heterozigota
a FIIM mutéciora. A tiz Leiden és a protrombin gén mutacidval rendelkezd (6sszesen 11) beteg
koziil négy Leidenes és az egy protrombin gén mutans beteg szenvedett TE eseményt, minden
esetben mélyvénas trombodzist. A homozigota FVL és a kettds heterozigota két beteg egyike

sem volt érintett TE eseménnyel, aldhtzva e tényez6k marginalis szerepét SLE-ben.

Szerzett APCR. Egy betegnél, akinek a kortorténetében visszatérd artérids trombodzis szerepelt,
szerzett APCR-t talaltunk, azaz fokozott rezisztenciat mutatott az aktivalt PC-vel szemben
anélkiil, hogy az FV-ben a 306, 506 vagy 679 arginin pozicidban mutécio lett volna jelen. E
jelenség megértéséhez tudni kell, hogy az aktivalt protein C rezisztencia (APCR) teszt volt az
az Gjitas, amely annak idején a Leiden mutaci6 folfedezéséhez vezetett. Eszlelték ugyanis, hogy
a rekombinans protein C megnytjtja a legtobb beteg APTI-jat, &m ez a megnyulds nem jon létre
a trombdzisos betegek (€s az egészségesek) egy részénél. Kideriilt, hogy a megnyulas oka az,
hogy az APC hasitja a FV-t (és a FVIII-t is), amely hasitas nem jon létre a FV mutécioja (a
Leiden mutacid) fennalldsa esetén, mert ez a mutacid éppen a hasitds helyén modositja az
aminosav szekvenciat. Ennek a betegnek az esetében azonban nem a FV mutécidja, hanem a
szerzett antitestek akadalyoztdk az APC hatasat: a beteg mintdja magas titerli pozitivitast
mutatott az Osszes ELISA-val vizsgalt APLA-ra, valamint a LA-ra is. Az irodalombdl is
ismeriink LA-hoz kapcsolodo szerzett APCR-t SLE-s betegnél,>*® de ez nem gyakori
hatdsmechanizmusa az anti-foszfolipid antitesteknek. Ez a beteg egyediilallo abban a
tekintetben, hogy a LA altal befolyasolt APCR-t egy olyan rendszerben mutattuk ki, amely a

teszt leirasa szerint igen specifikus a Leiden mutdciora. Annak tesztelésére, hogy esetleg mas
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betegek LA antitestje is befolyasolja-e az APCR kimutatdsi rendszeriinket, a teljes SLE-s
csoport adatait elemeztiik. Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a LA pozitiv és a LA negativ
betegek APCR ardnyai kozott (2,39+0,39, illetve 2,46+0,28; p=0,34). A Leiden mutécioval
rendelkezd betegeket ebbdl az elemzésbdl természetesen kizartuk. Mindez azt tdmasztja ala,
hogy az anti-foszfolipid antitestek egy heterogén autoantitest csoport, kiilonféle klinikai

rizikdval és hatasmechanizmussal.

FVIII és von Willebrand faktor (VWF). A 105 beteg koziil tiznél volt emelkedett az FVIII és
a VWF szintje. Négyiiknél alakult ki trombozis; harom vénas és két artérids esemény. Tovabbi
11 betegnél (koziiliik haromnak volt TE a kortorténetében) emelkedett FVIII szint volt
emelkedett VWF nélkiil, és két betegnél (koziiliik egynek volt TE a kortorténetében) emelkedett
VWF volt normalis FVIII mellett. Ilyenformén az emelkedett FVIII szintek nem jarnak
statisztikailag szignifikdns TE kockézattal (RR=1,87, 95% CI 0,87-3,99). Hasonloképpen, az
FVIII és a VWF egyiittes emelkedése sem jart statisztikailag szignifikans hatassal (RR=2,11,
95% CI 0,89-5,02). Az anamnézisben TE-vel rendelkezd betegek csoportjadban a VWF szintek
a TE nélkiili csoporthoz hasonlonak bizonyultak (118,4+53,6, illetve 98,1+41,9; p=0,11).

Homocisztein (HC). A husz, emelkedett HC értékkel rendelkezd beteg koziil hatnak a
kortorténetében volt TE. E betegek koziil egynek artérias trombdzisa, kettdnek artérias és vénas,
tovabbi haromnak pedig csak vénas TE epizodja volt. Ez nem jelent szignifikdnsan
megnovekedett TE kockazatot (RR=1,59, 95% CI 0,71-3,55). A 20 beteg koziil hatnak (hdrom
nének és harom férfinak) 20 mM feletti HC szintje volt; koziiliik csak egynek volt artérids
trombozisa. Nem talaltunk kiilonbséget a TE-vel rendelkez6 és a TE nélkiili betegek HC szintjei

kozott (12,2+4,3, illetve 11,5+4,6; p=0,53).

Valamely oroklott kockazati tényezo jelenléte jelent-e addiciondlis kockdzatot az APLA
jelenléte mellett? Bar jol ismert hogy a FVIII, VWF ¢és HC szintek csak részben genetikailag
meghatarozottak, részben pedig kornyezeti hatdsokra reagalnak, megvizsgaltuk, hogy az itt leirt
SLE-s betegpopulacioban a FVL, emelkedett FVIII vagy a HC jelenléte a pozitiv APLA teszt
mellett jelent-e mérhetd TE kockazatnovekedést. (A két FIIM beteget az alacsony szam miatt
nem tudtuk bevenni ebbe az elemzésbe). Azt talaltuk, hogy e harom tényezd csak igen
kismértékben (1,3-r61 1,4-re) novelte a trombozis relativ kockazatat, ami a 105 f0Os
betegpopulacionkban nem érte el a statisztikai szignifikancia szintjét (az adatokat nem

mutatjuk).
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Megbeszélés

A nyugati lakossag korében a sziv- és érrendszeri betegségek a vezetd halalozasi okok, igy nem
meglepd, hogy az eurdpai SLE-s betegek korében az aktiv lupusz mellett a trombdzisok és
fertézések bizonyultak a f6 halalozasi oknak.’>” A gyulladas és az APLA jelenléte az SLE-s
betegeket a TE kialakulasanak magas kockazati csoportjaba sorolja. Az artérids és vénas
trombdzisok gyakrabban és fiatalabb korban fordulnak el az SLE-ben szenveddknél, mint az
atlag populdcidban. Az 0 artérias és vénas TE epizodok eléforduldsa az itt bemutatott SLE-s
populacionkban 5,4/1000, illetve 12,4/1000 6 volt. Irodalmi adatok a vénas események hasonld
gyakorisagarol (13/1000) és az artérids epizodok valamivel magasabb gyakorisagarol (16/1000)
szdmoltak be egy harom etnikai SLE-s csoportban (kinaiak, afroamerikaiak és kaukazusiak)
végzett vizsgalatban.?® A jelen vizsgalatban az SLE-betegek 21%-4anak volt a kortorténetében
TE, ami messze meghaladja az atlag populdcioban a korhoz igazitott TE el6forduldst. Korabbi,
ugyanilyen kormegoszlasi SLE-s kaukéazusi betegekrdl szold irodalmi beszamoldkban ez az
arany 20-37% volt,*#%3%5 mig egy 1000 eurdpai SLE-s betegbdl all6 kohorsz 9,2%-anal fordult
el TE a 10 éves kovetés soran.>>” Az artérias, illetve vénas TE események bekovetkeztekor az
¢letkor a mi SLE-s populacionkban alacsonyabb volt (40,1, illetve 33,1 év), mint az atlag
populacioban.’3*3¢0 A antifoszfolipid szindroméaban (APS) szenvedd, valogatatlan betegeknél

azonban hasonloan fiatal életkorban alakul ki trombozis (35,0, illetve 34,5 évesen).*¢!

Az egyes TE kockazati tényezdk elemzése azt mutatta, hogy az APLA jelenléte jelenti a
legnagyobb trombodziskockézatot SLE-s populdcionkban. SLE-s betegeink korében a LA
(35,2%) és az ELISA-val kimutatott kiilonb6z6 APLA tipusok (17,1-25,7%) prevalencidja nem
kiilonbozott az a-CL (12-60%), a-B2-GP1 (20-30%), o-FII (15-40) vagy a-Ph-Ser antitestek
(20-40%) esetében korabban kozoltektdl 340-335-362.363-369 A T A vagy az ELISA-val kimutatott
szerologiai APLA tesztek pozitivitasa a TE kockazatanak koriilbeliil négy-6tszords
novekedését jelenti. Az o-CL, az a-B2-GP1 antitestek vagy az LA jelenléte mutatta a
leger6sebb, mig az o-FII antitestek jelenléte a leggyengébb hatast a TE kialakulasara (41.
tablazat). A TE és az o-CL és az o-B2-GP1 antitestek kozepesen magas titerének erdsebb
Osszefiiggését, valamint az o-FII teszt alacsonyabb klinikai értékét mar kordbban is
leirtak.36%-36° Eredményeink megerdsitik az APLA jelenléte és a TE kialakulasa kozotti ismert
Osszefliggést. Az APLA-t mint egyetlen rizikéfaktort tartalmazd SLE-s betegeink 30%-anal
alakult ki TE, amely arany 50% volt azoknal a betegeknél, akik tovabbi rizikofaktorokkal is
rendelkeztek (48. abra).

187



bodo.inre.1 158 23

Az 0roklott trombofilia kockézati tényezdi €s az APLA kooperativ jellegének értékeléséhez

FVL mutécioval, emelkedett FVIII vagy HC szinttel rendelkezd betegeket vizsgaltunk, APLA
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48. ABRA. Az antifoszfolipid antitestek (APLA) hozzdjaruldsa a tromboembolia (TE)

kialakulasahoz egyéb kockazati tényezok jelenlétében. Az APLA-negativ betegcsoportban az FVL
mutéacidval rendelkezd betegek 25%-anal, mig az APLA-pozitiv csoportban 50%-anal alakult ki trombozis. Hasonlo, vagy
er6sebb hatas figyelhetd meg azokban a betegcsoportokban, amelyekben emelkedett a FVIIIL , vagy a plazma homocisztein
szintje; illetve nem tudtunk herediter rizikofaktort kimutatni.

jelenlétével vagy anélkiil. Amint a 48. dbra mutatja, a kettds rizikofaktorral rendelkezd

betegeknél nagyobb volt a trombozis gyakorisdga. Az 6roklott trombofilia rizikdfaktorok az

42. TABLAZAT. A7 egyes trombofilia kockadzati tényezok prevalencidja és relativ kockdzata

T2 =z TE-t szenvedett csoport TE-t nem szenvedett
Riziko6tényezo (1=22) n (%) p csoport (n=83) n (%) RR (95% CI)*

LA 16 (72,7) 21 (253) 4,90 (2,10-11,45)
APLA (ELISA) 15 (68,2) 17 (20,5) 4,89 (2,21-10,83)
FVL 4(18,2) 6(7,2) 2,11 (0,89-5,02), ns
FIIM 1 (4,5 1(1,2) 2,45 (0,58-10,33), ns
Emelkedett FVIII & VWF 4(18,2) 6(7,2) 2,11 (0,89-5,02), ns
Emelkedett HC 6 (27,3) 14 (16,9) 1,59 (0,71-3,55), ns
AT hidny 0 1(1,2) -

PC hiany 0 1(1,2) -

PS hiany 0 1(1,2) -

Nincs rizikétényezo 1 (4,5 35(42,2) 0,09 (0,01-0,65)

RR: relativ kockazat; CI: konfidenciaintervallum; ns: nem szignifikans; ELISA: enzimhez ko6tott immunszorbens
teszt; LA: lupus antikoagulans; APLA: anti-foszfolipid antitestek; FVL: Leiden mutacio; FIIM: protrombin gén
mutécioé; VWF: von Willebrand-faktor. HC: homocisztein; AT: antitrombin, PC, PS: protein C és S.

*RR a teljes SLE csoporton beliil.

APLA jelenlétének erds hatdsa miatt enyhébb hatast gyakoroltak a TE események kialakuldsara
az SLE-s betegeknél (42. tablazat), mint az altalanos populécidoban. Megerdsitettiik példaul,
hogy az FVL mutici6 a trombdzis fokozott relativ kockazatat hordozza (RR=5,17, 95% CI

1,18-22,61) a LA negativ betegek csoportjaban. A pozitiv LA-val rendelkezd betegcsoportban
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azonban ez a hatas statisztikailag elhanyagolhaté volt (RR=1,18, 95% CI 0,41-3,39) a LA

markans hatdsa miatt.

SLE-s betegpopulacionkban az FVL mutacid és az FIIM mutacié gyakorisaga (9,5%, illetve
1,9%) nem kiilonbozott a korabban nem szelektalt magyar betegek korében kozoltektol.342-344
Az FVL gyakorisaga Magyarorszagon ismerten magasabb, mint a legtobb mas eurdpai

orszagban.370-371

A 150% feletti FVIII szintek gyakorisdga az anamnézisben TE-vel rendelkezd betegeink kdzott
31,8%, mig a TE nélkiiliek kozott 16,9% volt. Ezek az ardanyok valamivel magasabbak, mint
egy 301 altalanos VTE-s beteget ¢s 301 egészséges személyt 0sszehasonlitd vizsgalatban mért
értékek (25% vs. 11%).%°2 Ez nem meglepd, ha figyelembe vessziik, hogy az SLE végsé soron
gyulladdsos betegség, és a FVIII akut fazis fehérje. Kordbban leirtdk, hogy mérsékelt
hiperhomociszteinemia a kaukazusi DVT betegek 28,8%-anal ¢és a trombodzis nélkiili betegek
11,5%-anal volt jelen’’2, SLE-s populacionkban ezek az aranyok hasonloak voltak: 27,3% és

16,9%.

Mivel a kiilonb6zd deficiencidk az alvadasi rendszer kiilonb6zd pontjain hatnak, a trombdzis
klinikai jellege is véltozhat a defektus tipusatol fiiggden. A tiz, Leiden mutdcidval rendelkezd
beteg koziil négynél volt a kortorténetben mar bekovetkezett TE. Mind a négyliknek mélyvénas
trombdzisa volt. Ezzel szemben kilenc LA-val ¢és emelkedett plazma HC-vel rendelkezd
betegbdl 6tnél artérias és vénas esemény is tortént (hdrom artérias, négy vénas). E betegek
korében az artérias trombozis kockazata magasabb volt, mint a vénds trombozisé (RR=6,4, 95%
CI1,82-22,51 vs. RR=3,28, 95% CI 1,35-7,98). Adataink azonban azt mutattdk, hogy az APLA
jelenléte egyforman hozzdjarul az artérids és a vénds események kialakulasahoz. Az APLA
pozitivitas hasonld RR-t jelentett az ATE és a VTE esetében (40. tablazat). A két feliiletes
tromboflebitiszben szenvedd betegnél az APLA volt az egyetlen kockazati tényezd. Bar ez a
fajta trombozis gyakran tarsul gyulladasos allapotokhoz, e két betegnek tromboflebitisziik
kialakulasakor inaktiv SLE-je volt. Egy fiatal, agyi vénas trombozisban szenvedd ndbetegnél
az Osszes APLA magas titerét (LA is, tehat harmas pozitiv APLA) talaltuk mint egyetlen
373,374

rizikofaktort. Az irodalombol is ismert az APS fiatal betegeknél agyi vénds trombozis

formajaban valé manifesztacioja.

A TE epizédok koriilbeliil egyharmada (az artérids események 25%-a, a vénas események

35,3%-a) az SLE diagnozisat kdvetd elsé két éven beliil tortént; tovabbi egyharmaduk (37,5%
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és 29,4%) a diagnozist kovetd masodik és tizedik év kozott, mig a fennmaradd egyharmad
(37,5% ¢és 35,3%) a tizedik év utan, ami megerdsiti, hogy mind az artérids, mind a vénds
epizddok az SLE viszonylag korai manifesztacioi is lehetnek,*”> de a TE kockazata hossza
tavon fennall. Néhany olyan trombodziskockdzati tényezdt, mint példdul a dohanyzés és a

75

diszlipidémia,>” nem vettiink figyelembe ebben a vizsgalatban. E tényezdk jelenléte vagy

hidnya nem valdszinii, hogy alapvetd megallapitasainkat modositana.

Ennek a vizsgdlatnak van néhany fontos korlatja. Ez egy retrospektiv, egyetlen orszdgos
referenciakdzpontban kdvetett betegpopulacid elemzése. Ez a beutaldsi torzitds elemét is
magaban hordozhatja, amennyiben a kdzpontba iranyitott betegek szenvedhetnek az atlagosnal
sulyosabb SLE-ben. Vizsgalatunk jellege korlatozta a rendelkezésre all6 betegek szamat is.
Vizsgalatunkat azonban értékessé teszi, hogy az atlag populacidoban ismert tromboziskockazati
tényezOknek szamitod laboratériumi paraméterek teljes korét bevontuk, és 6sszehasonlitottuk

Oket az APLA-val egy viszonylag egységes SLE betegpopulacidban.

Osszefoglalva, azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy az APLA jelenléte magas TE kockazatot
jelent SLE-ben. A trombotikus kockézathoz mas jol ismert TE kockazati tényezdk is
hozzajarulnak ugyan, de kontribiciojuk marginalis, aminek statisztikai igazolasdhoz joval
nagyobb esetszamra lenne sziikség. Igy az SLE-s betegek mindennapi ellatasiban az APLA
vizsgalata egyértelmiien fontos klinikai paraméter, mig a tobbi trombofilids tényezd rutinszert
szlirése nem tlinik indokoltnak. Tovabba az itt bemutatott adatok alatamasztjak, hogy a
kiilonféle szerologiai anti-foszfolipid antitestek koziil az a-CL és a a-Bf2-GP1 ELISA teszt
pozitivitas jelenti a legmagasabb trombozisrizikét, aminek alapjan egyetérthetiink a jelenlegi
diagnosztikus irdnyelvekkel, melyek szerint az antidfoszfolipid szindroma laboratoriumi

kritériumat csak az a-CL, az a a-f2-GP1 és a LA képezik.
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Jatrogén trombofilia - az aszparaginaz okozta trombézis kezelése376

A hematologiai malignitdsok gyakran szovédnek TE eseményekkel. Ennek szamos oka van,
amelyek kovetkeztében a daganatos vérsejtekbdl szoveti faktor szabadul fel kovetkezményes
trombingeneracioval. Ezek a TE szovOdmények mindig kihivést jelentenek a hematologus
szamara, mert e betegségek kezelése soran nagyon gyakori a(z olykor sulyos) trombocitopénia,
ami az antikoaguldns kezelést neheziti, alkalmanként lehetetlenné teszi. Az ALL esetében még
Osszetettebb a helyzet, ugyanis az L-Asp, mely az ALL kezelésében a polikemoterapia hatékony
osszetevojének bizonyult,’’” a véralvadasi faktorok (Iényegében minden alvadasi fehérje,
melyek koziil kiemelkedik a fibrinogén és az antitrombin [AT]) szintjének csokkentésével
megzavarja a hemosztazist.>’® Ez a megbomlott egyensuly klinikailag gyakran tromboembdlias
szOvOdményekhez vezet.3”® A vénas trombotikus szovédmények aranya 5,9% az ALL-lel kezelt
felnbttek korében, amit az L-Asp kezelés egyértelmiien novel.>7%380 A profilaktikus friss
fagyasztott plazma (FFP) hatastalannak bizonyult az L-Asp-hez tarsuld trombodzis
megelézésében, mig az AT koncentratummal egyiitt adott alacsony molekulastlyt heparin
valoban csokkentheti a trombotikus események aranyat.’¥1-383 Az AT koncentratum adésara
azért van szlikség, mert az ilyenkor altalaban alkalmazott gyodgyszeriink (frakcionalatlan vagy
kis molekulastlyu heparin) hatasa kozvetett, AT nélkiil e szerek hatastalanok, igy szokasos
kezelési stratégiank eleve nem miikddik. Az AT koncentratumok magas koltsége azonban
aggalyossa teszi ezt a megkozelitést. In vitro kisérletek bizonyitottdk a melagatran (direkt
trombin inhibitor) antikoagulans hatékonysagat L-Asp-indukalt AT-hidnyos plazmaval.®3*
Azonban az 11j, direkten hat6 oralis antikoaguldnsokkal szerzett klinikai tapasztalatok az akut

leukémia kezelésében még mindig nagyon korlatozottak.

Ebben e helyzetben logikus segitség lenne a direkten hatd ujabb antikoaguldns (DOAC)
szereink alkalmazéasa, azonban e gyogyszerekkel a leukémidk kezelésében szinte semmi
tapasztalattal nem rendelkeziink — részben az e gyogyszerek bevezetése ota eltelt viszonylag
rovid 1d6, részben a trombocitopénia miatt indokolt Ovatossag miatt. Kozlésiink egyfajta
attorést képvisel ebben a kérdésben, mert az els6 kozolt eset, amelyben DOAC szerrel kezeltiink
egy L-Asp altal okozott trombozist. Bar a hivatalos iranyelvek*®®> még mindig az LMWH +
antitrombin adast javasoljak, kozleményiink Ota egyre tobb beszamolo3*¢37 van a DOAC

szerek hatasossagardl nemcsak a kezelésben, de a megeldzésben is.

A rivaroxaban egy kozvetleniil hat6 anti-Xa-gatlo, amely az AT-tdl fiiggetlentil fejti ki hatasat,

a mélyvénas trombozis ¢és a tiidéembodlia megelézésére ¢és kezelésére rendelkezik
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engedéllyel *®® Esetink egy 41 éves férfi volt, akinél kozonséges pre-B-ALL-t
diagnosztizaltunk. Az egyetlen ismert tarsbetegsége a magas vérnyomas volt. Megjegyezziik,
hogy a beteg kivizsgéldsa sordan heterozigdtanak bizonyult Leiden muticiora. A beteget a
GMALL 07-2003 protokoll szerint kezeltiik.>®® A terapia 20. napjan (az indukcios fazis I.
szakaszdnak végén) a beteg 1700 NE Peg-aszparaginazt (PEG-Asp) kapott. Orvosai nem
rendeltek el profilaktikus AT- vagy FFP-potlast. A 24. napon a B-ALL minimalis rezidualis
betegség (MRD) még mindig kimutathat6 volt immunfenotipizalassal (a sejtek 0,5%-a).

A beteget a 32. napon Ujra felvettilk a II. indukcios fazis elinditdsa céljabol. Felvételekor
laztalan volt, a jobb karja duzzadt volt, és a deltoid izom és a csuklo radialis oldala kozotti vena
cephalica mentén egy fajdalmas koteget talaltunk. Az ultrahangvizsgélat feliiletes flebitiszt
igazolt, mélyvénas trombozis jelei nélkiil (49. abra). A fehérvérsejtek szdma 66,4 G/1 volt,
ebbdl 88% neutrofil granulocita (blasztok nélkiil); a vérlemezkeszam 120 G/I, a hemoglobin
normalis, a fibrinogén 1,6 g/l, a protrombin aktivitas 52%, az aPTI 48 s, a TI 30 s, az AT
aktivitas 31,4%, a transzamindzok ¢és a vesefunkcio normalis volt. A beteg az el6z6 10 napban
nem kapott G-CSF-et. Kdzponti vénas katéterét (CVK) eltavolitottak a jobb subclavia véndbol,

antibiotikumot (piperacillin/tazobaktam+vancocin) és rivaroxabant inditottunk, napi 2x15 mg

49. ABRA. Ultrahangvizsgadlattal kimutatott feliiletes flebitisz. A téglalap felsé rtészén egy
trombozissal teli véna lathato, a véraramlas jelei nélkiil.
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dozisban; a II. indukcidés fazist elhalasztottuk. A CVK cstcsabol szarmazd
baktériumtenyésztések negativak maradtak. A rivaroxaban szedésének 13 napja alatt az AT
aktivitas normalizalddott, és a feliiletes tromboflebitisz klinikai tlinetei teljesen megsziintek. Az
AT aktivitast trombin alapu kromogén teszttel (Berichrom Antithrombin III, Dade Behring)

hataroztuk meg, hogy elkeriiljiik a rivaroxaban hatdsat az AT aktivitds mérésére.

Amint a bevezetoben emlitettem, tudomasunk szerint ez volt az elsé beszamol6 az L-Asp
okozta szerzett AT-hidnyos trombdzis DOAC gyodgyszerrel torténd sikeres kezelésérdl.
Hangstlyozni kell, hogy ez egy tobb tényezd (pl. AT-hidny, leukocitozis, Leiden mutécio) altal
okozott feliiletes flebitisz volt, de a javulads gyorsasaga, az alkalmazas kényelme €s a gyogyszer
viszonylag alacsony ara (6sszehasonlitva a hagyomanyos LMWH+AT-p6tlas draval) mar akkor
nagyon vonzova tette ezt a megkozelitést. Barmennyire is logikus 1épés a DOAC szerek
haszndlata, nyilvanvaldan prospektiv vizsgéalatok sziikségesek ahhoz, hogy hatasossagukat és
biztonsagossagukat ebben a kiélezett helyzetben részleteiben megismerjiik. Az itt roviden
Osszefoglalt, uttéronek szamitd beszamold utan ezért nagy 6rom, hogy ez elsé ilyen prospektiv

vizsgalat**® mar folyamatban van — izgalommal varjuk az eredményeket.
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A PNH az agressziv trombofiliak jellegzetes példaja391-394

Noha a legtdobb tankdnyv nem targyalja kiilon a trombofilidk agressziv formadit, a
hemosztazissal foglalkoz6 gyakorldé orvos szadmara vildgos, hogy vannak olyan
tromboziskészségek, amelyek sokkal nehezebben tarthatok kézben, mint a legtobb
tromboembolids betegség. Az el6zd fejezetek egyikében targyalt SLE-s betegek koziil ide
kivankozik két beteg esete: mindkettdjiiknek magas titeri hdrmas pozitiv antifoszfolipid
szindromaja (APS) volt. Egyikiik stilyos agyi vénds szinusztrombdzist szenvedett, a masikuk
terapia ellenére ismételten visszatérd artérids (+vénas) trombozisokat. Ez a fajta agressziv
trombozishajlam szerencsére meglehetdsen ritka, viszont anndl nagyobb kihivast jelent a
kezeldorvos szamara. Ezért érdemesnek latszott ezt a problémat kiilon névvel és definicidval
ellatni.’** Agressziv trombofilidnak tekintem a tromboembolias betegséget, ha barmely feltétel

teljestil az alabbiak koziil:

1. Lokalizacidja nem a végtagokat érinti (pl. agyi szinusztrombozis, splanchnikus —
kapuvéna, majvénak [Budd—Chiari-szindroma], 1épvéna- vagy vena mesenterica — vagy
borvénatrombozis stb.)

2. Az artérias ES a vénas ag is érintett (nem szamitva a stroke miatt bénult végtag
trombozisat, sem az ismert artérias érbetegek VTE betegségét)

3. TE esemény hatékony antikoagulans kezelés mellett 1¢p ol

A felndttkori agressziv trombofilidk hatterében szinte mindig szerzett betegséget kell keresni.
Az 43. tablazat®* 6sszefoglalja azokat a betegségeket, amelyek gyakran okoznak agressziv
betegségek nem minden betegben jarnak tromboembdlids szovédménnyel, és egyelére ennek
magyarazatat nem sikeriilt folfedezni. Vagyis nem tudjuk, mi a kiilonbség azok kdzott a betegek
kozott, akiknél kialakul tromboembdlia és akiknél nem. Azt sem tudjuk, hogy a kiilonbséget a
betegség heterogenitdsdban vagy a beteg hemosztazis rendszerének komponenseiben kell-e
keresni. Mindenesetre a 43. tablazatban taldlhatd felsorolas hasznos tdmasz e betegek

kivizsgalasanal, hiszen a célzott vizsgalatok segitenek a gyors diagndzishoz.
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43. TABLAZAT. Az agressziv trombofilia okai.

Az agressziv trombofilia hatterében gyakran talalt betegségek

Betegség neve Megjegyzés

. 2.9 2 2 Trombocitopenia el6fordul, katasztrofalis APS sokszervi
Al’ltl-fOSZfOllpld szindroma (APS) elégtelenséget is okozhat. Diagndzis: APLA panel

ssitopenia eléfordul, LDH 1ényegében mindig emelkedett.

Paroxizmalis nokturnalis hemoglobinuria (PNH) Diagnozis: Flow cytometria

HIT Trombocitopenia. 4-T szabaly. Diagnozis: klinikai +
laboratoriumi.

Gyakran (nem mindig) trombocitozis. LDH lehet emelkedett (nem

Mieloproliferativ betegségek (MPN) mindig). Diagnézis: JAK2, CALR, MPL mutéciok, csontveld

szdvettan
. sy Y Alacsony fibrinogén, megnyult PT, APTI, Diagnozis: klinikai

DIC, disszeminalt malignitas kép+labor

Gyulladésos bélbetegségek (IBD) Altalaban panaszos, és a TE sz6védmény az IBD diagnézist kdveti

Nefibzis ViZf:Ietvizsgélat! (gyakran sajnos elmarad a trombozis kivizsgalas
soran)

Egyéb (pl. kumarin nekrdzis, hiperviszkozitas stb.) Klinikai kép

,,ldiopétids” — nem taldlunk magyarazatot

Az agressziv trombofilia definicidjat illetden a szovegre utalunk.

A tablazatban felsorolt betegségek koziil kiillondsen érdekes a paroxizmalis nokturnalis
hemoglobinuria (PNH), amirél itt részletesebben szeretnék beszélni. ,,A PNH az
orvostudomany szamara ismert leggonoszabb szerzett trombofilias allapot™*° (PNH is the most
vicious acquired trombophilic state known in medicine) — ezt a mondatot a PNH neves
szakemberei, a firenzei Lucio Luzzatto, Giacomo Gianfaldoni és Rosario Notaro nevezetes
Osszefoglalojabol idéztem, és teljesen egyetértek vele. A kritikus trombotikus szévédményeket,
amelyeket a PNH okozhat, jol példazza egy nevezetes esetiink, egy fiatal leany, aki terhesen
kapott agyi sinus transversus trombdzist terapidas LMWH antikoagulans kezelés mellett — igy
két kritériumat egyszerre teljesitve az agressziv trombifilidnak.>** Ez a szovédmény egy olyan
— a beteg szempontjabol szerencsés — idopontban kovetkezett be, amikor mar elérhetd volt a
PNH akkor egészen ujszeri kezelési lehetdsége, az elsd komplementgatldé monoklonalis
antitest, az eculizumab. Igy ez a betegiink lett az els6, aki Magyarorszagon ezt a kezelést
kaphatta — a kezelés hatékonynak bizonyult, a szinusztrombozis meggyogyult, betegiink
egészséges kislanynak adott életet. S6t, azota folyamatos eculizumab védelemben egy kisfiut

is szlilt, szovédménymentes terhesség ¢s sziilés soran.

Ez az eset adta a 16kést, hogy a PNH-val részletesebben kezdjek foglalkozni. Az alabbiakban
Osszefoglalom a PNH-ban feltételezett trombotikus tényezdket, és dsszefoglalom azt a munkat,
amelyet én koordinaltam, és amelynek sordn kialakitottunk egy Kozép-Eurdpéra vonatkozo

konszenzusos ajanlast a PNH modern gyogyszerekkel valo kezelésére.

A PNH a hemopoetikus 0dssejtek PIG-A nevii génjének (foszfatidil-inozitol N-
acetilglukozamin-A) null-mutéacioja okozza.’*%%7 Ez tehat egy un. szomatikus mutacio, vagyis

nem Orokletes, és kizdrdlag a hemopoietikus Ossejtet €s leszarmazottjait, tehat az Osszes
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vérsejtet érinti, a szervezet tobbi sejtjeit nem. Ez a mutacid azt eredményezi, hogy a PNH-s
klon sejtjei nem rendelkeznek a ,gliko-foszfatidil inozitol (GPI) horgonnyal” ¢s
kovetkezésképpen az Osszes olyan membranfehérjével, amelyek a normalis sejtekben e
horgonnyal kapcsolédnak a membranhoz. Az emberi szervezetben kb. 150 fehérjérdl ismert,
hogy GPI horgonnyal van a sejtmembranhoz régzitve, amelyek koziil a PNH patogenezise
szempontjabol a legfontosabbnak a komplement rendszer CD55 és CD59 fehérjéinek hidnyat
tartjuk. Amint a 50. Abran®? lathato, a CD55 (decay accelerating factor, DAF) a komplement
rendszer fontos membran inhibitora, gatolja a C3 konvertazt és ezaltal a C3a/C3b keletkezését
és az ebbdl szarmazo6 opszonizacidt €s kemokin-felszabadulast. A CD59 szintén a komplement
rendszer membran inhibitora, a C5 fehérjén keresztiil kozvetleniil gatolja a membran-attak
komplex (MAC) kialakuldsat. A CD59-et korabban nevezték protectinnek, illetve a membrane
inhibitor of reactive lysis rovidités utan MIRL-nek is. E két fehérje hianya a PNH-s klon
vorosvérsejtjeit (illetve Osszes sejtjét) védtelenné teszi a komplement rendszerrel szemben, ami

a PNH-ban megfigyelhetd intravaszkularis hemolizis kdzvetlen oka.

Klasszikus at Lektin ut Alternativ Gt

ca |—| CI3
L—c2
|C3 konvertézl |F——CD55

///// T
l‘ Opszonizéicié,
Gyulladds «——— C3a C3b ——mm extravaszkuldris

hemolizis

CD59

C5 l
/ l _— Membranattack,

Gyulladdss «——— C5a csb_.lntravaszkulérls

hemolizis

50. ABRA. A komplement rendszer sematikus dbrdzoldsa. A PNH-s klonhoz tartozéd sejtek
membranjabol hianyzik a két f6 komplementgatld fehérje (CD55 és CDS9). Minthogy az alternativ ut
folyamatosan aktiv, e védelem hidnya intravaszkularis hemolizist okoz. Viszont a C5 gatlas (pl. eculizumab)
ugyan megakadalyozza az intravaszkularis hemolizist, de a C3b opszonizaci6 révén extravaszkularis (C3 Coombs
pozitiv) hemolizis megjelenéséhez vezet.

A PNH legtobb tiinete a vér sejtjeinek komplement irdnti védtelenségével, illetve
kovetkezményes sériilékenységével fiigg Ossze. Ez okozza az intravaszkularis hemolizist,
amely a klasszikus forma vezetd tiinete (hemoglobinuria, laktat-dehidrogenaz [LDH]
emelkedés, hiperbilirubinémia, és a szabad hemoglobin okozta tiinetek (44. tablazat), amelyek
a nitrogén-monoxid [NO] megkotése révén jelentkeznek). Nemcsak a vordsvértestek, hanem a
fehérvérsejtek ¢és a vérlemezkék 1is aldozatul esnek a komplement tdmadasanak,

nagymennyiségii szoveti faktort és mikropartikulumot szabaditva fel, ami az intravaszkularis

hemolizissel egyiitt a trombdzisra vald hajlam dramaian megndvekedett mértékét eredményezi.
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Ez az agressziv trombofilia a PNH masik vezetd tiinete. A 44. tablazat*? mutatja a

leggyakrabban megfigyelt tiineteket és patomechanizmusukat.

44. TABLAZAT. A PNH leggyakoribb tiinetei és patomechanizmusuk

Tiinet Patomechanizmus

Légszomj, faradékonysag Anémia, PE, pulmonalis hipertonia, NO deplécio
Sotét vizelet Hemoglobinuria

Hasi Féjdalom NO deplécio

Intravaszkularis hemolizis. TF felszabadulas szétes6

Trombozis, gyakran atipusos lokalizacioban tromBocikbAl. fohevemajtekbél

Erektilis diszfunkcid NO deplécid
Diszfagia NO deplécio
Mellkasi fajdalom NO deplécio, odinofagia, PE

Szabad hemoglobin nefrotoxicitasa, vese

Ve Rl hemosziderdzis (proximalis tubulus kdrosodas)
Az 6ssejtek elleni immunologiai (T sejtes) tdmadas,
Csontveld-elégtelenség, citopéniak tarsuld aplasztikus anémia, komplement-indukalta
sejtszétesés
Vashidny Hemosziderinuria

PE: pulmonalis embdlia, NO: nitrogén-monoxid, TF: szoveti faktor.

Amint a fenti eset kapcsdn mar megjegyeztem, a PNH kezelésében az 4ttorést az elsd
komplementgatld megjelenése”® hozta — korabban szupportiv gondozason, transzfiziok adasan
kiviil nem volt lehetdség a betegek gyodgyitasara. Eculizumab kezeléssel, mely egy terminalis
C5-gatlo monoklondlis antitest, és kéthetente kell adni vénas infuzidban, a betegek jelentds
része transzfiziomentessé volt tehetd.’**4% Tovabbi fejlodést jelentett a ravulizumab
megjelenése.*1492 A ravulizumab is monoklonalis antitest, minddssze négy aminosavban tér el
az eculizumabtol, ami az antitest specificitasat nem befolyasolja, de a neonatalis Fc receptorhoz

valo kotédés révén plazmafelezési idejét jelentdsen noveli,*** ezért csak 8 hetente kell adni.

Azonban a betegek nem egydntetiien reagalnak a C5-gatld kezelésre. Egy 2021-ben megjelent
nemzetkdzi tanulmany 160, eculizumabbal kezelt beteg valaszat vizsgalta, és a valaszokat négy
kategoridba sorolta (45. tablazat).! A tablazatbol lathatd, hogy a betegek egy részénél a C5-
45. TABLAZAT. Eculizumabra adott vilasz'

Eculizumabra adott vélasz A betegek hany %-a? Ujabb  gyogyszertsl — milyen
javulas varhat6?

Komplett remisszio (CR) 21,3 cr s e
Hgb >120 (11% BTH, 17% EVH) Ritkébb koérhézi vizitek
Jo parcialis valasz (VGPR) 40,2 . . 1
Hgb 100-120 (8% BTH, 43% EVH) Hgb teljes normalizéldsa

Részleges valasz,
vérszegénység (Hgb 80-100,
1-1 transzflizid

26,8

21% BTH, 55% EVH) Teljes transzfuziomentesség

11,8 Transzfuziomentesség,
27% BTH, 66% EVH) vasterhelés csokkentése
160 kezelt betegnél. BTH: attoréses hemolizis (breakthrough hemolysis); EVH: extravaszkularis hemolizis. A
hemoglobin (Hgb) g/l egységben van megadva.

Rendszeres transzfuziok
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gatlo kezeléssel nem sikeriilt a vérszegénységet teljesen rendezni. A tablazatban lathato szamok
lényegében minden korabbi vizsgalatban is3%-402 hasonld mértékili valaszokat mutattak. A
fennmarad6 anémidnak tobb oka is lehetséges (pl. csontveld-elégtelenség), de jelentds részben
az extravaszkularis hemolizisnek koszonhetd (1. 50. abra). Tudnivalo, hogy bar a kezeletlen
PNH-ban csak intravaszkularis hemolizist latunk, a terminalis C5-gatlas megakadalyozza a
PNH-s vorosvérsejtek intravaszkularis hemolitikus pusztuldsat, aminek a C3-gatlas hidnyaban
az a kovetkezménye, hogy opszonizdlodnak, ¢és elindul egy C3-Coombs-pozitiv,
extravaszkularis hemolizis. Ez okozza a C5-gatlas mellett fennmaradé vérszegénység jelentds

részeét.

A kovetkezd attorést a proximalis (tehat a C3 szintjén haté) komplementgatld szerek
megjelenése jelentette. E szerektdl varhatdo volt, hogy az extravaszkuldris hemolizis
kezelésében is hatékonyak. Az elsé ilyen mar Magyarorszagon is elérhetd gyogyszer a
pegcetacoplan. Valoban, az eddigi vizsgalatok tanusaga szerint a C5-gatlasra csak részlegesen
reagalo PNH-s betegek korében a pegcetacoplan a hemoglobin jelentds emelkedéséhez vezetett,

legtobbjiikben megsziintetve a vérszegénységet. 404405

Tekintettel arra, hogy immar harom gyogyszer is elérheté a PNH kezelésére, nem beszélve
a gyogyszerkiprobalas alatt 1év6 szamos kiilonféle komplementgatld szerrdl, egyre nagyobb
igény volt arra, hogy a PNH kezelésében gyakorlattal rendelkezd szakemberek megegyezzenek
a kezelés, a kiilonféle gyogyszerek alkalmazdsanak iranyelveiben. Minthogy K6zép-Eurdpaban
a nyugati orszagoktol jelentdsen eltér az egészségiigy szervezése és a finanszirozasi viszonyok
is, 0sszehivtunk egy kozép-europai panelt magyar, bolgar, horvat, szlovén, szlovak, roman,
cseh, lengyel és orosz hematologusokbol, és a konszenzus®®! kialakitasat én vezethettem. A

kialakult iranyelvet foglalom 6ssze a kovetkezd bekezdésekben.
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A cikkben a fentiekhez hasonloan Osszefoglaltuk az eddigi randomizalt vizsgalatokbol
szarmazé ismereteket. Ezutdn a termindlis C5-gatlas és a proximalis C3-gatlas eldnyeit és

hatranyait hasonlitottuk dssze. Ezt az 6sszehasonlitast tartalmazza a 46. tablazat®*!.

46. TABLAZAT. A termindlis (C5) és proximadlis (C3) komplement gdtlds elonyei és hdtrdanyai

CS (terminalis) komplement gatlas

C3 (proximalis) komplement gatlas

Tobb éves tapasztalat

Szuperior hatékonysag*

Elényok Klinikailag a betegek jelentds Szubkutan adagolas, 6nadagolas
részének segit lehetséges
Nagyon kevés mellékhatas Kevés mellékhatds
Extravascularis C3-Coombs . .
hemolizist okoz Kevés a gyakorlati tapasztalat
A betegek egy resgeben nem kellgen Egyetlen gyogyszer elérhetd egyelore
hatésos
. Intravénasan adhato csak LIl kell/ a(.in.1, fel.—,egy oras

Hatranyok szubkutan injekcid

Neisseria meningitidis oltas sziikséges

Neisseria meningitidis, Streptocossus
pneumoniae és Hemophilus influenzae
oltas is sziikséges

Magas kozvetlen koltségek

Magas kozvetlen koltségek

Magas indirekt koltségek (munkéabol

Indirekt koltségeket nem ismerjiik még

kiesés, BTH stb.)
BTH: attoréses hemolizis.* A Hgb szint emelésében.

A konszenzusos javaslatok megértéséhez még beszelni kell az attoréses hemolizis (BTH) két
fajtajarol. Az egyiket farmakokinetikai BTH-nak (PK-BTH) hivjak, ez rendszeresen, minden
infizios ciklus vége felé jelentkezik, és oka az eculizumab szokésosnal rovidebb felezési ideje.
A masikat farmakodindmias BTH-nak (PD-BTH) nevezik, és oka a komplement rendszer
varatlan aktivitdsnovekedése, altalaban egy interkurrens fert6zés vagy gyulladas miatt. Ezek
kiszamithatatlan id6zitéssel jelentkeznek, és a kivaltd ok altaldban nyilvanvald. A kettot
klinikai alapon altalaban nagyon egyszertien el lehet kiiloniteni egymastol. Mindezek alapjan a

kovetkez6 ajanlasok fogalmazhatok meg:

1. Bar a PNH egyetlen kurativ kezelése az Ossejtatiiltetés, annak morbiditasa és
mortalitisa miatt a legtobb tiinetes beteget komplementgatlé kezeléssel javasoljuk
kezelni, annak ellenére, hogy ez altalaban élethossziglani kezelést jelent.

2. A kozép-eurdpai orszagok legtobbjében a klinikai vizsgalatok menetét tilkkrozve a
diagnozis utan C5-gatlo kezelés (eculizumab vagy ravulizumab) javasolt. Sok orszag
egészségiigyi biztositoja az csak eculizumabot engedélyezi elsé vonalban, amit

elfogadhatonak tartunk.
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3. Szuboptimalis valasz (Hgb <100, tiinetes PNH, pl. hasi fajdalom vagy sulyos
faradékonysag; esetleg C5-gatlas mellett folléepo TE esemény [igen ritka]) esetén
javasoljuk C3-gatld pegcetacoplanra valtani. Ez akkor is javasolt, ha az
extravaszkularis hemolizis elotérben all C5-gatlas mellett. Hgb 100-120 kozott egyéni
mérlegelés sziikséges.

4. Tekintettel a PNH ritka eléfordulasara és az ebbél szarmazo informaciohianyra,
minden szokatlan helyzetben (pl. BTH) javasoljuk a beteget klinikai vizsgalatba
jelolni, amennyiben van szoba johet6 klinikai vizsgalat az ellatohelyen.

5. PK-BTH esetében javasolt eculizumabrdl ravulizumabra valtani annak sokkal
hosszabb féléletideje miatt.

6. PD-BTH nem ok gyogyszervaltasra — a kivalto okot kell kezelni.

7. Amennyiben eculizumab-rezisztenciat okozo CS5 polimorfizmust talalunk egy betegnél
(ezt elsosorban Japanban irtak eddig le), akkor C3-gatlo pegcetacoplanra allitsuk a

beteget.

Visszatérve a trombozishajlamra, a komplementgatlas kiilonb6z6 fent részletezett formai
ugyan tiineti kezelésnek szamitanak, hiszen az alapfolyamatra nincsenek hatassal, de a PNH
legveszélyesebb szovddményének, a tromboembdlids komplikacioknak veszélyét 1ényegesen
csokkentik,* illetve a hemolizis megfékezésével parhuzamosan fel is fliggesztik. Mivel a TE
események képezték a PNH mortalitdsanak legfobb okat, ezaltal a betegek varhato élettartama

(csakugy mint életmindsége) nagyon lényegesen javult.*?

A jelenleg kiprobalas alatt all6 gydgyszerek varhatdan még tovabb fogjak ndvelni a PNH
kezelésének lehetdségeit, ami feltétleniil e betegség tovabbi enyhitéséhez, de egyuttal a kezelési

algoritmusok egyre komplexebbé valasahoz fog vezetni.
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A rituximab a folyamatos plazmaferezis mellett is a keringé CD20* T- és B-
sejtek korai eltavolitasahoz vezet408

A TTP a mikrovaszkulatara trombotikus folyamata, amely a PNH-hoz hasonléan Coombs-
negativ hemolitikus anémiat és trombocitopénidt okoz. Azonban a betegség klinikuma és
patogenezise is Iényegesen eltér a PNH-t6l. Ebben a fejezetben az autoimmun TTP (iTTP)

kezelésével kapcsolatos kutatdmunkankat mutatom be.

A bevezetdben részletezett hattér értelmében szdmos adat tAmasztja ald a rituximab eldnyos
hatasat az iTTP kezelésében.!?*!% Az egyidejiileg adott TPEx nyilvanvalo hatdssal van a
rituximab felezési idejére, am ennek részletei tovabbra is vita targyat képezik.!2640%410 Bgr a

rituximab feltehetéen elsGsorban azokat a CD20" B-sejteket célozza meg, amelyek az

47. TABLAZAT. A harom beteg (P1-3) klinikai adatai

54 énd; TTP x 21 ¢, sok
relapszus; az utolso 8 éve
jelen felvétel elbtt.

Jobb kar hematoma miatt
jelentkezett. Korabbi
kezelések: TPEXx, szteroid,
rituximab, vincristin.

TBili: 10,3; LDH: 456,
Haptog: <0,7. ARC: 100
E

Kenet: rengeteg
fragmentocita/HPF

Inhibitor: >8 TU

napig, utana csokkentés

2. TPEx x 12 (10 napig
naponta, utana ritkitva

3. Rituximab 375 mg/m?
hetente (a  korhazban
kétszer)

Anamnézis Felvételi labobrok | ADAMTS13 Elsovonal kezelés Kimenetel
P1 Hgb: 84, Thr: 11, Cr: 159, | Aktivitas: 5% 1. Prednisone 1 mg/kg, 10 | Thr normalizalodott a 8.

napon. Utdna is stabil
maradt — a beteget a 15.
napon hazaengedtik a
korhazbol

P2

57 é n6; metasztatikus
melanoma, ipili+ nivol x4
q3 hetente. Utolso: 41
nappal a felvétel el6tt.
Labain hematomak és
szédiilés, gyengeség miatt
jelentkezett. Laztalan, mas
tiinet nincs.

Hgb: 72; Thr: 8; Cr: 75,
Tbili: 61,6 (d: 11); LDH:
1562

Haptog: <0,7; ARC: 250 E
Kenet: rengeteg
fragmentocita/HPF

Aktivitas: <5%
Inhibitor: 0,7 (IgG titer
68)

Az ismétléseknél az
aktivitas 2 hét alatt 11%-
ra emelkedett, majd 2
honap elteltével (normal
Thr mellett) Gjra 5% ala
csokkent.

1. Szteroid 1okés (metil-
prednisolon).

2. TPEx, naponta a 2.
napt6l a 8. napig, amikor
napi 2s TPEx-re emeltiik.
A 10. naptdl napi 1x 1,5
plazmacsere térfogattal
folytattuk a 25. napig.

3. Rituximab 375 m/m?
hetente x4.

Thr normalizalodott a 6.
napon (163), de utana
fluktualt, majd 3 hét utan
stabilan normal maradt. A
beteget a 25. napon
hazaengedtiik, de végiil
154. napon elhunyt a
melanoma progresszio és
relabalt iTTP miatt.

P3

25 ¢é nd; metaszt.
anaplaszt. ependymoma x
6 ¢. XRT tobb
alkalommal; jelenleg
temozolomid x 12 hénap.
Hdéemelkedés, kutan
hematoma x 3 nap miatt
jelentkezett.

Hgb: 63; Thr: 6; Cr: 101,
Tbili: 95,8 (d: 12); LDH:
1132

Haptog: <0,7; ARC: 120 E
Kenet: rengeteg
fragmentocita/HPF

Aktivitas: <5%
Inhibitor: 2,4 TU

Az ismétléseknél az
aktivitas egy honap alatt
87%-ra emelkedett

1. Prednisone, 1 mg/kg x 3
hét, utdna csokkentés.

2. TPEx naponta, majd
napi 2x a 13.-19. napokon,
majd naponta a 36. napig.
3. Rituximab 375 mg/m?,
x 4 dozis, hetente.

4. bortezomib, 1 mg/m?, sc.
a 13., 16. és 20. napon

Thr: 6 volta
hazabocsataskor (40.
nap). Semmi nem utalt
ekkor fennallo iTTP-re. A
csontvel§-elégtelenséget a
malignitas és a beteg
romlo altalanos allapota
kovetkezményének
tartottuk. Csontvel6 (39.
nap): nem diagnosztikus.

A laborok egységei: Hemoglobin (Hgb): g/l; Trombocita (Thr): x10%1; Creatinine (Cr): pmol/L; Ossz bilirubin (TBili):
pmol/L; Haptoglobin (Haptog): umol/L; Abszolut retikulocita szam (ARC): / pL; HPF: latotér 100x nagyitassal. XRT:

sugarkezelés.

autoimmun folyamatért felelds antitesteket termeld plazmasejtek kovetkezd generacidjava
valnanak, a rituximab keringé CD20" T-sejtekre gyakorolt hatasar6l iTTP-ben még nem
szamoltak be. Fontos megjegyezni, hogy bar funkcidjuk kérdéses, a CD20" T-sejtek jelenlétét

leirtdk mar egészséges személyeknél, és autoimmun betegségekben szenvedd betegeknél is, és
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ismert, hogy autoimmun betegségekben szenved6 betegeknél e CD20" T-sejtek citokineket

expresszalnak és infiltraljak a nyirokszoveteket!!7:411-414

Ebben a prospektiv vizsgalatban a rituximabot folyamatos, megszakitas nélkiill minden nap
alkalmazott TPEx mellett adtuk, harom egymast kovetd felndtt betegnek, akiknél iTTP-t
diagnosztizaltunk, mindegyikiiknél egyedi klinikai képpel.*!> A rituximab adasatol nem
észleltiink jelentds mellékhatast, és e vizsgalat sordn azt talaltuk, hogy a rituximab gyorsan és
rituximab dozist kdvetd 24 oran beliil, amely hatas legaldbb egy hétig fennmarad a megszakitas

nélkiil naponta folytatott TPEx ellenére. Ez jo hir a kezeldorvosok szamadra, hiszen a rituximab

A Patient #1 Thrombocita szdm g | Patient#2 Thrombocita szém - e Thrombocita szdm
=%

o= } A,/A . \ Yoo, ’?] L ) ?l

i t o o 00O —55—"¢

51. ABRA. A trombocitaszam alakulasa az idében a hirom betegnél (A, B, C panelek). A piros nyilak a
rituximab (R) a kék nyilak a plazmaferezis idépontjait mutatjak. Az idotengely osztasai 2 napos intervallumot
képviselnek.

korai adasanak ellenérve szokott lenni, hogy a TPEx eltavolitja az antitesteket, igy az egyik

kezelés hatastalanitja a masikat — jelen vizsgalatunk azt bizonyitja, hogy ettél nem kell tartani.

A betegek jellemzdit az 47. tablazat tartalmazza. A trombocitaszamok iddbeli alakulasat a 51.
abra mutatja. Roviden, az 1. beteg (P/) ismert, relabalé iTTP-ben szenvedett, anamnézisében
szamos relapszussal. A laboratoriumi eredmények és a periférids kenet megfeleltek az jra
relabalt iTTP-nek. A beteg TPEx-, szteroid- és rituximab-kezeléssel két hét alatt teljes
remisszioba kertilt. A 2. beteg (P2) metasztatikus melanoma miatt allt gondozas alatt, és ezért
ipilimumab/nivolumab checkpoint-inhibitor immunterapidval kezelték. Az utolséd ciklust 41
nappal a felvétele eldtt kapta. Felvételekor iTTP-t diagnosztizaltunk, amelyet a laboratoriumi
eredmények és a periférids kenetek egyarant alatdmasztottak (47. tablazat). Bar a beteg
kezdetben reagélt a terapidra, sajnos a 6. nap utan refrakter lett. 22 napon 4t adott TPEX, szteroid

és rituximab alkalmazasaval sikeriilt ugyan egy masodik részleges valaszt elérni, azonban az
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52. ABRA. Rituximab hatdsa a keringé CD20+ B- és T-limfocitak szamdra folyamatos TPEx
mellett. (A) A keringd 6ssz-limfocitaszam; (B) A keringd CD20+ B-limfocitak szama; (C) A CD20 mindhdrom
betegnél (P1, P2, P3) expresszalodik a legtdbb keringd B-limfocitan a diagnéziskor. A rituximab 24 6ran beliil
eltavolitja a valamennyi CD20" B-limfocitat. A CD20" B-limfocitédk helyreallitasa a 7. napra betegfliggd, a 3.
betegnél (P3) van a legtobb keringd sejt. (D) A 3 beteg CD20" T-limfocitainak szama rituximab utan; (E) A
CD4/CD8 (F) Az aramlasi citometrids abrak azt mutatjak, hogy a CD20" B-sejtek minden betegnél
eliminalodtak (doboz) a rituximab-kezelést kovetden a 0. és az 1. nap kozott. A CD20" T-sejtek (nyilak) szama
is dramaian csokkent.
ADAMTSI13 aktivitas soha nem normalizalddott, €s a beteg végiil a diagndzistdl szamitott 154.
napon elhunyt a a melanoma progresszidja és az iTTP szovédményei miatt. A 3. beteg (P3)
attétes ependymoma miatt részesiilt palliativ temozolomid-kezelésben. Felvételekor az iTTP
diagnoézisat a laboratériumi eredmények és periférids kenet egyarant aldtdmasztottak. Bar az
alkalmazott szteroid, rituximab és TPEx kezelésre ADAMTSI13 aktivitds szintje kezdetben
javult, a trombocitaszdm nem normalizalddott teljesen a 4 hétig folytatott kombinalt kezelés

ellenére sem. Ezért bortezomibot is adtunk a kombinacidhoz — 1ényeges klinikai benefit nélkiil.
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A rituximab els6 adagja utan csokkent az Osszlimfocitaszam (52. A abra). A CD20" B-
limfocitak az 6sszes limfocitak 8-35%-at tették ki, és a legtobb keringé B-sejt CD20" volt (52.
abra, B-C panelek). A rituximab minden beteg esetében 24 6ran beliil 1ényegében az Gsszes
keringd CD20" B-sejtet eliminalta, a minden nap alkalmazott TPEx ellenére. Ebbdl azt a
tanulsagot lehet levonni, hogy a rituximab hatékony része gyorsan kapcsolddik a célsejtekhez,

¢s a plazmaferezis nem tavolitja el. A CD20" B-sejtek egy héttel késébb, a kovetkez6 rituximab
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53. ABRA. Az oss7 T-sejtek szamdnak alakuldsa az idSben rituximab adés utin. A harom beteg (P1-P3)

adatait a rituximab dézis elétt, majd az elsé és 7. napon mutatjuk.
eliminalta mindharom betegnél. A CD4/CD8 arany egyidejiileg csokkent a 0. naprol az 1. napra
(52. abra, D-F panel), ami a CD4" T-sejtek preferencialis eliminacidjara utal. Az dsszes T-sejt
csokkenése nagyobb volt, mint ami csak a CD20" T-sejtek eliminaciojabol varhato, hiszen a
CD20" T-sejtek az 6sszes kering6 T-sejt kis hanyadat tették ki, viszont a T-sejtek szama ennél
Iényegesen nagyobb mértékben, atlagosan 71,4%-kal (38,5-88,3%) esett az 1. napon (53. abra).
A CD3"20" csokkentés egy héttel késébb is fennallt, amikor a betegek folytattak a TPExet. A
legkevésbé reagald beteg (P3) rendelkezett a legkevesebb CD20" T-sejttel, mig a legjobban
reagalo beteg (P1) esetében volt a legmagasabb a keringé CD20" T-sejtek szama.
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Ebben a prospektiv vizsgalatban igazoltuk, hogy a rituximab biztonsagosan adhat6 a
betegeknek TPEX utan, és hogy gyorsan és hatékonyan csokkenti a CD20" limfocitakat iTTP-
ben szenvedd betegeknél. Ez az els6 olyan vizsgélat, amely prospektiv médon bizonyitja, hogy
a CD20" B-sejtek a rituximabot kdvetden 24 oran beliil eltiinnek az iTTP-ben szenvedd betegek
keringésébdl a folyamatos, naponta torténd TPEx ellenére. Azt is els6ként demonstraltuk, hogy
a CD20" T-sejtek jelen vannak az iTTP-ben szenved6 betegek periférias vérében, és hogy ezek
a sejtek is hasonl6 kinetikaval eliminaldédnak a rituximab kezelés kovetkeztében. A CD20" T-
sejtek képesek infiltralni a primer és szekunder limfoid szdveteket is, és citokineket, koztiik
interferon y-t, tumor nekrodzis faktor a-t, interleukin 4-et és interleukin 17-et termelnek. E sejtek
poliklonalis T-sejt-populacioként ismertek, nagyrészt CD8" és CD45RO" memoria T-sejteket
tartalmaznak, proinflammatorikus helper 1-es tipust/citotoxikus T-sejt fenotipussal ¢és
autoantigénekre nagy proliferativ kapacitassal.'!7#11:414416 Erdekes modon eredményeink arra
utalnak, hogy a CD4" T-sejtek is szerepet jatszhatnak a rituximab-valaszban az iTTP kezelése
sordn. A keringé CD4/CDS ardny rituximab kezelés utani csokkenésével az elveszett T-sejtek
egy része B-sejt-fiiggd follikularis helper CD4" T-sejt lehetett, amelyek feltételezett szerepet

jatszanak az autoimmun betegségekben.*!’

Az iTTP-ben szenvedd betegek keringésében
talalhato CD20" T-sejtek, tovabba mas autoimmun betegségekben talalhato CD20" T-sejtek*!*
egyiitt szintén aldtdmasztjak, hogy ezek a T-sejtek szerepet jatszhatnak az iTTP
patogenezisében. Tovabba az ujabban ko6zolt adatok arra utalnak, hogy a kettds T- és B-sejt
markerekkel rendelkezd limfocitdk nem illeszkednek az adaptiv immunités korabban kialakitott
abszolut kompartmentalizdciojanak paradigmajahoz, és akar az autoimmunitds fontos
mozgatorugodi lehetnek.*'® A CD20" T-limfocitak altalunk is észlelt jelenléte szintén ebbe az
iranyba mutat. Tovabba, megfigyeléseink megerdsitik, hogy a malignus betegségek kezelése
soran alkalmazott check-point blokad tipusi immunterapidk életveszélyes autoimmun
hematologiai allapotokat, koztiik iTTP-t is kivalthatnak.**42° Tovabbi vizsgalatok sziikségesek
annak tisztazasara, hogy a CD20" T-sejtek milyen szerepet jatszanak az iTTP

crers

és/vagy beadasi gyakorisdgdnak mas modozataival (pl. kisdozist adagolassal) is.
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OSSZEFOGLALAS, ZARSZ0

Disszertacidomban 6sszefoglaltam a hemosztazis kiillonbozo teriiletein az elmult negyedszazad
soran végzett kutatdsaimat. E kutatasok jelentds része a von Willebrand betegséggel
foglalkozott, de az ¢élet gy hozta, hogy a vérzékenység ¢és trombdzishajlam mas teriiletein is
vizsgalodhattam. Minden kutatdémunka sikerek és kudarcok sorozata — hullamvolgyek és

csucsok valtogatjak egymast. Zarasként a csticsokat veszem végig érintélegesen.

A sulyos 1-es tipusu VWB patogenezisének elemzése soran a muténs és a dimerizacié révén
hozzakapcsolddott normal heterodimer alegységek intracelluléris lebontasdban olyan altaldnos
mechanizmust sikeriilt igazolni, amely tulmutat a vérzékenység megértésén: hasonlé dominans
negativ mechanizmus allhat més oligomer szerkezetii fehérjék kvantitativ deficiencidjanak

hatterében is.

Kiilonosen tanulsagos volt a Vicenza varians vizsgalata. Ritka, hogy ,,in silico” modellezéssel
sikeriil megérteni egy évtizedek ota rejtélyesnek tartott fenotipus 1étrejottének mechanizmusat.
E kisérletek tanulsdgat — a clearance és hasitas egyensulyi helyzetének fontossagat a plazma
VWF multimer eloszlas kialakitasaban — azéta az egész von Willebrand betegséget vizsgald

nemzetk6zi kdzosség magaéva tette, és szinte ,,tankdnyvi evidencia” lett beldle.

Magyar kutatd szamdra kiilondsen fontos, de az egyetemes VWF ismeretekhez is 1ényeges
informaciokkal jarult hozza a magyarorszagi 3-as tipusu von Willebrand kor egész orszagra
kiterjed6 genetikus jellemzése. Ez a vizsgélat varatlan eredményt hozott: a mas populécidkban
nem észlelt delExonl-3 nagyméretii delécid (a ,,magyar 3-as tipusii muticio”) 25%-os
allélfrekvenciaval az egyik leggyakoribb ismétlddé mutécié az irodalomban. A vizsgalat
tovabbi varatlan eredménye, hogy megdontdtte azt a korabban dogmaszeriien vallott nézetet,
hogy a nagy delécidk homozigdta formadban mindig alloimmunizicidohoz vezetnek (hiszen a
Magyarorszdgon azonositott &t homozigota beteg koziil senkinél nem jelentkezett
alloimmunizacié a gyakori faktorpétlasok ellenére sem). Taldn bevéalogatési hiba (selection

bias) okozhatta a korabbi vizsgalatokban e sulyos szovédmény gyakorisaganak talértékelését.

A vérzékenység egy masik ritka formdjaban, a szerzett inhibitoros hemofilidban végzett kutatas
sordn is rank mosolygott Fortuna: a tobb mint tiz éve bevezetett kombindlt immunszuppresszios

kezelési sémankrol (CyDRi) kideriilt a retrospektiv elemzés sordn, hogy minden eddig
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alkalmazott immunterapidnal hatékonyabb és biztonsagosabb — jelenleg ezt tekintjiik a kezelés

standardjanak.

Végiil az autoimmun iTTP kezelésében is 1ényeges elérelépést jelentett, hogy kideritettiik: a
naponta alkalmazott plazmeferezis nem teszi hatastalannd a korai szakban adott rituximab
kezelést, igy nem kell tartani annak adasatol — a rituximabrol mar korabban kimutattdk, hogy

Iényegesen csokkenti a relapszusratat ebben a sulyos betegségben.

Hogy mindez lehetségessé valt, els6sorban annak koszonhetem, hogy mar gimnazista
koromban szivhattam a Piarista Gimnazium szellemi mithelyének 1égkorét, majd a Semmelweis
Egyetemen Péterfy Miklos és Gergely Péter tanitvanya lehettem, késébb az USA-ban
betekinthettem a Kolumbia Egyetem kutatoi életébe, és végiil Evan Sadler mellett elleshettem
egy vildgszinvonalu tudés gondolkodasmoddjat — mindezért mérhetetleniil halas vagyok a

Gondviselésnek.
Vorosmarty idézettel kezdtem e disszertaciot, ill6, hogy azzal is fejezzem be:

Koszonjiik, élet, aldomasidat!
Ez jo mulatsag, férfi munka volt!”
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K6SzZONETNYILVANITAS

A fentiekbdl jol lathatd, hogy rengeteg embernek tartozom halaval azért, hogy ez a munka
létrejohetett. Koszonettel tartozom tandraimnak, elsésorban Péterfy Miklosnak, aki a
hematologiat és hemosztazeologidt megszerettette velem, €és akinek lényeglatasa és szigort
természettudomanyos becsiiletessége mindvégig példa volt szdmomra. Sokat tanultam a III.
Belklinika tobbi hematologusatdl is, kiilondsen Fekete Sandortodl és Benedek Szabolcstol.
Ko6szondm tovabba Gergely Péternek, hogy mindvégig segitett; kezdd orvosként téle is sokat
tanultam, és az USA-bol vald hazatérésem utan O tette lehetové a hemosztazis laboratérium
elinditasat. Végiil rengeteget koOszonhetek Falus Andrds tdmogatisanak, akinek PhD

programjahoz csatlakozhattam, eldszor mint hallgato, késébb mint témavezetd.

Meérhetetlen halaval tartozom Evan Sadlernek, akinek laboratoriuméaban dolgozhattam. O
gondolkodasmodot lehetett tanulni. Igen halas vagyok Hanna J Khourynak és Sagar Lonialnak,
hogy az Emory Egyetemen toltott idé alatt lelkesen tdmogattak, és segitették kutatdsaim
folytatasat a betegellatas mellett.

Koszondm a folyamatos tdmogatast Masszi Tamasnak, aki két intézetben is fon6kom volt, és
egytttal koszonom mindkét osztily, a Szent Laszlo6 Korhaz Hematolégiai és Ossejt-
transzplantacids Osztalya, valamint a Semmelweis Egyetem III. Sz. Belgyogyaszati Klinika
Osszes orvosanak és ndvérének, hogy olyan 1égkdrben dolgozhatunk, amelyben a tudomanyos
gondolkod4ds megfér a betegellatds napi gondjaival és nem sérti a derlis kollegilis

kapcsolatokat. Azdota mindkét osztaly mas nevet visel, de a héla valtozatlan.

Koszondém a Hemosztdzis Laboratorium minden kordbbi és jelenlegi dolgozdjanak és
asszisztenseinek, de kiilondsen Nagy Eszternek, Vilimi Bedtanak, és Horvath Robertnek, hogy
aldozatos munkdjukkal lehetévé tették és tették a laboratorium szinvonalas miikodését. Ki
szeretném emelni PhD hallgatéimat, Mohl Adriennt, Sallai Krisztat, Szederjesi Attilat, akiknek

fiatalos lendiilete és kreativitasa nélkiil ez a munka nem johetett volna Iétre.

Végiil végtelen halaval tartozom csaladomnak, feleségemnek, Németh Csillanak ¢és
lanyaimnak, Kinganak és Csengének, valamint hét unokanknak, hogy mindvégig timogattak,
lehetdvé tették, hogy nyugodt koriilmények kozott dolgozhassam, sokszor a csaladtdl rabolva

el az 1dot.
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