A Von Willebrand-faktor kollagén koto kapacitasa atheroscleroticus periférias
érbetegségben
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Capacitatea factorului von Willebrand de legare a colagenului in
arteriopatia periferica

Riscul complicatiilor trombotice in bolile cardiovasculare ar putea fi
mai bine identificat prin evaluarea capacitatii factorului von Willebrand
(VWEF) de legare a colagenului (VWF:CBA), decit prin determina-
rea cantitativa a antigenemiei VWF (VWF:Ag). Ne-am propus analiza
relatiei dintre cantitatea VWF si capacitatea VWF de legare a colagenu-
lui (VWE:CBA) la pacientii cu ateroscleroza obliteranta a membrelor
inferioare. Am evaluat 103 de pacienti cu arteriopatie obliteranta si 47
de subiecti sdndtosi. Am observat o crestere semnificativa a nivelului
VWF:Ag si de asemenea a VWF:CBA in stadiile IL ITI si IV Fontaine, fatd
de grupul control. In stadiile ITI-TV fat4 de stadiul IT cresterea activitatii
VWEF era mai accentuatd, decat cresterea cantitatii VWF:Ag. Rezultatele
sugereazd o activitate protrombotici mai pronuntata la pacientii cu
ischemie critica, apreciata prin masurarea capacititii VWF de legare a
colagenului.

Cuvinte cheie: factorul von Willebrand, capacitatea de legare a colagenului,
arteriopatie obliterantd periferica.
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Az atherosclerosis folyamataban kulcsszerepet toltenek be
az endothel sejtek, melyek kiilonb6zé anyagok szekrécioja
altal résztvesznek az érfal tonus, a haemostasis, a gyulladds, a
neovascularisatio szabalyozasédban. A von Willebrand-faktor
(VWE), melyet szintén az endothel sejtek termelnek, egy
nagy molekulatémegti glycoprotein, mely ezen sejtek Weibel-
Palade testecskéiben és a thrombocytdk a-granulumaiban
raktirozodik. A plazmdban 500 kDa-t6l 20000 kDa-ig
terjedd molekulatomegli multimerek formajaban taldljuk
meg. Jelenléte nélkiilozhetetlen a normalis haemostasishoz:
az érfal sériilése alkalméval a subendothelialis kollagénhez
kotédik és a GPIba thrombocyta-receptorok altal kikéti a
vérlemezkéket. A VWF minden alegysége tartalmaz kolla-
gén, illetve GPIba thrombocyta kété helyeket. Nagy nyi-
réerdvel jellemezheté aramlasi viszonyok kozott megnd a
nagy multimerek szdma, ezek ismétl6d6 alegységeik révén
képesek elegendé GPIba thrombocyta kitShely stirtiséget
biztositani ahhoz, hogy a stabil adhézidhoz szitkséges mér-
tékben lelassitsak a gyorsan aramlé vérlemezkéket [8].

A gyakorlatban a VWF antigénszint mérése terjedt
el, mint az endothel diszfunkcié markere, az ischaemids
szivbetegség, és mads atheroscleroticus érbetegségek rizi-
kotényezdje [1, 5]. Ez a vizsgilat csak a molekula meny-
nyiségét jellemzi, nem szolgdltat informdci6t annak miiko-
d6képességér6l. A VWF kollagén koté kapacitasa a VWE
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Von Willebrand factor collagen binding activity in peripheral artery
disease

The risk of thrombotic complications in cardiovascular disease may be
better identified by the von Willebrand factor (VWF) multimer pat-
tern, or the collagen binding activity (VWF:CBA), a functional assay for
VWE than by measuring the VWF antigen (VWF:Ag) level. This study
aimed to investigate the relationship between the VWF:Ag levels and the
VWE:CBA in different stages of peripheral artery disease. 103 patients
with peripheral artery disease and 47 healthy controls were examined.
We observed significantly higher VWF:Ag level and VWF:CBA in stages
II and III-IV Fontaine of peripheral artery disease, compared with the
control group. Between stages III-IV and stages II Fontaine we found a
more pronounced difference for the VWF:CBA, than for the VWF:Ag
level, suggesting a higher prothrombotic activity in some patients with
critical leg ischemia.

Keywords: von Willebrand factor, VWF collagen binding activity, periph-
eral artery disease
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funkcionalis tesztje, mely a molekula miikodéképességérol
tajékoztat. Ez a meghatdrozas a von Willebrand-betegség
vizsgalataban nyujt nagy segitséget [3, 6, 7]. Ugyanakkor e
teszt alapjan értékelhet6 a nagy multimerek mennyisége,
hiszen minél t6bb a nagy multimerek aranya, a molekula
aktivitdsa anndl magasabb [2]. A thromboticus sz6v6d-
mények kockdzata atheroscleroticus érbetegségekben
jobban felbecsiilheté a multimer szerkezet analizisével,
illetve az aktivitds, a VWF kollagén kot6 kapacitdsanak a
mérésével [4, 8].

Tanulmdnyunk célja megvizsgalni a VWF antigénszint
és a VWF kollagén koté kapacitdsanak viszonyat az
atheroscleroticus periférids érbetegség kiilonbozé stadiu-
maiban.

Anyag és modszer

Vizsgaltunk 103 alsé végtagi periférids obliterativ verd-
érbetegségben szenved$ egyént, a marosvasarhelyi 2. sz.
Belgyogyaszati Klinika beteganyagabdl, illetve 47 egészsé-
ges kontrollt. Az atheroscleroticus periférids veréérbeteg-
ség diagnozisat az anamnézis (a claudicatio intermittens
vagy nyugalmi fijdalom jelenléte), a fizikdlis vizsgalat,
valamint a Doppler-index (kar-boka index, ankle-brachial
index — ABI) szdmitasa alapjan dllitottuk fel. A betegeket a
Fontaine-stadiumok szerint csoportositottuk: I. stadium -
panaszmentes; I stddium —claudicatio intermittens — jards-
kor jelentkez fdjdalom; III. stadium — nyugalmi fajdalom
jelenléte; IV. stadium - trofikus elvéltozasok jelenléte.
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Felmértik a hagyomdanyos rizikofaktorok jelen-
létét, mint a hipertonia, cukoranyagcsere zavar (csok-
kent glikoztolerancia, illetve  diabetes  mellitus),
hiperlipoproteinaemiak, gyulladasos markerek (fibrinogén,
C-reaktiv protein).

Mint az endothel diszfunkcié markere, meghatdroztuk
a VWF antigén (VWEF:Ag) szintet, ELISA moédszerrel, a
detektalashoz peroxidazzal jelzett VWE elleni poliklonalis
antitestet hasznalva (DakoCytomation). A VWF kollagén
koté kapacitdsanak (VWF:CBA) meghatdrozdsa soran
mikrotiter lemezekhez kétottink III tipust human kolla-
gént és a beteg plazmabol a megkotott VWE-t ugyanazzal a
peroxiddzzal jelzett poliklonalis antitesttel detektdltuk.

Az adatok statisztikai feldolgozasat a GraphPad 4.0 for
Windows program segitségével végeztiik, parametrikus és
non-parametrikus teszteket hasznalva (a csoportok kozotti
osszehasonlitdsra paratlan t-tesztet, illetve Mann-Whitney
U-tesztet, korrelacié szdmitdsra Spearman-korrelaciot).
Szignifikansnak a p<0,05 értékét tekintettiik.

Eredmények

83 férfi és 20 ndbeteget vizsgaltunk, valamint 47 egészsé-
ges kontrollt (23 férfi, 24 nd), normalis Doppler-indexel. A
103 beteg koziil 59 jaraskor jelentkezd fajdalomrdl panasz-
kodott, Fontaine II. stddiumba sorolva éket. 44 beteg nyu-
galmi fdjdalmat jelzett, illetve trofikus zavarok jelentek meg
a végtagon, ket a III. és IV. Fontaine-stadiumba soroltuk.
A TIL-IV. stddiumokat 6sszevonva kronikus kritikus végtag
ischaemia csoportként targyaljuk. Az egyes betegcsoportok
jellemz6i az 1. téblézatban vannak feltiintetve.

A kontroll csoporthoz viszonyitva, mind a VWF:Ag szint
esetén, mind a VWE:CBA esetén, jelentés emelkedést lattunk
mindkét betegcsoportnal. A kritikus végtag ischaemia stadiu-
maban a Fontaine I stddiumhoz viszonyitva hasonlé VWF:Ag
szintet taldltunk, viszont emelkedettebb VWF:CBA értékeket,
ha ez statisztikailag nem is volt szignifikdns (1.4bra).

A VWEF:Ag szintje és kollagén kot6 kapacitasa kozott
(VWE:CBA) szoros pozitiv korreldciot talaltunk egyarant
a beteg (r=0,7863, p<0,0001) és a kontroll (r=0,8297,
p<0,0001) populdcidban. A VWF szerkezeti épsége a funk-
ciondlis aktivitds és a mennyiség ardnyaval jellemezhetd, ez
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1. abra. VWF:Ag szint és VWF:CBA értékei a vizsgélt csoportoknal

1. tablazat. Az atheroscleroticus periférids érbetegek jellemzéi

Paraméterek Il. stddium HlI-IV. stadium P
atlagéletkor 64,76 68,9
nék 6 (10,16%) 14 (31,8%)
férfiak 53(89,83%) 30 (68,18%)
diabetes mellitus 15 (25,42%) 22 (50%)
HTA 47 (79,66%) 40 (90,90%)
ABI
mean 0,5505 0,3182 <0,0001
SD 0,199 0,2265
dsszkoleszterin
(mg%)
mean 188,2398 189,4944
0,89
SD 44,5636 48,9710
HDL koleszterin
(mg%)
mean 46,9021 48,7183
0,47
SD 12,1281 10,6725
triglicerid
(mg%)
mean 126,9779 122,4340
0,67
SD 49,3917 61,6342
fibrinogén
(mg%)
mean
441,02 462,48 0,52
SD 156,67 162,36
hsCRP (mg/1)
mean 9,8985 8,0784
0,814
SD 21,0713 9,2572
VWE:Ag%
mean 130,81 131,61
0,94
SD 54,33 57,63
VWEF:CBA%
mean 132,00 141,48
0,628
SD 52,99 60,13

az arany normal értéke 1 koril mozog. Emelkedett VWF
aktivitas esetén (tobb nagy multimer van jelen) az arany
1-nél nagyobb, ezt taldltuk a IIL-IV. Fontaine-stadiumba
sorolt betegknél, viszont vératlan médon a kontroll cso-
portnal is (2. tablazat).

Vizsgaltuk az 6sszefiiggésta VWF:AgszintésaVWE:CBA,
valamint a tobbi funkcionadlis és laboratériumi paraméter
kozott. Mind a VWF mennyiség, mind az aktivitds esetén
pozitiv korrelaciot észleltiink az életkorral (2. abra).

A Doppler-index szignifikdnsan alacsonyabb volt a
MI-IV. stadiumba sorolt betegeknél, mint a II. stddiumban,
viszont sem a VWF:Ag szinttel, sem a VWEF:CBA értékeivel
nem mutatott 9sszefiiggést. Nem taldltunk lényeges kiilonb-
séget a hsCRP (human serum C-reactiv protein) szintjében
aIL illetve ITI-IV. stadiumban levé betegek kozott, amint azt
elvartuk, viszont betegeink kérében pozitiv korreldciot ész-
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2. tablazat. VWF:Ag, VWF:CBA értékek és VWF:CBA/VWF:Ag arény a kiilonbz6 csoportoknal.

kontroll Il. staddium HI-IV. stddium
VWE:Ag% mean 95 - p=0,0001 - 131 - p=0,94 - 132
VWE:CBA% mean 109 - p=0,0079 - 132 - p=0,628 - 141
VWE:CBA/VWE:Ag mean 1,12411 - p=0,002 - 1,04367 - p=0,058 - 1,11281

leltiink a VWF:Ag szint és a hsCRP szintje kozott (3. abra). A
VWE:Ag szint, illetve a VWEF:CBA értékek és a tobbi vizsgalt
laboratériumi paraméter kozott, mint az osszkoleszterin,
HDL koleszterin, triglicerid, fibrinogén, nem taldltunk szig-
nifikdns korreldciot (3. tablazat).

Sem a VWF:Ag mennyiség, sem a VWF:CBA nem kiil6n-
bozott lényegesen a hipertonias, illetve cukoranyagcsere
zavarban szenvedd betegek korében, azokhoz viszonyitva,
akiknél nem figyeltiik meg e rizikofaktorokat.

Megbeszélés

Irodalmi adatok azt jelzik, hogy a VWF szint az endothel
diszfunkci6 markere, emelkedett értékei fokozott rizikot
jelentenek cardiovascularis, thromboticus szévédmé-
nyek bekovetkeztére a magas kockdzatd populdciéban
(atheroscleroticus érbetegek, illetve az atherosclerosis rizi-
kofaktorainak jelenléte) [9]. A kritikus végtag ischaemia
kialakuldsa altalaban egy atheromas plakk altal beszikitett
érlumen teljes elzdrédasdhoz kotott, amit a plakk repedése
kovetkeztében sériilt endothelen keletkezd vérrog okoz. A
thrombus képzédés folyamataban a vérlemezkék adheziojat

3. tablazat. A VWF:Ag szint és a tobbi vizsgélt paraméter kozotti korreldcio

Spearman r p value
VWE:Ag * 6sszkoleszterin -0,0949 0,345
VWEF:Ag * HDL-koleszterin 0,036 0,738
VWFEF:Ag * triglicerid -0,1848 0,08
VWE:Ag * fibrinogén 0,1548 0,2007
VWE:Ag * hsCRP 0,2379 0,022
VWEF:Ag * ABI 0,0394 0,708
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a subendothelialis térhez a VWF kézvetiti, a thrombocyta
koté GPIba, GPIIbIIIa receptorain keresztiil. Bizonyitott,
hogy nagy nyiréerejii dramlasi viszonyok kozott, megnd a
nagy VWF multimerek szdma, ezek tobb GPIba, illetve kol-
lagén koté receptorral rendelkeznek, igy biztositjak a stabil
thrombocyta adhéziot [4]. Mig a VWF:Ag szint az endothel
diszfunkciot jelzi, ujabb tanulmdanyok azt sugalljak, hogy a
thromboticus szovédmények kockdzatat sokkal inkabb els-
rejelzi a fokozott VWF aktivitds mérése, a nagy multimerek
szaméanak megnovekedése [8].

Eredményeink dltal sikeriilt megerésiteni elézetes tanul-
manyok kovetkeztetéseit, hogy az atheroscleroticus perifé-
rids érbetegek korében a VWF szintje magasabb, mint az
egészséges kontroll populdcioban, jelezve az endothel sejtek
miikodési zavarat. Hasonldan, emelkedettebb VWEF:CBA
észleltiink ezeknél a betegeknél. Amint azt tobben mdr leir-
tak, a VWE szint és az életkor kozott mi is szoros korreldciot
észleltiink. Nem sikertilt 6sszefiiggést kimutatni a VWF:Ag
szint és az alacsony ABI kozott. Enyhe pozitiv korrelaciot
észleltiink a CRP és a VWF:Ag szint kozott, viszont nem
tudtuk aldtdmasztani el6zetes tanulmdanyok kovetkezte-
téseit, hogy a kritikus végtag ischaemia stadiumaiban a
gyulladasos markerek emelkedettebbek. A betegség eldre-
haladottabb stadiumaiban a VWF:Ag szint nem bizonyult
magasabbnak. A VWEF:CBA értékei viszont emelkedettebbek
voltak a III-IV. stddiumban levé betegeknél, a II. Fontaine-
stadiumhoz viszonyitva, bar statisztikailag nem jelentGsen.
Osszehasonlitva a VWF:Ag szint véltozasdt a VWF:CBA vélto-
zdsaval a periférids obliterativ arteriopathia kiilonbozé stadiu-
maiban, azt tapasztaltuk, hogy a kritikus végtag ischaemia sta-
diumdban, a II. staidiumhoz viszonyitva, a molekula aktivitdsa
jobban emelkedett, mint a mennyisége,a VWF:CBA/VWF:Ag
arany magasabb volt, bar ez a kiilonbség nem volt szignifikdns.
Erdekesnek taléltuk, hogy a kontroll populéciéban is magasabb
volt a VWE:CBA/VWE:Ag arany.
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3. abra. AVWF:Ag szint és a hsCRP szint kozotti korreldcid
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Kovetkeztetés

Annak ellenére, hogy statisztikailag nem is tudtuk alata-
masztani, eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy
a kritikus végtag ischaemidban szenvedd betegeknél foko-
zott a prothromboticus aktivitds, nem egyszertien a VWF
mennyisége, hanem a nagy multimerek arénya né meg. Igy
a VWE:CBA meghatdrozasa, mint funkcionalis teszt, taldn
alkalmasabb e betegeknél a cardiovascularis sz6v6dmények
rizikdjanak felmérésére. Ezek az eredmények megerdsitést
kérnek, amit a VWF multimer szerkezetének kvantitativ
analizisével, gélelektroforetikus modszer segitségével lehet
megvaldsitani.
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