Von Willebrand-faktor és laboratériumi diagnosztikai szerepe
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Factorul von Willebrand si diagnosticul de laborator

Scopul nostru este descrierea diferitelor abnormalitati a activitatii facto-
rului von Willebrand si diagnosticul de laborator al bolii von Willebrand
bazat pe literatura actuald. Activitatea proteinei depinde in mare masura
de structura multimerici. Am separat multimerii prin electroforeza
SDS-agarozi gel, urmata de Western immunoblotting si densitometrie,
aplicand analiza cantitativa a distributiei multimerilor. Am reusit sa sta-
bilim o metodologie adecvatd pentru detectarea diferentelor cantitative
intre multimerii cu masa moleculara micd, medie i mare. Recomandam
aceasta metodd pentru descrierea mai exactd a abnormalitatilor factoru-
lui von Willebrand.

Cuvinte cheie: factorul von Willebrand, diagnostic de laborator,
electroforeza, immunoblotting, densitometrie.
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A Von Willebrand-faktor (VWF) egy nagy mole-
kulatomeg(i glikoprotein, az endothel sejtekben és a
megakaryocytdkban termelédik és ezt kovetSen az
endothel sejtek Weibel-Palade testecskéiben és vérlemezke
a-granulumaiban raktarozédik. A plazmdban 500 kDa-
tol (dimer) tobb mint 20000 kDa-ig (40-mer) terjedd
multimerek formdjaban talalhato, koncentracidja megkoze-
litéleg 10 pg/ml [12].

A VWEF szerepe kettds: nélkiilozhetetlen a thrombocyta
adhézidhoz nagy nyiréerével jellmezheté armlasi viszo-
nyok kozott, masrészt védi a VIII-as faktort a lebomlastol.
Ersériilések alkalmaval a subendothelidlis kollagénhez
kotédik. A VWF minden alegysége rendelkezik kollagén
és thrombocyta GPIb kot hellyel. Multimer strukturaja
lehetévé teszi, hogy a kollagénhez kotott VWE a stabil
adhéziohoz sziikséges mértékig lelassitsa a gyorsan dramlo
vérlemezkéket: a nagy multimerek képesek ismétl6dd
alegységeik révén elegendéen magas GPIb thrombocyta
kothely strtiséget biztositani ehhez. A VWF mennyisé-
gének csokkenése vagy a nagy multimerek hidnya a nagy
nyirderejl aramldssal jellemezhet helyeken jellegzetes vér-
zéses tlineteket okoz. A bér- és nyalkahartyavérzések a leg-
jellemz8bbek: epistaxis, foginyvérzés, fogextrakciot kovetd
tartds vérzés, elhizodo menstrudcids vérzés (7, 15].

A VWF mennyiségi, szerkezeti vagy funkcionalis hibai a
von Willebrand-betegséget okozzak (VWB), amely harom
f6 csoportra oszthatd.

Az 1-es és 3-as tipusu VWB hatterében a VWF meny-
nyiségi rendellenesége all. Az 1-es tipusi VWB-ben a VWF
mennyisége enyhén csokkent, 6roklédése autoszomalis
domindns (AD). A 3-as tipusi VWB-ben a VWF nem
vagy alig detektalhatd, autoszomalis recessziv (AR)
oroklédésmenett.

A 2-es tipustt VWB hatterében a nagy multimerek hianya
all. A 2A altipusban a bioszintézis zavart, mig a 2B altipus-
ban fokozott a VWF affinitasa a thrombocyta GpIb recep-
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Von Willebrand factor and its laboratory diagnostic role

Based on present literature a short summary on different abnormalities
of von Willebrand factor (VWF) activity and the laboratory diagnosis
of the von Willebrand disease is given in this work. The activity of this
protein is highly dependent on its multimer structure. We applied quan-
titative densitometric analysis after separation of VWF multimers by
SDS-agarose gel electrophoresis and Western immunoblot to quantify
the multimeric pattern. We found that the combination of these methods
is appropriate to detect quantitative differences between small, medium
and large multimers. We recommend our methodology for an efficient
characterization of von Willebrand multimer distribution.
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torhoz. A 2M altipusban csokkent a VWF funkcidja, de nem
tarsul a nagy multimerek hianyéval, mig a 2N altipusban a
VWE VIII-as faktor kotéképessége csokkent. A 2-es tipust
VWB-ek AD o6roklédésmenetet mutatnak, kivétel a 2N
tipus, amely AR 6roklédést.

A VWB diagnosztikdjanak két fontos komponense van:
a vérzések tipusa a személyes és a csalddi anamnézisben,
valamint a VWF (kvantitativ vagy kvalitativ) defektusat ala-
tdmasztd laboratériumi tesztek [1, 8].

A VWB laboratériumi diagnosztizalasara alkalmas mod-
szerekrél attekinté osszefoglalot az 1. tablazat nyujt [4], ame-
lyet a szerz6 hozzajarulasaval kozliink.

A vérzési idé az alkaron standardizalt eszkozzel ejtett
sebzés-es vagas helyén a VW B-ben rendszerint megnyult,
de a VWB enyhe formaiban, mint példaul enyhe 1-es tipust
VWB-ben (vagy a normal thrombocyta VWE-al rendel-
kezdk esetében normadlis lehet) [8]. Alternativa a PFA-100
(Dade Behring) késziilékkel a zarédasi id6 meghatarozasa.
Ezen médszer esetén antikoagulalt vér aramlik at kollagén-
nel és ADP-vel vagy epinephrinnel impregnalt membran
150 pm nagysaga nyildsan, a képz6d6 thrombocyta dugé
elzarja a nyilast [13, 14]. A vérzési id6 és a PFA-100 zaro-
dasi id8 50x10°/L thrombocyta szam alatt, a thrombocyta
szammal forditottan aranyosan - funkcionalis eltérés nél-
kiil is - megnyulik. A rutin alvadasi idék kozil az APTI
megnyult lehet 3-as és 2N tipusban a csékkent FVIII miatt.
A thrombocyta szam rendszerint normalis, csokkent 2B
VWB-ben [8]. Pozitiv sziirtesztek utan végzi a laboratd-
rium a specifikus teszteket.

A FVIIL:C (VIII-as faktor koagulans aktivitds) alacsony
VWEF szint vagy VWF FVIII kotési defektusa (2N tipusu
VWB esetén) esetén csokken. A VWE:Ag (antigén) mérés
a VWEF protein mennyiségét jellemzi, nem szolgaltat
informaciét a molekula miikodéképességérol [4]. ELISA
és immunturbidimetrids VWF:Ag szint meghatarozas
terjedt el [6]. VWE:RCo (risztocetin kofaktor aktivitds): a
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1. tablazat. A von Willebrand-betegség laboratériumi diagnosztizalasara hasznalt vizsgdlatok

Laboratériumi vizsgdltok

von Willebrand-betegség tipusok

1 2A 2B 2N M 3
sziirétesztek
PI N N N N N N
aPTI T(N) T (N) N (D (V) N (M 0
thrombocyta szam N N NEN) N N N
PFA-100 zarédasi id6 T (N) Phignyzik  T/hidnyzik N P /hidnyzik M/hidnyzik
diagnosztikai tesztek
FVIIL:C 4 (N) NEN) NEN) ardnyosan 4+ N ({) 4 (< 20%)
VWE:Ag L(<50%) 1 (N) L) N{) N{) W (< 5%)
VWE:RCo LV L(<30%) L (N) N{) LV W (< 5%)
VWE:CB LN W(<15%) ¥ (<40%) N®H) LN W (< 5%)
VWEF:Ag/VWE:RCo N(<1.5) T (>1.5) T (>1.5) N (<1.5) TN valtoz6: nem ajanlott
VWEF:Ag/VWE:CB N (<1.5) T(>15) 1T (>1.5) N (<1.5) TN véltoz6: nem ajénlott
VWE:CB/VWF:Ag arany N(07) Y(<07) J(<0.7) N (>0.7) () valtozoé: nem ajanlott
VWE:CB/VWE:Ag arény NG07) {(<07) d(<0.7) N (>0.7) () valtoz6: nem ajanlott
konfirmald/altipizalo tesztek
VWE:FVIII k6t6 aktivitds
VWEF:Ag/FVIII ardny N(<17) N(<1.7) N (< 1.7) T (>1.7) N (< 1.7) véltozo: ne hasznald
FVIII/VWE:Ag arany N (>0.6) N (>0.6) N (>0.6) 4 (<0.6) N (>0.6) valtoz4: ne hasznald
RIPA: risztocetin
alacsony koncentracié (0,5 mg/mL) hianyzik  hidnyzik van hianyzik hianyzik hianyzik
1,0 mg/mL L(N) \ N N L (N) hidnyzik
1,5 mg/mL I (N) $(N) N N ) hiényzik
VWE multimer szerkezet elemzés ~ normdl hidnyoznak hidnyoznak N N, de lehetséges hidnyzik

mintdzat, anagy és anagy abnormalis

L VWE kozepes multimerek savok jelenléte

multimerek

475,17 csokkent- illetve emelkedett-,,,N” norml szintekt jelent

risztocetin a VWF és a GPIb molekuldkhoz kétédve kozve-
titi azok kolcsonhatasat, igy standard thrombocyta szusz-
penziohoz és a beteg plazmajahoz hozzdadva agglutinaciot
idéz el6. A VWE:RCo aktivitas a 2N kivételével csokken
minden 2-es tipust VWB-ben. A VWE:CBA (kollagén kotd
kapacitas): A vizsgalat soran, a beteg plazmajaban taldlhato
VWE-t kollagénnel fedett mikrotiter lemezhez kotjiik, majd
peroxidazzal jelzett poliklonalis antitesttel detektaljuk. A
VWE:CBA moddszer 6sszehasonlitva a VWF:RCo mddszer-
rel érzékenyebb a nagy molekulatomeg(i multimerek jelen-
létére [5]. A VWF szerkezeti épsége a VWF funkcionalis
tesztjeinek (VWE:RCo vagy VWE:CBA) és mennyiségének
(VWEF:Ag) aranyaval jellemezhet6. Ez az ardny normal
human plazmaban megkozelitéleg 1 [2]. A VWE:Ag és a
VWE:RCo ardnyos csokkenése — a RCo/ Ag arany nagyobb,
mint 0,7 - 1-es tipust VWB-re utal. A hanyados 0,7 ald
csokkenése 2 tipusu VWB jelenlétét valdszindsiti [6, 9]. A
VWEFVIIIB (FVIII ko6t kapacitds) tesztnek a 2N tipus
és A tipust haemophilia elkiilonitésében van jelentdsége.
Antigén szinthez viszonyitott aranytalan csokkenése 2N
tipusi VWB-re diagnosztikus. A risztocetin indukalta
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thrombocyta agglutinacidhoz (RIPA) a beteg thrombocyta
dus plazméjat és risztocetint hasznalunk két killonb6z6 kon-
centracioban. Egészséges plazmaban csak a magasabb kon-
centracioju risztocetin valt ki agglutindciét. Alacsonyabb
risztocetin koncentraciénal csak a 2B illetve a thrombocyta
tipust VWB esetén észlelhetiink agglutinacot a GPIb recep-
tor és VWF nagyobb affinitdsa miatt [10].

A VWEF SDS-gélelektroforézis soran a multimereket
agar6z gélen molekulatomegiik szerint valasztjuk szét és
immunokémiai moédszerrel detektaljuk [3, 4, 9]. Kisérletes
munkdnk a multimer szerkezet kvantitativ analizalhatdsa-
gara iranyult.

Modszer

Vizsgalatainkhoz egészséges egyének citrattal antikoagulalt
vérébodl nyert plazmat, thrombocyta lizatumot és VWEF
kontroll plazmat (Sac-1, Helena BioSciences, UK) hasznal-
tunk.

A gélelektroforézist Z.M. Ruggeri és T.M. Zimmermann
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[11] altal leirt moddszer alapjan modositva végeztiink.
Roviden: tomoritd gél nélkili, 12,5cmx10cmx1,5mm
0,65%-0s SDS agaro6z gélt (Sea Kem HGT Agarose, Rockland,
ME, USA) készitettiink szeparald gél pufferrel, gélenként 15
helyre vittiik 0,05 U/ml antigén szintre higitott és denatu-
ralt mintat vittiink fel. A VWE-t 0,05 M-os Tris, pH 8,35
puffertel szepardltuk, félszaraz elektro-blottal (Trans-Blot
SD, Bio-Rad Laboratories Hercules, California, USA)
PVDF membdnra vittik (Millipore, Bedford, MA, USA)
a gyarto leirasa szerint, peroxidazzal jelzett, human VWF
ellenes (DakoCytomation, Glostroup, Dénia) antitesttel és
diaminobenzidinnel (Sigma, St Louis, MO, USA) detektal-
tuk (1.a. abra)

A multimer eloszlast GS-800 Chemidoc denzitométerrel
és Quantity One 4.3 szoftverrel értékeltitk (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, California, USA). Egy denzitas-
gorbét (1.b.dbra) a VWE savok szerint hdrom régiora osztot-
tuk : (1-4) kis-, (5-8) kozepes- és (>8) nagy molekulatomeg
multimereket tartalmazokra. A VWF multimer jellemzésére
az adott régidba es6 gorbe alatti teriiletet hasznaltuk a hat-
tér levonasa utan. Az eredményt régiénként szazalékosan
fejeztiik ki az egész gorbe alatti teriiletetre vonatkoztatva . A
minta VWEF:Ag szintjének ismeretében a régioban talalhato
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2. dbra. Régiénkénti VWF megoszlas és a multimerizdcio foka. a. VWF:Ag
realtiv mennyisége a kis, kozepes, nagy multimereket tartalmazé régiékban
egészséges egyének plazmajabdl (n = 18) és thrombocytdkban (n=20). b.
nagy multimereket tartalmazd régid hossztiséga a kis multimereket tartalmazé
régiéra vonatkoztatva egészséges egyének plazmaja és thrombocyta lizdtum
esetén

VWF:Ag mennyiséget is kiszdmoltuk. A nagy multimereket
tartalmazé régié hosszaval jellemeztitk a multimerizacié
fokat, mivel ez a régio6 valtozd szamu és egymastol nem tel-
jesen szeparalddott savokat is tartalmaz.

Az adatok statisztikai elemzése Microsoft Excel és
SPSS.15 statisztikai szoftverekkel tortént.

Eredmények

A régionkénti eredmények Osszefiiggése a VWE:Ag meny-
nyiséggel 2-12 ng kozott linedris. A hiba (1SD) sorozaton
beliil 5% a kis-, 8% a kozepes-, 9% a nagy multimerek ese-
tén (n=10); sorozatok kozott 19% a kis- és a kozepes-, 29%
a nagy multimerek esetén (n=20).

A VWEF:Ag relativ mennyisége egészséges egyének ese-
tén 40+6,7% a kis-, 27+1,6% a kozepes-, mig 32+6,5% a
nagy multimerek régiéjaban (n=18, 2.a.abra). Thrombocyta
lizatum esetén 25+3,0%, 19+1,6% és 47+6,2% (n=20).

A multimerizaci6 fokanak meghatdrozasara, a nagy
multimer és a kis multimer régiok hanyadosat hasznal-
tuk, amely egészséges egyének esetén: 1,09+0,17 (n=18),
thrombocyta lizatumban: 1,72+0,2 (n=20, 2.b. abra).

Kovetkeztetés

A VWB diagnézis kimonddsa dontéen a laboratériumi
eredményeken alapul [1, 8]. Az 1. tdblazat 6sszefoglalja a
napjainkban hasznalt laboratériumi vizsgélatokat és azok
jellemzd eltéréseit az egyes altipusokban [4]. Ezen vizsgala-
tok tobbsége jol standardizalt reagensekkel és modszerekkel
végezhetd, megfeleléen felszerelt regiondlis laboratériu-
mokban.

A VWF multimer analizise nehezen kivitelezheté
elektroforetikus modszeren alapszik, amelyet a kvantitativ
elemzés hianya jellemez. Munkdankkal ezt a hidnyossagot
probaltuk potolni.

Eredményeink alapjan a VWEF elektroforézist kovetd
denzitometrids értékelés és a gorbe régiokra osztott analizise
mennyiségileg elemezhetévé teszi a multimer megoszlast. A
modszer hibdja egy gélen futattott mintakra alacsony, azon-
ban gélek kozott nagy, ezért tigyelni kell arra, hogy a beteg
mintak megfeleld kontrollal egyiitt legyenek egy gélen.

A thrombocytdkban taldlhato6 VWF nincs kitéve a
plazméban talalhaté degradaciés enzim(ek) hatasanak,
igy nagyobb multimereket is tartalmaz. Eredményeink jol
mutatjak a plazma és a thrombocyta multimerek aranyai
kozotti eltérést, kiillonosen a nagy multimer régidban. A
kiilonbség a multimerizacié fokdban is jol kvantitalhato.

Kisérletes munkankkal igazoltuk, hogy a VWF
multimerizaciéjanak mértéke kvantitative analizalhato, és
lehet6évé valik a thrombocyta adhézié szempontjabdl nél-
kiilozhetetlen nagy multimerek mennyiségének szamszer(i
kifejezése.
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