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Roviditések jegyzéke:

ADAMTS13: a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin repeats 13
aHUS: atipusos hemolitikus urémids szindroma
CRP: C-reaktiv protein

CT-proET-1: carboxy-terminalis proendothelin-1
DGKE: diacilglicerol kindz enzim

DIC: disszeminalt inravaszkularis koagulacié
EMC: endotélsejt-eredetli mikropartikulum
ET-1: endothelin-1

FFP: friss fagyasztott plazma

HUS: hemolitikus urémiés szindréma

LDH: laktatdehidrogenaz

LPS: lipopoliszacharid

MAC: membrain attack complex

MPO: mieloperoxidaz

NET: neutrophil extracellular trap

PCR: polimeréz lancreakcid

PEX: plazmacsere

PMNE: polimorfonuklearis neutrofil elasztaz
STEC: Shiga toxint termeld Escherichia coli
Stx: Shiga toxin

THCY: trombocita

TMA: trombotikus mikroangiopatia

TNF-a: tumor nekrézis faktor alfa

TTP: trombotikus trombocitopénids purpura
UL-VWEF: ultra large von Willebrand faktor
USS: Upshaw-Schulman-szindroma

VWEF: von Willebrand faktor

WPT: Weibel-Palade-test



DOI:10.14753/SE.2018.2088

1. Bevezetés
1.1 A trombotikus mikroangiopatiak rovid ismertetése

A trombotikus trombocitopénias purpura (TTP) a trombotikus mikroangiopatidk (TMA)
nagy csoportjaba tartozik. A TMA-k klinikai képe sokszor nagyon hasonl6é egymashoz.
Sulyos, életveszélyes korképek 1évén, mihamarabbi beavatkozast, terapiat igényelnek,
ezért sokszor nehéz helyzetben van a beteget ellatd orvos. Mieldtt részletesen

bemutatnam a TTP patogenezisét, roviden szeretném ismertetni a TMA-k alcsoportjait

(1. tablazat).

1. tablazat. A trombotikus mikroangiopatiak alcsoportjai.

TMA - beosztasa Tiinetek Kivalto ok Diganozis
Hasmenés E.coli, Szerologia,
STEC-HUS ) > PCR, széklet-
L veseelégtelenség . o
Fert6zéses S. dysenteriae tenyésztés
eredetii
Menineiti Szerologia,
HUS ening _S, Pneumococcus, PCR,
P-HUS pneumonia, ladek
veseelégtelenség Influenza A-HIN1 vatader-
HUS tenyésztés
Komplement- HF, MCP, IF C3, BF
Nem diszregulacio mutacidja
576 Veseelégtelensé
fertézéses eseeicgleiensee, : Genetikai
eredetii DGKE-HUS | csaladi anamnézis DGKE enzim defektus , .
pozitiv analizis
aHUS Cobalamin Cobalaminanyagcserezavar
HUS yag
Alapbetegség
Szekunder HUS/TTP Veseelégtelenség, Aut01mn’1un,’rna’hgnus és és a tobbi
MOF egyéb korképek TMA
kizarasa
ADAMTSI13-
Szerzett Gatlo ADAMTS I3-clleni | Ktivitds és
Petechidk, autoantitestek gat.lo antitest
urpurdk vizsgalata
TTP P rpl,
neurologiai ADAMTS3-
tinetek aktivitds és
Velesziiletett ADAMTS13 gén mutacidja o
genetikai
analizis
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A TMA-k kozos jellemzdje a betegség hirtelen kezdete, tobbnyire epizédokban zajlo
lefolyasa és a stlyos, akar életet veszélyeztetd szervi elégtelenség klinikai képe. A
laboratoriumi paraméterek kozott jellemzd a trombocitopénia (<150 G/L), mely nem
ritkdn 50 G/L érték ald is eshet. A trombocitopénian kiviil jellemzd a direkt Coombs-
negativ hemolizis, mely anémiaval, bilirubin- és LDH- (>450 U/L) emelkedéssel jar. A
hemolizis mikroangiopatids eredete mellett szolnak a periférids vérkeneten lathato
fragmentocitdk. A Dbetegség képe hasonlithat a disszemindalt intravaszkularis

koagulacidra (DIC), azonban TMA-ban nem jellemzd a csdkkent fibrinogén-szint.

A TMA-k feloszthatok primer (idiopatias) €s szekunder korformakra (1asd 1. tablazat).
A primer forméak hatterében altaldban mas betegség nem mutathato ki, a szekunder

kérformak masodlagosan, sulyos alapbetegség szovédményeként alakulhatnak ki.

A TMA-k egy nagy csoportja az etiologiailag és klinikailag is heterogén hemolitikus
urémids szindroma (HUS). A HUS-t két nagy alcsoport alkotja. Az elsé csoporthoz
tartozik a legtobbszor egy epizddban zajlo, fertdzéshez kotheté HUS, melynek
hatterében enterohemorrhagias Escherichia coli (EHEC), Shigella dysenteriae 1 tipus,
Streptococcus pneumoniae, vagy Influenza A-HINI fert6zés igazolhat6. A madsodik
csoporthoz, az Un. atipusos HUS (aHUS) tartozik, mely gyakran relabal6 lefolyast mutat
¢s a hatterében infekcid, koérokozé nem igazolhatd. Kozds jellemzojik a
mikroangiopatias hemolitikus anémia, a trombocitopénia (<150 G/L) és az akut

veseelégtelenség megjelenése.
Fert6zéses eredetti HUS

A fert6zéshez kothetd HUS hatterében leggyakrabban a Shiga-toxint (Stx) termeld
Escherichia coli (STEC) baktérium altal okozott fertézés all, mely véres-nyakos
hasmenést (95%-ban) okoz. Veseelégtelenség képe a betegek 50%-nal lathato. A
veseelégtelen betegek kozel 95%-a igényel dializist. Altaldban szupportiv terapia

elégséges, antibiotikum addsa ritkén jon szoba (1).
Atipusos HUS

Az aHUS egy heterogén, relabald és gyakran rossz progndzisu betegségcsoportot dlel

fel. Az 1990-es évek végén valt ismertté, hogy az aHUS-ként diagnosztizalt esetek
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jelentds részének hatterében a komplementrendszer diszregulacidja all. Az utobbi
években tovabbi, a komplementrendszer miikodésétdl fiiggetlen patomechanizmust
alcsoportjok is felismerésre keriiltek. Az egyik alcsoport hatterében a Cobalamin
anyagcsere zavara all (Cobalamin HUS), a masik hatterében pedig a diacilglicerolkinaz-

enzim defektusa miatt (DGKE mutaci6) alakul ki HUS (DGKE-HUS).

Az aHUS-o0s betegek tobbségére jellemzd a komplementrendszer szabalyozésat érintd
velesziiletett vagy szerzett funkcidzavar, azonban az esetek egy részében nem sikertiil a

betegség hatterében prediszponald tényezot azonositani.

Az aHUS hatterében leginkdbb a komplementrendszer alternativ ut szabalyozasdnak
defektusa all. Leggyakrabban a H-faktor, MCP (membran kofaktor protein), I-faktor,
C3, B-faktor génjeit érintd variansok képezik a prediszponald tényezdket, de az esetek
egy részében az alternativ Ut defektusat a H-faktor ellen termeld antitestek okozzak. A
komplement-diszregulacioval rendelkez6 aHUS-os betegekben nagyobb ardnyban
alakul ki veseelégtelenség a tobbi HUS forméahoz képest (1). A betegek nagy része a

késdbbiekben dializisre, transzplantaciora szorul.
Szekunder eredetli HUS

Az ismert, vagy a vizsgalatok soran diagnosztizalt alapbetegség talajan megjelend
mikroangiopatiat nevezziik szekunder HUS-nak. Az esetek tobbségében csontveld-
transzplantacidhoz, szervtranszplantacidhoz, malignus betegséghez, autoimmun
betegségekhez (SLE: systemds lupus erythematosus, APS: antifoszfolipid szindroma,
scleroderma, dermatomyositis), kiillonb6zé gydgyszerek (calcineurin-inhibitorok,
sirolimus, anti-VEGF), malignus hipertenzi¢6 ill. HIV-infekcidhoz asszocialtan jelennek
meg. Lényeges az elkiilonitésiikk, ugyanis a szekunder HUS kezelése foként az

alapbetegség rendezésén mulik.

Mivel az utobbi idében vilagossd valt, hogy az aHUS-os betegek nagy részében a
komplementrendszer defektusa kisebb-nagyobb mértékben tetten érhetd, igény volt egy
olyan gydgyszeres kezelés kifejlesztésére, mely képes a komplementrendszer
szabdlyozatlan tulaktivalodasat fékezni. A komplemementrendszer C5 komponense

ellen kifejlesztett anti-C5 (eculizumab) képes a komplement talaktivaciojat
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megakadalyozni, lehetdvé téve a vesefunkcid javulasat és az aHUS-os betegek

crer

A gyogyszer hatékonysaga ellenére, elérhetdsége, ara és a kezelési idétartam hosszadnak
bizonytalansdga miatt még nem keriilhetett széleskdrben alkalmazasra, de fokozatosan
boviil felhasznalasi teriilete. Ugyan TTP-ben is ismert a komplementaktivacio jelenléte,
jelenleg még nem indikalt az eculizumab kezelés és az ezidaig tortént off-label
alkalmazasok tapasztalatai alapjan nem itélhetd meg az eculizumab hatisosséga ebben a

betegeségben (3).
1.2. A TTP torténeti attekintése

A TTP els6 leirdsa 1924-ig nyulik vissza egy 16 éves lany esete kapcsan, akinek a
kortorténetében ldz, petechidk és mikroangiopatias hemolitikus anémia szerepelt. A
szindromat késobb leirdja utdn, Moschcowitz betegségnek is emlitik (4). Az autopszias
vizsgalatok sordn hyalintrombust figyeltek meg tobb szerv vaszkulaturdjaban. 1947-re
tobb eset is leirdsra keriilt, majd a betegséget Singer (5) nevezte el TTP-nek. A betegség
tanulméanyozhatdsagat azonban nagymértékben korlatozta a TTP magas mortalitasa.
Schulman az 1960-as években felfigyelt arra, hogy egy kronikus trombocitopéniaval
rendelkezd, tobb alkalommal relab4lé leanygyermeknél az anémidt és a
trombocitopéniat vératomlesztéssel kezelve a trombocitaszam emelkedett. Késdbb azt is
megfigyelte, hogy a terdpia hatdsossdgaért elsdsorban a vér plazma része felelds (6),
ezért a gyermeket a tovabbiakban friss fagyasztott plazmaval kezelték. A plazma
adasara klinikai javulds volt megfigyelhetd a gyerkmeknél, azonban a plazma hatasa 10-
20 napon beliil csokkent, ezért kronikus terapia igénye meriilt f6l. Az 1970-es évek
végén jelentett attdrést a teljes vércsere, majd a plazmaferezis és plazma infuzio
terapidba vald bevezetése kongenitdlis ¢és szerzett TTP-ben, mely jelentésen
csokkentette a mortalitdst, igy a betegség lefolydsa, patogenezise jobban
tanulmanyozhatova valt (7). Upshaw (8) egy gyermekkora ota kronikusan
trombocitopénias, plazmaterapiara reagdld beteg tanulmanyozasa soran figyelt fel arra,
hogy a betegség hasonlé Schulman (6) 1960-as esetleirasdhoz, aki szintén a betegség
kongenitalis jellegét feltételezte. Késobb a TTP kongenitalis formajat roluk nevezték el

(Upshaw-Schulman syndrome-USS).
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A TTP patogenezisében a kovetkezd attorést Moake 1982-ben (9) tett megfigyelése
jelentette. Moake és munkatarsai TTP-s betegek plazmdjaban a Von Willebrand faktor
(VWF) ultra-nagy (ultra large: UL) form4jat észlelték (Az UL-VWF-nak a tobb mint 20
monomer-alegységbdl allé multimert nevezziik (10), lasd kés6bb). A tanulményba
Schulman ¢és Upshaw kronikus relabdlo TTP-s betegeit is bevonta. Moake azt
feltételezte, hogy egy bizonyos lebontd enzim hibdja okozza az UL-VWF jelenlétét. A
90 évek vége felé, a Moake altal feltételezett lebontd enzimet Furlan (11) és Tsai (12)
egyidOben vizsgaltak. Furlan és munkatarsai tobb megfigyelést is tettek, 0k vizsgaltak
elészor kronikus, relabald TTP-ben a VWEF-t lebontd enzim aktivitasat, és igazoltdk
kongenitalis TTP-ben az enzim defektusat (13). Nem sokkal késébb Furlan, egy tobb
beteget feldleld tanulményban (14) azt is leirta, hogy a VWF protedz inhibitora egy IgG
izotipusu antitest, amely a kongenitalis TTP-ben nincs jelen. Furlan megfigyelését még
abban az évben Tsai és munkacsoportja is alatdmasztotta (15). A VWF-t hasitd proteaz
azonositasara a kétezres évek elején keriilt sor, ekkor tobb munkacsoport is bizonyitotta,
hogy a kérdéses proteaz egy metalloprotedz, amely az ADAMTS (a disintegrin and

metalloprotease with thrombospondin repeats) enzimcsalad 13-ik tagja (16-19).
1.3. A TTP etiologidja, klinikuma, diagnozisa

A TTP egy meglehetdsen ritka eléforduldsu, hirtelen kezdetti, altalaban tobb epizddos,
relapszusokkal tarkitott, sulyos hematologiai betegség. A TTP incidencidja 1-6/1 millio,
amely az elmult években valamelyest emelkedett (20). A betegek kozel 70%-a nd,
jellemzden a 30-40 év kozotti korosztaly érintett. Az esetek tobbségében szerzett,
inhibitoros tipusi TTP-t diagnosztizalnak, kisebb hanyadaban kongenitalis (familiaris

vagy de novo mutacio) vagy szekunder TTP a diagnézis (6sszes eset <10%-a).

Korabban a betegséget 6t {0 tiinet alapjan jellemezték (pentad) tigy, mint konszupciods
trombocitopénia, fragmentocitds hemolitkius anémia (Coombs negativ), laz, fluktualod
neuroldgiai tiinetek és veseérintettség, mely rendszerint elegendd volt a betegség
diagnozisahoz és a terapia megkezdéséhez. Az 6t f6 tlinet azonban nem minden
betegnél volt jelen egyszerre, ezért ezt a kritériumot modositottak. Jelenleg a mas okkal
nem magyarazhatd, konszupcids, sulyos trombocitopénia és a Coobs negativ,

hemolitikus, mikroangiopatias eredetli anémia alapjan kimondhat6 a diagnézis, melyet
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az ADAMTSI13 enzim deficiencidja (<10%) inhibitorral vagy ADAMTS13-mutécidval,

valamint mas aktiv betegség hidnya jelentdsen aldtdmasz (21).

A trombocitopénia kovetkeztében aprd petechidk, vagy purpurdk jelentkezhetnek a
boéron, ezen kiviil eléfordulhat hematuria, mérsékelt gasztrointesztindlis vérzés vagy

epistaxis. A sulyos vérzés eléfordulésa ritka.

A TTP-ben foként (70-80%-ban) véaltozatos neuroldgiai tlinetek fordulnak eld. A
neurologiai tlinetek lehetnek enyhébbek (fejfajas, faradtsag, szédiilés, zavartsag,
paresztézia, latdszavar, zsibbadas) és sulyosabbak (stroke (afdzia, parézis, ataxia),
tudatzavar, konvulzio, koma). Laz fertézéstdl fliggetleniil jelen lehet (centralis 1az). A
vesekarosodas eléfordulésa ritka, a szérum kreatinin ritkan haladja meg a 200 pmol/I-t.
Atipusos abdomindlis panaszok az enteralis mikroangiopatia kapcsan kialakul6 szervi
iszkémia kovetkeztében fordulhatnak eld. A kardialis tlinetek (akut szivelégtelenség,
mellkasi fadjalom, troponinemelkedés) jelentdsek lehetnek, akar akut korondria

szindroma gyanujat is felvethetik, ami differecialdiagnosztikai problémat okozhat.

Tekintettel a TTP gyors és stlyos lefolyasara, mieldbbi diagnozis felallitasa sziikséges.
A definitiv kezelés megkezdéséhez a beteg stlyos dallapotan, klinikuman tal a
hemolitikus mikroangiopatia, anémia (LDH >450U/L, csokkent haptoglobin,
emelkedett bilirubin) jelenléte és a trombocitopénia (<150G/L) elég. Fontos azonban
differencidldiagnosztikai célbol mihamarabb az ADAMTSI13-aktivitds meghatarozasa
(ADAMTS13-aktivitas <10%) és a hemoszteziologiai paraméterek vizsgalata a DIC-tdl
valo elkiilonités miatt. Tovabba fontos az ADAMTSI13-inhibitorvizsgalata az
ADAMTS13-deficiencia eredetének tisztazasa céljabol. Ha a defciens ADAMTS13-
aktivitas mellett nem detektalhatok gatldo antitestek, célszerli az ADAMTSI3 gén
szekvenalasa USS lehetdsége miatt. Az ADAMTSI13-aktivitas értékelésekor
figyelembe kell venni azt, hogy az ADAMTSI3-aktivitas lecsokkenhet
majbetegségekben, disszeminalt malignus korképekben, terhesség soran, kronikus

metabolikus ¢és gyulladasos allapotok soran, valamint 0jsziilott korban.

Tovéabbi differencidldiagnosztikai laboratoriumi vizsgalatok kozé tartozik a teljes

koagulacids, majfunkcids, szivizommarkeres, pajzsmirigyhormon-, terhességi teszt, és
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felmeriil6 virus infekciora utald tesztek valamint autoimmun betegségre utald

antitestvizsgalatok elvégzése.
1.4. A TTP kezelése, progndzisa

A TTP, gyors lefolyasa kovetkeztében, rendkiviil nagy odafigyelést és koriiltekintést
igényld hematologiai  siirgdsségi  allapot. Jelenleg a plazmacsere (angol
szakirodalomban: plasma exchange, tovabbiakban PEX) az elséként valasztando
terapias eszkoz TTP-ben, amely a 70-es évek eldtt jellemzd 90%-os akut mortalitast 10-
20%-ra csokkentette (22, 23). A szerzett ADAMTSI13-deficiencidban szenvedd
betegeknél naponta elvégzett PEX sziikséges, mely sordn az eltavolitott folyadék
pétlasara friss fagyasztott plazmat (FFP), humén albumint vagy Octaplast (eredeti
nevén: SDP - solvent/detergent-treated pooled plasma) hasznalnak (21). A PEX
kulcseleme, hogy az ADATMSI13 ellenes inhibitoros antitesteket, az UL-VWF-t, az
immunkomplexeket és egyéb gyulladasos citokineket, medidtorokat eltavolitja, majd a
hidnyz6 enzimet az FFP-vel potolja a szervezetbe. Hatékonysaga nd a kicserélt plazma
mennyiségével, ami altaldban 50-80 ml/ttkg/nap. Tobb centrumra kiterjedé kutatasok
alapjan elmondhat6, hogy a plazmacserét addig célszerii alkalmazni, mig a klinikai
tiinetek (szervi diszfunkciok) javulnak és a trombocitaszam két egymdst kdvetd nap a
150 G/L-t meghaladja (24), tovabba az LDH érték is normalizalodik. A terapids PEX
sordn visszaadott ADATMS13 enzim fél¢letideje 2-4 nap. A potolt ADAMTS13 enzim
hatasa fontos, mivel az enzimaktivitds 5-10% f6lott valo tartasa csokkenti a relapszus
valosziniiségét TTP-ben (25). A PEX hatisossagat bizonyitja, hogy a szerzett
ADAMTS13-defektusos betegek kozel 80-90%-a éli tul az elsd epizodot, jellemzden

minimalis szervi karosodassal.

A relapszus megeldzése céljabol az ADAMTS13-mutéaciot hordozd TTP-s betegek
altalaban 3-4 hetente kapnak normal plazmat (10-15 mL/kg FFP/SDP), azonban egyes
esetekben a plazmaadas elég bizonyos rizikétényezok (terhesség, infekcid) fennallasa
esetén. Szerzett TTP-ben, a hattérben 4all6 immunfolyamat és az inhibitoros,
ADAMTS13-ellenes antitestek jelenléte miatt fontos az immunszupresszio, mely segit
az antitesttiter csokkentésében. Elsé vonalban altaldban methylprednisolont adnak,
melyet a kezdeti 16késdozis (10 mg/kg/nap) utan, 1-2 mg/kg/nap dozisban tartank fennt

a hematologiai remisszio eléréséig (26, 27).
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Az utobbi években elétérbe keriilt a rituximab haszndlata (monoklonélis anti-CD20
antitest), mely a B limfocitdk CD20 receptoran keresztiil az antitesttermeld
plazmasejtekben apoptozist indukdl. Egy a rituximab hatdsossdgat vizsgald
tanulmanyban azt figyelték meg, hogy a rituximabbal kezelt TTP-s betegek hamarabb
érték el a remisszidt és a kovetés soran alacsonyabb relapszus ratat mutattak a standard
terapiat kapod Dbetegekkel szemben (28). A vizsgalatban a terdpias hatés
kovetkezményeként a remisszios allapot atlagban két évig allt fent. A rituximab

alkalmazott dozisa altalaban 375 mg/m2/hét (4-8 hétig) (29).

A splenectomia ritkan, csak akkor jon szdéba, ha a beteg allapota a PEX és az
immunszupresszid ellenére terapiarefrakter marad ¢és a klinikai lefolyasa stirli

relapszusokkal tarkitott.

A TTP patogenezisének egyik f6 eleme, az elhasitatlan UL-VWF hatéséara kialakulo
fibrinszegény, trombocitadis trombusok kialakuldsa. Az aktivalt trombocitak és a VWF
kozott kialakuld kotést gatolja a caplacizumab nevii, anti-VWF humanizélt antitest,
mely a VWF Al-es doménje és a GP-Ib-1X-V-receptor kozotti kotést akadalyozza meg.
Mivel a klinikai vizsgalatok még jelenleg is zajlanak, a caplacizumab egyelére még nem
rutinszerlien alkalmazott gyogyszer TTP-ben, azonban az eldzetes eredmények
biztatdéak. Az egyik klinikai gyogyszervizsgalat soran a caplacizumabot kapo TTP-s
betegekben a trombocitaszdm gyorsabban normalizalodott a placebot kapd csoporthoz

képest (30).

Bér a rekombinans ADAMTS13 (rADAMTS13) a gyakorlatban még nem alkalmazott,
az egyik legnagyobb fejlédés lehet majd az ADAMTSI3 mutacidval rendelkezd TTP-s
betegek ellatasaban, ahol a velesziiletetten hianyzo6 ADAMTS13-t ily mdédon pdtolni
lehet (tervezett alkalmazas: 20-40 U/kg, 2-4 hetente). Elonye, hogy a plazmaadas
mellékhatasai  kikiiszobolhetdek (nagy folyadékvolumen terhelés, patogénatvitel
lehetdsége stb.), ezen kiviil profilaktikus vagy terdpias otthoni kezelésként is
alkalmazhatd. Elméleti hatrdnya lehet ennek a rekombinans, magasan tisztitott
szubsztituensnek, hogy kiilonb6zé anti-ADAMTS13 autoantitestek termelddését
indukalhatja, amelyet sem plazmainfuziéval sem pedig PEX-el nem lehet kezelni. Az
elsd klinikai vizsgalatok még zajlanak, a gydgyszer engedélyezése a kovetkezd években

varhat6 (31).
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Vorosvértest-transzfuziot sulyos hemolitikus anémianal, alacsony hemoglobinszinteknél
(<7 g/dl) sziikséges alkalmazni. Trombocita adasa TTP-ben altalaban keriilendd, életet

veszélyeztetd vérzésnél vagy invaziv beavatkozas eldtt szoba johet.

A kezelés alatt naponta sziikséges kdvetni a beteg trombocitaszamat, mely jo indikatora
a helyes terapia alkalmazasanak ezen kiviil kovetni kell a beteg szervi funkcioit is (vese,
sziv, kozponti idegrendszer, mdj stb.). A betegekek hosszu tava kdovetése
nélkiilozhetetlen az esetleges relapszusok idében vald felismerése és megeldzése miatt.
Szoros kovetés sziikséges az elsé 6-12 honapban, mely soran ellendrzik az

ADAMTSI13-aktivitast, LDH-t, és a trombocitaszamot.

A Dbetegség progndzisa tobb tényezotdl is fligg. A kongenitalis TTP-s betegek
folyamatos odafigyelést és kezelést igényelnek, hiszen nem képzddik megfeleld
funkcidju és mennyiségi ADAMTS13 enzimjiik, ezért a relapszus rizikojuk sokkal
magasabb, mint a szerzett TTP-s betegeknek. A szerzett TTP-s betegek rendszeres
hematologiai kontrollja, folyamatos trombocitaszdm ¢és az ADAMTS13-aktivitas
meghatarozasa elengedhetetlen, mivel a TTP-s betegek kozel 30%-aban észlelhetd a
késobbiek soran relapszus. Megemlitendd, hogy a férfiaknal a relapszus rizikdja
nagyobb (32). Mivel a betegség megjelenését, de a relapszusokat is, enyhébb féként
gasztrointesztinalis fert6zések (33) eldzhetik meg kozvetleniil, a szoros kovetés a
fertézéses betegségek megjelenésekor még siirgetobb. Mind a kongenitdlis mint a
szerzett ADAMTS13-deficiencidval rendelkezé egyénekben a terhesség is emeli az
exacerbacid ill. a relapszusok rizikojat (33, 34), ezért egy ismert TTP-s beteg
terhesgondozédsa sok esetben kihivas, és kiilonds figyelmet igényel. A remisszidba
keriild TTP-s betegek laborparamétereiben megfigyelhetdk kiillonbségek. A betegek egy
része néhany hét utdn immunoldgiai remisszioba keriil (anti-ADAMTS13 antitestek
eltinnek), a masik részében az anti-ADAMTSI13 antitestek perzisztalnak ¢és az
ADAMTS13-aktivitas mérhetetlen marad mégis ugyan Ggy tartds remisszidban vannak

(35). Részben ez a mefigyelés alapozta meg kutdsunkat (lasd célkitiizések).
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1.5. A TTP részletes patogenezise
1.5.1. AVon Willebrand faktor és az ADAMTS13 enzim kapcsolata

A TTP hatterében a VWF-t hasité metalloprotdz, az ADAMTS13 enzim deficiencidja
all. A VWF egy adheziv tulajdonsagu, glikoprotein molekula, melynek f6 szerepe az
érsériilés helyének felismerése €s a trombocitak bazalis memranhoz valé kihorgonyzasa,
részvétele (37). A VWF f{oként az endotélsejtekbdl (38) szdrmazik de nem
elhanyagolhatd mennyiségben a megakariocitdk (39) is termelik. A VWF az
endotélsejtekben palca alaku sejtorganellumban, a Weibel Palade testekben (WPT)(40),
mig a megakariocitdkban az alfa-granulomokban raktarozodik. A VWF a WPT-ben
mint nagy molekulatomegili, monomermonomer alegységekbdl felépiild, homo-oligomer
szerkezetli, diszulfidkotésekben gazdag glikoprotein raktarozodik. Az endotélsejtek
felszinén megjelend, adheziv tulajdonsdgi UL-VWEF-t tobb mint 20 monomer alegység
alkotja (10). A monomeren beliili doméneket szdmokkal jeloljik D1-t61 C2 (CK)-ig,
melyek kiilonbozd ligandkotd helyekként is szolgalnak. Részletes strukturdjat lasd az 1.
Abran. A doméneken beliil kiemelendé a D3-as struktara VIII-as faktort k6t6, valamint
az A, a CK és a D’D3 jeli domének szerepe. Az Al domén a trombocitdkkal vald
kacsolat kialakitasban és a trombus formalddasban vesz részt. Az A2 doménnél hasit az
ADAMTSI13 protedz a Tyrl605-Met1606 aminosavak kozt, az A3 domén pedig a
kollagénhez vald kotddésben jatszik fontos szerepet (41). A CK, D’ és D3 doméneknek
Iényeges szerepilik van a monomerek kozotti diszulfidhidak kialakitdsaban és késobb a
WPT-ben taldlhaté helikalis szerkezetbe vald rendezddésben. Az endoplazmatikus
retikulumot kdvetden a transz-Golgi rendszerben torténik a monomerek dimerekké valo
kapcsolddasa, valamint a glikozilacid, melynek fontos szerepe van a szekrécioban. A
transz-Golgi rendszer utan harom szekrécios ut all a VWF eldtt. Az elsd egy konstitutiv,
WPT-fliggetlen, kiilon szekrécidés stimulust nem igényld utvonal. A madasodik egy
regulalt, szekrécids stimulushoz kotott utvonal, mely soran a WPT-ben raktarozott
VWF trombin (42), kalcium (43), fibrin (44), hisztamin (45) stb. hatasara szekretalodik

sejten kiviilre.
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A ADAMTS13 hasitéhely
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1. abra. A UL-VWF felépitése. (A) A VWF monomer szerkezete. Az N-terminalis
régio, D1- és D2-es doménja a Weibel-Palade-testekben valik le propepidként, szerepe
van a multimér szerkezet Osszeallitasaban. A D’ és D3 domének alakitjak a dimerek
kozotti diszulfidkotéseket, ezen kiviil a D’ doménhoz ko6tédik a VIII-as véralvadasi
faktor. Az Al-es domén a trombocitakon talalhato GPIba felszini molekulahoz kotédik és
trombocita-aktivaciot valt ki. Az A2-es doménen a Tyr 1605 és Met 1606 aminosavak
kozott hasit az ADAMTS13 enzim. Az A3 a kollagénhez kotédik. A D4-B (1,2,3), C1, C2
doméneken dokkolddik ki az ADAMTS13 enzim. A CK domének kozotti diszulfidkotés
koti 6ssze a monomereket. (B) A VWF dimer szerkezete. Az A1,2 domének funkcionalis
felszinei, a dimer szerkezet kovetkeztében rejtve maradnak, mig az A3 képes tovabbra is
a kollagénhez kot6dni. (C) A VWF multimer, mas néven UL-VWF. A multimer molekula
a Weibel-Palade-testekben raktarozodik, ahol specialis helikalis szerkezetének
koszonhetden felcsavarodva tarolodik. Ismert stimulalt és konstitutiv szekretalodasi
utvonala is (Id. szovegben). (Az abra James T.B. Crawley, 2011-es &sszefoglald cikke
alapjan késziilt (46).
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A harmadik Ut egy bazalis, szekrécids ingert nem igényld, WPT-hez kotott szekrécids ut
(43, 47). Korabban Sporn ¢és munkatarsai megfigyelték, hogy az ujonnan szintetizalt
VWEF mindossze 5-10%-a keriil a WPT-be, a fennmaradd 90-95% a konstitutiv
szekrécios uton hagyja el az endotélsejtet (47). Az utdbbi két évtizedben ujabb adatok
lattak napvildgot, melyek a bazalis szekrécids ut szerepét hoztak eldtérbe (48). A
regulalt és a bazalis szekrécids Ut soran fontos szerepe van a WPT-nek, ahol a VWF
monomerek multimerekké rendezddve, egy orids helikalis szerkezetbe alakulnak, majd
a mikrotubularis rendszer segitségével sejten kiviilre szekretdlodnak. Az exocitdzis
alkalmaval a sejten kiviil hosszu longitudinalis forméban a P-szelektinek segitségével
horgonyzodnak ki az endotélsejt felszinére. A regulalt VWF szekrécidja soran a VWF
multimer foként basolateralis oldalon keriil a sejt felszinére. A konstitutiv termel6dés
soran kisebb, pro-VWF (propeptid (D1,D2) és monomer VWF) molekulékat szekretal a
sejt az extracellularis térbe, az apicalis és basolaterdlis oldalan egyarant (49). A
konstitutiv mdédon szekretalt kisebb méreti VWF-ok fontos szerepet jatszanak a VIII-as
faktor hordozasaban. A plazmamban 20-40 monomerbdl all6 VWF taldlhatoak, de ennél
nagyobb, akar 100-200 monomerbdl 4ll6 multimereket is kimutattak. A VWF funkcioja
nagymértékben fiigg a multimer nagysagatol (50), egyrészt a hosszabb molekulan tobb
ligandkdtOhely talalhatd, masrészt az Oriasmulekuldra a nyirderdk erdsebben hatnak
mint a rdvidebb oligomerekre, ezaltal még tobb aktiv kotdhely valhat elérhetdvé. Ennek
kovetkeztében az endotélsejt felszinére kihorgonyzott longitudinalis szerkezeti UL-
VWF-ok rendkiviil aktiv felszint képeznek a trombocitdk szdmara, ezért fontos, hogy
mieldbbi hasitasuk megtorténjen. A VWF proteolizisét végzd enzim, az ADAMTS13,
egy multidoménos szerkezeti 190,000 Dalton stlyt glikozilalt protein, melyet a maj

csillagsejtek (Ito-sejtek, periszinuszoidalis tér) (51) és az endotélsejtek (52) termelnek.

Az ADAMTSI13 szerkezete (2. abra), az N-terminusatol kezdve, all egy cink €s kalcium
dependens metalloprotedz doménbdl, egy diszintegin-szerti doménbol (disintegrin-like),
thrombospondin-1-es tipusi (TSR-thrombospondin-type-1 repeat) doménbol, egy
cisztein-gazdag doménbdl (cystein-rich), egy spacer doménbdl, 7 tovabbi TSR-bdI (2-

8), valamint két C-terminalis un. CUB doménbdl.
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2. abra. Az ADAMTSI13 szerkezete. A Zn2+ és Ca2+ dependens enzim MP (metalloproteaz)
doménje felelés a VWF hasitasaért. A Dis (diszintegrin) és a SP (spacer) domén régidk stabilan tartjak az
ADAMTS13-at a VWF (kicsomagolt, longitudinalis) A2-es doménjahoz csatlakozva. A szammal jeldlt
TSP (trombospondin) domének egy része (5-8) kapcsolédik a VWF globularis (“kicsomagolatlan™)
formajahoz, annak D4-CK doménjain keresztiil. A Cis domén ciszteinben gazdag domén. A CUBI1 és 2
domén altal kotédik a globularis szerkezetit VWF-hoz. (Az éabra James T.B. Crawley, 2011-es
Osszefoglalo cikke alapjan késziilt (46).

A CUB doménok egyediilalld6 moédon csak az ADAMTS alcsalad 13-as tagjaban
talalhatoak meg ¢és olyan peptid szekvencidkat tartalmaznak, mely hasonldé a
komplement C1r/Cls-hez (CUB a benne taldlhatd analog szerkezeti fehérjékrol kapta a
nevét: C:Clr/1s; U(rchin) protein; B(one) protein). Az enzim mitkddésében rendkiviil
fontos szerepet jatszik a cink és a kalcium, melyek lehetévé teszik a VWF monomer
helyes elhasitasat. A VWF hasitdsdn kivil eddig nem ismert mas szerepe az
ADAMTSI13-nak ¢és nem ismert direkt specifikus inhibitora normal koriilmények
kozott, azonban ismert a szabad hemoglobin (53), IL-6 (54), thrombin és plazmin (55)
ADAMTS13-ra kifejtett gatlo vagy proteolitkius (inaktivalo) hatdsa. Természetes
inhibitor hianydban az ADAMTS13 metalloprotedz szabédlyozdsa szubsztratszinten
valdosul meg: a konstitutivan aktiv enzim miikodése csak akkor érvényesiil, ha a ligandja

megfeleld konformacidban jelen van, és az enzim-szubsztrat interakcié kialakulhat.

Az exocitozistdl szamolva a VWF ¢élteciklusat és az ADATMS13 enzim altali hasitasat
hét pontban lehet 6sszefoglalni (3. abra). Els6 1épésként a VWF oridsmolekula a sejtet
elhagyva a P-szelektinek 4ltal kozvetlen a sejtfelszinre kihorgonyozddhat, vagy
kozvetleniil bekeriilve a plazmaba globuléris format felvéve keringhet a plazmaban. A
plazmaba keriilt globuldris forma szdrmazhat mar hasitott o6ridsmolekulabol vagy
kozvetleniil a WPT-bdl. A globuléaris formanak az a kiilonleges tulajdonsaga, hogy a
térszerkezete miatt az A2-es doménjei nem érheték el az ADAMTSI13 szamara. Ennek

ellenére az ADAMTS13 képes a spacer domén utani TSR 5-6-7-8 doménok és CUB
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doménok segitségével, a VWF szabadon 1évé D4 és cisztein-gazdag doménjeihez
csatlakozni és kompelexeket alkotva keringeni a plazméaban (56, 57). A masodik
1épésben fontos szerepet jatszik az erek belsejében hatd nyiroerd (58, 59), mely hatasara
a VWF multimer szerkezete ,kicsomagoldédik” és olyan helyzetbe keriil, hogy az
ADAMTSI13 enzim konnyen hozzaférhet a VWF monomerek A2-es doménjéhez. A
nyiréerének fontos szerepe van a VWF multimerek hasitdsaban. Minél hosszabb a VWF
multimer, a nyirderéd anndl hatékonyabban képes kicsomagolni a szerkezetét. Az
endotélsejt altal kozvetlen szekretalt, kihorgonyzott dridasmolekula a keringés iranyaba
allva, a nyirderd hatdsara logitudinalis, megnyult szerkezetet vesz fol, melynek hatasara
az A2-es domének hozzéaférhetévé valnak az enzim szdmara. A mar hasitott, vagy
kozvetlen a plazmaba szekretalt VWF multimerek a plazmaban globuléris szerkezetbe
alakulnak, melyen beliil az A3-as kollagén koté domén van egyediil szabad pozicidban,
ez lehetdvé teszi a dokkolast, a kornyzettel valo kapcsolatot. Az A2 és Al-es domének
rejtve vannak az ADAMTSI13 eldl addig, mig az A3-as doménon keresztiil a VWF ki
nem kotddik és a nyird erd ki nem csavarja a multimer globularis szerkezetét (60). A
kikotodés bekdvetkezhet érsériilés hatdsara, melynek soran a szubendotelidlis matrixbol
felszabaduld kollagénhez kotédik a VWF multimer. A kikotddés kovetkeztében a mar
részletezett modon a nyirderd képes a globularis format olyan helyzetbe hozni, hogy az
A2-es domén az ADAMTSI3 enzim szdmara elérhetdé legyen. A rejtett domének
felszinrekeriiléséhez a VWF-nak nem kell feltétleniil subendothelidlis matrixhoz vagy
endotéliumhoz kikdtddnie, ugyanis pusztdn a mikroerekben megnovekedett nyirderd is
képes kicsomagolni a VWF multimert. A harmadik 1épés soran az ADAMTS13 spacer
doménja a szabadda valt A2-es doménon a Glul660-Argl668 epitdpokat ismeri fel,
aminek kovetkeztében az ADAMTS13 affinitdsa megné a VWF-hoz. A negyedik 1épés
soran az ADAMTS13 diszintegrin szerii (Dis) doménjén az Arg349 a VWF-on 1évd Asp
1614-hoz alacsony affinitassal kapcsolodik.
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3. dbra. Az ADAMTSI3 és a VWF kapcsolata. (A) A VWF hasitésa fizologias koriilmények
kozott. (1) A VWEF kozvetleniil, globularis (kisebb multimer) szerkezetet felvéve bekeriilhet a keringésbe,
vagy kihorgonyozodhat UL-VWF fomraban az endotélsejt felszinére. (2A) A globularis szerkezetli VWE-
on a TSP5-8 és CUB1-2 domének segitségével dokkolodik az ADAMTS13. (2B) A kapillarisban 1évo
nyirderé hatasara longitudnialis szerkezetet vesz fol, a VWF A2-es doménja kinyilik, mely igy alkalmas
lesz az ADAMTS13 altali hasitasra. (3) Az ADAMTS13 spacer doménjan keresziil stabilizalodik, (4)
majd a kotédést a Dis domén tovabb erdsiti. (5) A metalloprotedz domén pozicionalodik a hasitashoz, (6)
majd megtorténik a proteolizis. (7) A proteolizis utan az ADMATS13 levalik, majd tovabbi hasitasokra
képes. A hasitott VWF multimer rovidebb oligomerei globularis szerkezetet vesznek fol a keringésben.
(B) Mikrokapillaris kornyezet ADAMTSI13 deficiencia esetén. ADAMTSI13 mutacié vagy inhibitoros
antitestek hatasara ADAMTS13 deficiencia 1ép fel, melynek kovetkeztében az UL-VWF elhasitatlanul
marad nem hasad el, aminek hatasara trombocitaaktivacié 1ép fel a VWF felszinén és trombus,
trombotikus mikroangiopatia alakul ki. (Az abra James T.B. Crawley, 2011-es 6sszefoglalo cikke alapjan
késziilt (46)

19



DOI:10.14753/SE.2018.2088

Az 6todik 1épés fontos eldfeltétele a hasitasnak, melynek soran a VWF Leu 1603-a és az
ADAMTSI13 Metalloprotedz (MP) doménjén 1évé S3 (Leu 198, 232, 274) kozott jon
létre kapcsolat. A hatodik 1épés soran, az elébb leirt kapcsolatok hatasara, az
ADAMTSI13 aktiv centruma kozel keriill a VWF Tyrl1605-Met1606 epitdpjahoz és
megtorténik a proteolizis. Az utols6 1épés soran a proteaz affinitasa csokken, levalik a

VWF-r6l, majd késébb tjabb VWF hasitésra lesz képes.

Az ADAMTSI3 funkicéi kozé tartozik a plazmaban keringd, vagy az endotélsejt
felszinén 1évé VWF 6Orids multimerek aprobb fragmensekre hasitdsa és a trombodzis
tulaktivalodasanak szabélyozasa. Ez utobbit azzal éri el, hogy (pl. érsériilés alkalmaval)
a globularis szerkezetben 1év6 VWF multimerrel komplexet alkot ¢és annak
kikotddésekor a felszabaduld6 A2 domént hasitja, evvel megakadalyozza a talzott
mértékli trombocita-aktivalodast. Kettds funkcidjaval az ADAMTS13 nem csupédn a
VWF multimerek méretét csokkenti, hanem a molekula hemosztatikus funkciojat is
szabalyozza. Az enzim kulcsfontossagl szerepét tdmasztja ald az is, hogy deficiencidja
esetén TTP alakulhat ki, melynek Iényege, hogy a plazméaba keriilt UL-VWF
moleukuldk nem hasitddnak el, elésegitve igy a trombocitdk kitapadasat és
aktivalodastat, a trombus propagalddasat, ennek kovetkeztében a szdveti iszkémia

kialakulésat.
1.5.2. Az ADAMTS-deficiencia kialakulasanak mechanizmusa

Az ADAMTSI13-deficiencidnak ismert szerzett és velesziiletett formaja, mindkettd
formanal sulyos ADAMTS13-aktivitdscsokkenés tapasztalhato (aktivitas <10%). A TTP
hatterében leggyakrabban a szerezett ADAMTS13-deficiencia all. Tsai és munkatarsai
irtdk le el6szor, hogy a szerzett TTP-ben a VWF-hasitd enzim aktivitasa sulyosan
csokent, és ezt az enzim deificienciat IgG osztalyu, gatld autoantitest okozza, amely a
TTP velesziiletett ADAMTSI13-deficienciaval jaré forméjdban nem volt kimutathatd
(15). A késobbiek folyamadn, mikor mar ismertté¢ valt az ADAMTSI13 szerkezete,
kimutattak, hogy a betegek kozel 100%-dban az ADAMTSI13 cisztein-gazdag és
szpészer doménja ellen termelddik a gatld autoantitest, ezen kiviil nem elhanyagolhat6
mennyiségben (64% Klans és munkatarsai) a CUB és mas doménok ellen is (61, 62).
Erdekességként megemlithetd, hogy a szerzett ADAMTS13-deficiens betegek 10-15%-

aban kozvetlen a protedz enzimfunkcidjat gatld antitestek helyett egyéb doménekhez
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kapcsolodd autoantitestek is kimutathatdak voltak, melyek inkabb az endotélsejtekhez
valo dokkolodést akadalyoztdk meg ¢és az antitsten keresztliil az enzim clearencét
fokoztak a szervezetbdl (63). Az ADAMTS13-inhibitorok leggyakoribb IgG alosztalya
az IgG4 majd csokkend sorrendben IgGl, IgG2, IgG3 (64). Megfigyelték, hogy
azoknak a TTP-s betegeknek, akiknél magas titeri IgG4 inhibitor mellett nem
mutathato ki IgG1, nagyobb rizikdjuk van a relapszusra, szemben azokkal, akiknél az

IgG1 dominal az IgG4 felett.

Tobb munkacsoport is vizsgalta, hogy az ADAMTSI13 autoantitest termelddés
hatterében milyen tényezOk 4llhatnak. Coppo és munkatarsai (65) a T és B sejtek
kozotti kommunikéacid fontos szerepe miatt a HLA (Humén leukocyta antigén)
génkomplex MHC (major hisztokompatinbilitasi komplex) I (A, B) és II (DRBI,
DQBI) osztalyait vizsgalta. A vizsgalatba 191 TTP-s beteget és kontrollokat vontak be
¢s azt talaltdk, hogy az HLA-DRBI1*11 allél hordozasa gyakoribb volt TTP-s
betegekben az egészségesekhez képest, tehat rizikofaktornak mindsiilt, mig a DRB1*4-
es allél hordozasa protektiv tényezd volt a TTP kialakuldsdra nézve. Ezt a genetikai

analizist parhuzamosan tobb munkacsoport is megerdsitette (66, 67).

A kongenitélis (Upshaw-Schulman-szindréma, USS), de novo mutacioként megjelend
vagy familidris megjelenésti TTP-ben az ADAMTS13 defektusat az enzimet kodold gén
Osszetett heterozigbta vagy homozigdta mutacidja okozza (17). A kongenitalis TTP
ritkabban fordul eld, az 6sszes TTP-s beteg mintegy 10%-a tartozik ebbe a csoportba.
Az ADAMTS13 a 9q34-es kromoszomara lokalizalodik és megkdzelitdleg 140 kiilonféle
eld (60%), ezen kiviil ismertek kisebb deléciok és inzerciok (20%), ,,nonsense”
mutacidk és ,splice site” variaciok is Az egyik legismertebb, részletesen jellemzett
mutacié a 29-es exononon egy bazis inszercidja a 4143insA régidba, a masik ismertebb
mutéacid pedig az Argl060Trp missense mutacidja a 24-es exonon (69). A kongenitalis
TTP jellemzden az elsO életéven beliil vagy 20-40 éves kor kozott, sokszor terhesség
kapcsan manifesztalodik. Tobb tanulmany is késziilt annak kapcsan, hogy milyen
Osszefiiggés van a korai manifesztacid és a mutaciok kozott. Lotte és munkatarsai az
ADAMTSI13 N-termindlishoz kozeli doménjeiben fedeztek fel mutacdkat, melyek a

betegség korai megjelenésével, gyakoribb relapszusokkal mutattak Osszefiiggéseket
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(70). Ugyanebben a tanulmanyban az addig kongenitalis TTP-ben szenvedd betegekben
mérhetetlen ADAMST13-aktivitdst egy specidlis tomegspektrométeres méréssel
képesek voltak meghatarozni, és azt talaltak, hogy a rezidualis ADAMTS13-aktivitas
inverz korrelacidoban van a relapszusokkal és a remisszidhoz sziikséges friss fagyasztott

plazma mennyiségével.

A velesziiletett ADAMTS13-deficiencia diagndzisa az ADAMTS13-deficiencia ismételt
kimutatasan és az ADATMSI3 elleni antitestek konzekvens hidnydn alapul; az

ADAMTS13 mutécié kimutatasa validalja a diagnozist.

Bér az elmult években egyértelmiivé valt, hogy a TTP hatterében a VWF multimert
hasit6 ADAMTS13 deficiencidja a legfontosabb tényezd, néhany adat tovabbi
patogenetikai tényezdk szerepére utal a betegség kialakulasdban (71). Az egyik ilyen
megfigyelés, hogy az akut epizddon atesett, remissziot elérd betegnél is iddnként
sulyos, tartos ADAMTS13-deficiencia és magas titerti inhibitor detektalhatd, azonban a
beteg emellett tartésan, akar évekig is tiinetmentes lehet. Egy madsik hasonld
megfigyelés, hogy a kongenitalis TTP-ben szenvedd betegek, sokszor detektalhatatlan
ADAMTS13-aktivitas ellenére sem szenvednek gyakori TTP-s epizodokban, sokszor
¢vekig tiinetmentesek lehetnek (32). Tovabba ismert a szoros Oszefiiggés a TTP-s
epizod kialakuldsa ¢és az azt megel6zd fertdzések (pl. felsd léguti- vagy
gasztrointesztinalis) kozott (72). Lényeges megemliteni, hogy szoros kapcsolat van a
kongenitalis ADAMTS13-deficiens betegek TTP-s epizodja €s a terhesség kozott (73),
melynek pontos molekuldris mechanizmusa még nem ismert. A fenti megfigyelések
egyiittesen arra utalnak, hogy az ADAMTSI13-deficiencia mellett feltehetden jelen
vannak egyéb kornyezeti vagy genetikai hatasok, melyek hozzdjarulnak a
mikrovaszkularis egyensuly megbomlasahoz és a betegségepizdd kialakuldsédhoz. Ilyen
tényezOk lehetnek a koagulacios kaszkéad faktorainak, a VWF-nak, trombocitaknak, az
endotélsejteknek vagy az immunrendszernek a tényezdi, doktori munkdm sordn ezek

vizsgalatat tliztem ki célul (1asd célkitlizések).
1.6. A neutrofil granulocita szerepe trombotikus mikroangiopatidkban

A neutrofil granulocitdk a csontvel6bdl kiilonbozd szabalyozd mechanizmusok révén

keriilnek a keringésbe, ahol viszonylag rovid az életidejiik. A szervezet velesziiletett
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védekezési mechanizmusaban vesznek részt, segitenek eliminélni a patogéneket, szoveti
tormelékeket. Szoros Osszefiiggésben vannak a velesziiletett immunitds egyéb
alkotdelemeivel igy a komplementrendszerrel és mas fehérvérsejtekkel is. Infekcio,
vagy egyéb immunrendszert stimulalé mechanizmus sordn aktivalodhatnak, ilyenkor
megkezdddik a kiilonbozd gyulladasos citokinek és komplementtermékek (C3a, C5a)
hatdsdra a neutrofil granulocitdk migracidja ¢és aktivalodasa. Aktivalodaskor
megkezdddik sejten beliil, az enzimtartalmu granulumok migracidja a plazmamebran
felé, valamint az adhéziés molekuldk intenziv expresszalodasa, mely segit majd a
vandorlasban, adhézidban (endotélsejt és trombocitdk felszinéhez) (74). A neutrofil
granulocitdk védekezé mechanizmusai a fagocitozis, reaktiv oxigénszarmazékok (ROS)
termelése, valamint a mikrobadldé peptidek kibocsatasa. A védekezd mechanizmus
mellett ismert az aktivalt neutrofil granulocitak szovet- ill. endotélsejtkarositd hatasa is

(75, 76).

A neutrofil granulumok festddésiik ¢és myeloperixidaz- (MPO) tartalmuk alapjan
csoportosithatok. Az azurofil granulumok f6bb 0Osszetevoi: elasztdz, katepszin-G,
proteindz-3. Az elasztaz a véralvadasi kaszkddban degradadlja a XlII-as faktort és
inaktivalja a Vll-es, VIlI-as, [X-es, XII-es faktorokat, a kollagént, a proteoglikdnokat,
és részlegesen az elasztint is. Az elasztaz a katepszin G-vel egyiitt képes aktivalni a pro-
MMP-2-t és az MMP-2-t, amely bontja az extracelluldris matrix komponenseit

(kollagén I, IV, IX, proteoglikdn, laminin, fibronektin, zselatin).

A neutrofil granulocitdk szerepét korabban mar vizsgaltak a TTP patogenezisében,
melynek sordn egy ex vivo kisérletben egy TTP-s beteg akut epizddjabdl izolalt
neutrofil granulocitak az endotélsejt-tenyészeten endotélsejt-sériilést valtottak ki (77). A
tanulméany konkluzidja az volt, hogy a ROS és a MPO termékeknek szerepe lehet az
endotélsejt-kadrosodasban. A vizsgalatban az endotéliumon hasonld citotoxikus
karosodasokat figyeltek meg, mint amit egy kordbbi, aktivalt neutrofil granulocita és
endotélium kapcsolatat vizsgald tanulmanyban irtak le (75). Alvarez €s munkatarsai
TTP-s betegek plazmajaval neutrofil granulocita- és monocitaaktivaciot valtottak ki
(78). Egy masik hasonldé tanulméany soran leirtak, hogy a TMA-s betegek plazmaja a

leukocita-trombocita-aggregéciot eldsegiti (79). Kilgore és munkatarsai leirtdk, hogy a
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neutrofil granulocita eredetii ROS, VWEF- és P-szelektin-felszabadulast idéz eld, mely a

fentiek értelmében jelentdsen hozzajarulhat a TTP patogeneziséhez (80).

Szamos kozvetlen kapcsolat ismert a neutrofil granulocitdk ¢s a komplementrendszer
kozott is. A neutrofil granulocitdk felszinén C3a és CS5a receptorok vannak, melyek
aktivalasa eldsegiti az ROS termelddését, melynek karos hatdsa van az endotélsejtekre

nézve (81).

Kozel két évtizede ismert a neutrofil granulocitadk egy specidlis funkcidja is, melynek
soran kromatinszalakbodl és granulum eredetetli anti-mikrobidlis peptidekbdl (neutrofil
elasztaz, katepszin-G, MPO) 4ll6 komplexumot bocsdtanak a kornyezetébe erds
aktivalodast kovetden. Ezt a folyamatot NETosisnak (neutrofil extracellular traps)
hivjak. A kibocsatott anyag a NET, f6 alkotoelemei a DNS és hiszton fehérjék (82). A
NET kétéli kard, egyszerre tolt be védekezd szerepet a mikroorganizmusok eliminéldsa
révén, ugyanakkor proinflammatorikus hatdsa altal fokozhatja a szoveti destrukciot is,
amely akéar autoimmun folyamatot is indukalhat. A NETosist kiilonféle stimulusok
valthatjak ki, ilyenek pl. a proinflammatorikus citokinek (I1-8, TNF-alfa), a NO
(nitrogén-monoxid), az aktivalt endotélsejtek, az aktivalt trombocitak, és az antitestek.
A NETosist ugy is emlitik, mint a neutrofil granulocitdk egy sajatos apoptdzis forma;jat.
A NET szerepét autoimmun betegségek (83), gyulladdsos korképek,
glomerulonephritisek, kronikus tiidébetegségek, vaszkuldris megbetegedések és a
szepszis (84) patogenezisében is vizsgaltak. Ezen kiviil korabbi vizsgalatok kimutattak,
hogy az extracellularis DNS-nek és hiszton fehérjéknek (NET alkotd elemei) fontos
szerepe van a trombus kialakuldsban, ugyanis egyfajta halot, aggregécios feliiletet képez

crer

segiti el6 (86).

A NET kialakuldsaban kulcsfontossdgu szerepe van a neutrofil elasztaznak, amely az
egyik o lizoszomalis proteinaz, amely az aktivalt neutrofil granulocitdkbol szabadul fel
(87, 88). Elasztaz hianyaban nem tud kialakulni a NET komplex szerkezete, igy az
elasztaz sejten kiviili jelenléte a neutrofil granulocita aktivitdsimarkerének is tekinthetd.
A munkam sordn vizsgalt neutrofil elasztdznak az inhibitoraval alkotott komplexét, azaz
az elasztdz-proteindz inhibitor komplex szinteket mértilk meg, stabilitasi, analitikai

megfontolasok alapjan.
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A neutrofil granulocitdk kornyezetre gyakorolt potencidlis karos hatdsai (NETosis,
ROS, protedz enzimek) alapjan feltételezhetd, hogy a mar kialakult ADAMTSI3-
deficiencia esetén aktivalédasuk olyan trigger hatast képezhet, amely az érzékeny

egyensulyt megbontva eldsegiti a mikroangiopatia kialakulésat.
1.7. Az endotélsejt szerepe trombotikus mikroangiopatidkban

Az endotélsejt-aktivacid szerepe a trombotikus és inflammatorikus folyamatokban
ismert volt (89), ezért a TMA-kal kapcsolatos tanulmanyok soran t6bb alkalommal is
vizsgaltak. A TMA sordn a trombusok az endotéliumon, féleg a mikrovaszkulatiraban
alakulnak ki, ezért az endotélsejt-aktivalddas kulcsfontossagu tényez6 TMA-ban (90).
Az endotélsejt-aktivaciojat, karosodasat potencirozhatjak gyulladasos citokinek (TNF-a,
IL-8, IL-6), infekcio, miuitéti beavatkozas, csontveld-transzplantacio,
Osztrogénszarmazékok és egyéb gyodgyszerek (25). Hatasukra az endotélsejtekbdl tobb
UL-VWF szekretalodhat, valamint megndéhet a P-szelektin expresszidja is, ami altal a
trombocitdk, leukocitdk nagyobb mértékben képesek kotddni az endotéliumhoz, igy

csokken az endotélium tromborezisztencidja (91-93).

TMA-ban az endotélsejt-aktivacid jelentdségét tdmasztja ala az a megfigyelés is,
miszerint a TTP-s betegekbdl szarmazé plazma képes apoptdzist indukdlni
endotélsejtekben és trombocitdkban (94, 95). Jimenez és munkatarsai TTP-s betegek
mintaiban endotélsejt-eredetli mikropartikulumokat (EMP) vizsgaltak (96). Kimutattak
akut betegekben a CD62E-t és VWF-t expresszaldo EMP emelkedését, amely
egyértelmiien endotélsejt-aktivaciora utal. Az EMP-k szintje azonban PEX hatdsara
jelentdsen csokkent, igy az endotélsejt allapotat nem tudtdk megitélni a terdpia alatt a
betegekben. Ujabban Mori és munkatérsai (97), valamint Stufano és munkatarsai (98) is
igazoltdk biomarkerekkel az endotélsejt-aktivacid jelenlétét TTP/HUS betegekben:
emelkedett trombomodulin-, antitrombin-, protein C-, és VWF antigén- ill. VWEF-
propeptid-szinteket mértek betegek plazmajaban. Bar az elmult években TMA-ban
tobbszor is vizsgaltak endotélsejt-sériilésre jellemzé markereket, analitikailag stabil,
specifikus markert még nem azonositottak. Figyelmiink ezért fordult az endothelin-1
(ET-1) felé, melynek elérhetd egy stabil, ekvimolaris hasadasi termékét méréd modszer
(Carboxi-terminalis pro-endothelin-1: CT-proET-1, lasd. lejebb). Az ET-1-nek fontos

szerepe van a vérnyomds szabalyozdsdban, melyet foként a kisereken keresztiil
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szabalyoz, valamint a natrium homeosztazis fenntartasaban funkcional (99). Az ET-1-et
tobb kiilonb6z6 tanulmdny sordn is vizsgaltdk. Emelkedett ET-1 szinteket mértek
kronikus szivelégtelenségben, kronikus veseelégtelenségben, szepszisben, vese- €s
hasnyalmirigy-transzplantacié kovetkeztében kialakult szekunter TMA-s betegekben

(100).

Kutatdsunk soran az ET-1-et mint specifikus endotélsejt-markert vizsgaltuk. Az érett
ET-1 egy 21 aminosavbol all6 vazoaktiv peptid (101). Az endotélsejten beliill a WPT-
ben tarolodik (az UL-VWF-ral és a P-szelektinnel egyetemben). Az ET-1 egy 212
aminosavbol 4ll6  propeptidként szintetizdlodik az ET-1 mRNS-érél, majd
szignalpeptiddz hatasara elészor proET-1-¢ ezt kdvetden endopeptidédz (furin, PC7)
hatasara egy 38 aminsav nagysagu un. bigET-1-¢ alakul. A bigET-1 megtaldlhaté mind
intra-, mind extracellularisan. A bigET-1-et az ugy nevezett endothelin-konvertalo-
enzim (ECE) hasitja az érett ET-1 molekulara (102). Az ECE-nek tobb alegysége is van
(foként az ECE-1 hasitja a bigET-1-t), amik megtaladlhatdéak szintén intracellularisan,
vezikulumokban, valamint extracellularisan a sejtfelszinre horgonyozva. Az ET-1
katabolizaciojat a keringésben neutralis endopeptiddz és deamiddz enzimek végzik.
Szervi szinten foként a vese felelés az enzimatikus lebontasért. Az ET-1 termelése
egyrészt folyamatos, mely részben az arterioldk tonusanak fenntartasaért felelds,
masrészt kiilonbozd fizioldgias és patoldgias tényezok hatasara stimulalt szekrécioja is
kialakul (lasd késébb). Az ET-1 két receptor-altipuson fejti ki a hatasat. Az ET-1R/A-
vazokonstrikcios hatast fejt ki, az ET-1R/B-n pedig inkabb vazodilatacios hatasa van
(NO felszabadulas részvételével). Az ECE hatasara keletkez0 ET-1 felezési ideje
meglehetdsen rovid (1-2 perc), igy plazmakoncentracidja meglehetésen alacsony, ami

azonban elegendd a lokalis hatasok kifejtéséhez.

A fent emlitett rovid féléletidd miatt kozvetleniil az ET-1 molekula pontos mérése
kifejezetten nehéz, ezért egy stabil, az ET-1-gyel ekvimolaris koncentracioban
keletkezd fragmensének, a karboxi-terminalis-proendothelin-1-nek (CT-proET-1) a

mérését alkalmaztuk (103).
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1.8. A komplementrendszer szerepe trombotikus mikroangiopatidkban

A komplementrendszer a szervezet velesziiletett védekez6 mechanizmusainak egyik
fontos eleme. Aktivalodasanak harom ttja ismert: a klasszikus ut, a lektin Ut és az
alternativ ut. A harom kiilonb6z6 ut egy kozds termindlis Utba torkollik, amely az
apoptézist indukdld6 MAC (membrane attack complex, vagy SC5b-9) kialakuldsahoz
vezet. A komplementrendszer aktivacidja a kiilsd patogéneken kiviil, a sajat sejtekre

nézve is komoly destruktiv hatassal birhat.

A komplementrendszer szerepe TMA-ban féként az atipusos HUS-bol ismert, ahol a

betegek nagy részében kimutathaté a komplement alternativ utjanak diszregulécioja.

A komplementrendszer TTP-ben betoltott szerepének elemzésével tobb munkacsoport is
foglalkozott az utobbi években, mely vizsgalatokba munkacsoportunk is becsatlakozott.
Ruiz-Torres és munkatarsai irtak le el6szor, hogy a komplement aktivacio altal kivaltott
neutrofilaktivacionak  és  endotélsejt-aktivacionak  fontos  szerepe lehet a
mikrovaszkularis tromboézis kialakuldsaban ADAMTS13-deficiens TTP-s betegekben.
Tanulmanyuk sordn akut TMA-s betegek szérumat adtdk endotélsejt-tenyészethez,
aminek a hatdsara komplement C3 ¢és SC5b-9 lerakodasat, valamint fokozott P-
szelektin-expressziot figyeltek meg az endotéliumon. Ugyanilyen szérum hatasara
aktivalodtak a neutrofil granulocitdk, majd ezt kdvetden reaktiv oxigénszarmazékokat
(ROS) ¢és proteinazokat bocsatottak a kornyezetilkkbe. A karos enzimek ¢és
oxigénszarmazékok hatasara endotélsejt-aktivacio kovetkezett be. A
komplementrendszer gatlasakor a fent emlitett reakciok elmaradtak, igy ezek a
megfigyelések is alatdmasztottdk a komplementrendszer lehetséges szerepét a TTP

patogenezisében (77).

Munkacsoportunk azt feltételezte, hogy a komplementrendszer aktivalédasa olyan
jérulékos trigger lehet az ADAMTSI13-deficiencia mellett, amely eldsegitheti a
mikroangiopatias folyamat manifesztdlodasat ¢s a TTP-s epizodd kialakulasat. A
feltételezést alatamasztotta az, hogy a TTP-ben jelen 1év6 ADAMTSI3-anti-
ADAMTS13 immunkomplexek, az iszkémia kovetkeztében sériilt sejtek felszine és az
alternetiv. Ut  talaktivdcidja mind hozzdjarulhatnak a  komplementrendszer

aktivalodasdhoz. Munkacsoportunk a vizsgalatot, mas kutatocsoportokhoz képest
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nagyobb beteganyagon végezte, tovabba a komplement pontos szerepét ¢és
Osszefiiggéseit is vizsgalta egyéb klinkai faktorokkal. (104). A tanulméany sordn
huszonhdrom TTP-s beteg lett bevonva. Megmérték az aldbbi komplementaktivacios
termékeket, igy mint klasszikus/lektin ut (Clrs- INH, C4d), alternativ ut (C3bBbP),
termindlis Ut (SC5b-9) és a kozponti molekula, a C3 hasadési terméke, a C3a. Az akut
TTP-s betegek mintadiban emelkedett C3a- és SC5b-9-szinteket figyeltek meg, melyek
terapids plazmacsere kovetkeztében csokkentek. Remisszios TTP-s betegekben, ahol
kimutathaté6 mennyiségli gatldo anti-ADAMTSI13 antitest volt, ott magasabb volt a C4d,
a C3bBbP ésa C3a szintje, azaz komplementaktivacidé volt igazolhat6. Megemlitendd
még az, hogy ezeknek a komplementaktivacids termékeknek a szintje parallel valtozott
az ADAMTS13-ellenes antitestek szintjével. Ez a megfigyelés arra is utalhat, hogy az
anti-ADAMTSI13 antitestek hozzajarulhatnak a komplementaktivacidhoz, ¢és a
komplementaktivaciés  termékek (anafilatoxinok (C3a, C5a) ¢és SC5b-9
membrankarositd komplex), aktivalhatjak és karosithatjdk az endotélsejteket, a neutrofil
granulocitdkat és a trombocitakat (105-107). Westwood ¢és munkatarsai is hasonld
megallapitdsra  jutottak ~ TTP-ben, megerdsitve  munkacsoportunk  korabbi
megfigyeléseit. Emelkedett C3a- és CSa-szinteket mértek akut TTP-s betegekben a
remissziohoz képest, és Osszefiiggést talaltak az ADAMTS13 elleni gatlo antitestek és a
C3a kozott, valamint az I1I-10 kozott, evvel is utalva a komplex komplement- és

citokinvalasz szerepére TTP-ben.

A fent emlitett eredmények alapjan tehat elmondhat6, hogy komplementaktivaci6 zajlik
akut TTP sordn, amely sejtaktivalo és -karositd hatdsain keresztiil hozzajarulhat a
mikroangiopatias folyamat kialakuldsdhoz. Munkam sordn a kezdeti eredményekre
alapozva a lehetséges kapcsolatokat vizsgaltam a komplement-, endotél- ¢&s

neutrofilaktivacio kozott.
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2. Célkituzés

A TTP kialakuldsa komplex, tobbtényezés folyamat, melyben az ADAMTSI13-
deficiencian tul egyéb kornyezeti €s genetikai tényezok szerepe is fontos lehet. Klinikai
tapasztalat, hogy a TTP kialakuldsat megeldzhetik az immunrendszert aktivalo
folyamatok  (fertézés, terhesség stb.). Ezzel 0Osszefiiggésben igazoltuk a
komplementaktivacié jelenlétét aktiv TTP-s betegekben (104). Jelen kutatasi
projektiinkben egyrészt tovabbi patogenetikai részegységeket, masrészt a kiilonbozo
patogenetikai utvonalak kapcsan olyan analitikailag stabil, jol mérhetd biomarkeket
kivantunk vizsgalni, amelyekkel a betegség klinikai lefolyasat, valamint a terapias
véalasz hatdsossdgat monitorizalni lehet. A vizsgalataink elsé felében a velesziiletett
immunitasban jelentds szerepet jatszo neutrofil granulocitdk aktivitasat és szerepét
tanulmanyoztuk, amelyet a sejtek aktivacigjat jelzé neutrofil elasztaz (a dolgozatban
PMNE (polymorphonuclear neutrophil elastase)-ként utalok rd) nevli enzimmel

vizsgaltuk.

Mivel az elmult években (108) egyre tobb adat utal az endotélsejtek fontos szerepére a
TMA patogenezisében, igény jelentkezett egy megbizhatd, jol mérhetd, stabil
endotélaktivacidos markerre, ezért a tanulmanyunk masik felében célul thztik ki az
endotélsejtek vizsgalatdit. Az endotélsejtek szerepét az endothelin-1 ekvimolaris
mennyiségben termelddd stabil prekurzorfragmensével a CT-proET-1-el vizsgaltuk,

tovabba az endotelsejt markerek koziil meghataroztuk a VWF-antigént is.
A doktori munkam célkitlizései harom pontban foglalhatok 6ssze:

(1) A neutrofil granulocita- ¢€s endotélsejt eredetli markerek vizsgalata aktiv és

remisszios TTP betegcsoportokban.
(2) A neutrofil granulocita- és endotélsejt-markerek szintjének kdvetése terapia alatt.

(3) A vizsgalt markerek ¢és a TTP klinikai és betegség aktivitasat jelzd paraméterek
kozotti kapcesolatok elemzése, kiilonds tekintettel a komplementaktivacioval vald

Osszefiiggésekre.
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3. Modszerek

3.1. Betegbevalogatasi kritériumok és definiciok

Disszertaciom alapjat két projekt eredményei képezik (neutrofil elasztaz (NE) és
endothelin-1 (ET-1) projekt), melyek egy kozos kutatasbol indultak ki (104). A betegek
kozott atfedések vannak, de az attekinthetdség kedvéért a két tanulmanyra vonatkozo
betegadatokat és a laborparamétereket kiilon mutatom be. A betegek bevonésa 2007
augusztusaban indult meg és 2014 januarjdban zarult le a III. Sz. Belgyogyaszati

Klinika Kutatélaboratoériumaban.

A TTP diagnoézisa, egyuttal bevalogatasi kritériuma az egy vagy tobb, direkt Coombs
teszt negativ mikroangiopatids hemolitikus anémidval és trombocitopénidval (<150
G/L) jaré epizod, melyet sulyos ADAMTSI13-deficiencia kisér (aktivitds <10%). A
mikroangiopatias hemolizis jelei az LDH emelkedés (>450 U/L) és a fragmentocitdk

jelenléte a periférids vérkeneten.

Kizarasi kritérium volt az oligo-anurids veseelégtelenség ¢€és az anamnesztikus
dokumentécio, képalkotod vizsgalatok €s specidlis labortesztek (infekcids paraméterek,
szisztémas autoimmunbetegségre utald labor paraméterek) alapjan azonosithatd

kréonikus infekcid, malignus alapbetegség vagy egy€b autoimmun betegség.

A remissziot elérd TTP-s betegeket két kiilon csoportba osztottuk az epizdd kezdetétdl
szadmitott id0, trombocitaszdm és tlinetek szerint. Hematoldgiai remisszidt (HR) akkor
allapitottunk meg, ha a trombocitaszam nagyobb volt, mint 150 G/L két egymast kovetd
napon, ¢s a beteg vérében hemolizis nem volt detektalhatd (vagy csokkend mértéket
mutatott), ettdl fliggetleniil neurologiai, vese €és egyéb szervrendszer karosodasanak
tiinetei (melyek az epizdd elején kezdddtek) jelen lehettek. Komplett remissziot (KR)
akkor allapitottunk meg, ha a trombocitaszdm tartésan nagyobb volt, mint 150 G/L

legalabb 1 honapig, és legfeljebb maradvanytiinetek voltak megfigyelhetdk.

A mintakat a betegség lefolyasa soran kiillonb6z6 idépontokban vettiik le, ezek alapjan
alcsoportokat hoztunk 1étre, amelyeket az analizisek soran hasznaltunk. Tekintettel arra,
hogy a TTP kezelése soran a kiilonbozd faktorok szintjeit leginkdbb a PEX

befolyasolhatja, ezért az analizisek soran az akut mintdk elkiilonitését a PEX
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megkezdéséhez viszonyitottuk. fgy a betegek elsé, akut mintaja a terapias PEX
megkezdése el6tt lett levéve, amikor még beadott plazma nem befolyédsolhatta a
kiilonb6zd paraméterek plazmaszintjét. Tobb betegnél az elsé minta akkor lett levéve,
amikor a PEX-et mar megkezdték. Az utols6 PEX utdn levett mintdk a terapiatol
szdmitva kiilonb6z6 iddpontokban lettek levéve, és a fent ismertetett fogalmak (HR,
KR) szerint lettek besorolva a kiilonb6z6 analizisekbe. A részletes betegadatokat a 2.- és

3. Tablazat, a 4.- és 5. abra valamint a 4.- és 5. tablazat tartalmazza.
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2. tablazat. Az akut TTP-s betegek adatai. A HUN 28, 35, 81 a NE projektnél mint remisszios
TTP-s lett bevalogatva. HUN: regisztricios szam, életkor a mintavétel alkalméaval. (Roviditések: A:
abdominalis/emészt3szervrendszeri tiinetek (hanyas, hasmenés, hasi fajdalom stb.), AT: altalanos tiinet
(gyengeség, faradékonysag); ET-1: endothelin-1 projekt (n=25 beteg PEX el6tt, 12 beteg PEX alatt), N:
neuroldgiai, NA: nincs adat, NE: neutrofil elasztdz projekt (n=21 beteg), R: renalis tiinet (proteinuria,
hematuria) PEX#: plazmacsere szama)

HUN | Nem Eletkor" E.lss) Ut.01§0 Os’sz’e S Tinetek | PEX# | Projekt
epizod epizod epizod
Akut TTP-s betegek, els6 mintajuk vagy PEX elétt, vagy PEX alatt lett levéve
1 N6 26 2007 2010 3 N 15 NE/ET-1
15 Férfi | 55 2008 2008 1 A 10 NE/ET-1
23 Férfi | 38 2008 2008 1 R, A 12 NE/ET-1
28 N6 35 2008 2012 3 N,R,A 6 NE/ET-1
35 N6 35 2007 2009 2 N 3 NE/ET-1
43 N6 62 2009 2009 1 N,R, A 5 NE/ET-1
50 N6 16 2009 2009 1 N 11 NE/ET-1
62 N6 35 1991 2009 4 N, A 15 NE/ET-1
68 Férfi | 43 2010 2010 1 N 19 NE/ET-1
72 N6 13 2010 2010 1 N, A 15 NE/ET-1
76 N6 58 2010 2010 1 N 7 NE/ET-1
81 N6 21 2010 2010 1 N 24 NE/ET-1
85 N6 49 2010 2010 1 N 38 NE/ET-1
86 N6 42 2010 2010 1 N, A 9 NE/ET-1
96 N6 22 2010 2010 1 N 2 NE
97 N6 31 1990 2010 9 N,R,A 5 NE/ET-1
112 N6 52 1991 2010 2 N 8 NE/ET-1
113 N6 21 2006 2011 4 A 6 NE/ET-1
122 N6 32 2010 2010 2 AT 12 ET-1
123 N6 26 1991 2010 4 N 30 NE/ET-1
126 Férfi | 36 2010 2011 2 AT 28 NE/ET-1
127 N6 30 2010 2010 1 N 9 NE/ET-1
131 N6 39 2006 2011 2 AT 4 NE/ET-1
134 N6 45 2011 2011 1 N 26 NE/ET-1
144 N6 41 2009 2011 2 N 4 ET-1
145 N6 59 2011 2011 1 N, A 10 ET-1
148 N6 65 2011 2011 1 N NA ET-1
149 N6 62 2011 2011 1 N 6 ET-1
183 N6 45 2011 2011 1 N 28 ET-1
212 N6 41 2011 2011 1 N 15 ET-1
239 N6 35 2012 2012 1 N 4 ET-1
251 N6 35 2012 2012 1 N, A 20 ET-1
292 N6 22 2012 2012 1 N, A 17 ET-1
353 N6 39 2012 2012 1 N 20 ET-1
430 Férfi | 42 2013 2013 1 N 10 ET-1
447 N6 34 2013 2013 1 N,R,A 10 ET-1
453 N6 43 2013 2013 1 N 4 ET-1
462 Férfi | 22 2013 2013 1 N,R,A 5 ET-1
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3. tdblazat. A remissziés TTP-s betegek adatai. A HUN 28, 35, 81 a NE projektnél mint
remisszios TTP-s lett bevalogatva. A HUN 56 a NE projektnél mint akut TTP-s beteg lett bevalogatva.
HUN: regisztracios szam, “¢letkor a  mintavétel alkalmaval. (Roviditések: A:
abdominalis/emésztszervrendszeri (hanyas, hasmnenés, hasi fijdalom stb.), AT: altalanos tiinet
(gyengeség, faradékonysag); ET-1: endothelin-1 projekt (n=17 beteg), N: neurologiai, NA: nincs adat,
NE: neutrofil elasztaz projekt (n=17 beteg), NR: nem relevans, R: renalis tiinet (proteinuria, hematuria)
PEX#: plazmacsere szama)

HUN | Nem Eletkor” Elgo’ Ut91§o Os'sz’es Tiinetek | PEX# Projekt
epizod epizod epizod
Remisszios TTP-s betegek, az adott markert csak a remisszids mintabol hataroztuk meg
3 Férfi 29 1999 2006 3 N NR NE/ET-1
31 N6 31 2008 2008 1 AT NR NE/ET-1
53 N6 35 1994 1998 2 N NR NE/ET-1
54 N6 56 1988 2009 >2 N NR NE
56 N6 40 2006 2010 2 N NR NE/ET-1
58 N6 20 1983 2010 3 N NR NE/ET-1
59 N6 44 2003 2003 1 N,R,A NR NE
65 N6 21 1995 2002 6 N,R,A NR NE/ET-1
70 N6 44 2006 2006 1 N NR NE/ET-1
78 N6 38 2001 2001 1 N,R,A NR NE/ET-1
80 Férfi | 29 2008 2008 2 N, A NR NE/ET-1
89 Férfi 19 1996 2003 4 N NR NE/ET-1
100 Né 31 2001 2001 1 N,R NR NE/ET-1
101 Né 53 2002 2002 1 N,R NR NE/ET-1
115 N6 41 2000 2006 4 N, A NR NE/ET-1
146 N6 58 2005 2011 3 A NR ET-1
276 N6 51 2012 2012 1 AT NR ET-1
279 Férfi 20 2006 2012 3 AT NR ET-1
396 N6 21 2013 2013 1 H NR ET-1

3.2. A neutrofil elasztdz projekt betegleirasa

A vizsgalatba 6sszesen 38 TTP-s beteget (koziiliikk 21 akut (atlag életkor: 40 év, SD: 15
év, 17 nd), 17 remisszids szakaszban volt (atlag életkor: 42 év, SD: 10 év, 14 nd) és 20
egészséges kontrollt (atlag életkor: 35 év, SD: 17 év, 15 nd) vontunk be. Nyolc
betegnek tobb mintdja is volt, ezért lehetdségiink nyilt kdvetéses vizsgalatot is végezni.
A 8 betegbdl 5-nek (HUN: 68, 86, 126, 127, 131) a méasodik mintdja a PEX sorozat
alatt, az aktualis napi PEX el6tt keriilt levételre. Nyolc betegbdl 6-nak hematologiai
remisszioban lett levéve a masodik mintaja (HUN: 1, 15, 62, 68, 86, 127) a PEX
leallitasat kovetden. gy tehat Gsszesen a 38 beteg 49 EDTA-val antikoaguldlt plazma

mintdjat hasznaltuk fel a PMNE mérésére.

33



DOI:10.14753/SE.2018.2088

38 TTP-s beteg

Tobb mintaval € > Egy mintaval
rendelkez6 betegek rendelkez6 betegek
(n=8) (n=30)
Ketté mintaval
rendelkezé TTP-s betegek Akut TTP (n=13) |<_
(n=5)
* Akut, PEX el6tti és PEX |
alatti (n=2)
«Akut, PEX elétti és Remissziés TTP (n=17)|¢
remisszios TTP (n=3)

Harom mintaval
rendelkez6 TTP-s
betegek (n=3)
*Akut PEX elotti, PEX alatti,
remisszios TTP

A

4. édbra. A neutrofil elasztdz projektbe bevalogatott betegek megoszlasa.

4. tablazat. A neutrofil elasztaz projektbe bevalogatott betegek laboratoriumi

paraméterei. *PEX elétt és alatt. A véltozok medidn értékei és interkvartilis tartoményai lettek
feltiintetve. (Roviditések: EK: egészséges kontroll, NEU#: abszolit neutrophil granulocitaszam, NM:
nincs meghatarozva, PEX: plazmacsere)

Laborparaméterek Akut TTP* Remisszios TTP EK
Hemoglobin (mg/L) 82,0 (72,5-101,5) 144,0 (134,5-153,5) 134 (127,5-138)
Trombocita (G/L) 28 (18,5-44) 213 (184-260) 296 (268,5-307,5)
Fehérvérsejt (G/L) 8,46 (6,6-11,3) 6,85 (5,86-10,1) 7,6 (6,0-8,3)
NEU # (G/L) 5,86 (4,4-8,4) 4,64 (3,4-6,8) 3,9 (3,3-4,6)
ADAMTS13-aktivitas (%) 0 (0-0) 19 (0-97) NM

Kevert ADAMTS13-aktivitas (%) | 5 (0-15,7) 30 (20-61) NM

PMNE (ng/mL) 115,2 (67,5-258,9) | 57,5 (49,2-88,2) 51 (34,7-56,5)
C3a (ng/mL) 192,0 (157,0-398,6) | 139,1 (121,3-2454) NM

C3 (g/L) 1,56 (1,2-2,0) 1,6 (1,5-2,1) NM

Bb (ug/mL) 1,6 (1,1-2,4) 1,1 (0,9-1,4) NM

B-faktor (%) 114 (98,5-131,0) 1225 (106,8-152,0) NM

H-faktor (mg/L) 399,0 (304,0-566,5) | 555 (392,5-692,5) NM

I-faktor (%) 117,5 (99,5-148,3) 113,5(99,0-127,3) NM
C1rC1sCl-inh (U/ml) 11 (8,6-13,4) 5(2,8-12,3) NM

C4d (pg/mL) 3 (2-4,1) 3(2-3,2) NM

C3bBbP (U/mL) 2,0 (1,3-4,3) 2,3 (1,6-3,3) NM

SC5b-9 (ng mL-1) 325,2 (263,4-424,2) | 251,3 (227,2-335,3) NM

3.3 Az endothelin-1 projekt betegleirasa

A vizsgalatba tovabbi betegeket vontunk be, igy dsszesen 54 TTP-s betegben vizsgaltuk
az endotélsejt-aktivitdst. Huszonodt betegnek az akut fazisban, az elsé PEX elott lett

levéve az els6 mintéja (atlag életkor: 41 év, SD: 13 év, 19 nd), 12 beteg elsé mintdja a
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PEX-sorozat megkezdése utan, az aznapi PEX el6tt lett levéve (atlagéletkor: 40 év, SD:

15 év, 12 nd), 17 betegnek csak remisszios mintaja volt (atlagélekor: 42 év, SD: 12 év,

14 nd). A betegek mellé 57 egészséges kontrollt valasztottunk (atlag életkor: 36 év, SD:

9, 30 nd). 31 betegnek volt dsszesen 1 mintdja. 18 TTP-s betegnek 2 mintdja volt, 5

TTP-s beteg rendelkezett 3 mintaval (5. dbra).

[ s4TTP-sbeteg |

Tobb mintaval <
rendelkezo betegek

A\ 4

(n=23)

Ketté mintaval
rendelkez6 TTP-s betegek
(n=18)

*Akut, PEX el6tti és alatti

Egy mintaval
rendelkezo betegek
(n=31)

Akut TTP (n=14) |¢—

TTP(n=5) €
*Akut, PEX el6tti és
remisszioés TTP (n=9)
*Akut, PEX alatti és
remisszios TTP (n=4)

Harom mintaval
rendelkez6 TTP-s betegek

Remisszios TTP (n=17)

A

N

(n=5)
*Akut, PEX elétti, PEX alatti
és remisszios TTP

5. abra. Az endothelin-1 projektbe bevalogatott betegek megoszlasa.

5. tablazat. Az endothelin-1 projektbe bevalogatott betegek laboratériumi paraméterei

PEX el6tt és alatt. A valtozok median értékei és interkvartilis tartoményai lettek feltiintetve. *PEX
elott és alatt (Roviditések: EK: egészséges kontroll, NM: nincs meghatarozva, PEX: plazmacsere, Se:

szérum)
Laborparaméterek Akut TTP* * Remisszios TTP EK
Hemoglobin (mg/L) 83 (72-108) 140 (124-153) 145 (136-161)
Trombocita (G/L) 22 (11-43) 246 (203-361) 271 (236,5-305)
Se-Kreatinin (umol/L) 80,5 (63,8-99) 69 (56,8-82,8) 69 (61-80)
ADAMTS13-aktivitas (%) 0 (0-0) 0,5 (0-77,7) NM
Kevert ADAMTS13-aktivitas (%) | 0 (0-14) 30 (9-54,5) NM
VWEF antigén (mg/L) 569 (397,1-706,8) 409,8 (324,6-653,2) | 138,4 (71,8-217,1)
CT-proET-1 (pmol/L) 57,47 (42,8-88,9) 48,6 (45,2-58,3) 36 (21,5-42)

H-faktor (mg/L)

404 (374-588)

455 (316-654)

597,8(494,9-700,7)

C3 (g/l) 137 (1,2-1,9) 1,5 (1,1-1,7) NM
C3a (ng/mL) 203,1 (165,6-559,9) | 195.4 (109,6-328,7) | NM
C3bBbP (U/mL) 2,3 (1,5-4,9) 23 (1,8-3,3) NM
H-faktor (mg/L) 418,7 (279,8-657,1) | 289.,8 (230,7-347,6) | NM
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3.4. Az ADAMTS13-aktivitds meghatarozasa

Az ADAMTSI13-aktivitds meghatdrozasa egy fluorogenikus szubsztrattal, az Un.
FRETS- VWF73-al tortént (109). A citratos plazmamintdkat fehér 384-lyuku
lemezekben 1:20 aranyban assay pufferben higitottuk (SmM Bis Tris, 25mM CaCl2,
0,005% Tween 20, pH 6,0) a mintdkhoz S5uM FRETS-VWF73 szubsztratoldat lett
hozzdadva (20pL térfogatban minden lyukba). A fluroeszcencia mérés 37 °C -on
tortént, minden masodik percben, egy oran keresztiil. A mérés 340 nm-es exitacios és
460 nm-es emisszios filterrel felszerelt Chamelon microplate readerrel tortént (Hidex,
Turku, Finland). A reakciosebesség szdmitasa a fluoreszcenciaintenzitas és az eltelt 1d6
linedris regresszids analizisével tortént. A standard goérbeként normal human
plazmamintakbdl (10 egészséges donor kevert citradtos plazmamintdja) készitett felezd
higitasi sor szolgalt, a 100%-0s ADATMS13 aktivitasnak az 1:20-as higitadsu mintaknal
megfigyelt reakcidsebesség felelt meg. Az intra-assay variacios koefficiens (CV) 5%
alatti volt, az inter-assay CV 6-9% volt (60 és 100%-os aktivitdsnal mért szintek). Az
anti-ADAMTSI13 inhibitorok jelenlétének és mennyiségének meghatdrozasa a kérdéses
plazmaminta és a normal humén plazma 1:1 ardnyu keverékének két oras, 37 °C-os
inkubaciot kovetd ADAMTSI3- aktivitasmérése révén tortént. Az ADAMTSI13
inhibitorok jelenléte akkor igazolddott, ha a beteg plazmdjanak mért ADAMTS13

aktivitasa <10% ¢és a kevert plazma aktivitasa <50% volt.
3.5. A komplementproteinek €s aktivacios termékeik szintjének meghatdrozasa

A komplementkomponensek meghatarozasa nagyrészt korabbi projektiink alkalmaval
tortént (104). A komplementrendszer aktivaciojat jelzd termékek koziil a C3a
(MicroVue C3a des-arg EIA AO031, egészséges kontroll atlag 129,6 ng/mL), Bb
(MicroVue Bb EIA, A027, atlag + 2SD tartomany 0,49-1,42 pg/mL), C4d (MicroVue
C4d EIA, A008, atlag + 2SD tartomany: 0,7-6,3 pg/mL), SC5b-9 (TCC)(MicroVue
SC5b-9 Plus EIA, A020, egészséges kontroll atlag 200 ng/mL, SD85) hataroztuk meg.
A méréseket kereskedelemben kaphatd kitekkel végeztiik a gyartd utasitdsa szerint

EDTA-s plazmamintat felhasznalva (Quidel, San Diego, California, USA).
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A komplement C3 (Roche Cobas Integra 800 Tina-quant©C3c 2. Ver. Cat. No.:
3001938, referencia tartomany: 0,9-1,8 G/L), I-faktor és B-faktor (radidlis
immundiffuzié, mindkettd referencia tartomdnya 70-130%) ¢és H-faktor (sandwich
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), referencia tartomany: 250-880 mg/L)
szintek szérummintabol lettek meghatarozva a gyartd utasitasa szerint. Az endotélsejt-
aktivaciot vizsgalod projektiink soran kettd betegnek nem lett meghatdrozva a H-faktor

szintje. A C1rC1sCl-inh szérumkoncentracioja ELISA modszerrel lett megmérve (110)

kisebb modositassal (111).

A C3bBbP aktivaciés termék meghatdrozasa ELISA-val tortént. A lemez (Nunc,
Maxisorp F96, Nunc GmbH, Langenselbold, Germany) 1:1000-es higitast kecske anti-
human properdin antitesttel lett fedve (Incstar Corporation, Incstar, Stillwater, MN,
USA). Blokkolas utan 1:10-es higitast EDTA-s plazmaminték és standard sorok lettek
hozzdadva. Az el6hivashoz biotin-konjugélt nytl anti-human C3a antitestet (Dako,
Dako Glostrup, Denmark) ¢és streptavidin-peroxiddz konjugatumot hasznaltunk.
(Jackson Immunoresearch, UK; Jackson West Grove, PA, USA). A koncentracio
unit/mL minta egységben lett kifejezve. 1000 unit 1mL 1:10 higitdsu, zymozan kezelt
normal humén szérum C3bBbP tartamanak felel meg (az alternativ ut aktivitasat jelzi
teljes mértékben). Atlagértéke egészséges felndttekben 3,4 U/mL és SD 1,03 a mérésen
beliili és mérések kozotti CV <5%, <15%.

3.6. A neutrofil granulocitak aktivacidjat jelz6 markerek meghatarozasa

A neutrofil elasztdz szintjének meghatdrozasa egy inhibitoraval alkotott stabil komplex
molekula szintjének mérésén keresztiil tortént (polymorphonuclear leukocyte elastase -
a 1-proteinaz inhibitor: PMNE- al-PI, a tovabbiakban PMNE-ként hivatkozok a mért
enzimkomplexre). In vivo a granulocitakbdl kibocsatott elasztdz az Gn. extracellularis o
I-proteindz inhibitor (al-PI) altal semlegesitddik, igy az elasztdz és az al-PI altal
alkotott stabil (kovalens) komplexet megbizhatdéan lehet meghatdrozni és ebbdl
kovetkeztetni a kibocsatott PMNE mennyiségére (112). A PMNE meghatarozasa a
gyarto instrukcioi szerint, a PMNE- al-PI komplex szendvics tipustt ELISA-val tortént
(QIA96, Calbiochem, Merk-Millpore, Darmstadt, Germany).
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A myeloperoxidazt (MPO) a gyartd utasitdsa szerint ELISA modszerrel, torma-
peroxidéazzal jelslt anti-MPO nyul antitesttel hatdroztuk meg EDTA-splazmamintakbol
(Immundiagnostik AG, MPO (serum/plasma) ELISA Kit, Bensheim, Germany).

3.7. Az endotélsejt aktivacios markerek meghatarozésa
3.7.1. A VWF-antigén meghatarozésa

A VWF-antigén szintjét a betegek EDTA-s plazmaibél mértiik meg (referencia
tartomany: 53.2-329.1 mg/L, 5-95 percentilis) hazi modszerrel, Cejka (113) modszere
alapjan. A modszerhez primer antitesteket és torma-peroxidaz jeldlt poliklonalis anti-
human VWF nyul antitestet hasznaltunk (mindkettd Dako, Glostrup, Denmark)(109).
Az endotélsejt-aktivacios projektben tizenegy betegnek nem volt alkalmas mintaja, igy

nem lehetett meghatarozni a VWF-antigén szintjét.
3.7.2. A CT-proET-1 meghatarozasa

Az endothelin-1 rovid, néhany perces féléletideje miatt nehezen mérhetd a plazméban,
ezért egy prekurzor fragmensét a CT-proET-1-et mértiik meg. A CT-proET-1 az
endothelin-1 végleges formajanak kialakuldsa el6tt hasad le a prekurzor molekularol
ekvimolaris mennyiségben, nem degradalodik, féléletideje hosszl, szobahdmérsékleten

42 ora (103).

A CT-proET-1-et EDTA-s plazmabol hatiroztuk megy egy automatizalt un. time-
resolved immunoluminometrias assay-vel, a gyartd utasitdsa alapjan. (BRAHMS
Kryptor System, jelenleg a Thermo-Fischer Scientific forgalmazza, Waltham, MA,
USA)(114).

3.8. Statisztikai analizis

A tanulmanyunk sordan a mért folytonos valtozok ferdiilt eloszlast mutattak, a Shapiro-
Willk-teszt a normal eloszlastol eltérést mutatott, igy az értékek eloszlasat a median és
az interkvartilis tartomany megadasaval irtuk le. A kategorikus valtozokat esetszam
(szazalék) formaban tiintettiik fel. A kiilonb6zd csoportok Gsszehasonlitdsdra nem-
parametrikus teszteket hasznaltunk. A két csoport kozotti folyamatos valtozok

Osszehasonlitdsdira Mann-Whitney U  tesztet, hdrom vagy tobb  csoport
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Osszehasonlitasara Kruskal-Wallis ANOVA tesztet, az ismétlodé mérésekhez Friedman-
tesztet alkalmaztunk. Az ANOVA teszt utdn Dunn’s post tesztet végeztink az
alcsoportok 0Osszehasonlitdsara. A Spearman korrelacidos koefficienseket nem-
parametrikus modszerrel szamoltuk. A betegek mintaparjainak Osszehasonlitasara
Wilcoxon-tesztet alkalmaztunk. A statisztikai analizisekhez a STATISTICA 7.0
(StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA) és GraphPad Prism 4.03 (GraphPad Softwares Inc, CA,
USA) szoftvereket alkalmaztunk. Két-oldalas p-értékeket szdmoltunk, az eredményt

szignifikansnak 0,05 alatt tekintettiik (p<0,05).
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4. Eredmények:

4.1. Neutrofil granulocita aktivacio TTP-ben
4.1.1. A neutrofil elasztaz projekt részletes betegleirasa

Az akut TTP-s betegcsoportba Osszesen 21 beteget valasztottunk be, ebbdl 13 beteg
mintdja kozvetleniil a PEX el6tt lett levéve, a fennmaradd 8 beteg mintdja pedig mar a
kezelés megkezdése utan/kdzben (4. dbra). Tizenhét beteg lett bevalogatva a remisszios
TTP-s betegcsoportba. A remisszid ellenére 8 betegnek volt aktudlisan ADAMTSI13-
deficiencidja. A maradék 9 remisszidés beteg koziil, 8 betegnek volt normal
ADAMTS13-aktivitasa és 1 betegnek pedig enyhén csokkent aktivitdsa. Harom beteg
esetében (HUN 54, 58, 59) az akut betegség lezajlasa idején még nem volt elérhetd
hazdnkban az ADAMTSI13-aktivitds meghatarozasa, ezért az ADAMTS13-aktivitasuk
csak késobb, a kontrollvizsgalatok soran lett meghatarozva, ezért 6k a klinikailag TTP-

re utald tlinetek alapjan lettek bevalogatva.

Az akut TTP-s betegeknél a HUN 26 és 45 kivételével a neutorfil granulocita szam
jellemzéen nem volt atlagban nagyobb a remisszids betegcsoporthoz képest. Az
abszolut neutrofil granulocita szdm medidnja az akut betegcsoportban 6,0 G/L
(interquartilis tartomany: 4,4-9,7) a remisszios betegek korében pedig 4,7 G/L (3,4-9,1;
Mann-Whitney-teszt: p=0,223) volt (4. tdblazat).

4.1.2. A PMNE-szintek megoszlasa a kiilonb6z6 szakban levé TTP-s betegek kozott

Eredményeink kiértékelésekor elészor a kiillonbozd betegségszakaszban (akut,
remisszio) levd TTP-s betegek PMNE-szintjeit hasonlitottuk 0ssze az egészséges
kontrollcsoportban mért PMNE-szintekkel. Nem paraméteres t-tesztet alkalmaztunk,
mivel ferdiilt volt a mintdk eloszlasa. A csoportok PMNE-szintjei kozotti kiilonbséget
(akut TTP, remisszios TTP, egészséges kontroll) Mann-Whitney-teszt segitségével
vizsgaltuk. (6. dbra)
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6. dbra. A PMNE, mint az akut TTP egyik markere. A PMNE- «l-PI komplexet
(Calbiochem, Merk-Millipore, Darmstadt, Germany) a TTP-s betegeink akut és remissziés EDTA-
mintaibol hataroztuk meg. A vizszintes vonalak a medianértékeket mutatjak. Az abran feltiintetett
p-¢értekeket Mann-Whitney-teszttel szamoltuk ki. (EK: egészséges kontroll; KR: komplett
remisszio)

A tesztek soran azt kaptuk, hogy az akut TTP-s betegekben mért PMNE-értékek
szignifikdnsan magasabbak voltak a remisszios TTP-s ill. az egészséges kontrollok
mintdiban mért értékekhez képest (6. abra). Az akut TTP-sek median értéke kétszer
magasabb volt a remisszids betegéhez képest. A remisszids betegek és az egészséges
kontrollok medianértékei kozott nem volt szamottevd eltérés, mindkét csoport
medianértékei alacsonyabbak voltak az akut csoport medidnjahoz képest. A remisszios
csoportban észlelt két kiugré érték (HUN 54, 65) hatterében tovabbi laboradatok (CRP,

fehérvérsejtszam) a lehetséges gyulladas, ill. fert6zés jelenlétét kizartak.
4.1.3. A PMNE-szintek betegségaktivitas szerinti megoszlasa TTP-ben

Egy masik analizisben a TTP aktivitdsi markerei (trombocitaszam (THCY),
ADAMTS13-aktivitas) szerint kialakitott csoportok PMNE-szintjeit hasonlitottuk dssze
az egészséges kontrollokéval. A 7. abran lathatd betegségaktivitds szerinti
csoportositasban az ADAMTS13-deficiencia (aktivitas <10%) jelenléte (PMNE medidn:
58,91 ng/ml, interkvartilis tartomany: 54-86) vagy hianya (PMNE: 49,24 ng/ml, 44-84)
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nem befolyasolta a remissziés TTP-s betegek (THCY>150 G/L) mért PMNE-értékeit.
Az ADAMTS13-deficiens betegmintdkhoz tarsul6 magasabb PMNE-értékek jellemzdek
voltak a hematologiailag aktiv betegekre (THCY<150 GJ/L). Lényeges, hogy
vizsgalatunkban nem voltak olyan betegek, akiknek normal ADAMTSI3-aktivitas

mellett csokkent thrombocitaszamuk lett volna.
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7. abra. Az emelkedett PMNE-szintek egyiitt az ADAMTSI13-

deficiencidval jellemzdek a hematoldgiailag aktiv TTP-re. Negyvenhat
hematologiailag aktiv (THCY <150 G/L) és hematolégiaig remisszio (THCY>150 G/L)
allapotaban 1évé beteg mintdit csoportositottuk az ADAMTS13-deficiencia (<10%)
jelenléte szerint. A p-értékek Mann-Whitney-teszt alapjan lettek kiszamolva.

Szorosan ehhez a megfigyeléshez tartozik, hogy a TTP-s betegek mintdiban mért
ADAMTS13-inhibitor-szintek (ADAMTSI13-aktivitds a kevert beteg/normal 1:1
plazmaban) és PMNE-értékek kozott szignifikdns korrelacid mutatkozott (8. 4bra).
Ezzel szemben az ADAMTSI13-aktivitads (beteg sajat mintdjdban mérve) és PMNE-
értékek kozott nem latszott Osszefiiggés (r=-0,24; p=0,13, Spearman-korrelacio),

aminek az oka feltehetden a sok deficiens érték eléfordulasa.
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8. abra. A funkcionalis ADAMTSI13-inhibitor és

PMNE kozotti Osszefiiggés. A moédszerek fejezetben
ismertetett keveréses ADAMTSI13-aktivitas-vizsgalattal 29
betegben lett meghatarozva az ADAMTS13-inhibitor. Az akut
TTP-s betegek teli szimbolummal, mig a remisszids betegek
tires szimbolumokkal lettek jeldlve. A korrelacios koefficiens
és a p-érték nem paraméteres Spearman-korrelacidval lett
kiszamolva. Osszes minta egyiitt r=-0,428; p=0,013; akut TTP
r=-0,547; p=0,012; remisszids TTP r=0,171; p=0,577.

A mért PMNE-¢értékek és a mintdkhoz tartozé neutrofil granulocita szamok kozott sem
volt Osszefliggés (0sszes beteg: r=-0,381; p=0,064, PEX el6tti mintak: r=0,24, p=0,25;
PEX alatt r=0,32, p=0,31; remisszi6 1=0,096, p=0,66, Spearman-korrelacid), tovabba az
akut és a remisszidos mintdkban mért neutrofil granulocita szamok kozott sem volt
lényegi eltérés, tehat a magasabb PMNE-értékekhez nem a megndvekedett neutrofil
granulocita szam jarul hozza. A PMNE aktivacios marker mellett késdbbi vizsgalatok
soran megmértiink egy masik, specifikus neutrofil granulocita markert, a
myeloperoxidazt (MPO), mivel azt szerettiik volna vizsgélni, hogy a betegekben mért
emelkedett PMNE-szintek valdban neutrofil granulocita eredetliek-e. Az akut, PEX
elétt vizsgélt betegekben a PMNE és MPO szintek kozott szignifikdns korrelacid
mutatkozott (9. abra, r=0,78, p=0,0045, Spearman-korrelacid), mely megerdsiti az

emelkedett PMNE értékek neutrofil granulocita eredetét akut TTP-ben.
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9. abra. A PMNE ¢és MPO kozotti Osszefliggés. Két
neutrofil granulocita eredetli aktivitidsi marker 0sszehasonlitisa
akut TTP-ben. (r=0,78, p=0,0045, Spearman-korrelacio)

4.1.4. A PMNE-szintek valtozasa terapia hatasara

Tobb betegnél rendelkezésiinkre allt kiilonbozd fazisbdl szarmazd minta, igy meg
tudtuk vizsgalni, hogy a terdpia hatdsdra hogyan valtozik a PMNE-szint TTP-s
betegekben. Ebbe az analizisbe 11, egy-egy mintaparral rendelkez6 beteget vontunk be.
Ot betegnél az elsd minta kdzvetleniil az elsé PEX megkezdése eldtt, mintaparjuk pedig
PEX kozben lett levéve. Az 5-bdl 4 betegnél 40-60%-os PMNE-csokkenés volt
megfigyelhetd, mig 1 betegnél nagyfokt novekedés volt lathatd. A PEX kozben levett
mintdkban nem volt szignifikdns mértékli PMNE-szint csokkenés a PEX el6tt levett
mintaparjaikhoz képest (p=0,43). Hat betegnél (4 nd) az els6 mintat a PEX megkezdése
el6tt, a mintaparjat hematoldgiai remisszioban, az utolsé PEX utdn legalabb egy héttel
vették le. Ahogy a 10. 4bran is latszik, a PMNE-szint csokkenése szignifikans mértékii
volt a remisszios betegekben a PEX el6tt levett mintaparjaikhoz képest (p=0,031).
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10. &bra. A PMNE-szint valtozésa terdpia hatdsara,

kovetéses vizsgalatban. Hat TTP-s beteg akut és hematologiai
remisszioban (HR) levett plazmaminta-parjaiban mért PMNE
szintek Osszehasonlitdsa. (A p-érték Wilcoxon-teszttel lett
meghatérozva.)

4.1.5. A PMNE betegségaktivitasi-markerekkel valo dsszefliggése

A TTP-s epizdd soran a betegség aktualis allapotarol, vagyis aktivitdsardl gyors és
atfogo képet ad a trombocitaszam és hemoglobinérték, ezért a vizsgalatba bevalogatott
betegekben e betegségaktivitasi markereket vetettiik 0ssze a mért PMNE-értékekkel. Ha
egylitt az Osszes szakbol (akut, remisszid) szarmazd betegmintdban mért
trombocitaszamokat és hemoglobinértékeket hasonlitottuk 6ssze a mintdkhoz tartozo
PMNE-¢értékekkel, mind a két esetben inverz, szignifikdns korrelaciot tapasztaltunk (11.
abra A, B). A trombocitaszdmok az akut TTP-s betegekben mutattdk a legerdsebb
Osszefliggést a PMNE-értékekkel. Tizennégy akut TTP-s beteg transzfuziot kapott a
mintavétel eldtt, ami a hemoglobin értékeket befolydsolhatta, mig a PMNE-értékek
feltehetéen nem, vagy nem aranyosan valtoztak ennek hatisara. Ha a transzfizioban
részesiilt betegeket kizartuk az analizisbdl, akkor is szignifikéns, inverz korrelacio volt
tapasztalhatd a hemoglobin- és PMNE-értékek kozott akut betegekben (r=-0,427,
p=0,037, 11. &bra B).
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11. abra A, B. A PMNE szintek Osszefliggései a betegség aktivitasat jelzd markerekkel

TTP-s betegekben. A PMNE- és a thrombocita- (A) vagy hemoglobin- (B) értékek kozotti
Osszefliggéseket jelzd korrelacios koefficiens és p-értékek nem-paraméteres Spearman-teszttel lettek
kiszamolva. Az akut TTP-s betegek teli szimbolummal, mig a remisszids beteget iires szimbolumokkal
lettek jelolve. A abra, 6sszes minta: r=-0,483; p=0,006; akut TTP: r=-0,521; p=0,015; remissziés TTP: r=-
0,086; p=0,743; B é&bra: 6sszes minta: 1=-0,382; p=0,018; akut TTP: r=-0,353; p=0,116; remiszsiés TTP
r=-0,257; p=0,318. (Az X tengely logaritmikus beosztasi.)

4.1.6. A PMNE 0sszefliggése a komplementaktivacios-markerekkel

A komplementfaktorokat ¢és komplement aktivitacidos termékeket a betegek egy
részében korabbi kutatdsunk sordn mértiik meg, melynek kapcsan emelkedett C3a és
termindlis Ut aktivaciés komplex (SC5b9) szinteket tapasztaltunk akut TTP-s
betegeinkben (104). Kordbbi kutatasi eredményeink felhaszndldsaval szerettiik volna
megvizsgalni, hogy milyen kapcsolat van a komplementkomponensek vagy az
aktivacios termékek és a neutrofil granulocita aktivacios markerek kozott. Ahogy az 12.
abran is lathatdo a PMNE szignifikans korreldciot mutatott az alternativ ut C3 konvertaz
komplex aktivacidos markerével (Bb, 12. abra A, r=0,392; p=0,015, Spearman-
korrelacio) és a C3a-val (12. dbra B, r=0,367; p=0,024, Spearman-korrelaci¢). A tobbi
mért komplementkomponenssel (C3, B-, H-, I-faktor r=-0,171; -0,287; 0,015; 0,255; p
>0,05, Spearman-korrelacid) vagy aktivaciés markerrel (Clr-Cls-Cl-inhibitor, C4d,
C3bBbP, SC5b9; r= 0,025; 0,058; 0,017; 0,199; p>0,05, Spearman-korrelacid) nem
mutatott szignifikans 0sszefliggést a PMNE.
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12. abra. A, B. A PMNE szintek 0Osszefiiggései a komplementrendszer aktivacios

markereivel TTP-s betegekben. A PMNE és az aktivalt B faktor (Bb) (A) vagy az anafilatoxin C3a
(B) kozotti korrelacios koefficiens és p-értékeket nem-paraméteres Spearman-modszerrel szamoltuk ki.
Az akut TTP-s betegek teli szimbolummal, mig a remisszids beteget iires szimbolumokkal lettek jeldlve.

(A abra, r=0,392; p=0,015; B abra r=0,367; p=0,024).
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4.2. Endotélsejt-aktivacio TTP-ben

4.2.1. Az endothelin-1 projekt részletes betegleirasa

Az endotélsejt-aktivacid vizsgalatdba bevont betegek bevalasztasi kritériuma az el6z6
vizsgalat  bevalasztdsi  kritériumaval azonos volt (ADAMTSI13-deficiencia,

trombocitopénia, mikroangiopatias hemolizis).

Az PMNE-tanulményhoz képest tovabbi betegeket is bevontunk, igy dsszesen 54 TTP-s
beteg keriilt a vizsgalatba, akik mellé 57 korban és nemben illesztett egészséges
kontrollt valasztottunk (5. abra). A betegek median életkora az elsd epizdédnal 35 év
volt, az Osszes beteget nézve az élethosszra vonatkoztatott epizédok szama atlagosan
1,9 volt. Az akut TTP-s betegek tobb PEX kezelésben is részesiiltek az aktualis epizod
sordn, a beavatkozasok szamanak medidnja 10, interqartilis tartomanya: 6-18,5 (n=36)

volt. Az anuriés veseelégtelenség kizaro6 tényez6 volt a bevalogatas soran.

A TTP-s betegeinkben a betegség fellangolasakor/kezdetekor 79%-ban voltak jelen
neurologiai tlinetek (sulyos fejfdjas, szédiilés, parézis, paresztézia, eszméletvesztés,
komatoézus allapot), 33%-ban abdomindlis/emésztészervrendszeri tiinetek (hasi
fajdalom, gasztrointesztinalis vérzes, hasmenés, hanyinger, hanyas), tovabba 18%-ban
enyhe vesekarosodas is megjelent (proteinuria, hematuria, vesefunkcid-csokkenés), a
betegek 13%-nal a laboreltéréseken (trombocitopénia, hemolizis) kiviil mas tlinet nem

volt.

Egyik betegnek sem volt kimutathat6 anti-H-faktor-autoantitest a mintdjaban. Osszesen
két remisszios beteg anamézisében szerepelt idiopatids trombocitopénia és egy betegnél

volt frissen diagnosztizalva SLE.
4.2.2. A VWF-antigén megoszlasa a kiilonb6z6 szakban levé TTP-s betegekben

Az analizis sordn els6ként a VWF antigén szintjét mértiikk meg a betegekben, mivel
korabbi kutatdsok sordn ezt a markert hasznaltdk az endotélsejt-aktivaltsag megitélésére,
tovabba a VWF fontos patogenetikai tényez6 TTP-ben, az ADAMTSI13-deficiencia

kapcsan.

A TTP akut, PEX el6tti, vagy remisszids szakban levett mintdk VWF antigén szintjeit
hasonlitottuk 0ssze az egészséges kontrollok VWF antigén szintjeivel. A TTP-s betegek
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mindkét alcsoportjdban emelkedett VWF antigén szintek mutatkoztak az egészséges
kontrollcsoporthoz képest (13. dbra). Az egészséges kontrollokhoz képest a TTP-s

betegek mintdi mintegy 3-4-szer magasabb median-értékeket mutattak.
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13. abra. A kiilonb6zé betegségszakban levé TTP-s
betegekben és egészséges kontrollokban mért VWF antigén

szintek megoszlasa. Szignifikans kiilsnbség volt kimutathaté a TTP-s
betegek és az egészséges csoport kozott. A kiilonbozdé csoportok
Osszehasonlitasara Mann-Whitney-tesztet alkalmaztunk. Az abran lathato
jelzések  (*) a  Mann-Whitney-teszt  eredményét  (*p<0,05;
**p<0,01;***p<0,0001) a horizontalis vonalak a csoportok medianjait
mutatjak.(EK: egészséges kontroll)

4.2.3. A VWF-antigén betegségaktivitas szerinti megoszlasa TTP-ben

A tovabbiakban szerettiik volna vizsgalni, hogy a betegek mintdiban mért magasabb
VWF antigén szintek, hogyan oszlanak meg és milyen Osszefiiggésben vannak a
betegséggel, ha a betegségaktivitas (THCY <150 G/L, THCY >150 G/L) és
ADAMTSI13-deficiencia (ADAMTS13-aktivitas <10%, >10%) szerint kialakitott

betegcsortokat alakitunk ki és azokat hasonlitjuk dssze egymassal (14. abra).
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14. abra. VWF antigén szintek megoszlasa a betegségaktivitds ¢és

ADATMS13-deficiencia fiiggvényében, TTP-s betegekben. Emelkedett VWF
antigén szintek voltak megfigyelhetok TTP-s betegekben, melyet nem befolyasolt a
betegségaktivitas (teli kor szimbolum - THCY<150 G/L, iires kor szimbolum -
THCY>150 G/L) vagy az ADAMTSI13-deficiencia jelenléte (ADAMTSI3-aktivitas
szerinti megoszlas, lasd az x tengelyen). Az abran lathato jelzések (*) a Mann-Whitney-
teszt eredményét jelzik az egészséges kontroll csoporthoz képest. (*p<0,05;
**p<0,01;***p<0,0001) A horizontalis vonalak a csoportok mediadnjat mutatjak. (EK:
egészséges kontroll)

Ahogy az a 14. abréan lathat6, azokban a csoportokban voltak a legmagasabbak VWF
antigén szintek, ahol aktiv TTP (THCY <150 G/L) és ADAMTSI13-deficiencia
(aktivitds <10%) egyszerre volt jelen. A remisszids csoportokban (THCY>150 G/L) a
VWEF antigén szintek szignifikdnsan magasabbak voltak az egészséges kontrollokhoz

képest. A csoporton beliil az ADAMTS13-deficiencia jelenléte vagy hidnya viszont nem

mutatott Osszefiiggést a VWF antigén szintjével (p=0,86, Mann-Whitney-teszt).

4.2.4. A VWF antigén szintek valtozasa terdpia hatasara

Néhany betegnél rendelkezésiinkre allt tobb szakbdl szarmazo minta, ezért ezeknél a
betegeknél alkalmunk nyilt a VWF antigén szintek valtozasanak kovetésére. Két
csoportban tudtuk vizsgalni a VWF antigén valtozasat. Az elsé csoportba (15. dbra A)
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azok a betegek tartoztak, akiknek az elsé mintdja az elsé PEX el6tt, a masik mintaja az
aktiv terapias iddszakban, a sorozatos PEX-ek kozben lett levéve (n=9). Ebben a
csoportban a PEX hatasara VWF-antigén csokkenése volt lathatd. A terdpia alatt levett
mintdban a VWF-antigén-szintek medidnja 40%-al csokkent a PEX eldtt levett
mintakhoz képest, mely szignifikdnsnak mutatkozott (p=0,0195, Wilcoxon-teszt). A
masodik csoportban (15. dbra B) az elsé minta szintén az els6 PEX el6tt lett levéve, a
masik minta pedig az utols6 PEX-et kdvetden legalabb 30 nappal, a TTP remisszios
szakjaban (n=10). Ebben a csoportban is lathatd volt a csokkenés, de nem volt
szignifikans mértékl (p=0,492, Wilcoxon-teszt). Az utdbbi csoportban lathatd, hogy az
egyik beteg (HUN430) mintdjaban kimagaslo6 VWF-antigén ndvekedése volt
remisszidban, ezért ezt a beteget Gjramértiik, de akkor is hasonlé magas értéket kaptunk.
Az okot, hogy pontosan mi okozhatta a VWF-antigén ndvekedését, nem sikeriilt az

anamnesztikus és laboreredmények alapjan megallapitani.
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15. dbra. A, B. A VWF antigén szintjeinek vizsgalata kovetéses betegmintdkban. Az
abran lathato jelzések (*, nsz: nem szignifikans) a Wilcoxon-teszt eredményét mutatjak (p*<0,05).(KR:
komplett remisszio)

Jenkins €s munkatarsai (115) megfigyelése ota ismert, hogy a 0-s vércsoporti egyének
plazma VWF-szintje atlagosan alacsonyabb a tdbbi ABO-vércsoporthoz képest.
Betegeink 25%-nak volt 0-s, 46%-nak A-s, a maradék betegeknek pedig mas
vércsoportja. A 0-s vércsoportii betegekben alacsonyabbak voltak a VWF antigén
szintek a tobbi vércsoporthoz képest, azonban ez az eltérés nem bizonyult

szignifikansnak (p=0,1001; 16. 4dbra). Bar eltérés mutatkozott a vércsoportok kozott, a
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TTP-s betegek VWF-szintje vércsoportoktol fiiggetleniil magasabb volt az egészséges

kontrollokénal.
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16. abra. A VWF antigén szint megoszlasa a vércsoportok

szeirnt. A p-érték Mann-Whitney-teszt eredményét jelzi. A
horizontalis vonal a csoport medidnjat mutatja. (EK: egészséges
kontroll)

4.2.5. A CT-proET-1 megoszlasa a kiilonb6z6 szakban levé TTP-s betegekben

A TTP-ben jellemzd a trombocitaaktivacid és -konszupcio, a trombusformalodas
kovetkeztében, igy a betegek plazméjaban mért VWF antigén szinteket befolyasolhatta
az aktivalodott, vagy éppen szétesd trombocitdkbol szarmazé VWEF. A nem kielégitd
specificitads miatt valasztottuk vizsgalatunk tovabbi targyaként a CT-proET-1-t, mely az

endothelin-1 nevezeti vazoaktiv molekula stabil prekurzor fragmense.

Kovetve a VWF antigén analizisénél bemutatott szakok (akut, elsé PEX el6tti és
remisszid) szerint kialakitott csoportokat, a CT-proET-1-nél is eldszor megvizsgaltuk,
hogy van-e eltérés a kiilonboz6 szakokban levett TTP-s mintdk, valamint az egészséges
kontrollok mintdi kozott. Az akut betegcsoportban jellemzd volt az endotélsejt-
aktivacio ¢és mintegy 37%-al magasabb volt a csoport median értéke az egészséges

kontroll csoporthoz képest (17. abra, p<0,0001, Mann-Whitney-teszt).
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17. abra. A kiilonbdzd betegségszakban levé TTP-s
betegekben ¢és egészséges kontrollokban mért CT-proET-

1-szintek megoszlasa. Szignifikans kiilonbség volt kimutathatd
a TTP-s betegek ¢és az egészséges csoportok kozott. A kiilonbozo
csoportok Osszehasonlitdsara Mann-Whitney-tesztet alkalmaztunk.
Az abran lathaté jelzések (*) a Mann-Whitney-teszt eredményét
(**p<0,01;***p<0,0001), a horizontdlis vonalak a csoportok
medianjat mutatjak. (EK: egészséges kontroll)

4.2.6. A CT-proET-1 betegségaktivitds szerinti megoszladsa TTP-ben

Vizsgaltuk, hogy a betegségaktivitas (THCY <150 G/L, >150 G/L) és az ADAMTSI13-
deficiencia (<10%, >10%) szerint kialakitott csoportokban milyen a megoszlast mutat a
CT-proET-1 és milyen kiilonbségek vannak az igy kialakitott csoportok kozott a CT-
proET-1-gyet illetéen. A legmagasabb CT-proET-1-szinteket ott tapasztaltuk, ahol aktiv
betegség (THCY<150 G/L) ¢és ADAMTSI3-deficiencia (<10%) egylitt volt
megfigyelhetd (18. dbra). A remisszids TTP-s betegek mintaiban a CT-proET-1-szintje
szignifikdnsan magasabb volt az egészséges kontroll csoport CT-proET-1 szintjeihez

képest.
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18. abra. A CT-proET-1-szintek megoszlasa betegségaktivitas ¢&s

ADATMS13-deficiencia alapjan TTP-s betegekben. Emelkedett CT-proET-1-
szintek voltak megfigyelheték TTP-s betegekben, amit nem befolyasolt a betegség-
aktivitas (teli kor szimbolum THCY<150 G/L, iires kor szimbélum THCY>150 G/L)
vagy az ADAMTS13-deficiencia jelenléte (ADAMTSI13-aktivitas szerinti megoszlas,
lasd az x tengelyen). Az abran lathato jelzések (*) a Mann-Whitney-teszt eredményét
jelzik az egészséges kontroll csoporthoz képest. (**p<0,01;***p<0,0001) A horizontalis
vonalak a csoportok medianjat mutatjak. (EK: egészséges kontroll)

A remisszioés betegeken belill azoknak, akiknek ADAMTSI13-deficiencidjuk volt,
hasonld mértékli CT-proET-1-szintjeik voltak, mint azoknak, akik normal ADAMTSI13-
aktivitassal rendelkeztek (p=0,349, Mann-Whitney-teszt), tehat ebben a csoportban az
ADAMTS13-deficiencia megléte vagy hidnya nem befolydsolta az endotélsejt-
aktivitast. Hasonloan a remisszios betegek alcsoportjai kozotti megfigyeléshez, az akut
és remisszios betegek kozott is fliggetlen tényezdnek bizonyult az ADAMTS13-
aktivitas, mivel az ADAMTS13-deficienciaval rendelkezd remisszios betegek mintaiban
ugyanugy alacsonyabb CT-proET-1 szintek voltak jelen az aktiv TTP-s betegekhez
képest (THCY<150 G/L), mint a normal ADAMTSI13-aktivitdssal rendelkezd
remisszios (THCY>150 G/L) betegekben. Az ADAMTSI13-deficiens remisszidés TTP-s
betegek csokkent CT-proET-1 szintjeivel szemben (p=0,078, Mann-Whitney-teszt), a
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normal ADAMTS13-aktivitast remisszios betegek CT-proET-1 szintjének csokkenése
szignifikans mértéki volt az aktiv betegekhez képest (p=0,017, Mann-Whitney-teszt).

4.2.7. A CT-proET-1-szintek valtozésa terdpia hatasara

A mintaparral rendelkezé betegekben megvizsgéltuk, hogy hogyan valtozik a CT-
proET-1-szintjiik a terdpia kozvetlen hatdsara és a remissziot elérve (19. dbra A, B). Két
csoportot alakitottunk ki a VWF antigén kovetéses vizsgalatdnal leirt csoportoknak
megfelelden, mind a két csoportban szignifikdns mértékii volt a CT-proET-1-szint
csokkenése. A PEX kozben levett betegek mintdiban a CT-proET-1- szintek medidnja
8%-al (19. abra, A, p=0,048, Wilcoxon-teszt), mig a remisszioban levett mintak
medianja 20%-al (19. ébra, B, p=0,0031, Wilcoxon-teszt) csokkent az els6, PEX elott
levett mintak CT-proET-1-szintek medianjaihoz képest.
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19. abra A, B. A CT-proET-1-szintjeinek vizsgélata kdvetéses betegmintdkban. Az abran
lathato jelzés (*) a Wilcoxon-teszt eredményét mutatja (p*<0,05, p**<0,01). (KR: kompelett remisszio)

Tekintettel arra, hogy a VWF antigén is nagyrészt endotélsejtekbdl szabadul fel,
Osszehasonlitottuk az akut, elsé PEX el6tt (r=0,28; p=0,211, Spearman-korrelacio) és a
PEX alatt (r=0,409; p=0,211, Spearman-korrelacio) levett mintadkban 1évé VWF antigén
szinteket az endotélsejtre specifikusabb markerral, a CT-proET-1-gyel, hogy lathato-e
kozottiik jelentés Osszefiiggés, azonban egyik fazisban levett mintdban sem volt

szignifikans korrelaci6 (20. abra).
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20. abra. Az endotélsejt-eredetli markerek kozotti Osszefiiggés. A VWF
ag és CT-proET-1 kozott egyik betegalcsopotban sem volt 6sszefiiggés. (akut, PEX
elétti: =0,28; p=0,21; akut, PEX alatti: r=0,41; p=0,21; remisszi6: r=0,25; p=0,49,
Spearman-korrelacio)

Az akut, PEX el6tt levett mintdkban a CT-proET-1 nem mutatott Osszefliggést a
betegségaktivitasi markerekkel (hemoglobin: r=-0,15; p=0,45; trombocita: r=0,11;
p=0,62; LDH: r=0,018; p=0,93; Spearman-korrelacid). Bar egy enyhe pozitiv
Osszefiiggés jelen volt a CT-proET-1 és a betegek szérum-kreatininértéke kozott akut
betegekben (r=0,496; p=0,011, Spearman-korrelacid), ez az Osszefliggés remisszios
TTP-ben nem volt megfigyelhetd (r=0,25; p=0,14; Spearman-korrelacio). 12 akut TTP-s
beteglinknél kordbban mdar volt TTP-s epizdd, ezért megvizsgaltuk, hogy
befolyasolhatja-e az endotélsejt-markerek szintjét az, hogy elsd vagy ismételt epizodban
lett levéve a minta, de nem volt kiilonbség az endotélsejt-markerek szintjei kozott
aszerint, ha a minta elsd vagy tobbedik epizodbdl szarmazott (p=0,54, Man-Whitney-
teszt).

4.2.8. A komplement aktivacids markerek és a CT-proET-1 kozotti kapcsolat TTP-ben

Mivel ismert a komplementrendszer TTP-ben jatszott szerepe és az endotélsejtre
kifejtett karos hatdsa, ezért megvizsgaltuk, hogy a CT-proET-1 és a komplement

alternativ Ut aktivacios markere (C3bBbP) és a termindlis ut aktivaciés markere (SCb5-
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9) kozott milyen Osszefliggések vannak. A komplementfaktorokat és aktividcids
markereket egy kordbbi tanulmdny sordn mértilk meg betegeinkben. A mérési
eredményeket a 4. tablazat tartalmazza részletesen. Azoknal az akut TTP-s, els6 PEX
elétt levett mintadkban, ahol C3bBbP-meghatirozéas is tortént (n=23), szignifikans
pozitiv Osszefliggés mutatkozott a CT-proET-1 szintekkel (21. 4bra A; r=0,528;
p=0,013, Spearman-korrelacid). A terminalis Ut aktivacidos markerével (21. abra B;
n=27; r=0,306; p=0,135, Spearman-korrelacio) pozitiv, nem szignifikans Osszefiiggést
mutatott a CT-proET-1 akut TTP-s betegekben. A t6bbi komplementkomponens sem
mutatott dsszefliggést a CT-proET-1-gyel az akut, PEX el6tti mintakban (C3: r=0,18;
p=0,21, C3a: r=0,36; p=0,31, Spearman-korrelacid).
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21. édbra A, B. A CT-proET-1 osszefliggése a komplement aktivacios markereivel akut

TTP-s betegekben. Az akut, PEX-terapia megkezdése elétt levett mintdkban mért CT-pro ET-1-
szinteket hasonlitottuk Ossze a C3bBbP és SC5b-9 komplementaktivaciés markerekkel 21 ill. 25
betegben. A p-értéket nem-paraméteres Spearman-korrelacioval szamoltuk ki. (A abra, az x tengely
mutatja az alternativ Ut aktivacios makerét, a C3 konvertazt log2-es skalan; r=0,528; p=0,013; B abra, az
x tengelyen lathato a terminalis ut aktivacids markere, az SC5b-9; r=0,306; p=0,135).

4.3. A Komplement H-faktor szintje TTP-ben
4.3.1. A H-faktor-szintek megoszlasa a kiilonb6zd szakban levé TTP-s betegekben

Korabbi cikkiinkh6z képest tovabbi TTP-s betegekben is megmértiik a H-faktor-
szinteket, mivel tovabb szerettiik volna vizsgalni az alternativ Ut szerepét TTP-ben. A
H-faktor a komplementrendszer alternativ Utjanak egy fontos reguldtora, ezen kiviil a

VWF-ral is fontos funkcionalis kapcsolatban all, igy szerettiik volna megvizsgalni, hogy

57



DOI:10.14753/SE.2018.2088

hogyan valtozik a H-faktor a kiilonb6zd fazisban levett betegmintdkban és milyen
kapcsolatban 4ll az endotélsejt-aktivacioval. A  kiilonbozé szakok szerinti
csoportositasban (akut PEX eldtti, remisszio, egészséges kontroll) (22. 4bra) lathato
volt, hogy a TTP-s betegekben a H-faktor-szintek szignifikdns mértékben
alacsonyabbak voltak az egészséges kontroll csoport H-faktor szintjeihez képest. A
legalacsonyabb H-faktor-szintek az akut TTP-s betegekben mutatkoztak (akut, PEX

el6tti vs. remisszid p=0,11, Man-Whitney-teszt).
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22. 4bra. A kiilonboz6 betegségszakban levé TTP-s
betegekben és egészséges kontrollokban mért H-faktor-

szintek. A TTP-s betegek H-faktor szintjei szignifikansan alcsonyabbak
voltak az egészséges kontrollokhoz képest. A kiilonb6zd csoportok
Osszehasonlitasara Mann-Whitney-tesztet alkalmaztunk. Az abran lathato
jelzések (*) a Mann-Whitney-teszt eredményét (*p<0,05; **p<0,01), a
horizontalis vonalak a csoportok medianjat mutatjak. (EK: egészséges
kontroll)

4.3.2. A H-faktor betegségaktivitds szerinti megoszladsa TTP-ben

A betegségaktivitds (THCY<150 G/L, THCY >150 G/L) és ADAMTS13-deficiencia
(<10%, >10%) szerinti csoportositdsndl azokban volt a legalacsonyabb a H-faktor
antigén szint, akikben az aktiv betegség (THCY<I150 G/L) mellett ADAMTS13-

deficiencia volt jelen (23. dbra). A csoportok kdzott Gnmagéban a trombocitopénia mint

58



DOI:10.14753/SE.2018.2088

aktiv betegséget jelzd marker vagy az ADAMTSI13-aktivitds nem befolyasolta a H-
faktor-szinteket. Kiilon megemlitendd, hogy azokban a remisszios (THCY >150 G/L)
betegekben volt szignifikdnsan alacsonyabb H-faktor szint az egészséges kontrollhoz

képest, akikben a remisszidban ADAMTS13-deficiencia volt jelen.
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23. abra. H-faktor szintek megoszlasa betegség aktivitds és ADAMTSI3-

deficiencia alapjan, TTP-s betegekben. Csékkent H-faktor szintek voltak
megfigyelheték TTP-s betegekben, melyet nem befolyasolt a betegség aktivitasa (teli kor
szimbolum THCY<150 G/L, iires kor szimbolum THCY>150 G/L) vagy az ADAMTS13-
deficiencia jelenléte (ADAMTS13 aktivitds szerinti megoszlas, lasd az x tengelyen). Az
abran lathatoé jelzések (*) a Mann-Whitney-teszt eredményét jelzik az egészséges kontroll
csoporthoz képest. (nsz: nem szignifikans; *p<0.05; **p<0.01;***p<0.0001) A horizontalis
vonalak a csoportok median értékét mutatjak.

4.3.3. A H-faktor-szintek valtozéasa terapia hatasara

A H-faktor-szinteket kovetéses betegmintdkban is megmértiik, sem a PEX alatt levett,
sem a remissziois betegmintakban nem volt egyételmii valtozas az akut, elsé PEX el6tt
levett mintdkhoz képest; a mintak felében csokkenés, a masik felében pedig novekedés

volt megfigyelhetd (24. dbra A, B).

59



DOI:10.14753/SE.2018.2088

A nsz. B nsz.
1000+ 1000+
— 800+ . 800+
o o
o) ()]
E 6004 E 6004
| . S
o [*]
k] 400 k] 4004
© ©
. .
T 2004 T 2004
0 L] L] 0 " L]
Akut TTP Akut TTP Akut TTP KR TTP
PEX el6tt PEX alatt PEX el6tt

24. 4bra. A, B. A H-faktor szintjének vizsgalata kovetéses betegmintdkban. Az 4abran
lathato jelzés (nsz.: nem szignifikans) a Wilcoxon-teszt eredményét mutatja. (KR,: kompelett remisszio)

Mas, TTP-s betegeinkben mért komplementfaktor vagy aktivacidés marker (C3: 1=0,28,
p=0,17; C3a: r=0,23, p=0,29; C3bBbP: r=0,08, p=0,71; SC5b-9: r=0,23, p=0,27,
Spearman-korrelacid) és H-faktor értékek kozott nem talaltunk dsszefliggést az akut,
PEX el6tt levett betegmintakban. Tovabba a H-faktor-szintek és az endotélse;jt-
aktivaciot jelzé markerekek szintjei (VWF antigén- és CT-proET-1-szintek) kdzott sem

volt Osszefliggés (25. abra A, B).
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25. ébra. A, B. H-faktor 6sszefiiggése az endotélsejt eredetii-aktivaciés marekerekkel.
Akut, plazmacsere el6tt levett mintakban sem a VWF antigén (A, r=0,16; p=0,44); sem a CTproET-1 (B,
r=0,22; p=0,25) szintekkel nem mutatott 6sszefliggést a H-faktor. A p-értékeket nem-paraméteres
Spearman-korrelacioval szamoltuk ki.
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5. Megbeszélés:

Munkank sordn a TTP patogenezisének pontosabb megismerésével, a jellemzd
folyamatok feltarasaval foglalkoztunk. A TTP elkiilonitése a tobbi TMA-formatol
sokszor kihivasokkal teli. Az ADAMTS13-deficiencia TTP-re jellemz6 eltérés, azonban
onmagaban nem elég a betegség manifesztdlodasahoz. A TTP kialakulasat kozvetlen
megelézhetik enyhébb infekcidk, terhesség, mely folyamatok soran az immunrendszer
aktivalodik. Igy részben emiatt is vizsgalta kutatocsoportunk az immunrendszer
aspektusabol a TTP patogenezisét. Munkacsoportunk eldszér a komplementrendszer
aktivaciojat vizsgalta, majd késobb sajat doktori témamként a neutrofil granulocita
aktivacio tanulmanyozasaba kapcsolédtam be. Kordbbi tanulmanyok az endotélsejt-
sériilést a mikroangiopatidk patogenezisének kozponti elemének tekintették.
Mindazonaltal jol definialt, nagyobb beteganyagban, specifikus endotélsejt-markert
korabban nem vizsgaltak, igy fordult figyelmiink az endothelin-1 vizsgalatdnak

iranyéba.

Kovetve az ’Eredmények’ szakasz tagolasat, a diszkusszidt is két alfejezetre bontva

taglalom.
5.1.Neutrofil granulocita aktivacio TTP-ben

Kutatasunk sordn homogén, ADAMTS13-deficiens, ADAMTSI3-inhibitor-pozitiv
TTP-s betegekben vizsgaltuk a patogenezisben fontos szerepet betoltd kivaltd
tényezOket. Vizsgalataink soran tobb 0j elemet fedeztiink fol a TTP patogenezisében.
Jelentdsen emelkedett PMNE-értékeket mértiink az akut TTP-s betegek plazmajaban, a
remisszids TTP-s és egészséges kontroll csoport plazmajdhoz képest. Az emelkedett
PMNE-értékek Oszefliggést mutattak a TTP klinikai aktivitdsat jelz6 markerekkel, a
hemoglobinnal és a trombocitaszammal is, csakugy, mint a funkciondlis ADAMTS13-
inhibitorok mennyiségével. A masik jelentdsebb megfigyelésiink, hogy a neutrofil
granulocita aktivaco parhuzamosan volt jelen a komplementaktivacioval, mivel a
neutrofil granulocita aktivaciot jelz6 PMNE a komplementaktivaciot jelzé C3a-val és

Bb-vel pozitiv korrel4ciot mutatott.

A neutrofil granulocitdk jelentdségét kutatasunk eldtt mar tobb alkalommal vizsgaltdk

TMA-ban. Egy korabbi vizsgalat alkalmaval azt figyelték meg, hogy az akut shub soran
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tapasztalt magas neutrofil granulocita szdm rosszabb prognozissal fligg 0ssze E.coli
aszocialit HUS-ban (116). Ismét egy HUS-sal foglalkoz6 tanulmany sordn emelkedett
granulocita-eredeti markereket mértek (MPO, elasztdz, 11-8), melyek Osszefiiggést
mutattak egy endotélsejt-aktivacidos markerral, a szolubilis trombomodulinnal (112),
mely utalt az aktivalt neutrofil granulocita endotéliumra kifejtett karos hatasara.
Fitzpatrick ¢s munkatarsai emelkedett elasztdz komplexeket mutattak ki hasmenés-
negativ.  HUS-ban, amialtal kulcsfontossdgi tényezOként tekintettek a neutrofil

granulocita aktivaciora a betegség patogenezisében (87).

Fuchs és munkatarsai mas megkdozelitéssel, a mi vizsgalatainkkal egyidében igazolta a
neutrofil granulocita aktivacio fontossagat ¢és jelenlétét TMA-ban. Megfigyelték, hogy
az emelkedett NET-szint és ADATMSI13-deficiencia egyiitt jellemzd az akut TTP-s
betegekre (117). A tanulmany soran akut, PEX kozbeni és remisszios TTP-s betegek
mintaibol mértek plazma DNS-t, LDH-t (laktatdehidrogendz) MPO-t (mieloperoxidéaz)
¢és egy neutrofil granulocitéra jellemz6 fehérjét, az SI00A8/A9-et. Szabad DNS-hiszton
komplexeket mértek akut TMA sordn, ¢és ezek magas szintje korreldlt a betegség
aktivitasaval. A beteg allapotdnak javuldsaval és az id6 mulasaval a plazméban mért
szabad DNS-szintek csokkenése negativ korrelacidét mutatott a trombocitaszdmmal és az
ADAMTSI13 aktivitdsaval. A vizsgalatban mért DNS-hiszton komplexeket NET
eredetlinek tartottdk (a parhuzamosan emelkedett MPO- és S100-szintek miatt), mely
aktivacio sordn szabadul fel a neutrofil granulocitakbol. Kutatdsunk a NET-en keresztiil
kapcsolodik Fuchs és munkatdrsai megfigyeléséhez, mivel az altalunk vizsgalt neutrofil
elasztdz az MPO-val egyiitt a NET fontos alkotéeleme (118). A neutrofil elasztaz NET
kialakulasban betoltott szerepét igazolja tovabba egy PMNE knock-out egereket
vizsgdld tanulmany, mely sordn egy Klebsiella pneumoniae 4&ltal kivaltott
pneumoniamodellben azt figyelték meg, hogy nem képesek a neutrofil granulocitdk
NET-et termelni PMNE hidnyéban (119). A fent emlitett tanulmanyok tehat mind

ramutatnak a neutrofil granulocitak jelentdségére a TMA-k patogenezisében.

Az eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a neutrofil granulocita aktivacié jellemzd a
hematologiailag aktiv TTP-re. A 150 G/L-nél nagyobb trombocitaszammal és deficiens
ADAMTS13-aktivitassal rendelkezd betegeknek atlagban hasonld PMNE-szintjiik volt

a plazmaban, mint a normal ADAMTS13-aktivitassal rendelkezd, szintén remisszioban
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1év6 betegeknek, vagy mint az egészséges kontrolloknak (7. dbra). A PMNE neutrofil
granulocita eredetét egy madsik specialis markerral az MPO-val szerettiik volna
megerdsiteni, akut TTP-ben. Az MPO pozitiv Osszefliggést mutatott a PMNE-
szintekkel, ami alapjan elmondhatd, hogy az emelkedett PMNE-szintek neutrofil
granulocita eredetliek (9. dbra). A TTP definitiv kezelése a PEX, mely soran a plazma
egy részét eltavolitjadk és helyében FFP-t kap a beteg. Néhany betegnél lehetdségiink
volt a PMNE-szintek monitorizalasara a kezelés soran és azt kdvetden is. A kdvetéses
mintdk egy részében a PEX el6tt és a PEX kdzben (sokadik beavatkozas eldtt levett
minta) levett mitakbol mért PMNE-szinteket tudtuk Osszehasonlitni, ezen betegek
tobbségénél, a terapia hatasara nagyfokt csokkenés kovetkezett be a PMNE-szintekben.
A kovetéses mintak masik részében a masodik minta a PEX leallitasa utan,
hematologiai remisszidban lett levéve. A hematologiai remissziot elérd betegek PMNE-
szintje szignifikdnsan csokkent az elsd, terapids PEX sorozat eldtt levett mintaban
meghatarozott PMNE-szintjeihez képest (10. abra). A terdpia hatasara tehat a neutrofil
granulocita aktivacid csokkent, mely csokkenés a remisszio allapotat elérd betegeknél
jelentdsebb mértékiinek bizonyult. Az a jelenség, hogy a betegség javulasaval
parhuzamosan csokkent a neutrofil granulocita aktivacid, rdmutat a neutrofil
granulocitak fontossagara a TTP patogenezisében. A neutrofil granulocitak potencialis
karos hatdsat tovabb erdsiti a PMNE szintek és az ADAMTSI13 inhibitorok kozotti
pozitiv (8. é&bra), valamint a betegség aktivitasat jelz (trombocita, hemoglobin)
paraméterek kozotti negativ szignifikans korrelacio (11. abra). A neutrofil granulocita
aktivacio potencialis sejtkarositdé hatdsa révén jol illeszkedik, ahhoz a felvazolt
patogenetikai modellhez, mely szerint az ADAMTS13-deficiencia mellett sziikség van
egyéb trigger tényezOre a TTP kialakuldsdban, ugyanis a TTP megjelenését kozvetlen
megelézhetik kiilonbozo virdlis, bakterialis infekciok (fels6léguti, gasztrointesztinalis)
vagy a sziilés koriili idészak (120, 121). Az emlitett TTP-t megel6zé korallapotok
neutrofil granulocita aktivacidval jarnak, igy az aktivacid hatdsira termelddo,
kiilonb6zd szekrétumaikan keresztiil, mint a ROS, proteolitikus enzimek vagy a NET,
olyan miliét hoznak létre, mely egy genetikailag (ADAMTS13 mutéicidja) vagy
immunologiailag (gatlo ADAMTSI3 elleni antitest) arra fogékony személyben, a
kiserekben felszaporodd6 UL-VWF miatt manifeszt TTP-hez vezethet. Az aktivalt

neutrofil granulocitdkbdl szarmazdé NET-nek ismert a sajat szervezetre kifejtett
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potencialisan karos hatdsa is. Leirtdk, hogy szerepe lehet trombus kialakuldsaban, és
citotoxikus valasz kivaltasdban (122-124). Az aktivalt neutrofil granulocitdknak tobb
enzime is rendelkezik potencidlisan protrombotikus hatassal. A ROS-ok protrombotikus
hatasukat gy érik el, hogy képesek blokkolni az ADAMTS13 enzimatikus funkciojat,
ami igy képtelen lesz az UL-VWF-t lebontani (125). Ugyanakkor Raife és munkatarsai
megfigyelése szerint mas neutrofil granulocita eredetli enzimek képesek a VWF
proteolizisét eldsegiteni (126). Raife és munkatdrsai négy enzimet vizsgaltak, ezek
kozott a neutrofil elasztazt is. A tanulmany sordn azt feltételezték, hogy a tiinetmentes
ADAMTS13-deficienciaval rendelkez0 TTP-re hajlamos (vagy mar diagnosztizalt)
egyének plazmdjaban miikodik egyfajta kompenzald, leukocita eredetli VWF-hasitas,
mely megakadalyozza a manifeszt TTP megjelenését. Ezt az egyensulyt infekcio vagy
egyéb kiilsé hatds megbonthatja, melynek eredménye az elégtelen VWF-hasités
kovetkeztében létrejové mikrovaszkularis trombdzis. Tovabbi tanulményok eddig nem
tisztdztak a neutrofil granulocitdknak a VWF proteolizisére gyakorolt pontos hatasat,
igy nehéz megmondani, hogy a TTP sordan pontosan milyen kolcsdnhatas van a neutrofil
elasztdz és az UL-VWF kozott. Jelen kutatdsi eredményiink igy tobb kérdést vet fel
avval kapcsolatban, hogy az elasztaz milyen szerept tolthet be a VWF proteolizisében
akut TTP soran. Figyelembe véve Raife munkassagat, felmeriilhet akar egy harmadik
tényezd szerepe, ami blokkolhatja az addig véd6 hatast, kompenzatorikusan termel6dd
neutrofil elasztazt, mely igy képtelen elhasitani a VWF-t. Ugyanakkor a neutrofil
elasztaz egy teljesen fliggetlen, parallel zajlé eseményben is részt vehet. Leiro jellegl

kutatasunk miatt ezt az ok-okozati 6sszefiiggést nehéz megitélni.

Korabbi tanulméanyokbdl ismert volt a komplementaktivacio jelenléte TTP-ben (127),
melyet  kutatocsoportunk is  megerdsitett (104). Tati és  munkatarsai
komplementkomponensekkel ~ fedett  endotélsejt-eredetli ~ mikropartikulumokat
detektaltak TTP-s betegek plazmaiban, tovabba a TTP-s betegek vesebiopszids
mintdiban C3 és SC5b-9 termindlis komplexet mutattak ki az endotélsejtek felszinén
(128). A komplementrendszer a szervezeten beliil sokrétli, oda-vissza hato
kapcsolatrenszerrel rendelezik, akar a koagulaciés kaszkadd szintjén, akar az
immunrendszer mas elemeli, igy a neutrofil granulocitak szintjén is. Az aktivalt neutrofil
granulocita eredetli NET ¢és a komplementrendszer kapcsolatara hivta fel a figyelmet

Leffler és munkatarsai tanulménya (129), mely soran SLE-s betegekben megfigyelték,
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hogy bizonyos komplementkomponensek képesek kotddni a NET-hez. Azt tapasztaltik,
hogy a klasszikus Ut C1q és C4d elemei kdtddnek a NET DNS ¢és hiszton szerkezetéhez.
A csokkent NET-degradacioval parhuzamosan komplementaktivaciot figyeltek meg,
mivel a betegekben C3 és C4 csokkenés volt tapasztalhatd. Leffler és munkatarsai
eredményei arra utalnak, hogy a NET eldsegiti a komplement aktivaciot, agy, hogy
aktiv feliiletet biztosit a komplementkomponenseknek. A NET igy hozzajarulhat a
komplementaktivacidohoz, a C5a képzddéséhez, tovabbi leukocitak kitapadasahoz és a
trombotikus folyamatok eldsegitéséhez. Jelen kutatasi eredményeink is megerdsitik a
komplementrendszer és a neutrofil granulocita kozotti kapcsolatot TTP-ben. Erre utald
megfigyelésiink volt, hogy pozitiv Osszefliggést talaltunk a PMNE és a C3a, Bb
komplement aktivaciés termékek kozott. (12. dbra A, B). A két rendszer egylittes
aktivacidja kolcsondsen erdsitheti egymast, de az is lehetséges, hogy nincs direkt
kapcsolat kozottik. Az aktiv neutrofil granulocitdkbol szarmazé NET aktivacios
feliiletet képezhet a komplement klasszikus és alternativ it komponensek szdmara, mely
a komplementaktivaciot tovabb erdsitheti, vagy akar el is indithatja. Az alternativ 1t
részvételére utal a PMNE szintjének a Bb aktivacios termékkel mutatott 0sszefiiggése.
A komplementaktivacios termékek (C3a, C5a) is képesek a neutrofil granulocitdkra
hatni a rajtuk expresszalodo specifikus receptorokon keresztiil, amely hatasara
fokozodik a neutrofil granulocita vandorlds és aktivacié (130, 131). A neutrofil
granulocita aktivacio hatdsara tehat NET-et bocsat a kornyezetébe, amely aktiv feliiletet
képezve felerdsitheti a komplementaktivaciot. A NET a komplementaktivacio
fokozasan kiviil elésegitheti a trombusformalédast. A neutrofil granulocitdk
trombusformalddasban betoltott szerepére mutat rda Montfort és munkatdrsai tanulmanya
(132), mely soran emelkedett elasztdz-alfa-1-antitripszin-komplexeken kiviil emelkedett
cirkulalé nukleoszémakat (NET-komponensek elleni antitestek) detektaltak, mely

jelentds mértékben Osszefliggdtt a mélyvénds trombodzis jelenlétével.

Az immunrendszer velesziiletett elemeinek aktivacioja (komplementaktivacid, neutrofil
granulocita aktivacio) ¢és a kozottik 1évé kapcsolat, egymds felerdsitése mind
elésegithetik és potencirozzédk a trombozis kialakuldsat és az endotélsejt sériilését,
aktivaciojat (133, 134). Igy egy olyan instabil rendszerben, ahol az ADAMTSI3-
deficiencia jelen van, a neutrofil granulocita aktivacid, komplement aktivacio elégséges

triggerként szolgalhat a trombotikus mikorangiopatia manifesztaloddsdhoz (26. bra).
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A PMNE- al-PI egy kdnnyen mérheté enzimkomplex, mely eredményeink alapjan jol
jelzi a TTP aktivitasat, igy akar a betegség kovetését, a terdpia hatdsossaganak
megitélését lehetévé teszi. A neutrofil granulocita aktivaciot alatdmasztd eredményeink,
Fuchs ¢és munkatarsai (117) eredményével parhuzamosan tovabbi célzott terdpids
lehetéségekre is felhividk a figyelmet. Igy az aktivalt neutrofil granulocitakbol
trombozist és komplementaktivaciot eldsegitd tulajdonsaga miatt a TTP gyorsabb

klinikai javuldsat eredményezhetné.

Hangstlyozand6, hogy az altalunk vizsgalt betegszam nem elegendd messzemend
kovetkeztetések levonasahoz, igy tovabbi, kiilsd megerdsitd vizsgéalatok sziikségesek a

neutrofil granulocita aktivacidval kapcsolatban TTP-ben.
5.2. Az endotélsejt-aktivacid vizsgalata TTP-ben

Tovabbi kutatdsunk soran az endotélsejt-aktivacid kérdésével foglalkoztunk TTP-s
betegeinkben. Korabban tobbszor vizsgaltdk mar az endotélsejt-aktivaciot TTP-ben,
azonban ezekben a tanulméanyokban vagy in vitro koriilmények kozott vizsgaltdk az
endotélsejt-aktivaciot, vagy kevés elemszdmu TTP-s betegpopuldcidban mérték a
kiilonbozé markerek szintjeit (98). Jelen kutatdsunkban tehat az elsék kozott vizsgaltuk
az endotélsejt-aktivaciot nagyobb szdmu TTP-s betegpopulacidban specifikus marker
mérésével. Az endotélsejt-aktivaciot két markerral, a VWF-ral (VWF antigén) és az
endothelin-1-gyel (CT-proET-1) vizsgaltuk. Mindketté marker esetén emelkedett
szinteket mértiink TTP-s betegekben, a korban €s nemben illesztett egészséges kontroll
csoporthoz képest (13., 17. abra). A legmagasabb markerszintek akut TTP-s betegekben
mutatkoztak, de az egészséges kontroll csoporthoz képest, a remissziés TTP-s
betegekben is megfigyelhetd volt az akut betegek marker szintjét ugyan el nem érd, de
emelkedett endotélsejt-markerszint. Annak ellenére, hogy szignifikansan emelkedett
CT-proET-1 szintek voltak lathatok akut TTP-s betegkeben, a CT-proET-1 szintek
mértéke valtozd volt az akut TTP-sek plazmajdban és néhany beteg mintajanak CT-
proET-1 szintjei alacsonyabbak voltak, mint az egészséges kontroll csoport CT-proET-
1-ének felsd hatarértékei (17. dbra). Az ADAMTS13-deficiencia kulcstényezd a TTP
patogenezisében, ezért vizsgaltuk az ADAMTSI13-deficiencia és az endotélsejt-

aktivacio kozotti osszefliggést, de sem a VWF antigén, sem az CT-proET-1 tekintetében
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nem mutatkozott kapcsolat az ADAMTS13-deficiencidval (14., 18. &bra). Ismert a
komplementrendszer sejtkarositd, apoptozist indukalé hatdsa, valamint ismert az
endotélsejt-aktivacio kovetkeztében kivaltott komplementaktivacid, igy megvizsgaltuk,
hogy TTP-s betegekben milyen kapcsolat van az endotélsejt-aktivacid ¢és a
komplementaktivacio kozott. A komplementrendszeren beliil az alternativ és terminalis
ut markereit mértiik meg a betegek plazmajaban. A TTP-s betegek plazmdiban enyhe
pozitiv korrelaciot tapasztaltunk az alternativ ut (C3bBbP) és az endotélsejt-aktivacio
(CT-proET-1) kozott (21. é&bra). Tekintettel arra, hogy az endotélsejt-aktivacio
Osszefiiggést mutatott a komplementrendszer alternativ ttjaval, ezt tovabb szerettiik
volna vizsgélni, ezért megvizsgaltuk a H-faktor-szinteket TTP-s betegeinkben.
Jelentdsen csokkent H-faktor-szintek voltak megfigyelhetdek az akut TTP-s betegek
plazmajaban az egészséges kontroll csoporthoz képest, de a remisszidos TTP-s betegek

mintdiban is megfigyelhetd volt egy enyhébb csokkenés (22. abra).

Az endotélsejtek szerepe kordbban tobb tanulmédnyban is vizsgalva volt TMA-ban.
Kutatomunkank soran kapott eredményeink ismételten ramutattak, az endotélsejt-
aktivacio jelenlétére TTP-ben, mely fontos része a TTP patogenezisének. Eredményeink
azt igazoltdk, hogy az endotélsejt-aktivacid nagymértékben Osszefligg a betegség
aktivitasaval. A kutatdsunk sordan vizsgalt két endotélsejt eredeti marker
génexpresszioja, transzkripicoja, raktirozdédasa ¢és a kibocsatasa kiilonbozik.
Kiilonbségiiket az is jol mutatja, hogy az altalunk bevont betegek kiilonb6z6 szakokban
(PEX el6tt, PEX alatt, remisszio) levett mitaiban a VWF-antigén és a CT-proET-1
kozott nem mutatkozott szignifikdns, pozitiv korrelacio, annak ellenére, hogy mindkét
marker endotélsejt-aktivaciora utal (20. abra). Eddigi tanulmanyokbdl ismert, hogy mig
a VWF az endotélsejteken kiviil a trombocitdkban is raktarozodik, addig az endothelin-1
kizardlag endotélsejt eredeti marker és csak elenyészd mennyiségben termelik mas
sejtek (makrofagok, neuronok, fibroblasztok (135)). Mind a két endotélsejt-markernek
ismert egy folyamatos (konstitutiv) és egy kiilonboz6 ingerek altal regulalt termelddése,
azonban az endothelin-1 termelddése és szekrécidja finoman foként géntranszkripciods
szinten szabalyozott, mely nagymértékben fligg a kornyezeti hatdsoktol. Ilyen
kornyezeti hatas lehet a hipoxias allapot (136), megndvekedett thrombin koncentracid
(137), valamint az akutfazis-fehérjék (TNF-a, II-1, IL-6 (135, 138)) jelenléte. Az

endothelin-1 specidlis funkciojat mutatja, hogy képes a proinflammatorikus
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folyamatokat erdsiteni, részben az akutfazis-fehérjék génexpresszidjanak (139), részben
a VWF kiilonbozdsége és az endothelin-1 specidlis szabalyozasa miatt az endothelin-1
alapul szolgalt a hipotézisiinknek, mely szerint TTP-ben a CT-proET-1-szint valtozasa
érzékenyen jelzi az endotélsejt aktivitasi statuszat a betegség lefolyasa soran, valamint
jol koveti az endotélsejtek statuszat a terapia alatt. Kordbbi tanulméanyok soran
vizsgaltak az endotélsejt-aktivacio jelenlétét TTP-ben és tobb endotélsejt-karosodasra
utald6 markert vizsgaltak (96). Mori €s munkatarsai (97) 39 TTP-ben ¢s HUS-ban
szenvedd betegben vizsgalt kiilonféle endotélsejt eredetli markereket ¢és azok
Osszefiiggéseit a betegség kimenetelével. Szignifikdnsan emelkedett trombomodulin-
szinteket mértek a betegekben az egészséges kontrollokhoz képest. A taléld betegekben
a trombomodulin-emelkedés kisebb mértékli volt, mint az elhunyt betegekben, ezen
kiviil azokban a betegekben, akikben atlagosan csokkent plazma antithrombin- és
protein C szinteket mértek, a mortalitdis magasabb volt. A tanulmany soran Mori
ramutatott az endotélsejt-aktivacié jelenlétére és jelentOségére a betegség
progndzisaban. Jelen eredményeink tehat egybehangzanak a korabbi tanulmanyokkal és
tovabb erdsitik az endotélsejt-aktivacio fontossdgat, tényét TTP-ben. Bar magat az
endotélsejt-aktivaciot kordbban mar leirtdk TTP-ben, a mi kutatdsunk is jelentdsen
hozzatett az endotélsejt-aktivacio igazolasahoz és részletesebb elemzéséhez. Az eddigi
tanulméanyok soran alkalmazott markereknél specifikusabb, megbizhatébban mérhetd,
jol beallitott, kereskedelemben is kaphaté markerral, a CT-proET-1-el vizsgaltuk meg
az endotélsejt-aktivaciot valamint nagyobb esetszamu, pontosabban definialt, homogén
(ADAMTS13-deficiens) aktiv TTP-s és remisszios TTP-s betegekben hataroztuk meg a

markereket.

Mindkét endotélsejt-marker, a VWF antigén és a CT-proET-1 szintjei emelkedettek
voltak az aktiv TTP-s betegek mintadiban (13., 17. abra). A PEX el6tt levett
betegmintakban a VWF-antigén és a CT-proET-1 szintek emelkedettségének a mértéke
szignifikans volt az egészséges kontrollokéhoz képest, ami jelzi az endotélium aktiv
részvételét a betegség lefolyasaban. Ismert, hogy az ABO vércsoport befolyasolja a
VWF antigén szinteket, ugyanis a 0-s vércsoportiak VWF antigén szintje atlagosan
alacsonyabb a tobbi vércsoportéhoz képest a normal populacidban. Ez a kiilonbség a mi

betegeinkben is megmutatkozott, azonban a 0-s vércsoportuak és az egyéb (A, B, AB)

68



DOI:10.14753/SE.2018.2088

vércsoportok kozott nem volt szignifikdns mértékli eltérés (16. abra). Néhany beteg
esetében rendelkezéslinkre allt tobb, kiillonb6zd szakban levett minta, igy nyomon
kovethetd volt a biomarkerszintek valtozasa. A kovetéses vizsgalatba bevont betegek
els6 mintdja a PEX és egy¢b terapia megkezdése elbtt lett levéve, igy 1ényegében kiilsd
gyogyszeres behatds és a PEX sordn adott plazma nem befolydsolta a mérést. A
masodik minta a betegek egy részében az aktiv, még terapiat igényld szakban lett
levéve, mig a masik részénél a mintavétel remisszidban tortént. Terdpia soran mind a
két markernél szignifikdns mértékii, csokkend tendencia volt lathato. A VWF-antigén
esetén a median csokkenés 40%-0s, mig a CT-proET-1-nél kisebb mértékii, minddssze
8%-os volt. Mind a két marker esetén a PEX kozben levett mintdkban szignifikans
markerszint-csokkenés volt tapasztalhato, az els6 PEX el6tti mintakhoz képest (15.
abra, A és 19. dbra, A). A remisszioig kovetett betegek esetében, a csokkend tendecia
ellenére, nem volt szignifkdns mértéki VWF-antigén-szint csokkenés (15. dbra, B),
ezzel szemben a CT-proET-1-szintek szignifikdns mértékben csokkentek a remisszids

betegekben az elsé, PEX el6tt levett mintdkhoz képest (19. abra, B).

Doktori munkdm megkezdése el6tt kutatdcsoportunk a komplementrendszer szerepét,
vizsgalta ADAMTSI13-deficienciaval rendelkez6 TTP-s betegekben ¢és leirtdk a
komplementaktivacio jelenlétét TTP-ben, amit azota tobb fiiggetlen kutatocsoport is
megerdsitett (127, 128). A komplementrendszer aktivacidjanak igazolasa azért is volt
lényeges a betegség patogenezisében, mert aktivacidja soran sejtkarosodast,
trombocitaaktivaciot valt ki, ami jelentésen hozzajarul a betegség progredidlasahoz. Az
akut TTP-s betegek plazmamintdiban Osszefiiggést taldltunk a CT-proET-1 ¢és az
alternativ Ut egyik aktivitasi markere, a C3bBbP kozott. A komplementrendszer
alternativ tja képes az endotélium felszinén a C3 kapcsolodasa altal aktivalodni és
aktivalni, vagy aktivacigjat tovabb erdsiteni az endotélsejteknek, ami azért fontos mert
az endotélsejt-aktivacio kozponti eleme a TMA-k patogenezisének. Eredményeink erre
a kapcsolatra utalnak és megerdsitik a komplementaktivacio TTP patogenezisében
betdltott szerepét. A folyamatok pontos irdnyultsagat a vizsgalat leird jellege miatt nem
lehet megitélni, azonban az eddigi adatok alapjan lehet kdvetkeztetni arra, hogy milyen
molekularis rendszerek vehetnek rész a betegség kialakuldsdban. Az ADAMTSI3-
deficiens TTP-s betegekben nagyobb szamban taldlhaté meg az UL-VWF az

endotélsejtek feliiletéhez kihorgonyzott allapotban, ami egy potencidlis aktivacids
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feliiletet biztosit a keringésben 1évé trombocitdk szamara. A trombocitaaktivacid
nélkiilozhetetlen eleme a TTP patogenezisének, mivel az aktivalodads hatdsdra trombint
bocsatanak a kornyezetiikbe, mely a koagulacids kaszkad beinditdsan tul képes az
aktivalt trombocitdk felszinén a komplement C3-at hasitani, igy a komplement
kaszkadot is elinditani (141). Mindemellett ismert a trombin endotélsejtekre kifejtett
aktivacios hatdsa, melynek kovetkeztében az endotélsejt még tobb VWF-t és
endothelin-1-et bocsat a sejt kornyezetébe. A trombocita aktivaloddsdhoz hozzajarulhat
a H-faktor diszfunkcidja is, gy, hogy a diszfunkcio koveztében a trombocitak feliiletén
megindul a komplementaktivaci6 (142), ami fokozza a trombocitdk aktivacidjat. A
komplementaktivaciéo hatdsidra egyrészt az endotélsejtek feliiletén tobb adhézios
molekula jelenik meg (143), melyek tovabbi trombocitdk ¢és leukocitak kitapadasat
teszik lehetévé, masrészt tobb CS5a termelddik, ami a trombomodulin csokkent
expressziojat eredményezi (144). A trombomodulin csokkent expresszidjanak hatasara a
komplementaktivaciéo tovabb erésddik, mivel a trombomodulinnak, az ismert
antikoagulans hatds mellett, a lektin szeri doménjai komplemenregulalé szerepet is
betdltenek (145). A komplementregulald hatasat részben a H-faktoron, részben a C3a és
C5a csokkentésén keresztil éri el (146). A fent felvazolt folyamatok mind
hozzajarulhatnak egy olyan, Oonmagét erdsitd, pozitiv visszacsatoldsu rendszerhez,
amely a folyamatos trombocitaadhézion, majd -aktivacion, trombintermelddésen,
komplementaktivacion,  kovetkezményes  endotélsejt-aktivacion — keresztil a
mikrovaszkulatiraban olyan kornyezetet eredményez, mely eldsegiti a mikroangiopatia
kialakulasat (26. abra). Ezt a patogenetikai modellt tdmasztjdk ala Tati és munkatarsai
megfigyelése is, melyek soran dramlési rendszerben mesterséges ADAMTS13-deficiens
kozegben komplementaktivalodast irtak le a trombocitdk és az endotélsejtek felszinén

(128).

Mivel eredményeink szoros Osszefliggés igazoltak az alternativ Ut- és az endotélsejt-
aktivacio kozott akut TTP-ben, tovabb szerettiik volna vizsgéalni az alternativ ut szerepét
az egyik fontos regulatoran, a H-faktoron keresztiil. Erdekes megfigyelés volt, hogy a
H-faktor-szintek szignifikdnsan csdkkentek voltak az egészséges kontrollokhoz képest,
mind az akut, PEX el6tt levett mintdkban, mind a remisszioban 1évé betegekben. A H-
faktor szerepe az elmult években eldtérbe kertilt és az aHUS-on kiviil egyéb TMA-ban

is vizsgaltdk. Turner és Moake in vitro analizdldk a H-faktor és a VWF kozotti
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kapcsolatot TMA-ban ¢és megfigyelték, hogy az aktivalt endotélsejtek felsziné¢hez
kihorgonyzott UL-VWF-on komplementkomponensek (pl. C3, H-faktor) halmozodnak
fol. (147). Turnerék eredménye, a mi megfigyelésiinkkel parhuzamosan, rdmutat a
komplementaktivaci6 és endotélsejt-aktivacid kozotti kapcsolat jelentdségére TTP-ben.
A tanulménybol kovetkezik, hogy az UL-VWF-on valo H-faktor-akkumulaciéo H-faktor-
konszupcidhoz vezethet, ami a H-faktor szintjének csokkenését vonhatja maga utan a
keringésben. A H-faktor-szint csokkenésének hatdsara komplement-diszregulacio
kovezkezik be, mely tovabb erdsitheti a komplementaktivacid destruktiv hatasat. Feng
¢és kutatdcsoportja leirta, hogy a H-faktor C-termindlis doménje felelds a VWF A2-es
doménjdhoz val6 kotddésért (148). Rayes és munkatérsai (149) a H-faktor és a VWF
kozotti kapesolatot vizsgalta tovabb, és azt figyelték meg, hogy a H-faktor és a VWF
részben egylitt raktarozoédnak a Weibel Palade testekben az endotélsejteken beliil.
Tovabbi megfigyelésiik volt, hogy a H-faktor komplementregulalé hatdsa fokozddott a
VWF-hoz kétédve, ugyanakkor azt is leirtdk, hogy a H-faktor a VWF ADAMTSI3
altali lebontasat gatolta. Rayes megfigyelései kutatdsunk eredményeibe ugy illeszthetdk,
hogy az ADAMTS13-deficiens TTP-s betegekben megjelend, elhasitatlan UL-VWF
hatdsara, H-faktor-konszupi6 jelentkezhet, amely a maradék ADAMTSI3-
enzimaktivitast is gatolja, ezzel eldsegitve a trombocitakitapadast az UL-VWF adheziv
feliiletéhez, a trombus kialakulasat és ezaltal a betegség progredidlasat. Rayes masik
megfigyelése, miszerint a H-faktor VWF-hoz val6é kotédése eldsegiti a H-faktor
komplementreguldlo hatasat, latszolag ellentmond a mi eredményeinknek, mivel a mi
feltételezéslinkbe az illene, hogy a H-faktor az UL-VWF altali konszupci6é hatasara
komplementreguldlé hatasat elveszti, ami igy komplementaktivaciohoz vezet. Azt
azonban, hogy az agyi, glomeruldris ill. mas szervekben 1évé endotélsejtekbena H-
faktor és az UL-VWF kozott 1évo kolesonhatas hogyan zajlik, vagy hogy milyen egyéb
tényez6 befolydsolhatja a H-faktor funkciojat, az eddigi irodalmi adatok alapjan nem
lehet megmondani. A fent emlitett kutatdsok eredményei in vitro modellekbdl
szarmaznak, ezért feltehetdleg in vivo egyéb, eddig ismeretlen mechanizmusok is
magyarazhatjak a latszolag ellentétesnek tlind eredményeket, ezért tovabbi vizsgalatok
szlikségesek a H-faktor és a VWF kapcsolatanak tisztdzasara TTP-ben. Ezekhez a
kutatasokhoz jelenthetnek kiinduldpontot a beteganyagunkban tett megfigyelések is.
Megvizsgaltuk azt is, hogy a csokkent H-faktor-szintek hatdsdra bekovetkezik-e
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alternativ ut aktivalodas, de a csokkent H-faktor szint nem mutatott 6sszefliggést egyik,

az alternativ ut aktivitasat jelz6 markerral sem (C3, C3a, C3bBbP, SC5b-9).

Az endothelin-1-et meglehetdsen rovid féléletideje miatt nem konnyli mérni a
plazmabol, ezért egy olyan specifikus pro-fragmensének, a CT-proET-1-nek a szintjét
mértiik meg, mely az érett endothelin-1 eldtti allapotban valik le a torzsmolekularol igy
ekvimolaris mennyiségben termelddik az endothelin-1-gyel. A CT-proET-1 mérését
Papassotiriou és munkatdrsai allitottdk be, (103) és az altaluk mért CT-proET-1
referencia értékekhez (326 egészséges kontrollban mért CTproET-1; atlag: 44,3 pmol/l,
standard devidci6: 10 pmol/l) hasonld értékeket kaptunk sajat egészséges
kontrolljainkban (CTproET-1; median: 36 pmol/l, interkvartilis tartomény: 21,5-42
pmol/l). A CT-proET-1-et vizsgaltak szepszisben (150), kronikus szivelégtelenségben
(151, 152) és pulmonalis artérias hipertenzidban szenvedd betegekben (153). Ezekben a
tanulmanyokban a CT-proET-1 emelkedésének mértéke hasonlé volt a TTP-s
betegeinkben tapasztalt magasabb CT-proET-1-szintekhez. A CT-proET-1 az akut, PEX
elétt levett TTP-s betegmintdk mintegy 48%-ban volt 60 pmol/l {6lott. Fontos
megemliteni, hogy hasonldé mértéki CT-proET-1 emelkedés volt megfigyelhetd
szeptikus vagy szivelégtelen betegekben. Két betegiinknél a CT-proET-1 szintek 200
pmol/l f616tt voltak, ilyen értékeket korabban szeptikus shokkban vagy sulyos, NYHA
(New York Heart Association) IV-es stadiumu szivelégtelenségben mértek.
Vizsgalatunkban kordbban szivelégtelenségben szenvedd beteg nem volt, igy
feltételezhetéen nem ebbdl adodott a CT-proET-1 szintjének emelkedése. Mivel
szepszisben is magas CT-proET-1 szinteket mértek, ezért megmértiik a betegeinkben a
CRP-szinteket, hogy az eseteges fertdzést kizarhassuk. (Ugyan a TTP-t kivalthatjak
kiilonbozd fertdézések, de altalaban ezek enyhébb virusfertdzések, melyek nem jarnak
jelentds szisztémas gyulladassal, €s sokszor két héttel is megelézhetik a TTP-t és mire a
betegség manifesztalodik, a fertézéses panaszok gyakran mar megszilintek). Betegeink
tobbségében a CRP a referencia tartoméanyon beliili, vagy enyhén emelkedett volt. A
betegek minddssze 7%-nak volt jelentésebb (50 mg/l-t meghaladd) CRP-emelkedése.
Az alacsony CRP-szintek arra utalnak, hogy a TTP manifesztalodasakor, az emelkedett
CT-proET-1 hatterében nem, vagy alacsony valosziniiséggel allt fenn fertézés. Az
emlitett tanulmanyokban az emelkedett CT-proET-1-szintek aktiv, stlyos betegségre

utaltak, ami alapjan elmondhatd, hogy az emelkedett CT-proET-1-szintek TTP-s
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betegeinkben is aktiv betegségre utalnak, és jelzik az endotélsejt-aktivaciot. Figyelemre
mélto jelenség volt, hogy nem csak az akut TTP-s betegekben voltak emelkedettek az
endotélsejtek aktivaltsagat jelzé markerek (VWF, CT-proET-1), hanem a remisszioban
1évoknél is (az egészséges kontrollokhoz képest). Bar a remisszidban 1évé betegeknél
alacsonyabb markerszinteket mértiink az akut betegekhez képest, a markerek magasabb
szintje utalhat egy enyhébb, de folyamatosan jelen levd endotélsejt-aktivaciora, vagy a
betegség kovetkeztében lezajlott endotélsejt karosodasra. Azt, hogy pontosan mi
okozhatta a remisszids betegekben a folyamatosan fennallé endotélsejt-aktivaciot azt
jelen tanulmanyunkban nem vizsgaltuk. A remisszidoban jelen 1év6 endotélsejt-
aktivaltsagot okozo faktort, €s az emelkedett CT-proET-1 szintek esetleges exacerbaciot
vagy relapszust jelzd prognosztikai jelentdségét a tovabbiakban szeretnénk majd

vizsgalni.

A TTP ritka betegség, és ebbdl kifolydlag nem allt rendelkezésiinkre olyan betegszam,
amelybdl messzemend és jol alatdmasztott kovetkeztéseket vonhattunk volna le. A
betegszam a legutobbi tanulmanyunk lezarasa oOta (2014) sem ndvekedett olyan
iitemben, hogy az lényeges valtoztatdsokat okozzon a kutatdsi eredményeinkben. A
betegség ritkasagabol kifolyodlag sziikséges lenne egy Osszeurdpai regiszterre, melyben
tobb orszag betegeit lehetne érdemben vizsgalni, akar a neutrofil granulocitak akéar az
endotélsejtek aktivaltsdganak szempontjabol. Kutatdsi eredményeink ugyan jo
iranyvonalat adhatnak, sziikséges azonban tobb fliggetlen kutatocsoport altali

megerosités.

Annak ellenére, hogy az endotélsejt-aktivacio jelenléte mar kordbban le volt irva, az
aktivaltsagot jelzd specifikus marker, nagyobb betegszamban nem volt vizsgilva. A
TTP-ben egy specifikus prognosztikai és a terdpia hatdsossagat jelz0 marker tobb
szempontbol is fontos, az egyik ilyen szempont a gondozott betegek és az esetleges
relapszusrizikdjuk megitélése. A masik szempontot az elmult iddszakban felgyorsult,
draga biologiai terapiak adjak, melyek alkalmazasi idejét sokszor nehéz megbecsiilni. A
nemzetkdzi irodalomban is tobbszor felmeriilt az igény, hasonld jellegii specifikus

biomarkerre TMA-ban (2).

Kutatasunk abbdl a klinikai megfigyelésbdl indult ki, miszerint a TTP hatterében allo

ADAMTSI13 enzim deficiencidja Onmagdban nem elégséges a betegség
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manifesztaloddsdhoz, egyéb, a szervezetben jelen levd kornyezeti, genetikai tényezok
szlikségesek, hogy az ADAMTSI13-deficiencidt hordoz6 betegben a betegség
kialakuljon. Korabbi kutatasok sordn megfigyelték, hogy a TTP-t gyakran megeldzi
enyhébb infekcid, sebészeti beavatkozas, de leirtdk terhességhez asszociéltan is a
megjelenését. Mind az infekcid és sebészeti beavatkozas, mind a terhesség soran ismert
a kiilonbozd citokin termeld sejtek, a komplementrendszer és a koagulacios kaszkad
aktivacioja. Kordbbi kutatdsok igazoltdk az akut TTP-ben jelenlevd nagymértékii
citokinvalaszt (154), komplement aktivaciot (104, 127), a koagulécios és fibrinolitikus
rendszer markereinek jelenlétét (155). Mindezek alapjan elmondhat6, hogy a TTP soran
egy komplex, tobb szintli és kiilonbozé kaszkadrendszereket beinditdo kornyezet van
jelen (26. Abra), melynek hatisira megnovekszik a trombin termelédése, a pro-
inflammatorikus citokin vélasz (IL-6, TNF-alfa) a komplementaktivacio, melyeknek
mind ismert az endothelin-1 transzkripciojat fokozo6 hatasa (137, 138, 156, 157). A fent
felvazolt patogenetikai folyamatok hatdsara igy a CT-proET-1 szintje is emelkedik, ami
alapjan ugy gondoljuk, hogy a CT-proET-1 egy specifikus, gyorsan szabalyozott,

konnyen mérhetd és hasznos biomarker TTP-ben és feltehetden a tobbi TMA-ban is.
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26. abra. Az ADAMTSI3-deficiencia és egyéb kornyezeti tényezok szerepének
Osszefiiggései a TTP patomechanizmuséban. (A) (1) Az inhibitoros ADAMTSI3 elleni
antitestek vagy az enzim mutacidja miatt a szervezetben kialakult ADAMTS13-deficiencia kovetkeztében
nem hasitédik el az UL-VWF, mely (2) aktiv feliiletet képez a trombocitdk szamara és teret nyit a (3)
trombusképzddésnek. (B) Kiilonbozé kornyezetei hatasok, vagy a gatlo antitestek aktivacios feliiletet
biztosithatnak a (1) klasszikus Ut aktivacidjanak. Ismert az UL-VWF-on a (2A) H-faktor és a (2B) C3
kikotédése, mely hatasara aktivalodhat az alternativ ut. A kozos (3) C3 konvetaz aktivalodasat koveti a
(4) terminalis Ut aktivacidja és az un. MAC kialkulasa. (5) A komplement aktivalodas hatasara
anafilatoxinok keriilnek a keringésbe, tavoli hatast kifejtve (C3a, C5a). (C) Fertdzés és egyéb kornyezeti
hatasok kovetkeztében (1) aktivalédnak a neutrofil granulocitdk, melyek az aktivacidjuk soran (2) NET-et

(neutrofil extracellular trap: DNS, hiszton, enzimek) bocsatanak a kdrnyezetiikbe, mely eldsegitheti a (3)
ezen kivil aktivacios felilletet képez a (4)
erbsitve a komplementaktivaciot. (D) (1) A

trombocitaaktivaciot és a trombus kialakulésat,

komplementrendszer elemei szamara, eldsegitve,
komplementaktivacio, MAC-kialakulas, valamint (2) neutrofil granulocita aktivacié hatasara aktivalodik

az endotélsejt, melyek hatasara tobb (3) sejtfelszini receptor (pl. P-, L- szelektin) keriil a felszinre,
elésegitve a neutofil granulocita migraciot. Az endotélsejt-aktivacié hatasara az endotélium tobb UL-
VWEF-t bocsat a kornyezetbe, ahol a mar meglévd ADAMTS13-deficiencia miatt a trombusképzddés

felgyorsul.
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6. Kovetkeztetések:

(1) Emelkedett PMNE-értékek voltak megfigyelheték mind akut, mind remisszids
betegekben az egészséges kontroll csoporthoz képest. A legmagasabb PMNE-szintek az
akut betegekben voltak jelen. Az emelkedett PMNE-szint jellemz6 volt az aktiv TTP-s
betegekre (trombocitopénia, ADAMTS13-deficiencia). Az emelkedett PMNE-szintek
neutrofil granulocita aktivaciora utalnak TTP-ben, mely az aktivalt granulocitira
jellemzd NET-osis révén hozzdjarul a trombotikus folyamatok felerdsitéséhez,
felgyorsitasahoz, ezen feliil aktivacios feliilletet képezhet a komplementrendszer
szamara, evvel is hozzajarulva a betegség progredidlasahoz. Szintén emelkedett VWF
antigén ¢és CT-proET-1 szinteket mértiink TTP-s betegekben az egészséges kontroll
csoporthoz képest. A legmagasabb markerszintek a PMNE-hez hasonléan az akut
szakban levd betegekben voltak. Az emelkedett endotélsejt-markerek jellemzdek voltak
az aktiv TTP-s betegekre. Az emelkedett endotélsejtmarker-szintek aktivalodott
endotélsejtekre utalnak TTP-s betegekben, jellemzden az akut betegség soran, de
enyhébb fokban a remisszioban is. Az endotélsejt-aktivaltsagot egy 1 specialis
markerral, a CT-proET-1 igazoltuk. Az endotélsejt TTP-ben betdlott szerepének
ujravizsgélatara részben azért volt sziikség, mert a kordbban vizsgalt endotélsejt-
markerek specificitdsa alacsonyabb volt ¢és a vizsgdlatokat kis 1étszamu
betegcsoportokban végezték. Az endotélsejt-aktivacio sordn a felszinen expresszalodo
receptorok hatdsara tobbek kozott neutrofil granulocita kitapadas, komplement
aktivacio, valamint a trombotikus folyamatok felerdsitése kovetkezik be, ami az
ADAMTS13-deficiencia labilis koriilményei mellett jelentésen hozzajarul a TTP
kialakuldsdhoz. A remisszids betegekben 1évé enyhe endotélsejt-aktivacid, ami
feltehetden az akut szak endotélsejt-aktivacidjanak maradvanya, figyelemre mélto
jelenség, mivel jelenthet egyfajta rizikdt az exacerbacidra vagy relapszusra. Ennek a

jelenségnek a tisztdzasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

(2) A rendelkezésiinkre all6 kovetéses vizsgalatra bevont betegekben szignifikans
PMNE- és CT-proET-1-szint-csokkenés volt tapasztalhatdo a remisszids mintakban, az
akut, PEX el6tti mintakhoz képest. A mintaparral rendelkezd betegekben a vizsgalt

markerek a betegek allapotanak javulasaval parhuzamosan csokkentek, igy a PMNE és
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a CT-proET-1 csokkenése jO mutatdja a terapia hatékonysaganak ¢és a betegek
allapotjavuladsanak is. A VWF-antigén-szintekben nem volt lathatdé szignifikans

csOkkenés.

(3) Az emelkedett PMNE-szintek forditott Osszefliggést mutattak a TTP aktivitasi
markereivel (trombocita, hemoglobin). A csokkent aktivitdsi markerek a betegség
sulyossagara is utalnak, az aktivalt neutrofil granulocitdk enzimeik révén
hozzajarulhatnak a trombocitaaktivacidhoz, a trombus kialakuldsdhoz ¢és a
mikroangiopatia kovetkeztében a hemolizishez, a csokkent hemoglobin értékekhez. A
PMNE-értékek pozitiv dsszefiiggést mutattak a komplementaktivitasi markerekkel is
(C3a, Bb) akut TTP-s betegekben. Az aktivalt neutrofil granulocitakbdl szarmazo NET
aktivacios feliiletet biztosit a kompelementrendszer szamdra, ugyanakkor a
komplementaktivacio soran felszabaduld anafilatoxinok (C3a, C5a) képesek a nyugvo
neutrofil granulocitdkat aktivalni és a migracidjukat eldsegiteni. Az eredmény alapjan
elmondhat6, hogy fontos kommunikécio jatszodik le a neutrofil granulocitdk ¢és a
komplementrendszer kozott. Hasonld Osszefliggés lathato a CT-proET-1-gyel. A CT-
proET-1 szignifikdns Osszefliggést mutatott az alternativ Gt C3 konvertdz enzimével
(C3bBbP) és pozitiv tendencidzus Gsszefiiggést a termindlis ut markerével (SC5b-9). Az
aktivalt endotélsejt-felszin lehetdséget ad a komplementaktivaciéra, a neutrofil
granulocitak kitapadasara, viszont a komplementaktivacio hatdsdra az endotélse;jt
tovabb képes aktivalodni, adott esetben el is pusztulhat, ha a terminalis Ut végso
sejtpusztitdsra alkamas komplexe (MAC) kialakul a sejt felszinén. Az alternativ t
szerepét tovabb vizsgalva alacsony H-faktor szinteket mértiink TTP-s betegekben az
egészséges kontrollokhoz képest, foként az akut TTP-s betegek mintaiban. Az alacsony
H-faktor szint kovetkeztében kialakulhat lokalisan komplement-diszregulacio, mivel a

H-faktornak szerepe van az alternativ ut kontrollalasaban.

Lathato, hogy a vizsgalt rendszerek kozott sokszor oda-vissza hato, egymast jelentdsen
befolydsolé kommunikécio, pozitiv visszacsatolds van jelen. A vizsgalat leiro jellegébdl
adodoan messzemend kovetkeztetéseket nem lehet levonni, azonban a megfigyelt

Osszefiiggések jo irdnyvonalat adnak a késdbbi kutatdsokhoz.
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7. Osszefoglalas

A TTP a TMA-k koz¢é tartozé ritka, sulyos, epizddokban zajléo betegség. Hatterében a
VWEF-t hasito ADAMTS13 enzim deficienciaja all. Az elmult évek soran tobb eredmény
arra utalt, hogy a betegség kialakulasaban fontos az egyéb patogenetikai tényezok szerepe.
Vizsgalni kivantuk a neutrofil granulocitdk és az endotélsejtek aktivaltsagat és azok
Osszefiiggéseit a komplementrendszer markereivel TTP-ben. A két projekthez 6sszesen 57
TTP-s beteget valogattunk be. A neutrofil granulocita aktivaltsdgot a PMNE-vel
vizsgaltuk, mig az endotélsejt-aktivaciot a CT-proET-1-gyel. Emelkedett PMNE és CT-
proET-1-szintek voltak megfigyelhetdek az akut TTP-s betegek plazmamintdiban a
remisszios TTP-s betegekhez, valamint az egészséges kontrollokhoz képest. A
legmagasabb biomarker-szinteket azokban a betegekben mértiik, ahol egyiitt volt jelen az
ADAMTS13-deficiencia és trombocitopénia. Kovetéses betegeinkben mind a neutrofil
granulocitdk és endotélsejtek biomarkereinek szintje szignifikansan csokkent a remissziot
elérd betegekben. A PMNE-szintek negativ korrelaciot mutattak a betegségaktivacios
markerekkel (trombocita, hemoglobin) és pozitiv 0sszefliggést mutattak a komplement
aktivacios markereivel (Bb, C3a). Akut TTP-s betegekben a CT-proET-1 ¢és az alternativ
valamint a termindlis Gt markerei kozott pozitiv dsszefligés mutatkozott. Jelentés H-faktor
csokkenés volt lathatd akut TTP-s betegekben a remisszios és a kontroll csoporthokhoz
képest. Tanulmanyunk soran igazoltuk a neutrofil granuloctia aktivacio jelenlétét, mely a
betegség akut fazisdban NET-osis révén jelentdsen hozzajarulhat a trombotikus allapot, a
komplementaktivaci6é és az endotéliumaktivacid fokozasahoz. Korabbrdl ismert volt az
endotélsejt kulcsfontossdgi szerepe a TMA-k patogenezisében, azonban specifikus
endotélsejt-markerral torténd ¢és nagyobb beteganyagra kiterjedd vizsgélat nem sziiletett.
Kutatdsunk sordn igazoltuk az endotélsejt-aktivacid jelenlétét egy specifikus markerral
nagyobb TTP-s betegcsoportban. A PMNE és CT-proET-1 jelentdségét az is mutatta,
hogy terdpiat kdvetden a betegség javulasaval parhuzamosan csokkent a plazmaszintjiik.
Az akut szakban mind a két marker szoros Osszefiiggést mutatott a komplementrendszer
aktivacids markereivel, ami utal a komplementrendszer kulcsfontossagu szerepére. Ezt a
jelentdsen csokkent H-faktor-szintek és az ebbdl feltételezheté komplement-diszregulacid
ugyancsak megerdsiti. A TTP-s betegekben tehat tobb, fontos, egymas hatdsat fokozo
rendszer van jelen, melyek az ADAMTS13-deficiencia mellett jelentésen hozzajarulnak

ahhoz, hogy a trombotikus folyamatok felgyorsuljanak, és a betegség manifesztalodjon.
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8. Summary

TTP is a rare, episodic and severe disease. Although in the past years it has been
clarified that VWF protease deficiency is responsible for manifest TTP some data has
been showed other trigger factors are also needed for development of the disease.
Therefore our aim was to investigate the role of possible trigger factors such as
neutrophil activation or endothelial cell involvement with special markers. Moreover we
wanted to examine the interaction between these markers and complement markers. We
enrolled altogether 57 TTP patients. As a neutrophil activation marker we analized
PMNE. To rule out endothelial activation VWF antigen and CT-proET-1 were
measured. Classical, alternative and terminal complement parameters were also
measured. Elevated PMNE and CT-proET-1 levels were found in acute TTP compared
to remission or the healthy controls. These marker levels were decreased in follow up
patients after reaching remission. PMNE levels had a negative correlation with disease
activity markers such as platelets and hemoglobin and had a positive correlation with
complement C3a and Bb. A positive correlation was also found between CT-proET-1
and alternative pathway activity and also with terminal pathway marker. Factor H levels
were decreased in TTP compared to healthy controls. We reported elevated PMNE
levels in acute TTP, which refers to a neutrophil activation. Neutrophil activation
through NET-osis can be a suitable surface for complement activation and the
progression of thrombotic events in microvessels. Our other project suggests the
presence of endothelial cell activation, which were confirmed by a special endothelial
marker in a larger cohort in active TTP. Lower Factor H levels with potential
complement dysregulation and the association of elevated CT-proET-1 levels with
alternative pathway markers in acute samples suggest complex pathological directions.
Neutrophil and endothelial activation together with complement activation show a
positive feedback system and they jointly contribute to the pathogenesis of TTP in
patients with ADAMTS13 deficiency.
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Introduction: Genetic and autoimmune risk factors contribute to the development of thrombotic thrombocytopenic
purpura (TTP) but triggers are needed to bring about acute disease.
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The aim of the study was to investigate the association of neutrophil activation with acute TTP, to assess whether
neutrophil activation changes during plasma exchange therapy and to show if complement- and neutrophil
activation are parallel, characteristic processes in acute TTP.

Materials and Methods: Altogether 49 EDTA-plasma samples of 21 TTP patients with acute disease and 17 in
remission were investigated along with 20 healthy controls.

A stable complex of PMNE-proteinase-inhibitor was measured by ELISA (Calbiochem, Merck-Millipore, Darmstadt,
Germany).

Results: Acute disease was associated with significantly increased PMNE levels, the group medians were similarly
low in TTP patients in remission and in healthy controls. Increased PMNE levels were characteristic for
hematologically active and ADAMTS13 deficient form of TTP. PMNE concentration inversely correlated to disease
activity markers platelet count (r = —0.349, p = 0.032) and hemoglobin levels (p = —0.382 p = 0.018).
Achievement of remission was associated with significant reduction of plasma PMNE levels (p = 0.031, Wilcoxon
test). There was positive correlation between PMNE levels and complement activation markers C3a and Bb.
Conclusions: We report increased PMNE levels in acute TTP and showed its association to activity markers of acute
TTP and complement activation. Effective treatment of an acute TTP episode resulted in marked decrease in PMINE
levels. Our data support and extend previous observations that neutrophil extracellular traps may be released in
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acute TTP and potentially contribute to the pathophysiology of this disease.

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

Various etiological factors represent increased risk for the develop-
ment of thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP), a life-threatening
disorder. Characteristic clinical features of TTP are microangiopathic
hemolytic anemia, thrombocytopenia and various involvements of
other organs, for example the kidneys and the nervous system [1,2]. In
most cases development of functional inhibitors (autoantibodies) against
the von Willebrand factor (VWF) cleaving protease (A Disintegrin and
Metalloproteinase with ThromboSpondin-1 like motifs-13, ADAMTS13)
predispose to disease. Inherited variations of ADAMTS13 may also confer
increased risk of TTP development, whereas a minor part of TTP patients
presents with non-ADAMTS13 deficient disease form [3]. Severe
deficiency of ADAMTS13 leads to the increased presence of unusually

* Corresponding author at: H-1125 Budapest, Katvolgyi st. 4. Tel.: +-36 13251379, +36
208250962; fax: +36 1 225 3899.
E-mail address: prohoz@kut.sote.hu (Z. Prohdszka).

0049-3848/$ - see front matter © 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.thromres.2014.01.034

large multimers of VWF that promote the formation of platelet rich
thrombi in the capillaries and small vessels leading to tissue ischemia
and organ failure [4].

However, ADAMTS13 deficient patients may remain asymptomatic
for several years [5,6]. Furthermore, several patients may go into
sustained clinical remission despite deficient ADAMTS13 activity [7,8].
In addition, although patients with acute TTP often present without
acute disease in history, in the majority of TTP patients infections or
pregnancy precede the acute disease flare [9]. These well-known clinical
observations collectively indicate that multiple hits may be necessary
for the development of clinically active TTP, and ADAMTS13 deficiency,
even though it is probably the most important predisposing risk factor,
it is alone not sufficient to cause acute TTP.

Previously our group reported on the presence of complement acti-
vation in patients with acute TTP [10] an observation recently con-
firmed in an independent cohort [11]. Our data indicated that
activation of the classical/lectin and alternative pathways that lead to
the activation of the terminal pathway was present in TTP. It is known
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that activation of the complement system and of neutrophil granulocytes
is characteristic for most infections and also in pregnancy, especially if
complicated with preeclapmsia and/or fetal growth restriction [12,13].
Therefore, we hypothesized that neutrophil activation may associate
with acute, ADAMTS13-deficient TTP and potentially contribute to the
development of clinically active thrombotic microangiopathy.
Supporting this hypothesis were results of a recent study showing in-
creased circulating DNA and myeloperoxidase levels in patients suffer-
ing from thrombotic microangiopathies (TMAs) [14]. Hence, the aim of
the current study was to formally investigate the association of neutro-
phil activation with acute TTP, to assess whether neutrophil activation
changes during plasma exchange therapy and to show if complement-
and neutrophil activation are parallel, characteristic processes in acute
TTP.

Materials and Methods
Patients and Plasma Samples

Thirty-eight patients with TTP were enrolled in this single-research
laboratory based investigation providing diagnostic services (ADAMTS13

and complement measurements) since August, 2007 for patients
suspected to have HUS or TTP in Hungary. The patient enrolment for

Table 1
Clinical and laboratory data of the 38 patients with thrombotic thrombocytopenic purpura.

this study was closed in January, 2011. The criteria used to guide patient
stratification, diagnosis and sample selection have been described in de-
tails [10]. Briefly, diagnosis of TTP was based on one or more episodes of
Coombs-negative microangiopathic hemolytic anemia with thrombocy-
topenia defined as serum lactate dehydrogenase (LDH) >450 U/L;
fragmented erythrocytes in the peripheral blood smear and platelet
count <150 G/L; only patients with severely decreased ADAMTS13 activ-
ity levels (<5%), or history of it, were included in this study. Patients with
acute oligo-anuric renal failure were excluded from the study. Hemato-
logical remission (HR) was determined when platelet counts were
>150 G/L on two consecutive days without any sign of hemolysis even
if there were any neurological, renal or other residual clinical symptoms,
whereas complete remission (CR) was established when, platelet count
remained above the lower limit continuously for at least 1 month.
Table 1 shows clinical and laboratory data of the cohort who had
available plasma samples for the current study. Using samples of this
TTP cohort we measured plasma polymorphonuclear cell elastase
(PMNE) levels during acute disease flare, in remission, and for compar-
ison in controls. Samples of 38 TTP patients have been investigated.
Twenty-one patients with acute disease (mean age 40 years, SD 15, 17
women), 17 TTP patients in remission (mean age 42 years, SD 10, 14
women) and 20 healthy age- and sex matched controls (mean age
35 years, SD 17, 15 women) were enrolled. Eight patients with acute

Registry Age at Sex Acute/ ADAMTS13 activity ADAMTS13 activity Hemoglobin; Platelets; White Blood Absolute PMN elastase
code blood Remission of patient's sample  of mixed sample reference ranges, reference range Cells; reference neutrophil proteinase

sampling (FRETS-VWF73); (patient's plasma females 123-153 g/L, 150-400 G/L range 4-10 G/L count; inhibitor

(years) reference with pooled plasma 1:1) males 140-175 g/L reference complex

range 67-147% (FRETS-VWEF73); reference range 2.12- (ng/mL)
range >50% of the daily 7.5 G/L
control sample

HUN1 26 F Acute 0 (1] 80 33 31,50 25,51 3,10
HUN15 55 M  Acute 0 0 108 22 12,06 10,61 0,82
HUN23 38 M  Acute 0 30 91 45 6,40 3,21 0,63
HUN43 62 F Acute 0 26 72 28 6,53 5,68 0,53
HUN50 17 F Acute 0 9 76 17 11,20 7,71 2,72
HUN56 44 F Acute 0 0 83 44 6,81 4,44 0,57
HUN62 35 F Acute 0 11 81 18 11,63 9,13 1,76
HUN68 43 M  Acute 5 6 64 9 6,30 4,38 1,15
HUN72 13 F Acute 0 (1] 72 84 10,80 8,48 5,61
HUN76 57 F Acute 0 23 85 30 7,11 5,02 2,46
HUN85 49 F Acute 0 (1] 85 31 11,34 10,26 0,62
HUN8S6 42 F Acute (1] 5 78 12 537 3,17 0,91
HUN96 22 F Acute 5 23 53 23 7,16 4,48 1,59
HUN97 51 F Acute 0 15 126 43 12,19 5,88 1,01
HUN112 71 F Acute 0 ND 103 44 3,69 2,14 0,72
HUN113 25 F Acute (1] 0 109 22 10,45 6,21 4,19
HUN123 45 F Acute 0 18 97 76 32,82 12,61 2,92
HUN126 36 M  Acute 0 0 69 43 6,79 3,63 1,81
HUN127 30 F Acute (1] 0 75 12 8,93 8,09 1,90
HUN131 44 F Acute 0 0 126 48 11,12 7,77 0,49
HUN134 44 F Acute 0 0 80 19 7,99 5,84 1,08
HUN3 40 M  Remission 0 30 154 244 10,51 8,20 0,54
HUN28 36 F Remission 68 61 NA 213 NA NA 0,88
HUN31 33 F Remission 0 29 153 275 6,82 341 0,47
HUN35 37 F Remission 0 0 123 272 18,70 10,28 0,86
HUN53 51 F Remission 0 18 135 174 6,85 4,67 0,57
HUN54 56 F Remission 104 ND 140 115 6,11 3,92 12,00
HUN58 46 F Remission 74 ND 136 158 571 3,31 0,49
HUN59 44 F Remission 112 ND 119 184 5,85 3,35 0,81
HUN65 35 F Remission 0 44 150 388 15,70 1141 422
HUN70 47 F Remission 97 33 NA 213 NA NA 0,73
HUN78 47 F Remission 0 0 134 210 7,94 4,64 0,55
HUN8SO 31 M  Remission 109 87 169 246 9,68 4,84 1,13
HUN81 21 F Remission 7 20 124 308 22,93 19,42 1,05
HUN89 33 M  Remission 0 23 156 260 5,37 2,84 0,54
HUN100 40 F Remission 109 75 144 213 5,88 3,65 047
HUN101 61 F Remission 79 65 123 196 6,89 5,49 0,58
HUN115 51 F Remission 19 ND 149 433 12,99 10,05 0,42

NA: not available; ND: not done.
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TTP had available follow-up plasma samples. Six of them (patient’s reg-
istry codes 1, 15, 62, 68, 86, 127) had plasma samples taken in hemato-
logical remission, after finishing the PEX series. Five of them (registry
codes 68, 86, 126, 127, 131) had plasma samples taken during during
PEX series, before reaching hematological remission. Thus, altogether
49 EDTA-plasma samples were used for PMNE determination.

Blood samples (EDTA-anticoagulated plasma and sodium-citrate
anticoagulated plasma) were taken by antecubital venipuncture or
from central catheter, cells and supernatant separated by centrifugation
and shipped in cooled packages (—20 degrees of Celsius) to the
Research Laboratory, where aliquots were made and stored in
ultrafreezers on <— 70 degrees of Celsius until determinations.

From each subject, informed consent was obtained and the study
was approved by the institutional Ethics Committee on human research.

Determination of Plasma Polymorphonuclear Cell Elastase (PMNE) Levels
and other Laboratory Parameters

A stable complex of PMNE-alphal-proteinase-inhibitor was mea-
sured by sandwich type ELISA (QIA96, Calbiochem, Merck-Millipore,
Darmstadt, Germany), according to the instructions given by the
manufacturer.

The fluorigenic substrate, FRETS-VWF73, was applied for the deter-
mination of ADAMTS13 enzyme activity as described [15]. Briefly,
citrated plasma was diluted 1:20 in assay buffer (5 mmol/I Bis-Tris,
25 mmol/L CaCl,, 0.005% Tween 20, pH 6.0) and mixed with 5 pmol/L
FRETS-VWF73 substrate solution (20 pl each), in white 384-well plates.
Fluorescence was measured at 37 °C every 2 minutes for 1 hour in Cha-
meleon microplate reader (Hidex, Turku, Finland) equipped with a
340 nm excitation and a 460 nm emission filter. The reaction rate was
calculated by linear regression analysis of fluorescence over time. A
two-fold dilution series of normal human plasma (mixed from citrated
plasma samples of 10 healthy blood donors) was applied as standard
curve, 100% ADAMTS13 activity was set at the reaction rate observed
in the 1:20 diluted sample. The intra-assay variation coefficient was
<5%, the inter-assay CV% was 6-9% (measured at 60 and 100% activity
levels). The presence of anti-ADAMTS13 inhibitors was determined by
mixing 1 part of the patient’s sample with 1 part of normal pooled plas-
ma, incubation at 37 degrees of Celsius for 2 hours, and measurement of
ADAMTS13 activity of the sample. The presence of ADAMTS13 inhibi-
tors was considered if the patient’s original sample had <7% activity,
and that of the mixed sample was <50%.

Levels of complement activation products C3a (MicroVue C3a des-
arg EIA A031, mean of healthy controls 129.6 ng/mL), Bb (MicroVue
Bb EIA, A027, mean + 2SD range 0.49-1.42 ug/mL) were determined
with commercial Kits (Quidel, San Diego, California, USA) according to
the manufacturer’s instructions in EDTA plasma samples.

Statistical Analysis

The continuous variables reported in this study showed skewed dis-
tribution and according to results of Shapiro-Willk’s test deviated from
the normal distribution. Therefore, for descriptive purposes the values
of each measurement are given as median and 25th-75th percentile,
or as numbers (percent) and non-parametric tests were used for
group comparisons; continuous variables between two groups were
compared with Mann-Whitney U test, for three or more groups with
the Kruskal-Wallis ANOVA by ranks test, and for repeated measures
with the Friedman test. Dunn’s post-test was used for group compari-
sons after analysis of variance. Spearman’s correlation coefficients
were calculated by non-parametric method. Statistical analyses were
carried out using STATISTICA 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA) and
GraphPad Prism 4.03 (GraphPad Softwares Inc., CA, USA) softwares.
Two tailed p values were calculated and the significance level was put
at a value of p < 0.050.

Results
Acute TTP is Associated with Increased PMNE Levels

Table 1 shows clinical and laboratory data of the cohort. All of the pa-
tients in acute disease flare (n = 21) were ADAMTS13 deficient (activity
<5%) and positive for anti-ADAMTS13 inhibitors. Samples for PMNE
determinations were taken before the initiation of a series of plasma
exchange sessions in 13 patients, whereas for the remaining 8 cases
sampling was done during the PEX series. Seventeen patients were
enrolled in complete remission, 8 of them were ADAMTS13 deficient
(1 patient had 7% activity and was positive for inhibitor), 8 patients
had ADAMTS13 activity within the reference range, and 1 patient had
moderately decreased level. Increased absolute neutrophil counts
were not associated with acute TTP (Table 1), the median (IQR) values
for acute patients was 6.0 G/L (4.4-9.7) whereas for patients in remission
4.7 G/L (3.4-9.1; p = 0.223).

Acute disease was associated with significantly increased PMNE
levels, whereas the group medians were similarly low in TTP patients
in remission and in healthy controls (Fig. 1). Patients in remission
with (0.54 ng/mL, 0.53-0.86) or without (0.73 ng/mL, 0.48-1.00)
ADAMTS13 deficiency had similar PMNE levels (p = 0.680). Further-
more, increased PMNE levels and deficient ADAMTS13 activity together
characterized hematologically active disease (plt < 150 G/L, Fig. 2, panel
A). Note, that there were no patients in our cohort with non-deficient
ADAMTS13 activity and decreased platelet counts. In line with this ob-
servation there was a significant association between amounts of func-
tional ADAMTS13 inhibitors (as assessed by measuring the ADAMTS13
activity of the mixed patient/normal plasma samples) and PMNE levels
(Fig. 2, panel B). There was no significant correlation between
ADAMTS13 activity (measured in patient’s own samples) and PMNE
levels (data not shown). Similarly, no association between PMNE levels
and neutrophil counts was observed (r = —0.381, p = 0.064, data not
shown) and neutrophil counts were similar in acute and remission
groups, excluding the possibility of the mere reflection of higher neutro-
phil counts by increased PMNE levels. Finally, we investigated changes
of PMNE levels during therapy. There were 5 patients with available
samples before the initiation of PEX series, and during that. In 4 out of
the 5 patients, PMNE levels decreased by 40-60%, whereas in one pa-
tient it increased by 187%. Similarly, we investigated PMNE levels in
samples of 6 patients (4 women) with available samples collected on
the day of admission, before the initiation of PEX series, and also in
hematological remission at least 1 week after the last session of the
PEX series. As shown in Fig. 3, achievement of remission was associated
with significant reduction of circulating plasma PMNE levels in patients
with TTP.
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Fig. 1. Neutrophil elastase (PMNE) is marker of acute TTP. (A) Plasma neutrophil-elastase-
alphal-proteinase inhibitor complex (Calbiochem, Merck-Millipore, Darmstadt,
Germany) was measured in EDTA-plasma samples of healthy controls, TTP patients in
complete remission) and in TTP patients with acute disease flare. Horizontal lines indicate
group median, P values were obtained by Mann-Whitney test.
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Fig. 2. (A) Elevated PMNE level together with deficient ADAMTS13 activity is characteristic
for hematologically active TTP. Analysis of 46 samples of patients with hematologically ac-
tive TTP (platelet below 150 G/L) or in hematological remission (platelet above 150 G/L),
as stratified by the presence of ADAMTS13 deficiency (activity <5%). P values were obtain-
ed by Mann-Whitney test. (B) Correlation between functional ADAMTS13 inhibitor and
PMNE concentrations. Inhibitors against ADAMTS13 were assessed in 33 samples of pa-
tients with TTP by mixing studies as described in the Materials and Methods section. Sam-
ples taken in acute TTP are marked with closed symbols, whereas those taken in remission
are marked with open symbols. Horizontal lines indicate group median, correlation
coefficient with p value was calculated by Spearman’s non-parametric method: pooled
analysisr = —0.428, p = 0.013; acute TTP: r = — 0,547, p = 0.012; TTP in remission:
r=0.171,p = 0.577).

Association between PMNE Levels, Activity Markers of TTP and Complement
Activation Products

Next, correlations between TTP activity markers and PMNE levels
were analyzed. The amount of PMNE showed inverse correlation to
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Fig. 3. Changes of plasma neutrophil elastase (PMNE) levels during treatment of acute
disease flare in TTP. Comparison of PMNE concentrations in plasma from 6 patients
(4 women) with TTP collected at the presentation with acute disease (acute TTP) or
in hematological remission (HR). P value was obtained by Wilcoxon test.

platelet count and hemoglobin levels in the whole TTP cohort (Fig. 4,
panel A and B). Fourteen patients with acute TTP received packed red
blood cells before sampling for PMNE determinations. The significant
inverse association is present between PMNE and hemoglobin levels
if these subjects are excluded form the analysis presented on Fig. 4B
(r = —0.427, p = 0.037). Result of stratified correlation analysis
(although underpowered due to low patient numbers) is presented
in legend for Fig. 4.

In a subset of these patients levels of complement factors and ac-
tivation products have been measured previously. Increased levels of
C3a and terminal pathway complex (TCC) were observed in acute
TTP [10]. Therefore, we analyzed if any of the complement factors
or activation products show association with activity markers of
neutrophils. As shown in Fig. 5, concentrations of the activity marker
of the alternative pathway convertase’s enzymatic component Factor B
(Bb, r = 0.392, p = 0.015) and anaphylatoxin C3a (r = 0.367, p =
0.024) showed significant, positive correlation to PMNE levels. No
other significant correlation between complement components (C3,
Factors B, H, [, r = —0.171, -0.287, 0.015, 0.255, respectively, all p
> 0.05) or activation products (C1r-C1s-Cl-inhibitor, C4d, C3bBbP,
TCC, 0.025, 0.058, 0.017, 0.199, respectively, all p > 0.05) and PMNE
concentration was observed.
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Fig. 4. Association of plasma neutrophil elastase (PMNE) levels with disease activity
markers in TTP. Correlation coefficients and p values between plasma PMNE levels
and platelet counts (A) or hemoglobin levels (B) were calculated by the Spearman
non-parametric method (Panel A, pooled analysis: r = —0.483, p = 0.006; acute
TTP: -0.521, p = 0.015; TTP in remission: r = —0.086, p = 0.743; Panel B, pooled
analysis: r = —0.382, p = 0.018, acute TTP: -0.353, p = 0.116; TTP in remission: r =
—0.257, p = 0.318). Samples taken in acute TTP are marked with closed symbols, where-
as those taken in remission are marked with open symbols.
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Fig. 5. Association of plasma neutrophil elastase (PMNE) levels with complement ac-
tivation products in TTP. Correlation coefficients and p values between plasma PMNE
levels and activated factor B (Bb) (panel A) or anaphylatoxin C3a (panel B) levels
were calculated by the Spearman non-parametric method (Panel Ar = 0.392, p = 0.015;
Panel Br = 0.367, p = 0.024). Samples taken in acute TTP are marked with closed symbols,
whereas those taken in remission are marked with open symbols.

Discussion

Here we report on two novel findings. First, in a well-characterized,
homogenous ADAMTS13-deficient, inhibitor positive cohort of TTP pa-
tients elevated neutrophil activation marker, PMNE, was shown to be
increased in acute disease flare. PMNE levels were directly related to
disease activity markers hemoglobin and platelet count, and correlated
with the amounts of functional ADAMTS13 inhibitor. Second, according
to the presented data, neutrophil- and complement activation are
present parallel in acute TTP and correlate to each other.

The potential link between thrombotic microangiopathy and neu-
trophils was first studied and characterized in E. coli caused typical
HUS. Increased initial neutrophil count was shown to be predictive for
bad outcome in D + HUS [16]. Further, neutrophil markers (elastase,
myeloperoxidase and IL-8) were elevated and linked to endothelial
cell damage and thrombin activity in typical HUS [17]. Similar observa-
tions have been reported for a few diarrhea negative HUS patients [18].
Recently, elevated myeloperoxidase and circulating DNA levels were
shown in patients with various forms of TMA (ADAMTS13 deficient
TTP, D + HUS, tumor-associated TMA and TMA of with unknown etiol-
ogy). Increased plasma DNA and MPO levels together with ADAMTS13
deficiency characterized the acute disease state in patients with
acquired TTP. Authors concluded that circulating DNA and histones in
patients with TMA could have originated from neutrophil extracellular
traps (NETs) [14].

Neutrophils release processed chromatin termed neutrophil extra-
cellular traps (NETs) to trap and kill pathogens [19]. NETs are implicated
in immune defense [20], sepsis [21] and autoimmunity [22]. NET is
formed by a DNA-histones scaffold that contains granule proteins such
as elastase and myeloperoxidase, as well as antimicrobial peptides
[23]. Results obtained in PMNE knock-out mice showed that these ani-
mals do not form NETs in a pulmonary model of bacterial infection
[24]. These and other studies [24] collectively demonstrated that
PMNE is essential for the initiation of NET formation and is externalized
together with NETSs after stimulation of neutrophils. Therefore, based on
our results we conclude that the increased PMNE levels in acute TTP
may originate from neutrophils in a process of cell activation and NET
release. Our observations independently confirm the results of Fuchs
et al, regarding the contribution of neutrophil activation to the patho-
genesis of acute TMAs, and its correlation to disease activity.

Activation of neutrophils, as assessed by a specific biomarker,
elastase, is characteristic for hematologically active TTP. Patients
with >150 G/L platelet counts and deficient ADAMTS13 activity had
similar mean PMNE level to those in remission without ADAMTS13
deficiency (Fig. 2), and also similar to healthy controls (Fig. 1). Fur-
thermore, treatment of acute TTP by a series of PEX sessions resulted
decrease of PMNE levels in the majority of patients during PEX,
whereas the reduction was significant (Fig. 3) after reaching of he-
matological remission. These results support the multiple hit con-
cept in the pathogenesis of TMAs, specifically, TTP. Acute TMA
flares often follow infections or precipitate during or after pregnancy
and neutrophil activation is known to be increased in these clinical
states [9]. In genetically (rare or common variants in ADAMTS13) or
immunologically (ADAMTS13 inhibitors) predisposed individuals,
activation of neutrophils and release of NETs may precipitate acute
TTP by multiple mechanisms. As shown in mouse model, DNA and
histones stimulate thrombosis and promote cytotoxicity [25-27]. In
addition, reactive oxygen species released by activated neutrophils
have prothrombotic effect, mediated in part by inhibition of VWF
cleavage by ADAMTS13 [28]. Finally, leukocyte proteases including
elastase cleave von Willebrand factor at or near the ADAMTS13
cleavage site and may therefore participate in the proteolytic regulation
of VWF [29].

Furthermore, NETs may activate complement leading to C3b deposi-
tion to NET components and generation of C5a [30]. Previously we [10]
and others [11] documented the activation of the classical/lectin, the al-
ternative and the terminal pathways of complement in TTP. Our current
results indicate the association between PMNE and C3 activation (C3a),
and the presence of NETs may be a potential link between these factors.
The presence of correlation between PMNE and Bb levels point to the
initiation of alternative amplification loop extending complement acti-
vation. Complement activation attracts and activates neutrophils
[31,32], and in turn may exacerbate NET release, initiating a positive
feed-back loop. These observations are in line with the recent report
on the association among circulating nucleosomes, activated neutro-
phils (as indicated by increased neutrophil elastase-au1-antitrypsin
complexes), and presence of deep vein thrombosis [33]. Taken together,
evolutionarily conserved innate mechanisms acting in concert may
stimulate thrombosis, endothelial damage [34,35] and contribute to
the precipitation of acute TTP.

Currently PMNE measurement is possible only by manual
immuno- and enzymatic assays, therefore this restricted availability
and relatively high costs limit its potential clinical application. However,
if these observations can be repeated in independent cohorts markers of
neutrophil activation may potentially help to stratify patients between
therapeutic modalities and to guide time and frequency of plasma
exchange treatment.

We acknowledge potential limitations of our study. TTP is a rare
disorder, and we were unable to enrol more patients in a reasonable
short time-frame allowing the correct analysis of elastase and neutrophil
activation. Therefore, due to the low number of patients some of the
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analysis presented here are underpowered, there is a possibility for the
presence of false negative or false positive conclusions in the results
(especially for the correlation analysis), and therefore some of the con-
clusions have to be taken as preliminary, until independent confirma-
tion is published.

In conclusion, we report the association of increased plasma neu-
trophil elastase levels with acute TTP. Increased PMNE levels were
directly related to hematologically active TTP, to functional
ADAMTS13 inhibitors, disease activity markers of acute TTP (hemoglo-
bin concentrations and platelet counts) and complement activation
markers of the alternative pathway. Effective treatment of an acute
TTP episode resulted in marked decrease in PMNE levels. Our data
lend credence to the hypothesis that neutrophil extracellular traps
may be released in acute TTP and may potentially contribute to the
pathophysiology of this disease. We identified complement activation
products associated with high PMNE levels indicating for the presence
of a potential positive feed-back loop between innate mechanisms
behind the precipitation of acute TTP.
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Summary

Thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP) is characterised by the
deficiency of the von Willebrand factor (VWF) cleaving protease
(ADAMTS-13). Although several observations indicate an important
role of endothelial activation in the pathogenesis of TTP, no reliable
endothelial activation markers are available in the clinical manage-
ment of TTP. Our aim was to investigate the presence of endothelial
activation in TTP and to determine its connections with disease activ-
ity, therapy and complement activation. We enrolled 54 patients
(median age 40.5; 44 females) and 57 healthy controls (median age
34; 30 females),VWF antigen, carboxiterminal-pro-endothelin-1 (CT-
proET-1), complement Factor H and complement activation products
(C3bBbP and SC5b-9) were measured. In both the acute and remission
phase of TTP we found increased CT-proET-1 and VWF levels, while
Factor H levels decreased compared with healthy controls. In re-
mission, however, the elevated CT-proET-1 levels showed 22 % de-
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Introduction

Thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP) is an acute, poten-
tially life-threatening, rare disease belonging to the thrombotic
microangiopathies. TTP is classically characterised by thrombocy-
topenia, microangiopathic haemolytic anaemia with the presence
of fragmentocytes in the blood smear. Ultra-large von Willebrand
Factor (ULVWF) was shown to be present in plasma samples of
TTP patients (1), and more than a decade ago TTP was recognised
to be associated with the deficiency of the VWF-cleaving protease
ADAMTS-13 (A Disintegrin and Metalloproteinase with Throm-
bospondin-1 like motifs-13) (2). VWF is a multimeric glycopro-
tein present in blood plasma, in the subendothelial matrix, as well
as in storage granules in endothelial cells (Weibel-Palade bodies)
and in platelets (alpha-granules) (3). Whereas alpha-granules re-
lease VWF predominantly upon platelet activation, endothelial
cells combine basal and stimulated release of Weibel-Palade body

© Schattauer 2016

crease when compared with the acute phase in paired samples
(p=0.0031), whereas no changes for VWF and Factor H levels were ob-
served. We also found positive correlations between CT-proET-1 levels
and alternative pathway activation markers (C3bBbP; p=0.0360;
r=0.4299). The data we present here demonstrate a role of endothe-
lium activation in patients with acute TTP. The finding that CT-proET-1
levels decreased in remission compared with the acute phase further
supports endothelial involvement. In addition, we show that endothe-
lial activation also correlated with the activation of the alternative
complement pathway. The data suggest that complement and en-
dothelium activation jointly contribute to the development of TTP epi-
sodes in patients with predisposition to TTP.

Keywords
TTP, endothelial cell, endothelin-1, ADAMTS13 deficiency, complement
activation
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contents (4). ULVWF multimers released by endothelial cells
rapidly undergo ADAMTS13-mediated cleavage. VWF has a cru-
cial role in clot generation at the site of blood vessel damage, since
anchored VWF multimers exert an adhesive potential for platelets
(5). In case of ADAMTS13 deficiency, i.e. in patients with TTP,
plasma VWEF levels (especially in form of ULVWF) are increased
(6) but it is currently unknown whether this increase is due to pla-
telet or endothelial activation, or a combination of both.

It has been suggested that endothelial cell activation and dys-
function play a major role in the pathogenesis of various throm-
botic microangiopathies including TTP. The terms endothelium
activation or injury have been known for many years in connec-
tion with TMA as a key point in the pathogenesis. During en-
dothelial cell perturbation the anticoagulant homeostasis of the
endothelium is decreased and many factors and ligands such P-se-
lectin, ICAM-1 are upregulated on the cell surface and contribute
to leukocyte and platelet adhesion and aggregation. Moreover, the

Thrombosis and Haemostasis 115.5/2016

Downloaded from www.thrombosis-online.com on 2017-05-27 | ID: 1000549175 | IP: 193.6.208.35
For personal or educational use only. No other uses without permission. All rights reserved.



1035

DOI:10.14753/SE.2018.2088

Mikes et al. Endothelium activation in thrombotic microangiopathies

increased ULVWF release from endothelial cells also promotes
thrombosis. Endothelial cells treated by TTP patient sera showed
up-regulation of P-selectin and increase in the adhesiveness for
neutrophils, as demonstrated by Ruiz et al. (7). In addition,
Jimenez et al. observed the presence of CD62E and VWF express-
ing microparticles in the plasma of TTP patients (8), indicating the
activation of endothelial cells in these patients. Finally, the study of
Mori et al. (9) and Stufano (6) documented vascular endothelial
injury in TTP/HUS patients as reflected by increased plasma
thrombomodulin, antithrombin, protein C levels and increased
VWE antigen, VWF propeptide levels. Although several endothe-
lial cell markers have been investigated in TMAs, endothelin-1 has
not been studied yet. The main function of endothelin-1 is to regu-
late blood pressure in small vessels and has a function in sodium
homeostasis (10). Increased levels of endothelin-1 have been de-
scribed in chronic heart failure, chronic kidney diseases, sepsis
models and in secondary microangiopathy associated with kid-
ney/pancreas transplanted patients (11).

Activation of the complement system on endothelial cells may
contribute to the development of thrombotic microangiopaties.
The mechanisms of complement activation in TTP may include
initiation of the classical pathway by ADAMTS13-anti-
ADAMTS13 immune complexes, by damaged self cells in response
to tissue ischemia, and also the over-activation of the alternative
pathway. Importantly, in the study of Westwood et al, acute TTP
was not only characterized by increased complement activation,
but also by complex pro-inflammatory and regulatory cytokine re-
sponse. Turner and Moake (12) published that components and
regulators (including Factor H) of the alternative pathway are as-
sembled and activated on ULVWF anchored to endothelial cells,
which may provide a direct link between endothelial cell injury
and complement system. Current concepts in the pathogenesis of
thrombotic microangiopathies convincingly support the role of
endothelial cell activation (13), and reliable endothelial biomarkers
could potentially reflect the efficacy of therapy and predict risk of
relapse in these diseases.

We hypothesised that endothelin-1 may serve as a useful en-
dothelial cell biomarker in TTP. Endothelin-1 release is known to
depend upon gene transcription [regulated by cytokines (14),
thrombin (10), etc.], and only minor amounts are stored. Changes
in endothelin-1 levels, therefore, may be a specific marker of en-
dothelial cell activation that could reflect the actual clinical state of
TTP patients and would monitor their therapy-response. The goal
of the presented study was to validate this new marker by measur-
ing carboxiterminal pro-endothelin-1 (CT-proET-1), a stable pre-
cursor of endothelin-1, in relation to TTP activity, to plasma ex-
change (PEX), and to assess its potential association with comple-
ment activation.

Materials and methods
Patients and samples
This study is an extension of our previous study (15), where patient

selection criteria, definitions of clinical syndromes and a set of lab-

Thrombosis and Haemostasis 115.5/2016

oratory methods were described. In the current analysis a total of 54
TTP patients were enrolled between August 2007 and January 2014.
Active TTP was defined as: thrombocytopenia (<150 G/1), direct
Coombs negative haemolysis with fragmentocytes in the peripheral
blood smear. Although in most patients ADAMTS13 deficiency was
documented (<10% ADAMTS13 activity levels), in three patients
(out of 54) this marker could not be determined because their epi-
sodes occurred prior to the availability of the ADAMTSI13 assay and
they were in remission at the time of the study. Other concomitant
diseases such infection, malignancy, autoimmune diseases were ex-
cluded with careful analysis of patient’s history, imaging, and specific
laboratory tests (serology for systemic autoimmune diseases, infec-
tions). Patients with acute oligo-anuric renal failure were also ex-
cluded. The term remission refers to inactive disease, i.e. complete
remission (CR), defined by platelet counts >150 G/1 for one month
without signs of haemolysis, without symptoms of active organic in-
volvement or residual symptoms only. Suppl. Table 1 (available on-
line at www.thrombosis-online.com) shows baseline clinical data of
the patients enrolled in the study.

Eighty-two samples from the 54 TTP patients were available for
this study, details of the number of patients and available samples
are presented on the study flow chart (Suppl. Figure 1, available
online at www.thrombosis-online.com). Fifty-seven healthy con-
trols (age and sex matched) were recruited from a pool of healthy
employees scheduled for mandatory medical check-up.

Samples (serum, EDTA-anticoagulated plasma and sodium-ci-
trate anticoagulated plasma) were taken from antecubital veni-
puncture or from central venous catheter. Cells and supernatants
were separated by centrifugation and shipped on ice for process-
ing. The aliquoted samples were stored at <-70°C until use. The
study was approved by the institutional Ethics Committee on
Human Research and informed consent was obtained from each
subject.

Determination of CT-proET-1 levels and other
laboratory parameters

Endothelin-1 is hardly measurable in human plasma due to its
very short half-life (1-2 minutes in circulation). Therefore, a stable
precursor (Carboxi-Terminal (CT)-proET-1, half-life is 42 hours
in room temperature) (16), which is produced in equimolar con-
centration to endothelin-1, was measured.

CT-proET-1 was measured in EDTA plasma with immuno-
luminometric assay by following the manufacturer’s instruction
(BRAHMS Kryptor System currently Thermo-Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) (16, 17).

The methods were described previously in full detail. Shortly,
the fluorigenic substrate FRETS-VWEF?73 was applied for the deter-
mination of ADAMTS13 enzyme activity (reference range
67-147 %) and inhibitors as described (15, 18). The concentration
of C3bBbP was measured by ELISA, based on Cat et al. (19) with
some alterations (15, 20). Serum concentrations of Factor H
antigen (FH:Ag) were determined using ELISA (reference range
250-880 mg/1)(15). Two patients had no available samples for Fac-
tor H antigen measurement. VWF antigen levels (reference range:

© Schattauer 2016
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53.2-329.1 mg/1 (5-95 percentile) were measured in EDTA plasma
by an in-house ELISA assay based on Cejka (21), using primary
antibodies and horseradish peroxidise-labelled polyclonal rabbit
anti-human VWF antibodies (both from Dako, Glostrup, Den-
mark) as described (18). Eleven patients had limited samples for
VWEF antigen measurement.

Statistical analysis

The continuous variables in this study showed skewed distribu-
tion, and failed Shapiro-WilK’s test. Accordingly, for descriptive
purposes, continuous variables are given as median and 25th-75th
percentiles, categorical variables as numbers (percent). Non-para-
metric tests were used for group comparisons (Mann-Whitney U
test to compare two groups) and for correlation analyses (Spear-
man rank test). Median difference with 95% confidence intervals
(CI) between paired groups was calculated by the 1000-bootstrap
method. Statistical analyses were carried out with GraphPad Prism
4.03 (GraphPad Softwares Inc., San Diego, CA, USA) software.
Two tailed p-values were calculated and the significance level was
put at a value of p <0.05.

Results
Patients

Over the study period 54 TTP patients and 57 healthy controls
were enrolled. P>Table 1 shows the clinical and laboratory data of

the groups studied. All of the patients in acute disease flare were
ADAMTS13 deficient (activity <=10%) and positive for anti-
ADAMTS13 inhibitors. Therefore, the study represents a homo-
genous ADAMTSI13 deficient TTP cohort, however there were
three patients who were seen in remission only and their
ADAMTS13 deficiency could not be documented. The median
age at first TTP episode was 35 years and the average number of
episodes was 1.9 (lifelong episodes). Each of the acute TTP pa-
tients had PEX treatment with various numbers of sessions, the
median was 10, interquartile range: 6-18.5 (n=36). At the onset of
the acute disease flare neurological signs (severe headache, dizzi-
ness, aphasia, paresis, numbness, loss of consciousness, coma) oc-
curred in 79% of the patients, abdominal signs (abdominal pain,
bleeding, diarrhoea, nausea, vomiting,) in 33 %, renal injury (pro-
teinuria, haematuria, kidney function impairment) in 18 %, where-
as 13% of the patients had no other symptoms than thrombocy-
topenia and haemolysis. None of the patients had anti-Factor H
antibody or any other known autoantibody mediated autoimmune
disease. Two patients, who were seen in remission only, had idio-
pathic thrombocytopenic purpura in their history, whereas 1 pa-
tient had ADAMTS13 deficiency and newly diagnosed systemic
lupus erythematosus when admitted.

Endothelial cell activation in TTP and its changes in
relation to disease activity

First, VWF antigen, an important pathogenic factor of TTP was
measured in the patients enrolled in our study. Increased VWF

Table 1: Clinical and

Variable Acute TTP, before PEX  Remission TTP Healthy controls

laboratory character-
Number 25 17 57 istic of the various
Age at sample collection (year) 39 (34.5-47.5) 44 (33-51) 34 (29.5-40) groups of TTP patients
Gender (F/M) 1906 13/4 30027 and healthy controls.
Haemoglobin (mg L) 83 (72-108) 140 (124-153) 145 (136-161)
Platelets (G L) 22 (11-43) 246 (203-361) 271 (236.5-305)
Creatinine (pmol L) 80.5 (63.8-99) 69 (56.8-82.8) 69 (61-80)
ADAMTS13 activity % 0 (0-0) 0.5 (0-77.7) ND
ADAMTS13 activity of mixed sample* 0 (0-14) 30 (9-54.5) ND
VWF antigen (mg L") 569 (397.1-706.8) 409.8 (324.6-653.2) 138.4 (71.8-217.1)
CT-proET-1 (pmol L) 57.47 (42.8-88.9) 48.6 (45.2-58.3) 36 (21.5-42)

Factor H antigen (mg “")
GgL

C3a (ng mL")

C3bBbP (U mL")
SC5b-9 (ng mL™)

404 (374-588)
1.37(1.2-1.9)

203.1 (165.6-559.9)
2.3(1.5-4.9)

418.7 (279.8-657.1)

455 (316-654)
1.5(1.1-1.7)

195.4 (109.6-328.7)
2.3(1.8-3.3)

289.8 (230.7-347.6)

597.8 (494.9-700.7)
ND
ND
ND
ND

*Test sample and normal pooled plasma sample was mixed in 1:1 ration and ADAMTS13 activity determined. Data refer to median
and interquartile range. (F: female; M: male; ND: not determined; PEX: plasma exchange). Reference ranges: ADAMTS13 activity
67—147 %, inhibitor for ADAMTS13 activity (mixed sample): >50%, €3 0.9-1.8 g L, C3a 70-270 ng mL ", SC5b-9 110-252 ng
mL". There is no reference range for C3bBbP; however, in our previous study its level was 1.71 U mL™ (IQ range 1.32-2.99)
measured in 17 healthy subjects (15).
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antigen levels were observed in all groups of TTP patients
(stratified according to disease activity) vs healthy controls (P Fig-
ure 1A) Patients with active disease or in remission showed 3-4
times higher median VWF antigen levels than controls. The as-
sociation between elevated VWF antigen levels and active TTP
was further demonstrated when patients were grouped according
to disease activity of TTP (platelet counts: <150 G/ or >150 G/1)
and ADAMTS13 deficiency (activity <10% or >10%). As shown
on P>Figure 2A, VWF antigen levels were highest when both
ADAMTSI3 deficiency and active TTP were present, as compared
with healthy controls. VWF antigen levels were still higher in pa-
tients in remission vs normal controls and the presence or absence
of ADAMTSI3 deficiency did not seem to influence its levels at
this phase (p=0.86, Mann-Whitney test,).

If we restricted the analysis to the subjects with available sample
pairs before PEX and during PEX, a decrease in VWF levels
(median difference of VWEF antigen 191.5 mg/l, 95% CI
-40.1-306.3) was observed in response to PEX therapy (P> Figure
3A). Similarly, no significant difference (median difference of
VWE antigen 91.4, 95% CI -80.0-254.4) was shown for samples in
remission (P> Figure 3B).

Next, we examined whether ABO blood groups could influence
the levels of VWEF antigen as Jenkins et al. (22) described earlier. In
our study 46% of the patients had blood group A, 25% blood
group 0. Our results were in line with findings of Jenkins et al.,
since VWF antigen levels were lower in patients with blood group
0, than in those with group A, or other blood groups (data not
shown). Nonetheless, VWF antigen levels were increased in TTP
patients independently of blood group, when compared with
healthy controls.

As TTP is characterised by platelet activation and consump-
tion, a portion of the increased VWF levels may potentially orig-
inate from these platelets. To assess the involvement of the other
known source, endothelial cells, we measured CT-proET-1, a spe-
cific endothelial marker in these groups. Endothelial cell activation
was present in acute TTP, median CT-proET-1 levels were 37%
higher when compared with healthy controls (P>Figure 1B,
p<0.0001, Mann-Whitney test). As presented on P> Figure 2B, the
highest CT-proET-1 levels were observed in active, ADAMTS13
deficient TTP patients. In samples taken in remission, the CT-
proET-1 levels were higher than in controls, but the presence or
absence of ADAMTS13 deficiency did not influence CT-proET-1
levels (p=0.349, Mann-Whitney test). Importantly, CT-proET-1
levels were lower in remission than in acute TTP (where

Figure 1: Biomarker levels in relation to disease activity in TTP and
in healthy controls. We measured VWF antigen (VWF:Ag) (A) and CT-
proET-1, a stable fragment of endothelin-1 (B) in EDTA plasma samples in
TTP patients and in healthy controls. Significant differences were observed
between the patient groups and healthy controls. Factor H antigen (FH:Ag)
levels were also measured in the detailed groups (C) and FH:Ag levels were
significantly decreased in patients compared with the healthy controls.
Mann-Whitney test were used to compare patients to healthy controls. Aster-
isks indicates results of Mann-Whitney test (p*<0.05; **<0.01;
***<0.0001.) Horizontal lines show medians of the groups.
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ADAMTS13 deficiency was again an independent variable)
(> Figure 2B, columns 1 and 2 p=0.079 and columns 1 and 3
p=0.017, Mann-Whitney test).

During PEX (i.e. during active TTP) CT-proET-1 levels tended
to decrease (median difference 12.6 pmol/l, 95%CI -2.6-33.8)
compared with pre-PEX concentrations (P Figure 3C). However,
significantly lower CT-proET-1 levels were observed in remission
as compared with pre-PEX samples (P Figure 3D), the median
CT-proET-1 difference between pre-PEX and remission samples
was 13.9 pmol/l (95% CI: 3.7-33.6). CT-proET-1 concentrations
did not correlate to VWF levels in the pre-PEX samples (r=0.284,
p=0.211, Spearman correlation) or in the samples taken during
PEX (r=0.409, p=0.211, Spearman correlation), or to disease activ-
ity markers (LDH, platelets, data not shown). However, CT-
proET-1 levels showed a moderate positive correlation with creati-
nine levels in acute TTP (r=0.496, p=0.011, Spearman corre-
lation), but no similar correlation was observed during remission,
although patients with oligo-anuric kidney failure were excluded
from this study. The nature of TTP episode (acute, first or relapse
of previous TTP) did not influence CT-proET-1 or VWF antigen
levels (data not shown).

Connection between endothelial cell activation and
complement alternative pathway

In the next analysis the potential link between endothelial cell- and
complement activation was explored in acute TTP. Complement
factor and activation product levels are shown in P>Table 1. The
results of Factor H antigen measurements are presented on P Fig-
ure 1C, P> Figure 2C and P>Figure 3E-F. Decreased Factor H
antigen levels were observed in TTP when compared with control
(> Figure 1C and »>Figure 2C), even in remission with deficient
ADAMTS13 activity. Analysis of patients with available corre-
sponding samples and sample pairs from pre-PEX, during PEX
and remission phase of the disease showed no significant changes
(half of the patients had increase, whereas the other half had de-
creased Factor H antigen levels, > Figure ~3E-F). No correlations
were observed between decreased Factor H antigen levels and
other complement parameters such C3, C3a, C3bBbP, sCb5-9
(data not shown).

In patients who had available plasma samples before the initi-
ation of PEX series levels of alternative pathway convertase com-
plex C3bBbP were also measured, and showed positive correlation
to CT-proET-1 levels (> Figure 4A, r=0.528; p=0.013; Spearman
correlation), whereas correlation of CT-proET-1 with the terminal
pathway activation complex (sC5b-9) was weak, non-significant

Figure 2: Biomarker levels in TTP in relation to disease activity and
ADAMTS13 deficiency. Elevated VWF:Ag (A), and CT-proET-1 (B) and de-
creased FH:Ag levels (C) were present independently of disease activity
(closed dots: PLT< 150 G/I, opened dots: PLT>150 G/I) or of ADAMTS13 defi-
ciency (indicated on the x-axis) in TTP patients. Asterisks indicates results of
Mann-Whitney test compared with healthy controls (ns.:non-significant;
p*<0.05; **<0.01; ***<0.0001). Horizontal lines show medians of the
groups.
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Figure 3: Changes of VWF antigen (A, B), endothelin-1 (C, D), and Factor H antigen (E, F) levels in follow up samples. Biomarker levels were de-
termined in sample pairs of TTP patients. Median difference and 95 % Cl for A: 191.5 (-40.5-285.5); B: 91.4(-80.0-254.4); C: 12.6 (-2.9-46.2); D: 13.9
(3.3-37.3); E: —16.0 (-154.0-602.0); F: —62.0 (-345.1-150.5).
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Figure 4: Association of endothelin-1 levels with complement acti-
vation markers in acute TTP. CT-proET-1 levels were compared with
C3bBbP and SC5b-9 levels in 21 and 25 patients (with available samples for
the measurement) from the acute phase before the initiation of PEX session.
P-values were determined by Spearman rank correlation test. (Panel A, X-axis
shows alternative pathway convertase activation complex (C3bBbP) on a
log, scale; r=0.528; p=0. 013; Panel B, terminal complement pathway acti-
vation complex SC5b-9; r=0.306; p= 0.135).

(> Figure 4B, r=0.306; p=0.135; Spearman correlation). In addi-
tion, there were no correlations with other complement compo-
nents such as C3, C3a (data not shown).

Discussion

We have presented the largest study to date on the association of
increased CT-proET-1 and von Willebrand factor levels with acute

© Schattauer 2016

and remission TTP. Endothelial cell activation was demonstrated
by comparing groups of patients with acute and remission TTP, in
relation with healthy controls. The highest levels of CT-proET-1
and VWF were observed in acute TTP, and lower, but still in-
creased levels of both markers were observed in remission, when
compared with healthy controls. There was a wide variation in CT-
proET-1 levels in acute TTP and not all patients had increased lev-
els above the upper limit of control. Neither VWE nor CT-
proET-1 levels were associated with ADAMTS13 deficiency in re-
mission. We also quantified levels of complement Factor H, an im-
portant regulator of the alternative pathway, and observed its de-
crease in acute and remission TTP when compared with control
subjects. Furthermore, we looked at the relationship between en-
dothelial cell activation and complement alternative and terminal
pathway activation in TTP and observed a moderate positive cor-
relation between the endothelial cell activation and alternative
pathway activation.

The finding of endothelial activation in TTP is interesting, par-
ticularly its association with disease activity. Although both VWF
and endothelin-1 are considered endothelial markers, their regu-
lation of expression, storage and release are different. Whereas
VWEF is expressed in, and released by platelets and endothelial
cells, endothelin-1 is a specific endothelial marker. Both molecules
are known to share similar constitutive and stimulated expression
patterns and are stored in specific storage granules in endothelial
cells. Endothelin-1 expression and release, however, reflect regu-
lation at the level of gene expression. This observation constituted
the foundation of our hypothesis that changes in CT-proET-1 lev-
els in TTP are specific for the activation state of endothelial cells,
and rapidly follow activation level changes during therapy. Our re-
sults are consistent with previous observations on the presence of
endothelial activation in TTP, where increased plasma levels of
CD62E and VWF-expressing microparticles (8) and high concen-
tration of plasma thrombomodulin, antithrombin and protein C
were reported (9). The strength of our study is two-fold: we based
our measurements on a well standardised, reliable and commer-
cially available specific endothelial biomarker, CT-proET-1 (16)
and our study represents a higher number of subjects with de novo
acute phase disease and remission.

The high VWF antigen and CT-proET-1 levels in active TTP
are intriguing. Increased levels of both markers were observed in
pre-PEX TTP samples when compared with healthy controls
(> Figure 1A, B). When comparing pre-PEX and remission
samples in matched pairs analysis only CT-proET-1 showed sig-
nificant decrease (PFigure 3D), while VWF antigen did not
(P> Figure 3B). Levels of the two markers tended to decrease dur-
ing PEX (VWF antigen level by 40% and CT-proET-1 by 8%);
however, the decrease did not reach statistical significance.

We have recently observed that activation of complement is a
feature of ADAMTS13 deficient TTP, and the observation has also
been confirmed by an even larger series of studies (23). Our data
on the decreased Factor H antigen concentration (P Figure 1) in
TTP is notable and is consistent with the findings published
previously (12, 24, 25). ULVWF present in TTP may increasingly
bind and consume circulating Factor H, a mechanism that may
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further increase the risk of alternative pathway dysregulation (12).
This observation was confirmed in two other studies. Rayes et al.
presented that VWF and complement Factor H co-localised in en-
dothelial cells, and Factor H partially protected ULVWF from
ADAMTS13-mediated degradation (24) ,whereas Feng et al.
showed that the presence of C-terminal half of Factor H is impor-
tant for binding to VWF molecule (25). We did not observe corre-
lation between decreased Factor H antigen levels and increased
complement activation products such as C3, C3a, C3bBbP and
SC5-9. The levels of complement factors and activation products
were comparable to previously published data (15, 23). The fact,
however, that the alternative pathway activation marker C3bBbP
correlated with endothelin-1 levels supports the idea that comple-
ment activation in TTP may contribute to the progression of
TMA. First, the activation of platelets by ULVWEF is an important
step in the pathogenesis of TTP, and this process is accompanied
by thrombin development. Second, thrombin is able to directly ac-
tivate C3 and initiate complement activation, and in parallel,
thrombin is a known activator of endothelial cells resulting in in-
creased production and release of VWF and endothelin-1. In addi-
tion, Factor H dysfunction may contribute to complement deposi-
tion to platelets and to their activation in atypical HUS (26). Fur-
thermore, complement activation products are potent inducers of
adhesion molecule expression on endothelial cells (27) and com-
plement anaphylatoxin C5a may down-regulate the expression of
thrombomodulin (28). Finally, since thrombomodulin is not only
a regulator of coagulation, but also interferes with complement ac-
tivation (29, 30), these processes may jointly turn into a self-ex-
panding circle of increased platelet adhesion and activation,
thrombin production and complement activation, propagating en-
dothelial damage, microangiopathy, increased shear-stress and
progression of TMA. This pathogenesis model is supported by re-
sults of elegant flow-system model experiments as well, where Tati
et al. reported induction of complement activation on platelets and
on the endothelium in ADAMTS13 deficiency (31).

Previous studies documented increased CT-proET-1 levels in
sepsis (32), chronic heart failure (33, 34) and pulmonary artery hy-
pertension (35), and the magnitude of CT-proET-1 increase ob-
served in our cohort is similar. The method applied in this study is
reliable for the measurement of endothelin-1 production since it is
not measuring the short half-life active hormone, but its inactive,
metabolically stable, equimolar pro-fragment, CT-proET-1 (16).
Higher than 60 pmol/l CT-proET-1 concentration was present in
48% of our acute pre-PEX patients, which was similar in patients
with sepsis, or with chronic heart failure. In addition, in two pa-
tients CT-proET-1 levels were higher than 200 pmol/l, a finding
similar to what has been described in septic shock, or in severe
heart failure (NYHA IV). It is important to note that C-reactive
protein (CRP) levels in the majority of our acute patients were in
reference range or moderately elevated, and only 7% of the pa-
tients had CRP concentrations above 50 mg/l. Therefore, the con-
tribution of infection-related endothelial activation to the CT-
proET-1 elevation observed in this study can be considered as
minor. The reference values for CT-proET-1 in our study (median:
36 pmol/l; interquartile range: 21.5-42) were in line with pre-

Thrombosis and Haemostasis 115.5/2016

viously published data (16), where the mean CT-proET-1 level was
44.3 pmol/l (standard deviation: 10) in 326 healthy controls.
Hence, in accordance with these studies the elevated CT-proET-1
levels in TTP may indicate the activated state of endothelium and
active disease process. The observation of higher CT-proET-1 and
also VWF antigen levels in remission (when compared with con-
trol) may be related to damage or activation of endothelium in
these patients. It is the task of further studies to identify those fac-
tors that may cause constant activation of endothelium during re-
mission in TTP patients, and to investigate if elevated CT-proET-1
is also a prognostic marker of an exacerbation and relapse in TTP.

We acknowledge potential limitations of our study. Although
the number of new patients with non-treated, acute TTP has in-
creased since the publication of our previous analysis, the cohort
represents a moderate number of TTP patients. However, TTP is a
rare disorder, and it was not possible to enrol more patients during
the study period. Therefore, some of the analyses presented here
may be underpowered (especially those with wide Cls), and the re-
sults should be considered as preliminary only, until independent
confirmation is published.

Elucidating the role of endothelial activation in TTP is impor-
tant, given the necessity and potential importance of prognostic
and therapy guiding biomarkers as suggested by Zuber et al. (36).
ADAMTS13 deficiency is an important determinant of the

What is known about this topic?

e Thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP) is characterised by
the deficiency of von Willebrand factor cleaving protease,
ADAMTS13, and by the presence of ultra-large von-Willebrand
factor multimers (ULVWF).

e There are a number of pathogenic pathways involved in TTP in-
cluding initiating of platelet activation, coagulation resulting in
endothelial cell injury.

e There are no available and reliable endothelial biomarkers to
monitor the disease state of patients with TTP.

What does this paper add?

e As afirst step a large cohort of ADAMTS13 deficient TTP patients
was enrolled in various diseases states.

e Next, a reliable, stable, well-measurable, specific endothelial
biomarker, CT-proET-1 measured and ADAMTS13 activity, comple-
ment regulators and activation products were also determined.

e Elevated endothelin-1 levels were observed in acute TTP and lev-
els decreased in response to plasma therapy. Endothelin-1 levels
remained higher in remission, when compared to healthy con-
trols.

o There was a close relationship between complement activation
and high endothelin-1 level in TTP.

o This study clearly shows that endothelium activation is character-
istic to acute TTP episodes and endothelin-1 is a suitable biom-
arker to follow the state of endothelium during the disease
course.

© Schattauer 2016
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increased risk for the development of TTP, but this factor alone is
insufficient to explain the development of active TTP. Additional
factors, such as infections, pregnancy or surgery may all contribute
to the precipitation of an acute TTP episode, and these states and
diseases are known inducers of profound cytokine response, com-
plement activation and coagulation. High levels of coagulation
and fibrinolysis biomarkers (37), together with elevated cytokine
concentrations (38) and complement activation (15, 23) are char-
acteristic for acute TTP. Biological effects of these processes, such
as generation of thrombin, increase of pro-inflammatory cyto-
kines like interleukin-6 and tumour necrosis factor-alpha and
complement activation products, may all activate transcription of
endothelin-1 and increase its production (14, 39-41). Therefore,
we suggest CT-proET-1 as a specific, rapidly regulated and well-
measurable endothelial biomarker to be used in TTP and poten-
tially in other forms of thrombotic microangiopathies as well.
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