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BEVEZETES

Haemostasison azon rendkiviil bonyolult és jol szabalyozott mechanizmusok
Osszességét ¢értjik, melyek biztositjak, hogy az érfal endothel rétegének
megszakadasat kovetden a sérilés helyén a vérzést megallitd vérrog keletkezzen, s
ugyanakkor az igy keletkezett vérrog novekedése csak addig folytatodjon, amig az a
vérzés csillapitasahoz szlikséges. A feleslegessé valt thrombus ezutin fokozatosan
lebontddik, eltlnik a szervezetbdl.

Az elmult évtizedekben a haemostasis alapvet6 folyamatairdl alkotott
elképzelés keveset valtozott: az érfal sériilését vazokonstrikcié kéveti, majd az
endothel sérilés kévetkeztében a vérarammal kapcsolatba kertilt subendothelialis
strukturakon egy vérlemezke réteg jon létre (adhézid), melyet tovabbi vérlemezke
aktivacio és aggregacio kovet. Bzt a primer haemostasisnak nevezett folyamatot a
véralvadasi kaszkad aktivalodasa koveti (szekunder haemostasis). Az igy keletkezett
véralvadékot a fibrinolitikus rendszer bontja el.

Bar az alapveté mechanizmusokrdl alkotott fogalmaink keveset valtoztak, az
elmult tiz évben azonban egyre hangsulyosabb szerepet kapott a vér alkotdelemei
és az érfal mellett a mar Virchow altal is emlitett harmadik tényez&: a vér aramlasi
viszonyal. Mig a keringés vénas oldalan, ahol az aramlas lassu és az aramlé vér
rétegei kozott fellépd nyirderd kicsi, az alvadasi faktorok mikodése dominans,
addig a nagy nyiréerével jellemzett artérias keringésben, a mikrocirkulacio

arteriolaiban a primer haemostasis szerepe meghataroz6. Nagy nyiréerejii aramlasi



viszonyok kozott érfalsériilést kovetSen a thrombocyta adhézid 1étrejottéhez olyan
nagy ereji kotésre van sziikség, ami képes az araml6é vorosvérsejtek altal az érfal
kozelébe kiszoritott, nagy sebességgel haladé vérlemezkéket idSlegesen a
subendothelialis struktirakhoz koétni, haladasukat lelassitani, megteremtve a
teltételét annak, hogy az aktivalédott thrombocytak és az érfal kozott végleges,
erés kotés, stabil adhézié alakulhasson ki. Ezt a nagy ereji kapcsolatot a
szervezetben a von Willebrand faktor (VWF) biztosita. A VWEF jelenléte
nélkilozhetetlen a nagy nyiréereji aramlasi viszonyok kozott kialakulo
thrombocyta adhézidhoz. Hianyaban egy gyakori, tobbnyire velesziletett
vérzékenység, a von Willebrand betegség (VWB) alakul ki. A von Willebrand faktor
receptora a vérlemezkék felszinén a glikoprotein (GP) Ib/IX/V komplex. Ennek
hianya vagy csokkent muikodése ugyancsak vérzékenységhez vezet, a VWB-nél
joval ritkabban el6fordulé Bernard-Soulier szindrémat okozza.

Jelen dolgozat célja a szerz6 VWEF és a GPIb/IX/V receptor kozotti
kolcsonhatassal kapcsolatban végzett laboratériumi munkainak Osszefoglalasa.
Kilén hangsulyt kap a nagy nyiréerejd aramlasi viszonyokkal dolgozé modszerek
szerepének vizsgalata és 6sszehasonlitasa a von Willebrand betegség sziirésében és
diagnosztikajaban valamint egy Bernard-Soulier szindrémas beteg klinikai és
genetikai vizsgalata. Emellett helyet kap az irodalmi Gsszefoglalas részeként a
szerzének a VWB diagnosztikajaban kialakult és kozleményben megjelent
munkamoddszere, valamint egy megfigyelés, mely a Willebrand betegség

diagnosztikajanak egyik buktatéjara hivja fel a figyelmet.



IRODALMI ATTEKINTES

A von Willebrand faktor 6riasi, multimer szerkezetd glikoprotein, mely a
plazmaban, a vérlemezkék o-granulumaiban és az endothel sejtek Weibel-Palade
testeiben fordul el6, valamint alkotorésze a subendothelialis matrixnak. Két
biologiai funkcidja van: egyrészt a VIII-as alvadasi faktor (FVIII) hordozo
molekulaja, masrészt alapvetd szerepet jatszik a sérilt érfal és a vérlemezkék kozti

kapcsolat biztositasaban nagy nyiréerej aramlasi korilmények kozott.

A von Willebrand faktor genetikija és szerkezete

A VWF génje a 12-es kromoszoma r6vid karjan talalhaté (Ginsburg, 1985),
180 kb nagysagu és 52 exont tartalmaz (Mancuso, 1989). A 22-es kromoszoman
egy pseudogént irtak le (Mancuso, 1991), mely a 23-34-es exonok duplikaciéjanak
telel meg és aminosav sorrendje 97%-ban azonos az eredeti szekvenciaval. A VWF
gén transzkripcidja az endothel sejtekre és a megakaryocytakra korlatozodik. Az
elsédleges géntermék a pre-pro-VWF, mely 2813 aminosavbol all és tartalmaz egy
22 aminosav alkotta szignal peptidet, egy 741 aminosavbol allé propeptidet és a
2050 aminosavbol all6 érett VWE alegységet. A jelenlegi némenklatira szerint az
aminosavak szamozasa a szignal peptid elsé metioninjétdl kezdddik, igy az érett
VWFE alegység elsé aminosava a pre-pro-VWEF 764. aminosavaval egyezik meg

(Goodeve, 2001). A fehérje ismétl6dé doménekbdl épil fel, melyek sorrendje:

D1-D2-D’-D3-A1-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2-CK. A D1-D2 domének a



propeptid  részei, diszulfid izomeraz aktivitasuk révén részt vesznek a
multimerizacioban. A D’ és D3 domén a VIll-as faktor kapcsoldodasi helye, de
tartalmaz egy heparin ko6t szekvenciat is. A D3 domén ciszteinjei vesznek részt a
multimer szerkezet kialakitasaban. Az Al domén {6 funkcidja a thrombocyta
membran GPIb receptorahoz kapcsolodas, emellett heparin, kollagén (VI-os tipus)
és szulfatid kotd aktivitasa is van. Az A3 domén a 6 kollagén koté receptor (I-es
és I1I-as tipusu kollagén). Az A2 doménben talalhat6 az 1605-6s tirozin és az 16006-
os metionin kézo6tt a VWE proteolizisét végzé6 ADAMTS13 enzim (a disintegrin
and metalloprotease with thrombospondin repeats) hasité helye. A C1 domén
része az Arg-Gly-Asp szekvencia, melyhez az o,,B; integrin koétédik. A
monomerek CK doménjei koézott kialakulé diszulfid hidak hozzak létre a
multimerizacié kiindulé elemét jelent6 dimert. A VWF szerkezetét és az egyes
domének funkcidjat szemlélteti az 1. abra.

A VWF 10-19% szénhidratot tartalmaz, egy monomerhez 22 oligoszacharid
oldallanc kapcsolédik, 12 amino-, 10 hidroxi-gyokon keresztil (Titani, 19806). A
szénhidratlancok jelent6sége nem teljesen tisztazott, de ugy tlnik, hogy szitkséges a
monomer-dimer atalakulashoz (Wagner, 1986) és a VWF nativ konformacidjanak
megorzéséhez: a szialsav oldallancok eltavolitasa (aszialo-VWF) thrombocytadus
plazmaban aggregaciot valt ki (Vermylen, 1974; 1976). A szénhidrat oldallancok
kozott az ABO vércsoportrendszer oligoszacharidjai is megtalalhaték (Matsui,
1992). A 0-s vércsoportuak VWE szintje 30%-kal alacsonyabb az A illetve B

vércsoportuakéhoz képest (Gill, 1987). A kilonbség oka feltehetbleg a VWF



rovidebb féléletidejében keresendé (Matsui, 1993, Bowen, 2003). A VWF

szerkezetének masik kiemelheté sajitossaga a nagy cisztein tartalom: a pre-pro-

VWE 2813 aminosavabol 234 cisztein (8,3%). Valamennyi cisztein inter- vagy

intramolekularis diszulfid hidak alkotasaban vesz részt (Marti, 1987).

SP  PROPEPTID MONOMER
22 as 741 aminosav 2050 aminosav -
DI D2 D’ | D3 Al A2 A3 D4 Cl|C2|ck
multimerizacié A dimer
< > <>
-5 1605Tyr 1606Met <
FVIII G’libB3
heparin ADAMTS13
<> <>
GPIb kollagén
kollagén
heparin
szulfatidok

1. abra A VWF szerkezete és kotShelyei. SP: szignal peptid, as: aminosav

A VWTF bioszintézise, szekrécidja és lebontasa

A szignal peptid eltavolitasit és a kezdeti glikoziliciot kévetben az

endoplazmatikus retikulumban a pro-VWF molekuldk a karboxi-terminalis CK

doménen keresztil dimerizalédnak, majd a Golgiban az N-terminalis régio

ciszteinjein keresztlil multimerek alakulnak ki, a fehérje tovabbi glikozilaciéjaval és

szulfatalasaval egy id6ben. Az endothel sejtek a multimerek 95%-at folyamatosan

szekretaljak, 5% palcika alakd, membrannal fedett organellumokban, az un.
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Weibel-Palade testekben tarolodik és csak bizonyos indukalé hatasokra (thrombin,
hisztamin, adrenerg stressz, DDAVP) szabadul ki a keringésbe. A

megakaryocytakban és a vérlemezkékben csak ez utdbbi, indukalt szekrécio

mikodik, a multimerek az a-granulumokban tarolédnak. A VWF multimerek
tomege 500 kD-t6l (dimer) 20000 kD-ig valtozhat, a Weibel-Palade testekben és az
o-granulumokban viszont ennél nagyobb, un. ultranagy multimerek is jelen vannak
és indukal6 hatasra a keringésbe kertilnek.

A multimerek lebontasat a mar korabban emlitett, a von Willebrand faktort
hasité specifikus metalloproteaz végzi, melyet az ADAMTS csalad 13-as szammal
jelolt tagjaként azonositottak (Fujikawa, 2001). Statikus korilmények kozott a
VWF rezisztens az enzim jelenlétére, viszont gyorsan lebomlik nagy nyirderejd
aramlasi viszonyok kozott (Tsai, 19906), feltehetéleg a nagy nyiréeré okozta
konformacié valtozas hatasara (Siedlecki, 1998). Ez magyarazza a silyos aorta
stenosishoz tarsul6 szerzett von Willebrand szindromat és az ennek kovetkeztében
kialakul6, angiodysplasias eredetd gastrointestinalis vérzéseket (Sadler, 2003;
Vincentelli, 2003). Az Al domén kapcsolédasa a GPIboa-hoz illetve heparinhoz
ugyancsak hozzaférhet6vé teszi az ADAMTS13 szamara az A2 doménben levé
hasitasi helyet (Nishio, 2004). Ez egyfajta ellenregulaciés mechanizmusként hat, a
nagy multimerek lebontasat biztositja az endothel sérilés és fokozott thrombocyta
aktivacio helyén.

Az ADAMTS13 velesziletett vagy szerzett hianya sulyos, életet

veszélyezteté betegséget, microvascularis thrombosisokkal, haemolysissel és
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sokszervi elégtelenséggel jaré thrombotikus thrombocytopenias purpurat okoz
(Furlan M, 1998; Tsai HM, 1998). Az endothel sejtek kilonb6z6 stimulald vagy
karosité hatasokra a tarolt ultranagy VWF multimerek szekréciojaval valaszolnak,
melyek P selectinhez horgonyozva 6sszekottetésben maradnak az endothel sejtek
telszinével és a keringd VWF-ral valé kapcsolédas révén hossza VWE szalakat
alkotnak (Savage, 2002). Normal kérilmények kozott az ADAMTS13 gyorsan
lebontja ezeket a rendkivil thrombogen molekulakat. ADAMTS13 hianyaban
viszont thrombocyta thrombusok jonnek létre, melyek a keletkezés helyén vagy
onnan leszakadva és embolusokat alkotva elzarjak a kis arteriolakat, szoveti
ischaemiat és microvascularis haemolysist okozva. A szétes6 vOrosvérsejtekbdl

telszabadulé ADP tovabb erdsiti az aggregacios folyamatot (Lopez, 2004).

A VWF miukddése

A von Willebrand faktornak kett6s funkcidja van: egyrészt a FVIII szallité
molekuldja, megvédi a proteolizissel szemben. Ha a VWF mennyisége
szamottevéen csokkent, a FVIII féléletideje révidul, szintje alacsonyabb. Ilyenkor a
primer haemostasis zavara a szekunder haemostasis zavaraval tarsul.

A VWF masik funkcidja, hogy biztositja a primer haemostasis mikodését
nagy nyiroerejli aramlasi viszonyok kozott. Az erekben aramlé vér sebessége
valtozik az érfaltél valoé tavolsag fiiggvényében: legnagyobb az ér kozepén és
fokozatosan csokken az érfalhoz kozeledve. Ha a vért mint megszamlalhatatlan,

egymassal parhuzamosan elcsuszo réteget képzeljik el, a rétegek kozott
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nyirofesziltség alakul ki. A nyiréarany (mely a rétegek sebességkiilonbségébdl és
tavolsagukbol ered) a legnagyobb az érfal kézelében, éppen ott, ahol a nagyobb
mennyiségli vorosvérsejt tomeg altal a perifériara szoritott vérlemezkék aramlanak.
Fiziolégias korulmények kozott a legnagyobb nyiréarany a mikrocirkulacio 10-50
um-es kis arteriolaiban, ahol 500 és 5000 s kozétt véltozik (Ruggeri, 1997).
Patologias korilmények kozott, a verdereket szikité plakkok tetején a nyiréarany
ennél jéval nagyobb, 20-40000 s is lehet, amennyiben a szlikiilet mértéke eléri a
90%-ot (Ruggeri, 2003). A vénas rendszerben, ahol az aramlas lassu, a kollagén,
fibrinogén, fibronektin és a megfelel6 thrombocyta felszini receptorok kozotti
kotés elég erés ahhoz, hogy a vérlemezkék adhézidjat biztositsa. Ugyanakkor nagy
nyiréer6 esetén ezen kotések kinetikaja nem teszi lehetévé az adhézié elinditasat.
Ilyen kortlmények kozott valik nélkilozhetetlenné a VWE: a vérlemezkék GPIb
receptora és a subendothelialis struktarak kozott kotés jon létre, mely rovid
féléletidejd, gyors asszocidcids és disszocidcios rata jellemzi. Onmagiban ez nem
biztositja a stabil adhéziét, viszont a thrombocytak sebessége jelentésen csokken,
lasst gbrgé mozgast végeznek a sérilt érfal mentén, mikézben aktivalédnak. A
felszinen megjelens egyéb receptorok (pl. oy f;, ,B,) és szubsztratjaik kozott
kialakul6é kapcsolodas mar képes erds, stabil adhézidt biztositani (Savage, 1996;
1998). A VWF-nak ebben a funkci6éjaban meghataroz6 a molekula mérete: minél
t6bb receptor-ligand kapcsolédas alakulhat ki, annal erésebb kétés johet létre. Tgy a

primer haemostasis elinditasaban a nagy multimerek a leghatasosabbak.
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Normal kérilmények kozott a globularis szerkezetl von Willebrand faktor
és a vérlemezkék egymas mellett vannak jelen a keringésben anélkil, hogy
egymassal kapcsolatba kertlnének. A VWF-GPIb interakci6 kialakulasahoz a VWF
konformacidjanak megvaltozasa szikséges. Ezt fiziologias korilmények kozott
subendothelialis strukturakhoz kapcsolédas illetve a nagy nyiréer6 hozza létre
(Siedlecki, 1998), bar vannak ettél eltéré kisérletes adatok is (Novak, 2002).
Mesterséges, laboratoriumi  korilmények  kozott a VWEF-GPIb - kapcesolat
kialakulasat indukalhatjuk a szialsav oldallancok eltavolitasaval (aszialo-VWFE),
egyes monoklonalis antitestekkel (Tornai, 1993; Depraetere, 1998), illetve két
anyaggal: egy glikopeptid antibiotikummal, a risztocetinnel és egy kigyé mérgébdl
eléallitott fehérjével, a botrocetinnel. Patolégias korilmények kozott, a VWFE vagy
receptoranak mutacidja kovetkeztében a VWFEF-GPIb kapcsolédas spontan is
bekovetkezhet (2B tipusu illetve thrombocyta tipusu, ,,platelet type” von

Willebrand betegség).

A von Willebrand betegség el6fordulasa, tiinettana

A von Willebrand faktor szintjének csokkenése vagy koros muikodése egy
gyakori, tObbnyire orokletes vérzékenységet, von Willebrand betegséget (VWB)
okoz. A VWB el6fordulasi gyakorisagat egészséges populaciokon végzett
telmérések alapjan 1%-nak adjak meg (Rodeghiero, 1987), ugyanakkor a valéban
tinetekkel jaré betegség el6fordulasa ennél kisebb, kb. 1/10000 lehet (Sadler,

2000).
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A VWB-re a bér — és nyalkahartyavérzések a legjellemz6bbek. Kilonosen
gyermekkorban gyakoriak az orrvérzések, eléfordul foginyvérzés, illetve
fogextractiot kovetSen jelentkezé tartos, nehezen csillapithaté vérzés. A betegséget
nemegyszer gyermekkori tonsillectomiat kovetben felléps utovérzés kapcesan
diagnosztizaljak. A betegek bérén kis, sokszor nem is észlelt traumara nagy
véralafutasok jelennek meg. Haematuria és gastrointestinalis vérzés ritkabb, ez
utobbi inkabb 50 éves kor £0l6tt fordul elé. Komoly gondot jelentenek viszont a —
sok esetben — vashidny anaemiihoz vezeté menorrhagia és a szilést kovetéen
kialakul6 vérzéses komplikaciok. Ezek gyakorisaga miatt az autoszomalisan
6roklédo betegség néi predominanciat mutat. Sulyos von Willebrand betegségben,
vagy egy specialis alcsoportban, ahol a FVIII kotés karosodott, a szekunder
haemostasis zavara miatt haemophiliahoz hasonlé szovetkozti és {zileti vérzések is

el6fordulnak.

A von Willebrand betegség klasszifikacidja

Az 1990-es évek elejére az egyes betegek részletes kivizsgalasa kapcsan
felgyalt ismeretek a VWB rendkiviil bonyolult beosztasdhoz vezettek. Ezért
sziletett meg 1994-ben a ma is hasznalt, a mindennapi gyakorlatban jol
alkalmazhato6 4j klasszifikacio (Sadler, 1994). Eszerint a leggyakoribb 1-es tipus a
VWEF mennyiségének csokkenését, a ritka és stlyos 3-as tipus a VWF teljes hianyat
jelenti. A 2-es tipus a VWEF funkcionalis karosodasaval jaré allapotokat fedi,

normalis, vagy alig csokkent VWE szint mellett. A 2A altipusban a haemostasis
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szempontjabdl legaktivabb nagy multimerek hianya okoz vérzékenységet. A 2B
altipusban a VWF affinitdsa fokozott a GPIb receptor irant, ezért a nagy
multimerek a receptorhoz kapcsolédva thrombocyta aggregatumokat hoznak 1étre,
melyeket a szervezet eliminal a keringésbd6l. Ennek eredménye a nagy multimerek
hianya és a thrombocytopenia, amelyek egytittesen vérzékenységet okoznak. A 2M
altipus funkcionalis karosodast jelent normal multimer szerkezet mellett, mig 2N
tipusi VWB-ben a FVIII kotés karosodott, {gy haemophilidhoz hasonlé tiinetek
jelenhetnek meg.

A leginkabb tisztazott a genetikai hattér a tobbnyire autoszomalis dominans
Oroklédést mutatd 2-es tipusi von Willebrand betegségben (Meyer, 2001;
Schneppenheim, 2005). A 2A tipusa VWB-t két csoportra szoktak osztani: az 7-es
csoporfot  azok a mutaciok okozzak, amelyek a dimerizacio-multimerizacié
folyamatat érintik. Ezekben az esetekben a VWE intracellularis transzportja és
szekrécidja zavart, mind a plazmaban lev6, mind a thrombocyta VWE koéros
szerkezetl. Ide tartoznak a CK domén mutacioi (régi némenklatira szerint 11D
tipusa VWB), melyek a dimerizacié hibajat okozzak illetve a multimerizacio
gatlasaval jar6, a D1 és D2 domént (IIC) és a D3 domént (I1E) érinté mutaciok. A
2-es csoporfot azok az A2 domén azon mutaciéi alkotjak, melyek a VWF-t
fokozottan érzékennyé teszik a proteolizissel szemben. A nagy multimerek gyorsan
eltinnek a keringésbol, ugyanakkor a thrombocytakban, a proteolizist6l védett

helyen tovabbra is jelen vannak.
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A fokozott VWF-GPIb interakciéval jaré 2B tipust VWB-t az Al domén
mutacioi okozzak, ugyanezen régié mutaciél felelések a 2M tipust Willebrand
betegségért. Kilon emlitendd a jelenleg 2M tipusba sorolt Vicenza tipusa VWB,
melyre normal vagy enyhén megnyult vérzés id6 mellett erésen csokkent VWE
mennyiség és aktivitas jellemzé a plazmaban, mig a vérlemezkék VWE tartalma
tobbnyire normalis, bar egyes esetekben csokkent (Zieger, 1997). A plazmaban
ultranagy VWFE multimerek mutathatok ki (Mannucci, 1988). 2M Vicenza tipusu
VWB-t a D2 és D3 domén mutacioi okoznak (Castaman, 2000; Schneppenheim
2000). A 2M csoportba sorolhaték a VWEF A3 doménjét érints, csak a kollagén
kots képességet befolyasold mutaciok (Ribba, 2001; Schneppenheim, 2001) is. Az
autoszomalis recessziven 6rokl6dé 2N (Normandy) tipusu VWB-t okozé mutaciék
a D’ és D3 doménben helyezkednek el.

A VWF teljes hianyaval jaré 3-as tipust VWB autoszomalis recessziven
oroklodik, deléciok, nonsense és frameshift mutdciok okozzak. Az 1-es tipusu
VWB o6roklédése joval komplexebb, autoszomalis dominans médon 6roklédik
inkomplett penetranciaval. Mivel a von Willebrand faktor szintjét szamos genetikai
és nem genetikai tényez6 befolyasolja (vércsoport, polimorfizmusok, hormonalis
hatasok, kor, stressz stb.) 1-es tipusunak diagnosztizalt betegek esetében gyakran
nem igazolédik mutacié a VWF génjében. Ugyanakkor a kotelezéen heterozygota
egyének VWF szintje nem egy esetben normal tartomanyba esik. Ezért egy tjabb
vélemény szerint az l-es tipust VWB diagnoézisat a vérzékenységi tluneteket

mutatd, alacsony (20% alatti) VWF szintd betegekre kell fenntartani, akiknek a

17



csaladjaban a VWB autoszomalis dominans moédon 6roklédik. Azoknak az
esetében, akik nem felelnek meg ezeknek a kritériumoknak, de a VWF szintje

alacsony, ezt mint egyfajta vérzékenységre hajlamosité tényezét kell figyelembe

venni (Sadler, 2003; 2005).

A von Willebrand betegség terapiaja

A von Willebrand betegség egyik nem transzfuzids kezelési lehet6sége a
desmopressin (DDAVP), mely a vazopresszin szintetikus analégja. Az endothel
raktarakban levé VWFE-t szabaditja fel és néhany orara megfelel6 haemostasist
biztosit. Elsésorban 1-es tipusi VWB-ben hatékony, 2-es tipusban hatékonysaga
kérdéses, a 2B altipusban kontraindikalt. Nem transzfizios, kiegészité kezelési
lehet6ségként a fibrinolizis gatlok (s-aminokapronsav, tranexamsav) illetve
Osztrogén-progeszteron készitmények jonnek szoéba. Transzfuzids kezelésként
leginkabb a  FVIII-VWF  tartalmu  faktorkoncentratumokat alkalmazzuk
(legelterjedtebben a Haemate-P-t), stlyos esetben kertl sor thrombocyta

koncentratum illetve rekombinans aktivalt FVII adasara.

A von Willebrand betegség laboratériumi diagnosztikaja

A von Willebrand betegség diagnézisanak felallitasa illetve a betegség pontos
alcsoport meghatarozasa nem egyszert feladat. Tobbféle tesztet igényel, olyanokat
is, melyek nem részei a mindennapi laboratériumi gyakorlatnak, s nem egyszer a

vizsgalatok ismétlése sziikséges a biztos diagnézis kimondasahoz. A kapott

18



adatokat mindig koriltekintéen, a klinikai adatok (tarsbetegségek, gyogyszerszedés,
vércsoport stb.) figyelembe vételével kell értékelni.

A VWB diagnosztikajaban megkilonboztetiink gyorsan és egyszerten
kivitelezhetd, a vérzékenység fennallasat alatamaszté szuréteszteket, a VWB
diagnézisanak kimondasahoz sziikséges specifikus teszteket és az egyes altipusokat
elkiilonité diszkriminativ teszteket.

A sztir6tesztekhez tartozik a #hrombocyta szam meghatarozas, mely része
minden vérzékeny beteg kivizsgalasanak. A VWB 2B altipusaban és ,,thrombocyta
tipust” VWB-ben csokkent lehet. Az alvadasi id6k kozul az aktivilt parcidlis
tromboplasztin idi (APTI) megnyudlt azokban az esetekben, ahol a FVIII szintje
csOkkent. A mindennapi laboratériumi  diagnosztikaban a  vérzékenység
legoyakrabban hasznalt szlrétesztje még mindig a vérgés idd meghatarozas. A
jelenleg elfogadott metodika alapjan 40 Hgmm nyomas mellett, a betegek alkarjan
végzik, egyszer hasznalatos, standard méret( sebet ejté eszkozzel (Simplate 11 vagy
Surgicutt). A standardizalasi probalkozasok ellenére sok kritika érte a modszer
szenzitivitasat, specificitasat (Rodgers, 1990) és igazoltak, hogy preoperativ mérése
nem alkalmas a mutéti vérveszteség megitélésére (Lind, 1991; De Caterina 1994,
Gewirtz 1996). Kivitelezése erésen flgg az asszisztens gyakorlottsagatol. A betegek
rosszul toleraljak, a vizsgalat soran keletkezett sebek hegekkel gyogyulnak.
Mindezek miatt kertltek el6térbe azok az ,in vitro vérzés id6” meghatarozasi
modszerek, melyek alvadasaban gatolt teljes vérrel dolgoznak és a nagy nyiréerejd

aramlasi viszonyok kozotti thrombocyta adhéziot és aggregaciot modellezik. A
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legelterjedtebb ilyen eszkoz a Dade Behring cég PFA-100 (Platelet Function
Analyzer) késziiléke. A gép 5000-6000 s nyiréaranyt hoz létre oly médon, hogy
vakuum segitségével a vért egy kapillarison keresztil felszivja és ataramoltatja egy
nitrocellul6z membran 150 um nagysagu porusan. A sériilt érfalat ugy modellezik,
hogy a membrant I-es tipusa kollagénnel vonjak be. A késziilékhez két kilonb6z6
patront gyartanak: az egyikben adrenalint, a masikban ADP-t adnak a kollagén
mellé tovabbi aggregalé anyagként. Eredményként azt az id6t adja meg a készulék,
ami a nitrocelluléz membranon levé nyilas elzarédasahoz sziikséges (Kundu,
1995). Antitestekkel és peptidekkel végzett gatlasi kisérletekkel igazoltak, hogy a
zarddasi id6t befolyasolja a VWE, a thrombocytak GPIb és GPIIb/IIIa (integrin
o,PB;) receptora. Flggetlen a fibrinogén jelenlététl (Kundu, 1996). Csékkend
thrombocytaszam és a haematokrit hatasara a zarédasi idé egyenletesen né, nem
zarédik 10 G/l thrombocytaszam és 10% haematokrit alatt (Harrison, 1999).
Gyulladasos folyamatokban a VWFE szintjének emelkedése miatt a zarddasi id6
szignifikansan rovidul (Homoncik, 2000 A). A PFA-100 készulékkel kapott
zarédasi id6 megnyalt mindkét patronnal Bernard-Soulier szindrémaban és
Glanzmann thrombastheniaban (Harrison, 1999). Storage pool betegségben és
Hermansky-Pudlak szindromaban hossziak a zardédasi id6k adrenalinnal, mig
ADP-vel normalis vagy megnyult értékek is el6fordulnak (Harrison, 1999; Kerényi
1999). Normal értékeket kapunk afibrinogenaemiaban (Harrison, 1999). A PFA-
100 késziiléket alkalmasnak talaltdk a VWB sztarésére (Fressinaud, 1998; Cattaneo,

1999) és a desmopressin terapia monitorozasara (Fressinaud, 1999). Ugyanakkor 3-
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as tipusu betegekben a faktorkoncentratum alkalmazasat kovetSen a risztocetin
kofaktor aktivitds normalizalodasa ellenére a zarddasi id6 hosszd marad,
teltehet6leg a hianyzé legnagyobb VWFE multimerek, illetve a thrombocyta VWF
hiany miatt (Fressinaud, 1999; Meskal, 1999). A PFA-100 95%-os szenzitivitassal
jelzi az aspirin okozta szerzett thrombocytopathiat (Mammen, 1998). Dozis-
fuggben hosszabbitja a kollagén/adrenalin patronnal kapott zarédasi id6t
(Homoncik, 2000 B) normal kollagén/ADP zir6dasi idé mellett. A teoretikus
megfontolasok ellenére, bar a zarédasi id6é tovabb hosszabbodik, ha a beteg aspirin
mellett thienopyridin szarmazékot (ticlopidint vagy clopidogrelt) is szed (Kottke-
Marchant, 1999), 6nmagaban a thienopyridinek nem mindig okoznak zar6édasi idé
megnyulast. A PFA-100 sajat gyakorlati tapasztalataink szerint sem alkalmas a
ticlopidin és a clopidogrel hatisinak monitorozasira. Bolusban adott GPIIb/IIIa
gatlo abciximab hatasara a zarddasi idé azonnal mérhetetlentl hosszu lesz és a
hatas csak 24 6ra mulva sztinik meg (Madan, 2001).

Egy masik, nagy nyiréereji aramlasi viszonyokat modellez6 modszer az
O’Brien altal leirt filter teszt (O’Brien, 1987). A moédszer 1ényege, hogy 0,1-3,4 pm
atmér6ja uvegszalakbol alloé szlrén heparinnal illetve citrattal antikoagulalt teljes
vért aramoltatunk at 40 Hgmm nyomassal. A kapillaris méretd réseken ataramlo
vérben a thrombocytak aktivalodnak, aggregalodnak és az aggregatumok elzarjak a
filtert. A filteren atjutd cseppeket az elsé 5 s alatt (1. fazis) illetve a 20-40 s (2. fazis)
kozott felfogjuk, a thrombocytaszamot meghatarozzuk, és a kiindulasi vérlemezke

szam ismeretében a retinealédott thrombocytak mennyiségét meghatarozzuk. A
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masik jellemz& paraméter a zaré cseppszam, ami definicié szerint azt a
cseppszamot jelenti, amelynél 5 s alatt mar csak egy csepp vér jut at a szdrén. A
tilter zarédasahoz VWE és a thrombocytamembran receptorai kozil a GPIb illetve
a GPIIb/IIla szukséges (O’Brien, 1998). A filter zarédasa eltolédik illetve a
retencié kisebb VWB-ben, Glanzmann thrombastheniaban (Boda, 1996; Pareti
1996) és &-storage pool betegségben (Cattaneo, 1995). A moddszer alkalmas a
DDAVP hatasanak lemérésére, de a paramétereck nem normalizalédnak
faktorkoncentratum alkalmazasat kovetéen 3-as tipusa VWB-ben (Pareti, 1998). A

két modszer jellemz6it az 1. tablazat foglalja 6ssze.
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FILTERTESZT

JELLEMZO PFA-100

Nyiroarany (s™) 5000-6000 nincs adat
Vizsgalati anyag teljes vér teljes vér
Adheziv felszin kollagen tvegszalak
Aggregal6 anyag ADP vagy adrenalin nincs
Porus méret 150 pm ~5 um

Jellemz6 paraméter

Zar6dasi id6 (s)

zard cseppszam
thrombocyta retencié

(o)

A zarasban szerepet jatszo
tehérjék

VWE, GPIb, GPIIb/111a

VWE, GPIb, GPIIb/111a

Erzékeny fibrinogén

; L nem nem

jelenlétére

VW B-ben kdros igen igen

Alkalmas a terapia

monitorozasara VWB-ben
e DDAVP-vel e igen e igen
e faktorkoncentratummal ® nem ® nem
L, igen (kollagén/adrenalin

Aspirin érzékeny gen gén/ nem

patron)

1. tablazat: Az O’Brien-féle filterteszt és a PFA-100 jellemzoéinek 6sszehasonlitasa

A specifikus tesztek kozill a VWB diagnosztikajanak alapja a von Willebrand

faktor antigén (V'WF:Ag) meghatarozas, mely a VWF mennyiségét adja meg. A

hagyomanyos

meghatarozasi

mod

a Laurell-elektroforézis

(Laurell, 1966;

Zimmermann 1971). A legnagyobb szenzitivitisa az ELISA modszerrel mért

VWF:Ag szint mérésnek van (Favaloro, 1999 A), ugyanakkor egyszertiségik,
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gyorsasaguk és automatizalhatésaguk miatt az utdbbi években egyre inkabb teret
nyertek a latex  gyongyokhoz  kapcsolt  VWE  elleni  antitestekkel,
immunturbidimetrias  elven mkédé VWEF:Ag meghatarozasi modszerek
(Veyradier, 1999). A VWB diagnosztikajanak masik alapkéve a VWEF mtkodésének
vizsgalata. Erre a risztocetin kofaktor aktivitas (VWE:RCo), a kollagén kotéd
aktivitas (VWE:CB), illetve a FVIII koagulans aktivitas (FVIII:C) meghatarozasa
szolgal. A I'WF:RCo a legelterjedtebb modszer. Azt vizsgalja, hogy a beteg
plazmaja kontrollhoz képest milyen mértékben agglutinilja 1 mg/ml risztocetin
jelenlétében a formalin fixalt vagy mosott thrombocytikat. A moddszer id6- és
munkaigényes, aggregométert és a modszerben jartas asszisztenst igényel. Legfébb
hatranya azonban rossz reprodukalhatésaga (Favaloro, 1999, B). Ezért jelentek
meg a jobban standardizalhat6, ELISA moddszeren alapulé risztocetin kofaktor
tesztek, melyek a vizsgalt plazma VWF tartalmanak ELISA lemezhez kotott
rekombinans GPIb fragmenthez (Vanhoorelbeke, 2000) illetve glycocalicinhez
(Vanhoorelbeke, 2005) val6 kotédését vizsgaljak risztocetin jelenlétében. A
I'WF:CB a masik, kevésbé elterjedt funkcionalis teszt, melyet szenzitivebbnek és
reprodukalhatébbnak tartanak a VWE:RCo tesztnél (Favarolo, 1999, A). ELISA
modszer, mely kilonosen érzékeny a nagy multimerek jelenlétére (Casonato, 2001).
A FVIILC aktivitis APTI-n alapulé meghatarozasa indirekt médon a VWF
mennyiségérdl illetve FVIII kotd képességérdl tajékoztat. Alacsony a VWE

szintjének jelentds csokkenése illetve 2N tipusa VWB esetén.
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A diszkriminativ tesztek kozé tartozik a risgtocetin indukdlta thrombocyta
aggregdcio (RIPA) mely a beteg thrombocytadis plazmajaban, a risztocetin
kulonb6z6  koncentraciéi  (dltaldban  0,5-1,5 mg/ml) hatdsira  bekovetkezd
vérlemezke agglutinacioét vizsgalja. Alacsony VWE aktivitas mellett a RIPA is
csokken, de ez a modszer kvantitativ mérésre nem alkalmas. Diagnosztikai
jelentésége 2B illetve ,,thrombocyta tipusi” von Willebrand betegségben van, ahol
aggregaciot kapunk a normadl esetben hatastalan, alacsony (0,5-0,6 mg/ml illetve ez
alatt) risztocetin koncentraciok mellett. Az altipusok elkilonitésében ugyancsak
nagy jelentéségi a VW  multimer  szerkegetének  vigsgilata  SDS — agardz
gélelektroforézissel. A kilonbozoé felbontasu gélek lehet6vé teszik a nagy (esetleg
az ultranagy) multimerek jelenlétének megitélését és a proteolitikus fragmentek
vizsgalatat. A VWF FUVIII kitd  képességet  ELISA  moédszerrel  vizsgaljak
(VWE:FVIIIB), enneck a 2N tipust VWB és a haemophilia A elkiilonitésében van
jelentésége. A thrombocyta VWE:Ag, VWE:RCo és VWE multimer analizist néhany
specialis laboratérium végzi. Ennek alapjan kilonitheték el az 1-es tipuson belil a
normalis vagy csokkent thrombocyta VWF tartalommal jaré alcsoportok.

A von Willebrand betegség szamos laboratériumi tesztjét és azok
alkalmazasanak algoritmusat a 2. abran foglaltam 6ssze. 2-es tipust VWB akkor
mertl fel, ha a funkcionalis tesztek (FVIIL:C, VWEF:RCo, VWF:CB) és a VWEF:Ag
aranya 0,7 alatt van. A 2B tipusu és a pseudo — (vagy ,,thrombocyta tipusi”) VWB
kozott keveréses tesztekkel tudunk differencialni. 2B tipust VWB esetén a

tokozott aggregacios készség a beteg plazmajaval atvihetd.
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2. 4bra A von Willebrand betegség diagnosztikdja

Klinikum
(kor, nem, részletes csaladi és személyes anamnézis, kitérve a korabbi miitétekre,
terhességekre, sziilésekre, ndgyodgyaszati vérzésre; gydgyszeres terapia és vércsoport)

A/\A

Nem slirgds szituacio Siirgds helyzet
VWEF:Ag Thrombocytaszam
v T~ PI, APTI
mérhetetlen mérhetd Vérzés ido
! ! PFA-100

3-as tipusu VWB

FVII:C + VWF:RCo/VWF:CB

— T

Valamennyi FVIIL:C VWF:RCo/VWF:CB

aranyosan aranytalanul aranytalanul

csokkent alacsony alacsony

1-es tipusu VWE:FVIII kotés RIPA

VWB /\ /\
alacsony normal csokkent fokozott
2N tipusu haemophilia A VWFE multimer 2B tipust
VWB analizis vagy pseudo

L™

a nagy multimerek normal multimer

hianyoznak szerkezet

l l

2A tipusut VWB 2M tipusu VWB
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A GPIb/IX/V komplex szerkezete

A von Willebrand faktor receptora a thrombocytak felszinén a GPIb/IX/V
komplex. A komplexet négy transzmembran glikoprotein alkotja: a GPlba, a
GPIbB, a GPIX és a GPV. A polipeptidek a komplex alkotasaban 2:2:2:1 aranyban
vesznek részt. A GPlba a VWF és a thrombin receptora, a GPIbJ és a GPIX a
komplex stabilitasahoz szikséges. A peptidszintézist kovetéen a teljes komplex
létrejon az endoplazmatikus retikulumban perceken belul, majd a Golgiban
poszttranszlaciés modositasokon, féként glikozilacion megy at. GPIbB és GPIX
hianyaban a GPIba proteolizise jelentésen fokozoédik (Dong, 1998). A GPV nem
szitkséges a tobbi fehérje expresszidjahoz, és a GPV is megfelel6 szamban
megjelenik transzfektalt sejteken a komplex tébbi eleme nélkil, bar csokkent
szamban (Li, 1995). Valamennyi fehérje leucinban gazdag ismétl6dé szekvenciakat
tartalmaz valtozé szamban. A GPIba és a GPIbJ kozott diszulfid hid biztositja a
kapcsolatot, mig a GPIX és V nem kovalens kotéssel kapesolodik a komplex tobbi

eleméhez. A GPIb/IX/V komplex sematikus vazlatait mutatja a 3. abra.
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GP Iba GP Iba

von Willebrand factor
and thrombin

Q)
. O binding
N

macroglycopeptide

GPIX GP Ibp

C
Y
/777

kinase

cytoplasm 14-3-3 ( dimer

3. abra: A GPIb/IX/V komplex szerkezete. Forras: Lopez, 1998.

Az egyes glikoproteinek szerkezete j6l ismert (Clemetson, 1997; Lopez,
1998). A GPIba (135 kD, 610 aminosav) N terminalis globularis doménja iv
alakban 8 leucinban gazdag ismétl6dé szekvenciat tartalmaz (Huizinga, 2002) N- és
C terminalis oldalszekvenciakkal, a C-terminalis részén egy diszulfid hidakkal
Osszetartott dupla hurokkal. Ezt egy 19 aminosavbol allo, negativ toltésd,
aszpartatban és glutamatban gazdag szekvencia koveti harom szulfatalt tirozinnal,
ez a régié a thrombin kotShelye. Innen a membranig terjedé makroglikopeptid
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régi6 hexaszacharid oldallincokat tartalmaz minden 3. vagy 4. aminosavon. Ez a
peptidszakasz a globularis N termindlis részt kb. 45 nm-re kiemeli a membran f6lé
(Fox, 1988). A szénhidrat oldallicok eltavolitaisa a molekula ,,6sszeesését”
eredményezi, a VWF-t k6t6 N-terminalis rész ekkor csak kb. 15 nm-re emelkedik a
sejtmembran f6lé (Moshfegh, 1998). Bar a VWF kot képességét megtartja, a
receptor kevésbé hozzaférhetévé valik ligandjai szamara. A risztocetin illetve
botrocetin indukalta thrombocyta aggregacidhoz, illetve aramlé vérben a
thrombocyta adhézié létrejottéhez a makroglikopeptid rész épsége és megfelel6
glikolizaltsaga szikséges (Moshfegh, 1998; Li, 2002). A C terminalis
citoplazmatikus rész részint aktin k6t filamentumokon keresztiil a thrombocyta
cytoskeletonhoz kapcsolédik, részint pedig a 14-3-3 jeld proteinhez, mely a sejten
belili szignalizaciés folyamatok 0sszehangolasaban vesz részt.

A GPIbp (25 kD, 181 aminosav) és a GPIX (22 kD, 160 aminosav) hasonld
szerkezetl a GPIba-hoz, de csupan egy leucinban gazdag szekvenciat tartalmaz és
hianyzik a makroglikopeptid régio. A GPV (82 kD, 544 aminosav) 15 leucinban
gazdag szekvenciat tartalmaz patkéd alaka elrendezédésben. A fehérje pontos
teladata nem ismert, Ggy tlnik, hogy a vérlemezke aktivacié negativ regulatoraként
szerepel (Ramakrishnan, 1999). Egy thrombin hasitéhelyet tartalmaz. GPV hianyos
egerekben illetve a fehérje proteolizisét kovetéen fokozott a thrombin indukalta
thrombocyta aggregacid, feltehetéleg azaltal, hogy a GPV hasitasaval szabadda

.,

valik a GPIb thrombin ko6té helye. Ez a thrombosis készség fokozodasaval jar

egyutt (Ni, 2001).
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A Bernard-Soulier szindréma

A GPIb/IX/V komplex hiinya vagy funkciondlis defektusa kévetkeztében
jon létre az elsé leir6irdl Bernard-Soulier szindromanak (BSS) elnevezett korkép
(Bernard, 1948). A betegség klinikailag megkiilonboztethetetlen a VWB illetve a
vérlemezke mikodés egyéb zavarai altal okozott vérzékenységtSl: nyalkahartya és
boérvérzések  jellemzéek  (orrvérzés, foginyvérzés, ecchymosisok, meno-
metrorrhagia, gastrointestinalis vérzés). Gyakori a traumat, mutétet, szulést
kovetben jelentkezd vérzéses komplikacié. A Bernard-Soulier kér a von Willebrand
betegségnél joval ritkabban fordul el6, prevalencidja kisebb, mint 1/1 000 000 az
irodalomban ismertetett esetek alapjan (Lopez, 1998). Oroklédése tobbnyire
autoszomalis recessziv, autoszomalis dominans 6rokl6édés menetet csupan egy
csaladban irtak le (Miller, 1992). A tiinetmentes vagy enyhe tinetekkel jaro,
autoszomalis dominansan 6rokl6édé macrothrombocytopenidk egy részének
hatterében heterozygota BSS mutaci6 all (Savoia, 2001). A BSS gyanujat a valtozo
mértékd, tobbnyire mérsékelt thrombocytopenia, a vérkenetben észlelt orias
thrombocytak vethetik fel, a vérlemezkék mérete a 20-30 um-t is eléri. A
thrombocytopenia miatt nem egyszer a koérképet immun thrombocytopénias
purpuranak tartjak és a betegek ennek megfelel6 kezelésben részesiilnek. A
diagnozist a risztocetin indukalta thrombocyta aggregacié hianya erdsiti meg, mely
a von Willebrand betegséggel ellentétben normal plazmaval nem korrigalhat6. Az

ADP, adrenalin, kollagén és arachidonsav indukalta thrombocyta aggregacio
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normalis, a trombin indukalta aggregacié csokkent. A vérzés idé megnyult. A
diagnézis a komplex fehérjéinek aramlasi citometriaval vagy immunoblottal igazolt
hianya vagy csokkent expresszidja alapjan igazolhat6. A vérzések kezelésének alapja
a thrombocyta transzfuzid, mely alloantitestek kialakulasanak veszélyével jar. A
desmopressin egyes esetekben hatékony és beszamoltak a rekombinans aktivalt
FVII sikeres alkalmazasardl is (Peters 1998, Almeida 2003). Kiegészité kezelésként
tibrinolizis gatlok és a menorrhagia csokkentésére oralis fogamzasgatlok
alkalmazasa jon szoba. Angiodysplasias eredetl gastrointestinalis  vérzés
eredményes octreotid kezelését ismertették (Kaya, 2005). Salyos Bernard-Soulier

szindromaban két esetben sikeres csontvel6transzplataciérol is beszamoltak

(Locatelli, 2003).

A GPIb/IX/V komplex genetikéja

A GPIba génje a 17-es kromoszéma révid karjan, a GPIbB génje a 22-es
kromoszéma hosszu karjan, a GPIX és a GPV génje a 3-as kromoszéma hosszu
karjan helyezkedik el. A gének kicsik és szerkezetiik egyszert (Wenger 1988,
Hickey 1993, Lanza 1993, Yagi 1994). A GPIbJ kivételével valamennyi gén kédolo
szekvencidja egy exonon belil talalhaté, a GPIbB egy intront tartalmaz 10
bazisparra a kodolo szekvencia kezdetétél. Bernard-Soulier kért a GPlba-t a
GPIb-t és a GPIX-t érinté mutacidk okoznak, nem ismert olyan beteg, akinél a
GPV defektusa igazolddott volna. Az ismert mutaciok kilonb6z6 mechanizmussal

eredményezik a komplex csokkent expresszidjat illetve mikodését: 1) mutaciok és
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deléciok, melyek a transzmembran szekvencia el6tt a fehérjeszintézis korai
befejezését okozzak, 2) a fehérjék szerkezetét érinté mutaciok, melyek csokkent
funkcioval illetve a komplex csokkent expresszidjaval jarnak, 3) valamely gén

promoter régiojat érinté és csokkent transzkripciot okozé mutacié (Clemetson,

1997).
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CELKITUZESEK

1, A nagy nyirdereji  aramlasi  viszonyokkal dolgozé  moddszerek
hatékonysaganak megitélése sajat beteganyagon a von Willebrand betegség

szlrésében és diagnosztikajaban.

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

B, A PFA-100 vizsgalata a VWB altipusaiban.
C, A két teszt 6sszehasonlitasa.
D, A nagy nyirdereji aramlasi modszerek Osszehasonlitasa a

hagyomanyos vérzés id6 meghatarozassal.

2, Egy csaladvizsgalat kapcsan felhivni a figyelmet arra, hogy a reuma faktor
kilonbozé  reagensek esetén eltéré6 mértékben zavarja a VWEF:Ag szint

immunturbidimetrias modszerrel torténé meghatarozasat.

3, Egy Bernard-Soulier szindréomas beteg vizsgalata, a genetikai hattér
tisztazasa.

A, A mutacié6 valoszinl lokalizacidjanak meghatarozasa a
GPIb/IX/V  komplex egyes eclemeinek  mennyiségi
vizsgalataval.

B, A GPIb/IX/V komplex génjeineck PCR amplifikacidja és
szekvenalasa.

C,  Restrikciés enzim analizissel a homo- vagy heterozygota allapot

megallapitasa.
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BETEGEK, ANYAGOK ES MODSZEREK

1, A nagy nyiréerejl aramldsi modszerek alkalmazhatésaganak vizsgalata a von

Willebrand betegség diagnosztikajaban

Betegek és kontroll személyek: Harminc, korabban diagnosztizalt, von
Willebrand betegségben szenvedd betegiinket vontuk be a vizsgalatba, hisz n6t és
tiz férfit. Atlagéletkoruk 34,5 + 11 (18 — 60) év volt. A VWB diagnézisa és
klasszifikacidja személyes és csaladi anamnesztikus adatokon, vérzés id6, VWE:Ag,
VWEF:RCo, APTI, FVIII:C meghatarozasan, risztomycin indukalta thrombocyta-
aggregacios vizsgalatokon (RIPA) és a multimer szerkezet SDS agardz
gélelektroforézissel torténé vizsgalatan alapult. Harminc betegiink kozul
huszonkettének volt 1-es, kettének 2A, haromnak 2B és haromnak 3-as tipusu
betegsége, Sadler kritériumai alapjan (Sadler, 1994). Az 1-es tipusa vWD-ben
szenvedd betegeknél a tiinetek sulyossaga alapjan megkiilonboztettiink ,,enyhe” és
»sulyos” eseteket: a vérzékenységet akkor mindsitettiik enyhének, ha az
anamnézisben nem szerepelt hospitalizaciot, transzfuziot, VWF koncentratum
adasat igényl6 nagy vérzés. A kontroll csoportot husz egészséges, Onként
vallalkoz6 személy (16 n6 és 4 férfi) alkotta, atlagéletkoruk 32.1 + 8.5 (23 — 50) év
volt.

Anyagok és modszerek: A fvantitativ  vérkép vizsgalata Sysmex K-4500
automataval tortént (Toa Medical Electronics Co., LTD. Kobe, Japan). A vérgés idd

meghatarozast két, a vizsgalatban jartas asszisztensné kivitelezte Simplate II R
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egyszer hasznalatos eszkozzel (Organon Teknika, Boxtel, Hollandia). Az APTI
mérése Platelin LS (Organon Teknika) reagenssel, Coag-a-Mate MTX (Organon
Teknika) késztléken tortént. A 'WF:.4g meghatarozas két poliklonalis antitesttel
(DAKO, Dania) ELISA moddszer szerint tortént. A VWEF:RCo aktivitist Chrono-
Log 810 aggregométerben (Havertown, PA), a Ristocetin Cofactor Assay-vel
(Helena Laboratories, Beaumont, Texas) hataroztuk meg. A FUVII:C aktivitis
mérése az APTI idé gyari hianyplazmaval (Organon Teknika) torténd

meghatarozasan alapult. A thrombocyta-aggregiciot Chrono-Log 660 aggregométerben
(Havertown, PA), 37 °C-on thrombocyta dus plazméaban kiviteleztik, ADP-t
(5uM, Ageristin Plus Kit, Reanal), adrenalint (40 puM, Aggristin Plus Kit, Reanal),
kollagént (1pg/ml, Kollagenreagens Horm, NYCOMED, Miinchen, Németorszag)

és arachidonsavat (1 uM, Sigma, St.L.ouis, MO) hasznalva aggregal6 anyagként. A
thrombocyta dus plazmat citrattal (3.8 %) antikoagulalt teljes vér 1000/min
fordulatszamon, 20 percig tarté centrifugalasaval nyertik. A RIPA vizsgalata 0.5,
0.6, 1.0, 1.2 és 1.5 mg/ml végkoncentraciéji risztomycinnel (Aggristin Kit, Reanal)
tortént. A V'IWE multimer sgerkezetét SDS agardz gélelektroforézissel vizsgaltuk.

Az O’Brien-féle filtertesztet az ,JIrodalmi attekintés”-ben leirt modszer szerint
kiviteleztiik. R6éviden: 5 ml heparinnal (Sodium Heparin Vacutainer cs6, 7 ml, 143
I.U., Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) és citrattal (3.8%) antikoagulalt teljes
vért aramoltattunk at egy uvegszalakbdl all6 szGrén 40 Hgmm nyomassal. A
szirén atjuté cseppek szamat egy érzékelé segitségével a muszer kijelezte és 5
masodpercenként {rasban rogzitettik. Az els6 5 masodpercben és a 20.-40.
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masodperc kozott a szrén atjutott cseppeket felfogtuk, meghataroztuk a
thrombocytaszamot és a kiindulasi vérlemezkeszam ismeretében a visszatartott
thrombocytak mennyiségét kiszamoltuk. A modszert a zard cseppszammal
(definicié szerint 5 masodperc alatt legfeljebb egy csepp jut at a filteren) és a
szazalékban megadott thrombocyta retencidval jellemeztiik.

A PEA-100 (Platelet Function Analyzer, Dade International Inc., Miami, FL, USA)
muikodését az ,Irodalmi attekintés”-ben részleteztem. A vizsgalathoz 5 ml-es
Vacutainer cs6be vett, citrattal (0,5 ml 105 mmol/l-es pufferolt Na-citrat)
antikoagulalt vért (800 ul) hasznaltunk. A vizsgalat a vérvételtSl szamitott két 6ran

belil megtortént. Az eredményt a zarédasi idével (Z1I) 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 gyart6 altal ajanlott 2,5-9,5 min értéket fogadtuk el. A sgenzitivitast annak alapjan
szamoltuk, hogy a betegek hany szazalékaban volt valéban kéros a teszt
(szenzitivitas % = valéban pozitivak x 100 / valéban pozitivak + fals negativak). A
specificitdson azt értettitk, hogy a kontroll személyek hany szazalékanal volt valéban
normal a teszt eredmény (specificitds % = valodi negativak x 100/ valodi negativak
+ fals pozitivak). A pozitiv prediktiv érték azt jelentette, hogy a koros
teszteredmény adok hany szazaléka volt valéban beteg (pozitiv prediktiv érték % =
valéban pozitiv x 100/ valoban pozitiv + fals pozitiv). A negativ prediktiv értéket

annak alapjan szamoltuk, hogy a normal eredményt adok hany szazaléka volt
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valoban egészséges (negativ prediktiv érték % = valdban negativ x 100/ valéban

negativ + fals negativ).

2, A reuma faktor zavard hatdsa az immunturbidimetrias elven mikédé VWE:Ag

meghatiarozasra

J.K. 53 éves férfi betegtink anamnézisében gyermekkora 6ta szerepel vérzékenység.
Orrvérzések és foghuzast koveté erés vérzés miatt tobbszor részesilt
transzfuzioban. Leanya és fia (J.I. és J.L.) szintén vérzékenyek (szilést koveto
vérzés, orrvérzések). Alacsony VWI:Ag és VWE:RCo szintek alapjan betegségiiket
sulyos 1-es tipusu VWB-nek tartottuk. A multimer analizist a nagyon alacsony
antigén szintek miatt nem tudtuk elvégezni. A diagnoézist késébb ujabb
laboratériumi adatok és genetikai vizsgalat alapjan 2M Vicenza tipusra
modositottuk. A csalad mindharom tagjanal a VWFE génjének 27-es exonjaban egy
G3864A mutaciot talaltunk (Bodd, 1999). Ez a mutacié egy R1205H cserét
eredményez a VWF aminosav sorrendjében. Olasz és német 2M Vicenza tipusu
csaladoknal irtak le (Schneppenheim, 2000; Casonato, 2002). 2004 marciusaban egy
kontroll vizsgalat soran parhuzamos VWF:Ag meghatarozas tértént a Debreceni
Egyetem két laboratériumaban (Klinikai Kutaté Kozpont és II. Belklinika
Haemostasis Laboratorium). Mindkét laboratoriumban immunturbidimetrias elven
mukodé tesztet hasznalnak, de az egyikben az STA Liatest VWE-t (Diagnostica
Stago, Asnieres, Franciaorszag), a masikban IL Test VWF-t (Instrumentation

Laboratory, Lexington, MA). A tesztek lényege, hogy a betegek plazmajat VWE
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elleni poliklonalis antitesttel fedett latex mikropartikulumokhoz adjuk. A
bekovetkezé agglutinacié mértéke a mintaban levé VWE mennyiségével aranyos.
Referenciaként meghataroztuk a VWFE:Ag sgintet EIISA mddszerrel az BLISA
lemezt egy éjszakan at fedtik 4 °C-on VWF elleni poliklonalis antitesttel (Dako,
Glostrup, Dania, végkoncentracié: 5 pg/ml). Haromszori TBS - 0,1% Tween20
(TBST) mosast kovetéen a lemezt 2 6ran at blokkoltuk szobahémérsékleten 3%o-
os tejporral. Ismételt mosas utan a plazmamintak 40x higitasat vittik a lemezre és
teles higitasi sort készitettiink. A lemezt 1,5 6ran at inkubaltuk 37 °C-on, majd
ismételt mosas utan 1/3000 higitott anti-VWF-HRP antitesttel (Dako) 1 éran at
szobahémérsékleten. Az eredményt OPD-vel hivtuk el6. A VWF:Ag szintet 25
egészséges kontroll személy plazmajabol készult referencia goérbe alapjan
szamoltuk. A risgtocetin kofaktor aktivitds meghatarozasa részben hagyomanyos
modon, liofilizalt vérlemezkék —agglutinacidjaval tortént Chrono-Log 810
aggregométerben (Havertown, PA), a Ristocetin Cofactor Assay-vel (Helena
Laboratories, Beaumont, Texas). Masrészt elvégeztik a IV'WF:RCo meghatirozdst egy
dj ELISA mddszerrel, mely a plazma VWFE glycocalicinhez valé kotédését méri
risztocetin jelenlétében (Vanhoorelbeke, 2005). Roviden: az ELISA lemezt egy
¢éjszakan at 24B3 jeld, GPIba elleni monoklonalis antitesttel inkubaltuk. A lemez
blokkolasa 3%-os tejporral tortént két oran at szobahémérsékleten. Mosast
koévetben a lemezt glycocalicinnel fedtik oly médon, hogy TBST-vel felére higitott
thrombocytaszegény plazmaval inkubaltuk 1,5 6ran 4t 37 °C-on. Ujabb mosis utan

az 1/32-1/1024 higitott mintakat a lemezre vittitk. A higitasi sor agy készult, hogy
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valamennyi minta 1 mg/ml végkoncentriciéju risztocetint (Abp, New Jersey)
tartalmazzon. A mintakat 1 6ran at inkubaltuk 37 °C-on és 12x mosast kévetéen
(TBST) a glycocalicinhez kotédott VWE-t az antigén ELISA-nal leirt moédon
detektaltuk. A kollagén kitd aktivitis (1'WF:CB) meghatarozasahoz a lemezt human
III-as tipusu kollagénnel fedtiik (Sigma, St.Louis, MO). A lemezeket 3% tejporral
(PBS-ben) blokkoltuk, majd a mintak feles higitasi sorat a lemezre vittik (10x
higitassal kezdve). 1,5 6ran at 37 °C-on inkubaltuk, majd mosas utan a kotott VWE
mennyiségét az el6z6 ELISA-knal leirt médon meghataroztuk. A reuma faktor (RF)
meghatarozasat a III. Belklinika Immunolégiai Laboratériuma végezte

turbidimetrias modszerrel.

3, A Bernard-Soulier szindromas beteg vizsgalata

Egy 38 éves belga nébeteg vizsgalatat végeztik el.

A beteg klinikai kivizsgalasa Brisszelben tortént (Hopital Erasme, Université
Libre de Bruxelles). Kezel6orvosai dr. Oliver Pradier és dr. Walter Wijns voltak.

Klinikai adatok: A betegség vezetd tinete a menarchetdl kezdve jelentkezd,
vashiany anaemiat is okozé kifejezett meno—metrorrhagia volt. 10 esztendével
vizsgalatainkat megel6z6en erés vérzés miatt curettage tortént, ekkor
transzfizidban is részesult. Ezt koévetéen hormonkezelés indult, mely a
négyogyaszati vérzést csokkentette. Kisebb sériilések utan elhtzodo vérzéseket
észlelt, b6rén kis traumara suffusidk jelentkeztek. Foginyvérzések el6fordultak,

korabban foghuzast kovetéen is vérzett. 1972-ben szovédménymentes
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appendectomia tortént. 1978-ban, egy alkalommal szilt, a sziilést kovetéen erds
vérzés jelentkezett. 1986-ban petefészek cysta eltavolitast kévetéen haematoma
alakult ki. A beteg sztilei és 7 testvére vérzékenység szempontjabdl panaszmentesek
voltak. A csaladon belil rokonhazassagrol a beteg nem tudott. Fia vérzékeny,
harom évesen tonsillectomiat kévetéen transzfizidra szorult. A fid diagndzisa
tisztazatlan volt, részletes laboratoriumi eredmények nem alltak rendelkezésre. A
beteg egészséges térje haemostaseologiai és genetikai vizsgalatot nem vallalt.

A beteg kordbbi laboratiriumi adataibol ismert volt thrombocytopeniaja (44 - 82
G/1, referencia tartomany: 160-400 G/1). A vérkenetben 6rias thrombocytak voltak
megfigyelhet6k. A prothrombin és aktivalt parcialis tromboplasztin idé normal
tartomanyba esett. A vérzés id6 megnyult, 20 perc feletti volt. A von Willebrand
faktor antigén szint és ristocetin kofaktor aktivitas mérése normal eredményt adott
(VWEF:Ag: 106%, referencia tartomany: 50-200%; VWEF:RCo: 128% referencia
tartomany: 50-200%). A DDAVP normalizalta a vérzés id6t (> 20 min vs 5 min) és
klinikailag is effektivnek bizonyult.

Thrombocyta — aggregacid  thrombocyta das  plazmaban  tortént PAP-4
aggregométeren (Bio/Data Corporation, Hatboro, PA). A kovetkez$ aggregald
anyagokat hasznaltuk: ADP (Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag)
végkoncentracié: 5 uM, referencia tartomany: 64-100%, Horm Collagen
(Nycomed, Miinchen, Németorszag) végkoncentracid: 2,5 ug/ml, referencia
tartomany:  79-100%, risztocetin  (Paesel-Lorei, Duisburg, Németorszag)

végkoncentracio: 1,2 mg/ml, referencia tartomany: 84-100%.
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PEA-100  vizsgalat a  fentiekben  részletezett ~modon  tortént
kollagén/adrenalin és kollagén/ADP patronokkal. A zarédasi idSk helyi normal
értéke 73-181 s volt a kollagén/adrenalin és 58-142 s a kollagén/ADP patronokkal.

A GPIb/IX/V komplex fehérjéinek a thrombocytamembrin felszinén
torténd azonositasahoz a kovetkezé antitesteket hasznaltuk:

Anti-GPIba:

26D1 (Laboratory for Thrombosis Research, Kortrijk, Belgium)
27C11(Laboratory for Thrombosis Research, Kortrijk, Belgium)
SZ-2 (Immunotech, Marseille, Franciaorszag)

HIP-1 (Pharmingen, San Diego, CA)

Anti-GPIbg:

RAM-1 (patkany poliklonalis antitest, Dr. F. ILanza ajandéka,
INSERM U.311 Strasbourg, Franciaorszag)
nydl poliklondlis antitest (Dr. S. Shapiro ajandéka, Cardeza
Foundation, Philadelphia, PA)
Anti-GPIX:
ALMA-16 (Dr. F. Lanza ajandéka)
BEB-1 (Dr. J. Kelton ajandéka, McMaster University, Ontario,
Kanada)
BL-HG6 (Sanbio B. V., Uden, Hollandia)

SZ-1 (Immunotech, Marseille, Franciaorszag)
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Anti-GPV:

SW16 (Dr. von dem Borne ajandéka CLB, Amsterdam,
Hollandia)
V1 (Dr. F. Lanza ajandéka)

Anti-GPIIb/I1Ia
Anti-CD61PerCP (clone RUU-PL 7F12) (Beckton Dickinson, San
Jose, CA)

Anti-thrombinreceptor (PAR-1)
SPAN12  (Immunotech)

WEDE15 (Immunotech)

Az dramlasi citometrids méréseket Jean-Pierre Delville (Laboratoire D’Hematologie,
Hopital Erasme, Université Libre de Bruxelles) végezte a kozleményben
részletezett metodika szerint Facscalibur (Beckton Dickinson) késztléken. A
mérések thrombocytadis plazman a 26D1, 27C11 (GPIba), RAM-1 (GPIbp),
BEB-1, ALMA-16 (GPIX), SW16 és V1 (GPV) jelt antitestekkel, teljes vérben az
SZ2 és HIP1 (GPIba), SZ1 (GPIX) és SPAN12, WEDE 15 (PAR-1) antitestekkel
torténtek. A GPIb/IX/V komplex egyes elemeinek mennyiségi meghatirozasat
Cytoquant CD42 Quantification kittel (Biocythex, Marseille, Franciaorszag)
végezték. Az ADP és TRAP indukalta thrombocyta aktivacié aramlasi citometrias

vizsgalatara PAC-1 FITC (Beckton Dickinson), anti-CD62p PE (Beckton
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Dickinson) és anti-Fibrinogen FITC (Dako, Glostrup, Dania) antitesteket
hasznaltak.

Vérlemezkee lizdtum készitése és Western blot analizis:

Vérvételhez anticoagulansként ACD-t hasznaltunk (1.5 ml ACD/10 ml vér). A
mintakat 1000-es fordulatszamon 10 percig centrifugaltuk, majd a leszivott
thrombocytadas plazmat (PRP) haromszor mostuk 10% ACD-t tartalmazé PBS-
ben. Ezt kévetéen a mosott PRP-t pufferben (0,34 M Tris-HCI, 39% glycerol,
7,8% SDS) reszuszpendaltuk ugy, hogy thrombocytaszdm 5x10° /ml legyen. 20 pl
thrombocyta lizatumot nem redukalé (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 nitrocelluléz
membranra (Schleicher & Schuell, Dassel, Németorszag) vittik at és 5%-os
tejporral (PBS-ben) blokkoltuk egy éjszakan at. A membranokat 0,05% Tween 20-t
tartalmaz6o PBS-sel mostuk, majd szobahémérsékleten 1,5 6ran at inkubaltuk a
27C11 jelt GPIbo monoklonalis antitesttel (5pg/ml), valamint nydlbdl szarmazo,
300x higitott poliklonalis GPIbp elleni antitesttel. A BL-HG6 jelt, GPIX elleni
monoklonalis antitest 100x higitasaval 16 6ran at inkubaltuk a membranokat 4 °C-
on. Az antitestek higitasara PBS - 0,05% Tween 20-t hasznaltunk. Haromszori
mosast kévetéen a membranokat HRP jelzett egér-Ig (1/10000), illetve nyul-Ig
(1/5000) elleni poliklondlis antitesttel inkubéltuk 1,5 6ran 4t szobahémérsékleten.
Az eredményt ECL Western blot reagenssel (Amersham Pharmacia Biotech, Little

Chalfont, Anglia) detektaltuk.
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Genomidalis DNS szepardlds

Genomialis DNS-t a QIAamp DNA Blood Midi Kit-tel (QIAGEN, Westburg,
Hilden, Németorszag) szeparaltuk, a gyartd el6irasainak megfeleléen. Roviden: 2
ml, EDTA-val antikoagulalt teljes vérhez QIAGEN proteazt és lizis puffert
adtunk, majd az elegyet 70°C-on inkubaltuk 10 percen at. A lizatumbol a DNS-t 2
ml tiszta etilalkohollal kicsaptuk majd az oldatot QIAamp Midi oszlopra vittiik és
3000-es fordulatszamon (1850xg) 3 percen at centrifugaltuk. Két mosasi és
centrifugalasi (5000-es fordulatszam, 4500xg) 1épést kovetden az oszloprél a DNS-
t pufferrel elualtuk és a DNS koncentraciét az oldat 260 nm-en mért
abszorbanciaja alapjan meghataroztuk.

PCR amplifikdcid

A GPIba, a GPIbB és a GPIX amplifikiciéja az irodalomban korabban leirt

primerekkel tortént (Noris, 1998, Kenny 1999, 2. tablazat).

Primerek Szamozas Szekvencia

GPIba (Noris, 1998) | (Wenger, 1988)

GPIba-1 534-554 5’CTCATGCCTCTCCTCCTCTTG3’
GPIba-2 836-817 5S’TAGATCCAGGGTCCCCAGCA3’
GPIba-3 784-803 5’TCACCAAGCTCCAGGTCGAT3’
GPIba-4 1126-1107 5’TCTTGGAGGAGAAGGGTGTCY®
GPIba-5 1059-1079 5’AACTTGACTGAGCTCCCCGCT3’
GPIba-6 1397-1377 5’ACCTTCATCACCAAGGGTGGG3’
GPIba-7 1322-1340 5’GCAGTGTGACAATTCAGACY’
GPIba-8 1655-1637 5’"GGAGAATGTGATGGATTCC3’
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GPIba-9

GPIba-10

GPIba-11

GPIba-12

GPIba-13

GPIba-14

1587-1608

1961-1938

1861-1880

2192-2173

2131-2151

2466-2446

5S’GAGCAGACCACATTCCCACCTA3Z’

5S’TGGCTGATCAAGTTCAGGGATGGT3’

5’CCACAAGCCTGATCACTCCA3’

S’TGTGGTTTGTGTGGCTGTGGS’

5’TGAAACCACAGGCCCTGGACT3’

S’ATAGGAGAGCCCACAGGCTCT?’

GPIbB (Kenny, 1999)

(Lopez, 1998 Proc.)

GPIbB-1 8-30 5’ TGCCGTCTTCTCGCCATGGGCTC3’
GPIbp-2 791-767 5’AGGTGGGGTGGGTCTGAGAGATTGG3’
GPIX (Noris, 1998) | (EMBL)

GPIX-1 1581-1602 5’CCCTGAGGATCGGTCCAGGCTG3’
GPIX-2 1749-1728 5’CAGCCCCATGGTTTCCAGGGCG3’
GPIX-3 1664-1663 5’CCCTGTTCCTGCTCTGGGCC3’

GPIX-4 1926-1907 5’GAGGCTGCAGTCACAGTGCC3’

GPIX-5 1887-1906 5’CGATGTGACGCAGAACCCCT3’

GPIX-6 2230-2212 5’ TGCCTCAGGGACTGGCCCC3’

2. tablazat: A GPIB/IX komplex génjeinek PCR amplifikiciéjahoz hasznalt

primerek.

A GPIX amplifikacidja a kévetkezé modon tortént: 50 pl reakcidelegy, mely 1 ug

genomialis DNS-t, 20 pmol primert, 0,2 mM dNTP-t, 1x PCR puffert (20mM Tris-

HCIL, pH 8,4; 50mM KCl) és 0.75 mM MgCl, —t tartalmaz. A mintakat 94 °C-on 10

percig inkubaltuk, majd 2E Tag DNS polimerazt (GIBCO, Life Technologies,
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Paisley, Skécia) adtunk hozza. Ezt 35 ciklus kévette: 1 perc 94 °C-on, 1,5 perc 64

°C-on, 1 perc 72 °C-on és a végén 10 perc elongaciés id6. A GPlba

amplifikacidjahoz a MgCl, koncentracidkat és a kapcsolodasi hémérsékleteket

valtoztattuk a reakcié optimalizalasa soran (3. tablazat).

Primer parok

Kapcsolodasi homérséklet (°C)

MgCl, koncentracié (mM)

GPIba-1 60 1,25
GPIba-2

GPIba-3 60 1,25
GPIba-4

GPIba-5 62 1,25
GPIba-6

GPIba-7 56 1,5
GPIba-8

GPIba-9 62 1,25
GPIba-10

GPIba-11 60 1,25
GPIba-12

GPIba-13 62 1,5
GPIba-14

3. tablazat: A GPIba amplifikaciéjahoz hasznalt kapcsolodasi hémérsékletek és

MgCl, koncentraciok.
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A GPIbB PCR amplifikacija 2 E Tag polimerazzal tortént. A reakcidelegy 1 pg
genomialis DNS-t, 30 pmol primert, 0,2 mM dNTP-t, 2 mM MgCl, -t, 5% DMSO-
t tartalmazott 50 pul PCR pufferben. 10 perces inkubalast 94 °C-on 35 ciklus
kovetett: 1 perc 94 °C, 1 perc 70 °C, 1 perc 72 °C. Az amplifikaciét 10 perces
elongacio zarta le 72 °C-on.

A PCR termékeket pCR4-TOPO vektorba ligaltuk (TOPO™ TA Cloning Kit for
Sequencing, Invitrogen BV, Groningen, Hollandia) és kithez tartozé kompetens

TOP10 sejtek transzformacidjaval és tenyésztésével amplifikaltuk. A plazmid

DNS-t QIAGEN Plasmid Purification Kit segitségével tisztitottuk.

DNS szekvendlis

A DNS szekvenalas részben manualis Gton tortént T7 szekvenald kit segitségével
(Pharmacia Biotech, Roosendaal, Hollandia) BioRad készuléken (BioRad, Hercules,
USA), részben ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing kittel (PE

Applied Biosystems, Warrington, Anglia) ABI PRISM 310 szekvenatoron.

Restrikcids enzim analizis
Restrikcios enzim analizissel a beteg és gyermekének vizsgalatara nyilt lehet6ség.

A GPIX 3-4 PCR termékeket Fnu4dH1 (New England Biolabs, Hitchin, Anglia)

restrikciés enzimmel emésztettik és az eredményt agardz gélen értékeltiik.

47



EREDMENYEK

1. A nagy nyiréereji aramlasi médszerekkel kapott eredmények:

Harminc, ismerten von Willebrand kéros beteglink eredményeit a 4. és 5.
tablazat foglalja 6ssze. Klinikailag az 1. tipust betegek kozil tizenharomnak voltak
enyhe, kilencnek stlyos vérzékenységre utald tiunetei. Nyolc betegiink valamelyik
varians tipusba tartozott, valamennyien sulyosan vérzékenyek voltak. A vizsgalt
betegek hemoglobin és fehérvérsejt szam értéke a normalis tartomanyba esett,
csupan egy 2B tipusi betegségben szenvedd betegnél (AE.) észleltiink
thrombocytopeniat (20 G/1).

Vérzés idd: Az enyhén vérzékeny 1. tipusu betegek kozil kettének (2/13,
15,4%) volt megnyult (>9,5 perc) a vérzés-ideje, a leghosszabb vérzés-idé 11,5 perc
volt. Tizenegy esetben (11/13, 84,6%) normilis eredményt kaptunk. Kilenc
sulyosan vérzékeny 1. tipust beteglink kozul hétnek (77,7%) volt a vérzés ideje
29,5 perc, koziluk kettének 20 perc feletti. A 2A és a 3-as tipusba tartozo
betegeinknél valamennyi esetben 20 perc feletti vérzés-id6t észleltiink, mig 2B
tipusban a vérzés ideje csak annak a betegnek (A.E.) volt jelentésen megnyult,
akinek a thrombocytaszama igen kicsi (20 G/I) volt. A normalis
thrombocytaszammal rendelkez6, klinikailag stlyos tinetekkel biré masik két beteg
esetében a vérzés-id6 csak mérsékelten hosszabbodott illetve normalis volt. A
fentieck alapjan valamennyi beteg eredményét figyelembe véve a vérzés id6
meghatarozas szenzitivitasa 50%-nak adodott.
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VIZSGALT NORMAL 1. TIPUSU VWB 1. TIPUSU VWB
ADATOK ERTEKEK (ENYHE, n=13) (SULYOS, n=9)
Kor (év) 33.948.5 38.9+11.4
Férfiin6 2:11 5:4
APTI (s) 29.4-32. 4 33,1423 40,1+4.5
Vérzés-id6 (min) | 2,5-9,5 7,3%1,5 12,3129 és két esetben >20
FVIII:C (E/ml) | 0,5-2,0 0,940,1 0,310,2
VWEF:Ag (E/ml) | 0,5-1,5 0,39+0,06 0,097+0,04
VWE:RCo (%) 58-166 53,4+12,3 14,819,2
ZCS-h 20,3+4,0 26,715,4 és nem zart | 44,6182 és nem zart hat
(filterteszt) (12,3-28,3) egy esetben esetben
Z.CS-c 27,746,0 41,6+7.8 Valamennyi esetben hianyzo
(filterteszt) (15,7-39,7) filterzaras
RET-1-h (%) 72,2+10,8 48,948,7 49,8196
(filterteszt) (50,6-93,8)
RET-2-h (%) 9543,6 82,4+11,3 60,618,8
(filterteszt) (87,8-100)
RET-1-c (Y0) 68,318,4 46,4187 29,0£12,5
(filterteszt) (51,5-85,1)
RET-2-c (%) 87,3179 6118,4 41,7+17,3
(filterteszt) (71,5-100)
Z1 (s) koll/epi 102,2+19,7 158,8422.9 ésnem | 213,0 és nem zirt nyolc
(PFA-100) (65-142) zart két esetben esetben
Z1 (s) koll/ADP | 86,5+15,6 114,2+14,3 és nem 209,5183,5 és nem zart hét
(PFA-100) (55-118) zart egy esetben esetben
RIPA Normalis Normalis 10 esetben, | Normalis 1 esetben, csokkent
(risztomycin csokkent 1,0 mg/ml | 1,2 mg/ml koncentracioval 3
indukalta koncentracioval 3 esetben, csokkent 1,5mg/ml
thrombocyta esetben koncentraciéval 5 esetben
agoregacio)

4. tablazat: Az l-es tipusu von Willebrand-betegek eredményei (enyhe és sulyos

tunetek). ZCS: zaré cseppszam, RET-1: thrombocyta retencié az O'Brien-féle

filterteszt els6 fazisaban (0-5 s), RET-2: thrombocyta retencio a filterteszt masodik

tazisaban (20-40 s), h: heparinnal alvadasgatolt vérrel, c: citrattal alvadasgatolt
vérrel, ZI: zarédasi id6 a PFA-100 készilékkel koll/epi: kollagén-adrenalin
patronnal, koll/ADP: kollagén-ADP patronnal.
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VIZSGALT 2A tipusa vWD 2B tipusu VWB 3 tipusu VWB
ADATOK

Betegek J.M. J.K RK. | TJ. | AE. | TA. B.P. R.T.

Kor (év) 23 62 45 22 21 31 18 22

Nem N6 Férfi N6 | Férfi | N6 N6 Férfi N6

APTI (s) 33.1 34,0 30.7 | 30,0 | 30.5 | 74,0 65.8 70.1

Vérzés id6 >20 >20 8 6 16 >20 >20 >20
(min)

FVIIL:C 0,76 0,70 0,86 | 0,95 | 0,75 | 0,080 | 0,020 | 0,030
(E/ml)

VWE:Ag 0,32 0,24 0,61 | 0,31 | 0,34 | <0,02 | <0,02 <0,02
(E/ml)

VWF:RCo 31 20 52 76 30 0 0 11
(%)

ZCS-h Nem zart | Nincs | Nem | 28 | Nem | Nem | Nem Nem
(tilterteszt) adat zart zart | zart zart zart

Z2.CS-c Nem zart | Nem zart | Nem | 45 | Nem | Nem | Nem Nem
(filterteszt) zart zart | zart zart zart

RET-1-h (%) 50 Nincs 42 69 64 5 10 29

(filterteszt) adat

RET-2-h (%) 62 Nincs 57 96 74 16 19 44

(filterteszt) adat

RET-1-c (%) 48 36 18 51 54 20 15 16

(tilterteszt)

RET-2-c (%) 51 45 45 81 70 9 12 16

(filterteszt)

Z1 (s) Nem zart | Nem zart | Nem | 136 | Nem | Nem | Nem Nem

koll/epi Zart zart | zart zart zart

(PFA-100)

21 (s) Nem zart | Nem zart | Nem | 115 | Nem | Nem | Nincs | Nem

koll/ADP zart ZAart ZAart adat ZArt

(PFA-100)

RIPA Csokkent | Csokkent | Aggr. | Ager. | Aggr. | RIPA | RIPA | RIPA

(risztomycin 1,2 1,2 0,5 0,6 0,5 teljes teljes teljes

indukalta mg/ml mg/ml | mg/ | mg/ | mg/ |hidnya | hidanya | hiinya

thrombocyta | konc.-val | konc.-val | ml ml ml

agotregacio) konc. | konc. | konc.

5. tablazat: A 2A, 2B és a 3-as tipusu von Willebrand-koros betegek eredményei.

Jelmagyarazat és normal értékek a 4. tablazatban.
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Az O'Brien-féle filterteszt eredményei: A jellemz6  paraméterek kozil a két
antikoagulanssal kapott zar6 cseppszamot és a két fazisban kapott thrombocyta-
retenciot értékeltik. Eredményeinket a 4. és a 5. tablazat foglalja 6ssze. Bar az 1-es
tipusd, enyhén vérzékeny betegeknél csupan 53,8%-ban (heparin) illetve 58,3%-
ban (citrat) kaptunk koros eredményt a zar6é cseppszam vonatkozasaban, citratos
vérmintaval a 2. fazisban kapott retencié azonban 11/12 esetben (91,6%) csokkent
volt. Sulyos tinetekkel rendelkez6, 1-es tipusu betegek esetén mar minden betegnél
a normal tartomany folotti zar6 cseppszamot kaptunk, hepatrinnal 6/9, citrattal 8/8
esetben pedig egyaltalin nem észleltink filterzarast. Citratos mintaknal a
thrombocyta retencié az elsé fazisban valamennyi betegnél, a masodikban 7/8
betegnél (87,5%) kisebb volt a laboratériumi kontrollnal. A 2-es és 3-as tipusba
tartozo betegek esetében citrattal a zard cseppszam valamennyi esetben koros volt,
a filter nem ill. egy esetben (T.J. 2B tipus) késén zart, heparinnal 6/7 esetben nem
tapasztaltunk filterzarast, egy betegben (T.]. 2B tipus) a zar6 cseppszam éppen a
fels6 hatarra esett. Ezen egy beteg kivételével a thrombocyta retenci6 is csokkent
volt mindkét fazisban. A legszenzitivebb paraméternek a citratos vérrel a 2.
tazisban kapott vérlemezke retencié bizonyult. Ez a paraméter egyben specifikus
(94.7%) és a pozitiv és negativ prediktiv értéke (96% ill. 81.8%) is ennek a
jellemzének a legnagyobb az O'Brien-féle filterteszt vonatkozasaban (6. és 8.

tablazat).
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BETEG- ZCS-h | ZCS-c | RET-1-h | RET-2-h | RET-1-c | RET-2-c
CSOPORT
1. tipus 53.8% | 58.3% 76.9% 46.2% 75% 91.6%
(enyhe tinetek)
1. tipus 100% | 100% 44.4% 100% 100% 87.5%
(sulyos tiinetek)
2A,2Bes 3-as | 85.7% | 100% 71.4% 85.7% 87.5% 87.5%
tipus
Szenzitivitasa | 75.8% | 82.1% 65.5% 72.4% 85.7% 89.3%
teljes
betegcsoportban
6. tablazat. Az O'Brien-féle filterteszt szenzitivitisa az egyes tipusokban.

Jelmagyarazat a 4. tablazat alapjan.

PEA-100 késziilékkel kapott eredmeényeket a 4. és az 5. tablazat foglalja 6ssze.

Enyhe, 1-es tipusu betegség esetén a kollagén-adrenalinos patronok szenzitivebbek

(76.9%) a kollagén-ADP-s patronoknal (38.5%), ez utobbiak meglepéen rosszul

jelezték az enyhe VWB-t. Sulyos vérzékenység és varians tipus esetén azonban egy

beteg (T.J., 2B tipus) kivételével minden esetben a zarddasi id6 a normal értéknél

hosszabb volt, illetve az eszkéz nem zart. A vizsgalat mindkét patronnal

specifikusnak bizonyult, és a pozitiv valamint negativ prediktiv értéke is nagy volt

(7. és 8. tablazat).
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PFA-100

BETEGCSOPORT koll/epi koll/ADP
1-es tipus 76.9% 38,5%
(enyhe tinetek)
1-es tipus 100% 100%
(sulyos tiinetek)
2A, 2B és 3-as tipus 87.5% 85.7%
Szenzitivitas a teljes 86.6% 65.5%
betegcsoportban
7. tablazat: A PFA-100 szenzitivitisa az egyes VWB tipusokban. Koll/epi:
kollagén-adrenalin patronnal, koll/ADP: kollagén-ADP patronnal.

A POZITIV NEGATIV
VIZSGALAT | SPECIFICITAS | PREDIKTIV PREDIKTIV
TIPUSA ERTEK ERTEK

FILTER-
TESZT
Z.CS-h 90% 91.6% 76%
Z.CS-c 89.5% 92% 77.3%
RET-1-h 90% 90% 64.3%
RET-2-h 95% 88.8% 47.5%
RET-1-c 84.2% 88.8% 80%
RET-2-¢ 94.7% 96% 81.8%
PFA-100
koll/epi 96.7% 96.3% 87.9%
koll/ADP 100% 100% 78.9%

8. tablazat: A két 0sszehasonlitott nagy nyirdereji aramlasi viszonyokat modellezé

modszer egyes jellemzé paramétereinek specificitasa, pozitiv és negativ prediktiv

értéke. Jelmagyarazat az 4. tablazatban.
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2.

A reuma faktor hatdsa az immunturbidimetrids elven mikodd

VWTE:Ag meghatarozasra.

A beteg és két feln6tt gyermekének kilonboz6 tesztekkel kapott Willebrand

taktor antigén és aktivitasi eredményeit a 9. tablazat foglalja Gssze.

VWE:Ag | VWEF:Agl VWE:Ag | VWF:RCo | VWEF:RCo | VWF:CBA
Beteg
LIA-1 LIA-2 ELISA | agglutinacio ELISA ELISA
(életkor, év)
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
J.K. (53) 150* 7* 14 <10 3 7
J.L. (30) 12 10 10 <10 3 6
J.IL (27) 14 12 13 <10 5 8
Normal
50-160 50-150 41-126 58-166 46-160 44-169
tartomany

9. tablazat: A beteg (J.K.) és gyermekeinek (J.L. és J.I) VWF:Ag, VWEF:RCo és
VWE:CB eredményei. VWF:Ag LIA-1: STA Liatest VWF-al kapott eredmények,
VWF:Ag LIA-2: IL test VWF-al kapott eredmények. *-gal az egymasnak

ellentmondo eredményeket emeltiik ki.

Szembetiné, hogy a két immunturbidimetrias elven mikoédé VWIE:Ag

meghatarozas betegiink esetében jelentésen eltéré eredményt adott (150 % vs 7
%). Bzt az eltérést ismételt vizsgalatokkal is megerdsitettiik. Az ELISA modszerrel
kapott VWF:Ag meghatarozas az IL Test VWF-al kapott alacsony VWF szintet

tamasztotta ald és egybecsengett a beteg korabbi adataival. Gyermekei esetében is
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alacsony VWF:Ag eredményeket kaptunk. Naluk nem tapasztaltunk ellentmondast
a két immunturbidimetrias modszerrel kapott eredmény kozott. A VWE
funkcionalis tesztjei valamennyi beteg esetében erésen csokkent VWI aktivitast
mutattak. A risztocetin kofaktor aktivitas két modszerrel torténé meghatarozasaval
kapott eredmények jol korrelaltak egymassal és a kollagén kot6 aktivitassal. Az
ellentmondasos VWI:Ag eredmények magyarazatait keresve reuma faktor
meghatarozast végeztiink, mivel irodalmi adatok alapjan (Veyradier, 1999) a reuma
taktor befolyasolhatja latex immunassay-vel kapott eredményeket. Az apa esetében
nagy titerd 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, sulyos von Willebrand koros
beteglinknél tapasztaltunk hasonléan ellentmondasos eredményeket: K.J. 1-es
tipusu VWB esetében VWE:Ag LIA-1: 53 % vs. LIA-2: 10 % (VWEF:RCo <10%)),
T.A. 3-as tipust betegnél LIA-1: 50 % vs. LIA-2: <2 % (VWEF:RCo <10%).

Mindkét betegnél RF pozitivitast talaltunk

3, A Bernard-Soulier szindrémas beteg vizsgalataval kapott eredmények:

A thrombocyta aggregdcid soran normalis aggregaciot talaltunk ADP-vel (71%,
RR: 64-100%) és kollagénnel (87%, RR: 79-100%). Ugyanakkor a risztocetin
indukalta thrombocyta aggregacié csékkent volt (6%, RR: 84-100%) és ezt normal

plazma hozzaadasa nem korrigalta.
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A PFEA-100 vigsgilat soran mindkét patronnal jelentésen megnyult, 300 s
feletti értéket kaptunk (RR:kollagén/adrenalin: 73-181 s, kollagén/ADP: 58-142 s ).

Az dramlisi citometrids mérések eredményeit Jean-Pierre Delville (Hopital
Erasme, Université Libre de Bruxelles, Belgium) bocsatotta rendelkezéstinkre. Az
eredményeket a 4. abra és a 10-11. tablazat foglalja 6ssze. Killonb6z6 antitestekkel
tortént mérések eredménye szerint a GPIba, a GPIbB és a GPIX expresszidja
hasonlé mértékben csokkent a 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 expresszio a
kontroll 15%, 9,6% illetve 21%-a. A vérlemezkék nagyobb méretének megfelel6en
a GPIIb/Illa és a PAR-1 expresszidja a kontrollhoz képest fokozott volt. Az
egészséges kontroll és a beteg ADP és TRAP indukalta thrombocyta aktivacioja

kozott kilonbség nem volt észlelhetd.
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CD42 quantification kit)
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quantification kit)

E, Anti-GPIbB  (RAM-1),

thrombocytadis plazman

F, Anti-PAR-1 (WEDE 15),
teljes vérben

4. abra: Reprezentativ aramlasi citometrias gorbék. Az A-D gbrbék teljes vérben a

Cytoquant CD42 quantification kit-tel (Biocythex, Marseille, Franciaorszag), az E

gbrbe thrombocytadus plazman RAM-1 antitesttel, az F gorbe teljes vérben

WEDE 15 anti-thrombin receptor antitesttel készilt. Piros: beteg; z6ld: kontroll.
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Antitest Antigén Kontroll (MFI) Beteg (MFI)
Izotipus kontroll 53 56
26D1°" GPIba, 186 144
27C11° GPIba 198 154
RAM-1" GPIbp 164 113
+
BEB-1 GPIX 174 123
+
ALMA-16 GPIX 146 104
+
SW16 GPV 139 127
+
Vi GPV 133 127
+
CD61 GPIIb/Illa 110 150
§
HIP-1 GPIbar 184 129
Sz-2° 197 151
GPIba
SZ-1° 192 128
GPIX
SPAN128 124 139
PAR-1
WEDE15} 106 118
PAR-1

10. tablazat: A beteg felszini glikoprotein expressziojanak osszehasonlitasa egy
egészséges kontrollal. Az eredményeket median fluoreszcencia intenzitassal
(MFI) fejeztuk ki. +: thrombocytadus plazman indirekt immunfluoreszcencias
mérésekkel kapott eredmények. §: teljes vérben direkt immunflureszcencias

mérésekkel kapott eredmények.
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MFI Antitest koto képesség/thrombocyta
Antitest
Kontroll Beteg Kontroll Beteg Normal tartomany
Izotipus kontroll |51 57 192 153
GPIba 198 148 42987 6310 3400019000
GPIX 188 127 29286 2818 260006000
GPV 161 120 10391 2154 12000+£4000

11. tablazat: A GPIba, GPIX és GPV expresszié mennyiségi meghatarozasa

Cytoquant CD42 quantification kit-tel. Az eredményeket median fluoreszcencia

intenzitassal (MFI) és az ebbdl szamitott vérlemezkénti antitest kotd képességgel

fejeztik ki.

A vérlemezke lizatum Western blot analizisével a GPIbal csak nyomokban volt jelen, a

GPIbP és a GPIX nem érte el a kimutathatésagi szintet. A beteg mintajaban nem

volt detektalhaté a GPIba-GPIb komplex. (5. abra)
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5. abra: A beteg (B) és a normal kontroll (N) thrombocyta lizatumainak Western
blot analizise. Az elektroforézis redukal6 (R) és nem redukalé (NR) kérilmények
kozott 7,5%-o0s (A, B)) és 10%-o0s (B,,C) SDS poliakrilamid géleken tortént, majd a
mintakat nitrocelluléz membranra vittik at és a 27C11 jeld GPlboa elleni

monoklonalis antitesttel (A panel), nyulban termelt poliklonalis GPIbP antitesttel
(B panel) és BL-HG6 jeld, GPIX elleni monoklonalis antitesttel detektaltuk (C

panel).

A GPIba, a GPIbPB és a GPIX génjeinek PCR amplifikdcidjit és szekvendldsdt

végeztik el. Ennek soran egyetlen mutaciot talaltunk: a GPIX génjében az 1826.
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helyen egy A — G cserét (6. abra), mely a GPIX aminosav sorrendjében egy

Asn45Ser cserét eredményez.
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6. abra: A beteg GPIX génjének 3-4 primerekkel torténé PCR termékének
szekvencia analizise. A piros szinnel jelzett guanin helyén normal esetben egy
adenin talalhat6. A baziscsere egy missense mutaciot, Asn — Ser cserét

eredményez.

Restrikcids enzim analizis

A kapott mutaci6 egy 4j hasitasi helyet képez az Fnu4H]1 restrikciés enzim szamara.
A 7. abra szemlélteti a GPIX 3-4 fragment Fn#4H1 hasitasaval kapott
eredményeket a beteg és egy kontroll személy DNS-n. A kontroll minta emésztése

egy 150, egy 62 és egy 50 bazispar (bp) nagysagi DNS szakaszt eredményezett. A
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beteg mintajanak emésztésekor a 150 bp nagysagu szakasz nem volt jelen, helyette
a mutaci6 egy 105 és egy 45 bp nagysagu szakaszt eredményezett. A beteg ennek

alapjan homozygota a mutaciora nézve.

1 2 M 3 4

7. abra: A beteg és egy egészséges kontroll GPIX 3-4 DNS fragmentjének Frnz4H1
restrikcios enzimmel torténé emésztésének eredménye. A mintakat 3%-os agardz
gélen analizaltuk. 1: nem emésztett egészséges kontroll DNS; 2: emésztett
egészséges kontroll DNS; M: marker (50 bp); 3: a beteg nem emésztett DNS-e; 4: a

beteg emésztett DNS-e.

A beteg fianak GPIX 3-4 fragmentjét is amplifikaltuk a korabban leirt médon majd
emésztettik az FuudH1 restrikcids enzimmel. Az eredmény megegyezett az
édesanyjanal kapott mintazattal. Ennek alapjan a fit ugyancsak homozygota a talalt

mutaciora.
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B 150 bp
+— 105 bp

<« 62 bp
“«———  45/50 bp

8. abra: A beteg fidnak DNS-vel végzett restrikciés enzim analizis. M: marker. F:

fiu. K: kontroll.
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MEGBESZELES

Ad1. A von Willebrand kér klinitkuma igen heterogén, a teljes
tinetmentességtol (akiknek betegségére csak csaladvizsgalat soran deril fény) a
sulyos, életet veszélyeztetd vérzésekig terjed. Azonban valamennyi beteg esetén
igaz az, hogy valamely provokalé hatasra (fogextractio, mutét, sziilés, stb.) stlyos
vérzéses komplikaciok jelentkezhetnek. Mivel ma mar vannak a keztinkben olyan
lehetéségek, melyekkel egy ilyen vérzés megel6zhetd, illetve jol kezelhetd
(DDAVP, ill. VWF tartalmut faktor-koncentratumok), nagyon fontos a betegség
idében val6 felismerése.

A pontos diagnozis felallitasahoz szamos, a VWF mennyiségére,
mukodésére, szerkezetére iranyuld vizsgalat elvégzése szikséges. Ezen modszerek
mindegyike idSigényes, megfelel6 laboratériumi hatteret igényel. A gyakorlatban
szlrétesztként hasznalt vérzés id6 meghatarozast tobb, a vizsgalotol és a vizsgalt
betegtdl fiiggd tényez6 befolyasolja. Sziikség lenne tehat egy olyan médszerre, ami
konnyen kivitelezhetd, vizsgalotdl fiiggetlen, a beteg szamara nem jelent nagyobb
megterhelést, és megfelel6 eszkoz birtokaban barhol elvégezhetd.

A bevezetében részleteztik, hogy a keringés artérias agan az érfalsérilést
kovetéen kialakulé thrombocyta thrombus létrejéttében alapvetd szerepe van a
von Willebrand faktornak. Ebbdl kovetkezik, hogy a nagy nyirdereji aramlasi
viszonyok kozotti  thrombusképzédést modellezd  eszkozok —elméletileg 16l
alkalmazhatok a VWF mikoédésének vizsgalatara. Két ilyen modszer, az O’Brien

téle filterteszt és a PFA-100 alkalmazasat vizsgaltuk a von Willebrand betegség
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diagnosztikajaban. A két modszer k6z6s vonasa, hogy kapillaris méretd pérusokon
teljes vért présel at nagy nyomassal, ily médon nagy nyirderejd aramlasi
viszonyokat hozva létre. Kilonboznek abban, hogy a PFA-100 esetében a
membran felszine, az érfalsériilést kozelebbrél modellezendd, kollagénnel és
valamely aggregalé agenssel (ADP vagy adrenalin) van bevonva, mig az O’Brien-
téle filtertesztben a vérlemezkék tvegszalakhoz tapadnak ki és aktivalédnak.
Harminc beteget vizsgaltunk, akiknek a diagnézisa és a betegség tipusa
korabbrél mar ismert volt. A vérzés id6 gyakorlott vizsgalok kezében alkalmasnak
mutatkozott a stlyosan vérzékeny 1-es tipusu betegek valamint a 2A és 3-as tipusu
betegség esetében szlrdtesztnek, ugyanakkor az enyhén vérzékenyek kozott csupan
két esetben volt megnytlt. Erdekes, hogy 2B tipust betegeink koziil csak annak
volt jelentésen hosszabb a vérzés-ideje, akinek a thrombocytaszama rendkivil
alacsony volt (A.E.), ugyanakkor ez a beteg az utébbi tizenegy évben klinikailag
teljesen panaszmentes. Kifejezett tiinetekkel, nehezen befolyasolhaté vérzéssel
hospitalizalt beteglink (R.K.) vérzés ideje normalis volt, mig mind a filtertesztben,
mind a PFA-100 vizsgalat soran sulyos VWE mukodési zavart tudtunk kimutatni.
Harmadik 2B tipust betegtinknél (T.].) érdekes moédon mind a vérzés-id6, mind a
PFA-100 normalis tartomanyba esett, csak a filterteszt késéi zarasa tikrozte a
VWFE  funkcionalis vizsgalatai kozul a beteg kifejezett vérzékenységét.
Hangsulyozzuk azonban, hogy a 2B tipust betegség diagnézisanak felallitasahoz
tovabbra is nélkulozhetetlen a risztocetin indukalta thrombocyta aggregacio

vizsgalata, annak fokozott volta.
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Az O'Brien-féle filterteszttel kapott eredmények szerint elegendé citrattal
antikoagulalt teljes vérrel elvégezni a vizsgalatot, mert heparinos vérrel a modszer
kevésbé szenzitiv, hasonlé mértékben specifikus és negativ prediktiv értéke kisebb,
vagyis negativ eredmény esetén a VWB kisebb valészintséggel zarhaté ki. A
legszenzitivebb paraméter a VWB vonatkozasaban a masodik fazisban citratos
vérrel kapott retenci6, mely egyben specifikus és a pozitiv és negativ prediktiv
értéke is ennek a jellemz6ének a legnagyobb. A zard cseppszam az enyhe betegséget
kevésbé jelzi, de sulyos 1. tipust betegség és 2-es illetve 3-as tipus esetében
valamennyi betegnél kéros értéket adott.

A PFA-100 két kilonbozé patronja kozil a kollagén-adrenalinos patronnal
végzett vizsgalat érzékenyebb az enyhe vérzékenységben szenveddk esetén, mig
sulyos vérzékenység és varians tipusu betegségben nincs kilonbség a két
kilonb6z6 patronnal végzett vizsgalat szenzitivitasaban. A kollagén-ADP-s
patronokkal végzett vizsgalat specifikusabb, pozitiv prediktiv értéke adataink
szerint 100%-0s. A fentiek alapjan a VWB szlrésére a kollagén-adrenalinos
patronokkal végzett vizsgalat javasolhat6 a nagyobb szenzitivitas miatt.

Két, nagy nyirderejd aramlasi viszonyokat modellez6 modszeriink nagyjabol
azonos mértékben (80-90%) mutatkozott alkalmasnak a VWB kimutatasara, bar a
korabbi adatokkal (Fressinaud, 1998) ellentétben a kollagén-ADP patronokkal
kapott eredmények a PFA-100 késziilékkel végzett vizsgalatban meglepéen rosszul
jelezték az enyhe VWB-t. Ugyanakkor éppen ebben a csoportban bizonyult nagy

segitségnek az O’Brien-féle filterteszt: citratos vérmintaval a masodik fazisban
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11/12 betegben (91,6%) csokkent retenciét észleltiink. A két modszer specificitasa,
pozitiv és negativ prediktiv értéke egybevethetd.

Osszességében tehat mindkét, nagy nyiréereji 4aramlasi viszonyokat
modellezé moédszeriink alkalmas a Willebrand betegség sztrésére. Kulonosen két
esetben jelentenek elényt a vérzés id6 meghatarozassal szemben: enyhe Willebrand
kor és 2B tipusu betegség esetén. Ezen konnyen kivitelezhetd, nagyobb gyakorlatot
nem igényl6 és a beteg szamara a vérzés idé meghatarozasnal kisebb megterhelést
jelent6 modszerek  feltétlentl ajanlhaték a  von  Willebrand  betegség

szUrévizsgalatara.

Ad2. A VWB diagnosztikajanak  alapvet6 tesztje a VWI:Ag szint
meghatarozas. A legpontosabb eredményt az ELISA médszerrel torténé VWE:Ag
szint mérés adja. Az utobbi években azonban egyre inkabb elterjedtebbé valtak az
immunturbidimetrias elven mikédé VWI:Ag tesztek egyszertiségiik, gyorsasaguk,
olcsésaguk és automatizalhatosaguk miatt. Egy csaladvizsgalat soran tapasztaltuk,
hogy a kilonb6z6  gyartotél  szarmazéd, de azonos elven mikodo
immunturbidimetrias teszteket a RF jelenléte eltér6 mértékben befolyasolja. Az
els6 megfigyelés késébb két masik, sulyos von Willebrand koéros beteg esetén is
megerdsitést nyert. Ezek az eltérések nagy jelentéségiiek, hiszen tévesen magasnak

mért VWE:Ag szint egyes esetekben a VWB diagnézisanak kizarasahoz vezethet,
maskor — a VWEF:RCo-ral vagy VWFE:CB-al egyiitt értékelve — a betegség téves

altipusba sorolasahoz. Fontos, hogy a klintkumnak ellentmondé eredmény vagy
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valamilyen autoimmun betegség fennallasa esetén a VWE:Ag szint tébb modszerrel
torténé meghatarozasara torekedjink, illetve a vizsgalatokat reuma faktor

meghatarozassal egészitsiik ki.

Ad 3 Egy 38 esztendds belga nébeteg vizsgalatat végeztik el. A Bernard-
Soulier betegség diagnodzisa a thrombocytopenian, a periférias vérkenetben észlelt
orias thrombocytakon és a normal von Willebrand faktor antigén és aktivitas
mellett mért jelentésen csokkent risztocetin indukalta thrombocyta aggregacion
alapult. Az ADP és a kollagén indukalta thrombocyta aggregacié normalis volt és
ugyancsak normal eredményt adott az aramlasi citometriaval vizsgalt ADP és
TRAP indukalta thrombocyta aktivacid. A beteg vérzés ideje Ivy modszerrel
megnyult volt, a PFA-100 zarédasi id6 300 s feletti.

A GPIb/IX/V komplexet alkoté glikoproteinek jelenlétét a beteg
vérlemezkéin aramlasi citometriaval és a vérlemezke lizatum Western blot
analizisével vizsgaltuk. Aramlasi citometridval valamennyi glikoprotein jelenléte
kimutathaté volt, mennyiségi meghatiarozassal legkifejezettebben a GPIX,

legkevésbé a GPV mennyisége csokkent. Western blot analizissel nem volt
detektilhaté mennyiségi GPIX és GPIbB. A GPIba mennyisége csokkent.
Ugyanakkor nem tudtuk GPIbo-GPIbB komplex jelenlétét igazolni a beteg

thrombocyta lizatumaban.
A GPIX génjének szekvenalasaval egy missense pontmutaciot, az 1820.

helyen egy adenin-guanin cserét talaltunk, mely a fehérje aminosav sorrendjében
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Asn45Ser cserét eredményez. A mutacié egy Uj restrikcids hasitasi helyet hoz létre
az Fnu4H1 enzim szamara. Ennek segitségével igazoltuk, hogy a beteg homozygota
erre a mutaciora. A beteg ugyancsak vérzékeny fia a GPIX 3-4 PCR fragment

restrikcids enzim analizise alapjan szintén homozygotanak bizonyult az Asn45Ser
mutaciora. A GPIba és a GPIbP génjében muticiét nem talaltunk.

Eddigi ismereteink szerint Bernard-Soulier szindrémat a GPIba, a GPIbf és
a GPIX génjének mutacidja okoz. A GPV-t érinté mutaciét eddig még nem
ismertettek és kisérletes adatok is amellett szélnak, hogy a GPV hianya nem okoz
vérzékenységet (Kahn, 1999). A GPIX-t érint6 ismert mutacidkat a 12. tablazat
toglalja 6ssze.

Egy, a kézelmultban ismertetett, kilenc nukleotidot érinté deléciét (Drouin,
2005) kivéve a mutaciok tilnyomé tobbsége missense mutacio. A Cys73Tyr, a
Cys97Tyr és a Cys8Arg az intramolekularis diszulfid hidak kialakulasanak gatlasat
és a szekunder molekulaszerkezet megvaltozasat eredményezi. A Japanban
tObbszor leirt Trpl26stop mutacié a transzmembran régié hianyat okozza, az
Alal40Thr csere magat a transzmembran régiot érinti és a fehérje membranba
torténd beagyazoddasat gatolja. A szignal peptidet érinté Leu7Pro mutacid a szignal
peptid konformacidéjanak  megvaltozasat okozza és ennek révén az
endoplazmatikus retikulum membranjahoz torténé kapcsolédasat akadalyozza

meg, ami a GPIX teljes hianyahoz vezet.
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12. tablazat

MUTACIO ERINTETT REGIO REFERENCIA
Leu40Pro LRM Noris P, 1998
Phe558er LRM Noris P, 1997

Suzuki K, 1997
Trpl26stop A transzmembran és a C-terminalis régi6 | Noda M, 1995
hianya Iwanaga M, 1998
Toyohama T, 2003
Cys73Tyr A Cys73 és Cys97 kozotti intramolekularis | Noda M, 1996
diszulfid hid hianya, konformacié valtozas
Cys97Tyr A Cys73 és Cys97 kozotti intramolekularis | Kunishima S, 1999
diszulfid hid hianya, konformacié valtozas
Ala140Thr A transzmembran régié mutacidja, a|Wang Z, 2004
membranba torténé beagyazodas gatlasa
Cys8Arg A Cys8 és Cysl12 kozotti intramolekularis | Rivera CE, 2001
diszulfid hid hianya, konformacié valtozas
Leu7Pro Szignal peptid struktirdjanak megvaltoz- | Lanza F, 2002
tatasa, az endoplazmatikus retikulum
membranjaba val6 beépiilés gatlasa.
Asp21Gly LRM Wright S, 1993
Asn45Ser LRM Wright S, 1993
Clemetson M, 1994
Donner M, 1996
Koskela S, 1999
Vanhoorelbeke K, 2001
Sachs U, 2003
Drouin J, 2005
Delécié (9 nukletid) Asn86Ala Drouin J, 2005
Del 87,88,89

70




A missense mutaciok egy csoportja — koztik az altalunk talalt mutaci6 is — a
leucinban gazdag régiot (LRM, 40-63 aminosav, mutaciok: Leu40Pro, Phe55Ser,
Asn45Ser) vagy annak aminoterminalis oldalrégiojat (20-39 aminosav, mutacio:
Asp21Gly) érintik. Az LRM és oldalszekvenciainak pontos funkciéja nem
tisztazott, de a GPIX és a GPIbP kozott kapesolat kialakitasdban van szerepe.
Ebben rokonsiagot mutat mas LRM tartalmu proteinekkel, példaul a Drosophila
toll, chaoptin és connectin fehérjéivel, melyek mas sejtek azonos szerkezet

receptorainak Gsszekapcsolasa révén biztositjak a sejtek kozotti 6sszekottetést. A
GPIbP kozponti helyet tolt be a GPIba-GPIbB-GPIX komplex létrehozasaban
(Lopez, 1994; Kenny, 1999). A GPIbo-hoz kovalens kétéssel, egy diszulfid hidon
keresztll kapcsolédik, mig a GPIX-hez nem kovalens kotéssel. A GPIbB N-
terminalis 15-32 kozotti aminosavanak szerepe bizonyitott a GPIbB-GPIX kézotti
kapcsolat kialakitisaban (Kenny, 2002). A GPIX GPIb k6t6 helye nem ismert, de
az N-terminalis oldalszekvenciajanak Asp21Gly mutacidja illetve az LRM
Asn45Ser és Phe55Ser mutacidja transzfektalt sejtekben gatolja a GPIbB-GPIX
kozotti nem kovalens kapcsolat létrejottét, a GPIbB-GPIX komplex kialakulasat

(Sae-Tung, 1996, Suzuki, 1999). A GPIbB-GPIX komplex hiinyiban a GPlba
stabilitasa romlik, lebomlasa fokozodik, ami a felszini expresszid jelentds
csokkenéséhez és Bernard-Soulier szindréma kialakulasahoz vezet (Dong, 1998).

A belga betegnél talalt mutacidt el6szor egy ,,compound” heterozygota

angol betegben irtak le (Wright, 1993), késébb egy homozygota osztrak
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(Clemetson, 1994), egy svéd (Donner, 1996) és hét finn betegben (Koskela S,
1999). Sajat kozlésinket kovetéen még négy német (Sachs, 2003) és egy
,compound” heterozygota kanadai betegnél (Drouin, 2005) talaltak ugyanezt a
mutaciot. A kanadai beteg francia-ir szarmazasa édesanyjatol 6rokolte az Asn45Ser
cserét. Sajat esetiink kilon érdekessége, hogy a beteg fia, akinek részletes
haemostaseologiai vizsgalatira nem volt lehet6séglink, ugyancsak homozygota erre
a mutaciéra, igy édesanyjaval rokonsagban nem all6 édesapjanak is hordoznia
kellett ezt az aminosavcserét. Az ugyancsak részletesen vizsgalt japan és olasz
Bernard-Soulier szindrémas betegcsoportban ugyanakkor nem fordult elé ez a
genetikai eltérés. Mindezek alapjan gy tnik, hogy az Asn45Ser mutaci6 az észak-
¢és nyugat-eurépai népesség legelterjedtebb, Bernard-Soulier szindrémat okozé
mutacioja. Figyelembe véve, hogy az ismertetett betegek tobbségének diagnozisa
kezdetben immun thrombocytopenias purpura (ITP) volt és ennek megfelel6
terapiaban részesultek, terapia refrakter I'TP esetén a Bernard-Soulier szindroma
lehet6sége illetve annak hordozé allapota mérlegelendé. Ennek lehet6ségét
tigyelembe kell venni a terapiara refrakter ITP-s betegek differencialis
diagnézisaban. Ilyen esetekben a rendelkezésre allo tesztek kozil elsé 1épcsében a

RIPA elvégzése ajanlhato.
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OSSZEFOGLALAS

Nagy nyiréereji aramlasi viszonyok kozott a thrombocyta adhéziét a von
Willebrand faktor biztositja. A VWFE receptora a vérlemezkék felszinén a
GPIb/IX/V komplex. Ha a VWF és a GPIb kozott kapcesolat megbomlik,
vérzékenység alakul ki. Munkank soran a VWF és a GPIb karosodasaval jaro
allapotok, a von Willebrand betegség és a Bernard-Soulier szindréma diagnosztikai
lehet6ségeit igyekeztiink béviteni.

Az irodalomban az els6k kozott vizsgaltuk a nagy nyirdereji aramlasi
viszonyokkal dolgozé modszerek, a PFA-100 késziilék és az O’Brien-féle filterteszt
szerepét a VWB diagnosztikajaban. Megallapitottuk, hogy mindkét modszer
szenzitivebb a hagyomanyos vérzés id6 meghatarozasnal. A két modszer
szenzitivasa, specificitasa, pozitiv és negativ prediktiv értéke egybevethet6 volt.

Megfigyeltik, hogy az immunturbidimetrias elven mikédé VWE:Ag
meghatirozast a reuma faktor jelenléte zavarja. Uj eredményként megallapitottuk,
hogy ez a hatas reagenstdl fiiggden jelentkezik. A reuma faktor befolyasol6 hatasa
komoly tévedésre ad lehet6séget a VWB diagnosztikajaban.

Egy Bernard-Soulier szindrémas beteg klinikai és genetikai vizsgalatat
végeztik el. A GPIX-ben talalt Asn45Ser mutacié az észak- és nyugat eurdpai
lakossag leggyakoribb, BSS-t okozé mutacidja. Ennek lehet6ségét figyelembe kell

venni a terapia refrakter I'TP-s esetek differencialis diagnézisaban.
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