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Bevezetés

A vér teszi lehetévé a szervek kozotti hatékony anyag és sejt szallitast. Ennek
érdekében a vért erek halézata juttatja el a szovetekhez, amely halézat
gerincesekben zart kell hogy legyen. Ha ez a kovetelmény nem teljesiil,
akkor az életfunkciok nem tarthatdak fenn, igy létfontossagi, hogy hatékony
1épések 4lljanak rendelkezésre a vérveszteség megfékezésére. Ersériilés esetén
ehhez nyilvanvalbéan sziikség van az érfal helyreallitasara, de ugyanezek a
mechanizmusok felelnek az érfal endothel bélésének periodikus megujitasaért
is. A sériilések lezarasa mellett legalabb ennyire fontos, hogy a vér mashol
viszont folyékony maradjon. Az elso cél elérését egymastol fliggd — sejtes
és extracellularis — lépések sorozata biztositja. A sérilést kovetoen az érfal
Osszehuzddasa és a thrombocytak szubendothelialis strukturakhoz tapadasa
idGlegesen elzarja a a sériilést. Ezzel egyidében a koagulacios kaszkad is
elindul, 1étrejon a hemosztatikus dugd amely késébb lebomlik mikézben
az érfal integritasa helyredll. A masodik cél megkdveteli ezen 6sszefonddd
folyamatok térbeli és idobeli koordinaciojat, legféképpen csak a megfelel6
hatas aktivalhatja a rendszert. A sériilt vérerek altal kiszolgalt szovetek
érdekében a hemosztatikus dugo kiterjedését és élettartamat keretek kozé
kell szoritani. Azt az Osszetett rendszert, amely mindezen feladatokat ellatja
hemosztazisnak nevezziik.

A thrombocytak adhézidja a sérilt érfalhoz a hemosztazis egyik leg-
korabbi lépése. Az endothélium karosodasa utan azonnal thrombocytak
gytilnek a felszinre keriil6é szubendothelidlis struktirakra. A vénakban vagy
nagyobb artéridkban, ahol az aramlasi nyiréerok alacsonyabbak a throm-
bocytak GP VI és GP IIb/Il1a receptoraik segitségével kozvetleniil kotédnek
a szubendothelidlis kollagénhez. Nagyobb fali nyiréerék esetén azonban,
kiilonosen arteriolakban és besziikiilt erekben, ezek a receptorok énmaguk-
alapjan egy tovabbi mechanizmus feltételezheto, amely ilyen koriillmények

kozott lelassitja a mozgd thrombocytakat és ellenall a nyirdéer6knek amig



a thrombocytak kialakitjak stabil kotéseiket a sériilt érfeliilettel. Ezt a
folyamatot valdsidejii mikroszképos rendszerek segitségével lathatova tették,
és kimutattak, hogy a thrombocytak gordiilnek a felszinre keriilt szubendot-
heliumon miel6tt megallnak és demonstraltdk, hogy ez a jelenség fiigg a von
Willebrand faktor (VWF) és thrombocyta receptora (GP Ib) jelenlététol.
Ennek a kolcsonhatasnak a jelentéségét igazolja, hogy a von Willebrand
betegség (VWB) 3-as tipusdban (VWF teljes hidnya) és a Bernard-Soulier
szindroma (GP Ib hidnya) jellegzetes tiinetei (pl.: nydlkahartya vérzések)
olyan ereket érintenek amelyekben az aramléasi nyiréer6k nagyok.

A VWF, amely a plazméaban, thrombocytakban és az endothel sejtekben
talalhato, hidként koti 0ssze a szubendothelialis kollagént és a thrombocy-
takat. A VWF-GP Ib kolcsonhatas rendelkezik néhany figyelemremélto
tulajdonsaggal, amely kiilonosen alkalmassa teszi feladatanak ellatasara. A
VWF nagy, tobb azonos alegységbdl feléptil6 oligomer (akar 40 alegység —
20 MDa), mindegyik alegysége rendelkezik GP Ib és VWF kotShelyekkel, igy
a kotohelyek helyi stirtisége magas. A GP Ib-VWF kolcsonhatéas asszociacios
és disszociacios sebessége magas valamint a rahato er6k hatasara kétfazisu,
amely lehet6vé teszi a thrombocytak gorgését, kitapadasat vagy levalasat
az dramlési er6k hatdsira. Erdekes médon eltéréen a szelektinektl és re-
ceptoraiktél, amelyek a fehérvérsejtek gorgését kozvetitik, mind a VWF
mind receptora egyidében jelen van a véraramban. Normal kortilmények
kozott azonban a nativ GP Ib affinitasa rendkiviil alacsony a VWF irant,
csak kérosan magas nyirderdk jelenlétében vagy a VWFE immobilizacioja
esetén lépnek kolcsonhataba.

Ez a megfigyelés egy aramlasi sebességgtol fiiggs szabalyozé mechaniz-
must feltételez. A jelenlegi elméletek a VWF kiilonb6z6 1éptékii konforméacio
valtozasara (amely a kotShely affinitasat vagy hozzaférhetéségét befolya-
solja) és /vagy a multimer méret szabalyozasira (aviditas valtoztatéisa)

fektetik a hangsulyt:

o A nyiréer6 hatasara olyan konforméacié valtozas johet 1étre a GP Iba
kotohelyben vagy annak kozelében, amely megnéveli affinitasat GP Iba
irant. Majdnem az 6sszes leirt funkcié nyeréses mutacié (VWB 2B

altipus) miszszensz mutécié amely az Al doménben taldlhatd, abban
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a doménben amely az egyetlen ismert GP Iba kotohelyet tartalmazza
a VWF-ban. Ezekrol a mutaciokrol feltételezik, hogy destabilizaljak az
Al domén bazisat és ezaltal utanozzak a nyirderdk hatasara kialakuld
szerkezeti valtozasokat. Molekula modellezési modszerekkel azt is
demonstraltak, hogy a VWF-GP Iba kotésre haté eré hatasara a
GP Iba és az A1l domén egymashoz viszonyitott helyzete olyan moédon
valtozik meg, amely 101j s6hid és igy erésebb kolcsonhatas kialakulasahoz

vezet.

A nyiréero az el6bbinél nagyobb léptékii konformacié valtozast is okoz-
hat, amely nem érinti kdzvetlentil a GP Iba kotéhelyet. Feltételezheto,
hogy méas domének is részt vesznek a VWEF - GP Iba kolcsonhatas
szabalyozasaban, mivel 6nmagaban az A1 domén spontan kotédik a
GP Iboa-hoz. Ezzel 6sszhangban az 1C1E7 elnevezésii antitestrol leirtak,
hogy az VWF N-termindlis részéhez (D'D3 régid) kapcsoldédik, mégis
2 tipusi VWB szerti valtozasokat idéz elo. Kisszogli neutronszorasos
tanulméanyok is helyi, domén szintl atrendezodéseket valoszintisitenek

a nyiroerok hatasara.

Oldatban a VWF | feltekeredett” konformaciéoban van, ami miatt a
GP Ib kotohelyek jelentds része nem hozzaférheto. Feltételezik, hogy
a nyirderék és / vagy az immobilizacié hatasara a VWF | kitekeredik”
és ezaltal a kotohelyek hozzaférhetové valnak. Néhany tanulmany
szerint ehhez az aramlasban a thrombocytak altal kifejtett htizéerdre

is sziikség van.

A VWF multimerek mérete ugyancsak befolyasolhatja a VWF - GP Ib
kolesonhatést. Altaldanosan elfogadott, hogy a nagyobb multimerek
jelenlétében a thrombocyta adhézié hatékonyabb, amelyet a nagyobb
multimerek tobb kotohelyébdl adédd nagyobb aviditasanak tulajdoni-
tanak. Jelenleg nem ismert milyen médon szabalyozott a multimer
eloszlas a szintézis soran, illetve az sem, hogy létezik-e ilyen sza-
balyozas. Mindenesetre az ADAMTS13 elnevezésii metalloproteaz

specifikusan képes hasitani a kivalasztott, nyirdéeroknek kitett ultra-
nagy VWF (ULVWF) molekuldkat. Ez alapjan feltételezhetd, hogy az
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VWEF multimer méretének csokkentésével az ADAMTS13 korlatozza

a nagy nyiréereji aramlas mellett bekovetkezo thrombocyta adhéziot.

Intenziv kutaté munka folyik jelenleg is ezen a tertileten, mivel az elégtelen
szabalyozas vérzéses és thrombotikus allapotokat is eldidézhet, tovabba
azért is, mivel potencidlis célpontja a nagy nyirderejii aramlast célzé (pl.:
besziikiilt artéridk és sztentek) thrombocytagatld gyogyszereknek. A végle-
ges valasz még varat magara, talan a jelenlegi elméletek egy kombinacidja

fogja megmagyarazni az eddig osszegytilt kisérletes adatokat.



Célkitiizes

Célunk az interdomén kolcsonhatasok jelentoségének tanulmanyozasa a
VWEF GPIb iranti affinitdsanak szabalyozasaban, és 1j modszerek kifejlesz-

tése, amelyek tovabbi kutatasokat tesznek lehetové ezen a teriileten.

o A D’D3 régi6 szerepének elemzése a VWF - GP Ib kolcsonhatas szaba-
lyozasaban:

— Az 1C1ET elnevezésti monoklondlis antitest (moAb) hatdsmecha-
nizmusanak felderitése. Ez az antitest nem a GP Ib kétShelyet
tartalmaz6 doménben (A1), hanem a D’D3 régioban rendelkezik
kotohellyel, mégis elosegiti a VWE . GP Ib kolesonhatast

— A VWF kiilonb6z6 doménjeihez kotodé monoklonalis antitestek

kozotti keresztgatlasos kisérletek

— Rekombinans delécios VWF mutansokkal folytatott kisérletek
o Mobdszerfejlesztés:

— A VWF multimer eloszlas elemzésére szolgalé mddszerek tokéle-
tesitése és kiterjesztése, ideértve az elektroforézis és adatelemzési
technikakat is.

— Egy olyan rendszer létrehozasa, amelyben a thrombocytakat
hasonlé méretii, aktiv GP Ibo-t hordozé részecskékkel helyettesit-

jik. Ezzel lehetové valna a thrombocytak altal kifejtett htzoerck

s e



Anyagok és Modbdszerek

Domének kozotti kolecsonhatasok

1C1E7 egylancu variabilis fragmentum létrehozasa és

termeltetése

1C1E7 termel6 hibridéma sejtekbdl teljes sejt RNS-t izolaltunk, amelyet
oligo(dT)yy primerek segitségével reverz transzkriptaltunk. A nehéz és a
konnyt lanc variabilis régiéit (Vy illetve Vi) az 1C1E7 N-termindlis amino-
sav szekvenciaja alapjan tervezett degeneralt szensz és a vazszekvenciara
specifikus antiszensz primerek segitségével amplifikaltuk. Az egylancu vari-
abilis fragmentum (scFv) kédolé szekvencidjat ( Vy—(G4S)3—Vy) SOE-PCR
(splicing by overlap extension by PCR - splicing atfedés kiegészitése altal
PCR-rel) technikaval hoztuk létre a Vi és Vilancok megfelel6 kiegészitése
utan. Az 1C1E7 scfv His-tag fiziés proteint Escherichia coli sejtekben
termeltettiik.

Thrombocyta agglutinacié

Az 1C1E7 scFv agglutinaciés kisérletekhez citrattal antikoagulalt vérbol
preparaltunk thrombocyta dus plazmat. A thrombocyta dis plazmét 3 per-
cig inkubaltuk 1C1E7 scFv-vel vagy IgG-vel majd az agglutinaciét riszto-
cetin hozzdadéasaval inditottuk el. A VWF deléciés mutansokkal végzett
kisérletekhez mosott thrombocytékat hasznéltunk. Ehhez 10 pg/ml vég-
koncentracioban AD’D3 (nem tartalmazza D'D3 doméneket) + D’D3 vagy
plusD’D3 (D’D3 doméneket tartalmazé kontroll) fragmentet adtunk és
3 perc inkubaci6é utan az agglutinaciot risztocetin hozzaadasaval inditottuk

el.



Keresztgatlasi kisérletek

A kisérletekhez a 418 (kotohely a D’D3 régioban) 701, 724 (kétéhely az Al
doménben) és 82D6A3 (kothely az A3 doménben) monoklondlis antitesteket
hasznaltuk.

L2Immobilizalt” VWEF': Mikrotiter lemezeket VWF-ral fedtiink majd a
lyukakban egy biotinalt és egy masodik nem biotinalt antitestet inkubaltunk.
A kikotodott biotinalt antitest mennyiségét peroxidaz jelolt strepravidinnal
detektaltuk.

»~Nativ’ VWEF': Mikrotiter lemezeket fedtiink a fenti antitestek egyi-
kével. Biotinalt VWF-t egy masodik antitesttel preinkubaltuk majd ezt az
oldatot a fedett lyukakba mértiik. Tovabbi 30 perc 37 °C-os inkubéacié utan
a kikotodott biotinalt VWE mennyiségét a fent leirt médon detektaltuk.

VWEF multimer eloszlas

SDS agaréz gélelektroforézis és immunblot

A VWF oligomereket médositott Laemmli vagy Tris-borat diszkontinuus
puffer rendszer segitségével valasztottuk szét. El6szor az alacsony felbontast
(0,8%-0s) agardz szeparald géleket (12,5 cmx10 cmx 1,2 mm) ontottik ki
iveg lemezre, majd az els6 két és fél centiméteres sav helyére tomorité gélt
ontottiink. A denaturalt mintakat konstans dramerdsség mellett 6 6ran
at (20 mA /10 cm gél) vagy egész estén at (6 mA /10 cmgél) 18°C-ra
hitott lapon futtatuk. A fehérjéket nedves elektro-blot technikaval PVDF
membranra juttattuk. A transzfer elésegitéséhez — Bowen és Bowley altal
kozolt moédon — a VWE oligomereket 1 mM B-mercaptoethanol segitségével
részlegesen lebontottuk (merkaptolizis). A VWF immunfestéssel, HRP-vel
jelolt anti-human VWEF antitest és DAB szubsztrat segitségével tettiik

lathatova.



Mennyiségi multimer analizis

A membranokat kalibralt denzitométerrel digitalizaltuk, az igy kapott ref-
lektiv denzitas (RD) és relativ mobilitas (RF) adatokat sajat fejlesztésii
programunkkal dolgoztuk fel. Eloszor abrazoltuk a reflektiv denzitast a
relativ mobilitas fiiggvényében, majd ezt a gorbét simitottuk és a VWF
csucsokat azonositottuk. A mennyiségi elemzést két modszerrel végeztiik:

Az els6 moédszer (Myg) esetében a nagy multimerek — amelyeket az
ikozamernél (tizedik sav) nagyobb oligomerekként definialtunk — relativ
mennyiségét szamitottuk ki.

A masodik — altalunk fejlesztett — moédszer (Mpyw) esetében a
multimerizaltsag fokat jellemeztiik. Ezt a VWEF fehérje méret szerint felso
25 szazalékanak als6 hatarahoz tartozé molekulasily segitségével adtuk
meg. A molekulastilyt a VWF csticsok molekulasiilya és RF adatai alapjan
hataroztuk meg. A 25 szazalékos hatart kevés nagy multimert tartalmazo,
normal és ULVWEF-t tartalmazé mintak csoportjainak kiilonbo6zé Mypw
mellett elvégzett 0sszehasonlitasa alapjan valasztottuk.

Az altalunk fejlesztett szoftver hasznalataval az adatfeldolgozasnak egyik

szamitasi mod esetén sem volt manualis 1épése.

GP Iba mikrogyongyok

A 24B3 egy olyan monoklonalis antitest amely képes a glycocalicint plaz-
GP Iba 135 kDa méretii, nagymértékben glikozilalt, hidrofil proteolitikus
fragmense). A 24B3-at a gyarté utasitasait kovetve kovalensen 3 ym at-
mér6jli karboxilat polisztirén mikrogyongyokhoz kapcsoltuk. Glycocalicin
forrasként a vérellatd szolgalattol szerzett lejart human thrombocytakat
hasznaltunk, a 24B3 fedett gyongyoket egy estén at a mosott majd szoni-
kalt thrombocytak sziirletével inkubaltuk. Meghataroztuk a mikrogyongyok
felszinéhez kotott 24B3 és glycocalicin molekulak szamat. A gyongyoket
két 6ran at tisztitott VWEF-ral és botrocetinnel inkubaltuk, 1%-os para-
formaldehiddel fixaltuk, majd a kotédott VWEF-t nyal anti-human VWF
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poliklonalis antitesttel és ezt kovetden sertés anti-nyul IgG-FITC jeloltiik.
A VWF mennyiségét lowcytométer segitségével detektaltuk.
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Eredmények

Domének kozotti kolecsonhatasok

Thrombocyta agglutinacios kisérletek

Korabbi tanulmanyok alapjan feltételezheto, hogy a GP Iba VWF-A1 kol-
csonhatast mas domének is befolyasoljak. Az 1C1E7 monoklonalis antitest
a D’D3 régiohoz kotodik, de igy is képes a el6segiteni a a GP Ibao VWF-hoz
vald kotédését. Ez a D’D3 funkciondlis szerepére utal, amelyet mi az alabbi
rekombindns VWF deléciés mutansokkal tanulmanyoztunk: AD’D3 (hidny-
plusD’D3 (kontroll, amelybdl hianyzik a D4-CK régié, viszont tartalmazza
a D’D3 régiét és az A doméneket is) és D'D3 (csak a D’D3 doméneket
tartalmazza). Alacsonyabb thrombocyta szam mellett a AD’D3 jelenlété-
ben — a plusDD3-mal ellentétben — spontan thrombocyta agglutinacié volt
megfigyelhet6. A mosott thrombocytakkal végzett risztocetin indukalta
thrombocyta agglutinacié (RIPA) risztocetin kiiszébkoncentracitja alacso-
nyabb volt a AD’D3 esetében mint a plusD’D3 esetén, amely jelezte, hogy
a D’D3 régi6 gatolja a VWF GP Iba kolesonhatast. Ezt megerdsitette az
is, hogy a D’D3 gatolta a risztocetin indukalta thrombocyta agglutinaciot
AD’D3 jelenlétében, mig plusD’D3 esetén nem volt ilyen hatasa. Utébbi

N

AD’D3 mutans esetén utélag hozzaadott D’D3-mal visszafordithaté.

Keresztgatlasi kisérletek

A D’D3 és az A1 domén harmadlagos szerkezetben megfigyelhetd tavolsagat
vizsgaltuk oldatban és felszinhez kotott VWE esetén is. Ehhez a 418 moAb
(kotohely a D’D3 régioban) kotodésének 701 és 724 moAb (kotohely az Al
doménben) &ltali gatolhat6sagat mértiik. Negativ kontrollként a 82D6A3
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moAb (kot6hely az A3 doménben) hasznaltuk. Két kilonb6zé ELISA-szert
elrendezést allitottunk ssze: az els6ben biotinélt 418 (b-418) immobilizalt
VWEF-hoz kotddésének, mig a méasodikban biotindlt VWEFE (b-VWEF) immo-
bilizalt 418 antitesthez valo kotodésének gatolhatosagat vizsgaltuk masodik
jeloletlen antitesttel. Immobilizalt VWEF esetén nem tudtunk gatlast kimu-
tatni, kivéve a pozitiv kontrollként hasznalt jeloletlen 418-at, annak ellenére,
hogy mindegyik antitest képes volt a VWF-hoz kotodni. Ezzel ellentétben
a 701 és a 724 moAb is gatolta a 418 moAb kotédését az oldatban 1év6
b-VWF-hoz, mig a 82D6A3-nak ez esetben sem volt hatasa.

1C1E7 egylanci variabilis fragmentum létrehozasa és

termeltetése

Az 1C1E7 scFv-t, amely egy His-taget is tartalmazott, E. coli torzsben
termeltettiik. Az 1C1E7 scFv az 1C1E7 IgG-hez hasonléan fokozta a risz-
tocetin indukélta thrombocyta agglutinaciot, bizonyitva, hogy a megfelel6

fragmentet allitottuk el6. Az 1C1E7 nehéz lanc komplementaritast meghata-

« /s

s s

VWEF multimer eloszlas

A pufferek osszehasonlitasa

Normal mintakban a Tris-borat pufferekkel 18 —-22 kiilonallé savot tud-
tunk elkiiloniteni. Laemmli pufferekkel kevesebb savot detektaltunk és a
futéasi front kozelében altalaban egy torz sav is megfigyelheto volt. A gélek
feloldoképességét és a torz sav tartalmat 2D elektroforézissel vizsgaltuk,
amelyben egy mintat az elsé iranyban Laemmli gélben valasztottunk szét,
majd a masodik iranyban Tris-borat gélben futtattunk. A nagy multimerek
feloldasa a Tris-borat gélben bizonyult jobbnak, és a Tris-borat gélben a

Laemmli pufferekkel megfigyelheto torz sav is tobb savra valt szét.
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Az Myw szamitas optimalasa

Az optimalas eredményeképpen az Myw-t a VWF fehérje méret szerint felsé
25 szazalékanak alsé hatarahoz tartozé molekulasiulyként definidltuk. A
25%-o0s kiiszobot az adatok egy részhalmazanak (7 thrombocyta lizatum, 11
normal és 8 nagy multimer hidnyos minta) kiilonboz6 kiiszobértékek (1-80%)
melletti vizsgalata utan allapitottuk meg. A mddszer érzékenységét a fenti
csoportok elvalasztasara t-statisztikaval vizsgaltuk. Alacsonyabb kiiszob
mellett a thrombocyta lizatum és a normal csoport elkiilonitése javult, mig
a normal és a nagy multimer hianyos mintak elkiilonitése magasabb kiiszob
hasznéalata mellett volt jobb. A 25%-0s kiiszob egyforma tavolsagra helyezke-
dik el a legjobb normél vs. thrombocyta lizatum (10%) és a legjobb normal
vs. VWE hidnyos (40%) elkiilonités kiiszobértékétol. Ennél a kiiszobértéknél
a csoportok kozott a kiillonbség statisztikailag erésen szignifikans (atlag+SD
10.4240.78, 6.2740.68, 2.13+1.12 MDa a thrombocyta lizatum, a normal

és a nagy multimer hidnyos minték esetén, p<<0.01)

Moébdszerjellemzok

A médszerek ismételhet6sége (egy kontroll minta 20 kiillonb6éz6 napon elvég-
zett mérésének variacios koefficiensével jellemezve) az Myw és Mjgesetében
7.8% illetve 15.9% volt. 35 egészséges egyént vizsgalva az Myw és Mpesetén
az atlag és a szoras 6.1+£0.72 illetve 33.5+7.9 volt. A modszerek immunfes-
tés erdsségével kapcsolatos tlirését egy minta sorozathigitasanak (0,25x —
2,5 xstandard higitas) kiértékelésével végzetiik el. A kiillonb6z6 higitasok
0,061 és 0,319 kozotti atlagos RD-t eredményeztek a gél VWF-t tartal-
maz6 részén, ebben a tartomanyban az Myw és Mygeredményeket ez nem

befolyasolta.

Az Myw és az My0sszefiiggése

Meghataroztuk az Mymw és Mygthrombocyta lizatum, kontroll mintak, ADAMTS13
altal lebontott VWF és 2-es tipusu von Willebrand betegek esetén. A th-

rombocytakban talalhaté VWF védett a plazma proteazokkal szemben és
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ezért a szokasosnal nagyobb multimereket tartalmaz, mig a 2-es tipusu
VWB-ben jellemzoen csokkent a nagy multimerek mennyisége. Normal
mintak és thrombocyta lizatum esetén jo oOsszefiiggést talaltunk a mul-
timerizacié mértéke és a nagy multimerek mennyisége kozott (1°=0.98),
ugyanakkor a regresszios egyenesek meredeksége kiilonb6z6 volt (p<0.001).
A thrombocyta lizdtumban talalhaté VWEF' jellemzéen nagyobb multimere-
ket tartalmazott, mint az azonos mennyiségli nagy multimert tartalmazo

normal minta.

Az Myw és a kollagén koto aktivitas illetve a riszto-

cetin kofaktor vizsgalat osszefiiggése

Normal és 2-es tipusit VWB mintak Mypw és a VWEF funkciondlis teszt (kol-
lagén koté aktivitas és risztocetin kofaktor vizsgélat) eredményeit hasonlitot-

tuk ossze. A funkciondlis vizsgalatok és az antigén szint (aktivitds / antigén)

/////

és 0.43 a VWF:RCo illetve VWF:CB esetén). Négy beteg esetén (16%) az
Mywnormadl a funkciondlis tesztek kéros eredményt mutattak (lehetséges
2M altipus). Ugyanakkor VWF:CB esetén harom (12%) illetve VWF:RCo
esetén 6t (20%) kettes tipusi beteg aktivitas / antigén hanyadosa normal
volt koros elektroforézis eredmény mellett. Ezek koziill néhany minta antigén
szintje alacsony volt (egy VWEF:RCo és harom VWEF:CB esetében), ezekben
az esetekben a funkcionalis tesztek reprodukalhatosaga jellemzden rosszabb.
Tovabba 6t normal minta (19%) VWEF:RCo / VWF:Ag hanyadosa kéros volt,
mig ezen mintdk VWEF:CB / VWE:Ag illetve Mypweredményei normaélisak
voltak.

GP Iba mikrogyongyok

A 24B3 fedés kovetben a gyongyok képessé valtak glycocalicin és azt kvetGen
anti-GP Iba antitestek kotésére. A felszinhez kapcsolt 24B3 antitesteknek
(~64000) csak egy részéhez kotédott glycocalicin (~3140). A kikotédott

glycocalicin molekulak jelentésen alacsonyabb szama arra utalhat, hogy az
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immobilizalt 24B3 antitestek egy része nincs kotoképes konforméaciéban.
Botrocetin jelenlétében VWF-t adtunk glycocalicinnel el6zetesen inkubalt
gyongyokhoz, majd egy két lépéses jelolés utan megmeértiik a gyongyokhoz
kotodott VWE mennyiségét. A VWE detektalhato volt a gyongyokon, ezzel
demonstraltuk, hogy a 24B3 gyongyokhoz kotott glycocalicin képes a VWF
kotésére. A mérés specifitasat a glycocalicin elhagyasaval bizonyitottuk,
amely a VWF jel megsziinéséhez vezetett.

16



Diszkusszio

A thrombocytak elsédleges feladatat egyszeriien osszefoglalhatjuk: A th-
rombocytak lyukakat tomnek be az erekben”. Kicsit részletesebben azt
mondhatjuk, hogy a thrombocytak ezen folyamat elso 1épésében a keringés
artérias oldalan azonositjak az erek boritasanak karosodéasat és a felszinre
kertil6 szubendotheliumhoz kotédnek. A kapillarisokban a thrombocytak
atlagosan 0,5 mm/s sebességgel haladnak, figyelembe véve 2 um-es atmé-
réjiiket, ez azt jelenti, hogy az érfal egy adott pontja felett hozzavetoleg
4 ms-ot toltenek. Nagysagrendileg hasonl6 idétartam allhat a thrombocytak
rendelkezésére a sériilt érszegmens felismerésére és az adhéziora. Ilyen aram-
lasi koriilmények kozott a megoldas egy transzlokaciés 1épés megjelenése a
kezdeti kontaktus és a stabil adhézié kozott. Ebben a szakaszban a VWF
mintegy hidként koti 6ssze a gyorsan mozgd thrombocytakat és a mozdulat-
lan érfalat és igy lehetové teszi, hogy kolesonhatasba 1éphessenek egymassal.
Erdekes médon azonban, a VWF és a thrombocyték egyidSben jelen vannak
a keringésben, mégis kolcsonhatasuk csak olyan magas nyiréerejii aramlas
mellett figyelhet6 meg, amely normalisan nem fordul el6. In vitro, a VWF
¢és a GP Ib k6tédése modulatorokkal is el6idézhetd (pl.: risztocetin vagy
botrocetin), de ilyen kortilmények kozott a kolesonhatas viszonylag mes-
terséges. Ennek ellenére kimutattak, hogy a risztocetin fliiggd kolesonhatas
eléggé jol korrelal a fiziologias aramlas fiiggo allapottal. In vivo a kotést a
VWEF immobilizaciéja és az aramlasi nyiréerék hatasa idézi el6. Ez alapjan
feltételezhetd, hogy a VWFE GP Ib iranti affinitasat a VWE GP Ib koto-
helyével kapcsolatos valamilyen konformaciévaltozasa szabalyozza, amely
nyiréero és immobilizacié hatasara jon létre. A domének kozotti kolesonha-
tasok lehetséges szerepét ebben a folyamatban az 1C1E7 elnevezésii moAb
hatasmechanizmusanak felderitésén keresztiil tanulméanyoztuk. Ez az anti-
test a VWEF N-terminalis D’D3 doménjeiben kotodik, mégis képes a VWF
GP Ib iranti affinitasat fokozni, annak ellenére hogy kotéhelye tavol esik
a GP Ib kotéhelytol. Ez az 1C1ET7 kétohelyének modulator hatasara utal,
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ezért ezen régié (D’D3) VWE GP Ib interakciéban betoltott funkcionéalis
szerepének felderitését tliztiik ki célul. A D’D3 régié deléciéja GP Ib iranti
magasabb affinitast eredményezett, amelyet a AD’D3 (dimer, hidnyzik a
D’D3 régié) plusD’D3-hoz (dimer, hidnyzik a C-terminélis régié, de a D’D3
domének épek) viszonyitott alacsonyabb risztocetin kiiszobértéke jelzett
a RIPA tesztben. Ezen feliil, alacsonyabb thrombocyta koncentracioknal
AD’D3 jelenlétében — a plusD’D3-mal ellentétben — spontan thrombocyta
agglutinacié volt megfigyelheto. Egyiittesen ezek az adatok arra utalnak,
hogy a D’D3 régi6 — leginkabb az A1l domén takardsaval — gatlo szere-
pet tolthet be. Ezek az adatok megerdsitik és kiegészitik azokat a korabbi
tanulmanyokat, amelyek leirjak, hogy az A1l doménben talalhaté GP Ib
kotohelyet feltételezhetéen az A1l domén N-termindlis szélsé régioéi és a
D’D3 domén C-terminalis régidja takarja. Annak a feltevésnek a tovabbi
bizonyitasdhoz, miszerint a D'D3 és A1 domének oldatban kolcsénhatasba
1épnek, de immobilizalas / nyiréer6k hatasara kolcsonhatasuk megsziinik, az
érintett doménekhez kotodo antitestek keresztgatlasat vizsgaltuk, oldatban
illetve immobilizacié utan. Az anti-D’D3 418 moAb kotodését oldatban
gatolta az anti-Al 701 és 724 moAb, azonban immobilizacié utan ez a
hatas megszlint, amely bizonyitja, hogy a Al és D’D3 domének tavolsaga
megvaltozik a VWF immobilizaci6ja soran. Végiil, szembetiné hasonlosagot
fedeztiink fel az 1C1ET7 nehézlanc CDR 3 és a VWF A1 domén N-terminélis
széli szekvenciaja kozott. Ismert, hogy ez az N-terminalis széli szekvencia
fontos modulatora a GPIb és az A1l kapcsolédasanak, a régiéban torténd
valtoztatasok vagy deléciok fokozzak a VWE GP Ib iranti affinitasat. Véle-
ményiink szerint az A1 doménen belill ez az a régi6, amely a D’D3 régioval

kolesonhatasba 1ép, és lehetséges, hogy az 1C1E7 antitest az A1 N-terminalis

e

SN

kotést gatld szerepét demonstraljak. Ezek alapjan a megfigyelések alapjan
a kovetkez6 hipotézis allithato fel: alapallapotban az A1 domén és a D'D3

régio szorosan kapcsolodik, feltételezhetéen az A1 domén N-terminélis szélsé

« s 87

ségét. A VWEF immobilizaciéja soran ez a kapcsolat konformaéacié valtozas
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hatasara megsziinik, amely lehetové teszi a thrombocytéak kitapadasat GP Ib
receptoraikon keresztiil.

Az oldatban 1év6 VWEF feltehetéleg feltekeredett konformacioju, ami
miatt a GP Ib koétohelyek jelentés hanyada nem hozzaférheto. Feltételez-
hetd, hogy ez a hatas nagymértékben fiigg a VWF multimer méretétol,
ahogy a molekula aviditasa is, mivel a nagyobb multimerek tobb kotohelyet
tartalmaznak. Ezzel 6sszhangban szoros kapcsolat figyelheté meg a nagy
multimerek jelenléte és a VWE hemosztatikus funkcidja kozott. Az endothel
sejtek altal kivalasztott VWEF mennyisége és feltehetéen multimerizacioja
— csakiugy mint a VWF oligomereket bont6é enzim (ADAMTS13) plazma
koncentracidja — jelentos interindividualis valtozatossagot mutat és kéros
koriilmények kozott is valtozik. Ennek kovetkeztében varhatéoan a VWF
hemosztatikus aktivitasat nagy mértékben meghataroz6 nagy VWEF oligo-
merek mennyisége és nagysaga is kiilonbozik. A nagy multimerek mennyi-
ségének kvantitativ mérésére jelenleg elfogadott modszer az ikozamernél
(10-es sav) nagyobb VWF fehérje relativ mennyiségének kiszamitéasa, bar
mas megkozelitések is 1éteznek. Innen tekintve jelentos probléma az, hogy
a Laemmli pufferekkel a kis VWF oligomerek elvalasztasa nem megfelel6
és emiatt a VWEF savok nem azonosithatéak megbizhatéan. Tovabba az
is, hogy a hagyomanyos technikakkal a nagy oligomerek blottolasa sem
megbizhatd. Megoldasként tobb puffer rendszer kiprébalasa utan ugy ta-
laltuk, hogy a Tris-borat pufferek hasznalata és a merkaptolizissel segitett
blottolas jobban megfelel a mennyiségi értékelés kovetelményeinek. A nagy
multimerek méretének jellemzése tobb kérdést is felvet. A nagy multimerek
méretének nyilvanvalo jellemzoje a legnagyobb multimer mérete lehetne,
ugyanakkor ennek a mennyisége olyan csekély, hogy denzitometridasan elkii-
lonithetetlen a VWEF savok folotti hattértél. Tovabba ennek a multimernek
a mérete nagysagrendileg 20 MDa koriili, amelyet a hasznalt agaroz gélek
nem oldanak fel, tehat, ha detektalasa lehetséges is volna, molekulaméretét
akkor sem tudnank megallapitani. Ezek a nehézségek elkeriilhetoek, ha
nem csupan a legnagyobb oligomert, hanem a legnagyobb oligomerek egy
részét célozzuk. Masrészrol viszont, til nagy hanyad kijelolése csokkentheti

a szelektivitdst. Normal mintak nagy multimer hidnyos (2 tipusu VWB)
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és a szokasosnal nagyobb multimereket tartalmazo (thrombocyta lizatum)
mintakhoz hasonlitdsa alapjan tgy talaltuk, hogy a fels¢ 25% haszndlata
esetén a modszer szelektiv és a hattér altal okozott interferencia is elfogad-
haté mértéki. (Az utébbi probléma a 2 tipusi VWB esetén jelent6sebb,
mivel a VWF savok tavolabb esnek a mintafelviteli helyektél.) A throm-
bocyta lizatum vizsgalata igazolta, hogy a szokasosnal nagyobb multimerek
még akkor is kimutathatéak, ha a nagy multimerek aranya nem nagyobb
a normal mintakban mérhetonél. Az Mywszamitas tovabbi értékeléséhez
az Mywés a VWF GPIb (VWE:RCo) illetve kollagén koté (VWE:CB)
aktivitasanak osszefiiggését vizsgaltuk normal és 2-es tipusi VWB minta-
kon. A két funkcionalis teszt és az Mynwkozott mérsékelten erds (r2~0.4)
Osszefliggést talaltunk, a VWE:CB nagyobb érzékenysége a nagy multimerek
hidnyara nem volt egyértelmii. Erdemes megemliteni, hogy alacsony antigén
koncentracié mellett a funkcionalis tesztek rosszabb reprodukalhatésaga
normal aktivitas / antigén hanyadost eredményezhet kéros elektroforézis
eredmény mellett is. Eredményeink alapjan kijelenthet6, hogy a most vazolt
1j technikdk pontosak és reprodukalhatoak és alapjaul szolgalhatnak a
késébbi VWE multimer eloszléas jelentoségét vizsgald tanulmanyoknak.

A jelenlegi hipotézisek szerint az dramlési nyiréerdk és / vagy az immo-
bilizacié hatasara a VWF kitekeredik és kotohelyei hozzaférhetévé valnak.
Ugyanakkor ezen feltevés kisérletes bizonyitasa nehéz, feltehetéen mivel
a thrombocytdk VWF-hoz kétédésére és az altaluk kifejtett htizdercre
is sziikség lehet a kitekeredéshez. A thrombocytak a VWF-hoz vagy a
szubendotheliumhoz kotodés soran aktivalédnak, amely a fent vazolt hatas
tanulmanyozasat megneheziti. A probléma megoldasahoz a thrombocytak
kivaltasat terveztiik hasonldé méretli funkcionalisan aktiv GP Ibo-t hordozé
részecskékkel. Ehhez 3 um atmérdji karboxilat polisztirén gyongyokhoz
a 24B3 elnevezésti monoklonalis antitestet kovalensen kapcsoltunk, amely
ismerten képes a rekombinans GP Ibo-t valamint a glycocalicint (a GP Ib
plazmaban taldlhat6 extracellularis proteolitikus fragmentje) aktiv konfor-
maciojukban kikétni. Bemutattuk, hogy ezek a gyongyok igy képessé valtak
a glycocalicint thrombocyta lizatumbol kikotni, és ez utan botrocetin jelen-

létében VWF-t kotni. Ez bizonyitja, hogy ezek a gyongyok funkcionalisan
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aktiv GP Iba-t hordoznak, és késébbiekben az aramlasi kisérletek értékes

eszkozeivé valhatnak.
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Uj eredmények Gsszefoglalisa

o Kimutattuk, hogy a VWF D’D3 régidja gatolja a GP Iba és VWF-A1

kolesonhatasat:

— Keresztgatlasos kisérletek a D'D3 régié és az A1 domén kozeli
konforméaciéjat jelezték oldatban, azonban immobilizacié utan

mar nem

— A risztocetin indukalta thrombocyta agglutinaciés vizsgalatok a
D’D3 régi6 gatlé hatasat mutattak ki

— Szekvencia hasonldsagot talaltunk az 1C1E7 nehéz lanc CDR3
és az Al domén kozott, ami arra utal, hogy azonos helyre ko-
todhetnek a D’D3 régioban. Ez magyarazza hogyan fokozza az
1C1E7 a VWF affinitasat GP Ib irant: az 1C1E7 megszakitja az
Al domén és a D’D3 régi6é kapcsolatat és megsziinteti az ebbol

a kolesonhatasabol adodo takarast.

o Uj elektroforézis és kiértékel§ technikédkat dolgoztunk ki a VWF
multimer eloszlas mennyiségi jellemzésére. Demonstraltuk, hogy ezek

a modszerek pontosak és reprodukalhatéak:

— Megvizsgaltuk médszertiink hasznalhatosagat és érzékenységét a
igen nagy multimereket és a nagy multimereket nem tartalmazo

mintak esetén.

— A multimerizacié mértékét kvantitativ médon meghatarozé mod-
szeriik eredményeit 6sszehasonlitottuk a funkcionalis tesztek ered-
ményeivel és statisztikai modszerekkel jol értékelheto osszefiiggést
talaltunk.

o Kifejlesztettiink egy modszert, amelynek segitségével lehetdség nyilhat

a thrombocytak altal VWF-ra kifejtett htizéerdk tanulmanyozasara.
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Glycocalicint kotottiink polisztirén mikrogyongyokhoz és kimutattuk,

hogy ezek a gyongyok képesek VWEF kotésére.
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