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BEVEZETES

Haemostasison azon rendkiviil bonyolult és jol szabalyozott folyamatok Osszességét
értjiik, melyek biztositjak, hogy az érpalya megszakadasat kovetden a vérzés megélljon, és a
feleslegessé valo vérrdg lebontddjon. Ez a folyamat tobb 1€épcsébdl all: elsé az adhézio, a
vérlemezkék kitapadasa a sériilt érfalhoz, melyet a thrombocytak aktivalodasa és aggregéacidja
kovet (primer haemostasis). Ezzel parhuzamosan megindul a véralvadasi kaszkad, és ennek
eredményeként Iétrejon a thrombocyta thrombust megerdsité fibrinhdldo (szekunder
haemostasis). A keletkezett véralvadékot a fibrinolitikus rendszer bontja el. A keringés
artérias oldalan, kiilonosen a mikrocirkulacio arteriolaiban a gyors aramlés €s a vér rétegei
kozott fellépd nagy nyirderd miatt az adhézio 1étrejottéhez igen nagy erejii kotésre van
sziikség, mely az aramlo thrombocytakat az érfalhoz panyvazza, mozgasukat lelassitja, és
lehetové teszi, hogy a most mar lassan gorgd vérlemezkék aktivalddjanak, és az érfalhoz
stabilan kapcsolddjanak. Ezt az alapvetd fontossagu, nagy erejli, gyors kinetikaju kotést a von
Willebrand faktor (VWF) hozza 1étre a subendothelidlis struktarak és thrombocyta felszini
receptora, a GPIb/IX/V komplex kozott.

A von Willebrand faktor o6ridsi, multimer szerkezetli glikoprotein, mely a
megakaryocytakban és az endothel sejtekben szintetizalodik. Az endothel sejtek a multimerek
95 %-at folyamatosan szekretaljak, 5 % palcika alaki, membrannal fedett organellumokban,
az un. Weibel-Palade testekben tarolodik és csak bizonyos indukdlé hatasokra (thrombin,
hisztamin, adrenerg stressz, 1-deamino-8-D-arginin vazopresszin — DDAVP) szabadul ki a
keringésbe. A megakaryocytakban és a vérlemezkékben csak ez utdbbi, indukalt szekrécid
miikddik, a multimerek az a-granulumokban taroldédnak. A VWF multimerek tomege 500
kD-t6l (dimer) 20000 kD-ig valtozhat, a Weibel-Palade testekben és az a-granulumokban

viszont még ennél is nagyobb, Un. ultranagy multimerek is jelen vannak és indukél6 hatasra a



keringésbe keriilnek. A VWF-nak kettds funkcidja van: egyrészt biztositja az adhézid
l1étrejottét nagy nyirderejli aramlési viszonyok kozott, masrészt a véralvadas VIlI-as faktorat
(FVIII) stabilizalja, megvédi a proteolizistdl.

Ha a VWF mennyisége csokken vagy funkcioja karosodik, valtozé sulyossagu, bor —
¢s nyalkahartya vérzésekkel jaro vérzékenység, von Willebrand betegség (VWB) alakul ki. A
VWB a leggyakoribb velesziiletett vérzékenység, prevalenciajat egyes forrasok 1%-nak adjak
meg. l-es és 3-as tipusu VWB quantitativ VWF defektust jelent: az 1-es tipus a VWF
részleges, a 3-as a VWF teljes hidnyat. A 2-es tipus lényege a VWF funkcionalis karosodasa:
2A altipusban a dimerizacio/multimerizacié zavara vagy a VWF-t bontd6 metalloprotedz
(ADAMTS13) iranti fokozott érzékenység miatt hidnyoznak a haemostasis szempontjabol
legaktivabb nagy multimerek. 2B tipusban a VWF GPIb-t koté Al doménjének mutécioja
kovetkeztében fokozott a VWF-GPIb kapcsolddas, ami a nagy multimerek eltiinésével ¢és
thrombocytopeniaval jar. 2M tipust VWB karosodott VWF funkciot jelez multimer eltérés
nélkiil, mig a 2N altipus a FVIII kotés zavarat jeloli.

A VWB diagnosztikdja szamos, specialis, iddigényes laboratoriumi vizsgalatot
igényel. Ezért van sziikség gyorsan és egyszertien kivitelezhetd, a vérzékenységet megerdsitd
sztr6tesztekre, melyek barhol elérhetdek. A mindennapi laboratériumi diagnosztikaban a
vérzékenység leggyakrabban hasznalt sziir6tesztje még mindig a vérzés idé meghatarozas. A
standardizalasi probalkozasok ellenére sok kritika érte a mdodszer szenzitivitasat. Kivitelezése
erésen fligg az asszisztens gyakorlottsagatol. A betegek rosszul tolerdljak, a vizsgalat soran
keletkezett sebek hegekkel gydgyulnak. Mindezek miatt keriiltek eldtérbe azok az ,,in vitro
vérzés 1d6” meghatarozasi modszerek, melyek alvadasaban gatolt teljes vérrel dolgoznak ¢€s a
nagy nyiroereji aramlasi viszonyok kozotti thrombocyta adhéziot és aggregaciot modellezik.
A legelterjedtebb ilyen eszkdz a PFA-100 (Platelet Function Analyzer) késziilék. A gép 5000-
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vért egy kapillarison keresztiil felszivja és ataramoltatja egy nitrocelluldz membran 150 um
nagysagu nyilasan. A sériilt érfalat gy modellezik, hogy a membrant I-es tipust kollagénnel
vonjak be. A késziilékhez két kiilonb6zd patront gyartanak: az egyikben adrenalint, a
masikban ADP-t adnak a kollagén mell¢ tovabbi aggregald anyagként. Eredményként azt az
id6t adja meg a késziilék, ami a nitrocelluloz membranon levé nyilds elzarddasahoz
sziikséges. Egy masik, nagy nyirderejii dramlési viszonyokat modellezd médszer az O’Brien
altal leirt filter teszt. A moédszer lényege, hogy 0,1-3,4 um atmérdji iivegszalakbol allo
filteren heparinnal illetve citrattal antikoagulalt teljes vért aramoltatunk 4t 40 Hgmm
nyomassal. A kapillaris méretli réseken ataramlo vérben a thrombocytdk aktivaldodnak,
aggregalodnak és az aggregatumok elzarjak a filtert. A filteren atjutd cseppeket az elso 5 s
alatt (1. fazis) illetve a 20-40 s (2. fazis) kozott felfogjuk, a thrombocytaszamot
meghatarozzuk, ¢és a kiindulasi vérlemezke szdm ismeretében a retinedlodott thrombocytak
aranyat megadjuk. A masik jellemz0 paraméter a zard cseppszam. Definicié szerint azt a
cseppszamot jelenti, amelynél 5 s alatt mar csak egy csepp vér jut at a filteren. A két modszer
kozos vonasa, hogy kapillaris méretli porusokon teljes vért présel at nagy nyomadssal, ily
moddon nagy nyirdereji aramlasi viszonyokat hozva l1étre. Miikodésiikhoz a VWF ¢és a GPIb és
a GPIIb/IIla thrombocyta receptorok jelenléte sziikséges.

A VWB-re specifikus tesztek koziil a diagnozis alapja a VWF mennyiségét tiikkrozo
von Willebrand faktor antigén (VWF:Ag) meghatarozas. A hagyomanyos meghatarozasi moéd
a Laurell-elektroforézis. A legnagyobb szenzitivitdsa az ELISA modszerrel mért VWF:Ag
szint mérésnek van, ugyanakkor egyszertiségiik, gyorsasaguk és automatizalhatosaguk miatt
az utoébbi években egyre inkabb teret nyertek a latex gyongyokhoz kapcsolt VWF elleni
antitestekkel, immunturbidimetrias elven mikdodé VWF:Ag meghatirozasi modszerek. A
VWB diagnosztikajanak masik alapkdove a VWF miikodésének vizsgalata. Erre a risztocetin

kofaktor aktivitas (VWF:RCo), a kollagén koto aktivitas (VWF:CB) illetve a FVIII koagulans



aktivitas (FVIII:C) meghatarozasa szolgal. Ha a VWF mennyisége ¢és aktivitasa
parhuzamosan csokken, a VWF szintézis mennyiségi zavararol van sz6. Ha a funkcionalis
tesztek csOkkenése domindns (aktivitasi teszt/VWF:Ag < 0,7), 2-es tipusu VWB
feltételezhetd. Ezen beliil az altipusokat diszkriminativ tesztek segitségével kiilonithetjiik el.
Ezen tesztek kozé tartozik a risztocetin indukalta thrombocyta aggregacié (RIPA) vizsgalata,
a VWF multimer analizise SDS agaroz gélelektroforézissel illetve a VIIl-as faktor kotd
képesség (VWF:FVIIIB) ELISA moédszerrel torténd meghatarozasa.

A von Willebrand faktor receptora a thrombocytak felszinén a GPIb/IX/V komplex. A
komplexet négy transzmembran glikoprotein alkotja: a GPIba, a GPIbp, a GPIX és a GPV. A
polipeptidek a komplex alkotdsdban 2:2:2:1 aranyban vesznek részt. A GPIba a VWF ¢és a
thrombin receptora, a GPIbp és a GPIX a komplex stabilitdsahoz sziikséges. Valamennyi
fehérje leucinban gazdag ismétlddo szekvencidkat tartalmaz valtozo szdmban. A GPIba és a
GPIbp kozott diszulfid hid biztositja a kapcsolatot, mig a GPIX és V nem kovalens kotéssel
kapcsolodik a komplex tobbi eleméhez.

A GPIb/IX/V komplex hidnya vagy funkciondlis defektusa kdvetkeztében jon létre az
elsé leirdirdl Bernard-Soulier szindroméanak (BSS) elnevezett korkép. Klinikailag — a VWB-
hez hasonldan — bdr- és nyalkahartyavérzések jellemzik. A BSS a von Willebrand betegségnél
joval ritkabban fordul eld, prevalencidja kisebb, mint 1/1000000 az irodalomban ismertetett
esetek alapjan. Oroklédése autoszomdlis recessziv. A BSS gyantjat a valtozd mértéki,
tobbnyire mérsékelt thrombocytopenia és a vérkenetben észlelt 6rids thrombocytak vethetik
fel. A thrombocytopenia miatt nem egyszer a korképet immun thrombocytopénids purpurdnak
tartjadk és a betegek ennek megfeleld kezelésben részesiilnek. A diagndzist a risztocetin
indukalta thrombocyta aggregacido hidnya erdsiti meg, mely a von Willebrand betegséggel
ellentétben normal plazmaval nem korrigalhat6. A GPIba génje a 17-es kromoszoma rovid

karjan, a GPIbP génje a 22-es kromoszoéma hosszl karjan, a GPIX és a GPV génje a 3-as



kromoszoma hosszu karjan helyezkedik el. A gének kicsik és szerkezetiik egyszerti. GPIbB
kivételével valamennyi gén kddold szekvencidja egy exonon beliil taldlhato. Bernard-Soulier
kort a GPla-t, a GPIB-t és a GPIX-t érintd mutaciok okoznak, nem ismert olyan beteg, akinél
a GPV defektusa igazolddott volna. Az ismert mutaciok kiilonb6zé mechanizmussal
eredményezik a komplex csokkent expresszidjat illetve miikddését: 1) mutaciok és deléciok,
melyek a transzmembran szekvencia el6tt a fehérjeszintézis korai befejezését okozzak, 2) a
fehérjék szerkezetét érinté mutaciok, melyek csokkent funkcioval illetve a komplex csokkent

crer

okozo6 mutacio.

CELKITUZESEK

1, A nagy nyirderejli aramlasi viszonyokkal dolgoz6 moddszerek hatékonysaganak
vizsgalata sajat betegeinknél a von Willebrand betegség sziirésében ¢s
diagnosztikéjaban.

A, Az O’Brien filter teszt vizsgalata a VWB altipusaiban.

B, A PFA-100 vizsgalata a VWB altipusaiban.

C, A két teszt 0sszehasonlitasa.

D, A nagy  nyirdereji  aramlasi moddszerek  Osszevetése a

hagyomanyos vérzés idé meghatarozassal.

2, Egy csaladvizsgalat kapcsan felhivni a figyelmet arra, hogy a reuma faktor jelenléte
zavarja a VWF:Ag szint immunturbidimetrids modszerrel torténd meghatarozésat és

ez a hatas kiilonb6zo reagensek esetén eltérdé mértékben érvényesiil.



3, Egy BSS-ben szenvedd beteg vizsgalata, a genetikai hattér tisztazasa.
A, A mutacio valoszinli lokalizacidjanak meghatarozasa a GPIb/IX/V
komplex egyes elemeinek mennyiségi vizsgalataval.
B, A GPIb/IX/V komplex génjeinek PCR amplifikécidja és
szekvenalasa.
C, Restrikcidos enzim analizissel a homo- vagy heterozygota allapot

megallapitasa.

BETEGEK, ANYAGOK ES MODSZEREK

Ad 1. A nagy nvirderejll aramlasi modszerek alkalmazhatosdganak vizsgalata a von

Willebrand betegség diagnosztikdjaban

Betegek és kontroll személyek: Harminc, korabban diagnosztizalt, von Willebrand
betegségben szenvedd beteglinket vontuk be a vizsgalatba, hisz nét és tiz férfit.
Atlagéletkoruk 34,5 + 11 (18 — 60) év volt. Harminc betegiink koziil huszonkettének volt 1-
es, kettdnek 2A, haromnak 2B és haromnak 3-as tipusu betegsége. Az 1-es tipust vWB-ben
szenvedd betegeknél a tiinetek stlyossdga alapjan megkiilonboztettiink “enyhe” és “sulyos”
eseteket: a vérzékenységet akkor mindsitettiik enyhének, ha az anamnézisben nem szerepelt
hospitalizaciot, transzfuziot, vWF koncentratum adasat igényld nagy vérzés. A kontroll
csoportot hisz egészséges, onként vallalkozd személy (16 nd és 4 férfi) alkotta, atlagéletkoruk
32.1 £8.5(23—50) év volt.

A quantitativ vérkép vizsgalata Sysmex K-4500 automataval tortént (Toa Medical
Electronics Co., LTD. Kobe, Japan). A vérzés ido meghatarozast két, a vizsgalatban jartas
asszisztensnd kivitelezte Simplate II R egyszer hasznalatos eszkozzel (Organon Teknika,
Boxtel, Hollandia). Az APTI mérése Platelin LS (Organon Teknika) reagenssel, Coag-a-Mate

MTX (Organon Teknika) késziiléken tortént. A VWF:Ag meghatdrozas két poliklonalis



antitesttel (DAKO, Dania) ELISA moddszer szerint tortént. A VWFE:RCo aktivitast Chrono-
Log 810 aggregométerben (Havertown, PA, USA), a Ristocetin Cofactor Assay-vel (Helena
Laboratories, Beaumont, Texas) hataroztuk meg. A FVIII:C aktivitas mérése az APTI ido
gyari hidnyplazméval (Organon Teknika) torténd meghatarozasan alapult. A risztomycin
indukalta thrombocyta aggregacio (RIPA) vizsgalata 0.5, 0.6, 1.0, 1.2 ¢és 1.5 mg/ml
szerkezetét SDS agardz gélelektroforézissel vizsgaltuk.

Az O’Brien-féle filtertesztet az ,Bevezetésben” leirt modon kiviteleztiik. Roviden:
heparinnal és citrattal antikoagulalt teljes vért aramoltattunk at egy tivegszalakbol allo sziiron.
Az atjutd cseppek szamat egy érzékeld segitségével a miszer kijelezte és ezt S
masodpercenként irdsban rogzitettiik. Az els6é 5 masodpercben és a 20-40 masodperc kozott a
szirdn atjutott cseppeket felfogtuk, meghatiroztuk a thrombocytaszdmot és a kiindulési
vérlemezke szam ismeretében a visszatartott thrombocytdk mennyiségét kiszamoltuk. A
modszert a zar6 cseppszammal és a szazalékban megadott thrombocyta retencidval
jellemeztiik.

A PFA-100 (Platelet Function Analyzer, Dade International Inc., Miami, FL, USA)
mikodését az ,Bevezetés”-ben részleteztiik. A vizsgalathoz citrattal antikoagulalt vért
hasznaltunk. A vizsgalat a vérvételtdl szamitott két oran beliil megtortént. Eredményként a
zarddasi idot (Z1) adtuk meg.

Statisztikai értékelés: Az eredményeket atlag + SD-vel adtuk meg. A referencia
tartomanyokat atlag + 2 SD alapjan szamoltuk. A vérzés id6 normal tartomanyanak a gyartod
altal ajanlott 2,5-9,5 min értéket fogadtuk el. Az egyes modszereket szenzitivitasuk,

specificitasuk, pozitiv és negativ prediktiv értékiik alapjan jellemeztiik.



Ad 2. A reuma faktor zavardé hatdsa az immunturbidimetrids elven mukodo VWEF:Ag

meghatarozasra

JK. 53 éves betegiink anamnézisében gyermekkora ota szerepel vérzékenység.
Orrvérzések ¢és foghtizast kovetd erds vérzés miatt tobbszor részesiilt transzfuzioban.
Gyermekei (J.I. és J.L.) szintén vérzékenyek (sziilést kovetd vérzés, orrvérzések). Részletes
laboratoriumi és genetikai vizsgalatok alapjan 2M Vicenza tipusit VWB igazolddott. 2004
marciusaban egy kontroll vizsgalat sordn parhuzamos VWF:Ag meghatarozas tortént a
Debreceni Egyetem két laboratériumaban (Klinikai Kutato Kozpont és II. Belklinika
Haemostasis Laboratorium). Mindkét laboratoriumban immunturbidimetrias elven miikodo
tesztet hasznalnak, de az egyikben az STA Liatest VWF-t (Diagnostica Stago, Asnieres,
Franciaorszag), a masikban IL Test VWF-t (Instrumentation Laboratory, Lexington, MA).
Referenciaként meghataroztuk a VIWF:Ag szintet ELISA modszerrel, VWF elleni poliklonalis
antitestekkel (Dako, Glostrup, Dania). A risztocetin kofaktor aktivitas mérése részben
hagyoméanyos médon, liofilizalt vérlemezkék agglutinacidjaval tortént a Ristocetin Cofactor
Assay-vel, részben pedig egy uj ELISA modszerrel, mely a plazma VWF glycocalicinhez vald
kotodését méri risztocetin jelenlétében. Roviden: az ELISA lemezt 24B3 jelii, GPIba elleni
monoklondlis antitesttel inkubaltuk, 3%-os tejporral blokkoltuk és thrombocytaszegény
plazméval torténd inkubdciod révén glycocalicinnel fedtiik. A lemezre vitt mintak 1 mg/ml
kotédott VWF mennyiségét tormaperoxidaz jelzett poliklonalis VWF elleni antitesttel mértiik.
A kollagén kotd aktivitas (VWF:CB) meghatarozadsa ELISA moddszerrel tortént, human Ill-as
tipusu kollagénnel (Sigma, St.Louis, MO) fedett lemezeken. A reuma faktor meghatarozasat a

II1. Belklinika Immunolégiai Laboratoriuma végezte turbidimetrids modszerrel.



Ad 3. A Bernard-Soulier szindromas beteg vizsgalata

Egy 38 éves belga ndbeteg vizsgalatat végeztik el. A betegség vezetd tlinete a
menarchetdl kezdve jelentkezd, vashiany anaemiat is okozo kifejezett meno—metrorrhagia
volt. Sziilést kdvetden is erds vérzés jelentkezett. Fia szintén vérzékeny volt, harom évesen
tonsillectomidt kdvetden transzfuziora szorult. A beteg korabbi laboratoriumi adataibol ismert
volt thrombocytopenidja (44 - 82 G/, referencia tartoméany: 160-400 G/I). A vérkenetben
orias thrombocytak voltak megfigyelhetok. Vérzés ideje 20 perc feletti volt. Az alvadasi idok
¢s a VWF paraméterek normal tartomanyba estek. Thrombocyta aggregacio thrombocyta dus
plazméban (PRP) tortént ADP-vel (végkoncentracio: 5 uM), kollagénnel (végkoncentracio:
2,5 pg/ml) és risztocetinnel (végkoncentracio: 1,2 mg/ml). A thrombocytdk felszinén a
GPIb/IX/V komplex jelenlétét aramlési citometriaval és Western blot analizissel vizsgaltuk.
Az aramlasi citometrias méréseket Jean-Pierre Delville (Laboratoire D’Hematologie, Hopital
Erasme, Universite Libre de Bruxelles) végezte a komplex egyes elemei elleni monoklonalis
antitestekkel Facscalibur (Beckton Dickinson, San Jose, CA) késziiléken PRP-ben indirekt
immunfluoreszcencias modszerrel és teljes vérben direkt immunfluorescencidaval. A
GPIb/IX/V  komplex egyes elemeinek mennyiségi meghatdrozdsa Cytoquant CDA42
Quantification kit-tel (Biocythex, Marseille, Franciaorszag) tortént. A vérlemezke lizatum
készitéséhez a mosott PRP-t pufferben (0,34 M Tris-HCI, 39% glycerol, 7,8% SDS)
reszuszpendaltunk, thrombocyta lizatumot nem redukalo (0,34 M Tris-HCI, 39% glycerol,
7,8% SDS, 0,01% bromfenolkék) és redukald (+ 5% merkaptoethanol) pufferben 7.5% és
10%-0s SDS-poliakrilamid gélen elektroforetizaltunk. A fehérjéket nitrocellul6z membranra
(Schleicher és Schuell, Dassel, Németorszag) vittiik at és GPIba valamint GPIX elleni
monoklonalis, illetve GPIbB elleni poliklonalis antitesttel jeloltik. A genomidalis DNS-t a
QIAamp DNA Blood Midi Kit-tel (QIAGEN, Westburg, Hilden, Németorszag) szeparaltuk,

¢s a GPIba, a GPIbB és a GPIX génjét PCR modszerrel amplifikaltuk. A PCR termékeket
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pCR4-TOPO vektorba ligaltuk (TOPO™ TA Cloning Kit for Sequencing, Invitrogen BV,
Groningen, Hollandia). A DNS szekvenalas részben manudlis aton tortént T7 szekvenalo kit
segitségével (Pharmacia Biotech, Roosendaal, Hollandia) BioRad késziiléken (BioRad,
Hercules, USA), részben ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing kittel (PE
Applied Biosystems, Warrington, Anglia) ABI PRISM 310 szekvenatoron. A homo- illetve
heterozygota allapot megallapitasadhoz a GPIX 3-4 PCR termékeket Fnu4H1 (New England
Biolabs, Hitchin, Anglia) restrikcids enzimmel emésztettiik és az eredményt agardz gélen

értékeltiik.

EREDMENYEK

Ad 1. A nagy nyirderejl dramlasi modszerekkel kapott eredmények

Veérzés idé: Az enyhén vérzékeny 1. tipust betegek koziil kettdnek (2/13, 15,4%) volt
megnyult (> 9,5 perc) a vérzés-ideje. Tizenegy esetben (11/13, 84,6%) normalis eredményt
kaptunk. Kilenc sulyosan vérzékeny 1. tipusu betegiink koziil hétnek (77,7%) volt a vérzés-
ideje >9,5 perc, koziiliik kettonek 20 perc feletti. A 2A ¢€s a 3-as tipusba tartozo betegeinknél
valamennyi esetben 20 perc feletti vérzés-idot észleltiink, mig 2B tipusban a vérzés ideje csak
annak a betegnek (A.E.) volt jelentésen megnyult, akinek a thrombocytaszama igen kicsi (20
G/l) volt. A normalis thrombocytaszammal rendelkezd, klinikailag stlyos tlinetekkel bird
masik két beteg esetében a vérzés id6 csak mérsékelten hosszabbodott illetve normalis volt. A
fentiek alapjan valamennyi beteg eredményét figyelembe véve a vérzés id0 meghatarozas
szenzitivitasa 50%-nak adodott.

Az O'Brien-féle filterteszt eredményei: A jellemzd paraméterek kozil a két
antikoaguldnssal kapott zard cseppszamot és a két fazisban kapott thrombocyta-retenciot
értékeltiik. Bar az 1-es tipust, enyhén vérzékeny betegeknél csupan 53,8%-ban (heparin)

illetve 58,3%-ban (citrat) kaptunk koros eredményt a zard cseppszam vonatkozasaban,
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citratos vérmintaval a 2. fazisban kapott retencié azonban 11/12 esetben (91,6%) csokkent
volt. Sulyos tiinetekkel rendelkez6, 1-es tipusu betegek esetén mar minden betegnél a normal
tartomany folotti zard cseppszamot kaptunk, heparinnal 6/9, citrattal 8/8 esetben pedig
egyaltalan nem észleltiink filterzarast. Citratos mintdknal a thrombocyta retencidé az elsd
fazisban valamennyi betegnél, a masodikban 7/8 betegnél (87,5%) kisebb volt a laboratoriumi
kontrollndl. A 2-es és 3-as tipusba tartozd betegek esetében citrattal a zard cseppszam
valamennyi esetben koros volt, a filter nem ill. egy 2B tipust betegnél késén zart. Heparinnal
6/7 esetben nem tapasztaltunk filterzarast és az elobb emlitett betegnél a zard cseppszam
éppen a felso hatarra esett. Ezen egy beteg kivételével a thrombocyta retencid is csokkent volt
mindkét fazisban. A legszenzitivebb paraméternek a citratos vérrel a 2. fazisban kapott
vérlemezke retencid bizonyult. Ez a paraméter egyben specifikus (94.7%) ¢és a pozitiv ¢€s
negativ prediktiv értéke (96% ill. 81.8%) is ennek a jellemzdonek a legnagyobb az O'Brien-féle
filterteszt vonatkozasaban.

PFA-100 késziilékkel kapott eredmények: Enyhe, 1. tipust betegség esetén a kollagén-
adrenalinos patronok szenzitivebbek (76.9%) a kollagén-ADP-s patronoknal (38.5%), ez
utobbiak meglepden rosszul jelezték az enyhe VWB-t. Stlyos vérzékenység és varians tipus
esetén azonban egy beteg kivételével minden esetben a zarddasi id0 a normal értéknél
hosszabb volt, illetve az eszkdz nem zart. A vizsgéalat mindkét patronnal specifikusnak
bizonyult (koll/epi: 96.7% , koll/ADP: 100%) és a pozitiv (koll/epi: 96,3%, koll/ADP 100%)

valamint negativ prediktiv értéke (koll/epi: 87.9%, koll/ADP: 78,9%) is nagy volt.

Ad. 2. A reuma faktor zavard hatdsa az immunturbidimetrias elven miikodé6 VWF:Ag

meghatarozasra

Megfigyelésiink lényege, hogy a két azonos, immunturbidimetrids elven miikddo

VWF:Ag meghatarozas betegiink esetében jelentdsen eltéré eredményt adott (150 % vs 7 %).
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Ezt az eltérést ismételt vizsgalatokkal is megerdsitettiik. Az ELISA modszerrel kapott
VWF:Ag meghatarozas az IL Test VWF-al kapott alacsony VWF szintet tdmasztotta aléd
(14%). Gyermekei esetében is alacsony VWF:Ag értékeket kaptunk és naluk nem
tapasztaltunk ellentmondast a két immunturbidimetrids modszerrel kapott eredmény kozott
(J.L.: 12% vs 10%; ELISA: 10%, J.I.: 14% vs 12%; ELISA: 13%). A VWF funkcionalis
tesztjei valamennyi beteg esetében erdsen csokkent VWF aktivitast mutattak. A risztocetin
kofaktor aktivitas két modszerrel torténd meghatarozasaval kapott eredmények jol korrelaltak
egymassal és a kollagén koté aktivitdssal. Az ellentmondiasos VWF:Ag eredmények
magyarazatat keresve irodalmi adatok alapjan reuma faktor meghatarozast végeztiink.. Az apa
esetében nagy titer(i reuma faktor pozitivitas igazolodott (127 E/ml normal tartomany: 0-50

E/ml). Gyermekeinél nem volt kimutathaté reuma faktor. Az els6 megfigyelést kovetéen
két masik, silyos von Willebrand koéros betegtinknél tapasztaltunk hasonléan
ellentmondasos eredményeket: egy 1-es tipusit VWB esetében a VWF:Ag 53 % vs. 10 %

(VWF:RCo < 10%), egy 3-as tipusu betegnél VWF:Ag 50 % vs. <2 % (VWF:RCo < 10%).

Mindkét betegnél RF pozitivitast talaltunk.

Ad 3. A Bernard-Soulier szindromas beteg vizsgalataval kapott eredmények

A thrombocyta aggregacio soran normalis aggregaciot talaltunk ADP-vel (71%, RR:
64-100%) és kollagénnel (87%, RR: 79-100%). Ugyanakkor a risztocetin indukalta
thrombocyta aggregacio csokkent volt (6%, RR: 84-100%) és ezt normal plazma hozzéadasa
nem korrigalta. Ez az eredmény megerdsitette a beteg klinikai tiinetei, thrombocytopeniaja €s
orids thrombocytai altal felvetett Bernard-Soulier szindroma lehetdségét.

Aramlasi citometrids vizsgalatok soran a kiilonbozd antitestekkel tortént mérések

eredménye szerint a GPIba, a GPIbP és a GPIX expresszidja hasonldo mértékben csokkent a

13



thrombocytak felszinén, a GPV kisebb csokkenést mutatott. A GPIb/IX/V komplex elemeinek
mennyiségi meghatarozasara alkalmas Biocythex kit-tel kapott eredmények szerint a GPIba,
GPIX ¢és GPV expresszid a kontroll 15%, 9,6% illetve 21%-a. A vérlemezkék nagyobb
méretének megfeleléen a GPIIb/Illa és a PAR-1 expresszidja a kontrollhoz képest fokozott
volt.

A vérlemezke lizatum Western blot analizisével a GPIba csak nyomokban volt jelen, a
GPIbB és a GPIX nem érte el a kimutathatosadgi szintet. A beteg mintajaban nem volt
detektalhat6é a GPIbo-GPIbp komplex.

A GPIba, a GPIbB és a GPIX génjeinek PCR amplifikaciojat és szekvendlasat
végeztiik el. Ennek soran egyetlen mutdciot talaltunk: a GPIX génjében az 1826. helyen egy
A — G cserét, mely a GPIX aminosav sorrendjében egy Asn45Ser cserét eredményez.

A kapott mutacié egy Uj hasitasi helyet képez az Fnu4HI restrikciés enzim szamara.
Restrikcios enzim analizisel megallapitottuk, hogy a beteg homozygota a kapott mutaciora.
Erdekes modon a beteg fia, akinek részletesebb haemostaseologiai vizsgalatara nem volt

lehetdségiink, ugyancsak homozygotanak bizonyult.

MEGBESZELES

Ad 1. A von Willebrand kor klinikuma igen heterogén, a teljes tiinetmentességtol
(akiknek betegségére csak csaladvizsgalat soran deriil fény) a sutlyos, életet veszélyeztetd
vérzésekig terjed. Azonban valamennyi beteg esetén igaz az, hogy valamely provokald
hatasra (foghtizas, miitét, sziilés, stb.) sulyos vérzéses komplikaciok jelentkezhetnek. Mivel
ma mar vannak a keziinkben olyan lehetdségek, melyekkel egy ilyen vérzés megel6zhetd,
illetve jol kezelhetd (DDAVP, ill. VWF tartalmt faktor-koncentratumok), nagyon fontos a

betegség idoben vald felismerése.
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A pontos diagnodzis felallitdsdhoz szdmos, a VWF mennyiségére, mukodésére,
szerkezetére iranyulo vizsgalat elvégzése sziikséges. Ezen modszerek mindegyike idéigényes,
megfeleld laboratoriumi hatteret igényel. A gyakorlatban sziirtesztként hasznalt vérzés ido
meghatarozast szamos, a vizsgalotol €és a vizsgalt betegtdl fliggd tényezd befolyasolja.
Sziikség lenne tehat egy olyan mddszerre, ami konnyen kivitelezhetd, vizsgalotol fiiggetlen, a
beteg szamara nem jelent nagyobb megterhelést, és megfeleld eszkoz birtokdban barhol
elvégezhetd.

A VWF alapvetd szerepet jatszik a nagy nyirderejli aramlasi viszonyok kozott
bekovetkezd thrombocyta adhézidoban. Ennek alapjan a nagy nyirderejli aramlési viszonyok
kozotti thrombusképzddést modellezd eszkozoknek alkalmazhatoknak kell lenniiik a VWF
mikodésének vizsgalatara. Két ilyen moddszer, az O’Brien féle filterteszt és a PFA-100
alkalmazasat vizsgaltuk a VWB diagnosztikajaban. A két moddszer kozos vonasa, hogy
kapillaris méretli porusokon teljes vért présel at nagy nyomassal. Kiilonbdznek abban, hogy a
PFA-100 esetében a membran felszine — az érfalsériilést kozelebbrél modellezendd —
kollagénnel és egy aggregald agenssel (ADP vagy adrenalin) van bevonva, mig az O’Brien-
féle filtertesztben a vérlemezkék iivegszalakhoz tapadnak ki és aktivalodnak.

Harminc beteget vizsgaltunk, akiknek a diagndzisa ¢€s a betegség tipusa korabbrol mar
ismert volt. A vérzés id6 gyakorlott vizsgalok kezében alkalmasnak mutatkozott a sulyosan
vérzékeny 1-es tipust betegek valamint a 2A és 3-as tipust betegség esetében szlirdtesztnek,
ugyanakkor az enyhén vérzékenyek kozott csupan két esetben volt megnyult. Erdekes, hogy
2B tipust betegeink koziil csak annak volt jelentdsen hosszabb a vérzés ideje, akinek a
thrombocytaszama rendkiviil alacsony volt, ugyanakkor ez a beteg az utdbbi hat évben
klinikailag teljesen panaszmentes. Kifejezett tiinetekkel, nehezen befolydsolhatd vérzéssel
hospitalizalt betegiink vérzés ideje normalis volt, mig mind a filtertesztben, mind a PFA-100

vizsgalat soran sulyos VWF miikodési zavart tudtunk kimutatni. Az O'Brien-féle filterteszt
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citratos vérrel végezve érzékenyebbnek bizonyult. A legszenzitivebb paraméter a VWB
vonatkozasaban a masodik fazisban citratos vérrel kapott retencid, mely egyben specifikus €s
a pozitiv és negativ prediktiv értéke is ennek a jellemzdnek a legnagyobb. A zard cseppszam
az enyhe betegséget kevésbé jelzi, de sulyos 1. tipusu betegség €s 2-es illetve 3-as tipus
esetében valamennyi betegnél koros értéket adott. A PFA-100 két kiilonboz6 patronja koziil a
kollagén-adrenalinos patronnal végzett vizsgalat érzékenyebb az enyhe vérzékenységben
szenvedok esetén, mig sulyos vérzékenység €s varians tipust betegségben nincs kiillonbség a
két kiilonbdz6 patronnal végzett vizsgalat szenzitivitdsaban. A kollagén-ADP-s patronokkal
végzett vizsgalat specifikusabb, pozitiv prediktiv értéke adataink szerint 100%-o0s. A fentiek
alapjan a von Willebrand betegség szlirésére a kollagén-adrenalinos patronokkal végzett
vizsgalat javasolhat6 a nagyobb szenzitivitds miatt.

Két, nagy nyirderejii dramlasi viszonyokat modellezd moddszeriink nagyjabol azonos
mértékben (80-90%) mutatkozott alkalmasnak a von Willebrand betegség kimutatdsara, bar a
korabbi irodalmi adatokkal ellentétben a kollagén-ADP patronokkal kapott eredmények a
PFA-100 késziilékkel végzett vizsgalatban meglepden rosszul jelezték az enyhe VWB-t.
Ugyanakkor éppen ebben a csoportban bizonyult nagy segitségnek az O’Brien-féle filterteszt:
citratos vérmintaval a masodik fazisban 11/12 betegben (91,6 %) csokkent retenciot
észleltiink. A két modszer specificitdsa, pozitiv és negativ prediktiv értéke egybevetheto.

Osszességében tehat mindkét, nagy nyirderejli aramldsi viszonyokat modellezd
modszerlink alkalmas a Willebrand betegség sziirésére. Kiilondsen két esetben jelentenek
elényt a vérzés id0 meghatarozassal szemben: enyhe Willebrand kér és 2B tipusu betegség
esetén. Ezen konnyen kivitelezhetd, nagyobb gyakorlatot nem igényld és a beteg szamara a
vérzés id6 meghatarozasnal kisebb megterhelést jelentdé modszerek feltétlentil ajanlhatok a

von Willebrand betegség sziirdvizsgalatara.

16



Ad 2. A VWB diagnosztikajanak alapvet6 modszere a VWF:Ag szint meghatarozas.
Az utébbi években egyre inkabb elterjedtek az immunturbidimetrias elven miik6dé VWF:Ag
tesztek. A reuma faktor jelenléte az ezen az elven miikodé VWF:Ag meghatarozasokat
befolyéasolhatja. Megfigyelésiink (ijdonsaga, hogy a reuma faktor eltéré mértékii hatassal van
a kiilonb6zo gyartotol szarmazdé VWEF:Ag tesztekre. Ezek az eltérések nagy jelentdségiiek,
hiszen tévesen magasnak mért VWF:Ag szint egyes esetekben a VWB diagndzisanak
kizarasahoz vezethet, maskor — a VWF:RCo-val vagy VWF:CB-al egyiitt értékelve — a
betegség téves altipusba soroldsahoz. Fontos, hogy a klinikumnak ellentmond6 eredmény
vagy valamilyen autoimmun betegség fennallasa esetén a VWF:Ag szint tobb modszerrel
torténd meghatarozasara torekedjiink illetve a vizsgalatokat reuma faktor meghatirozassal

egészitsiik ki.

Ad 3. Egy 38 esztendds belga ndbeteg vizsgalatat végeztikk el. A Bernard-Soulier
betegség diagnozisa a thrombocytopenidn, a periférias kenetben észlelt orids thrombocytakon
¢s a normal von Willebrand faktor antigén ¢&s aktivitds mellett mért jelentdésen csokkent
risztocetin indukélta thrombocyta aggregacion alapult. A GPIb/IX/V komplexet alkotd
glikoproteinek jelenlétét a beteg vérlemezkéin aramlasi citometriaval és a vérlemezke lizatum
Western blot analizisével vizsgaltuk. Aramlasi citometridval valamennyi glikoprotein
jelenléte kimutathaté volt, mennyiségi meghatarozassal legkifejezettebben a GPIX,
legkevésbé a GPV mennyisége csokkent. Western blot analizissel nem volt detektalhatd
mennyiségli GPIX ¢és GPIbB. A GPIlboa mennyisége csokkent. Ugyanakkor nem tudtuk
GPIba-GPIbp komplex jelenlétét igazolni a beteg thrombocyta lizatumaban. Az aramlasi
citometrids mérések eredménye alapjan eldszor a GPIX szekvenalasat végeztiik el. Ennek
soran egy missense pontmutaciot, az 1826. helyen egy adenin-guanin cserét talaltunk, mely a

fehérje aminosav sorrendjében Asn45Ser cserét eredményez. Restrikcids enzim analizis
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alapjan a beteg homozygota volt erre a mutaciora. A GPIba és a GPIbP szekvenalasaval
(LRM) érinti. Az LRM pontos funkcidja nem tisztazott, de a GPIX és a GPIb kozotti nem
kovalens kapcsolat kialakitasdban van szerepe. Ebben rokonsagot mutat mas LRM tartalmu
proteinekkel, példaul a Drosophila toll, chaoptin és connectin fehérjéivel, melyek mas sejtek
azonos szerkezetli receptorainak Osszekapcsoldsa révén biztositjak a sejtek kozotti
Osszekottetést. Az LRM Asn45Ser mutacioja transzfektalt sejtekben gatolta a GPIbB- GPIX
kozotti kapesolat 1étrejottét. A GPIbB-GPIX komplex hidnyaban a GPIba stabilitdsa romlik,
lebomléasa fokozddik, ami a felszini expresszio jelentds csokkenéséhez és Bernard-Soulier
szindroma kialakuldsahoz vezet. A belga betegilinknél talalt mutaciot elészor egy ,,compound”
heterozygota angol betegben irtdk le, késObb egy homozygota osztrak, egy svéd és hét finn
betegben. Sajat kozlésiinket kdvetden még négy német €és egy ,,compound” heterozygota
kanadai betegnél talaltak ugyanezt a mutaciot. A kanadai beteg francia-ir szarmazasu
édesanyjatol orokolte az Asn4SSer cserét. Sajat esetiink kiilon érdekessége, hogy a beteg fia
ugyancsak homozygota erre a mutaciora, igy édesanyjaval rokonsagban nem all6 édesapjanak
is hordoznia kellett ezt az aminosavcserét. Az ugyancsak részletesen vizsgalt japan és olasz
Bernard-Soulier szindromds betegcsoportban ugyanakkor nem fordult eld ez a genetikai
eltérés. Mindezek alapjan tigy tlinik, hogy az Asn45Ser mutéacio az észak- és nyugat-eurdpai
népesség legelterjedtebb, Bernard-Soulier szindromat okozé muticidja. Figyelembe véve,
hogy a felsorolt betegek tobbségének diagnodzisa kezdetben immun thrombocytopenias
purpura (ITP) volt és ennek megfeleld terapiaban részesiiltek, terapia refrakter ITP esetén a
Bernard-Soulier szindroma lehetdsége illetve annak hordozo allapota mérlegelendd. Ilyen
esetekben feltétleniil ajanljuk a risztocetin indukalta thrombocyta aggregacié elvégzését a

diagnozis tisztazasa céljabol.
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OSSZEFOGLALAS

Nagy nyiroerejii aramlasi viszonyok kozott a thrombocyta adhéziot a von Willebrand
faktor biztositja. A VWF receptora a vérlemezkék felszinén a GPIb/IX/V komplex. Ha a
VWEF ¢s a GPIb kozotti kapcesolat megbomlik, vérzékenység alakul ki. Munkank soran a
VWF ¢és a GPIb karosodasaval jaré allapotok, a von Willebrand betegség ¢s a Bernard-Soulier
szindroma diagnosztikai lehetdségeit igyekeztiink boviteni.

Az irodalomban az els6k kozott vizsgaltuk a nagy nyiroerejii d&ramlési viszonyokkal
dolgozd modszerek, a PFA-100 késziilék és az O’Brien-féle filterteszt szerepét a VWB
diagnosztikdjaban. Megallapitottuk, hogy mindkét moddszer szenzitivebb a hagyomanyos
vérzés id6 meghatarozasnal. A két modszer szenzitivasa, specificitasa, pozitiv €s negativ
prediktiv értéke egybevethetd volt.

Megfigyeltiik, hogy az immunturbidimetrias elven mikodé VWF:Ag meghatdrozast a
reuma faktor jelenléte zavarja. Uj eredményként megallapitottuk, hogy ez a hatas reagenstl
fiiggden jelentkezik. A reuma faktor befolyasold hatdsa komoly tévedésre ad lehetdséget a
VWB diagnosztikajaban.

Egy Bernard-Soulier szindromas beteg klinikai és genetikai vizsgalatat végeztiik el. A
GPIX-ben talalt Asn45Ser mutacid az észak- €s nyugat europai lakossag leggyakoribb, BSS-t
okozd mutacidja. Ennek lehetdségét figyelembe kell venni a terdpia refrakter ITP-s esetek

differencialis diagn6zisaban.
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